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Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus pentosus TURLERINDEN
ELDE EDILEN BAZI KISA ZINCIRLi YAG ASITLERININ
ANTIMIKROBIYAL ve KEMOTERAPOTIK iLACLA
INDUKLENMIS INSAN NORON HUCRELERINDE (SH-SY5Y)
KORUYUCU ETKILERININ INCELENMESI

OZET

Diinya lizerinde en fazla mortalite oranina sahip hastaliklardan biri olan kanser, insan
yasaminin her evresinde baglayabilen genetik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Kanser hiicrelerini anlayabilmek icin kanser olmayan hiicrelerin mekanizmasini anlamak
onemlidir. Giiniimiizde kanserin tani ve tedavi yontemlerinin gelismesiyle birlikte,
hastanin yasam Kkalitesi ve siiresi uzamaktadir. Kanserin tedavisinde radyoterapi,
kemoterapi, immunoterapi, sinyal iletim sistemi inhibitorleri, gen tedavisi, anjiyogenez
inhibitorleri ve cerrahi yontemler uygulanmaktadir. En yaygin kullanilan tedavi sekli ise
kemoterapidir. Kemoterapi ilaglarinin yaygin kullanimi ve artan doz miktari birgok organ
toksisitesine sebep olmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin olumsuz etkileri
bir¢ok calisma ile gdsterilmistir. Hastanin hayat kalitesini arttirmak ve tedavinin seyrini
olumlu etkilemek icin organ hasarini minimum diizeyde tutabilmek oOnemlidir. Bu
dogrultuda kemoterapétiklerle kombine kullanilan Kisa Zincirli Yag Asitleri (KZYA) ile
hiicre hasar1 minimum diizeye diisiiriiliip antitimoéral etki calismalar1 yapilmaktadir.
Probiyotik mikroorganizmalarin hiicre zar yapilari, sentezledikleri laktik asit, biitirik asit
ve asetik asit gibi organik asitler, proteolitik aktiviteleri ve KZYA gibi ozelliklerinin
antioksidan aktiviteyi arttirdigi, serbest radikal oksijen tiirlerinin olusumunu azalttigi
gosterilmistir. Yapilan bu tez ¢aligmasinda laktik asit bakterileri tarafindan {iiretilen bazi
KZYA’nin bir kemoterapotik olan karboplatin ile hasara ugratilmis néron hiicreleri
tizerindeki ROS ve LPO seviyelerinde olusturdugu degisiklikler ile gen ekspresyon
seviyeleri incelenmistir. Sonu¢ olarak L. plantarum ve L. pentosus bakterilerinden
sentezlenen bazi KZYA’nin, karboplatin hasarina karsi hiicreyi koruyucu yonde
etkilerinin oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karboplatin, KZY A, laktik asit, propiyonik asit, biitirik asit.
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ANTIMICROBIAL EFFECTS OF SOME SHORT CHAIN FATTY
ACIDS OBTAINED FROM Lactobacillus plantarum and Lactobacillus
pentosus and THEIR PROTECTIVE EFFECTS ON
CHEMOTHERAPUTIC DRUG-INDUCED HUMAN NEURONAL
CELLS (SH-SY5Y)

ABSTRACT

Cancer, one of the diseases with the highest mortality rate in the world, is defined as a
genetic disease that can start at any stage of human life. In order to understand cancer
cells, it is important to understand the mechanism of non-cancerous cells. Today, with the
development of the diagnosis and treatment methods of cancer, the patient's quality of life
and duration is prolonged. Radiotherapy, chemotherapy, immunotherapy, signal
transmission system inhibitors, gene therapy, angiogenesis inhibitors and surgical
methods are used in the treatment of cancer. The most common form of treatment is
chemotherapy. Widespread use of chemotherapy drugs and increasing doses cause many
organ toxicities. The negative effects of drugs used in cancer treatment have been shown
in many studies. It is important to keep organ damage to a minimum in order to increase
the patient's quality of life and positively affect the course of treatment. In this direction,
cell damage is minimized with short-chain fatty acids (SCFAS) used in combination with
chemotherapeutics, and antitumoral effect studies are carried out. It has been shown that
properties of probiotic microorganisms such as cell membrane structures, synthesized
organic acids such as lactic acid, butyric acid and acetic acid, proteolytic activities and
SCFAs increase antioxidant activity and reduce the formation of free radical oxygen
species. In this thesis, the changes in ROS and LPO levels and gene expression levels on
neuron cells damaged by carboplatin, a chemotherapeutic, produced by SCFAs produced
by lactic acid bacteria were investigated. As a result, it has been shown that SCFA
synthesized from L. plantarum and L. pentosus bacteria has cell-protective effects against
carboplatin damage.

Keywords: Carboplatin, SCFA, lactic acid, propionic acid, butyric acid.



1. GIRIS

1.1. Kanser

Diinya lizerinde en fazla mortalite oranina sahip hastaliklardan biri olan kanser, insan
yasaminin her evresinde baslayabilen genetik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Clare
et al,, 2018). Kanser, saglikli hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalan sagliksiz hiicrelere
doniismesi olarak tanimlanir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ’ne gore kanser, dliimiin
birincil sebepleri arasinda gosterilmektedir (Can, 2017). Insan viicudu, gerektigi zaman
yenilenmesi i¢in boliinme geciren hiicrelerden meydana gelmektedir. Bu saglikli hiicreler
sagkalim, bliylime ve yayilimi1 kontrol eden genlerin asiri ekspresyonu sonucu kanser
hiicresi formuna geger. Kanser hiicrelerini anlayabilmek icin kanser olmayan hiicrelerin
mekanizmasin1 anlamak oOnemlidir. Normal bir sekilde biiyiiylip gelisen viicut
hiicrelerinin zarar gérmesi ya da yaslanmasi halinde yerini yeni hiicreler alir. Kimi zaman
bu dongii yolunda gitmeyebilir, hiicre DNA’s1 hasar gérmiis olabilir. Bu noktada ya hiicre
¢ogalmasinin ya da apoptozun azalmis hizi karsimiza kanser hiicresi olarak ¢ikmaktadir
(Akbulut ve Akbulut, 2005). Cogalma sinyalleri ile boliinebilen saglikli hiicreler belirli
mutasyonlar sonucunda bu kontrollii boliinme yetenegini kaybeder. Kontrollii boliinmeyi
saglayamayan bu hiicrelerde genellikle hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde bir kusur
mevcuttur. Biitiin kanser hiicrelerindeki ortak benzerlik, hiicre eslenmesi iizerindeki
kontroliin yitirilmesidir ve bu kontrolsiiz ¢ogalmanin mekanizmasini anlayabilmek i¢in
saglikli hiicrelerdeki dongiiniin incelenmesi gerekmektedir. Hiicre dongiisi DNA’nin
mitoz boliinmesi ve hiicrenin kontrollii faaliyetleri olarak tanimlanabilir. Normal hiicre
siklusunda GO, G1, S, G2 ve M faz1 yer almaktadir. GO dinlenme fazidir ve farklilagmis
hiicreler biliylime faktoriiyle uyarildig: siirece bu sathada bekler. G1 fazi gesitli biiylime
faktorleri tarafindan denetlenir, hiicre bu evrede DNA sentezi i¢in hazirlanmaktadir. S
sathasinda DNA kendini esler ve kopya sayisi iki katina ulasir. DNA eslenmesinden
sonra G2 safhasi baslar (Lodish, 2001; Park et al.,, 2002). Hiicre béliinmesinin
gerceklestigi faz M fazidir ve mitozdan sonraki dongii G1, S, G2 seklinde tekrar
etmektedir (Vermeulen et al., 2003; Kumar, 2005).
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Sekil 1.1. Hiicre dongiisiinde kontrol noktalarinin islevleri (Kahraman ve Karahan, 2018). G1-S noktasinda
hiicre kendi boyutunu takip ederek DNA'nin hasar goriip gormedigine karar verir. G2-M kontrol noktasi
burada DNA replikasyonu tamamlanmadik¢a mitozun baglamasini 6nlemektedir. M kontrol noktasinda ise,
DNA replikasyonunda, DNA onariminda, kromozom diizenlenmesinde hata ya da sapma olursa, hiicre
dongiisii kosullar diizelinceye kadar durdurulur ve bu sekilde mutasyon sayisinda artis ve g¢ogalan
hiicrelerdeki biriken kromozomal temelli anormalliklerin 6niine gegilmis olur

Saglikli hiicrelerde hiicre dongiisii S fazina girmeden onceki ge¢ G1 fazinda, G2/M
gecisinde ve M kontrol noktasinda denetlenir. Her bir denetleme noktasinda dongiiniin
ilerlemesi veya durmasi ilgili proteinlerce saglanir. Kinaz ve siklin ad1 verilen bu protein
ailesi dongiideki kararlarin verilmesinden, hedef proteinlerin segilip fosforile
edilmesinden sorumludurlar. Ge¢ G1 fazi ilk kontrol noktasidir ve hiicrelerin G1 fazindan
S fazina gecis silirecinde DNA’nin hasarli olmamasi gerekmektedir. Herhangi bir hasar
durumunda hiicreler kontrol noktasinda onarim gergeklesinceye kadar bekletilir. Hasar
onarilamaz ise G1 fazi p53 proteinin aktivasyonuyla uzar. p5S3, DNA hasar1 sonras1 TP53
geni tarafindan kodlanan bir transkripsiyon faktoriidiir (Cabadak 2008; Kastan et al.
2004). Hasar tamir edilinceye kadar hiicre dongiisiinii durdurup tamirine olanak tanir eger
tamir onarillamayacak diizeyde ise hiicrenin apoptozise girmesini saglar. Kontrolsiiz

boliinen hiicrelerdeki genetik hasarin baglica sebebi arasinda hiicre dongiisiinde kontroliin



herhangi bir basamakta bozulmasi sebebi olarak mutasyonlar gosterilmektedir (Figkin,
2002).

Saglikli hiicre ve kanser hiicresi arasindaki en temel farklardan biri, normal hiicreler
ortamdaki biliylime faktorlerinin belirledigi sayiya ulagsana kadar boliiniip GO evresinde
gegici bolinme evresinden ayrilirlar. Kanser hiicrelerinde ise otokrin uyarimla
boliinmeleri icin ihtiya¢ duyduklar1 biiylime faktorlerini sentezleyebilme yetenegi

kazanmislardir ve bu sayede sinirsiz boliiniirler (Cooper et al., 2004; Liileyap, 2008).

| DNA damage ‘ Replication fork arrest

ATM activation, ATR re-localization
re-localization

Mediators, transducers, effectors

Modulation of cell fate

Cell cycle arrests, DNA repair, chromatin remodelling, apoptosis

}

| Genomic instability

Y
Cancer

Sekil 1.2. Hiicrede DNA hasar1 ve replikasyon hatalar1 ile beraber kanser olusumu (Michael et al., 2004)

Ozetle, saglikli hiicrelerin DNA dizisinde meydana gelen hasarli niikleotitleri normal
olanlartyla degistirme ya da tamir olmasi miimkiin degil ise hiicrenin apoptoz
mekanizmasiyla hatalar1 belirleyip ortadan kaldirmaya yonelik calisan bir sisteme
sahiptir. Kontrol noktalar1 genetik hasarlarin olugmasinin Oniline gegecek hatalari
saptayarak DNA’nin dogru ve tam eslenmis halde dongliye devam etmesine olanak
saglar. Buna karsin kanser hiicrelerindeki baglant1 ve sinyal yolaklarinin hasarina ragmen
hizl1 bir ¢ogalma ve biiylime s6z konusudur.

