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INSAN KOLON KANSERI HUCRELERINDE (HT-29) Lactobacillus
reuteri TURUNDEN ELDE EDILEN BAZI KISA ZINCIiRLi YAG
ASITLERININ APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Kanser diinyada 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Tiim kanserler hiicrelerden baslar
ve bunun sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve bu bdliinen hiicrelerin yine
kontrolsiiz yayilmas1 gerceklesir. Kolon kanseri tiim diinyada ve Tirkiye'de kanser
vakalar1 arasinda on siralarda bulundugu kabul edilmektedir. Kolon kanseri, sindirim
sisteminin son kismi olan kalin bagirsakta gozlenir ve kolon kanserlerinin hemen hepsi,
kolon duvarlarindaki iyi huylu poliplerin zamana bagh olarak kotii huylu poliplere
doniisiimiiyle agiga ¢ikar.

Kimyasal yontemler kolon kanserinde diger kanser tiirlerinde oldugu gibi terapdtik ve
Onleyici strateji olarak kabul edilebilir. Ancak, probiyotikler de kolon kanseri
hastalarinda yinelemeyi engellemede ve yan etkileri azaltmada bio-terapotikler olarak
kullanilabilmektedir. Kolon kanserine yakalanma riskinin yasa bagli artis gostermesine
ek olarak, yeme aligkanliklari da hastaligin gelisiminde etkilidir. Beslenme yoluyla alinan
probiyotik L. reuteri’nin bagirsakta irettigi sekonder metabolitlerin, 6rnegin organik
asitlerin, kolon kanseri riskini azaltmada etkili oldugu goézlenmektedir. Kisa Zincirli Yag
Asitleri (KZYA) gastrointestinal sistemde bulunan bakterilerin fermentasyon tirlinleridir
ve bu bakteriler ana enerji kaynagi olarak karbonhidrat kullanarak doymus alifatik
organik asitler olan KZYA’ni iretirler. Asetik, propiyonik, biitirik ve laktik asitler de
dahil olmak {izere iiretilen gesitli KZY A vardir ve bazit KZY A’nin insan kolon kanseri
hiicrelerinde apoptozu indiikleme 6zelligine sahip oldugu gosterilmistir.

Bu caligma ile probiyotiklerin anti-proliferatif ve pro-apoptotik faaliyetleri agiklanarak
probiotiklerden L. reuteri‘nin iretmis oldugu KZYA ve diger metabolitlerin insan kolon
kanseri hiicreleri (HT-29) iizerinde ROS olusumu ve LPO seviyesinde meydana getirdigi
degisiklikler ile mitokondrial apoptoz yolagindaki etkileri gézlemlenmistir. Sonug olarak
L. reuteri den elde edilen KZYA, HT-29 hiicrelerinin 6lim oranlarim artirirken, ROS ve
LPO fiiretimi yiikselmis ve mitokondrial apoptoz yolag: tizerindeki ilgili genlerin hem

PO

transkripsiyon hem de translasyon seviyesinde anlamli sekilde degistigi gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, Probiyotikler, L. reuteri, HT-29, KZYA, ROS, LPO,
Mitokondriyal apoptoz yolagi.



THE INVESTIGATION OF APOPTOTIC EFFECTS OF SCFAs
FROM Lactobacillus reuteri ON (HT-29) HUMAN COLON CANCER
CELLS

ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death in the world. All cancers start from cells,
resulting in uncontrolled division of cells and uncontrolled spread of these dividing cells.
Colon cancer is considered to be one of the leading causes of death around the World and
Turkey. Colon cancer is seen in the large intestine, the last part of the digestive tract, and
almost all of the colon cancers initiation, the benign polyps on the colon walls, gradually
turn into malignant polyps.

In colon cancer or other types of cancer, chemical methods can be considered a
therapeutic and preventive strategy. However, probiotics can also be used as
biotherapeutics to reduce recurrence and side effects in colon cancer patients. In addition
to the age-related increase in risk of developing colon cancer, eating habits are influential
in the development of colon cancer. Secondary metabolites produced by the intestinal
tract of probiotic L. reuteri taken by nutrition, for example organic acids, have been
shown to be effective in reducing the risk of colon cancer. Short Chain Fatty Acids
(SCFAs) are the fermentation products of bacteria found in the gastrointestinal tract,
which use carbohydrates as the main energy source and produce saturated aliphatic
organic acids, SCFAs. There are several SCFAs which including acetic, propionic,
butyric and lactic acids, and some SCFAs have been shown to have apoptosis inducing
properties in human colon cancer cells.

In this study, the anti-proliferative and pro-apoptotic activities of probiotics were
explained and the effects of SCFAs and other metabolites produced by L. reuteri on
mitochondrial apoptosis were observed with changes in ROS formation and LPO level on
human colon cancer cells (HT-29). In conclusion, SCFAs from L. reuteri increased the
mortality rates of HT-29 cells, increased ROS and LPO production, and observed that the
genes involved in the mitochondrial apoptosis pathway changed significantly at
transcriptional and translational levels.

Keywords: Colon cancer, Probiotics, L. reuteri, HT-29, SCFAs, ROS, LPO,
Mitochondrial apoptosis pathway.
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser diinyadaki onde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) ve diger iilkelerde yapilan aragtirmalarda elde edilen istatistiksel veriler, 6liimlerin
biiyiik bir oraninin kansere bagli olarak gergeklestigini gostermektedir (Ferlay et al. 2010;
Rebecca et al. 2016). Ayrica kansere bagli 6limlerde kolon kanserlerinin etkili oldugu
goriilmektedir. Kolon ve rektum kanseri, 6zellikle birgok bati iilkesinde olduk¢a kayda
deger bir saglik problemi olarak degerlendirilmektedir (Perse and Cerar 2011). Tiirkiye
Istatistik Kurumu (2016) verilerine gére Tiirkiye'de sindirim sisteminde goriilen kanser
vakalar1 arasinda gastrik ve kolon kanserlerinin 6n siralarda bulundugu kabul

edilmektedir.

Tiim kanserler hiicrelerden baglar. Viicudumuz yiiz milyondan fazla hiicreye sahiptir ve
kanser, bir hiicrede veya kii¢iik bir hiicre grubunda meydana gelen degisikliklerle baslar
(Sekil 1.1) (Url 1). Bir kanserin baslamasi igin, bir hiicrenin veya bir hiicre grubunun
genlerinde bazi degisiklikler olur ve bunun sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi
ve bu boliinen hiicrelerin yine kontrolsiiz yayilmasi gergeklesir (Alberts et al. 2007; Url
2). Kanserleri koken aldiklar1 dokulart g6z oniinde bulundurarak siniflandiracak olursak;
16semi ve lenfoma, kan hiicrelerinden; sarkoma, bag ve kas dokulardan; karsinoma, epitel
dokulardan koken alan kanser tiirleridir (Alberts et al. 2007). Kanserlerin olusumunda
pek ¢ok asama mevcuttur ve her adim kanserlerin gelisimini hizlandirmaktadir (Dilsiz
2004). Kanserlerin olusumu ve gelisimi siirecinde gergeklesen olaylar heniiz tam olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte, bu siliregte bazi 6nemli genlerde olusan ve kanserli
hiicrelere bazi biiylime avantajlar1 kazandiran mutasyonlarin ¢ogalmasi 6n plana
cikmakta, beslenme aliskanliklar1 da dnemli bir yer tutmaktadir (Liileyap 2008; Lakritz et
al. 2014).
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Sekil 1.1. Normal hiicreler i¢erisinde kanser hiicrelerinin bulunmasi ve ¢ogalmasi (Url 2)

Benzer bir ifadeyle kanser, canliligin en baslica birimi olan hiicrede, hiicre i¢i ve disi ile
iletisim kurmasinda gorevli sinyallerin, normal hiicrelerde sinirli ve dogru boliinmeyi
kontrol ederken, kanser hiicrelerinde sinirsiz ve yanlis boliinmeleri kontrol edememesi
olarak tanimlanabilmektedir (Oner 2003; Pogribny 2010). Farkl1 hiicre tiirleri farkli isleri
yapmakla sorumludur ancak temelde benzer ozelliklere sahiptirler. Hepsinde ¢ekirdek
denilen bir kontrol merkezi bulunmakta ve ¢ekirdegin igerisinde uzun deoksiriboniikleik
asit (DNA) dizilerinden olusan kromozomlar yer almaktadir (Dilsiz 2004). Yonetici
molekiil olarak DNA, hiicrenin nasil davranacagimi belirleyen kodlanmis mesajlardan
olusan binlerce gen icermektedir. Genin ifadesi olan haberci RNA (mRNA) ve protein
hiicrenin kontrol edilmesinde gorevlidirler ve hiicrenin ne tiir bir hiicre olacagna, ne

yapacagina, ne zaman bdliinecegine, ne zaman 6lecegine karar verirler (Liileyap 2008).

Genellikle genler, hiicrelerin diizenli ve kontrollii bir sekilde ¢ogalmasini saglar ve
viicudun saglikli kalmasi icin yeterli sayida hiicrenin {tretilip {retilmediginden
sorumludurlar. Bazen hiicre boliinmesinde genlerde mutasyon adi verilen degisiklikler
meydana gelebilir. Bazi mutasyonlarin sonucunda, hiicrenin artik talimatlar1 anlamadigi,
kontrolden ¢ikmaya basladigi durumlar gozlenebilir (Sekil 1.2) ve normalden farkli
isleyen anormal proteinler iiretilebilir. Belirli genlerdeki mutasyonlar, bir hiicrenin
boliinmesini tetikleyen proteinlerin ¢ok fazla ya da hiicrenin bdliinmesini durdurabilen
proteinlerin ¢ok az {iretilmesine neden olabilir (Dilsiz 2004). Bu mutasyonlarin
sonucunda hastaliklar veya hastaliklarin gelisimleri gibi kavramlarin tiimiinde genetik bir
temelden soz edilebilir. Son yillarda kanser hastaligi igin etkili gen sayis1 421 iken, 6251
gen de kanser hastaliginda aday genler olarak gosterilmektedir (Liileyap 2008).



invaziv kanser

Genetik Kanser hiicreleri tesitiilnses
mutasyona normal doku
sahip hiicre Kanser Hiicreleri icerisinde ¢ogaliyor ‘

Sekil 1.2. Mutasyon sonrasi kanser hiicrelerinin gelisimi ve ¢ogalmasi (Url 3)

Kanser hiicrelerinde genel olarak bulunan ve onlari normal hiicrelerden ayiran bazi
ozellikler yer almaktadir. Kanser hiicreleri; ¢ogalirken (proliferasyonda) dis sinyallere
ihtiyag duymazlar ve bunun sonucunda apoptozla ilgili gelen sinyallerden normal
hiicrelere gore daha az etkilenirler. Mutasyon orani oldukg¢a yiiksek ve buna bagli olarak
oldukca kararsiz hiicrelerdir. Sinirsiz sayida bdliinebilme 06zelligine sahiptirler.
Beslenmelerini ve dagilmalarin1 kolaylastirabilmek igin anjiyogenezi (damarlanmayi)
indiikleyebilir ve bunun sonucunda metastaz yaparak diger dokulara dagilabilir ve bu
dokularda ¢ogalmaya devam edebilirler (Sekil 1.2) (Alberts et al. 2007).

Canli organizmalarda goriilen hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesi, bazen ¢esitli etmenlerle
bozulabilmektedir. Organizmanin ihtiyaci olmasa bile herhangi bir dokuda goriilen
kontrol dis1 hiicre boliinmesi hiicrelerin Sayisinda anormal bir artisa neden olabilmektedir
ve normal bir hiicrede bazi genetik degisimlerin etkisiyle silire¢ kanser olusumuna
yonelmektedir (Liileyap 2008). Bu kanserli hiicrelerin sekil ve islevleri normal
hiicrelerden farklilik gostermektedir. Sonu¢ olarak, hem yapisal hem de fonksiyonel
a¢idan normal olmayan bir doku Kitlesi ortaya ¢ikmakta ve bu kitle tiimér olarak
anilmaktadir. Timor alanindaki hiicrelerde asir1 ve kontrolsiiz artig sonrasi yiikselen besin
gereksinimlerini karsilayabilmek i¢in kan ve lenf yoluyla diger dokulara yayilma baslar
(Dilsiz 2004; Pogribny 2010). Buna gore tiimorler bulunduklart alanlarda sinirli kalarak
biliylime gdosteriyorsa yani viicudun diger bolgelerine dagilmiyorsa iyi huylu (bening);
devamli boliinerek biiyiime gosteriyor ve lenf ya da kan dolasimi yoluyla metastaz
yaparak viicudun diger bolgelerine dagilma gosteriyorsa kotii huylu (malign) tiimérler

olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.2) (Liileyap 2008).



1.2. Kolon Kanseri

Kolon kanseri, sindirim sisteminin son kismi olan kalin bagirsakta (kolon), rektal kanser
ise kolonun son kisimlarinda gozlenir (Sekil 1.3), ikisi birlikte kolorektal kanser olarak
antlir (Ricchi et al. 2003). Cogu kolon kanseri vakasi adenomatdz polip olarak
adlandirilan kiigiik, kanserli olmayan hiicre yigmnlar1 olarak baslar ve zamanla bu

poliplerin bazilar1 kolon kanserlerine doniisebilir (Borinstein et al. 2010).
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Sekil 1.3. Sindirim sisteminde kolonun pozisyonu ve kolon kanserinin, sindirim sisteminin alt kismi olan
kalin bagirsakta (kolonda) gozlenmesi (Url 4)

Kolon kanseri tiim diinyada 6nde gelen 6liim nedenlerindendir (Ferlay et al. 2010). Kolon
kanseri (ABD’nde) tiim kanser ¢esitleri icerisinde erkeklerde ve kadinlarda en yaygin
gozlenen tliglincii kanser cesididir (Rebecca et al. 2016). Sindirim sisteminde kalin
bagirsakta meydana gelen kolon kanseri diinyadaki en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden biri
olup ozellikle gelismis iilkelerde ¢ok sayida 6liime neden olabilmektedir (Nakao et al.
2009; Tian et al. 2011). Ancak, son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, kolon kanseri erken
donemlerde uygun metotlarla tespit edilebilirse, hastaligin Onlenebilecegini ortaya

cikarmaktadir (Halpern et al. 2009).



