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Kolon Kanserinde Probiyotik Bakterilerin Etkisinin immiin Sistem Acisindan Arastirilmasi

Safaa ALTVES
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi / Konya-2022

Kolorektal kanser (KRK), diinya capinda en yaygin iiglincii kanser ve kansere baglh
Sliimlerin tigiincii 6nde gelen nedenidir. KRK multifaktoriyel bir hastaliktir ve normal kolon epitelinin
adenomatéz polipe doniismesi sonucu geligir. Kemoterapi, radyasyon ve cerrahi prosediirler
geleneksel olarak kolon kanserini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Son zamanlarda, bu tedaviler
immiinoterapotik stratejilerle birlestirilmis ve tedavi sonuclarmi biiyiik Olgiide iyilestirmistir. PD-
L1%in antikor-aracili blokaji, kanser hiicrelerine saldiran sitotoksik T hiicrelerinin aktivitesini ve
inhibisyonunu engelleyerek ve giiglendirerek PD-L1 kontrol noktasi reseptorlerini bloke etmeyi
amaclayan immiinoterapi yaklagimlarindan biridir. Son yillarda, 6zellikle immiin kontrol noktasi
inhibitorleri {izerinde yapilan bir¢ok ¢aligsma, probiyotiklerin immiinoterapi yanitindaki temel roliine
atifta bulunmustur. Probiyotik tiirlerin immiin kontrol noktasi inhibitorleri tizerindeki roliinii aragtiran
birka¢ ¢aliyma, immiinoterapi sirasinda adjuvan ajanlarin bulunmasima veya tedavi iizerinde kot bir
etkisi varsa hastanin diyetinden ¢ikarilmasina 1s1k tutmaktadir.

Bu tezde, dort probiyotik bakteri izole edilmis ve bakteriler Lactobacillus rhamnosus,
Enterococcus faecium, Leuconostoc mesenteroides ve Streptococcus sp. olarak morfolojik ve
biyokimyasal testlerin yani sira 16S rRNA tiim gen dizilimi kullanilarak tanimlanmigtir. Daha sonra
izole edilen bakterilerin hiicre sitotoksisitesi XTT kullanilarak incelenmistir. L. mesenteroides, hem
stit fermente triinleri hazirlamak igin starter olarak kullanilmasi ve 6nemli fonksiyonel 6zelliklere
sahip olmasi1 hem de diger laktik asit bakterilerine goére daha az ¢aligilmig olmasi nedeniyle sonraki
deneyler i¢in secilmistir.

Calismada L. mesenteroides 'in Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatlari {izerine etkisinin
immiin kontrol noktasi PD-L1 ve PD-L1 tarafindan diizenlenen yolaklar agisindan arastirilmasi
amaglanmigtir. L. mesenteroides'in PD-L1 geni ve protein ekspresyon seviyesi lizerindeki etkisi, IFN-
y uyarimina bagl olarak qPCR ve western blot yontemleri ile incelenmistir. Kolon kanserinde PD-
L1'in fonksiyonel analizini belirlemek i¢in T hiicrelerinin aktive sitokin markoérleri dlgtilmiistiir.
Bakteri-aracili PD-L1 tarafindan diizenlenen yolaklar qPCR yontemi ile incelenmistir.

Sonuglarimiza goére, canli L. mesenteroides ile muameleden sonra her iki hiicre hattinda PD-
L1 gen ekspresyonu onemli dlgiide artmigtir. Ayrica, L. mesenteroides IFN-y tiretimini indiiklemistir.
IFN-y, PD-L1 geni ve protein ekspresyonunda dnemli rol oynadig1 icin deney protokollerine dahil
edilmigtir. L. mesenteroides ile IFN- y'nin PD-L1 ifadelerini on kattan fazla arttirdigi bulunmustur.
Ote yandan, L. mesenteroides ve IFN-y tarafindan indiiklenen PD-L1, Jurkat T-hiicrelerinin canlilig
ile IFN-y ve IL-2 sitokinlerinin seviyesini énemli 6lgiide artirmistir. Ek olarak, L. mesenteroides ve
IFN-y tarafindan kolon kanserinde indiiklenen PD-L1'in, bakteri ile iliskili PD-L1 tarafindan
diizenlenen yolaklarda ¢oklu degisikliklerle iliskili oldugu belirlenmistir. Buna gére Hippo yolagi
markérleri YAP-1 ve TAZ aktivasyonuna bagli olarak TLR'ler, NOD ve bakteri iligkili G-protein
iligkili reseptorler aktive edilirken otofaji markor genleri BECN-1, ATG-5 ve SQSTM o6nemli 6l¢iide
azalmustir.

Sonug olarak, L. mesenteroides kolon kanseri hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu arttirmistir.
Bu artig, PD-L1’nin antikor aracili blokaji1 varliginda Jurkat T hiicrelerini aktive etmistir. Elde edilen
sonuglar, mevcut bakterinin PD-L1 blokajin1 hedefleyen immiin terapisi sirasinda bir adjuvan ajan
olarak (koruyucu tedavi) kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: immun kontrol noktasi, PD-L1, PD-L1 blokaji, Probiyotik bakteriler
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REPUBLIC OF TURKIYE
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

Investigation The Effect of Probiotic Bacteria in Colon Cancer in Terms of Immune System

Safaa ALTVES
Department of Medical Biology
PhD Thesis / Konya-2022

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer and the third leading cause of
cancer-related death worldwide. CRC is a multifactorial disease and develops as a result of the change
in normal colonic epithelium to an adenomatous polyp. Chemotherapy, radiation, and surgical
procedures are traditionally being used to treat colon cancer. Recently, these therapies have been
combined with immunotherapeutic strategies, greatly improving therapy outcomes. The blockade of
PD-L1 antibody is one of the immunotherapy approaches aims to block PD-L1 checkpoint receptors
by increasing and enhancing cytotoxic T cells activity in attacking cancer cells. In recent years, many
studies have also referred to probiotics’ essential role in immune therapy response, particularly on
immune checkpoint inhibitors. Several studies investigating the role of probiotic species on immune
checkpoint inhibitors shed the light to find adjuvant agents during immunotherapy or remove it from
the patient's diet if it has a bad impact on the treatment.

In this thesis, we isolate four probiotic bacteria. The bacteria have been confirmed as
Lactobacillus rhamnosus, Enterococcus faecium, Leuconostoc mesenteroides and Streptococcus sp.
using morphological and biochemical tests as well as 16S rRNA whole gene sequencing. Then cell
cytotoxicity of the isolated bacteria has been studied using XTT. L. mesenteroides has been chosen for
the following experiments since it is used as a starter to prepare milk fermented products and owned
important functional properties, in the same time, inferior studies had been conducted compared to the
other lactic acid bacteria.

We aimed to investigate the role of L. mesenteroides on colon cancer cell lines; Caco-2 and
HT-29 in terms of immune checkpoint PD-L1 and bacterial-related PD-L1 regulated pathways. The
effect of L. mesenteroides on PD-L1 gene and protein expression level was investigated using gPCR
and western blot analyses in the presence of an external supplement of IFN-y. To determine the
functional analysis of PD-L1 in colon cancer in the presence of blockade of PD-L1 antibody T cells
activated cytokines markers has been measured. Regarding to bacterial-related PD-L1 regulated
pathways the investigation has been done using gPCR.

According to our results, PD-L1 gene expression has been significantly increased in both cell
lines after treatment with live L. mesenteroides. It has been found that L. mesenteroides induce IFN-y
production. Since IFN- v plays important role in PD-L1 gene and protein expression we added it to the
experiments. And found that L. mesenteroides plus IFN-y increases PD-L1 expressions more than ten
folds. On the other hand, presence of blockade PD-L1 antibody with per-induced PD-L1 colon cancer
by L. mesenteroides plus IFN-y increased Jurkat T-cells viability and significantly increased activated
T cells marker cytokines IFN- y and I1L-2. Additionally, it has been found that induced PD-L1 in colon
cancer by L. mesenteroides plus IFN-y has been associated with multiple changes in bacterial-related
PD-L1 regulated pathways. Although TLRs, NOD, and bacterial related G-protein coupled receptors
have been activated leading to activate hippo pathway markers YAP-1 and TAZ, autophagy marker
genes BECN-1, ATG-5 and SQSTM, have been significantly reduced.

In conclusion, L. mesenteroides has increased PD-L1 expression in colon cancer cells. This
increase was significant in the presence of blockade PD-L1 antibody to activate Jurkat T cells. This
indicates a possible use of this bacterium as an adjuvant agent during blockade PD-L1 antibody
immunotherapy.

Keywords: Immune checkpoint, PD-L1, PD-L1 blockade, Probiotic bacteria.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser ciddi saglik sorunlarina yol acan ve tedavisi zor olan diinyada en
yiiksek 6lim oranlarina sahip yaygin hastaliklardandir (Rouzbahani ve ark.2018).
Kanser vakalarinin %5-10'u kalitsal olan genetik degisikliklerden kaynaklanirken,
%90-95'1 gen mutasyonlarina yol acan cevresel nedenlerden kaynaklanmaktadir

(Rouzbahani ve ark.2018).

Diinya ¢apinda, her y1l on milyonlarca kisiye kanser teshisi konulmaktadir ve
yarisindan fazlast hayatin1 kaybetmektedir (Anand ve ark. 2008). Yilda 1,2
milyondan fazla yeni vaka ve 600.000 6liime neden olan kolorektal kanser (KRK)
(Ma ve Yu 2006) diinyadaki en oOliimciil {cilincii hastalik olarak karsimiza

¢ikmaktadir (Rawla ve ark.2019).

Bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, alkol, sigara kullanimi, yas, tlseratif kolit
ve sedanter davranis gibi ¢ok sayida risk faktorii de genetik anormalliklere ek olarak
KRK'ye katkida bulunabilir (Yaghoubi ve ark. 2019). Immiinoterapi; cerrahi,
hormon tedavisi, radyasyon ve kemoterapi gibi multimodal yaklasimlarin yerini

alarak kanserin tedavi edilme seklini degistirmistir (Rouzbahani ve ark. 2018).

Kanser immiinoterapisi, kanseri tedavi etmek igin bagisiklik sisteminin yapay
olarak uyarilmasini ve dolayisiyla bagisiklik sisteminin hastaliklarla miicadele etme
kapasitesinin artirilmasint igerir. Kanser immiinoterapisi 0ziinde hastanin kendi
bagisiklik sistemini harekete gecirir ve bagisiklik sisteminin giiciinii ve dzgiilliigiinii
kullanarak kanseri tedavi etmeye calisir. Kanser immiinoterapileri, efektor yolaklar
aktive etmeyi veya inhibe etmeyi amaclayan gesitli stratejiler kullanir. Bagisiklik
tepkisini degistirmek ve kanseri tedavi etmek icin kiiciik bilesikler, peptitler,
rekombinant antikorlar, asilar ve hiicresel terapi yaklasimlari kullanilmaktadir (Syn

ve ark. 2017, Blattman ve Greenberg 2004).

Immiin kontrol noktas1 inhibitdrleri (ICI) olarak bilinen yeni immiinoterapi
ilaclar1, ileri hematolojik ve kati maligniteler iizerinde 6nemli ve uzun siireli
iyilestirici faydalar gostermektedir. Artan yan etkilere ragmen, sitotoksik T-lenfosit
antijen-4 (CTLA-4) ve programlanmis hiicre 6liimii proteini 1/programlanmis hiicre

oliimi ligandi 1 (PD-1/PD-L1) dahil olmak iizere iki ICI sinyal yolunu ayni anda



inhibe etmek, sitotoksik T hiicrelerinin etkilerini biiyiik 6l¢tide artirabilir (Schreiber
ve ark. 2011).

Son arastirmalar, bagirsak mikrobiyotas1 ile ICI'nin etkinligi arasinda bir
baglant1 oldugunu gostererek bize immiinoterapi miidahalesine yeni bir bakis agisi
kazandirmistir (Yi ve ark.2018). Buna gore, probiyotiklerin kanser hastalarinda
immiinoterapinin etkinligi {izerinde, bakteriye gore degisiklik gosterebilen iyi bir

etkinin olabilecegi diistiniilmektedir (Lee ve ark. 2021).

Bu tez projesinin amaci, bir prebiyotik olan kefir iiriniinden izole edilen ve
morfolojik ve biyokimyasal testlerin yani sira 16sRNA gen dizilimi kullanilarak
tanimlanan bakterilerinin kolon kanseri hiicreleri iizerine etkisinin immiin sistem
acisindan arastirllmasidir. Arastirmada kullanilan probiyotik bakteriler; canli
probiyotik bakteriler, hiicre icermeyen siipernatantlar ve 1siyla dldiiriilen probiyotik
bakteriler olarak ti¢ grupta incelenmistir. Gen ve protein diizeyindeki ileri
aragtirmalarda PD-L1 ekspresyonunda artisa sebep olan izolatlardan biri segilmistir.
Ayrica, PD-L1 ekspresyonunda Onemli rol oynayan ve probiyotik bakteriler
tarafindan bagisiklik hiicrelerince iiretilmesi indiikklenen IFN-y da bir dis faktor
olarak calismaya eklenmistir. Bir sonraki adimda, immiinoterapi ajan1 olarak blokaj
antikoru ile PD-L1'in fonksiyonel analizi i¢in, T immiin hiicrelerinin bir modeli olan
Jurkat T hiicreleri ile kolon kanseri hiicreleri ko-kiiltiire edilmistir. Bu arastirma
ayrica, bakteriyel enfeksiyonlar sirasinda PD-L1'1 indiikleyen efektor genleri bulmak
icin bakteri iligkili yolak ve PD-L1 gen ekspresyonu arasindaki iligkiyi aragtirmay1

amagclamaktadir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Kolon Kanseri

Kolon, rektum, mide, pankreas, yemek borusu, aniis, safra kesesi, karaciger
ve safra kanali tlimorleri gastrointestinal tiimorlere ornektir. Kolorektal, pankreas ve
mide kanserleri bat1 diinyasinda en sik goriilen gastrointestinal malignitelerdir (Link

& Goel 2013).

Kolorektal kanser (KRK), ABD'de en yaygin {igiincii kanser ve kansere bagl
oliimlerin tgiincii 6nde gelen nedenidir (Siegel ve ark. 2021). Sigara, asir1 alkol
kullanimi, yaslanma, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar, kronik pankreatit ve obezite,
bir¢cok gastrointestinal malignite tiirii i¢in birincil risk faktorlerinden bazilaridir (Link
& Goel, 2013). WNT, RAS-MAPK, PI3K, TGF, P53 ve DNA yanlis eslesme onarim
yollari/yolaklari, en 6nemli KRK duyarlilik genleri ve yolaklar1 arasindadir. KRK'ye
genetik yatkinliklarin bilinmesine ragmen, KRK patogenezinin ayrintili mekanizmasi
hala belirsizdir. Bu, KRK'nin heterojen dogasinin ve bagirsak mikrobiyomu,
enfeksiyon ve diyet dahil olmak iizere diger faktorlerle birlikteliginin bir sonucudur
(Muzny ve ark. 2012).
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Sekil 2.1. Polip gelisimi ve kolon kanseri

Kolon kanseri (KK), normal kolon epitelinin adenomat6z polipe doniismesi
sonucu geligir (Sekil 2.1). KK siklikla bagirsak mukozasinda bir polip olarak baslar,
ancak histolojik goriiniimiine bagh olarak bazen de malign bir lezyona doniisme
potansiyeline sahip adenom olarak adlandirilan iyi huylu bir lezyon olarak da

baslayabilir (Granados-Romero ve ark. 2017).



Sporadik KRK' vakalarinin %65-70'inde kromozomal instabilite (Pino &
Chung2010) bulunmaktadir, bunlarin da %10-15'ine satellit DNA kararsizlig1 neden
olmaktadir (Kang ve ark., 2018). Sporadik kanserin %20'sinde ve kalitsal kolorektal
kanserin %80'inde esas olarak APC, p53, DCC, KRAS ve BAX gen mutasyonlari
mevcuttur (Granados -Romero ve ark. 2017).

2.1.1. Risk Faktorii

Bagirsak florasindaki bireysel farkliliklarin yani sira kisilerdeki genetik
Ozelliklerin  bazt  kolon hastaliklariin  patogenezinde rolii  olabilecegi
diistinilmektedir. Bu nedenle kalin bagirsakta yararli bakterilerin  koloni
olusturmasiyla olas1 hastaliklarin 6nlenebilecegi bilinmektedir. Cesitli calismalarda
elde edilen bulgular, kalin bagirsak mikroflorasinin kanser etiyolojisinde rolii oldugu
goriisiinii desteklemektedir. Kolon kanseri risk faktorii; degistirilemeyen risk faktori

ve degistirilebilir risk faktorii olarak ikiye ayrilabilir (Sekil 2.2).

Kolon Kanseri Risk Faktérii
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Sekil 2.2. Kolon kanseri risk faktorleri



Irk ve Etnisite: KRK hastalarinda beklenti irk ve etnik kdkene bagli olarak
farklilik gosterebilir. Ornegin, Afrikali Amerikalilar ve Yerli Amerikalilar, Amerika
Birlesik Devletlerinde KRK'nin tiim asamalarinda daha yiliksek bir KRK
prevalansina ve daha kotii bir hayatta kalma oranina sahiptir (Rawla ve ark. 2019,
Zaki ve ark. 2022). Irksal goriinimdeki farkliliklarin kalitsal bir olgudan ziyade
yeterli saglik hizmetlerine, onleyici taramalara, besleyici diyetlere, paraya ve egitime

erisimdeki esitsizliklerden kaynaklanmasi daha olasidir (Pankratz ve ark. 2022).

Cinsiyet: Caligmalar cinsiyetin KRK'yi etkiledigini gostermistir. Ornegin,
Birlesik Krallik'ta 45 yas tstii erkeklerin kadinlara gore 1,7:1 oraninda 6nemli dlgiide
daha yiiksek KRK insidans oranlarina sahip oldugu gosterilmistir (White ve ark.
2018). ABD'de erkekler, Amerikan Kanser Dernegine goére kadinlardan %14 daha
fazla KRK insidans oranina sahiptir (Chang ve ark. 2022).

Yas: Kolorektal kanser insidansinin yasa bagl tahminleri keskin bir artig
gostermektedir. Yeni vakalarin yaklasik %90'm1 50 yas {stii  yetiskinler
olusturmaktadur, ayrica 65 yas lstii kisilerde KRK gelisme olasilig1 {i¢ kat daha
fazladir. Bununla birlikte, 65 yas istii kadinlarda KRK insidans1 ve mortalitesi
erkeklere oranla daha fazladir (White ve ark. 2018).

Kalitsal faktorler: Kolorektal kanser gelisimi i¢in risk faktorlerinin yaklasik
%35'inin kalitsal oldugu tahmin edilmektedir (Granados-Romero ve ark. 2017).
Ornegin, Lynch sendromunda MLH1 ve MLH2'deki mutasyonlarin yaklasik %90'1,
polipozisi olsun veya olmasin kalitsal kolon kanseri ailelerinde bulunmaktadir

(Zhary ve ark. 2012).

Kronik inflamasyonlar: Ulseratif Kolit (UK) ve Crohn Hastalig1 (CH) gibi
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH), KRK ile baglantili ortak genetik risk
faktoriidiir. Her iki hastalik da hemen hemen ayni1 etolojiye sahiptir (Katsaounou ve
ark. 2022). UK, kolon mukozasimin rektumdan ¢cekuma degisen yayilimi ile kalici
inflamasyonu ve iilserasyonudur. Bu, hastaligi baslatan ve gelistiren bagisiklik
sisteminin kontrolsiiz tepkisi nedeniyle olur (Guo ve ark. 2022). CH iltihabi, sindirim
sistemi katmanlarina niifuz eden sindirim sisteminin bir¢ok boliimiinii igerir (Ayoub
ve ark. 2022). Kronik inflamasyon kolon kanserinde ayirt edici bir 6zelliktir ¢linkii

kontrolsiiz sitokinler, biiyiime faktorii ve kemokinler kanser baslangicini ve



gelisimini desteklemektedir. Aslinda, IBH hastalarinda KRK olusumunun goreceli
riskinin 4 ila 20 kat daha yiiksek oldugu tahmin edilmektedir (Katsaounou ve ark.
2022).

Kistik fibrozis: Kistik fibrozisli hastalarda KRK gelistirme riski yiiksektir.
Kistik fibrozisli kisilerde KRK insidans1 10 kat daha fazladir (Yamada ve ark. 2018)

Sedanter yasam tarzi: Son elli y1l boyunca, yiiksek gelirli tilkelerde yerlesik
yasam tarzlari, masa basinda g¢alismayla baglantili genel oturma siiresi giderek
artmaktadir (Katsaounou ve ark. 2022). Fiziksel olarak aktif kisilerde kolon ve
rektum tiimorlerinin  gelisme ihtimali %25 azalmaktadir. Ciinkii egzersiz ile
kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistemler giiclenmekte ve kan akisi, metabolik hiz
artmaktadir. Bu da, her ikisi de KRK ile iligkili somatik belirtegler olan bel ¢evresini
ve viicut kitle indekslerini (BMI'ler) azaltir (Rawla ve ark. 2019). Bazen yasam
konforu hastaliklarin olusma riskini tetikleyebilmektedir. Ornegin, diinya capindaki
anti-SARS-CoV-2 pandemik eylemlerinin bir sonucu olarak, genglerin %70'i fiziksel
aktivitelerini azaltt1 ve oturma siirelerini artirdi. (Zheng ve ark. 2020). Ayrica hava
ve su kirliligi gibi ¢evresel degiskenlerin yan1 sira yesil alanlara, spor tesislerine ve
parklara erigim, fiziksel aktivite ve obezite iizerinde etkilidir. Cevresel sartlarin
kalitesi ne kadar diisiikse, fiziksel aktivite eksikligine bagl obezite insidansi o kadar

yiiksek olur (Katsaounou ve ark. 2022).

Obezite: Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi, asir1  viicut yaginin
endometriyal, multipl miyelom, menopoz sonrasi meme, meningioma, kolorektal,
0zofagus, renal/bobrekler, pankreas, karaciger, mide kardiak, yumurtalik, tiroid ve
safra kesesi dahil olmak {izere en az 13 farkli malignite riskinin artmasiyla baglantili
olduguna dair ikna edici kanitlar sunmustur (Friedenreich ve ark. 2021). Obezite
bir¢cok nedenden dolay1 kolon kanserinin baslamasina neden olur. Adipoz doku, tiim
dokular arasinda en inflamatuardir ve tiimorii tesvik eden sitokinler iiretir. Ayrica
asirt  viicut agirh@ metabolik siiregleri bozarak mutajenik serbest oksijen
radikallerinin olusumunda artisa neden olabilir (Katsaounou ve ark. 2022).
Adipozite, yagin viseral bolgeye daha derine niifuz etmesini arttirir, karacigerde,
kalpte, iskelet kaslarinda, pankreasta ve bagirsakta ektopik olarak birikerek hepatik
steatoz, yagl karaciger hastalifi ve kanser gibi diger kronik hastaliklar gibi

metabolik dengesizliklere neden olur. Karaciger, pankreas ve bagirsagin
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derinliklerinde visseral yagin toplanmasi, hormonlarin ve proinflamatuar sitokinlerin
adipositlerden salgilanmasini uyararak organ homeostazini bozar, bu da oksidatif
stres ve immiinosupresyonu tesvik eder ve daha yiiksek serum amiloid A seviyeleri
ve kanda daha yiiksek C-reaktif protein yoluyla kronik diisiik seviyeli inflamasyonu
indiikler. Buna karsilik, inflamatuar ve biiyiime faktorleri, onkogenezin yani sira

metabolik ve endokrin problemlere neden olabilir (Hursting & Dunlap 2012).

