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Bu tez calismasinin amaci, deneysel olarak indiiklenen karsinogeneze direnci ile dnemli
bir model organizma olarak kabul edilen ve essiz biyolojik karakteristikleri ile dikkat
ceken kor kostebek faresi Nannospalax xanthodon bagirsak mikrobiyotasindan izole
edilen ve Ligilactobacillus animalis olarak tanimlanan bakteri tarafindan iiretilen
postbiyotiklerin hepatoseliiler kansere karsi anti-kanser etkisini kiiresel OMIKS
yaklasimlarinin entegrasyonu neticesinde analiz etmektir. Bu amagla, postbiyotikler ve
postbiyotiklerle 48 saat muamele edilen ve edilmeyen Hep-40 hepatoseliiler kanser
hiicreleri ile kontrol amaciyla kullanilan Lx-2 hiicrelerine ait sekretomlar proteomiks,
metabolomiks ve lipidomiks analizlere tabi tutulmustur. Shot-gun proteomiks ¢aligmalari
neticesinde postbiyotiklerin 123 adet protein igerdigi belirlenmistir. LC-MS/MS
kullanilarak gergeklestirilen hedeflenmemis metobolit ve lipid analizleri neticesinde ise
postbiyotikler igerisinde 74 adet metabolit ve 59 adet lipid tespit edilmistir.
Biyoinformatik analizler neticesinde, postbiyotiklerle kiiltiire edilen Hep-40 hiicrelerinin
sekretomunda tespit edilen 172 6zgiil proteinden 9’unun (Gen isimleri: YWHAG, OGN,
TPM4, Robo4, PTPRK, GSR, ApoA-1, ALB, BRCA-2), 25 metabolitten 9’unun (agmatin,
sistein, histamin, L-sitrulin, L-ornitin, spermedin, vitamin B6, D3, ve E-alfa tokoferol
formu) vel5 adet lipidin ise tamaminin (fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, 1-fosfatidil-
D-miyo-inositol, 1-agil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin, fosfatidik asit, 1-agil-sn-gliserol 3-
fosfat, sfingomiyelin, sfingozin, GM2, glikozilfosfatidilinositol fosfolipaz D, arasidonik
asit, eikosapentaenoik asit, linoleik asit, miristoleik asit, prostaglandin D2) anti-kanser
iligkili yolaklarla baglantist oldugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler, postbiyotiklerin
kanser hiicrelerini farkli yolaklar {izerinden uyararak anti-kanser 6zellikli terapotik bir
ajan olarak kullanim potansiyeline sahip olabilecegine isaret etmektedir.
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This thesis aims to determine the anti-cancer effect of postbiotics produced by
Ligilactobacillus animalis isolated from the intestinal microbiota of the blind mole rat
Nannospalax xanthodon, which is considered an important model organism with its
resistance to experimentally induced carcinogenesis and attracts attention with its unique
biological characteristics, against hepatocellular cancer by the integration of global
OMICS approaches. For this purpose, postbiotics and the secretomes of Hep-40
hepatocellular cancer cells and Lx-2 cells as control cells treated and untreated with
postbiotics for 48 hours were evaluated with proteomics, metabolomics, and lipidomics
analyses. As a result of shot-gun proteomic studies, it was determined that postbiotics
contain 123 proteins. According to the results of non-targeted metabolite and lipid
analyses using LC-MS/MS, 74 metabolites and 59 lipids were detected in postbiotics.
With the results of bioinformatic analyses, 9 of 172 specific proteins (Gene names:
YWHAG, OGN, TPM4, Robo4, PTPRK, GSR, ApoA-I, ALB, BRCA-2), 9 of 25 metabolites
(agmatine, cysteine, histamine, L-citrulline, L-ornithine, spermidine, vitamin B6, D3, and
E-alpha  tocopherol form), and all 15 |lipids (phosphatidylcholine,
phosphatidylethanolamine, 1-phosphatidyl-D-myo-inositol, 1-acyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine,  phosphatidic ~ acid,  1-acyl-sn-glycerol  3-phosphate,
sphingomyelin, sphingosine, GM2, glycosylphosphatidyl-inositol phospholipase D,
arachdonic acid, eicosapentaenoic acid, linoleic acid, myristoleic acid, prostaglandin D2)
detected in the secretome of Hep-40 cells cultured with postbiotics is linked to anti-
cancer-related pathways. Obtained data indicate that postbiotics may have the potential
to be used as a therapeutic agent with anti-cancer properties by stimulating cancer cells
through different pathways.

March 2024, 181 pages
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ESTASI Elektrostatik sprey iyonizasyon
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H3POg4 Fosforik asit

HBV Hepatit B viriisii

HCI Hidroklorik asit

HCV Hepatit C virtisii

HILIC Hidrofilik etkilesim s1v1 kromatografisi
HPLC Yiiksek performans sivi kromotografisi
HSK Hepatoselliiler karsinoma

KEGG Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi
LC Likit kromatografi

LC-MS/MS Likit kromatografi ticlii kiitle spektroskopisi
LFQ Isaretlenmemis serbest proteinler

LIPID MAPS Lipid metabolitler ve yolaklar stratejisi
LSl Lasersprey iyonizasyonu

MALDI Matriks-destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu
MeOH Metanol

MRNA Mesajc1 RNA

MS Kiitle spektroskopisi

Na,COs Sodyum karbonat

NaCl Sodyum klortir

NAFLD Alkolik olmayan yagl karaciger hastalig
NaOH Sodyum hidroksit

NASH Alkolik olmayan steatohepatit

NGS Yeni nesil dizileme

NIST Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii
nLC Nano-s1vi kromatografi

NMR Niikleer manyetik rezonans

NP Normal faz

02 Oksijen

OPA Ortafitalataldehit

PCA Temel bilesen analizi

PIP Fosfatidilinositol fosfat

PLS Gizli yapilara projeksiyon regresyonu
PLS-DA Gizli yapilara projeksiyon siniflandirma regresyonu
QC Kalite kontrol

RNA Riboniikleik asit

RP Ters faz

RT Alikonma zamani

SAll Solvent destekli giris iyonizasyonu

SPE Kat1 faz ekstraksiyonu

TERT Telomeraz ters transkriptaz

TLC Ince tabaka kromatografisi

TOF Ucus zamanlama
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii, 2025 yilina kadar karaciger kanseri kiiresel insidansmin yilda bir
milyon kiginin iizerinde olacagini ve 2030 yilinda bir milyondan fazla insanin primer
karaciger kanserinden hayatim1 kaybedecegini tahmin etmektedir. Primer karaciger
kanseri tanilariin % 90’11 olusturan hepatoseliiler kanser (HSK) ise tiim diinyada
kansere bagli 6liimlerin {iglincii 6nde gelen nedeni olarak rapor edilmektedir. Giincel
rakamlar ve tahminler dikkate alindiginda karaciger kanserinin diinya genelinde 6nemli
ve zorlu bir saglik yiikii olusturdugiu 6nemli bir gergektir. Tedavi se¢enekleri arasinda
cerrahi rezeksiyon, ablasyon, transarteriyel kemoembolizasyon ve karaciger nakli gibi
uygulamalar siklikla yer almaktadir. Ancak HSK vakalarmin ¢ogu, hastaligin
asemptomatik dogasi nedeniyle ileri evrelerde ortaya ¢ikmakta ve erken tant miimkiin
olamamaktadir. Bu asamada gelismis sistemik tedaviler uygulansa da hastalar tedaviye
hizla direng¢ gelistirebilmektedir. Bu nedenle, yiiksek niiks oranlarinin Oniine heniiz
gecilememektedir. Uygulanan kombine tedaviler ise hasta tizerindeki maddi ve manevi
tedavi yiikiinii oldukg¢a artirmaktadir. Tiim bu zorluklara ragmen giincel arastirmalar,
mevcut tedavi yontemlerini iyilestirmek ve bu engellerin iistesinden gelmek amaciyla
etkili ve yeni tedavi rejimleri gelistirmeye odaklanmaktadir. Giiniimiizde kemoterapi ve
immiinoterapi uygulamalart HSK ilerlemesini yavaslatmak adina umut vaat etse de
kanseri tedavi etmek veya Onlemek amaciyla daha giivenilir ve dogal biyolojik

yaklasimlara halen ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda mikrobiyota-konak iligkisini kesfetmeye yonelik gerceklestirilen
arastirmalar hiz kazanmaktadir. Mikrobiyota-kanser arastirmalarindan elde edilen veriler
ise tan1 ve tedaviye yonelik farkli bir bakis agis1 sunmaktadir. Mikrobiyota iiyeleri
tarafindan tiretilen postbiyotikler ise kanser hiicre ¢ogalmasini inhibe etme, apoptozu
diizenleme ve otofajik hiicre Olimiiniin aktivasyonunu tesvik etme gibi ozellikler
sergilemeleri nedeniyle potansiyel anti-kanser ajan olarak umut vaad etmektedir. Ancak
etkin mekanizmalar1 heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda,
OMIKS teknolojileri kullanilarak, postbiyotiklerin anti-kanser mekanizmalarimnin protein-
lipid ve metabolit esasli biyolojik yolaklar ac¢isindan detayli arastirilmasi

amaglanmaktadir. OMIKS teknolojileri, belirli bir biyolojik numunedeki biyomolekiilleri



(DNA, RNA, protein ve metabolit) tanimlamak ve Olgmek igin tasarlanmis yiiksek
verimli yontemleri temsil eden giincel bir yaklasim olarak son yillarda dikkat
cekmektedir. Kanser fenotipleri, genomdan proteoma dogru farkli bilgi akisi
seviyelerinde degisiklikler sergilemektedir. Farkli bilgi isleme seviyelerindeki molekiiler
degisiklikler, kanser fenotipinin ortaya ¢ikmasi i¢in temel olusturmaktadir. Kansere 6zgii
Ozellikleri yansitan temel mekanizmalar1 anlamak i¢in, genomik, epigenomik,
transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi farkli omikslerle temsil edilen ¢oklu bilgi
entegrasyonlarint saglamak ve kanser hiicrelerini detaylica analiz etmek Onem
kazanmaktadir. OMIKS teknolojileri, 6zellikle karaciger kanseri hakkinda kritik bilgiler

saglayabilecek detayli bir platform olarak dnemli kabul edilmektedir.

Bu tez caligmasinin amaci, bugiline kadar gergeklestirilen analizler neticesinde tek bir
spontan tiimor gelisimi vakasi kaydedilmemis olan, deneysel olarak indiiklenen
karsinogeneze direnci ile dnemli bir model organizma olarak kabul edilen ve essiz
biyolojik karakteristikleri ile dikkat ¢eken kor kdstebek faresi Spalax spp.’nin bagirsak
mikrobiyotasindan izole edilen Ligilactobacillus animalis bakterisi tarafindan iiretilen
postbiyotiklerin HSK iizerindeki anti-kanser etkisini kiiresel OMIKS yaklasimlarini
kullanarak detayli olarak analiz etmek ve iliskili biyolojik yolaklar1 aciga ¢ikarmaktir. Bu
calisma kapsaminda, postbiyotiklerin anti-kanser mekanizmasmin protein, lipid ve
metabolit temelinde anlasilmasi ve yolak kesfini takiben ortaya c¢ikabilecek aday
proteinler, lipidler ya da metabolitlerin karaciger kanserinde biyobelirte¢ ya da

biyoterapdtik ajan adayi olarak tasarlanmasi hedeflenmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Karaciger Fizyolojisi ve Fonksiyonu

Karin boslugunun sag iist kisminda, diyaframin altinda, midenin, sag bobregin ve
bagirsaklarin iistiinde bulunan karaciger (Sekil 2.1) metabolizmayi, bagisikligi, sindirimi,
detoksifikasyonu ve vitamin depolamay1 desteklemek gibi bir dizi fonksiyondan sorumlu
kritik bir organ olarak kabul edilmektedir. Bir yetiskinin viicut agirliginin yaklasik %
2’sini olusturan karaciger, portal ven (yaklasik % 75) ve hepatik arterden (yaklasik % 25)

ikili kan destegi saglamasi nedeniyle essiz 6zellikler sergilemektedir (Kalra vd. 2023).

Karacigerin
sag lobu

Safra kanallari ‘!

Karacigerin sol lobu

Pankreas
Safra kesesi

\ Yince . (
( /~ , bagirsaky > p
A ™ , Kolon
Sekil 2.1 Karacigerin ve komsu organlarin gogiis kafesi igerisindeki konumu ve anatomik

pozisyonu

Viicuttaki hemen hemen her organ sisteminde rol oynayan karaciger, sindirime ve
metabolizmaya yardimci olarak endokrin ve gastrointestinal sistemlerle etkilesime
girmektedir. Yagda ¢oziinen vitaminlerin depolandigi yer olup kolesterol homeostazisini
yonetmektedir. Demir ve bakir depolamakta, pihtilasma faktorii ve protein sentezi
araciligiyla hematolojide rol oynamaktadir. Hormon metabolizmasinda gorev alarak

tireme ve gelismede 6nemli olan tasiyici proteinleri iiretmektedir. Sahip oldugu Kupffer
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ve Pit hiicreleri ile de viicudun immiinolojik sistemine 6nemli katkilar saglamaktadir

(Kalra vd. 2023).

Karacigerin fonksiyonel birimi olarak tanimlanan lobiil altigen olup her kosesinde bir
portal tglisii (portal damar, hepatik arter, safra kanali) bulundurmaktadir. Lobiiliin
temeli, fizyolojik olarak farkli apikal ve bazolateral membranlara sahip olan
hepatositlerden meydana gelmektedir. Hepatositler karacigerin parankimal hiicreleri olup
tiim karaciger hiicrelerinin % 60’11 olusturmaktadir. Fonksiyonlarina ve perfiizyona

bagli olarak hepatositler ii¢ temel bolge igermektedir (Sekil 2.2).

Hepatik Asinus
Karacigerin Fonksiyonel Birimi)

@ 60 - 65 mm Hg

(02]

30 - 35 mm Hg

Portal Ugliisi:
@ safra agacinin dali
@ Hepatik arter dall

. Portal ven dal

- Hepatik
merkezi
ven dali

Sekil 2.2 Karacigerin fonksiyonel birimi veya lobiilii (Hepatik asinus) (Cox vd. 2020)

Birinci bolge; hepatositlerin periportal bolgesi olarak kabul edilmekte ve kan ile besinlere
yakinlig1 nedeniyle en iyi perflize edilen ve ilk yenilenen bolge olarak belirtilmektedir.
Yiiksek perfiizyonu nedeniyle bolge I, beta-oksidasyon, glukoneogenez, safra olusumu,

kolesterol olusumu ve amino asit katabolizmas1 gibi oksidatif metabolizmalarda biiytlik



bir rol oynamaktadir. Bolge 11, hepatositlerin perisantral bolgesi olarak tanimlanmakta ve
bolge I ve III arasinda yer almaktadir. Bolge 111, portal triadina olan uzakligi nedeniyle
en diisiik perfiizyona sahip olup detoksifikasyonda, ilaclarin biyotransformasyonunda,
ketogenezde, glikolizde, lipogenezde, glikojen sentezinde ve glutamin olusumunda

onemli roller oynamaktadir (Cox vd. 2020).

Siniizoidal liimen ile etrafini saran hepatositlerin bazolateral membran1 arasindaki bosluk
Disse araligi olarak isimlendirilmektedir. Bu bosluk, hepatositlerin bazolateral
membranindan uzanan ve kilcal damarlarla iletisim kurarak hepatositin kan destegine
ulagmasini saglayan mikrovilluslar tarafindan isgal edilmektedir. Disse alani, gesitli
kolajenlerden, proteoglikanlardan ve hepatositlere ve buna bagli olarak bir biitiin olarak
lobiil i¢in iskele saglamaya yardimci olan diger proteinlerden olusan hiicre dis1 bir matrisi
barindirmaktadir. Disse alani ayrica Kupffer ile Ito hiicrelerini de igermektedir (Sekil
2.3).

N -
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Sekil 2.3 Hepatik lobiiliin mikroanatomisi (Cox vd. 2020)



Kupffer hiicreleri, gereksiz veya patolojik materyali dolasimdan filtrelemek icin bu
boslukta bulunmaktadir. Ito hiicreleri ise A vitamini gibi metabolitler i¢in depolama
gorevi gormektedir. Ayn1 zamanda miyofibroblast olarak da gorev yaparak karacigerin

yenilenmesine de yardimci olabilmektedir (Si-Tayeb vd. 2010).

2.2 Karaciger Kanseri

2.2.1 Epidemiyolojisi

Karaciger kanseri, 2022 yilinda 866.136 yeni vaka ile diinya genelinde en sik goriilen
altinc1 kanser tiirti, kansere bagli 6liimlerin ise igiincii onde gelen nedeni olarak rapor
edilmektedir (Sekil 2.4). Karaciger kanseri insidansi diinya capinda hizla atis
sergilemekte olup HSK insidans orani lilkeler arasinda 6nemli farkliliklar gostermektedir.
Bu farklilik; her iilkenin yas, cinsiyet, irk/etnik kdken gibi kendine 6zgii demografik
ozelliklerine ve HSK 1iligkili cesitli risk faktorlerine baglanmaktadir. Her iki cinsiyet i¢in
2022 yilma ait HSK insidans ve mortalite oranlarinin diinya c¢apindaki demografik
dagilimlart sekil 2.5’de sunulmaktadir. Karaciger kanserinin en yaygin sekli olan
HSK’nin Dogu Asya iilkelerinde insidansinin ve mortalitesinin diger iilkelere gére daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak, Avrupa’nin farkli bolgelerinde ve ABD’de son
yillarda 6nemli bir artis kaydedilmektedir. Meydana gelen 6liimlerin % 70’inin Asya’da
% 10.4’linlin ise Avrupa’da gerceklestigi rapor edilmektedir. Siirveyans epidemiyoloji
aragtirmalarmin son Sonuglar, HSK’nin 2000’li yillarin basindan bu yana ABD’de
kansere bagl oliimlerin en hizli artan nedeni oldugunu vurgulamaktadir. Bu egilimlerin
devam etmesi halinde HSK’nin 2030 yilina kadar kansere bagli dliimlerin ii¢iincli 6nde
gelen nedeni olacagi ongoriilmektedir (Globocan 2022). Her iki cinsiyet igin gézlemlenen
kanser cesitlerine ait 2022 y1l1 insidans verileri incelendiginde HSK’nin kadinlarda en sik
goriilen dokuzuncu, erkeklerde ise besinci sirada yer aldigr goriilmektedir (Sekil 2.6).
Veriler mortalite agisindan degerlendirildiginde ise HSK’nin diger kanser tiirleri ile
karsilastirildiginda kadinlarda besinci, erkeklerde ise ikinci 6liim nedeni oldugu rapor

edilmektedir (Sekil 2.7) (Globocan 2022).
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Sekil 2.6 Kadin ve erkekler i¢in 2022 yilina ait kanser insidans oranlari
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HSK hastaliginin teshis ve tedavisi ekonomik anlamda iilkeler arasinda degiskenlik
gostermesine ragmen olduk¢a maliyetli bir siirectir. Kanada’da, HSK’I1 bir hastanin 5
yillik net bakim maliyeti ortalama 77.509 § (Paik vd. 2020) iken Birlesik Devletler’de
hasta basina yillik dogrudan maliyet ortalamasi 176.456 $ olarak rapor edilmektedir
(Kohn vd. 2019).

2.2.2 Risk faktorleri

HSK' vakalarimin % 90’indan fazlasi kronik karaciger hastaligi ortaminda ortaya
cikmaktadir. Herhangi bir etiyolojiden kaynaklanan siroz, HSK i¢in en gii¢lii risk faktorii
olarak rapor edilmektedir. Bununla birlikte, kronik alkol tiiketimi, diyabet veya obezite
ile iligkili alkolik olmayan steatohepatit (NASH) ve hepatit B ile C (HBV ve HCV)
enfeksiyonu baslica risk faktorleri arasinda yer almaktadir (Sekil 2.8). HSK igin daha az
yaygin olan diger risk faktorleri arasinda primer biliyer kolanjit, hemokromatozis ve al-

antitripsin eksikliginden kaynaklanan siroz yer almaktadir (Marrero vd. 2018).
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Sekil 2.8 Karaciger kanseri temel risk faktorleri (Plaz Torres vd. 2020)
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Kiiresel olarak, hepatit B viriisii (HBV), ¢ogu diisiik gelirli ve diisiik-orta gelirli tilkelerde
evrensel asilamanin olmamasi nedeniyle siroz ve HSK’nin 6nde gelen nedeni olmaya
devam etmektedir. HBV enfeksiyonu Asya ve Afrika’daki HSK vakalarinin yaklasik %
60’1n1, Bat1’daki vakalarin ise % 20’sini olusturmaktadir. HBV; konak genomuna entegre
olabilen, insersiyonel mutajenezi indiikleyerek onkogen aktivasyonuna yol acan 6nemli
bir DNA virisiidiir. Siroz olmayan olgularda dahi HSK riskini artirmaktadir. HBV
asilama programlar1 HSK insidansinda azalmaya yol agmis olmasina ragmen heniiz
birgok iilkede evrensel asilama programlarina dahil edilmemektedir. Kronik hepatit B
virisi (HCV) enfeksiyonu ise, Kuzey Amerika, Avrupa ve Japonya’da HSK hastalar1
arasinda en yaygin risk faktorii olarak kabul edilmektedir. HBV’nin aksine HCV; konak
genomuna entegre olmayan bir RNA viriisiidiir. Bu nedenle, HSK riski oncelikle siroz
veya fibroz ile kronik karaciger hasar1 gelisenler arasinda sinirlt olmaktadir. Dogrudan
etkili antiviral ajanlarin kullanilmasiyla, giderek artan HCV enfeksiyonu olan hasta orani
basaril1 bir sekilde tedavi edilebilmekte ve bu da HSK riskinde % 50-80’lik bir azalmaya
neden olmaktadir (Kanwal vd. 2017). Hepatit D viriisii (HDV) ise replikasyonu ve
dolayisiyla enfektivitesi icin HBV yiizey antijenlerinin varligina ihtiya¢ duyan bir RNA
viriisiidiir. HDV’nin kiiresel olarak 20-40 milyon insani etkiledigi tahmin edilmektedir.
Kohort ¢alismalart HBV/HDV ko-enfeksiyonunun, tek bagsina HBV enfeksiyonuna
kiyasla artmis HSK riski ile iligkili oldugunu gostermektedir (Puigvehi vd. 2019).

Asirt alkol alimi alkolik karaciger hastaligi, siroz ve HSK’ya neden olan bir diger dnemli
risk faktoriidiir. Giiniimiizde giderek artan kronik alkol tiiketimine bagli olarak ¢ok sayida
siroz veya NASH olgusu rapor edilmektedir. Alkole bagl siroz, % 2-3’e kadar degisen
yillik insidansa sahip olup cografi bolgeye bagli olarak HSK vakalarinin yaklagik % 15-
30’una sebebiyet vermektedir (Jepsen vd. 2012). Kronik alkol alimi diger etiyolojilerden
kaynaklanan HSK riskini de artirabilmektedir. Ornegin, ¢esitli ¢alismalar alkol tiiketen
HBV tagiyicilarinda alkol tiiketmeyenlere kiyasla HSK riskinin arttigini ortaya
koymaktadir (Lin vd. 2013).