Kolon kanserlerinin hemen hepsi, kolon ve rektum duvarlarindaki iyi huylu poliplerin
zamana bagli olarak kotii huylu poliplere doniisiimiiyle agiga ¢ikar (Sekil 1.4) (Borinstein
et al. 2010). ilk seviyelerde semptomlar1 yoktur, ancak tespitleri tarama metotlar1 ile
gergeklestirilebilir. Devamindaki sathalarda karinda agri, istahta kesilme, kiloda kayip ve
rektal kanamalar gozlenebilir. Tedavi hastaligin evresi goéz onilinde bulundurularak
yalnizca ameliyat ile kanserli dokunun alinmasiyla yapilir; ancak ilerlemis evrelerde

ameliyata ek olarak kemoterapi ve radyoterapi de uygulanabilir (Url 1).
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Sekil 1.4. Kolon kanserinde poliplerin zamana bagli olarak kansere doniistimii (Url 5)

Kolorektal kanser vakalarmin yaklasik %90°1 genetik yatkinlik olmaksizin sporadik,
yaklasik %10°u ise genetik nedenli olarak tespit edilmistir. Tarihsel olarak, kolorektal
kanser siniflandirmasi yalnizca klinik ve patolojik 6zelliklere dayanmaktadir (Bogaert
and Prenen 2014). Ancak bazi kanserli dokulardaki mutasyon analiz ¢aligmalari, normal
bagirsak epitel hiicrelerinin kanserlesmesinden sorumlu olan genetik adimlarin niteligini
ve sayisini belirleyebilmektedir (Oner 2003). Birgok kolon kanseri ¢alismasi, bu kanserin
bir dizi mekanizma ile meydana geldigini gostermektedir. Bu mekanizmalar tiimor
siipresor genlerde (APC, p53) meydana gelen mutasyonlar, onkogen aktiviteleri ve
epigenetik degisim mekanizmalar1 (metilasyon, asetilasyon) olarak ileri siirtilmektedir

(Tuynman et al. 2004; Bogaert and Prenen 2014).

Ornegin, Ailevi Adenomatoz Polipozis (FAP) hastaligi siirecinde ortaya ¢ikan ilk
mutasyon kalitsaldir ve kolonda ylizlerce bening adenomlarin gelismesine sebep

olabilmektedir. Olusan ilk mutasyon 5. kromozomda yer alan APC (Adenomatozis



polipozis koli) geninde gerceklesmektedir (Oner, 2003; Bogaert and Prenen 2014). Kolon
kanserli vakalarda mutasyon gecirmis APC genine ait {iriin olarak aktif olmayan APC
proteininin varlig1 aciga ¢ikarilmistir. Bu vakalarda, preadenokarsinom APC gen
mutasyonu nedeniyle gelismekte ve sonraki siiregte tamamen adenokarsinoma doniisiim
gostermektedir (Sekil 1.4) (Tuynman, 2004; Bogaert and Prenen 2014).

Kolon kanseri vakalarinin goriillme yogunlugu yasa gore degisim gostermekte ve takribi
olarak 2 milyon kiside bulunan bu kanser tiiriiniin 65 yas ve {istiinde yogunlastigi
goriilmektedir (Guessous et al. 2010). Kolon kanserine yakalanma riskinin yasa baglh
artis gostermesine ek olarak, diizensiz yasam bi¢imi ve yeme aligkanliklar1 hastaligin
gelisiminde etkilidir. Asir1 kilo, asir1 kirmizi ve islenmis et tiiketimi, alkol tiiketimi,
yiikksek yag veya diisiik lifli diyet hastaliga yakalanma riskini artiran faktorlerdendir
(Lakritz et al. 2014; Url 1). Beslenme yoluyla alinan probiyotiklerin bagirsakta tirettikleri
sekonder metabolitlerin, 6rnegin organik asitler ve peptitlerin, kolon kanseri riskini

azaltmada etkili oldugu gozlenmektedir (Garagnani et al. 2013).

1.3. Probiyotik Kaynakh KZYA

Kisa Zincirli Yag Asitleri (KZYA) gastrointestinal sistemde bulunan bakterilerin
fermentasyon {iriinleridir (Sekil 1.5). Bu bakteriler, ana enerji kaynagi olarak
karbonhidrat kullanirlar ve doymus alifatik organik asitler olan KZYA’ni iiretirler.
Uretilen KZYA nin miktar1 fermantasyon yeri, diyet, gastrointestinal sistemde harcanan
zaman ve mevcut bakterilerin bilesimi gibi farkli faktorlere baglidir (Besten et al. 2013).
Asetik, propiyonik, biitirik ve laktik asitler de dahil olmak iizere metabolik aktivitenin
sonucu olarak tiretilen ¢esitli KZYA vardir ve bazit KZYA’nin insan kolonik karsinom
hiicrelerinin apoptozunu indiikleme ile birlikte anti-inflamatuar 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir (VanZanten et al. 2013). Ayrica gastrointestinal sistemdeki konukgu
hiicreler icin tercih edilen enerji kaynagidir ve bagirsak mukoza astarmin onarimi,
otonom sinir sisteminin uyarilmasi ve gastrointestinal sistem ile iligkili hormonlarin

tiretimi gibi birgok hiicresel siirece de dahil olurlar (Noverr and Huffuagle 2004).
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Sekil 1.5. Fermantasyon iiriinii olarak kisa zincirli yaglarin olusumu

1.4. Kolon Kanseri Tedavisinde Baz1 Probiyotikler ve KZYA

Kolon kanserinde diger kanser tiirlerinde oldugu gibi kimyasal yontemler, terapotik ve
onleyici strateji olarak kabul edilebilir (Kahouli et al. 2015a). Ancak, probiyotikler de
kolon kanseri hastalarinda yinelemeyi Onlemede ve yan etkileri azaltmada bio-
terapotikler olarak kullanilabilmektedir (Gianotti et al. 2010; Liu et al. 2011; Kahouli et
al. 2013). Kolon kanserindeki artista beslenme aligkanliginin  6nemli etkisi
gozlenmektedir. Buna bagli olarak ozellikle kanser riskini azaltan gida takviyeleri
olusturmak, en uygun beslenme tasariminin dnemini ortaya ¢ikarmaktadir (Fuller 1989).
Probiyotikler de bu agidan patojenik olmayan mikroorganizmalar olup konagin sagligi ya
da fizyolojisi tizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir (Fuller 1989; Lakritz et al. 2014).
Probiyotiklerin bagirsakta {rettikleri sekonder metabolitlerin hiicresel ¢ogalma ve
farklilasmada, apoptozda ve kolon kanseri riskini azaltmada etkili oldugu
gozlenebilmektedir (Garagnani et al. 2013; Lakritz et al. 2014).



Kanser genetigi; genetik faktorler ile radyasyon, kimyasal karsinojenler ve diyet gibi
cevresel etmenlerin kombinasyonu seklinde tanimlanabilmektedir. Bundan dolay1 kanser
gelisiminde beslenmenin rolii 6zellikle sindirim sistemi kanserlerinde epidemiyolojik
calismalar tarafindan giiglii sekilde desteklenmektedir (Willett 2000). Yapilan bazi
caligmalar, Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerinin gesitli kanser hiicre hatlarinda
anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkilerini gostermektedir (Fichera and Giese 1994; Biffi
et al. 1997). Calismalar ayn1 zamanda probiotik bakteri suslarinin hayvan modellerinde
karaciger, mesane ve gogiis tiimorlerini potansiyel probiotik aktiviteleriyle inhibe ettigini
ortaya c¢ikarmaktadir (Reddy and Rivenson 1993; Aso et al. 1995; Biffi et al. 1997).
Ornegin Lactobacillus reuteri insanlarda ve hayvanlarda dogal olarak yaygm bulunan
gliglii anti-inflamatuvar ve anti-proliferatif etkileri olan probiotik bir tiirii temsil
etmektedir (Reuter 2001; Ma et al. 2004) (Sekil 1.6).

Laktik Asit Bakterileri
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Sekil 1.6. Laktik asit bakterilerinin apoptoz yolaklari iizerindeki etki mekanizmalar1 (Zhong et al. 2014)



Baz1 probiotik bakteriler fermantasyon ile 6zellikle propionat ve asetat olmak tizere bazi
KZYA’ni iretirler ve bunlar apoptoz aracilifiyla insan kolon kanser hiicrelerini
oldiirebilirler (Jan et al. 2002). Bu siire¢ bakteri kiiltiirii supernatantinda bulunan ya da saf
KZYA’nin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve lipid peroksidasyonu (LPO)
artirmasi, sonrasinda mitokondrial trans-membran potansiyelini diisiirmesi ve buna bagl
olarak anti-apoptotik Bcl-2 aktivitesini degistirmesi, kaspaz-3 aktivitesini artirmasi ve
cekirdekteki kromatin stabilitesinin bozulmasimi indiiklemesiyle ger¢eklesmektedir
(Zoratti and Szabb 1995; Marzo et al. 1998; Decaudin et al. 1998; Jan et al. 2002).
Bunlara ilaveten KZY A’nden biri olan butiratin, kolon kanser hiicrelerinde apoptoza yol
acarken normal hiicrelerde bu durumu gergeklestirmedigi Onceki ¢aligmalarda

gosterilmektedir (Hague et al. 1995, 1997).

1.5. Kanserli Hiicrede Apoptoz Siireci

Apoptoz, genetik olarak diizenlendigi igin programlanmig hiicre olimi olarak
tanimlanabilir (Renehan et al. 2001; Liileyap 2008). Apoptoz genellikle farkli morfolojik
ozellikler ve enerjiye bagl biyokimyasal mekanizmalarla karakterize edilir. Apoptoz,
normal hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin diizgiin gelisimi ve isleyisi, embriyonik
gelisme ve kimyasal kaynakli hiicre 6liimii gibi ¢esitli islemlerin hayati bir bileseni olarak
kabul edilebilir (Elmore 2007). Apoptozdaki aksakliklar insanlarda norodejeneratif
hastaliklar, otoimmiin bozukluklar ve bir¢cok kanser tiirii de dahil olmak iizere bircok
probleme yol acgan faktorlerdir (Dilsiz 2004). Bir hiicrenin 6mriinii veya 6liimiint kontrol
etme kabiliyeti, muazzam terapotik potansiyeli nedeniyle olduk¢a yogun g¢alisiilmaktadir
(Elmore 2007). Hatta onemli apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin  bircogu
tanimlanmis olsa da, bu proteinlerin eylemsizligi veya eylemlerinin artmasinin molekiiler

mekanizmalar1 a¢ikliga kavusturulamamistir (Elmore 2007).

En basit modelde apoptozun evreleri, baslatma, genetik diizenlenme ve efektor
mekanizmalar1 olarak diisiiniilebilir (Renehan et al. 2001; Liileyap 2008). Apoptozun
baslaticilari, anti kanser ilaglari, gama ve ultraviyole isinlari, interleukin-1 ve sitokinler
gibi hayatta kalma faktorlerinin yoksun birakilmasi seklinde siniflandirilabilir.

Baslatmada bu uyaranlar c¢esitli yollarla karakteristik bir gen ifadesi kalib1 {iiretirler
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(Renehan et al. 2001). Genetik diizenlenme ve efektdor mekanizmalarda ise Bcl-2 gen
ailesi calisilmistir ve bazilar1 pro-apoptotik veya "0lim genleri" ve bazilart da anti-
apoptotik veya "hayatta kalma genleri” olarak adlandirilir (Renchan et al. 2001). Ana
efektorlerde kaspazlar adi verilen (kaspaz-9, -8, -3, vd.) bir proteaz ailesidir (Sekil 1.7)
(Renehan et al. 2001; Liileyap 2008).

Diger bazi ¢alismalar, iki ana apoptoz yolagi olduguna isaret ediyor ki bunlar ekstrinsik
veya Olim reseptorii yolagi ve intrinsik veya mitokondriyal yolak olarak adlandirilir.
Bununla birlikte, su anda iki yolagin birbirine bagli oldugunu ve bir Yyolaktaki
molekiillerin diger yolaktaki molekiilleri etkileyebilecegini goésteren kanitlar da

mevcuttur (Sekil 1.7) (Igney and Krammer, 2002).
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1.5.1. intrinsik (I¢) Yolaga Bagh Apoptoz

Hiicresel stres ile intrinsik yolagin aktivasyonunu takiben, pro-apoptotik BH3, anti-
apoptotik proteinler Bcl-2, Bcl-X. ve Mcl-1'i inhibe eder. Pro-apoptotik proteinler Bak ve
Bax proteinlerinin aktivasyonu ve anti-apoptotik Bcl-2 ile oligomerizasyonu,
mitokondrial dig membran permeabilitesinin bozulmasina neden olur. Bunu takiben
mitokondrideki kaspaz aktivatorleri olarak bilinen sitokrom-c ve Smac proteinlerinin
sitoplazmada ¢ogalmasi gézlenir. Sitokrom-c, prokaspaz-9 ve Apaf-1 (Apoptotik Proteaz
Aktive edici Faktor-1) ile kompleks olusturur ve bu da prokaspaz-9'un aktivasyonuna
neden olur. Aktif kaspaz-9 daha sonra prokaspaz-3'i ve prokaspaz-7'yi aktive eder ve
sonu¢ olarak intrinsik apoptoz yolagindaki gorevli tiim proteinler hiicrenin oliimiine

neden olurlar (Sekil 1.7) (Ashkenazi 2008; Ashkenazi et al. 2017).

1.6. Apoptoz Siirecinde ROS

ROS terimi genellikle hidroksil, alkoksil veya peroksil, siiperoksit veya nitroksil gibi
radikal tiirler i¢in kullanilmaktadir. ROS, alerjik ve alerjik olmayan inflamasyonlara karsi
inflamatuar hiicreler tarafindan tiretilmektedir. ROS’un hem DNA'y1 hem de proteinleri
yliksek oranda tahrip edici etkileri mevcuttur (Simon et al. 2000). Bunlara ilaveten ROS
artisl, genellikle apoptozun ilerlemesinde gozlenmekte ve ROS iiretimi apoptozun bir
gostergesi olabilmektedir. Kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledikleri ig¢in birgok anti
kanser ilacin ve dogal bilesiklerin ROS diizeyini arttirdig1 bilinmektedir (Jeong and Joo
2016).

