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Son yillarda yogun arastirmalarin odaginda, islevsel gidanin bir 6rnegi olan
probiyotikler ~bulunmaktadir. Probiyotikler, bagirsak mikrobiyal dengesinin
diizenlenmesiyle konakeiyr yararli bir sekilde etkileyen canli mikrobiyal besin
tamamlayicilaridir. Probiyotik mikroorganizmalarin biiyiik ¢ogunlugu Lactobacillus
sp., Bifidobacterium sp. ve Enterococcus sp. gibi Laktik Asit Bakterileri (LAB) 'ne
aittir. Probiyotik bakterilerin yararlar1 kapsamli olup, bunlardan bir tanesi de
antikanser etkilerinin var olabildigidir. Go6glis ve mesane kanseriyle ilgili bazi
calismalar olmasina ragmen, antikanser etkileri iizerindeki caligmalarin biiyiik
cogunlugu kolorektal kanser ile ilgilidir. Kolon kanseri, batili {ilkelerde kanser
morbiditesi ve mortalitesinin en dnemli nedenlerinden biridir; ancak probiyotiklerin
kolon kanserini nasil inhibe edebileceginin mekanizmasi henliz tam olarak
bilinmemektedir.

Calismamizda 3 laktik asit bakterisinin (Pediococcus pentosaceus,
Lactobacillus plantarum, Weissella confusa) hiicresiz taze filtratlarinin ve bu
filtratlarin liyofilize formlarinin insan kolon adenokarsinoma hiicreleri (Caco-2)
tizerindeki sitotoksik etkileri MTT testi (tetrazolyum testi) uygulanarak arastirilmustir.
Bu sitotoksik  aktiviteyi  belirlerken Caco-2  hiicreleri  iizerine, farkl
konsantrasyonlarda ve farkli inkiibasyon siirelerinde, hem hiicresiz taze filtrati hem
de bu filtratlarin liyofilize formlar1 uygulanmistir. Yapilan ¢alismada uygulanan 3
bakterinin hiicresiz taze filtrat1 ve liyofilize filtratlarin doza ve zamana bagli olarak,
hiicre say1sinda farkli etki gosterdigi saptanmustir. Istatistiksel sonuglardan elde edilen
veriler, Lactobacillus plantarum hiicresiz taze filtratinin en yiiksek dozunun (500
pL/mL) 24 saatte, hiicre sayisinin azaltilmasinda en etkili oldugu sonucunu ortaya
koymustur.

Anahtar kelimeler: Probiyotikler, Laktik asit bakterileri, hiicresiz taze filtrat,
hiicresiz liyofilize filtrat, Caco-2 hiicreleri, MTT testi.
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An example of a functional food, which has been the focus of intense
research activity in recent years, is probiotics — ‘live microbial feed supplements
which beneficially affect the host animal by improving its intestinal microbial
balance’. Most probiotic microorganisms belong to Lactic Acid Bacteria (LAB),
such as Lactobacillus sp, Bifidobacterium sp and Enterococcus sp. The list of
healthful effects attributed to probiotic bacteria is extensive; one of the these
effects is their anticancer effects. The vast majority of studies on the anticancer
effects deal with colorectal cancer (CRC), although there are some studies on
breast and bladder cancer. Colorectal cancer is one of the leading causes of cancer
morbidity and mortality in western countries. The precise mechanisms by which
LAB may inhibit colon cancer are presently unknown.

In this thesis, cytotoxic effects of cell-free filtrate and cell-free lyophilized
filtrate of three lactic acid bacteria (Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus
plantarum, Weissella confusa) were studied on human colon adenocarcinoma
cells (Caco-2) by MTT Assay (tetrazolium assay). To determine this cytotoxic
effect, both cell-free filtrate and cell-free lyophilized filtrate were applied on
Caco-2 cells at different concentrations and incubation times

In this study, we determined that cell-free filtrate and cell-free lyophilized
filtrate of three bacteria exerted different effects on Caco-2 cell viability
depending on time and dose-dependent. Data from obtained statistical results
revealed that maximum dose of cell-free filtrate of Lactobacillus plantarum
(500puL/mL) were the most efficient bacteria on Caco-2 cell viability at 24h
incubation.

Keywords: Probiotics, Lactic acid bacteria, cell-free filtrate, cell-free lyophilized
filtrate, Caco-2 cells, MTT assay.
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CIZELGELER DiZIiNi

Probiyotik olarak kullanilan bakteriler
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1.GIRiS

Kullanilan ilag ve antibiyotikler, canlinin sindirim sisteminin
mikroflorasindaki dengeyi bozmakta ve sonugta uzun siirede onarilamayacak
bircok rahatsizliga sebep olmaktadir. Potansiyel patojenler ortamda baskin
duruma geldiginde bagirsak, vajina, bobrek gibi Onemli organlarda
enfeksiyonlarin olusumu hizlanmaktadir. Antibiyotiklere duyarli olan laktik asit
bakterilerinin sayisi tedavi sirasinda azalacagindan bagirsak reaksiyonu degisir ve
sonugta patojen mikroorganizmalar hakim duruma ge¢mektedir. Oysa gerek
gelisme  faktorii  olarak, gerekse hastaliklarin iyilestirilmesi amaciyla
antibiyotiklerin yerine organizmadaki metabolik faaliyetleri olumlu ydnde
etkileyen, destekleyen dogal {iriinler olan probiyotikler, bir alternatif olarak
kullanilabilir. Boylece intestinal mikroflora stabilitesi saglanirken, uygun sekilde
yonlendirilen olumsuzluk ve sakincalar1 tesvik etmeden antibiyotiklerin zararh

etkileri de engellenmis olur (Kilig, 2001).

Probiyotikler agiz yoluyla alinan “yasayan mikroorganizmalar” olarak
tanimlanmaktadir (Ljungh ve Wadstrom, 2006). Birgok probiyotik suslar
tanimlanmis, calisilmis ve ticarilestirilmistir (Sanders, 1999). Bir probiyotik
organizma nonpatojenik ve non-toksik olmali, ayrica gastrointestinal bolgede
canliliginin siirdiiriilebilmesi icin diisiik pH ’ya, safra tuzlarina direngli olmalidir
(Burns ve Rowland, 2000). Probiyotik bakterilerin yararli etkilerine laktoz
intolerans semptomlarinin azaltilmasi; serum kolesterol rediiksiyonu; antikanser
aktivite; kabizligin giderilmesi ve vajina iltthabinin hafifletilmesini 6rnek olarak

verebiliriz (Rafter, 2002).

Birgok probiyotik mikroorganizmalar Lactobacillus sp., Bifidobacterium
sp. ve Enterococcus sp. gibi Laktik Asit Bakterileri (LAB) ’ne aittir (Ljungh ve
Wadstrom, 2006). LAB, hem insan hem de hayvanlarda probiyotik etkileri olan
yararli mikroorganizmalardir (Choi ve ark., 2005). LAB suslar1 yaygin bir sekilde
homolog suslarina karsi antimikrobiyal maddeler {irettikler. Ayrica LAB gastrik,

bagirsak patojen ve diger mikroorganizmalarina karst mikrobisidal maddeler
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iiretirlerler, ya da hiicre ylizeyi ve musin baglayic1 bolgelere baglanmak icin

rekabet ederler (Ljungh ve Wadstrom, 2006).

Son zamanlarda LAB ’nin belli antikanser 6zelliklere sahip oldugu rapor
edilmistir. Probiyotik bakterilerin gosterdigi antikanserojenik veya antimutajenik
aktivite, organizmalarin gelismeleri sirasinda iirettigi bilesiklerden kaynaklandigi
gibi ayni zamanda bu organizmalarin prokansinojenleri kanserojenlere ceviren
organizmalara kars1 gosterdikleri antagonistik etkiyle de aciklanmaktadir. Gidalari
islemede kullanilan nitritlerin bagirsak sisteminde kanserojen nitrozaminlere
doniistiigli, baz1 probiyotik bakterilerin ise bu bilesiklerin sentezini enzimatik
yolla yavaslattigi  belirtilmigtir. Metabolizmada bulunan fekal enzimler
(azorediiktaz, [B-galaktosidaz ve nitrorediiktaz) prokanserojenlerin kanserojen
maddelere doniismesini saglamakta ve bu yiizden bu enzimler mukoza kanserinin
teshisinde kullanilmaktadir. Probiyotik bakteriler ise fekal enzimlerin
aktivitelerini onleyerek kanserojen maddelerin olusumunu geciktirmektedir (Kilig,

2001).

Insan midesi diisiik pH ’s1 nedeniyle dimetilaminin nitrozasyonu ve
dimetilnitrozamin ile birlikte diger nitrozaminlerin meydana gelmesine uygun bir
ortam olusturmaktadir. Ancak Bifidobakteri ’ler ve Laktobasil ’ler olusan
sekonder amin ve nitritlerin miktarlarin1 azaltmada da etkili olmaktadir (Ozbas,

1993).

L.acidophilus ’un bagirsak florasinin dagiliminda ve fekal enzimlerin
metabolik aktivitesi {izerinde yararli etkileri oldugu, boylece intestinal
putrifikasyon diizeyini indirgeyerek kolon kanser olasiligini azalttiina isaret
edilmektedir. Bifidobakteri ’lerde antitiimor aktivitesinin hiicre duvarindaki
muramilpeptinaz gibi bilesiklerle ilgili oldugu disiiniiliirken, L.acidophilus ’da
bu etki iki baslik altinda agiklanmaya caligilmistir. Bunlardan ilki bagirsak
sistemindeki kanserojenik bilesiklerin olusumlarinin engellenmesi, digeri ise
kanser olusumunun baskilanmasi ya da konakc¢inin bagisiklik 6zelliklerinin

arttirilmasidir (Ozbas, 1993).
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Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus ve Bifidobacterium ’u igeren
cesitli LAB suslarinin hiicre duvarinin peptidoglukan komponentlerinin antikanser
aktiviteleri de degerlendirilmistir (Choi ve ark.,, 2005). Bunun yaninda
Lactobacillus kiiltiirlerinin siipernatantlarindan elde edilen glikoproteinlerin de
antikanser etkiye sahip oldugu bulunmustur. L.casei, B.longum, B.infantis,
B.adolescentis ve B.breve ’yi igeren pekcok sus, deneysel kolon kanser insidansini
baskilamistir. Ayrica bir probiyotik bakterinin canli hiicreleri, 1siyla inaktive
edilmis (heat-killed) hiicreleri ve hiicresiz taze filtrat1 kolon kanseri tedavisinde
kullanildiginda en giiglii inhibisyon, hiicresiz taze filtratlartyla gézlenmistir (Kim

ve ark., 2008).

Gogiis ve mesane kanseriyle ilgili bazi1 caligmalar olmasina ragmen,
antikanser etkileri iizerindeki ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu kolorektal kanser ile
ilgilidir. Kolon kanseri, batili {ilkelerde kanser morbiditesi ve mortalitesinin en
onemli nedenlerinden biridir. LAB’nin kolon kanserini nasil inhibe edebileceginin
mekanizmas1t ise tam olarak bilinmemektedir. Ancak icerebilecegi bazi
mekanizmalar tahmin edilmektedir. Bu mekanizmalar, bagirsak mikroflorasindaki
metabolik aktivite degisikligi; kolonda fiziko-kimyasal degisiklik; potansiyel
karsinojenlerin baglanmasi ve indirgenmesi; bagirsak mikroflorasi, varsayilan
kanserojen(ler) ve diizenleyicilerin (6rn.; safra asidini metabolize edici bakteriler)
tretimindeki kalitatif ve/ya da kantitatif degisiklik; antitiimorojenik ve
antimutajenik bilesiklerin tiretimi; konak immiin cevabinin artmasi ve konak
fizyolojisindeki degisiklikleri icermektedir (Rafter, 2002).

LAB ’nin antikanser etkileri ile ilgili literatiirdeki raporlar, in vitro
caligmalar, hayvan ¢alismalari, epidemiyolojik calismalar ve insan diyetleri ile
ilgili ¢alismalarda yer almaktadir (Rafter, 2003). Cok sayida rapor LAB ’nin
antikanser etkilerinin var oldugunu gostermektedir (Biffi ve ark., 1997; Hirayama
ve Rafter, 2000; Rafter, 2002, 2004; Saikali ve ark., 2004; Choi ve ark., 2005).

Laktik asit bakterilerinin agiz yoluyla alinimi ile, si¢anlarda gastrik ve
kolonik mukozada kimyasal karsinojenler tarafindan indiiklenen DNA hasarinin
etkili bir sekilde azaltildigi gosterilmistir. Laktik asit bakterilerinin belli
suslarinin, karsinojenler ile preneoplastik lezyonlar ya da tiimor indiikleyicilerden

korudugu da bulunmustur (Hirayama ve Rafter, 2000). Mekanistik g¢alismalar,
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probiyotik bakterilerin ya da bu bakterilerin biyoiiriinlerinin kolondaki epitelyal
hiicre kinetigini  etkileyerek kanser hiicre proliferasyonunu azalttigini
desteklemektedir (Sanders, 1999). Buna ek olarak epidemiyolojik ¢aligmalar,
diyetin kolon kanserlerinin etiyolojisinde Onemli bir role sahip oldugunu
gostermektedir. Bir¢cok calisma kolon kanserinin baglangic evresinde endojen
mikroflorayla olan olumlu iliskisini onaylamistir. Bu durumda bagirsak
mikroflora degisiminin timdr gelisimini etkileyebilecegini  diisiinmemiz
mantiklidir. Bdylece dikkat, kolon kanserinden korunmak icin bagirsak
mikroflorasini etkileyebilen diyet tamamlayicilarina toplanmigtir (Rafter, 2002).

Hiicre (doku) kiiltiirii yontemi, hayvan ya da bitkilerin ergin veya
embriyonik dokularindan izole edilen hiicre, doku veya organlarin ger¢ek
ortamlarina benzer bi¢imde hazirlanmis steril besi ortamlarinda bir siire
yasatilmalaridir (Ozban, 1988). Giiniimiizde kanser arastirmalarinda hiicre kiiltiirii
onemli bir yer tutmaktadir. Hiicre kiltlirii kullanilarak, kanserli ve normal
hiicrelerde bazi maddeler denenerek, kanserde bir umut 15181 aranmaktadir (Cevik,
2006). Son yillarda, kanserde yeni bir umut olabilir diislincesi ile yogun
aragtirmalarin odaginda probiyotikler bulunmaktadir.

Arastirmada probiyotiklerin islevsel besin ya da kemoterapide kombine
ilag tedavisinde etken maddesi olarak kullanilabileceginden hareketle, cesitli
laktik asit bakterilerinin hiicresiz taze filtratlarinin ve bu filtratlarin liyofilize
formlarinin Caco-2 hiicreleri (insan kolon adenokarsinoma hiicreleri) tizerindeki

sitotoksik etkileri arastirilmistir.

1.1.  Probiyotik Bakteriler ve Onemi

Dogumda gastrointestinal bdlge steril bir ortamdir. Dogumdan sonra
birka¢ ay icgerisinde nispeten kalic1 bir mikrobiyal populasyon kurulmaktadir.
(Fanaro ve ark., 2003; Eckburg ve ark., 2005). Bu kompleks ve dinamik bagirsak
floras1 normal kosullarda, mukozanin 6karyot hiicreleri ile simbiyotik bir iligki

halindedir (Eckburg ve ark., 2005; Mahowald ve ark., 2009).
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Bagirsak mikroflorasi bakteri, mantar ve protozoay1 igeren cesitli
mikroorganizmalardan olugmaktadir. Bu mikroflora, besinlerin absorbsiyonu,
biyoaktif bilesiklerin sentezi, bagirsak bariyer fonksiyonunun arttirilmasi,
hareketlilik, patojenlere diren¢ ya da immiin sistemin modiilasyonu gibi metabolik
aktiviteleri ve fizyolojik regiilasyonu boyunca konagin sagliginin korunmasinda
anahtar bir rol oynamaktadir (Possemiers ve ark., 2009). Ancak yas, diyet,
temizlik aligkanligi, enfeksiyon ve antibiyotik tedavisi gibi bir¢cok faktor
mikroflora kompozisyonunu degistirebilmektedir (Iacono ve ark., 2011).
Mikrofloranin degisikligi enfekte edici hastaliklar ve kronik inflamasyon (Packey
ve Sartor, 2009; Spiller ve Garsed, 2009), metabolik hastaliklar ( Cani ve
Delzenne, 2009) ya da atopik hastaliklar ( Penders ve ark., 2007) gibi baz1 direkt
ya da indirekt sindirim patolojilerine neden olabilir ( Grimoud ve ark., 2010).