Diyet; Diisiik lifli, yiiksek yagh diyet ve Alkol tiiketimi: Kilo ne olursa
olsun diyet, KRK gelisimi lizerinde olumsuz veya koruyucu bir etkiye sahip olabilir.
Aslinda, saglikli bir viicutta insan hiicrelerinden daha fazla bakteri hiicresi ¢esidi
vardir, bu da cesitlendirilmis bir mikroflora ihtiyacinin altim1 ¢izer. Farkli gidalar
mikroflora popiilasyonunu ve bagirsak iltihabmi farkl sekillerde etkiler (Rawla ve
ark. 2019). Mide ve ince bagirsak kanserlerinin yani sira KRK'nin kirmizi ve
islenmis etler tarafindan arttirildig: bilinmektedir. Prospektif ¢alismalarda, en fazla
kirmiz1 ve islenmis et tiiketen kisilerde goreceli risk 1,22'dir (Rawla ve ark. 2019).
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC), 2015 yilinda, ¢ogunlukla KRK
riski Uizerindeki etkisinden dolayi, islenmis eti "kanserojen" ve kirmizi eti
"muhtemelen kanserojen" olarak siiflandirmistir (Kim ve ark. 2013). Ote yandan
sebze ve meyvelere dayali beslenmenin antikanserojen etkisi vardir. I¢erdikleri lifler,
bagirsak bakterileri tarafindan anti-inflamatuar ve anti-proliferatif 6zelliklere sahip
kisa zincirli yag asitlerine donistiiriiliir. Ayrica, yiliksek diyet lifi tiiketimi ile
birlestirilmis saglikli bir mikrobiyom, protoonkogenleri ve onkojenik yollar1 aktive
eden epigenetik siire¢leri modiile ederek hiicre proliferasyonunu azaltabilir (Tudosie
ve ark. 2022). Bunun yani sira, lif diski gegis siirelerini hizlandirarak olasi

kanserojenlere maruz kalmayi azaltir (Rawla ve ark. 2019).

Agir alkol tiikketimi, artan KRK riski ile iliskilidir. Birka¢ g¢alisma, alkol
kullanim1 ile bunlarin KRK'de gelistirdikleri adenomatéz polip gelisimi riski
arasinda bir baglanti bulmustur (Rossi ve ark. 2018). Erkeklerin alkol
metabolizmasindaki hormona bagl degisiklikler nedeniyle alkol tiiketiminden kanser
gelistirme riski daha yliksektir (Rawla ve ark. 2019). Etanol, bazi1 bagirsak
mikrobiyomu tarafindan, kolon mukozasinin zayif aldehit dehidrojenaz aktivitesi
nedeniyle kolonda biriken zehirli ve reaktif asetaldehite doniistiiriiliir. Buna karsilik,

asetaldehit ¢esitli DNA mutasyonlarini indiikleyebilir (Katsaounou ve ark. 2022).



Diyabet: Diyabetin ¢esitli kanser tiirlerine yatkinlik olusturdugu iyi
bilinmektedir. Hareketsiz bir yasam tarzi ve obezite, bu riski artiran iki risk
faktoriidiir. Seker hastalarinda kan sekeri seviyeleri de asir1 derecede yiiksektir, bu da
glikoz metabolizmasint hizlandirabilir ve malign glikolize kaymay1 artirabilir
(Warburg etkisi olarak bilinir). Aksine, tip 2 diyabetli (T2DM) olanlar, BMI, fiziksel
aktivite ve yaygin olarak kullanilan diger faktorleri hesaba kattiktan sonra bile daha
yuksek KRK riskine sahiptir. (Rawla ve ark. 2019) Hiperinsiilinemi, instilin benzeri
biiylime faktorii (IGF) ekseni, hiperglisemi, obezite, kronik inflamasyon, sitokinler,
adipokinler ve fekal kanserojen maruziyeti, T2DM ve KRK'yi birbirine baglayan

olas1 patofizyolojik ve molekiiler siire¢lerdir (Yu ve ark. 2022).

Sigara: Arastirmalara gore sigara, kansere bagli Oliimlerin ana Onlenebilir
nedenidir. 30 yildan fazla bir siire boyunca 40'tan fazla sigara icmek, KRK insidansi
riskini %40 arttirir ve KRK 6liim riskini iki katina ¢ikarir (Katsaounou ve ark. 2022).
Titindeki ¢ok sayida kanserojen, BRAF sinyal bilesenlerindeki mutasyonlar, yiiksek
mikro satellit kararsizligi (MSI-yiiksek) ve CpG adas1 metilator fenotipi dahil olmak
tizere ¢esitli genetik ve epigenetik anormalliklere neden olur. Tiitiin tiikketmek bu
yollar etkileyerek rektum ve proksimal kolonda poliplere neden olabilir (Rawla ve
ark. 2019). Ote yandan, sigara icmek, DNA metilasyon modellerini sigara
icmeyenlere veya eski sigara igenlere gore ¢ok daha fazla degistirir ve KRK'nin
baslamasina 6nemli dlcilide katkida bulunabilir, sigaray1 biraktiktan sonra da giderek
geri donlisimlii hale gelir, sigarayr birakmak daha iyi yasam ve kolon kanseri

sagkalimi ile baglantilidir (Katsaounou ve ark. 2022)

2.1.2. Kolorektal Kanser ve Bagirsak Mikrobiyom iligkileri

Son zamanlarda, yeni c¢aligmalar, KRK Orneklerinde bagirsak
mikrobiyotasinda  degisiklikler ~oldugunu  bildirmistir, bu da  bagirsak
mikrobiyotasinin bu malignitenin baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli bir bilesen

olabilecegini gostermektedir (Saus ve ark. 2019).

Bagirsak  mikrobiyotasi, mukozal homeostazin ve epitel bariyer
fonksiyonunun korunmasina yardimci olur. Bagirsak bariyeri, saglikli bir durumda
bakterileri liimene etkili bir sekilde boliimlere ayirir, ancak bagirsak bariyeri
islevindeki bozulmalar, "bagirsak gegirgenligine" yani irritabl bagirsak sendromu

(IBS)’na yol agabilir, inflamatuar bagirsak hastaligi (IBD), ¢6lyak hastaligi ve kolon
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kanseri gelisimi dahil olmak {izere gesitli gastrointestinal bozukluklar ve hastaliklarla

baglantilidir (Altves ve ark. 2020).

Ayrica, bagirsak mikroorganizmalari, 6zellikle metabolik {iirtinleri, bagisiklik
tepkisi lizerinde dnemli bir etkiye sahip olabilir ve bir kronik iltihaplanma kaynagi
olarak hizmet gorebilir. Sonug olarak, mikrobiyota ve kisa zincirli yag asitleri gibi
metabolitleri (Altves ve ark. 2020), bagirsak epitelyal bariyer disfonksiyonuna neden
olabilir, boylece tiimor nekroz faktori- a (TNF- o) gibi proinflamatuar sitokinleri ve
epitel hiicre baglantilarina zarar veren interlokin-6 aktive edebilir (Pinto ve ark.
2018).

Baz1 bakteriler, inflamatuar reaksiyonlara neden olabilir veya gastrointestinal
hiicrelere dogrudan zarar veren toksinler olusturabilir. Ornegin, Bacteroides fragilis
ve Enterococcus faecalis, oksidatif DNA hasarina, iltihaplanmaya ve epitel
bariyerinin bozulmasina neden olan enterotoksinler ve reaktif oksijen tiirleri
olusturur. Ayrica, B. fragilis B-katenin'i artirarak hiicresel proliferasyonu tesvik

etmektedir (Saus ve ark. 2019).

KRK hastalarinda ¢esitli mikrobiyom degisiklikleri  belirlenmistir.
Mikrobiyom siklikla pro-inflamatuar firsat¢1 patojenler ve metabolik problemlerle
iligkili mikroorganizmalar acisindan zengindir ve biitirat iireten bakterilerden
eksiktir. Streptococcus gallolyticus, E. faecalis, Fusobacterium nukleatum,
Escherichia coli ve B. fragilis daha yaygmken, Roseburia, Clostridium,
Faecalibacterium ve Bifidobacterium gibi cinsler, saglikli bireylere kiyasla KRK
hastalarinda tipik olarak azalmaktadir (Saus ve ark. 2019) .

Mikrobiyal dengesizligin karsinogenezdeki islevini agiklamak icin ¢esitli
hipotezler gelistirilmistir. Baz1 arastirmacilar, bagirsak mikrobiyota disbiyozunun,
kronik pro-inflamatuar tepkilere ve epitel hiicre degisikligine neden olan ve sonugta
kansere yol acan fonksiyonel bir dengesizligi uyardigini belirtmistir. i1gili bir model
Driver- Passenger hipotezidir. Bu hipotezde, yerli bagirsak bakterileri (Driver), epitel
hiicrelerinde kanserin baglamasina katkida bulunan DNA hasarina neden olur. Daha
sonraki bir agsamada, devam eden karsinojenez, ¢evredeki mikro-¢evreyi etkiler ve
firsatgr mikroorganizmalarin (Passenger) biiylimesini tesvik eder. Gelisen timdriin

bir sonucu olarak bu model; hastalik ilerlemesinin mikrogevrede degisiklikler



tirettigini ve mikrobiyotanin yerini, tiimor mikrogevresinde rekabet avantajina sahip
olan ve timor genislemesini destekleyecek baska ajanlar ile degistirdigini
varsaymaktadir. Bu paradigmaya goére, hem siiriicliler hem de yolcular, KRK ile
farkli zamansal korelasyona sahiptir ve etiyolojide belirli bir roli temsil

edebilmektedir (Saus ve ark. 2019)

2.1.3. Kolon Kanseri Gelisimi

Genel olarak KRK, diski gecislerini rahatsiz eden veya bagirsak
hareketlerinde agr1 ve agrilarla birlikte goriiniir kan olarak ortaya c¢ikabilen veya
nadir durumlarda siyah "katran" olarak ortaya ¢ikabilen 6nemli bir boyuta ulasana
kadar, birkag santimetreye ulasana kadar yavas yavas gelisir (ACS 2020). Cogu
kolon kanseri, art arda histolojik, morfolojik ve genetik degisiklikleri igeren g¢ok

asamali bir siiregle zamanla biiyiirtiir (Simon 2016).

KRK'ye genellikle iyi huylu, kanser Oncesi poliplerin i¢indeki lokalize
degisiklikler neden olur (Sekil 2.3). Bu polipler, bagirsak liimenine dogru ¢ikinti
yapan bagirsak mukozasi i¢indeki anormal hiicre kiimeleridir. Poliplerin, zamanla
sapsiz veya sapli olmak iizere farkli formlar: takip etmesinin iki yolu vardir. Bu
polipteki kopyalanmis hiicreler, bagirsak duvarint KRK'nin bir 6zelligi olarak
kirmalarina ve daha sonra daha fazla degismesine ve yerel lenf diigiimlerine ve son
olarak uzak metastatik yerlere yayilmasma izin vermek ic¢in yeterli genetik
modifikasyonlar1 birikebilir. Neyse ki, tiim polipler ¢ok az sayida kéti huylu

ozellikler gelistirmez ve bunun ger¢eklesmesi on yil alinmaktadir (Simon 2016).

Malign polipler teriminde, adenomlar ve sesil tirtikli polipler (SSP'ler),
malign potansiyeli olan iki ana polip formudur ve her biri, KRK'ye doniisme riski ile
baglantilidir. Adenomlarin ¢ogu kiigiik, yuvarlak, atipik bezleri olan tiibiiler bir
histolojiye sahiptir, ancak genisledikce, siklikla patoloji raporlarinda villoz veya
tiibiilovilli olarak karakterize edilen uzun filamentli yapisal boliimlerine sahiptirler.
Adenomlar, tanim1 geregi displazi (diisiik derecede hiicresel ve yapisal atipi) ile
karakterize edilir. Tubulovilloz ve villoz adenomlar, 6zellikle %25 villoz igerige
sahip olanlar, genellikle daha biiyiiktiir ve kanserli hiicre icerme riski daha ytiksektir.
Ote yandan SSP'ler, tirtikli veya testere disli bezleri olan diiz ve hali benzeridir.
SSP'ler, tiimii KRK gelisimi ile baglantili olan sapsiz tirtikli adenomlar, geleneksel
tirtikli adenomlar ve karigik poliplerden olusur (Conteduca ve ark. 2013).
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Kolon veya rektumun duvarindan gelisen KRK'ler kan veya lenf damarlarina
girerek kan yoluyla uzak organlara veya komsu lenf diiglimlerine metastazi
kolaylastirabilir. Istila derecesi, bir KRK teshisinin evrelemesini ve dolayisiyla

prognozu belirler (Rawla ve ark. 2019).
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Sekil 2.3. Kolon kanseri gelisimi ve ilerlemesi; normal kolonu kolorektal kansere doniistiiren iki ayr1
yolak tanimlanmistir. 'Klasik' yolak (iistte), adenokarsinomlara ilerleyebilen tiibiiler adenomlarin
gelisimini igerir. Alternatif yolak (altta), tirtikli polipleri ve bunlarm tirtikli kolorektal kansere
ilerlemesini igerir. Her iki yolak da onkogen mutasyonlarmin ¢ogunu barindirir (Kuipers ve ark.,

2015).

2.1.4. Kolon Kanseri Teshisi
2.1.4.1. Diski Bazh Testler

Fekal immiinokimya testi: FIT'ler, daha spesifik olmayan peroksidaz yaniti
yerine insan hemoglobinine 6zgii antikorlar kullanarak diskidaki hemoglobini
saptamaya yonelik gelistirilen bir gaytada gizli kan arama teknigidir. FIT de tek
ornektir ve evde yapilir. Diyet ve ilaclarin FIT'ler lizerinde ¢ok az etkisi vardir ve
kantitatif bir test kullaniliyorsa, pozitif bir test icin kesme degeri diistiriilerek
duyarlilik ve 6zgiilliik ayarlanabilir. Tek bir FIT kolonoskopiden daha az duyarl olsa
da FIT'e daha fazla katilim, sadece bir kolonoskopi teklifine kiyasla, tek bir FIT ile
KRK'nin neredeyse karsilagtirilabilir tanimlanmasina yol agabilir. Yillik veya iki
yilda bir yapilan FIT, KRK ve Oncii neoplaziyi tanimlamada tek bir FIT'den daha
yuksek bir kiimiilatif orana sahiptir ve bu da onu her on yilda bir yapilan

kolonoskopinin verimine benzer hale getirir (Shaukat & Levin 2022).
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Cok hedefli fekal (chf) DNA testi: Gizli kan tespiti ile birlikte diskida
metilasyon ve timoér DNA'simin tespiti, FIT duyarliligini artirmak i¢in uygun bir
tekniktir. ChfDNA testi, hemoglobini saptamak i¢in FIT'in yan sira ileri adenomlar
veya KRK tarafindan dokiilen DNA'daki KRK mutasyonlarini belirlemeye yonelik
tahlilleri icerir. Ote yandan mtsDNA testi, KRK veya ileri adenomlar igin yiizde 95
Ozgiilliige sahip olan OC-Sensoriine gore daha diisiik bir 6zgiilliige (%87) sahiptir.
Chf DNA testinin bir diger dezavantaji, diski toplamanin zor olmasidir. FIT'e ek
olarak, ¢chfDNA testi, 6zel bir tampon igeren biiyiik bir kavanozda gelismis digki
ornegi toplamayr gerektirir. Prospektif bir deneyde, FIT i¢in % 0,6 ile
karsilastirildiginda, bireylerin %6'sindan fazlas1 yeterli diski 6rnegi toplayamadi
veya iletemedi. Testin daha zayif ozgiilligli nedeniyle, ¢hfDNA testi pozitif
oldugunda ve ardindan normal bir kolonoskopi yapildiginda ortaya cikan yanlis
pozitiflik durumunda ¢chfDNA testi konusunda endiseler bulunabilir.
2.1.4.2. Gorsellestirme Testleri

Kolonoskopi: Dogrudan goézleme, biraz kesin lokalizasyona ve histolojik
degerlendirme icin doku Orneklerinin toplanmasina izin verir, bu nedenle
kolonoskopi, kanser Oncesi lezyonlarin ve kolon karsinomasinin saptanmasi icin
"altin standart"tir (Conteduca ve ark. 2013). Coklu vaka-kontrol ve prospektif kohort
caligmalar1 hem proksimal hem de distal KRK i¢cin koruma saglayarak, tarama
kolonoskopisi alanlarda, almayanlara gore kanser mortalitesinin %29-68 daha diisiikk
oldugunu tahmin etmistir (Shaukat & Levin 2022). Ileogekal valve uzanan tam
kolonoskopi miimkiin olmadiginda, hava kontrastli baryumlu lavman ve sanal

kolonoskopi uygun alternatiflerdir (Conteduca ve ark. 2013).

Endoskopik KRK Taramasi: Esnek sigmoidoskopi, endoskopik KRK
taramast swrasinda rektum, sigmoid kolon ve inen kolonun dogrudan
gozlemlenmesine izin verir. Teknik ayrica uzak kolorektal lezyonlarin eksizyonuna
veya biyopsisine de izin verir. Esnek sigmoidoskopinin kolonoskopiye gore faydalari
arasinda daha az kanama ve perforasyon riski, sedasyon ve anesteziden kaginma ve
daha diisiik maliyet sayilabilir. Ek olarak, daha genis bir klinik profesyonel yelpazesi
esnek sigmoidoskopi yapabilir (Jain ve ark. 2022).

CT Kolonografi (CTC): Kolorektal kanser ve oncii polipler, tam kolon

degerlendirmesi olan CTC'de siklikla bulunur. Gastrografin gibi tek bir ozmotik
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mishil, hala mevcut olabilecek herhangi bir diskiyr tanimlamak igin bagirsagi
temizlemek i¢in bir oral katartik ilac1 bir oral kontrast madde ile birlestirmek igin
kullanilabilir. Bundan sonra, gazla sismis kolonu gorsellestirmek icin yiiksek
¢Oziiniirliiklii iki ve li¢ boyutlu BT taramalari kullanilir. CTC goriintiilerini
yorumlamak zaman alir ve tipik abdominopelvik BT taramalarim1 okumaktan

farklidir. Sonug olarak, maksimum teshis dogrulugu i¢in daha fazla bilgi ve egitim

gereklidir (Obaro ve ark. 2022).

Kolon icin Kapsiil: Kolon kapsiilii, terminal ileumda yutulan ve tetiklenen
kablosuz, hap boyutunda bir kamera kapsiili teknolojisini kullanir. Kapsiil,
radyasyon, anestezi veya gaz insiliflasyonu gerekmeden kolon mukozasinin

fotografini ¢eker (Shaukat & Levin 2022).

2.1.4.3. Kan Testleri

Yaygin olarak "s1vi biyopsi" olarak bilinen kan bazli kanser tespit tahlilleri,
tek kanser veya ¢oklu kanser teshis prosediirleri i¢in yeni bir olas1 yol saglar. KRK,
kan bazli tarama tahlillerinin gelistirilmesi i¢in aday olan bagirsak mukozasindaki
genetik ve epigenetik degisikliklerin bir kombinasyonunun bir sonucu olarak gelisir
(Jain ve ark. 2022). Su anda yalnizca bir FDA onayli kan bazli KRK tarama testi
bulunmaktadir. SEPT9, septin 9'u kodlayan ve KRK yolunda erken donemde degisen
bir tiimdr baskilayict gendir. Plazma metillenmis septin 9'un (mSEPT9) o6l¢iimii,
daha yiiksek etkinlik tarama testlerini reddeden veya tamamlayamayan kisiler igin
yararlidir (Shaukat & Levin 2022).

Baska bir DNA metilasyon testi olan TriMeth, ic KRK'ye 6zgii DNA
metilasyon markoriinii (C9orf50, KCNQ6 ve CLIP4) tanimlamay1 amaglar. Ayrica
plazma mikroRNA (miRNA) ve plazma protein biyobelirteclerini saptayan testler de
kan bazli tarama testlerine dahildir. miRNA, KRK olusumunun erken evrelerinde
eksprese edildiginden, kanser oncesi ve kanserli hiicrelerde diizenlenmediginden ve
genellikle periferik kanda stabil oldugundan, KRK taramasinda benzersiz bir ilgi

alani olustururlar (Jain ve ark. 2022).
2.1.4.4. Diski Bazhh Mikrobiyom Testleri

Diski bazli mikrobiyom tahlilleri, FDA tarafindan diisiik riskli tarama i¢in
heniiz onaylanmamis veya tavsiye edilmemis yeni tarama yontemleridir. Yiiksek
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dereceli displazisi ve KRK'si olanlarda diskidaki bakteri yiikii daha biiyiik olabilir ve
bu da arastirmacilar1 diskida KRK bakteriyel gostergeleri aramaya sevk eder. Ancak,
bu testler hala nispeten yeni oldugundan, test performansina iliskin veriler sinirlidir.
Lachnoclostridium sp., Fusobacterium nucleatum ve Clostridium hathewayi, 2020
metagenomik ve dogrulama arastirmasinda adenomda Onemli  Olgiide

zenginlestirilmistir.

Bu tarama teknigiyle ilgili bir baska zorluk, mevcut bir¢cok mikrobiyom
testinin, PCR testleriyle karsilastirildiginda zaman alic1 ve maliyetli olan genomik
veya metagenomik dizilemeyi igermesidir. En iyi mikrobiyom biyobelirteclerini ve
biyobelirteg kombinasyonlarini bulmak ve ayrica test dogrulugunu ve maliyetini

degerlendirmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir (Saus ve ark. 2019).