Bu biiyiimede baslica 4 mekanizma rol oynamaktadir (Hanahan, 2000):

1. Apoptoz mekanizmasindaki bozulmalar,



2. Hiicrelerin ¢ogalmasini kontrolsiiz sekilde uyaran genetik hasarlar,
3. Timor stipressor genlerdeki hatalar
4, TUmor anjiyogenezis siireci

Viicutta bazi hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasiyla ortaya c¢ikan kanserin gesitli
tiirleri bulunmaktadir. Anormal olarak biiyiiyen ve ¢ogalan hiicreler bir araya gelerek
dokularda tiimor olustururlar. Bu tiimorlerin metastaz yapabilme yetenegi dikkate
almarak iki sekilde incelenirler; bening ve malign. Bening tiimorler smirli biiylime
ozelligine sahip ve metastaz yetenegi olmayan iyi huylu timorler olarak adlandirilirlar.
Bu tiimdrler genellikle yavas biiyiir ve koken aldiklar hiicrelerin 6zelliklerini yansitirlar.
Herhangi bir dokuda olusabilen bu tiimorlerin hiicre membrani diizenlidir. Malign
tiimorler ise diger doku ve organlara ¢ok hizli metastaz ya da invazyon yapabilmektedir.
Ayn1 zamanda malign tiimorler viicutta uzak organ ve dokulara yayilma riski tagidigi i¢in

tedaviyi oldukca sinirlamaktadir (Bertram, 2001; Cooper et al., 2004).

Tiimorler meydana geldikleri hiicreye gore gruplandirilmaktadir. Bunlar karsinomlar,
lenfomalar ve sarkomlardir. Karsinomlar insan kanser tiirlerinin %90’m1 olusturmakta
olup epitel hiicrelerden kaynakli olan tiimorlerdir. Lenfoma ya da 16semi, kan ve immun
sistem hiicrelerinde gelisebilmektedir. Insan kanserleri i¢inde %7’lik bir orana sahiptir.
Sarkomlar ise kas, kemik ve fibréz doku gibi bag doku hiicrelerinde goriilebilen solid bir

tiimor ¢esididir (Cooper et al., 2004).

Giinlimiizde kanserin olusum nedenleri hala net olarak bilinmemekle beraber fiziksel,
kimyasal, karsinojenler ve viral kaynakli olabilmektedir. DNA tamir mekanizmasindaki
bozulmalar, DNA metilasyonu ve DNA’nin genetik istikrarsizlifi gibi epigenetik
faktorler de kanser olusumunda rol oynamaktadir (Burkitt, 2017). Benzer morfolojileri
olan kanser hiicrelerinin genetik yapilar1 ve 6zellikleri ayni olmayabilir. Bu morfolojik
benzerlige ragmen verilen medikal tedavi bireyden bireye farkli etkiler gdstermektedir.
Kanser onemli saglik problemi olup sistemli bir tedavi siireci, kanserin ortadan
kaldirilmasinda 6nemli olgulardandir. Kanser olusumu ve stirecinde farkli mekanizmalar
gozlendiginden tedavi siirecinde; kanserin tiirli, kanserli dokunun konumu ve gelisim

stireci, tedavide izlenen yol gibi farkli etmenlere gore farkli tedavi sekilleri tercih



edilmektedir. Giliniimiizde kanserin tani ve tedavi yontemlerinin gelismesiyle birlikte,

hastanin yagam kalitesi ve siiresi uzamaktadir.

Kanserin tedavisinde radyoterapi, kemoterapi, immunoterapi, sinyal iletim sistemi
inhibitorleri, gen tedavisi, anjiyogenez inhibitorleri ve cerrahi yOntemler
uygulanmaktadir. Viicuttaki kanser hiicrelerinin teshisi ile hastaya uygun tedavi sekli
belirlenir. Biyolojik yontemler ve hormon tedavileri ise daha az siklikta kullanilmaktadir.
Bu yontemler kanserin evresine ve tiiriine gore tek basina uygulanabilecegi gibi beraber
de tercih edilebilir. En yaygin kullanilan tedavi sekli ise kemoterapidir (Mariah-Singh et
al., 2018; Wadhawan et al., 2019).

1.2. Kemoterapi ve Kullanilan ilaclar

Kanser ve tedavisine iligskin bilinen en eski kaynaklardan biri olan Edwin Smith papiriisii,
tahmini olarak milattan énce (M.0.) 1600 yillarinda yazilmis ve Misir’da bulunmustur
(Temel, 2015). Papiriiste kanser sozciigi kullanilmamis olup bu kullanimi Hipokrat’in
hayata gecirdigi disiiniilmektedir (Hadju, 2011; Lilienfeld et al., 2011). O dénemden
giiniimiize gelen siirede Kanser ve olusum mekanizmalart ile ilgili birgok varsayim ortaya
cikmus, tedavide yeni gelismeler kayit altina alinmistir. Bu gelismelerin i¢inde 20. yiizyil
baslarinda kimyasal ilaglarin farmakoterapdtik kullanimi ile alakali sistemli ¢aligmalarin

baslangic1 ve “kemoterapi” kavraminin tanimlanmasi gelmektedir.

Kemoterapi kelimesi ilk kez Paul Ehrlich tarafindan kullanilmistir. 1 ve II. Diinya
Savasinda Ingiltere tarafindan kullanilan alkilleyici ajanlar ilk kemoterapétik ilag smifint
olusturmaktadir. II. Diinya Savasinda bu ilaglara maruz kalanlarda lenfoid hipoplazisi
saptanmis ve sonrasinda hemotolojik neoplazmalarda bu ajanlarin uygulanmasi s6z
konusu olmustur (Chu et al., 2001). Kemoterapi, hiicresel boliinme hizinin gok yiiksek
oldugu kanser hiicrelerini 6ldiirme prensibiyle g¢alisir. Kemik iligi, kil folikiilleri ve
sindirim sistemi hiicreleri gibi bazi saglikli hiicrelere de zarar verip 6ldiiriicii oldugu
bilinmektedir. Kemoterapi biitiin viicutta etkindir, birincil ve ikincil tim tiimorler
alanlarin1 ortadan kaldirir. Bu dogrultuda kullanilan ilaglar oral, intravendz, intratumoral

ve topikal yollarla viicuda wverilebilir. Kemoterapide kullanilan ilaglar sadece



uygulandiklart doku ya da hiicrelere spesifik etkiden yoksundur ve bu nedenle kanser
olmayan saglikli hiicrelerde de ciddi hasara sebep olur (Won, 2007). Kemoterapotik
ilaglarin ¢ogu, hiicre siklusuna bagimli ve asir1 biiylime hizina sahip kanserli dokulara
kars1 daha etkin olmaktadir. Bu ilaclarin ¢alisma prensibi ya bir ilag uygulamasiyla kisith
miktarda hiicre oldiirerek faza 6zgiidiir ya da hiicre siklusundan bagimsizdir. Daha ¢ok
kanser hiicreleri lizerinde yogunlasan bir etkiye sahip olan kemoterapi ilaglar1 ‘anti
kanser’ ilaglar olarak da tanimlanmaktadir. Uygulanan kemoterapinin amaci kanser
turtine gore farklilik gosterebilmektedir. Tedavide baslica amag; varolan kanser tiiriinii
tedavi etmek, kanserli hiicre veya dokunun biiyliylip yayilmasinin 6niine gegmek ve
hastanin hayat kalitesini iyilestirmek seklindedir. Farkli mekanizmalar ile viicutta is
gorebilen bu kemoterapi ilaclar1 alopesi (sa¢ dokiilmesi), kemik iliginin baskilanmasi gibi
bircok yan etkiye neden olabilmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin etki

mekanizmalar1 gore;

- DNA islevini bozarak etki gdsteren grup,

- DNA-RNA sentezinde bu molekiillerin yerine gegerek etki gosteren grup,

- Hiicre yapisindaki serbest elektronlara kovalent baglanip etki gosteren grup,

- Mikrotiibiillerin polimerize ve depolimerize formlar1 arasindaki baglantiyr bozarak etki
gosteren grup,

- Hormon uyarist ile sitoplazma reseptdrlerine baglanip biliylime ve gelisme hizinm

azaltarak etki gosteren grup seklinde siralanabilir (Wong, 2007).

Tablo 1.1. Kemoterapide kullanilan fonksiyonel gruplar ve ilaglar

Antimetabolitler Antibiyotikler Alkilleyici Ilaclar
Sitarabin Bleomisin Korbustin ve Lomustin
Fludarabin Daktinomisin Siklofosfamid
5-florourasil Doksorubisin Mekloretamin
6-merkoptopiirin Plikamisin Streptozotosin
Metotraksat Karboplatin
6-tiyoguanin Steroid Hormonlar ve Antagonistler

Aminoglutemidler

Mikrotiibiil inhibitorleri Flutamid
Novelbin Prednizon
Paklitaksel Loprolid

Vinblastin




Tabloda verilen ilaglarla beraber tiim kematerapotiklerin sadece malign tiimorleri
etkilemesi amaglanir. Ancak kullanilan bu ilaglar spesifik olarak kanser hiicrelerine etki

etmemekte ve ayni zamanda prolifere olan tiim saglikli hiicrelere de zarar verebilmektedir

(Hitchings, 2001).

1.2.1. Karboplatin

Karboplatin, cisplatin bagimliligina karst gelistirilen, hiicresel bolinme ve gelismeyi
engelleyen (antineoplastik) bir kemoterapi ilacidir (Ruggiero et al., 2013). Ikinci
jenerasyon platin grubundan olan bu kemoterapdtigin kimyasal yapisinda cisplatinden
farkli olarak platinum atomu etrafinda siklobiitan-dikarboksilat grubu bulunmaktadir. Bu
durum molekiiliin suda daha hizli ¢ézlinmesini ve hidrolizinin daha yavas olmasini saglar

(Van der Vijgh, 1991).

Antineoplastik bir ilag olan karboplatin, hiicrenin boliinmesini ve gelisimini engelleyici
sekilde c¢alisir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina engelledigi gibi zincirler aras1t DNA
capraz-baglanma olusturarak DNA'nin islevini bozar. Bu durum hiicre dongiisiinde
spesifik olmayan bir etkidir. Bunun sonucunda karboplatin kanser hiicrelerinin viicuttaki
gelisimlerini ve yayilimlarimi1 yavaslatir. Karboplatin, DNA sarmalindeki guanin bazlari
ile capraz baglanip tiimoriin biiylimesine engel olur. Bu durum sonucunda hiicre ¢ogalma

ve bilylime islevini yitirir (Unger, 2009).

Karboplatin, icerdigi platin grubu ile kromatin icerisindeki DNA’ya baglanip DNA’nin
niikleozom yapisinin yeniden diizenlenmesini saglamaktadir. Plantinyumun niikleozom
yapisina uygunmus gibi davranmasina karsin aslinda DNA'min yapisim1 bozarak kanser
hiicrelerinin biiyiimesini, gelismesini ve ¢ogalmasini engelledigi gosterilmistir (Chen,

2010).

Karboplatin; hepatoblastom, retinablastom, yumurtalik kanserleri, bazi beyin kanseri
tiurlerinde, akciger kanseri gibi kanserlerin tedavisinde kemoterapotik olarak

kullanilmaktadir (Ruggiero, 2013).
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Sekil 1.3. Karboplatin’in yapist (Rose, 2008)

Kemoterapi ilaglarinin yaygin kullanimi ve artan doz miktar1 bir¢ok organ toksisitesine
sebep olmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin olumsuz etkileri bir¢ok ¢alisma
ile gosterilmistir. Platin grubu ilaclarda sik karsilagilan yan etkiler nétropeni, kemik iligi
baskilanmasi ve anemidir (Gebbia et al., 2008). Karboplatinin bdbrek ve karacigerde
yiikksek diizeyde organ toksisitesi yapabildigi, periferal norotoksisiteye yol agtigi
bilinmektedir (Chabner et al., 1996). Bu kemoterapdtigin mide epitel hiicreleri tizerindeki
etkisi, bobrek toksisitesi ve norotoksisitesi diger platin grubu ilaglara gére daha az
olmakla beraber trombosit diizeyini diisiiren (Salmon et al., 1995), pulmoner toksisite
(Kayaalp et al., 2000), alopesi (Carles et al., 2000), mukozit (Welborn et al., 1995),
haliisinasyon (Chu et al., 1993) ve kanli idrar yolu enfeksiyonlarina (Ettinger et al. ,1993)

sebep oldugu yapilan ¢aligsmalarla ortaya konulmustur.