Giincel arastirmalar, alkolik karaciger hastalig1 (ALD) ve alkolik olmayan yagli karaciger
hastaligt (NAFLD) ile bunun siddetli formu olarak nitelendirilen NASH’nin Asya

iilkelerinde sirozun 6nemli nedenleri haline geldigine ve potansiyel olarak gelecek
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yillarda HBV’yi gececegine isaret etmektedir. NASH, ozellikle diyabet ve obezite
hastalarinda HSK' gelisiminde onciil bir faktor olarak dikkat ¢ekmektedir. Obezitenin
artan prevalansi nedeniyle NASH, diinyanin bir¢ok bolgesinde sirozun en yaygin
nedenleri arasinda yer almaktadir. NASH’ye atfedilen HSK orani1 ise 2010 yilindan bu
yana hizla artmis olup, giinlimiizde Bati’daki vakalarin % 15-20’sini temsil etmektedir.
Cesitli ¢alismalar NASH ile iligkili HSK vakalarinin % 25-30’unun siroz olmaksizin da
ortaya ¢iktigini géstermektedir (Kanwal vd. 2018).

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan tiretilen toksinler
olarak nitelendirilmektedir. Sahra alt1 Afrika, Dogu Asya ve Giiney Amerika’daki
tropikal ve subtropikal iklimlerde toprakta, ciiriiyen bitkilerde, saman ve tahillarda
bulunan zehirli kanserojen ve mutajen maddeler olarak tanimlanmaktadir. Aflatoksin B1
maruziyeti, HBV ile sinerjik olarak hareket eden artmig HSK riski ile
iliskilendirilmektedir. Ozellile HSK’da TP53 ve ADGRBI genindeki spesifik
mutasyonlar aflatoksin maruziyeti ile agiklanmaktadir (Kew 2013, Zhang vd. 2017).

Cesitli sosyodemografik 6zellikler HSK gelisimi agisindan 6nemli risk faktorleri arasinda
yer almaktadir. Yaslanma, giiclii bir etken olarak degerlendirilmekte olup en yiiksek yasa
bagli HSK insidanst 70 yas iistii bireylerde bildirilmektedir (Rich vd. 2020). Ayrica,
HSK’nin erkeklerde daha baskin bir hastalik oldugu rapor edilmektedir (erkek/kadin
oran1=3:1). Bu farkliligin, muhtemelen risk faktorlerinin erkekler arasinda kiimelenmesi
ve cinsiyet hormonlarindaki farkliliklarla ilgili olabilecegi belirtilmektedir (Bray vd.
2018). Calismalar, basta Hispanikler olmak iizere irksal veya etnik azinliklar arasinda
HSK insidansinin beyaz bireylerde daha yiiksek oldugunu bildirmektedir (Rich vd. 2019).
Epidemiyolojik ¢alismalar ayrica HSK riskinin sigara kullanimi ile arttigimmi da
vurgulamaktadir (Lee vd. 2009). Bununla birlikte, kahve ve aspirinin dnleyici etkisini
gosteren ¢alismalar haricinde, diyetin HSK riskini azaltmadaki rolii belirsizligini halen

korumaktadir (Bravi vd. 2013).
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2.2.3 Molekiiler Mekanizmasi

HSK’da molekiiler patogenez, karaciger hiicrelerine 6nemli Ol¢lide hasar veren ve
hiicrelerin ¢ogalma mekanizmalarin1 tamamen diizensizlestiren, kronik bir karaciger
hasarindan kaynaklanan hiicresel ve molekiiler diizeyde bir dizi bozuklugun sonucu
olarak tanimlanmaktadir (Motola-Kuba vd. 2006). Meydana gelen molekiiler
diizensizlikler farkli histolojik ve molekiiler paternlere sahip belli belirsiz nodiiler bir
lezyonun olusumunu tetiklemeye baslamakta ve bu lezyon, karaciger hasar ilerledikge
klinik olarak ilerlemis bir kanser gelisene kadar karaciger mimarisinin tiim segmentlerine

yayilmaktadir (Sekil 2.9).

Histopatolojik dzellikler
Histopatolojik ozellikler

Portal yollan olmayan poligonal hiicreli, iyi tanimlanmig bir kapsiile sahip farkli hiicre
Lezyon <2 cm gapinda, belli belirsiz nodiler ve timor kapsuli olusturmadan

zanina sahip, tek odakli veya gok odakli lezyonlari bulunmaktadir. Bol graniiler
kenarlan belirsizdir. Dizensiz, ince trabekiller ve psddoglandiler yapilarda

eozinofilik sitoplazma, yiksek cekirdek/sitoplazma orani ve intrahepatik
duzenlenmig, artan niikleer/sitoplazmik oran ile genellikle iyi diferansiye olurlar.

metastaz karakteristiktir.
Molekiiler desenler Molekiiler desenler
ﬁGPC3 + CTNNB1 + CDKN2A
4 Survivin TERT Promotéri (%60 mutasyon) | TP53 + RPS6KA3
| LYVEL v AXIN1 v PTEN

Sekil 2.9 Hepatoseliiler karsinomun histopatolojik ve molekiiler 6zellikleriGPC3,
glipikan 3; LYVEI, lenfatik damar endotelyal hyaluronan reseptorii-1;
TERT, telomeraz ters transkriptaz; CTNNB1, katenin beta-1; TP53, tiimoral
protein-53; CDKN2A, sikline bagimli kinaz inhibitorii-2A; RPS6KAS3,
ribozomal protein S6 kinaz-A3; PTEN, fosfataz ve tensin homologu
(Mendez-Sanchez vd. 2021)
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HSK gelisiminde oldukga heterojen bir tiimor ¢evresi rol oynamaktadir. Giincel bulgular,
HSK gelisiminde karaciger progenitor hiicrelerinin de énemli bir rolii oldugunu ortaya
koymaktadir (Chen vd. 2012, Tarlow vd. 2014). Progenitor hiicreler kendi baslarina
neoplastik hiicrelerin gelisimine yol agabilmekteyken benzer sekilde olgun hepatositler
de progenitor hiicrelere dediferansiyasyon gegirebilmekte ve ayni zamanda neoplastik
hiicrelerin olusumuna yol acabilmektedir. Bu yolaklar hala net olarak anlagilamamis
olmakla birlikte, kok hiicre paternine sahip karaciger kanserlerinin daha agresif oldugu
ve bu Ozelliklere sahip olmayanlara gore daha kotlii prognoz sergiledigi One
stirilmektedir. Progenitor hiicrelerin dahil olup olmadigina bakilmaksizin, karaciger
hiicreleri ve mikrogevreleri arasindaki diizensizliklerin neoplastik lezyonlarin gelisimi
icin ¢ok dnemli bir adim oldugu belirtilmektedir. Karaciger tiimorlerinin yaklasik % 90’1
kronik inflamasyon kosullar1 altinda gelismektedir. Bu durum, bagisiklik ile iligkili
tedavilerin HSK igin terapdtik bir strateji olarak nemli oldugunu ortaya koymaktadir
(Sia vd. 2017).

HSK’nin erken evrelerinden itibaren hastalarin % 60’inda tespit edilen en 6nemli
mutasyon TERT promotor bolgesinde meydana gelmektedir (Nault ve Villanueva 2015).
Karaciger tiimorlerinin % 40’indan fazlasinda ise CTNNB1 gen mutasyonlar tespit
edilmistir (Takai vd. 2014). TP53 sinyalizasyonundaki mutasyonlarin ise daha cok HBV
enfeksiyonu ve HCV yoklugu ile iligkili olabilecegi belirtilmektedir (Kawai-Kitahata vd.
2016). Bununla birlikte, cesitli gidalarda bulunan ve Aspergillus sp. tarafindan {iretilen
aflatoksinlerin de DNA iizerindeki TP53 geninin 249. kodonunda AGG’nin AGT’ye
doniisimii yani argininin serine eklenmesi (R249S mutasyonu) yoluyla mutasyonunu
indiikleyebildigi belirtilmektedir. Karaciger tiimorlerinde TP53 gen mutasyonu, immiin
yanitin  asag1 regiilasyonu nedeniyle kot prognoz ve klinik sonuglarla
iligskilendirilmektedir (McCullough vd. 2019, Ferreira vd. 2019). Ayrica, TP53 sinyali,
vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF-A) diizenledigi diisiiniilen anjiyogenezin

onemli bir modiilatériidiir (Kawai-Kitahata vd. 2016).

Mikro-RNA’lar, RNA susturma ve gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesinde rol oynayan kiiciik kodlamayan RNA molekiilleri olarak

tamimlanmaktadir (Mendez-Sanchez vd. 2020). HSK’da en ¢ok calisilan molekiiller
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arasinda mikroRNA-122 molekiilii yer almaktadir. Mikro-RNA-122, Wnt/B-katenin
yolunda kilit bir islevi olan karacigere 6zgii bir mikro-RNA olup deregiilasyonunun HSK
hastalarinda farmakolojik tedaviye direng sagladigina inanilmaktadir (Fu ve Callin 2018).
Bununla birlikte, uzun kodlamayan RNA’larin ise Wnt-Beta Catenin ve STAT3 gibi
onemli molekiiler yolaklar1 diizenleyerek karaciger karsinogenezini indiikledigi
belirtilmektedir. Benzer ¢alismalar, kodlanmayan RNA molekiillerinin HSK
prognozunda noninvaziv biyobelirtecler olarak umut verdigine dikkat ¢ekmektedir (Qui
vd. 2019).

Son yillarda timor mikrogevresi (TME) olarak dikkat ¢eken bir kavram, kanserin
ilerlemesini agiklayan en onemli modellerden biri olarak belirtilmektedir. HSK’nin
karmasik ekosistemi yalnizca tiimor hiicrelerini degil ayn1 zamanda tiimor i¢inde bulunan
malign olmayan hiicreleri, damarlari, lenfoid organlar1 veya lenf diigiimlerini, sinirleri,
hiicreler arasi bilesenleri ve metabolitleri de igermektedir (Sekil 2.10). Tiim bu hiicreler
arasindaki etkilesim; timor biiyiimesi, hayatta kalmas1 ve hatta metastazinda rol oynayan

yolaklarin aktif hale gelmesini saglamaktadir (Jin ve Jin 2020, Villanueva 2019).
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) TUmor Hicresi
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CD8 T Hucresi

Dizenleyici T
Hicresi
NK Hucresi
Tikenmis
1 Adenceiia Lenfositler
1 Lactate, 1 1 IL-10, ey
1 IL4, 11 VEGF, - Apoptotoik Hiicre
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Sekil 2.10 Tiimo6r mikrogevresinin bilesenleri (Fernandez vd. 2019)
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Esas olarak tiimoral karaciger dokularinda biriken Treg, CD8 T hiicrelerinin perforin ve
granzim aktivitesini inhibe ederek tliimore karst immiin aktiviteyi baskilamaktadir. Buna
ilaveten, CD8 T hiicreleri, KC’ler gibi diger immiin hiicreler tarafindan fagositik ve
sitokin salgilama aktiviteleriyle (6zellikle IL-10 ve TGFp salgilayarak) inhibisyon
saglayabilmektedir. ikinci mekanizmaya ek olarak, KC’ler programlanmus &liim-ligand 1
(PDL-1) tireterek CD8 T hiicrelerinin aktivitesini baskilamakta ve ayni zamanda
sitotoksik T lenfosit antijen 4t inhibe ederck HSK malign progresyonunu
desteklemektedir. Son olarak, KC’ler IL-1 ve TNF-a tarafindan aktive edildiginde,
anjiyogenez, fibrogenez ve karsinogenezde rol oynayan bir protein olan osteoponin
tiretmektedirler. KC’lerin yan1 sira diger makrofaj popiilasyonlar1 da HSK’da énemli bir
rol oynamaktadir. Tiimor hiicreleri cesitli biiyiime faktorleri ve interlokinler aracilifiyla
makrofajlar1 aktive edebilmekte ve boylece aktive M2 makrofajlara doniisebilmektedir.
Bu makrofajlarin artan igerigi anjiyogenez ve metastaz ile iligkilendirilmektedir. Anormal
bir yap1 ve diizensiz biliylime, immiinosupresyon fenotipine sahip M2 makrofajlarinin
aktivasyonuna yol agan hipoksiyi tesvik etmektedir (Novikova vd. 2017, Wen vd. 2016).
Bu nedenle, HSK TME’sindeki immiin hiicreler arasindaki dengesizlik sadece tiimoral
biliylimeye neden olmakla kalmamakla, ayn1 zamanda immiin yanitin engellenmesi ve
TGF-B ve anjiyojenik faktorlerdeki seviyelerin artmasi nedeniyle kontrolsiiz biiylimeyi

de tesvik etmektedir.

2.2.4 Smmiflandirilmasi ve evreleri

1985°te 6nerilen Okuda skorundan bu yana, Karaciger Kanseri Italyan Programi (CLIP),
Tokyo skoru, bilirubin-alouminAFPL3-AFP-DCP (BALAD), Gelistirilmis Karaciger
Kanser Prognostik Sistem, Hong Kong Karaciger Kanser Calismas: (HKLC), Italyan
Karaciger Kanser Caligmasi gibi farkli evreleme sistemleri gelistirilmeye devam
etmektedir (Karademir 2018). Ancak bu smiflandirmalarin ¢ogu, yalnizca kendi
bolgelerinde ve belirli HSK etiyolojileri i¢in dogrulanmis olma dezavantaji
sergilemektedir. Evrensel olarak tam kabul gormiis bir siniflandirma olmamasina ragmen,
1999 yilinda olusturulan Barselona Klinik Karaciger Kanseri (BCLC), her evre i¢in kanita
dayali klinik ve cerrahi tedavi 6neren ilk sistem olarak degerlendirilmektedir (Sekil 2.11).

Giiniimiizde BCLC smiflandirmasi, ¢ok sayida klinik calismada harici olarak
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dogrulanmasi nedeniyle Avrupa Karaciger Calismalar1 Dernegi ve Amerikan Karaciger
Hastaliklar1 Calismalari Dernegi tarafindan Onerilen evreleme sistemi olarak kabul

gormektedir (Marrero vd. 2018, Llovet vd. 1999).
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Sekil 2.11 Barselona Klinigi Karaciger Kanseri (BCLC) evreleme siniflandirmas1 (PST:
performans durumu testi; Not: performans durumu; CLT: kadavradan
karaciger nakli; LDLT: canli dondrden karaciger nakli; RF: radyo frekansi
ablasyonu; PEI: perkiitan6z etanol enjeksiyonu; TACE: transarteriyel
kemoembolizasyon; OS: genel hayatta kalma (Far vd. 2023)

Evreleme sistemleri, her hasta i¢in hangi tedavi segeneklerin en uygun oldugunun
degerlendirilmesine yardimci olmaktadir. Bu baglamda BCLC evreleme kriterleri ve
Dogu Kooperatif Onkoloji Grubu (ECOG) Performans Durumu Olgegi tedavi modalitesi
kararinda 6nemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Derecelendirme bes puanlik bir dlgek
tizerinden gergeklestirilmektedir. Buna gore T tiimor, N lenf tutulumu ve M uzak organ

yayilimini tanimlayacak sekilde skorlanmaktadir (Tanaka vd. 2011, Balogh vd. 2016).
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Evre | (T1, NO, M0); kan damar1 invazyonu olmayan tek bir tiimor (herhangi bir boyutta)
varligini, Evre Il (T2, NO, MO0); kan damari invazyonu olan tek bir timor (herhangi bir
boyutta) veya tiimii <5cm olan birden ¢ok tiimor varligini, Evre 1A (T3, NO, MO0); en az
biri 5 cm’den biiyiik olan bir¢ok tiimdr veya portal veya hepatik ven invazyonu gosteren
timor varligini, Evre 1B (T4, NO, MO0); komsu organ (safra kesesi digsinda) invazyonu
gosteren timor veya karacigerin dis duvarina yerlesen timor varligini, Evre 11IC
(herhangi T, N1, MO0); bolgesel lenf digiimii invazyonu gosteren her boyuttan
timor/timorler varligini, Evre 1V (herhangi T, herhangi N, M1) ise; viicudun diger

boliimlerine yayilmis lenf diiglimii olarak degerlendirilmektedir.

2.2.5 Tam yontemleri ve belirtecleri

HSK vakalarinin ¢ogunun tanimlanabilir bir hasta popiilasyonu olan kronik hepatit B
veya sirozu olan kisilerde meydana geldigi gbz Oniine alindiginda, bir¢ok hastaya
siirveyans yoluyla tan1 konulabilmektedir. Bazi hastalar ise karin agrisi, kilo kayb1 veya
karaciger fonksiyon bozuklugu gibi durumlarla kliniklere basvurmakta ve ileri testler

neticesinde tan1 alabilmektedir (Marrero vd. 2018).

Kanda bulunan ve proteinler, sitokinler, enzimler ve bagimli genlerin transkriptleri olarak
siniflandirilabilen bazi biyobelirtecler HSK’nin erken tespiti i¢in Onemli kabul
edilmektedir. AFP (alfa-fetoprotein), glikoprotein temelli bir biyobelirteg olup HSK
tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Des y karboksiprotrombin (DCP), HSK
hiicreleri tarafindan firetilen yeni bir serolojik biyobelirteg olarak belirtilmektedir.
Ozellikle Dogu Asya iilkelerinde intrahepatik metastazi ve HSK prognozunu ayirt etmede
etkili bir biyobelirte¢ olarak sunulmaktadir. Golgi proteini 73 (GP73) farkli insan
dokularinin epitelyal hiicrelerinde, tip II Golgi transmembran glikoproteini olarak ifade
edilmekte ve HSK hastalarinda yiiksek oranda bulunmaktadir. Duyarlilig SFP’den daha
yiiksek olarak rapor edilmektedir. o L-fukozidaz fuko-glikokonjugatlar1 pargalama
yetenegine sahip bir enzim olup HSK hastalarinda benign hepatik bozuklugu olan diger
hastalara gore daha yliksek oranda bulunmaktadir. Bu nedenle HSK’y1 erken tespit eden
bir biyobelirte¢ olarak tanimlanmaktadir. Karbonhidrat antijeni 199 (CA19-9) farkh

tipteki adenokarsinomlarin tanisina yonelik genel bir biyobelirte¢ olmasina ragmen lenf
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nodu metastazi i¢in tan1 amagh bakilmasi1 6nerilmektedir. Osteopontin (OPN) integrine
baglanan fosforile edilmis hiicre dis1 bir protein olup HSK iliskili hepatit C viral tanisi
alan ve kronik karaciger hastaligi olan hastalarda saglikli bireylere kiyasla daha yiiksek
oranda tespit edilmektedir. Bu nedenle, HSK ’nin erken bir biyolojik belirteci olarak rapor
edilmektedir (Mansouri vd. 2020).

HSK tanisina yonelik histopatolojik yontemler, immiinohistokimya teknikleriyle
tamamlanan 6nemli bir yontem olarak degerlendirilmektedir. Bu baglamda, kanser
dokularindaki biyobelirtegler, tiimor hiicrelerinin  durumunu ve morfolojisini
gosterebilmekte ve HSK tani ve tedavisinde dnemli bir rol oynamaktadir. Is1 soku proteini
70, hepatositparafin 1, arginaz 1, sitokeratin ve glutamin sentaz HSK tanis1 i¢in bazi

onemli doku biyobelirtecleri arasinda yer almaktadir (Mansouri vd. 2020).

Tan1 yontemleri arasinda yer alan goriintiileme teknolojileri HSK tanisinda oldukca
onemli kabul edilmektedir. Abdominal ultrasonografide karaciger nodiilii saptanmasi
yiiksek serum a-fetoprotein diizeyleri (> 20 ng/mL) ile birlikte risk igermektedir. Cap1 >1
cm olan lezyonlarda tanisal dogrulama i¢in faz kontrastl bilgisayarli tomografi (BT) veya
manyetik rezonans goriintiileme (MRG) yapilmaktadir. Lezyon <1 cm ise 1-2 yil boyunca
her 3-6 ayda bir yakindan izlenmesi Onerilmektedir. Bununla birlikte, uygulama
kilavuzlart HSK’nin molekiiler olarak da karakterize edilmesi i¢in biyopsi 6nermektedir.
Hepatoseliiler neoplazi i¢in Uluslararast Konsensiis Grubu, HSK tiimérlerinin stromal
invazyon, artmig hiicre yogunlugu, intratlimoral portal traktlar, eslesmemis arterler,
yalanci glandiiler patern ve yaygin yaglh degisiklikleri iceren baslica histolojik 6zellikler
icerdigini rapor etmektedir. Biyopsinin duyarliliginin yaklasik % 70 oraninda oldugu
belirtilmektedir. Bu nedenle biyopsisi negatif olan hastalarin seri kontrastli gériintiileme

ile takip edilmeye devam edilmesi 6nerilmektedir (Kojiro vd. 2009).

2.2.6 Tedavi yontemleri ve simirhiliklar:

HSK’nin terapétik yonetimi karmasik bir konu olarak degerlendirilmektedir. Ideal tedavi,
her vaka igin bireysellestirilmeli ve tiimér tipinde deneyimi olan hepatologlar, onkologlar,

cerrahlar ve radyologlar1 iceren multidisipliner bir grup tarafindan olusturulmalidir.
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Bununla birlikte, her kurumun elindeki kaynaklar, hastane merkezinin deneyimi ve

hastanin karar1 tiim vakalarda g6z 6niinde bulundurulmalidir.

HSK vakalarinin yaklasik % 80-90’min sirozlu hastalarda gelismesi nedeniyle mevcut
olgu benzersiz bir neoplazm olarak nitelendirilmektedir. Bu nedenle, hastanin genel
saglik durumu dikkate almarak farkli tedavi segeneklerin uygulanmasi simirl
olabilmektedir. Ancak, son yillarda elde edilen giincel gelismeler 1s18inda, HSK’nin
tedavi yonetimi 6nemli Olgiide iyilesme sergilemektedir (Sekil 2.12). Tedavi, BCLC
evreleme sistemini takiben timor evrelerine ve major miidahalelerin beklenen faydalarina
gore belirlenmektedir. Prensip olarak, erken evre HSK tiiméorlii hastalar rezeksiyon,
transplantasyon ve lokal ablasyon uygulanan hastalar olurken, orta evre hastalar ilk olarak
transarteriyel kemoembolizasyon uygulamasina dahil edilmektedir. Ileri evre hastaligi

olanlara ise sistemik tedaviler uygulanmaktadir (EASL 2018).
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Sekil 2.12 Tedavi secenekleri (a) ve farkli uygulamalari (b) (Suresh vd. 2023)

Hem hepatik rezeksiyon hem de karaciger transplantasyonunu igeren cerrahi tedavi, uzun
stiredir HSK hastalar1 igin kiiratif tedavilerin bel kemigini olusturmakta ve yaklasik %

70-80 oraninda 5 yillik sagkalim ile en iyi sonuglar1 vermektedir (Mazzaferro vd. 1996).
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Rezeksiyon ve transplantasyon arasindaki karar hastanin karaciger fonksiyonlari, portal
hipertansiyonun varlig1 ve kapsami, performans durumu ve hepatik ve portal venlerin
boyutu, sayisi ve tutulumu gibi tiimoér 6zelliklerinin dikkate alinmasin1 gerektirmektedir.
Sirozu ve sinirl tiimor yiikii olan hastalar i¢in (Milan Kriterleri-tek tiimor <5 cm veya
vaskiiler invazyon olmaksizin 2-3 timér <3 cm) karaciger nakli Onerilmektedir. Bu
tedavinin 5 yillik ve 10 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla % 70 ve % 50 olup niiks oranlari
5 yiligin %10-15 arasinda degiskenlik gostermektedir (Tabrizian vd. 2019). Ancak, organ
temini sikintis1 ve uzun bekleme siireleri timor ilerlemesine ve buna bagli olarak

hastalarin bekleme listesinden ¢ikarilmasina neden olabilmektedir.