2.1.5. Kolon Kanseri Tedavisi

Kanserin tiirii ve evresi, olas1 yan etkiler, hastanin tercihleri ve genel saglik
durumu, kolon kanseri tedavi segeneklerini ve onerilerini etkiler. Siklikla kullanilan
kolorektal kanser tedavileri cerrahi, radyasyon, kemoterapi, hedefe yonelik tedavi ve

immiinoterapiyi igerir.
2.1.5.1. Cerrahi

Cerrahi, en sik kullanilan kolorektal kanser tedavisidir. Saglikli kolon veya
rektumun bir kismi ile komsu lenf diigimleri ¢ikarilacaktir. Cerrahi birincil tedavi
olmasina ve hastalarin %50'sini iyilestirmesine ragmen, ameliyatlarin Gtesinde niiks

ciddi bir dezavantajdir ve bazen 6liime yol acar (Daniel ve ark. 2018).
2.1.5.2. Radyoterapi

Radyoterapi, her ne kadar kolon kanseri olan kisiler i¢in siklikla 6nerilmese
de kanser hiicrelerini yok etmek i¢in yiiksek enerjili x-151nlarinin kullanilmasidir. Bu
tiir bir timor ilk ortaya ¢iktig1 yerin etrafinda donme egilimi gosterdiginden, rektum

kanserini tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilir (Haddock 2017).
2.1.5.3. Kemoterapi

Kemoterapide, hizla gelisen kanser hiicrelerini inhibe etmek igin antikanser

ilaclar kullanir. Kolon kanserinin metastatik evrelerinin son evrelerinde kemoterapi
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iyi bir se¢im olabilir (Daniel ve ark., 2018). Kemoterapi genellikle seanslar halinde
uygulanir. Her seanstan sonra, hastanin rahatlamasi ve viicudunun antikanser
ilaclarin zararl etkilerinden kurtulmasi ig¢in tedavi belirli bir siire duraklatilir. KK
icin geleneksel kemoterapi kullanildiginda hastalar nihayetinde nétropeni, anemi,
ishal, el-ayak sendromu, gastrointestinal (GI) toksisite, bulanti, kusma, mukozit,
yorgunluk, karaciger hasar1 ve hematolojik problemler gibi istenmeyen yan

etkilerden mustariptir (Alam 2018).
2.1.5.4. Hedefe Yonelik Tedavi

Saglig1 etkilemeden kanser hiiCrelerinin g¢ogalmasini, farklilasmasini ve
kanser hiicrelerinin go¢lini dogrudan engelleyebilen hedefe yonelik ilaglarin
kullanilmasidir. Hedeflenen ilaglar ayrica tiimor gelisimini engellemek ve artan
bagisiklik uyanikligina ve neoplastik hiicrelere saldiriya izin vermek icin lokal kan
damarlar1 ve bagisiklik hiicreleri dahil olmak {izere tiimér mikro-ortamini
degistirebilir (Morgado ve ark., 2022). Metastatik KRK i¢in gercek farmakolojik
tedaviler, florourasil bazli kemoterapi rejimlerinin (6rn., FOLFIRI, FOLFOX,
XELOX) ve hedefe yonelik ilaglarda kullanilan bazi molekiillerin  bir
kombinasyonunu igerebilir, ancak bazilar1 tek basina da uygulanabilir. 2004 yilinda
FDA, KRK igin ilk hedeflenen ajan olarak Cetuximab't onayladi (Morgado ve ark.
2022). Cetuximab ve Panitumumab, Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptoriinii
(EGFR) hedefleyen monoklonal antikorlardir. Genellikle, Kolorektal hiicrelerin
yilizeylerinde yiiksek seviyelerde EGFR bulunur. Bu monoklonal antikorlarin
EGFR'ye baglanmasi, tiimor hiicresi gelisimini engeller ve onlar1 6ldiiriir (Garcia-
Foncillas ve ark. 2019). Bevacizumab, Aflibercept ve Ramucirumab ise vaskiilogenez
ve anjiyogenezin kritik diizenleyicisi olan Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii
(VEGF) i¢in inhibitdr hedeftir. Sonug olarak, bu ilaglar tiimor vaskiilarizasyonunu
gerileterek, rezidiiel timor vaskiilatiirini normallestirerek ve yeni timor
vaskiilatiiriiniin tiretimini bloke ederek timoér gelisimini azaltir (Kanat & Ertas

2019).

Tirozin kinazlar ve diger protein kinazlar, biiylime faktorlerinin kontroliinde
onemli rol oynayan bir enzim sinifidir, bu nedenle ¢esitli onkolojik hastaliklarda
molekiiler bir hedef olurlar. Monoklonal antikorlarin aksine, tirozin Kkinaz

inhibitdrleri ve diger protein kinazlar, hiicre zarma niifuz etme ve dolayisiyla ¢esitli
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hiicre i¢i yollar1 bozma yetenegine sahiptir. Regorafenib, Encorafenib bu tiir hedefe
yonelik tedavinin 6rnekleridir. Genellikle bu ajanlar, Encorafenib'in Binimetinib ve
Setuksimab (Morgado ve ark. 2022) ile birlestirilmesi gibi baska bir monoklonal

antikor ile birlestirilir.
2.1.5.5. Immiinoterapi

Son yillarda alternatif bir tedavi stratejisi olarak kanser immiinoterapisi
biiyiik 6lciide gelisme gdstermistir. Immiinoterapiye odaklanma, 6zgiinliigiine geri
doniilmiistiir. immiinoterapi, kanserin ilerlemesini 6nlemeyi ve hastalarm yasam

kalitesini artirmay1 amaglar (Schuster ve ark. 2006).

Immiin siirveyans, tiimor biiyiimesini dnlemek icin konakginin bagisiklik
sistemi tarafindan anormal hiicrelerin erken ortadan kaldirilmasi kavramidir.
Bununla birlikte, immiin siirveyanstan bir eksiklik veya kagis, Kanser biiyimesinde
ve IL-10 ve TGF- B gibi immiinosupresan molekiilleri salgilayarak tiimdr hiicresinin
immiin sistem izlemesinden kagmasinda onemli bir rol oynar (Kiessling ve ark.
1999). Immiinoterapi teknikleri, konagmn bagisiklik sisteminin kanserle savasma
kabiliyetini geri kazanmaya dayanir. Bu nedenle, asilar, antikorlar, lenfokinler, in
vitro stimiile edilmis immiin efektor hiicreler gibi bir dizi maddenin kullanimi
yoluyla bagisiklik sisteminin tamamlanmasi veya uyarilmasi saglanmigtir (Marincola

ve ark. 2000).

Immiinoterapi, aktif ve pasif kanser immiinoterapisi olarak ikiye ayrilabilir
(Sekil 2.4). Aktif kanser immiinoterapisinin amaci, endojen, uzun siireli bir timor
antijenine 6zgii bagisiklik tepkisini uyarmaktir (Bertolaccini & Olivero 2001). Ote
yandan, pasif kanser immiinoterapisi, tiimore 6zgli antikorlar veya sitotoksik T
lenfositler gibi biiyliik miktarlarda efektor molekiilii veya hiicreleri yeniden

kaydederek tekrarlanan uygulamalara baglidir (Frodin ve ark. 1992).
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Sekil 2.4. Bagisiklik sistemi tedavi mekanizmasi; Nikleik asit temelli agilar, peptid temelli asilara
kiyasla DC'ler tarafindan T hiicrelerine verilmeden 6nce viicuda girdikten sonra ek islem adimlari
gerektirir. Bununla birlikte, peptit asilari, MHC I sunum antijenlerinin verilmesi icin DNA ve RNA
asilarindan daha az etkilidir. DC'ler, tiimor antijenlerini sindirir ve bunlari hiicre yiizeyindeki MHC 1
ve MHC II molekiillerine iletir. T hiicreleri, ayn1 kokenli reseptor-ligand ¢iftleri ve MHC-peptid
kompleksi-T hiicre reseptorii (TCR) arasindaki etkilesimler yoluyla aktive edilir. B hiicreleri, aktive
edilmis CD4" T hiicreleri tarafindan plazma hiicrelerine ve bellek B hiicrelerine doniigmek {izere
indiiklenir. Efektor T hiicreleri, B hiicreleri, antikorlar ve belirli sitokinler, sonunda dogrudan veya
dolayli olarak tiimor hiicrelerini yok etmektedir (Liu ve ark, 2022)

Aktif Kanser Immiinoterapisi; Kanser Asilar

Oncii aktif immiinoterapi deneyleri, dldiiriilen Streptococcus pyogenes ve
Serratia marcescens'i bagisiklik sistemini kansere karsi uyarmak igin bir toksin
olarak kullanan William Bradley Coley tarafindan gerceklestirilmistir (McCarthy
2006). Bagisiklik yanitinin acgiklamasi, yliksek diizeyde immiinojenik bakteri hiicre
duvari bilesenlerinden gelir. Bu doniim noktasi kesifleri, immiinojenik bir ortamda
tanimlandiklarinda, bagigiklik sisteminin timor hiicrelerini yok etme yetenegine
sahip oldugunu géstermistir (Schuster ve ark. 2006). Antigen sunan hiicre (APC) 'ler
araciligiyla konak T hiicrelerine tiimorle iliskili antijenlerin islenmesi ve sunulmasi,
dogrudan T hiicresi aktivasyonundan ziyade tiimor antijenlerinin immiinolojik
tanimlanmasi i¢in ¢ok 6nemli bir 6n kosul gibi goriinmektedir (Waldman ve ark.
2020). Kanser asilari, hiicre bazli asilar, peptit bazli asilar, viral bazli asilar ve
niikleik asit bazl asilar olarak siniflandirilir (Liu ve ark. 2022). Hiicre bazli kanser

asilar1 siklikla tiim hiicrelerden veya neredeyse tiim tlimor antijenlerini igeren hiicre
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parcalarindan yapilir ve daha genis bir antijen bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikarir (Crews
ve ark. 2021). Ongoriilen veya bilinen spesifik tiimdr antijenlerinin kimyasal ve
biyosentetik preparasyonlarini igeren peptit bazli alt birim asilar, belirli timér antijen
bolgesine karsi gii¢lii bir bagisiklik tepkisi indiikler. Adjuvanlarla birlestirilmis peptit
bazli alt birim as1, hiimoral bir bagisiklik tepkisini verimli bir sekilde tetikleyebilir
(Malonis ve ark. 2020). Viriis temelli asilarin en 6nemli avantajlarindan biri, etkili ve
uzun siireli bir bagisiklik tepkisi tiretmek i¢in hem dogustan gelen hem de adaptif
bagisiklik sistemlerini uyarabilmeleridir. En ¢ok vaat edilen viriis bazl agilardan biri
adenoviriisleri kullanmaktir. Adenoviriisiin kontrolii basittir, iyi tanimlanmig bir gen
yapisina sahiptir ve gen transferi ve tiimor antijen ekspresyonu elde etmek basittir
(Lee ve ark. 2017). Hem replike olmayan vektorler hem de onkolitik adenoviriisler
olarak adenoviriis bazli kanser asilari, klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarda umut vaat
etmistir (Appaiahgari & Vrati 2015). Niikleik asit asis1 ayn1 anda ¢ok sayida antijen
sunabilir ve hem hiimoral hem de hiicresel korumay tetikleyebilir. Ayrica, niikleik
asit agilari, APC'nin ayn1 anda bir¢ok epitopu veya antijeni ¢apraz sunmasina izin
vererek tam uzunluktaki tiimor antijenlerini kodlayabilir. Son olarak, niikleik asit
asilarinin sentezi basit ve hizlidir, bu da onlar1 uyarlanmis neoantijen kanser

astlarinin tretilmesi igin ideal hale getirir (Liu ve ark. 2022).
Pasif Kanser Immiinoterapisi

Antikor bazli pasif kanser immiinoterapisi, tiimor antijenine 6zgii bir antikor
vererek Tiiméor liskili Antikorlar1 bagisiklik sistemine baglar. Pasif olarak verilen
antikorlar, agliitinasyon, sinyal proteinlerinin nétralizasyonu ve reseptér baglanma

bolgelerinin blokaj1 dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik etkilere sahiptir (Schuster ve
ark. 2006).

Antikorlar ayrica, kovalent olarak baglanmis sitotoksik bir kimyasalin tiimor
konumlarina tam olarak iletilmesi igin araglar olarak da kullanilir. Pasif kanser
immiinoterapisi ise ¢ok sayida tiimor antijenine O6zgii antikor gerektirir ve aktif
immiinoterapiden farkli olarak sinirl bir siireye sahiptir. mAb bazli kanser tedavileri,
hem hematolojik hem de kat1 tiimorlerin tedavisinde dikkate deger klinik sonuglar
gostermistir (Weiner ve ark. 2010). Kolon kanseri durumunda, tek basimna veya
kemoterapi ile vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorlerini (VEGFR) ve

epidermal biiylime faktori reseptorlerini (EGFR) hedef alan monoklonal antikorlar
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tizerinde ¢alisilmaktadir. Bu arttk mCRC'de standart saglik kontrolii olarak kabul
edilmektedir (Breakstone 2021). Bagisiklik kontrol noktasi inhibitorii agisindan,
programlanmis hiicre 6liimii proteini 1 (PD-1) ve sitotoksik T-lenfosit iliskili antijen
4 CTLA-4, FDA'nin onayindan sonra metastatik melanom tedavisinde kullanilan en
yuksek klinik o6lciidiir. (Vaddepally ve ark. 2020). Kontrol noktast blokaj
inhibitorleri, T hiicreleri tarafindan tiimoriin kagmasini 6nler ve immiin siirveyansini
arttirir (Morgado ve digerleri, 2022). Bu nedenle, immiin siirveyansi artirmak igin
anti-PD-1 olan Nivolumab ve Dostarlimab gibi birgok antikor tasarlanmistir.
Nivolumab, Temmuz 2017'de 6zellikle mikro uydu kararsiz veya eksik uyumsuzluk
onarimi (AIMMR) vakalarinda metastatik kolon kanseri tedavisi i¢cin FDA tarafindan
onaylanan ilk ilactir, Dostarlimab ise, 2021 yilinda kolorektal kanser tedavisi igin

onaylanmistir (Cercek ve ark., 2022).

2.2. PD-L1/PD-1 Yolag:

PD-1 (CD279), CD28 ailesinden biridir ve PDCDI1 geni tarafindan
kromozom 2q37.3 tlizerinde kodlanir ve ¢ogunlukla aktive edilmis T hiicresinde
eksprese edilir (Keir ve ark, 2008) . PD-1, PD-L-1 (CD274, B7-H1) ve PD-L2
(CD273, B7-DC) i¢in 9p24 kromozomu iizerinde CD274 ve PDCDILG2 genleri

tarafindan kodlanan farkli ekspresyon paternlerine sahip iki ligand vardir.

PD-L1, tiimor hiicrelerinin yani sira bagisiklik hiicrelerinde de genis dlgiide
eksprese edilir. Ote yandan, PD-L2 ifadesinin cogunlukla aktif DC'ler ve
makrofajlarla sinirli oldugu disiiniilmektedir (Shen ve ark. 2019). PD-L1
ekspresyonu, anti-PD1/PD-L1 yolu bazli immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin
etkinligini tahmin etmek i¢in bir biyobelirte¢ olarak olusturulmustur. Ayrica, timor
ve tiimdr mikrogevresindeki yiiksek PD-L1, immiin baskilayici ortam igin
biyobelirtegler olarak kullanilabilir. PD-L1 ekspresyonunun hem dogustan gelen hem
de kazanilmis bagisiklik direnci tarafindan arttirildig: bilinmektedir (Hong, 2019).

PD-L1 ekspresyonu, kromozomal degisiklikler, epigenetik modifikasyonlar,
anormal onkojenik ve tiimdr baskilayici sinyaller, inflamatuar sitokinler ve genetik,
transkripsiyonel, transkripsiyon sonrasi, translasyon ve translasyon sonrasi diger
faktorler dahil olmak {izere ¢esitli i¢sel ve digsal sinyallerden etkilenir. (Shen ve ark.
2019). 9p24.1 kromozomundaki genetik anormallik, yakin zamanda bir¢ok kanser

tiriinde kesfedilen PD-L1 kopya sayis1 degisimlerine yol agmistir ve sonug olarak
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PD-L1 gen ekspresyonu etkilenmistir (Budczies ve ark. 2017). PD-L1 gen
delesyonlarinin ise malignitelerde, Ozellikle kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri
(NSCLC) ve melanomda PD-L1 artislarindan daha yaygin oldugu gosterilmistir
(Roemer ve ark. 2016) . Wang ve arkadaslarinin ¢alismasi, PD-L1 geninin 3'
cevrilmemis bolgesinde dogal olarak olusan bir polimorfizm lokusunda, rs4143815'te
bir somatik mutasyonun, mide kanserinde artan PD-L1 protein tretimi ile iliskili
oldugunu gostermistir (Wang ve ark. 2012). Baska bir ¢alismada PD-L1 promotor
bolgesindeki bir polimorfizmin, mide kanseri ile iliskili olarak transkripsiyonel
faktor SP1 i¢in bir baglanma bolgesi olusturdugu ve bdylelikte PD-L1 mRNA ve
protein tiretimini arttirdigi gosterilmistir (Tao ve ark. 2017). Ayrica, PD-L1 geninin
3’-UTR bolgesindeki anormal varyasyonlar T hiicreli 16seminin (ATL), mide
adenokarsinomunun ve Diffiiz biiyilkk B hiicreli lenfomanin (DLBCL) tamaminda

PD-L1 ekspresyonunun artmastyla iligkilendirilmistir (Sekil 2.5) (Shen ve ark. 2019).

Diger mekanizmalar

Genetik degisiklik 2531 ‘.‘,') - CBNS (%) M Konstititif Kurucu onkojenik sinyaller
L e ) * NKX2-1(4) -« HIPIR () + EGFR (+) + MAPK P38 (+)
+ Gene amplifications {+) + Cbi-b/e<Cbl (+) * Viruses (+) + KRAS (+) + Mippo (+)
* FUTR disruption (+) + wif58(v) + PIK/AKTImTOR (+)
+ Ndinked glycosylation (+) + MEKERK (+)
Pm»wwmn()
Poly-ublquitination (-)
Harici faktor S e 4
« Ny (%) * LB (*) « IFNa(+) Tumdr baskilayici sinyaller
* TNFa(s) + R-ta(4)e IFN (4)
s W27 (4 ¢ :3” ¢ ::'(:)) * PTEN(+) + TUSC2(+)
r AT ) * ) o . o
S s AP PD-L1 ifade * PS3() E2F1/RB ()
/ Eplgenetlk\ . .
Kanser kok hticre sinyalleri modifikasyonlannsa B e
- « Oncogenic miRNAs  (miR-18a, * HIF-1/2 (+ * MYC (+
+ OCT4(+) * MST12() 20b, 21, 130b, 138, 3127-5p) (+) . i) . ¥
NF-xB (+) AP1 (+)
« SOX2(+) + Tumor suppressor miRNAs (mif. p ¢
- YAP (+) 150, 16, 175, 340, 93, 1000, 138,  * STAT12(4) * IRF-1 ()
140, 142, 142-5p, 152, 155, 193,
« TAZ(+) 195, 197, 200b, 200¢, 322, 324-5p,
« LATS12(9) 338-5p, 340, 363, 424, 424-5p, 513,
570,873)(+)

+ Hypermethylation (-)
+ Histone modifications (+ or -)

Sekil. 2.5. Kanser hiicrelerinde PD-L1 ifadesini yukar1 ve asagi yonde diizenleyen mekanizmalar
(Hudson ve ark. 2020).

Cesitli epigenetik mekanizmalar da PD-L1 ekspresyonunun kontroliinde rol
oynamaktadir. Yang ve arkadaslar1 (2014), hipometile edici ilag kullaniminin,
hastalarda ilk tedaviye karsi direng ile iliskili olarak PD-L1 protein seviyesini
yiikselttigini belirtmigtir. Ayrica PD-L1 metilasyonu, c¢esitli kanserlerde bir
biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilinir. PD-L1 promotorunun hipometilasyonu,
mRNA ve protein ekspresyonu artirmaktadir (Mu ve ark. 2018). Histon deasetilaz
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(HDAC) inhibitorleri, potansiyel antikanser ilaglar1 olarak degerlendirilmektedir.
Melanomada, smif I histon deasetilaz olan HDACS'in inhibe edilmesi, PD-L1
promotorunun aktivitesini artirarak PD-L1 ekspresyonunda artisa neden olmustur
(Wang ve ark. 2018). In vitro ve in vivo ¢alismalar pankreas kanserinde CD274
promotor bolgesinde histon metilasyonunun (H3K4me3) yaygin oldugunu ortaya
koymustur. Pankreas kanseri hiicrelerinde H3K4me3'ii onemli oOl¢lide azaltan

MLL1'in susturulmasi ise PD-L1 mRNA seviyesini azaltmistir (Lu ve ark. 2017).

PD-L1 ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan diger bir epigenetik
mekanizma, mikroRNA (miRNA)'larin etkinligidir. Ornegin; miR-3127-5p, miR-
135, miR-20b, miR-21, miR-130b ve miR-142-5P gibi miRNA'lar, PD-L1
ekspresyonunu pozitif yonde; miR200, miR-34a ve miR-140 gibi miRNA'lar ise
negatif yonde diizenlemektedir (Shen ve ark. 2019; Skafi ve ark. 2020). Mide kanseri
hiicre hatlarrinda miR-152'nin asir1 ekspresyonu, PD-L1 seviyelerinde 6nemli bir
diisise neden olurken, T hiicre aktivitesini artirmistir (Wang ve ark. 2017). Sirkiiler
RNA ve PD-1/PD-L1 iliskisine odaklanan bir c¢alisma da; circ 0000284'in
NSCLC'de, miR-377-3"in rekabet¢i endojen RNA's1 olarak PD-L1 ekspresyonunu
dolayli olarak etkiledigini gostermistir (Li ve ark. 2020). KRK hiicreleri ile
gerceklestirilen baska bir arastirma ise, sirkiiler RNA hsa_circ_0020397'nin miR-138
aktivitesini bloke ederek PD-L1 ifadesini artirdigini ortaya koymustur (Zhang ve ark.
2017).

Viriis ve bakteriyel enfeksiyonlar ise PD-L1 ekspresyonunu kontrol eden dig
faktorlerdir. Patojenle iliskili molekiiler paternler (PAMP'ler), IFN-y, IFN-a, IFN-p,
TNF-a, EGF, IL-17, IL-4 ve IL-27 gibi molekiilleri provoke eden Toll Benzeri
Reseptorleri aktive etmektedir (Hudson ve ark. 2020). Ayrica hipoksinin de, timor
hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu oOnemli Ol¢lide artiran dis faktorlerden biri
oldugu tespit edilmistir. Hipoksik kosullarda HIF-1a , PD-L1 promotoruna dogrudan
baglanarak PD-L1'nin asir1 ekspresyonuna ve immiin kagisa yol agmaktadir
(Cubillos-Zapata ve ark. 2017). Bu nedenle, kanserde PD-L1 ile iliskili olarak Hif-1
a'nin hedeflenmesinin de bir terapotik yaklagim olabilecegi diisliniilmektedir (Shurin

ve Umansky 2022).

Onkojenik aktivasyon gibi igsel faktorler de PD-L1 ekspresyonunu farkli
derecelerde etkileyebilmektedir. EGFR, EML4-ALK, JAK/STAT, RAS/ERK veya
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PI3K/AKT/MTOR gibi onkojenik sinyal yolaklarinin tiiméral PD-L1 ekspresyonunu
RF-1, STAT3, STATL1, c-Jun, HIFs veya NF-B gibi transkripsiyon faktorleri (TF)
aracih@l ile diizenledigi gosterilmistir. Bu TF’ler ¢ekirdekte giderek PD-L1
promotorunun belirli bolgelerine baglanmakta ve PD-L1 ekspresyonunu aktive
etmektedir (Hong, 2019). Bununla beraber son arastirmalar YAP/TAZ'm PD-L1
ekspresyonunu modiile ederek tiimor bagisikliginda 6nemli bir rol oynadigi ortaya
koymustur. Insan malign plevral mezotelyoma, melanom, meme ve akciger kanseri
hiicrelerinde, YAP/TAZ''n TEA domain (TEAD) transkripsiyon faktorleri ailesi
araciligiyla PD-L1 promotoru ile etkilesime girdigi ve PD-L1 transkripsiyonunun
arttig1 belirtilmistir (Hong, 2019).