Bagirsaklarda bulunan bakterilerden bir grubu da son yillarda biiylik 6nem
kazanan ve probiyotik bakterilerin biiyiik bir kismini da igeren laktik asit
bakterileridir. LAB geleneksel olarak patojen mikroorganizmalara karst
antagonizm, laktoz intolerans semptomlarinin azaltilmasi, serum kolesterol
seviyesinin diisliriilmesi ya da immiinomodiilasyon gibi insan ve hayvan konagi

izerine ¢esitli probiyotik etkilerle iliskilendirilmistir (Fuller, 1991).

1.2.  Laktik Asit Bakterileri (LAB)

Gram pozitif basil ve koklardan olusan laktik asit bakterileri Firmicutes
filumuna ait ¢esitli bakteri cinslerinden olugsmaktadir. Laktik asit bakterileri gram
pozitif, endospor olusturmayan, karbonhidrati fermende edebilen, asidi tolere
edebilen, katalaz negatif, tipik bir sekilde hareketsiz, anaerobik, kok ya da ¢ubuk
seklindeki bakterilerdir (Park ve Rhee, 2001; Iacono ve ark., 2011). LAB, hiicre
morfolojileri ve glikozun  fermantasyonunda  kullandigt  yola  gore
siiflandirilmaktadir (Rivera-Espinoza ve Gallardo-Navarro, 2010).

Bu grubun oOnemli cinsleri arasinda Carnobacterium, Lactobacillus,
Lactococcus,  Lactosphaera,  Leuconostoc, — Melissococcus, =~ Oenococcus,

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella yer
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almaktadir. Biitiin laktik asit bakterileri anaerobik kosullar altinda
gelisebilmektedir. Birgok anaerobik bakterinin tersine oksijene karsi duyarh
degildirler, oksijen varliginda da gelisebilirler. Bu nedenle aerotolerant anaerob
mikroorganizmalar olarak adlandirilirlar (Beasley, 2004; Giirsoy ve Kinik, 2005;
Madigan ve Matrinko, 2011).

Cogu, mezofilik mikroorganizmalardir. Ancak bazilar1 5 °C ’nin altinda,
termofilik tiirleri ise optimum 45 °C gibi yiiksek sicakliklarda gelisebilirler. Bu
mikroorganizmalarin ¢ogu optimum 4-4,5 pH ’da gelisebilmelerine ragmen 3,2
gibi  disik, 9,6 gibi yiikksek pH’larda da gelisebilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin bazilar1 zayif proteolitik ve lipolitik 6zellige sahiptir.

Fermantasyon sonucu ana iirlin olarak laktik asit iireten bu bakterilerde
enerji eldesi substrat diizeyinde fosforilasyon ile ger¢ceklesmektedir. Karbonhidrat
metabolizmalar1 géz Oniline alindiginda homofermentatif ve heterofermentatif
olarak iki alt gruba ayrilirlar. Homofermentatif tiirler glikozdan tamamen laktik
asit olustururken heterofermentatif tiirler buna ek olarak karbondioksit ve bazi
organik asitlerden iretirler. Fenotipik 0Ozellikleri baz alinarak yapilan
degerlendirmede Thermobacterium, Streptobacterium, Betabacterium seklinde {ig
alt gruba ayrilir (Beasley, 2004; Giirsoy ve Kinik, 2005; Madigan ve Matrinko,
2011).

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisinin laktik asit, hidrojen
peroksit, asetik asit, hidrojen siilfiir, bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri
maddelerden meydana geldigi tespit edilmistir. Bu nedenle de farkli tlirlerden
gidalarin besin degerinin arttirilmasinda ve raf dmriiniin uzatilmasinda, medikal
alanda da intestinal enfeksiyonlarin ve bazi kanser tiplerinin kontroliinde,
kullanimi son yillarda giderek 6nem kazanmistir (Lewus ve ark., 1991; Gilliland,
1990).

Birgok probiyotik mikroorganizma, Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp.
ve Enterococcus sp. gibi LAB ’ne aittirr LAB ’nin en Onemli cinsleri;
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenococcus ve

Bifidobacterium dur (Klein ve ark., 1998).
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Bir¢ok probiyotik 6zellige sahip LAB susu 2 ana ekolojik nisten izole
edilmistir: insan ya da hayvan mukoz membranlar1 (ya da onlarin fegesleri),
giinliik triinler ve gilinliik olmayan fermente tirlinler (Hugas, 1998; Schrezenmeir
ve de Vrese, 2001). Ancak, sebze ya da et liriinleri gibi diger gida iirlinleri de

LAB ’nin normal tasiyicilaridir (Hugas, 1998).

1.3. Probiyotik Bakteriler

Probiyotik terimi ilk kez Lilley ve Stilwell (1965) tarafindan kullanilmus,
Metchnikoff’un (1908) calismalarindan ortaya c¢ikmistir. Metchnikoff, Balkan
kdyliilerinin belirgin bir sekilde uzun Omiirlii olmasinin nedeninin, Lactobacillus
delbrueckii alt tiirQi bulgaricus ile mayalanmis siit tiiketmeleri oldugunu ortaya
koymustur (Inal, 1990; Arda ve ark., 1992; Yaman, 2000).

Probiyotik kelimesi bugiin kullanildigi anlami ile ilk kez 1974 yilinda
Parker tarafindan kullanilmistir. Dr. R.Fuller ve Dr. C.B. Cole tarafindan
“Bagirsaklarda mikrobiyal dengeyi olumlu yonde arttirici etkileri olan canli besin
kaynag1” olarak tanimlanmistir (Toklu, 1999). Fuller, probiyotikleri yeniden
“konak¢inin intestinal mikroflorasinin gelisimini tesvik eden canli mikrobiyal
katk1 maddeleri” olarak tanimlamistir. Bu tanimda giiglii bir probiyotik etki i¢in
canli hiicre varligmin 6nemi Ozellikle vurgulanmaktadir. Huisin’t Veld ve
Havenaer, bu tanim1 genisletmisler ve probiyotik iiriinlerin canli mikroorganizma
icermesi gerektigini ve tiiketilmeleri sonucunda agizda, gastroliregenital
kanallarda, {ist solunum kanallarinda ya da iiregenital kanallarda yararli etkiler
yapmak yoluyla konak¢inin sagliginda iyilesmeye neden olduklarini ifade
etmislerdir. Bu arastiricilar probiyotikleri insan ya da hayvan tarafindan alinan
canli tek ya da karisim mikroorganizma Kkiiltiirleri olarak tanimlamaktadirlar
(Ozer, ve Akalin 2000).

Probiyotikler tek basina ya da karisik kiiltiirlerde yeterli miktarlarda
alindiginda, bagirsagin mikrobiyal dengesini koruyarak ve diizenleyerek konagi
yararlt bir sekilde etkileyen canli mikrobiyal gida tamamlayicilaridir (Fuller,

1991; Rafter, 1995; Guarner ve Schaafsma, 1998; Salminen ve ark., 1998b;
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Saarela ve ark., 2000; Bengmark, 2001; Anonim, 2001; Isolauri, 2001; Zabala ve
ark., 2001a,b; Ouwehand ve ark., 2002; Brown ve Valiere, 2004; Bergonzelli ve
ark., 2005; Hoesl ve Altwein, 2005; Lee ve ark., 2008; Orlando ve ark., 2009).
Probiyotik olarak en siklikla kullanilan bakteriler Lactobacillus, Streptococcus,
Enterococcus,  Leuconostoc,  Pediococcus,  Bifidobacterium  strainlaridir
(Cizelge.1.). Ancak bu tiirlerin tiim strainleri, probiyotik olarak kullanmak i¢in
uygun degildir. Probiyotik etkiler tiire degil susa Ozgiidiir. Bir probiyotik
bakterinin saglik {lizerine yararl etkisi sadece o susa aittir (Salminen ve ark.,
1998c; Lee ve ark., 2007).

Probiyotiklerin bagirsakta canli kalabilme 0zellikleri ve biyolojik
aktiviteleri tanimlanmis olup, fermente siit iirlinleri ile ya da bir tamamlayici

olarak alinabilmektedirler (Salminen ve ark., 1998c).

Cizelge.1. Probiyotik olarak kullanilan bakteriler

Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus lactis

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus brevis

Lactobacillus casei

Lactobacillus tiirleri Lactobacillus curvatus

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus helvetivus

Lactobacillus salivarius

Lactobacillus gasseri




IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge.1. (Devam) Probiyotik olarak kullanilan bakteriler

Bifidobacterium tirleri

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum

Bifidobacterium thermophilum

Bacillus tirleri

Bacillus subtilis

Bacillus pumilis

Bacillus lentus

Bacillus licheniformis

Bacillus coagulans

Pediococcus turleri

Pediococcus cerevisiae

Pediococcus acidilactici

Pediococcus pentoseceus

Streptococcus tiirleri

Streptococcus cremoris

Streptococcus thermophilus

Streptococcus intermedius

Streptococcus lactis

Streptococcus diacetilactis

Bacteriodes turleri

Bacteriodes capillus

Bacteriodes juis

Bacteriodes ruminicola

Bacteriodes amylophilus

Propionibacterium tiirleri

Propionibacterium shermanii

Propionibacterium freudenreichii

Leuconostoc tirleri

Leuconostoc mesenteroides

Enterococcus turleri

Enterococcus faecium

Enterococcus faecalis




@) ANADOLU UNIVERSITESI

1.3.1. Probiyotiklerde aranan ozellikler

Probiyotikler fermente gidalara eklenirken, tiiketicinin gastrointestinal
bolgesine ulastiginda iirlinlin uzun siire etkin kalmasini ve aktivitesini
etkileyebilen bazi faktorlerin géz onilinde bulundurulmasi énemlidir. Bu faktorler;
(1) eklenen probiyotik organizmanin fizyolojik gelisim safhasi, (2) tiiketim
zamanindaki konsantrasyonu (Dave and Shah, 1997; Schillinger, 1999); (3)
iiriiniin saklanmasi sirasindaki fiziksel kosullar, (4) pH, su aktivitesi; karbon, azot,
mineral ve oksijen igerigi, (5) baslangi¢ kiiltiirleri ile probiyotiklerin etkilesimleri
(Trachoo ve ark., 2006).

Probiyotik mikroorganizmalarin se¢im isleminde koruma, fonksiyonel ve
teknolojik 6zelliklerini igeren birgok durum, g6z oOnilinde bulundurulmak

zorundadir (Saarela ve ark., 2000).

Secilen probiyotik suslarin onemli ozellikleri:

Koruyucu ozellikleri:

- Insanlar i¢cin kullanlacak suslarin, insan orijinli olmast tercih edilmeli,

- Saglikli insan gastrointestinal (GI) bolgesinden izole edilmeli (Saarela ve

ark., 2000),
- Giivenilir ve noninvazif olmali ( Kaur ve ark., 2002),

- Patojen, karsinojen ve toksik olmamali (Rafter, 1995; Burns ve Rowland,

2000; Saarela ve ark., 2000; Kaur ve ark., 2002).

- Enfektif endokardit ya da gastrointestinal (GI) hastaliklar gibi hastaliklarla
iligkili bir gecmise sahip olmamal,

- Safra tuzlarin1 dekonjuge etmemeli,

- Aktarilabilir antibiyotik direnclilik genlerini tasimamalidir (Saarela ve

ark., 2000).

10
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Fonksiyonel ozellikleri:

Diisiik pH’ya (Burns ve Rowland, 2000; Saarela ve ark., 2000) ve aside
toleransli olmali (Burns ve Rowland, 2000; Saarela ve ark., 2000; Cebeci

ve Giirakan, 2003; Hoesl ve Altwein, 2005),

Safraya toleransi olmali (Salminen ve ark., 1998a; Saarela ve ark., 2000;

Chou ve Weimer, 1999),

Insan gastrointestinal (GI) bdlgesinde epitelyal yiizeylere tutunmali ve bu
bolgede kalicilik saglamali (Valraedas ve ark., 1996; Salminen ve ark.,
1998a; Ouwehand ve ark., 1999; Saarela ve ark., 2000; Kaur ve ark., 2002;
Hoesl ve Altwein, 2005; Lee ve ark., 2007),

Immiinostimiilasyon olmali; ancak proinflammatuvar etkisi olmamali

(Saarela ve ark., 2000),

Helicobacter pylori, Salmonella sp., Listeria monocytogenes ve
Clostridium difficile gibi patojenlere kars1i antagonistik etkisi olmali

(Saarela ve ark., 2000; Kaur ve ark., 2002),

Antimutajenik ve antikarsinojenik 6zelliklere sahip olmali (Saarela ve ark.,

2000),

Gastrointestinal (GI) bolgede hayatta kalabilmeli (Rafter, 1995; Hoesl ve
Altwein, 2005; Lee ve ark., 2007),

Patojenlere karsi antimikrobiyal maddeler iiretmeli (Salminen ve ark.,
1998a; Hoesl ve Altwein, 2005; Orlando ve ark., 2009),

Bagirsakta metabolik olarak aktif kalmali,

Patojen gelisimine kars1i antagonistik asit, hidrojen peroksit ve
bakteriyosinleri liretmeli,

Bulundugu gida iirliniinde proteoliz, seker metabolizmasi ve organik
asitler gibi hi¢bir biyokimyasal donilisiim iiretmemelidir (Kaur ve ark.,

2002).

11
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Teknolojik ozellikleri:
- lyi duyusal 6zellige sahip olmal,
- Faj direncliligi olmali,
- Islem siiresince canliligi siirdiirebilmeli (Saarela ve ark., 2000),

- Uriinde ve stoklama siiresince kararliligin1 gosterebilmelidir (Saarela ve

ark., 2000; Hoesl ve Altwein, 2005),

Bu bakteriler mide ve bagirsak boyunca gecerek canli kalabilirler ve dogal
cevreleri oldugu diisiiniilen kolonda bakteriyal ekoloji ve metabolizmay etkilerler
(Orlando ve ark., 2009). Ancak, GI bolgenin farkli kisimlarinda farkli probiyotik
suslarinin  canliligini  stirdiirmeleri  degiskenlik gdstermektedir: Bazi suslar
mideden gegciste hizla dliirken, digerleri yliksek sayilarda tiim bagirsak boyunca
gecis yapabilirler (Saarela ve ark., 2000).

1.3.2. Probiyotiklerin kullanim alanlari

Pekcok gida diriiniinde islevsel besin olarak  probiyotiklerin
kullanilabilirligi kabul edilmistir ve insan sagligi icin 6nemi her yil giderek
artmaktadir. Islevsel bir gida olarak en ¢ok kullanilan probiyotik bakteriler, laktik
asit bakterileridir (Saikali ve ark., 2004; Moreno ve ark., 2007).

Probiyotiklere genellikle koruyucu olarak bakilmaktadir (Iacono ve ark.,
2011). Probiyotikler, yogun bir sekilde terapdtik preparasyonlarda kullanilmakta
(Pereira ve Gibson, 2002) ve geleneksel olarak yogurt ve diger giinliik fermente

tirlinlere eklenmektedir (Rivera-Espinoza ve Gallardo-Navarro, 2010).

Glinlimiizde giinlilk olmayan probiyotik iriinler i¢in tiiketicinin istegi
artmaktadir ve bunun sonucu olarak bu organizmalar igeceklere katilmaktadir,
ayni zamanda tablet, kapsiil ve dondurulup kurutulan preparasyonlarda (6rnegin;

Multibionta, Enterogermina, Reuterina, UltraLevure, Florastor) tamamlayici

12
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olarak pazarlanmaktadir (Schrezenmeir ve de Vrese, 2001; Rivera-Espinoza ve

Gallardo-Navarro, 2007; Rodgers, 2008).

Bu bakterilerin belli suslarinin se¢imi ve kontrollii kosullar altinda
kullanimlari, belli gida iiriinlerinin kalite ve stabilitesini gelistirmistir dyle ki; bu
bakteriler peynir, yogurt, yakult (Lactobacillus casei Shirota tarafindan iiretilen
fermente siit benzeri probiyotik bir iiriin), tereyagi, krema, lahana tursusu, sosis,
silaj ve tursu gibi pek¢ok fermente gidalarin iiretiminde kullanilmaktadir (Park ve
Rhee, 2001).