Ettinger ve arkadaslar1 (1986), karboplatin uygulanan rekiirren ALL’li ¢ocuklarda
karaciger ile bobrek fonksiyonlarinin bozulmasmi nadiren gozlemlemisler, ancak
Welborn et al., refrakter AML’li yetigkin hastalarda karboplatin uygulamasinin
sonucunda bunlardan fatal seviyede toksisite ortaya ¢iktigini, bu hastalarin intraserebral
kanama, enfeksiyon, karaciger ve bobrek yetmezligi sebebiyle o6ldiigiinii rapor

etmislerdir.

Kemoterapide kullanilan bu ilaglar, hiicrelerde mitozu bozarak etkisini gostermektedir
(Moschovi et al., 2015; Tanha et al. 2016). Hiicrelere verdikleri bu zarardan dolayi
‘sitotoksik’ olarak tanimlanmaktadir (Clegg et al., 2002). Verdigi bu zarar saglikli

hiicreler lizerinde c¢esitli farklilasmaya ve islevsel bozulmalara sebep olmaktadir.



Kemoterapide kullanilan ilaclarmin her zaman beklenen iyilesmeyi saglamasi miimkiin
olmayabilir. Kemoterapi ilaglar1 hastanin bagisiklik sistemine etkisinden Otiirli, tedavi
esnasinda hastanin diger hastaliklara kars1 direnci diismektedir (Jemal et al., 2006). Platin
grubu bir kemoterapdtik olan karboplatin, yutuldugunda zehirlidir ve teneffiis etme veya
deri ile temasinda toksik etki yaratabilirken lireme kusurlarina da sebep olabilmektedir.
Karboplatin ve tiirevi kemoterapi ilaglar1 bobrek ve karaciger gibi organlarda ciddi
hasarlara yol agsa da kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Hastanin hayat kalitesini
arttirmak ve tedavinin seyrini olumlu etkilemek i¢in organ hasarini minimum diizeyde
tutabilmek onemlidir. Bu dogrultuda kemoterapoétiklerle kombine kullanilan kisa zincirli
yag asitleri (KZYA) ile hiicre hasar1 minimum diizeye distirilip antitimoral etki
caligmalar1 yapilmaktadir (Rizk et al., 2009). Calismalar gosteriyor ki, KZYA’leri
antioksidan ve antikanser bilesik iiretiminden dolayr kanser hiicrelerine karst birer

biyoterapdtik alternatifi olarak kullanilabilmektedir (Darendelioglu et al., 2017).

1.3. Apoptozis

Gelismis canlilarda hiicrelerin kendi otonom sistemleri ile ihtiyag duyulmayan ve
aktivitelerini yitirmis hiicrelerin yok edilmesi apoptozis olarak adlandirilir (Cohen, 1998).
Canli sistem siirekli bir dongii halindedir. Baz: hiicreler sentezlenirken bazi hiicreler ise
apoptozise ugrar ve bu sekilde dongii devam eder. Dolayisiyla apoptozis enerji ihtiyact
duyan ve canlida var olan i¢ dengeyi koruyabilen bir faaliyettir (Coskun et al., 2011).
Apoptozun organ biiyiikliklerinin korunmasinda, i¢ dengeyi saglamada ve tamir
stireglerinde nitelikli islevleri vardir (Sjostrom et el., 2001). Canli organizmalarda birgok
hiicre her saniyede viicuttan uzaklastirilirken bunlarin yerine yenileri gelmektedir.
Apoptozis ile hiicre yikimi gerceklesirken mitoz ile hiicre yapimi ger¢eklesmektedir ve
bu sekilde kontrollii bir denge saglanmistir (Erdogan et al., 2003).

Birbiri ardina gelen olaylar dizisi olan apoptoz, hiicre i¢inden veya disindan gelebilecek
sinyaller ile baglatilir.

Bu olaylar dizisi;

0 Apoptozun baslamasi,

¢ Hiicre i¢in proteaz (kaspaz) aktivayonu,
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¢ Hiicrede ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olugmasi,

¢ Fagositoz.

1.3.1. Mitokondri /sitokrom-c aracih apoptozis

Mitokondri mevcut hiicresel faaliyetlerinde ATP sentezi igin sitokrom-c bulundurur.
Mitokondrial stres halinde sitokrom-c serbest forma gegerek apoptotik hiicre 6liimiinde
kaspaz-3 aktivasyonu i¢in onemli rol oynar (Crowe et al., 1997; Lou et al., 1998; Li et al.,
2000; Lu et al., 2000; Takagi et al., 2003). Apoptotik proteaz aktive edici faktorler olan
Apaf-1 ve kaspaz-9 mitokondri araciligiyla bulunmaktadir (Liu et al., 1997; Hu et al.,
1999; Krajewski et al., 1999). Prokaspaz-9’un aktivasyonu, sitokrom-c ve Apaf-1
kofaktoriiniin aktive edilmesinin ardindan gerc¢eklesmektedir. Aktive edilen kaspaz-9
ardindan kaspaz-3’ii aktive ederek, diger kaspazlarin aktivasyonunu saglar (Krajewski et
al., 1999; Keane et al., 2001). Hiicredeki mitokondrinin dis membraninda Bcl-2 proteini
bulunmaktadir (Newton et al., 1998; Choi et al., 2001). Bcl-2 proteini mitokondride
catlaklar olusturarak Apaf-1 ve sitokrom-c salinimina neden olur. Bu sekilde proteinler
kaspaz-9 molekiillerine baglanir (Hu et al., 1999; Krajewski et al., 1999; Takahaski et al.,
1999). Kaspaz-3 terminal ug¢ olmasi, bu proteolitik aktivite ile kromozomal DNA’nin
bozulmasini, sitoplazmada bazi proteinlerin  sindirimini ve hiicresel fagositozun
gerceklestirilmesini saglamaktadir (Newton et al., 1998; Nakatsuka et al., 1999; Takagi et
al., 2003).
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Sekil 1.4. Hiicrenin apoptozise ugramasini saglayan i¢ yolak ve dis yolak (Benedito et al., 2020)

1.4. Laktik Asit Bakterileri ve Kisa Zincirli Yag Asitleri

1901 ylinda Beijerrick tarafindan tanimlanan Lactobacillus cinsinin 135 tiir ve 27 alt tiirii
bulunmaktadir. Laktik asit bakterileri ilk olarak siitten izole edilmistir (Sandine et al.,
1997). Disiik C+G igerigine sahiptirler. Karbonhidrat fermentasyonunun son ana
driinlerinden olan laktik asidi sentezleyen bu bakteriler katalaz negatif, Gr (+), spor
olusturmayan, ¢ubuk, kok ya da kokabasil seklinde bulunmaktadir (Ahrne et al., 1998;
Turantas et al., 1998). Morfolojik olarak belli sartlar altinda spiral form olusturabildikleri
gibi ¢ogunlukla diiz ¢ubuk seklindedirler. Taksonomik olarak Firmictes subesinin Bacili
takiminin Lactobacillales cinsindendir (Wright et al., 2011). Optimum ¢alisma sicakligi
37-45 derece iken 70 derece tizerinde canliliklarint yitirirler (Marteau et al., 2001). Laktik
asit bakterileri metabolik yollarina gére homofermantatif ve heterofermentatif olarak iki
gruba ayrilir. Laktik asidi son iirlin olarak iireten homofermentatif bakterilerin birincil

metabolik yolu glikozistir. Heterofermentatif bakteriler metabolik siiregte laktik aside
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ilave olarak karbondioksit ve aseton ya da etanol iiretilmektedir (De Vuyst et al., 1999).
Anaerobik sartlarda gelisen laktik asit bakterilerinin oksijen hassasiyeti bulunmamakla
beraber oksijen varliginda da gelisim gosterebilir. Bu 6zelliginden dolay1 aerotolerant
anaerobik organizmalar olarak tanimlanmaktadirlar (Stiles et al., 1997). Bu bakterilerin
hiicre yapisinda ¢ekirdek elemanlari, sitoplazmik membran, ribozomlar, hiicre membrani
ve cogunda en az bir tane plazmid bulunmaktadir. Ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal

madde tiretimi bu plazmidlerce gergeklestirilir (Brenner et al., 2005).

Alt ve st kenarlar1 diizglin, ¢ubuk seklinde, uclar1 yuvarlak hiicrelere sahip olan L.
plantarum bakterileri, tek ya da kisa zincirli halde bulunmaktadir. Sinirh glikoz
varliginda sahte katalaz Ozelligi gostermektedir. Gelisimi i¢in niyasin ve kalsiyum

pantonetata ihtiya¢ duyar.

Fakiiltatif heterofermantatif bir laktik asit bakterisi olan L. plantarum, fermente sebzeler,
et, siit ve sindirim sistemi gibi ¢esitli alanlarda bulunmaktadir. Lactobacilluslar i¢inde en
baskin tiirii olusturan bu bakteriler kullanim alan1 agisindan 80°den fazla tiir icermektedir.
Insan sindirim sistemi gibi ekstrem sartlarda bile canli kaldig1 bilinmektedir. L.
plantarum bakterilerindeki diizenleyici genlerin sayica fazla olmasi farkli ortamlara
hizlica uyum saglamasini kolaylastirmaktadir. L. plantarum’un benzoik asit, mevalonik
asit lakton ve metilhidantoin maddelerini tirettigi bilinmektedir (Helander et al., 1997). L.
plantarum, laktik asit ve etanol veya asetik asit iiretmek igin karbonhidratlar1 fermente
eden fakiiltatif heterofermentatif bir bakteridir. Sentezledigi organik asitler ile bulundugu
ortamin pH'sini diistiriip asidik kosullara duyarli olan bakterilerin gelisimini inhibe
etmektedir. Diigiik pH’da organik asitler ¢oziiniir duruma gelerek hiicre zarindan gecebilir
ve hedef mikroorganizmalarin sitoplazmasma ulagabilirler (Haller et al., 2001). L.
plantarum bakterileri ile heterofermentatif sekilde sentezlenen asetik asit ve propiyonik
asit hiicre zar ile etkilesime girebilir ve hiicre ici asitlesmeyle protein hasarina sebep

olabilmektedir (Urga et al., 1992).

Gliserolii fermente edebilen L.pentosus uglari1 yuvarlak, cubuk seklinde hiicrelere sahiptir.
Bu bakteri hiicreleri tek, ¢ift ya da zincir halinde bulunabilmektedir. Gram pozitif, katalaz

negatif, fakiiltatif anaerob ve heterofermentatif ozelliktedir. L-laktik ve D-laktik asit
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uretir. L. plantarum bakterilerine fenotipik olarak benzemektedir. L. plantarum’a karsin
ayirt edici Ozellik olarak D-ksiloz ve gliserolden asit iiretebilme kabiliyetinden
bahsedilebilir (Zanoni et al., 1987). Atik sular, fermente zeytinler ve musir silolarindan
izole edilmektedir (Axelsson, 2004; Magnusson, 2003; Zanoni et al., 1987).

Laktik asit bakterileri olarak adlandirilan laktobasiller, tiim enerjilerini homolaktik
fermentasyon sirasinda glukozu laktata doniistiiriirken temin ederler. Kullanilan glukozun
%85-90"1 laktik aside g¢evrilirken ATP olusumu ise nonoksidatif substrat diizeyindeki
fosforilasyon ile gergeklestirilmektedir (Altermann et al., 2005). Laktik asit bakterileri
fermente gida lriinlerinde, siitte, insan ve hayvan bagirsaginda bulunur. Bitki, hayvan ve
insanlarin bulundugu ortamlarda laktik asit bakterilerine daha ¢ok rastlanmaktadir.
Toprakta ve suda hemen hemen hi¢ bulunmayan laktik asit bakterileri katalaz iiretemez
ve nitrat rediiksiyonu yapamaz (Leroy et al., 2004). Asetik asit, laktik asit ve bakteriyosin
gibi antimikrobiyal maddeler iireten bu bakteriler, bagirsagin mikroflorasini iirettikleri bu
maddelerle dengede tutar. Laktik asit bakterileri karbonhidratin fazla oldugu yerlerde
bulunmayi tercih etmektedirler. Karbonhidratlarin metabolize edilmesiyle ortaya ¢ikan
iriinler ortamin asiditesini arttirmakta ve bu sekilde bir antimikrobiyal etki
olusturmaktadir. Bazi laktik asit bakterilerinin sahip oldugu antiinflamatuvar ve
antikanser 0zelliklerinin yaninda tedavi edici 6zelliginin de oldugu bilinmektedir (Ljungh
et al., 2006). Homofermentasyon ile alti karbonlu sekerlerden laktik asit iireten
Lactobacillus cinsi, heterofermentasyon ile ayni miktarda asetik asit, laktik asit ve
karbondioksit tiretmektedir. Laktik asit ve asetik asit gibi zayif asitler bulunduklari
ortamda pH’1 dislriip patojen mikroorganizmalarin  gelisimi  ve  yasamini

siirlandirmaktadirlar (Ouwehand et al., 2004).