2.2.1. Immunoterapétik Bir Yaklasim Olarak, immiin Kontrol Noktalarinda
PD-1/PD-L1’in Hedeflenmesi

Bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini '

'yabanc1" olarak tanimasi gerektigi
gercegine ragmen, bagisiklik sistemi ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesimler
karmagiktir. Tolerans immiin cevap ile kanser arasindaki dogal bir dengedir. Kanser
hiicreleri sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonunu etkileyerek bagisiklik siirveyansini
azaltabilmektedir, bu da antitimor bagisiklik tepkisinin niteligini etkilemektedir
(Hudson ve ark. 2020). T hiicrelerinin aktivasyonu, bakteri, virlis veya tiimore 6zgii
antijenleri tantyan ve bunlart major histo-uyumluluk kompleksi ile sunan hiicreler
olan antijen sunan hiicreler (APC'ler) ile baslatilir. Sonrasinda, APC'ler {izerindeki
B7 molekiillerine (CD80 ve CD86) baglanan ve T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
CD28 kostimiilator sinyali T hiicrelerini aktive eder (Chen, 2004). Sonu¢ olarak,

APC'ler tiimdre 6zgili antijenleri "yabanci" antijenler olarak algilayacak ve bunun

sonucunda aktif T hiicreler tiimor hiicrelerine saldiracaktir (Sekil 2.6).
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Aktive edilmis T hiicreleri kanser
hiicresi 6liimiinii indiikler

U CD80/CD86

PD-1

. —
Anti-PD-L1 antibodies )'
* Atezolizumab
* Durvalumab
* Avelumab

Anti-PD-1 antibodies
* Pembrolizumab
* Nivolumab

Sekil 2.6. Anti-PD-L1 ve anti-PD-1 inhibitorlerinin etki mekanizmalar1 (Rouanne ve ark. 2018) .

2.3.  Insan Mikrobiyotasi

Mikrobiyota, belirli bir yerde yasayan ekolojik bir topluktur. Lederberg ve
McCray, mikroplarin insan sagligi ve hastaligindaki islevini tartisirken bu ifadeyi

kullanan ilk arastirmacilardir (Altves ve ark. 2020).

Insan mikrobiyomu iizerine yapilan arastirmalara gore, insan viicudu 2000
cins ve 25 filuma ait 5000'den fazla mikrop tiiriine ev sahipligi yapmaktadir. Bu da
toplam 316 milyon mikrobiom genine tekabiil etmektedir (Thomas & Segata 2019) .
Tahminlere gore, insan sindirim sistemi tek basina 9 milyon bakteri kokenli gene
sahiptir. Insan bagirsagi mikrobiyomunun Gen Katalogu (IGC) ve EggNOG veri
tabanina gore, mikrobiom genlerin yaklasik %401 bilinmemektedir veya belirsiz bir
islevi vardir (Li ve ark. 2014). Insan mikrobiyotasinin kalitatif ve kantitatif yapisi,
202 tane insan bagirsak bakteri genomunun 16S rRNA dizileri kullanilarak genomik

analiz ile tahmin edilmistir (Thomas & Segata 2019).

Tiim bakteri tiirlerinin yaklagik % 65'ini olusturan ve GI yolunda en sik
kolonize olan Firmicutes tiirleridir. Bir sonraki en biiyiik filum ise %30 oraninda
bulunan Bacteroidetes'dir. Bunu %5 ile Proteobacteria ve Actinobacteria takip
etmektedir (Altves ve ark. 2020). Bagirsak mikrobiyomu ve onun simbiyotik

baglantis1 hakkindaki bilgimiz, metagenomik tekniklerin kesfedilmesi ile radikal bir
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degisime ugramistir. Farkli ve uzun vadeli diyetlerin, ortamlarin, yaslarin ve
hastaliklarin bagirsak mikrobiyotasini nasil etkiledigini anlamak, genetik yontemler

kullanilarak insan mikrobiyomunun incelenmesiyle daha kolay hale gelmistir (Qin ve

ark. 2010).

2.3.1. Bagirsak Mikrobiyotasinin Immiinoterapiye Etkisi

Bagirsak mikrobiyotasinin bagisiklik sistemi {izerindeki etkisi nedeniyle
mikrobiyota, immiinoterapi de dahil olmak iizere farkli tedavilere karsi tiimor
duyarliligini etkileyen tiimor ortaminin kritik bir bilesenidir (Ting ve ark. 2022).
Bagirsak mikrobiyomunun yapisi, PD-1/PD-L1 ve CTLA-4'e dayali kanser
immiinoterapisinin  terapdtik  etkisine  katkida bulunan antikanser immiin
stirveyansinin etkinligi agisindan oldukg¢a 6nemlidir (Wu ve ark. 2021).

Jin'de ve ark (2019), kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda
bagirsak mikrobiyom cesitliligi ile PD-1 inhibitér antikoru (nivolumab) etkinligi
arasinda pozitif bir iligki bulmustur. Ayrica, solid maligniteler iizerine yapilan
kapsaml1 bir ¢aligmada, Firmicutes ve Verrucomicrobia'nin daha yaygin oldugu
hastalarda ICI duyarliliginin arttig1, Proteobacteria'li hastalarda ise olumsuz
sonuglarin oldugu rapor edilmistir (Huang ve ark. 2021). Bu durum, ICI tedavisi
sirasinda bakterilerin iyi bir bagisiklik sinerjisti olabileceklerini gostermektedir.
Ornegin, Bifidobacterium breve’nin KRK tedavisinde PD-1 inhibitdrlerinin
etkinligini artirabilecegi belirtilmistir (Yoon ve ark. 2021). Benzer sekilde, KRK'de
Lactobacillus rhamnosus Probio-M9'un kullaniminin  bagirsak  mikrobiyom
cesitliligini (FMT) diizenledigi ve Anti-PDL-1 sinerjik faktorii gibi davrandigi
gosterilmistir (Gao ve ark. 2021). Ote yandan, Davar ve arkadaslarmmn (2021) ortaya
koydugu gibi, diski1 mikrobiyota nakli, ICIs direncinin iistesinden gelmek i¢in umut
vaat eden bir yontemdir. Fekal mikrobiyota transportu ile melanom hastalarinda
kansere kars1 bagisiklik tepkisinin gelistigi gosterilmistir. Bu yontemin aktiflesmis
CD8 T hiicrelerini arttirdig1 ve IL-8 seviyesini diistirdiigii bildirilmistir (Davar ve
ark. 2021). Bununla birlikte, bagirsak bakterilerinin timor immiinoterapisini
etkileme mekanizmasi hala bilinmemektedir ve bu konuda bircok hipotez
bulunmaktadir. Sonugta, canli hiicreler veya metabolik olarak mikrobiyom, tiimorle
iligkili antijen tanimay1 desteklemekte ve bagisiklik hiicrelerini diizenlemektedir
(Fessler ve ark. 2019). Mikrobiyomun immiinoterapi etkinligindeki rolii ile iliskili

bir¢cok olas1i mekanizma onerilmistir (Sekil 2.7).
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1. Bagirsak mikrobiyotasi, ICI'lerin etkinligini artirmak i¢in tiimor mikrogevresini
yeniden sekillendirir ve antitimdr immiin yaniti diizenleyebilir. Melanom fare
modellerinde, Faecalibacterium, Ruminococcaceae ve Clostridiales agisindan
zengin Fekal mikrobiyota transportu, dogustan gelen efektor hiicreleri gelistirmis
ve baskilayict miyeloid hiicrelerini azaltarak PD-1 inhibitor etkinligini artirmistir
(Lu ve ark. 2022).

2. Barsak mikrobiyotasi, dogustan gelen bagisikligi diizenleyerek ICI yanitlarini
gelistirir. Ornegin, Bifidobacterium igeren oral probiyotiklerin, iyi olmayan bir
bagirsak mikrobiyotasina sahip farelere verilmesi dendritik hiicre aktivasyonunu
saglamis ve boylelikle tiimore o6zgii CD8+ T hiicre tepkilerinde iyilesme
gbzlenmistir. Sonugta, anti-PD-L1 tedavisinin terapotik etkinliginde artis
saglanmistir. Ayrica, Bacteroides fragilis, makrofaj fenotipik polarizasyonunu
MTl'e yonlendirerek ve hiicresel CD80 ile CD86 ekspresyonunu yukari dogru
diizenleyerek dogustan gelen bagisikligr artirmistir. Lactobacillus plantarum da
dogal sitotoksik reseptdor (NCR) proteininin ekspresyonunu etkili bir sekilde
artirmig ve dogal Oldiiriicii hiicrelerin aktivasyonunu desteklemistir. Sonug
olarak, dogustan gelen bagisiklik aktive edilmistir (Lu ve ark. 2022).

3. Bagirsak mikrobiyotasi, ICI'yi iyilestiren tiimor hiicresi immiinojenitesini etkiler.
Tiimér immiinojenitesinin azalmasi, tiimor hiicrelerinin T hiicresi yikimina
direnmesinin 6nemli bir yoludur. Bir yandan, bagirsak mikrobiyomu dogustan
gelen immiinojeniteyi artirabilir (Lu ve ark. 2022). Bagirsak mikrobiyomunda
iiretilen antijenler ile timor hiicreleri arasinda bir miktar ¢apraz reaktivite vardir.
Ornegin T lenfositler, kommensal bakteri Bifidobacterium breve'de eksprese
edilen, B16 melanom hiicrelerindeki neoepitop antijen SIYRYYGL (SIY) ile
benzerlik gosteren ve SVYRYYGL (SVY) olarak adlandirilan bir epitopu
hedeflemektedir. Sonugta T hiicresi aktivasyonu, timor gelisimini azaltmakta ve
sagkalimi artirmaktadir (Bessell ve ark. 2020).

4. ICI'lere verilen immiinolojik cevaba bagirsak mikrobiyotas1 metabolitleri aracilik
eder. Inosin, kisa zincirli yag asitleri (SCFA) anakardik asit vb. metabolitler,
bagirsak mikrobiyotasi ve konakeilar1 arasindaki iliskiyi bulmak ig¢in
incelenmistir. Akkermansia muciniphila ve Bifidobacterium pseudolongum
tarafindan iiretilen bir piirin metaboliti olan inosinin, ICI'nin etkinligini arttirmak
icin gerekli oldugu bulunmus ve inosinin bagisiklik hiicresi aktivasyonunu

destekledigi gosterilmistir. Fareler ile olusturulan bagirsak kanseri, mesane
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kanseri ve melanom modellerinde, bagirsak mikrobiyotast metaboliti olan inozin,
T hiicreleri iizerindeki adenosin 2A reseptoriine etki ederek ICI etkinligini
artirmistir  (Gao ve ark. 2021). SCFA'larin konak¢ir bagisiklik sistemini
giiclendirmede, timor hiicrelerinin biiyiimesini baskilamada ve apoptozu tesvik
etmedeki temel rollerini kanitlayan bir¢ok ¢aligma vardir. Bu nedenle, SCFA-ICI
sinerjisinin mekanizmas1  giincel bir arastirma konusudur. Ornegin,
Faecalibaculum rodentium PB1 ve Haemophilus biformis metaboliti olan butirik
asit histon deasetilazi (HDAC) inhibe etmis, asetilasyonu artirmis ve T
hiicrelerinin C3 niikleer faktoriinlin kalsinorin aracili aktivasyonunu azaltarak
tiimor hiicre proliferasyonunu baskilamistir. Buna ek olarak SCFA, bagisiklik
hiicreleri igin bir enerji saglayicisidir (Lu ve ark. 2022). Bacteroides caccae
kaynakli anakardik asit, mitojenle aktive olan protein kinazlari (MAPK!'lar)
fosforile ederek makrofajlar1 aktive etmekte, dolayisiyla dogustan gelen
bagisikligin da aktivasyonunda rol oynamaktadir. Anakardik asit ayrica adaptif
ve antitimor bagisikligi degistirmek i¢in makrofajlar, NK hiicreleri ve T
lenfositler gibi tiimor infiltre edici bagisiklik hiicrelerinin olusumunu uyaran bir
notrofil hiicre dist tuzaginin (NET) gelisimini de uyarabilmektedir (Lu ve ark.
2022).

. Antitiim6ér immiin yanitlar1, peptidoglikan (PG) ve polisakkarit (PSA) gibi
bagirsak mikrobiyotasi belirtegleri tarafindan yonlendirilir. Bazi Enterokoklar,
NIpC /p60 peptidoglikan hidrolaz SagA'nin ortologlarini eksprese ederek ve
salgilayarak immiin aktif muropeptidler iiretmektedir ve SagA ekspresyonu,
immiinoterapi yanmitini arttirmak i¢in yeterlidir (Griffin ve ark. 2021).
Leuconostoc mesenteroides susu NTMO048 veya Bacteroides fragilis tarafindan
tiretilen PSA ayrica, mukozal bariyeri giiglendiren ve sistemik bagisiklik
tepkilerini etkileyen bir bagisiklik uyarici olarak islev goriir. PSA, ince
bagirsakta dendritik hiicreler ve aktive edilmis CD4 T hiicreleri tarafindan
tanimlanir ve sitokin {retmelerine, T hiicre proliferasyonunu artirmalarina,
Th1/Th2 hiicre dengesini giliglendirmelerine ve lenfoid doku biiylimesini tesvik

etmelerine neden olur (Lu ve ark. 2020).
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Sekil 2.7. Bagirsak mikrobiyomu dogustan gelen bagisikligi, uyarlanabilir bagisikligi ve timor
antijenlerini degistirir. A) Dogustan bagisiklik; CD8* T hiicreleri ve Thl hiicreleri, Bifidobacterium,
metabolitleri ve Bacteroides fragilis tarafindan kolaylagtirilan DC'lerin olgunlagmasi veya
aktivasyonunun bir sonucu olarak daha sonra aktive edilir. Lactobacillus plantarum, NK hiicrelerinin
aktivasyonunu destekler. Yiiksek tuzlu bir diyet, antikanser bagisikligini desteklemek i¢in NK hiicre
aktivasyonunu artirir. Monosit-1FN-I1-NK-hiicre-DC  kaskadi, yiiksek lifli bir diyetle beslenerek
tetiklenebilir. Bacteroides fragilis, makrofaj fenotipinin M1'e polarizasyonuna neden olur. B) Adaptif
bagisiklik; Phyla Firmicutes ve Actinobacteria, ICI yanit verenlerin periferik kanindaki CD56*CD8*
T hiicrelerinin aktivasyonunu iyilestirir ve sistemik dolagimdaki efektér IFN*CD8* T hiicrelerinin
oranini artirir. Faecalibacterium iken. Bifidobacterium, tiimér dokularinda CD8* T hiicre sizintilarini
destekler. Faecalibacterium, CD4* T hiicre oramim arttirir. C) timor antijeni; Antijen epitoplar
TMP1 ve SVY'nin yant sira ICI'lerin etkinligini artiran diger timor capraz antijenleri, timor
hiicrelerini daha immiinojenik yapan bagirsak mikrobiyotasi tarafindan saglanir (Lu ve ark. 2022).

2.4.  Probiyotikler

Nobel odiillii Elie Metchnikoff, 20. yiizyilin basinda probiyotik ("yasam i¢in"
anlamina gelen) fikrini ortaya atmistir (Wang ve ark. 2021). Probiyotiklerin modern
tanimi, yeterli miktarlarda saglandiginda konakg¢1 lizerinde bir saglik yarar1 saglayan
canli mikroorganizmalar olsa da geleneksel olarak, yogurt gibi fermente siitler, siit
tirtinleri ile daha yakin zamanlarda siit tozlar1 ve peynirler de probiyotik vermek i¢in

kullanilmaktadir (Angelis & Gobbetti 2016).
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Probiyotikler tek tiir veya ¢ok tiir olabilir, ¢linkii bazi teorilere gore gesitli
probiyotik bakteriler etkilesime girmekte, rekabet etmekte ve hatta birbirlerini
olumlu sekilde etkilemektedir. Bu etkilesim, her bir bakteriyi bagimsiz olarak
kullanmanin bazi etkiler saglayabilecegini, ancak onlar1 bir arada almanin daha az
basarili olabilecegini veya hi¢ faydali olmayabilecegini belirterek, bakteri tiirleri

arasindaki baglantinin terapétik iliskisini vurgulamaktadir (Krawczyk ve ark. 2021).

Probiyotikler, GI kanalinda yasama yetenegi, tasarlandiklar1 konakg¢ilardan
izolasyon ve bakteriyostatik etkiye sahip maddelerin iiretimi dahil olmak iizere bir
dizi kriteri karsilamalidir (Krawczyk ve ark. 2021). Gida ve Ila¢ idaresi'ne (FDA)
(Medicine, 2006) gore probiyotik bakterilerin "Genellikle Giivenli Olarak

Taninmas1" gerekmektedir.

Bugiin, literatiirdeki ¢ok sayida ¢alisma, konagin bagisiklik tepkisinde bir
gelisme, bazi vitaminlerin tiretimi, ¢esitli diyare durumlarinin tedavisinde etkinlik,
laktoz intoleransi semptomlarinin hafifletilmesi, patojenik mikroorganizmalarin
rekabeti ve inhibisyonu, mikroorganizmalar ve gastrointestinal sistemdeki (GIT)
antibakteriyel bilesenlerin tiretimi (laktik asit, bakteriyosinler, hidrojen peroksit ve
diger antibakteriyel bilesikler gibi) (Lagowska ve ark. 2022) dahil olmak iizere
probiyotik kiiltiirlerin bir¢ok avantajim1 6zetlemektedir. Bununla birlikte, probiyotik
suslarin viicuda fayda saglamak i¢in calistifi bu yollarin bir¢ogu c¢ogunlukla

bilinmiyor, belirsiz veya dogrulanmamaktadir (Paula ve ark. 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma N.E.U. Meram Tip Fakiiltesi Ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar
Etik Kurulu’nun 2020/2753 karar sayili onay1 alinarak (EK.1) Meram Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarlari ile Konya Gida ve Tarim
Universitesi Mikrobiyoloji ~ Laboratuvar1  Kit-Argem'de  gerceklestirilmistir.
Calismanin gere¢ ve yontem kismi, mikrobiyolojik calismalar ile hiicre kiiltiirii ve
molekiiler caligmalar olmak {izere iki baglik altinda toplanmustir. Mikrobiyolojik
caligmalar probiyotik bakteri izolasyonu, tanimlanmasi ve bakterinin hiicre kiiltiirii
deneylerine hazirlanmasini icermektedir. Hiicre kiiltiirii ve molekiiler ¢alismalar ise
hiicre proliferasyonu, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR),

western blot ve ELISA analizlerini kapsamaktadir.

3.1. Mikrobiyolojik Calismalar

3.1.1.Probiyotik Bakterilerin izolasyonu

Calismada kullanilacak probiyotik bakteriler, mevcut literatiir géz Oniine
alinarak  Lactobacillus  rhamnosus, Enterococcus faecium, Leuconostoc
mesenteroides, Streptococcus thermophilus, Bacillus licheniformis olarak
belirlenmistir (Parvez ve ark. 2006; Lee ve ark. 2019).

L. rhamnosus izolasyonu

L. rhamnosus izolasyonu igin, igerisinde E. faecium, Lactobacillus
acidophilus, L. rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum suslar
bulunan NBL Probiyotik GOLD ®’den 0.1 gr tartilmis ve 10 ml De Man, Rogosa ve
Sharpe (MRS) siv1 besiyerine ekim yapilmistir. Anaerobik kosullarda 37 “C'de 48
saat inkiibasyonun ardindan 10-107 diliisyonlar1 yapilmis ve tek koloni elde etmek

i¢cin MRS agara ekilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. L. rhamnosus A) MRSA’da koloni goriintiisii B) Gram boyama goriintiisii 100X

E. faecium izolasyonu

E. faecium izolasyonu icin NBL Probiyotik GOLD ®’dan 0.1 gr tartilarak 10
ml hacmindeki MRS si1vi besiyerine ekim yapilmis ve anaerobik kosullar altinda
37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 10 *-10 7 diliisyonlar1 tek
koloni elde etmek i¢in Nutrient agar (NA)’a ekilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 E. faecium A) NA’da koloni goriintiisiic B) Gram boyama gortintiisii 100X

L. mesenteroides izolasyonu

L. mesenteroides izolasyonu igin Lactococcus lactis, Streptococcus
thermophilus, L. mesenteroides, Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus, L.
acidophilus suslarini iceren 3aksacka Kedup VIVO ®’dan 0.1 gr tartilmis ve %10
sakkaroz’lu 10 ml hacmindeki tripton besi ortamina ekim yapilmistir. 25°C'de 24-48
saat inkiibasyonun ardindan kiiltiir ortamindan 1 ml alinarak, agar eklenmis ve 1

litresinde 100 gr sakkaroz, 2.5 gr maya oziitli, 5 gr K2HPO4, 0.5 gr (NHas)2 SO4, 0.2
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gr MgSOs x7H20 ve 0.6 gr NaCl bulunan segici besiyerine (pH: 6,8) ekim
yapilmistir (Dimic, 2006).
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Sekil 3.3. L. mesenteroides A) L. mesenteroides ortaminda koloni goériintiisi B) Gram boyama goriintiisii
100X

S. thermophilus izolasyonu

S. thermophilus izolasyonu i¢in Torku ® yogurt numunesi kullanilmis ve 1 ml
numune drnegi %0,85 NaCl ile seyreltilmistir. Seyreltilmis 6rnekten 0.1 ml alinarak
HIMEDIA® (S. thermophilus Izolasyon Agari)'dan modifiye edilmis, 1 litresinde
10gr sakkaroz, 5gr maya 0zii, 2gr K2HPOs, 10 gr Tripton, 6 ml % 0,5’lik
bromokresol mor ve 12 gr agar iceren besiyeri ortamina (pH 6,8) ekim yapilmistir.