Bu ¢ok yonliiliikteki artis ile gida kurumlart probiyotiklerin sunulmasinda
yogurt {lreticileri ile yarisabilir (Rodgers, 2008). Ayrica probiyotiklerin gida
enzimleri ve antibiyotikleriyle kombinasyonlarinda kullanilacak olmasi da diger

bir yaklagimdir (Kaur ve ark., 2002).

1.3.3. Probiyotiklerin yararh etkileri

Bilimsel bulgular saglikli  bagirsak  florasinin,  gastrointestinal
enfeksiyonlar, inflamatuvar bagirsak hastaliklart ve hatta kanseri igeren
gastrointestinal hastaliklara karsi koruyabildigini desteklemektedir (Salminen ve
ark., 1998a; Saarela ve ark., 2000). Probiyotik bakteriyal kiiltlirlerin kullanima,
mikroorganizmalarin  gelisimini stimiile eder, potansiyel olarak zararh
mikroorganizmalar1 ortadan kaldirir ve viicudun dogal savunma mekanizmalarini

giiclendirir (Salminen ve ark., 1998a).

Probiyotik bakteriler bagirsak homeostazisinin kontrolii (Salminen, 1998a;
Nemeth ve ark., 2007; Orlando ve ark., 2009), laktoz intolerans semptomlarinin
hafifletilmesi (Fuller, 1991; Rafter, 1995; Sanders ve Veld, 1999; Lin ve Chang,
2000; Park ve Rhee, 2001; Hoesl ve Altwein, 2005; Iyer ve ark., 2008), immiin
cevabin diizenlenmesi (Perdigon ve ark., 1988; Fuller, 1991; Rafter, 1995;
Salminen ve ark., 1998a; Naidu ve ark., 1999; O’Neil ve ark., 1999; Sanders ve
Veld, 1999; Lin ve Chang, 2000; Pereira ve Gibson, 2002; Iyer ve ark., 2008; Lee

ve ark., 2008; Liu ve Pan, 2010), serum kolesterol seviyesinin azaltilmas: (Hepner

13
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ve ark., 1979; Fuller, 1991; Rafter, 1995; Lin ve Chang, 2000; Pereira ve Gibson,
2002; Hoesl ve Altwein, 2005; Iyer ve ark., 2008; Liu ve Pan, 2010), bagirsak
hareketliliginin diizenlenmesi (Rafter, 1995), bagirsak ve gida kaynakli patojenleri
baskilayabilen antagonistik ortamin olusturulmasi (Fuller, 1991; Rafter, 1995;
Sanders ve Veld, 1999; Liu ve Pan, 2010), patojenlerle yarigarak
yapisma/adezyon bdlgelerinin bloklanmasi (Rafter, 1995; Salminen, 1998a;
Nemeth ve ark., 2007), enterotoksinlerin inaktivasyonu (Rafter, 1995), allerji
(Sanders ve Veld, 1999), konstipasyon olusumunun ve vajinit iltihabinin
rahatlatilmas1 (Rafter, 1995), diyare insidansi ve bir¢cok diger gastrointestinal
hastaliklarin riskinin azaltilmasi (Salminen, 1998a; Lin ve Chang, 2000; Pereira
ve Gibson, 2002; Nemeth ve ark., 2007) gibi yararl etkiler sergilemektedir. LAB
hatta bakteriyoterapi olarak isimlendirilen dental bakimin kontroliinde de
kullanilmaktadir (Rodgers, 2008). Ayrica bu bakterilerin anti-mutajenik (Park ve
Rhee, 2001; Liu ve Pan, 2010), antioksidatif (Lin ve Chang, 2000) ve anti-
karsinojenik aktiviteye (Rafter, 1995; Sanders ve Veld, 1999; Lin ve Chang, 2000;
Park ve Rhee, 2001; Pereira ve Gibson, 2002; Lee ve ark., 2008; Orlando ve ark.,
2009; Liu ve Pan, 2010), sahip oldugu desteklenmis olup, insan bagirsaginda bazi
hastaliklara neden olan patojenleri inhibe eden bakterisinler gibi antimikrobiyal
maddeler trettigi de bilinmektedir (Rafter, 1995; Parente ve Ricciardi, 1999;
Hoesl ve Altwein, 2005; Nemeth ve ark., 2007; Lee ve ark., 2008). Ayrica
bagirsakta laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen organik asitler (6zellikle laktik
ve asetik asitler) nedeniyle pH’nin diismesi ile bakteriyosidal ya da bakteriyostatik
etkiye sahiptirler (Rafter, 1995; Shah, 2007).

Probiyotik mikroorganizmalarin sagladigi yararlar susa spesifiktir (Naidu
ve ark., 1999; Penner ve ark., 2005; Shah, 2007). Bu nedenle, belli anti-timor
etkilere sahip ve bu etkilere aracilik eden mekanizmalardan sorumlu belli sus ve
sus karakterlerinin tanimlanmalarinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Rafter,

2004).
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1.3.4. Probiyotiklerin terapotik etkileri

Bircok caligmada probiyotik bakterilerin bagirsak liimenindeki terapdtik
etkileri gosterilmistir. Bu bakteriler birgok gastrointestinal hastali§in 6nlenmesi ve
tedavisinde yararl etkiler gdstererek, kanser riskinin azaltilmasinda da umut vaad
ederek, hem hayvan hem de insan ¢alismalarinda genis Ol¢iide test edilmistir

(Orlando ve ark., 2009).

Probiyotikler, antibiyotikler ve anti-inflamatuar ilaglara alternatif olarak
gittikce artan bir ilgi kazanmaktadir. Ancak etki bicimleri heniiz yeterince
anlagilamamamustir.

Probiyotiklerin etkileri 3 bi¢imde siniflandirilabilir.

(1) Dogal ayni zamanda sonradan kazanilan immiin sistemi i¢eren konagin
savunmasini diizenleyebilir.

(i1) Komensal ve /ya da patojen mikroorganizmalar {izerine direkt bir etkiye
sahip olabilirler.

(iii)  Probiyotik etkiler, toksinler gibi mikrobiyal {iriinleri, safra tuzlar gibi
konaga ait {rilinleri ve gida igerigini etkileyen olaylara dayanabilir
(Oelschlaeger, 2010).

Probiyotiklerin etkileri, etkileme bi¢imleri farklilik gosterebilir. En ¢ok
kanitlanmis  etkileri, viicuda alim sonrasi bagirsak florasindaki canli
mikroorganizma sayisindaki degisimleri icermektedir. Bagirsaktaki bakteriyal
enzim aktivitesi degisikligi, pH degisimi ya da kolesterol seviyeleri iizerine
etkilerinin yaninda (Rafter, 1995), ayrica kiiciik gruplu pilot calismalarda kan
basincinin kontrolii (Hata ve ark., 1996) ve solunumla ilgili enfeksiyonlarin
siirecinin  kisaltilmas: {izerine olan etkileri de (Hoesl ve Altwein, 2005)
degerlendirilmistir.

Bir probiyotik mikroorganizmanin gilinliik minimum tedavi edici dozu
yaklagik olarak 10®-10° cfu/mL olarak tavsiye edilmektedir. Etkili olabilmesi igin
probiyotik {iriiniin son kullanma tarihine kadar bu kriteri korumasi gerekmektedir
( Hoesl ve Altwein, 2005). Buna bir 6rnek olarak L.acidophilus un belli sayilarda

alindiginda (10’-10° cfu/giin), dogal beslenmenin Gtesinde sagliga yarar saglayan

15



@) ANADOLU UNIVERSITESI

probiyotik ya da canli/yasayan organizma olarak kullanilabildigi ortaya
konmustur (Sanders, 1999).

Probiyotik bakterilerin (6rn.; Bifidobacterium animalis ve Lactobacillus
GG, Lactobacillus casei Shirota) rotaviriis diyaresinin korunmasi ve tedavisinde
yararli etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Yine, Lactobacillus acidophilus ve
Lactobacillus casei (1s1yla inaktive edilmis Lactobacillus casei Shirota ’dan
hazirlanan toz) preparasyonlarindan, radyasyon enteropatisinin korunmasinda
yararlanilmistir. Lactobacillus acidophilus ve baz1 diger Lactobacillus suslarinin,
cocuklardaki akut diyare siirecinin kisaltilmasi {izerine etkisinin oldugu, ayrica
Lactobacillus reuteri 'nin immiin sistemin kuvvetlendirilmesinde yararh etkilere
sahip oldugu bildirilmistir. Lactobacillus johnsonii L1 ve Lactobacillus GG ’nin
agiz yoluyla alimi, bagirsak inflamasyonunun hafifletilmesi ve artan bagirsak
gecirgenliginin - ve bagirsak mikroflorasinin  normal hale donmesi ile
iliskilendirilmistir (Salminen ve ark., 1998a).

Son zamanlardaki buluslarla, L.rhamnosus GG ya da L.reuteri SD2222
‘nin yliksek dozlari ile tedavi edilen ¢ocuklardaki akut diyarenin siirecinin belirgin
bir sekilde azaldigi (Hoesl ve Altwein, 2005), canli L. acidophilus ve canli B.
infantis uygulandiginda yenidoganlarda/ bebeklerde enterokolit riskinin azaldigi
(Hoyos, 1999), S. boulardii ve L. rhamnosus GG sayesinde antibiyotik-iliskili
diyarenin insidans oraninin distiigii (Hoesl ve Altwein, 2005) ve probiyotik
kombine iirlin ile tedavi araciligiyla kronik kese olusumu tekrarinda azalmanin
oldugu ( Gionchetti ve ark., 2000) ortaya konmustur. Antibiyotik ila¢ tedavisi
esliginde L. acidophilus ve L. johnsonii gibi probiyotik suslar, H. pylori
enfeksiyonunun  baskilanmasini, tekrarlama riskinin  disiisiini  ya da
semptomlarinin hafifletilmesini saglamistir (Michetti ve ark., 1999; Canducci ve
ark., 2000).

Cesitli in vitro ve hayvan calismalarindan L.rhamnosus GR-1, L.
fermentum RC-14 ve L. crispatus CTV-05 olan 3 Lactobacillus susunun
tirogenital bolgedeki enfeksiyonlara karst probiyotik terapotikler olarak
kullanilabilmesi i¢in optimal 6zelliklere sahip oldugu sonucuna varilmistir (Reid,
1999; Osset ve ark., 2001; Reid ve Bruce, 2001; Gardiner ve ark., 2002). L.

rhamnosus GR-1 ve L. fermentum RC-14 ’iin etkinligi ve giivenligi birkac klinik
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pilot calismada degerlendirilmistir. 1995°te rastgele secilen, ¢ift korli klinik
deneyler L. rhamnosus GR-1 and L. fermentum B-54 (hemen hemen L.fermentum
RC-14 ’e benzer bir sus) ’lin vajinal yolla haftada bir kez uygulandiginda iiriner
sistem enfeksiyon oranlarini belirgin bir sekilde azalttigini (6/yr’den 1.9/yr’ye)
gostermistir ( Hoesl ve Altwein, 2005).

Bazi LAB ’nin, saghigin korunmasinda, insan ve hayvanlarin
bagirsaklarinda immiino-modulatér olarak bir rol oynayabilecegi yapilan bir
arastirma ile desteklenmistir (Naidu, 1999).

Yine yapilan bir¢ok calismada probiyotiklerin immiin cevabi aktive ettigi
gosterilmistir (Cheon ve ark., 2011). Lactobacillus un bazi spesifik suslarinin,
interlokin IL-1, IL-6 ve IL-12, ayn1 zamanda antiinflammatuvar sitokin IL-10 gibi
proinflamatuvar sitokinleri indiikleyebildigi ortaya ¢ikarilmistir (Weid ve ark.,
2001). Yine L. plantarum 1-137 ’nin 1s1yla inaktive edilmis hiicrelerinin farelerde
in vivo aymi zamanda in vitro ortamda timor gelisimini inhibe etmek igin
interlokin-12 (IL-12) ’yi indiikleyebildigi rapor edilmistir (Murosaki ve ark.,
2000; Liu ve Pan, 2010).

Hayvan modellerinin kullanildig ¢esitli ¢alismalarda belli probiyotiklerin
immiin sistemi modiile ettigi gosterilmistir (Matsuzaki ve Chin, 2000). B.lactis
(Hoesl ve Altwein, 2005) ve L. rhamnosus HNOO1 (Sheih ve ark., 2001) ‘in
diyetle alimmin dogal immiin cevabi arttirdig1 ve L.rhamnosus GG and B.lactis
BB- 12 ’nin uygulanmasinin risk grubundaki yenidogan ¢ocuklardaki allerjinin
insidans oranim1 azalttigt bulunmustur (Majamaa ve Isolauri, 1996). Yine
L.acidophilus SNUL, L.casei YIT9092 ve B.longum HY8001 ’in sitoplazmik
fraksiyonunun uygulanmasinin bir sonucu olarak in vitro timdr hiicre
proliferasyonunun rediiksiyonu ve tiimor hiicreleri enjekte edilen farelerin hayatta
kalma oraninin, hiicresel immiin yanitin artmasina dayandirilmistir (Lee ve ark.,
2004).

Canli ya da 1siyla-6ldiiriilen Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin,
ayni zamanda bunlarin belli hiicre komponentlerinin, makrofaj hiicre hatlarinda
hidrojen peroksit, nitrik oksit ve interlokin (IL)-6 gibi sitokinlerin ve timor
nekroz faktér (TNF)-a ’nin {iretimini stimiile etme yeteneginde oldugu ortaya

konmustur (Miettinen ve ark., 1996; Han ve ark., 2005). Yine LAB sitoplazmik
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fraksiyonunun Peyer plaklar1 ve lenf diigiimii lenfositleri ya da makrofajlar
stimiile ederek, konak immiin sistemi kuvvetlendirdigi rapor edilmistir (Kim ve

ark., 2002a).

1.3.5. Probiyotiklerin etki mekanizmalari

LAB ’nin kolon kanserini nasil inhibe ettiginin mekanizmalar1 heniiz tam
olarak bilinmemektedir (Shahani ve Ayebo, 1980; Singh ve ark., 1997; Choi ve
ark., 2005; Kim ve ark., 2008); ancak olas1 birkag mekanizma One siirlilmiistiir
(Kim ve ark., 2008). Her bir sus, farkli bir etki mekanizmasina sahip
olabilmektedir (Rafter, 2003; Paolillo ve ark., 2009). Mekanizmalarin tiimii farkl
sekillerde desteklenmistir; baslica in vitro ve hayvan deneylerinden orijin almigtir
ve hatta bazisi insan klinik ¢alismalartyla desteklenmistir. Boylece belli anti-
timor etki ve bu etkilerle aracili mekanizmalardan sorumlu belli sus ve sus
karakterlerinin tanimlanmasinda daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiya¢ vardir
(Rafter, 2003).

Probiyotiklerin belli faydalarinin arkasindaki mekanizmalar, (a) bagirsak
mikroflorasinin metabolik aktivitesindeki degisiklik (Salminen ve ark., 1998a.;
Thirabunyanon ve ark., 2009); (b) bagirsak mikroflorasindaki kalitatif ve
kantitatif degisiklik (Thirabunyanon ve ark., 2009); (c) kolonda anti-timoérijenik
ya da antimutajenik bilesiklerin iiretimi (Singh ve ark., 1997; Thirabunyanon ve
ark., 2009); (d) potansiyel karsinojenlere baglanma ve bunlarin indirgenmesi
(Thirabunyanon ve ark., 2009); (e) konagin immiin cevabinin arttirilmasi (Singh
ve ark., 1997; Rafter, 2003; Saikali ve ark., 2004; Commane ve ark., 2005;
Ewaschuk ve ark., 2006; Kim ve ark., 2008); (f) kolondaki fizikokimyasal
durumlarin degisikligi; ve (g) konagin fizyolojisindeki degisikliklerdir (Rafter,
2003; Saikali ve ark. 2004; Commane ve ark., 2005; Ewaschuk ve ark., 2006).

