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OZET

Son yillarda probiyotik kiiltiirler antikanser ¢alismalarinda bir alternatif olarak gosterilmektedir.
Calismada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Laboratuvari Kiiltiir
Koleksiyonu’ndaki saglikli insan vajen kaynakli bakteri kiiltiirleri kullanilmigtir. Bakterilerin canli
hiicre ve ekzopolisakkaritlerinin (EPS), insan serviks kanser hiicreleri olan HelLa kanser hiicre
hattina antiproliferatif etkileri aragtirllmistir. Hiicre hattinda canli hiicrelerin EPS’lerden daha etkin
antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. En iyi antiproliferatif etki, Lactobacillus
gasseri H15 susunun canli hiicrelerinden (% 77 hiicre 6liimii) elde edilmistir. Suslarin kiiltiir
ortaminda EPS iretim kapasiteleri 37 = 0,0 - 217 £ 2,0 mg/L arasinda belirlenmistir. EPS
caligmalarinda liyofilize toz halindeki EPS’ler kullanilmigtir. L. gasseri’nin bes farkli susunun
epitel ylizeye tutunma yetenekleri; adezyon ylizdesi ve adezyon indeksi olarak belirlenmistir. En
yiiksek adezyon yiizdesi (% 90) ve indeksi (% 59) L. gasseri G10 susunda goriilmiistiir. Bakteri
canli hiicrelerinin EPS’lerden daha etkin apoptotik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. En iyi
apoptotik etki L. gasseri H14 susunda goriilmiistiir (4,79- zenginlestirme faktorii). Bakterilerin ve
EPS’lerin apoptotik indeksleri arasinda en yiiksek apoptotik indeks (% 57) G10 susunda
goriilmiistiir. Bakterilerin canli hiicre ve EPS’lerin, HeLa hiicresine kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri
arastirllmistir. Calismada, sadece H15 ve R2 suslari kaspaz 9 (OD 0,07) ve H14 susu kaspaz 3 (OD
0,07) gosterdigi tespit edildi. EPS’ler arasinda ise yalniz H15 EPS’si kaspaz 3 aktivitesi (OD 0,07)
gosterdi. Bakteri kiiltiirleri ve EPS 6rneklerinin (400 pg/ml) HeLa hiicresine apoptotik etkisi,
kaspaz 3 ve 9 gen ifade diizeyleri ile molekiiler olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda apoptoz yolaginda onemli rol alan kaspaz 3 ve 9 aracilifiyla apoptozun
gerceklesmedigi; baska yolak ya da genler araciligi ile apoptozun gergeklesebilecegi
degerlendirilmistir. EPS’nin  dogal, stabil ve uygulama kolayligi nedeniyle, kanser
tedavisi/korunmasinda ilag sanayisinin tercih edebilecegi bir kaynak olabilmesi miimkiindiir.
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ABSTRACT

Although probiotic cultures are shown as an alternative to anticancer studies in recent years. This
study uses obtained from a healthy vaginal culture at Gazi University, Department of Biology,
Biotechnology Laboratory Culture Collection. We investigated the antiproliferative effect of live
cells and exopolysaccharide (EPS) of the bacteria on the human cervical cancer cell line (HelLa).
Live cells were more effective than EPS in terms of antiproliferative activiy on cell line. The best
antiproliferative effect is observed for Lactobacillus gasseri stain H15 (77% cell death) in living
cells. EPS production capacity of the strains in the culture medium is determined as 37 £ 0.0 to 217
+ 2.0 mg/L. Lyophilized powder of EPS were used, in EPS studies. Different five L. gasseri strains,
which highly synthesize EPS, adsorption capabilities are determined on epithelial as adhesion
percentage and adhesion index. The high adhesion percentage (90%) and the index (59%) was
observed in L. gasseri stain G10. Live cells were more effective than EPS in terms of apoptotic
activiy on HelLa cells. The best apoptotic effects are observed in L. gasseri H14 (4.79- enrichment
factor). The highest apoptotic index (57%) is L. gasseri G10 between EPS and live cells. We
investigate the caspase 3 and caspase 9 activity of EPS and living cells of the bacteria on HelLa
cells. The study showed that H15 ve R2 strains had caspase 9 activity (OD 0,07) and H14 bacteria
stain had caspase 3 activity (OD 0,07). Only, EPS from H15 stain had caspase 3 activity (OD 0,07).
We evaulated apoptotic effect of bacterial cultures and EPS samples (400 pug/ml) on HelLa cancer
cells, caspase 3 and caspase 9 gene expression levels were assessed by molecular. We evaulated
that apoptosis does not occur an important role in the apoptosis pathway areas via Caspase 3 and 9
genes. It may ocur by other pathways or gene. EPS may also be preferred as a source of cancer
treatment/protection in pharmaceutical industry because it is natural, stable and easy to implement.

Science code : 203.1.023

Key words - Lactic acid bacteria, exopolysaccharide (EPS), antiproliferative, apoptosis,
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1. GIRIS

Kanser, tiim diinyada mortalite ve morbidite oranlar1 bakimindan 6nde gelen saglik sorunu
olup, oliim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Ulkemizde kanser goriilme sikliginin her 100 000 Kiside 229 oldugu
aciklanmistir (Arica ve digerleri, 2011). Sigara dumaninda bulunan kimyasal ve
karsinojenik ajanlar, radyasyon ve giines 1sigindan gelen zararli ultraviyole isinlar gibi
etmenlerin yani sira vitaminler, mineraller ve antioksidan molekiilleri igeren besinlerin
yetersiz tiiketilmesi ile hiicrelerin zararli molekiillere ve serbest radikallere karsi koruyucu,
detoksifiye edici sistemlerinin ve savunma mekanizmalariin zayiflamasi sonucu olusan
hiicresel hasar da kanser gelisimini tetiklemektedir (Donmez, Cankurtaran, Diken ve

Giinendi, 2010; Doll ve Peto, 1981).

Kanserin tedavisine yonelik yapilan pek ¢ok klinik, epidemiyolojik ve deneysel ¢aligmalar
ile alternatif ilaglarin ve tedavi yoOntemlerinin ortaya konulmasmin Onemi
vurgulanmaktadir. Kemoterapi, radyoterapi, cerrahi tedavi ve hormon terapisi gibi tedavi
yontemleri, tedaviye bagl olarak kanser hastasi lizerinde agir yan etkiler gostermektedir.
Bundan dolayidir ki tedavi sonucunun basari olasiligi diisiikk olmakta ve baska yontemlere
arayislarin arttig1 goriilmektedir (Tekin, Kaya ve Ozbek Yazici, 2012). Yapilan ¢alismalar
laktik asit bakterilerinin kanserojen maddelere karsi énemli bir savunma birligi iginde
oldugunu, bunun yaminda saglikli kisilerin vajen florasinda bulunarak patojen
mikroorganizmalara karsi mikrobiyolojik bir bariyer olarak gorev aldigini gostermektedir

(Charteris, Kelly, Morelli ve Collins, 1999).

Vajen florasinda yer alan laktobasillerin vajinanin dogal dengesinin korunmasinda ve
patojenlerin yerlesmesinin engellenmesinde 6nemli rol oynadiklar1 aragtirmalarda
bildirilmistir. Vajinay1 patojenlerin kolonizasyonundan, epitele yapigsmalarini engelleyerek
ya da tiremelerini inhibe eden maddeler salgilayarak koruduguna inanilmaktadir (Redondo
Lopez, Cook ve Sobel, 1990; Prasad, Gill, Smart ve Gopal, 1998). Gerek bakteri
hiicrelerinin gerekse metabolitlerinin ve EPS’lerinin molekiiler diizeydeki antiproliferatif
etkisi ile kanser arastirmalarinda kullanilabilme olanaklarinin arastirilmasi lizerine yapilan

calismalarin hiz kazandig1 goriilmektedir. Bu sebeple ¢alismada oncelikle insan servikal



kanser hiicreleri olan HeLa kanser hiicre hattinda vajinal kaynakli laktobasillerin (canli

hiicre ve EPS), antiproliferatif etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Apoptoz, organizmada normal hiicre biiyiimesi ve homeostazisi igin gerekli bir siiregtir.
Son yillarda yapilan ¢alismalarla, bu dengenin bozulmasi sonucu apoptozun kontroliinde
olusan anormalliklerin, kanser bagta olmak iizere bircok dnemli hastaligin patogenezinde
rol aldig1 gosterilmistir (Gokge, Yilmaz, Giirbiiz, Kona¢ ve Ekmek¢i, 2011; Mcphie ve
digerleri, 2003). Bu nedenle apoptozu indiikleyici ajanlarin ideal kanser ilaglart olmasi

umut edilmektedir.

Calismada, vajen izolatlarina ait farkli suslarin canli hiicreleri ve kiiltiirlerden elde edilen
EPS’lerin HeLa hiicreleri tizerinde antiproliferatif, apoptotik etkileri ve belirlenen
apoptozun kaspaz 3 ve 9 genlerinin ekspresyon diizeyinde tespiti, ayrica EPS’nin ve
muhtemel probiyotik kiiltiirlerin kanser hiicrelerine adezyondaki rolii amaglanmustir.
Vajinal antikanser ajani olarak probiyotik canli kiiltiirleri ile bu kiiltiirlerden elde edilen
EPS’lerin mukayeseli olarak arastirilmasi da ¢alismanin bir diger amacidir. Tiim bu bilgiler

dogrultusunda arastirmamizda;

1) Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvar Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan, insan vajen kaynakli bakteri kiiltiirlerinden, daha 6nce yapilan
caligmalarda probiyotik 6zellikleriyle 6ne ¢ikmis, 16S rRNA’larina gore tam tanimlamasi
gerceklesmis, 10 susun (L. crispatus A2, L. plantarum G4, L. gasseri H10, L. gasseri G10,
L. gasseri R4, L. gasseri R2, L. gasseri S1, L. gasseri H5 ve L. gasseri H15) se¢ilmesi,

2) Bakteri kolonizasyonunda ve hiicre yiizeyine tutunmada rolii oldugu diisiiniilen EPS’nin
her bir sus tarafindan iiretim kapasitesi kiiltiir ortaminda belirlenerek; yiiksek, diisiik EPS
iiretimine sahip suslarin belirlenmesi ve denemelerde kullanilacak EPS’lerin yiiksek EPS

tireticisi suslardan saflastirilarak, liyofilize hale getirilmesi,

3) Yiiksek EPS iireticisi olarak secilen suslarin canli hiicrelerinin HeLa hiicre hattindaki
tutunma yeteneginin belirlenmesi ve EPS iiretim kapasitelerinin hiicre adezyonuna

etkisinin ortaya konmasi,



4) HeLa kanser hiicre hattinda suslarin canli hiicrelerinin ve EPS’lerinin antiproliferatif
etkisinin arastirtlmasi, bu etkide canli hiicre ve EPS’lerden hangisinin daha etkili

oldugunun ortaya ¢ikarilmasi,

5) HeLa kanser hiicre hatti {izerinde antiproliferatif etkisi yiiksek suslarin canli
hiicrelerinin ve EPS iireticisi yiiksek suslardan elde edilen EPS’lerin kanser hiicresi iizerine
apoptotik etkisinin belirlenmesi ve aymi zamanda apoptotik etkinin morfolojik olarak

degerlendirilmesi,

6) Antiproliferatif etkisi yiliksek suslarin canli hiicrelerinin ve suslardan elde edilen
EPS’lerin (400 pg/ml) kanser hiicresi tizerine kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin

belirlenmesi,

7) Calismada apoptotik etki gosteren suslarin canli hiicrelerinin ve suslardan elde edilen
EPS’lerin Gergek Zamanli PZR ile kaspaz 3 ve kaspaz 9 genlerinin ekspresyon

diizeylerinin belirlenmesi tez ¢alismasinin hedeflerini olusturmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin dogal insan ve vajen florasindaki olumlu etkileri ve endiistriyel
kullanimda giderek artan degeri nedeniyle, iistiin probiyotik Ozelliklere sahip suslarin
detayli tanisi iizerinde yogun g¢alismalar siirdiiriilmektedir (Uymaz, 2010). Giiniimiizde
hem daha gilivenilir ve hem de daha ekonomik olmasi nedeniyle probiyotik
biyoteknolojisine yonelik ¢alismalar 6nem kazanmistir. Caligmamizda kullanilan suslarin,
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engellemesi ve antikanser ajanlarda Onemli
olabilecek mekanizmalarin ortaya konulmasi, bu suslarin klinik preparatlarda kullanilmasi
bakimindan o6nemli olacaktir. Ayrica, kanserden koruyucu etkisi son yillarda sikca
giindeme gelen probiyotik kiiltlirlerin hangi 6zelligi ile etkin olacaginin bilinmesi de, daha
etkin koruyucu ajan olarak kullanimi agisindan 6nemli bir avantaj saglayacaktir. Aym
zamanda probiyotik bakteri kullaniminin, bakterinin canli kalma ve stabilitesi agisindan
olusabilecek olumsuzluklari gidermek igin, probiyotik bakterilerden elde edilen ve etkinligi
cesitli literatiirlerde belirlenen ekzopolisakkaritlerin antikanser ajan olarak kullanilabilirligi
belirlenmis olacaktir. Canli bakteri kullanimi1 yerine depolama ve uygulama agisindan daha
uygun, probiyotik kaynakli ekzopolisakkaritlerle koruyucu veya tedavi edici destek

materyalleri gelistirmek miimkiin olabilecektir. Hem probiyotik hem de probiyotik



kaynakli EPS’nin etki mekanizmasi tam olarak ortaya konmus olacagindan, ila¢ olarak
kullanim oranm1 ve etkinligini daha fazla artirmak mimkin olabilecektir. EPS gibi
probiyotik kaynakli polimerlerin etkin dozunun ayarlanmasi, canli bakteri kullanimina gore

daha kolay olmas1 nedeniyle, probiyotige gore bir diger tercih sebebi olabilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

2.1.1. Kanser ve genetik yapisi

Kanser, c¢evresel faktorlerin etkisi ile hiicrelerin, DNA’sinda ve kromozomlarin
fonksiyonel birimleri olan genlerde olusturdugu degisiklikler sonucu kontrolsiiz olarak
boliinmeye baslamasidir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi kanser ifadesi igin ana ozelliktir;
kontakt inhibisyondan kagabilme, bdliinebilmek ic¢in dis sinyallere gereksinim
gostermeme, c¢ogalmayir baskilayict sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kagabilme,
anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme ise hiicre kiiltiirlerindeki diger 6zellikleri
olarak sayilabilir (Akbulut ve Akbulut, 2005; 23).

Bir tiim6r dokusunun kanser olabilmesi i¢in malign (kotii huylu) 6zellik gostermesi, baska
bir ifade ile kontrolsiiz g¢ogalmasi, komsu dokulara veya yakin-uzak mesafelere
yayilabilme (metastaz; herhangi bir organdaki kanser hiicrelerinin viicudun baska bolgelere
sigramasi) 0zelligine sahip olmas1 gerekmektedir. Tiimorler metastaz yapmiyorlarsa kanser
degildir ve bu durumda, benign (iyi huylu) tiimor olarak adlandirilir (Nussbaum, Mclnnes,
Willard ve Boerkoel, 2005).

Kanser Dokusu

Vajina duvarn

Sekil 2.1. Servikste tiimér dokusu (http://www.nlm.nih.gov)



Pek cok kanser tiirlinde, mutasyonlar tek bir somatik hiicrede olusup ve daha sonra
boliinerek kanser gelisimine yol acarlar (Pritchard ve Grady, 2011). Tiim kanserlerin ortak
0zelligi mutasyonlarin gen ifadesinde meydana getirdigi degisimden kaynakli olmasidir.
Kanser tiirlerinde mutasyonlar, somatik hiicrelerde meydana gelir ve olusan bu
mutasyonlar tireme hiicreleri ile gelecek nesillere aktarilamaz. Fakat kanser olgularinin
sadece % 1’inde, esey kok hiicrelerinin cesitli genlerinde meydana gelen mutasyonlar
sonraki nesillere aktarilir ve bu da, yeni neslin kansere yatkinligini olusturur (Oner, 2003).
Kanser olusumu basladiginda, sitogenetik yapinin korunmasindan ve DNA’da olusabilecek
hasar1 tamirden sorumlu hiicresel mekanizmalar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar
cogalarak bir artig gosterir ve kanseri yayginlastirir. Tiim bu olaylar zinciri sematik olarak

Sekil 2.2°de gosterilmektedir.

Pelvik
% an Duvan

Rahmm Duvarn ————

Sekil 2.2. Serviks kanseri olusum asamalar1 (https://cancercervical.wikispaces.com)

Hanahan ve Weinberg (2000) kanserin 6 6nemli niteligini agiklamislardir:

a) Biliylime sinyal otonomisi: Boliinebilmek igin biiyiime faktorlerinin disinda baska bir
sinyale ihtiya¢ duyan normal hiicrelere karsi kanser hiicreleri biiylime faktor sinyaline
bagimh degildir. Ciinkii biiylime faktor yolaginda olusan mutasyon, kontrolsiiz biiyiimeye

sebep olur.



b) Biiyiime inhibitor sinyallerinden kaginma: Homeostaziyi devam ettirmek i¢in normal
hiicreler inhibitor sinyallerine yanit verirler; kanser hiicreleri, olusan mutasyonlar inhibitor
yolaklarini1 engelledigi i¢in biiyliime inhibitor sinyallerine yanit vermez.

c) Apoptotik hiicre oliimlerinden kaginma: Apoptoz mekanizmasi araciligi ile normal
hiicreler uzaklastirilir, kanser hiicreleri ise apoptotik sinyalden kaginirlar.

d) Simirsiz replikasyon potansiyeli: Normal hiicreler yaslandiktan sonra, hiicrenin simirlt
sayida iki katina ¢ikmasini belirleyen sayma diizenegine sahiptirler. Bu hiicresel sayag her
DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen kromozom uglarinin kisalmasini belirler
(telomerler). Kanser hiicrelerinde telomeraz uzunlugu korunur. Telomer regiilasyonunun
degismesi sinirsiz replikasyon potansiyeline neden olur.

e) Anjiyogenez (yeni kan damarlarinin olusumu): Besin ve oksijen destegi i¢in normal
hiicreler kan damarlarina baghdirlar, fakat olgun bir insanda dolasim sabittir. Kanser
hiicreleri anjiyogenezi uyarir, yeni kan damarlarinin gelismesi tiimor yasami ve biiylimesi
icin gereklidir. Anjiyogenik degisimin aktive edilebilmesi anjiyogenik uyaricilar ve
inhibitorler arasindaki dengenin degistirilmesi ile saglanabilir.

f) Invazyon ve metastaz: Normal hiicreler, viicut igerisinde yerlerini korurlar ve genellikle
goc etmezler. Ancak viicudun diger kisimlarma hareket eden kanser hiicreleri, kanser
Olimlerinin en biiyik nedenidir. Mutasyonlar, invazyona neden olan enzimlerin

aktivitesini, hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler adezyonu saglayan molekiilleri degistirir.

2.1.2. Kanser olusumunda rol alan genler

Kansere neden olan genler, onkogenler ve timdr siipresor genler olarak iki gruba

ayrilmaktadir.

Onkogenler

Normal hiicrelerde  hiicre  boliinmesini  kontrolli  bir  sekilde  gerceklestiren
protoonkogenlerde mutasyon meydana gelirse kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olan
onkogenler olusur. Onkogenler, mutasyona ugramis genlerdir. Onkogenlerin protein
iirlinleri yiiksek miktarda iiretilir ve bdylece tiimor formunun baslatilmasi i¢in dominant
tavir sergiler (Figskin, 2002). Onkogenler; transkripsiyon faktorleri, biiyiime faktorii ve
biiyiime faktorii reseptorlerinin iiretimini arttirarak, apoptozu baskilayarak kansere neden
olmaktadir (Croce, 2008).



Tumor siipresOr genler

Anti onkogen olarak da adlandirilan timor siipresdr genler, normalde hiicre bolinmesini
baskilayan bir grup gendir. Timoér siipresor genlerin her iki allelinde meydana gelecek
normal islev kaybi, kontrolsiiz hiicre bdliinmesine ve tiimor biiyliimesine neden olur
(Pazarbas1 ve Kasap, 2003). Pro veya antiapoptotik proteinler, hiicre siklusu kontrol
proteinleri, DNA tamir proteinleri tiimor siipresor genlere 6rnek olarak verilebilir. En iyi
bilinen ve en ¢ok tizerinde ¢alisilan tiimor baskilayici gen p53 genidir (Kopnin, 2000).
Timor siipresor gen p53; DNA hasari, hipoksi (dokularda oksijen oraninin azalmasi) ve
sicaklik soku gibi cesitli kosullar tarafindan aktive edilebilir. Hasar gormiis hiicrelerde p53,
bliylimenin Onlenmesinde 6nemli rol oynar. p53, hiicre siklusunun durmasinda ya da
apoptozun indiiksiyonunda rol alan ¢esitli genlerin (Bax, apoptoz aktive edici faktor -
APAF-1, kaspaz 9 ve Fas gibi) transkripsiyonunu diizenler (Miyashita ve Reed, 1995;
Soengas ve digerleri, 1999; Owen Schaub ve digerleri, 1995; Sheikh ve digerleri, 1998).
Hiicrede DNA hasari, p53 ekSpresyonunu arttirir ve hiicre dongiisiiniin G1°de
durdurulmasina yol agarak S fazina gecmesini engeller. Bdylece hiicre siklusu
durdurularak olusmus olan hasarli DNA’ya sahip hiicrenin ¢ogalmasi engellenir. Timor
stipresOr gen kategorisinde yer alan DNA tamir genleri; baz kesip ¢ikarma, hasarin direkt
geriye dondiriilmesi, yanlis eslestirme onarimi, niikleotid kesip ¢ikarma, homolog
rekombinasyon gibi aktivitelere sahip olup hiicre dongiisii siiresince olusan mutasyonlarin

onarilmasini saglamaktadirlar (Lahtz ve Pfeifer, 2011).

2.1.3. Serviks kanseri

Serviks kanseri, diinya tizerinde, her iki dakikada bir kadinin 6liimiine neden olan ve
degisik iilkelerde yapilan caligmalara gore kadinlarda meme kanserinden sonra en sik
goriilen ikinci kanserdir. Ulkemizde yapilan galismalar sonucu serviks kanserinin goriilme
sikligt 100 000 de 3,96 oldugu bulunmustur (Arvas, 2007). Viicudumuzun iireme
sisteminin 6nemli bir organ1 olan vajina; rektum, mesane ve liretra arasinda bulunmaktadir.
Vajina, uterusu viicudun disina baglayan yaklasik 7-10 cm uzunlugunda bir tiiptiir. Vajinal
duvar ii¢ tabakadan olugsmaktadir. Bunlar epitelyal tabaka, orta kas tabakasi ve dis fibroz
tabakadir ve yeterli elastiklik igin {ist liste katlanmistir (Brannon Peppas, 1993; Valenta,

2005). Vajinal epitelyum, miisinin dogrudan salgilandigi bir yer olmamasina ragmen ince



bir sivi film tabakasi ile kaplanmig olup genelde mukozal bir yiizey olarak
tanimlanmaktadir (\Vermani ve Garg, 2000).

Normal vajina floras1 koliformlar, difteroidler, aerobik gram pozitif koklar ve diger
potansiyel patojen bakterileri de igeren genis bir mikroorganizma g¢esitliligine sahiptir
(Vallor, Antonio, Hawes ve Hillier, 2001). Vajinal mikroflorada en baskin
mikroorganizmalar, Laktobasillerdir. Florayr olusturan diger mikroorganizmalar ise;
bakteroides, peptokoklar, S. epidermitis, korinobakteriler, peptostreptokoklar, B ve D
grubu streptokoklar, E. coli ve eubakteriumlar’ dir. Candida albicans ise vajen florasinda
diisik miktarlarda bulunur. Ayrica florada Gardnerella vaginalis ve Trichomonas
vaginalis de bulunmaktadir. Neisseria gonorrhoeae, HSV (Herpes Simplex Virus) ve HPV

(Insan Papilloma Viriisii) vajen florasinda bulunmaz (Balc1 ve Capar, 2005).

Yapilan epidemiyolojik ve deneysel calismalarda serviks kanser gelisiminde HPV, ana
etken olarak gosterilmektedir. HPV, 72 kapsomerden olusan zarfsiz ve cift katli bir DNA
virtisiidiir. Viriis partikiili 1siya dayanikli olup DNA igerigi 5,2 milyon daltondur ve 8000
baz ciftinden olusmaktadir (Arvas, 2007). 200 tip HPV siniflandirilmistir. Genital HPV’ler
malign tiimor indiikleme potansiyeline gore, yiiksek riskli tip, olasi yiiksek riskli tip ve
diistik riskli tip olarak siniflara ayrilmislardir (Duenas Gonzalez ve digerleri, 2005). Diisiik
onkojenik risk grubundaki HPV tipleri, servikal lezyon ve genital sigillerden sorumludur.
Yiiksek riskli HPV tipleri ise, servikal kanserlerin ve onun Onciisii olarak kabul edilen
prekanserdz, skuamoz intraepitelyal lezyonlarin % 99,7’sinde saptanmaktadir (Somer,
2009; Trottier ve Franco, 2006). HPV’ler, insanda primer olarak epitel hiicreleri ve
mukozay1 enfekte etmekte; deri ve mukozalarda bazal tabakalardan baglayarak siklikla
servikal transformasyon zonunda (vajina ve serviks epitel hiicrelerinin birbiri ile birlestigi
yer) ¢esitli lezyonlar olusturmaktadir. Diisiik riskli HPV tipleri (6zellikle HPV-6 ve HPV-
11), genital sigiller ve lezyonlara neden olurken, yiiksek riskli HPV tipleri; servikal,
vajinal, anal karsinomay1 da i¢ine alan cesitli kanserlerin gelisiminde dogrudan ya da
dolayh olarak rol oynayabilmektedir (Kanbur ve Capik, 2011). Serviks kanserine neden
olan faktorler arasinda diisiik sosyoekonomik diizey, sigara, irk, erken yasta cinsel iliski,
cok sayida cinsel es, dogum sayisinin fazlaligi yer almaktadir (Giiner ve Taskiran, 2007,

Akhan, 2007; Eren, 2007).
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Serviks kanser hiicre hatti

1951 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Baltimore’da servikal kanser nedeni ile takip
edilen Afrika kokenli Amerikali bir kanser hastasinin kanser dokularinin laboratuvarda
kiiltiirii yapilmistir. Henrietta Lack adindaki bu kanser hastasi kanserin metastaz yapmasi
sonucu hayatin1 kaybetmistir, ancak laboratuvarda kiiltiirii yapilan kanser hiicrelerinin ad1
hastanin ad ve soyadmin harfleri olan ‘‘Hela’” adi serviks kanser hiicre hatt1 olarak
isimlendirilmistir. Bu kanser hiicrelerinin 6liimsiiz olmas1 ve ¢ok kolay iiretilebilmeleri,
antikanserojenik c¢alismalar basta olmak {izere bir¢ok calismada siklikla tercih
edilmektedir. Insan serviks kanser hiicre hatti olan HeLa hiicre hatt1 (Sekil 2.3) koken
olarak epitel bir hiicredir. Bu kanser hiicreleri yiizeye tutunarak gelismektedirler (Rahbari
ve digerleri, 2009; Batts, 2010).
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Sekil 2.3. HeLa (ATCC® CCL-2") kanser hiicre hattimin mikroskobik goriintiisii
(http://www.lgcstandards-atcc.org)
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2.1.4. Kanser tedavisi i¢in uygulanan yontemler

Kanser tedavisi igin uygulanan yoOntemler; Cerrahi, radyoterapi, ilag (kemoterapi) ve
immiinoterapidir (Komaki ve digerleri, 2012). Kanserin tedavisinde kullanilan mevcut
kanser ilaglarinin bir¢ok yan etkisi olmakla birlikte en 6nemli problemlerden birisi, bu
ilaglarin kanser hiicreleri iizerine oldiiriicii etkilerinin yaninda saglikli hiicrelere de
oldiiriicti etki gostermeleridir. Bu yiizden kanser ilaglar1, hizli boliinme durumunda olan
saglikli hiicreler i¢in 6nemli risk olusturmaktadir (Di Leva, Briskin ve Croce, 2012).
Kanserin ilagla tedavisinde tiimor biyolojisi ve tiimor-ilag etkilesmesi, ilacin farmakolojisi,
ilaca direnglilik ve hasta ile ilgili faktorler basari sansimi kisitlayan faktorlerdendir
(Koontongkaew, 2013).