Laktik asit ve asetik asit diisiik pH degerlerinde giiclii antimikrobiyal etki gosterir
bilinmektedir (Theron et al., 2011). Az miktarda {iretilen propiyonik asitle ¢ozliniirligi
fazla olan asetik asit ortam pH’1 belirli bir seviyedeyken laktik aside gore daha kuvvetli
bir antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir. Dolayisiyla maya, kiif ve bakterilere
kars1 propiyonik asit ve asetik asit etkinligi daha fazladir. Sindirilmemis sekerin ve diyet
lifinin bagirsak bakteri florasi ile gerceklestirilen fermentasyonun son {iriinii olan kisa

zincirli yag asitleri (Schniirer et al., 2005), 1-6 karbon atomuna sahip organik yag
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asitleridir. Iki karbon atomlu asetat, ii¢ karbon atomlu propiyonat, dért karbon atomlu
biitirat, bes karbon atomlu valerat ve altt karbon atomlu kaproat, bagirsak

mikrobiyatasina gore farkli miktarlarda iiretilmektedir (Van Nuenen et al., 2003).

Asetat pek cok bakteri tarafindan sentezlenebildigi gibi KZYA’larin biiylik bir kismini
olusturmakta ve tiiretilen asetik asit biitirik asit yapiminda da kullanilmaktadir (Duncan ve
ark, 2005). Propiyonik ve biitirik asit sentezi ise Ozel bakteri gruplar1 tarafindan

gerceklestirilir (Raman et al., 2016).

Ince bagirsakta sindirilmeyen karbon kaynakli enerjinin kurtarilmasi KZYA iiretiminde
esas alinmaktadir (Hamer, 2009). Roediger 1980 lerin basinda KZY A’nin kolonositlerin
beslenmesinde aktif bir role sahip oldugunu bildirmislerdir (Roediger, 1980).Yapilan
caligmalardan bir digerinde kolit tedavisinde KZY A’nin terapotik etkisi rapor edilmistir
(D'Argenio et al., 2007).

Tiiketilen Kkarbonhidrat ve tiirevlerinin ¢ogu ince bagirsakta emilmekte ve kolonda
anaerobik bakteriler araciligiyla KZYA’ne ¢evrilmektedir (Levitt 1983). Bagirsak
florasindaki bakterilerin, farkli sekillerde sentezlenen KZY A’larin gesitlerininin yani1 sira
miktarlarin1 da etkiledigi disiiniildiigiinde (Scheppach et al., 1992), bagirsaktaki flora
dengesizligi KZYA metabolizmasinda 6nemli miktara zarar olusturdugu bilinmektedir
(Clausen, 1992). Bu KZYA’lar, gastrointestinal sistemdeki hastaliklar, kanser ve kalp

hastaliklarinin olusma riskini azaltabilir (Wong et al., 2006).

1.4.1. Laktik asit

Suda ¢ozilinebilen laktik asit zayif bir organik asittir. Gudalarda koruyucu, lezzet ve
aroma verici olarak kullanilmaktadir. Laktik asit hem gidalarda dogal olarak bulunmakta
hem de fermentasyon esnasinda mikroorganizmalarca sentezlenebilmektedir (Narayanan
et al., 2004; Theron et al., 2011). Laktik asidin D ve L izomerleri bulunmaktadir (Akin,
1997). Sekerin fermentasyonu ile gesitli laktik asit bakteri tiirleri laktik asidin D (-) ve L
(+) izomerlerinden birini {retebildigi gibi, ikisini de farkli miktarlarda da olsa

uretebilmektedir.
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Laktik asitte antimikrobiyal etki konfigiirasyonuna baglh sekilde degisebilmektedir. L (+)
izomeri Escherichia coli tiirine kars1 D (-) izomerine gore daha etkili sonug verirken, D
(-) laktik asitin Listeria monocytogenesa tiirtine kars1 daha etkili oldugu gosterilmistir.
Laktik asidin iki izomeri karsilastirildiginda hiicre zarindan gegisleri arasinda herhangi
bir farklilik olmadigi ve bakteri suslarmin sentezledikleri izomere karsi daha az

hassasiyetleri oldugu gosterilmistir (Theron et al., 2011).

1.4.2. Fenillaktik asit

Fenillaktik asit bir organik asit olup, fenialaninin yan tirtiniidiir. Antimaya, antifungal ve
antibakteriyal 6zelligi bulunmaktadir (Mu et al., 2009). Birgok LAB tiirii tarafindan
tiretilmekte ancak en uygun miktarin L. plantarum tarafindan iretildigi bilinmektedir.
Yapilan bir ¢alismada, antifungal ve antimaya 6zelliginde L. plantarum 21B ve MiLAB
17 393 suslar tarafindan iretildigi gosterilmistir (Rodriguez et al.,0 2012; Strém et al.,
2002).

1.4.3. Asetik asit

LAB tiirlerinde sekerin metabolize edilmesi ile asetik asit iiretilmektedir. Cesitli gruplara
kars1 inaktivasyon 6zelligi bulunmaktadir. Diisiik pH’ta etkili ¢alismaktadir. Coziintirlik
seviyesi laktik aside gore daha yiiksektir. Bu nedenle belirli bir pH seviyesinde,
¢coziinmemis haldeki asetik asit miktar1 fazla olabilmektedir (Ouwehand et al., 2004).

1.4.4. Propiyonik asit

Hetero-fermentatif laktik asit bakterileri tarafindan eser miktarlarda iiretilmektedir. Diger
bakterilere oranla daha kuvvetli anti-mikrobiyal 6zellik gostermektedir. Anti-mikrobiyal
ozelligi, bu yag asidinin gida {riinlerinde yenebilir kaplama veya film olarak
kullanilmasia olanak tanimaktadir. Hayvan yemlerine eklenerek karkasta bulagini
azalttigina dair ¢aligmalar da mevcuttur (Theron et al., 2011) Propiyonik asit bakterileri
cubuk seklinde, mikro-aerofilik veya anaerobik gelisim gosterebilen Gram (+)
bakterilerdir (Deborde, 2002).
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1.4.5. Biitirik Asit

Dort karbon atomuna sahip kendine 6zgii kokusu olan bir karboksilik asittir (Lehninger et
al., 1993; Widmer et al., 1996; Bilgin vd., 2014). Siitte bulunan biitirik asit ‘tereyagi
asidi’ olarak da tanimlanir (Bilgin et al., 2014). Biitirik asit, asetik asit ve propiyonik

asidin aksine kolonda tamamen emilen tek KZY A’dir (D'Argenio et al., 2007).

Biitirik asit, UZYA’larin asetil-CoA’ ya bagh katabolik oksidasyonu sonucu
uretilmektedir (Widmer et al., 1996, Lehninger et al., 1993). Hayvan metabolizmasinda
dogal bir bilesen olan biitirik asit, kolon epitel hiicreleri i¢in nemli bir enerji verici
materyal olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Jacobs, 1986; Roediger, 1981; Pouillart, 1998;
D'Argenio et al., 2007). Mitokondride CO> ve As-CoA'ya oksidasyon yoluyla
dontistiriilmesi ile hizli bir sekilde emilimi gergeklestirilir ve metabolize edilir
(Gasbarroni et al., 2007).

Biitirik asit birgok hastaligin ve patolojik durumun iyilestirilmesinde ©nemli rol
oynamaktadir (Kumar, 2002). Kolon kokenli bir ¢ok hastalik, kalin bagirsaktaki diisiik
biitirik asit miktarlar1 ile karakterizedir (Spina et al., 2007). Kolon epitel hiicreleri
tarafindan bozulmus biitirik asit emilimi, bagirsaktaki farkli fizyopatolojik durumlarla
ilintilidir (Smith et al., 1998). Yapilan caligmalar biitirik asitin insan kolon sagligi
tizerinde bir ¢ok faydali etkilerini ortaya koymustur (Hamer, 2009).

1.5. Antimikrobiyal Aktivite

DSO tarafindan probiyotikler, tasiyicisinda belli bir miktar bulundugunda faydali etkileri
olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Leroy et al., 2008). Probiyotik
bakteriler bagirsak mukozasinda yasayan canlilardir. Probiyotik kelimesi bugiin
kullanildig1 anlamu ile ilk kez Parker tarafindan 1974 yilinda kullanilmistir (Yigit, 2009).
Mukozal ve sistemik bagisikligi  diizenleyerek  bulunduklari  organizmay1
etkilemektedirler. Saglikli bir insan viicudunda probiyotik mikroorganizma florasi
bulunur (Timmerman, 2004). Probiyotik bakterilerin etki gdsterebilmeleri igin

gastrointestinal sistemde ve epitel hiicre duvarlarinda koloni olusturmalar1 gerekmektedir.



17

Probiyotik bakteriler mukozadan salgilanan mukus igerisinde ¢ogalmaktadir. Sindirim
sitemi kanallarinda bu bakterilerin canli kalabilmeleri igin sindirim enzimlerine ve safra
tuzuna dayanikli olmasi gerekir (Kahraman, 1993). Probiyotik bakteriler bagirsak
duvarina tutunarak, zararli etkenlerin igeriye girmesini engeller (Goniilates, 2000).
Kolonize olan probiyotiklerin sentezledigi antimikrobiyal maddeler bagirsak yiizeyini
zararli etkilerden koruyabilir (Turabian, 1996). Insan sindirim sistemi mukoz
dokularindaki ¢alismalarda, zararli E. coli ve Salmonella tiirlerinin sindirim sistemi
dokularinda tutunma yetenegini probiyotik bakterilerle yaptigi rekabet sonucu yitirdigi
goriilmistir.  Lactobacillus GG ve L. rhamnosus tiirleri hastalik yapici
mikroorganizmalarin sindirim sistemi dokularina tutunmasini engelledigi goriilmiistiir
(Tuomola, 1998). Probiyotik bakteriler bagirsak yiizeyine yerleserek hastalik yapici
bakterilerin tutunmasini engellemekte ve trettikleri antimikrobiyal maddelerle bu zararli
bakterilerin ¢ogalmalarinin Oniine ge¢mektedir. Probiyotik bakterilerdeki laktik asit,
hidrojen peroksit ve antibiyotik gibi maddelerin tiretimi bu bakterilerin antimikrobiyal
etki gostermesini saglamaktadir. Laktik asit bakterilerinden Bifidobacterium ve
Lactobacillus tiirleri bu mikroorganizmalarin en yaygin kullanilan gruplarindan olup
insan bagirsak florasinin da en 6nemli bilesenlerindendir (Kayaoglu, 2005). Bunlarin
yaninda bazi bakteri tiirleri, maya ve kif tiirleri de probiyotik olarak kullanilmaktadir

(Ljungh et al., 2006).

Antimikrobiyal aktivite, probiyotikler icin en Onemli tercih kriterlerinden biridir.
Antimikrobiyal aktivite enterik, istenmeyen ve patojenler iizerinde etkilidir. Laktik asit
bakterilerinin antimikrobiyal etkileri farkli yollar ile olusabilmektedir (Quwehand et al.,
2004).