Fermente gidalarda ve bagirsak mikroflorasinin bir boliimiinde bulunan
LAB ’nin kolon kanserine kars1 insanlar1 koruyabilecegi defalarca iddia edilmistir
(Wollowski ve ark., 2001; Rafter, 2003, 2004). Bu bakterilerin koruyucu
ozellikleri, genotoksik karsinojenlere baglanma (Haskard ve ark., 2001;

Knasmiiller ve ark., 2001), DNA ’ya zarar veren fekal suya karsi koruma (Burns
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ve Rowland, 2004; Klinder ve ark., 2004; Oberreuther-Moschner ve ark., 2004),
kolon hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagsmalari {izerine etkileri (Koller ve
ark., 2008), sekonder safra asitlerinin olusumunun azaltilmasi (De Boever ve ark.,
2000) ve immiin sistemle etkilesim (Miettinen ve ark., 1996; Matsuzaki, 1998;
Meydani ve Ha, 2000; Rafter, 2002; Schultz ve ark., 2003; Bengmark ve
Martindale, 2005) gibi farkli mekanizmalara dayandirilmistir.

Diger oOnemli bir mekanizmanin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
detoksifikasyonu olabilecegi o©ne siiriilmiistir. LAB suslarinin antioksidan
Ozelliklere sahip oldugu ve baglanmis NADH oksidaz/peroksidaz sistemi,
stiperoksit dismutaz ve katalaz gibi birtakim enzimatik mekanizmalar araciligiyla
ROS ’u inaktive ettigi in vitro calismalardan bilinmektedir (Johnston ve
Delwiche, 1965; Chang ve Hassan, 1997; Hertel ve ark., 1998; De Angelis ve
Gobbetti, 1999; Lin ve Yen, 1999; Amanatidou ve ark., 2001; Kullisaar ve ark.,
2002, 2003; Bruno-Barcena ve ark., 2004); buna ek olarak Mn'" aracihigiyla
temizleme (scavenging) gibi enzimatik olmayan mekanizmalar da tanimlanmistir

(Archibald ve Fridovich, 1981a, b; Lin ve Yen, 1999).

1.3.6. Probiyotiklerin konagin fizyolojisi iizerine etkisi

Probiyotiklerden Lactobacillus ince bagirsakta yer alan baskin tiirlerden
biridir ve bu mikroorganizmalar biiyiikk olasilikla gastrointestinal bdlgenin bu
kisminda gergeklesen metabolik reaksiyonlari etkilemektedir (Hirayama ve

Rafter, 2000).

Laktik asit bakterilerinin kolonik NADPH-sitokrom P-450 rediiktaz
aktivitesini ve glutatyon S-transrefaz seviyelerini arttirdigi ve hepatik iiridin
difosfoglukuronil transferaz aktivitesini, siganlarda karsinojen metabolizmasina

karigan enzimleri azaltti1 gosterilmistir (Hirayama ve Rafter, 2000; Rafter, 2002).
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1.3.7. LAB ’nin karsinojenler iizerine etkisi

LAB ’nin prokarsinojen / karsinojenlere baglanarak bunlar1 baskiladigi
ortaya konmustur (Zabala ve ark., 2001b). Pisirilmis et karsinojenik heterosiklik
aminleri igerir ve insanlarda iiriner mutajenite riskini arttirabilir (Naidu ve ark.,
1999). Terahara ve arkadaslar1 heterosiklik amin, LAB etkilesimini
aragtirdiklarinda L.delbrueckii ssp. bulgaricus 2038 ve S.termophilus 1131 ’in
hem 3-amino-1,4-dimethyl-5SH-pyrido[4,3-b]indol (Trp-P-1) hem de 2-amino-3,8-
dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline(MelQx)’e baglandigin1 ortaya koymuslardir.
(Terahara ve ark., 1998).

1.3.8. LAB ’nin konagin bagirsak enzimleri iizerine etkisi

Insan ve hayvan calismalarindan elde edilen deneysel kamtlar, belli LAB
suglar1 ile beslenmenin, karsinojen olusumu ile iliskili olan fekal enzimlerin (B-
glukuronidaz, azo-rediiktaz ve nitrorediiktaz) aktivitelerinde degisiklige neden
olabilecegini icermektedir (Biffi ve ark., 1997; Naidu ve ark., 1999; Zabala ve
ark., 2001b; Rafter, 2002). Fermente siit ve diger iiriinlerdeki LAB ’nin alimi,
kolonda prokarsinojenleri karsinojenlere doniistiirme yetenegine sahip olan [-
glukuronidase, B-glukosidaz ve nitrorediiktaz, 7-alpha-dehidroksilaz ve 7-alpha-
dehidrogenaz gibi bagirsak flora enzimlerini etkiledigi ortaya konmustur (Naidu
ve ark., 1999; Saarela, 2000; Wollowski ve ark., 2001; Zabala ve ark., 2001b;
Rafter, 2003; Ewaschuk ve ark., 2006).

Bakteriyal beta-glukuronidase, nitrorediiktaz, azorediiktaz ve steroid 7-
alfa-dehidroksilaz aktiviteleri hayvan ve insanlarda yiiksek kirmizi et tiiketimi ile
artmaktadir (Naidu ve ark., 1999; Zabala ve ark., 2001b). Birgok aragtirmaci LAB
'nin bu enzimlerin aktivitesini azaltabilme yetenegini arastirmistir. Bu enzim
aktivitelerinin  L.acidophilus™un tahil diyetine eklenmesiyle azaltilabildigi
gosterilmistir (Naidu ve ark., 1999). Yine ilging bir sekilde kemirgenlerin diyetine
LAB tamamlayicilarinin eklenmesinin baz1 fekal enzim aktivitesini 6nemli bir

sekilde azalttig1 gézlenmistir (Rafter, 2002).
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1.3.9. LAB ’nin antimutajenik etkileri

Kolonik mukoza, bagirsak liimeninden mutajenik bilesikleri absorblama
yetenegine sahiptir ve buradan degistirilmemis ya da metabolit olan bilesikler kan
dolagimina geger (Fang ve Strobel, 1978). LAB ’nin bagirsakta mutajenlere basit
bir sekilde baglanarak, mutajen salinimini etkilemesi muhtemeldir (Rafter, 1995,
2002; Naidu ve ark., 1999; Ljungh ve Wadstrom, 2006). Diyetle alinan LAB ’nin
nitrozaminleri indirgeyebildigi de gosterilmistir (Naidu ve ark., 1999; Rafter,
2002).

Yine yapilan in vitro caligmalar LAB ’nin pisirilmis gida mutajenlerini
absorblama yetenegine sahip oldugunu gostermistir. Son zamanlarda insanlarda
yapilan caligmalar da L.acidophilus aliniminin, kizartilmis et tiikketimi sonrasi
mutajen salinimini 6nemli derecede azalttigini gostermistir (Naidu ve ark., 1999).
L.casei YIT9018’in, 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[2,3-b]indoliin  mutajenik
aktivitesini inhibe ettigi ortaya ¢ikarilmistir (Rafter, 1995).

Ayrica canli probiyotik bakterileri daha yiliksek bir antimutajenik aktivite
gostermistir ve mutajenlerin inhibisyonundaki etkinligi Oldiiriilen bakteriyal
hiicrelerden daha iyi olmustur (Naidu ve ark., 1999; Kaur ve ark., 2002). Canli
bakteriyal hiicreler mutajenlere kalict bir sekilde baglanmakta ya da inhibe
etmektedir; oysaki Oldiiriilen bakteriler dimetil siilfoksit ile ekstraksiyonu sonrasi

mutajenleri salmaktadir (Naidu ve ark., 1999).

1.3.10. LAB ’nin antitimoral etkileri

Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus ve Bifidobacterium ’u igeren
cesitli LAB suslarinin peptidoglukanlarinin ya da hiicre duvari, membran
komponentlerinin antikanser aktiviteleri degerlendirilmistir. Epidemiyolojik ve
deneysel caligmalardan elde edilen veriler belli LAB suslarinin aliminin, belli
kanser tiplerinin riskini azaltabilecegini ve timdr gelisimini inhibe edebilecegini

ortaya koymustur (Choi ve ark., 2005).
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Laboratuvar calismalarindan elde edilen veriler, Bifidobacterium longum
kiltiirlerinin - aliminin  6nemli derecede azoksimetanla (AOM) -indiiklenis
premalign lezyonlar1 (Singh ve ark., 1997), ornitin dekarboksilaz aktivitesi ve ras-
p21 onkoproteininin ekspresyonunu 6nemli bir sekilde inhibe ettigini (Rafter,
2004) ve bir gida mutajeni olan 2-amino-3-methyl-imidazo[4,5-f]quinolon (IQ) ile
kolon ve karaciger tiimorlerinin indiiksiyonunu bloke ettigini (Reddy ve
Rivenson, 1993) gostermistir.

Laktik asit bakterilerinin oral uygulanmasinin, sicanlarda gastrik ve
kolonik mukozada kimyasal karsinojenler tarafindan indiiklenen DNA hasarlarini
etkili bir sekilde azalttigi gosterilmistir (Arimochi ve ark., 1997; Hirayama ve
Rafter, 2000). Laktik asit bakterilerinin belli suslarinin karsinojenler tarafindan
indiiklenen, varsayilan preneoplastik lezyon ya da tiimorlerin 6nlenmesinde de
etkili oldugu bulunmustur (Hirayama ve Rafter, 2000).

Sheil ve arkadaslar1 Lactobacillus salivarius *un subkutan uygulanmasinin
bir fare modelinde koliti ve pro-inflamatuvar sitokin tiiretimini hafiflettigini
gostermistir. Bu, gelecekte canli olmayan ve purifiye edilmis probiyotik
bakteriyal bilesenlerin insan hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilabilecegini
desteklemektedir (Sheil ve ark., 2004).

L. casei, L. rhamnosus, L.acidophilus ve B. longum gibi belli kanser
onleyici LAB suslarinin tiimiinlin kemirgenlerde tiimor gelisimini inhibe etme
yetenegine sahip oldugu bildirilmistir ( Liu ve Pan, 2010). Yine insan fe¢esinden
izole edilen 2 laktik asit bakteri susunun da bir timor hiicre hatt1 {izerine
antiproliferatif etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Zabala ve ark., 2001a).

Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, ve Bifidobacterium
longum gibi LAB kemirgenlerde hem implante edilen hem de kimyasal olarak
indiiklenen tiimorlerin gelisimini inhibe etmistir (Kim ve ark., 2002b).

Lactobacillus ve Bifidobacterium spp. ’nin c¢esitli kanser hiicre hatlari
tizerindeki anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkileri gdsterilmistir (Biffi ve ark.,
1997). Arastirmalar probiyotik suslarin, hayvan modellerinde karaciger, rahim ve
meme tiimorlerini inhibe ettigini de gostermistir (Reddy ve Rivenson, 1993; Lim

ve ark., 2002). Lactobacillus casei Shirota preparasyonlari ile beslenen hastalarin
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cift kor calismalarinda Aso ve arkadaslar1 (1995) rahim tiimor yinelenmesinin
baskilandigini rapor etmistir (Iyer ve ark., 2008).

Pool-Zobel ve arkadaslar1 L.acidophilus *un farkli hiicre fraksiyonlarinin
(sitoplazma, hiicre duvari iskeleti, hiicre duvari) antigenotoksik aktiviteden
yoksun oldugunu, oysaki peptidoglukan fraksiyonu ve tiim dondurulmus-
kurutulmus (liyofilize) hiicrelerin antigenotoksik oldugunu ortaya c¢ikarmistir
(Naidu ve ark., 1999).

Antikanser etkiler iizerine yapilan ¢aligmalar gogiis ve mesane kanseriyle
ilgili olmasina ragmen, biiyliik ¢ogunlugu kolorektal kanser ile ilgilidir (Rafter,
2003). Kolorektal kanser Amerika ’y1 da iceren bati iilkelerinde, kanser morbidite
ve mortalitesinin baslica sebeplerinden biridir (Parker ve ark., 1996; Liu ve ark.,
2011). Kolorektal kanser, diinyada kanser aracilt 6lim oranlarinin 4. en sik
nedenidir. Yaklasik olarak 944.000 yeni durum 2000 ’de global bir sekilde teshis
edilmistir/tanimlanmistir ve tiim yeni kanser durumlarinin % 9.2 ’sinin nedeni
olmustur. Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya gibi batili iilkelerde, akciger ve
gogiisten sonra ikinci en yaygin kanserdir. 2000 de Avrupa’da yaklasik 363.000
yeni vaka rapor edilmistir (Alsopp ve Rowland, 2009).

1.4. Kanser

Kanser, hiicrelerin agir1 ve kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi sonucu ortaya
cikan genetik bir hastaliktir. Saglikli bir hiicrenin bdliinmesi kontrol edilebilir.
Ancak kanser hiicrelerinde durum bodyle degildir, bu hiicreler kontrolsiiz
boliinmeye baglar ve ¢ogalirlar. Bu sekilde hizla ¢ogalan hiicreler tiimor adi
verilen kitlenin olusumuna neden olurlar (Bars, 2010).

Kanserin olusum siireci belirli basamaklarda gelisen, ancak tam olarak
anlagilamamig olaylar dizisi olarak ifade edilmektedir. Bu basamaklarin ilki
baslangi¢c basamagi olup, kanserojen madde hiicre DNA dizisinde degisime neden
olur. Bu basamak muhtemelen, kanserojeni iireten belirli bir prekiirsoriin
metabolik aktivasyonundan sonra gelismektedir (Brady ve ark., 2000).

Hiicrelerin kaynagina, tipine ve olustugu organa gore kanserin ¢ok gesitli

tipleri bulunmaktadir (Barutca, 2006). Kanserler temel yapilarina gore karsinom
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(karsinoma) ve sarkom (sarkoma) olarak ikiye ayrilabilir. Karsinomlar viicudu
kaplayan deri ile meme, solunum ve sindirim yollari, i¢ salgi bezleri, ilireme
organlar1 ve bosaltim sisteminin i¢ yiiziinli doseyen epitelyum dokudan; sarkomlar
ise bag doku, yag dokusu, kan damarlari, kemik ve kikirdak gibi dokulardan

tiiremektedir ( Raven ve Johnson, 1992).

1.4.1. Kolon Kanseri

Insan kolonu LAB ’nin de yer aldig1 farkli bakteri tiirlerinden olusan ve
1x10'" canli bakteri/g ’den daha fazla bakteri iceren kompleks bir mikrobiyal
ekosistem olarak tanimlanabilir (Singh ve ark., 1997; Lin ve Chang, 2000;
Wollowski ve ark., 2001).

Kolon kanseri gelismis iilkelerin biiylik ¢ogunlugunda ciddi bir saglik
problemi olup, kanser mortalitesinin ana nedenlerinden biridir (Ewaschuk ve ark.,
2006; Kim ve ark.,2008; Lee ve ark., 2008). Kolonik kriptlerde epitelyal
hiicrelerin anormal yayilimina yol agan artan hiicresel ¢ogalma, kolon kanseri i¢in
yiiksek risk tagidigi bilinen hastalarda bulunmustur (Singh ve ark., 1997; Brady ve
ark., 2000). Preneoplastik yapilar oldugu diisiiniilen anormal kriptler normal
kriptlerle karsilastirildiginda kivrimli bir gelisim modeline sahip olup, normal
kriptlerin uzunlugu ve genisligi artmis sekilleridir. Anormal kriptler tek tek ya da
gruplar halinde ortaya ¢ikabilir. Bu anormal kriptler poliplere ve daha sonra bu
polipler de tiimorlere donlismektedir (Brady ve ark., 2000; Cenesiz ve ark., 2004).

Kolon kanseri gelisimi icin risk faktorleri hem kalitsal hem de g¢evresel
faktorleri icermektedir. Kalitsal faktorler ailesel polipozis, kalitsal nonpolipozis
kolon kanseri, lynch sendromu I ve II ve {lseratif koliti igermektedir. Sanayi
bolgesinde yasam, fiziksel inaktivite, belli kimyasallara maruz kalma, yiiksek yag
ve diistik lif tiiketimi gibi ¢evresel faktorler ise, daha biiyiik 6neme sahiptir (Brady
ve ark., 2000).

Epidemiyolojik ve deneysel ¢aligmalar kolon kanseri insidansinin ¢evresel
faktorlerle, 6zellikle diyetle, etkilendigini desteklemektedir (Rafter, 2002; Allsopp
ve Rowland, 2009). 2007 Diinya Kanser Arastirma Fonu ’nun yapmis oldugu

epidemiyolojik bir ¢caligmada, asir1 kilo/obezite, islenmis et, alkol ile artan kolon
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kanseri riski arasinda bir iliski olabilecegini rapor etmistir. Ayrica lif, sarimsak,
siit ve kalsiyum da azalan risk ile iliskilendirilmektedir (Allsopp ve Rowland,
2009).