Kanserde ilag tedavisinin yani sira radyoterapi ile tedavi, cerrahi tedaviye oranla daha
basarili sonuglarin alindigi bir yontem olmasina ragmen, iyonize radyasyonun tiim
formlarmin belli kosullar altinda kansere neden olabilmesi nedeniyle her zaman bazi
kisitlamalara agiktir. Kanser olusumunda, viicudun bagisiklik sisteminde goriilen
zayiflamanin da etken olmasindan yola ¢ikarak, oOzellikle viicudun kendi koruma
mekanizmasini stimiile ederek, cerrahi, radyoterapi ya da kemoterapi ile tedavi sonrasi
viicutta kalabilecek az sayidaki kanser hiicresinin tahrip edilebilecegi gosterilmigtir
(Chabner ve Longo, 2011; Wolchok ve digerleri, 2009). Kemoterapi, cerrahi tedavi ve
radyoterapinin belirli yan etkilerinin bulunmas1 ve basar1 sansinin diisiik olmasi sebebiyle
hastalar, tamamlayici ve alternatif uygulamalar1 tercih etmektedirler (Molassiotis ve
digerleri, 2005). Tamamlayic1 ve alternatif tedavileri, Ulusal Tamamlayici ve Alternatif
Tip Merkezi heniiz tibbin bir pargas: olarak kabul edilmeyen saglik bakim sistemleri,
triinleri ve uygulamalar1 olarak tanimlamaktadir (Ades ve Yarbro, 2000). Alternatif
tedaviler, Amerikan Kanser Birligi ve Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan hastaligin
geleneksel tedavisinin  yerine kullanilan  uygulamalar seklinde tanimlanmakta;
Tamamlayici tedaviler ise, modern tip ile birlikte kullanilan tedavileri tamamlayici
yaklagimlar olarak ifade edilmektedir. Alternatif ve tamamlayici tedavi ile ilgili yapilan
caligmalardan biri, 13 {ilkede 26 arastirmada incelenmistir. Bu calismaya gore kanser
hastalarinda tamamlayic1 ve alternatif tedavilerin kullanim sikligmin % 7 ile % 64
arasinda; ortalama % 31,4 oraninda degistigi bulunmustur (Ernst ve Cassileth, 1998).

Tiirkiye'nin de aralarinda bulundugu 14 Avrupa iilkesinde, kanser hastalarinda tamamlayici
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ve alternatif tedavilerin kullanim siklig1 incelenmistir. Bu ¢alismada, kanser hastalarinin
tamamlayici ve alternatif tedavileri kullanma oran1 % 36 olarak (% 15 - 73 araliklarinda)

bulunmustur (Molassiotis ve digerleri, 2005).

2.2. Kanserde Hiicresel ve Molekiiler Diizeyde Apoptoz Mekanizmasi

Canli bir organizmada hiicre dlimiiniin iki tipi goriliir: apoptoz ve nekroz (Sankari,
Masthan, Babu, Bhattacharjee ve Elumala, 2012) (Sekil 2.4). Nekroz (kontrolsiiz hiicre
oliimii), hiicrenin sismesi ve hizli dejenerasyona ugradigi patolojik bir 6liim ¢esidi olarak
tamimlanir (Cabadak, 2008; Kiiltiirsay ve Kayik¢ioglu, 2002). Nekroz mekanizmasi su
sekilde gerceklesmektedir: disaridan alinan fiziksel ve kimyasal uyarilar (1s1, yanma, toksik
maddeler vb.) hiicrenin iyon dengesini bozar ve DNA tamirinden sorumlu nuklear enzim
olan PARP (Poli ADP-riboz polimeraz) enzimi, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)
kaybina neden olur. Bunun sonucunda gergeklesen adenozin trifosfat (ATP) eksikligi, iyon
pompasi yetersizligine yol agar. Boylece hiicre sivi almasi ile organeller siser ve plazma
membran biitiinliigii bozulur, olusan osmotik basing nedeni ile hiicre patlar. Hiicre
Olimiint takiben hiicre iceriginin hiicreler arasi1 bosluga salinmasi yangi (enflamasyon,
iltihaplanma) olayina sebep olur. Bu olayin karakteristik 6zelligi makrofaj ve notrofillerin
nekrotik dokuya go¢ etmesidir. Go¢ eden bu hiicreler nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu
nedenle enflamasyon nekrozun Onemli bir isareti olarak goriilmektedir (Golstein ve

digerleri, 2007; Nicotera ve Melino, 2004).

Nekrozdan farkli olarak kontrollii bir siireg olan apoptoz ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie
(1972) tarafindan fizyolojik hiicre 6liimii olarak tanimlanmistir. Apoptoz, normal gelisim
sirasinda ve olgun organizmadaki cesitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik
hiicrelerin kaybindan sorumludur (Thompson, 1994). Apoptotik hiicre sayisi, kisinin ya da
organizmanin saglikli ya da hasta olusunu belirlediginden, apoptozun fonksiyonel
mekanizmalari hiicrede denge unsurudur. Normal hiicreler, eger radyasyon ve antikanser
ilaglar gibi fizyolojik olmayan stres cesitlerine maruz kalirsa 6liim igin programlanir
(Fanidi, Harrington ve Evan, 1992; Raff, 1992). Kanserdeki bir¢ok hiicrenin birikimi
yaygin hiicre proliferasyonu ve/veya yetersiz apoptoza neden olur. Cok hiicreli
organizmalarda genetik olusumlu hiicre hasarinin bloke edilmesi ya da hiicrenin tamamen
yok edilmesi apoptoz vasitasiyla gerceklesir. Boylece hasarin yayilmasi ve tiimor olusumu

gibi zararl olasiliklar engellenmis olur (Evan ve Littlewood, 1998). Apoptoz olayinin
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olusmasindan daha once hiicresel replikasyon islemi durur (DNA onarimi). Eger bu esnada
DNA tamiri gergeklesemezse apoptoz ile sonuglanan olaylar serisi baslar. Yapilan in vitro
caligmalar apoptozun ani ve hizli bir olay oldugunu gosterir. Apoptotik uyaridan sonra
hiicre, ortamindan uzaklasir; yuvarlaklasirken igerigi bir araya toplanir ve sitoplazmasi
biiziiliir. Apoptotik cismin olusumuna kadar biitiin apoptotik olaylar zinciri birkac dakika
stirer. Bununla birlikte apoptotik hiicrelerin fagositozu i¢in daha uzun bir zaman gerekir.
Hatta bu islem 12 — 18 saat siirebilir (Walker, Harnon, Gobe ve Kerr, 1988; Wyllie, Kerr
ve Currie, 1980).

Apoptoz
Apoptotik cisimcik
Moo e -Hiicre zannda pargalanma ohzznam
T -Hilcre b'uzusur, -DNA fragmentasyonu \ ‘ -
N -Kromatin yogunlasir -.
3‘1 Sl (=} f
-Hiicre kabarmasi '
-Organel hasarn -Hiicre zarmmn bozulmast
)
w @ - Nekroz
S (=N Y N ®
timor 7 a, > PN
hiicre olusumu C" , ‘ ,J;;/ ‘
. l 3 b .
f \ S/ /o ) TR A

Sekil 2.4. Bir hiicrede hiicre 6liimiiniin agamalari (Grasso ve digerleri, 2012)

2.2.1. Apoptozun molekiiler mekanizmasi

Apoptoz olaymnin gerceklesmesi esnasinda gozlenen genetik olaylar, hem toksik ilaglarin
hiicre o6liimiinii bu yolla gerceklestirmesi, hem de bu islemde tiimor silipresdr genleri ile
onkoproteinlerin birlikte is gdrmesi ag¢isindan Onemlidir. Apoptoz, membran o&liim
reseptorleri  yolagi  (ekstrinsik) veya mitokondriyal yolak  (instrinsik) ile

gergeklesebilmektedir (Danial ve Korsmeye, 2004). Plazma membranindaki reseptor -
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ligand yolagi, timor nekroz faktorii reseptor (TNFR) ailesinin plazma membran
reseptorlerine ligand baglanmasi ile baslatilan 6liim yoludur. Tiimor nekroz faktorii (TNF),
reseptOr gen ailesine aittir. Bu reseptor, polipeptidlerin ‘sitoplazmik boliimleri 6liim alani’
ad1 verilen bir aminoasit dizisini icerir ve adaptdr proteinlere baglanirlar. Oliim reseptorleri
CD95 (APO — 1/Fas), TRAIL (TNF - Related Apoptosis - Inducing Ligand) — R1, TRAIL -
R2, TNF - R dir. TNF sitolitik aktivitesini Fas (CD95) antijeni aracilig1 ile yiriitiir. Fas
ligant (FasL) ve TNF-a, apoptozun prototipik indiikleyicileridir (Sekil 2.5). Bu ligantlar
belirli reseptor kiimelerini indiikler (Fas, TNFRI ya da TNFR 1), bu da baslangigtaki sinyal
iletim molekiilerinin aktivasyonuna neden olur. Fas/FasL sistemi en iyi ¢alisilmis reseptor
aracil apoptotik yoldur. Oliim sinyallerinin diizenlenmesi, TNFR ailesinin iiyeleri
tarafindan tetiklenir. Ancak bunlarin sitotoksik sinyallerinin etkisi, reseptorlerin ylizey

ekspresyonunun kritik bir seviyesine bagli olarak meydana gelir (Itoh ve Nagata, 1993).

SITOKIN INDUKLU APOPTOZ

1 7 TNF, TRAIL,
Buyiime Faktoru Yetersizligi ve “ LT, FasL

Yetersiz Hucre Kontag

— ~ TNF-R
Mitokondri [ II Fas

CD40 6

enerjl
Apaf1 a .

Kaspaslar aktive olur.

Sitokrom-C Olusan apoptotik cisimler
makrofajlar tarafindan fagosite
edilir.

2a 3 4 t
/?7, 5
Membran ve hiicre Cekirdek ve DNA Apoptotlk cisimler
iskeleti bozulur. hasan olur. olusur.

Sekil 2.5. Hiicre 6liim reseptorlerinden bazilarinin apoptozdaki rolii (Leach, 1998)

Oksidatif stres, genetik hasar, sitozolik kalsiyum iyon konsantrasyonundaki artig gibi
faktorler, mitokondri dis zar gegirgenliginde artisa sebep olur. Bu degisim mitokondriyal

oliim yolagini tetikler (Sankari ve digerleri, 2012). Mitokondriyal 6liim yolaginda cesitli
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proteinler rol almaktadir. Bu proteinlerden Bcl-2 ailesi, antiapoptotik ve proapoptotik
iiyelerden olusan ve apoptozu diizenlemede en Onemli role sahip olan onkoprotein
grubudur. Hemen hemen tiim kanser hiicrelerinde gozlenen, hiicrelerin normal apoptotik
stirecten kagmalarini saglayan o6zellik kazanmalaridir. Proapoptotik genlerdeki mutasyon
ve antiapoptotik proteinlerin aktivitesi ya da artmis ekspresyonu yetersiz apoptoz ve
malign hiicrelerin biiyiimesine neden olur (Evan ve Vousden, 2001). Bu sebeple
proapoptotik p53 tiimor siipresor geninde olusan mutasyonlar ve Bcl-2 ailesi proteinlerinin
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler 6nemli olmaktadir. Bcl-2 ile ilgili proteinler

yapisal ve islevsel durumlarina gore 3 grup altinda siniflandirilirlar (Colakogullari, 2007).

Bcl-2 onkoprotein grubu

Bcl-2 ailesi, antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusan ve apoptozu diizenlemede en
onemli role sahip olan onkoprotein grubudur (Sekil 2.6). Bircok kanser tiirtinde bu molekiil

asir1 ekspre edilmektedir (Ouyang ve digerleri, 2012).

Bcl-2 ile ilgili proteinler yapisal ve islevsel durumlarina goére 3 grup altinda

siniflandirilirlar:

1) Bcl-2 alt grubu; Bcl-2, Bel-XL ve Bel-w’den olusur. Dort bolgeleri (BH1, BH2, BH3,
BH4) kuvvetli benzerlik gosterir. Hepsinin antiapoptotik aktivitesi vardir. Proteinin C
ucundan zara tutunma bolgesi vardir ve mitokondri dis zarina yerlesirler.

2) Bax alt grubu; Bax ve Bak’dan olusur. BH1, BH2 ve BH3 bdlgelerinde Bcl-2’ye
benzerlik gosterirler ve hepsi pro-apoptotiktir. Bax difteri toksininin yapisal olarak tam
benzeridir. Bu toksin, endozomal/lizozomal zarlarda mRNA c¢evirimi (translokasyon)
baskilayici, adenozin 5°- difosfat ribozile edici polipeptid A alt iinitesinin sitoplazmaya
gecmesini saglayacak biiytikliikte kanallar olusturarak hiicreyi oldiiriir.

3) Bik alt grubu; proapoptotik Bik, Bid ve Bim’ den olusur. Bunlarin yalniz BH3 bolgeleri
Bcl-2’ ye benzerlik gosterdigi i¢in BH3 proteinler olarak da adlandirilirlar. Belirgin
ozellikleri heterodimerler olusturmalari  ve bdylece eslerinin aktivitelerinin

diizenlenmesini saglamalaridir (Atagiin, Eren ve Giirkanli, 2011; Colakogullari, 2007).

Bir hiicrenin apoptoza egilimli olusu heterodimer ya da homodimer formundaki Bcl-2

ailesi genlerinin etkisine baglidir (Altunkaynak ve Ozbek, 2008). Bax, hiicrede asiri



16

yapildiginda apoptotik 6liim artar iken, Bel-2 asir1 yapildiginda Bax ile heterodimerize olur
ve apoptotik Oliim baskilanir. Bax ya da Bak gibi iiyeler heterodimerizasyon yoluyla
kaspaz serbestlesmesini uyarir ve mitokondri zarinin gegis porlarinin agikligini degistirerek
sitokrom ¢’yi serbestlestirir. Dolayisiyla kaspaz aktivasyonuna yol agar (Tsujimoto, 1998;
Taneja, Tjalkens, Phibert ve Rehemtulla, 2001). Bcl-2 ve Bcl-XL apoptozu engelleme
fonksiyonunu, ya kaspazlarin 6ncii formlarini durdurarak ya da kaspaz akisini direkt olarak
aktive eden sitoplazmadaki apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom c¢ gibi
apoptogenik faktorlerin mitokondriden serbestlesmesini engelleyerek —gerceklestirir

(Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Pro-apoptotik Anti-apoptotik
BH3 Bid =y
Uyeleri Bad
Bim — N
| Bel-2

GOKIU B oy s
llan  poy o RAHEOI] eV e ]

Cyelent / \ Bel-XL

Sitokrom c salmmi Mitokondriyal fonksiyonsuzluk

| |

Kaspaz-bagimh  Kaspaz-bagimsiz
apoptoz oliim

Sekil 2.6. Apoptozda mitokondri yolunda yer alan Bcl-2 familya tiyeleri (Atagiin ve
digerleri, 2011)

Kaspazlar

Kaspazlar, apoptoz mekanizmasinda ana rol oynamaktadirlar (Sankari ve digerleri, 2012).
Kaspazlar, (caspase, cysteine-dependent aspartate-spesific proteases) kalsiyum bagimsiz
sistein sinifinin en 6nemli bolimiinii olusturur. Gerek 6lim reseptorleri yolu gerekse
mitokondriyal apoptozda rol alan kaspazlarin giiniimiize dek 14 izoformu kesfedilmistir.

Apoptozu baslatan kaspazlar (K-2, K-8, K-9, K-10), apoptozu yiiriiten kaspazlar (K-3, K-6,
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K-7) ve sitokin inaktivasyonu (K-1, K-4, K-5, K-11, K-12) (Giiltekin, Karaoglu ve
Kiigiikates, 2008; Swapan, Edward ve Naren, 2003). Sitoplazmada normalde inaktif
proenzimler olarak bulunurlar. Fakat proteolitik parcalanmadan sonra aktif hale gegerler ve
boylece kaspaz aktivasyon zinciri (Sekil 2.7) baglar. Baslangicta, kaspazlar mitokondride
membran hasar1 olusturur ve bu olaylarin sonucunda; zar degisimleri, hiicre iskeleti ve
cekirdek degisimine yol acan hasarlar ortaya c¢ikar (Leach, 1998; Saikumar ve digerleri,

1999).

Kaspaz 3, en 6nemli kaspaz olarak bilinir ve kaspaz 8, kaspaz 9 ya da kaspaz 10 gibi
apoptozu baslatic1 kaspazlari herhangi biri ile aktive edilir. Kaspaz-3 spesifik olarak
endoniikleaz kaspaz aktive edici DNase (CAD)’1 aktive eder. Cogalan hiicrelerde, aktive
edici DNase inhibitorii (ICAD), CAD ile kompleks olusturur. Apoptoza ugrayan
hiicrelerde, aktive edilmis kaspaz 3, ICAD’1 pargalar ve CAD’1 serbest birakir (Sakahira,
Enari ve Nagata, 1998). CAD daha sonra gekirdek igerisindeki kromozomal DNA’y1
pargalar ve kromatinin yogunlasmasina neden olur. Kaspaz 3, ayn1 zamanda hiicre
iskeletinin yeniden organizasyonunu ve apoptotik yapilar igerisinde hiicrenin
parcalanmasini da indiikler. Bazi kaspazlar mitokondride inhibe edilir. Bcl-2 ve Bax,
mitokondri dis zar gegirgenligini ayarlar. Apoptotik uyarida mitokondriyal bir protein olan
sitokrom ¢, APAF-I aktive eder ve ardindan ATP’nin katilmasiyla apoptozom ad1 verilen
bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz 9’un aktif kaspaz 9’a
doniismesine ve diger efektor kaspazlarin aktivasyonuna yol agar (Atagiin ve digerleri,

2011) (Sekil 2.8).
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A. Kaspaz aktivasyonunun mitokondriyal yolu
Sitokrom ¢ salinimi1

; Kaspaz 9
Apoptotik » —* uy “"Apoptozom* aktivasyonu
uyarilar ; _ olusumu
Mitokondi Aktif kaspaz 9 dimerleri

B. Apoptozom olugumu ve aktivasyon

Sit. ¢ ? Pro kas
Apaf- 1

Apoptozom

Sekil 2.7. Mitokondri araciligl ile kaspaz aktivasyonu. A. Apoptotik uyaridan sonra
sitokrom c sitoplazmaya salinir. B. Sitokrom ¢ ve ile APAF-1 heptamerik
olusumu saglayan konformasyon kazanir (Atagiin ve digerleri, 2011)
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Sekil 2.8. Apoptotik yolaklar: ekstrinsik ve instrinsik yolak (Calvino Fernandez ve Para
Cid, 2010)
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2.3. Probiyotik Bakteriler

Probiyotikler, insan veya hayvana uygulandiginda konak¢inin mikrobiyal dengesini
gelistirerek sagligi lizerinde yararli etkiler gosteren tek veya karisim halindeki canli
mikroorganizma kiiltiirleridir (Kaur, Chopra ve Saini, 2002). Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO)ne gére probiyotikler, yeterli
miktarlarda uygulandiklarinda konaga yarali etki saglayan mikroorganizmalar olarak
tammmlanmustir  (Fijan, 2014). Bifidobakteriler ve Laktobasil tiirleri, probiyotik
mikroorganizmalarin en 6nemli grubunu olusturmaktadir. Probiyotik bakteriler, Gram (+),
sporsuz ve basil seklindedir. Asitlik, oksijen, sicaklik gibi ¢evresel stres faktorlerine karsi
probiyotikler son derece duyarlidirlar. Dolayisiyla probiyotiklerin mide asitligi, safra
tuzlari, cesitli enzimler vb. gibi zor kosullarda da canliligim1 koruyabilmesi gereklidir.
Probiyotikler kullanilmadan o6nce giivenlik ve stabiliteyle ilgili belirlenmis kriterleri
karsilamalidir (Soccol ve digerleri, 2010; Unal ve Erginkaya, 2010). Probiyotik tiirlerin
seciminde, yeni lretim teknolojileri ve formiilasyonlar1 dikkate alinarak, fonksiyonel
ozellikleri olanlar oncelikli olmalidir. Insan kaynakli suslarm kullanimi, konakgi ile
spesifik etkilesimler ve tiire bagh saglik etkileri agisindan 6nem tagimaktadir (Uymaz,
2010).

Bakterilerin probiyotik bakteri olarak tanimlanabilmesi ve kullanilabilmesi i¢in tasimasi

gereken kriterler:

1) Asit ve safra tuzlarina direng; Midede ve asidik ftriinlerde pH 1,5’e¢ kadar
diisebilmektedir. Bu nedenle sindirim sisteminden gegiste probiyotik olarak kullanilacak
bir mikroorganizmanin canli kalabilmesi i¢in lizozim enzimi basta olmak iizere, agiz
boslugunda bulunan enzimlere dayanikli olmasi ve midenin bu gastrik ortamindan
etkilenmemesi gereklidir. Probiyotik mikroorganizmalar, karacigerde sentezlenen safra
tuzlarinin olumsuz kosullarindan etkilenmeden bagirsakta metabolize olmalidir (Shah,
2001).

2) insan orijinli olmali; insandan izole edilen ve gelismis ileri teknikler kullanilarak teshisi
yapilmig probiyotik mikroorganizmalara ait giivenilir suslar olmalidir.

3) Tutunma o&zelligi; Probiyotiklerin en oOnemli se¢im kriterlerinden biri tutunma

ozellikleridir. Bu bakterilerin bagirsak epiteline tutunma, koloni olusturma ve
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cogalmalart; patojen mikroorganizmalarin tutunmalarini onleyerek kolonizasyonlarini
azaltma, immiin sistemin modiilasyonu ve zarar goren mukozanin iyilesmesine etki
gostermesi bakimindan 6nemli olmaktadir (Ouwehand ve digerleri, 2002).

4) Giivenlik; Probiyotik mikroorganizmalar, gida ve klinik kullanimlarda giivenli olmali
yani patojen ozellikte olmamali ve toksin tiretmemeleri gerekmektedir. Suslarin dogru
olarak tanimlanmalar1 ve Ozellikleri dogru bir sekilde belirlenmeleridir (Yerlikaya,
Karagozli, Ender ve Akbulut, 2008).

5) Teknolojik a¢idan istiin 6zellikte olma; Genetik stabilitesi olan suslar, proses ve
depolama sirasinda yasama kabiliyetinin olmasi, iyi duyusal 6zellikler, faj dayaniklilig
ve genis Olgekli iiretimi yapilabilme niteliklerinde olmalidir (Vasiljevic ve Shah, 2008).
Gidada ve farmasotik tirlinlerde probiyotik olarak kullanilan ¢esitli mikroorganizmalar
mevcuttur (Collins, Thornton ve O’Sullivan, 1998; Kaur ve digerleri, 2002; Hoesl ve

Altwein, 2005). Bu mikroorganizmalarin listesi Cizelge 2.1°de yer almaktadir.

Cizelge 2.1. Gidada ve farmasotik iiriinlerde probiyotik olarak kullanilan bazi
mikroorganizmalar

. acidophilus

. plantarum

. casei ssp. rhamnosus

brevis

. delbreuckii ssp. bulgaricus

. fermentum

. gasseri

. helveticus

. rhamnosus

. bulgaricus

lactis

. reuteri

. paracasei

. salivarius

Bifidobacterium bifidum

B. longum

B. infantis

Bifidobacterium tiirleri B. breve

B. lactis

B. adolescentis

Streptococcuss salivarius ssp. thermophilus
Lactococcus lactis ssp. lactis
Lactococcus lactis ssp. cremonis
Diger Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Saccharomyces boulardii
Propionibacterium freudenreichii

Lactobacillus tiirleri
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2.4. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), metabolizmalar1 sirasinda laktozu pargalayarak laktik asit
iireten mikroorganizmalar olarak ifade edilmektedir (Olaoye ve Ntuen, 2011). Laktik asit
bakterileri iki ayr1 familyada toplanmistir. Streptococcaceae familyasinda Streptococcus,
Leuconostoc ve Pediococcus cinsine ait tiirler yer alirken, Lactobacillus cinsine ait tiirler
Lactobacillaceae familyasina aittirler (Tekingen ve Atasever, 1994). Laktik asit bakterileri,
gram pozitif, “Hem” gruplar1 (sitokrom ve Kkatalaz) olmayan, spor olusturmayan,
DNA'’larinda genelde % 50’den daha az guanin+sitozin (G+C) igeren ve tiir morfolojileri
kok veya ¢ubuklardan olusan farkli uzunlukta zincir seklinde olan tiirlerdir. Hemen hepsi
hareketsizdir. Laktik asit bakteri tiirleri fermentatif, oksijene toleransli ya da anaerobik,
asidiirik ya da asidofilik olup, gelisebilmeleri igin karbonhidratlar, aminoasitler, peptitler,
yag asidi esterleri, tuzlar, niikleik asit tiirevleri ve vitaminler gibi kompleks besinlere
gereksinimleri olan mikroorganizmalardir. Glikozu, karbon kaynagi olarak kullanan laktik
asit bakterileri ya homofermentatif (% 85’den fazla laktik asit tretirler) ya da
heterofermantatiftirler yani esit oranlarda laktik asit, karbondioksit ve etanol (ve/veya
asetik asit) tretirler (Cakir, 2003; Gismondo, Drago ve Lombardi, 1999; Tannock, 2004;
Kao, Liu ve Shyu, 2007; Naidu, Bidlack ve Clemens, 1999).