ROS yiiksek kimyasal aktiviteye sahiptir ve hiicre c¢ogalmasi ile apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Darendelioglu et al. 2016). Bununla birlikte,
antioksidanlar (indirgenmis glutatyon, katalaz, siiperoksit dismutaz) normal sartlarda
hiicre hasarin1 genellikle onlemektedirler (Simon et al. 2000). Ancak farkli pro-
oksidanlarla indiiklenen ROS miktarindaki asir1 artis hiicresel antioksidan savunma
sisteminin temizleme etkinligini asarak oksidatif strese yol agar ve apoptoza neden
olabilmektedir (Darendelioglu et al. 2016). ROS hiicre zarlarindaki doymamis yag asitleri
ile reaksiyona girerek LPO indiikleyebilir (Barrera 2012).
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1.7. Apoptoz Siirecinde LPO

Oksidatif stresin ikinci mesajcist olarak da LPO disiiniilebilir (Barrera 2012). Son
yillarda LPO ile ilgili ¢alismalar LPO’nun hiicre biyolojisi ve insan sagliginda énemli rol
oynadigin1 gostermektedir. LPO genel olarak serbest radikal gibi oksidanlarin ¢oklu
doymamis yag asitleri iceren lipidlerin 6zellikle karbon-karbon ¢ift baglarina saldirdigi
bir siire¢ olarak tanimlanabilir (Ayala et al. 2014). LPO reaksiyonlari, hem hiicre
membrani hem de mitokondri membranlarinda olusabilir ve daha sonra apoptoz veya

otofaji yoluyla hiicre 6liimiinii tetikleyebilir (Choi et al. 2007).

Omotayo (2013)’ya gore saglikli hiicrelerde zararli etkilerinin oldugu diistiniilen ROS ve
sonucundaki LPO iiriinleri ayn1 zamanda kanser tedavisinde yararli da olabilirler. ROS'un
ve ortaya c¢ikan LPO dirlinlerinin kanser biiyiimesini engellemek veya kanser hiicresi
Olimiinii indiiklemek i¢in kullanilabilecegini diisiindiiren aragtirma bulgulart da
mevcuttur (Omotayo 2013). Ayn1 zamanda LPO iiriinlerinin diger anti-kanser ajanlarinin
anti-timor etkisini giiclendirme potansiyelinin oldugu da diisiiniilmektedir (Jan et al.
2002; Omotayo 2013). Ornegin ileri asamadaki kanserlerde, bazi anti-kanser ilaglar1 ve
radyasyon tedavileri sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif stresin daha da artmasi, kanser
hiicrelerinde goriilen antioksidan savunma sistemlerinin iistesinden gelerek bu hiicreleri
apoptoza yonlendirebilmektedir (Barrera 2012). LPO hiicreler arasi sinyal iletim
mekanizmasini, hiicre proliferasyonunu, apoptozun baslatilmasin1 ve ilerlemesini kontrol
edebilmektedir. Ayrica LPO ve ROS'un, kanser Oncesi ve sonrasinda hasar gormiis
hiicreleri ortadan kaldiran apoptozun tetikleyicisi ve temel aracis1 oldugu da gosterilmistir

(Dominguez et al. 2007).

Malondialdehit (MDA) yaygin olarak gézlenen LPO {irlinlerinden birisidir (Grotto 2009).
MDA"n birikiminin membran gegirgenligini degistirebildigi ve aynt zamanda membran
lipid ¢ift katmaninin akiskanligini bozdugu goézlenmektedir (Jan et al. 2002; Gasparovic
et al. 2013). Ornegin uzun zincirli yag asitleri ile muamele edilen tiimor hiicrelerindeki
LPO artis1, antioksidanlarin tiikenmesine ve proteinlerin fosforilasyonunda artisa neden
olmaktadir. Uzun zincirli yag asitleri LPO’nu arttirarak, muhtemelen fosforilasyon ve

P450 aktivitesinin  indiiklenmesiyle Bcl-2  ifadesini  baskilayarak  apoptozu
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indiikleyebildigi ileri siiriilmektedir. Dolayisiyla uzun zincirli yag asitleri timor hiicreleri
tizerine sitotoksik etkilerini {retirken onkogen ekspresyonu seviyesinde etki
yapabilmektedir (Das 1999). Dahast MDA en mutajenik LPO iirtinlerinden birisidir ve
DNA'da deoksiadenozin ve deoksiguanozin ile reaksiyona girerek mutajenik olan DNA

eklentilerinin gelismesine yol acabilmektedir (Feng et al. 2006; Niedernhofer et al. 2003).

1.8. Apoptoz Siirecinde Tlgili Genlerin Ekspresyonundaki Degisimler

Hiicrelerin apoptoza gitmesi siirecinde mitokondriyal (intrinsik) yolak, mitokondrinin zar
yapisinin bozulup gegirgenliginin artmasi ve bunun sonucu olarak Sitokrom-c'nin
sitoplazmadaki miktarinin artmasini igeren en Onemli mekanizmalardan bir tanesini
olusturmaktadir (Kim et al. 2015). Intrinsik yolak ile apoptozun diizenlenmesinde
yakindan ilgili genler ve onlarin {iriinleri olan proteinler vardir. Bunlardan biri anti-
apoptotik faaliyet gosteren Bcl-2'dir ve sitokrom-c’nin sitoplazmadaki artisin1 engellemek
suretiyle hiicreleri apoptoza kars1 korurken, digeri ise pro-apoptotik bir iiye olan Bax’tir
ve programlanmis hiicre 6liimiinii uyaran 6zellik gostermektedir (Shabnam et al. 2004).
Mitokondrinin sitokrom-c'ye gegirgenligi, mitokondrideki porlarda bulunan Bcl-2 ve Bax
proteinlerinin translokasyonlariyla ilgili olarak degisim gostermektedir (Reed 1997;
Jurgensmeier et al. 1998). Sitoplazmada Apaf-1 ile birlesen sitokrom-c prokaspaz-9'un
aktivasyonuna yol agar ve aktive edilmis kaspaz-9 da prokaspaz-3'i aktive etmektedir
(Ashkenazi et al. 2017).

Calismamizda L. reuteri nin tiretmis oldugu KZYA ve diger metabolitlerin insan kolon
kanseri hiicreleri (HT-29) {izerinde ROS olugumu ve LPO seviyesinde meydana getirdigi
degisiklikler ile mitokondrial apoptoz yolagindaki etkilerini gézlemleyebilmek i¢in farkl
deney gruplar tasarlanmistir. Boylece HT-29 hiicrelerinin ¢ogalmalar1 ya da dlmeleri,
ROS ve LPO iiretimi seviyeleri ile mitokondrial apoptoz yolag: iizerindeki karsilastirmali

etkileri MRNA ve protein seviyeleri dlciilerek belirlenmistir.

Bu caligma ile probiyotiklerin anti-proliferatif ve pro-apoptotik faaliyetleri agiklanarak
probiotikler ve tedavi amagli mikrobiyoloji acisindan yeni bir paradigma agikliga

kavusturulacaktir. Sonu¢ olarak bu c¢alismadaki amacimiz; HT-29 hiicrelerini L.
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reuteri’nin biiytitiildigii besiyerleri ile muamele edip kanser hiicrelerinde 6liim oranini
arttirmak ve bu inhibisyonun mitokondrial apoptoz yolaginda hangi mekanizmalar ile

gergeklestirdiklerini molekiiler biyoloji yontemleriyle aragtirmak ve analiz etmektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bagirsak ya da geleneksel fermente {iriinlerden koken alan probiotik bakterilerin
sec¢ilmesi in vitro ya da in vivo g¢alismalara uygunluk agisindan olduk¢a Onemlidir
(Kahouli et al. 2015a). Cesitli calismalar bazi probiotik bakterilerin bazi KZY A’nin
diizeylerini etkileme yetenegini gostermistir ancak bu probiotik bakterilerin anti-kanser

etkisinin KZYA’nin seviyelerine bagli olarak degistigi oldukca seyrek gosterilmistir
(Sivieri et al. 2013; Kailasapathy 2013; Thirabunyanon and Hongwittayakorn 2013).

Kahouli et al. (2015a) ¢alismalarinda Lactobacillus fermentum’un, anti-kanser etkileri
daha oOnceki c¢alismalarla karakterize edilen diger bazi probiyotik bakterilere (L.
acidophilus ve L. rhamnosus) kiyasla, kolon kanseri hiicrelerine karsi daha yiiksek oranda
anti-proliferatif etkisinin oldugunu gostermektedir. Ayrica ilging bir sekilde, L.
fermantum’un kolonun kanserli hiicrelerine karsi inhibe edici oldugu ancak normal
hiicrelerine karsi zararh etkilerinin olmadigi da ortaya konulmaktadir (Kahouli et al.
2015a). Bu etkiler, L. fermentum'un bazt KZY A’ni iiretebilme kabiliyetine sahip olmasi
acisindan kuvvetle iliskilendirilmektedir. Bu bakterinin kolon kanseri tedavisinde
alternatif bir biyoterapotik olarak antioksidan ve anti-kanser bilesikler trettigi
gosterilmektedir (Kahouli et al. 2015a).

Bagirsaktaki bakteriyel fermantasyon ile iiretilen bazi KZYA’nin anti-inflamatuvar
etkilerinin oldugu gosterilmektedir (Al-Lahham et al. 2010). Ma et al. (2004)
caligmalarinda L. reuteri'nin insan bagirsak epitel hiicrelerinde sinyal niikleer faktor-kB
(NF-kB) niikleer translokasyon inhibisyonu yoluyla anti-inflamatuvar etkilere aracilik

ettigini gostermektedir.
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Kahouli et al. (2015b) calismalarinda, L. reuteri bakteri tiiriiniin kolon kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nleyecek KZY A’ni iiretip iiretemeyecegini denemek amaciyla,
bes farkli L. reuteri hattin1 normal hiicre hatt1 besiyerinde yetistirmis ve kolon kanseri
hiicrelerine bu besiyerlerini uygulamislardir. Bu ¢alismayla KZYA’nin probiyotik L.
reuteri tarafindan tretilmesi potansiyeli degerlendirilirken ayni zamanda anti-proliferatif
etkileri in vitro olarak karsilastirilmaktadir. Elde ettikleri bulgulara gére L. reuteri'nin
KZY A’nin iiretimi ile baglantili olarak kolon kanseri hiicresi biiyiimesini inhibe etmede
onemli bir etkisinin oldugu tespit edilmistir. Boylece L. reuteri‘nin anti-kanser ve anti-
kanserojenik bilesikler iiretme kabiliyetinin varligi ile kolon kanserinde potansiyel

biyoterapoétik etkisinin oldugu ileri siiriilmektedir (Kahouli et al. 2015b).

Hiicre canlilig ile ilgili yapilan ¢alismada KZY A’nin in vitro ve in vivo gastrointestinal
dokudaki hiicre proliferasyonunu diizenledigi sonuglar gdsterilmektedir (Gui and Shen
2016). Doza bagli KZYA’nin tiiketiminin epitel hiicre proliferasyonunda rol oynayan
genlerin seviyelerini nasil indiikledigi gozlendiginde orta seviye miktarindaki beslenme
grubunda hiicre proliferasyonu ile ilgili siklin A, siklin B1, siklin D1, siklin E1, CDK1,
CDK2, CDK4 ve CDK6 genlerinin ekspresyon seviyelerini arttirdigi kaydedilmistir (Gui
and Shen 2016). Bu sonuca bagli olarak orta seviye miktarli KZYA diyeti hiicre
cogalmasim1i kontrol eden genlerin ekspresyonunu anlamli derecede etkileyerek

diizenleyebilmektedir (Gui and Shen 2016).

Kanserli hiicrelerin apoptoz siirecinde kolonda gerceklesen fermantasyon {iriinii olan
butirat ile indiiklenmesi, kolorektal kansere karsi korunmada 6nemli bir mekanizma
olarak distliniilmektedir. Butiratin ©onemli bir etkisi histon deasetilazi (kromatin
gevsemesini engeller ve epigenetik olarak apoptotik gen ekspresyonunu baskilanmasina
yol agar) inhibe etmektir, butirat bu enzimi inhibe ederek spesifik hiicre 6liim genlerinin
baskidan kurtulmasi ile apoptozu indiikleyebilir (Medina et al. 1997). Biitiratin proenzim
formundaki prokaspaz-3’iin aktif kaspaz-3’e donistiiriilmesine yol agarak kolorektal
kanser hiicrelerinde apoptoz programini indiikleyebildigi gosterilmektedir (Medina et al.
1997). Dahast KZYA’nden olan butiratin kolon kanseri hiicrelerinde apoptoza yol
acarken normal hiicrelerde apoptozu baskilayarak bu durumu gergeklestirmedigi de

onceki ¢alismalarda gosterilmektedir (Hague et al. 1995, 1997; Lim et al. 2010).



17

Kolon kanseri i¢in alternatif biyoterapotik potansiyeli oldugu diisiiniilen
Propionibacterium pentosaceus, Lactobacillus salivarius gibi insan kaynakli probiyotik
bakteriler ile yapilan ¢alismada kanserli hiicrelerin inhibisyonu sergilenmektedir. Kolon
kanseri hiicrelerinin proliferatif inhibisyon mekanizmalarinda probiyotik bakterilerin
dogrudan kolon kanseri hiicrelerine yapisabilecekleri veya iirettikleri bazi KZYA’nden
ozellikle biitirik ve propiyonik asitlerin sinerjetik sekilde etki gostererek anti-kanser
Ozelligini tetikleyebilecegini ileri siirmektedir (Thirabunyanon and Hongwittayakorn
2013).

Tang et al. (2011) calismalarinda faydali bakterilerden Propionibacterium cinsine ait
fermantasyon iriinlerinden bazi KZYA’nin insan kolon kanseri hiicre hatlarindaki ROS
tretimini arttirdigr tespit edilmistir. Bu durumun gergeklesmesinde bazi KZYA’nin
indiiklenmesine bagli olarak mitokondrial membran gecirgenliginde artis gézlenmis ve bu
artisin hiicre i¢i ROS olusumundaki ¢ogalmaya yol actigr rapor edilmistir (Tang et al.
2011). ROS’un mitokondrial membran gecirgenligine etkileri sonucunda anti-apoptotik
Bcl-2 aktivitesini degistirmesi, apoptotik kaspaz-3 aktivitesini artirmasi ve g¢ekirdekteki
kromatin stabilitesinin bozulmasini indiiklemesiyle birlikte apoptoz siirecinde rol
oynadig1 gosterilmistir (Zoratti and Szabb 1995; Marzo et al. 1998; Decaudin et al. 1998;
Jan et al. 2002; Hofmanova et al. 2014).