Kolon kanseri ile batililastirilmis yasam bigimiyle oOzellikle batili-tarzi
diyet arasinda baglanti kurulmustur (Rafter, 2002; Lee ve ark., 2007). Yapilan
caligmalar diyette yiiksek miktarda yag ve protein- diisiik miktarda karbonhidrat
ve lif aliminin kolon kanseri riskini arttirdigin1 desteklemistir (Rafter, 2002;
Fuller, 1989; Reddy, 1995; Commane ve ark., 2005). Dikkat, diyette lif alim1 ve
probiyotiklerin tiiketiminin arttirilmasiyla, kolon kanser riskinin azalacag {izerine
odaklanmistir (Lee ve ark., 2007).

Yagli beslenmenin kolon kanseri i¢in bir risk faktorii oldugu
diisiiniilmiistiir ve bu etkinin kolonda safra asitlerinin (primer safra asitleri
tizerinde bakteriyal 7a-dehidroksilaz *in etkisi ile iiretilen baslica sekonder safra
asitleri) artan seviyeleri ile ilgisi oldugu desteklenmistir (Rafter, 2002).

In vivo ve molekiiler calismalardan ortaya ¢ikan olumlu sonuglar sayesinde
kolon kanserini engellemede probiyotik kullanimi, biiyiik ilgi kazanmistir (Liong,
2008). LAB kolonda metabolik, immiinolojik ve koruyucu olarak gorev alarak
kolon karsinojenezisinin geciktirilmesinde Onemli bir rol oynamaktadir.
Hayvanlarda LAB alimi, karsinojen-indiikleyici preneoplastik lezyon ve
tiimorlerin korunmasinda ortaya konmustur (Wollowski ve ark., 2001). Bir¢ok
kolon kanser hiicre hattinin proliferasyonu {iizerine probiyotiklerin inhibitor
etkileri kanitlanmistir (Saikali ve ark., 2004; Choi ve ark., 2005; Ewaschuk ve
ark., 2006).

LAB ’nin kiiltiirdeki insan kolon kanser hiicre hattinin (HT-29) gelisimini
ve canliligini belirgin bir sekilde azalttigi ve bu bakterilere yanitta dipeptidil
peptidaz IV ve fircams1 kenar (brush border) enzimlerinin belirgin bir sekilde
arttirlldigi rapor edilmistir (Hirayama ve Rafter, 2000; Rafter, 2002; Lim ve ark.,
2008). Ayrica L.acidophilus’un gecelik kiiltiirleri ve Bifidobacterium longum’un
ozellikle hayvan deneylerinde, deazoksimetan (AOM) tarafindan indiiklenen,
kolon kanserinin onciilii olabilecegi diisiiniilen anormal kript olusum insidansini

azalttig1 gosterilmistir (Arimochi ve ark., 1997; Mclntosh ve ark., 1999).
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L. rhamnosus GG, L. acidophilus, L. casei, B. longum, B. infantis, B.
adolescentis ve B. breve ’yi igeren pekcok sus, deneysel kolon tiimor insidansini
baskilamaktadir (Kim ve ark., 2008; Lee ve ark., 2008). Yapilan bir ¢caligmada L.
acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. plantarum, Bifidobacterium breve, B.
infantis, B. longum ve Streptococcus thermophilus un HT-29 ve Caco-2
hiicrelerinin canliligini azalttigi ve apoptozisi indiikledigi ortaya konulmustur

(Ewaschuk ve ark., 2006).

1.4.2. Kanser ve Diyet

Daha 6nceden yapilan bazi in vivo ve in vitro ¢aligmalar, bazi laktik asit
bakterileri ya da LAB-igeren fermente gidalarmn, timor hiicre gelisimini inhibe
edebilecegini gostermistir (Naidu ve ark., 1999; Verschuere ve ark., 2000; Zabala
ve ark., 2001b; Abd El-Gawad ve ark., 2004; Liu ve Pan, 2010). Bu etkiler
mutajenik aktivitenin inhibisyonuna, karsinojenlerin, mutajenlerin ya da timor
tesvik edici ajanlarin olusumunu olumsuz yonde etkileyen bir¢ok enzimin
azalmasina, timdrlerin baskilanmasina, diyetin kanserle iligkili epidemiyolojisine

katkida bulunabilecegi bildirilmistir (Naudi ve ark., 1999).

Fermente siit eldesinde kullanilan belli LAB suslari, antimutajenik ve
antikarsinojenik etki i¢in gelecek vaadetmektedir (Naudi ve ark., 1999). Fermente
giinliik ya da giinliik olmayan iiriinlerden izole edilen laktik asit bakteri suslari
(Lactobacillus acidophilus, L. brevis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. casei
subsp. casei, L. plantarum gibi Lactobacillus tiirleri, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, L. lactis subsp. lactis gibi Lactococcus tirleri, Leuconostoc,
Enterococcus ve Pediococcus tirleri, Streptococcus salivarius — subsp.
thermophilus ve Leuconostoc mesenteroides subsp.) in vitro antimutajenik ve
antikarsinojenik 6zellikler sergilemistir (Rafter, 1995; Saarela ve ark., 2000; Park
ve Rhee,2001).

20.yy.’m baslangicinda Rus Nobel 6diilii sahibi Elie Metchnikoff yiiksek
miktarlarda fermente siit liriinlerini tiikketen Bulgar insanlarinda yiiksek bir yasam

kalitesi gozlemistir (Wollowski ve ark., 2001). Ayrica yapilan diger arastirmalar
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laktik asit bakterileri igeren fermente siitiin giinlilk aliminin, konagin bagirsak
mikroekolojisini degistirdigini gostermistir. Lactobacillus acidophilus igeren
fermente siit tiikketiminin, fekal piitreaktif bakteri sayisini belirgin bir sekilde
azalttigt ve bagirsaktaki laktobasil seviyelerini arttirdigi gosterilmistir (Rafter,
1995, 2002). Yine bir gida tamamlayicist olan L.acidophilus 'un, timor
promotorleri ve varsayilan prekarsinojenlerin iiretimine karismasi muhtemel olan
putreaktif organizmalar1 durdurarak bagirsak mikroekolojisi {lizerine yararli bir

etkiye sahip oldugu desteklenmektedir (Rafter, 1995).

Kiiltiire edilmis giinliik {irtinlerle yapilan diyetin, kolon kanserinin de yer
aldig1 pek cok kanser tipinin gelisimini inhibe edebilecegi hakkinda mevcut
kanitlar bulunmaktadir (Biffi ve ark., 1997). Laktik asit bakterileri igeren fermente
siit ya da Kkiiltiirlerle beslenmenin, fareye enjekte edilen tiimdr hiicrelerinin
gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (Hirayama ve Rafter, 2000). L.acidophilus
ve L.bulgaricus ve / ya da L.casei igeren kiiltiir ya da fermente siitle beslenmenin,
farelerde Ehrlich asit timor hiicre gelisimini inhibe ettigi ya da sarcoma 180

gelisimini baskiladig1 gosterilmistir (Rafter, 1995).

Bir¢ok epidemiyolojik caligma fermente giinliik iiriinlerle kolon kanseri
arasinda bir iliski oldugunu goéstermektedir (Hirayama ve Rafter, 2000).
Lactobacillus ya da Bifidobacterium igeren yogurt ve fermente siit lirlinlerinin
yiiksek  miktarlarda  tiiketimi, kolon kanserinin  diisiik  insidansiyle
iliskilendirilebilmektedir (Hirayama ve Rafter, 2000; Rafter, 2004). Finlandiya
’da yapilan epidemiyolojik bir calismada yiiksek yag alimina ragmen, siit, yogurt
ve diger giinliik {irlinlerinin yiiksek tiiketimi nedeniyle, kolon kanser insidansinin
diger iilkelerden daha diisiik oldugu gosterilmistir (Biffi ve ark., 1997; Rafter,
2002; Rafter, 2004).

Fermente siitle beslenme, kimyasal olarak kolon kanserine indiiklenen
sicanlarin hayatta kalma oranimi arttirmaktadir (Hirayama ve Rafter, 2000).
B.longum ’un liyofilize kiiltiiriiyle diyet uygulamasi, kolon tiimdr insidansinda ve
timor cesitliliginde belirgin bir baskilanmaya ve AOM’la indiiklenen sicanlarda

tiimor hacminde de azalmaya neden olmustur (Singh ve ark., 1997).
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Ayrica kadinlardaki gogiis kanseri ile yogurt ve diger fermente siit
tirlinlerinin tiikketimi arasinda yogun bir iligki oldugundan da bahsedilmektedir
(Van’t Veer ve ark., 1989). Bazi1 epidemiyolojik caligmalar fermente siit iiriinlerini
tiiketen kadinlarda go6giis kanseri riskinin azaldigini da gostermistir (Van’t Veer
ve ark.,, 1989; Naidu ve ark., 1999). B.infantis, B.bifidum, B.animalis,
Lactobacillus acidophilus ve L.paracasei igeren fermente siit, MCF7 gogis
kanser hiicre hattinin gelisimini inhibe etmistir. (Biffi ve ark., 1997; Liu ve Pan,

2010).

1.5. Cahsmada Kullamlan Hiicrelerin Ozellikleri

1.5.1. Caco-2 hiicreleri

Caco-2 hiicreleri 72 yasinda Kafkas irkina mensup bir erkek bagirsagindan
izole edilmistir. Bu hiicreler kolon adenokarsinoma epitel hiicreleri olup, kiiltiirde
hem yapisal hem de fonksiyonel olarak, olgun enterositlere benzer hiicrelere
kendiliginden farklilagmaktadirlar. Hiicrelerin grup olusturup farklilasabilmesi
icin 21 giinliik bir siirece ihtiya¢ oldugu (Briske-Anderson ve ark., 1997
Mariadason ve ark., 2000); kiiltiir kosullar1 ve pasaj numarasinin bu siirecin
uzunlugunu etkileyebildigi aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Kam ve ark.,

1990).

1.6. Cahsmada Kullanilan Mikroorganizmalar

Daha evvel, et driinlerinde yapilan bir calismada izole edilen ve
tanimlanan Pediococcus pentosaceus 48.P3.3, Lactobacillus plantarum 154.P7.2
ve Weissella confusa 163.P5.8 bakterileri bu g¢alismada kullanilmistir. Derin
dondurucudan c¢ikarilan stok kiiltiirler MRS (Lactobacillus besiyeri acc. to DE
MAN, ROGOSA and SHARPE) siv1 besiyerinde 35 °C’de 24-48 saat anaerobik
kosullarda gelistirilerek ¢aligmada kullanilmstir.

28



@) ANADOLU UNIVERSITESI

1.7. Cahsmada Kullanilan Yontemler

1.7.1. Hiicre kiiltiirii yontemi

Hiicre (doku) kiiltiirii yontemi, hayvan ya da bitkilerin ergin veya
embriyonik dokularindan izole edilen hiicre, doku veya organlarin, gercek
ortamlarina benzer bi¢cimde hazirlanmis steril besi ortamlarinda bir siire
yasatilmalaridir (Ozban, 1988). Hiicre (doku) kiiltiirii calismalarinin gegmisi, yiiz
yili agkin bir siireyi kapsamakta ve kokeni 1885 yilima kadar dayanmaktadir
(Langdon, 2004). Ik olarak 1885’te Roux, embriyonik tavuk hiicrelerinin
hayvanin viicudunun disinda tuz ¢ozeltisinde canliligini siirdiirebildigini
gostermistir (Saltan, 2009). 1910-1914 yillar1 arasinda temel hiicre, doku ve
organ kiiltiirlerinde biiyiik adimlar atilmistir. Aseptik kosullarda caligmalar
yapilmis ve gerg¢ek anlamda ilk doku kiiltiirii caligmalar1 gergeklestirilmistir. 1926
yilinda caligmalar hiicre iiretme wvasatlar1 iizerine yogunlasmis ve analitik
yontemlerle hiicre kiiltliir vasatlar1 hazirlanmigtir. 1952 ’de insan serviks
karsinomasindan ilk devamli hiicre kiiltiirii (HeLa) elde edilmistir. 1955-1960
yillar1 arasinda, hiicre kiiltiirii calismalarinda ¢ok Onemli bir adim atilarak

gilinlimiizde kullanilan anlamda temel hiicre kiiltiirli vasatlar1 hazirlanmistir.

Farkli dokulardan iiretimi saglanan hiicre kiiltiirleri ¢ grupta

toplanmaktadir (Ozdemir, 2007):

1. Primer kiiltiir (6nciil kiiltiir): Bir organizmadan cerrahi yontemlerle
ayrilmis olan organ, doku ve hiicreler uygun bir kiiltiir ortamina konulduklarinda,
burada yiizeye baglanmakta ve boliinerek cogalmaktadirlar. Bu “primer kiiltiir”
olarak adlandirilmaktadir. Bu hiicreler canli doku pargalarindan gelen ve kiiltiir

kabinin yiizeyine ilk yapisan hiicrelerdir (Jakoby ve Pastan, 1979).

2. Sekonder kiiltiir (ikincil kiiltiir): Onciil kiiltiir sonucu elde edilen
hiicrelerin enzimatik yollarla baska bir ortama aktarilmasi ile elde edilen

hiicrelerin olusturdugu kiiltiirdiir (Ozban, 1988).
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3. Siirekli kiiltiir hiicresi: In vitro sartlarda siirekli biiyliyen kiiltiir hiicre
tipidir. Stirekli kiiltiir hiicrelerine, cell line (hiicre hatti) veya cell strain adi

verilmektedir (Freshney, 1994).

Hiicre kiiltiiri, yasam bilimlerinin pek c¢ok alanmi i¢in vazgecilmez bir
teknoloji haline gelmistir. Kokleri gelisimsel biyoloji ve patolojiye dayanmasina
ragmen, hiicre kiiltiirii giinlimiizde molekiiler genetik¢iler, immunologlar,
cerrahlar, biyomiihendisler ve ilag {ireticileri i¢cin 6nemli bir ara¢ haline gelmistir
(Bars, 2010).

Hiicre kiiltiirii yontemiyle etkiler dogrudan dogruya oldugundan, sonug
kisa  siirede  alinabilmekte, istatistik  olarak  hayvan  deneyleriyle
karsilastirilamayacak kadar fazla hiicre kullanilabilmekte ve ¢ok sayida hayvanin

deney amaciyla oldiiriilmesi 6nlenmektedir (Barutga, 2006).

1.7.2. Mitokondriyal aktiviteye bagh MTT testi

Sitotoksisite deneyleri in vitro olarak toksikoloji caligmalarinda sikg¢a
kullanilmaktadir (Bars, 2010). In vitro sitotoksisite testleri, hiicre canliligi, hiicre
poliferasyonu, membran secici gecirgenligi, DNA sentezi ya da hiicresel
metabolizma gibi toksisiteyi belirleyen gosterge parametrelerin Olcililmesine

dayanir (Barutga, 2006).

Sitotoksisitenin in vitro olarak belirlenebilmesi i¢in bir takim deneyler
gelistirilmistir (Bars, 2010). Bu yontemlere 6rnek olarak neutral red uptake deneyi
(hiicre canlilig1 i¢in), Lowry Coomassie Blue ve Kenacid blue deneyleri (toplam
hiicre proteini ve hiicre proliferasyonunu belirlemek i¢in), MTT (mitokondriyal
aktivite ve hiicresel metabolizmay1 belirlemek icin) ve intraseliiler laktat
dehidrogenaz (LDH) aktivite testi (hiicre lizizini belirlemek i¢in)’ni verebiliriz

(Barutca, 20006).