HSK tedavi yaklagimlari arasinda yer alan goriintli kilavuzlugunda ablasyon kiigiik ve
erken evre tiimorler igin potansiyel bir tedavi olarak kabul edilmektedir (EASL 2018). 2
cm c¢apindan kiigiik, tek ve ¢ok erken tiimorler igin ilk secenck tedavi olarak
degerlendirilen ablasyon; kimyasal, termal veya elektriksel yontemlerle tiimoére dogrudan
zarar vermek ic¢in kullanilan bir yontem olarak tanimlanmaktadir. Giiniimiizde
mikrodalga ablasyon ile birlikte siklikla kullanilan radyofrekans ablasyon; kriyoablasyon
ve lazer interstisyel termoterapi gibi diger ablatif tekniklere kiyasla daha ¢ok tercih
edilmektedir. Geri doniisiimsiiz elektroporasyon ise 6nemli bir termal bilesen olmaksizin
timor hiicrelerine elektriksel hasar vererek tiimor yikimina neden olmaktadir (Llovet vd.
2020). Ancak; hasta profili, timor 6zellikleri ve teknik uzmanlik dahil olmak iizere ¢ok
sayida faktoriin tedavi dagilimini etkiledigi belirtilmektedir. Giivenlik profili ve iyi
etkinlige sahip olmasina ragmen, rezeksiyon sonrasi ve radyofrekans ablasyon sonrasi 5
yillik tiimdr niiks oraninin sirasiyla % 50 ve % 80 oraninda oldugu rapor edilmektedir.
Bu sonug, HSK tedavisi i¢in alternatif terapotik segeneklere duyulan ihtiyaca dikkat
¢ekmektedir (Guglielmi vd. 2008).

Harici 151 radyasyon tedavisi, karaciger igindeki cesitli boyut ve evrelerdeki HSK
tiimorlerinde radyolojik yanitlarin yani sira ekstrahepatik metastazlarin palyasyonunu da
saglamak adina yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Bujold vd. 2013). Kemoterapi ise
esas olarak rezeksiyon, transplantasyon veya ablasyon gibi kiiratif tedavilere uygun
olmayan hastalara uygulanan ve bu nedenle esas olarak palyatif bir 6nlem olarak hizmet

eden diger bir tedavi yaklasimidir (Serper vd. 2022). HSK tedavisinde ¢ok sayida
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kemoterapétik ilag kullanilmakta olup bunlarin her biri 6zgiil mekanizmalar

sergilemektedir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13 HSK tedavisinde tiimor hiicrelerini O6ldiirmek igin kullanilan farkli
kemoterapétik ajanlarin etki mekanizmalar1 (Suresh vd. 2023)

HSK’nin genellikle kemoterapiye direngli bir malignite olarak kabul edilmesinden dolay1,
secilen ilaglar ve dozlar1 genellikle yanit oranini sinirlayan siroz ile baglantili olmaktadir.
Agizdan uygulanan bir multikinaz inhibitorii olan sorafenib, ilerlemis HSK’da sagkalimi
uzattigi gosterilen ilk sistemik ilag¢ oalrak rapor edilmektedir. Raf, MEK ve ERK sinyal
yolaklarinin molekiiler bilesenlerini inhibe ederek tiimor biiyiimesinin azalmasina neden
olmakta ve VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 ve PDGFR-B’y1 baskilayarak

neovaskiilarizasyonu durdurmaktadir. Ancak hastalarda meydana gelen ila¢ direnci
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sorafenibin terapotik etkisini sinirlamaktadir. Sorafenib’in sinirli terapétik etkisi ve
HSK’nmn karmagsik molekiiler patofizyolojisi, sorafenibin diger molekiiler hedefleme
ilaglartyla kombinasyonlarin1 gerekli kilmaktadir (Llovet vd. 2008, Cheng vd. 2009,
Huang vd. 2020). Bu amagla Sorafenib, antianjiyojenik ilaglar, MEK/ERK yolagi
inhibitorleri, EGF/EGFR yolag: inhibitorleri ve HGF/c-Met yolagi inhibitorleri ile
birlestirilerek formiile edilmektedir. Brivanib’in hem VEGFR hem de FGFR tirozin kinaz
aktivitesini inhibe eden sentetik bir ilag¢ olarak birinci basamak tedavi amaciyla sorafenib
ile birlestirildigi, ancak genel sagkalim i¢in amaglanan kriterleri karsilamadigi
belirtilmektedir (Meyer vd. 2017). Diinyada en sik regete edilen ilaglardan biri olan
lenvatinib, VEGFR 1-3, FGFR 1,2-4, PDGFRa ve KIT dahil olmak tizere tirozin kinazin
coklu reseptorlerinin oral olarak aktif bir inhibitérii olarak tanimlanmaktadir.
Lenvatinib’in 2018 yilinin agustos aymda eksize edilemeyen HSK hastalar i¢in ilk
secenek tedavi olarak onaylandigi belirtilmektedir. Sorafenib’in bir tiirevi olan donafenib
ise VEGFR, PDGFR ve Raf kinazlar dahil olmak iizere ¢oklu reseptor kinazlarin yeni bir
multikinaz inhibit6rii olup tiiméral biiylimenin ve anjiyogenezin baskilanmasina yol
agmakta olan diger bir ilag olar rapor edilmektedir. Genel olarak, iyi bir giivenlik ve tolere
edilebilirlik profili ile sorafenib’e kiyasla ilerlemis HSK hastalar1 igin etkili bir birinci
basamak tedavi olma potansiyeline sahip oldugu belirtilmektedir. Ancak, etkinligini ve
giivenilirligini dogru bir sekilde degerlendirmek icin daha biiyiik 6l¢ekli calismalara
ihtiyag duyulmaktadir (Marzin vd. 2018, Maucort-Boulch vd. 2018). Regorafenib,
sorafenib’den tiiretilmis ¢ok hedefli bir ilag olup molekiiler yapisi, sorafenib’in merkezi
fenil halkasina eklenen bir flor atomu ile degistirilmis yeni bir ila¢ formiili oalrak
aciklanmaktadir. Bu biiyiik degisiklik Regorafenib’i inhibitor profili ve farmakolojik
aktivitesi acisindan daha giiclii hale getirmektedir. Regorafenib, anjiyogenez ve tiimor
biiyiimesinde rol oynayan cesitli tirozin kinazlari etkileyerek ilerleme gosteren HSK
hastalarinda sagkalim faydasi sagladigi gosterilen tek sistemik tedavi olarak rapor

edilmektedir (de la Foouchardiere 2018, Feraro ve Zakcberg 2014, Mei vd. 2018).

Sorafenib ile tedavi edilen ve heniiz karaciger nakli yapilmamis vakalarda ikinci basamak
ilag tedavisi icin tercih edilen se¢enek immiinoterapidir. Antikanser tedavinin bir diger
yaklasimi, hastanin bagisiklik sistemini degistirerek kanser hiicreleri {izerindeki spesifik

antijenleri tamimasini saglamaktir (Liu vd. 2022). Buna karsilik, diger teknikler
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immiinosupresif sinyalizasyon kontrol noktalarin1 kisitlayarak immiin aktiviteyi
giiclendirmeyi amaglamakta ve enfeksiyon veya inflamasyonu onleyen kanser asilarini
ve immiin sistemi giliglendiren spesifik olmayan kanser immiinoterapotik ilaglarini
icermektedir. Giiniimiizde, immiinoterapétik stratejilerin ileri evre HSK tedavisinde
giivenli ve etkili olarak kullanilabilecegi rapor edilmektedir. Bu strateji, temel olarak
immiin kontrol noktast inhibitorleri, adoptif hiicre transferi, asilar ve immiin sistem

modiilatorleri olmak tizere dort farkli yaklagim igermektedir (Sekil 2.14).

CART anti-Mucin

AFP tirevi Peptit Asisi

Y — Nivolumab
3/ — Pembrolizumab
8 — camrelizumab
— ¢ S — Atezolizumab
T-Hicresi Y#— Ipilimumab

Dendritik hiicre asisi

Sekil 2.14 HSK tedavisinde farkli immiinoterapi yontemleri (Suresh vd. 2023)

Nivolumab, programlanmis hiicre 6liimii proteini-1 immiinolojik kontrol noktasini
baskilayarak T-hiicresi yanitlarini artiran ve antitiimoral bagisikligi gelistiren bir 1gG4

monoklonal antikoru olarak belirtilmektedir. FDA, CheckMate-040 faz I/l1l dozaj

25



eskalasyonu ve genisletme kohortunun sonuglarina gore sorafenib ile tedavi edilen HSK
hastalart icin Eylil 2017°de nivolumab ilacina hizlandirilmis onay verildigini
bildirmektedir. Ancak bu onay, ilag se¢imi olarak nivolumab ile sorafenibi dogrudan
karsilastiran faz III calismasinin olumsuz bulgular1 nedeniyle 2021 yilinda kaldirilmistir
(Mahn vd. 2020, Stein vd. 2018). immiinoterapideki ilerlemeler HSK tedavisi icin umut
verici bir terapdtik strateji olmasina ragmen, immiinoterapi direnci halen 6nemli bir engel

teskil etmektedir.

Kemoterapdtik uygulamalarin yani sira son yillarda, HSK 6nlenmesi ve tedavisi amaciyla
bitkisel uygulamalarin potansiyel roliine olan ilgi de giderek artmaktadir. Karaciger
hastaliklarinin tedavisi igin bitkisel igerik kullanimi uzun bir ge¢mise sahip olsa da son
calismalar, anti-timor etkilere sahip olabilecek ve HSK’nin ilerlemesini yavaslatmada
etkili olabilecek birkag bitkisel bilesige dikkat ¢ekmektedir (Abdel-Hamid vd. 2018).
Ornegin, zerdecal bitkisinden elde edilen kurkumin bilesiginin anti-inflamatuvar ve anti-
timor Ozelliklere sahip oldugu ve HSK hiicrelerinde apoptozu (hiicre olimii)
indiiklemeye yardimci olabilecegi rapor edilmektedir. Bu amagla kullanilan bir baska
bitki olan deve dikeni, karacigeri korumaya ve HSK’nin biiylimesini yavaslatmaya
yardimci olabilecek silimarin adi verilen bir bilesik igermektedir. Hindistan’da yayilim
gosteren ¢esitli Ayurveda bitkilerinin  HSK  yonetimindeki potansiyel etkilerinin
incelendigi bir ¢alismada “tas kiran” olarak da bilinen Phyllanthus niruri bitkisinin anti-
timor 6zelliklere sahip oldugu ve HSK hiicrelerinin biiylimesini engellemeye yardimci
olabilecegi gosterilmektedir. Ayurveda tibbinda yaygin olarak kullanilan bir bagka bitki
olan Andrographis paniculata’nin HSK hiicrelerinde apoptozu indiikleyen bilesikler
icerdigi ve inflamasyonu azaltmaya yardimci oldugu da belirtilmektedir. Bunlara
ilaveten, ginseng bitkisinin anti-tiimor etkilerinin oldugu ve HSK hastalarinda karaciger
fonksiyonunu iyilestirmeye yardimci olabilecegi rapor edilmektedir (Mohamed vd. 2022,
Liang vd. 2021). Astragalus membranaceus bitkisinin HSK yonetimindeki potansiyelini
inceleyen bagka bir ¢alismada ise, bitkinin HSK hiicre inflamasyonunu azaltmaya ve
apoptozu tesvik etmeye yardimci olabilecegi belirtilmektedir. Tim bu bitkisel
yaklasimlar HSK yonetiminde umut vaat etse de giivenlik ve etkinliklerini belirlemek
amaciyla daha fazla arastirmaya ihtiya¢ olduguna dikkat ¢ekilmektedir. Ayrica, diger

ilaclarla etkilesime girebilme veya potansiyel yan etkiler sergileme riskleri nedeniyle
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hastalarin herhangi bir bitkisel yaklagim kullanmadan once bir saglik uzmanina

danigsmalar1 6nerilmektedir (Liang vd. 2021).

HSK tedavisi; gelismis tedavi yontemlerine ragmen yiiksek bir niiks oranina sahip olmasi
ve tedaviye kars1 hizla direng gelistirmesi nedeniyle oldukca zor ilerleyen bir siire¢ olarak
degerlendirilmekte ve kombine tedavi gerektirmektedir. Bu kapsamda yer alan kombine
yaklagimlar ise hem hastaligin patofizyolojik karmasikligt hem de karaciger
fonksiyonlarma olan olumsuz yan etkileri nedeniyle HSK’nin tibbi tedavisini
zorlagtirmaktadir. Yeterli timor tedavisi saglanirken hastanin genel saghigimi korumak
zorlayici olmaktadir. Bu durum ise hasta iizerindeki maddi ve manevi tedavi yiikiinii
artirmaktadir. Son yillarda, mevcut tedavi yontemlerini iyilestirmek ve bu engellerin
tistesinden gelebilmek igin yeni tedavi segenekleri sunmak {izere kapsamli arastirmalar
gerceklestirilmektedir. Ozellikle kemoterapi ve immiinoterapi uygulamalari HSK
ilerlemesini yavaslatmada umut vaat etse de giintimiizde kanseri tedavi etmek veya

onlemek i¢in daha giivenilir ve dogal biyolojik yaklasimlara halen ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3 Mikrobiyotanin Karaciger Kanserindeki Rolii

Karacigerin portal ven araciligiyla bagirsak mikrobiyal bilesenlerine ve metabolitlerine
dogrudan maruz kalmasi karaciger fonksiyonlar: ile bagirsak mikrobiyotas: arasinda
kuvvetli bir iligki olabilecegine isaret etmektedir (Tripathi vd. 2018). Giderek artan
caligmalar, bagirsak-karaciger ekseninin karaciger iltihabi, fibroz, siroz ve HSK gibi
cesitli karaciger hastaliklarinin ilerlemesini etkileyebildigini gostermektedir. Bununla
birlikte baz1 mikrobiyota tiyelerinin HSK i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegine ya
da bu mikrobiyota iiyeleri ya da bunlar tarafindan tiretilen gesitli metabolitlerin tedavi
ajani olarak tasarlanabilecegine yonelik ¢alismalar ise hiz kazanmaktadir (Ohtani vd.

2019, Wang vd. 2019).

Son yillarda gergeklestirilen caligmalar, bagirsak mikrobiyota iiyelerinin HSK igin
invaziv olmayan bir biyobelirteg olarak ekten teshis igin kullanilabilecegine isaret
etmektedir. Ozellikle bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerin fibroz/sirozdan kansere

kadar ¢esitli karaciger hastaliklarin ilerlemesiyle iligkilendirilmesi, mikrobiyota {iyelerini
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ya da onlar tarafindan iiretilen metabolitleri ¢esitli hastaliklarin biyobelirtegleri olarak da
hizmet edebilecek onemli bir aday haline getirmektedir (Meng vd. 2018, Ponziani vd.
2019). Ornegin, sirozlu hastalarda fekal Enterobacteriaceae ve Streptococcus spp.
miktarinin arttigi, Akkermansia spp. miktarinin ise azaldigi rapor edilmektedir. HSK
hastalarinda ise Bacteroides ve Ruminococcaceae gruplarinin arttigi, Bifidobacterium
spp. tiirlerinin ise azaldig belirtilmektedir. Daha ileri bir ¢alisma, Akkermansia spp. ve
Bifidobacterium spp. tiirlerinin inflamatuvar bir biyobelirte¢ olan kalprotektin ile ters
orantili olarak degistigini gostermektedir (Ponziani vd. 2019). Bu sonuglar, HSK gelisimi
sirasinda bir grup bakterinin hastaligin farkli asamalar1 ve tiimor ilerlemesi ile iligkili

oldugunu gostermektedir.

Giincel ¢aligmalar, bagirsak mikrobiyotasinin safra asitleri ile immiin kontrol noktasi
inhibitorleri ve Toll benzeri reseptorler (TLR’ler) gibi farklh faktorleri modiile ederek
HSK {izerinde etki sergileyebilecegini gostermektedir. Glikoz metabolizmasi ile vitamin
ve lipid emiliminde 6nemli rol oynayan safra asitleri asir1 miktarda tiretildiginde timor
baskilayic1 genlerin ve onkogenlerin hasarina neden olmakta ve karsinogenezi tesvik
edebilmektedir. Bagirsak mikrobiyotas1 tarafindan modiile edilen safra asidi
biyotransformasyonu ise anti-timor bagisikligi iyilestirmektedir (Wang vd. 2013).
Kanser hiicreleri anti-tiimdr tedaviyi inhibe etmek i¢in immun kontrol nokta yolaklarini
aktive ettiginden kanser gelisimi immun baskilama ile yakindan iliskili kabul
edilmektedir. Klinik ¢alismalar, Bacteroides caccae ve Akkermansia muciniphila gibi
bakterilerin immiin kontrol noktasi tedavilerinin etkinligini artirdigini gostermektedir
(Rauty vd. 2018). Bu nedenle, immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin anti-timor etkisini
artirmak amaciyla bagirsak mikrobiyal bilesenlerinin modiile edilmesi HSK tedavisi igin
potansiyel bir strateji olarak dikkat cekmektedir. Dogustan gelen bagisiklik tepkilerini
etkinlestirmek i¢in patojenle iliskili molekiiler kaliplar1 (PAMP’ler) ve tiimor kaynakli
antijenler gibi endojen hasarla iliskili molekiiler kaliplar1 (DAMP’ler) taniyabilen
TLR’lerin modiilasyonu da kanser tedavisi i¢in 6nemli kabul edilmektedir (Nie vd. 2018,
Kawai vd. 2010). Bagirsak mikrobiyotasinin dengesinin bozulmasi olarak tanimlanan
disbiyoz TLR sinyal yolaklarini aktive eden deoksikolik asit, lipopolisakkarit (LPS) ve
metillenmemis CpG DNA gibi bagirsak kaynakli mikrobiyal {iriinlerinin sizmasina ve

hepatik immun cevabin artmasina neden olmaktadir (Konturek vd. 2018). Mevcut siireg
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ise kanser siirecinin ilerlemesini tesvik etmektedir. Bu nedenle, probiyotikler,
prebiyotikler ve antibiyotikler uygulayarak veya bakteriyel iirlinlerin antagonistlerini
kullanarak bagirsak mikrobiyotasint modiile etmek bagirsak bariyerini iyilestirebilmekte
ve karaciger iltihabi-fibroz-siroz-kanser ekseninin ilerlemesini azaltabilmektedir (Sekil
2.15). Prebiyotikler, kolondaki sinirlt sayida bakterinin biiyliimesini ve/veya aktivitesini
secici olarak uyararak konakeiyr faydali bir sekilde etkileyen ve bdylece konakg¢inin
saghigimi iyilestiren sindirilemeyen gida bilesenleri olarak tanimlanmaktadir.
Probiyotikler, yeterli miktarda uygulandiklarinda konak¢iya saglik agisindan fayda
saglayan canli mikroorganizmalardir. Sinbiyotikler ise bagirsak mikrobiyomu iizerinde
faydali etkileri olan prebiyotik ve probiyotik kombinasyonlar olarak agiklanmaktadir. Son
yillarda sinyal yolaklarini {izerinde potansiyel uyarici etkileri nedeniyle dikkat ¢eken
postbiyotikler ise mikroorganizmalar tarafindan salinan veya mikroorganizmalarin
metabolik faaliyetleri yoluyla iiretilen ve konak¢i iizerinde dogrudan yararli etkiler

gosteren maddeler olarak tanimlanmaktadir (Zolkiewicz vd. 2020).

Sagikit karaciger i Karaciger kanseri

Bagirsak

Tedavi (6rn. Probiyotikler ve TLR antagonistleri)

Bagirsak bakterileri

Sekil 2.15 Karaciger kanseri gelisimi ve bagirsak mikrobiyotasi aracili tedavi
yaklasimlar1 (Zhang vd. 2020)
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2.4 Postbiyotikler

Bilim camiasi, cansiz mikroorganizmalari ve/veya bunlarin saglik acisindan fayda
saglayan bilesenlerini ifade etmek i¢in canli olmayan probiyotikler, paraprobiyotikler,
hayalet-biyotikler, 1siyla etkisiz hale getirilmis probiyotikler veya en yaygin olarak
postbiyotikler gibi terimleri onermektedir. Postbiyotik kelimesi, Yunanca’da sonra
anlamina gelen “post” ve yagsam anlamina gelen “bios” kelimelerinden tiiretilmis bir terim
olup “biyotik” terimler ailesinin (probiyotikler, prebiyotikler, sinbiyotikler) en yeni liyesi
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Uluslararas1 Bilimsel Probiyotik ve Prebiyotik Birligi
(ISAPP) postbiyotik terimini, “konake1 sagligr tizerinde faydali etkiler saglayan cansiz
mikroorganizmalar ve/veya bilesenlerinden olusan bir preparat” olarak tanimlamaktadir
(Vinderola vd. 2022). Genel olarak postbiyotik ifadesi, genel olarak mikroorganizmalar
tarafindan fermentasyon siirecinde iiretilen veya salgilanan maddelere atifta bulunan
semsiye bir terim oalrak nitelendirilmektedir. Metabiyotikler, biyojenikler veya basitce
metabolitler olarak konak¢iya fizyolojik faydalar saglayan postbiyotikler arasinda
bakteriyosinler, enzimler, vitaminler, amino asitler, ndrotransmitterler, kisa zincirli yag
asitleri, nitrik oksit, organik asitler, ekzopolisakkaritler, hiicre lizatlari, teikoik ve
lipoteikoik asitler ve peptidoglikan tiirevli muropeptidler gibi maddeler yer almaktadir
(Nataraj vd. 2020). Son yillarda cansiz mikroorganizmalarin ve/veya bilesenlerinin bir
konaga yeterli miktarda uygulandiginda saglik acisindan fayda saglayabilecegine dair
kanitlar giderek artmaktadir. Ayrica, konaga uygulanan mikroorganizma tiirevli
metabolitlerin bazi yararli fizyolojik etkileri de yonlendirebilecegi kavramini destekleyen
aragtirmalar hiz kazanmaktadir. Giincel bilimsel ¢alismalar, postbiyotiklerin bagirsak
mikrobiyotasini1 6nemli 6lgiide etkileyip giliglendirebilecegi ve kanser hastalari igin yeni

bir terapotik segenek olabilecegini rapor etmektedir (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16 Bagirsak mikrobiyotasini modiile eden biyotikler, postbiyotik olarak bilinen
metabolitler ve etkileri (Kudra vd. 2023)

2.5 Postbiyotiklerin Anti-kanser Etkileri

Ozellikle komsu hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerini segici apoptoza
yonlendirdikleri i¢in bilim insanlarinin bilyiik ilgisini ¢eken postbiyotikler, bu etkilerini
cesitli mekanizmalar araciligiyla sergileyebilmektedir. Bu mekanizmalarin baginda sinyal
yolaklarin1 diizenleme o6zellikleri yer almaktadir (Kim vd. 2021). Lactobacillus
rhamnosus susuna ait postbiyotiklerin insan rahim agzi kanseri HeLa hiicrelerinde Bad,
Bax, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 gen ifadesini artirarak, Bcl-2 gen ifadesini ise
azaltarak etki gosterdikleri rapor edilmektedir (Riaz Rajoka vd. 2019). L. paracasei
IMPC2.1 ve L. rhamnosus GG’den elde edilen postbiyotiklerin proapoptotik yolun
aktivasyonu yoluyla insan kolon kanseri DLD-1 hiicresi ve insan mide kanseri HGC-27
hiicre hatlariin biiyiimesini ve ilerlemesini engelledigi belirtilmektedir (Orlando vd.
2012). L. casei’den elde edilen ferrikromun ise PARP ve boliinmiis kaspaz 3 ifadesinde
bir artis yoluyla tiimor hiicreleri {izerinde apoptotik etki sergiledigi gosterilmektedir
(Konishi vd. 2016). Brevibacillus spp. kaynakli bir bakteriyosinin MCF-7, HEK293T,
HT1080, HeLa ve H1299 kanser hiicre hatlarinin apoptozunu indiikledigi belirtilmektedir
(Baindara vd. 2017). Gergeklestirilen bu c¢aligmalar, postbiyotiklerin mitokondriyal
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transmembran potansiyeli kaybi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, kaspaz-3 tedavisi,
onkoprotein Bcl-2 diizenlemesi ve niikleer kromatin yogunlagsmasi dahil olmak iizere
apoptozu indiiklediklerini gostermektedir. Bu etkilerine ilaveten, postbiyotiklerin hiicre
dongiisiinii modiile ederek hiicre ¢ogalmasini baskiladiklar1 da bilinmektedir (Kim vd.
2021). P. freudenreichii’den elde edilen kisa zincirli yag asitleri insan kolorektal kanser
hiicrelerinin G1 fazinda birikmesine, S ve G2/M fazlarin da ise azalmalarina neden
olmaktadir (Casanova vd. 2018). Probiyotik tiirevli p8 proteininin hiicre dongiisiiniin G2
fazinda biiylimenin durmasiyla sonuglanan p53-p21-Siklin B1/Cdkl sinyal yolunun
inhibisyonuna aracilik ettigi rapor edilmektedir. Lactobacillus spp.’nin hiicre icermeyen
pentasakkaritinin apoptozu tesvik ederek insan kolorektal kanseri HT-29 hiicresinde S-
faz hiicre dongiisti ilerlemesini inhibe ettigi rapor edilmektedir (Elfahri vd. 2016).
Hosseini ve arkadaslar1 (2020), Lactococcus lactis kaynakli nisinin insan kolorektal
SW480 kanser hiicrelerinde in vitro siklin D1 ifadesini azalttigin1 ve anti-proliferatif etki
sergiledigini belirtmektedir. Ozellikle kolon kanserinde; asetat, biitirat ve propiyonat gibi
artan kisa zincirli yag asitleri seviyelerinin tedavi ile baglantili olabilecegine dair 6n
veriler bulunmaktadir (Kostantinov vd. 2020). Mikrobiyal kaynakli biitiratin ise
onkojenik sinyal yolaklarini diizenledigi, proinflamatuvar genlerin regiilasyonu ve histon
deasetilaz inhibisyonu yoluyla tiimor biiylimesini baskiladigi belirtilmektedir (Chriett vd.
2019).