Optimal gelisim gosterdikleri ortam 35-40°C sicaklik ve 6,5-6,8 pH’dir. Bu bakteriler ayni
zamanda % 1-3 oraninda laktik asit olusturarak pH’y1 3,2-3,5’e¢ kadar diistirtirler; bu
nedenle asite dayaniklidirlar. Laktik asit bakteri tiirleri, dogada karbonhidrat iceren
substratlarin zengin bir sekilde elde edilebilecegi ortamlarda bulunmalarindan dolayi, siit
ve siit Uriinlerinde, insan ve diger canlilarin sindirim sistemleri, vajina, dis ve agiz
icerisindeki yarik ve bosluklar, ayrica bazi 1¢ organlar gibi farkli habitatlarda
rastlanilabilirler (Ljungh ve Wadstrom, 2006; Tannock, 2004). Laktik asit bakterileri, canli
mikrobiyal gida katki maddeleri olarak en iyi bilinen probiyotiklerdir. Mide asidine ve
safra tuzlarina dayanikli olmalari, besinlerle alindigi zaman canli olarak bagirsaklara

gecebilmelerini saglamaktadir. (Tunail, 2009).
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2.4.1. Laktik asit bakterilerinin kontrol mekanizmalari

Immiin sistem iizerine etkileri

Spesifik ve dogal immiiniteyi etkileyerek, konak¢inin immiin sistemini uyaran LAB; M
hiicreleri ve epitel hiicreleri arasinda yer alan dendritik hiicreler ile etkilesime
gecebilmektedirler. Dendritik hiicreler, farkli mikrobiyal suslar arasinda ayirim yapabilme
yetenegine sahiptirler. Mikroorganizmalar, dendritik hiicreleri stimiile ederler. Bunun
sonucunda hiicre i¢i patojenler ile savasan T yardimci-1 (Thl), hiicre dis1 bakteriler,
parazitler ve toksinlere karsi etkili T yardimci-2 (Th2) ve diizenleyici T hiicrelerine (Treg)
karst hiicre cevabi olusmaktadir. Probiyotik bakteriler, interlokin (IL) - 12 ve IL-10
diizeyini artirarak dendritik hiicrelerin olgunlasmasini indiiklemektedir. Boylece probiyotik
bakteriler ile dendritik hiicreler arasindaki iliski, immiin regiilasyonuna neden olmaktadir
(Madsen, 2006). Epitel hiicrelere tutunan probiyotik bakteriler ya da fragmentleri ise hiicre

icine alinmaktadir. Immiin sistemin uyarilmasi ii¢ baslik altinda incelenmistir (Can, 2007):

Spesifik olmayan savunma mekanizmasinda bulunan immiin sistem hiicrelerine olan

etkileri

Laktik asit bakterileri, makrofajlarin aktivasyonunu uyarirlar. Makrofajlar tarafindan
gergeklestirilen fagositoz; yabanci bir maddenin genel reaksiyonuna cevap veren,
organizmada spesifik olmayan asil savunma mekanizmasidir. Makrofajlarin aktivasyon
durumu, konak¢inin dogal immiin yanitinin bir Olciisiidiir. Bagirsak da yasayan yararh
mikroorganizmalar ve onlarin antijenleri bagirsak epitel hiicrelerine penetre olarak, immiin
sistemi uyarabilir, baskilayici hiicrelerin tretimini kolaylastirabilir ve lenfositlerin

farklilagsmasini stimiile edebilirler.

Spesifik immiin yanit mekanizmasinda bulunan hiicrelerine etkileri

Spesifik immiin sistem; humoral (B lenfositlerinden salgilanan antikorlar) ve hiicresel (T
lenfositleri) olmak iizere iki kisma ayrilmistir. Spesifik immiin yanitta artis, T ve B
lenfositlerin aktivasyonuyla kendini gosterir. L. plantarum 299 susu igeren iriinlerin
tilketimiyle bu bakterilerin bagirsak bolgesine kolonize olmasi ve HIV enfeksiyonuna olan

etkisini belirlemek iizere bir ¢alisma yapilmistir. L. plantarum 299 susu igeren siviyi
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almadan Once, cocuklarda gozlenen kronik diyare, agiz {iilseri ve kilo almada zorluk
goriilmesine ragmen, 1 ay siireyle L. plantarum 299 ile beslenmeyi takip eden giinlerde
onemli iyilesmeler goriilmistiir. Bununda L. plantarum 299 susunun immiin yanit

iizerindeki pozitif etkisinden kaynaklandigi vurgulanmaistir.

Salgisal immiin sistem iizerine etki

LAB’nin varligi antikorlarin iretimini, 6zellikle de bagirsak iginde salgisal Ig M’nin
iiretimini  kolaylastirir.  Immunoglobulin  (Ig) A’larin  sindirim igeriginde mevcut
antijenlerle direk olarak temasi, bagirsak sisteminde ¢ok onemlidir. Ig A, mukoz ylizeye
patojenlerin tutunmasini inhibe edebilir. LAB’lerinin asagidaki nedenlerden dolayr immiin

sistem tizerinde pozitif etki yaptiklar1 vurgulanmaistir:

- Intestinal enfeksiyonlarda koruyucu amagla kullanilirlar.
- Immiin sistemi etkileyen etkenlere kars1 organizmayi korurlar.

- Immiin sistemi harekete gegirirler.

Antikarsinojenik etki

Probiyotik mikroorganizmalarin, kanseri baskiladigina dair dogrudan deneysel kanitlar
olmamasina ragmen dolayli olarak kanser iizerine etkili oldugu ve Kkimyasal
karsinojenelere karsi hassasiyeti azalttigi bildirilmistir. Probiyotiklerin antikanserojenik

etkileri ana basliklar altinda asagidaki gibidir:

- Konak immiin yanitinin arttirilmasi
- Karsinojenleri baglama ve degrade etme

- Antitimor ya da antimutajenik bilesiklerin tiretilmesi (Burns ve Rowland, 2000).

Konak immiin yanitimin arttiriimasi

Tliimor mikrogevresi, tiimoriin ilerlemesini ve yayilmasinda yer alan pek cok farklh
hiicreden ve bunlarin salgiladiklart sinyal molekiillerinden olusmaktadir. Bu sinyal
molekiillerin igerisinde, tiimdr olusumunda ve yayilmasinda en fazla rolii alan sitokinlerdir.

Interlokin (IL)-8, normal hiicreler diginda tiimér hiicrelerinden de salimakta ve akut
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inflamatuvar reaksiyonlarin baslatilmasinda rol almaktadir. Antiinflamatuvar sitokinlerden
IL-10’un antimetastatik ve antitimor aktiviteye sahip oldugu in vivo ¢alismalarda
gosterilmistir. Borruel ve digerleri (2002), Chron’s hastaligina sahip kisilerin ileal
orneklerinin L. casei ve L. bulgaricus ile muamele edilmesinden sonra TNF-a tiretiminde
diisiis oldugunu goézlemlemislerdir. Bu sonu¢ Thl iliskili enflamasyonun probiyotikler

tarafindan diistirildiglinii gostermektedir.

Karsinojenleri baglama ve degrade etme

Baglanmada bakterilerin hiicre duvari1 peptidoglikanlar1 ile polisakkaritler énemli rol
oynamaktadir. Bolognani, Rumney ve Rowland (1997), et tiikketiminin yogun oldugu
genellikle bati tarzi diyetlerde bulunan mutajenik bilesiklerin in vitro sartlarda laktik asit
bakterileri tarafindan baglanabildigini ve bu baglanmada bakterilerin hiicre duvari
peptidoglikanlar1 ile polisakkaritlerinin 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir. Diyetle
alinan bazi karsinojenlerin (benzo (a) piren, aflotoksin B1) ve pismis gidalarda bulunabilen
karsinojen bilesiklerin (2-amino-3-metil-3H-imidizol (4,5-f) quinolin, 2-amino-3,8-
dimetilimidizol (4,5-f) quinaksalin) laktik asit bakterileri tarafindan baglanma
potansiyelleri calisilmigtir. Baglanma derecesinin 6zellikle pH’ya ve karsinojenle
bakterinin etkilesim siiresine bagli oldugu B. longum ve L. acidophilus’un benzo(a) piren

in vitro sartlarda oldukga etkili bir sekilde bagladigi belirlenmistir.

Antitiimér ya da antimutajenik bilesiklerin iiretilmesi

Probiyotik mikroorganizmalarin iirettikleri metabolitlerin kanser gerilemesi iizerindeki
rolii; farkli ¢aligmalarda gosterilmistir. Kisa zincirli yag asitlerinin tiimér gelisimini
azaltmasindaki rolii dikkat c¢ekmeye baslamistir. Probiyotiklerin, luminal substratlar
fermente ederek kisa zincirli yag asitlerinden (KZY A) asetik asit, biitrik asit ve propiyonik
asit iretmektedirler. KZY A’dan olan asetik asitin gram negatif bakteriler iizerinde etkin bir
antogonistik aktivite gostermektedir. Bu asitlerin iiretimi bagirsak pH’simi diisiirmekte,
bazi patojen ve ciiriik¢iil bakterilerin gelisimini engellemektedir. Bagirsak pH’siin
kontrolii, bakteri toksinlerinin veya karaciger hastaliklari ve dolasim sistemindeki

bozukluklara neden olan fenol ve aminlerin uretimini de kisitlamaktadir.



25

2.4.2. Laktik asit bakterileri ve vajinal mikroflora

Serviksin mikroflorasinda hem aerobik hemde anaerobik bakterilerin bulundugu
bildirilmistir (Charteris, Kelly, Morelli ve Collins, 1997). Vajina epitelinde ostrojen
hormonunun salimindan sorumlu glikojen depolart bulunmaktadir (Paavonen, 1983).
Vajinadaki laktik asit kaynagmin c¢ogunlugunu vajinal bakterilerin olusturdugu
bildirilmistir (Boskey, Cone, Whaley ve Monech, 2001). Vajinal floranin pH’nin <4-5
olmasimin sebebi olarak laktobasillerin (Sekil 2.9) cogunlukta olmasi gosterilmektedir
(Redondo Lopez ve digerleri, 1990). Mikrofloranin diisik pH’da olmasi patojenlerin
kolonizasyonunu engellemektedir (Tomas, Ocana, Wiese ve Nader Macias, 2003). Yasa
bagli olarak vajinanin floras1 dort donemde incelenmektedir. Neonatal donem (yenidogan
donemi), Prepubertal donem (ergenlik Oncesi donem), Postpubertal donem (ergenlik
sonrasi donem), Postmenopozal donem (menopoz sonrasi donem) olarak incelenir. Anne
hormonlarinin etkisinde bulunan dogumdan hemen sonra bebegin vajinal florasi asidik
ortaminda aerob laktobasiller bulunur. Vajinal florada laktobasiller puberteye kadar
bulunmaz ve vajen flora pH’s1 ise notraldir. Bu donemde S. epidermidis Gr (+) ve Gr (-)
koklarla, Gr (-) koliform basillerden olusan karigik bir flora bulunur. Menopozdan sonrada
vajina floras1 buna benzerlik gosterir. Vajinal flora puberte ile degisir ve vajina epitelinde
kornifikasyon ve yassilasma meydana gelir. Bu donemde florada bulunan bakteriler;
Lactobacillus (florada yogun miktarda), Streptococcus, Peptostreptococcus, Mycoplasma,
Bacteroides, Clostridium, Listeria cinsleri ile G. vaginalis bulunmaktadir. Menopozdan
sonra laktobasiller tekrar ortamdan kaybolurlar ve yine karisik bir bakteri florasi olusur.
Laktobasil cinsine ait bakterilerin insan vajinasinin normal florasinda ¢ogunlukta goriilen
mikroorganizmalar oldugu bildirilmistir (Lepargnuer ve Rousseau, 2002). Mukozadaki bir
biyofilm tabakasini olusturan Laktobasil cinsine ait bakteriler saglikli bir insanin vajinal
mikroflorasim1  olusturmaktadir. Bu bakteriler, vajen epiteline yapisarak, diger
mikroorganizmalarin vajen i¢inde yayilip, burada gelismelerini engeller. Hidrojen peroksit
dretimi ve pH’min 4,0-4,5 arasinda degiskenlik gdstermesi bakteriyal vajinal
enfeksiyonlara karsi mikroorganizmalarin olusmasini engellemektedir (Sobel ve Chaim,
1996). Bunun yani sira vajinal floranin pH’nin artmasi Laktobasil cinsine ait bakteri
tiirlerine negatif etki ettigi, ayrica laktik asidin ve laktobasillerin lokal asidifikasyonunun
vajinal ekosistemin yenilenmesini sagladigi gosterilmistir (Melis ve digerleri, 2000).

Gebelik, yas, menopoz, antibiyotik ve sigara kullanimma baglh olarak vajinal
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mikrofloranin igerigi degismekte, Laktobasil cinsine ait bakteri tiirlerinin vajinadaki
oranini diisiirmekte ve buna bagli vajinal enfeksiyonlarin arttig1 bildirilmektedir (Redondo

Lopez ve digerleri, 1990; McGroarty, 1993; Charteris ve digerleri, 1997).

Sekil 2.9. Laktobasillerin mikroskobik goriintiisii (Ghoneum ve Gimzewski, 2014)

Vajen florasinda yer alan LAB’nin iirogenital enfeksiyonlar1 6nemli 6lgiide Onledigi ve
cinsel yolla bulasan hastaliklara sebep olan patojenleri engelledigi goézlemlenmistir
(Vasquez, Jakobsson, Ahrne, Forsum ve Molin, 2002). Saglikli kadinin vajinasinda % 100
oraninda Laktobasil cinsine ait bakterilerin izolasyonu rapor edilmistir (Lepargnuer ve
Rousseau, 2002). Schroder yaptigi caligmada laktobasillerin vajen florasindaki koruyucu
rollinii, laktobasillerin dominant oldugu durumlarda en az patojenlerin bulundugu ve
laktobasillerin bulunmadigi ortamlarda, patojenlerin en yogun oldugunu belirtmistir
(Eryilmaz Turhan, 2011). Yapilan c¢alismalarda LAB’lerin, saglikli kisilerin gerek
bagirsak, gerekse vajen florasinda bulunarak patojen mikroorganizmalara karsi
mikrobiyolojik bir bariyer gorevi olusturdugu goriilmektedir. Ayrica, kanserojen
maddelere karsida dnemli bir savunma birligi i¢indedirler (Charteris ve digerleri, 1999).
Vajinal floranin dominant ajanlar1 olan laktobasiller, vajinanin dogal dengesinin
korunmasinda ve patojenlerin yerlesmesinin engellenmesinde 6nemli rol oynadiklari ¢esitli

arastirmalar sonucu gozlenmistir. Laktobasillerin vajinay1 patojenlerin kolonizasyonundan,
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epitele yapigsmalarini engelleyerek ya da iliremelerini inhibe eden maddeler salgilayarak
koruduguna inanilmaktadir (Redondo Lopez ve digerleri, 1990; Prasad ve digerleri, 1998).
Antonio, Hawes ve Hillier (1999), L. crispatus, L. jensenii ve L. gasseri vajinadaki en
onemli tirlerinin oldugunu belirtirken, kadinlarin higbirinden L. acidophilus izole
edilmedigini bildirmistir. Diger ¢alismalarda L. rhamnosus, L. fermentum, L plantarum ve
L. acidophilus vajinada ¢ogunlukla goriildiigii belirtilmistir (Redondo Lopez ve digerleri,
1990, Reid, 1996; Zhong, Millsap, Bialkowska Habrzanska ve Reid, 1998). LAB’nin vajen
florasindaki gesitliligi birgok nedene bagli olarak degismekle birlikte bulundugu miktara

gore insan sagliginda olumlu yonde 6nemli bir yer teskil etmektedir.

2.4.3. Laktobasillerin vajinal florada etkili olan 6zellikleri

Laktik asit liretimi ve diisiik vajinal pH

Vajinadaki laktik asit kaynagimin cogunlugunu vajinal bakterilerin olusturdugu
bildirilmektedir (Boskey, Telsch, Cone, Whaley ve Monech, 1999; Boskey ve digerleri,
2001). Laktobasiller, vajinay1 doseyen ¢ok katli yassi epitel hiicrelerinde glikojen olarak
depo edilen glikozu fermente ederek enerji lretirler. Fermantasyon sonucu laktobasiller
tarafindan iiretilen laktik asit, ortam pH’sin1 diislirerek vajen asiditesinin sabit bir degerde
(pH 4-4.5) kalmasini saglar (Vallor ve digerleri, 2001; Boris ve Barbes, 2000; Dembele,
Obdrzalek ve Votava, 1998). Ronnqvist, Forsgren-Brusk ve Grahn-Hakansson (2006)
yaptiklar1 ¢alismada, ortalama vajinal pH’nin, vajinadaki laktobasil miktar1 yiiksek
diizeylerde oldugunda 6nemli derecede diistligiinii gostermislerdir. Vajinal pH degerinin
6,0’nin tizerinde (6,0-7,5 aralig1) olmasi enfeksiyona yol agan patojenlerin varligini isaret
etmektedir (Hanna, Taylor Robinson, Kalodiki Karamanoli, Harris ve McFadyen, 1985). In
vitro calismalar ¢esitli Laktobasil cinsine ait tiirlerin tireme ortamlarinin asidifikasyonunun
Staphylococcus aureus, E. faecalis, Eschericia coli, G. vaginalis, C. albicans tiirlerini
iceren patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini 6nledigini gostermistir (McGroarty, 1993;

Tomas ve digerleri, 2003).

Hidrojen peroksit tiretimi

Laktobasil cinsine ait tiirlerin {rettikleri hidrojen peroksit (H20,), patojen

mikroorganizmalarin aktivitesini inhibe ederek vajinal ortamin {irogenital sistem
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enfeksiyonlardan korunmasma yardimci olmaktadir (Sobel ve Chaim, 1996). Vajinal
florada H,O, ireten tirler de dahil olmak iizere laktobasil miktarinda ve
konsantrasyonunda azalma ve G. vaginalis, Mobiluncus, Mycoplasma hominis,
Bacterioides tiirleri; E. coli ve enterokoklar gibi bakterilerin yogunlugunda artis ile ortaya
cikan bir hastalik olan bakteriyel vajinozis (BV), kadmnlarda iirogenital hastaliklarin en
bliylik nedenidir. BV, yasami tehdit edici bir hastalik olmamasina ragmen, HIV
enfeksiyonu gibi cinsel yollar ile bulasan hastaliklarin olusma riskini artirmaktadir.
Knezevic ve digerleri (2005), HIV pozitif kadinlardan HIV negatif kadinlara gore daha az
miktarda H,O, iireten laktobasil izole etmislerdir. Otero ve Nader-Macias (2006), sigir
vajinasindan izole ettikleri L. gasseri CRL 1421 susunun H,O; ve laktik asit {iretiminin
etkileri sonucu S. aureus iizerinde inhibitor etki gosterdigini kanitlayan caligmalar
yapmislardir. Bu calismalarin sonuglari, laktobasillerin 6zellikle H,O; iireten tiirlerinin

hayvanda ve insanda enfeksiyon riskini azalttig1 seklinde yorumlanmaktadir.

Bakteriyosin tiretimi

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen, genellikle ayn1 veya yakindan iliskili
tirlere ait suslar1 inhibe eden ve dar bir aktivite spektrumu gosteren protein yapisinda
bakterisidal maddelerdir. Vajinanin normal flora iiyesi olan laktobasiller tarafindan tiretilen
bakteriyosinler, ortamda bulunan diger mikroorganizmalara kars1 savunma amacli olarak
sentezlenir. Arastirmalar insan vajinasinda bulunan L. salivarius tiirii tarafindan tiretilen
Salivaricin CRL 1328 adli 1s1ya dayanikli bir bakteriyosinin, E. faecalis, E. faecium ve N.
gonorrhoeae tiirlerini etkiledigi bildirilmistir (Dover, Aroutcheva, Faro ve Chikindas,
2008; Aroutcheva ve digerleri, 2001; Ocana, de Ruiz Holgado ve Nader-Macias, 1999).

Adezyon (Tutunma) vetenegi

Bir bakterinin probiyotik sayilabilmesi i¢in kullanilan ana ozelliklerden biri de epitel
hiicrelere tutunma yetenegidir (Salminen, Ouwehand, Benno ve Lee, 1999). Bagirsak, agiz
mukozas1 ve genital mukoza, patojen bakterilerin viicuda girmesi ve viicutta hastalik
olusturmas1 bakimindan en elverisli ylizeylerdir. Mukozal yiizeylerin cok katli epitel
tabakasi, konakgiy1 patojenlere karsi bir bariyer gorevi tistlenerek korumaktadir. Fakat bazi
durumlarda bu bariyer kirilmakta ve patojenler, epitel hiicrelere yapisarak enfeksiyona

neden olmaktadir. Epitel hiicrelerin yiizeyinde bulunan gesitli adezyon molekiilleri,



29

bakteriler icin reseptor gorevi gdrmektedir ve bakteriler bu molekiilleri taniyarak epitel
hiicrelere yapigsmaktadir (Kagnoff ve Eckmann, 1997). Probiyotikler, patojenlerin
kolonizasyonunu azaltma, immiin sistemi diizenleme, zarar géren mukozanin daha hizl
iyilesmesini saglama gibi sagliga faydali etkilerini ancak tutunup kolonize olduklar1 zaman
gosterebilirler. (Ouwehand, Kirjavainen, Shortt ve Seppo, 1999; Kirjavainen, Ouwehand,
Isolauri ve Salminen, 1998). Epitel yiizeylere adezyon, laktobasillerin kolonizasyonunda
onemli bir basamagi olusturmaktadir. Laktobasiller, vajinadaki patojen bakterilerin
kolonize olmasini ve vajinanin epitel yiizeyine yapismasini engellemek igin patojenler ile
yarigmaya girerek bariyer olustururlar ve bdylece vajinal florayr koruyabilmektedirler
(Osset, Bartolome, Garcia ve Andreu, 2001; Kaewsrichan, Peeyananjarassri ve
Kongprasertkit, 2006). Laktobasillerin vajinayi iiropatojenlerin kolonizasyonundan koruma
mekanizmalari, adezyon reseptorleri (etkilesim ve koagregasyon) igin yarisma ve
antimikrobiyal maddelerin (H,O,, laktik asit, bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri
maddeler gibi) iliretimi olarak ozetlenebilir (Osset ve digerleri, 2001). Karbonhidrat
metabolizmasi1 sonucu {iretilen laktik asit vajinal pH’nin < 4,5’ te kalmasimi saglayarak

patojenlerin gelisimini engellemektedir.

Laktobasillerin patojenik mikroorganizmalarin insan epitelyal hiicrelerine adezyonunu
engellemek i¢in kullanildiklarini gésteren in vitro ve in vivo birgok ¢alisma mevcuttur.
Chan, Reid, Irvin, Bruce ve Costerton’un 1985 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, Hela
hiicrelerine adezyon igin tiirovajinal laktobasil kiiltiirleri ile iiropatojenler arasindaki
yarigsmada etkili mekanizmanin, reseptor bolgelerin spesifik blokajindan farkli olarak
laktobasillerin hiicre duvar1 fragmanlarindan kaynakli sterik engelleme oldugunu ileri
stirmislerdir. Atassi, Brassart, Grob, Graf ve Servin (2006), iiropatojenik Afa/Dr E.
coli‘nin (Afa/Dr DAEC) IH11128 ve 7372 suslarina kars1 saglikli kadinlarin vajinalarindan
izole edilen L. jensenii tiiriine ait KS119.1 ve KS121.1 suslar1 ve L. gasserii tiiriine ait
KS120.1 ve KS124.3 suslarmin antibakteriyel aktivitelerini arastirmakla birlikte bu
suslarin, HeLa hiicreleri tizerine E. coli IH11128 susunun adezyonunu inhibe ettigini
bildirmislerdir. L. jensenii ve L. gasserii tiirlerine ait suslarin, E. coli suslar ile 18 saat
muamelesi sonras1 E. coli ‘nin gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak
L. rhamnosus GG ve negatif kontrol olarak E. coli IH11128 susunun kullanildigi adezyon
deneyinde sonu¢ olarak KS119.1, KS120.1 ve KSI121.1 suslarmin etkili oldugu

gorilmiistir.
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2.5. Probiyotiklerde EPS’nin Yapisi ve Klinik Uygulamalardaki Yeri

2.5.1. EPS’nin yapis1

Ekzopolisakkaritler (EPS), dallanmis, tekrarli seker birimlerini ve seker tlirevlerini iceren
uzun zincirli polisakkaritlerdir. Cesitli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bu bilesikler,
kompleks bir biyopolimer karisimidir. Laktik asit bakteri grubuna dahil olan birgok
mikroorganizma tarafindan {iiretilen EPS’ler, mikroorganizmalar arasindaki bosluklar
doldurarak mikrobiyal agregatlarin olugsmasini saglamakta ve biyofilm matriksinin yapisini
meydana getirmektedirler (Vu, Chen, Crawford ve Ivanova, 2009). Farkli LAB’den
uretilen EPS’lerin  kompozisyonlari, ii¢ boyutlu yapilari, sertlik, biyokimyasal ve
biyofiziksel 0Ozellikleri, seker baglari, polimer uzunlugu, seker icerikleri, polimer
dallanmalar1 ve proteinlerle iliskileri de farklilik gostermektedir. EPS sentezi, bakteri
cinslerine gore degisiklik gdsteren ve enerji bagimli bir islemdir. EPS {iretimi ve {iretim
miktar1, mikroorganizmanin gelisimi i¢in kullanilan besiyerine ve ortam sartlarina gore
degisiklik gostermektedir (Welman ve Maddox, 2003; Patel, Michaud, Singhania, Soccol,
and Pandey, 2010). EPS olusumuna etki eden en 6nemli faktorler, inkiibasyon sicakligi,
inkiibasyon siiresi ve ortamin pH’sidir. Yapilan ¢alismalar sonunda L. delbrueckii spp.
bulgaricus tirtiiniin EPS iretimi i¢in gerekli olan pH degerinin 6,5 oldugu bildirilmistir
(Welman ve Maddox, 2003; Broadbent, McMahon, Oberg ve Welker, 2001). EPS’ler,
bakteri suslarinin ¢cogalmalar1 esnasinda susa ve ¢ogalma evresinin farkli kademelerine
gore degisen kosullarda sentezlenir (Sutherland, 1998). EPS’lerin sentezinde; uridin
difosfat glikoz (UDP-glikoz)-dehidrogenaz, glikozil-transferaz, galaktozil-transferaz 1 ve
2, polimeraz gibi polisakkarit sentezine 6zgili olmayan bir¢ok enzim gorev alir (Sutherland,
1977). Glikoliz reaksiyonlari ile yakinda iligkili olan EPS sentezinde katabolik ve anabolik
yolun ayrilmasinda 6nemli rol oynayan fosfoglukomutaz (PGM) enzimi, glikoz-6-fosfatin
(glikoz-6P), glikoz-1P'a doniisiimiinii katalizlemektedir. EPS biyosentezinde merkezi ara
riin olan glikoz-1P seker niikleotitleri; UDP-glikoz, UDP-galaktoz ve dTDP-ramnoz’a
dontigmektedir. Glikoz-1P’dan UDP-glikoz sentezi GalU geni tarafindan, UDP-glikoz
UDP galaktoz sentezi GalE geni tarafindan ve glikoz-1P’dan dTDP-Rha sentezi ise Rfb
geni araciligiyla katalizlenmektedir. GalU geni araciligiyla katalizlenen UDP-glikoz
sentezi EPS iiretiminde 6nemli bir kontrol noktasidir (Kleerebezem ve digerleri, 2002;
Kleerebezem ve Hugenholtz, 2003; Hugenholtz ve Kleerebezem, 1999; Welman ve

Maddox, 2003). EPS’ler ¢ok sayida bakterinin yiizeyinde bulunan ekzoseliiler
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polimerlerdir (Ruas-Madiedo, Gueimonde, de los Reyes-Gavilan ve Salminen, 2006).
Bakterinin dis ylizeyini kaplayan EPS, kapsiil veya slim formda olabilir. Kapsiiler EPS,
bakteri hiicre yiizeyindeki fosfolipid veya lipid A molekiillerine kovalent bag ile
baglanmaktadir. EPS iiretimini diizenlenmesi olduk¢a komplekstir ve hem pozitif hem de
negatif regiilatorler igermektedir. Bu regiilatorlerden bazilar1 global regiilatorlerdir. Bunlar
hiicre dis1 enzimler gibi diger hiicre metabolizmalarinin sentezini de diizenlemektedir. EPS
iiretimi, ozmolarite ve dehidrasyon gibi dis uyarilardan etkilenmektedir (Yilmaz ve Yuvali
Celik, 2007).

Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen EPS’ler, homopolisakkarit ve heteropolisakkarit
olarak olmak tizere iki grupta siniflandirilmaktadirlar (Ruas-Madiedo, Hugenholtz ve
Zoon, 2002). Homopolisakkaritler, tek tip monosakkaritin tekrarlanan birimlerini igerirler.
Glukanlar ve fruktanlar olarak iki gruba ayrilirlar. Fruktanlar, iniilin ve levan benzeri
yapilardan, glukanlar ise dekstran ve mutandan olugsmaktadir. Homopolisakkaritler, yiiksek
molekiil agirhgma sahiptir. Heteropolisakkaritler ise D-glikoz, D-galaktoz ve L-ramnoz ya
da N-asetilglikozamin, N-asetilgalaktozamin ve glukoronik asit igceren birimlerin goklu
kopyalarindan yapilmis olup her bir tekrarli birimde iki ya da daha farkli monosakkarit
bulundurmaktadirlar. Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen polimerlerin ¢ogu bu
ozelliktedir. Polimerlerin omurgasinda monomerik birimler arasinda 1,4-pB- ya da 1,3-B-
baglar1 ve 1,2-a- ya da 1,6-0- baglar1 bulunmaktadir. Heteropolisakkaritler, L. lactis subsp.
lactis, L. delbrueckii spp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus gibi birgok LAB
tarafindan tretilmektedirler (Nwodo, Green ve Okoh, 2012; Welman ve Maddox, 2003;
Broadbent, McMahon, Oberg ve Welker, 2001). EPS’leri, hiicresel lokasyonlari, kimyasal
ve fiziksel yapr oOzellikleri ile fonksiyonlar1 esas alinarak ii¢ ana grup altinda
toplanmaktadir. Bunlar; hiicre yiizeyine kovalent baglar ile baglh olan kapsiiler
polisakkaritler (CPS), hiicre duvarinin bir bileseni olan polisakkaritler (Lipopolisakkarit,
LPS) ve dis ¢evreye salinan ya da hiicre ylizeyi ile kovalent olmayan, gevsek baglar ile
iliskilenmis polisakkaritlerdir (Shoji ve digerleri, 2013; Leigh ve Walker, 1994). CPS ve

LPS, genellikle iiretici bakterilerin patojen 6zelligini belirleyen yapilardir.
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2.5.2. EPS’nin klinik uygulamalardaki yeri

EPS’lerin sayisiz tiirleri kesfedilmis ve belgelenmistir. Mikroorganizmalarin ¢evrelerine
salgiladiklar1 EPS’ler, hiicreleri kurumadan, fagositozdan ve faj etkisinden korur, yiiksek
oksijen gerilimi saglamaktadir. Ayrica, antibiyotiklere ve toksik maddelere (toksik metal
iyonlari, siilflir dioksit ve etanol gibi) kars1 hiicreleri koruma, biyofilm olusturma ve yiizey
tutunmasinda yapistirict isleve sahip oldugu bilinmektedir (Patel ve Prajapati, 2013;

Cerning ve digerleri, 1994).

EPS’ler, endiistriyel ve tibbi agidan biiylik 6nem tasimaktadir. EPS’lerin antioksidan,
kolesterol diisiiriicii etki, antitiimdr, antiviral ve immiinomodiilator (bagisiklik sisteminin
giiclinli arttirma veya azaltma yoluyla bagisik yanit1 degistiren madde) aktiviteleri gibi
sagliga onemli fayda sagladiklari kanitlanmistir (Kodali ve Sen, 2008; Welman ve
Maddox, 2003; Hosono ve digerleri, 1997; Arena ve digerleri; 2006). Parkinson’s,
romatoid artrit, ateroskleroz ve kanser gibi ¢esitli ciddi rahatsizliklarin nedenleri arasinda
etken olarak hidroksil, siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirleri bulunmaktadir. EPS’lerin
serbest radikal siipliriicii ve antioksidan 6zelliklerinin oldugu bildirilmistir. Kishk ve Al-
Sayed (2007), Rhizobium meliloti’den izole edilen EPS’nin, antioksidan ve radikal
stiptiriici etkilerinin oldugu ve aygicegi yagindaki lipid oksidasyonunu engelledigini
gostermislerdir. Chabot ve digerleri (2001), L. rhamnosus RW- 9595M’den EPS izole
etmigler ve C57BIl/6 (siyah deney fareleri) ve BALB/c (beyaz deney fareleri) soylarindan
elde edilen splenositler (dalak dokusunda bulunan makrofaj), RAW 264.7 (fare 16semiye
monosit makrofaj hiicre hatti) ve PBMC (periferal kan mononiiklear hiicreleri) ile
muamele etmisler ve ¢alisma sonunda EPS’nin TNF, IL-6 ve IL-12 sitokinlerinin sentezini
stimiile ettigini bulmuslardir. Nagaoka, Hashimoto, Watanabe, Yokokura ve Mori (1994),
ratlarda asetik asit indiiklii gastrik tilsere karsi bifidobakter, laktobasillerin antiiilser
etkilerini arastirmislardir. Bifidobacterium breve YIT4014 ve 4043; Bifidobacterium
bifidum YIT4007 oral yolla verildiginde sadece bu mikroorganizmalarin degil ayni
zamanda onlarden elde edilen polisakkaritlerin de antiiilser etkisinin oldugunu
dogrulamiglardir. Bu antiiilser etkiye sahip polisakkaritlerden en 6nemli olaninin ramnoz
oldugunu ve gastrik iilserin iyilesmesinde ¢ok etkili oldugunu degerlendirmislerdir.
EPS’nin immiin sistemi stimiile ettigi ve antikanser etki gosterdigi bulunmustur. Nakajima,
Toba ve Toyod (1995), L. lactis subsp. cremoris SBT 0495’ten elde edilen EPS’yi fare

karninin ig¢ine dogru uygulamiglar ve EPS’nin, farelerde spesifik antijenlerin tiretimini
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arttirdigint  bulmuslar ve bu c¢alisma sonunda EPS’nin bir adjuvan olarak rol
oynayabilecegini bildirmislerdir. Leuconostoc mesenteroides bakteri tiirlinden elde edilen
ve monomeri glikoz olan dekstran, kan plazmasi sulandirici, kan akis hizinm1 hizlandirici
ajan ve kolesterol diisiirlicii ajan olarak tip uygulamalarinda kullanilmaktadir. Oda ve
digerleri, L. helveticus ssp. jugurti bakterisinden elde edilen EPS’nin antitiimér etkiye
sahip oldugunu bildirmislerdir. EPS’nin antitimér aktivitesi Sarkoma-180 hiicrelerine
hazirlanan EPS dozlarn enjekte edilerek test edilmistir. Farelere dokuz giin boyunca 20
mg/kg doz verilmistir. Caligma sonunda yasam siirelerinin % 144 olarak arttig1
degerlendirilmistir. Aragtirmacilar, EPS’nin antitiimor aktivitesinin konak¢1 ile dogrudan
iligkili oldugunu bildirmislerdir. EPS’nin ve EPS {ireten hiicrelerin antitiimor aktivitesinin
anlasilmasi i¢in immiin sistem ile ilgili olarak bir ¢alisma yapilmistir. Forsen ve digerleri
hiicre yilizey materyalinin, L. lactis ssp insan lenfositlerinde T hiicrelerinin mitojenik
aktiviteyi olusturdugunu degerlendirmislerdir (Patel ve Prajapati, 2013). Kim, Oh, Yun, Oh
ve Kim (2010), L. acidophilus 606 bakteri tiiriinden izole edilen EPS’nin insan kolon
adenokarsinoma hiicre hattt (HT-29) {izerine antitimor aktivitesini arastirmaya yonelik
yaptiklar1 ¢aligmada HT-29 kanser hiicrelerinin proliferasyonun EPS’ler tarafindan inhibe
edildigini bulmuslardir. Haroun, Refaat, EI- Menoufy, Amin ve El-Waseif (2013), L.
plantarum NRRL B-4496 probiyotik bakteri tiiriinden izole ve piirifiye edilen EPS’yi (5-50
png/ml konsantrasyonlar) Caco-2 (insan kolon kanser hiicre hatti), HeLa, HCT116 (insan
kolon kanser hiicre hatti), MCF-7 (insan meme kanser hiicre hatti), HEP2 (insan larinks
kanser hiicre hatt1) ve HEPG2 (insan karaciger kanser hiicre hatt1) tiimor hiicreleri ile 48
saat muamele etmislerdir. Calisma sonucunda arastirmacilar, hiicrelere uygulanan EPS’nin,
konsantrasyona bagli olarak bu alti tiimor hiicresinin proliferasyonunu inhibe ettigini

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullamilan bakteriler

Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji
Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edildi. Bu suslar Gazi Universitesi Kadin
Dogum Poliklinigi’ne bagvuran saglikli kadin vajeninden izole edilmis olup, fizyolojik ve
biyokimyasal tanimlamalar1 Analitik Profil indeks 50 CHL, API, Bio Merieux, France test
kiti ile Prof. Dr. Belma Aslim’in danismanligi/proje yiiriitiictiliiglinde tamamlanmis baska
yiiksek lisans tez calismasi/proje kapsaminda yapildi (Sonuglar bu tezde verilmemistir)
(Kilig, 2003). Bu tanimlamalara gore secilen 10 adet susun mikroskobik inceleme ile
morfolojileri belirlendi. 16S rRNA/rDNA’ya goére molekiiler diizeyde tanimlamalari
gerceklestirildi. Calisma i¢in secilen suglar Cizelge 3.1°de belirtildi.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan saglikli insan vajeninden izole edilmis bakterilerin tiir
adlar1 ve kodlar

Tiir Ismi Sus Kodu
Lactobacillus crispatus A2
Lactobacillus plantarum G4
Lactobacillus gasseri H10
Lactobacillus gasseri G10
Lactobacillus gasseri R4
Lactobacillus gasseri R2
Lactobacillus gasseri S1
Lactobacillus gasseri H5
Lactobacillus gasseri H14
Lactobacillus gasseri H15
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3.1.2. Calismada kullanilan besiyeri ve tampon ¢ozeltiler

Laktobasil kiiltiirlerinin gelistirilmesinde, De Man Rogosa and Sharp Broth (MRS, Merck)

kullanildi. Arastirmada kullanilan MRS siv1 besiyerinde yer alan maddeler Cizelge 3.2°de

ve ¢alismada kullanilan Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponunun igeriginde yer alan

maddeler Cizelge 3.3’de gosterildi.

Cizelge 3.2. MRS s1v1 besiyeri i¢erigindeki maddeler

Madde Icerigi /L
Beef Ekstrakt 10,00
Di sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) 2,00
Glikoz 20,00
Magnezyum Siilfat (MgS0O4.7H,0) 0,20
Manganez Siilfat (MnSO4.4H,0) 0,05
Pepton 10,00
Sodyum Asetat 5,00
Tri Amonyum Sitrat 2,00
Tween 80 1mL
Yeast Ekstrakt 5,00

Besiyerinde kullanilacak maddeler tartilip,

distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Ortam

madde pH’s1 6,2 + 0,02’ye ayarlandi. Kati besiyeri hazirlamak i¢in hazirlanan sivi

besiyerine % 1,5 oraninda Agar (Merck) ilave edilmis ve besiyeri otoklavda 15 dk.

121°C’de steril edildi.

Cizelge 3.3. PBS tamponunda yer alan maddeler

Maddeler g/L

Sodyum kloriir (NaCI) 8,00
Potasyum kloriir (KCI) 2,00
Di potasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) | 5,20
Di sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) 7,10
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PBS tamponu i¢in gerekli maddeler tartilip, distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. pH 7,2
+ 0,02’ye ayarlandi. 121°C’de 15 dk. otoklavda steril edildi.

3.1.3. Cahismada kullanilan hiicre hatlan

Calismada insan serviks karsinoma hiicre hatti (HeLa), Hamamatsu Universitesi Patoloji

Boliimii’nden (Japonya) temin edildi.

3.2. Metot

3.2.1. Cahismada kullanilan bakterilerin hazirlanmasi

Calismada kullanilan Laktobasil cinsine ait farkli suslarin gelistirilmesinde, MRS Broth ve
MRS Agar besiyerleri kullanildi. Bakteri kiiltiirleri, MRS Broth i¢inde 37°C’de 18-20 saat
gelistirilmis olup en az iki kez aktiflestirildikten sonra ¢aligmaya alindi. Caligmalarda
kullanilan canli hiicreler, PBS tamponu i¢inde Grant DEN-1 ile Mac Farland 10’a,
spektrofotometrik olarak ise (T80 + UV/VIS Spectrometer, PG Instruments) 600 nm dalga
boyunda ~ 0,600 OD ayarland1 (Villarante ve digerleri, 2011).

3.2.2. Bakterilerin muhafazasi

Bakteri kiiltiirleri, uygun besiortaminda art arda iki kez aktiflestirildi. Kriyo tiipler icerisine
konan 1 mL gliserol (Merck), 121°C’de 15 dk. otoklavda steril edildi. Aktiflestirilen
bakteri kiiltiirlerinden 1 mL alinarak steril gliserol igeren ortama ilave edildi. Bu stoklar -

20°C ve -80°C’de muhafazaya alindi (Baer ve Ryba, 1992).

3.2.3. Laktik asit bakterilerinin molekiiler tanimlamalari

Kiiltiir koleksiyonundan segilen on adet vajen izolatlarin 16S rRNA gen bolgelerine gore
de tanimlamalar1 yapildi. Molekiiler ¢aligmalarin tamami1 ve DNA dizi analizleri, Yasam
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi. Iki kez aktiflestirilip % 0,9
NaCl igeren serum fizyolojik ile yikanmis bakterilerin DNA’lari, Fermentas Genomic
DNA Purification Kit (Kat. No. K0512) kullanilarak izole edildi. Universal primerler
(Univ-1492R, Univ-27F) kullanilarak 1492 bp uzunlugunda 16S rRNA gen bdlgesi
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cogaltildi. Universal primerlerin optimal baglanma sicakliklar1 59°C olup; bu primerlerin
sekanslarr, Univ-27F igin 5> AGAGTTTGATCTGGCTCAG 3’ ve Univ-1492R i¢in 5’
GGTTACCTTGTTACGACTT 3’ seklindedir. PCR reaksiyonlari; 10x PCR buffer (5 pul,
Thermo Scientific), 50 mM MgCl, (1,5 ul, Thermo Scientific), 10 mM dNTP (1 ul,
Thermo Scientific), 10 pmol forward primer (1 pl), 10 pmol reverse primer (1 ul), 500 U
Taq DNA polimeraz (0,3 ul, Thermo Scientific) ve DNA &rnegi (3,5 pl) kullanilarak
gergeklesti. PCR firiinleri 100 - 3000 bp DNA marker ile yiiriitiildii. Elektroforez sonrasi

bantlar goriintiilendi.

3.2.4. Calismada kullanilan insan servikal karsinoma hiicre hattimin (HelLa)
hazirlanmasi

Hiicreler, sivi azotta (-196°C) kriyo tiipler i¢inde stoklandi. HeLa hiicreleri ¢alismaya
alinmadan 6nce 37°C’de 1lik su banyosunda bekletildi. Daha sonra i¢inde medium bulunan
tiiplere aktarildi. Canli hiicre sayimini belirlemek amaci ile 50 pl tripan mavisi (Sigma) ile
50 pl hiicre karisimi thoma lamui tizerine konuldu ve toplam 16 kare, inverted mikroskopta
sayildi. Hiicreler, sayimi yapildiktan sonra T25 ya da T75’lik flasklara aktarildi.
Flasklardaki HelLa hiicreleri, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen)
icinde % 10 fetal sigir serumu (FBS, Gibco), % 1 penisilin/streptomisin antibiyotigi
(Sigma), % 1 L-Glutamin (Sigma) ve % 1 non essential amino asit (NEAA, Life
Technologies) katilarak hazirlanmig besiortaminda, 37°C’de % 5 CO; igeren inkiibatorde
(MCO-18AIC, Sanyo) gelistirildi. Giin asir1 hiicre besiortami degistirildi ve hiicre gelisimi
takip edildi. Flasklarda % 80-90 yogunluga ulagan hiicreler Tripsin/EDTA (Gibco) ile
kaldirilarak 96 kuyulu mikroplaklara aktarildi. 96 kuyulu mikroplaklarda (Costar) 1x10*
hiicre/kuyu yogunluguna ulasan hiicreler ile ¢alisma yapildi (Choi ve digerleri, 2006; Nair
ve Varalakshmi, 2011).

3.2.5. Laktik asit bakterilerinden EPS izolasyonu ve liyofilizasyonu

Calismada kullanilan laktik asit bakterilerinden EPS izolasyonu, Adebayo ve Onilude’un
(2008) kullandig1r metotta baz1 degisiklikler uygulanarak yapildi. MRS broth besiyerinde
en az iki kez 37°C’de aktiflestirilen laktobasil kiiltiirleri ¢alismaya alindi. Aktiflestirilmis
bakteriler 600 nm’de ~0,600 optik yogunluga ayarlanmis ve uygun besiortamlarina % 2
oraninda asilanarak 18-20 saat inkiibasyona birakild:. inkiibasyon sonrasinda kiiltiirler 32 g

trikloroasetikasit (TCA, Merck) ile 2 saat karigtirildi. Bakteri 6rneklerinin metabolitleri



39

4000 rpm’de 10 dk. arka arkaya santrifiijlenerek (NF 400, Nuve) topland1 ve santrifiij
sonrast olusan sivinin en az yarist (yaklagik 6-8 saat) kontrollii sicaklik (70-80°C) ve
diisiik basingla donen evaporatérde (BUCHI) (Resim 3.1) uzaklastirildi. Evaporator islemi
sonrasinda elde edilen EPS hacminin iki kat1 oraninda % 96’lik soguk etil alkol (Merck)
eklendi ve bu karigim 12 saat +4°C’de buzdolabinda bekletildi. Daha sonra 4000 rpm hizda
10 dk. santrifiij islemi gerceklestirildi ve EPS’ler toplandi. Elde edilen EPS’ler {izerine 1
ml steril distile su ilave edilerek ¢oziinmeleri saglandi. EPS’ler liyofilizasyon siselerine
aliarak, liyofilizasyon islemi icin hazir hale getirildi ve liyofilize siseleri, liyofilizator
cihazina yerlestirildi (Resim 3.2). 0,05 Torr diisiik basing altinda 10 saat liyofilizasyon
uygulandi. 10 saat sonunda isleme son verilmis, vakum altinda liyofilize siselerin agizlar

kapatild: (Resim 3.3). Ornekler +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

Resim 3.1. Calismada bakteri tiirlerinin liyofilizesi i¢in kullanilan evaporator
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Resim 3.2. Calismada kullanilan liyofilizator cihazi

Resim 3.3. Liyofilizasyon islemi sonrasi toz haline getirilen vial i¢gindeki EPS’ler
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3.2.6. Laktik asit bakterilerinin EPS iiretimlerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin EPS iiretim diizeyleri, Marshall ve Rawson metodunda yapilan
baz1 modifikasyonlar ile degerlendirildi (Marshall ve Rawson, 1999). Kiiltiirler, 37°C’de en
az iki kez aktiflestirildikten sonra ¢alismaya alindi. Aktiflestirilmis bakteri kiilttirleri 600
nm’de ~0,600 optik yogunluga ayarlandi ve besiortamina % 2 oraninda asilanarak 18-20
saat inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonrasinda ependorf tiiplerine drneklerden 1 mL’lik
alind1 ve 96°C’de 10-15 dk. kaynatildi. Sonra oda sicakligina gelinceye kadar sogutuldu. %
85’lik TCA, 1 mL’lik 6rnek iizerine ilave edilerek, 13 000 rpm’de 25 dk. santrifiyj edildi.
Santrifiij sonrasinda toplanan metabolitler etanol icerisinde 13 000 rpm’de 25 dk. santrifiij
edilerek presipite edildi. Presipite ornekler, 1 mL distile suda ¢ozildi. EPS iiretim
miktarlarinin belirlenmesi i¢in ¢alismanin devaminda 6rneklere liyofilizasyon Oncesi ve
sonrasinda Dubois, Gilles, Hamilton, Pebers ve Smith (1956) tarafindan fenol siilfiirik asit

metodu uygulandi. Deney 3 tekrarli ve 3 paralelli olarak yapildu.

Fenol siilfiirik asit metodu

Ornekler fenol tiiplerine eklendi, iizerine 0,5 mL fenol (Sigma) ve 5 mL saf siilfiirik asit
(Merck) ilave edilerek, 10 dk. oda sicakliginda bekletildikten sonra karigtirildi. Daha sonra
ornekler 30°C’de 15-20 dk. bekletildikten sonra, optik yogunluklart 490 nm’de
spektrofotometrik olarak ol¢iildi. Kiiltiirlerin EPS {iretim miktarlari, glikoz standardina
(Sekil 3.1) gore belirlendi. Glikoz standarti 0-200 mg/L arasinda degisen farkli
konsantrasyonlarda hazirland1 (Dubois ve digerleri, 1956). Glikoz standartinin formiilii y=

0,0071x — 0, 1106 (R*= 0,999) seklindedir.
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Sekil 3.1. Glikoz standartina gore hazirlanan standart egrisi

3.2.7. Laktik asit bakterilerinin adezyon yeteneginin belirlenmesi

Kiiltiir kaplarinda % 80 yayilma gdsteren hiicreler, Tripsin/EDTA ¢o6zeltisi ile kaldirilarak
sayildi ve iginde lamel bulunan 6 kuyulu mikroplaklara 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
aktarildi. Deneyden bir giin 6nce antibiyotiksiz DMEM her bir kuyucuga eklendi. Hiicreler
3 ml PBS ile iki defa yikandi. Antibiyotiksiz ve serum igermeyen DMEM her kuyucuga 2
ml olmak iizere eklendi ve 30 dk. inkiibasyona birakildi. Gelisen hiicrelerin {lizerine ytliksek
EPS miktarina sahip bakteri bes farkli sus (H10, G10, H15, R2 ve S1) Mac Farland 10’a
ayarlanarak eklendi ve 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi kuyucuklar bes defa PBS
(2 ml) ile yikandi. Her bir kuyucuga 3 ml metanol (Merck) eklendi ve 10 dk. oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi metanol, kuyucuklardan
uzaklastirildi ve 2 ml Giemsa boyas1 (Sigma) kuyucuklara eklenerek oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Giemsa boyast uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 2’ser ml etanol
eklendi. Lameller kuyulardan ¢ikarilarak kurumaya alindi. Bakteri kiiltiirlerinin adezyon
yetenegi 151k mikroskobunda 100 farkli alanda yapilan sayim ile belirlendi. Sonuglar,

adezyon ylizdesi ve adezyon indeksi olarak iki sekilde ifade edildi.
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Adezyon ylizdesi, (Bakteri tutunmus hiicre sayisi / Toplam hiicre sayisi1) x 100 ve adezyon
indeksi (Hiicreye tutunan bakteri sayisi / Toplam bakteri sayisi) olarak hesaplandi (Otero
ve Nader-Macias, 2007; Duary, Bhausaheb, Batish ve Grover, 2012).