MTT testi, ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley
ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ve genellikle hiicre proliferasyonu ve

sitotoksitesinin kantitasyonunu belirlemede kullanilan bir yontemdir. MTT (3-
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[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue),
sar1 renkli olup hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve Kkiiltiir ortamindaki
mitokondriyal aktivitesi devam eden canli hiicrelerin kantitasyonunu saglar
(Griffiths ve Doyle, 1998; Freshney, 2005). Tetrazolium halkasinin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimlerince parg¢alanmasi sonucu MTT suda ¢6zliinmeyen mor
renkli formazana doniisiir. Bu doniistim canli hiicrelerin mitokondrileri aracilig
ile olur. Olusan bu formazan izopropanol veya bagka bir ¢oziicii yardimi ile suda
coziinebilir hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak
okunup kantite edilir. Tetrazolium tuzunun, sadece metabolik aktivitesi olan
hiicreler tarafindan renkli formazanlara indirgenmesinden dolayr bu ydntem

sadece canli hiicreleri saptar (Freshney, 2005; Oktar, 2009).
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Kullamlan Mikroorganizma Ornekleri

Et irlinlerinde yapilan bir calismada izole edilen ve tanimlanan
Pediococcus pentosaceus 48.P3.3, Lactobacillus plantarum 154.P7.2 ve Weissella
confusa 163.P5.8 bakterileri bu calismada kullanilmistir. Derin dondurucudan
cikarilan stok kiiltiirler MRS (Lactobacillus besiyeri acc. to DE MAN, ROGOSA
and SHARPE) sivi besiyerinde 35 °C’de 24-48 saat anaerobik kosullarda

gelistirilerek aktive edilmis ve ¢alismada kullanilmistir.

2.1.1. Bakteriyal kiiltiirlerin hazirlanmasi

Bakteriler 24-48 saat sture ile 10 mL MRS broth ortaminda 35 °C de

anaerobik kosullarda gelistirilmistir.

2.1.2. Hiicresiz taze filtratlarin hazirlanmasi

Gelisen kiiltiirler 100 mL MRS broth ortamina % 2 ’lik ekim ile transfer
edilmistir. 24-48 saat inkiibasyondan sonra gelisen kiiltiirler 11.000 g ’de 30
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant steril bir erlene aktarilmis ve 1M NaOH,
IM HCI kullanilarak pH 7.0 ayarlanmistir. pH ayarlamasi yapilan 6rnekler 0.22
um capl filtrelerden gecirilerek steril edilmistir. Filtreden gegirme esnasinda
ornekler 50 mL steril falkonlar igerisine alinmistir. Kalan 50 mL ise liyofilize

edilmek tizere 100 mL steril duran siselerine aktarilmistir.
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2.1.3.Hiicresiz liyofilize filtratlarin hazirlanmasi

Steril duran siselerine aktarilan 50 mL hiicresiz taze filtrat liyofilize
edilerek  calismalarda  kullanilmistir.  Bakterilerin ~ liyofilize  6rnekleri

kullanilincaya kadar +4 °C ’de saklanmustir.

2.2. Kullanilan Hiicreler

2.2.1. Caco-2 hiicre kiiltiirii

Hiicre stoklarimizda bulunan Sap Enstitiisii 'nden (Ankara) temin edilmis
insan kolon adenokarsinoma hiicreleri (Caco-2) bu c¢alismada kullanilmistir.
Caco-2 hiicreleri inaktif hale getirilmis % 10 ’luk Fetal Bovine Serum DMEM-
F12, %1 (v/v) Penisilin — Streptomisin ve %7,5 NaHCO; igeren besiyerinin
bulundugu 25 cm” ’lik flasklarda % 95 hava ve % 5 CO, ’li gaz ortaminda, 37 °C
’deki CO; inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmistir. Cogaltilan hiicrelerin bir

kismi stoklanarak tez ¢alismasinin sonraki deneyleri i¢in depolanmustir.

2.2.2. Caco-2 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi ve deneylere

hazirlanmasi

2.2.2.1. Stoktan hiicre ¢ikarilmasi

Azot tankindan (-196 °C) ¢ikarilan Caco-2 hiicrelerini igeren vialler, hizla
eritildikten sonra, icinde 7 mL soguk besiyeri bulunan santrifiij tiiplerine
aktarilmistir.  Santrifiij tiipleri, 1200 rpm ’de 5 dak. santrifiij edilmistir.
Stipernatant kisim dikkatlice ¢ekildikten sonra tiipiin dibine birkag kez elle
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vurarak peletin dagitilmasi saglanmistir. Daha sonra pelet iizerine 6 mL besiyeri
eklenmistir. Elde edilen besiyeri-hiicre karigimi otomatik pipet yardimiyla,
santrifiij tiipiinden almarak, 25 cm® ’lik hiicre kiiltir kaplarma (flasklara)

aktarilmig ve 37 °C *de, % 5 CO; igeren etilivde, inkiibasyona birakilmistir.

2.2.2.2. Caco-2 hiicre dizilerinin pasajlanmasi

Hiicre kiiltiir kabinda en az % 70 oraninda hiicre ¢ogalmasi meydana
geldiginde pasajlama islemi yapilmistir. Bunun i¢in flask i¢indeki kullanilmig
hiicre besiyeri cam pastor pipeti yardimiyla atilmig ve kiiltiir kabina yapismis olan
hiicreler oncelikle PBS (1L distile su igin: 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na2HPO4,
0.24 g KH2PO4) yardimiyla, sonra PBS-EDTA (1L distile su i¢in: 8 g NaCl, 0.2 g
KCI, 1.44 g Na2HPO4, 0.24 g KH2PO4, 0.372 g EDTA) ile yikanmustir. Kiiltiir
kabinin biiyiikligiine ve hiicrenin yogunluguna bagli olarak, 25 cm?® ’lik hiicre
kiiltiir kab1 i¢in 180-220 uL, 25 cm® ’lik hiicre kiiltiir kabi igin 500-600 pL 1x
tripsin  PBS-EDTA konmus, bir iki dakika etiivde bekletilerek hiicrelerin
yapistiklart flasktan kalkmalar1 saglanmigtir. Daha sonra invert mikroskopta
hiicreler kontrol edilerek ayrilma gozlenince, elle flask kenarina birkag kez
vurularak hiicrelerin ayrilmasi saglanmistir. Tripsinin etkisini noétralize etmek i¢in,
kalkan hiicrelerin iizerine, hiicre kiiltiir kabinim biiyiikligine gore 25 cm? ’lik igin
6 mL besiyeri, 75 cm” ’lik i¢in ise 22-25 mL besiyeri eklenmis ve pipetleme
yapilmistir. Santrifiij tiipiinde homojen olarak dagilan hiicreler, pipet yardimiyla

hiicre kiiltiir kaplarina paylastirilmistir.

2.2.2.3. Hiicrelerin stoklanmasi

Hiicreler, PBS ve PBS-EDTA ile yikandiktan sonra, 1x tripsin PBS-EDTA
yardimiyla kaldirilarak, santrifiij tiipili i¢erisine aktarilmis, 1200 rpm ’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda pelet {izerine her bir kriyotiip (vial) i¢in

900 pL hiicre besiyeri ve 100 pL Dimetilsiilfoksit (DMSO) ¢o6zeltisi konularak,
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homojen bir karisim elde edene dek pipetleme yapilmistir. Hiicre, besiyeri ve
DMSO ¢ozeltisi karisimindan her bir viale 1 mL aktarilmig ve vialler -80 °C ’ye
kaldirilmistir.  3-4 saat sonrasinda vialler sivi azot tankina (-196 °C)

yerlestirilerek, stoklama islemi tamamlanmistir.

2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DMEM F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F12, Sigma),
Penicillin-Streptomycin  (Biological Industries), Tripsin-EDTA  soliisyonu
(Biological Industries), (Riedel de Haen), MRS Broth besiyeri, Sodyum
bikarbonat (Sigma), Dimethyl Sulfoxide (Carlo Erba), KCl (Sigma), NaCl
(Merck), KH,PO4 (Merck), Na,HPO4 (Merck), EDTA (Merck), MTT (Sigma),

S1v1 azot.

2.4. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm® °lik flasklar (TPP), 75 cm® ’lik flasklar (TPP), 96 kuyucuklu
plakalar (TPP), cam meziirler, erlenler, cam petriler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10
mL hacimlerinde), pastor pipetler, 1 L ’lik steril filtre aparati, 25, 50, 100, 250,
500 ve 1000 mL ’lik vidali kapakli siseler, steril polipropilen santrifiij tiipleri (15
ve 50 mL hacimlerinde), steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron capinda),

Thoma lami. 10, 100 ve 1000 mikromolarlik tipler.

2.5. Kullanilan Aletler

Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii
(Niive), otoklav, derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi, manyetik karistirici, CO,
inkiibatorii (Heraus), Steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari, otomatik pipetler,

kar-buz makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), Eliza cihaz1 (Bio-Tek,
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ELx808-1U), Inverted mikroskop (Olympus IX71), 12 kanalli mikropipet
(eppendorf), dagitici pipet (eppendorf).

2.6. Kullanilan Arag ve Gereclerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile sivi
soliisyonlar aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121 °C, 1,5 atm/Hg
basingta 20 dakika, bazi cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara sarili
olarak sterilizatorde 180 °C ’de 2 saat siire ile steril edilerek kullanilmustir.
Kullanilan bazi sivi kimyasallar 0,2 pm aralikli seliiloz nitrat filtreden gecirmek

suretiyle steril edilerek kullanilmistir.

2.7. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

2.7.1. Hiicresiz taze filtratin dozlarinin hazirlanmasi

Hiicresiz taze filtrat o6rnekleri 500, 50, 5, 0.5, 0.05 ve 0.005 pL/ mL
dilisyonlar halinde DMEM-F12 besiyeri igerisinde 6 doz seklinde hazirlanmustir.

2.7.2. Hiicresiz liyofilize filtratin dozlarinin hazirlanmasi

Liyofilize ornekleri de 10.000, 1.000, 100, 10, 1 ve 0.1 pg/mL ’lik
diliisyonlar halinde DMEM-F12 besiyeri igerisinde yine 6 doz seklinde

hazirlanmustir.

36



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2.8. Yontem

2.8.1. Hiicre kiiltiiri

Caco-2 hiicreleri uygun besiyerinde ve 25 cm? ’lik flasklarda yetistirilmis
ve % 95 hava ve %5 CO; ’li gaz ortaminda ve 37 °C ’deki CO, inkiibatoriinde

(Heraus) kiiltiire edilmislerdir.

2.8.2. Hiicrelerin testler icin hazirlanmasi

Uygun kosullarda g¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini % 70
oraninda kapladiklar1 zaman 1xtripsin PBS-EDTA ile muamele edilerek flask
tabanindan kaldirilmistir. Thoma lami yardimiyla 3 kez sayilarak MTT testi i¢in
96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her kuyucugunda belirlenen sayida (15
000) hiicre olacak sekilde % 10 FBS iceren besiyerinde siispansiyon haline
getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiltiirii plakalarina 0,1 mL hiicre
stispansiyonu aktarilmistir. Hiicrelerin yapismasi ve yeni ortama aligmasi i¢in 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin
tizerindeki besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicrelerin {izerine test maddelerinin
sitotoksik  etkilerini  belirlemek  {izere, test maddelerinin  istenen
konsantrasyonlarini igeren taze besiyerleri ilave edilip 8 ve 24 saat 37 °C’de CO,

inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

Hiicresiz taze filtrat ve liyofilize filtratlarin belirlenen dozlar
hazirlanmistir. DMEM-F12 besiyeri igerisinde hiicresiz taze filtrat i¢in 500, 50, 5,
0.5, 0.05 ve 0.005 uL/ mL, liyofilize form i¢in ise; 10.000, 1.000, 100, 10, 1 ve
0.1 pg/mL ’lik diliisyonlar hazirlanmistir. Negatif kontrol olarak sadece DMEM-
F12 besiyeri kullanilmistir.
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2.8.3. MTT ol¢iimii

Test maddeleri ile 8 ve 24 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon
siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler 5 mg/mL MTT soliisyonu
ile canli hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin
suda c¢oziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi i¢in 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi1 uzaklastirilmigtir. Canli
hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢6ziinmesi i¢in her bir
kuyucuga 0,1 mL DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri
ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele
edilmeyen kontrol hiicre canlilik orani % 100 olarak kabul edilerek, deney
hiicrelerinin canlilik oranlar1 yiizde olarak ifade edilmistir. Bu test 8 paralel 3 kez

tekrar edilmistir.

2.8.4. Mikroskobi

Hiicreler Olympus IX71 inverted mikroskobu altinda incelenmistir.

2.8.5. Fotografi

Hiicreler Olympus DP70 kamera kullanilarak fotograflanmislardir.

2.9. Istatistiki Degerlendirme

MTT deneylerinin  sonuglarinin  istatistiksel — degerlendirilmesinde
(Statistical Package for the Social Sciences) SPSS 13.0 programi kullanilmis ve
elde edilen verilerin tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi

uygulanarak anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. MTT Sonuclari

3 laktik asit bakterisinin (Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus
plantarum ve Weissella confusa) hiicresiz taze filtrati ve bu filtratlarin liyofilize
formlarinin uygulandig: hiicrelerle yapilan MTT testi sonucunda, Caco-2 hiicreleri
izerinde zamana ve doza bagimli olarak en diisiik dozdan itibaren ilk 5 dozda
(hiicresiz taze filtrat1 i¢in 0,005 pL/mL, 0,05 uL/mL, 0,5 uL/mL, 5 pL/mL, 50
uL/mL; hiicresiz liyofilize filtrat i¢in 0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 ug/mL, 100 pg/mL,
1000 pg/mL) genellikle hiicre canliliginda belirgin bir azalma gézlenmemistir.
Ancak en yiiksek dozda (hiicresiz taze filtrat1 i¢in 500 pL/mL, hiicresiz liyofilize
filtrat i¢in 10.000 pg/mL) bu bakterilerin hem hiicresiz taze filtrat hem de
liyofilize filtratlarinin uygulandigi Caco-2 hiicrelerinde her iki inkiibasyon
siiresinde de, ozellikle 24 saatlik inkiibasyonda hiicre canlilifinda belirgin bir

azalma oldugu gozlenmistir.

Tez ¢alismasinda hiicre sayis1 olarak 15.000 Caco-2 hiicresi/kuyucuk (96
kuyucuklu plaka) sonuglar1 degerlendirmeye alinmigtir. 5.000 ve 10.000 Caco-2
hiicresi/kuyucuk denenmistir; ancak tekrarlanabilir sonuglar alinmadigir icin

degerlendirmeye alinmamustir.
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3.2. Pediococcus pentosaceus 'un Caco-2 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik

Etkileri

3.2.1. Pediococcus pentosaceus ’un hiicresiz taze filtratimin Caco-2

hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Pediococcus pentosaceus un hiicresiz taze filtratinin uygulandigi Caco-2
hiicreleriyle yapilan MTT testi sonucunda, maddenin en diisiik dozu olan 0,005
uL/mL ’lik dozun, 8 saatte hiicre sayisinda bir degisiklik yapmadigi, 24 saatte %
6 oraninda hiicre sayisini azalttigi saptanmistir (Sekil.1.). 0,05 pL/mL ’lik dozda,
8 saatte % 3, 24 saatte % 8 oraninda hiicre canliliginda azalma goézlenmistir. 0,5
uL/mL ’lik dozda, 8 saatte % 2, 24 saatte % 5 oraninda hiicre sayisinda azalma
meydana gelmistir. 5 pL/mL ’lik dozun, 8 saatte % 2, 24 saatte % 5 oraninda
hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir. 50 pL/mL ’lik dozun, 8
saatte % 3, 24 saatte yine % 3 oraninda hiicre sayisini1 azalttig1 saptanmistir. En
yiiksek doz olan 500 pL/mL ’lik dozda ise; 8 saatte % 9, 24 saatte ise kontrol
grubuna gore anlamli olup, % 25 oraninda hiicre canliliginda azalma meydana

gelmistir.
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Sekil.1. Pediococcus pentosaceus un hiicresiz taze filtratinin Caco-2 hiicreleri iizerine 8 ve 24
saat inkiibasyon siiresinde sitotoksik etkisi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlamh

farkliliklar: gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05.