Mikrobiyal metabolik iiriinler olarak tanimlanan postbiyotiklerin kanser hiicrelerinin
metabolik homeostazini bozarak metabolik ve oksidatif strese neden olmalari da bir diger
etki mekanizmalar1 olarak rapor edilmektedir. Postbiyotikler igerisinde siklikla bulunan
laktatin, NADH/NAD™ oranini artirarak ve laktat oksidazin bir substrati olarak hizmet
ederek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) mitokondriyal {iretimini uyardigi rapor
edilmektedir (Fong vd. 2020). Kesin mekanizmasi bilinmemekle birlikte, biitiratin da
ROS seviyelerini uyardigi belirtilmektedir (Zelenka vd. 2018). H2S, proteinlerin siilthidril
kisimlarini kovalent olarak modifiye etmekte ve mitokondriyal sitokrom c oksidazi inhibe
ederek ROS salmimii artirmaktadir (Cao vd. 2019). pB-glukanlarin ise kanser
hiicrelerinde oksidatif strese neden oldugu belirtilmektedir (Fay vd. 2009). Sonug olarak
postbiyotikler, metabolik ve oksidatif stresi abartarak programlanmis hiicre Gliimiine

neden olmakta ve yerlesik tiimorlerin ilerlemesini baskilamaktadir.

32



Asetat, propiyonat ve biitirat postbiyotikler igerisinde 6nemli bir yere sahip olan kisa
zincirli yag asitleri (KZYA) olarak tanimlanmaktadir. Bu molekiiller, basta
Faecalibacterium prausnitzii ve Eubacterium rectale olmak iizere bagirsak
mikroorganizmalari tarafindan diyet lifi fermantasyonu sonucu olusan son tiriinler oalrak
tanimlanmaktadir (Kim vd. 2008). Son yillarda gesitli ¢alismalara konu olan biitirat
farklilagsmay1 desteklemekte, proliferasyonu baskilamakta ve oksidatif stresi tetikleyerek
hiicre dongiisiiniin durmasina ve apoptoza yol agmaktadir (Gongalves ve Martel 2013).
Kanser olmayan bir hiicrede biitirat, Krebs dongiisiinde asetil-CoA kullaniminin eslik
ettigi B-oksidasyon ile metabolize edilmektedir. Kanser hiicrelerinde ana enerji kaynagi
olan glikozun glikoliz yoluyla laktata metabolize edilmesi, Warburg etkisi olarak
adlandirilan ve B-oksidasyonun baskilanmasiyla iliskili olan 6nemli bir olgu olarak
degerlendirilmektedir. Bdylece, biitirat molekiilleri kanser hiicresi sitoplazmasinda
birikmekte, ¢ekirdege go¢ etmekte ve burada histon deasetilazlarin inhibitorleri olarak
hareket etmektedir. Bu kosullar altinda, histonlar asetillenmekte ve DNA’nin yapisi
acilarak transkripsiyon faktorleri igin erisilebilir hale gelmekte ve farkli proteinlerin
ifadesine yol agarak oksidatif stresi ve nihayetinde apoptozu tetiklemektedir (Donohoe
vd. 2011, Donohoe vd. 2012) (Sekil 2.17). Biitiratin endoplazmik retikulum stresinin
siddetlenmesi yoluyla kolorektal karsinom hiicre hatlarinda otofajinin indikleyicisi
oldugu da belirtilmektedir. Mekanistik olarak biitirat, karaciger kinaz B1/AMP-aktive
protein kinaz (LKB1/AMPK) sinyal yolunu uyarmaktadir (Liu vd. 2012, Luo vd. 2019).
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Sekil 2.17 Kanser olmayan hiicrede (a) ve kanser hiicresinde (b) biitiratin iretimi ve
metabolizmast (BCRP-meme kanseri direng proteini, BUT-biitirat, CIT-
sitrat, HDACs-histon deasetilazlar, MCT-monokarboksilat tastyici, GLC-
glukoz, LAC-laktat, PYR-piruvat, TCA-trikarboksilik asit dongiisii)
(Vrzackova vd. 2021)

Laktik asit postbiyotikler igerisinde yer alan en yiiksek organik asitlerden biridir. Laktik
asit anyonu olan laktat GPR81 adi1 verilen G proteinine bagl yiizey reseptorii i¢in dogal,
yiiksek afiniteli bir substrat olarak tanimlanmaktadir (Brooks 2020). GPR81’in tiimor
dokusunda fazla ifadesi hastaligin ilerlemesinde ve bagisikliktan kagista 6nemli role
sahiptir. Laktata maruz kalindiginda mitokondride ROS {iretimi artmaktadir (Hashimoto
vd. 2007). Yerlesik tiimorlerde endojen olarak iiretilen laktat, anjiyogenez, bagisikliktan
kaginma, metastaz ve tedaviye direncin itici giicii olarak tanimlanmaktadir. Ote yandan,
postbiyotik takviyesi ile saglanan laktat, epitelyal biitiinliiglin korunmasi ve doku

iltthabinin asag1 regiilasyonu yoluyla karsinogenezin bir inhibitorii olarak da hizmet
edebilmektedir (Hoque vd. 2014, Lee vd. 2018).

Bagirsakta iiretilen ve aday bir postbiyotik olarak son yillarda dikkat ¢eken Hb»S,
konsantrasyonuna ve hiicre tipine bagli olarak sitoprotektif ya da sitotoksik etkiye sahip
olabilmektedir. Disiik konsantrasyonlarda, cesitli reaktif oksijen tiirlerini nétralize eden

ve N-asetilsistein, sliperoksit dismutaz veya glutatyon gibi bilinen antioksidanlara ek
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olarak etki eden bir antioksidan gorevi gormektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda H»S,
sitokrom c oksidaza baglanarak elektron tagima zincirini bloke etmekte ve ATP sentezini
azaltmaktadir. H2S esas olarak potasyum kanallarinin aktivasyonu, sinyal kinazlarin
uyarilmas1 ve fosfodiesterazlarin inhibisyonu dahil olmak {izere mitokondriyal
biyoenerjetiklerin  diizenlenmesi yoluyla da kanser hiicreleri iizerinde etki
sergileyebilmektedir (Sekil 2.18). Ayrica farkli proapoptotik genlerin ifasdesini
indiikleyebimekte ve apoptozu tetikleyebilmektedir (Szabo 2007).
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Sekil 2.18 Kanser hiicresinde H2S sentezi ve metabolizmasi (a-KG-alfa-ketoglutarat,
H2S- hidrojen siilfiir, CAT-sistein: 2-oksoglutarat aminotransferaz, CBS-
sistatiyonin beta-sentaz, CSE-sistatiyonin gama-liyaz, cys-sistein, MPTS-3-
merkaptopiruvat siilfiirtransferaz) (Vrzackova vd. 2021)

Yiiksek konsantrasyonlarda H»S, proliferasyonda azalmaya ve hiicre dongiisiiniin G /G0O1
blokajinin indiiklenmesine neden olarak genel bir antimitotik etkiye yol a¢maktadir.
Ayrica otofajiyi indiikleyebilmekte ve kanser hiicrelerinin istilasin1 ve gogiinii
engelleyebilmektedir. Bu nedenle etkileri KZY A’lara benzemektedir (Florin vd. 1991,
Wu vd. 2012).
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Bakteriler tarafindan hiicre duvarinin disina salinabilen biyopolimerler olarak tanimlanan
ekzopolisakkaritler (EPS) ise ¢esitli kanser hiicreleri iizerinde anti-proliferatif etkiler
saglamakta, apoptozun tesvik edilmesine iliskin ¢oklu mekanizmalar yoluyla tiimdrlerin
gelisimini modiile edebilmektedir (Zotkiewicz vd. 2020). Lactobacillus acidophilus’tan
izole edilen EPS’lerin metaloproteinaz doku inhibitorii-3, hipoksi ile indiiklenebilir
faktor-2a ve hemeoksijenaz-1 ifadesini artirarak, vaskiiler endotelyal biiyiime faktori ve
hipoksi ile indiiklenebilir faktor-lo ifadesini azaltarak ve antioksidatif bir etki
sergileyerek tiimor anjiyogenezinde onemli bir role sahip oldugu belirtilmektedir
(Deepak vd. 2016).

B-glukanlar, (1 6)-p bagi ile baglanmis rastgele dagilmis B-D-glukopiranosil birimlerine
sahip olan ve (1 3)- B-D-glukopiranosil zincirinden olusan bir grup glukoz polimeri olarak
tanimlanmaktadir (Cheung vd. 2002). Diyet lifinin bir bileseni olarak B-glukanlar; yulaf,
arpa, tibbi mantarlar, deniz yosunu, bazi bakteriler ve ayrica hiicre duvarlarinin énemli
bir bilesenini temsil ettikleri mayalar dahil olmak tizere c¢esitli bitki ve
mikroorganizmalarda doggal olarak bulunmaktadir. B-glukanlar 60 yil once kanserle
savasmak icin bagisiklik sistemini uyaran biyolojik yanit degistiriciler olarak
tanimlanmistir (Yan vd. 1999). Antikor tedavisi, kanser hiicresi yilizeyinde spesifik hedef
antijenlerin yiiksek ifadesi olan hastalar igin etkili olmaktadir. C3b ve iC3b, tiimdriin
gerilemesine onemli Ol¢iide katkida bulunan kompleman bagimli sitotoksik sistemin
bilesenleridir. Dogal veya intra vendz olarak enjekte edilen anti-tiimdr antikorlarinin
varliginda kompleman aktivasyonuyla baglantili olan bu iki bilesen, notrofiller,
makrofajlar ve dogal oOldiiriicii hiicreler ilizerindeki kompleman reseptorii CR3’e
baglanarak fagositozu ve sitotoksik degraniilasyonu tetikleyebilmektedir. Ne yazik ki bu
reaksiyon, normalde antibakteriyel yanit sirasinda mevcut olan mikrobiyal
biyopolimerler ile spesifik olmayan bir ko-stimiilasyonun yoklugu nedeniyle
engellenmektedir. Bununla birlikte, B-glukanlarin varligi, dogustan gelen bagisiklik
sisteminin tiimorisidal aktivitesini tetikleyen ortak uyarici olarak hizmet edebilmektedir.
CR3 reseptorii, N-terminalindeki CD11b I-domain baglanma bdlgesi araciligiyla iC3’i
ve C-terminalinde bulunan bir lektin bolgesi aracilifiyla spesifik mikrobiyal

polisakkaritleri taniyabilmektedir. B-glukanlar lektin bdlgesine baglanmakta, ve
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bagisiklik hiicrelerini iC3b kapli tiimoér hiicrelerini 6ldiirmeye hazirlamaktadirlar (Sekil

2.19) (Hong vd. 2003, Liu vd. 2006, Liu vd. 2009).
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Sekil 2.19 B-glukanlarin etki mekanizmasi1 (CD-kompleman alani, CR-kompleman
reseptori, Ig-immiinoglobulin) (VVrzackova vd. 2021)

ostbiyotik igerigi iiretici tiire gore gesitlilik gdstermektedir. Icerige bagl olarak da
postbiyotik etki mekanizmast degiskenlik sergileyebilmektedir Ancak literatiir
caligmalarindan elde edilen on veriler, postbiyotiklerin kanser hiicreleri iizerinde
potansiyel bir etkiye sahip olabilecegine ve tedaviye yonelik dogal yaklasimlar olarak

kullanilabilecegine isaret etmektedir.
2.6 Spalax sp. ve Kanser

Literatliirde yer alan c¢alismalar farkli kaynaklardan izole edilen birgok laktik asit
bakterisine ait postbiyotiklerin kanser hiicreleri lizerinde apoptozu, proliferasyonu veya
otofajiyi uyararak anti-kanser etkiler sergilediklerini gostermektedir. Bu bilgileri temel
alan arastirma grubumuz kanser-mikrobiyota iliskili ¢alismalarina devam etmekte olup
bu alanda ilk kez farkli bir kaynaktan izole edilen yeni bir bakterinin hepatoselliiler kanser

hiicreleri tizerindeki segici anti-kanser etkisini ortaya koymustur. Bu ¢aligma kapsaminda,
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bugiine kadar gergeklestirilen analizler neticesinde tek bir spontan tiimor gelisimi vakasi
kaydedilmemis olan, deneysel olarak indiiklenen karsinogeneze direnci ile 6nemli bir
model organizma olarak kabul edilen ve essiz biyolojik karakteristikleri ile dikkat ¢ceken
Nannospalax xanthodon tiirti kor kostebek faresi bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen

Ligilactobacillus animalis bakterisine ait postbiyotiklerin kullanilmasi hedeflenmektedir.

Spalacidae ailesi i¢erisinde yer alan Spalax sp. cinsine ait kor fare tiirleri olaganiistii uzun
yasam siirelerine (>20 y1l) ragmen yasa bagh acik fenotipik degisiklikler gostermemesi
ve spontan tiimorler gelistirmemesi nedeniyle yaslanma ve ayrica kanser arastirmalari
icin milkemmel bir model olarak kabul edilmektedir. Dogu Akdeniz bolgelerindeki kapali
toprakalt1 galerilerinin yalniz bir sakini olarak tanimlanan ve yaslanmayi takiben oldukga
az dejeneratif degisiklik gosteren Spalax sp. tiirleri, toprakalt1 yasam tarzlari neticesinde
¢ogu avcidan ve iklimsel dalgalanmalardan korunsa da, karanlik, hipoksi (en az ~% 7 O.),
hiperkapni (~% 6 CO; kadar yiiksek), kazma sirasinda karsilasilan enerjik zorluklart ve
patojenlere kars1 artan maruziyet gibi yasamsal zorluklarla da kars1 karsiya kalmaktadir
(Altwasser vd. 2019, Shams vd. 2005). Kor fareler, 40 milyon yillik evrim siireci boyunca
toprak altinda agmis oldugu galerilerdeki hipoksik kosullarda yasayarak olaganiistii bir
kanser direnci gelistirmistir. Son 50 y1l boyunca yapilan ¢alismalar, olduk¢a uzun 6mriine
(>20 y1l) ragmen, hayvanlarin higbirinde spontan tiimor gelismedigi gibi, yaslanmaya
bagli herhangi bir fenotipik degisiklik de gostermedigini rapor etmektedir (Altwasser vd.

2019). Ancak bu direncin altinda yatan mekanizmalar heniiz agikliga kavugmus degildir.

Cografi kosullarin Spalax sp. metabolik aktiviteleri iizerinde etkiye sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. Solak ve arkadaslar1 (2023) tarafindan, cografi kosullar gozetilerek
gerceklestirilen bir ¢alismada Tirk kor kostebek sicani (TBMR) Nannospalax
xanthodon 'un yiiksek ve diisiik rakimli popiilasyonlart kullanilarak rakimin dogustan
gelen bagisiklik savunmasi tizerindeki etkileri test edilmistir. Calisma kapsaminda; 2017
ve 2018 yillarinda Orta Toros Daglari’nda deniz seviyesinden 1010m, 1115m ve 2900m
yiikseklikteki iki diisiik ve bir yiiksek rakimli lokaliteden 32 yaban hayvani kullanilmistir.
Elde edilen sonuglar, yliksek rakimli hayvanlarda dogustan gelen bagisiklik elemanlarinin
daha fazla oldugunu gostermistir. Kor farelerin genel olarak hormanal dengesinin

arastirildiglr bir ¢alismada ise (Avivi vd. 2014) farkli bolgelere ait farkli tiirler
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kullanilmistir. Asirt hipoksik kosullar altinda kapali yeralt: yuvalarinda yasayan israil kor
yeralt1 kostebek faresi Spalax enrenbergi st tiirii, serin-nemli kosullarda yasayan Spalax
galili (2n =52 kromozom), yar1 nemli kosullarda yasayan S. golani (2n = 54 kromozom),
sicak ve nemli kuzey bolgelerinde yasayan S. carmeli, (2n = 58 kromozom), sicak ve kuru
orta bolgelerinde yasayan S. judaei (2n = 60 kromozom) bazal metabolizma hizlarinin
(BMR) kuzeyden giineye dogru tiirler aras1 dramatik diislis gosterdigi tespit edilmistir.
Genetik olarak kosullandirilmis tiirler aras1t BMR farkinin dolasimdaki tiroid hormonu
araciligiyla ifade edilmesi olasilig1 incelenndiginde, serum serbest tiroksin (FT4) ve total
3, 5, 3'-trilodo-L-tironinde (T3) seviyelerinin kuzeyden giineye beklenmedik bir artig (p
<0,02) sergiledigi belirtilmistir. Tiroid hormonu seviyeleri ile BMR/hematokrit/
hemoglobin arasinda tespit edilen ters iliskinin ise hipoksik bir ortamda oksijen
tilketiminde hormon kaynakli artisa karsi koruma saglayan hiicresel direnclilikle de

tutarlilik sagladigina isaret etmislerdir.

Spalax sp. tiirleri ile ilgili gegeklestirilen genomik ve transkriptomik analizlerden elde
edilen veriler ise, bu hayvanlarin dogal ortamlarinda birden fazla strese maruz
kalmalarina ragmen sahip olduklar1 genom onarim ve hiicre 6liim mekanizmalari ile p53,
mTOR, FOXO3 gibi tiimor baskilayict genlerinin sergilemis oldugu benzersiz
ozelliklerin yaslanmay1 ve kanser gelisimini 6nlemede etkili rollere sahip olabilecegine
isaret etmektedir. Genom onarim sistemlerini arastirmayr hedefleyen transkriptomik
analizler; DNA onarimi, DNA metabolizmasi, DNA rekombinasyonu, DNA hasar ile
iligkili hiicresel yanit ve hiicre dongiisii ile iligkili bazi genlerin fazlaca ifade edildiklerini

rapor etmektedir (Malik vd. 2016).

Spalax sp.’nin yeralt1 yuvalarinda yasamaya adapte oldugu ve siddetli hipoksiye akut
maruz kalmayi tolere ettigi bildirilmektedir. Hipoksiye adaptasyonun, yaslanmanin
gecikmeli baglangici ve tiimor olusumuna karsi direng ile iligkili olabielcegi
diistiniilmektedir. Spalax sp.’nin uyarlanmig genlerini ve gen diizenleyici aglarini
arastirmak ve anlamak, insanlarda uzun stireli saglikli bir fenotipi siirdiirmek i¢in yeni
stratejiler belirleyebilmektedir. Gergeklestirilen bir ¢alismada, % 6 O2 veya normoksiye
maruz birakilan Spalax sp.’nin ve siganin karaciger, bobrek ve dalak hiicrelerinin RNA-

dizi verileri karsilastirilmali olarak analiz edilmistir. Spalax sp. ve sigandan elde edilen
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veri farkliliklarinin genellikle hiicre o6liimii, reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi
savunma, DNA onarimi, enerji metabolizmasi, bagisiklik tepkisi ve anjiyogenez gibi
biyolojik siiregler oldugu bu siireglerin Spalax sp.’nin oksijen yoksunlugu altindaki
yasama adaptasyonunda 6nemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir. Tiim organlarda,
genom stabilitesinin korunmasit ve DNA onarimi ile iliskili genlerin mRNA ifadesi
Spalax sp.’de sigana kiyasla artmistir. Bununla birlikte; aerobik enerji metabolizmasi ve
proinflamatuvar siireglerle iligkili genlerin daha diisiik gen ekspresyonu bu sonuglara
eslik etmistir. Bu transkriptomik degisikliklerin Spalax sp.’nin olaganiistii yasam

stiresinden ve kanser direncinden sorumlu olabildigi disiinlmektedir (Poetzch vd. 2023).