3.2.8. Bakteri kiiltiirlerinin ve EPS’lerin antiproliferatif etkilerinin belirlenmesi

Bakteri kiiltiirlerinin ve EPS’lerin antiproliferatif etkisi WST1-1 Cell Proliferation Assay
kiti (Cayman, Kat. No. 10008883) ile belirlendi. Bu kit, canli hiicrelerin miktari hakkinda
bilgi vermektedir. Bakteri kiiltiirlerin antiproliferatif etkilerinin belirlenmesinde Hong ve
digerleri tarafindan (2008) kullanilan metotta yapilan bazi degisiklikler ile ¢aligma yapildu.
Challouf ve digerlerinin (2011) kullandig1 metotta bazi1 modifikasyonlar yapilarak bakteri
suslarmin drettigi EPS’lerin  antiproliferatif etkisi belirlendi. Kit prensibine gore
mitokondriyal dehidrogenaz enzimi canli hiicrelerde bulunan hiicresel bir enzimdir ve bu
enzim tetrazoliyum tuzu olan WST-1’in formazana doniisiimiinii gergeklestirmektedir.
HeLa hiicre hattt iizerindeki antiproliferatif etki, probiyotik bakterilerin kendisi
kullanilarak arastirildi. Mikroorganizmalar1 ortamdan ayirmak amaci ile bakteri kiiltiirleri
30 dk. 3000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda canli hiicreler steril PBS ile 10 dk.
3000 rpm’de 2 kere yikandi. Bakteri kiiltiirlerinin kendisinin dogrudan etkisinin olup
olmadigini belirlemek i¢in, kiiltiirler Mac Farland 10’a (~8,4-8,6 log cfu/mL) ayarlandi.
Elde edilen canli hiicreler hiicre kiiltiirii ortamina eklendi ve 24 saat 37°C’de % 5 CO’li
ortamda inkiibasyona birakildi. EPS’lerin antiproliferatif etkilerini belirlemek amaciyla
caligmada, yiiksek EPS iiretimine sahip bakteri kiiltiirlerinin suslar1 (H10, G10, H15, S1 ve
R2) kullamildi. Liyofilize EPS’ler, steril saf su ile 200, 400 ve 800 pg/mL farkl
konsantrasyonlarda hazirlandi. 0,45 pum por capl filtreden gecirildikten sonra DMEM ile
karistirithip ortama eklendi. EPS’ler, HeLa hiicre hattinda 37°C’de % 5 CO2’li ortamda 24
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi galismada hiicre siispansiyon karigimi
tizerine WST-1 hiicre proliferasyon ajani eklendi ve drnekler 37°C’de % 5 CO3’li etiivde 2
saat inkiibasyona birakildi. Canli hiicre miktarin1 belirlemek tizere 450 nm dalga boyunda
mikroplak okuyucuda (Epoch, Biotek) 6l¢iim yapildi (Resim 3.4). Canli bakteri kiiltiirleri
ve EPS ile muamele edilmemis hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi ve besiortamindan
kaynaklanan sitotoksik etki goz oniinde bulundurularak, kontrol grubuna bagh yiizde (%)
Olim oran1 hesaplandi. Deney 3 tekrarli 5 paralelli olarak yapildi. Sonuglarin

hesaplanmasinda; % Oliim = (1-Ornek/Kontrol) x 100 formiilii kullanilds.
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Resim 3.4. Calismada kullanilan mikroplak okuyucu

3.2.9. Bakteri Kkiiltiirlerinin ve EPS’lerin HelLa kanser hiicreleri iizerine apoptotik
etkinin belirlenmesi

Bakteri kiiltiirlerinin HeLa kanser hiicreleri lizerine apoptotik etkinin belirlenmesi

Cell Death Detection ELISA™™ (Roche, Kat. No. 11774425001) kiti kullamlarak bakteri
kiiltiirlerinin HeLa kanser hiicrelerine apoptotik etkisi belirlendi. Bu kit, apoptozun
indiiklenmesi sonrasinda hiicre sitoplazmasi disindaki histon ile kompleks olusturmus
mononiikleozom ve oligoniikleozomlar gibi DNA fragmentlerinin miktarsal tayini igin
kullanildi. 1x10° hiicre/kuyu yogunlugunda olacak sekilde HeLa hiicrelerinin 96 kuyulu
mikroplaklarda kiiltirii yapildi. Mikroplaklarda tam yayilma gozlendikten sonra Mac
Farland 10’a ayarlanmis laktobasil kiiltiirleri hiicre ortamina 200 pl olarak eklendi ve 24
saat inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonrasinda hiicre lizat1 olusturuldu. Optik yogunluk
405 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda o6l¢iildii (Zysk, Bejo, Schneider-Wald, Nau
ve Heinz, 2000).

EPS’lerin HeLa kanser hiicreleri Gizerine apoptotik etkinin belirlenmesi

EPS’lerin, apoptotik etkisinin belirlenmesi i¢in, 3.2.9°da kullandigimiz metot bazi
modifikasyonlar ile uygulandi. S1, R2, H15, G10 ve H10 suslariin EPS’lerinin HeLa
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hiicrelerine apoptotik etkisi arastirildi. EPS’ler, 200 ve 400 ug/mL konsantrasyonlarda
ayarland1 ve 0,45 pum por capl filtreden gegirilerek steril edildi. 24 saat inkiibasyondan
sonra apoptotik etki, Cell Death Detection ELISA™™ kit yontemi ile 405 nm’de mikroplak
okuyucuda belirlendi. Deneysel ¢alismalar 3 paralelli ve 5 tekrarli olarak yapildi.

3.2.10. Bakteri kiiltiirlerinin ve EPS’lerin HeLa hiicresi iizerine apoptotik
indekslerinin belirlenmesi

Bakteri kiiltiirlerinin ve EPS’lerin, HeLa hiicresine apoptotik indeksi Hoechst 33342
boyasi ile belirlendi. Calismada Mac Farland 10’a ayarlanmis bakteri kiiltiirleri (H15, H14,
R2 ve G10) ve S1, R2, H10, G10 ve H15 suslarinin drettigi EPS’ler (400 pg/mL)
kullanild1. Kiiltiir kontrol grubu olarak kanser hiicresine sadece PBS ve EPS kontrol grubu
olarak kanser hiicresine distile su muamele edildi. Bakteri kiiltiirleri ve EPS’ler, HelLa
hiicresi ile muamele edilerek hiicreler 37°C’de, % 5 CO;’li etiivde 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler toplandi ve 15 dk. boyama soliisyonu (2 pg/mL
Hoechst 33342 boyasi, 1 ug/mL propidyum iyodid, 100 ug/mL DNAaz free RNAaz) ile %
5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi (Tirk, Kaya, Menemen ve Oguztiiziin, 2011).
Apoptotik ve nekrotik hiicreler, 546 nm eksitasyon ve 590 nm bariyer filtreli floresan
mikroskobu (Leica DFC425C, Germany) ile 40X objektifte goriintiilendi. Apoptotik
indeks, floresan mikroskobunda sayilan 150 hiicre ile yiizde (%) olarak belirlendi
(apoptotik hiicrelerin sayis1 / total hiicrelerin sayis1 x %100) (Jackisch ve digerleri, 2000).

3.2.11. Bakteri kiiltiirlerinin ve EPS’lerin kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin
belirlenmesi

Bakteri kiiltiirlerinin ve EPS’lerin HeLa kanser hiicreleri iizerine kaspaz 3 aktivitelerinin

belirlenmesi

Bakteri kiiltiirlerinin ve EPS’lerin HeLa hiicrelerine kaspaz 3 aktivitesinin belirlenmesi
Kaspaz 3 Colorimetric Assay kit (ApoTarget™ Caspase Colorimetric Protease Assay
Sampler kit; Novex®, Invitrogen Life Technologies, USA, Kat. No. KHZ0022) ile
gerceklesti. Kaspaz 3 yonteminin prensibi, isaretlenmis peptid substratin Acetyl-Asp-Glu-
Val-Asp-p-nitroanilid (DEVD-pNA) kirilmasiyla agiga ¢ikan kromofor p-nitroanilitin
(pPNA) spektrofotometrik olarak 6l¢iim esasina dayanmaktadir. Bakteri kiiltlirlerinin HeLa

hiicrelerine kaspaz 3 aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Mac Farland 10’a ayarlanmis
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canli bakteri kiiltiirleri (H15, H14, R2 ve G10) HeLa hiicrelerine muamele edildi. Kiiltiir
kontrol grubu olarak kanser hiicresine sadece PBS muamele edildi ve hiicreler 37°C’de, %
5 CO.’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. EPS’lerin HeLa hiicrelerine kaspaz 3
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla calismada S1, R2, H10, G10 ve HI5 bakteri
kiiltiirlerinin trettigi EPS’ler (400 pg/mL) kullanildi. EPS kontrol grubu olarak kanser
hiicresine distile su muamele edildi ve EPS’ler HeLa hiicresi ile muamele edilerek hiicreler
37°C’de, % 5 CO.’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Hiicrelerdeki pNA miktar1 405

nm’de mikroplaka okuyucuda 6l¢iilerek tayin edildi.

Bakteri kiiltiirlerinin ve EPS’lerin HelLa kanser hiicreleri lizerine kaspaz 9 aktivitelerinin

belirlenmesi

Bakteri kiiltiirlerinin ve EPS’lerin HeLa hiicrelerine kaspaz 9 aktivitesinin belirlenmesi
Kaspaz 9 Colorimetric Assay kit (ApoTarget™ Caspase Colorimetric Protease Assay
Sampler kit; Invitrogen Life Technologies, USA, Kat. No. KHZ0102) ile gergeklesti.
Kaspaz 9 yonteminin prensibi, isaretlenmis substratin (LEHD-pNA) kirilmasiyla agiga
¢ikan kromofor p-nitroanilitin - (PNA) spektrofotometrik olarak ol¢lim esasina
dayanmaktadir. Kaspaz 9 yonteminde kaspaz 3 yontem protokoliindeki basamaklar
kullanild1. 1ki deneyde farkli olan substratlar olup kaspaz 9°da LEHD-pNA substrati
kullanildi. Buna gore hiicrelerdeki pNA miktar1 405 nm’de degeri Olctilerek tayin edildi
(Ucbek, Oziinal, Uzun ve Gepdiremen, 2014).

3.2.12. Bakteri kiiltiirlerinin HeLa hiicreleri iizerine apoptotik etkilerinin molekiiler
diizeyde belirlenmesi

HelLa hiicre kiiltiirlerinin bakteri kiiltiirleriyle ve EPS ile uyarilmasi

Yiiksek antikanserojenik aktivite gosteren Mac Farland 10’a (~8-9 log cfu/ml) ayarlanmis
canli bakteri kiiltiirleri (H15, H14, R2 ve G10) ve bakteri kiiltiirlerinden elde edilen R2,
G10, S1, H10 ve H15 EPS 6rnekleri (400 pg/ml) kiiltiirii yapilan 1x10’ yogunluktaki HeLa
kanser hiicre hatt1 lizerine uyguland1 ve 37°C’de % 5 CO2’li etlivde 24 saat inkiibasyona
birakildi. RNeasy Mini Kiti (Qiagen, Kat. No. 74104) kullanilarak 6rneklerden total RNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA o6rneklerinden her biri spektrofotometrede (NanoDrop
D-1000, NanoDrop Technologies, ABD) 260 nm dalga boyunda dlgiilerek pl'deki pg

degerleri belirlendi.
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Hiicre kiiltiirlerinden RNA izolasyonu

1) Hiicre, 600 pl B merkaptoetanol (Merck) iceren Lizis tamponu iginde pipetle ¢ekilip
birakmak suretiyle pargalandi.

2) Ornekler iizerine 360 pl absolut (% 100) etanol eklendi.

3) Hiicre lizat1, kolon igeren toplama tiipiine aktarildi ve 12 000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.
4) Toplama tiiptindeki sivi dokiildii ve bu islem lizat bitene kadar tekrarlandi. Bu islem
sonunda kolon yeni bir toplama tiipiine alind1.

5) Kolona 700 pul yikama tamponu 1 eklendi ve kolon 13 000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.
Alttaki sivi dokiildii ve kolon, toplama tiipiine tekrar yerlestirildi.

6) Kolona 600 pl yikama tamponu 2 eklendi ve kolon 13 000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.
Alttaki s1v1 dokiildii ve kolon, toplama tiipiine tekrar yerlestirildi.

7) Kolona 250 pl yikama tamponu 2 eklendi ve kolon 13 000 g’de 2 dk. santrifiij edildi.
Kolon toplama tiipii atildi. Kolon, steril 1,5 ml’lik ependorf tiipe yerlestirildi.

8) Kolona 30 pl niikleaz icermeyen su eklendi ve kolon 13 000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.
Elde edilen RNA’lar ¢cDNA sentezine -80°C derin dondurucuda saklandi (Boom ve
digerleri, 1990).

cDNA izolasyonu

Total RNA’dan cDNA sentezi, QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen, Kat. No.
205311) kiti kullanilarak gerceklestirildi.

1) Her bir 6rnekten 250 ng RNA alinarak cDNA sentezine baslandi.

2) PCR tiipiine 6nce 7 ul niikleaz igermeyen su, sonra sirasiyla 1 pl Primer (oligodT), 4ul
template RNA eklendi ve 1 dk. santrifiij edildi.

3) Tiipler 65°C’de 5 dk. bekletildi ve inkiibasyon sonrasi drnekler hizla buz iizerine alindu.

4) 5X Reaction Buffer’dan 4 pl; Ribolock RNase inhibitor (20 u/ul) 1 ul; dNTP mix (10
mM) 2 ul; Reveraid M-Mulv Reverse Transcriptase (200 u/ul) 1 pl alinarak tiiplere
eklendi ve santrifiij edildi.

5) 42°C’de 60 dk. ve 70°C’de 5 dk. inkiibe edildi.
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6) Elde edilen cDNA’lar, spektrofotomerik olarak okundu ve miktar tayini yapildi. Gergek
Zamanli PZR reaksiyonu gerceklestirilene kadar -80°C derin dondurucuda muhafaza
edildi.

Gercek Zamanli PZR

Gen ifadelerinin tayini, SYBR boyast kullanilarak gercek zamanli PZR yontemiyle
belirlendi. cDNA 6rnekleri, 1/30 oraninda sulandirilarak kullanildi. 2x QuantiFast SYBR
Green PZR Master Mix (Qiagen, Kat. No. 204054) kiti gercek zamanli PZR
reaksiyonlarinda kullanildi. Genlere 6zgii dizayn edilen (PPIA ve Kaspaz 3) ve hazir
olarak Qiagen firmasindan alinan gene (Kaspaz 9, Qiagen, Kat. No. PAHS-012Z7) ait dizi
ve bilgiler Cizelge 3.4’de verildi. ilgili genlere ait primerler ayni reaksiyon kosullarinda
calisilmistir. Bu reaksiyon kosullari, 95°C/5dk., 95°C/10s. ve 60°C/30s kosullarda 40
dongii olarak gergeklestirildi. Amplifikasyonlar, 10 pL hacimde Ger¢cek Zamanli PZR
Sistemi (Applied Biosystems, 7500 Fast & 7500 Real-Time PCR Systems, USA) ile
reaksiyona alindi. Kaspaz 3 ve kaspaz 9 gen ifade miktarlarini normalize etmek igin
housekeeping gen olan peptidilprolil izomeraz A=siklofilin A (PPIA), mRNA ifade diizeyi
referans olarak alindi. EPS orneklerinin kontrol grubu i¢in HeLa hiicre hatti, saf su ile;
kiiltiir suslarindan elde edilen bakteri canli hiicrelerinin kontrol grubu i¢in Hela hiicre
hatti, PBS ile muamele edildi (Yaoxian ve digerleri, 2013). Ger¢ek zamanli PZR’de esik
dongiisii olarak ifade edilen CT degeri, deneysel olarak florasan sinyalinin iiglincii ve
onbesinci dongilisii ile on standart sapma arasinda Olgiilen florasan sinyallerinin
ortalamasina ulastig1 dongili olarak tanimlanmaktadir. Sonuglarin hesaplanmasinda deney
sonucunda elde edilen orneklerin CT degerlerinin ortalamalar1 alindi. ACT olarak ifade
deger icin ise orneklerin CT degeri ile referans olarak alinan PPIA housekeeping genin CT
degeri arasindaki fark alindi. Karsilastirmali CT degeri (AACT), ACTsmek — ACT referansgen

olarak hesaplandi. Her bir gen i¢in deney li¢ kez tekrarlandi.

Cizelge 3.4. Gergek Zamanli PZR’de kullanilan PPIA ve kaspaz 3 geninin primer dizileri

Gen Forward Primer Reverse Primer
PPIA 5'CTGAGAAACGGCTACCACATC3' | 5GCCTCGAAAGAGTCCTGTATTGS

Kaspaz 3 | S'CTCTGGAATATCCCTGGACAACS3' | 55ACATCTGTACCAGACCGAGAZ
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3.2.13. istatistiksel analizler

Istatistiksel analizlerde SPSS Inc Software (16.0 versiyon; SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
kullanilmigtir. Kendall taub ve Spearman’in korelasyonuna gore, suslarin EPS {iretimi ile
adezyon yiizdesi ve adezyon indeks oranlar1 arasinda iliski olup olmadigi incelenmistir.
Antiproliferatif ve apoptotik caligmalarda suslar arasi farka tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) Kruskall Wallis testi ile bakilmistir. Kruskall Wallis testine gore antiproliferatif
caligmasinda 10 farkli sustan elde edilen Olgiimler degerlendirilmistir. Ayn1 sekilde EPS
caligmalarinda da ornekler arasi fark Kruskall Wallis testi ile ortaya konulmustur. Tim
caligmalar her ¢alisma igin paralel sayist degismekle beraber, {i¢ tekrarli yapilmistir. Bu
caligmalarden elde edilen veriler bu tekrarlarin ortalamasi + standart sapma seklinde

verilmistir
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Cahismada Kullanilan Bakteriler

Saglikli insan vajeninden izole edilen, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji
Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan, L. crispatus (A2), L. plantarum (G4) ve L.
gasseri (H10, G10, R4, R2, S1, H5, H14 ve H15) tiirleri ¢calismaya alindi. Bu ¢alisma igin,
daha 6nce yapilan projeler ve tez calismalar1 kapsaminda probiyotik ozellikleri ile one
¢ikmis olan vajinal kaynakli suslar se¢ildi (sonuglar verilmemistir). Bu ¢alismalar Prof. Dr.
Belma Aslim danigsmanliginda tamamlanan Emine Kili¢’mn (2003) tez ¢aligmasinda yapildi.
Ayni sekilde suslarin kiiltiirel, mikroskobik ve biyokimyasal tanimlamalari da farkli
projeler kapsaminda yapildigi igin sonuglar tezde verilmedi. Calismada yer alan kullanilan
ii¢ farkl tlirtin morfolojileri Gram boyama ile kontrol edilerek, mikroskobik goriintiileri

Resim 4.1, Resim 4.2 ve Resim 4.3 ’te gosterildi.

{ g

Resim 4.1. L. gasseri (R2) tiiriiniin 151k mikroskobundaki morfolojisi (100x)



Resim 4.3. L. crispatus (A2) tiiriiniin 151k mikroskobundaki morfolojisi (100x)
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4.2. Laktik Asit Bakterilerin Molekiiler Tanimlama Sonuglari

Kiiltiir koleksiyonundan on adet segilen ve daha 6nce tamamlanmig ¢aligmalar kapsaminda
biyokimyasal testleri, morfolojik ve fizyolojik O6zelliklerine goére tanimlanmis olan
izolatlarin 16S rRNA gen bolgelerine gore de tanimlamalari yapilarak, molekiiler diizeyde
tir isimleri dogrulanarak, kesinlestirildi. Universal primerler (Univ-1492R, Univ-27F)
kullanilarak 1492 bp uzunlugunda 16S rRNA gen bolgesi ¢ogaltildi. PCR iiriinleri 100 -
3000 bp DNA marker ile yiiriitiildi. Elektroforez sonrasi bantlar goriintiilendi (Resim 4.4).
Dizi analizi, Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) cihazi ile yapildi. Analiz
sonuclart blast fonksiyonu ile NCBI DNA Gen Bankasi’nda taranarak molekiiler
tanimlama yapildi (Cizelge 4.1).

Marker

Resim 4.4. Laktobasil izolatlarmin (L. gasseri (R4)) universal primer ile ¢ogaltilan 16S
rRNA gen bolgesinin PCR iiriinii
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Cizelge 4.1. 16S rRNA sekanslariin NCBI Gen bankasi sonuglarina gore % benzerlikleri

Ornek EMBL/Gen Bakteri Tiirleri % Homoloji
kodu Bank No

A2 FR683088.1 Lactobacillus crispatus DSM 20584T % 99
G4 JQ801724.1 Lactobacillus plantarum LA113 % 99
H10 JQ805680.1 Lactobacillus gasseri IMAUFB062 % 99
G10 JQ805679.1 Lactobacillus gasseri IMAUFB061 % 99
R4 GU454858.1 Lactobacillus gasseri 177-3 % 100
R2 JQ805674.1 Lactobacillus gasseri IMAUFB056 % 99
S1 JQ805669.1 Lactobacillus gasseri IMAUFB051 % 99
H5 GU454856.1 Lactobacillus gasseri E16B7 % 99
H14 JQ805634.1 Lactobacillus gasseri IMAUFB014 % 99
H15 JQ805680.1 Lactobacillus gasseri IMAUFB062 % 99

Blast sonuglarina gére A2 kodlu izolat % 99 oraninda homoloji gostermis ve L. crispatus
olarak ve G4 kodlu izolat1 % 100 oraninda homoloji gostermis ve L. plantarum olarak

tanimlanmis diger izolatlarin hepsi L. gasseri olarak teshis edilmistir.
4.3. Vajinal Kaynakh Laktobasillerin Kiiltiir Ortaminda EPS Uretim Kapasiteleri

On laktobasilin EPS iiretimleri madde 3.2.6’da verilen metoda gore tespit edildi. Bu
metoda gore yapilan ¢aligmada tiim suslarda EPS {iretimi gozlendi. Calismada, EPS iiretim
miktarlarinin suglar arasinda farklilik gosterdigi gozlendi (Cizelge 4.2). En yiiksek EPS
tiretimi L. gasseri H15 susunda 217,1 + 2,0 mg/L olarak bulundu. Bu miktar1 takiben ikinci
sirada yiiksek EPS iiretimi L. gasseri G10 susunda 178,1 + 3,0 mg/L olarak hesaplandi. L.
gasseri H10 susunda 159,4 + 1,0 mg/L; L. gasseri R2 susunda 130,2 + 1,0 mg/L; L. gasseri
S1 susunda 115,1 £ 1,0 mg/L EPS iiretim miktarlar1 bulundu. Buna karsilik en diisiik EPS
tiretimi (37,3 £ 0,0 mg/L) ise L. gasseri R4 susunda goriildii. Yiiksek veya orta iiretim
kapasitesine sahip olan bes adet susun (H10, G10, H15, R2, S1) saflastirma ve

liyofilizasyon sonrasi EPS miktarlart 6l¢iildii (Cizelge 4.3). Buna gore liyofilizasyon


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323669187?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y5H3JZX901P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385880960?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y5HPM08G01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385769966?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4BREUX5G01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385769963?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y5M7RAUK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385769924?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y5NE8MMV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385769904?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y691310101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294438972?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=3PPZHG0V01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385769683?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=XBMN12VJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385769683?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=XBMN12VJ01N
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oncesi suslardaki EPS iiretimi, liyofilizasyon sonrasi EPS iiretimi ile paralellik gosterdi
(p<0,05). Saflastirma Oncesi ve sonrasi laktobasil suslarinin EPS iiretim kapasiteleri
degerlendirildiginde sonuglarda goriilen paralellik anlamli olmaktadir. EPS iiretimi yliksek
laktobasil susun, liyofilizasyon sonrasinda da yiiksek EPS iiretim kapasitesine sahip oldugu
degerlendirildi. Yiiksek EPS tiretim kapasitesine sahip olan bes adet sustan saflastirma ve
liyofilizasyon sonrasi en yiiksek EPS miktar1 (255,2 + 4,3), L. gasseri H15 ve en disiik
EPS miktar1 (168,2 & 3,4) susunda goriildii.

Cizelge 4.2. Kiiltiir koleksiyonundan se¢ilen bakteri tiirlerinin kiiltiir ortaminda EPS tiretim

kapasiteleri
No Tiir Ismi Sus Kodu EPS miktar1 (mg/L)
1 L. crispatus A2 51,1 +£2,0
2 L. plantarum G4 62,2 +4,0
3 L. gasseri H10 159,4+£1,0
4 L. gasseri G10 178,1+3.0
5 L. gasseri R4 37,3 £0,0
6 L. gasseri R2 130,2+1,0
7 L. gasseri S1 115,1+ 1,0
8 L. gasseri H5 38,2 £0,0
9 L. gasseri H14 67,3 +4,1
10 L. gasseri H15 217,1+£2,0

Cizelge 4.3. EPS iiretimi yliksek suslardan elde edilen liyofilize EPS miktarlar

Tiir Ad1 Sus Kodu | EPS' (mg/L)
L. gasseri H10 228,3+2.4
L. gasseri G10 241,8+3,2
L. gasseri H15 255,2+4,3
L. gasseri R2 168,2 +3,4
L. gasseri S1 194,1+4,2

1 Saflagtirilmis ve dondurulup kurutulmus toz halindeki EPS’nin miktart
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4.4. Bakterilerin Adezyon Yeteneklerinin Belirlenmesi

Calismada, yiiksek EPS sentezleme yetenegine sahip L. gasseri tiiriine ait suglarmin (G10,
H10, H15, R2 ve S1) epitel yiizeye tutunma yetenekleri madde 3.2.7’de belirtildigi gibi
caligildi. Suslarin tutunma kapasiteleri 1s1k mikroskobunda yapilan sayim ile belirlendi.
Tutunma kapasiteleri adezyon yiizdesi ve adezyon indeksi olarak hesaplanarak
degerlendirildi. Adezyon yiizdesi, bakteri tutunmus hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina
orani ile elde edilen sonucun yiizde olarak ve adezyon indeksi ise hiicreye tutunan bakteri
sayisinin toplam bakteri sayisina orami olarak ifadesidir. Bakteri suslar1 ile muamele
edilmemis HeLa kanser hiicreleri Resim 4.5’te goriilmektedir. Calismada bakterilerin canli
hiicreleri HeLa hiicrelerine tutunma yeteneginin oldugu bulundu. Bes laktobasil suslarinin
kanser hiicrelerine adezyon indeksi ile adezyon yiizdesi arasinda kismi iliski gozlendi
(Cizelge 4.4). Yiiksek adezyon yiizdesine sahip iki susun (G10 ve S1) ayni zamanda
yiiksek adezyon indeksine sahip oldugu degerlendirildi. En yiiksek adezyon yiizdesi (% 90
+ 3,4) ve indeksi (59 + 3,1) G10 susunda goriildi. Resim 4.7°de en yiiksek adezyon
yiizdesi ve indeksine sahip G10 susunun 151k mikroskobunda hiicreye tutunma goriintiisii
gosterilmektedir. Ayni susun EPS iiretim kapasitesi de yiiksek bulundu. Buna gore G10
susunun HeLa hiicresine en yiiksek tutunma kapasitesine sahip oldugu belirlendi. En diisiik
adezyon yiizdesi (% 28 + 3,1) ve indeksi (50 + 5,0), diger suslara gore kiiltiir ortaminda
orta diizeyde EPS iiretimine sahip R2 susunda goriildii. Resim 4.6’da en diisiik adezyon
yiizdesi ve indeksine sahip R2 susun HeLa hiicresine tutunma goriintiisii gosterilmektedir.
Diger sonuglarda benzer sonuglar vermesi, adezyon ile EPS iiretim kapasitelerinin 6nemli
derecede etkili olabilecegini goriildii. Suslarin EPS {iretim kapasiteleri ile HelLa hiicrelerine

adezyon indeksi arasinda orta diizeyde bir anlamli iliski bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.4. Yiiksek EPS iiretimine sahip bakteri suslarinin HeLa kanser hiicreleri iizerine
tutunma kapasiteleri

Adezyon yiizdesi (%) Adezyon Indeksi
L. gasseri (H15) 79+2,2 54+42
L. gasseri (H10) 66 +3,1 50+5,0
L. gasseri (R2) 50+4,2 28+3,4
L. gasseri (G10) 90+3,4 59+3,1
L. gasseri (S1) 81+4,0 45+22
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Resim 4.5. HeLa hiicresinin 151k mikroskop goriintiisii (100x)

Resim 4.6. En diisiik adezyon indeksi ve yiizdesine sahip R2 susunun hiicreye tutunma
gorintiisii (100x)
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Resim 4.7. En yiiksek adezyon indeksi ve yiizdesine sahip G10 sugunun hiicreye tutunma
goriintiisii (100x)

4.5. Laktik Asit Bakterilerinin Antiproliferatif Etkisi

Calismada, HeLa hiicresi, Mac farland 10’a ayarlanmis canli bakteri hiicreleri ile muamele
edildikten sonra antiproliferatif aktivitesi WST-1 Kiti ile belirlendi. Calismada kullanilan
kontrol grubu, bakteri ile muamele edilmemis kanser hiicrelerinden olusturuldu. Kontrol
grubuna hiicre canliligin1 belirleyen, bir tetrazoliyum tuzu olan WST-1 ajami
eklenmediginde renk degisiminin olmadigi gozlendi. Ayni kontrol grubuna WST-1 ajani
eklendiginde, canli kanser hiicreleri WST-1’1 renkli formazana doniistiirdii. Mikroplaklarda
canli hiicrelerin yogunluguna goére olusan rengin tonu degistigi goriildii. Canli kanser
hiicrelerinin yogunlugu, bakteri canli hiicreleri eklenmesi ile azaldi. Buna bagli olarak
WST-1’in formazana donlisimii azalmakta ve rengin tonu acildi (Resim 4.8).
Antiproliferatif etki HeLa hiicrelerinin 6liimii esas alinarak tespit edildi. Denenen 10 farkli
canli bakteri hiicresinin ikisi hari¢ hepsinin kanser hiicresini 6ldiirerek antiproliferatif etki
gosterdigi belirlendi. Sonuglar farkli bakteri suslarina gore farklilik gosterdi (Sekil 4.1).
Buna gore L. gasseri HI5 susunun canli hiicreden olusan pelletinin % 77 hiicre 6liimii

gosterdigi tespit edildi. Bu sonuglar takiben L. gasseri G10 % 73, L. gasseri H14 % 58, L.
gasseri R2 % 49, L. gasseri H10 % 42, L. gasseri G4 % 39, L. gasseri H5 % 38 ve L.
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gasseri S1 % 23 oraninda antiproliferatif aktivite gosterdi (p<0.05). L. plantarum A2 ve L.

crispatus R4 suslarmin HelLa hiicresinde antiproliferatif etkisi belirlenemedi. Genellikle

yiiksek antiproliferatif etkiyi L. gasseri tiirline ait suslar gosterdi. Bu 6n ¢alisma sonucunda

kanser hiicresinde yiiksek antiproliferatif etki gosteren suslar (H15, G10, H14, R2 ve H10)

secilerek, devam eden ¢alismalarda kullanildi.