Jones et al. (2013) galigmalarinda Lactobacillus’un, iki farkli deney modelinde yani
meyve sinegi ve fare bagirsaklarinda, endojen ROS olusumunun ve ROS'a bagli hiicre
proliferasyonunun gii¢lii indiikleyicisi oldugu gosterilmektedir. Buna ek olarak,
Lactobacillus kaynakli ROS iiretiminin ve hiicre proliferasyonunun bagirsak epitel
hiicrelerinde fonksiyonel olarak islevi bulunan Nox1 (NADPH oxidase 1) enzimine bagli
oldugu ileri siiriilmektedir. Mikroorganizma tagimayan hayvan modellerinde ROS tiretimi
gerceklesmemekte ve  bastirillmis  epitel  hiicrelerin  bliyimesi bu  durumla
iliskilendirilmektedir. Bu veriler sonucunda enterositlerde ROS iireten bir enzimin bakteri

kaynakli aktivasyonunun hiicre proliferasyonunu etkiledigi ileri stiriilmektedir (Jones et
al. 2013).
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Khan and Kang (2017) ¢alismalarinda, antikanser potansiyeline sahip olan Lactobacillus
plantarum ile fermente edilmis soya fasulyesi tohum pudrasi hazirlayarak HCT-116
kolon kanseri hiicrelerini bu 6ziitle inkiibe etmislerdir. Elde ettikleri sonuc¢larda, oziit
kolon kanseri hiicrelerinde, morfolojik degisikliklere, doza bagimli bi¢imde hiicrelerin
koloni olusumunda azalmaya ve apoptotik hiicre 6limiine neden olmaktadir. Hiicrelerin
olimii siirecinde o0ziitin DNA fragmentasyonuna, oksidatif hasara ve indirgenmis
mitokondriyal zar potansiyeline neden olarak HCT-116 hiicrelerinde apoptotik hiicre
oliimiinii indiikledigi ileri stiriilmektedir (Khan and Kang 2017). Calismada, L. plantarum
ile fermente edilmis soya fasulyesi 0ziitii pro-apoptotik Bax'in aktivasyonuna ve anti-
apoptotik Bcl-2'nin inhibisyonuna bunun sonrasinda da zayiflamis mitokondriyal
membran potansiyeliyle sitokrom-c'nin salinmasina neden olarak kaspaz aracili hiicre
Olimiine neden oldugu gosterilmektedir. Bu ¢alisma, insan kolon kanserli HCT-116
hiicrelerinde Lactobacillus plantarum fermente soya fasulyesi tohumunun apoptotik
roliinii ortaya koymaktadir (Khan and Kang 2017).

Kumar et al. (2012) ¢alismalarinda rat model organizmada 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile
indiikklenen kolon kanserinde probiyotik bakteri tiirii Lactobacillus plantarum’un
antioksidan ve antikanser Ozellikleri arasindaki iliski incelenmistir. Bu ¢alismada,
kanserli ratlarin kolon ve plazmasinda artmis LPO fdiriinleri, artmis antioksidan enzim
aktiviteleri (siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon-S transferaz) ve markor enzim
(alkalin fosfataz ve asit fosfataz) aktiviteleri gézlemlenmistir. Kolon kanseri baslangici ya
da diger evrelerinde L. plantarum ile beslenen ratlarda LPO, antioksidan enzim
aktiviteleri ve markor enzimlerin, kolonda ve plazmada Olgiilen degerlerin istatistiksel
olarak anlamli bir seviyede degisim gosterdigi gozlemlenmistir. Bu degisimler, zamana
bagli olarak L. plantarum takviyesi ile normale dontismiistiir. L. plantarum oncesi ve
sonrasi ratlarda ortalama tiimor hacmi c¢ap1 ve toplam timor sayist istatistiksel olarak
azalma gostermistir. Ayrica, histopatolojik incelemelerde, kontrol grubu ile tedavi edilen
gruplar arasinda belirgin farklar gozlemlenmistir. Bu sonuglar, L. plantarum’un,
antioksidan bagimli bir mekanizma yoluyla ratlarda DMH kaynakli kolon kanseri

olusumunun gelisimini modiile edebildigini gostermektedir (Kumar et al. 2012).



19

Gui and Shen (2016)’e ait ¢alismada KZYA’in doza bagli olarak hiicrede apoptozu
diizenledigi sonuglar gosterilmektedir. KZYA’nin hiicre apoptozunda rol oynayan
genlerin mRNA seviyelerini diizenlemesinde, orta seviyede tiiketilen KZYA beslenme
grubunda apoptotik genlerin (kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, p53 ve Bax) ekspresyonlari
ve Bax/Bcl-2 genlerinin ekspresyon oranlari anlamli derecede artis gostermektedir.
Dolayisiyla, orta seviyede tiikketilen KZYA diyetinin, apoptozu indiikledigi
sOylenmektedir (Gui and Shen 2016).

Bir diger c¢alismada apoptoza direng gosteren kolon kanseri hiicresinde (Caco-2)
KZYA’nden biitiratin, anti-timoér oOzellik gosteren bir madde olarak apoptozu
indiiklemesi test edilmektedir (Ruemmele et al. 2003). Biitirat, pro-apoptotik Bak protein
ekspresyonunu artirirken anti-apoptotik Bcl-X. protein ekspresyonunu disiirmektedir.
Bunun sonucunda mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c'nin salinmasi ile prokaspaz-9,
-3 ve -I’in swrasiyla aktive olup aktif kaspaz kaskadlarinin olusmasi siireci
gerceklesmektedir (Ruemmele et al. 2003). KZY A’nden olan biitiratin intrinsik apoptoz
yolaginda anahtar enzimler olan kaspaz-3 ve kaspaz-1 aktivasyonu ile Caco-2 hiicre

hattinda apoptozu indiikledigi gosterilmektedir (Ruemmele et al. 2003).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Kullanilan tiim kimyasallar, reaktifler ve materyaller, analitik saflikta ve steril olarak
tedarik edilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar, reaktifler ve materyaller

Kimyasal, Reaktif ve Materyal ad1 Sirket Mensei Ulke
Laktik asit Sigma-Aldrich ABD
Asetik asit Sigma-Aldrich ABD
Biitirik asit Sigma-Aldrich ABD
Propiyonik asit Sigma-Aldrich ABD
Sodyum klorit Sigma-Aldrich ABD
Dulbecco’s modified eagle medyumu (DMEM) | Bio West Fransa
Fotal sigir serumu (FBS) Biological Industry | ABD
Laktobasil MRS Siv1 Besiyeri LABM Company | Ingiltere
Tripsin Biological Industry | ABD
Tris (Trizma) Base Sigma-Aldrich ABD
2’,7’-Diklorofloresein diasetat (DCFH-DA) Sigma-Aldrich ABD
Etilenediaminetetraasetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich ABD
Hidrojen peroksit (H20>) Sigma-Aldrich ABD
Tween Sigma-Aldrich ABD
Trikloroasetik asit (TCA) MERCK Almanya
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2-tiyobarbiturik asit (TBA) ACROS ABD
Malondialdehit bis Sigma-Aldrich ABD
DNA izolasyon kiti G-Dex Belgika
Etidyum bromit Sigma-Aldrich ABD
Gliserol Sigma-Aldrich ABD
Etanol Sigma-Aldrich ABD
Agaroz Sigma-Aldrich ABD
Tripan mavisi Sigma-Aldrich ABD
Primerler (Bax, Bcl-2, sitokrom-c, kazpaz-3,

kaspaz-9, beta aktin) Molgen Tiirkiye
Antikorlar (Bax, Bcl-2, sitokrom-c, kaspaz-9,

beta aktin) Santa Cruz ABD
RNA izolasyon Kiti Qiagen Almanya
cDNA sentez kiti Bioeksen Tiirkiye
DNA Markorii Serva Almanya
Kantitatif gergek zamanl PZR Kiti Bioeksen Tiirkiye
ECL protein goriintiileme kiti Abcam Ingiltere
Fosfat Tampon Tuzu (PBS) Sigma-Aldrich ABD

25 cm? lik T flasklar Greiner Almanya
75 cm? lik T flasklar Greiner Almanya
2 ml serolojik pipetler Greiner Almanya
5 ml serolojik pipetler Greiner Almanya
10 ml serolojik pipetler Greiner Almanya
15 ml santrifiij tiipleri LabSolute Almanya
50 ml santrifijj tlipleri LabSolute Almanya
0,5 ml ependorf tiipleri IsoLab Almanya
1,5 ml ependorf tiipleri IsoLab Almanya
96-kuyu plakalar LabSolute Almanya




Kullanilan tiim cihazlar ve ekipmanlar Tablo 3.2 de belirtildigi lizere tercih edilmistir.

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan tiim cihazlar ve ekipmanlar
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Cihazlar ve Ekipmanlar Sirket Mensei Ulke
Otoklav Hirayama Japonya
Derin Dondurucu Nuaire Ingiltere
Buzdolabi Arcelik Tiirkiye
Elektroforez Tank Sistemleri Bio-Rad ABD
Inkiibator Jeno Tech Kore

5% CO; Inkiibatdr Nuair ABD
Steril Kabin Bilser Tirkiye
Isik Mikroskobu Olympus ABD
HPLC/UV-Vis Shimadzu Japonya
Spektrofotometre Shimadzu Japonya
Florasan Mikroskop Olympus ABD
Laminar Hava Akim Kabini Esco ABD
Mikropipet Setleri Eppendorf ABD
Manyetik Karistirict Ika Almanya
Saf Su Cihazi Human Cin
Kantitatif ger¢ek zamanli PZR Rotor-Gene Q Qiagen Almanya
Jel Goriintiileme Bio-Rad ABD
Trans-Blot Sistemi Bio-Rad ABD
SpectraMax Plus 384 Mikroplaka Okuyucu Molecular Devices | Almanya
UV-Spektrofotometre Shimadzu Japonya
ICELLigence Gergek Zamanli Hiicre Analizi Acea Bioscience ABD

X Ray Film Sabitleme Carestream ABD

pH Metre Thermo ABD
PZR Termal-Dongii Sensquest Almanya




Tablo 3.2. (Devami): Deneylerde kullanilan tiim cihazlar ve ekipmanlar
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Calkalayici Gerhardt Almanya
Buz Makinesi Hoshizaki Japonya
Masa Ustii Santrifiij Hermle Almanya
Spektroflorometre Perkin-Elmer Ls55 | ABD

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri asagidaki gibi

gerceklestirildi.

3.1.1.1. pH Ayarlamada Kullanilan Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Deneyler esnasinda pH ayarlama islemlerinde kullanilmak iizere 0,1 M NaOH ve HCl

¢oOzeltileri hazirlandi.

1. 1 M 100 ml NaOH g¢ozeltisi yaklasik olarak 4 g NaOH tartilarak manyetik

karistirict yardimiyla dnce bir miktar saf suda ¢oziilerek ve daha sonra 100 ml’ye

tamalanarak hazir hale getirildi.

2. 1 M 100 ml HCI ¢ozeltisi %36’lik HCI’den yaklasik olarak 8,5 ml alinip saf su ile

100 ml’ye tamalanarak hazir hale getirildi.

3.1.1.2. PBS ve TBS Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Deneyler esnasinda kullanilmak iizere 1 litre PBS ve TBS ¢ozeltileri hazirlandi.

1. 1 L PBS hazirlamak igin 5 adet tablet seklindeki PBS 1 L saf su igerisinde

¢oziliip daha sonra pH= 7,4 seklinde olgtildi.
2. 10X TBS hazirlamak i¢in 800 ml saf su igerisinde 60,5 g Tris ve 87,6 g NaCl

c¢oziilerek daha sonra pH= 7,6 olacak sekilde ayarlanip ¢ozelti 1 L’ye tamamlandi.

Hazirlanan c¢ozelti deneylerde kullanimindan o6nce 10 defa seyreltilerek 1X

seklinde kullanildi.
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3.1.1.3. Protein Yiikleme ve Yiiriitme Tamponlarimin Hazirlanmasi

Western Blot deneyleri esnasinda kullanilmak tizere ornek yiikleme ve yiiriitme (5X)
tampon ¢ozeltileri hazirlandi.

1. 10 ml 6rnek yiikleme tamponu hazirlamak i¢in %10 SDS, 0,5 M Tris-Cl (pH:
6,8), %5 Gliserol 0,5 ml/10 ml, %25 2-Merkaptoetanol, %0,05 Bromofenol
Mavisi saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.

2. 1L 5X yiirtitme tamponu hazirlamak i¢in 0,025 M Trizma Base, 0,192 M Glisin,
%0,1 SDS 1L saf suda ¢oziilerek hazir hale getirildi. Calismadan 6nce 1X olacak
sekilde seyreltilerek kullanildu.

3.1.1.4. TBE (5X) Tamponu ve %0,8 lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

DNA fragmentasyonu deneyleri esnasinda kullanilmak tizere 1 litre 5X TBE tampon
cozeltisi ve %0,8’lik agaroz jeli hazirlandi.

1. 1 L 5X TBE hazirlamak i¢in 54 gr Tris, 27,5 gr Borik Asit ve 20 mL 0,5 M
EDTA tartilarak pH= 8 olacak sekilde ayarlanarak 1 L saf suda ¢oziildii.

2. %0,8 lik agaroz jeli hazirlamak i¢in 0,8 gr agaroz tartilirak 1X TBE ile 100 ml’ye
tamamlandi. Mikrodalga firinda kaynatilarak eritilip sogutuldu. Sonrasinda jel
kalibina dokmeden hemen 6nce icine 5 pl etidyum bromiir eklenerek karistirilip
jel kalibina dokiildii. Kuyucuklarin olusmasi igin jel igerisine tarak konularak jel

hazir hale getirildi.
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3.2.1. Hiicreler

HT-29 (ATCC® HTB-38™) hiicre hatt1 Uludag Universitesinden temin edilmistir. Bingdl
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda uygun kosullarda tutulmaktadir.
Lactobacillus reuteri (ATCC®-23272) Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC)
temin edilerek Bingdl Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Laboratuvarinda uygun sartlarda tutulmakatadir.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

HT-29 (ATCC® HTB-38™) hiicreleri %10 fotal sigir serumu (FBS) ve %1 antibiyotik
iceren Dulbecco’s modified eagle medyumu (DMEM) biiyiime medyumunda %5 CO2
etiivde 37°C’de 2 ya da 3 giinde bir pasajlanarak g¢ogaltilmistir. Cogaltilan hiicreler
yaklasik olarak %70 — 80 yogunluga ulastiginda deneylerde kullanilmaya baglanmustir.
Lactobacillus reuteri (ATCC®-23272) bakteri hiicreleri deMan, Rogosa and Sharpe
(MRS) Lactobacillus sivi biiyiime besiyerinde 37°C’de galkalayici etiivde 140 rpm’de
calkalanarak giinde bir pasajlanarak ¢ogaltild:.

3.2.2.1. L. reuteri Tiirii ile Sartlandirilms Besiyeri Hazirlanmasi

L. reuteri tiirii ile sartlandirilmis besiyeri (SB) hazirlanmasi siiresince asagidaki protokol
takip edildi (Kahouli et al. 2015b).

1. Deneyde kullanilan bakteriler 3 defa kiiltire edilerek 3. pasajlanmanin geg
biiyiime faz1 olan 14 — 16 saatleri arasinda topland.