Bu tez ¢alismasinda L. plantarum ve L. pentosus tiirlerinden elde edilen bazi KZY A’nin
antimikrobiyal ve karboplatin ile indiiklenmis insan noron hiicrelerinde (SH-SY5Y)

koruyucu etkilerinin incelenmesi amag¢lanmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Literatiirde yapilan bir ¢cok ¢alismada; probiyotik gida iiriinlerinin bagisiklik sistemini
uyardigimi, serum kolesterol seviyelerini  diislirdiglinli, laktoz intoleransini
onleyebildigini, ishal vakalarinin miktarmi azalttigini, enfeksiyonlar1 kontrol ettigini,
antibiyotik etki gosterdigini, tiimorleri kiicilttiigiinii ve farkli kanser tiirlerine karsi
koruma sagladigimi gosteren veriler bulunmaktadir (Scheinbach, 1998; Corliss et al.,
2013).

Farkli bir ¢alismada ise L. rhamnosus ve L. casei igeren fermente siitiin karacigeri
koruyucu 6zelliklerini analiz etmek amaciyla AFB1 uygulanan sicanlarin klorofilin
antioksidan maddesiyle birlikte veya sadece fermente siit verilme sureti ile olusturulan
gruplarda biyokimyasal ve hepatopatolojik degerlendirmeler yapilmistir. Fermente siitiin
tek basina veya klorofilin ile birlikte TBARS miktarlarin1 azaltarak ve bunun yani sira
bazi antioksidan enzimlerin (glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon-S-transferaz) aktivitelerini arttirdigi ve bu sayede onemli bir hepato-protektif

etkide bulundugu gosterilmistir (Kiray vd., 2015).

Bir c¢alismada Lactobacillus reuteri’nin luminal histamin tretimini stimule ederek
kolorektal kanserini kismen engelleyebildigi rapor edilmistir. S6z konusu calismada
histamin iireten probiyotikler araciligiyla kolon tiimdrlerinin sayisinda azalma ve timor

boyutlarinda kiigiilme gozlenmistir (Gao et al., 2017).

B. longum diyetinin deney hayvanlarinin, karacigerde meydana gelen kanser olusumunu
ve tiimorlerin ¢ogalmasini baskiladigi gosterilmistir (Reddy et al., 1993). MCF-7 meme
kanseri hiicreleri ile gergeklestirilmis bir diger calismaya gore ise, Bacillus subtilis’in
tirettigi surfakin maddesinin, meme kanseri hiicrelerinde anti-kanser aktivite gosterdigi

rapor edilmistir (Lee et al., 2012).

KZYA’lar kolon kanserinin engellenmesinde onemli bir yer tutmaktadir. KZYA’nin,

ozellikle biitiratin, kolon kanseri tizerindeki olumlu etkileri bilinmektedir (Raman, 2016).
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Biitiratin kolon kanserine karsi iyilestirici etkileri oldugu yapilan ¢alismalar neticesinde
ortaya konmustur (Willims et al.,, 2003). Biitirik asidin hiicre ¢ekirdegi iizerinde
degisiklik yapabilme giicii ve kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleme 6zelligi
detayh bir sekilde calisilmistir. S6z konusu ¢alismalarda biitiratin kolorektal kansere karsi
yararlt oldugu gosterilmistir. Biitiratin, ¢esitli doku tiirlerinde apoptozu indiikledigi
bildirilmektedir (Smith et al., 1998). Biitiratin kolorektal tiimér hiicre dizilerinde
apoptozu indiikleme yeteneginin asetik asit ve propiyonik asitten daha fazla oldugu rapor
edilmistir (Hague, 1995; Scheppach, 1995). Biitirat bu etkilerinin yani sira kanser
hiicrelerinde immiinojenisiteyi de uyarmaktadir (Perrin et al., 1994). Diislik miktarlarda
bile biitirik asitin kolon kanser hiicrelerine karsi sito-toksik etkide bulundugu ortaya

konmustur (Augeron et al., 1984; Berry et al., 1988).

Yine yapilan bir ¢alismada, L. reuteri'den izole edilen KZYA’nin, kolon kanser
hiicrelerinde (HT-29) hiicre 6liim oraninin yani sira ROS ve LPO iiretimini arttirdigi,
KZYA ile tedavi edilen kolon Kkanseri hiicrelerinde Bcl-2 diizeylerini azalttigi,
sitokromun ¢ ve kaspaz-3 miktarlarini artirdigi rapor edilmistir. Bu sonuglar 1s1ginda L.
reuteri den elde edilen KZYA'nin insan kolon kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (Darendelioglu vd., 2017).

Altinkilig (2013), tarafindan yapilan bir ¢alismada igeriginde Lactobacillus plantorum ve
benzer bakteri tiirlerini de barindiran kefirin, DNA hasarin1 6nleyerek ve ayni zamanda
KZYA f{retiminin artisim1 saglayarak kanserli hiicrelerde apoptozu hizlandirdigi ve

boylece anti-kanser etki sagladig1 rapor edilmistir.

Benzer sekilde igeriginde bol miktarda lactobacillus tiirii barindiran kefirin kullanimi
anti-apoptotik Bcl-2 salinimin1  azaltirken, apoptotik Bax araciligiyla apoptozu
indiikklemektedir (Sharifi et al., 2017).

Askorbik asit ve alfa tokoferoliin uygulandigi hastalarda s6z konusu vitaminlerin
karboplatinden kaynaklanan karaciger hasarin1 engelledigi rapor edilmistir ve bu
vitaminlerin doku koruyucu etkisinin kuvvetli antioksidan 6zelliklerinden kaynakli

oldugu bildirilmistir. Sicanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada CCl4 ile olusturulan
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karaciger hasar1 iizerine ugucu yaglarin karacigeri koruyucu etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Ozbek vd., 2000). Bir diger calismada ise ucucu yaglarin antioksidan
ozellige sahip oldugunu bildirmislerdir (Ruberto et al., 2000). Bunlara dayanarak ugucu
yaglarin karboplatine bagli karaciger toksisitesini Onleyici ve azaltici etkisi antioksidan

ozellige sahip oldugu gosterilmistir.

Yapilan c¢alismalarda laktik asit bakterilerinin antioksidatif etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Laktik asit bakterilerin siiperoksit anyonunu ve hidrojen peroksidi
indirgeme Ozelligi ile antioksidan etki gostermektedir. LAB’lerin hidroksil radikalini

indirgeyici bazi bilesenler sentezleyebildigi diisiniilmektedir (Virtanen et al., 2007).

Yapilan ¢aligmalar, farkli tiirlerin ¢esitli antimikrobiyal maddeler sentezledigini
gostermektedir. Bu maddeler: Insan ve bircok hayvan mikroflorasinda bulunan
Lactobacillus reuterii, diisik molekiil agirlikligina sahip antimikrobiyal madde
reuterinini uretirken; Lactococcus lactis’in alttiirleri bir sinif I bakteriosin, nisin A
iretmekte; Enterococcus feacalis DS16, bir smuf I bakteriosis sitolizi iiretirken;
Lactobacillus plantarum bir sinif II bacteriosin plantarisin S iiretmekte; Lactobacillus
acidophilus bir sinif III bacteriosin acidophilucin A {iretmektedir (Quwehand et al.,
2004). Bakteriyosinlerin iiretimi, mikroorganizmalarin tiirlerinden, igeriklerinden ve
cesitli ortam sartlarindan etkilenmektedir (Cakir, 2003). insandaki ileumdan izole edilen
Lactobacilli ve Bifidobacteria, bir dizi indikatér mikroorganizma, Listeria, Bacillus,
Enterococcus, Staphylococcus, Clostridium, Pseudomonas, E. coli, Lactobacillus,
Streptococcus, Bifidobacterium ve Lactococcus’a karsi antimikrobiyal etki gosterdigi

ortaya konmustur (Filho-Lima et al., 2000).

Diger bir ¢alisma ise, Burkina Faso fermente siitten sekiz adet laktik asit bakterisi izole
edilip ve Enterococcus faecalis 103907 CIP, Bacillus cereus 13569 LMG,
Staphylococcus aureus ATCC 25293, Escherichia coli 105182 CIP’ye test bakterilere
kars1 antimikrobiyal etkilerinin incelenmesidir. Bu siitten izole edilen; Lactobacillus
fermentum, Pediococcus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc mesenteroides subsp.

Mesenteroides suslarinin test edilen bakteriler iizerinde farkli ¢aplarda inhibisyonu
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gosterilmistir. Lactobacillus fermentum (S1) susun Enterococcus faecalis iizerinde

yiiksek inhibisiyon etkiye sahip oldugu kanitlanmigtir (Bsadjo-Tchamba et al., 2014).

De Angelis vd. (2006), yaptiklart bir ¢alismada peletlenmis potansiyel probiyotik
laktobasil suslarindan olan; L. reuteri, L. plantarum, L. mucosae, L. rossiae suslari,
Salmonella typhimurium'a ATCC 27164, E. coli, C. perfringens 22G, S. aureus ATCC
25923, B. megaterium F6, L. innocua DSM 20649 ve B. hyodysenteriae ATCC 27164
test bakterilere kars1 antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Verilen bakterilerin biitiin

test grubunda patojenleri inhibe ettigi yapilan ¢alisma ile ortaya konulmustur.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Deneylerde kullanilan tiim materyaller ve kimyasallar, saf ve steril bir sekilde tedarik

edilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve materyaller
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Kimyasal, Reaktif ve Materyal adi Firma

Laktik asit Sigma-Aldrich
Biitirik asit Sigma-Aldrich
Propiyonik asit Sigma-Aldrich
Sodyum klorit Sigma-Aldrich
Dulbecco’s mdofied eagle medyumu (DMEM) Bio West

Fotal sigir serumu (FBS)

Biological Industry

MRS s1vi1 besiyeri

LABM Company

Tripsin Biological Industry
Tris base Sigma-Aldrich
Etilenediaminetetraasetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich
Hidrojen peroksit Sigma-Aldrich
Trikloroasetik asit (TCA) MERCK
2-tiyobarbiturik asit (TBA) ACROS
Malondialdehit bis Sigma-Aldrich
DNA izolasyon kiti G-Dex
Etidyum bromit Sigma-Aldrich
Gliserol Sigma-Aldrich
Etanol Sigma-Aldrich
Agaroz Sigma-Aldrich
Tripan mavisi Sigma-Aldrich
Primerler (Bax, cas 3, cas 8, cas 10, beta aktin) Molgen

RNA izolasyon kiti Qiagen
cDNAizolasyon kiti Bioeksen
DNA markérii Serva
Kantitatif gergek zamanli PZR kiti Bioeksen
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3.2. Metot
Deneyle ilgili tim ¢alismalar asagida verildigi gibi uygulanmustir.
3.2.1. Hiicreler

SH-SY5Y hiicre hatt1 Bingdl Universitesi’nden temin edilmis olup uygun arastirma

laboratuvarinda belli kosullar altinda saklanmaktadir.

3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiri

SH-SYS5Y hiicreleri %1 antibiyotik ile %10 fotal sigir serumu (FBS) igeren Dulbecco’s
modified eagle medyumu (DMEM) biiyiime ortaminda %5 CO2 etiivde 37 derecede 48-
72 saatte bir pasajlanarak ¢ogaltildi. Cogaltilan hiicreler yogunlugu %70-80’e ulasinca
deneylerde kullanildi.

3.2.2. Deneysel KZYA’nin HPLC/UV-Vis Dedektoriiyle Tayini

Deneysel KZYA’nin HPLC/UV-Vis dedektoriiyle tayini asagidaki protokol ile

belirlenmistir.

* Belirlenen yag asitleri i¢in kromotografik ayrim islemi i¢in gerekli standartlar, 1000
ppm’lik ana stoklardan; 500, 250, 100, 50, 20, 10 ve 5 ppm olacak sekilde hazirlandi.

* Sonrasinda standartlarin, HPLC sistemiyle SIL-20A HT otosampler, CTO-10AS kolon
firm1 ve SPD-20A UV-Vis dedektorii kullanilarak kromotografik ayrimlari saglandi.

* Besiyerinde bulunan KZY A i¢in miktar tayini ve standart hesaplamalar yapildi.

3.2.3. Antimikrobiyal Analizi

Analiz asamasinda su basamaklar uygulandi.