Ardindan petriler 48°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Streptococcus sp. A) S. thermophilus ortaminda koloni goriintiisii B) Gram boyama
goriintiisti 100X
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B. licheniformis

B. licheniformis KGTU Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarindan temin
edilmistir. Bu bakteri ticari kefirden izole edilmis ve tanimlamasi Onceden

yapilmistir (Sekil 3.5)

Sekil 3.5. B. licheniformis A) NA’da koloni goriintiisii B) Gram boyama goriintiisii100X
3.1.2. Bakterilerin Tanimlanmasi
Bakterilerin tanimlanmasi i¢in gram boyama ve segici besiyerlerinin

kullanilmasinin yani sira oksidaz ve katalaz testleri de yapilmistir. Bununla beraber

bakterler molekiiler diizeyde 16S rRNA'larina gore tanimlanmaistir.
Oksidaz Testi

Bakteride sitokrom tespiti i¢in kullanilan bu test, Bactident ® Oxidaes
(Merck, KGaA, 64271) ile gerceklestirilmistir. indikatér kagidinda beyazdan maviye

renk degisimi oksidaz pozitif olarak tanimlanmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. A) Oksidaz pozitif B) Oksidaz negatif
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Katalaz Testi

Katalaz, H202'nin oksijen ve suya pargalanmasini saglamaktadir. Bu test i¢in, tek ve
saf bir koloni, lam tizerindeki bir damla %3'liik H202 ile karigtirllmistir. Oksijenin
olusumu (5-10 saniye i¢inde), kabarciklanma ile kendini gostermekte ve bu pozitif

bir sonug olarak degerlendirilmektedir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. A) Katalaz pozitif B) Katalaz negative

Bakterilerin Molekiiler Diizeyde Tanimlanmasi

Bakterilerin molekiiler diizeyde tanimlanmasi 16S rRNA'larina gore yapilmistir.
Bunun i¢in Oncelikle bakterilerden fenol kloroform yontemi kullanilarak DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla her bir bakteri icin tek bir koloni alinmig
ve uygun sivi besiyerlerinde 24 saat siiresince inkiibe edilmistir. Ardindan kiiltiir
ortamindan 1,5 ml alinarak 8000 rpm'de +4 °C'de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi supernatant uzaklastirilmis ve pellet tizerine 467 ul Tris-EDTA
(TE; pH=8), 30 ul SDS, 3 pl proteinaz K eklenmistir. 60 °C'de 3 saat inkiibasyonun
ardindan iizerlerine 500 pl fenol-kloroform ilave edilmis ve drnekler 8000 rpm'de 10
dakika +4 °C'de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi supernatant yeni bir eppendorf
tiipe aktarilmis ve iizerine 500 pl kloroform- izoamilalkol (CI 24:1) eklenmistir.
8000 rpm'de 10 dakika +4 °C'de santrifijden sonra supernatant yeni bir tiipe
aktarilmistir. Ardindan DNA'y1 ¢okeltmek i¢in tiip icerisine 50 ul 3M sodyum asetat
(pH=4) ve 1 ml %100’lik etanol eklenmistir. 5000 rpm'de 10 dakika +4 °C'de
santrifiij sonrasi supernatant uzaklastirilmis ve pellet 1 ml %70 etanol ile yitkanmustir.
Tekrar 5000 rpm'de 10 dakika +4 °C'de gergeklestirilen santrifiij isleminin ardindan
supernatant uzaklastirilmis ve kurutulan pellet 100 pl niikleaz igcermeyen su ile

¢ozdiiriilmiistiir.  Izole edilen DNA’larm Kkalitesi ve miktar1 nanodrop
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(MaestroNano®) cihazinda olgiilmiistiir. A260/A280’da 1.8 ve A260/A230'da
1.8+0.1 olan DNA o6rnekleri ¢alismada kullanilmistir. DNA 6rnekleri kullanilincaya
kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile 16S rRNA Bolgesinin Cogaltilmasi

Bakteri tiirlerinin tanimlamasinda mutasyon oraninin diisiik oldugu bilinen 16S
rRNA bdlgesi (1500 bp) yaygin olarak kullanilmaktadir (Janda & Abbott, 2007). Bu
calismada da izole edilen bakterilerin tanimlanmasi16S rRNA bdlgelerine gore
yapilmistir. Bu amagla, bakterilerden izole edilen DNA’lar ile 16S rRNA bolgesine
yonelik hedef primerler kullanilarak PZR amplifikasyonu gerceklestirilmistir. PZR
i¢cin kullanilan primer ile PZR bilesenleri Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de sunulmustur.
Uygun PZR bilesenleri ve hedef primerler kullanilarak PZR amplifikasyonu 95°C'de
10 dk 6n denatiirasyon ile 95°C'de 45 saniye, 57°C'de 45 saniye ve 72°C'de 1,15
dakikadan olusan 35 dongii seklinde gercgeklestirilmistir. PZR sonrasi ¢ogaltilan
bolgeler sekanslanmistir. Ardindan diziler NCBI rRNA veri tabami ile
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) karsilastirilmistir.

Tablo 3.1. 16s rRNA amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri

: o Uzunluk
Primer dizisi
- (bp)
Ileri primer (008F) 5'-AGAGTTTGATCMTGGC-3 1387bp

Geri primer (1387r) 5-GGGCGGWGTGTACAAGRC-3'

Tablo 3.2. PZR bilesenleri

PZR bileseni Miktar (ul)
dH20 26,6 ul

Ileri Astar 0,2 ul

Ters Astar 0,2 ul
Polimeraz enzimi 2 ul

dNTP 2 ul

MgCI2 4 ul

Tampon Sul

DNA 1 (1 ul=20 ng)
Toplam hacim 50 ul

3.1.3. Bakterilerin Hiicre Kiiltiirii Deneyleri icin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kolon kanseri hiicreleri canli bakteri hiicreleri, 1s1 ile
oOldiiriilmiis bakteri hiicreleri ve hiicre icermeyen bakteri supernatantlari ile muamele

edilmistir.
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Kolon kanseri hiicrelerinin canli bakteriler ile muamelesi i¢in, uygun sivi
besiyeri ortaminda 37°C'de kiiltiire edilen bakterilerden 1ml alinmis ve 4500 rpm'de
10 dakika boyunca 4°C'de santrifiij edilerek toplanmaistir. Santrifiij sonrasi pellet PBS
ile bir kez yikanmig ardindan OD 6l¢iimii i¢in PBS ile ¢6zdiiriilmiistiir. Bakteri sayist
(CFU/ml), seri seyreltmelerin uygun agar ortami iizerinde olusturduklar1 kolonilerin
sayilmasi ile belirlenmistir. Bakteriyel optik yogunluk (OD) ile CFU/mI arasindaki
iliski ise sekil 3.10'de bakteri standart egrisi olarak sunulmustur (Tiptiri-Kourpeti ve
ark. 2016). Buna gore 108, 107, 108 ve 10° CFU/hiicre kolon kanseri hiicreleri icin
biiylime ortami olan antibiyotiksiz yiiksek glikozlu Dulbecconun Modifiye Eagle
besiyerinde (DMEM) besiyerine ilave edilerek kanser hiicrelerine uygulanmistir
(Sekil 3.9) (Guo ve ark. 2020)

L. rhamnosus E. faecium
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Sekil 3.8. Bakteriyel optik yogunluk (OD) ile CFU/ml arasindaki iliskiyi gosteren standart egri
grafikleri
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Sekil 3.9. Kristal viyole ile boyanmis bakteri ve Caco-2 kolon kanseri hiicreleri ile
olusturulmus kokiiltiir

Kolon kanseri hiicrelerinin 1s1 ile 6ldiiriilmiis bakteriler ile muamele edilmesi
icin uygun s1v1 besiyeri ortaminda 37°C'de kiiltiire edilen bakteriler 4500 rpm'de 20
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Pellet iki kez PBS ile yikanmis ve tekrar PBS
icinde c¢ozdiriilerek 1 saat 95°C'de bekletilmistir (Aliabadi ve ark. 2014).
Bakterilerin 1s1 ile 6ldiiglinii dogrulamak i¢in uygun besi ortamlarina tekrar ekim
yapilmig, ¢ogalmanin olmamasi halinde pellet dondurularak kurutulmustur (Karimi
Ardestani ve ark. 2019). Buna goére kolon kanseri hiicreleri 0.25, 0.5, 1 ve 2 mg/ml
konsantrasyonlarinda 1s1 ile 6ldiiriilmiis bakteriler ile muamele edilmistir.

Kolon kanseri hiicrelerinin hiicre igermeyen bakteri supernatantlar ile
muamele edilmesi i¢in uygun sivi besiyeri ortaminda 37°C'de Kkiiltiire edilen
bakteriler 4500 rpm'de 20 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi supernatant
0.22 pm'lik bir bakteri filtresi kullanilarak siiziilmistiir. Ardindan pH''t NaOH
kullanilarak 7+0.2'ye ayarlamistir. Hiicresiz siipernatant dondurarak kurutmaya tabi
tutulmustur (Aliabadi ve ark. 2014). Kolon kanseri hiicreleri 12,5, 25, 50 ve 100
mg/ml konsantrasyonlarinda hiicre icermeyen bakteri supernatantlar1 ile muamele

edilmistir.
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3.2. Hiicre Kiiltiirii ve Molekiiler Calismalar

3.2.1. Hiicre kiltiirii

Bu calismada laboratuvar biinyemizde bulunan Caco-2 (ATCC ® HTB-37 ™)
ve HT-29 (ATCC ® HTB-38 ™) insan kolon kanseri hiicre hatlar1 ile Jurkat, Clone
E6-1 (ATCC® TIB-152 ™) insan T lenfoblast hiicre hatt1 olmak iizere ii¢ hiicre hatt:
kullanilmistir. Caco-2 hiicreleri (Sekil 3.10), kolorektal kanserli 72 yasindaki beyaz

bir erkegin kolon dokusundan elde edilmistir (https://www.atcc.org/products/htb-37).
HT-29 (Sekil 3.12), kolorektal adenokarsinomu olan 44 yasindaki beyaz bir kadin
hastadan toplanan bir primer tiimorden tiiretilen epitel hiicre dizisidir
(https://www.atcc.org/products/htb- 38). Jurkat hiicre hattinin bir tiirevi olan Jurkat-
FHCRC Klon E6-1 (Sekil 3.12), akut T hiicreli 16semili 14 yasindaki bir erkek

hastanin periferik kanindan {retilmistir. Bu hiicre dizisi, bagisiklik sistemi
bozukluklari, immiinoloji ve immiin-onkoloji {izerine yapilan g¢aligmalarda

kullanilabilmektedir (https://www.atcc.org/products/tib-152).

Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatlari, %10 Fetal sigir serumu (FBS)
ve %1 penisilin/streptomisin igeren (DMEM) kiiltiire edilmistir. Jurkat T hiicrelerinin
kiiltire edilmesinde %5 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640
besiyeri kullanilmigtir. Tiim hiicreler 37 °C'de, %5 CO2 ve %95 nem ortaminda
cogaltilmigtir.
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Sekil 3.10. Tezde kullandigimiz hiicrelerin goriintiisii. A) Caco-2 inverted mikroskop (20X) B) Caco-2
floresan mikroskop goriintiisii. C) HT-29 inverted mikroskop (20X). D) HT-29 floresan mikroskop
gorintiisii. E) Jurkat T hiicre inverted mikroskop (10X) (Floresan mikroskop goriintiisii i¢in %100
etanol ile fikse edilmis hiicreler %0,1’lik kristal viyole boyasi ile boyanmustir).

3.2.2. XTT Testi Kullanilarak Hiicre Canlihi@inin Degerlendirilmesi

Canli bakteriler, 1s1 ile oldiiriilmiis bakteriler ve hiicre icermeyen bakteri
supernatantlarinin kolon kanseri hiicre canliligi {lizerine etkisi XTT (2,3-bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid) analizi ile
belirlenmistir. Bu yontemde canli hiicreler, XTT'yi turuncu renkli formazan

kristallerine doniistiiriir. Formazan kristallerinin olusumu, dogrudan metabolik olarak
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aktive olan hiicrelerle ilgilidir ve formazanin olusumu belirli dalga boylarinda bir

spektrofotometre kullanilarak 6lctilebilmektedir.

XTT analizi i¢in 96 kuyucuklu plakalara ekilmis (2x10° hiicre/kuyucuk)
Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicreleri degisen konsantrasyonlarda canli bakteri
(10%, 107, 10® ,10° CFU/ml), 1s1 ile 6ldiiriilmiis bakteri (0.25, 0.5, 1, 2 mg/ml) ve
hiicre icermeyen bakteri supernatantlar1 (12.5, 25, 50, 100 mg/ml) ile 24 saat
siiresince 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi iiretici firmanin talimatlar1
dogrultusunda (Biological Induustries, 20-300-100) her kuyucuga XTT reaktifi
eklenmis ve 4 saat sonra ELISA cihazinda (BioTek Epoch) 450 nm dalga boyunda
ve 630 nm referans araliginda absorbans degerleri belirlenmistir. % Hiicre canlilig

asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

% Hiicre canlilig1 = (Ornek absorbans degeri) / (Kontrol absorbans degeri)

X100

3.2.3. Adhezyon Testi

Canli bakterilerin Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerine yapisma
oranlarin1 belirlemek icin adhezyon testi gerceklestirilmistir. Bunun icin 96
kuyucuklu plakalara ekimi yapilmis (4000 hiicre/kuyu) kolon kanseri hiicrelerine
105, 107, 108 ve 10° CFU/ml konsantrasyonlarinda canli bakteri uygulanmistir. 2 saat
inkiibasyonun ardindan PBS ile yikama islemi gergeklestirilmis ve kuyulara 100 pl
%5’lik TritonX-100 ilave edilmistir. Ardindan olusan hiicre lizatlar1 alinmis ve NaCl
ile diliie edilerek uygun besiyeri ortamina ekimi gerceklestirilmistir (Guo ve ark.

2020). % Adhezyon orani asagidaki formiile gére hesaplanmistir:

% Adherent bakteri= (Adherent bakteri CFU sayist/ inokulumun CFU sayis1)
X100 (Letourneau ve ark. 2011).

3.2.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi

Sitotoksisite analizi sonuglar1 goz Oniline alinarak devam eden analizlerde
hiicrelerin 108 CFU/ml canli bakteri ile muamele edilmesine karar verilmistir. Uygun
inkiibasyon siiresi, her iki hiicre hattindaki PD-L1 mRNA seviyesine gore
belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada in vivo ortami taklit etmek igin, timor
dokularinda PD-L1 ekspresyonunu artiran ve ekspresyonu, IBD gibi kronik
inflamatuar hastaliklarda yiikselen IFN-y (Stem cell, 78141) da hiicrelere uygulanmig
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(10 ve 50 ng/ml) ve uygun dozun belirlenmei yine PD-L1 mRNA seviyesine gore
yapilmustir (Lee ve ark. 2021). Ayrica; apoptoz ve PD-L1 ile iliskili ¢esitli yolaklarda
gbrev yapan genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyeleri de arastirilmistir.
Bunun i¢in kontrol ve doz grubu hiicrelerinden RNA izolasyonu gerceklestirilmis ve
ardindan cDNA sentezi yapilmistir. mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyeleri ise

Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR) ile belirlenmistir.

Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in 6-kuyucuklu plakalara ekimi yapilmis hiicreler
(5x10° hiicre/kuyucuk) bir kez PBS ile yikanmis, ardindan kuyulara 500 pl RiboEx
(GeneAll, 301-001) eklenmistir. Sonrasinda homojenatlar eppendorf tiiplere
akarilmis ve iizerlerine 100 pl kloroform eklenerek 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi érnekler, +4°C'de 14000 rpm'de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Ardindan supernatant yeni bir tiipe aktarilmis ve {lizerine 250 pl
izopropanol ilave edilerek oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi1 +4°C'de 14000 rpm'de 15 dakika santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra supernatant uzaklastirilmis ve pelet tlizerine 1 ml
%70 etanol ilave edilmistir. +4°C'de 7000 rpm'de 5 dk gerceklestirilen santrifiij
isleminden somnra olusan pellet 50 pl niikkleaz igermeyen su ile ¢ozdirilmistiir.
Izole edilen RNA'larin kalitesi ve miktar1 Nanodrop cihazi (Maestrogen®) ile
belirlenmistir. A260/A280 degerleri 2+0.1 ve A260/A230 degerleri 2+0.1 olan RNA
ornekleri ile calisiimistir. izole edilen RNA’lar -80°C’de muhafaza edilmistir. Olas1
bir DNA kontaminasyonu onlemek i¢cin RNA o6rnekleri cDNA sentezi Oncesinde
DNAse-1 enzimi (Thermo Scientific, EN0521) ile muamele edilmistir. Bunun igin
2ug RNA ornegine 2 ul DNAse-I, 2 ul 10X reaksiyon tamponu ilave edilerek toplam
hacim niikleaz icermeyen su ile 20 ul’ye tamamlanmistir. Ardindan 6rnekler enzim
aktivasyonu i¢in 37°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi enzim
aktivitesini durdurmak i¢in 6rneklere 50 mM EDTA'dan 2 pl eklenmis ve 6rnekler
65°C'de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

cDNA Sentezi

Izole edilen total RNA’lardan cDNA, iiretici firmanin (iScript TM cDNA
sentez kiti, Bio-Rad, 170-8891) talimatlarina gore sentezlenmistir. Kisaca 1 pg total

RNA o6rnegine 5X iScript reaksiyon karisimindan 4 pl, Ters Transkriptaz enziminden
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1 ul eklenmis ve toplam hacim niikleaz icermeyen su ile 20 pl'ye tamamlanmistir.

cDNA sentezi icin ornekler 25°C'de 5 dakika, 46°C'de 20 dakika ve 95°C'de 1

dakika siireyle inkiibe edilmistir.

Primer Tasarimi1 ve qRT-PZR

gRT-PZR’de kullanilmak tizere hedef genlere yonelik primerler IDT Primer

Quest programu ile tasarlanmustir (https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index).

Hedef genlerin mRNA dizilerine Gen Bankas1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)’ndan

ulagilmistir. Calisma kapsaminda qRT-PZR analizi ile mRNA diizeyinde ekspresyon

seviyeleri degerlendirilmis genler ile hedef ve referans genlerine ait primer dizileri

Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. gqRT-PZR analizi ile ekspresyon seviyesi degerlendirilmis genler

Gen Sembolii

Acilhim

IL-2

IFNG
PD-L1/CD274
TLR2

TLR3

TLR4

NFKB1

BECN1

ATG5

ATG7

NOD 1

NOD 2

KART9
ATG16L1
BCL-2

BAX

Cas-3

Cas-7

CYCS
GPCR43/FFA2R
GPCRA41/42/FFAR3
ERK?2/ HARITA1
ERK1

YAP 1

TAZ/ WWTR1
STK4/ MST1
MYD88

TIRAP
TRIF/TICAM1

Interlokin 2

Interferon-gama

Programlanmig 6liim ligandi 1

Toll-benzeri reseptor 2

Toll- benzeri reseptor 3

Toll- benzeri reseptor 4

Niikleer faktor kappa B alt birimi 1

Beclin-1

Otofaji ile ilgili 5

Otofaji ile ilgili 7

Niikleotid baglayict oligomerizasyon alani igeren 1
Niikleotid baglayict oligomerizasyon alani igeren 2
Caspase ise alim alani aile iyesi 9

Otofaji ile ilgili 16 begeni 1

B hiicreli lenfoma 2

BCL2 ile iliskili X, apoptoz diizenleyici
Kaspaz 3, apoptozla iliskili sistein peptidaz
Kaspaz 7, apoptozla iliskili sistein peptidaz
Sitokrom ¢

Serbest yag asidi reseptorii 2

Serbest yag asidi reseptorii 3

Mitojenle aktive olan protein kinaz 1

Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1

Yesl iliskili transkripsiyonel diizenleyici
Transkripsiyon diizenleyici 1 igeren WW alani
Serin/treonin kinaz 4

MYDS88 dogustan gelen bagisiklik sinyal iletim adaptorii

Adaptér proteini iceren TIR alani
Bagdastirict molekiil 1 i¢eren TIR alani
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Tablo 3.4. Primer dizileri ve amplikon uzunluklari

Gen ileri primer (5'->3") Geri primer (3'->5") Amplikon
IL-2 CTCACCAGGATGCTCACATTTTA CTCCCAGAGGTTTGAGTTCTTC 97
IFNG ATGTCCAACGCAAAGCAAATAC ACCTCGAAACAGCATCTGAC 104
PD-L1 GCTGAATTGGTCATCCCAGAA CAGTGCTACACCAAGGCATAA 102
TLR2 GGGCTCACAGAAGCTGTAAAA TCTGTAGGTCACTGTTGCTAATG 76
TLR3 CCCTGGTGGTCCCATTTATTT CTCAACTGGGATCTCGTCAAAG 91
TLR4 TTTCAGCTCTGCCTTCACTAC GACACCACAAACAATCACCTTTC 107
NFKB1 CACCCTGACCTTGCCTATTT AGCTGCTTGGCGGATTAG 87
BECN1 GCAGCGGATAAGCTGAAGA CGACCCAGCCTGAAGTTATT 99
ATG5 AGCAACTCTGGATGGGATTG AGGTCTTTCAGTCGTTGTCTG 140
ATG7 GGATGGTGAACCTCAGTGAAT AGTAGGAACCAATCTCCAACAC 98
SQSTM1 ATTGAGTCCCTCTCCCAGAT CGCTCCGATGTCATAGTTCTT 96
NOD 1 GACAACAACAATCTCAACGACTAC ACCGTCAGTGATCTGGTTTAC 99
NOD 2 CTGTCTTCTCATGGATGGTGTC TGCAGAATCAGCAGGTACATATC 100
KART9 AGGAAGATGCAGAAAGGATGG CCTCAGTGTCGGTGTTGTC 79
ATGI16L1 CGCAGCAAAGTCTGCATAAAAG CTCTGATCGAATGTCCCAGAAA 126
BCL-2 GTGGATGACTGAGTACCTGAAC AGACAGCCAGGAGAAGAATCAA 125
BAX GGAGCTGCAGAGGATGATTG GGCCTTGAGCACCAGTTT 151
Cas-3 GAGCCATGGTGAAGAAGGAATA TCAATGCCACAGTCCAGTTC 162
Cas-7 CGAAACGGAACAGACAAAGATG TTAAGAGGATGCAGGCGAAG 169
CYCS GGAGAGGATACACTGATGGAGTA GCTGCCCTTCTTCCTTCTT 102
GPCR43 CCCTGCTCTTCTATTTCTCTTCTT CTGCTGTGTCTTTGCCCTCT 114
GPCRA41 GGGCTATATCTGCGGTGAAA GGAGGAGGAGAAGTAGTAGACA 103
GPCR142 GAGTCGGCACTGGACTTTC GATGAGGAAGATGCTGGCATAG 99
ERK2 GTACAGGACCTCATGGAAACAG CCTCTGAGGATCTGGTAGAGAA 97
ERK1 GCTCCTGACGGAGTATGTG CAGATGTCGATGGACTTGGTATAG 91
YAP 1 ATGATGAACTCGGCTCTCAGG GAGGTGGTCTTGTTCTTATGGT 101
TAZ CATATCATTCGAGGGAGCAGAG CCTGTATCCATCTCATCCCACATT 109
STK4 KATAAGAGACCGGCCAGATT GCGTCCACATTGCTGCATTATAG 102
MYD88 CTGTGTCTGGTCTATTGCTAGTG TTCCTTGCTCTGCAGGTAATC 115
TIRAP GCGCTGGAGCAAAGACTAT CAGTGCTGCCTTCCAAGTA 96
TRIF CCACCTTCTGCGAGGATTT CGAAGTTGGAGGTGAGAGTAG 108
ACTB AGCACGGCATCGTCACCAACT TGGCTGGGGTGTTGAAGGTCT 179
GAPDH GTCAACGGATTTGGTCGTATTG TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 106

gRT-PZR, c¢ift sarmalli DNA'ya baglanabilen ve Bio Rad CFX sistemi tarafindan
okunabilen BrightGreen boyasi (BrightGreen 2X qPZR MasterMix) igceren qPZR
mastermix ile gerceklestirilmistir. Reaksiyon igin 2ul cDNA, 5ul BrightGreen gPZR
karisimi, 5 pMol ileri primer, 5 pMol geri primer igeren ve toplam hacmi niikleaz
icermeyen su ile 10 pl’ye tamamlanmis karisimlar olusturulmustur. Amplifikasyon,
95°C’de 10 dakika 6n denatiirasyonun ardindan 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 60
saniye basamaklarindan olusan PZR protokolii uygulanarak 40 dongii olacak sekilde
Gergek zamanli PZR Sistemi (Bio-Rad, CFX Connect)’nde ger¢eklestirilmistir. Her
reaksiyona ait it esik dongii degerleri (Ct) kaydedilmis ve GAPDH ve ACTB

referans genleri ile normalize edilmistir.