Spalax sp., genom stabilitesini koruyarak ve inflamatuvar yaniti1 bastirarak da kansere
kars1 bir strateji gelistirebilmektedir. Spalax sp. fibroblast hiicreleri yaslanmayla iligkili
salg1 fenotipi (SASP) edinmeden yaglanmaya ugramaktadir. Yaslanma parakrin faktorler
araciligiyla yayilabildiginden, yaslanan Spalax sp. fibroblastlarindan elde edilen
sartlandirilmig ortamin (CM) yaslanma fenotipini inflamatuar bir yanita neden olmadan
kanser hiicrelerine aktarabilecegini ve bodylece malign davranisi baskilayabilecegi
varsayllmaktadir. Bu konuyu ele almak amaciyla, Spalax sp. yaslanan fibroblast
hiicrelerine ait CM’lerin MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri
tizerindeki etkileri ¢ogalma, go¢ ve salgi profili aguisindan degerlendirilmistir. Sonuglar,
CM’nin kanser hiicrelerinde yaslanmayla iligkili beta-galaktosidaz (SA-B-Gal)
aktivitesinin artmasina bagli olarak yaslanmanin tetikledigini, bunun da biiyiimenin
baskilanmas1 ve yaslanmayla iliskili p53/p21 genlerinin asir1 ifadesi araciligiyla
gerceklestirigini gostermektedir. Bununla birlikte, CM’nin kanser hiicrelerindeki ana
inflamatuvar faktorlerin salgilanmasini baskiladigi ve goglerini azalttigi da rapor
edilmektedir. Buna karsilik, insan CM’sinin MDA-MB-231 hiicrelerinde SA-B-Gal
aktivitesinde hafif bir artisa neden olmasina ragmen, proliferasyonu, inflamatuvar yaniti

ve kanser hiicresi go¢iinii azaltmadig: belirtilmektedir (Odeh vd. 2023).

Spalax sp.’nin uzun yasam siireleri ve kansere kars1 direngleriyle iliskili mekanizmalara
ait hipotezlerden bir digeri ise yasam tarzlar1 nedeniyle diger canlilardan farkli bir
melatonin sentez mekanizmasina sahip olmalaridir. Tiirkiye'de yasayan Nannospalax sp.

tirlerinde melatonin sentezinde rol alan Cryl, Cry2, Bmall, Perl ve Per2 Clock
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genlerindeki gen varyantlari arastirilmis ve Nannospalax galili, Mus musculus,
Heterocephalus glaber, Rattus norvegicus ve Homo sapiens gibi diger organizmalarla
karsilastirilmistir. Elde edlen verilere gore, Perl geninde 11, Per2 geninde 7, Cryl
geninde 2 ve Cry2 geninde 9 olmak iizere toplam 29 varyasyon tespit edilmistir. Bmall
geninde ise herhangi bir varyasyona rastlanmadigi belirlenmistir. Bu varyasyonlardan
bazilari, 151k kaynakli UV hasar1 i¢in DNA onarim siireclerinin gergeklestigi bolgelerde
bulunmustur. Diger varyasyonlar PAS domaini ve 5’-UTR bdélgelerinde tespit edilmis,
geri kalan varyasyonlar ise proteinlerin nondomain bdlgelerinde bulunmustur (Civelek

vd. 2023).

Oksijenin sik sik diistiigii habitatlarda bu tiirlerin varligini 40 milyon yil1 agkin bir siiredir
evrimlesen olaganiistii bir hipoksi toleransi sergileyerek koruduklar1 bilinmektedir. Ote
yandan, toprakalt1 yasam tarzlar1 Spalax spp. tiirlerinin beslenmesini sekillendirmekte ve
esas olarak Tulipa, Ornithogalum, Muscari ve Fritillaria gibi bitkilerin kdkleri, yumrular
ve tohumlarinin tiikketimine yonlendirmektedir. Bu essiz diyet ise anti-mikrobiyal, anti-
inflamatuvar ve anti-oksidatif aktiviteye sahip olan polifenoller, lif ve ilgili bilesikler
acisindan oldukga zengin kabul edilmektedir. Bu baglamda, mevcut beslenme seklinin ve
yasam kosullarinin mikrobiyotayi sekillendirmesi ve 6zgiin mikrobiyota ve mikrobiyota
iliskili metabolitlerin de Spalax sp. metabolizmasi ve gelistirdigi diren¢ mekanizmalari
tizerinde etkinliginin olmasi1 da kagmilmaz bir gergektir. Ancak bu konuda
gerceklestirilen ¢alismalar oldukga sinirlidir. Spalax sp. cinsi kor farelerin yakin akrabasi
olan uzun omiirlii ¢iplak kor farelerin (Heterocephalus glaber) mikrobiyota analizlerini
iceren sinirlt sayidaki ¢aligmalar, bu tiirin de kendine 6zgii ekolojisinin bir sonucu olan
benzersiz bir bagirsak mikrobiyota bilesimine sahip oldugunu, mikrobiyota
kompozisyonunun insan ve farelere kiyasla ¢ok ¢esitli oldugunu ancak kiiltiire edilebilir
mikroorganizma sayisinin az oldugunu, mikrobiyotanin metabolik ve immun homeostaz
ile iliskili tiirler agisindan baskin oldugunu ve oksidatif metabolizma egilimli oldugunu,
yiiksek kisa zinciri yag asitleri ile mono ve disakkarit liretim kapasitesinin ise yiiksek
oldugunu belirtmektedir (Debebe vd. 2017, Cong vd. 2018). Elde edilen giincel veriler
Spalax sp. mikrobiyota bilesiminin ve i¢eriginin dzellikle memeli saglig1 ve uzun yagam
konusunda 6nemli bir kaynak olabilecegine isaret etmektedir. Ancak, kanser arastirmalari

i¢in miikemmel bir model olarak kabul edilen Spalax spp. tiirlerine ait mikrobiyota-kanser
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iligskisine odaklanan ve Spalax sp. mikrobiyota iiyeleri ile mikrobiyota tarafindan tiretilen
metabolitleri prognostik, tanisal biyo-belirte¢ ve/veya terapotik ajan olarak tasarlamaya
yonelik veriler i¢eren herhangi bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamaistir. Bu ¢alismanin
amaci, daha Once ekibimiz tarafindan Nannospalax xanthodon bagirsak
mikrobiyotasindan izole edilen ve Ligilactobacillus animalis olarak tanimlanan bakteriye
ait postbiyotiklerin (Zatari, 2022) HSK iizerindeki anti-kanser etkisini kiiresel OMIKS

yaklasimlar1 kullanarak belirlemektir.

2.7 OMIKS Teknolojileri

OMIKS teknolojileri, belirli bir biyolojik numunedeki gesitli biyolojik molekiilleri biiyiik
Olcekte kapsamli bir sekilde incelemek, tanimlamak ve 6lgmek igin tasarlanmis yiiksek
verimli yontemleri temsil eden bir yaklasim olarak nitelendirilmektedir. Tip, tarim ve
¢evre bilimi gibi alanlarda uygulamalar1 bulunan bu teknolojilerin; biyolojik sistemlerin
karmagikligini anlamak, altta yatan mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak, biyolojik belirtecleri
kesfetmek ve biyolojik siiregler hakkindaki anlayisimizi gelistirmek igin kritik 6neme

sahip olduklar1 belirtilmektedir.

OMIKS teknolojileri, yeni nesil dizileme (NGS) ve kiitle spektrometrisi (MS) tabanl
teknikleri icermektedir. NGS tabanli teknikler genomik, epigenomik ve transkriptomik
icin siklikla kullanilirken MS tabanli teknikler proteomik ve metabolomik yaklagimlar
icin kullanilmaktadir (Chakraborty vd. 2018). Genomik, bir organizmanin genleri ve
kodlamayan dizileri de dahil olmak iizere tiim DNA setinin incelenmesi olarak
tanimlanmaktadir. DNA dizileme, Sanger dizileme ve yeni nesil dizileme (NGS) gibi
teknikler, bir organizmanin tim DNA dizisinin belirlenmesini saglamaktadir.
Karsilastirmali genomik, evrimsel iligkileri anlamak ve korunmusg veya benzersiz genetik
unsurlar1 tanimlamak i¢in farkli tlirlerin genomlarmi karsilastirmayr icermektedir
(Whalen vd. 2022). Transkriptomik; mesajct RNA (mRNA), kodlamayan RNA ve kiigiik
RNA dahil olmak iizere RNA molekiillerinin incelenmesine odaklanmaktadir (Liu vd.
2022). Proteomik; belli bir zamanda belli bir yerde bulunan tiim proteinlerin yapilarini,
yerlesimlerini, miktarlarini, translasyon sonrast modifikasyonlarini, doku ve hiicrelerdeki

islevlerini, diger proteinlerle ve makro molekiillerle olan etkilesimini aydinlatan bir
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yaklasim olarak bilinmektedir (Gyorgy 2004). MS, Iki Boyutlu Jel Elektroforezi (2D-
PAGE) ve MALDI-TOF gibi teknolojileri icermektedir (Chakraborty vd. 2018).
Metabolomik; belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik sivilarda
lipid, karbohidratlar, vitaminler, hormonlar ve diger hiicre bilesenlerinden ortaya ¢ikan
kiiciik molekiillii metabolitlerin yiiksek verimli teknolojiler kullanilarak saptanmasini,
miktarinin belirlenmesini ve tanimlanmasini igermektedir. Cok degiskenli veri analiz
yontemleriyle birlestirilmis kromatografi, molekiiler spektroskopi ve MS gibi analitik
tekniklere ihtiya¢ duyan metabolomik ¢alismalarinda (Goodacre 2005) hedef bilesik
analizleri ve metabolik profilleri i¢in; Gaz Kromatografisi (GC), Yiiksek Performansli
Sivi  Kromatografisi (HPLC), Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) gibi c¢esitli
kromatografik ayirma ve spektroskopik yontemler kullanilmaktadir. Metabolomiksin bir
alt kiimesi olan lipidomik ise, biyolojik sistemlerdeki hiicresel lipidlerin igeriginin ve
metabolik yolaklarinin genis dlgekli arastirilmasi olarak tanimlanmaktadir. MS, NMR
spektroskopisi, floresan spektroskopisi, ¢ift polarizasyon interferometrisi ve hesaplama
yontemleri gibi teknolojileri icermektedir (Wenk 2005, Watson 2006, Han ve Gross
2003) (Sekil 2.20). Genomik ve proteomik “ne olabileceginin” metabolomik ise “gercekte
ne oldugunun” bilgisini vermektedir. Bu nedenle, tlim metabolitlerin ayrintili ve kantitatif
Olctimii (metabolomik) hastalik teshisi veya toksik ajanlarin fenotip iizerindeki etkilerini

arastirmada en ideal yontem olarak rapor edilmektedir (Ozcan vd. 2021).

Temel OMIKS yaklagimlarina ilaveten epigenomik; gen ifadesini etkileyebilen DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik modifikasyonlari incelemektedir.
Bistilfit sekanslama, DNA metilasyon modellerini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir.
CIP-Sek yaklagimi, histon modifikasyonlarin1 ve protein-DNA etkilesimlerini analiz
etmek i¢in kromatin immiinopresipitasyon ve ardindan sekanslama ile kullanilmaktadir.
Glikomik; biyolojik sistemlerdeki karbonhidratlarin (glikanlar) yapisini ve islevini
incelemektedir. Karmasik glikan yapilarini analiz etmek i¢cin MS ve NMR gibi teknikleri
icermektedir (Chernykh vd. 2021).
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Sekil 2.20 Temel OMIKS teknolojilerinin genel siniflandirilmasi (Dalal vd. 2020)

2.7.1 OMIKS teknolojilerinin kanser alaninda kullanim

Kanser arastirmalari; kanser gelisimi, ilerlemesi ve tedavisinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin kapsamli bir sekilde agiklanmasina imkan saglayan gesitli “OMIKS”
teknolojiler tarafindan 6nemli 6lgiide 6ne ¢ikarilmaktadir. Omiks yaklagimlar, kanserle
iligkili genetik, epigenetik, transkriptomik, proteomik ve metabolik degisikliklerin
anlasilmasinda etkili olmaktadir. Kanser fenotipleri, genomdan proteoma dogru farkli
bilgi akis1 seviyelerinde degisiklikler sergilemektedir. Farkli bilgi isleme seviyelerindeki
molekiiler degisiklikler, kanser fenotipinin ortaya ¢ikmasi igin temel olusturmaktadir.
Kansere 6zgii 6zelliklerin elde edilmesini saglayan temel mekanizmalar1 anlamak igin,
genomik, epigenomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi farkli omiks
teknolojilerle temsil edilen ¢oklu bilgi entegrasyonlarini saglamak ve kanser hiicrelerini
detaylica analiz etmek 6nem kazanmaktadir. Coklu omiks veri entegrasyonu, omiks

verilerinin biyolojik olarak anlamli bir sekilde entegre edilmesi olarak tanimlanmaktadir.
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Kansere 0zgii cevrimi¢i omiks-veri kaynaklar1 (kanser genom atlasi gibi) ise yeni
biyolojik anlayislarin iiretilmesini kolaylastirabilmektedir. Son yillarda 6zellikle onkoloji
alaninda yeni biyolojik goriisler olusturmak, kanserle iligkili hiicresel siirecler ve
mekanizmalar hakkindaki anlayisimizi  genisletmek, kanserin entegre molekiiler
imzalarina dayali biyobelirteglerini ve molekiiler kaliplarini belirlemek, kanser olgularini
simiflandirmak, antikanser ajanlarin sistem-biyoloji yaklagimlarini degerlendirmek ve
kanser arastirmalar1 alaninin ilerlemesine katkida bulunmak amaciyla omiks veri

kiimelerini kesfetmek ve entegre etmek dnem kazanmaktadir (Das vd. 2020).

OMIKS teknolojileri-kanser iliskisi kapsaminda énemli bir yere sahip olan genomiks
bilimi, kansere neden olan genetik mutasyonlar1 ve degisiklikleri ortaya ¢ikarmaya imkan
veren bir yaklasim olarak dikkat cekmektedir. Tiim genom dizilimi ve tiim ekzom dizilimi
kanser hiicrelerindeki somatik mutasyonlar1 tanimlanmaktadir. Onkogenler ve timor
baskilayict genlerdeki spesifik mutasyonlar ve degisiklikler tespit edilerek farkli kanser
tirleri i¢in hedefe yonelik tedaviler i¢in mutasyon porfilleri olusturulmaktadir.
Karsilastirmali  genomik, farkli kanser tiirleri arasindaki evrimsel iliskilerin
belirlenmesine yardimci olmakta ve ilag gelistirmeye imkan verebilmektedir (Birkbak ve
McGrahanan 2020).

Transkriptomiks, kanser hiicrelerindeki gen ifadesini inceleyerek gen diizenlemesindeki
degisiklikleri ortaya cikaran bir yaklasim olarak tanimlanmaktadir. Ozellikle kanser
teshisi, prognozu ve tedaviye yanit icin biyobelirteclerin belirlenmesine yardimci
olmaktadir. Alternatif ekleme modellerinin anlagilmasi, tiimor heterojenligi ve terapdtik
hedefler hakkinda bilgi saglayabilmektedir. Proteomiks, kanser hiicrelerinde protein
ifadesini, post-translasyonel modifikasyonlar1 ve protein-protein etkilesimlerini
incelemektedir. Erken teshis, prognoz ve tedavi takibi igin kullanilabilecek protein
biyobelirteglerini tammlamaktadir. ilag hedefi belirleyerek kanser tedavisi igin spesifik

protein hedeflerinin bulunmasinda etkili bir rolii bulunmaktadir (Macklin vd. 2020).

Metabolomiks, kanser hiicrelerindeki metabolik degisiklikleri incelemekte ve enerji
metabolizmasi ile timor mikro ¢evresindeki degisikliklerin ortaya ¢ikarilmasina yardimci

olmaktadir. Bununla birlikte, kanser teshisi ve izlenmesi i¢in metabolit biyobelirteglerini
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tanimlayabilmektedir. Farmakometabolomik ise, Kkanser hiicrelerinin ilaglari nasil
metabolize ettigini anlamak ve tedavi rejimlerini optimize etmek i¢in gelistirilmektedir
(Stine vd. 2021, Faubert vd. 2020). Epigenomik, kanser hiicrelerinde DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA’ya odaklanmaktadir. Epigenetik susturma,
kanser hiicrelerinde epigenetik modifikasyonlarla susturulan genlerin tanimlanmasina ve
yeni terapotik hedeflerin belirlenmesine yol acabilmektedir (Oleksiewicz ve Machnik
2022). Epigenomik degisiklikler ise tanisal ve prognostik biyobelirtegler olarak hizmet
edebilmektedir.

Farkli OMIKS teknolojilerinden elde edilen verilerin birlestirilmesi, arastirmacilarin
kanser biyolojisi hakkinda biitiinsel bir anlayls kazanmalarimi saglamaktadir.
Entegrasyon, kanser ilerlemesini yonlendiren temel molekiiler yolaklarin ve aglarin
belirlenmesine yardimci olabilmektedir. Kisisellestirilmis tip yaklagimlari, kanser
tedavilerini bireysel hastalara gore uyarlamak i¢in birden fazla omiks verisinin
birlestirilmesini i¢ermektedir. Sistem biyolojisi teknikleri, kanser aglarinin karmagsik
modellerini olugturmak i¢in omiks verileri kullanarak tiimdr biiylimesinin dinamikleri ve
tedavilere yanit hakkinda ongériiler saglamaktadir. OMIKS teknolojileri sadece kanser
anlayisimizi derinlestirmekle kalmayarak, hedefe yonelik tedavilerin ve hassas tip
yaklagimlarinin gelistirilmesine ve yeni terapdtik hedeflerin belirlenmesine de yol
acmaktadir. Kanser arastirmalarinda, teshisinde, prognozunda ve daha etkili ve

kisisellestirilmis kanser tedavilerinin gelistirilmesinde ¢cok 6dnemli bir rol oynamaktadir

(Pan vd. 2020).

2.7.2 Proteomiks ve kanser alaninda kullanim

Proteomiks; biyolojik bir 6rnekte veya belirli bir hiicre, doku veya organizmada bulunan
tiim proteinlerin kapsamli ve sistematik analizini icermektedir (Sobsey vd. 2020). Kiitle
spektrometrisi, iki boyutlu jel elektroforezi ve protein mikro dizileri gibi gesitli teknoloji
ve tekniklerin kullanimina dayanmaktadir. Herhangi bir 6rnekten protein izolasyonu
gerceklestirilmekte, elektroforez yaklasimlariyla ayrimi ve tespiti yapilmakta, 2D PAGE
ardindan ilgilenilen protein noktas: ayristirilmakta, proteolitik kesimlere tabi tutulmakta

ve MS ya da LC-MS/MS kullanilarak peptid fraksiyonlarina ayrilmakta, veri bankalari

46



ile karsilastirilarak protein tanimlamasi yapilmaktadir (Sekil 2.21). Shotgun proteomiks
yaklasiminda ise peptidi gaz fazina yiiklemek ve aktarmak igin nanoelektrosprey ve

MALDI olmak tizere iki ana iyonizasyon yontemi kullanilmaktadir (Wilm vd. 1996).
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Sekil 2.21 Proteomiks is akis semasi1 (Dupre vd. 2020)

Proteomiks teknolojileri hastaliklara, ila¢ tedavilerine ve ¢evresel degisikliklere
verdikleri yanitlar da dahil olmak iizere biyolojik sistemler hakkindaki anlayigimizi
ilerletmek icin Onem arz etmektedir. Bir organizmanin tiim gen setinin (genom)
incelenmesine odaklanan genomik ve RNA molekiilleri araciligiyla gen ifadesini
arastiran transkriptomik ile yakindan iliskilidir (Cobbaert vd. 2021). Bu alanlardan elde
edilen verilerin proteomiks ile entegre edilmesi, genlerin proteinlere nasil ¢evrildigine ve
bu proteinlerin canli organizmalarda nasil iglev gordiigline dair kapsamli bir bakis agis1
saglamaktadir. Proteomiks teknolojileri kullanilarak belli bir kosulda hiicre tarafindan
iretilen  proteinler tanimlanabilmekte, translasyon sonrast  modifikasyonlar

aydinlatilabilmekte, protein-protein etkilesimleri ¢6ziimlenebilmekte, proteinlerin
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islevleri ve cesitli hiicresel siireglerdeki rolleri belirlenebilmekte, ilag gelistirme igin
kritik olabilecek ii¢ boyutlu yapilar1 tanimlanabilmekte, belirli durumlar i¢in biyobelirteg

olarak tanimlanabilmekte ve kisisellestirilmis tip yaklasimlar1 gelistirilebilmektedir.

Proteomiks ¢ok ¢esitli bir alan olup her biri proteinlerin incelenmesinin belirli yonlerine
odaklanan birkag farkli proteomiks alt disiplini bulunmaktadir. Fonksiyonel proteomiks;
bir hiicre veya organizma igindeki proteinlerin islevlerini belirlemeyi amaglamaktadir.
Protein aktivitelerini, ¢esitli hiicresel siire¢lerdeki rollerini ve diger molekiillerle nasil
etkilesime girdiklerini karakterize etmeyi igermektedir. Yapisal proteomiks; proteinlerin
coklu ve {i¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesi ile ilgilenmektedir. Proteinlerin seklini ve
konformasyonunu anlamaya yardimci olmaktadir. Bu da protein islevlerini anlamak igin
oldukca 6nemli olup ilag kesfinde hayati 5neme sahip olabilmektedir. Ifade proteomiks;
farkl1 hiicre tiplerinde, dokularda veya ¢esitli kosullar altinda protein ifade seviyelerinin
Ol¢iilmesine odaklanmaktadir. Hastalik, ila¢ tedavileri veya gelisim asamalar1 gibi
faktorlere yanit olarak prteoinlerin nasil degistiklerini anlamak igin protein ifadelerini
karsilastirmayi icermektedir. Translasyon sonras1 modifikasyon proteomiksi; proteinlerin
fosforilasyon, asetilasyon, glikozilasyon gibi ¢esitli modifikasyonlarini tanimlamaya ve
6lgmeye yoneliktir. Protein islevinin belirlenmesinde ve diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Etkilesim proteomiksi; protein-protein etkilesimlerinin incelenmesine
odaklanmakta ve belirli bir proteinle veya bir protein kompleksi i¢inde etkilesime giren
proteinleri tanimlamay1 ve karakterize etmeyi amaglamaktadir. Klinik proteomiks; klinik
ve tibbi uygulamalarda kullanilan yaklasim olarak tanimlanmaktadir. Kanser gibi
hastaliklar i¢in biyobelirteclerin tanimlanmasini ve teshis testlerinin ve kisisellestirilmis
tip yaklagimlarinin  gelistirilmesini  igermektedir. Kantitatif proteomiks; farkli
orneklerdeki proteinlerin  goreceli veya mutlak miktarlariin  Slclilmesiyle
ilgilenmektedir. Farkli kosullar, hastalik durumlar1 veya tedaviler altinda protein
ifadesindeki degisikliklerin anlagilmasina yardimci olmaktadir. Shotgun proteomiks;
proteinlerin peptitlere ayristirilmasin1 ve daha sonra kiitle spektrometresi kullanilarak
analiz edilmesini igermektedir. Bu yaklasim genellikle yiliksek verimli protein tanimlama
ve miktar belirleme i¢in kullanilmaktadir. Tiim bu farkli proteomiks yaklasimlari, temel
arastirmalardan klinik uygulamalara kadar ¢esitli uygulamalarda proteinlerin karmagsik

biyolojisi hakkinda kapsamli bir anlayis kazanmak i¢in genellikle birlikte
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kullanilmaktadir. Hangi tiiriin kullanilacaginin se¢imi, belirli arastirma hedeflerine ve

arastirma sorularina bagli olarak degismektedir (Dupree vd. 2020).