1. 1 It s1v1 besiyeri hazirlamak icin:

* 10 gr Tripton
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* 5 gr Yeast Extract
*5gr NaCl

Malzemeler hassas terazide tartilip 200 ml saf su ile ¢dzdiiriildii. Uzeri 1 1t saf su ile

tamamlanda.

2. Kat1 besiyeri hazirlamak i¢in:

* 10 gr Tripton

* 5 gr Yeast Extract
* 5 gr NaCl

20 gr agar

Malzemeler hassas terazide tartilip 500 ml saf suda ¢ozdiiriildii. Uzeri 1 It saf su ile

tamamlanda.

3. Deney gruplart olan L.plantarum ve L.pentosus i¢in; 27,5 gr MRS 500 ml saf suda
¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

4. Hazirlanan besiyerleri 121°°de otoklavlanip kullanilda.

5. Bakterilerin besiyerine aktarilmasi i¢in 2 falkon tiipe hazirlanan besiyerinden 10 ml
alinip ¢alkalayici inkiibatorde 140 rpm’de 1 gece biiyiitiildii.

6. Bir gece calkalayici inkiibatorde biiyiitillen bakteri hiicreleri 1000 G’de santrifiij
edilerek ¢ozelti kismi atildi ve iizerine 10 ml DMEM eklendi.

7. 4 saat ¢alkalayici inkiibatorde inkiibe edilen hiicreler santrifiij edilip filtre ile siiziildii.

8. Son asamada ise alinan siiziintii tiiplere konulup numaralandirild: ve -80°’de muhafaza

edildi.

3.2.4. Hiicre Canhilhik Analizi

Hiicre canlilig1 analizi i¢in su basamaklar takip edildi.

» SH-SYSY hiicreleri 25°1ik flasklara ekildi ve hiicre sayist 10-15 bin olacak sekilde 24
saat 37 derecede %5 CO>’li etiivde tutunmalari i¢in inkiibasyona birakildi.
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 FEkimi yapilan hiicreler {zerine hazirlanmis olan besiyerlerinden belli
konsantrasyonlarda eklendi ve 24 saat 37 derece %5 CO2’li inkiibatorde bekletilerek
alinan sonuglar kaydedildi.

» Hazirlanmis besiyerleri i¢in uygun inhibisyon dozlar1 belirlenerek etkin doza karar

verildi.

3.2.5. Hiicre ici ROS Tayini

Ros analizi siiresince su adimlar takip edildi (Shen et al., 1996).

* ROS analizi 2°,7°-Diklorodihidroflororesin diasetat (DCFH-DA) kullanilarak yapildi.

* SH-SYS5Y hiicreleri deney gruplarina belirtildigi sekilde muamele edildi ve santrifiijle
toplandi.

» Daha sonra her bir 6rnekte 1x10¢ Hiicre icin 2 uM DCFH-DA eklenerek karanlik
ortamda 1 saat 37° de inkiibasyona birakildi.

* Sonrasinda spektrofotometre kullanilarak 485-525 nm degerlerinde 6l¢tim yapildi.

« Olgiilen florasan yogunlugu % olarak hesaplandi.

3.2.6. Lipid Peroksidasyon (LPO) Analizi

LPO analizi siiresince su adimlar takip edildi (Smith et al., 1982).

* Hiicre kiiltiiriinden sonra 6rnekler topland1 ve 1ml PBS ile yikandi.

* Deney gruplarindaki hiicreler alinarak 500 pl trikloroasetik asit (TCA) ve 1 ml
tiyobarbiitirik asit (TBA) ile reaksiyona sokulup 95 °C kaynayan su banyosunda 30
dakika boyunca bekletildi.

» Daha sonra aniden buz igerisine alinan 6rnekler 5 dakika buzda bekletildi ve 10000
rpm’de santrifiij edildikten sonra 532 nm’de ELISA reader cihazi kullanilarak absorbans
Ol¢iimii alind1. Her bir 6rnegin MDA seviyesi hesaplandi.

* MDA absorbanslari ile standart grafikler ¢izildi.

3.2.7. QRT-PCR Analizi

Deneyler siiresince su protokoller takip edildi.
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* SH-SYS5Y hiicreleri 25 cm?®’lik flasklarda biiyiitiildiikten sonra belirtilen sekillerde
muamele edildi.

* Hiicrelere PBS ile yikama yapildi ve 3 dk 2500 rpm’de santrifiij edildi.

* RNA izolasyon kiti ile total RNA izolasyonu yapildi.

* Nanodrop yontemi ile izole edilen RNA’larin saflig1 Slgiildi ve(260/280=1,8-2,1);
mRNA’lar, cDNA sentez kitiyle cDNA’lere doniistiirtildii.

» Apoptoz siirecinde ekspresyonlarinda farklilik beklenen Bax, kaspaz-3, kaspaz-8,
kaspaz-10 ve referans gen olan beta aktine uygun primerler (Tablo 3.2.) ve QRT-PCR
master mix Kiti ile ekspresyon QRT-PCR deneyleri yapildi.

« Elde edilen sonuglar ise Ct metodu ile 224 formiiliine gdre hesaplandi ve grafikleri

hazirlandi.

Tablo 3.2. QRT-PCR deneylerinde kullanilan primer sekans dizileri (F:Forward, leri; R:Reverse, Geri)

Gen Ad1 5°-3’ Yoniinde Primer Sekans Dizileri
Bax (F) TGGAGCTGCAGAGGATGATTG
Bax (R) CGGGGATTGATCAGACACGTAA
Kaspaz 3 (F) TAGTTGCAATTGAATTAAATTAGGA
Kaspaz 3 (R) TAGAATACACAGTCTTAAGTGG
Kaspaz 8 (F) GATCAAGCCCCACGATGAC
Kaspaz 8 (R) CCTGTCCATCAGTGCCATAG
Kaspaz 10 (F) CCAGGCTATGTATCCTTTCGGC
Kaspaz 10 (R) TCGTTGACAGCAGTGAGGATGG
Beta Aktin (F) AAAGCGGCCTTGGAGTGTGT

Beta Aktin (R) CATGGCTGGGGTGTTGAAGG

3.2.8. istatistiksel Analizler

Yapilan deneylerden elde edilen sonuclar en az ii¢ kez tekrarlandi. Istatistiksel analiz
GraphPad Prism 5.01 yazilimi ile yapildi ve tek yonliit ANOVA Newman-Keuls Post-Hoc
Testi ile degerlendirildi; p <0,05 anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Antimikrobiyal Analiz

Antimikrobiyal analiz yapilirken petri kaplara tabloda sirasiyla dozlari verilmis L.
plantarum bakterisi eklenmistir. Kontrol grubuna 10 pl hazirlanmis sivi besiyerinden
konulmustur. Antibiyotik grubunda ise, 10 ul penicilin/streptomicin bulunmaktadir. Her
bakteri ig¢in kontrol ile beraber 7 deney grubu bulunmaktadir. L. plantarum bakterisinin
kontrole gore her bakteri lizerinde 6nemli Olgiide antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
Tablo 4.1.’de verilmistir. L. plantarum, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus bakterilerinde 1,25 ul’ de etki gostermemisken, Bacillus cereus
bakterisinde antimikrobiyal etki gostermistir. En anlamli antimikrobiyal etki tiim

bakterilerde 20 pl’de izlenmistir.

Tablo 4.1. Lactobacillus plantarum’un bazi zararli bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisi

Antibiyotik

Bakteri Adi: 1.25 ul 2.5l Sul 10 pl 20 pl (10 ul Negatif

kontrol
Enterobacter 0 0,413 0,347 0,687 1,066 2,796 0
aerogenes
Bacillus cereus 0,130 0,199 0,343 0,558 0,875 2,090 0
Escherichia coli 0 0,507 0,632 1,179 1,250 3,366 0
Staphylococcus 0 0,364 0,464 0,907 1,263 3,261 0
aureus

Tabloda verilen zon ¢aplar1 cm cinsinden ifade edilmektedir.

Antimikrobiyal analiz yapilirken petri kaplara tabloda sirasiyla dozlart verilmis L.
pentosus bakterisi eklenmistir. Kontrol grubuna 10 pl hazirlanmis sivi besiyerinden
konulmustur. Antibiyotik grubunda ise, 10 pl penicilin/streptomicin eklenmistir. Her
bakteri i¢in kontrol ile beraber 7 deney grubu bulunmaktadir. L. pentosus bakterisinin
kontrole gore Staphylococcus aureus bakterisi disinda diger bakteriler lizerinde dnemli

Olgiide antimikrobiyal etkiye sahip oldugu Tablo 4.2’de verilmistir. L. pentosus,
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Enterobacter aerogenes iizerinde 10 ul ve 20 pl’de antimikrobiyal etki gostermis olup,
Bacillus cereus bakterisi tizerinde her konsantrasyonda antimikrobiyal etki gostermistir.
Escherichia coli bakterisinde 1,25 ul disindaki konsantrasyonlarda antimikrobiyal etki
gbzlenmistir. Staphylococcus aureus iizerinde ise yalmizca 5 pl konsantrasyonunda

antimikrobiyal etkiye rastlanmistir.

Tablo 4.2. Lactobacillus pentosus’un bazi zararl bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisi

Bakteri Adx: 1.25ul | 2.5ul 5ul 10 pl 20 pl Antibiyotik | Negatif
(10 ul) kontrol
Enterobacter 0 0 0 0,313 1,017 2,897 0
aerogenes
Bacillus cereus 0,351 0,404 0,567 0,955 1,402 3,830 0
Escherichia coli 0 0,432 0,805 0,909 1,156 3,077 0
Staphylococcus 0 0 0,835 0 0 3,674 0
aureus

Tabloda verilen zon ¢aplari cm cinsinden ifade edilmektedir.

Kolonize olan probiyotikler {irettikleri antimikrobiyal maddelerle bagirsak yiizeyini
zararli mikroorganizmalardan koruyabilir (Turabian, 1996). Insan sindirim sistemi mukoz
dokularindan yapilan ¢aligmalarda patojenik E. coli ve Salmonella tiirlerinin sindirim
sistemi dokularina tutunma yeteneginin probiyotik bakterilerle yaptigi rekabet sonucu
azaldig1 gorilmistiir. Lactobacillus GG and L. rhamnosus tiirleri patojenlerin intestinal
dokulara tutunmasini azalttigi gosterilmistir (Tuomola, 1998). Daha &nce yapilan
caligmalar da g6z Oniine alinirsa Lactobacillus ve tiirevi bakterilerin zararl bakterilere ve

bunlarin etkilerine kars1 anlaml bir antimikrobiyal etki ortaya koyduklari sdylenebilir.
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4.2. KZYA Miktar Analizi

DMEM besiyeri igerisinde bulunan KZY A’nin miktarlart HPLC-UV-Vis Dedektoriiyle
tayin edildi. Her bir yag asidi i¢in ayr1 okumalar yapilarak kaydedildi. L. plantarum ve L.
pentosus bakterileri i¢in inkiibasyon siiresince en fazla gbzlenen yag asidi laktik asit iken

en az gozlenen yag asidi ise propiyonik asit olmustur.