Resim 4.8. Mikroplaklarda bulunan kanser hiicrelerinin WST-1 kiti ile canliligin tespiti A)
Kontrol grubu (Kit muamelesinden 6nce kanser hiicresi) B) Kit ile muamele
edilmis kontrol grubunda canliligi gésteren renk degisimi C) Kit ile muamele
edilmis deney grubunda (bakteri canli hiicresi) canlilig1 gésteren renk degisimi
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4.6. EPS’lerin Antiproliferatif Etkisi

Calisma, yiiksek EPS fiireticisi suslarin saflagtirilarak liyofilize haline getirilmis EPS ile
gerceklestirildi. Kultiir suslarinin trettigi EPS’lerin antiproliferatif aktivitesi, WST-1 Kiti
ile hiicre ylizde Oliimii esas alinarak belirlendi. Suslardan e¢lde edilen EPS’lerinin
uygulanmalarina bagl olarak, HelLa hiicrelerinin canliliginda azalma gozlendi. Kanser
hiicre canliliginda goriilen azalma ile birlikte, WST-1"in formazana doniisiimii de azald1 ve
mikroplaka kuyucuklarinda renk tonunun acgildigi goriildi. Yapilan uygulamada,
bakterilerin canli hiicrelerinin kullanildigi uygulamadan daha koyu bir renk tonu elde
edildi. Bu sonug, EPS’nin canli bakteri hiicresine gore daha az antiproliferatif aktiviye
sahip oldugunu gosterdi. Liyofilize EPS’ler, steril su ile 100, 200 ve 400 pg/mL
konsantrasyonlarda hazirland1 ve HeLa hiicre hattina muamele edildi. 24 saat inkiibasyon
sonras1 tiim EPS Orneklerinde artan konsantrasyonlara bagl olarak antiproliferatif etkinin
de arttign gorildi. Tim Orneklerde en yiiksek antiproliferatif etki 400 pg/mL EPS
konsantrasyonunda belirlendi (Sekil 4.2). Suslardan elde edilen EPS’lere gore kanser
hiicresi lizerine antiproliferatif 6lgiimleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).
Bundan sonraki ¢alismalar tiim EPS’lerde en iyi sonug alian 400 pg/mL konsantrasyonla
devam edildi. En yiiksek etkiyi S1 susunun 400 ug/mL konsantrasyonunda % 47 (+ 3,0)
hiicre 6limdi ile tespit edildi. Bu sonuglari takiben HeLa hiicresi iizerine G10 susu % 42 (+
2,75) oraninda hiicre 6liimii; H15 susu % 28 (+ 3,00) oraninda hiicre 6liimii; H10 susu %
15 (+ 2,0) oraninda hiicre 6liimii; R2 susu % 11 (+ 2,5) oraninda hiicre 6limii gosterdigi
belirlendi. Farkli suslardan elde edilen EPS’nin farkli antiproliferatif etki gdstermeleri

dikkat cekmistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, canli bakteri kiiltiirleri ve kiiltiirlerden elde edilen
EPS’ler, HeLa kanser hiicresine antiproliferatif etki gostermis olup, EPS ve bakteri
kiilttirleri aras1 karsilagtirma yapildiginda ise, en yiiksek antiproliferatif etkiyi bakteri canli
hiicrelerinin gosterdigi goriildii. Genel olarak, canli probiyotik bakterisinin kanser
hiicresine uygulamasi1 EPS’ye gore daha yliksek antiproliferatif etki gostermesi bakimindan
onemli bulundu. Uygulama konsantrasyonu ve siiresi arttirilarak EPS’nin daha etkin
olabilmesi miimkiindiir. Ayrica, EPS’nin stabil ve uygulama sonucu daha kalic1 etkiye
sahip olabilecegi disiiniilmektedir. Yine EPS’nin canli hiicreye goére uygulama

kolayliginin olmas1 da bagska bir avantaj olarak degerlendirilebilinir.
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Sekil 4.2. Bes farkli susun EPS’lerinin HeL a hiicre hatt1 izerindeki antiproliferatif
etkisi

4.7. Laktik Asit Bakteri Kiiltiirlerinin Apoptotik Etkisi

Calismada, yiiksek antiproliferatif aktiviteye sahip Mac farland 10’a ayarlanmis canli
bakteri kiiltlirlerinin (R2, H14, H15 ve G10 suslari) HelLa kanser hiicreleri iizerine
apoptotik etkileri, Cell Death Detection ELISA™™ kiti kullanilarak belirlendi. Bu Kkit,
apoptozun indiiklenmesi sonrasinda hiicre sitoplazmasi digindaki histon ile kompleks
olusturmus DNA fragmentlerinin (mono- ve oligoniikleozomlar) miktarsal tayini igin
kullanilmaktadir. Calismada kullanilan kontrol grubu, bakteri ile muamele edilmemis
kanser hiicrelerinden olusturuldu. Canli bakteri kiiltiirleri (pellet) HeLa kanser hiicresi ile
muamele edildi ve hiicreler 37°C’de, % 5 CO;’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra apoptotik etki 405 nm’de mikroplak okuyucuda belirlendi. Caligma
sonucunda H14, G10, R2 ve H15 bakteri canli hiicrelerinin HelLa kanser hiicreleri tizerine
apoptotik etki seviyeleri sirasiyla 4,79-, 1,23-, 4,89- ve 2,97- zenginlestirme faktorii olarak
hesapland1 (Sekil 4.3). Bu sonuca gore bakteri suslar1 arasinda en yiiksek apoptotik etkiyi
R2 canli bakteri hiicresi gosterdi. En diisiik apoptotik etkinin G10 susunda oldugu
hesaplandi. Bu sonug kontrol grubu ile karsilastirildiginda laktik asit bakterilerinin kanser
hiicresi {izerine apoptotik etkisinin anlamli oldugu bulundu (p<0.05). Calisma sonucunda

elde edilen veriler degerlendirildiginde, canli bakteri hiicrelerinin kanser hiicresi {lizerine
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apoptotik etkisi ile antiproliferatif etkisi arasinda anlamli bir iliski goriilmedi (p>0.05).
Yiiksek antiproliferatif etkiye sahip olan L. gasseri H15 canli bakteri hiicresinin diger canlt
bakteri hiicrelerine gore diisiik apoptotik etkiye sahip oldugu degerlendirildi. Buna karsilik
canli bakteri hiicreleri arasinda diisiik antiproliferatif etkiye sahip olan R2 canli bakteri

hiicresinin ise kanser hiicresine yliksek apoptotik etki gosterdigi bulundu.
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Sekil 4.3. Canli bakteri hiicrelerinin HeLa kanser hiicre hattinda Cell Death Detection
Elisa”-" ile belirlenen apoptotik etkinin sonuglari

4.8. EPS’lerin Apoptotik Etkisi

Calisma, yiiksek EPS iireticisi suslarin saflastirilarak liyofilize haline getirilmis EPS ile
gerceklestirildi. Kiiltiir suslarinin irettigi EPS’lerin apoptotik etkisi Cell Death Detection
ELISAP™ kiti kullanilarak belirlendi (3.2.9). S1, R2, H15, G10 ve H10 Kkiiltiirlerinin
EPS’lerinin HeLa hiicrelerine apoptotik etkisi arastirildi. Kontrol grubu olarak kanser
hiicresine distile su muamele edildi. EPS’ler 200 ve 400 pg/mL konsantrasyonda ayarlandi
ve HeLa hiicrelerine muamele edildi. Hiicreler 37°C’de, % 5 CO,’li etiivde 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra EPS’lerin kanser hiicreleri iizerine apoptotik
etkisi 405 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda belirlendi. 24 saat inkiibasyon sonrasi
tim EPS oOrneklerinde artan konsantrasyonlara bagli olarak HeLa hiicresine apoptotik
etkinin de arttigi goriildii. Tim Orneklerde en yiiksek apoptotik etki 400 pg/mL EPS

konsantrasyonunda belirlendi (Sekil 4.4). Konsantrasyon artisina bagli olrak apoptotik
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etkinin artig gostermesi anlamli olmaktadir (p<0.05). EPS’ler arasi en yiiksek apoptotik
etkiyi ise ¢ok az bir farkla birlikte L. gasseri G10 (1,45- zenginlestirme faktorii) ve R2
suslarindan (1,42- zenginlestirme faktorii) elde edilen EPS’ler gosterdi.

Calisma sonucunda, kanser hiicresi iizerine, canli bakteri hiicrelerinin EPS’lere gore ¢ok
daha yiiksek ve anlamli bir apoptotik etkiye sahip oldugu tespit edildi. Canli hiicre
uygulamasina gére EPS’nin HeLa hiicresine daha diisiik apoptotik etki gosterdigi bulundu.
EPS’lerin kanser hiicresi iizerine apoptotik etkisi ile antiproliferatif etkisi arasinda anlaml
bir iliski olmadigi degerlendirildi (p>0.05). Diisiik antiproliferatif etkiye sahip olan R2
bakterisinden elde edilen EPS’nin diger EPS’lere gore yiiksek diizeyde apoptotik etkiye
sahip oldugu ve orta diizeyde antiproliferatif etkiye sahip olan H15 bakterisinden elde
edilen EPS’nin ise diisiik oranda apoptotik etki gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 4.4. Bes farkli susun EPS’lerinin HeLa kanser hiicre hattinda Cell Death Detection
Elisa"-“* ile belirlenen apoptotik etkinin sonuglari
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4.9. Kiiltiirlerin ve Kiiltiir Suslarmimn Urettigi EPS’lerin Apoptotik indeksi

Canli bakteri kiiltiirlerinin ve kiiltiir suglarmin trettigi EPS’lerin, HelLa hiicresi iizerine
apoptotik indeksi Hoechst 33342 boyasi ile belirlendi (Li ve digerleri, 2010). Calismada
Mac farland 10’a ayarlanmis canli bakteri kiiltiirleri (H15, H14, R2 ve G10) ve S1, R2,
H10, G10 ve H15 kiiltiir suslarinin iirettigi EPS’ler (yliksek apoptotik ve antiproliferatif
etki gosteren konsantrasyon, 400 pg/mL) kullanildi. Kanser hiicresi iizerine en yiliksek %
apoptotik indeksin H15 susunun pelletinin % 59 oraninda oldugu hesaplandi. Bu sonucu
takiben G10, H14 ve R2 suslarinin HeLa hiicreleri lizerine % apoptotik indeksi sirastyla %
57, % 51 ve % 54 (Sekil 4.5) olarak tespit edildi. Kanser hiicresi iizerine yiiksek apoptotik
etkiye sahip R2 ve H14 canli bakteri kiiltiirlerinin % apoptotik indekslerinin diisiik oldugu
ve apoptotik etki ile % apoptotik indeks arasinda anlamli bir iligski olmadigi degerlendirildi
(p>0,05). Suslarin (S1, G10, H15, H10 ve R2) iirettigi EPS’lerin HeLa hiicresi lizerine %
apoptotik indeksi sirasiyla % 42, % 38, % 35, % 37.5 ve % 26 oraninda oldugu hesaplandi
(Sekil 4.6). Buna gore EPS’ler arasinda en yiiksek % apoptotik indeks S1 EPS’sinde
goriildii. En diisiik % apoptotik indekse % 26 oraninda R2 EPS’sinin sahip oldugu tespit
edildi. EPS’lerin kanser hiicresine apoptotik etkisi ile % apoptotik indeksi arasinda anlamli
bir iligki bulunmadi (p>0,05). Diisiik apoptotik etkiye sahip G10 EPS’sinin % apoptotik
etkisinin EPS’ler arasinda en yiiksek degerde oldugu degerlendirildi.
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Sekil 4.5. Canli bakteri kiiltiirlerinin HeLa hiicresi lizerine % apoptotik indeksi
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Sekil 4.6. Bes farkli susun EPS’lerinin HeLa hiicresi iizerine % apoptotik indeksi

Canli bakteri kiiltlirleri ve kiiltiir suslarinda elde edilen EPS’ler ile muamele edilen HelLa
hiicreleri Hoechst 33342 boyasi ile boyanarak hiicrelerin apoptotik ve nekrotik goriintiileri
floresan mikroskobunda goriintiilendi. Canli bakteri kiiltiirlerin ve EPS’lerin kontrol grubu
olarak HeLa kanser hiicresine bir sey muamele edilmemistir. Bakteri kiiltiirleri ve EPS’ler
ile muamele olan kanser hiicrelerinde hem nekroz hem de apoptoz 6lim gesitleri goriildii
(Resim 4.9). Apoptoza ugrayan hiicrelerde hiicre zar yapisininin degistigi ve bozuldugu
bununla birlikte hiicrenin kiigtildiigi gézlemlendi. Resim 4.9 A’da canli bakteri kiiltiirleri
ile muamele edilmemis kanser hiicrelerinin rengi soluk mavi renkte olup, bu hiicreler canlt
hiicrelerdir. Resim 4.9 B’de goriilen canli bakteri kiiltiirleri ile muamele edilmis parlak
turuncu renkteki hiicreler ise nekrotik hiicrelerdir. Resim 4.9 C’de canli bakteri kiiltiirleri
ile muamele edilmis kanser hiicreleri parlak mavi renkte olup, bu hiicreler apoptoza

ugramig kanser hiicreleridir.
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Resim 4.9. Hoechst 33342 boyasi ile boyanan kanser hiicrelerinin floresan mikroskobu ile
gortintiisti. A. Canli hiicre B. Nekrotik hiicre C. Apoptoza ugramis hiicre
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4.10. Bakteri Kiiltiirleri ve Kiiltiir Suslarindan Elde Edilen EPS’lerin Kaspaz 3
ve Kaspaz 9 Aktivitesi

Yiiksek antiproliferatif etkiye sahip bakteri kiiltiirleri ve kiiltiir suglarindan elde edilen
EPS’lerin HeLa hiicreleri tizerine kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesinin belirlenmesi Kaspaz 3
ve Kaspaz 9 Colorimetric Assay kit ile gergeklesti. Kaspaz 3 yonteminin prensibi,
isaretlenmis substratin (DEVD-pNA) kirilmasiyla agiga ¢ikan kromofor p-nitroanilitin
(PNA) spektrofotometrik olarak Ol¢iim esasina dayanmaktadir. Kaspaz 9 yodnteminin
prensibi, isaretlenmis substratin (LEHD-pNA) kirilmasiyla agiga ¢ikan kromofor p-
nitroanilitin (pNA) spektrofotometrik olarak olgtimiidiir. Calismada kontrol grubu olarak
HeLa hiicrelerine bir sey muamele edilmedi. Kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri, Mac
Farland 10’a ayarlanmig canli bakteri kiltirleri (H15, H14, R2 ve G10) ve kiiltiir suslarinin
(S1, R2, H15, G10 ve H10) iirettigi EPS’ler (400 pug/ml konsantrasyonda hazirlanan) Hela
hiicrelerine muamele edildi. Hiicreler 37°C’de, % 5 CO;’li etiivde 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda kanser hiicrelerindeki pNA miktar1 405 nm’de mikroplaka
okuyucuda olgiilerek tayin edildi. Canli bakteri kiiltiirleri ve kiiltiir suslarmin drettigi
EPS’lerin kanser hiicresi ilizerine Kaspaz 9 aktivitesinin belirlenmesi yontemindeki
basamaklar Kaspaz 3 yonteminin belirlenmesindeki gibidir. Yapilan her iki ¢alisma tek bir
basamakta birbirinden ayrilmaktadir. Kaspaz 9 aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan
substrat, kaspaz 3 aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan substrattan farklililik

gostermekte olup, Kaspaz 9 yonteminde LEHD-pNA substrati kullanildi.

Sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, HeLa hiicreleri {izerine
kaspaz 9 aktivitesini H15, H14, R2 ve G10 bakteri canli hiicreleri arasinda sadece H15 ve
R2 suslarinin (birbirlerine yakin oranlarda) (OD 0,07) gosterdigi tespit edildi. Caligma
sonunda G10 ve H14 suglarinin HeLa hiicrelerine kaspaz 9 aktivitesinin olmadig1 goriildi.
Apoptotik etki ile kaspaz 9 aktivitesi arasinda bir iligski olup olmadigi belirlendi. Bakteri
kiilttirleri arasinda kanser hiicresi iizerine yiiksek apoptotik etki gdsteren R2 susunun ayni
zamanda diger bakteri kiiltlirleri arasinda yiiksek kaspaz 9 aktivitesine sahip oldugu
degerlendirildi. Diisiik apoptotik etkiye sahip olan G10 canli bakteri hiicresinin ise kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda ise HeLa hiicreleri lizerine kaspaz 9 aktivitesi gostermedigi

belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Suslarin canli hiicrelerinin Hela Kanser hiicreleri tizerine kaspaz 9 aktivitesi

Calisma sonunda kontrol grubu ile, H15, H14, R2 ve G10 canli bakteri hiicreleri
karsilastirildiginda, bakteri hiicreleri arasinda Hela hiicreleri tizerine en yiiksek kaspaz 3
aktivitesine (OD 0,07) H14 susunun sahip oldugu tespit edildi (p<0,05). Sonuglara gore R2
ve H15 suslarmim HeLa hiicrelerine kaspaz 3 aktivitesinin olmadigi goriildii. G10 susunun
ise H14 susundan diisiik kaspaz 3 aktivitesine sahip oldugu ve hesaplanan degerin 6nem
arz etmeyecek nitelikte oldugu tespit edildi. Bu sonug ile birlikte G10 susunun yapilan
onceki apoptoz c¢alismasi sonucunda da diisiik apoptotik etkiye sahip oldugu
degerlendirildi. Buna gore G10 susunun apoptotik etkisi ile kaspaz 3 aktivitesi arasinda
anlaml iliski bulundu (p<0,05). Yiiksek apoptotik etkiye sahip olan ve birbirine yakin
oranlarda apoptotik etki gosteren R2 ve H14 suslar arasinda, H14 susunun diger bakteri
hiicreleri ile karsilastirildiginda yiiksek kaspaz 3 aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
Apoptotik etkisi yiiksek olan bir diger R2 bakteri susunun ise HeLa hiicreleri iizerine
kaspaz 3 aktivitesi gostermedigi bulundu (Sekil 4.8). Canli bakteri kiiltiirlerinin kanser
hiicreleri lizerine kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin degerlendirme sonuglarina
bakildiginda, bu iki aktivitenin farkl suslarda farkli etki gosterdigi ve ayni susun kaspaz 3

ve kaspaz 9 aktivitelerinin de farkli oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.8. Suslarin canli hiicrelerinin HeLa kanser hiicreleri {izerine kaspaz 3 aktivitesi

Yiiksek antiproliferatif etki gosteren S1, R2, H15, G10 ve H10 kiiltiir suslarinin iirettigi
EPS’lerin (400 ng/ml) HeLa hiicreleri ile 24 saat muamele sonucu hiicrelerdeki kaspaz 3
aktivitesi Ol¢iildli. Calisma sonunda EPS’ler ile kontrol grubu karsilastirildiginda sadece
H15 susunda elde edilen EPS’nin yiiksek kaspaz 3 aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 4.9).
Diger EPS’lerin HeLa hiicrelerine kaspaz 3 aktivitesine sahip olmadig1 degerlendirildi.
EPS’ler arasinda kanser hiicresi iizerine yiiksek apoptotik etki gosteren G10 susunun,
kaspaz 3 aktivitesi gostermedigi; EPS’ler arasinda kanser hiicreleri tizerine diisiik apoptotik
etkiye sahip olan H15 EPS’nin ise yiiksek kaspaz 3 aktiviteye (OD 0,07) sahip oldugu
tespit edildi. Bu sonuglar degerlendirildiginde EPS’lerin kanser hiicreleri iizerine apoptotik
etkisi i1le kaspaz 3 aktivitesinin paralellik gostermedigi belirlendi (p>0,05). Canli bakteri
kiiltiirleri ile kiiltiir suslarindan elde edilen EPS’lerin HeLa hiicrelerine gosterdigi kaspaz 3
aktiviteleri karsilastirildiginda, EPS’lerin ve canli bakteri hiicrelerinin sahip oldugu kaspaz

3 aktivitesinin de yaklasik olarak ayni etkide oldugu goriildii.
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Sekil 4.9. Bes farkli susun EPS’lerinin HeLa hiicresi tizerine kaspaz 3 aktivitesi

Sekil 4.10’de gortldigi gibi bakteri kiiltiirlerine ait bes farkli suslarindan elde edilen
EPS’lerinin (400 pg/ml) HeLa hiicreleri ile 24 saat muamele edildikten sonra sonuglar
degerlendirildi. Bu sonuca gére EPS’lerin higbirinin HeLa hiicrelerinde kaspaz 9 aktivitesi
gostermedigi tespit edildi. Sonuglar dogrultusunda EPS’lerin apoptotik etkileri ile kaspaz 9
aktiviteleri arasinda bir iliski bulunamadigi belirlendi (p>0,05) .
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Sekil 4.10. Bes farkli susun EPS’lerinin HeLa hiicresi lizerine kaspaz 9 aktivitesi
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4.11. Bakteri Kiiltiirleri ve Kiiltiir Suslarindan Elde Edilen EPS’lerin Gen ifade
Diizeyleri

Yiiksek antikanserojenik aktivite gosteren Mac Farland 10’a ayarli canli bakteri kiiltiirleri
(H15, H14, R2 ve G10) ve bakteri kiiltiirlerinden elde edilen R2, G10, S1, H10 ve H15
EPS oOrnekleri (400 pg/ml konsantrasyonda) kiiltlirii yapilan HelLa kanser hiicreleri ile
muamele edildi ve 37°C’de % 5 CO2’li etiivde 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda bakteri kiiltiirleri ve EPS’lerin kanser hiicreleri iizerine apoptotik etkisi, kaspaz 3
ve kaspaz 9 genlerinin mRNA ifade diizeyleri tespit edilerek degerlendirildi (Sekil 4.11 ve
4.12). Sekil 4.11°¢ gore canli bakteri kiiltiirleri uygulanan HeLa hiicrelerinde, bakteri
kiiltiirleri ile muamele edilmeyen kontrol hiicrelerine oranla kaspaz 3 mRNA'sinda artis
olmadigi bulundu. Kiiltiir suslarindan elde edilen EPS Ornekleri uygulanan Hela
hiicrelerinde EPS ile muamele edilmeyen kontrol hiicrelerine oranla G10, R2, S1 ve H15
kiiltiir suslarindan elde edilen EPS’lerin kaspaz 3 mRNA'sinin arttig1 belirlendi (p<0,05).
EPS’ler arasinda G10 EPS’sinin diger EPS’lere gore daha yiiksek kaspaz 3 gen ifade
diizeyine sahip oldugu tespit edildi. Canli bakteri kiiltiir suslar1 ile kiiltiir suglarindan elde
edilen EPS’ler karsilastirildiginda EPS’lerin daha etkin oldugu ve yiiksek kaspaz 3

aktivitesi gosterdigi degerlendirilmistir.