Proteomiks teknolojileri, kanser arastirmalarinda ¢ok ©nemli bir rol oynamakta ve
hastaliga iliskin anlayisimizi ilerletmede etkili olmaktadir. Genellikle “kanser
proteomigi” olarak adlandirilan proteomiks yaklasimlar; kanserli hiicrede protein odakli
molekiiler degisikliklerin kapsamli incelenmesini, biyobelirteglerin ve terapotik
hedeflerin ortaya ¢ikarilmasini igermektedir (Macklinn vd. 2020). Cesitli tliimor bolgeleri
arasinda protein ifadesindeki farkliliklari ortaya ¢ikarmak tiimor alt tipleri hakkinda bilgi
edinilmesini ve kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesini saglayabilmektedir
(Eckert vd. 2019, Doll vd. 2019). Kanser hiicrelerindeki protein-protein etkilesimlerinin
analiz edilmesi ise hastalik siirecindeki kritik oyuncularin belirlenmesine yardimci
olmaktadir. Bu bilgi, kanser biyolojisinin karmasikligini anlamak icin hayati 6nem
tagimaktadir. Fosfoproteomiks, fosforillenmis proteinlerin incelenmesine
odaklanmaktadir. Protein kinazlar ve kanserle iliskili sinyal yolaklar1 hakkinda bilgi
saglamaktadir (Cords vd. 2023). Proteomik, kanser metastazi ve invazyonunda rol
oynayan proteinlerin karakterize edilmesine yardimci olarak bu siireglerin engellenmesi
icin potansiyel hedefler saglamaktadir. Ayrica, arastirmacilar kanserde ila¢ direncine yol
acan molekiiler mekanizmalar1 aragtirmak i¢in proteomiks yaklagimlarini kullanmaktadir.
Bu bilgi, kanser direncinin istesinden gelmek igin stratejilerin gelistirilmesine rehberlik
edebilimektedir. Kanser proteomigi, kanda veya diger viicut sivilarinda dolasan
proteinlerin ve eksozomlarin incelenmesi amaciyla da uygulanmaktadir. Bu molekiiller,
kanser tespiti ve izlenmesi i¢in invazif olmayan biyobelirtecler olarak hizmet
edebilmektedir. Proteomiks, immiinoterapilerin gelistirilmesine rehberlik edebilecek
immiin kontrol noktas1 proteinleri gibi immiin ile ilgili protein belirteclerini tanimlamak
icin da kullanilmaktadir (Yanar vd. 2023). Proteomiks verilerin genomiks ve
transkriptomiks bilgilerle birlestirilmesi, kanser hiicrelerindeki molekiiler degisikliklerin

daha kapsamli bir sekilde anlasilmasini saglamaktadir.

Kiiresel proteomiks teknolojilerinin uygulandig: bir calismada, HBV iligkili iki HSK
hasta kohortunda 260 primer tiimoriin proteogenomik analizleri gerceklestirilmis ve

normal ve tiimdr hiicreleri arasinda analizler birlestirilerek, HSK’da PDGFRB, FGFR4,
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ERBB2/3, CDK6 kinazlar ve MFAPS5, HMCNI1 ve Hsp proteinleri dahil olmak iizere,
cogu diisiik genomik ve/veya transkriptomik sapmalar gosteren asiri ifade edilmis
hedefler belirlenmistir. FGFR4 kinaz ve Hsp proteinlerinin protein ifadesi, karsilik gelen
inhibitorlerine verilen yanitla onemli 6l¢iide iliskili oldugu saptanmistir. Elde edilen
sonuglar, HSK’da hedef protein tespitine imkan vermis ve proteomik yaklasimlarin

potansiyelini ortaya koymustur (EImas vd. 2022).

2.7.3 Metabolomiks ve kanser alaninda kullanimi

Metabolomiks; metabolitlerin, kiigiik molekullii substratlarin, ara maddelerin ve hiicre
metabolizma firiinlerinin tanimlanmasini iceren teknoloji olarak tanimlanmaktadir.
Metabolitler, genel olarak 1500 Da’dan daha kii¢iikk molekiiler agirliga sahip molekiilleri
temsil etmektedir. Bir hiicre, doku, organ veya organizmanin metabolomu, mevcut olan
metabolitlerin tamamin1 kapsamaktadir (Daviss 2005). Spesifik olarak metabolomiks,
“belirli hiicresel siireglerin geride biraktigi benzersiz metabolit parmak izlerinin
sistematik ¢alismasi” olarak agiklanmaktadir (Jordan vd. 2009). Metabolik profilleme o
hiicrenin fizyolojisinin anlik bir gérintiisiinii vermekte ve bir organizmanin dogrudan

“fizyolojik durumunun islevsel bir okumasini” saglamaktadir (Villate vd. 2021).

Diger OMIKS yaklasimlarina kiyasla nispeten yeni bir alan olan metabolomiks, sivi
kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS) ile gaz kromatografi-kiitle spektrometresi
tekniklerini kullanmaktadir (GC-MS). Bu teknikler, bilim insanlarinin karmasik biyolojik
orneklerdeki ¢ok cesitli metabolitleri tanimlamasina ve miktarini belirlemesine olanak
tanimaktadir. Metabolomiks is akis semast sekil 2.22°de sunulmaktadir. Oncelikli olarak
hedefe yonelik doku, plazma, idrar, tiikiiriik, hiicreler vb. numuneler toplanmaktadir.
Daha sonra, metabolitler genellikle dahili standartlarin eklenmesi ve tiirevlendirme ile

ekstrakte edilmektedir (Dettmer vd. 2007).

llerleyen asamalarda drnekler, analitik yontemlerle analiz edilmektedir. GC, 6zellikle
kiitle spektrometresi ile birlikte kullanildiginda, metabolomik analiz i¢in yaygin olarak

kullanilan bir ayirma teknigi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. GC ¢ok yiiksek kromatografik
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¢cozlinirlik sunmakta ve bir alev iyonizasyon dedektorii (GC/FID) veya bir kiitle

spektrometresi ile birlikte kullanilabilmektedir.

) Asama 1

. s N
1
1 MeOH +1S |
1
* By Al
1 Adm2
O W
1 & /
1
2 1
Adim 1. On analiz: Biyoérnek 1 )
toplama, tasima, koruma 1
1 Adim 2. Pre-analitik: Metabolit ekstraksiyonu
1
1
Asama 3 1
®
1
1 - N
1
1 Adim4-5 il
: !
1 [ 1]
Adim 3. Pre-analitik: Numunenin kurutulmasi ve : 1
yeniden siispanse edilmesi 1 £
1 g
. 1
s 1 1 saat -15 gun*#*
P 1 L
& 1 Adim 4-5. Analitik: NMR veya LC-MS/MS
& 1 veya GC-MS/MS
1
1
E Istatistiksel analiz : - 1
; B ) | Aums '
- ——— :
1
Adim 6. Post-analitik: !
1 Adm7

Veri isleme ve istatistiksel analiz

Adim 7. Post-analitik: Klinik sonuglarin
dogrulanmast ve iletiimesi

1
* Hasta sayisina ve Is Akisinin gelisim a$ama§|na baghdir

Sekil 2.22 Metabolomiks is akis semasi (Le Gouellec vd. 2023)

Yontem ozellikle kiigiik ve ugucu molekiillerin tanimlanmasi ve miktariin belirlenmesi
igin tercih edilmektedir (Soga vd. 2003) Bununla birlikte, GC’nin pratik bir sinirlamasi,
bir¢ok biyomolekiil i¢in kimyasal tiirevlendirme gerekliliginin olmasidir. Tiirevlendirme
olmadan yalnizca ugucu kimyasallar analiz edilebilmektedir. Daha fazla ¢éziimleme
giiciinlin  gerekli oldugu durumlarda, iki boyutlu kromatografi (GCxGC)
uygulanabilmektedir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ise metabolomik

analiz i¢in en yaygin aymrma teknigi olarak kullanilmakta olup elektrosprey
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Iyonizasyonun ortaya ¢ikmasiyla MS’ye baglanmis bulunmaktadir. GC’nin aksine,
HPLC daha diisiik kromatografik ¢oziiniirliige sahiptir. Ancak polar molekiiller i¢in
tirevlendirme gerektirmemekte ve molekiilleri sivi fazda ayirmaktadir. Ayrica
HPLC’nin, GC yontemlerine gore ¢ok daha genis bir analit yelpazesini daha yiiksek bir
hassasiyetle oOlgiilebildigi belirtilmektedir (Soga vd. 2003, Gika vd. 2007). Tim bu
teknikler kullanilarak elde edilen veriler islenerek veri bankalari ile karsilastirilmakta ve
metabolit tanimlamas1 yapilmaktadir. Hastalik durumlar1 ve sonuglar ile iligkileri
tanimlamak, 6nemli korelasyonlar1 belirlemek ve mevcut biyolojik bilgi ile metabolik
imzalar1 karakterize etmek icin birgok biyoinformatik ara¢ ve yazilim mevcutta

bulunmaktadir.

Ilag toksisitesini ve bazi hastalik modellerini degerlendiren bircok calismada, ilgilenilen
metabolitler onceden bilinmemektedir. Bu durum, smif iiyeligi konusunda 6nceden
varsayimlarda bulunmayan denetimsiz yontemleri popiiler bir ilk tercih haline
getirmektedir. Bu yontemlerden en yaygin olani, bir veri kiimesinin boyutlarini verimli
bir sekilde birkac taneye indirgeyebilen temel bilesen analizini (PCA) icermektedir.
Diisiik boyutlu PCA uzayinda analiz edildiginde, benzer metabolik parmak izlerine sahip
orneklerin kiimelenmesi tespit edilebilmektedir. PCA algoritmalari, tim iliskili
degiskenleri cok daha az sayida iliskisiz degiskenle degistirmeyi ve orijinal veri
kiimesindeki bilgilerin cogunu korumay1 amaclamaktadir (Maritha 2022). Bu kiimeleme,
kaliplar1 aydinlatabilmekte ve hastalik biyobelirteglerinin (sinmif {iyeligiyle en ¢ok
korelasyon gdsteren metabolitler) belirlenmesine yardimci olabilmektedir (Li vd. 2020).
Dogrusal modeller metabolomiks verileri i¢in yaygin olarak kullanilmasina ragmen,
coklu dogrusal baglantidan etkilenmektedir. Bununla birlikte, cok degiskenli istatistikler
yiiksek boyutlu korelasyonlu metabolomik veriler igin gelisen yontemler olarak dikkat
cekmektedir. Bunlar arasinda en sik kullanilanm1 “Gizli Yapilara Projeksiyon (PLS”)
regresyonu ve onun siniflandirma versiyonu “PLS-DA” olarak tanimlanmaktadir. Tek
degiskenli yontemler s6z konusu oldugunda, degiskenler klasik istatistik araglari
(Student’s t-test, ANOVA veya karma modeller gibi) kullanilarak tek tek analiz edilmekte
ve yalnizca diisiik p degerlerine sahip olanlar ilgili kabul edilmektedir. Bununla birlikte,
hedeflenmemis metabolomiklerde toplam metabolit miktarini dogrudan Olgmek igin

standart bir yontem olmadigindan, c¢oklu karsilagtirmalar yapildiginda yanls kesifleri
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azaltmak i¢in diizeltme stratejileri kullanilmaktadir (Bonini vd. 2020). Cok degiskenli
analizlerde sonuglarin genellestirilebilmesini saglamak amaciyla modellerin her zaman

dogrulamasinin yapilmasi gerekemektedir.

Metabolomiks, biyolojik sistemlerin altinda yatan biyokimyasal siirecleri anlamak igin
giiclii bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Metabolit seviyelerinin dl¢iilmesi neticesinde
bir hiicrenin, dokunun, organin veya organizmanin fizyolojik durumunun yani sira
hastaliklarin, ilaglarin ve diger ¢evresel faktorlerin etkileri hakkinda bilgi
saglanabilmektedir (Cavicchioli vd. 2022). Biyomedikal arastirmalarda metabolomik,
hastaliklar i¢in yeni biyobelirtegleri tanimlamak, hastalik mekanizmalarini anlamak ve
yeni terapotik stratejiler gelistirmek igin kullanilabilmektedir. Kanser hiicrelerinde
meydana gelen karmasik metabolik degisiklikler hakkinda bilgi saglayarak kanser
arastirmalarinda dnemli bir rol oynamaktadir. Kanserle iliskili metabolik degisikliklerin
anlasilmasi, kanser teshisi, tedavisi ve yeni tedavilerin gelistirilmesi i¢in 6nemli sonuglar
dogurabilmektedir. Biyobelirteg kesfinde metabolomik, farkli kanser tiirleriyle iligkili
spesifik metabolitleri veya metabolik profilleri tanimlayabilmektedir. Bu biyobelirtecler
erken teshis, prognoz ve hastaligin ilerlemesini izlemek i¢in kullanilabilmektedir (Garcia-
Aloy vd. 2020). Metabolik profilleme yapilan kanser metabolomiks calismalarinda,
kanser hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla farkli metabolik profillerini ortaya
cikarabilmektedir. Kanser hiicreleri genellikle artan glikoliz (Warburg etkisi) ve degisen
lipid metabolizmas1 dahil olmak iizere enerji metabolizmasinda degisiklikler
sergilemektedir. Bu metabolik degisimlerin anlagilmasi, kanser gelisiminin altinda yatan

mekanizmalar hakkinda bilgi saglayabilmektedir (Dos Santos Cotrim vd. 2023).

Ilag kesfi ve kisisellestirilmis T1p alaninda metabolomiks, kanser hiicrelerinin degismis
metabolik yollarindaki potansiyel ila¢ hedeflerini belirlemek i¢in kullanilabilmektedir.
Ayrica kanser hiicrelerinin ¢esitli tedavilere nasil yanit verdiginin degerlendirilmesine de
yardimci olabilmektedir (Moreno-Torres vd. 2022). Bu bilgiler, kanser hastalar1 igin
hedefe yonelik tedaviler ve kisisellestirilmis tedavi planlari gelistirmek i¢in degerli
olabilmektedir. Bir timdriin  farkli  bolgeleri farkli  metabolik  profiller
sergileyebilmektedir. Kanser hiicrelerinin c¢esitliligini ele alan tedavi stratejilerini

gelistirmek admna timor i¢i heterojenligi incelemek ise olduk¢ca Onemli kabul
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edilmektedir. Tedavi yanitinin izlenmesi igin metabolomikler kanser hiicrelerinin
tedaviye nasil yanit verdigini izlemek igin kullanilabilmektedir (Alarcon-Barrera vd.
2022). Metabolik profillerdeki degisiklikler, bir tedavinin etkili olup olmadigina veya
kanserin direng gelistirip gelistirmedigine dair erken gostergeler de saglayabilmektedir.
Kanser hiicreleri hayatta kalmak ve biiylimek icin genellikle belirli metabolik yolaklar
aktive etmektedir. Metabolomik, terapotik amaglar i¢in kullanilabilecek metabolik
giivenlik agiklarini ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu giivenlik agiklarinin hedeflenmesi, daha
etkili kanser tedavilerinin gelistirilmesine yol agabilmektedir (Mukherjee vd. 2022).
Metabolomik ayrica, kanser ilerlemesi sirasinda ve deneysel tedavilere yanit olarak
meydana gelen metabolik degisiklikleri arastirmak igin hiicre hatlari, hayvan modelleri
ve hastadan tiiretilmis ksenograftlari igeren kanser arastirmalarinda da kullanilmaktadir.
Bununla beraber, kanser i¢in minimal invaziv ve son derece hassas tani testlerinin

gelistirilmesine yardimci olabilmektedir (Chen vd. 2022).

Karaciger kanser metabolizmasi, hem kanser hiicrelerinin uygun olmayan sekilde
cogalmasini ve tiimor mikro ¢evresine uyum saglamasi i¢in hiicre i¢i metabolizmanin
yeniden programlanmasini, hem de diizenli doku metabolizmasindaki dalgalanmalar1
icermektedir. Karaciger sirozu, karaciger kanseri ve HSK iligkili metabolomiks ve
metabolit profili; kanser teshisi, izlenmesi ve tedavisi agisindan ilgi odagi olmaya
baglamistir (Broeckling vd. 2023).

Metabolomiklerin genomik, proteomik ve transkriptomik verilerle entegre edilmesi,
kanserin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin daha kapsamli bir sekilde anlagilmasini
saglayabilmektedir. Bu multi-omik yaklasim, arastirmacilarin genetik degisikliklerin
kanserdeki metabolik yolaklari nasil etkilediginin aydinlatilmasina yardimei olmaktadir.
Ozetle, metabolomik, biyoloji ve saglik anlayisinda devrim yaratma potansiyeline sahip,

hizla biiyiiyen bir alan olarak son yillarda 6n plana ¢ikmaktadir.

2.7.4 Lipidomiks ve kanser alaninda kullanim

Lipidomiks, biyolojik sistemlerde lipidlerin tanimlanmasi ve ilgili hiicresel yolaklarin ve

aglarin aydinlatilmasi olarak bilinmektedir (Han 2007). “Lipidom” kelimesi bir hiicre,
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doku, organizma veya ekosistemdeki tiim lipid profilini tanimlamak igin kullanilmakta
ve diger ana biyolojik molekiil siniflarin1 (amino asitler, sekerler, glikoliz ve TCA ara
rtinleri ve niikleik asitler gibi) da igeren “metabolom”un bir alt kiimesi olarak
bilinmektedir. Her ne kadar “metabolomiks” semsiyesi altinda yer alsa da, lipidlerin diger
metabolitlere gore benzersizligi ve islevsel 6zgiilliigii nedeniyle lipidomik bagl bagina
ayr1 bir disiplin olarak kabul edilmektedir. Lipidomiks arastirmalari, hiicresel lipidlerin
yapilarini, islevlerini, etkilesimlerini ve dinamiklerini belirlemenin yami sira hiicresel
lipid molekiilerinin diger proteinler ve metabolitlerle etkilesimlerinin tanimlanmasini ve
miktarinin belirlenmesini igermektedir (Kostidis vd. 2023). Lipidomiks, lipid molekiiler
tiirlerini dogasinda bulunan spesifik kimyasal 6zellikleri kapsamli bir kiitle spektrometrik

yaklagimla biitiinlestirerek tanimlanmaktadir (Han ve Gross 2005).

Lipidomiks, MS, NMR, floresan spektroskopisi, ¢ift polarizasyon interferometrisi ve
hesaplama yontemlerini igermektedir. Lipidomiks is akis semasi sekil 2.23’°de
sunulmaktadir. Biyolojik orneklerden lipid ekstraksiyonu ve izolasyonunu igeren
yontemlerin  ¢ogu, hidrokarbon =zincirlerinin organik ¢oziiclilerdeki  yliksek
¢oziinlirliigiinden faydalanmaktadir. Lipid siniflarindaki ¢esitlilik géz dniine alindiginda,
tim smiflart ortak bir ekstraksiyon yontemiyle karsilamak miimkiin olmamaktadir.
Geleneksel Bligh/Dyer prosediirii (Bligh ve Dyer 1959), organik katmana faz
boliinmesini igeren kloroform/metanol bazli protokolleri icermektedir. Kati faz
ekstraksiyon kromatografisi, ham lipid karigimlarimin farkli lipid siniflarina hizli ve
hazirlayict bir sekilde ayrilmasi i¢in kullanigh bir yontem olarak belirtilmektedir. Bu
teknik, lipit karigimlarindan gliserofosfolipitleri, yag asitlerini, kolesteril esterleri,
gliserolipitleri ve sterolleri ayirmak i¢in silika veya diger sabit fazlari iceren dnceden
paketlenmis kolonlarin kullanilmasini icermektedir (Sullards vd. 2007). HPLC veya LC,
lipidomiks analizlerde kiitle analizinden oOnce lipitleri ayirmak ic¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Normal fazli HPLC gliserofosfolipidleri bas grup polaritesi temelinde
etkili bir sekilde ayirirken, ters faz HPLC eikosanoidler gibi yag asitlerini zincir
uzunlugu, doymamislik derecesi ve ikame temelinde etkili bir sekilde ayirabilmektedir

(Malavolta vd. 2004).
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Sekil 2.23 Lipidomiks is akis semas1 (Ward vd. 2021)

Lipid profili olusturma, bir hiicre veya dokudaki lipid tiirlerinin kapsamli bir analizini
saglayan hedefli bir metabolomiks platform olarak bilinmektedir. Elektrosprey
iyonizasyon tandem kiitle spektrometrisine (ESI-MS/MS) dayali profilleme, kantitatif
veriler saglayabilmekte ve yiiksek verimli analizlere uyarlanabilmektedir (Serhan vd.
2003). Lipidomik i¢in, 6zellikle MS tabanli yaklagimlar i¢in énemli bir zorluk, bilgi
edinme ve isleme zinciri boyunca ¢esitli asamalarda ortaya ¢ikan biiyiik miktarda veriyi
islemenin hesaplamali ve biyoinformatik taleplerinde yatmaktadir (Subramaniam vd.
2011). Kromatografik ve MS veri toplama, spektral hizalama ve sinyal yogunluklarindaki
dalgalanmalarin  istatistiksel ~olarak degerlendirilmesi i¢in  Onemli ¢abalar
gerektirmektedir (Sysi-Aho vd. 2007). Son yillarda, lipidler de dahil olmak {izere
metabolitlerin MS profillemesi ile tiretilen verileri analiz etmek i¢in c¢esitli sirketler ve
aragtirma gruplar1 tarafindan bir dizi yazilim paketi gelistirilmistir. Diferansiyel
profilleme icin veri isleme genellikle girdi dosyas1 manipiilasyonu, spektral filtreleme,
pik tespiti, kromatografik hizalama, normallestirme, gorsellestirme ve veri aktarimi dahil
olmak tizere birka¢ asamalardan ge¢mektedir. Metabolik profil olusturma yazilimina bir
ornek, ticretsiz olarak kullanilabilen Java tabanli MZmine uygulamasit olarak

bilinmektedir (Katajamaa vd. 2006). Yakin zamanda MS-DIAL 4 yazilimi, 117 lipid alt
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smifi ve 8051 lipid igin alikonma siiresi, ¢arpisma kesiti ve tandem kiitle spektrometresi
bilgileri iceren kapsamli bir lipidom atlasi ile entegre edilmektedir (Tsugawa vd. 2020).
Markerview gibi baz1 yazilim paketleri ise ¢ok degiskenli istatistiksel analiz (6rnegin,
temel bilesen analizi) icermekte ve 6zellikle lipid bazli biyobelirteglerin gelistirilmesi i¢in
fizyolojik bir fenotiple iligkili lipid metabolitlerinde korelasyonlarin tanimlanmasina
yardimct olmaktadir. Kantitatif lipidomik verilerin ilgili transkripsiyonel veriler (gen
dizisi yontemleri kullanilarak) ve proteomik verilerle (tandem MS kullanilarak)
birlestirilmesi ise, metabolik veya sinyal yolaklarinin daha derinlemesine anlagilmasi i¢in

Onemli bir sistem biyolojisi yaklasimi saglamaktadir.