Tablo 4.3. DMEM besiyeri i¢inde konsantrasyonu belirlenmis Lactobacillus plantarum KZY A Miktari

Madde Ppm
Laktik Asit 7274
Propiyonik Asit 1336
Biitirik Asit 4581

Tablo 4.4. DMEM besiyeri iginde konsantrasyonu belirlenmis Lactobacillus pentosus KZY A Miktar

Madde Ppm
Laktik Asit 8932
Propiyonik Asit 1514
Biitirik Asit 4945

L. reuteri tizerinde yapilan bir ¢alismada sartlandirilmis DMEM ortaminda bazi kisa
zincirli yag asitlerinin varlig1 ve miktarlart HPLC/UV-Vis Detector ile belirlendi. Yapilan
calismada laktik asit (2.289 ul/mL), asetik asit (0.937 pulL/mL), propiyonik asit (0.62
uL/mL) ve biitirik asit (0.112 pL/mL) miktarlar1 belirlenmistir. L. reuteri bakterilerinin
DMEM'de 4 saatlik inkiibasyonu, en yiiksek laktik asit iiretimiyle, en az biitirik asit
iretimiyle sonuglandi. S6z konusu calismanin bulgulari, tezdeki bulgularla paralellik

arzetmektedir (Darendelioglu et al., 2017).
4.3. KZYA’nin Hiicre Canhlig1 Uzerindeki Etkileri

Karboplatin ile muamele SH-SYS5Y hiicreleri lizerinde meydana gelen hiicre hasarinda L.
plantarum ve L. pentosus bakterileri tarafindan iiretilen KZYA’nin koruyucu etkileri

hiicre canlilik testi WST-1 analizi ile degerlendirildi. L. plantarum kontrol grubu ile CP
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karsilastirildiginda karboplatin uygulamasinin hiicre canliligin1 6nemli dlctide diistirdiigii
gosterilmistir (p <0,001). Kontrol grubuna gére CP+sekonder metabolit uygulamasinin
onemli bir koruma sagladigi gozlenmekte (p <0,001), CP grubuna gére CP+sekonder
metabolit uygulamasi yapildiginda hiicre canliligit anlamli diizeyde korundugu
gosterilmistir (p <0,05). Yalnizca sekonder metabolit uygulanmis grupta kontrole gore
anlamli bir degisiklik gozlenmezken CP grubu ile karsilastirildiginda onemli olgiide

hiicre canliligini arttirdig1 gosterilmistir (p <0,001).

L. pentosus kontrol grubu ile CP karsilastirildiginda karboplatin uygulamasinin hiicre
canliligini 6nemli Ol¢lide disiirdiigi gosterilmistir (p <0,001). Kontrol grubuna gore
CP+sekonder metabolit uygulamasinin 6nemli bir koruma sagladigi gézlenmekte (p
<0,001), CP grubuna gore CP+sekonder metabolit uygulamas: yapildiginda hiicre
canliligmin anlamli diizeyde korundugu gosterilmistir (p <0,05). Sekonder metabolit
uygulanan grubun kontrole gore anlamli bir degisikligi olmadigi ancak karboplatin

uygulanmis gruba kars1 6nemli bir artis gosterdigi gézlenmistir (p <0,001).
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Sekil 4.1. SH-SY5Y noron hiicreleri tizerinde L. plantarum’dan tiretilmis KZY A’nin hiicre profilerasyonu
tizerindeki etkisi. Kontrol; SH-SY5Y hiicrelerine DMEM besiyerinin 24 saat uygulandigi grup. CP; SH-
SY5Y hiicrelerine Karboplatin uygulanan grup. CP+Plantarum; Etkin dozu belirlenen L. plantarum KZYA
ile Karboplatin ilavesi olan grup. Plantarum; Belirlenen etkin doz miktarinca uygulanmis yalmzca L.
plantarum KZY A’nin bulundugu grup. ***Kontrole gore diger gruplarin karsilagtirmali degerlendirilmesi
(p <0,001), ### CP grubuna gore diger gruplarin kargilastirmali degerlendirilmesi (p <0,001), ns ise anlamli
bir degisiklik olmadiginin ifadesi (Absorbans degerleri)
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Sekil 4.2. SH-SYS5Y noéron hiicreleri {izerinde L. pentosus’dan iiretilen KZY A’nin hiicre profilerasyonu
tizerindeki etkisi. Kontrol; SH-SY5Y hiicrelerine DMEM besiyerinin 24 saat uygulandigi grup. CP; SH-
SY5Y hiicrelerine Karboplatin uygulanan grup. CP+Pentosus; Etkin dozu belirlenen L. pentosus KZYA ile
Karboplatin ilavesi olan grup. Pentosus; Belirlenen etkin doz miktarinca uygulanmis yalmzca L. pentosus
KZY A’nin bulundugu grup. ***Kontrole gore diger gruplarin karsilastirmali degerlendirilmesi (p <0,001),
### CP grubuna gore diger gruplarin karsilagtirmali degerlendirilmesi (p <0,001), ns ise anlamli bir
degisiklik olmadiginin ifadesi (Absorbans degerleri)

Boeneke et al., (2019) arastirmalarinda kemoterapi siirecinde probiyotik kullaniminin
kemoterapik ilaglarin kalp tizerindeki zararli etkisini azalttigini rapor etmisir. Bir baska
calismada, KZY A’larin, kolit ile iliskili kolorektal kanserin bir fare modelinde tiimor
gelisimini engelledigi ve kolondaki enflamasyonu hafiflettigi bulgusuna ulasilmustir.
KZY A’lar, kolit ile iliskili kolorektal kanserin onlenmesi ve tedavisinde potansiyel bir
ajan olabilir (Tian et al., 2018). Bizim ¢alismamizda ise KZYA’larin kemoterapotik
ilaglarin saglikli hiicrelere olan Oldiiriicii etkisi karsisinda koruyucu o6zellik gosterdigi
gozlenmistir. Yapilan c¢aligmalar gosteriyor ki, sekonder metabolitlerin hiicreyi
kemoterapotik hasara karsi koruyabilmekte ve hiicre canlilifini anlamli diizeylerde

arttirmaktadir.

4.4, KZYA’nin ROS Uzerindeki Etkileri

Karboplatin ile indiiklenmis hiicrelerde sekonder metabolitlerin ROS {iizerindeki roliinii
belirlemek i¢in iki ayr1 deney grubunda ROS miktar1 6l¢iilmistiir. L. plantarum kontrol
grubu ile CP grubu arasinda anlamli bir artis gézlenmis olup karboplatin uygulamasinin
hiicrede ROS seviyesini arttirdigi gosterilmistir (p <0,001). Kontrol grubuna gore

CP+sekonder metabolit uygulamasi hiicrede ROS iiretimini 6nemli diizeyde diistirdiigii
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goriilmektedir (p <0,001). Sekonder metabolit uygulamas: kontrol grubu ile
karsilatirilinca anlamli bir artis oldugu gozlenmis ancak bu artis istenmeyen bir sonugtur.
Bu sonug, deneyde kullanilan bakteriler tarafindan sentezlenmis herhangi bir metabolit
kaynakli olabilecegi kanisina varilmistir. CP+sekonder metabolit grubu ile karboplatin
uygulanmis grup karsilastirildiginda ROS diizeyinde anlamli bir azalma oldugu
gozlenmistir (p <0,001). Yine ayni sekilde sekonder metabolitlerin CP grubu ile
karsilagtirilmas1 sonucu ROS seviyesinde istenmeyen bir artis oldugu goézlenmistir (p

<0,001).

L. pentosus kontrol grubu ile CP grubu degerlendirildiginde anlaml bir artis gozlenmis
olup karboplatin uygulamasinin hiicrede ROS seviyesini arttirdigi gosterilmistir (p
<0,001). Kontrol grubuna gor CP-+sekonder metabolit uygulamasi hiicrede ROS
tretimini onemli diizeyde disiirdiigii goriilmektedir (p <0,001). Sekonder metabolit
uygulanan grup ile kontrol karsitirilinca ROS seviyesinde anlamli bir azalma oldugu
gozlenmis (p <0,001). CP+sekonder metabolit grubu karboplatin uygulanmis grup ile
karsilatirildiginda ROS diizeyinde anlamli bir azalma oldugu gozlenmistir (p <0,001).
Sekonder metabolitlerin uygulandigi grup ile CP grubu ile karsilastirildiginda ROS

seviyesinde 6nemli bir azalma oldugu gézlenmistir (p <0,001).
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Sekil 4.3. SH-SY5Y néron hiicreleri tizerinde L. planzarum’un iretilen sekonder metabolitlerin ROS

tizerindeki etkisi. Hiicreler inkiibe edilip belirlenen dozlarda uygulamalar yapildi. *** Kontrol grubu (p
<0,001), ### CP grubu (p <0,001)
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Sekil 4.4. SH-SYS5Y noron hiicreleri tizerinde L. pentosus’un iirettigi sekonder metabolitlerin ROS
tizerindeki etkisi. Hiicreler inkiibe edilip belirlenen dozlarda uygulamalar yapildi. *** Kontrol grubu (p
<0,001), ### CP grubu (p <0,001)

Probiyotik mikroorganizmalarin hiicre zar yapilari, sentezledikleri laktik asit, biitirik asit
ve asetik asit gibi organik asitler, proteolitik aktiviteleri ve KZYA gibi 6zelliklerinin
antioksidan aktiviteyi arttirdigi, serbest radikal oksijen tiirlerinin olusumunu azalttig
gosterilmistir (Lo et al., 2009). Laktik asit bakterilerinin antioksidan aktivitesinin
bulunmasi probiyotik aktivite agisindan énemlidir (Wang et al., 2017). Yapilan c¢alisma
ve literatlir ¢aligmalar1 g6z Oniine alindiginda {iretilen sekonder metabolitlerin ROS

seviyesini diislirlip antioksidan etki yapabilecegi gosterilmistir.

4.5. KZYA’nin LPO Uzerindeki Etkileri

Bir kemoterapi ilaci olan karboplatin ile muamele edilmis saglikli hiicreler {lizerinde
sekonder metabolit uygulanmasmin hiicreyi hasardan koruyup korumadigini
degerlendirmek ve MDA (malondialdehit) seviyesine bakmak i¢in LPO testi yapilmistir.
L. plantarum kontrol grubu CP, CP+sekonder metabolit ve sekonder metabolit
uygulamalar1 ile karsilagtirildiginda tiim gruplar i¢cin LPO diizeyinde anlamli artiglar
olusmustur (p <0,001). Aynmi durum L. pentosus kontrol ve diger gruplarin
karsilagtirilmasinda da gegerlidir (p <0,001).
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Sekil 4.5. SH-SY5Y noron hiicreleri iizerinde L. plantarum’un irettigi sekonder metabolitlerin LPO
iizerindeki etkisi ve MDA seviyesi. SH-SY5Y ndron hiicreleri iizerine uygulanmis 80 pl Karboplatin, MDA
seviyesinde anlamli bir artig gostermistir (p <0,001). *** Kontrol grubu (p <0,001), ### CP grubu (p
<0,001)
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Sekil 4.6. SH-SYS5Y noron hiicreleri iizerinde L. pentosus’un iirettigi sekonder metabolitlerin LPO
iizerindeki etkisi ve MDA seviyesi. SH-SY5Y ndron hiicreleri lizerine uygulanmis 80 pl Karboplatiny MDA

seviyesinde anlamli bir artig gostermistir (p <0,001). ***Kontrol grubu (p <0,001), ### CP grubu (p
<0,001).

4.6. KZYA’nin Apoptozla liskili Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Hasara ugratilmis noron hiicreleri iizerine uygulanmis KZY A 1ile hiicrelerdeki apoptotoik
enzimlerin mRNA seviyesini degistirip degistirmeyecegini gozleyebilmek i¢in Bax,
Caspaz-3, Caspaz-8 ve Caspaz-10 gen ekspresyon seviyeleri gercek zamanli PZR

kullanilarak incelendi.
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Karboplatin ile hasara ugratilmis SH-SYS5Y noron hiicrelerinde KZYA muamelesi ile
hem L. plantarum hem de L. pentosus gruplarinda kontrole Caspaz 10 seviyesinde diisiis
gbzlenmistir. L. plantarum kontrol grubu ile karboplatin uygulanmis grup
degerlendirildiginde CP’nin Caspaz 10 gen seviyesini arttirdigi goriilmistiir (p <0,01).
Kontrol grubu CP+sekonder metabolit grubu ile degerlendirildiginde anlamli olmayan bir
sonu¢ alinmismistir. Kontrol ve sekonder metabolit degerlendirmesi yapildiginda yine
ayni sekilde anlamli olmayan bir sonu¢ alinmistir. CP grubu CP+sekonder metabolit
uygulanmis grup ile karsilastirilinca Caspaz 10 seviyesinde bir azalma gozlenmistir (p
<0,05).CP grubu ile sekonder metabolitler degerlendirilince Caspaz 10 seviyesinde

anlaml1 bir azalma oldugu gorilmiistiir (p <0,01).