3.2.2. Pediococcus pentosaceus ’un hiicresiz liyofilize filtratinin Caco-2

hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Pediococcus pentosaceus’un hiicresiz liyofilize filtratinin uygulandigi
Caco-2 hiicreleriyle yapilan MTT testi sonucunda, maddenin en diisiik dozu olan
0,1 pg/mL ’lik doz 8 saatte hiicre sayisinda kontrol grubuna gore anlamli olarak %
5, 24 saatte ise % 5 oraninda hiicre sayisinda azalmaya neden olmugtur (Sekil.2.).
1 pg/mL ’lik dozun, 8§ saatte kontrol grubuna goére anlamli olarak % 9, 24 saatte
ise kontrol grubuna gore anlamli olarak % 8 oraninda hiicre sayisini azalttigi
saptanmistir. 10 pg/mL ’lik dozda, 8 saatte kontrol grubuna goére anlamli olup %
9, 24 saatte de kontrol grubuna goére anlamli olup % 7 oraninda hiicre canliliginda
azalma oldugu belirlenmigtir. 100 pg/mL ’lik dozda, 8 saatte kontrol grubuna gore
anlamli olarak % 9, 24 saatte de yine kontrol grubuna gore anlamli olarak % 9

oraninda hiicre sayisinda azalma gozlenmistir. 1000 pg/mL ’lik dozun, 8 saatte
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kontrol grubuna gére anlamli olup % 6, 24 saatte ise kontrol grubuna gére anlamli
olup % 15 oraninda hiicre canliligin1 azalttig1 saptanmistir. En yiliksek doz olan
10.000 pg/mL ’lik dozun ise; 8 saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak % 21,
24 saatte de yine kontrol grubuna gore anlamli olarak % 33 oraninda hiicre

canliliginda azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
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Sekil.2. Pediococcus pentosaceus 'un hiicresiz liyofilize filtratinin Caco-2 hiicreleri {izerine 8 ve
24 saat inkiibasyon siiresinde sitotoksik etkisi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlaml

farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05
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3.3. Lactobacillus plantarum un Caco-2 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik
Etkileri

3.3.1. Lactobacillus plantarum ’un hiicresiz taze filtratimin Caco-2

hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Lactobacillus plantarum 'un hiicresiz taze filtratinin uygulandigr Caco-2
hiicreleriyle yapilan MTT testi sonucunda, maddenin en diisik dozu olan 0,005
puL/mL ’lik dozun, 8 saatte % 5, 24 saatte % 7 oraninda hiicre sayisini azalttigi
saptanmistir (Sekil.3.). 0,05 pL/mL ’lik dozda, 8 saatte kontrol grubuna gore
anlaml olarak % 7, 24 saatte ise kontrol grubuna gore anlamli olarak % 11
oraninda hiicre sayisinda azalma gozlenmistir. 0,5 pL/mL ’lik dozda, 8 saatte
kontrol grubuna goére anlamli olup % 12, 24 saatte yine kontrol grubuna gore
anlamli olup % 12 oraninda hiicre canliliginda azalma oldugu belirlenmistir. 5
uL/mL ’lik dozda, 8 saatte kontrol grubuna gdre anlamli olup % 18, 24 saatte yine
kontrol grubuna gdre anlamli olup % 17 oraninda hiicre sayisinda azalma
saptanmistir. 50 pL/mL ’lik dozda, 8 saatte kontrol grubuna gbre anlamli olup %
20, 24 saatte ise kontrol grubuna gore anlamli olup % 24 oraninda hiicre sayisinda
azalma gozlenmistir. En yliksek doz olan 500 pL/mL °’lik dozda ise; 8 saatte
kontrol grubuna gore anlamli olarak % 36, 24 saatte ise kontrol grubuna gore

anlamli olarak % 50 oraninda hiicre canliliginda azalma saptanmustir.
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Sekil.3. Lactobacillus plantarum *un hiicresiz taze filtratinin Caco-2 hiicreleri {izerine 8 ve 24 saat
inkiibasyon siiresinde sitotoksik etkisi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamh

farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

3.3.2. Lactobacillus plantarum’un hiicresiz liyofilize filtratinin Caco-2

hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

Lactobacillus plantarum™un hiicresiz liyofilize filtratinin uygulandigi
Caco-2 hiicreleriyle yapilan MTT testi sonucunda, maddenin en diisiik dozu olan
0,1 pg/mL ’lik dozun, 8 saatte hiicre sayisinda bir degisiklik yapmadigi, 24 saatte
% 5 oraninda hiicre canliligint azalttigi saptanmustir (Sekil.4.). 1 pg/mL ’lik
dozun, 8 saatte yine hiicre sayisinda bir degisiklik yapmadigi, 24 saatte % 1
oraninda hiicre sayisini azalttig1 gézlenmistir. 10 pg/mL ’lik dozda, 8 saatte % 3,
24 saatte % 1 oraninda hiicre sayisinda azalma oldugu belirlenmistir. 100 pg/mL
’lik dozun, 8 saatte % 4, 24 saatte % 3 oraninda hiicre sayisini azalttigi
saptanmigtir. 1000 pg/mL ’lik dozun 8 saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak
% 9, 24 saatte ise kontrol grubuna gore anlamli olarak % 14 oraninda hiicre

canliligin1 azalttig1 belirlenmistir. En yiiksek doz olan 10.000 pg/mL ’lik dozda
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ise; 8 saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak % 33, 24 saatte yine kontrol
grubuna gore anlamli olarak % 33 oraninda, hiicre sayisinda azalma oldugu

belirlenmistir.
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Sekil.4. Lactobacillus plantarum *un hiicresiz liyofilize filtratinin Caco-2 hiicreleri iizerine 8 ve 24
saat inkiibasyon siiresinde sitotoksik etkisi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli

farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

3.4. Weissella confusa 'min Caco-2 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik

EtKkileri

3.4.1. Weissella confusa *min hiicresiz taze filtratinin Caco-2 hiicreleri

uizerine sitotoksik etkileri

Weissella confusa 'nin hiicresiz taze filtratinin uygulandigi Caco-2

hiicreleriyle yapilan MTT testi sonucunda, maddenin en diisiik dozu olan 0,005
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pnL/mL ’lik dozun, 8 saatte hiicre sayisinda bir degisiklik yapmadig, 24 saatte % 3
oraninda hiicre sayisini azalttig1 saptanmistir (Sekil.5.). 0,05 pL/mL ’lik dozun, 8
saatte % 2, 24 saatte % 5 oraninda hiicre sayisin azalttigi belirlenmistir. 0,5
uL/mL ’lik dozda, 8 saatte % 1, 24 saatte % 7 oraninda hiicre canliliginda azalma
meydana gelmistir. 5 pL/mL ’lik dozun, 8 saatte hiicre sayisinda bir degisiklik
yapmadigi, 24 saatte % 7 oraninda azalttig1 saptanmistir. 50 pL/mL ’lik dozun, 8
saatte hiicre sayisinda bir degisiklik yapmadigi, 24 saatte kontrol grubuna gore
anlamli olup % 20 oraninda hiicre sayisini azalttig1 gézlenmistir. En yiiksek doz
olan 500 uL/mL ’lik dozun ise; 8 saatte % 11, 24 saatte yine kontrol grubuna gore

anlamli olup % 37 oraninda hiicre sayisini azalttig1 saptanmistir.
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Sekil.5. Weissella confusa 'min hiicresiz taze filtratinin Caco-2 hiicreleri {izerine 8 ve 24 saat
inkiibasyon siiresinde sitotoksik etkileri. (*) isareti kontrol grubuna gdre anlamh

farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05
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3.4.2. Weissella confusa ’mimn hiicresiz liyofilize filtratinin Caco-2

hiicreleri lizerine sitotoksik etKileri

Weissella confusa 'nin hiicresiz liyofilize filtratinin uygulandigr Caco-2
hiicreleriyle yapilan MTT testi sonucunda, maddenin en diigiik dozu olan 0,1
png/mL ’lik dozun, 8 saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak % 5 oraninda
hiicre sayisini azalttigi, 24 saatte hiicre sayisinda bir degisiklik yapmadigi
saptanmistir (Sekil.6.). 1 pg/mL ’lik dozun, 8 saatte kontrol grubuna gore anlamli
olarak % 5 oraninda hiicre sayisini azalttigi, 24 saatte hiicre sayisinda bir
degisiklik yapmadigi1 gozlenmistir. 10 pg/mL ’lik dozun, 8 saatte kontrol grubuna
gore anlamli olarak % 6 oraninda hiicre sayisimi azalttigi, 24 saatte hiicre
sayisinda bir degisiklik yapmadigi belirlenmistir. 100 pg/mL ’lik dozda, 8 saatte
kontrol grubuna goére anlamli olup % 6, 24 saatte % 3 oraninda hiicre canliliginda
azalma oldugu belirlenmistir. 1000 pg/mL ’lik dozun, 8 saatte kontrol grubuna
gore anlamli olarak % 7, 24 saatte ise kontrol grubuna gore anlaml olarak % 14
oraninda hiicre sayisini azalttig1 saptanmistir. En yiiksek doz olan 10.000 pg/mL
’lik dozda ise; 8 saatte kontrol grubuna goére anlamli olup % 9, 24 saatte yine
kontrol grubuna goére anlamli olup % 32 oraninda hiicre canliliginda azalma

oldugu belirlenmistir (Sekil.6.).
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Sekil.6. Weissella confusa 'min hiicresiz taze filtratinin Caco-2 hiicreleri {izerine 8 ve 24 saat
inkiibasyon siiresinde sitotoksik etkileri. (*) isareti kontrol grubuna gdre anlamh

farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

3.5. Hiicre morfolojilerinin incelenmesi

Olympus IX71 inverted mikroskobunda hiicrelerin  gelisim
morfolojileri, madde oncesi morfolojileri, madde sonrast morfolojileri incelenip,

Olympus DP70 kamera yardimi ile fotograflar ¢ekilmistir. (Sekil. 7-11).
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Sekil.7. P-39 (pasaj 39) Caco-2 hiicrelerinin normal morfolojileri, A) X40 (6l¢ti birimi 200pum), B)
X100 (6l¢ii birimi 100pum), C) X200 (6l¢ii birimi 50pum), D) X400 (6l¢i birimi 20pm)

IVERSITESI

49

@) ANADOLU UN



Sekil.8. P-36 (pasaj 36) Caco-2 hiicrelerinin normal morfolojileri, A) X40 (6l¢ti birimi 200pum), B)
X100 (6l¢ii birimi 100pum), C) X200 (6l¢ii birimi 50pum), D) X400 (6l¢i birimi 20pm)
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Sekil.9. Caco-2 hiicrelerinin madde verilmeden 6nceki morfolojik goriiniimii (15000 hiicre / 100
ul), A) X40 (6lgt birimi 200um), B) X100 (6l¢ii birimi 100pm), C) X200 (6l¢ii birimi
50um), D) X400 (6l¢ii birimi 20pum)
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Sekil.10. P.pentosaceus ’un hiicresiz taze filtratinin 24 saat inkiibasyon sonras1 Caco-2 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin morfolojik gériiniimii, A) X40 (6l¢ii birimi 200pm), B)
X100 (8l¢ii birimi 100um), C) X200 (l¢ii birimi 50um), D) X400 (6l¢ii birimi 20um)

IVERSITESI

52

@) ANADOLU UN



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Sekil.11. P.pentosaceus ’un hiicresiz liyofilize filtratinin 24 saat inkiibasyon sonrasi Caco-2

hiicreleri ilizerindeki sitotoksik etkisinin morfolojik goriinimii, A) X40 (6l¢li birimi
200pm), B) X100 (6l¢ii birimi 100pm), C) X200 (dl¢ii birimi 50um), D) X400 (dl¢i
birimi 20um)

3.6. Tezde Kullanilan Bakterilerin Hiicresiz Taze Filtratlar1 ve

Liyofilize Filtratlarinin Karsilastirilmasi

Pediococcus pentosaceus ’un en yiikksek dozdaki hiicresiz liyofilize
filtratinin, hiicresiz taze filtrat formundan 8 saatte hiicre canlili1 iizerine daha
etkili oldugu gozlenmistir. 24 saatte ise her iki formun da hiicre sayisinin
azaltilmasinda yaklasik olarak benzer etkiye sahip oldugu saptanmistir (Sekil.l-
2.). Lactobacillus plantarum ’un en yiiksek dozdaki hiicresiz taze filtrat ve

liyofilize filtratinin 8 saatte hiicre canlilig1 lizerine yaklasik olarak benzer etkiye
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sahip oldugu, 24 saatte ise bakterinin hiicresiz taze filtratinin, liyofilize filtrattan
daha etkili oldugu belirlenmistir (Sekil.3-4.). Weissella confusa nin en yliksek
dozdaki hiicresiz taze filtrat ve liyofilize filtratinin ise; 8 ve 24 saatte hiicre
canlili1 lizerine yaklagik olarak benzer etkiye sahip oldugu saptanmistir (Sekil.5-

6.).

Istatistiksel sonuglardan elde edilen veriler, Lactobacillus plantarum ‘un
hiicresiz taze filtratinin en yiiksek dozunun 24 saatte, hiicre sayisinin

azaltilmasinda en etkili oldugu sonucunu ortaya koymustur (Sekil.3.).
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4. TARTISMA SONUC

Laktik asit bakterileri basta olmak {izere (Lactobacillus, Streptococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Bifidobacteria), Bacillus ve Escherichia coli nin belli
suslart ile Saccharomyces ve Aspergillus gibi funguslarin bazi1 suslarinin,
probiyotik Ozelliklere sahip oldugu yillar gectikce artan bir sekilde, yapilan
caligmalarla ortaya konulmustur (Lee ve ark., 2007; Liong, 2007).

Bir¢ok gida iiriiniinde islevsel gida olarak probiyotiklerin kullanilmasinin
roli kabul edilmekte ve insan sagligi i¢in onemi her yil giderek artmaktadir.
Islevsel bir gida olarak en c¢ok kullamlan probiyotik bakteriler, laktik asit
bakterileridir (Saikali ve ark., 2004; Moreno ve ark., 2007). LAB ’nin
antimikrobiyal, antioksidan, antimutajenik, antiproliferatif Ozelliklere sahip
olduguna ve de en Onemlisi kanser hiicrelerine kars1 antitimoral etki
sergilediklerine dair literatiirde ¢alismalar yer almaktadir (Saarela ve ark. 2000;
Kilig, 2001; Rafter, 2002; Choi ve ark., 2005; Hoesl ve Altwein, 2005; Koller ve
ark., 2008).

Goglis ve mesane kanseriyle ilgili bazi ¢alismalar olmasina ragmen, LAB
‘nin antikanser etkileri {izerindeki ¢aligsmalarin biiyiik cogunlugu kolorektal kanser
ile ilgilidir (Rafter, 2002). Caco-2 hiicreleri insan kolon adenokarsinoma hiicreleri
olup, bilesiklerin intestinal absorbsiyon caligsmalarinda in vitro model olarak en
¢ok kullanilan hiicre hatlarindan biridir (Turco ve ark., 2011). In vitro bir model
olan Caco-2 hiicreleri uzun yillardan beri 6zellikle farmasotik alanda da tarama
amactyla yaygin bir sekilde kullanilmistir (Anonim, 2000). Bu hiicreler intestinal
bariyeri taklit ederek, siki baglantilarla siirekli tek bir tabaka olusturmasi ile yar1
gecirgen membranlara ekildiginde, uzun donemli kiiltiirlerde farklilagabilmekte ve
polarize olabilmektedir. Bu ozelliklerinden dolayi, Caco-2 hiicreleri in vitro
calismalarda insan intestinal epiteli i¢in popiiler bir vekil olmustur (Turco ve ark.,
2011).

Giliniimiizde kolon kanser riskinin azaltilmasinda uygulanan tedavilere
alternatif olarak, diyet ve dogal biyoaktif tamamlayicilar yogun bir sekilde

arastirilmaktadir (Collins ve ark., 1999; Chau ve ark., 2006). Yaptigimiz
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calismada bu sebeplerden dolay1 hedef hiicre hatt1 olarak kolon adenokarsinoma
hiicreleri  (Caco-2 hiicreleri) ve de bagirsak mikroflorasim1 diizenleyici
ozelliginden yola c¢ikilarak, alternatif tedavi amacgli kullanilabilirligi olan
probiyotikler ¢caligilmistr.