Lipidomiks aragtirmalarda, bir hiicrenin fizyolojik veya patolojik durumundaki farkli
lipid molekiiler tiirleri tanimlanabilmektedir. Bu nedenle lipidomik ¢alismalar, hiicresel
lipid metabolizmasi, trafigi ve homeostazindaki degisiklikleri tanimlayarak lipidle iligkili
hastalik siireclerinin biyokimyasal mekanizmalarini tanimlamada onemli bir rol
oynamaktadir (Klose vd. 2012). Kanser arastirmalari baglaminda lipidomiks, kanser
hiicrelerinde lipid metabolizmasinin nasil degistigine ve bu degisikliklerin kanser
gelisimi ve ilerlemesi iizerindeki etkisine dair degerli bilgiler saglamaktadir (Wang vd.
2022). Kanser hiicreleri genellikle lipid metabolizmasinda onemli degisiklikler
sergilemektedir. Bu degisiklikler arasinda artmis de novo lipid sentezi, degismis yag asidi
bilesimi ve gelismis lipid alimi yer alabilmektedir. Lipidomiks, bu degisikliklerin
karakterize edilmesine ve kanser biyolojisindeki rollerinin anlagilmasina yardimci
olmaktadir (Costantini vd. 2023). Spesifik lipid tiirleri veya lipid profilleri, farkli kanser
tiirleri igin biyobelirte¢ gorevi gorebilmektedir. Dokularin, kanin veya diger biyolojik
orneklerin lipid bilesimini analiz ederek, lipidomik kanser teshisine ve hastaligin
ilerlemesinin izlenmesine yardimci olabilmektedir. Ornegin, belirli fosfolipidler veya
seramidlerdeki degisiklikler kanserle iliskilendirilmektedir (Barupal vd. 2023).
Lipidomiks, kanserle ilgili yolaklarda yer alan lipid sinyal molekiillerinin belirlenmesine

de yardimci olabilmektedir (Aramaki vd. 2023).

Bir timor icindeki farkli bolgeler farkli lipid profillerine sahip olabilmektedir.
Lipidomiks, bir tlimor ¢evresindeki lipid gesitliligini anlamak i¢in gerekli olan timdr igi

heterojenite hakkinda bilgi saglayabilmektedir (Martin-Saiz vd. 2023). Bu bilginin
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kisisellestirilmis tedavi stratejileri lizerinde etkileri olabilmektedir. Bununla birlikte
lipidomiks yaklagimlar1 iceren gilincel aragtirmalar, ilaglarin veya tedavilerin kanser
hiicrelerinin lipid bilesimini nasil etkiledigini inceleyebilmekte ve bu da lipid hedefli
kanser tedavilerinin gelistirilmesine imkan saglayabilmektedir (Chen vd. 2023). Bazi
lipidler ve lipid yolaklar1 kanserde ilag direnciyle iliskilendirilmektedir. Lipidomik, ilaca
direncli kanser hiicrelerinde lipid bilesimi ve metabolizmasindaki degisiklikleri
inceleyerek direncin iistesinden gelmeye ve daha etkili tedaviler gelistirmeye katkida
bulunabilmektedir (Kostidis vd. 2023). Lipidomiks ayrica, spesifik membran lipidlerinin
kanser metastazi siireclerindeki roliine 151k tutabilmektedir. Membran lipid bilesimindeki
degisiklikler, kanser yayiliminin 6nemli yonleri olan hiicre yapigmasini, hareketliligini ve

istilasini etkileyebilmektedir (Pranneshraj vd. 2022).

Hizla genisleyen bu alan, tiimii sistem biyolojisi ailesini olusturan genomik ve proteomik
alanlarinda kaydedilen biiyiik ilerlemeyi tamamlamaktadir (Yoon vd. 2022, Kostidis vd.
2023). Lipidomiks verilerinin genomiks, proteomiks ve metabolomiks verilerle entegre
edilmesi, kanserdeki molekiiler degisikliklerin daha kapsamli bir goriiniimiine katki
saglayabilmektedir (Liu vd. 2022, Bai vd. 2023). Ozetle, lipidomik kanser
arastirmalarinda giiglii bir ara¢ olarak kabul edilmekte ve lipidlerin kanser biyolojisi,
teshis ve terapotik stratejilerdeki roliine iliskin 6ngdriiler saglamaktadir. Kanserle iliskili
lipid degisikliklerinin anlagilmasi, yeni kanser tedavilerinin ve kisisellestirilmis tibbin

gelistirilmesi i¢in dnemli etkilere sahip olmaktadir.

58



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Tez calismasi kapsaminda kullanilan malzeme ve Kit bilgileri ¢izelge 3.1°de, cihaz

bilgileri ise ¢izelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.1 Tez calismasi kapsaminda kullanilan kiyasal ve kit bilgileri

Kimyasal Malzemeler ve Kitler

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco, ABD
MRS Merck, ABD

Dimetil Siilfoksit (DMSO) Serva, ABD

Fetal S1gir Serumu (FBS) Sartorius, Almanya

Penisilin-Streptomisin Sartorius, Almanya

L-glutamin Sartorius, Almanya

10X Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Sartorius, Almanya

Tripsin-EDTA Sartorius, Almanya

Tripan mavisi Sartorius, Almanya

3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil
tetrazolyum bromiir (MTT)

Sigma, ABD

Anneksin V-FITC Apoptoz Tespit Kiti BioLegend, ABD

Tripsin/Lys-C endoproteinaz
Tetraetilamonyumm bromiir
Metabolomiks dahili standart kiti
Asetonitril

Formik asit

Metanol

Kloroform

Promega, ABD
Sigma, ABD
Biocrates, Avusturya
Sigma, ABD

Sigma, ABD

Sigma, ABD

Merck, ABD



Cizelge 3.2 Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan cihaz bilgileri

Cihazlar Marka

Liyofilizator Buchi, isvicre
CO2’li Inkiibator Niive, Tiirkiye
Santrifiij Niive, Tiirkiye
Sicak su banyosu Niive, Tiirkiye
Hiicre sayim cihazi BioRad, ABD
Inverted mikroskop Olympus, Japonya
Mikroplaka okuyucu Epoch, ABD
LC/MS-MS Orbitrap Thermo Scientific, ABD
Oto Ornekleyici Robot Zinsser Analytical, Almanya
Derin dondurucu Eppendorf, Almanya
Mikro Santrifiij Eppendorf, Almanya
VisiprepTM vakum Sigma Aldrich, ABD
Qubit Protein Analizorii Invitrogen, ABD
Vortex karistiric Helma, Almanya

3.2 Yontem

3.2.1 Postbiyotiklerin hazirlanmasi

Tez calismasi kapsaminda, Nigde bolgesinden toplanan kansere direngli kor kostebek
faresi Nannospalax xanthodon (erkek; 2n=58) bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen
Ligilactobacillus animalis EIR/SpX-1 susu (Zatari, 2022) postbiyotik {ireticisi olarak
kullanilmistir. Postbiyotik eldesinin temel asamalar: sekil 3.1°de 6zetlenmistir. -80 °C’de
gliserol stoklarinda saklanan bakteri susu MRS-B besiyerine inokiile edilmis ve 37 °C’de
24 saat kiiltiire edilmistir. Bakterilerin gelisimi i¢in ihtiya¢ duydugu anaerobik kosullar
anaerobik kit (Sigma, Almanya) igeren jar kullanimi ile saglanmstir. Inkiibasyonu
takiben 8.500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilen kiiltiiriin {ist faz1 (slipernatant) toplanmis

ve steril membran filtreden (0.22 um) gecirilerek hiicrelerinden tamamen
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uzaklastirilmigtir. Ardindan, sirastyla -20 °C ve -80 °C’de dondurulmus ve liyofilizasyon
islemine tabi tutulmustur. Toz formda elde edilen postbiyotikler steril distile su ile
¢Oziinmiis, membran filtre (0.22 um) kullanilarak sterilize edilerek sonraki asamalarda

kullanilmak iizere -80 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.1 Postbiyotik eldesinin sematik 6zeti (1) Saf kiiltiiriin1 00 mL s1v1 besiyerine % 1
oraninda inokiilasyonu, (2) 37 °C’de 24 saat inkiibasyon, (3) Aktif kiiltiiriin
eldesi, (4) 8.500 rpm’de 20 dakika santrifiij, (5) Postbiyotik igerikli iist fazin
ayrimi, (6) Postbiyotik igerikli {ist fazin hiicrelerinden arindirilmak igin 0.22
um c¢apli membran filtreden gegirilmesi, (7) Liyofilizasyon [vakum basinci:
0.120 mB-kondansér sicakligi -58 °C (Buchi freze dryer, Isvicre)], (8)
Postbiyotiklerin toz formda eldesi.

3.2.2 Hiicre kiiltiirii

Tez g¢alismas1 kapsaminda, karaciger kanser hiicresi olarak hepatoselliiler karsinoma
hiicre hatt1 (Hep-40), kontrol grubu olarak da karaciger stellat hiicre hatt1 (Lx-2, primer
insan hepatik stellat hiicre) kullanilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Hiicrelerin (Lx-2 ve Hep-40) genel mikroskop goriintiileri

Hep-40 hiicreleri % 1 penisilin/streptavidin ve % 10 fetal sigir serumu igeren diisiik
glukozlu DMEM besiyerinde, Lx-2 hiicreleri ise % 1 penisilin/streptavidin ve % 10 fetal
sigir serumu igeren yiiksek glukozlu DMEM besiyeri igerisinde 37°C sicaklikta ve % 5
COz ile % 95 bagil nem igeren kiiltiir ortaminda gelistirilmistir. Hiicreler belirli bir
yogunluga ulastiginda (konfluent), tripsin-EDTA ile toplanarak T-75 kiiltiir kabina

transfer edilmis ve belirli yogunluklarda pasajlanmistir. Tez c¢alismasi kapsaminda
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mikoplazma kontaminasyonu agisindan negatif ve 10-20 pasaj numarasina sahip hiicreler

kullanilmistir.

3.2.3 Sitotoksisite analizleri

Daha 6nceki ¢alismalarimiz neticesinde Hep-40 hiicreleri tizerinde segici sitotoksik etki
sergiledigi belirlenen postbiyotiklerin 1.000 pg/mL dozunun hiicre canliligi tizerindeki
etkisi tekrar dogrulanmistir. Bu amagla, 96 kuyulu mikroplakalara kuyu basina 100.000
hiicre ekilmis ve tutunmalari igin 37 °C sicaklik, % 5 CO2, % 95 bagil nem kosullarinda
24 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben besiyeri uzaklastirilan
kuyulara 1.000 pg/mL dozunda postbiyotik iceren besiyeri eklenmistir. Postbiyotik
icermeyen besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmistir. 48 saat siiren inkiibasyonun
ardindan kuyulara 10 uL MTT soliisyonu (5 mg/mL) eklenmis ve 4 saat inkiibe edilmistir.
Olusan mor renkli formazan kristalleri 100 uL. DMSO kullanilarak ¢éziinmiis ve agiga
¢ikan rengin sahip oldugu optik yogunluk mikroplaka okuyucuda 570nm dalga boyunda
okuma alinarak belirlenmistir (Sekil 3.3) (Denizot vd. 1986).

3.2.4 Apoptoz analizleri

Postbiyotik ile muamele sonrasi hiicrelerin canliliklar1 ve apoptoz durumlari, iireticinin
talimatlarina uygun olacak sekilde Anneksin V-FITC Apoptoz Tespit Kiti kullanilarak

akis sitometrisi ile degerlendirilmistir.

6 kuyulu hiicre plakalarina kuyu bagina 500.000 hiicre ekilmis ve tutunmalari igin 37 °C
sicaklik, % 5 CO2, % 95 bagil nem kosullarinda 24 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir.
Inkiibasyonu takiben besiyeri uzaklastirilan kuyulara 1.000 pg/mL dozunda postbiyotik
iceren besiyeri eklenmistir. Postbiyotik igermeyen besiyeri negatif kontrol olarak
kullanilmistir. 48 saat siiren inkiibasyonun ardindan kuyulardaki iist faz uzaklagtirilmis
ve PBS ile yikama yapilmistir. Hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmis ve
200xg’de 5 dakika santrifiij edilerek toplanmistir. Elde edilen hiicrelerin PBS ile yikamasi
yapilmis ve 150 pL Annexin V Binding Buffer eklenerek hiicreler siispanse hale

getirilmistir. Ardindan, siispanse haldeki hiicrelerin tizeriec 5 pL FITC-Annexin V ile 1
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uL propidyum iyodiir (PI) soliisyonu karanlik ortamda eklenmis ve 15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyonu takiben, akis sitometrisi kullanilarak

apoptoz analizi gergeklestirilmistir.

Mikroplaka kuyularina hiicre 48 saat inkiibasyon MTT soliisyonu ile 4 saat
dagitiimasi muamele

-
000000000 \-' -00090000000\\7 900000000000
‘000000000090 ‘000000000008 ‘000000000000
000000000000 000000000000 000000000000
000000000000 G00CO000CC0000 000000000000
000000000000 000QO00000C000 900000000000
0COC0OCOCO0000 000000000000 00000C0Q00O00
000000000000 000000000000 0000000000006
000000000000 000000000000 000000000000

MTT reaktifi
o DMSO eklenmesi e 570nm’de spektrofotometrik
okuma

—
H
———y
Formazana kristalleri

Sekil 3.3 MTT analizine ait is akis semasi

3.2.5 Canl hiicre sayimi

Bu amacla, apaptoz analizleri i¢in tasarlanan hiicre kiiltiirii calismalar1 tekrar edilmistir.
Postbiyotiklerle inkiibasyonu takiben kuyulardaki iist faz uzaklastirilmis ve PBS ile
yikama yapilmistir. Hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmis ve 200xg’de 5 dakika
santrifiij edilerek toplanmistir. Canli hiicre sayilari, tripan mavisi kullanilarak otomatik

hiicre sayim cihazi (TC20™ Bio-Rad) kullanilarak belirlenmistir (Sekil 3.4).
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Hiicre siispansiyonu santrifiij edilir.

Santrifij Supernatant

. Hiicre pelleti

Hiicreler PBS ile siispanse edilir, tripan mavisi eklenir.

25C

b1 &=

Hiicre sayimi gergeklestirilir.

W~ Canl hiicre
/ "y ~d
p 4 -t
5 > ? L ;. T Apoptotik
.- b hicre
~ N\

Hemositometre

Sekil 3.4 Canli hiicre sayimina ait teknik asamalarin is akis semast

3.2.6 Sekretomlarin eldesi

Karaciger kanser hiicresi olarak kullanilan Hep-40 hiicreleri ve kontrol grubu olarak
secilen LX-2 primer insan hepatik stellat hiicreleri ile kansere direncli kor kostebek faresi
bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen Ligilactobacillus animalis EIR/SpX-1 susuna ait
postbiyotikler (1.000 pg/mL) birlikte daha 6nce belirtilen kosullarda kiiltiire edilmistir.
Kontrol olarak postbiyotik igermeyen hiicreler kullanilmistir. Inkiibasyonu takiben
kuyulardaki iist faz toplanmis ve membran filtreden (0.22 pm) gecirilerek hiicrelerinden
tamamen uzaklastirilmistir. Ardindan, sirasiyla -20 °C ve -80 °C’de dondurulmus ve
liyofilizasyon islemine tabi tutulmustur. Bu asamada, besiyerinden gelen protein ve
metabolitleri goz ardi etmemek adina hiicre kiiltiirlinde kullanilan besiyerleri ile

postbiyotik eldesinde kullanilan MRS besiyeri de caligmalara dahil edilmistir.
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3.2.7 Proteomiks analizler

3.2.7.1 Protein ekstraksiyonu

Bir onceki asamada elde edilen liyofilize sekretom orneklerinden oncelikli olarak
protein ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla, liyofilize haldeki sekretom
numuneleri lizerine 300 uL proteaz ve fosfataz inhibitorii (Roche, ABD) ile desteklenen
0.1 M NaxCOsz ve 10 mM sodyum ortovanadat (pH:11) ¢6zeltisinden eklenerek buz
tizerinde 3 kez 10 saniye siireyle sonikasyon islemi gergeklestirilmistir (Dun vd. 2015).
Ardindan protein ekstraksiyonu Zinsser Anaytical (Salzburg, Avusturya) 6n hazirlama
tinitesi kullanilarak otomatize olarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.5). Protein miktari ise

bicinchoninic asit (BCA) protein tayin kiti kullanilarak belirlenmistir.

3.2.7.2 Kromatografik analizler ve kiitle spektrometre ¢alismalar:

Kromatografik analizler kapsaminda 200 pg protein {ire/tiyoiire denatiirasyon tamponu
(6 M iire, 2 M tiyoiire) ile muamele edilmistir. Denatiire proteinler 10 mM dithiothreitol
kullanilarak oda sicakliginda 30 dakika siiresince indirgenmistir. indirgenen 6rnekler,
20 mM 1yodoasetamid kullanilarak oda sicakliginda 45 dakika siiresince karanlik ortam
sartlarinda alkillenmistir. Ardindan, ilk olarak Lys-C sindirimini etkinlestirmek
amaciyla 1:40 (enzim:protein) oraninda Tripsin/Lys-C endoproteinaz (Promega, ABD)
kullanilarak karanlik ortamda oda sicakliginda 3 saat boyunca sindirim islemi
gerceklestirilmistir. Lys-C sindirim isleminden sonra, numune soliisyonuna 20 mM
tetraetilamonyum bromiir (pH:7.8) eklenerek 1 M iire, 0.33 M tiyoiire oraninda
seyreltme islemi gerceklestirilmis ve tripsin sindirimini etkinlestirmek i¢in numunler

gece boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.5 Proteomiks ¢alismalarinda kullanilan otomatik protein ekstraksiyon hazirlama
tinitesi genel goriintiisii (a), otomatize pipetleme {initesine ait goriintii (b)

Tripsinasyonu takiben, peptid ¢ozeltilerine lipidlerin ¢oktiiriilmesi i¢in formik asit (%

2 v/v) eklenmis ve numuneler 4 °C’de 10 dakika boyunca 14.000xg’de santrifiij

edilmistir. Ardindan 6rnekler lireticinin talimatlar takip edilerek EmporeTM C18 kat1
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faz ekstraksiyon (SPE) kartusuna (I mL basina 4 mm) enjekte edilmis ve VisiprepTM
vakum manifoldu (12 portlu, Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak tuzdan arindirilmistir.

Peptid eliisyonlarmin saflign ve miktar1 Qubit® Protein Assay (Invitrogen, ABD)
kullanilarak Ol¢tilmistiir. Liyofilize edilen 6rnekler MS yiikleme tamponu (% 2
asetonitril, % 0.1 trifloroasetik asit) ile yeniden siispanse edilmis ve kiitle spektrometre

analizlerine kadar once -80 °C’de saklanmustir.

Shotgun proteomiks i¢in sivi kromatografi tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)
kullanilmigtir. Cihaza (Vanquish Nano/Cap 3500-RS LC sistemi, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, ABD) 500 ng peptid enjekte edilmis ve numuneler EASY-
Spray PepMap C18 LC kolonu (75 um x 15 ¢m, C18, 2 uM, 100 A, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak MS 6ncesinde 300 nL/dakika sabit akis
hizinda 150 dakikalik bir gradyanla ayrilmistir. Bu kapsamda ¢oziicii A olarak su
icerisinde hazirlanmis olan % 0.1 formik asit, ¢oziicii B olarak da asetonitril icerisinde
hazirlanmis olan % 0.1 formik asit kullanilmistir. Peptidler 6ncelikle 6 dakika boyunca
% 2 oraninda ¢oziicli B ile enjekte edilmis ve 6 ile 126 dakika arasinda % 2 ile % 35
oraninda ¢oziicii B arasinda bir gradyanla eliisyon islemine tabi tutulmustur. Ardindan
kalan peptitder 0.1 dakika artisla % 35 ile % 90 oraninda ¢oziicii B kullanilarak 1.9
dakika boyunca yikanmistir. Son olarak LC baslangi¢ kosullarina dénmeden once 22

dakikalik bir dengeleme adimi (% 2 ¢6ziicii B) uygulanmistir.

Bu asamalari takiben, MS analizleri igin Q-Exactive Plus High-Resolution Quadrupole-
Orbitrap (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, ABD) tandem kiitle spektrometrisi
(MS/MS) kullanilmustir (Sekil 3.6). Oncii iyonlar; tam kiitle taramas1 (400-2000 m/z,
70.000 ¢oziiniirliik) ile 1e®’da otomatik kazang kontrolii (AGC) hedef degeri ve
maksimum enjeksiyon dolum siiresi 50 ms’de 6lgiilmiistiir. Uriin iyonlar1 27 V
normallestirilmis carpisma enerjisi ile par¢alanmis ve Orbitrap iizerinde 35.000
¢oziiniirliikte analiz edilmistir. AGC hedef degeri 2e® olarak ayarlanmis ve orbitrap
icindeki dogru iyon popiilasyonunu kontrol etmek i¢in maksimum enjeksiyon dolum

stiresi 120 ms olarak belirlenmistir. Dinamik dislama 30 saniye boyunca kullanilmistir.
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Sekil 3.6 Proteomiks calismalar1 kapsaminda kullanilan Q-Exactive Plus High-
Resolution Quadrupole-Orbitrap cihazi genel goriintiisii

3.2.7.3 Veri analizi

Shotgun proteomiks caligsmalar1 kapsaminda LC-MS/MS’den elde edilen ham verilerin
analizi Thermo Proteome Discoverer (siirim 2.4.1.15) yazilim programi araciligiyla
gerceklestirilmistir. Kullanilan yazilim programinin ara yiizii sekil 3.7°de sunulmustur.
Programda yer alan Sequest HT arama motoru kullanilarak Uniprot proteom
veritabanina (Human proteome, Taxonomy ID: 9606) karsi bir protein/peptid
tanimlama raporu olusturulmustur. MS ve MS/MS analizlerinde gerceklestirilen tiim
taramalar 10 ppm hata pay1 ile degerlendirilmistir. Hem proteinlerin hem de peptidlerin
tanimlanmasi i¢in giiven gostergeleri < %1 (strict) ve < %5 (relaxed) yanlis kesif orani
olarak esiklenmistir. Orneklerdeki protein tanimlamasi icin giiven seviyesi “yiiksek”,
“pik bulundu” ve “bulunamadi” olarak netlestirilmistir. Programda parcalayici enzim
olarak tripsin se¢ilmistir. Metiyonin oksidasyonu, asparajin ve glutamin deamidasyonu,
sisteinlerin karbamidometilasyonu, lizin asetilasyonu, lizin metilasyonu, serin, treonin
ve tirozin fosforilasyonu, metiyonin kaybi1 ve metiyonin kayb1 ile asetilasyonu ise
dinamik modifikasyonlar olarak segilmistir. Peptid dogrulamasi, Thermo Proteome
Discoverer (stirtim 2.4.1.15) programinda bulunan Precursor lons Quantifier ve Minora
algoritmas1 kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen veri matrisleri ayn1 yazilim

programi kullanilarak temel bilesen analizi (PCA) ve ¢ok degiskenli istatistiksel analiz
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yontemleri ile degerlendirilmis ve gruplarin ayrilmasinda dnemli olan proteinler tespit

edilerek volkan grafikleri, venn diyagramlar1 ve 1s1 haritalar1 olusturulmustur.
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Sekil 3.7 Proteom discoverer yazilim programinin ara yiiziine ait genel bir goriintii

3.2.8 Metabolomiks ve lipidomiks analizler

3.2.8.1 Metabolit/lipid ekstraksiyonu

Bir onceki asamada elde edilen liyofilize sekretom Orneklerinden Oncelikli olarak
metabolit ve lipid ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla suda ¢oziinen her
numune gece boyunca 4 °C inkiibe edilmis ve ardindan 11.000xg’de 10 dakika boyunca
4 °C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij islemini takiben iist fazdan 200 pL alinarak
mikrofiij tiiplerine aktarilmistir. Uzerine kloroform:metanol (1:1; v/v) igeren ¢oziicii
karistmindan 800 pL eklenmis ve ornekler 60 saniye boyunca vortekslenmistir.
Ardindan su ile seyreltme islemi yapilarak tekrar 60 saniye vorteks islemi
gerceklestirilmistir. 11.000xg’de 15 dakika boyunca 4 °C’de santrifiij islemini takiben

iist faz metabolit analizinde alt faz ise lipid analizinde kullanilmak tizere ayrilmistir.
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Lipidomiks analizleri i¢in; lipid bilesiklerini iceren faz 4 °C’de azot akisi altinda
kurutulmus ve 200 pL kloroform: metanol karisimi (2:1; v/v) kullanilarak
hazirlanan16:0 d31-18:1 fosfatidiletanolamin (10 pg/mL) ile sulandirilmistir. Son
olarak 1 dakika siiresince vortekslenen numunelerden 100 uL alinmis ve LC-MS analizi

icin otomatik drnekleyici ortamina aktarilmistir.