L. pentosus kontrol grubu ile karboplatin uygulanmis grup degerlendirildiginde CP’nin
cas 10 gen seviyesini arttirdigi goriilmistiir (p <0,01). Kontrol grubu CP+sekonder
metabolit grubu ile degerlendirildiginde CP grubuna oranla bir miktar daha azalma
oldugu gorilmistir (p <0,05) Kontrol ve sekonder metabolit degerlendirmesi
yapildiginda anlamli olmayan bir sonu¢ alinmistir. CP grubu CP+sekonder metabolit
uygulanmis grup ile karsilastirilinca cas 10 seviyesinde onemli bir azalma gozlenmistir
(p <0,001). CP grubu ile sekonder metabolitler degerlendirildiginde yine Caspaz 10

seviyesinde anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir (p <0,001).
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Sekil 4.7.a. L. plantarum bakterisinden elde edilen sekonder metabolitlerin Caspaz 10 iizerindeki etkisi.
** Kontrol grubu ## CP grubu ns: anlamli bir degisimin olmamasi
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Sekil 4.7.b. L. pentosus bakterisinden elde edilmis sekonder metabolitlerin Caspaz 10 seviyesi tizerindeki
etkisi. ** Kontrol grubu ## CP grubu ns: anlamli bir degisimin olmamasi

L. plantarum kontrol grubu ile karboplatin uygulanmis grup degerlendirildiginde CP’nin
Caspaz 8 gen seviyesini 6nemli dl¢iide arttirdigr gorilmistiir (p <0,001). Kontrol grubu
CP+sekonder metabolit grubu ile degerlendirildiginde Caspaz 8 seviyesinde bir miktar
azalma oldugu goriilmistir (p <0,01) Kontrol ve sekonder metabolit degerlendirmesi
yapildiginda anlamli olmayan bir sonu¢ alinmistir. CP grubu CP+sekonder metabolit
uygulanmis grup ile karsilastirilinca Caspaz 8 seviyesinde bir azalma gézlenmistir (p
<0,01). CP grubu ile sekonder metabolitler degerlendirildiginde cas 8 seviyesinde anlamli
bir azalma oldugu goriilmiistiir (p <0,001). L. plantarum sekonder metabolitlerinin cas 8

iizerinde 6nemli dl¢ilide etki gosterdigi sOylenebilir.

L. pentosus kontrol grubu ile karboplatin uygulanmis grup degerlendirildiginde CP’nin
Caspaz 8 gen seviyesini 6nemli 6l¢iide arttirdigr gortiilmistiir (p <0,001). Kontrol grubu
CP+sekonder metabolit grubu ile degerlendirildiginde anlamli olmayan bir sonug
almmistir. Kontrol ve sekonder metabolit degerlendirmesi yapildiginda tekrar anlaml
olmayan bir sonu¢ alinmigtir. CP grubu CP+sekonder metabolit uygulanmis grup ile
karsilastirilinca Caspaz 8 seviyesinde bir azalma gozlenmistir (p <0,05). CP grubu ile
sekonder metabolitler degerlendirildiginde Caspaz 8 seviyesinde yine bir azalma oldugu

gortilmistiir (p <0,05).
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Sekil 4.8.a. L. plantarum bakterisinden elde edilmis sekonder metabolitlerin Caspaz 8 seviyesi tizerindeki
etkisi ** Kontrol grubu ## CP grubu ns: anlamli bir degigimin olmamasi
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Sekil 4.8.b. L. pentosus bakterisinden elde edilmis sekonder metabolitlerin Caspaz 8 seviyesi lizerindeki
etkisi ** Kontrol grubu ## CP grubu ns: anlamli bir degisimin olmamasi

L. plantarum kontrol grubu ile karboplatin uygulanmis grup degerlendirildiginde CP’nin
Caspaz 3 gen seviyesini 6nemli 6l¢iide arttirdigr gortilmiistiir (p <0,001). Kontrol grubu
CP+sekonder metabolit grubu ile degerlendirildiginde Caspaz 3 seviyesinde bir miktar
azalma oldugu gorilmistiir (p <0,05) Kontrol ve sekonder metabolit degerlendirmesi
yapildiginda anlamli olmayan bir sonu¢ alinmistir. CP grubu CP+sekonder metabolit
uygulanmis grup ile karsilastirilinca Caspaz 3 seviyesinde bir azalma gozlenmistir (p

<0,05). CP grubu ile sekonder metabolitler degerlendirildiginde Caspaz 3 seviyesinde
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anlamli bir azalma oldugu goriilmistir (p <0,001). L. plantarum sekonder

metabolitlerinin Caspaz 3 iizerinde 6nemli 6lgiide etki gosterdigi sdylenebilir.

L. pentosus kontrol grubu ile karboplatin uygulanmis grup degerlendirildiginde CP’nin
Caspaz 3 gen seviyesini arttirdigr goriilmiistiir (p <0,01). Kontrol grubu CP+sekonder
metabolit grubu ile degerlendirildiginde anlamli bir sonug elde edilememistir. Kontrol ve
sekonder metabolit degerlendirmesi yapildiginda yine anlamli bir sonu¢ alinamamuistir.
CP grubu CP+sekonder metabolit uygulanmis grup ile karsilastirilinca Caspaz 3
seviyesinde bir azalma gozlenmistir (p <0,01). CP grubu ile sekonder metabolitler
degerlendirildiginde Caspaz 3 seviyesinde anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir (p

<0,001). L. pentosus sekonder metabolitlerinin Caspaz 3 iizerinde etkisi gosterilmistir.
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Sekil 4.9.a. L. plantarum bakterisinden elde edilmis sekonder metabolitlerin Caspaz 3 seviyesi tizerindeki
etkisi ** Kontrol grubu ## CP grubu ns: anlamli bir degisimin olmamasi
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Sekil 4.9.b. L. pentosus bakterisinden elde edilmis sekonder metabolitlerin Caspaz 3 seviyesi lizerindeki
etkisi ** Kontrol grubu ## CP grubu ns: anlamli bir degisimin olmamasi

L. plantarum kontrol grubu ile karboplatin uygulanmis grup degerlendirildiginde CP’nin
Bax geni seviyesini arttirdigi goriilmistir (p <0,01). Kontrol grubu CP+sekonder
metabolit grubu ile degerlendirildiginde anlamli bir sonug elde edilememistir. Kontrol ve
sekonder metabolit degerlendirmesi yapildiginda yine anlamli bir sonu¢ alinamamaistir.
CP grubu CP+sekonder metabolit uygulanmis grup ile karsilastirilinca Bax seviyesinde
anlamli bir azalma gozlenmistir (p <0,01). CP grubu ile sekonder metabolitler
degerlendirildiginde Bax seviyesinde anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir (p <0,001).
L. plantarum sekonder metabolitlerinin Bax geni iizerinde etki gosterdigi soylenebilir.

Ayni durum L. pentosus uygulamalarinin tiimiinde gegerlidir.
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Sekil 4.10.b. L. pentosus bakterisinden elde edilmis sekonder metabolitlerin Bax seviyesi {izerindeki etkisi
** Kontrol grubu ## CP grubu ns: anlamli bir degisikligin olmamasi

Igeriginde bol miktarda lactobacillus tiirii barindiran kefirin kullanimi anti-apoptotik Bcl-
2 salinimini azaltirken, apoptotik Bax araciligiyla apoptozu indiiklemektedir (Sharifi et
al., 2017). Maroof et al. (2012)’de yapilan bir ¢alismada olusturulmus olan meme kanseri
fare modeline L. acidophilus ve kemoterapotik ila¢ olan siklofosfamid verilmis ve

uygulamalarin deney hayvanlarinda tiimoér gelisimi ve bagisiklik sistemi tizerindeki
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etkileri incelenmistir. Elde edilen veriler neticesinde IFN-y, IL-4, TGF-f ve lenfosit
seviyelerinde artig, tiimdr boyutlarinda ise anlamli bir azalmanin oldugu gézlenmistir.

Baska bir ¢alismada deney hayvanlarinda DMH kullanilarak olusturulan kolon kanseri
modelinin, probiyotik bakteriler (L. rhamnosus, L. casei ve L. lactis) araciligiyla
engellenebildigi gosterilmistir. S6z konusu calismada probiyotik bakterilerin DNA
hasarint azalttigir bildirilmistir (Kumar et al., 2012). Benzer bir calismada deney
hayvanlarinda genotoksik bir kimyasal ajan olan DMH kullanilmis ve c¢esitli laktik asit
bakterilerinin kalin bagirsak hiicrelerinde DNA hasarini azalttiklar1 gdsterilmistir (Pool —

Zobel et al., 1996).

Insan kolon kanseri hiicre hattinda (HT-29) DNA hasar1 iizerine farkli laktik asit
bakterilerinin etkisinin incelendigi bir makalede laktik asit bakterilerinin HT-29 hiicre

hattinda bir 6n tedavi modeli olabilecegine dair bulgular elde edilmistir (Kolar et al.,

2008).

Literatiir ¢caligmalar ile paralellik gosteren bu ¢alismada, L. plantarum ve L. pentosus
bakterilerinden tiretilen sekonder metabolitlerin Caspaz 10, Caspaz 8, Caspaz 3 iizerinde
onemli Olcilide etki gosterdigi, her iki deney grubunda da karboplatin maruziyeti sonrasi

SH-SYS5Y noron hiicrelerinde apoptotik Bax geninin seviyesini azalttig1 gosterilmistir.
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5. SONUCLAR

Bu c¢alismada baz1 Lactobacillus tirti bakteriler tarafindan sentezlenen sekonder
metabolitlerin antimikrobiyal etkisi ve kematerapotik ilaca karsi hiicreyi koruyucu etkisi
ortaya konmustur. Yapilan bu tez ¢alismasinda oncelikle L. plantarum ve L. pentosus
bakterileri uygun sartlarda biiyiitiilerek cesitli zararli bakteriler {izerine belirli miktarlarda
uygulanmigtir. Tasarlanmis 8 deney grubunun zon Olc¢limleri yapilarak ¢aligilan
Lactobacillus tiirii bakterilerinin diger bazi bakterilere kars: antimikrobiyal etkisi ortaya
konulmustur. L. plantarum ve L. pentosus bakterilerinden iiretilen sekonder metabolitler
bir kemoterapotik olan karboplatin ile hasara ugratilmis SH-SY5Y noron hiicreleri
lizerine uygulanmig ve etkileri gozlenmistir. Bu bakterilerin irettigi sekonder
metabolitlerin miktar tayini yapilarak ¢esitli deney gruplar ile tasarlanmis ve noron
hiicrelerine 6nceden belirlenmis miktarlarda karboplatin uygulamasi yapilmistir. L.
plantarum bakterisinin drettigi sekonder metabolitlerin karboplatin uygulanmis
hiicrelerde hiicre canliligini arttirdigi, ROS {iretimini 6nemli 6l¢iide azalttigi ve LPO
seviyesini anlamli seviyede azalttigi gosterilmistir. L. pentosus bakterisi tarafindan
iiretilen sekonder metabolitlerin ise karboplatin uygulanmis tiim deney gruplarinda hiicre
canlilifin1 anlamli diizeyde arttirdigi, ROS ve LPO seviyelerini azaltti§i gosterilmistir.
Calismada, hiicre canlilig1 ile ROS ve LPO seviyelerinde olusturdugu degisiklikler ile
baz1 apoptotik genlerin (Caspaz 10, Caspaz 8, Caspaz 3, Bax) ekspresyon seviyeleri
incelenmistir. Caligilan bakterilerin tirettigi sekonder metabolitlerin apoptotik genler
tizerinde Onemli Olglide etkisi oldugu ortaya konulmustur. Bu sekonder metabolitler

Caspaz 10, Caspaz 8, Caspaz 3, Bax seviyelerini anlamli sekilde azaltmistir.

Sonug¢ olarak L. plantorum ve L. pentosus bakterilerinden sentezlenen sekonder
metabolitlerin, karboplatin hasarma karsi hiicreleri koruyucu yonde etkisinin oldugu
gosterilmistir. Gelecekte kanser tedavisi goren hastalarda bu sekonder metabolitlerin birer

koruyucu terapotik ajan olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
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