2. Toplanan bakterilerin spektrofotometre yardimiyla sayilari tayin edilerek (1 OD =
1x10° cfu/ml) ihtiya¢ duyulan 1x108 cfu/ml miktarindaki bakteri 1000xg, 15 dk,
4°C’de santifiij edilerek gerekli ¢oktiirme yapildi ve besiyerini tamamen
uzaklastirabilmek i¢in soguk fosfat tampon tuzu (PBS) ile iki defa yikama islemi
gergeklestirildi.

3. Santrifiij ve yikama islemi yapilan bakteriler dogruca HT-29 kolon kanseri
besiyeri olan antibiyotik ve FBS igermeyen DMEM igerisine 1x10® cfu/ml olacak
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sekilde ekildi ve 37°C’de, 140 rpm’de c¢alkalanarak 4 saat siiresince inkiibasyona
birakildi.

. Inkiibasyon sonrast DMEM besiyeri iki defa 1000xg, 15 dk, 4°C’de santrifiij
edildi ve DMEM besiyeri 0,2 uM-por ¢apina sahip steril filtreler yardimiyla filtre
edildi.

. Tum sterilizasyon islemleri tamamlanan bu SB’ne %10 FBS ve %1 Penisilin-
Streptomisin (pen-strep) antibiyotik olacak sekilde FBS ve antibiyotik eklendi.

. Sonra 1 M NaOH ve HCI yardimiyla pH:7 olacak sekilde ayarlanarak ve uygun
miktarlarda boliinerek diger kullanimlar igin -80°C" de stokland1 (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. L. reuteri bakterilerinin yetistirilmesi ve SB hazirlanmasi
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3.2.3. Deneysel KZYA’nin HPLC/UV-Vis Dedektoriiyle Tayini

Deneysel KZYA’nin HPLC/UV-Vis dedektoriiyle tayini siiresince asagidaki protokol
takip edildi.

1. Birer organik asit olan laktik asit, asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asite ait
kromatografik ayrim islemi igin gerekli standartlar, 1000 ppm’lik (milyonda bir
konsantrasyon) ana stoklardan; 500, 250, 100, 50, 20, 10 ve 5 ppm olacak sekilde
hazirland1.

2. Daha sonra standartlarin, HPLC (LC-20AT, Shimadzu, Japonya) sistemiyle SIL-
20A HT otosampler, CTO-10AS kolon firin1 ve SPD- 20A UV-VIS dedektor
kullanilarak kromatografik ayrimlar1 gerceklestirildi.

3. Kromatografik ayrim i¢in Quiros (2009) metodu modifiye edildi ve izokrotik
sistem kullanilarak, mobil faz 1mM perklorik asit, kolon akis hiz1 1 mL/dakika,
enjeksiyon hacmi 5 uL, kolon sicakligi 60°C ve dedeksiyon dalga boyu 210 nm
olarak ayarland.

4. GL Sciences marka ODS-3, 25 mm x 4,6 x 3um kolon kullanilarak 5, 10, 20, 50,
100, 250 ve 500 ppm’lik standart grafige karsi okuma yapildi.

SB igerisindeki KZYA’nin miktar tayinleri orneklerin spesifik bulunma zamani ve
standartlarin kiitlesi ile kiyaslanarak hesaplandi ve bu asamada belirlenen miktarlar
normal besiyerine sentetik olarak eklenerek tasarlanmig besiyeri (TB) hazirlandi (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3. HPLC-UV-Vis Dedektoriiyle KZY A’nin tayin edilmesi ve yeni besiyeri tasarlanmasi
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3.2.4. Hiicre canlihig: analizi

Hiicre canlilig1 analizleri siiresince agsagidaki protokol takip edildi.

1. Hiicre canliligi analizleri icelligence gercek zamanli Olglim alabilen cihaz ile
hiicrelerin uygun sayilari tespit edilerek baslatildi.

2. Daha sonra HT-29 hiicreleri 8-kuyucuklu plakanin her bir kuyucugunda 10-15 bin
hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat siiresince 37°C’de %5 CO2li inkiibatdrde
hiicrelerin zemine tutulmasi i¢in bekletildi.

3. Ekim yapilan hiicrelerin lizerlerine $B ve TB belirli konsantrasyonlarda eklenerek
24 saat siiresince 37°C’de %5 CO:li inkiibatorde bekletildi ve sonuglar
kaydedildi.

4. SBve TB igin uygun inhibisyon dozlar tayin edilerek etkin doz belirlendi.

3.2.4.1. Deneysel Gruplar

1. Kontrol grubu; HT-29 hiicrelerine sadece DMEM besiyerinin 24 saat siireyle
uygulandigi grup.

2. SB grubu; HT-29 hiicrelerine sartlandirilmis DMEM besiyerinden etkin dozun
(1:1) 24 saat siireyle uygulandig: grup.

3. TB grubu; HT-29 hiicrelerine tasarlanmis DMEM besiyerinden etkin dozun (1:1)
24 saat stireyle uygulandig grup (Sekil 3.4).

Kontrol Grubu; Sadece DMEM besiyerinin bulundugu
grup. (5ml besiyeri; 24 saat inkiibasyon)

SB Grubu; Sartlandiriimis besiyerinden etkin dozun hticrelere
uygulandigi grup. (2,5mI DMEM besiyeri + 2,5ml $B; 24 saat
inkiibasyon)

TB Grubu; Tasarlanmig besiyerinden etkin dozun hiicrelere
uygulandigi grup. (2,5m| DMEM besiyeri + 2,5ml| TB; 24 saat
inkiibasyon)

Sekil 3.4. Deneysel gruplarin tasarlanmasi



32

3.2.5. ROS Analizi

ROS analizleri siiresince asagidaki protokol takip edildi (Shen et al. 1996).

1. ROS analizi 2’,7’-Diklorodihidroflororesin diasetat (DCFH-DA) kullanilarak
yapilmustir.

2. HT-29 hiicreleri deneysel grupta belirtildigi lizere muamele edildikten sonra
kaldirilip santrifiijle toplanildi.

3. Daha sonra her bir ornekte 1x108 hiicre icin 2 uM DCFH-DA eklenerek ve
karanlik ortamda 37°C de 1 saat inkiibe edildi.

4. Daha sonra, spektroflorometre kullanilarak 485 eksitasyon ve 525 emisyon
degerlerinde florasan siddeti 6l¢timii yapildi.

5. Olgiilen Florasan Yogunlugu (RFU) % olarak hesaplanarak sonuglar hazirlandu.

3.2.6. LPO analizi

LPO analizleri siiresince asagidaki protokol takip edildi (Smith et al. 1982).

1. LPO analizi, MDA’dan olusan tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinin (TBARS)
miktarinin ol¢lilmesi ile tamamlandi.

2. Hiicreler deneysel grupta belirtildigi lizere muamele edildikten sonra alinarak 250
ul trikloroasetik asit (TCA) (%70 w/v) ve 1 mL tiyobarbiitirik asit (%0,8 w/v) ile
reaksiyona sokulup 95°C kaynayan su banyosunda 30 dk boyunca tutuldu.

3. Sonra aniden buza konularak 5 dk beklendi ve 10000 rpm’de santrifiij edildikten
sonra ELISA reader cihaz1 kullanilarak 532 nm absorbans ol¢iimleri alinarak her
bir 6rnegin MDA seviyeleri hesaplandi.

4. Orneklerin MDA seviyeleri hazirlanan standart egri yardimiyla hesapland1 ve

yapilan 6l¢iim sonuglart nmol/ml seklinde ifade edildi.

3.2.7. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR (QRT-PCR) Deneyleri

QRT-PCR deneyleri siiresince asagidaki protokol takip edildi.
1. HT-29 hiicreleri 25 cm?'lik flasklarda 2-3x10° olacak kadar yetistirildikten sonra

deneysel grupta belirtildigi iizere muamele edildi.
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2. Hiicreler soguk PBS ile yikandi ve 2500 rpm’de 3 dk santrifiij ile izole edildi.

3. Daha sonra total riboniikleik asit (RNA) izolasyon Kiti vasitasiyla total RNA
izolasyonu yapildi.

4. Izole edilen RNA’larin saflig1 nanodrop yontemiyle dlciildiikten sonra (260/280 =
1,8-2,1); total RNA igerisinde bulunan ve gen ekspresyon ifadesi olarak bilinen
mRNA’lar, cDNA sentez kiti ile cDNA’lere doniistiriildii.

5. Apoptotik siirecte ekspresyonlarinda degisiklik beklenen Bax, Bcl-2, sitokrom-c,
kaspaz-3, kaspaz-9 ve housckeeping gen (referans gen) beta aktin’e uygun
primerler (Tablo 3.3) ve QRT-PCR master mix kiti ile rolatif gen ekspresyon
QRT-PCR deneyleri yapildi.

6. Sonuglar, Ct (Cycle treshold) metodu ile 24 formiiliine gére hesaplanarak

grafikleri hazirlandi (Yuan et al. 2006).

Tablo 3.3. QRT-PCR deneylerinde kullanilan genlere ait primer sekans dizileri (R: Reverse: Geri, Ters; F:
Forward, Ileri)

Gen Adr 5°-3’ Yoniinde Primer Sekans Dizileri
Bax (F) TGGAGCTGCAGAGGATGATTG
Bax (R) CGGGGATTGATCAGACACGTAA
Bcl-2 (F) TTTAATTGTATTTAGTTATGGCCT
Bcl-2 (R) CAATAAACAATTCTGTTGACG

Sitokrom-c (F) AACAAAGGCATCATCTGGGGAG
Sitokrom-c (R) CACAGGTGAATCTTGCTTGGT

Kaspaz-9 (F) ATTGTGAACATCTTCAATGG
Kaspaz-9 (R) AGTAGGACACAAAGATGTCA
Kaspaz-3 (F) TAGTTGCAATTGAATTAAATTAGGA
Kaspaz-3 (R) TAGAATACACAGTCTTAAGTGG

Beta Aktin (F) AAAGCGGCCTTGGAGTGTGT
Beta Aktin (R) CATGGCTGGGGTGTTGAAGG
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3.2.8. Western Blot Teknigi ile Hedef Proteinlerin Analizi

Hedef proteinlerin analizleri siiresince asagidaki protokol takip edildi.

1.

HT-29 hiicreleri 25 cm?'lik flasklarda 2-3x10° olacak kadar yetistirilerek deneysel
grupta belirtildigi lizere muamele edildikten sonra PBS ile yikanip santrifiij
edilerek protein izolasyonuna hazir hale getirildi.

Hiicreler 1:5 (w/v) oraninda protein izolasyon kiti (Abcam, UK) yardimiyla soguk
ortamda homojenize edildi.

Proteinlerin  proteaz aktivitesi ile bozulmalarm1 engellemek amaciyla
homojenizasyon islemleri esnasinda hem proteaz inhibitor kokteyli (PIC) ve Fenil
metan siilfonil florit (PMSF) kullaniip hem de tiim islemler buz igerisinde
yapildi.

Homojenatlar sogutmali santrifiijde +4°C’de 20 dk siireyle 14000 rpm’de santrifiij
edildiler ve elde edilen siipernatantlar mikrosantrifiij tiiplere alinarak Bradford
yontemi kullanilarak her bir 6rnek igerisindeki protein miktarlari tayin edildi.
Daha sonra western blot deneyleri yapilincaya kadar —80°C’de saklandi.

Hiicre kiiltlirline ait protein lizatlar1 jele ylikleme tamponu ile inkiibe edilerek
Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) teknigi ile
%12 konsantrasyondaki hazir jelde yiiriitme tamponu varliginda yiiritiildi.
Devaminda Bax, Bcl-2, sitokrom-c, prokaspaz-9 ve housekeeping olarak beta
aktin icin Western blot teknigi kullanilarak Polivinilidenflorit (PVDF) membrana
aktarildi.

Daha sonra %5°lik sigir serum albiimin (BSA) ile 1 saat siiresince blotlama iglemi
gerceklestirildi.

Sonrasinda membranda sabitlenen proteinlere ait bantlar uygun primer antikorlar

(Tablo 3.4) araciligiyla 3 saat siiresince inkiibe edildi.

Bu membranlar;

1.
2.
3.

5x5 dk olacak sekilde TBS-T (Tris Tampon Tuzu-Tween20 %0,1) ile yikandi.
Primerlere uygun sekonder (Tablo 3.4) ile 1,5 saat inkiibe edildi.
5x5 dk TBS-T ile yeniden yikand:.



4.
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Daha sonra ECL tamponu ile yaklasik 3-4 dk inkiibe edilip membrandaki 1s1ma
sayesinde medikal X-Ray goriintii sabitleme cihazinda protein bantlar1 X-Ray
filmlere sabitlendi.

Daha sonra bu bantlarin komputerize yazilim programi araciligiyla sentezlenme
miktarlart hesaplandi (Image Lab, Bio Rad).

Hesaplamada kullanilan yontem, hedef genlerin housekeeping gen olan beta aktin
ile normalize edilmesi ve kontrole gore yiizde degisimi olacak sekilde

gergeklestirildi.

Tablo 3.4. Western Blot deneylerinde kullanilan antikorlara ait kullanim 6zellikleri

Antikor Ad1 Antikor Kullamim Ozellikleri
Bax (23 kDa) Diliisyon: 1:500; Santa Cruz, sc-20067; Mouse monoclonal
Bcl-2 (26 kDa) Diliisyon: 1:500; Santa Cruz, sc-7382; Mouse monoclonal

Sitokrom-c (15 kDa) | Diliisyon: 1:500; Santa Cruz, sc-13156; Mouse monoclonal

Prokaspaz-9 (46 kDa) | Diliisyon: 1:500; Santa Cruz, sc-81663; Mouse monoclonal

Beta Aktin (43 kDa) Diliisyon: 1:500; Santa Cruz, sc-47778; Mouse monoclonal

Sekonder Diliisyon: 1:1000; Santa Cruz, sc-2005; Anti-Mouse HRP

3.2.9. DNA Fragmentasyonu

DNA fragmentasyon deneyleri siiresince asagidaki protokol takip edildi.

1.

HT-29 hiicreleri 75 cm?'lik flasklarda 6-7x10° olacak kadar yetistirildikten sonra
deneysel grupta belirtildigi lizere muamele edilerek izolasyon oOncesi PBS ile
yikandi ve santrifiijlenerek DNA izolasyonuna hazir hale getirildi.

Izolasyon esnasinda DNA izolasyon kit protokolii uyguland: (G-Dex, Belgika).
Izolasyonu tamamlanan niikleer DNA Etidium Bromide iceren %0,8 lik agaroz
jelde yiiriitiilerek daha sonra jel ultra viole 151k altinda izlenmeye alind1.