3.2.5. Western Blot Analizi

Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde PD-L1 proteini seviyesi western
blot yontemi ile belirlenmistir. Western blot analizi protein izolasyonu ve 6l¢iimii,
SDS-PAGE jel elektroforezi, PVDF membranina proteinlerin aktarilmasi, primer ve

sekonder antikorlar ile muamele ve goriintiilleme basamaklarindan olugsmaktadir.
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Protein izolasyonu ve Miktarinin Belirlenmesi

Protein izolasyonu i¢in 6-kuyucuklu plakalara ekimi yapilmis hiicreler (5x10°
hiicre/kuyucuk) iki kez PBS ile yikanmis ve ardindan kuyucuklara 10 pl proteaz
inhibitoér karisimi (Halt TM Protease Inhibitor Cocktail 100X, Thermo Scientific,
78410) igeren 1X RIPA lizis soliisyonundan (RIPA Bffer 10X, Cell signaling, 9806)
500 pl konmustur. Buz iizerinde karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibasyonun
ardindan hiicre lizatlar1 eppendorf tiiplerine aktarilmis ve +4°C'de 14000 rpm'de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi total protein iceren supernatantlar
toplanmig ve yeni bir eppendorf tiiplere aktarilmigtir. Proteinler -80°C'de muhafaza

edilmistir.

Protein miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir. Bunun i¢in 2 mg/ml
Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma-Aldrich, P0834-10X1ML)’den 0 nug/30 ul, 5
ng/30 pl, 10 pg/30 pl, 15 pg/30 pul ve 20 pg/30 pl olacak sekilde BSA standartlari
olusturulmustur. Miktar1 belirlenecek protein oOrnekleri ile standartlardan 30 pl
alinmig ve tzerlerine 90 pl Bradford solisyonu (Sigma-Aldrich, B6916) ilave
edilmistir. 595 nm dalga boyunda okuma gerceklestirilmis ve BSA standart egri
grafigi olusturulmustur (Sekil 3.11). Bu grafik kullanilarak protein orneklerinin
konsantrasyonlari belirlenmistir.

Y =0.009150*X + 0.2242
R’= 0.8259
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Sekil 3.11. BSA standart egri grafigi
Primer ve Sekonder Antikorlar ile Muamele ve Goriintiileme
Primer antikorlar ile muamele i¢in, membran TBST igerisinde 1:500 oraninda

seyreltilerek hazirlanmig anti-PD-L (Bioss Antibodies, BS10159R) ve anti-ACTB
(Bioss Antibodies, BS-0061R) primer antikorlar1 ile +4°C’de gece boyunca
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calkalayicida inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrast TBST ile ii¢ 10 dakika boyunca
yikma islemi yapilmistir. Yikma isleminin ardindan membran sekonder antikor
(Jackson Immuno Research, 211-035-109) ile oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edilmistir. Ardindan yikama islemi tekrarlanmistir. Goriintilleme islemi igin
membran kemiliiminesans soliisyonu (Bio-Rad, 1705061) ile 5 dk siiresince
muamele edilmistir. Ardindan membran goriintiileme sistemine (Azure Biosystems,

Bioanalytical Imaging System ¢ 280) yerlestirilmistir.
3.2.6. PD-L1 Ekspresyonunda Goériilen Artisin Fonksiyonel Analizi

Caco-2 ve HT-29 hiicre hatlarmin L. mesenteroides ile muamele edilmesinin
ardindan PD-L1 ekspresyonunda goriilen artisin fonksiyonel analizi i¢in kolon
kanseri hiicreleri ile Jurkat T hiicreleri, blokaj PD-L1 antikoru (Anti-Human
CD274/PD-L1 Antikoru, E-AB-F11330) varliginda kokiiltiire edilmistir. Kokiiltiiriin
sonunda T hiicreleri ile sitokin Olciimii gerceklestirilmis ve apoptoz analizleri
yapilmistir.

3.2.6.1. Kolon Kanseri ve Jurkat T Hiicrelerinin Kokiiltiiri

Kokiiltiir oncesi, Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicreleri T hiicre ortamina
uyum saglamalari i¢in bir hafta boyunca RPMI-1640 besiyeri ile kiiltiire edilmistir.
Bu asamada T hiicrelerinin de aktivasyonu saglanmistir. Bunun i¢in Jurkat T
hiicreleri (5x10%) 25 ul/ml anti-insan monospesifik CD3 ve CD28 (ImmunoCut TM
Insan CD3/CD28 T hiicreleri Aktivatér, STEMCELL, 10971) T hiicre aktivatorii ile
3 giin boyunca %5 CO2’li ortamda 37°C'de kiiltiire edilmistir.

Kokiiltiire hazir hale getirilen Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicreleri 6-
kuyucuklu plakalara ekilmis (2x10* hiicre/kuyucuk) ve 24 saat inkiibasyonun
ardindan hiicreler 1X10° CFU/ml L. mesenteroides, 10 ng/ml (Caco-2 igin) ve 50
ng/ml (HT-29 i¢in) IFN-y ile muamele edilmistir. Bu asamada da western blot
analizinde oldugu gibi Caco-2 hiicreleri L. mesenteroides ve 10 ng/ml IFN-y ile 6
saat siiresince muamele edilirken, HT-29 hiicreleri L. mesenteroides ve 50 ng/ml
IFN-y ile 24 saat siiresince muamele edilmistir. Inkiibasyon sonras1 besiyerleri
uzaklastirilmis ve ve hiicreler iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak blokaj PD-
L1 antikoru ile muamele edilmistir. Bir saat inkiibasyon siiresinin ardindan aktive
edilmis Jurkat T hiicreleri kolon kanseri hiicrelerine 10:1 efektor hedef oraninda

ilave edilmis (2x10° Jurkat T hiicresi, 2x10* kolon kanseri hiicresi) ve hiicreler 24
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saat kokiiltiire edilmistir. 24 saatin sonunda hiicre ortami toplanmis ve 3000 rpm'de
20 dakika santrifiij edilmistir. Olusan supernatant ELISA analizinde kullanirken

pellet ile apoptoz analizi gergeklestirilmistir.

3.2.6.2. ELISA Yontemi ile Sitokin Miktarlarimin Belirlenmesi

Jurkat T hicrelerinde IL-2 (BT LAB, E009 Hu), ve IFN-y (BT LAB,
E0105Hu) sitokinlerinin miktar1 tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ELISA
yontemi ile belirlenmistir. Bunun i¢in 96-kuyucuklu plakada Ornek ve standart
kuyulart olusturulmustur. Standart kuyularina 50 pl IL-2 veya IFN-y standart
ornekleri konmustur, 6rnek kuyulari ise 40 ul 6rnek ve 10 pl anti-1L-2 (IL-2 analizi
icin) veya anti-IFN-y (IFN-y analizi i¢in) ile hazirlanmistir. Ardindan 6rnek ve
satandart kuyularma 50 pl streptavidin-HRP ilave edilmistir. Plakanin {izeri
kapatilmis ve 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda yikama
tamponu ile kuyucuklar yikanmis ve kuyucuklara 50 pl substrat soliisyonu A ve 50
ul substrat soliisyonu B eklenmistir. Karanlikta 37°C'de 10 dakika inkiibasyonun
ardindan her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenmistir ve 10 dakika i¢inde
450 nm’de kuyucuklardaki absorbans degerleri oOl¢liimiistiir. Standartlar ile
olusturulan standart egri grafikleri kullanilarak oOrneklerdeki IL-2 veya IFN-y

miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.6.3. Akis Sitometrisi Yontemi ile Apoptoz Tayini

Apoptoz analizi kokiiltiir sonrasinda toplanan Jurkat T hiicreleri ile FITC
Annexin V apoptoz kiti (BioLegend, 640922) kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
Bunun igin santrifiij sonrasi elde edilen pellet 100 ul Annexin V tamponu ile
siispanse edilmis ve 5 ml'lik tiiplere aktarilmistir. Ardindan tiip igerisine 5 ul FITC
Annexin V ve 5 ul 7-ADD boyasi eklenmistir. Karanlik ortamda 15 dakika
inkiibasyondan sonra tiiplere 400 pl Annexin V tamponu ilave edilmis ve tiiplerin
akim sitometri cihazina (BD FACSAriaTM III) yerlestirilmelerinin ardindan analiz

gerceklestirilmistir.
3.3. [Istatistiksel Analiz

Gen ekspresyon sonuglarinin kantitatif analizi 2C22Y metodu ile yapilmistir.
Gen eskpresyon ve western blot sonuglart referans gen/protein ile normalize edilerek
sunulmustur. Kontrol ve doz gruplart arasindaki karsilastirma “Student t-test”,

gruplar arasindaki karsilastirma ise tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
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GraphPad Prism 5® programi ile yapilmistir. Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4, BULGULAR
4.1. Bakterilerin Tanimlamasi
4.1.1. L. rhamnosus'un Tanimlanmasi
MRSA iizerinde {lireyen beyaz kremsi, yuvarlak ve orta biiyiikliikteki
kolonilerden gram pozitif, basil pozitif, katalaz ve oksidaz testlerinin her ikisi i¢in de

negatif olanlar Lactobacillus spp. olarak tanimlanmistir. 16S rRNA dizilemesi ile bu

bakterilerin L. rhamnosus oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. L. rhamnosus ‘un 16S rRNA dizisi BLAST sonuglarinin ekran gériintiisii

4.1.2. E. faecium'un Tammmlanmasi

Enterococcus, MRSA fiizerinde biliylime yetenegine sahiptir. Koloni NA'da
beyaz iken, MRSA’da renksiz, yuvarlak ve kiigtiktiir. Bu bakteriler kok seklinde olup
gram pozitiftir, katalaz ve oksidaz testleri i¢in ise negatiftir. 16S rRNA dizilemesi ile

bu bakteriler E. faecium olarak tanimlanmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. E. faecium'un 16S rRNA dizisi BLAST sonuglarinin ekran goriintiisii
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4.1.3. L. mesenteroides'in Tanimlanmasi

L. mesenteroides 3aksacka Kepup VIVO ®'dan izole edilmistir. Segici ortam
100g/L sakaroz igermektedir. Bu bakterilerin dikkat cekici Ozelliklerinden biri
dekstran iretme yetenekleridir. Dekstran renksizdir ve bu besiyerindeki kolonilere
mukus goriinimii kazandirmustir. Kok seklinde, gram pozitif, katalaz ve oksidaz igin

negatif olan L. mesenteroides, 16S rRNA dizilemesi ile tanimlanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. L. mesenteroides'in 16S rRNA dizisi BLAST sonuglarinin ekran goriintiisii

4.1.4. Streptococcus sp'nin Tamimlanmasi

Bu bakteri termofilik kosullar altinda yogurttan izole edilmistir ve secici
besiyeri olarak bromokresol moru pH indikat6rii iceren ST kullanilmustir. pH 5.2 nin
altinda bromokresol moru sariya donmektedir. Streptococcus gibi laktik asit
bakterileri sakkarozu ortamda fermente ederek rengin sariya donmesine neden
olmaktadir. Ayrica gram pozitif olan bu bakteriler zincir seklinde koklar
olusturmaktadir. Katalaz ve oksidaz negatif 6zellik gdsteren Streptococcus spp.’ler

icin 16S rRNA dizilemesi S. thermophilus'a ek olarak S. vestibularis ve S. salivarius

ile de eslesme gostermistir (Sekil 4.4).
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4.2. Hiicre Canlihg1 Sonuclar:

4.2.1. Canh Bakterilerin (LC) Kolon Kanseri Hiicre Canhhg Uzerine Etkisi

Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicreleri 10°, 107, 10%® ,10° CFU/ml
konsantrasyonlarinda L. rhamnosus, E. faecium, L. mesenteroides, Streptococcus sp.
ve B. Licheniformis ile 24 saat siiresince muamele edilmistir. Her iki hiicre hattinda

da LC uygulamas1 doza bagl olarak hiicre canliliklarini inhibe etmistir (Sekil 4.5).

XTT analizi ile gerceklestirilen hiicre canliligi sonuglarina gore, canli L.
rhamnosus bakterileri Caco-2 igin 10° CFU/ml konsantrasyonu disindaki tiim
konsantrasyonlarda hiicre canliligini anlamli sekilde inhibe etmistir. Buna gére 10°,
107, 108 ,10° CFU/ml LC uygulamas1 sonrasinda Caco-2 hiicrelerinin canlilig1 sirasi
ile %99,15, %93,17, %91,95 ve %85,87 olarak bulunmustur. HT-29 hiicrelerinde ise
uygulanan tiim konsantrasyonlar hiicre canliligin1 anlamli sekilde azaltmis ve hiicre

canliliklar1 siras1 ile %97,75, %97,36, %95,12 ve %89,21 olarak belirlenmistir.

Canli E. faecium uygulamasi ise her iki hiicre hattinda 10° ve 10" CFU/ml
konsantrasyonlarinda hiicre canliligi {izerinde anlamli bir degisiklige neden
olmazken, 107, 108 ve 10° CFU/ml LC uygulamas: hiicre canliligini anlamli sekilde
azaltmistir. Buna gore Caco-2 hiicreleri i¢in hiicre canliliklar1 sirasi ile %98,7,
%98,29, %65,69 ve %14,82; HT-29 hiicreleri i¢in siras1 ile %102,26, %99,3, %67,85

ve %17,31 olarak bulunmustur.

Canli L. mesenteroides uygulamasi ise her iki hiicre hattinda 10° CFU/ml
konsantrasyonunda hiicre canliliginda anlamli bir degisiklige neden olmamuistir.
Diger konsantrasyonlarda canli L. mesenteroides uygulamasi ise hiicre canliligi
anlamhi  sekilde azaltmistir. Buna gore 108, 107, 10® ,10° CFU/ml
konsantrasyonlarinda L. mesenteroides uygulamasi sonrasinda Caco-2 hiicre canliligi
sirast ile %99,9, %96,7, %55,52 ve %52,67; HT-29 hiicre canlilig1 ise sirasi ile
%98,85, %97,02, %70,56 ve %46,69 olarak bulunmustur.

105 107, 108 10° CFU/ml konsantrasyonlarinda Streptococcus sp.
uygulamasi ile Caco-2 hiicre canlilig1 sirasi ile %97,85, %90,07, %87,95 ve %85,36;
HT-29 hiicre canliligi sirasi ile %98,79, %93.,85, %91,74 ve %89,94 olarak
belirlenmistir. 10° CFU/mI LC uygulamasi her iki hiicre hattinda da hiicre canlilig1

tizerinde anlaml1 bir degisiklige neden olmamustir.
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Benzer sekilde 106 CFU/mI B. licheniformis Caco-2 ve HT-29 hiicre canlilig1
tizerinde anlamli bir degisiklige yol agmamistir. Bununla birlikte diger dozlar her iki
hiicre hattinda da hiicre canliligi anlaml sekilde azaltmistir. Buna gore 108, 107, 108,
10° CFU/ml konsantrasyonlarinda B. licheniformis uygulamas: sonrasinda Caco-2
hiicre canliligr sirasi ile %98,9, %78,25, %44,4 ve %2,5; HT-29 hiicre canlilig1 sirasi
ile %97,98, %68,82, %29,43 ve %1,5 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.5.Canli bakterilerinin kolon kanseri hiicre canlili@i tzerindeki etkisi. *p <0,05, **p
<0,01,***p <0,001, ****p <0,0001, ns p>0,05.
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4.2.2. TIs1 ile Oldiiriilmiis (HK) Bakterilerin Kolon Kanseri Hiicre Canlihg
Uzerine Etkisi

Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicreleri 0.25, 0.5, 1, 2 mg/ml
konsantrasyonlarinda 1s1 ile Oldirismis (HK) L. rhamnosus, E. faecium, L.
mesenteroides, Streptococcus sp. ve B. licheniformis ile 24 saat siiresince muamele

edilmis ve % hiicre canliliklar1 Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Buna gore 0,25, 0,5, 1, 2 mg/ml konsantrasyonlarinda HK L. rhamnosus
uygulamasi Caco-2 ve HT-29 hiicre canliliklarini anlamli sekilde artirmistir. Caco-2
hiicre canliliklar1 siras1 ile %147,75, %150,99, %115,40, %114,49; HT-29 hiicre
canliliklar ise sirast ile %131,40, %160,78, %133,44, %108,83 olarak bulunmustur.

HK E. faecium uygulamasi ise Caco-2 hiicre canliligini anlamli sekilde
azaltmistir. Buna goére 0,25, 0.5, 1, 2 mg/ml konsantrasyonlarinda HK E. faecium
uygulamasi sonrast Cac0-2 hiicre canlilig1 siras1 ile %87,46, %86,88, %75,43,
%72,22 olarak bulunmustur. HT-29 hiicrelerinde ise HK E. faecium uygulamasi
genel olarak hiicre canliligini 2 mg/ml disinda anlamli sekilde artirmis ve hiicre

canliligr sirasi ile %113,03, %127,48, %106, %97,91 olarak belirlenmistir.

0.25, 0.5, 1, 2 mg/ml konsantrasyonlarinda HK L. mesenteroides uygulamasi
sonrasinda ise her iki hiicre hattinda da hiicre canliligi anlamli sekilde artig
gostermistir. Buna gore Caco-2 hiicre canliligt sirast ile %157,46, %175,57,
%180,45, %191,305 olarak; HT-29 hiicre canlilig1 ise sirasi ile %108,28, %110,81,
%121,155, %122,99 olarak belirlenmistir.

Ayn1 konsantrasyonlarda HK Streptococcus sp. uygulamasi sonrasinda ise
Caco-2 hiicre canliligr siras1 ile %104,39, %105,12, %99,24, %104,37 olarak
bulunmustur. HT-29 hiicre canlilig1 ise sirast ile %209,66, %193,25, %142,34, %
98,33 olarak belirlenmistir. Genel olarak HK Streptococcus sp. uygulamasinin hiicre

canliligini anlaml sekilde artirdigi belirlenmistir.

Benzer sekilde 0,25, 0,5, 1, 2 mg/ml konsantrasyonlarinda HK B.
licheniformis uygulamasi sonrasinda her iki hiicre hattinda da hiicre canliliginda
anlamh artis gozlenmistir. Caco-2 i¢in hiicre canlilig1 sirast ile %158,78, %166,26,
%140,84, %129,02 olarak bulunmustur. HT-29 i¢in ise bu degerler sirasi ile
%152,89, %233,1, %231,5, %191,08 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. HK bakterilerinin kolon kanseri hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi. *p <0,05, **p <0,01, ***p
<0,001, ****p <0,0001, ns p>0,05.

4.2.3. Hiicre Icermeyen Supernatantin (CFS) Kolon Kanseri Hiicre Canhlig
Uzerine Etkisi

Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicreleri 12,5, 25, 50 ve 100 mg/ml
konsantrasyonlarinda hiicre icermeyen bakteri supernatantlar1 (CFS) 24 saat

stiresince muamele edilmistir. Kullanilan tiim bakteri-CFS konsantrasyonlari, doza
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bagli olarak her iki hiicre hattinda da hiicre canliligini anlamli sekilde inhibe etmistir

(Sekil 4.7).

XTT analizi sonuglarma gore L. rhamnosus ait 12,5, 25, 50 ve 100 mg/ml
konsantrasyonlarindaki CFS uygulamasi Sonrasinda Caco-2 hiicre canliligi sirasi ile
%50,12, %48,33, %48,69, %48,17 HT-29 hiicre canlilig1 ise sirast ile %35,11,
%34,96, %31,86, %28,77 olarak bulunmustur.

E. faeciim’a ait CFS uygulamasi sonrasinda ise bu degerler Caco-2 hiicreleri
icin swras1 ile %55,05, %52,72, %51,93, %53,64; HT-29 icin siras1 ile %72,09,
%71,46, %36,46, %35,40 olarak belirlenmistir.

Caco-2 hiicreleri ayni1 konsantrasyonlarda L. mesenteroides’e ait CFS ile
muamele edildiginde ise hiicre canliliklar1 %82,04, %61,93, %59,81, %57,73 olarak
bulunmustur, bu degerler HT-29 hiicreleri i¢in %67,23, %27,18, %15,19, %14,19

olarak belirlenmistir.

Streptococcus sp.’e ait CFS uygulamasi sonrasinda Caco-2 hiicre canliligini
strast ile %58,55, %57,37, %55,11, %58,74 olmus, bu degeler HT-29 hiicreleri i¢in
sirast ile %37,94, %36, %34,87, %31,81 olarak bulunmustur.

Benzer sekilde B. licheniformis’e ait CFS uygulamasi da her iki hiicre
hattinda sitotoksik etkiye neden olmustur. Hiicre canliliklar1 Caco-2 igin sirasi ile
%82,97, %77,55, %64,92, %55,58; HT-29 i¢gin sirasi ile %90,99, %46,32, %35,28,
%33,75 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Bakterilere ait CFS 6rneklerinin kolon kanseri hiicre canlilig: tizerindeki etkisi. *p <0,05,
**p <0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001, ns p>0,05.

4.3. Adhezyon Testi Sonuclari

Adhezyon testi sonuglarina gére L. rhamnosus ve E. faecium agisindan her iki
hiicre hattinda da anlamli bir farklilik tespit edilememistir. L mesenteroides iligkili
olarak ise, 1X10” CFU/ml inokulumun her iki hiicre hattinda da en yiiksek ve anlaml
aderans oranina sahip oldugu gézlenmistir. Caco-2 i¢in bu deger %2,3, HT-29 igin
ise %5,2’dir. Bununla birlikte diger inokulumlarda anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir. Streptococcus sp. ile iliskili olarak ise inokulum 1X10%nin her iki
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hiicre hattinda diger inokulumlara kiyasla 6nemli Olgiide aderans oranina sahip

oldugu bulunmustur. Diger taraftan, her iki hiicre hattinda da B. licheniformis igin

adherans orani, ¢alisilan bakteriler arasindaki en yiiksek oran olarak belirlenmistir.

Bu deger 1X10° CFU/ml inokulum i¢in Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde sirasi ile %
41 ve %80'e ulasmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Kolon kanseri hiicre hatlarinda bakteriyel aderans orani. *p <0,05, ***p <0,001, ****p

<0,0001, ns p>0,05.
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44. JRT-PZR Sonuglar

Canlilik ve adhezyon testleri sonuglar1 goz Oniine alinarak devam eden
analizlerde hiicrelerin canli L. mesenteroides ile 1X10% CFU /ml konsantrasyonunda

muamele edilmesine karar verilmistir.