Gen ifade Diizeyi
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Sekil 4.11. Bakteri kiiltiirleri ve kiiltiir suslarindan elde edilen EPS’lerin kaspaz 3 gen
ifade diizeyleri
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Sekil 4.12°te hem canli bakteri kiiltiir suslart hem de kiiltiir suslarindan elde edilen
EPS’lerin kaspaz 9 gen ifade seviyeleri verildi. Ornekler arasinda G10 canli bakteri
kiiltiirtinde kaspaz 9 mRNA'sinin arttig1 bulundu. Diger canli bakteri kiiltiirlerinin kanser
hiicreleri iizerinde gen ifadesinin olmadigi tespit edildi. Kiiltiir suslarindan elde edilen
EPS’lerin de kaspaz 9 gen ifade diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda

onemsenmeyecek degerde kaspaz 9 gen ifade seviyesinin arttig1 belirlendi.
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Sekil 4.12. Bakteri kiiltiirleri ve kiiltiir suslarindan elde edilen EPS’lerin kaspaz 9 gen
ifade diizeyleri

Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, canli bakteri kiiltiirlerin ve kiiltiir suslarindan
elde edilen EPS’lerin, HeLa hiicresi iizerine gen ifade diizeyleri ile protein diizeyinde
degerlendirilen kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri kismen benzer sonu¢ gosterdigi tespit
edildi. Ciinkii protein diizeyinde yiiksek kaspaz aktivitesi gOsteren hem canli bakteri
kiiltiirleri hem de kiiltiir suslarindan elde edilen EPS’lerin gen diizeyinde diisiik etki
gosterdi. Sonuclar dogrultusunda hem canli bakteri kiiltiirleri hem de kiiltiir suslarindan
elde edilen EPS’ler varlig1 ile HeLa hiicresi lizerine apoptotik etkinin kaspaz yolagindan

gerceklesmedigi belirlendi.
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5. TARTISMA

Dogal vajinal floranin en 6nemli grubunu olusturan laktik asit bakterilerinin, vajen
florasinda iirogenital enfeksiyonlar1 6nemli Ol¢liide Onledigi ve cinsel yolla bulasan
hastaliklara sebep olan patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engelleyerek
mikrobiyolojik bir bariyer gorevi gordiigii gozlenmistir. Kanserojen maddelere karsi
onemli bir savunma birligi icinde olmalari ile birlikte ayn1 zamanda immiin sistemi tesvik
ederek organizmayi saglikli tutmaya yardimci olmaktadirlar (Prasad ve digerleri, 1998;
Vasquez ve digerleri, 2002; Perdigon, Vintini, Alvarez, Medina ve Medici, 1999). Kanser,
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi, invaziv nitelik kazanmasi ve metastaz yapmasi ile
karakterize edilen Oldiiriicii bir hastaliktir (Komaki ve digerleri, 2012). Giinlimiizde
kullanilan antineoplastik ajanlar, birkaci haricinde tedavi edici degil, hafifletici olarak rol
oynamaktadir (Di Leva ve digerleri, 2012). Epidemiyolojik c¢aligmalar, bitkilerle yapilan
tedavilerin yani sira, yiksek miktarda probiyotik aliminin insanlarda disiik kanser
prevalanst ile iliskili oldugunu  goOstermektedir.  Karsinojen inaktivasyonu,
antiproliferasyon, hiicre dongiisiiniin askiya alinmasi, apoptoz ve farklilagsmanin
indiiksiyonu, anjiyogenezin baskilanmasi, antioksidasyon ve c¢oklu ila¢ direncinin
azaltilmasi ya da tiim bu mekanizmalarin kombinasyonu probiyotiklerin kansere kars1 etki
mekanizmalarini olusturur (Liu ve digerleri, 2013). Kanser tedavisinde kullanilan
radyoterapi, cerrahi tedavi ve kemoterapi gibi bircok yontemin yan etkilerinin bulunmasi
ve tedavide basar1 sansinin diisiik olmasi nedenleri ile dogal, yeni ve alternatif ilaglara
arayislar artmaktadir. Calismamiz bu nedenle, kanserin tedavisinde alternatif olabilecek
vajinal probiyotik bakteri kiiltiirlerinin, vajinada kanser hiicrelerinin proliferasyonunu

inhibe etmedeki rolii ve antikanser mekanizmasinin anlasilmasina yoneliktir.

Laktobasiller ve bifidobakteriler, probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin en
onemlileridir (Igbal ve digerleri, 2014). Bu mikroorganizmalarin insan kaynakli olmasi,
ortama daha kolay adapte olmalar1 ve konak ile diger muhtemel iligkilerini en iyi sekilde
gerceklestirmeleri agisindan onemlidir (Fuller, 1989). Bu diisiince ile ¢alismada, saglikli
insan vajen kaynakli, probiyotik 6zellikleri ile 6ne ¢ikmis (sonu¢ verilmemistir) bakteri
kiiltiirlerinden, on laktik asit bakterisi kullanilmistir. Bu bakterilerin probiyotik 6zellikte
olmas1 ve vajinal florada bulunmasi sebebiyle, ¢alismamizda serviks kanser hiicre hatti

(HeLa) kullanilmistir. Calismada, kullanilan suslarin EPS {iretim miktarlart dikkate
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alinmigtir. Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogalmalar1 sirasinda sentezleyerek ortama
saldiklar1 polisakkarit yapida, yliksek molekiiler agirlikli, gida endiistrisinde kivam
arttiric, pihti azaltici olarak kullanilan, biyoteknolojik olarak 6nemli kullanim alani
bulunan bir polimerdir (Kodali ve Sen, 2008; Welman, Maddox ve Archer, 2003; Cerning,
1990). Yapilan literatiir arastirmalarinda, Lactobacillus, Bifidobacterium spp. gibi farkli
probiyotik bakterilerin EPS iiretmleri ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. Audy, Labrie,
Roy ve Lapointe (2010), yine farkli seker kaynaklarinin (glukoz, galaktoz, laktoz, fruktoz)
Bifidobacterium longum subsp. longum CRC 002 tarafindan iiretilen EPS {iretimini
degerlendirmis ve en yiiksek laktoz kaynaginda 1080 + 120 mg/L olarak tespit etmislerdir.
Donnarumma ve digerleri (2014), saglikli kadin vajinal florasindan L. crispatus L1 susunu
izole etmisler ve L. crispatus L1 susundan elde ettikleri EPS’yi saflagtirarak miktar 6l¢timii
yapmuslardir. Olgiim sonunda EPS miktarinin 200 ile 400 mg/L olarak degistigini
bulmuslardir. Calismamizda, vajinal kaynakli probiyotiklerden sentezlenen EPS iiretim
miktarlar1 37,3 ile 217,1 mg/L arasinda bulunmustur. En yiiksek EPS iiretimi L. gasseri
H15 susunda 217,1 + 2,0 mg/L olarak bulunmus ve buna karsilik en diisiik EPS tiretimi
(37,3 £ 0,0 mg/L) ise L. gasseri R4 susunda goriilmistiir. Suslarin EPS iretimi
literatiirlerde elde edilen sonucglara benzerlik gostermistir. Yiiksek veya orta iiretim
kapasitesine sahip olan bes adet L. gasseri susunun (H10, G10, H15, R2, S1) saflagtirma ve
liyofilizasyon sonrasi Ol¢lilen EPS miktarlar1 ile liyofilizasyon oOncesi suslardaki EPS
tiretim miktarlarin paralellik gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). EPS iiretimi yiiksek
laktobasil susun, liyofilizasyon sonrasinda da ytliksek EPS iiretim kapasitesine sahip oldugu
degerlendirilmistir. Yiiksek EPS {iretim kapasitesine sahip olan bes adet sustan saflagtirma
ve liyofilizasyon sonrasi en yiiksek EPS miktar1 (255,2 + 4,3), L. gasseri H15 ve en diisiik
EPS miktar1 (168,2 + 3,4) susunda goriilmiistiir. Ayni tiiriin EPS iiretme miktarinin suslara
gore farklilik gosterdigi dikkat ¢ekmistir. Ruas Madiedo ve digerleri 2007 yilinda, ¢esitli
Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarindan sentezlenen EPS’lerin iiretim miktarlarin
tespit etmislerdir. Sonuglarda L. casei tiiriine ait 3 farkli susun EPS iiretim kapasitelerinin
38,2 ile 153,0 mg/L arasinda degistigini bulmuglar; L. plantarum tiiriine ait 4 farkli susun
EPS iiretim kapasitelerinin her bir susta farklilik gosterdigini ve suslar arasinda EPS {iretim

miktarlarinin en diisiik 44.1 mg/L ve en yliksek ise 170,1 mg/L oldugunu hesaplamiglardir.

Probiyotikler, patojenlerin kolonizasyonunu azaltma, immiin sistemi diizenleme, zarar
goren mukozanmn daha hizli iyilegsmesini saglama gibi sagliga faydali etkilerini ancak

tutunup kolonize olduklart zaman gosterebilirler. (Ouwehand ve digerleri, 1999;
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Kirjavainen ve digerleri, 1998). Laktobasiller, vajinadaki patojen bakterilerin kolonize
olmasin1 ve vajinanin epitel yiizeyine yapigsmasin1 engellemek i¢in patojenler ile yarigmaya
girerek bariyer olustururlar ve bdylece vajinal florayr koruyabilmektedirler (Osset ve
digerleri, 2001; Kaewsrichan ve digerleri, 2006). Laktik asit bakterilerinin adezyonu, pasif
kuvvetler, elektrostatik iliskiler, hidrofobik, sterik gibi kuvvetlerle; lipoteikoik asit ve
lektinlerle kapli 6zgiin yapilarla iliskili olmaktadir. Bakteri yiizeyinde bulunan protein ve
karbonhidrat molekiillerinin farkli kombinasyonlar1 da laktobasillerin, insan bagirsak
epiteli gibi epitel yiizeylere tutunmasini saglayan faktér olarak rol oynadigi
diistiniilmektedir (Servin ve Coconnier, 2003; Dogan, 2012). Otero ve Nader-Macias’in
(2007) yaptig1 bir ¢aligmada vajinal laktobasil tiirlerine ait L. gasseri CRL1412, L. gasseri
CRL1421 ve L. delbrueckii CRL1461 suslarinin farkli pH’da (4,5 ve 7) vajina epitel
hiicreleri tizerine adezyon etkisi arastirilmistir. Adezyon etki, adezyon indeksi ve adezyon
yiizdesi olarak ifade edilmistir. Bu ¢alisma sonucuna gore farkli pH’larda vajinal laktobasil
tiirlerinin, vajinal epitel ylizeye adezyon yiizdesi ve adezyon indeksinin farklilik gosterdigi
tespit edilmistir. pH degeri arttikca suslarin vajina epiteline adezyon yeteneklerinin
azaldig1 bulunmustur. Calisma sonunda adezyon yiizdesi bakimindan tiim suslar benzer
sonug gostermistir. En yiiksek adezyon yiizdesi L. gasseri CRL1421 susunda % 100 + 0,0
oraninda hesaplanmigtir. En yiiksek adezyon indeksine ise L. delbrueckii CRL1461
susunun sahip oldugu tespit edilmistir (67,5 + 8,2). Adezyon indeksine gore sonuglar
degerlendirildiginde belirgin farkliliklarin oldugu goriilmiistiir. Bu farkliliklarin farkl
laktobasil tiirlerine, ayrica aym tlire ait farkli suslara gore degisiklik gosterdigi
degerlendirilmistir. L. gasseri tiiriine ait farkli iki susun adezyon yeteneklerinin farkli
olmasinda, ayn1 zamanda bakterilerdeki glikozid yapisinin etkili olabilecegi bildirilmistir.
Duary, Rajput, Batish ve Grover (2011), L. plantarum Lp91 susunun HT-29 ve Caco-2
kolon kanser hiicre hatlar1 tizerine % 12,8 + 1,56 oraninda adezyon yetenegine sahip
oldugunu bulmuslardir. Calismada arastirmacilar, bakterilerin adezyon yeteneklerinin
bakteri hiicre zar1 ve yilizeyindeki etkilesimler ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmada, hiicre yiizeyinin hidrofobisitesi tiirlerin adezyon yeteneklerinde 6nemli bir
kriter olarak degerlendirilmis ve hidrofobisitesi yiliksek olan bakteri tiiriiniin adezyon
yeteneginin ylksek oldugu bulunmustur. Calismamizda yiiksek EPS sentezleme
yetenegine sahip L. gasseri suslarmin (G10, H10, H15, R2 ve S1) HeLa hiicresi epitel
yiizeye tutunma yetenekleri arastirilmistir. Tutunma kapasitesi adezyon indeksi ve adezyon

yiizdesi olarak degerlendirilmistir. Adezyon indeksi ve adezyon yiizdesi arasinda kismi
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iligki gozlenmistir. Yiiksek adezyon yiizdesine sahip iki susun (G10 ve S1) ayn1 zamanda
yiiksek adezyon indeksine sahip oldugu degerlendirilmistir. En yiiksek adezyon yiizdesi (%
90 + 3,4) ve indeksi (59 + 3,1) G10 susunda goriilmiistiir. Ayni susun EPS {iretim
kapasitesinin de yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Bu sonuca goére G10 susunun HeLa
hiicresine en yliksek adezyon kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. En diisiik adezyon
yiizdesi (% 28 + 3,1) ve indeksi (50 + 5,0), diger suslara gore kiiltiir ortaminda orta
diizeyde EPS iiretimine sahip R2 susunda gortilmustiir (p<0,05). Diger sonuglarda benzer
sonuglar vermesi, adezyon ile EPS iiretim kapasitelerinin onemli derecede -etkili
olabilecegini gostermistir. Mikroorganizmalar tarafindan tretilen ve glikozid baglan ile
birbirine bagli olan seker iinitelerinden olusan EPS’ler, kompleks bir biyopolimer
karisimidir. Bu polimerler, mikroorganizma hiicreleri arasindaki bosluklari doldurarak
mikrobiyal agregatlarin olugmasini saglamakta ve biyofilm matriksinin yapisini meydana
getirmektedirler (Vu ve digerleri, 2009). Yapilan ¢alismalarda adezyon yeteneginin suslara
gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Lopez ve digerleri, 2012). Literatiirlere gore
suslarin HeLa kanser hiicresi iizerine adezyon yeteneginde, suslar tarafindan iiretilen

EPS’nin farkli polimer yapisinin etkili oldugu bildirilmistir (Laparra ve Sanz, 2009).

Yapilan in vitro deneylerde probiyotiklerin kanserli hiicre gelisimini inhibe ettigi ve
hayvan denemelerinde kanser gelisimini engelledigi, tiimdrleri kiigiilttiigi bilinmesinin
yani sira laktik asit bakterilerinin kanserojen maddelere karsi onemli bir savunma birligi
icinde oldugu bunun yaninda saglikli kisilerin vajen florasinda bulunarak patojen
mikroorganizmalara kars1 mikrobiyolojik bir bariyer olarak gorev aldigi belirtilmektedir.
Serviks kanseri, insan papilloma viriis (HPV) bulasmasi ile ilgili olarak olusan bir kanser
tiurtidiir. Yapilan calismalarda laktobasil tiirlerinin antitiimdr aktiviteye sahip olduklari
bildirilmistir. Bunun nedeni de vajinal florada bulunan laktobasillerin dominant halde
olmalarindandir. Choi ve digerleri (2006), L. acidophilus ATCC 43121, L. acidophilus
ATCC 4356, L. acidophilus 606 ve L. brevis ATCC 8287 suslarmi 1s1 ile oldiirilmiis
formlarin1 HeLa, MCF7, U-87 (beyin kanser hiicresi), HepG2, U20S (kemik kanser
hiicresi), PANC-1 (pankreas kanser hiicresi) ve hEF (kanser olmayan insan embriyo
fibroblast1) hiicreleri ile muamele etmislerdir. MTT metodu ile suslarin kanser hiicre hatlari
tizerine antiproliferatif etkisini ve normal hiicreler iizerine sitotoksik etkilerini
arastirmiglardir. Test edilen suslar arasinda L. acidophilus 606 susunun HT-29, HelLa and
PANC-1 hiicreleri {izerine antiproliferatif etkisi en yiiksek olmustur. Normal hiicreler

tizeirne ise L. acidophilus 606 susu sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir.
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Calismamizda, HeLa hiicresi, Mac farland 10’a ayarlanmis canli bakteri hiicreleri ile
muamele edildikten sonra antiproliferatif aktivitesi belirlenmistir. Sonucglara gore L.
gasseri tiiriine ait farkli iki susda en yiiksek antiproliferatif etki bulunmustur. Bu sonuglar,
L. gasseri H15 susunun pelletinin % 77 hiicre 6liimii ve G10 susunun % 73 hiicre 6limii
olarak hesaplanmistir. L. gasseri tiirinden farkli bakteri tiirleri (L. plantarum A2 ve L.
crispatus R4 suslar1) HeLa hiicresi iizerine antiproliferatif etkisi belirlenememistir. Sonug
genelinde yiiksek antiproliferatif etkiyi L. gasseri tiirline ait suslar gostermistir. 2013
yilinda yapilan bir ¢alismada, L. gasseri ve L. crispatus tiirleri normal serviks hiicresine
sitotoksik etkisi ve HeLa kanser hiicresi tizerine antiproliferatif aktivite arastirilmistir. Bu
calisma sonucunda laktik asit bakteri tlirlerinin saglikli serviks hiicresi iizerine sitotoksik
etki gostermedigi fakat serviks tiimor hiicresi {izerine sitotoksik etki gosterdigi
bulunmustur. Arastirmacilar bu ¢alismada, probiyotik olarak bilinen, normal serviks ve
vajinal mikrobiyal florasinda dominant halde bulunan laktobasillerin antitiimor etkilerinin,
kadinlarda iregenital hastaliklarindan biri olan bakteriyel vajinozis ve servikal intraepital
neoplazi arasindaki baglantinin, vajinal laktobasiller ve serviks kanseri ile korelasyon
gosterdigi tahmininde bulunmaktadir (Motevaseli ve digerleri, 2013). Probiyotiklerin
antitimor aktivitelerinin yani sira, probiyotiklerden sentezlenen EPS’lerin de kanser
hiicreleri iizerine antitiimorojenik etkisinin oldugu tespit edilmistir (Kim ve digerleri,

2010).

EPS’lerin antioksidan, kolesterol diistiriicii etki, antitiimor, antiviral ve immiinomodiilator
(bagisiklik sisteminin giliclinii arttirma veya azaltma yoluyla bagisik yanitt degistiren
madde) aktiviteleri gibi sagliga 6nemli fayda sagladiklari kanitlanmistir (Kodali ve Sen,
2008; Welman ve Maddox, 2003; Hosono ve digerleri, 1997; Arena ve digerleri; 2006).
Liu, Chu, Chou ve Yu (2011) yaptig1 bir ¢alismada, L. casei 01 susundan elde edilen
EPS’nin farkli miktarlarinin HT-29 kanser hiicre hatt1 iizerine antiproliferatif etkisini ve
saglikli insan bagirsak 407 hiicre hattina (ATCC CCL-6) sitotoksik etkisini MTT
kolorimetrik yontemi ile aragtirmislardir. Calismada 5-100 pg/mL konsantrasyonlardaki
EPS’nin 24 saat inkiibasyon sonras1 bagirsak 407 hiicrelerinin canliligini etkilememis, 100
pg/mL konsantrasyonu HT-29 hiicre hatt1 iizerine yiiksek derecede antiproliferatif etki
gostermis, kanser hiicre hatt1 % 73,9 oraninda canli kalmigtir. Calismamizda yiliksek EPS
ireticisi suslarin saflastirilarak liyofilize haline getirilmis EPS’nin kanser hiicreleri

tizerindeki antiproliferatif etkisi WST-1 kiti ile arastirilmistir. Laktobasil tiirlerine ait bes
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farkli H10, R2, H15, G10 ve S1 suslarindan elde edilen EPS’lerinin uygulanmalarina bagh
olarak, HeLa hiicrelerinin canliliginda azalma goézlenmistir. Liyofilize EPS’ler farkl
konsantrasyonlarda (100, 200 ve 400 pg/mL) hazirlanmis ve HeLa hiicre hattina muamele
edilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasi tim EPS 6rneklerinde artan konsantrasyonlara bagl
olarak antiproliferatif etkinin de arttig1 goriilmiistiir (p<0,05). Denenen bes farkli susun
hepsi antiproliferatif etki gostermistir. EPS’nin en yiiksek antiproliferatif etkinin
belirlendigi konsantrasyon 400 pg/mL’dir. Antiproliferatif etki % 11 ile % 47 (hiicre
Oliimii) oranlar1 arasinda degisiklik gostermektedir. Suslar arasinda en yiiksek etkiyi S1
susunun 400 pg/mL konsantrasyonun (% 47 + 3,0 hiicre 6liimii) gosterdigi belirlenmistir.
Ikinci olarak yiiksek antiproliferatif etki, L. gasseri G10 susunda % 42 (£ 2,75) oraninda
hiicre 6liimii olarak hesaplanmistir. Calisgmada en diisiik antiproliferatif etkiye sahip EPS
ornegi ise R2 susunda % 11 (+2,5) oraninda hesaplanmistir. Yapilan bir calismada L.
helveticus MB2-1 susundan elde edilen EPS, farkli konsantrasyonlarda (50-600 pg/mL)
insan gastrik kanser hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilmistir. Calisma sonunda
EPS’nin kanser hiicreleri iizerine antiproliferatif etkisinin inkiibasyon siirelerine ve doza
bagl olarak degistigi tespit edilmistir. Inkiibasyon siireleri arttik¢a antiproliferatif etki de
artis goriilmistlir. Buna bagli olarak uygulanan EPS dozlariin da artigina bagli olarak
antiproliferatif etki artmistir. En yiiksek antiproliferatif etkinin % 57,6 oraninda oldugu
bulunmustur. Yapilan antiproliferatif calismalarinda bakteri suslarindan elde edilen
EPS’lerin farkli antiproliferatif etkisinin; farkli inkiibasyon siirelerinin olmasi, uygulanan
EPS konsantrasyonun degisiklik gostermesi gibi gesitli nedenlerden otiirii farkli oldugu
tespit edilmistir (Li ve digerleri, 2014). Buna gore ¢alismamizda kanser hiicresi lizerine
uygulanan EPS’nin inkiibasyon siiresinin (24 saat) ve uygulama dozunun (100, 200 ve 400
pug/mL), yapilan diger caligmalar ile kiyaslandiginda elde ettigimiz sonucun yliksek oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, canli bakteri kiiltlirleri ve
kiiltiirlerden elde edilen EPS’ler, HeLa kanser hiicresine antiproliferatif etki gdstermis
olup, EPS ve bakteri kiiltiirleri aras1 karsilastirma yapildiginda ise, en yiiksek
antiproliferatif etkiyi bakteri canli hiicrelerinin gosterdigi goriilmiistiir. Genel olarak, canl
probiyotik bakterisinin kanser hiicresine uygulamast EPS’ye gore daha yiiksek
antiproliferatif etki géstermesi bakimindan énemli bulunmustur. Calismamizda kullanilan
canli bakteri hiicrelerinde yiiksek EPS {iretim kapasitesine sahip olan suslardan biri L.
gasseri G10 susu olup bu sus, aym1 zamanda Hela hiicreleri iizerine yiiksek adezyon
yetenegi goOstermis ve bu sustan elde edilen EPS’nin antiproliferatif etkisinin yiiksek

olsugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Son yillarda yapilan ¢aligmalarla hiicredeki denge icin gerekli bir siire¢ olan apoptozun
apoptozun kontroliinde olusan anormalliklerin kanser basta olmak {izere bir¢ok Snemli
hastaligin patogenezinde rol aldigi gosterilmistir (Gokge ve digerleri, 2011; Mcphie ve
digerleri, 2003). Apoptotik siire¢te hiicre oliimii ya da sagkaliminda kemopreventif ve
terapOtik potansiyeli onemli olabilmektedir. Cesitli calismalar laktik asit bakterilerin i¢
(intrinsic) (Bax, Bak, Bik, Bcl-2, Bcl-XL gibi proteinler araciligi ile) ve dis (extrinsic)
yolaklara (CD95 (APO — 1/Fas), TRAIL- R1, TRAIL - R2, TNF - R gibi 6liim reseptorleri
araciligi ile) bagl olarak apoptoz mekanizmasinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegini
gosterilmistir. (Zhong, Zhang ve Covasa, 2014). Chen ve digerleri (2012), farelerde
kolorektal kanser iizerine L. acidophilus’un agizdan uygulandiktan sonra etkisini analiz
etmiglerdir. Bu sonuglar, tedavi edilen farelerde L. acidophilus’un Kkolorektal
karsinogenezisi azalttigt ve apoptozu indiikledigini gostermistir. Yapilan bir diger
calismada, L. acidophilus ve L. rhamnosus bakteri tiirlerinden elde edilen
eksopolisakaritlerin, HT-29 kolon kanseri hiicrelerine karsi antitiimor etkisinin oldugu
bildirilmistir. Bu antitiimor aktivite otofajik hiicre 6liimii aktivasyonuna bagli olarak
apoptotik proteinlerin dolayli olarak indiiksiyonu ile ger¢eklesmistir (Kim ve digerleri,
2010). Bu ¢alismada Bax, kaspaz-3 ve Bak proapoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu ile
bakterilerin hiicre 6liimiinii gergeklestirdigi sonucuna varilmigtir. Nami ve digerleri, 2014
yilinda vajinal mikrofloradan izole edilen probiyotik bakteri tiiriiniin (Enterococcus
faecalis) HeLa, MCF-7 ve HT-29 kanser hiicreleri iizerine biyoterapdtik -etkisinin
antiproliferatif etki (MTT metodu ile) ve apoptoz (Flow sitometri yontemi ile) ile iliskili
olup olmadigi ile ilgili caligmalarinda, bu bakteri tiiriiniin apoptozu indiikledigi ve kanser
hiicreleri lizerine antiproliferatif etki gosterdigini bildirmislerdir (Nami ve digerleri, 2014).
2007 yilinda yapilan bir ¢alismada insan prostat kanser hiicre hatlarma (LNCaP, PC-3 ve
DU145) Matricaria chamomilla bitkisinin su (2000 pg/mL) ve metanol ekstrakti (200
pg/mL) muamele edilmis ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
bitkinin her iki ekstraktinin tiim hiicrelere apoptotik etkisi oldugu bildirilmistir. Calismada
bitkinin su ekstrakti LNCaP hiicreleri iizerine yiiksek apoptotik etki (3,1- zenginlestirme
faktorli) gostermistir (Srisvasta ve Gupta, 2007). HeLa kanser hiicreleri iizerine vajinal
laktobasillerin apoptotik etkilerinin Elisa kit yontemi ile yapilan bir ¢alismanin
bulunmamasi ¢alismamizin 6zgiinliigiinii olusturmaktadir. Calismamizda ise laktik asit
bakterilerinin apoptotik etkileri Cell Death Detection ELISA™™ kiti kullanilarak