DNA da meydana gelen fragmentlesme GelDoc EZ cihaziyla tespit edilerek ve

kayit altina alindi.
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3.2.10. istatistiksel Analizler

Tiim sonuglar en az iicer kere tekrarlandi. Istatistiksel analiz GraphPad Prism 5.01
yazilimi ile yapild1 ve karsilastirilabilir veri gruplar tek yonlii ANOVA Newman-Keuls
Post-Hoc Testi ile degerlendirildi; p<0,05 anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. KZY A’nin Miktarlar

Sartlandirilmis DMEM besiyeri igerisindeki bazi KZYA’nin varligi ve miktarlar
HPLC/UV-Vis Dedektoriiyle belirlendi (Sekil 4.1). Her bir yag asidi i¢in 5, 10, 20, 50,
100, 250 ve 500 ppm’lik standart grafige karsi1 okuma yapilarak standart grafikleri ve
denklemleri hazirlandi. Tablo 4.1'de SB igerisinde Laktik asit (2,289 ul/ml), asetik asit
(0,937 ul/ml), propiyonik asit (0,682 ul/ml) ve biitirik asite (0,112 ul/ml) ait miktarlar ve
alikonulma siireleri gosterilmektedir. DMEM igerisindeki L. reuteri bakterisinin 4 saatlik
inkiibasyonu sonucunda ikincil metabolit olarak en ¢ok laktik asit iiretimi gozlenirken en

az ise biitirik asit iiretimi gézlenmektedir (Tablo 4.1).

Laktik Asit Asetik Asit
10 16
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- 8- =
B 5 12 1
2 7] &
Z 6 g 10 1
)%b 5 1 1%‘4
S S8
3 4 2 6
R g
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Sekil 4.1. Sartlandirilmis DMEM besiyeri igerisindeki maddelerin standart konsantrasyon grafikleri ve
denklemleri
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Bundan onceki ¢alismalarda L. reuteri tiiriine ait farkli izolasyon hatlarinin trettigi
sekonderlerden KZYA’nin iiretim miktarlar1 farkliliklar gostermektedir. Ornegin Kahouli
et al. (2015b) ¢alismalarinda bes farkli L. reuteri hiicre hattinin normal besiyeri igerisinde
iki saatlik inkiibasyonu sonucunda sirasiyla, L.r NCIMB 11951 hattinda; Laktat 369
mg/L, asetat 131 mg/L, propiyonat 111 mg/L ve biitirat 29 mg/L; L.r NCIMB 701089
hattinda; Laktat 208 mg/L, asetat 43 mg/L, propiyonat 38 mg/L ve biitirat 0 mg/L; L.r
NCIMB 701359 hattinda; Laktat 643 mg/L, asetat 116 mg/L, propiyonat 78 mg/L ve
biitirat 28 mg/L; L.r NCIMB 702655 hattinda; Laktat 233 mg/L, asetat 86 mg/L,
propiyonat 45 mg/L ve biitirat 29 mg/L; L.r NCIMB 702656 hattinda; Laktat 642 mg/L,
asetat 182 mg/L, propiyonat 161 mg/L ve biitirat 59 mg/L iiretimi oldugunu gdstermistir.
Ayrica kontrol amagli degerlendirilen Lactobacillus acidophilus tiiriinden elde edilen
KZYA’nin miktarlar1 ise Laktat 1948 mg/L, asetat 114 mg/L, propiyonat 0 mg/L ve
biitirat 14 mg/L seklide Olgiilmiistiir (Kahouli et al. 2015b). Mevcut sonuglara gore
Lactobacillus cinsine ait farkli tiirlerden ya da ayni tiiriin farkli suslarindan {iretilen
KZY A miktarlar farkliliklar gosterebilmektedir.

Tablo 4.1. Sartlandirilmis DMEM besiyeri igerisindeki analizi yapilan maddelerin miktarlar

Madde pl/ml Alhkonma Siiresi
Laktik Asit 2,289 6,83
Asetik Asit 0,937 6,60
Propiyonik Asit 0,682 16,62
Biitirik Asit 0,112 10,21

4.2. KZYA’nin Hiicre Canliig1 Uzerine Etkileri

Mevcut ¢calismada L. reuteri bakteri tiiriinden elde edilen ikincil metabolitlerden olan bazi
KZYA’nin HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkileri
belirlenmistir. Sekil. 4.2.°deki grafikte goriildiigli lizere, kontrol grubundaki hiicrelerle
yapilan kiyaslamaya gore 1:1 oraninda uygulanan SB, HT-29 hiicrelerinin ¢ogalmasini
Onemli Ol¢lide azaltti. Bu sonuca benzer sekilde TB ile inkiibe edilen HT-29

hiicrelerininde ¢ogalmasi 6nemli 6l¢iide diisiis gosterdi. Bu sonuglar dogrultusunda, L.
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reuteri bakteri turinden elde edilen bazi KZYA’nin HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin

sayilarinin azaltilmasinda etkili oldugu gézlenmektedir.

1.0+ P Kontrol (DMEM)
',/
0.8- /"
g} // DMEM:TB (1:0,5)
(2 0.6 ‘;M"““ DMEM:SB (1:0,5)
g 0.4 — s DMEM:TB (1:1)
o= - _.(/ W
= - 28l p
-.‘A A; / DMEM:S$B (1:1)
W
0.0 T T ] 1 |
0 5 10 15 20 25

Siire (Saat)

Sekil 4.2. HT-29 kolon kanseri hiicresinde KZY A’nin hiicre proliferasyonu itizerindeki etkisi. Kontrol; HT-
29 hiicrelerine sadece DMEM besiyerinin 24 saat siireyle uygulandigi grup. SB (Sartlandirilmis Besiyeri);
HT-29 hiicrelerine sartlandirilmis DMEM besiyerinden etkin dozun (1:1 ve 1:0,5 oranlarinda) 24 saat
stireyle uygulandigi grup. TB (Tasarlanmis Besiyeri); HT-29 hiicrelerine tasarlanmig DMEM besiyerinden
etkin dozun (1:1 ve 1:0,5 oranlarinda) 24 saat siireyle uygulandigi grup

Literatiirde hiicre canliligr ile ilgili yapilan bir ¢alismada KZYA’nin in vitro ve in vivo
gastrointestinal dokudaki hiicre proliferasyonunu diizenledigi (Gui and Shen 2016) ve
bizim ¢alismamizda da L. reuteri’nin kolon kanseri hiicrelerine kars: yiiksek oranda anti-
proliferatif etkisinin oldugu sonuglar gosterilmektedir. Doza bagli KZY A’nin tiikketiminin
keci rumen epitelinde hiicre proliferasyonunda rol oynayan genlerin mRNA seviyelerini
nasil indiikledigi hipotezi test edilmistir (Gui and Shen 2016). Orta ve diisiik beslenme
temelli yapilan deneylerden, orta seviyedeki beslenme grubunda hiicre proliferasyonu ile
ilgili siklin A, siklin B1, siklin D1, siklin E1, CDK1, CDK2, CDK4 ve CDK®6 genlerinin
mRNA'siin ekspresyon seviyelerini arttirdigi kaydedilmistir (Gui and Shen 2016). Bu
sonuca bagli olarak orta seviyedeki KZYA diyetinin, hiicre gogalmasini diizenleyen
genlerin gen ekspresyonunda anlamli derecede degisiklige neden oldugu sdylenmektedir
(Gui and Shen 2016).

Kolon kanseri hiicreleriyle yapilan onceki bir ¢alismada Lactobacillus fermentum’un

kolon kanseri hiicrelerine kars1 yiiksek oranda anti-proliferatif etkisinin oldugu
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gosterilmektedir (Kahouli et al. 2015a). Ayrica, L. fermantum normal kolon hiicreleri
tizerinde ters etki gostererek, kolonun kanserli hiicrelerine karsi zararli oldugu ancak
normal hiicrelerine kars1 zararh etkilerinin olmadigi ortaya konulmaktadir (Kahouli et al.
2015a). Ayn1 yil igerisinde bir diger ¢alisma ise L. reuteri bakteri tiiriiniin KZYA’nin
tiretimi ile baglantili olarak kolon kanseri hiicrelerinin biiylimesini azaltmada énemli bir
etkisinin oldugu gosterilmektedir. Boylece probiyotik L. reuteri (Kahouli et al. 2015b) ve
L. fermentum (Kahouli et al. 2015a) tiirlerinin anti-kanser ve anti-kanserojenik bilesikler
iiretme kabiliyetinin varlig1 ve kolon kanserinde potansiyel biyoterapétik etkisinin oldugu

ileri sturiilmektedir.

Bir diger kolon kanseri hiicre ¢alismasinda biyoterapétik potansiyeli oldugu diisiiniilen
Propionibacterium pentosaceus ve Lactobacillus salivarius gibi insan kaynakli
probiyotik bakterilerin kanserli hiicrelerin inhibisyonuna neden oldugu gosterilmektedir
(Thirabunyanon and Hongwittayakorn 2013). Kolon kanseri hiicrelerinin anti-proliferatif
etki mekanizmalarinda P. pentosaceus, L. salivarius bakterilerinin dogrudan kolon
kanseri hiicrelerine yapisabilecekleri veya frettikleri biitirik ve propiyonik asitlerin
sinerjetik etki gostererek anti-kanser Ozelligini tetikleyebilecekleri ileri siiriilmektedir
(Thirabunyanon and Hongwittayakorn 2013). Tiim bu sonuglar KZYA'nin kanserlesme

stirecini inhibe etmek icin glivenli oldugunu ortaya koymaktadir.

4.3. KZYA’nin ROS Uzerine Etkileri

KZYA’nin HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde ROS iiretimini artirip artirmayacagini
belirlemek igin, kontrol grubu ile SB ve TB eklenmis hiicrelerde ROS yogunluguna
bakilmigtir. Sekil 4.3.'deki grafikte goriildigii iizere ROS iiretimi kontrole gore SB
eklenen hiicrelerde belirgin olarak artarken (p <0,001), TB eklenen hiicrelerde kontrole
gore yine anlamli bir artis gostermistir. Ancak ROS miktarindaki artisin SB eklenen
hiicrelerde TB eklenen hiicrelere nazaran daha fazla gergeklestigi gozlenmistir (p

<0,001).
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Sekil 4.3. HT-29 kolon kanseri hiicresinde KZY A’nin ROS {iretimi {izerine etkisi. Hiicreler deneysel grupta
anlatildig1 lizere inkiibe edildi. Grafikte goriildiigii izere ROS iiretimi kontrole gére SB eklenen hiicrelerde
oldukca belirgin olarak artarken (p <0,001), TB eklenen hiicrelerde kontrole gore yine anlamli bir artig
gosterdi (p <0,001). Ancak ROS miktarindaki artisin SB eklenen hiicrelerde TB eklenen hiicrelere gore
daha fazla gergeklestigi gozlendi (p <0,001). Veriler ortalama + SEM ile hesaplandi. (n: 6), ***p <0,001
Kont vs SB, °p <0,001 SB vs TB. (SB= Sartlandirilmig Besiyeri; TB= Tasarlanmig Besiyeri)

Bir dizi aragtirma gosterdi Ki, ROS artisi, genellikle apoptozun ilerlemesinde gozlenir ve
ROS iiretimi apoptozun bir gostergesi olabilir. Kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikledikleri i¢in bir¢ok anti kanser ilacin ve dogal bilesiklerin ROS diizeyini arttirdig:
bilinmektedir (Barrera 2012; Jeong and Joo 2016). ROS yiiksek kimyasal aktiviteye
sahiptir ve hiicre ¢ogalmasi ile apoptozun diizenlenmesinde 6nemli roller oynamaktadir.
Farkli pro-oksidanlarla indiiklenen ROS miktarindaki asir1 artis hiicresel antioksidan
savunma sisteminin temizleme etkinligini asarak oksidatif strese yol agabilmekte ve

apoptoza neden olabilmektedir (Darendelioglu et al. 2016).

Hiicre i¢i ROS diizeylerinin arttirilmasinin ¢esitli yollar1 vardir. Bu yollar, siiperoksit
anyonu ve H2O iiretimi, hiicrelerin glutatyon iceriginin tiikenmesi ve siliperoksit
dismutazlar gibi ROS'u siipliren enzimlerin inaktivasyonu seklinde olabilmektedir
(Baydas et al. 2006; Baydas et al. 2007). Yine benzer sekilde faydali bakterilerden
Propionibacterium cinsine ait fermantasyon firiinlerinden bazi KZYA’nin insan kolon
kanseri hiicre hatlarinda ROS iiretimini arttirdigi da tespit edilmistir (Tang et al. 2011).

Bu durumun ger¢eklesmesinde baz1 KZY A’nin indiiklemesine bagli olarak mitokondrial
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membran gecirgenliginde artis gozlenmis ve bu artisin hiicre i¢ci ROS olusumunda

cogalmaya yol agtigi rapor edilmistir (Tang et al. 2011).

Probiyotiklerin iki farkli deney modelinde endojen ROS olusumunu ve ROS'a bagli hiicre
proliferasyonunu indiikleyebildikleri ileri siiriilmektedir. Lactobacillus kaynakli ROS
tiretiminin ve hiicre proliferasyonunun bagirsak epitel hiicrelerinde fonksiyonel olarak
islevi bulunan Nox1 enzimine bagl oldugu gosterilmektedir. Mikroorganizma tagimayan
hayvan modellerinde ROS iiretimi gergeklesmis ve epitel hiicrelerinde biiylimenin
baskilanmasi siireci bu durumla iligkilendirilmistir. Bu veriler enterositlerde ROS iireten
bir enzimin bakteri kaynakli aktivasyonunun hiicre proliferasyonunu etkileyebildigini

aciga ¢ikarmistir (Jones et al. 2013).

Ayrica bagka caligmalarda gosterildigi {izere bazi faydali bakterilerin yetistirildigi
besiyerinden elde edilen supernatantta bulunan ya da saf KZYA’nin, ROS olusumunu
artirmasit ve mitokondrial trans-membran potansiyelini diistirmesi sonucunda anti-
apoptotik Bcl-2 aktivitesini degistirmesi, apoptotik kaspaz-3 aktivitesini artirmasi ve
¢ekirdekteki kromatin stabilitesinin bozulmasini indiiklemesiyle apoptoz siirecinde rol
oynadig1 gosterilmistir (Zoratti and Szabb 1995; Decaudin et al. 1998; Marzo et al. 1998;
Jan et al. 2002; Hofmanova et al. 2014). Mevcut ¢alismadaki sonuglar, HT-29 kolon
kanseri hiicrelerinin KZYA inkiibasyonu ile ROS birikimini 6nemli derecede artirarak

hiicre canliligini 6nemli derecede azaltabildigini ortaya koymaktadir.