4.4.1. Canh L. mesenteroides'in PDL-1 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Kolon kanseri hiicrelerine 1X10® CFU /ml konsantrasyonunda canli L.
mesenteroides’in ne kadar siire ile uygulanacagi PD-L1 mRNA seviyesinin
degerlendirildigi qRT-PZR analizi ile belirlenmistir. Buna gore Caco-2 hiicrelerine 6,
ve 12 saat siiresince 1X10® CFU /ml konsantrasyonunda canli L. mesenteroides
uygulamasi sonrasinda PD-L1 ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore sirasi ile
1,84, 2 kat artarken, 24 saat uygulamasi sonrasinda 0,66 kat azalmistir. Istatistiksel
olarak anlaml degisim 6 saatlik uygulamada tespit edilmistir (Sekil 4.9A).

HT-29 hiicrelerinde ise kontrol grubuna goére PD-L1 ekspresyon
seviyesindeki anlamli artis 2,63 kat seklinde 24 saatlik uygulamada g6zlenmistir. Bu
hiicrelerde 6 ve 12 saat siiresince 1X10° CFU /ml konsantrasyonunda canli L.
mesenteroides uygulamasi kontrol grubuna gore PD-L1 gen ekspresyonunda anlamli

bir degisiklige neden olmamustir (Sekil 4.9 B)
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Sekil 4.9. A) Caco-2 ve B) HT-29 kolon kanseri hiicrelerine 6, 12 ve 24 saat siiresince canli L.
mesenteroides uygulamasinin PDL-1 ekspresyonu iizerindeki etkisi. ***p <0,001, ****p <0,0001, ns
p>0,05.
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4.4.2. Canh L. mesenteroides'in Apotoz ile Mliskili Genlerin Ekspresyon
Seviyeleri Uzerine Etkisi

L. mesenteroides'in 24 saat siiresince Caco-2 hiicrelerine uygulanmasi,
kontrol grubuna kiyasla CASP3, CASP7 ve CYCS genlerinin ekspresyon
seviyelerini anlamli gekilde artirirken; BAX ve BCL2 genlerinin ekspresyon
seviyelerini anlamli sekilde azaltmistir (Sekil 4.10A). HT-29 hiicrelerinde ise bu
uygulama sonrasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda CASP3, CASP8 ve CYCS
genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli azalma; CASP7, BAX ve BCL-2

genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli azalma tespit edilmistir (Sekil 4.10B).
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Sekil 4.10. A) Caco-2 ve B) HT-29 kolon kanseri hiicrelerine canli L. mesenteroides uygulamasinin
apoptoz ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri lizerine etkisi. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001,
**3*%p <0,0001, ns p>0,05.

4.4.3. Farkli IFN- y Konsantrasyonlarinin PD-L1 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

IFN- v, aktive edilmis T hiicrelerinden salgilanir ve dogal 6ldiiriictidiir (Tau
& Rothman, 1999). Probiyotik gibi bakteriler de IFN-y iiretmek igin T hiicrelerini
indiikler (Kekkonen ve ark. 2008). Bu tiir calismalarda in vivo kosullari taklit etmek
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icin deneye IFN- y eklenmesi O6nemlidir, ¢linkii IFN- y, PD-L1 ekspresyonunda
onemli bir rol oynamaktadir. Ancak, IFN-y aymi zamanda hiicre Oliimiinii
indiikleyebilir (Rakshit ve digerleri, 2014). Bu nedenle devam eden deneylerde
uygulanacak olan IFN- y belirlenmesi PD-L1 ekspresyon seviyesine gore belirlenmis

ve bunun i¢in 10 ve 50 ng/ml olmak tizere iki IFN- y konsantrasyonu se¢ilmistir.

Caco-2 hiicreleri 6 saat siiresince tek basina canli L. mesenteroides, 10 veya
50 ng/ml IFN- vy varliginda canli L. mesenteroides ya da sadece 10 veya 50 ng/ml
IFN- v ile muamele edilmistir. Buna gdre kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 10
ng/ml IFN-y PD-L1 gen ekspresyonunu 2,14 kat anlaml1 sekilde artirirken, 50 ng/ml
IFN- y PD-L1 gen ekspresyonunu 0,27 kat anlamli sekilde azaltmistir. Bununla
birlikte tek basina canli L. mesenteroides uygulamasi kontrol grubuna gore PD-L1
gen ekspresyonunu 1,7 kat anlamli sekilde artirirken, bakterinin 10 ng/ml IFN-y
varliginda uygulanmasi bu genin ekspresyonunu kontrole kiyasla 6,13 kat anlamli
sekilde artirmistir. 50 ng/ml IFN-y varliginda canli L. mesenteroides uygulamasi ise
kontrol grubuna gore PD-L1 gen ekspresyonunu 0,74 kat anlamh sekilde azaltmistir

(Sekil 4.11A).

HT-29 hiicrelerinde ise 24 saat siiresince 10 ng/ml ve 50 ng/ml IFN- vy
uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda PD-L1 gen ekspresyonunu sirast ile
10 ve 12 kat anlaml1 sekilde artirmistir. 10 ng/ml ve 50 ng/ml IFN- y varliginda canli
L. mesenteroides uygulamasi sonrasinda ise bu genin ekspresyon seviyesinde kontrol
grubu ile karsilagtirldiginda sirast ile 28,59 ve 36,19 kat anlamli artig tespit
edilmistir (Sekil 4.11B). Bu sonuglar g6z 6niine alindiginda devam eden analizlerde
Caco-2 hiicreleri 6 saat siiresince 10 ng/ml IFN-y varliginda canli L. mesenteroides
ile muamele edilirken, HT-29 hiicreleri 24 saat siiresince 50 ng/ml IFN-y varliginda

canli L. mesenteroides ile muamele edilmistir.
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Sekil 4.11. A) Caco-2 ve B) HT-29 hiicrelerinde farkli IFN- y konsantrasyonlarmm PD-L1
ekspresyonu iizerine etkisi. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001, ns p>0,05.

4.4.4. L. mesenteroides ve IFN-y’min TLR Yolag ile fliskili Genlerin
Ekspresyon Seviyeleri Uzerine Etkisi

Caco-2 hiicrelerinde IFN- y varliginda canli L. mesenteroides uygulamasi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda TLR2, TLR3, MYD88 ve ERK1 genlerinin
ekspresyon seviyelerini sirasiyla 6,25, 11,88, 2,44 ve 1,8 kat anlamli sekilde
artirmigtir (Sekil 4.12A).

HT-29 hiicrelerinde ise IFN- y varliginda canli L. mesenteroides uygulamasi
sonrasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda TLR2 gen ekspresyonunda 4,81 kat
anlamh artis gozlenmistir. Ayrica TIRAP, TRIF, ERK1, ERK2 ve NFKB1 gen
ekspresyon seviyelerinde gozlenen artis da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(sekil 4.12B).
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Sekil 4.12. A) Caco-2 ve B) HT-29 hiicrelerinde IFN-y varliginda canli L. mesenteroides
uygulamasmin TLR yolag: ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine etkisi. *p <0,05, **p
<0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001, ns p>0,05.

4.4.5 L. mesenteroides ve IFN-y’nin NOD Benzeri Reseptérlerin Ekspresyon
Seviyeleri Uzerine Etkisi

NOD benzeri reseptorler, bakteri varliginda aktive olan, PD-L1 ekspresyonu
tizerinde etkili olan ERK ve NFKBI ile baglantili hiicre yolaklarinda biridir. Bu
calisma bu yolak ile ilgili olarak IFN- y varliginda canli L. mesenteroides uygulamasi
NOD1, NOD2 ve CARD?9 genlerinin ekspresyon seviyeleri de degerlendirilmistir.
Buna goére bu uygulama sonrasinda Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde NOD2 gen
ekspresyon seviyesi sirasi ile 3,9 ve 9,45 kat; CARD9 ekspresyon seviyesi ise sirasi

ile 1,89 ve HT-29 2,25 kat anlamli sekilde artmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. A) Caco-2 ve B) HT-29 hiicrelerinde IFN-y varliginda canli L. mesenteroides
uygulamasinin NOD benzeri reseptorlerin ekspresyon seviyeleri iizerine etkisi. *p <0,05, **p <0,01,
***p <0,001, ****p <0,0001, ns p>0,05.

4.4.6 L. mesenteroides ve IFN-y’nin Otofaji ile iliskili Genlerin Ekspresyon
Seviyeleri Uzerine Etkisi

Her iki hiicre hattinda da IFN- y varliginda canli L. mesenteroides uygulamasi
genel olarak otofaji ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesini kontrol grubuna gore
anlamli sekilde azaltmistir. Caco-2 hiicrelerinde bu uygulama otofaji ile ilisili
BECNL1 ve ATG-16L1 genlerinin ekspresyon seviyelerini sirast ile 0,52 ve 0,4 kat
anlamli sekilde azaltmis, ATG-5 ekspresyon seviyesini ise 1,13 kat anlamli
artirmistir (Sekil 4.14A).

HT-29 hiicrelerinde ise BECNI1, ATG-5, ATG-7, ATG-16L1 ve SQSTM
genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasi ile 0.16, 0,69, 0,33, 0,4 ve 0,04 kat anlaml1

azalma tespit edilmistir (Sekil 4.14B).
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Sekil 4.14. A) Caco-2 ve B) HT-29 hiicrelerinde IFN-y varliginda canli L. mesenteroides
uygulamasinin otofaji ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine etkisi. *p <0,05, **p <0,01,
***p <0,001, ****p <0,0001, ns p>0,05.

4.4.7 L. mesenteroides ve IFN- y’nin ve Hippo Yolag: ile Tliskili Genlerin

Ekspresyon Seviyeleri Uzerine Etkisi

Hippo yolagi belirteglerinin artan PD-L1 ekspresyonunu etkiledigi
gosterilmistir. Bu nedenle bakteri, Hippo yolagi ve PD-L1 arasindaki baglantiy1
bulmak, hiicresel yolaklardaki bakteriyel rolii anlamak i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu
amagla gerceklestirilen qRT-PZR sonuglarina gére IFN- y varliginda canli L.
mesenteroides uygulamasi Caco-2 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
GPCR43, GPCR41/42 ve YAP-1 genlerinin ekspresyon seviyelerini sirasi ile 3,53,
3,34 ve 3,26 kat anlaml1 sekilde artirmistir (Sekil 4.15A). HT-29 hiicrelerinde ise bu
uygulama sonrasinda STK-4, GPCR41/43, YAP-1 ve TAZ genlerinin ekspresyon
seviyelerinde kontrole kiyasla siras1 ile 1,75, 3,14, 6,34 ve 2,27 kat anlaml artis
tespit edilmistir, GPCR43 gen ekspresyonu ise 0,69 kat anlaml sekilde azalmigtir
(Sekil 4.15B).
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Sekil 4.15. A) Caco-2 ve B) HT-29 hiicrelerinde IFN- y varhiginda canli L. mesenteroides
uygulamasinin Hippo yolag ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine etkisi. *p <0,05, **p
<0,01, ***p <0,001, ns p>0,05.

4.5. L. mesenteroides ve IFN- y’min PD-L1 Protein Seviyesi Uzerine Etkisi

Kolon kanseri hiicrelerinde IFN- y varliginda canli L. mesenteroides
uygulamasinin PD-L1 protein seviyesi lizerine etkisi western blot yontemi ile analiz
edilmistir. Buna gore bu uygulama sonrasinda Caco-2 hiicrelerinde PD-L1 protein
seviyesi kontrole gore 1,01 kat artsa da bu artig istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Diger taraftan HT-29 hiicrelerinde IFN- y varliginda canli L.
mesenteroides uygulamasi kontrol grubuna kiyasla bu proteinin ekspresyon

seviyesini 1,9 kat anlamli sekilde artirmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde IFN- y varliginda canli L. mesenteroides uygulamasinin
PD-L1 protein seviyesi iizerine etkisi. A) Western blot jel goriintiisiit B) Protein seviyesindeki kat
degisimi. *p <0,05, ns p>0,05.

4.6. L. mesenteroides ve IFN- y’nin T Hiicrelerinde Sitokin Salinimi ve Apoptoz
Uzerine Etkisi

L. mesenteroides'in bagisiklik hiicrelerini ¢esitli sitokinleri liretmek tizere
indiiklediginden emin olmak i¢in Jurkat T hiicreleri, L. mesenteroides ile ve L.
mesenteroides olmadan inkiibe edilmistir. Ardindan T hiicrelerinde IFN- y ve IL-2
seviyeleri degerlendirilmistir. Buna gore L. mesenteroides'in T hiicrelerinden IFN- y

ve IL-2 salintmin1 indiikledigi belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. L. mesenteroides'in Jurkat T hiicrelerinde IFN- y ve IL-2 iiretimi tizerindeki etkisi *p
<0,05, **p <0,01.

PD-L1 indiiksiyonunun kolon kanseri hiicreleri tizerindeki etkisini aragtirmak
icin onceden aktive edilen Jurkat T hiicreleri, kolon kanseri hiicreleriyle birlikte
kiiltiirlenmistir. Bu asamada hiicreler IFN- y varliginda L. mesenteroides ile muamele
edilmis ve aym1 zamanda immiinoterapi kosullarini taklit etmek igin PD-L1 blokaj
antikoru da kullanilmistir (Sekil 4.18). Kontrol olarak kullanilan kolon kanseri
hiicrelerine herhangi bir muamele olmamistir. Elde edilen sonuglara gére uygulama
sonrasinda Caco-2 hiicreleri ile kokdiltiire edilen T hiicrelerinde IFN- y ve IL-2
miktarlar1 kontrole gore anlamli sekilde artmigtir. Buna gore kontrol ve doz
gruplarinda IFN- y miktar sirast ile 94 ng/ml ve 119 ng/ml; IL-2 miktar1 ise sirast ile

517ng/L ve 592 ng/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. L. mesenteroides deney diizenegi ile indiiklenen PD-L1'in fonksiyonel analizi
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Sekil 4.19. Caco-2 ve Jurkat T hiicrelerinin kokiiltiirii sonrasinda kontrol ve doz gruplarinda IFN-y ve
IL-2 miktarlar1. *p <0,05, ***p <0,001.

Bununla birlikte, uygulama sonrasinda HT-29 hiicreleri ile kokiiltiire edilen T

hiicrelerinde IFN-y miktar1 kontrol grubuna goére anlamli sekilde artmistir. Bununla

birlikte IL-2 miktarinda gbzlenen artis istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil
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Sekil 4.20. HT-29 ve Jurkat T hiicrelerinin kokiiltiirii sonrasinda kontrol ve doz gruplarinda IFN- y ve
IL-2 miktarlari. ***p <0,001, ns p>0,05.
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Kolon hiicrelerinde L. mesenteroides tarafindan indiikklenen PD-L1'in Jurkat T
hiicrelerinin canlilig@i tizerindeki etkisi, FITC Annexin V apoptoz analizi ile
degerlendirilmistir. Buna gore IFN- y varhiginda L. mesenteroides ile muamele
edilmis ve ayn1 zamanda immiinoterapi kosullarini taklit etmek i¢in PD-L1 blokaj1
uygulanmis Caco-2 kolon kanseri hiicreleri ile kokiiltiire edilmis T hiicrelerinde
apoptoz oraninin kontrole kiyasla anlamli sekilde azaldig tespit edilmistir. Apotoz

oranlar1 kontrol ve doz gruplarinda siras1 ile %36,35 ve %15,65 olarak bulunmustur

(Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Caco-2 ve Jurkat T hiicrelerinin kokdltiirii sonrasinda kontrol ve doz gruplar ile

gergeklestirilen apoptoz analizi sonuglari. A) Akis sitometri goriintiisi B) % apotoz oranlari.
p<0,0001.

Benzer sekilde HT-29, Jurkat T hiicrelerinde apoptozu indiiklemis ve apoptoz
orant %15 olarak bulunmustur. IFN- y varliginda L. mesenteroides ile muamele
edilmis ve ayn1 zamanda immiinoterapi kosullarini taklit etmek i¢in PD-L1 blokaj1
uygulanmis doz grubu hiicrelerinde ise apoptoz anlamli sekilde azalmis ve %S5,1

olarak belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. HT-29 ve Jurkat T hiicrelerinin kokiiltiirii sonrasinda kontrol ve doz gruplan ile
gergeklestirilen apoptoz analizi sonuglari. A) Akis sitometri goriintiisi B) % apotoz oranlari.
p<0,0001.
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S. TARTISMA

Bakteriler, mantarlar, viriisler ve diger mikroorganizmalar, insan viicudu
toplam hiicresinin 1:1 oranmni olusturur; yapilan c¢alismada bu oran 10:1'e
indirildiginde, mikroorganizmalarin insan viicudu {izerindeki baskin etkisi ortadan
kalkmamustir (Sender ve ark. 2016). Mikrobiyomun ¢esitliligine iliskin tahminlerin,
insan genomunun tahminlerinin ¢ok 6tesinde olduguna dikkat etmek 6nemlidir. insan
genomunda bulunan 22.000 genin aksine, Meta-HIT grubu, yalnizca insan bagirsak
mikrobiyomunda 3,3 milyon genin katalogunu ortaya cikarmistir (Usell ve ark.
2012). Bu nedenle, insan viicudundaki mikroorganizmalarin rollerini anlamak énemli
bir arastirma alan1 haline gelmistir. Insan mikrobiyomunda disbiyoz bircok hastaliga
yol agmaktadir (Carding ve ark. 2015). Disbiyozdan sonra faydali bagirsak
mikrobiyomunu zenginlestirmenin yollarindan biri probiyotik ve prebiyotik {irlinler
kullanmaktir (Wang ve ark. 2021). Yeni probiyotikleri tanimlamak ve yararl
rollerini anlamak i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar, bir¢cok probiyotigin
antikanserojenik etkiye sahip oldugunu ve ¢esitli tedavilerin kanserin yan etkisini
azaltma yetenegine sahip oldugunu gostermistir (Lu ve ark. 2021). Son ¢aligmalar,
saglikli mikrobiyomun immiinoterapiye yanit verme ve bagisiklik silirveyansini

artirmadaki roliine isaret etmektedir (Shui ve ark. 2020).

PD-L1 blokaj antikoru, tiimodre karsi T hiicrelerinin etkinligini arttirmak icin
PD-1 blokaj1 ile birlikte kullanilan immiinoterapi yaklasimlarindan biridir. PD-1'in
ligand1 olan PD-L1'in asir1 ekspresyonunun, T hiicrelerinin sitolitik aktivitesini
bozdugu ve tiimor olusumunu ve timor invazivligini 6nemli Olgiide artirdig
bulunmustur. Bu etkiler, anti-PD-L1 monoklonal antikorlar1 kullanilarak anti-PD-L1
tedavisi ile de tersine gevrilebilmektedir. Bu durum, tiimor bagisikligina aracilik
etmede rol oynayan PD-1 sinyal yolunun kanser tedavisindeki 6nemli bir yerinin
oldugunu gostermektedir. Ek olarak, timdre 6zgii T hiicre klonlarinin enjeksiyonu ve
PD-1'in hiicre dig1 alaninin DNA asilamasi1 gibi PD-1 sinyal sistemini bozmak igin
bir dizi yontem kullanildiginda, daha hizli tiimor eradikasyonu gosterilebilmektedir

(Wu ve ark. 2019).

Mikrobiyom ve kanser iligskisinin aydinlatilmasinda Bifidobacterium spp ile
anti-PD-1/PD-L1 arasindaki etkilesim Oncti olmustur (Sivan ve ark. 2015). Bu

bakterilerin uyarilmasiin anti-PD-L1'in etkinligini de artirdigin1 bulunmus, ayrica



Bifidobacterium'un iginde bulundugu saglikli  kontrol grubundan fekal
transplantasyonun tiimor mikrogevresine sitotoksik T hiicrelerinin infiltrasyonunu
artirdigin1 gosterilmistir. Sivan ¢aligmasindan sonra, bagirsak mikrobiyomlarmin
anti-PD-1/PD-L1 sonuglar1 tizerindeki etkisini vurgulamak ve mikrobiyomun
bagisiklik kontrol noktasi blokaj yanitlar1 icin bir belirte¢ olarak kullanilma
olasiligini artirmak i¢in birgok ¢alisma yapilmistir (Peng ve ark. 2020).

Bu tez ¢alismasi igin ticari olarak satilan probiyotik gida takviyelerinden L.
rhamnosus ve E. faecium, kefirden L. mesenteroides, yogurttan Streptococcus sp
olmak tizere probiyotik bakteri izolasyonlari gerceklestirilmistir. Bakterilerin
tanimlanmas1 morfolojik ve biyokimyasal testlere ilaveten 16S rRNA dizilemesine

gore yapilmustir.

Laktik asit bakterilerinin en biiyiik cinsine Lactobacillus denir. Cogunlukla
probiyotik olarak veya fermente siit, eksi hamur, et ve sebze yemeklerinin {iretiminde
kullanilmaktadirlar. L. rhamnosus, Firmicutes filumunu ve Lactobacillus cinsini
iceren Lactobacillaceae familyasindandir. Bu bakteriler gram pozitif, ¢ubuk seklinde
laktobasillerdir. Fermantasyon son iiriinii olarak laktik asit iretmektedirler Karmagik
beslenme gereksinimleri arasinda karbonhidratlar, yag asitleri veya yag asidi
esterleri, tuzlar, niikleik asit tiirevleri ve vitaminler bulunmaktadir. Bugiine kadar
resmi olarak bildirilen tiim tiirlerin DNA-DNA homolojisi ve 16S rRNA dizilimi gibi
teknikler kullanilarak yapilan genetik analizleri sonucunda ¢ok sayida laktobasil
yeniden smiflandirilmistir (Angelis & Gobbetti, 2016). L. rhamnosus, lactobacillus
cinsi icin segici besiyeri olan MRSA besiyeri iizerinde biiyiitiilmiistiir, ¢linkii bu
besiyeri polisorbat 80 icermektedir, sodyum asetat ve amonyum sitrat metabolizmasi
icin gerekli yag asitlerini saglar, gram-negatif bakteri ve mantarlar1 engellemektedir.
L. rhamnosus, hem katalaz hem de aktif elektron tagima zincirinden yoksun
oldugundan, oksidaz ve katalaz testleri negatif olmustur (Zotta ve ark. 2014). 16S
rRNA gen dizilimi, BLAST sonuglari, referans L. rhamnosus NCBI veri tabani ile

%98,64'liniin eslestigini gostermistir.