belirlenmistir. Laktik asit bakteri drnekleri ile muamele edilen kanser hiicreleri 24 saat
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inkiibasyon esnasinda anti-histon antikoru niikleozomlarin histon bilesiklerine baglanmis
ve immiinokompleks olusmustur. Anti-DNA-POD ise niikleozomlarin DNA’larn ile
reaksiyona girmistir. Immiinokompleksteki POD aracilig1 ile de niikleozomlarm miktar
belirlenmistir. Apoptotik etki, niikleozomlarin miktar1 ile orantili olup ¢ikan sonug
zenginlestirme faktorii olarak degerlendirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonug,
bakteri suslart arasinda (H14, G10, R2 ve H15) kanser hiicresi {izerine apoptotik etki 1,23-
ve 4,89- (zenginlestirme faktorii) degerleri arasinda degisiklik gostermistir. Suslar arasinda
en yiiksek apoptotik etkiyi L. gasseri R2 bakteri canli hiicresi 4,89- zenginlestirme faktorii
olarak gostermistir (p<0,05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu apoptotik etki
anlamli olmaktadir. En diisiik apoptotik etkiye sahip sus ise 1,23- zenginlestirme faktori
ile L. gasseri G10 susu olmustur. Bir¢cok antikanser ilaci, apoptozu indiiklemesine bagh
olarak gosterdigi etki ile kullanilmaktadir. Choi ve digerleri (2006), bu amactan yola
cikarak Lactobacillus cinsine ait tiirlerin farkli suslarinin kolon kanser hiicre hatlar1 (HT-
29) tizerine apoptotik etkisinin degerlendirmislerdir. L. acidophilus 606 (10 mg/ml) tan
izole edilen polisakkaritin, HT-29 kanser hiicreleri ile 72 saat inkiibasyon sonunda kanser
hiicrelerinin Sliimiintin gerceklestigini tespit etmislerdir. Bu hiicre 6liimiiniin nekrozdan
daha ziyade apoptoz aracilign ile gerceklestigini ve niiklear DNA fragmentasyonu
sonuc¢landigint bulmuslardir. Elde ettikleri bu sonuglar ile ilk kez, laktobasillerden elde
edilen EPS’lerin kanser hiicreleri iizerine apoptotik etkisinin oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda L. gasseri R2, S1, H10, H15 ve G10 suslarindan elde edilen EPS’lerin 200
ve 400 pg/mL konsantrasyonlarda HeLa hiicrelerine apoptotik etkisi arastirilmigtir.
Sonuglara gore EPS’lerin artan konstrasyonlarinda, kanser hiicresi lizerine apoptotik
etkinin arttigt bulunmustur. 400 pg/mL konsantrasyon, apoptotik etkinin yiiksek
bulundugu konsantrasyondur. L. gasseri G10 susu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
suslar arasinda yiiksek apoptotik etkiye (1,45- zenginlestirme faktorii) sahiptir (p<0,05).
Ikinci yiiksek apoptotik etki, L. gasseri R2 susunda 1,42- zenginlestirme faktodrii olarak
hesaplanmistir. En diisiik apoptotik etki ise L. gasseri H15 susunda goriilmistiir (1,06-
zenginlestirme faktorii). EPS’lerin antiproliferatif etkileri ile apoptotik etkileri arasinda
korelasyon bulunamamistir (p>0,05). Nami ve digerleri 2014 yilinda, saglikli insan
vajinasindan izole edilen L. acidophilus 36YL bakteri tiiriiniin HeLa, MCF-7 ve HT-29
kanser hiicreleri ilizerine antiproliferatif ve apoptotik etkisini arastirmiglardir. Calisma
sonucunda ii¢ kanser hiicre hatlar1 antikanser etki gostermis; bu etkiyi apoptozu
indiiklenmesi ve sitotoksik aktivite ile iligkilendirmislerdir. Bu ¢alismada DAPI boyasi ile

apoptotik hiicreler morfolojik olarak degerlendirilmistir. Apoptoza ugrayan hiicrelerin
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kiictildiigii, apoptotik cisimciklerin meydana geldigi gozlemlenmistir. Calismamizda,
kiiltiirlerin ve suslarin drettigi EPS’lerin HeLa hiicresi iizerine apoptotik etki, hiicre
zarindaki bozulmalar g6z onilinde bulundurularak morfolojik olarak degerlendirilmis ve %
apoptotik indeksleri hesaplanmistir. Morfolojik degerlendirme floresan mikroskobu
aracilig ile Hoechst 33342 boyast ile belirlenmistir. Bakteri kiiltiirlerin ve suslarin iirettigi
EPS’lerin muamele olan kanser hiicrelerinde hem nekroz hem de apoptoz 6liim ¢esitleri
goriilmiistiir. Apoptoza ugrayan hiicrelerde hiicre zar yapisininin degistigi ve bozuldugu
bununla birlikte hiicrenin kiiciildiigi gézlemlenmistir. Calismada en yiiksek % apoptotik
indeksi L. gasseri H15 susunun pelleti % 59 oraninda gdstermistir. Ikinci olarak yiiksek
apoptotik indeksine L. gasseri G10 susu (% 57) sahiptir. Elisa yontemi kullanilarak,
zenginlestirme faktorii baz alinarak, kit araciligi ile degerlendirilen laktik asit bakteri
tirlerinin canli hiicrelerinin HeLa hiicresi tizerine apoptotik etkisi ile apoptotik indeksi
arasinda bir iligki bulunamamistir. Suslarin irettigi EPS’lerin (400 pg/mL) apoptotik
indeksleri % 42 - % 25,74 oranlar1 arasinda degisiklik gostermistir. En yiiksek % apoptotik
indeks (% 42) ise S1 susunda goriilmistiir. En diisiik apoptotik indeks ise L. gasseri R2
susunda (% 25,74) tespit edilmistir. Elisa yontemi ile degerlendirilen EPS’lerin apoptotik

etkileri ile apoptotik indeksleri arasinda iligki bulunamamastir.

Birgok genetik ve biyokimyasal caligmalar hiicre oliimiiniin apoptotik fenotipinin ortaya
cikmasinda kaspaz aktivasyonu temel olusturmaktadir. Cogu kaspaz ¢esidi DNA yapisi,
onarilmasi ve replikasyon diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Kumar, Radha and Swarup,
2010). 2011 yilinda Fichorova, Yamamoto, Delaney, Onderdonk ve Donce, L. acidophilus
ve L. crispatus tiirlerinin insan vajinal epitelyum hiicreleri (Vk2/E6E7) iizerine kaspaz 3
aktivitesinin olmadigini bildirmislerdir. Calismamizda, yiiksek antiproliferatif etkiye sahip
bakteri kiiltiirleri ve yiiksek EPS iiretimine sahip kiiltiir suslarindan elde edilen EPS’lerin,
HeLa hiicrelerine uygulanan kaspaz 3 ve kaspaz 9 etkisi, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9
Colorimetric Assay kit ile spektrofotmetrik olarak belirlenmistir. Caligmamiz sonunda L.
gasseri G10 ve H14 suslarinin uygulandig1 HeLa hiicrelerine kaspaz 9 aktivitesine sahip
olmadig1 goriilmiistiir. Bakterilerin canli hiicreleri arasinda kanser hiicresi iizerine yiiksek
apoptotik etki (4,89- zenginlestirme faktorii) gosteren L. gasseri R2 susunun, ayni zamanda
caligilan L. gasseri H15, H14 ve G10 suslar1 arasinda kontrol grubu (OD degeri 0,06) ile
karsilastirildiginda yiiksek kaspaz 9 aktivitesine (OD degeri 0,07) sahip oldugu
degerlendirilmistir (p<0,05). Diisiik apoptotik etkiye (1,23- zenginlestirme faktorii) sahip
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olan G10 canli bakteri hiicresinin ise kontrol grubu (OD degeri 0,06) ile karsilastirildiginda
ise HelLa hiicreleri iizerine kaspaz 9 aktivitesi gostermedigi belirlenmistir (p<0,05).
Sonuglardan elde edilen bir diger veri ise L. gasseri R2 ve HI15 suslarimin canli
hiicrelerinin, HeLa hiicrelerine kaspaz 3 aktivitesinin olmadigidir. L. gasseri H14 susunun
kaspaz 3 aktivitesi, calisilan suslar arasinda yiiksek bulunmustur (OD degeri 0,07). Canli
bakteri kiiltiirlerinin kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesini degerlendirdikten sonra kiiltiir
suslarindan elde edilen EPS’lerin kanser hiicreleri iizerine kaspaz aktivitesi arastirilmistir.
Calismamiz sonunda yiiksek EPS iiretimine sahip bakteri kiiltiirlerinden elde edilen
EPS’lerin kontrol grubu (OD degeri 0,06) karsilastirildiginda, L. gasseri H15 EPS’nin
yiksek kaspaz 3 aktiviteye (OD degeri 0,07) sahip oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Motevasali ve digerleri (2013), vajen kaynakli L. crispatus strain SJ-3C-US ve L. gasseri
ATCC 33323 suslarinin HeLa kanser hiicresi lizerine antitiimor etkisini belirlemede kaspaz
3 aktivitesini degerlendirmislerdir. Bu sonuca gore kontrol grubu ile karsilastirildiginda her
iki susunda kaspaz 3 aktivitesine (OD degeri 1) sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Calismamizda aym tiire ait suslarin farkli kaspaz aktivitelerinin oldugu bulunmustur.
Kaspaz 3 aktivitesi gostermeyen bakteri susunun (H15) yiiksek kaspaz 9 aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir. Laktik asit bakterilerinin apoptotik etkisi kaspaz aktiviteleri ile
iliskilendirilmistir. Apoptotik etki ile kaspaz aktiviteleri arasinda anlamli bir iliski

bulunmustur (p<0,05).

Apoptoz, membran Olim reseptorleri yolagi veya mitokondriyal yolak ile
gerceklesmektedir. Kaspazlar, gerek 6liim reseptorleri yolaginda gerekse de mitokondriyal
yolakta gorev almaktadirlar. Canli bakteri kiiltiirleri ve kiiltlir suslarinin iirettigi EPS’lerin
HeLa hiicre hatt1 lizerine Ger¢ek Zamanli PZR metodu ile gen ifadeleri belirlenmistir.
Apoptoz yolaginda yer alan apoptotik genler (kaspaz 3 ve kaspaz 9) c¢aligmada
kullanilmigtir. Sharifi, Hoda ve Noor, 2010 yilinda insan sinir hiicreleri (PC12) tizerinde
lipopolisakkaritin (LPS) sitotoksisitesini ve apoptozun etkisini ¢alismiglardir. Apoptozda
rol oynayan Bax ve Bcl-2, kaspaz 3 protein ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaci ile
caligmada, 10, 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlardaki LPS’yi PC12 hiicreleri ile muamele
etmiglerdir. 200 pg/ml konsantrasyonda LPS ile muamele edilen PCI12 hiicrelerinde
kontrol grubuna gore Bax protein ekspresyon seviyelerinde artis goriilmiis; Bcl-2
ekspresyon seviyelerinde gozle goriiliir derecede degisiklik gézlenmemistir. Prokaspaz 3
ekspresyon seviyesinde ise azalma gozlemlenmistir. Arastirmacilar, ¢calisma sonucunda

LPS’nin PC12 hiicre 6limiine neden oldugunu ve bu hiicre 6liimiiniin apoptoz ile
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mitokondriyal yolak araciligi ile gergeklestigini tespit etmislerdir. Rheum emodi bitki
tirtinden elde edilen emodin maddesinin HeLa iizerine apoptotik etkisi gercek zamanh
PZR yontemi kullanilarak kaspaz 9 ve kaspaz 3 mRNA seviyeleri degerlendirilmistir.
Calisma sonucunda her iki gen ifade diizeylerinde artis oldugu bulunmustur. Bu sonucun
da emodin maddesinin HeLa hiicreleri iizerine antitimdr aktivitesi ile iligkili oldugunu
degerlendirmislerdir (Yaoxian ve digerleri, 2013). Motevaseli ve digerleri (2013) vajinal
probiyotik mikroorganizmalarin (L. crispatus strain SJ-3C-US ve L. gasseri ATCC 33323
suslarinin) HeLa kanser hiicrelerinde kaspaz 3 mRNA seviyelerini arastirmiglardir.
Amplifikasyonlar, 20 pL hacimde reaksiyona alinmistir. Elde ettikleri sonugta kaspaz 3
gen ifade diizeyinde artis gézlemlemislerdir. Calismamiz sonunda canli bakteri kiiltiirleri
uygulanan HeLa hiicrelerinde (amplifikasyonlar 10 uL hacimde reaksiyona alinmuistir),
bakteri kiiltiirleri ile muamele edilmeyen kontrol hiicrelerine oranla kaspaz 3 mRNA'sinda
artis olmadigi bulundu. Kiiltiir suslarindan elde edilen EPS &rnekleri uygulanan Hela
hiicrelerinde EPS ile muamele edilmeyen kontrol hiicrelerine oranla G10, R2, S1 ve H15
kiiltiir suslarindan elde edilen EPS’lerin kaspaz 3 gen ifade diizeyinin arttig1 belirlendi.
EPS’ler arasinda G10 EPS’sinin diger EPS’lere gore daha yiiksek kaspaz 3 gen ifade
diizeyine sahip oldugu tespit edildi. Canli bakteri kiiltiir suslar1 ile kiiltlir suslarindan elde
edilen EPS’ler karsilastirildiginda EPS’lerin daha etkin oldugu ve yiiksek kaspaz 3 gen
ifade diizeyi gosterdigi degerlendirilmistir. Ornekler arasinda G10 canli bakteri kiiltiiriinde
kaspaz 9 mRNA gen ifade diizeylerinin arttigi bulundu. Diger canli bakteri kiiltiirlerinin
kanser hiicreleri iizerinde gen ifadesinin olmadig: tespit edildi. Canli bakteri kiiltiirleri ile
EPS arasinda karsilastirma yapildiginda kaspaz 3 gen ifade diizeyi, kiiltlir suslarinin
irettigi EPS’lerde daha yiiksek olup; kaspaz 9 gen ifade diizeyi canli bakteri kiiltiirlerinde
on planda oldugu degerlendirilmistir. Calismada, hem bakteri canli hiicreleri hem de
yiiksek EPS iiretim seviyelerine sahip suslardan elde edilen EPS’lerin kullanildigi hacim
miktar arttirilarak, orneklerin HelLa kanser hiicreleri lizerine kaspaz 3 ve kaspaz 9 gen
ifade diizeylerinin artabilecegi degerlendilmistir. Protein seviyelerini takiben yapilan Elisa
yontemi ile kaspaz 3 ve kaspaz 9 gen ifade seviyeleri kismi olarak paralellik gostermistir.
Protein diizeyinde kaspaz aktivitesi ile on plana ¢ikan hem canli bakteri kiiltliri hem de
kiiltiir suslarindan elde edilen EPS’nin gen ifade diizeyinde kanser hiicresi lizerine etkili
olmadig gortilmiistiir. Apoptotik bir hiicrede apoptotik genlerin seviyelerinde artis
gosterilmesi antiapoptotik genlerin ise seviyelerinde azalis gostermesi beklenmektedir. Bu

sonuglar dogrultusunda apoptoz yolaginda 6nemli rol alan kaspaz 3 ve kaspaz 9 araciligi
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ile apoptozun gerceklesmedigi; baska yolak ya da genler aracilifi ile apoptozun

gerceklesebilecegi degerlendirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismalar1 sonuglarn degerlendirildiginde asagidaki sonug ve Oneriler olusmustur.

Bunlar;

1) Vajinal florada dominant olarak L. gasseri tiiriiniin yiiksek oranda antiproliferatif etki
gosterdigi belirlenmistir. Yine bu ¢alisma sonuglarinda 6nemli olacak bir diger sonug ise,
yiilksek EPS iiretim kapasitesine sahip suslarin (G10, HI15 suslar1 gibi) yiliksek
antiproliferatif etki gostermesidir. Ayrica canli hiicrelerin EPS uygulamasina gore daha
yiiksek antiproliferatif etki gdstermesi de canli bakterinin {irettigi ve saldigi metabolitler ile
ilgili oldugu diisiiniilmektedir. G10 ve H15 suslarin adezyon indeksinin de yiiksek olmast,
kanser hiicresine tutunma yeteneginin de antiproliferatif etkide oOnemli oranda rol

oynadiginin gostergesi olmustur.

2) Farkli suslardan elde edilen EPS’lerin serviks kanser hiicresinde antiproliferatif etkisi
bulunmustur. Ayni tiir olmasina ragmen farkli antiproliferatif etki gostermesi ve artan
konsantrasyonlara bagli olarak antiproliferatif etkinin de artis gostermesi 6zellikle EPS’nin
de antikanser ajani olarak kullanimini giindeme getirecektir. Her ne kadar sonuglarimizda
EPS, canli hiicreye gore daha diisiik antiproliferatif etki gosterse de artan konsantrasyona
gore de etkisinin artiyor olmasi ile; uygulamada, EPS konsantrasyonunun arttirilmasina
bagli olarak yiiksek antiproliferatif etkiyi bulmak miimkiin olabilecektir. Ayrica, ayni tiiriin
farkli suglarindan elde edilen EPS’lerin farkli antiproliferatif etki gostermelerin de farklh
suslarin farkli EPS {iretme kapasiteleri ve farkli monomer kompozisyonlarmin etkili
oldugu disiiniilmektedir. Bu sonuglara gore, EPS’nin antitimdr ajan1 olarak
kullanilabilmesi i¢in 6ncelikle en etkili EPS’nin, kanser hiicrelerindeki etkileri bakimindan
taranarak secilmesinin gerekliligi ispatlanmistir. Buna gore her EPS’nin ayni sonucu
vermeyecegi, en iyi etkiye sahip ve yiiksek dozda uygulanacak EPS’nin de onemli bir

antikanser etkeni olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmustir.

3) Klinik uygulamalarda canli hiicre kullanimimin bazi dezavantajlari (canliliginin
stabiletesinin saglanamamasi, doz ayarlama zorlugu, ticari preparatlarin da raf dmriiniin

kisa olmas1 gibi) diisiliniildiiglinden ve EPS’nin de canli hiicre kiiltiirii gibi antiproliferatif
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etki gostermesi, probiyotik bakterilerden elde edilen EPS’yi probiyotiklere alternatif

olmasini1 saglayacaktir.

4) Antiproliferatif etki ile apoptoz arasinda iliski bulunamamistir. Buna gore hiicre

Oliimiiniin bir kisminin hiicrenin nekroza girmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

5) EPS ve canli hiicre uygulanan HeLa hiicrelerinde kaspaz 9 ve kaspaz 3’iin gen ifade
diizeyleri farklilik gostermistir. Bu sonug, EPS ve canli bakterinin kanser hiicresini farkli

yolaklardan apoptoza gotiirdiiglinii gostermektedir.

6) EPS uygulanmis HeLa hiicrelerinde kaspaz 3 gen ifade diizeyinde (6zellikle G10
susundan elde edilen EPS) 6nemli artis gozlenirken, canli hiicre uygulamalarinda kaspaz 3
gen ifade diizeyinde artis gozlenmemistir. Kaspaz 9 icin ise, sadece G10 bakteri kiiltiirii
uygulanmis Hela hiicresinin gen ifade diizeyinde Onemli bir artis goézlenmistir. Bu
sonuclara gore kaspaz 9 artis1 goriilmeyen sonuglarda, apoptozu baslatict kaspaz 9’un
aktivasyonu ile degil de kanser hiicresinin apoptoza gitmesinde 6nemli rolii olan hiicre
yiizeyindeki hiicre Oliim reseptorleri ile etkilesime bagli hiicre oliimi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Kaspaz 3 aktivasyonunun goriilmemesi de kaspaz 3 aktivasyonundan
ziyade diger efektér kaspaz 6 ve 7’nin aktivasyonu ile apoptozun olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bir diger 6ngorii ise, bircok ila¢ denemelerinde p53 seviyesinin artisina
bagli apoptozun goriilmiis olmasi, p53 apoptoz proteinin artist ve ilgili p53 geninin ifade

diizeyine bakilmasinin anlamli olabilecegidir.

7) Tim galismlarda L. gasseri G10 susu (canli hiicre kiiltiirii ve EPS uygulamalarinin her
ikisinde de) onemli bir sekilde one ¢ikmistir. Soyle ki; bu sus yliksek EPS iiretimine,
yiiksek adezyon yiizdesine ve indeksine, yiiksek antiproliferatif etkiye, yiiksek apoptotik
etkiye sahip olmakla birlikte; kaspaz 3 ve 9’ un gen ifade diizeyinde artis gostermistir. L.
gasseri G10 susu, serviks kanserinde antikanser etkeni olarak kullanilmak {izere
gelistirilebilecek  potansiyel bir sus olarak Onerilebilinir. Ticari preparatlarin
gelistirilebilmesi; daha etkin ve stabil sonug elde edilebilmesi i¢in ilave deneysel

calismalar yapilmali ve bu ¢alismalar ayrica in vivo deney modeli ile de desteklenmelidir.

Vajen kaynakli muhtemel probiyotik bakteriler ve bakterilerin EPS’lerin serviks kanseri

tizerine yapian sinirhi sayida ¢alisma olmakla birlikte 6zellikle EPS’nin  serviks
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kanserindeki etkisi ile vajinal kaynakli canli bakteri ve bu bakterilerin EPS’lerinin
mukayese edildigi calisma mevcut degildir. Tiirkiye’de yapilmis ilk ¢aligma olmasi

nedeniyle, ¢alisma sonuglari bu alanda yapilacak ¢alismalara kaynak olusturacaktir.

Calismamizda probiyotik olarak kullanima uygun olarak kullanilan suslarin kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu engellemesi ve antikanser ajanlarda 6nemli mekanizmalarin
ortaya konulmasi, bu suslarin klinik preparatlarda kullanilmasin1 6nemli kilacaktir. Ayrica,
kadin iirogenital sistem enfeksiyonlarinda, koruyucu ve tedavi amacgli olarak, vajen
kaynakli laktik asit bakterilerinin probiyotik amagli kullanimi ile ilgili ¢aligmalara
etkinligine olanak saglayabilecektir. Calismamizda kullanilan EPS’ler ile canli bakteri
kullanimi1 yerine depolama ve uygulama agisindan daha uygun olmasi nedeniyle, serviks
kanserinden koruyucu veya tedavi edici destek materyalleri gelistirilebilir. Hem probiyotik
kiiltiirlerin hem de probiyotik kaynaklt EPS’nin etki mekanizmasi tam olarak ortaya
konmasi, ila¢ ve destek materyali olarak serviks hastaliklarinda kullanimi ve etkinliginin
artmasini miimkiin kilacaktir. Calismada kullanilan bakterilerin kiiltiir suslarinin ve kiiltiir
suslarindan elde edilen EPS’ler, hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin yerine dogal
biyolojik ortam1 destekleyici bir iiriin olarak kullanilabilecektir. Vajen florasinda dengeyi
bozup patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasina uygun ortamin olusmasi probiyotik
destegi ile dengenin kurulup tarafindan vajende olusabilecek enfeksiyonlarin Oniine

gecilmis olunacaktir.
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EPS iiretim kapasiteleri ile adezyon yiizdesi arasinda 0.68 pozitif yonlil orta diizeyde bir

iliski bulunmus olup bulunan iligski anlamli degildir (p>0.05).

Adezyon Yiizdesi

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

¢ G10

¢ s1 @ H15

& H10

50

100 150 200 250
EPS Uretim Degerleri

300

EPS iiretim kapasiteleri ile adezyon indeksi arasinda 0.92 pozitif yonlii orta diizeyde bir

anlamli iligki bulunmustur (p<0.05)
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EK-1. (Devamu) Istatistiksel Analiz Degerlendirmesi

Ezlten

Ortzlzmz

Std szpms

Kmsz
Wallis
Testi

Anlaml Fark

G10

s

0220

0,002

s

1,114

0,003

[E ]

1,044

0,003

s

0,003

(]

0.402

0,002

[E ]

1,113

0,003

LR ]

0,937

0,038

(]

:| I.:| :| A

0,002+

*Gl0laGe
*G104leH10
*GliileH14
*G1014leH15
*10 112 H3
*G10 il B2
*G10ile 51

*G4ile H1D
*GeileEl4
*G4ile H13
*Geile B2
*G4ile 1

*H10il=Hl=+
*H10ilaH15
*H1{ il= H3
*H1{ il= B2
*H10ila 51

*Hl4 il HI3
*H14 il= H3
*Hlzile B2
*H14 ile 51

*HiilaH5
*Hiile B2
*Hile 5l

*B2ile Sl

*0<0.05
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Bakterilere gore kanser hiicresi iizerine antiproliferatif dl¢limleri arasinda anlamli bir fark

bulunmustur (p<0.05). Hangi bakteriler arasinda fark bulundugu ise tablonun anlamli fark

stitununda belirtilmistir.



EK-1. (Devamu) Istatistiksel Analiz Degerlendirmesi

el N |Ostalama | Stdsapma| Wallis] | p Anlaml Fark
s Testi
G0 [3 1400 o001 *G10il2E10
HI0 |3 [2782 0903 *Gl10ileE13
HIs |3 [1040  [0003 *Gl0ileR2
R[5 (192 [0 el
*H10ileH13
100 13524 |000¢* [*Hl0ileR2
*H10il281
81 301305 0003 X
*HljileR2
*H15il281
*R2ile 8]
Gl0 |3 (1352 0015 *G10ileE10
E10 3 (2077 0003 *Gl0ileH13
Bl  [3 1518|0002 *Gl0ileR2
5 s Tio07To004 *G10ile Sl
*H10ile K13
200 13500 |0000* [*Hl0ileR2
*H10ile Sl
3 04 |
81 31204 0018 i
*H15ile Sl
*R2ile 8]
G0 |3 [L103  [0002 *GI0i12E10
— - *Gl0ileH13
HI0 3 [1743  [o004
BIS |3 (1477|0004 R
R2 - -: I‘égﬂ 0'004 *Gl0ile Sl
*H10ileK13
400 13500 (0000 [*HI0ileR2
*H10il2 8]
Sl 3 11074 0033 B15 iR
*H15il281
*R2il2S]
*p<0.05
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200 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan laktik asit bakteri suslarindan elde edilen EPS’lere

gore kanser hiicresi tizerine antiproliferatif dl¢limleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur

(p<0.05). Hangi EPSler arasinda fark bulundugu ise tablonun anlamli fark siitununda

belirtilmistir. 400 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan laktik asit bakteri suslarindan elde
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EK-1. (Devamu) Istatistiksel Analiz Degerlendirmesi

edilen EPS’lere gore kanser hiicresi lizerine antiproliferatif 6l¢iimleri arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05). Hangi EPS’ler arasinda fark bulundugu ise tablonun anlamli

fark slitununda belirtilmigtir.

Kruskal
N | Ortalama | Std.sapma | Wallis
Testi p Anlamli Fark

Kontrol |3 | 1,041 0,776 *Kontrol ile H14

G10 310,767 0,318 *Kontrol ile R2

H14 312,503 0,228 8,692 10,034

H15 311,632 0,458 *G10ile H14
R2 312,583 0,468 *G10ile R2
*p<0.05

Laktik asit bakterilerine gore kanser hiicresi lizerine Ol¢iilen apoptotik Slgiimler arasinda
anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Hangi bakteriler arasinda fark bulundugu ise

tablonun anlamli fark siitununda belirtilmistir.
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EK-1. (Devam) Istatistiksel Analiz Degerlendirmesi

Kruskal
N | Ortalama | Std.sapma | Wallis | p Anlamli Fark
Testi

EPS-
ug/mL

Kontrol |3 1,041 0,776

G10 311,428 0,057

H10 311,172 0,218
200 9,225 |0,056| Yok
H15 311,058 0,161

R2 311,373 0,074

S1 311,031 0,117

Kontrol |3 1,041 0,776

G10 311,192 0,082

H10 311,326 0,099
400 3,267 |0,514| Yok
H15 3 (1,424 0,489

R2 3 (1,417 0,131

S1 311,226 0,475

200 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan laktik asit bakteri suslarindan elde edilen EPS’lere
gore kanser hiicresi iizerine apoptotik dl¢limleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir

(p>0.05).
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