4.4. KZYA’nin LPO Uzerine Etkileri

LPO’nun degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan biyolojik belirteglerden biri
MDA’dir (Grotto 2009). ROS iiretimini anlaml 6l¢iide artiran KZYA’nin HT-29 kolon
kanseri hiicrelerinde MDA iiretimini artirip artiramayacagini arastirmak icin, SB ve TB
ile muamele edilmis hiicrelerdeki MDA yogunlugunu standart yardimiyla dl¢iildii (Sekil
4.4.A). Sekil 4.4.B’deki grafikte belirtildigi gibi, MDA konsantrasyonu kontrole gére SB
ve TB eklenen hiicrelerde anlamli olarak artma gosterdi (p <0,001). Bununla birlikte, TB
ile indiiklenen MDA seviyesi, SB ile indiiklenen hiicrelere gére anlamli olarak azalma
gosterdi (p <0,001).
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Sekil 4.4. HT-29 kolon kanseri hiicresinde KZYA’nin LPO birikimi lizerine etkisi. Hiicreler deneysel
grupta anlatildig1 tizere inkiibe edildi. (A) MDA konsantrasyonuna ait standart grafigi ve denklemi. (B)
Grafikte goriildiigi tizere MDA (grafikte 6zetlenen MDA LPO'dur) iiretimi kontrole gére SB eklenen
hiicrelerde oldukga belirgin olarak artarken (p <0,001), TB eklenen hiicrelerde kontrole gore yine anlamli
bir artig gosterdi (p <0,001). Ancak MDA miktarindaki artisin SB eklenen hiicrelerde TB eklenen hiicrelere
gore daha fazla gerceklestigi gozlendi (p <0,001). Veriler ortalama £ SEM ile hesaplandi. (N: 6), ***p
<0,001 Kont vs SB, °p <0,001 SB vs TB. (SB= Sartlandirilmig Besiyeri; TB= Tasarlanms Besiyeri)

Onceki galigmalar agikga gosterdi ki, ROS olusumu kanser hiicrelerinde gdzlenen yaygin
biyokimyasal o6zelliklerdendir. ROS hiicre zarlarindaki doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek LPO’nu indiikleyebilmektedir. Oksidatif stresin ikinci mesajcist olarak
da LPO diistiniilebilmektedir (Barrera 2012; Darendelioglu et al. 2016). Artmis ROS
seviyesi kanser hiicresinin biiylimesini inhibe edebilmektedir. Nitekim ileri agamadaki
kanserlerde, bazi anti-kanser ilaglar1 ve radyasyon tedavileri sonucunda ortaya g¢ikan
oksidatif stresin daha da artmasi, kanser hiicrelerinde goriilen antioksidan savunma
sistemlerinin istesinden gelerek bu hiicreleri apoptoza yonlendirebilmektedir (Barrera
2012). LPO ve baglaticilari (diger bir deyisle ROS), sinyal iletim kaskadinin olusumunu,
hiicre proliferasyonunu, apoptozun baslatilmasini ve ilerlemesini kontrol edebilmektedir.
LPO ve ROS'un, kanser oncesi ve sonrasinda sagligimizi tehdit eden hasar gormiis
hiicreleri elimine eden apoptoz tetikleyicisi ve temel aracist oldugu da gosterilmistir

(Dominguez et al. 2007).

Rat model organizma ¢aligmasinda kolon kanserinde probiyotik bakteri tiirii
Lactobacillus plantarum’un antioksidan ve antikanser Ozellikleri arasindaki iliski

incelenerek ve kanserli ratlarin kolon ve plazmasinda artmig LPO {iriinleri ve antioksidan
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enzim aktiviteleri gozlemlenmektedir. Kolon kanseri siirecinde L. plantarum ile beslenen
ratlarda LPO ve antioksidan enzim aktivitelerinde anlamli seviyede degisim gorilmiistiir
(Kumar et al. 2012). Bu degisimler, zamana bagl olarak L. plantarum takviyesi ile
normal seviyeye donmiistiir. L. plantarum Oncesi ve sonrasi ratlarda ortalama tiimor
hacim gap1 ve toplam tiimor sayisi istatistiksel olarak azalma gostermektedir. Bu sonuglar
ile L. plantarum’un, antioksidan iliskili bir mekanizmayla ratlarda kolon kanseri

olusumunu ve gelisimini modiile edebildigi ortaya ¢ikmaktadir (Kumar et al. 2012).

Kanser hiicreleri, mitokondriyal disfonksiyon, onkogenlerin uyarilmasi, anormal
metabolizma ve agirlastirilmis inflamatuvar aktiviteler sonucu ROS iiretebilmektedir.
ROS fizyolojik ve patofizyolojik rolleri ile LPO’ya neden olmaktadir (Omotayo 2013).
Saglikli hiicrelerde zararli etkilerinin oldugu diisiiniilen ROS ve sonucundaki LPO
tirtinleri ayn1 zaman da kanser tedavisinde yararli da olabilmektedir. ROS'un ve ortaya
¢ikan LPO irlinlerinin kanser biliylimesini engellemek veya kanser hiicresi oliimiinii
indiiklemek i¢in kullanilabilecegini diisiindiiren arastirma bulgular1 da mevcuttur
(Omotayo 2013). ROS ve MDA, hiicre canliligin1 ve apoptozla ilgili yolaklari etkilemede
oldukga reaktiftir. Boylece farkli pro-oksidanlarla hiicredeki seviyeleri yiikselen ROS ve
LPO, antioksidan savunma sistemlerini bloke ederek apoptoza neden olan oksidatif strese
yol agabilmektedir (Tartik et al. 2016).

Yukarida da deginildigi lizere MDA, LPO’nun degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan biyolojik belirteclerdendir (Grotto 2009). MDA birikiminin  membran
gecirgenligini  degistirebildigi ve ayn1 zamanda membran lipid c¢ift katmaninin
akigskanligin1 bozdugu gozlenmektedir (Jan et al. 2002; Gasparovic et al. 2013). Ayni
zamanda LPO iiriinlerinin diger anti-kanser ajanlarinin anti-timor etkisini giiclendirme
potansiyelinin oldugu da diistiniilmektedir (Jan et al. 2002; Omotayo 2013). Mevcut
caligmadaki sonuglara gore ROS iiretimindeki artis ile indiiklenen oksidatif stresin

apoptoza neden olarak hiicre 6limiinii artirdig1 sdylenebilir.
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4.5. KZYA’nin Apoptozla Iliskili mRNA Ekspresyon Seviyelerine Etkisi

KZYA’nin apoptozla ilgili Bcl-2 familyasinda herhangi bir degisiklige neden olup
olamayacagim1 ve HT-29 hiicrelerindeki apoptotik enzimlerin mRNA diizeylerini
degistirip degistiremeyecegini belirlemek icin Bax, Bcl-2, sitokrom-c, kaspaz-9 ve
kaspaz-3 gen ekspresyon seviyeleri incelendi. Apoptotik Bax genine ait ekpresyonun hem
SB hem de TB eklenen oOrneklerde kontrole gore anlamli seviyede oldukga arttigi
gozlendi (Sekil 4.5.A). Anti-apoptotik Bcl-2 genine ait ekspresyon seviyelerinin ise
kontrole kiyasla hem $B hem de TB ilave edilen 6rneklerde anlamli sekilde oldukga
azaldig1 gozlendi (Sekil 4.5.B). Bunlarin yani sira Bax/Bcl-2 gen ekspresyon oraninin
hesaplanmas1 yalnizca Bax geni ya da yalnizca Bcl-2 geninin ekspresyonlarinin
hesaplanmasindan daha o6nemli (Reed, 1997) oldugu disiiniilereck Bax/Bcl-2 gen
ekspresyon orani hesaplandi. Yapilan hesaplamalarda hem $B hem de TB ile inkiibe
edilen HT-29 hiicrelerinde Bax/Bcl-2 gen ekspresyon orani belirgin sekilde artis gosterdi
(Sekil 4.5.C).

Bunlara ilave olarak, apoptozu indiikleyen sitokrom-c gen ekspresyonunda, SB ve TB ile
inkiibe edilen gruplar kontrol grubuna nazaran énemli dl¢iide artig gosterdi (Sekil 4.5.D).
Dahasi, yine apoptotik kaspaz-9 (Sekil 4.5.E) ve kaspaz-3 (Sekil 4.5.F) enzimlerine ait
gen ekspresyon seviyeleri de SB ve TB ile muamele edilen 6rneklerde kontrol ile

kiyaslandiginda belirgin olarak yiikselis gosterdi.
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Sekil 4.5. HT-29 kolon kanseri hiicresinde KZY A’nin apoptoz ile ilgili gen ekspresyonu seviyesine etkileri.
Hiicreler deneysel grupta anlatildig1 iizere inkiibe edildi. (A) Proapoptotik Bax, (B) antiapoptotik Bcl-2, (C)
Bax/Bcl-2 orani, (D) sitokrom-c, (E) kaspaz-9 ve (F) kaspaz-3 gen ekspresyon oranlar1 kantitatif gercek
zamanli PZR analizi kullanilarak olgiilmiistiir. (SB= Sartlandirilmig Besiyeri; TB= Tasarlanmig Besiyeri;
CYT-C = sitokrom-c; KASP-9 = kaspaz-9; KASP-3 = kaspaz-3)

KZYA’den kaynakli apoptoz siirecini anlamada etkili olabilecegi disiiniilen
mekanizmalar gen transkripsiyonu seviyesinde degerlendirildi. Hiicrelerin apoptoza
gitmesi siirecinde mitokondriyal (intrinsik) yolak, mitokondrinin zar yapisinin bozulup

gecirgenliginin artmas: ve bunun sonucunda sitokrom-c'nin sitoplazmadaki miktarinin
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artmasini igeren en énemli mekanizmalardan bir tanesidir (Kim et al. 2015; Tartik et al.
2016). Intrinsik yolak ile apoptozun diizenlenmesinde yakindan ilgili genler ve onlarm
tiriinleri olan proteinler vardir. Bunlardan biri anti-apoptotik faaliyet gosteren Bcel-2'dir ve
sitokrom-c’nin sitoplazmadaki artisin1 engellemek suretiyle hiicreleri apoptoza karsi
korurken, digeri ise Bax’tir ve pro-apoptotik bir {iye olarak programlanmis hiicre
Olimiinii uyaran oOzellik gostermektedirler (Shabnam et al. 2004). Mitokondrinin
sitokrom-c’ye gecirgenligi, mitokondrideki porlarda bulunan Bcl-2 ve Bax proteinlerinin
translokasyonlariyla ilgili olarak degisim gostermektedir (Reed 1997; Jurgensmeier et al.
1998). Hiicredeki sitokrom-c rezervi apoptoz siirecinde 6nemli bir yere sahiptir ve Bcl-2
ile Bax proteinlerinin translokasyonu, sitoplazmada sitokrom-c miktarinin artmasina
neden olur. Sitoplazmada Apaf-1 ile birlesen sitokrom-c prokaspaz-9’un aktivasyonuna
yol agar ve aktive edilmis kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii aktive etmektedir (Kroemer et al.
1998; Avivi-Green et al. 2002; Kim et al. 2015; Tartik et al. 2016).

Gui and Shen (2016) e ait galismada KZYA’nin in vitro ve in vivo hiicre apoptozunu
diizenledigi sonuclar gdosterilmektedir. Doza baglhi KZYA’nin tiketiminin hiicre
apoptozunda rol oynayan genlerin mRNA seviyelerini nasil indiikledigi hipotezi test
edilmektedir (Gui and Shen 2016). Orta seviyedeki beslenme grubunda apoptotik
genlerin (kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, p53 ve Bax) ckspresyonlarinda ve Bax/Bcl-2
genlerinin ekspresyon oranlarinda anlamli derecede artis gozlenmektedir. Dolayisiyla,
orta seviyede tiketilen KZYA’nin, apoptozu diizenleyen genlerin ekspresyonunda

anlamli derecede degisiklige neden oldugu sdylenmektedir (Gui and Shen 2016).

Probiotik bakterilerin fermantasyonlari ile olusan ikincil metabolitlerden bazi KZYA
apoptoz sonucunda insan kolon kanser hiicrelerini 6ldiirebilirler (Jan et al. 2002). Bu
stireg ROS olusumunun artmasit ve devaminda LPO’nun yiikselmesi (Barrera 2012),
mitokondrial trans-membran potansiyelini diisiirmesi ve buna bagli olarak anti-apoptotik
Bcl-2 aktivitesini degistirmesi, kaspaz-3 aktivitesini artirmasi ve ¢ekirdekteki kromatin
stabilitesinin bozulmasini indiikklemesiyle gergeklesmektedir (Zoratti and Szabb 1995;
Marzo et al. 1998; Decaudin et al. 1998; Jan et al. 2002; Hofmanova et al. 2014).
Calismamizin sonuclarina gore, HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin KZYA’ne maruz

kalmasimin sonucunda intrinsik apoptoz yolagindaki apoptotik Bax, sitokrom-c, kaspaz-9
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ve kaspaz-3 genlerin ekspresyon seviyeleri yiikselme gosterirken, anti-apoptotik Bcl-2
gen seviyesinin diistiigli gozlenmektedir. Bu sonuglar, KZYA’nin HT-29 kolon kanseri

hiicrelerinde apoptotik bir rol oynayabilecegine dair mevcut kanitlar1 giiglendirmektedir.

4.6. KZYA’nin Apoptozla iliskili Proteinlerin Ekspresyon Seviyelerine Etkisi

KZYA’nin apoptotik etkilerinin molekiiler mekanizmalarini daha ayrintili olarak
incelemek igin apoptotik Bax ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonuna
odaklandik (Sekil 4.6.A). Bax proteininin ekpresyonunda hem $B hem de TB eklenen
hiicrelerde kontrole gore anlamli bir degisim olmadigi gozlendi (Sekil 4.6.Bl). Bcl-2
proteinine ait ekspresyon miktarlarinin ise kontrole kiyasla hem SB hem de TB ilave
edilen hiicre gruplarinda anlaml sekilde azaldigi gozlendi (Sekil 4.6.BIl). Bunlarin yani
sira Bax/Bcl-2 protein ekspresyon oranmin hesaplanmasi yalnizca Bax proteini ya da
yalnizca Bcl-2 proteininin ekspresyonlarmin hesaplanmasindan daha 6nemlidir (Reed,
1997) ¢iinkii bu orandaki artis mitokondrial porlarin agilarak sitokrom-c salinimina ve
bdylece apoptozun indiiklenmesine neden olmaktadir. Yapilan hesaplamalarda hem SB
hem de TB ile inkiibe edilen HT-29 hiicrelerinde Bax/Bcl-2 protein ekspresyon orani
belirgin sekilde artis gosterdi (Sekil 4.6.BII1). Bunlara ilave olarak, apoptozu indiikleyen
sitokrom-c protein ekspresyonunda, SB ve TB kontrol grubuna nazaran onemli 6lgiide

artisa neden oldu (Sekil 4.6.BIV).