Enterococcus spp. gram pozitif, fakiiltatif, anaerobik koklar olarak da
bilinirler, agizda ve vajinada da bulunmaktadir. Enterokoklar hem insanlarda hem de
hayvanlarda gastrointestinal sistemi kolonize eden ve bagisiklik sisteminin

diizenlenmesinde rol alan kommensallerdir. Uzun yillardir enterokok suslari,
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bagirsak disbiyozu ve diger bozukluklarin tedavisi i¢in takviye olarak onerilmistir.
Ote yandan, ¢oklu viriilans faktorlerinin kolayca kazanilmas1 ve farkli antibiyotik
tirlerine kars1 diren¢ kazanmasi, Enterococcus suslarinin probiyotik olarak
kullanilmasi noktasinda tartigma yaratmistir. Firmicutes filumunu E. faecium takip
etmekte ve genis bir tiir yelpazesine sahip olan Enterococcaceae familyasi
enterokoklardan olugmaktadir (Krawczyk ve ark. 2021). Calismamizda MRSA
tizerinde {iireyen E. faecium, biiylimek igin lactobacillus genleri gibi 6zel
gereksinimlere ihtiya¢ duymadigindan NA {izerinde beyaz kiiciikk yuvarlak koloni
olusturmustur. E. faecium gram pozitif ve kok seklinde goriinmektedir. Bu test
sitokrom ¢ i¢in sentetik bir elektron donérii olarak tetra-metil-p-fenilendiamin
dihidrokloriir i¢erdiginden oksidaz testi negatiftir, ancak renk degismemistir. Ek
olarak, E. faecium katalaz enzimi i¢in negatiftir. 16S rRNA gen dizilimi agisindan,

bu bakteri NCBI veri tabaninda E. faecium ile %97,83 eslesmeye sahiptir.

L. mesenteroides gram pozitif, heterofermentatif ve kokoid benzeri bir forma
sahip olup Firmicutes filumundandir. Bu bakteriler ¢ogunlukla sarap, sebze, meyve,
tahil, balik, et ve siit iirlinlerinde bulunmaktadir. Hareketsiz, spor olusturmayan,
anaerobik fakiiltatiftirler ve tipik olarak ¢iftler veya kisa zincirler halinde bulunurlar
(Paula ve ark. 2015). Sonuglarimizda L. mesenteroides, dekstran olusturmasi
nedeniyle %10 sakaroz olusturan disbiikey, pliriizsiiz, yar1 saydam koloniler igeren
besiyerlerinde biiyiitiilmiistiir (Dimic, 2006). Ortamin asitligi gram negatifin
biliylimesini engellemektedir. Ek olarak, bu bakterinin katalaz ve sitokrom c'den
yoksun olmast nedeniye oksidaz ve katalaz testleri icin negatiftir. Son olarak, 16S
rRNA gen dizilimi ile ilgili olarak BLAST sonuglari, bu bakterinin NCBI veri
tabanindaki referans L. mesenteroides ile %98,50 oraninda uyumlu oldugunu

gostermistir.

Gida fermantasyonlarinda, 6zellikle yogurt tiretiminde siklikla kullanilan tek
streptokok tiirii, Streptococcus thermophilus'tur. Binlerce yildir Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus yogurt yapmak i¢in, S. thermophilus, belirli peynirler
ve fermente siit de dahil olmak tizere gesitli ticari ve geleneksel siit iirlinlerinde de
kullanmilmistir. S. thermophilus'un antioksidan aktivite, bagirsak mikrobiyotasinin
diizenlenmesi, belirli patojenlerin baskilanmasi gibi ¢esitli probiyotik faydalari
oldugu kesfedilmistir (Cui ve ark. 2016). Sonuglarimizda bu bakteri, ST secici ortam
tizerinde 48°C'de ticari yogurttan izole edilmistir. Morfolojik olarak sari, kiigiik,
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yuvarlak koloniler olusturmustur. Gram pozitif olan bu bakteri mikroskop altinda
kiire seklinde gorsellestirmistir. Bu bakteriler ayrica, stafilokok cinsinden ayirt etmek
icin ideal bir test olan katalazdan yoksundur. Ve pozitif Neisseria gonorrhoeae ile
negatif Streptococcus cinsi arasinda ayrim yapan sitokrom c eksikligine sahiptir. S.
thermophilus'u S. salivarius ve S. vestibularis'ten tanimlamak igin 16S RNA dizilimi,
16S RNA’nin bu tiirler arasinda olduk¢a benzer olmasi nedeniyle ideal bir yontem
degildir. Bu nedenle S. thermophilus'u belirlemek i¢in baska yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir (Saito ve ark., 2020).

In vitro aragtirmalarin temel ilkeleri canlilik testleridir. Hiicrenin molekiiler
aglar1 daha sonra temel canlilik testlerinden toplanan bilgiler kullanilarak ortaya
cikarilmaktadir. Sonug olarak, klinik 6ncesi onkolojik arastirmalarin birincil odak
noktasi, belirli bir kimyasalin kiiltiirlenmis hiicreler {izerindeki antiproliferatif
etkilerini degerlendirmektir. Hiicre kiiltiirii arastirmalarinda siklikla kullanilan XTT
yontemi mitokondriyal dehidrojenazlarin aktivitesine bagli olarak canli hiicrelerin

aktivitesini belirlemektedir (Noel ve ark. 1994).

Genel olarak, 24 saatlik inkiibasyondan sonraki sonuglarimizda HK
bakterileri hiicre sitotoksisitesini dnemli 6l¢iide etkilememistir. Tam tersi olarak HK
L. mesenteroides’de hiicre canlilig1 her iki hiicrede de doza bagh sekilde arttirmistir.
CFS acisindan, CFS kullanilan tiim bakterileri kullanilmaktadir ve 24 saatlik
inkiibasyondan sonra her iki hiicre hattinda hiicre sitotoksisitesini indiiklemistir. Ote
yandan, tiim canli bakteriler, hiicrelere bagl olarak sitotoksisiteyi indiikler. Degisen
canlilik yiizdesi bakteri tiirlerine baghdir. Onceki arastirmalar, 1siyla o6ldiiriilen
probiyotikler, peptidoglikanlar, ekzopolisakkarit 6zleri, hiicresel 6zler ve diger
hiicresel bilesenler gibi probiyotik bakterilerin de kanser onleyici 6zelliklere sahip
olabilecegini gostermistir (Dehghani ve ark. 2021). Bir ¢alismada HK, CFS ve canli
L. rhamnosus, proapoptotik p38/mitojenle aktive olan protein kinazin timér nekroz
faktorii tarafindan aktive edilmesini onledigi gosterilmistir (Yan & Polk 2002). Bu,
probiyotik mikroplar ve epitel arasinda bagirsak hiicrelerinin hayatta kalmasini

saglayan mekanizmalar oldugu gosterilmistir (Karczewski ve ark. 2010)

Dehghni ve ark. kullanilan tiim konsantrasyonlarda bakteri siipernatantinin
HT-29'da hiicre 6liimiinii indiikledigini gdstermistir (Dehghani ve ark. 2021). Ayni
sekilde, Sharma c¢alismasina gore CFS, HT-29 ve Caco-2'de hiicre sitotoksisitesini
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indiiklemektedir (Sharma ve ark. 2020). Baska bir g¢alismada, E. faecium'dan
enterosin 12a ekstraktinin bir¢ok kanser hiicresi iizerinde antikanser etkisi oldugu
bulunmustur (Sharma ve ark. 2021). Ve L. mesenteroides kiiltiirlerinden
ekstraksiyonlar, HT-29 hiicrelerinin ¢ogalmasint engelleyen NF-kB alt birimi
tizerinde engelleyici etkiye sahiptir (Vahed ve ark. 2017). Ayrica Li,
Streptococcus'un B-Galaktosidaz iiretmeye kadar antikanserojenik ozelliklere sahip

oldugunu bulmustur (Li ve ark. 2021).

Bir bakterinin sitotoksik etkisi, canli hiicrelerde ve HK bakterilerinde
bulunanlardan farkli makromolekiillerden kaynaklanabilir. Ornegin, probiyotik
bakteriler, antikanserojenik materyaller olarak 1yi bilinen SCFA {iretir (Nakkarach ve
ark. 2021). Doz konsantrasyonlari, inkiibasyon siiresi ve bakteri suslari probiyotik

etkisi ile ortiisen en 6nemli faktorlerdir.

Adezyon, bakteri ylizeyinin bilesenleri ile konakg¢i hiicre yiizeyinin karsilik
gelen yapisi arasinda 6zel bir temas olan sindirimdeki bakteri kolonizasyonu i¢in
gerekli bir agsamadir (Du ve ark. 2022). Cogu zaman yapigsma daha fazla patojenik

etkiye isaret etmektedir (Letourneau ve ark. 2011).

Probiyotik bakterilerin konak¢iya yapisma kapasitesi her zaman bir saglik
avantajin1 garanti etmese de, bagirsak mukozasina baglanmalari, potansiyel olarak
konake1 hiicre baglanma bolgeleri i¢in rekabet ederek patojenlere karsi bir bariyer
gorevi gorebilir. Ek olarak, probiyotik bakterilerin yapigma kapasitesi, konakei ile
etkilesime girme sanslarini artirabilir, kisa kolonizasyona yol acabilir ve bagirsakta
amaclanan olumlu etkileri iiretmeleri i¢in gereken siireyi uzatabilir (Monteagudo-

Mera ve ark. 2019).

Elde ettigimiz sonuclara gore, bakteri tiirleri arasinda yapisma ylizdesinde
farklilik oldugu gosterilmistir. E. faecium daha diisiikk yapisma yiizdesine sahipken,
B. licheniformis en yiiksek yapigsma oranina sahiptir. L. rhamnosus'ta goériilenler gibi
pili gibi bir¢cok nedene ve c¢esitli yiizey bilesenlerine (karbonhidrat, protein ve lipid)
geri yapisma yiizdesindeki fark, LAB'nin epitel hiicrelerine yapisma kabiliyetinde rol
oynamaktadir (Martino, 2018). Bovgoic ¢alismasinda, Caco-2'ye Lactobacillus
gasseri yapismasinin pH degerine bagh olarak %7,8 ila %1,9 arasinda degistigini

bulmustur (Bogovi¢ Matijasi¢ ve ark. 2003). Memeli hiicrelerinin 6zelliklerine ek
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olarak, SR-BI gibi lipoprotein i¢in reseptor gorevi géren bazi proteinler mevcut olup,
bunlar bakteriyel yapismay1 arttirmaktadir (Vishnyakova ve ark. 2006). Hiicresel
proteoglikanlarda bulunan karbonhidrat alt birimlerinin siilfatlasma diizeyi ve

Ozgilligl de bakteriyel adhezyonda 6nemli bir role sahiptir (Noel ve ark. 1994).

Calismamizin sonraki boliimiinde L. mesenteroides'in canli hiicrelerine
odaklanild1 ¢iinkii literatiirde bu bakteri ile ilgili simirli ¢alisma bulunmaktadydi
(Paula ve ark. 2015). Probiyotik bakterilerin bagisiklik sistemi {izerindeki etkilerine
iligkin daha dnceki arastirmalarin ¢ogu, canli hiicrelerin en giiglii bagisiklik sistemi
modiile edici etkilere sahip oldugunu gostermistir (Zheng ve ark. 2020), ¢ilinkii
bakteri ve onun tiim {iretilen bilesenleri aktif olarak etkilesimdedir. Bu durum,
bakteriyel canli hiicrelerin yani sira, insan hiicreleri ve probiyotik bakteriler

arasindaki in vivo etkilesimi de yansitacaktir.

Calismamizda, probiyotik L. mesenteroides'in kolon kanseri bagirsak Caco-2
ve HT-29 hiicrelerinde model sistemler olarak PD-L1 ekspresyonunu diizenleme
potansiyeline sahip olup olmadigi arastirildi. Aymi sekilde Groeger ve ark, canh
Porphyromonas gingivalis'in prostat kanserinde PD-L1'i yukari regiile ettigini

bulmustur (Groeger ve ark 2022).

Canli L. mesenteroides'in, Caco-2'de 6 ve 12 saatlik inkiibasyonda PD-L1 gen
ekspresyonunu indiikledigi, 24 saatlik inkiibasyonun ise PD-L1 ekspresyonunu
azalttigi bulunmustur. Proapoptotik gen belirteclerinin artmasiyla PD-L1 gen
ekspresyon bilesiginin énemli dl¢iide azaldig1 goriilmiistiir. Ote yandan, BCL-2 gen
belirteglerinin - 6nemli  Olglide artmasiyla birlikte PD-L1 ekspresyonu, L.
mesenteroides'in HT-29 ile 24 saat inkiibasyonundan sonra 6énemli dl¢lide artmustir.
Ayni sekilde Lee in ¢alismada muamele edilen hiicrelerde kontrole yakin CASP3 ve
CASP7 aktivasyonu nedeniyle PD-L1 proteini ve mRNA'sinin azaldigi Probiyotik
bakteriler, T hiicreleri gibi bagisiklik hiicrelerini IFN- y salgilamaya tesvik
etmektedir (Kekkonen ve ark. 2008). Calismamizda L. mesenteroides'in Jurkat T
hiicrelerinden IFN- y iiretimini indiikledigini tespit edilmektedir (Sekil 4.11). IFN- v,
PD-L1'in in vivo diizenlenmesinde dnemli bir rol oynar. Bu nedenle, in vivo kosullari

taklit etmek i¢in ileri deneylerde IFN-y eklenmistir.

74



PD-L1'in mRNA seviyelerinin IFN-y varliginda artirir. Ancak Caco-2'de
uygun IFN- v dozunun belirlenmesi agisindan, 10 ng/ml PD-L1 artis1 indiiklenirken,
50 ng/ml PD-L1 kontrole gore 6nemli 6lgiide azalmistir. Bu, IFN-y 'nin doza bagh
bir sekilde hiicre 6limiinii indiikledigi bir¢ok ¢alisma gosterilmistir (Rakshit ve ark.
2014, Veldman ve ark. 1998).

10 veya 50 ng/ml IFN-y varliginda canli L. mesenteroides ya da sadece 10
veya 50 ng/ml IFN-y ile muamele edilmistir. Buna gore kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 10 ng/ml IFN-y PD-L1 gen ekspresyonunu 2,14 kat anlamli
sekilde artirirken, 50 ng/ml IFN-y PD-L1 gen ekspresyonunu 0,27 kat anlamli
sekilde azaltmigtir. Bununla birlikte tek basina canli L. mesenteroides uygulamasi
kontrol grubuna gére PD-L1 gen ekspresyonunu 1,7 kat anlamli sekilde artirirken,
bakterinin 10 ng/ml IFN-y varliginda uygulanmasi bu genin ekspresyonunu kontrole
kiyasla 6,13 kat anlamli sekilde artirmistir. 50 ng/ml IFN-y varliginda canli L.
mesenteroides uygulamasi ise kontrol grubuna gére PD-L1 gen ekspresyonunu 0,74

kat anlamli sekilde azaltmistir

Calismamizda, L. mesenteroides ile kolon kanseri hiicreleri arasindaki
etkilesim sirasinda PD-L1'in aktive olmast muhtemel yolaklar1 aragtirmay1

amaclanmistir.

Genellikle, toll benzeri reseptorler (TLR'ler) ve Nod benzeri reseptorler
(NLR'ler), patojenik istilaya veya doku hasarina hizli tepkiler sunarlar. Bu
sensorlerin aktivasyonu, dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin olgunlasmasina ve
adaptif bagisiklik sisteminin aktivasyonuna yol agmaktadir (Fukata ve ark. 2009).
Genellikle bu yollarin aktivasyonu, PD-L1'i diizenleyen NF-KB'yi aktive etmektedir
(Antonangeli ve ark. 2020). L. mesenteroides artt IFN-y'nin, Caco-2'de TLR2 ve
MYD88 ve HT-29'da TLR-2, TRIF ve TIRAP ile temsil edilen TLR'lerin
aktivasyonunu indiikledigi bulunmustur. Her iki hiicre hatti NOD2'de NOD2
tarafindan temsil edilen NOD'larin aktivasyonu, CARD9"u aktive ederken, burada
ERK1'i aktive etmektedir (Liu ve ark. 2022). Genel olarak, her iki yolun
aktivasyonu, sadece HT-29'da hem hiicrelerde hem de NF-KB'de onemli olgiide
ERK1'i aktive etmeye yol agmaktadir. Hem ERK1/2 hem de NF-kB, PD-L1'i yukari

dogru diizenlemektedir. Literatiire uygun olarak, caligmamizda buldugumuz gibi
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ERK1 ve NF-«xB ifadesinin PD-L1'i (Jiang ve ark. 2019, Antonangeli ve ark. 2020)

yukar1 regiile ettigini bulunmustur.

Otofaji, hasarli veya yaslanan organelleri, yanlis katlanmis veya mutant
proteinleri ve diger anormallikleri bir ¢ift zarli bir kesecik olan otofagozomda
toplamay1 amaclayan orkestrasyonlu bir siiregtir; Otofagozomlar ve lizozomlar
kombinasyonu ile otolizozomlar {iretir. Bilesenleri daha sonra otolizozomlarin
igerigini par¢alamak i¢in kullanilabilmektedir (Gao & Chen, 2021). Calismamizda,
akcigerlerde PD-L1 ekspresyonunun dramatik olarak arttigini, otofaji ekspresyon
seviyelerinin diistiigiinii bulan Jiaming ¢aligmasinda da benzer sekilde otofaji belirteg
genlerinin onemli Olgiide azaldigr bulunmustur. Ayrica, otofaji agonistlerinin ve
inhibitorlerinin, sirasiyla LPS tarafindan indiiklenen PD-L1 ekspresyonunu arttirma

ve azaltma yetenegine sahip oldugu bulunmustur (Jiamin ve ark. 2019).

Hippo-Yes ile iligkili protein (YAP-1) yolu, doku homeostazini ve organ
boyutunu diizenlemektedir. Bu yol evrimsel olarak korunmustur. Hippo yolunun iki
birincil transkripsiyon koaktivatériic YAP ve PDZ-baglama motifidir (TAZ, bazen
transkripsiyon diizenleyici 1 olarak adlandirilir). Yukar1 akis kinaz, sitoskeletal
proteinlerle iligkilerini artiran, onlar1 sitoplazmada tutan ve transkripsiyonel
aktivasyon i¢in c¢ekirdege girislerini engelleyen MST1/2-LATS1/2 fosforilatt
YAP/TAZ'1 basamaklaridir (Wang ve ark. 2020). Yap-1 ve Taz gen ekspresyonunun
GPCR41/42 yoluyla upregiile edildigi bulunmustur. GPCR41/42 reseptorler, kisa
zincirli yag asitleri (SCFA'lar) tarafindan aktive edilir ve hippo yolunun aktivasyonu,

L. mesenteroides muamelesinden sonra PD-L1'i yukar1 regiile edebilmektedir.

Son zamanlarda, immiinoterapi tedavisi sirasinda bakterilerin 6zellikle
probiyotiklerin roliinii anlamaya yonelik ¢aligsmalar yapilmistir (Routy ve ark. 2018).
Ormnegin, Wang ve arkadaslari, Bacillus calmette-guérin'in mesane kanserinde PD-L1
gen ekspresyonunu indiikledigini bulmustur. Bakteriler ve anti-PD-L1 blokajlar
arasindaki kombinasyon, CD8™"1 simiile ederek ve miyeloid tiirevli baskilayici
hiicreleri (MDSC'ler) inhibe ederek mesane kanserine karsi bagisiklik tepkisini
indiiklemektedir. Bu da Bacillus calmette-guérin'i immiinoterapi sirasinda olas1 bir
adjuvan yapmaktadir (Wang ve ark. 2018). Aym sekilde, Fusobacterium
nucleatum'un CRC'de PD-L1 ekspresyonunu destekledigini ve tiimor infiltre edici

lenfositlerde (TIL'ler) IFN-y ve CD8+ konsantrasyonunu ve ayrica PD-L1 blokajina
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karst artan timor duyarliligini artirdigini bulmustur (Gao ve Chen. 2021). Ayni
sekilde ¢alismamizda, L. mesenteroides varliginin Jurkat T hiicrelerini aktive ettigi
ve sitokin; INF-y ve IL-2'retimini arttirdigi bulunmustur. Caligmamizda, Aktive
Jurkat T hiicreleri ile kolon kanseri ko-kiiltiirtiniin Jurkat T hiicrelerinde apoptozu
indiikledigini ve INF- y ve IL-2'yi azalttigin1 bulunmustur. Ote yandan, Jurkat T L.
mesenteroides ve anti-PD-L1 blokaji ile ko-kiiltiirii, Jurkat T hiicrelerinde apoptozu
azaltmistir ve ayrica INF-y ve IL-2 iiretimini indiiklenmistir. Elde edilen bu sonuglar,
mevcut bakterinin blokaj PD-L1 antikor immiin terapisi sirasinda bir adjuvan ajan

olarak koruyucu tedavi olarak kullanilabilecegi olasiligini1 gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Probiyotiklerin saglik iizerine etkilerinin toplum tarafindan anlasilmasi ticari
preparatlarin  kullanimin1  diinyada ve {ilkemizde yayginlasmistir. Ancak
probiyotiklerin kanserin O6nlenmesi ve tedavisinde kullanilabilmesi ig¢in etki
mekanizmalarim1 somut sekilde agiklayan ve olumlu sonuglart klinik denemelerle

ispatlanmis bir¢ok calismanin yapilmasi gerekmektedir.

Probiyotikler ve fermente siit iriinleri, son yillarda gida sektorii, saglik
hizmetleri, endiistri ve eczacilik dahil olmak iizere cesitli disiplinlerdeki bilim

insanlarindan biiyiik ilgi gormiistiir.

Fermente gidalarda kullanilan probiyotikler tarihsel olarak alerji,
hipertansiyon ve mide rahatsizliklar1 gibi ¢ok c¢esitli hastaliklarin dnlenmesi ve
tedavisinde kullanilmistir. Kolorektal kanser, meme kanseri, malign T lenfositleri ve
akciger karsinomu gibi ¢esitli hastaliklarda anti-tiimor, anti-cogalma ve apoptoz
indiikleyicisi olarak probiyotiklerin kullanildig1r ¢ok sayida arastirma cesaret verici
bulgular iiretmistir. Boylece probiyotikler, en az olumsuz etkiyle en etkili tedavi

olabilir. Yapilan ¢alismadan elde edilen bulgular 6zetle sunlardir:

Farmasotik ve kefir iiriinlerinden izole edilen probiyotik bakterilerin kolon

kanseri hiicreleri tizerinde farkl: etkileri vardir.

1. Tiim probiyotik bakterilerin CFS'si hiicre sitotoksisitesini indiiklemistir.

2. Canli L. mesenteroides, her iki kolon kanseri hiicre hattinda PD-L1 genini
ve protein ekspresyonunu indiiklemistir.

3. Canli L. mesenteroides, Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde PD-L1 mRNA
seviyesini artirirtken HT-29 hiicrelerinde PD-L1 protein seviyesini de
artirmistir.

4. Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde L. mesenteroides tarafindan PD-L1’in
regiilasyonu, TLR, NOD ve Hippo yolaklar: ile iliskili genlerin ekspresyon
seviyelerini artirirken otofaji ile iligkili genlerin ekspresyon seviyesini
azaltmstir.

5. Canli L. mesenteroides, Jurkat T hiicrelerini IFN-y ve IL-2'nin
salgilanmasina neden olmus, bu durum mevcut bakterinin T hiicrelerini

aktive etme yetenegini gostermistir.
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6. Canli L. mesenteroides, kontrole kiyasla Jurkat T hiicrelerinin aktivitesi ve
canliligimi artirmistir, bu da bakterinin kansere karsi bagisikligi modiile etme
yetenegini gostermektedir.

7. Iki hiicre hattinda PD-L1 ile iliskili sonuglar arasindaki farkliliklar, PD-L1
tizerinden ylriitillecek immiinoterapotik yaklasimlarin kisiye 6zgli tedavi

seklinde olmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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