Calismamizda, calistigimiz her 3 laktik asit bakterisine ait gerek hiicresiz
taze filtratlarda, gerekse hiicresiz liyofilize filtratlarda hiicre canlilifinda degisen
oranlarda azalma meydana gelmistir. 3 bakteriye ait hiicresiz taze filtratin
ozellikle L.plantarum ve W.confusa ’nin 100 pg/mL dozunun Caco-2 hiicre
canliligi iizerine belirgin bir etkisinin olmadigr gozlemlenmistir. Lee ve
arkadaslar1 (2004) L.acidophilus SNUL (son hiicre sayis1 2.0x10° cfu/mL), L.casei
YIT9029 (son hiicre sayisi 1.1x10° cfu/mL) ve B.longum HY8001 (son hiicre
sayisl 8.0x10° cfu/mL) *un hiicresiz taze filtratimin bir kolon kanser hiicre hatt1
olan SNUC2A hiicre canliligt {izerine inhibitoér etkisinin var oldugunu
bildirmislerdir. Calismada 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucugunda 50.000
SNUC2A hiicresiyle, 100 pg/mL konsantrasyonda bakterilerin hiicresiz taze
filtratlarinin 72 saatlik inkiibasyonu sonrasi grafiklerden elde edilen verilere gore
L.acidophilus un % 20-25, L.casei ’nin % 35-40, B.longum ’un ise % 35-40
oraninda SNUC2A hiicre canliligini inhibe ettigini belirtmislerdir (Lee ve ark.,
2004). Calismamizda 96 kuyucuklu plakada herbir kuyucuk i¢in 15.000 Caco-2
hiicresi kullanilmis ve de inkiibasyon siiresini 24 saat olarak kisa tutulmustur. Bu
inhibisyon degerleri arasindaki farklilik, inkiibasyon siiresinin farkli olmasindan
kaynaklanabilecegi gibi, ¢alismada kulanilan hiicre sayisindan da kaynaklanmis

olabilir.

Yine Thirabunyanon ve arkadaglar1 (2009) tarafindan benzer olarak
yapilan bir ¢alismada, giinliik fermente siitten elde edilen Enterococcus faecium
RMI11, Lactobacillus fermentum RM28 ’un hiicresiz taze filtratinin, Caco-2
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon
siiresinde bu mikroorganizmalarin sadece hiicresiz taze filtratlar1 uygulandiginda,
E.faecium RM11 ’in % 21, Lactobacillus fermentum RM28’in ise % 23 oraninda
Caco-2 hiicresinin (1x10° hiicre/100 pL) cogalmasini inhibe ettigi saptanmustir.
Bizim ¢alismamizda 500 pl/mL konsantrasyonda P.pentosaceus, L.plantarum, ve

W.confusa nin hiicresiz taze filtratlari, Caco-2 hiicresinin (15.000 hiicre/100 pL)
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gelisimini sirasiyla % 25, % 50 ve % 37 oraninda inhibe etmistir. Bu inhibisyon
degerleri arasindaki farklilik, bakteri tiiri ve calismada kullanilan Caco-2 hiicre

sayilarindaki farkliliktan kaynaklanmis olabilir (Thirabunyanon ve ark., 2009).

Liu ve Pan (2010) L.plantarum NTU 102 ’nin 1siyla inaktive edilmis
hiicreleri ve sitoplazmik fraksiyonunun in vitro HT-29 ve Caco-2 kolon kanseri
hiicreleri lizerine 48 saat inkiibasyon siiresinde inhibitor etkilerinin degisen
oranlarda oldugunu bildirmistir. Calismada 2x10* hiicre/100 pL kullanilmistir.
Arastiricilar L.plantarum NTU 102 ’nin 1siyla inaktive edilmis hiicreleri ile
yapilan ¢aligmada 100pg/mL dozda yiizde Caco-2 hiicre canliligin1 72.0+4.0, 500
ug/mL dozda ise 44.5+2.3 bulduklarini bildirmislerdir. L.plantarum NTU 102
nin sitoplazmik fraksiyonunun ise; 100ug/mL dozda yilizde Caco-2 hiicre
canliligin1 95.1+6.5, 500 pg/mL dozda 76.1+7.0 bulduklarini ortaya koymuslardir.
Ayrica arastiricilar L.plantarum NTU 102 ’nin 1s1yla inaktve edilmis hiicreleri ile
yapilan ¢alismada 100pg/mL dozda yiizde HT-29 hiicre canliligini 51.5+£5.9, 500
ng/mL dozda ise 29.7.5+1.1 bulduklarimi bildirmislerdir. L.plantarum NTU 102
‘nin sitoplazmik fraksiyonunun ise; 100 pg/mL dozda yiizde HT-29 hiicre
canliligini 109.0+10, 500 pg/mL dozda 83.2+10 bulduklarini ortaya koymuslardir
(Liu ve Pan, 2010). Bizim g¢alismamizda L.plantarum ’un hiicresiz liyofilize
filtrat1 100 pg/mL dozda 8 saat inkiibasyonda % 4, 24 saat inkiibasyonda % 3
oraninda, 1.000 pg/mL dozda 8 saat inkiibasyonda % 9, 24 saat inkiibasyonda %
14 oraninda Caco-2 hiicre canliligini inhibe etmistir. Calismamizda 15x10° hiicre
/100 pL kullanilmistir. Elde edilen bu sonuglardan L.plantarum ’un 1siyla inaktive
edilmis hiicrelerinin, hiicresiz liyofilize filtrat ve bakteri sitoplazmasina gore

Caco-2 hiicre canlilig iizerine daha etkili olabilecegini sdyleyebiliriz.

Yine Orlando ve arkadaslar1 (2009), Lactobacillus rhamnosus ’un
sonikasyon islemi ile elde edilen sitoplazmasinin, bir kolon kanser hiicre hatt1 olan
DLD-1 hiicrelerinin proliferasyonu iizerine olan etkilerini degerlendirmistir. 24
saatlik inkiibasyon sonrast 1:2 konsantrasyondaki dozun, DLD-1 hiicre canlilig
tizerine O6nemli bir etkisi gézlenmemistir (en fazla % 10). 48 saat inkiibasyon
sonrast ise; bu etkinin % 20-30 arasinda oldugu belirtilmistir. Bizim ¢aligmamizda

Lactobacillus plantarum *un taze hiicre dis1 filtrat1 500 uL/mL ’lik dozu; 8 saatte

57



@) ANADOLU UNIVERSITESI

% 36, 24 saatte % 50 oraninda Caco-2 hiicre canliliginda azalmaya neden
olmustur. Ancak burada 6nemli olan her iki hiicre hattinin ve de bakterilerin
farklilik gostermesinin yaninda, Orlando ve arkadagslar1 4.000 hiicre /100 pL
sayida hiicre kullanmistir, bizim c¢alismamizda 15.000 hiicre/100 pL Caco-2
hiicresi  kullanilmigtir. Buradan L.plantarum ’un hiicresiz taze filtratinin,
L.rhamnosus sitoplazmasindan daha etkili olabilmesi ve de hiicre sayisinin da

buna etki gosterebilmesinin muhtemel olabilecegini sdyleyebiliriz (Orlando ve

ark., 2009).

Ayrica Kim ve arkadaglar1 (2002a) tarafindan in vivo yapilan ¢alismada
L.plantarum ’un sitoplazmik fraksiyonunun doza baglh olarak F9
teratokarsinomaya sahip farelerde antitiimor aktivite gosterdigini bildirmislerdir.
En iyi aktivitenin 200 mg/kg/glinde dozda kontrol grubuna gore % 44 oraninda
azalmayla meydana geldigini bildirmislerdir (Kim ve ark., 2002a). Bizim
calismamizda da L.plantarum *un hiicresiz taze filtratinin, Caco-2 hiicrelerinde %

50 oraninda hiicre canliliginda azalmaya sebep oldugundan yola c¢ikarak

L.plantarum *un kolon kanser hiicrelerine kars1 etkili olabilecegini sdyleyebiliriz.

5

Liu ve arkadaslarn  (2011), Lactobacillus  casei 01 in
ekzopolisakkaritlerinin  (EPS) 100ug/mL ’de HT-29 hiicreleri {izerine
antiproliferatif etki gosterdigini bildirmislerdir. Bu dozda kontrol grubu % 100
olarak alindiginda, HT-29 hiicre canlilig1 % 73.9+9.3 olarak belirtilmistir (Liu ve
ark., 2011). Calismamizda her 3 Ilaktik asit bakterisinin hiicresiz liyofilize
filtratinin 100 pg/mL ’de Caco-2 hiicre canliligi tizerine herhangi inhibitor
etkisinin olmadig1 goézlemlenmistir; ancak her 3 bakteriye ait hiicresiz liyofilize
filtratin 10.000 pg/mL ’lik dozunda Caco-2 hiicre canliligi ilizerine etki ettigi
saptanmistir. Buradan EPS ’lerin hiicre canlilig1 iizerine daha etkili olabilecegini
sOyleyebiliriz. Calismamizda kullandigimiz hiicresiz taze filtrat ve liyofilize
filtratin EPS miktarmin diisiik olmasindan dolayi, saf EPS ’nin hiicre inhibisyonu
tizerine daha etkin olabilecegini sdyleyebiliriz. Yapilan ¢alismalar sonucunda EPS
‘nin bagirsak florasini diizenledigi, kolesterolii diisiirdiigii, antitimor ve antitilser

aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica LAB ’nin antikanser aktiviteleri
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tizerindeki calismalar tim hiicre fraksiyonlarin1 igermektedir; ancak EPS bu
anlamda biiylik 6neme sahiptir.

Lee ve arkadaslar1 (2008) Bifidobacterium adolescentis SPM0212 ’nin
santrifiij sonras1 elde edilen hiicre peletinden biitanolle hazirlanan ekstraktinin 72
saatlik inkiibasyon siiresinde, Caco-2 hiicreleri iizerine antiproliferatif etkisini
degerlendirmislerdir. Calismada 100 pg/mL  ’lik dozun Caco-2 hiicre
proliferasyonunu % 30-40 oraninda inhibe ettigini bildirmislerdir (Lee ve ark.,
2008). Bizim ¢aligmamizda 100 pg/mL ’lik hiicresiz liyofilize filtratinin 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde Caco-2 hiicre sayisini, P.pentosaceous, L.plantarum ve
W.confusa *nin belirgin bir sekilde etkilemedigi gézlenmistir. Buradan direkt canli

bakteri liyofilizatinin daha etkili olabilecegini sdyleyebiliriz.

Paolillo ve arkadaslar1 (2009) 96 kuyucuklu plakada her kuyucukta 1x10°
Caco-2 hiicresi olacak sekilde L.plantarum ’un canli bakteri hiicreleriyle
yaptiklar1 ¢alismada 12 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda Caco-2 hiicre
canlilig1 iizerine L.plantarum ’un belirgin bir etkisinin olmadigini; oysaki 24 ve
48 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda kontrol grubuyla (sirastyla % 73.6+2.9,
% 68.25+2.8) kiyaslandiginda madde uygulanan hiicrelerde canli bakteri
tarafindan Caco-2 hiicre canliliginin stimiile edildigini (sirastyla % 92+3, % 91+3)
belirtmislerdir. Burada L.plantarum >un MTT testi ile belirlenen hiicre canliliginin
artmas1 ile bagirsak epitel homeositazisini tesvik ettiginden ve sitokinle
indiiklenen epitel hiicre apoptozisini inhibe ettiginden bahsedilmistir. Ayrica
L.plantarum ’un bagirsaktaki inflamasyonun kontroliinde bir role sahip oldugu ve
de TLR-2 (toll-like reseptorii-2)’nin indiiksiyonu ile sistemik immiinitenin
aktivasyonu i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir (Paolillo ve ark., 2009). Ancak bu
calismanin aksine Thirabunyanon ve arkadaslar1 (2009) E.faecium RMI11 ve
L.fermentum RM28 ’in canli bakteri hiicrelerinin Caco-2 hiicrelerinin ¢ogalmasini
inhibe ettigini (E.faecium RMI11 % 2943, L.fermentum RM28 ise % 29+4
oraninda) bildirmislerdir.  Arastiricilar bu sonucu Gonet-Surowka ve
arkadaslarinin (2007) sadece bazi tiirlerinin probiyotik oldugu Lactobacillus *un
hem canli hem de 1siyla inaktive edilmis hiicrelerinin kolon kanser hiicre
apoptozisine neden olan pan-kaspazlart giicli bir sekilde aktive ettigini

bildirdikleri ¢alismayla desteklemislerdir (Thirabunyanon ve ark., 2009).
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Yapilan bu ¢alismalara ek olarak, istenen koruyucu etkilerin uygulanan
probiyotigin dozuna bagli oldugu ortaya konmustur. 10 mL NaCl/kg viicut
agirhginda  1x10'° miktarinda probiyotik uygulandiginda, ratlarm  kolon
hiicrelerindeki karsinojenle indiiklenmis lezyonlara kars1 L.casei ’nin korucu bir
etkisi gézlenmistir. Benzer bir sekilde canli L.acidophilus, L.gasseri, L.confusus,
Streptococcus thermophilus, B.breve, ve B.longum "un tek basina uygulanmasiyla
kolonda MNNG (n-metil-n"-nitro-n-nitrosoguanidin) ile indiiklenmis DNA
hasarini 6nledigi bulunmustur. Ancak % 50 ya da % 90 oraninda bakteriyal dozun
azaltilmasi, karsinojen koruma etkisinin kaybi ile sonuc¢lanmistir. Bu, gama
interferon, interferon-12 (IL-12), IL-14 ve IL -10 gibi inflamatuvar ve diizenleyici
sitokinleri salan bagirsak immiin hiicrelerinin probiyotigin doza-bagimli
stimiilasyonuna katkida bulunabilir (Liong, 2008). Zabala ve arkadaslar1 (2001a)
Enterococcus faecium CH3 ve Lactobacillus salivarius HA8 ’in bakteriyal
siispansiyonlarinin,  myeloma  hiicre = proliferasyonunun  inhibisyonunu
degerlendirmislerdir. 10°-10” cfu/mL bakteriyal konsantrasyonda her iki susta da
hiicresel prolifarasyonun zayif bir inhibisyonu (% 70.9-81.5) gézlenmistir. Ancak
10® cfu/mL bakteriyal konsantrasyonda gii¢lii bir inhibitor etki (E.faecium HN1
icin % 16.7, L.salivarius HA8 icin % 5) oldugu belirtilmistir. Diger LAB ’nin
anti-karsinojenik ve anti-mutajenik 06zelliginin doza bagimli oldugu rapor
edilmistir (Zabala ve ark., 2001a).

Bu alanda yapilan calismalarin ¢ogunlugu ozellikle Bifidobacterium ve
Lactobacillus tiirleri iizerinedir. Yaptigimiz ¢alismada en giiclii inhibitor etki de
yine bir Lactobacillus tiirii olan L.plantarum ’da gozlenmistir. Ancak yaptigimiz
literatiir calismasinda Pediococcus pentosaceus ve Weissella confusa ile yapilmig
bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu calisma ile Pediococcus pentosaceus ve
Weissella confusa ilk kez ¢alisilmis gozilkmektedir. Her ne kadar L. plantarum ’a
ait filtratlarin etkisine gore daha diisiik etki gosterseler de iimit vaat etmektedir.
Bu konudaki ¢aligmalarin detaylandirilmas: farkl bilgilerin elde edilmesine neden
olacaktir. Ayrica bu mikroorganizmalarin piyasada bulunan probiyotik iiriinlere
alternatif olarak kullanilmasina da olanak saglayabilir. Bunun yaninda
probiyotiklerle ilgili tiim bu pozitif buluslara ragmen, bazi arastirmacilar

probiyotiklerin kolon kanserini koruyucu etkilerinin énemsiz oldugunu da rapor
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etmistir. Ancak bu alanda kesin mekanizmalarin tam olarak anlasilabilmesi i¢in

daha fazla degerlendirme yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

SONUC

Sonuglarimiz Caco-2 hiicre canliligina karst en giiclii inhibitoér etkinin
L.plantarum ’un hiicresiz taze filtratinin 500 pL/mL konsantrasyonunda 24
saatlik inkiibasyon siiresinde oldugunu gostermistir. Ancak P.pentosaceus ve
Weissella confusa ’nin da en yiiksek dozunda (hiicresiz taze filtrat i¢in 500
puL/mL, hiicresiz liyofilize filtrat i¢in 10.000 pg/mL) Caco-2 hiicre canlilig1
lizerine anlamli bir etki gézlenmistir. Bu sonuglar bu 2 bakterinin probiyotik {iriin
eldesinde potansiyel bir aday olabilecegini, ayrica antikanser aktivite
calismalarinda da kullanilabilecegini desteklemektedir. Bu alanda yaptigimiz

caligmalar1 devam ettirecegiz.
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