Ayrica, apoptotik prokaspaz-9 enziminin ekspresyonunu arastirdik. Prokaspaz-9 enzimine
ait protein ekspresyon seviyesi SB ve TB ile muamele edilen 6rneklerde kontrol ile
kiyaslandiginda belirgin olarak diisiis gosterdi (Sekil 4.6.BV) bu sonug¢ prokaspaz-9
seviyesinin diiserek aktif kaspaz-9 seviyesinin yiikselmesi anlamina gelmektedir. Bu
sonuglar KZYA’nin HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde apoptotik rol oynayabilecegine

dair yeni kanitlar sunmaktadir.
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Sekil 4.6. HT-29 kolon kanseri hiicresinde KZYA’nin apoptoz ile ilgili proteinlerin ekspresyonu
seviyelerine etkileri. Hiicreler deneysel grupta anlatildigi izere inkiibe edildi. (A) Bax (23 kDa), Bcl-2 (26
kDa), sitokrom-c (15 kDa) ve prokaspaz-9 (46 kDa) protein seviyeleri ekspresyonunun Western blot
analizi. Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin (43 kDa) kullanildi. (B) HT-29 hiicrelerinin $B ile inkiibasyonu
Bax/Bcl-2 oranini ve sitokrom-c protein miktarini arttirdi bununla birlikte prokaspaz-9 miktarini digiirdi.
(1) Proapoptotik Bax, (I1) antiapoptotik Bcl-2, (111) Bax/Bcl-2 orani, (IV) sitokrom-c ve (V) prokaspaz-9
protein ekspresyon oranlar1 Graphpad analiz programi kullanilarak ol¢tilmiistiir. Veriler ortalama = SEM
(n: 3) ile sunulmustur. ***p <0,001 Kont vs SB, **p <0,01 Kont vs $SB, *p <0,05 Kont vs SB (SB=
Sartlandirilmig Besiyeri; TB= Tasarlanmis Besiyeri; CYT-C = sitokrom-c; ProKASP-9 = prokaspaz-9)

Caligmamizda KZYA’nin apoptoz siirecindeki etkilerini anlamada etkili olabilecegi
diistiniilen intrinsik yolak ayni1 zamanda translasyon seviyesinde de degerlendirildi. Bizim
caligmamizda da gerceklestigi lizere; probiotik bakterilerin fermantasyonlar1 ile olusan
bazit KZYA’nin apoptozda intrinsik yolak araciligiyla insan kolon kanser hiicrelerinin
cogalmasini engelledigi (Jan et al. 2002) ve ROS olusumunu artirarak LPO’yu yiikselttigi
(Barrera 2012), trans-membran gegcirgenligini etkileyerek anti-apoptotik Bcl-2 aktivitesini
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degistirdigi devaminda ise kaspaz-3 aktivitesini artirmasi ile apoptozu indiikleyebildigi
rapor edilmektedir (Zoratti and Szabb 1995; Marzo et al. 1998; Decaudin et al. 1998; Jan
et al. 2002).

Baz1 probiotik bakterilerin ve yag asitlerinin beslenme yoluyla alinmasi bu anti-timor
etkili bilesiklerin bagirsakta artirilabilmesi i¢in oldukc¢a 6nemli bir yoldur (Habermann et
al. 2013; Kahouli et al. 2015a). Bununla birlikte, bagirsaktaki bakteriyel fermantasyon ile
uretilen bazi KZYA’nin anti-inflamatuvar (Al-Lahham et al. 2010) ve anti-timér
(Kahouli et al. 2015b) etkilerinin oldugu gosterilmektedir. Bunlara ilaveten faydali
bakterilerden L. reuteri'nin sekonder metabolitleri araciligiyla insan bagirsak epitel
hiicrelerinde sinyal niikleer faktor-kB (NF-kB) niikleer translokasyon inhibisyonu yoluyla

anti-inflamatuvar etkilere aracilik edebildigi de gosterilmektedir (Ma et al. 2004).

Bir diger c¢alismada apoptoza direng gosteren kolon kanseri hiicresinde (Caco-2)
KZYA’nden biitiratin, anti-timoér ozellik gosteren bir madde olarak apoptozu
indiiklemesi test edilmistir (Ruemmele et al. 2003). Biitirat, pro-apoptotik Bak protein
ekspresyonunu artirirken anti-apoptotik Bcl-xL protein ekspresyonunu diigiirmiistiir.
Bunun sonucunda mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c'nin yer degistirmesi ile
prokaspaz-9, -3 ve -1’in sirasiyla aktive olup aktif kaspaz kaskadlarmin olugsmasi siireci
gergeklesmistir (Ruemmele et al. 2003). KZYA’nden olan biitiratin intrinsik apoptoz
yolaginda anahtar enzimler olan kaspaz-3 ve kaspaz-1 aktivasyonu ile Caco-2 hiicre

hattinda apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Ruemmele et al. 2003).

Khan and Kang (2017) galismalarinda, antikanser 6zellige sahip olan L. plantarum’un
kolon kanseri hiicrelerinde, morfolojik degisimlere, doz-bagimli olarak hiicrelerin
sayisinda azalmaya ve apoptotik hiicre 6limiine neden oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir.
Hiicrelerin 6limii siirecinde oksidatif hasar ve indirgenmis mitokondriyal zar
potansiyelinin kanserli hiicrelerde apoptotik hiicre oOlimiinii indiikledigi ileri
stirilmektedir. L. plantarum pro-apoptotik Bax't aktive ve anti-apoptotik Bcl-2'yi inaktif
ederek sonucunda da zayiflamis mitokondriyal membran potansiyeliyle sitokrom-c'nin
salinmasia neden olarak kaspaz aracili hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmektedir

(Khan and Kang 2017).
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Kanserli hiicrelerin apoptoz siirecinde kolonda gerceklesen fermantasyon firiinii olan
butirat ile indiiklenmesi kolorektal kansere karsi korunmada onemli bir mekanizma
olarak diisiiniilmektedir. Butiratin 6nemli bir etkisi histon deasetilazi inhibe etmektir,
boylece butirat bu enzimi inhibe ederek spesifik hiicre 6liim genlerinin baskidan
kurtulmasi ile apoptozu indiikleyebilir (Medina et al. 1997). Ayrica biitirat’in, proenzim
formundaki prokaspaz-3’iin aktif kaspaz-3’e doniistiiriilmesine yol agarak kolorektal
kanser hiicrelerinde apoptoz programini indiikleyebildigi gosterilmektedir (Medina et al.
1997). Dahast KZYA’nden olan butirat’in kolon kanseri hiicrelerinde apoptoza yol
acarken normal hiicrelerde apoptozu baskilayarak bu durumu gerceklestirmedigi de
onceki ¢alismalarda gosterilmektedir (Hague et al. 1995, 1997; Lim et al. 2010). Mevcut
sonuclara gére, HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin KZY A’ne maruz kalmasinin sonucunda
intrinsik apoptoz yolagindaki apoptotik sitokrom-c protein ekspresyonu ve Bax/Bcl-2
oraninda yiikselme gozlenirken, anti-apoptotik Bcl-2 ve prokaspaz-9 protein ekspresyon
seviyelerinin distigi gozlenmektedir. Tim bu sonuglar faydali bakterilerden L.
reuteri nin sekonder metabolitleri olan KZYA’nin HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde

apoptotik bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Probiyotikler ile yapilan c¢aligmalarda degisik model organizmalarda kolon kanseri ve
farkli kanser cesitlerinde bio-terapotikler olarak faydali bakterilerin kullanildigi ve
olumlu sonuglar alindigr (Lakritz et al. 2014; Kahouli et al. 2015a,b) dahasi
probiyotiklerden elde edilen bazi KZYA kanserli hiicrelerin 6liim oranini artirirken
normal hiicrelerde boyle bir sonuca neden olmadigr da gézlemlenmekdir (Hague et al.
1995, 1997; Lim et al. 2010). Calismamizda L. reuteri'den elde edilen KZYA, HT-29
hiicrelerinin 6liim oranlarini artirlp, ROS ve LPO seviyelerinde yiikselmeye ve bu
ylikselmeye bagli olarak mitokondrial membran zar yapisindaki apoptozu indiikleyen
Bax/Bcl-2 oraninda (Reed, 1997) hem mRNA hemde protein diizeyinde anlamli artig
gostermistir. Dahasi intrinsik apoptoz yolagi lizerindeki apoptotik sitokrom-c, kaspaz-9
ve kaspaz-3 ekspresyonlar1 da hem transkripsiyon hemde translasyon seviyesinde anlaml
sekilde artig gostermistir. Bu sonuglar probiyotiklerden L. reuteri ve bu tiirden elde edilen
bazi KZYA’nin kolon kanseri tedavisi ve gelisiminin engellenmesi siirecinde bio-

terapotikler olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
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4.7. KZYA’nin DNA Fragmentasyonu Uzerine Etkileri

HT-29 hiicrelerinin SB ve TB ile inkiibasyonu sonucunda genomik DNA’da her hangi bir

fragmentlesme yada par¢alanma gozlemlenmedi (Sekil 4.7).

Marker Kont SB

Sekil 4.7. HT-29 kolon kanseri hiicresinde KZY A’nin genomik DNA {izerindeki etkileri. Hiicreler deneysel
grupta anlatildig1 tizere inkiibe edildi. DNA'lar etidyum bromid eklenmis %0,8°lik agaroz jel elektroforezi
ile yirituldi. Jel Image Lab 5.2.1 yazihmu ile GelDocEZ'de goriintiilenmistir. (Kont= Kontrol; SB=
Sartlandirilmig Besiyeri; TB= Tasarlannug Besiyeri; Mar= molekiiler agirlig1 bilinen markdr)

DNA fragmentasyon deneyleri genomik DNA'nin hiicre homojenatindan elde edilerek
agaroz jel elektroforezi sonucunda karakteristik bir "DNA merdiveni" ortaya g¢ikarir ve
merdivendeki her bir bant yaklagik 180 baz cifti ile boyut olarak ayrilir (Elmore 2007).
Bu metodoloji hacim basma yiiksek sayida apoptotik hiicre bulunan doku ve hiicre
kiiltiirleri icin yararhidir. Ote yandan, diisiik sayida apoptotik hiicre bulunan vakalarda
“DNA merdiveni” seklinde fragmentlesme goriilemeyecegi igin 6nerilmez. Bu deney igin
bir baska dezavantaj daha vardir. DNA pargalanmasi, apoptozun son evresinde meydana
geldiginden, bir DNA merdiveninin olmamasi, hiicrelerin erken apoptoz gecirme
potansiyelini ortadan kaldirmaz (Elmore 2007) Mevcut sonuglardaki fragmentlesmenin

gozlenememesi bu sebeplerle iliskilendirilebilir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alisma ile probiyotiklerin anti-proliferatif ve pro-apoptotik faaliyetleri agiklanarak
probiotikler ve tedavi amacgli mikrobiyoloji ac¢isindan yeni bir sonug¢ agikliga
kavusturuldu. Calismamizda L. reuteri nin tiretmis oldugu KZYA ve diger metabolitlerin
insan kolon kanseri hiicreleri iizerinde ROS olusumu ve LPO seviyesinde meydana
getirdigi degisiklikler ile mitokondrial apoptoz yolagindaki etkileri gen ve protein
ekspresyonu diizeyinde gézlemlendi. Calisma i¢in farkli deney gruplar tasarlandi ve bu
gruplar normal besiyerinin uygulandigi kontrol grubu, bakteri hiicrelerinin igerisinde
yetistirilerek elde edilen sartlandirilmig besiyeri grubu ve sartlandirilmis besiyerinden
dort farkli KZYA’nin miktarlarinin 6l¢iilerek normal besiyerine eklendigi tasarlanmis
besiyeri grubu olarak adlandirildi. Boylece HT-29 hiicrelerinin ¢ogalmalar1 ya da
Olmeleri, ROS ve LPO iiretim seviyeleri ile mitokondrial apoptoz yolag: iizerindeki
karsilagtirmali etkileri mRNA ve protein seviyeleri Ol¢iilerek belirlendi. Sonug olarak L.
reuteri den elde edilen KZYA, HT-29 hiicrelerinin 6lim oranlarimi artirirken, ROS ve
LPO iiretimide yiikselmis ve mitokondrial apoptoz yolag: iizerindeki ilgili genlerin hem
transkripsiyon hemde translasyon seviyesinde anlamli sekilde degistigi gézlemlendi. Bu
sonuglar 1s181inda probiyotiklerden L. reuteri ve bu tiirden elde edilen bazi KZYA’nin
kolon kanseri tedavisi ve gelisiminin engellenmesi siirecinde bio-terapotikler olarak

kullanilabilecegi agikliga kavusturulmustur.

Tez ¢aligmasi siiresince yapilan literatlir taramalar1 ve deneyler esnasindaki gézlemler
caligmanin sonrasinda yapilabilecek c¢esitli yenilik Onerilerini ortaya koymaktadir.
Calismanin devaminda oncelikli olarak benzer deneylerin farkli model organizmalarla
gerceklestirilmeside gerekmektedir. Bunlarin yani sira deneylerin tasarlanmasinda hiicre
kiiltiirii deneylerinde organizmanin yetistirildigi besiyerinin uygulanmasinin beraberinde
bakteri hiicreleri ve kanserli hiicre hatlar1 es zamanl ayni ortamda yetistirilmelidir ve

boylece farkli etkiler ve sonuglar elde edilebilir.
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Yapilan ¢alismanin daha ileri sathasi olarak molekiiler biyoloji ve genetik temelli yeni
deneyler (6rnegin miRNA array deneyleri) eklenerek probiyotiklerin kanser {izerindeki
etkileri daha detayli olarak ortaya ¢ikarilmalidir. Ayni1 zamanda kanserin tedavi edilmesi
ve ilerlemesinin durdurulmasinin ¢alisilmalar1 agisindan apoptotik yolaklar tizerinde
farkli yolaklar (6rnegin ekstrinsik yolak, otofaji ve apoptoz arasindaki iligkiyi ortaya
cikaracak alternatif yolaklar) tercih edilerek sonuclar daha ¢esitlendirilmelidir. Tiim
bunlarin yanisira probiyotiklerin biyolojik olarak Onemleri konusunda gerekli

mikrobiyom g¢alismalarinin ¢esitlendirilerek ¢ogaltilmasi gerekmektedir.
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