Metabolomiks analizleri igin; metabolitleri igeren 200 uL faz tizerine 800 uLL 1.6 mg/L
dahili standart (internal) igeren ve 6nceden sogutulmus olan kloroform:metanol (1:1,
v/v) eklenmistir. Dahili standartlar olarak; d5-L-triptofan, d4-sitrik asit, d10-16sin, d2-
tirozin, d35-stearik asit, d5-benzoik asit, 13C2-glukoz ve d7-alanin kullanilmustir.
Ardindan st faz (200 uL) alinmis ve daha once belirtildigi sekilde buharlastirilarak
kurutulmustur. 200 puL % 0.1 formik asit iceren asetonitrilde ¢oziilen 6rnekler analiz

edilmek iizere HILIC tipi kolona aktarilmistir.

3.2.8.2 Kromatografik analizler ve kiitle spektrometre calismalari

Hedeflenmemis metobolit ve lipid analizleri LC-MS/MS cihazinda (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, ABD) farkli kolonlar kullanilarak gergeklestirilmistir (Fraser
vd. 2012). Cihazin genel goriintiisii sekil 3.8’de sunulmustur. Apolar ve yart polar
lipidler i¢in C18 kolon kullanilirken, polar ve yar1 polar metabolitler i¢gin HILIC kolonu
kullanilmistir. Lipidomiks analizler i¢in 6rnekler 1.9 pm partikiil boyutuna sahip 100
mm X 2.1 mm Thermo Hypersil Gold C18 kolona enjekte edilmis ve 400 pl/dakika
akis hiziyla 16 dakikalik bir gradyan iizerinden eliisyon gerceklestirilmistir. Mobil faz
olarak, suda hazirlanan % 0.1 formik asit (¢oziicli A) ve asetonitrilde hazirlanan % 0.1

formik asit (¢coziicli B) ¢oziictileri kullanilmistir.

Metabolomiks analizler i¢in 6rnekler 5 pm partikiil boyutuna sahip 100 mm x 2.1 mm
ZIC-pHILIC kolona enjekte edilmis ve % 97 ¢oziicli A (1 dakika), % 97-70 ¢oziicii A
(1-12 dakika), %70-10 ¢oziicli A (12-14.5 dakika) ve %10 ¢oziicii A (14.5-17 dakika)
arasinda bir ¢oziicli gradyam kullanilarak 17 dakika boyunca eliisyon islemine tabi

tutulmustur. Mobil faz olarak asetonitrilde hazirlanan % 0.1 formik asit (¢coziicli A) ve

71



suda hazirlanan 16 mM amonyum format (¢oziicii B) kullanilmigtir. Akis hizi 250

uL/dakika olarak belirlenmistir.

Sekil 3.8 Metabolomiks ve lipidomiks ¢aligmalari i¢in kullanilan Q-Exactive Orbitrap
cihazinin genel goriintiisii

C18 ve HILIC kolonlarma enjekte edilen numuneler, elektrosprey iyonizasyon
teknolojisine sahip Exactive Orbitrap™ (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
ABD) adl1 yiiksek ¢oziiniirliklii bir kiitle spektrometresi kullanilarak analiz edilmistir.
Lipid analizi Q-Exactive kiitle spektrometresi (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Tam ve veriye bagh MS2 (ddMS2)
taramalarinin her ikisi de profil veri toplama modunda toplanmistir. Tam tarama modu
icin, maksimum 250 ms’lik bir tuzak dolum siiresiyle m/z 200-2000 kiitle araligini
kaydetmek tizere 35.000°lik bir kiitle ¢6ziiniirliigii parametreleri kullanilmistir. ddMS2,
MS?2 odlgtimleri ayarlanmis bir pik yogunlugu esigine ulasildiginda etkinlestirilmistir.
ddMS2 tarama modu i¢in, maksimum 120 ms tuzak dolum siiresi ile ayni kiitle
¢cOziinlirliliigli ayar1 korunmustur. Secilen MS1 taramalarinin izolasyon penceresi,
normallestirilmis carpisma enerjisi 30 = 1.5 m/z olarak belirlenmistir. Ornekler hem
pozitif hem de negatif iyonizasyon modlarinda ayr1 ayr1 analiz edilmistir. Pozitif iyon
modu parametreleri kapsaminda 4 kV piiskiirtme voltaji, 275 °C kapiler sicaklik, 90 V
kapiler voltaj, 120 V tiip lens olarak kullanilmistir. Negatif iyon modu parametreleri
ise; -2.5 kV piiskiirtme voltaji, 275 °C kapiler sicaklik, -90 V kapiler voltaj, -100 V tiip
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lens olarak ayarlanmistir. Azot kaynak gazi desolvasyon ayarlar1 tiim modlar (pozitif
ve negatif) i¢in degismeden kullanilmistir. Bu ¢alisma kosullar1 altinda perdeleme gazi
40 mL/dakika, yardimci gaz 10 mL/dakika, siipiirme gazi ise 5mlL/dakika olarak
belirlenmistir. Tiim bu parametreler iiretici tarafindan saglanan Xcalibur yazilim paketi
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak olusturulmustur.
Yontemin validasyonu i¢in her 10 numunede bir kalite kontrol numunesi enjekte
edilmistir. Dahili standardin alikonma siiresi, sinyal yogunlugu ve kiitle hatasi
calismalar sirasinda siirekli olarak izlenmistir. Iyonizasyon modu (pozitif ve negatif)
basina toplamda yaklasik dort numuneye ait par¢alanma verileri metabolit ve lipid

iyonlarinin/siiflarinin tanimlanmasi i¢in kullanilmisgtir.

3.2.8.3 Veri analizi

Hedeflenmemis metabolit ve lipid analizlerin kapsaminda MS analizini takiben elde
edilen ham veri dosyalar1 (Thermo.raw dosyalar1) ProteoWizard™ MSConvert islevi
kullanilarak mzXML dosyalarina doniistiiriilmiistir (Holman vd. 2014). Pik tespiti,
alikonma siiresi hizalamasi, gruplama ve bosluk doldurma gibi islemler XCMS R
paketinde yer alan araglara dayali olarak uygulanmistir (Smith vd. 2006). MS ve
MS/MS analizleri kapsaminda gergeklestirilen tiim taramalar i¢in 15 ppm pik tespiti,
3:15 pik genisligi, 0.02 kiitle farkliligi ve 10 sinyal esik degeri hata pay1 olarak
degerlendirilmistir. Alikonma zaman1 hizalamasi, varsayilan parametrelerle “orbitrap”
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tekrar 6rneklerindeki pikler ayni bolgedeki sinyal
entegrasyonunu igeren ‘“‘chrom” yontemiyle kontrol edilmistir. Pik tablolar1 hata pay1
dikkate alinarak filtrelenmis ve istatistiksel degerlendirme i¢in kullanilmigtir (Cao vd.
2017). Analiz asamasinda genis pikler degerlendirmeye alinmistir. Bilinen bazi
metabolitlerin pik sekli i¢cin HILIC, lipidler i¢in C18 verileri uygulanmistir. Son
degerler Sekil 3.9’da araylizii gosterilen XCMS Online metabolomics

(xcmsonline.scripps.edu) yazilimina “.raw data” formatinda yiiklenmistir.

Analizler kapsamina pozitif iyonlar olarak [M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+ ve [M+NH4]+,
negatif iyonlar olarak da [M-H]-, [M+FA-H]- ve [M+Cl]- iyonlar1 kullanilmistir.

Eklenti kimligini kontrol etmek amaciyla potansiyel molekiiler formiiliin izotopik
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dagilim1 incelenmistir. Tanimlanan piklerin alikonma siiresinin (RT) eslesmesi harici
standartlara ve analiz i¢i ilgili kiitiiphanelere gore degerlendirilmistir. QSRR (Kantitatif
Yapi-Alikonma Iliskisi) modeli HILIC ve C18’den elde edilen adaylarm RT’sini

tahmin etmek i¢in kullanilmistir.

8
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Sekil 3.9 XCMS Online metabolomiks yaziliminin ara yiiziine ait genel bir goriintii

Elde edilen veri matrisleri ayn1 yazilim programi kullanilarak temel bilesen analizi
(PCA) ve ¢ok degiskenli istatistiksel analiz yontemleri ile degerlendirilmis ve gruplarin
ayrilmasinda énemli olan metabolitler ve lipidler tespit edilerek molekiil karsilastirma
ve dagilim analizleri, yogunluk haritalari ve venn diyagramlart olusturulmustur.
Metabolit ve lipidlerle iliskili biyo-yolaklarinin kesfi iginse Metlin XCMS (Almanya)
ve KEGG (Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi) yazilimi kullanilmigtir. Sekil

3.10’da 6zetlenen ve yukarida detaylar1 sunulan tiim asamalar1 takiben elde edilen MS
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verileri (mzxML olarak) ve meta veriler, ¢alisma tanimlayicisi ile MetaboLights

veritabanina yiiklenmis ve biyo-yolak analizleri gergeklestirilmistir.

Hedeflenen Yéntem optimizasyonu Tandem MS analizi Veri isleme ve analiz
K
@2
3 —_ — —
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Sekil 3.10 Metabolomiks ve lipidomiks ¢alismalarinda takip edilen veri analizinin 6zet is
akis semasi

3.2.9 istatistiksel analizler

Bu arastirmanin tiim asamalari, en az 3 teknik tekrar ve iki bagimsiz biyolojik tekrar
olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA), Dunnett ve Tukey analizleri kullanilarak SPSS siiriim 22.0 (IBM, New
York, NY, ABD) ve GraphPad Prism v.3.0 (GraphPad Yazilimi, San Diego, CA, ABD)
yazilimlariyla degerlendirilmistir. Tiim istatistiksel analizlerde p<0.05 degeri anlamli

olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Postbiyotiklerin Hiicre Canlihgi Uzerindeki Etkileri

Bu tez calismasi kapsaminda, deneysel olarak indiiklenen karsinogeneze direnci ile
onemli bir model organizma olarak kabul edilen ve essiz biyolojik karakteristikleri ile
dikkat ¢eken kor kostebek faresi Nannospalax xanthodon bagirsak mikrobiyotasindan
izole edilen Ligilactobacillus animalis bakterisi tarafindan ftiretilen postbiyotiklerin
HSK iizerindeki anti-kanser etkisi kiiresel OMIKS yaklagimlari kullanilarak analiz
edilmistir. Ligilactobacillus animalis bakterisine ait postbiyotikler ise daha onceki
calismalarimizda HSK hiicre hatlarina karsi segici sitotoksisite sergiledikleri igin

secilmistir (Zatari, 2022).

OMIKS calismalarina baslamadan once, daha onceki calismalar neticesinde tespit
edilen segici anti-kanser aktivitenin dogrulamasi yapilmistir. Bu amagla, postbiyotikler
ile muamele edilen hiicrelerin canliligt MTT ile belirlenmistir. 48. saate kadar kontrol
olarak kullanilan Lx-2 hiicrelerinde herhangi bir sitotoksisite gézlenmemistir. Ancak,
kullanilan postbiyotiklerin Hep-40 hiicreleri tizerinde 36. saatten itibaren segici

sitotoksisite sergiledigi tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Tripan mavisi kullanilarak yapilan canli hiicre sayimlarinda ise 48. saatte postbiyotikler
ile muamele edilmeyen kontrol hiicrelerinde 1.23x107, muamele edilen hiicrelerde 9.91
x10° hiicre sayilirken, postbiyotikler ile muamele edilmeyen Hep-40 hiicrelerinde
1.05x10’, muamele edilen hiicrelerde 8.29 x10° hiicre sayilmustir. 48 saat inkiibasyonu
takiben canli ve apoptotik hiicre yiizdeleri ise PI-Annexin kiti kullanilarak
gerceklestirilen boyamayr takiben akis sitometresi kullanilarak belirlenmistir. Elde

edilen veriler sekil 4.2-4.3’de sunulmustur.
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Sekil 4.1 48 saat inkiibasyonu takiben farkli zaman araliklarinda hiicre canliligt MTT
analiz sonuglar1 (Kontrol; postbiyotik icermeyen, MK-7; postbiyotik ile

muamele edilen)

77



LX2-48-h control 1

0
=]
=
[-+]
=
T~ Gate  Count % All Mean X MeanY
o
E © All 30,000 100.00 % 81,304 96,247
w 2
g @ Q3-1 877 292% 74,586 967,989
w2
i Q3-2 790 2.63% 755,702 1,884,438
o =+
o
N Q3-3 26,232 87.44% 52084 19,610
(=]
A B Q3-4 2101 7.00% 195,352 16,841
O . 7.00%
p—1 T T T T T
1026 10* 10° 10° 1077
FITC-H
© LX2-48-h MK7 1
S a3 Q3-2
<] 1.53% 3.96% Gate  Count % All Mean X MeanY
T All 30,000 100.00% 74,468 118,811
=
g% Q3-1 460 1.53% 55,295 1,663,850
0 2 1
% o Q3-2 1,189 3.96% 457,736 1,815,812
|_| —
W Q3-3 25443 84.81% 48,857 21580
o4 .
- e W3 Q34 2908 9.69% 144,865 31,262
21033 ' Q3-4
o | 84.81% 9.69%
‘C:}_ 1 I- 1 T T
1028 10% 10% 10® 1077

FITC-H

Sekil 4.2 48 saat inkiibasyonu takiben postbiyotiklerle muamele edilmeyen ve edilen LX-
2 hiicrelerine ait canli (sol alt quadran) ve apototik (sag alt ve sag iist quadran)
hiicre yiizdelerini gosteren akis sitometre diyagramlari
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Sekil 4.3 48 saat inkiibasyonu takiben postbiyotiklerle muamele edilmeyen ve edilen
Hep-40 hiicrelerine ait canli (sol alt quadran) ve apototik (sag alt ve sag iist
quadran) hiicre yiizdelerini gésteren akis sitometre diyagramlari

4.2 Proteomiks Analizi Neticesinde Elde Edilen Genel Sonuglar

Postbiyotiklerin, postbiyotiklerin elde edildigi ticari besiyerinin, postbiyotiklerle 48

saat muamele edilen ve edilmeyen hiicrelere ait sekretomlar ile hiicre kiiltliriinde

kullanilan besiyerlerinin protein profilleri Shot-gun proteomiks c¢alismalari neticesinde

degerlendirilmistir. Birlestirilmis peptit tanimlamalari, peptit diizeyinde tanimlama

amaciyla “Protein Discoverer” yazilimina aktarilmistir. Exploris 480 Orbitrap LC-

MS/MS (ThermoScientific, ABD) analizleri sonrasinda kiitliphane olusturulmustur.

Veriler MaxQuant siiriim 1.6.3.4 (ThermoScientific, ABD) yazilimi1 kullanilarak




kalitatif olarak degerlendirilmistir. Analiz Oncesinde sistem dogrulanmasi ve

kalibrasyonu yapilmistir. Bu siirece ait ekran goriintiisii sekil 4.4’de sunulmustur.
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Sekil 4.4 Proteomiks analizi 6ncesi cihaz kalibrasyonuna (a) sprey kararlilig1 ve dl¢lim
dogruluguna (b) yonelik sonuglarin ekran goriintiisii
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Calisilan numune isimleri ProteoDiscoverer (ThermoScientific, ABD) programina

cizelge 4.1°de belirtildigi sekilde tanitilmigtir.

Cizelge 4.1 Omiks calismalarina dahil edilen numunelerin isimleri ve kodlar1

Hep-40’1n besiyeri Blank (Kor)

Hep-40’1n MK7 ile muamele edilmemis hali Hep-40

Hep-40’1n MK7 ile muamele edilmis hali Hep40_ MK7

Lx-2"nin besiyeri Blank (Kor)

Lx-2’nin MK7 ile muamele edilmemis hali LX2 cells

Lx-2’nin MK7 ile muamele edilmis hali LX2 cells treated with MK7
MKT7’nin besiyeri (MRS-B) Blank (Kor)

MK7 MK7

MKZ7: Postbiyotik kodu

Her bir numune grubu i¢in 3 tekrarli yapilan analizler neticesinde Orneklerde tespit
edilen protein sayilar1 ¢izelge 4.2°de sunulmustur. Elde edilen veriler neticesinde en
yiiksek protein sayisi, postbiyotikler ile muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunda

tespit edilmistir.

Elde edilen tiim proteinler i¢in z skoru temel alinarak genel bir kiimeleme yapilmis ve
yogunluk 1s1 haritalar1 olusturulmustur (Sekil 4.5). Z-skoru, sayisal veriler lizerinde
uygulanan ve degerlerin ortalamaya gére konumunu betimleyen puanlar olup basit bir
doniistim sonucu olarak elde edilmektedir. Genelde ortalama 6lgiisii i¢in basit aritmetik
ortalama, degiskenlik i¢in de standart sapma degerleri hesaplanmaktadir. Mavi siitunlar
negatif sapmay1 (farkliliklari), kirmizi siitunlar ise pozitif sapmayi (benzerlikleri)
belirtmektedir. Elde edilen veriler neticesinde tiim tekrarlar ayni sinifta toplanirken,
postbiyotik proteinleri hiicre sekretom proteinlerinden farkli bir profil sergileyerek ayri

bir yerde kiimelenmistir.
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Cizelge 4.2 Numunelerde tespit edilen protein sayilari (3 tekrar)

Lx-2 kiiltiir besiyeri (1. tekrar)

Lx-2 kiiltiir besiyeri (2. tekrar)

Lx-2 kiiltiir besiyeri (3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis
Lx-2 sekretomu (1. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis
Lx-2 sekretomu (2. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis
Lx-2 sekretomu (3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele
edilmis Lx-2 sekretomu (1. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele
edilmis Lx-2 sekretomu (2. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele
edilmis Lx-2 sekretomu (3. tekrar)

Hep-40 kiiltiir besiyeri (1. tekrar)

Hep-40 kiiltiir besiyeri (2. tekrar)

Hep-40 kiiltiir besiyeri (3. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis
Hep-40 sekretomu (1. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis
Hep-40 sekretomu (2. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis
Hep-40 sekretomu (3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele
edilmis Hep-40 sekretomu (1. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele
edilmis Hep-40 sekretomu (2. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele
edilmis Hep-40 sekretomu (3. tekrar)
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Numunenin Ismi Tammlanan Ortalama
Protein Sayisi Protein Sayisi

Postbiyotik (MK-7) besiyeri: MRS-B 45

(1. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) besiyeri: MRS-B 46 45

(2. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) besiyeri: MRS-B 44

(3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) (1. tekrar) 128

Postbiyotik (MK-7) (2. tekrar) 128 128
Postbiyotik (MK-7) (3. tekrar) 127




‘Media_MK7 5 1
Media MK7 5 3
Liedia_MK7 5 2
*[-MKHJ
MK7 4 2
LMK7 43
LX2 6.2
X2 6.3
|-|_x2_5_1
LX2 MK7 81
LX2 MK7 8 2

X2 MK7 83
‘Media_LX2 7 1

Media LX2 7 2
Media_LX2 7 3

Fiedia_Hepdl 1 1
-hedia_Hepd0 1 2
“Media_Hepd0 1 3
rHepdl 2 2
‘Hepd( 2 3
“Hepd( 2 1
rHepdd MKY 3 2

| FHepd0 MKS 3 3
“HepdD MKS 3 1
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Sekil 4.5 LFQ (Label Free Quantitation of Proteins) yogunluk 1s1 haritasi
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Elde edilen veriler neticesinde analiz edilen tiim 6rneklerdeki proteinler temel alinarak
hazirlanan PCA grafigi sekil 4.6’ da sunulmustur. PCA hesaplamasina gore, tiim gruplar
kendi arasinda kiimelenmis olup, en farkli protein kiimelenmesine postbiyotikler ile

muamele edilen Hep-40 sekretom profillerinde rastlanmuistir.

o
q-
_ @ HerioMKT
3 8- Hep40
5
=
'%’ | Media MK7
E
g °1 @ MediaHep4o Q%
5§ 1 ¢ MK7
& «
- ) LX2 MK7
S U A A R S R S L R
50 0 50 100

Component 1 (64%)

Sekil 4.6 Protein dagiliminin kiimelenmesini gosteren genel PCA grafigi

4.2.1 Postbiyotiklere ait protein profili

Postbiyotikler ile MRS-B besiyerinde tespit edilen protein dagilimina ait volkan grafigi

sekil 4.7°de, proteinlerin listesi ise ¢izelge 4.3’de sunulmustur.
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p-value (-log10)

(=T

MK7

0 5 10

Log2 Orani MK7 vs Medium

Sekil 4.7 Postbiyotik ile MRS-B besiyerinde bulunan protein dagilimina ait volkan grafigi

Cizelge 4.3 Postbiyotiklerde tespit edilen proteinlere ait bilgiler

No Protein ID Gen ismi Protein ismi

1 AOA0G2WYSL | Lani3sl 1716 PTS system, glucitol/sorbitol-specific 1A
- component

2 AOAOE2WYS15 | Lanissl 1715 PQQ-dependent catabolism-associated beta-
- propeller protein

3 AOA062WZG8 | Lani381_1322 Rib/alpha/Esp surface antigen repeat protein

4 AOA062WZG81 | Lani381 1321 Catabolite control protein A, ccpA

5 A0A062X094 pfkA ATP-dependent 6-phosphofructokinase

6 AO0A062X0K6 rpe Ribulose-phosphate 3-epimirase

7 AO0A062X0N4 greA Transcription elongation factor GreA

8 A0A062X103 rpmC Large ribosomal subunit protein uL29

9 A0A062X112 rplO Large ribosomal subunit protein uL15

10 | AOA062X248 Lani381_0225 DNA sulfur modification protein DndD, dndD

. Putative metal-dependent protease of the
11 | AOA062X249 Lani381_0227 PAD1/JAB1 superfamily
12 | AOA062X268 Lani381_ 0245 Uncharacterized protein

85



Cizelge 4.3 Postbiyotiklerde tespit edilen proteinlere ait bilgiler (devam)

13 | AOA062X2D8 Lani381 0320 ABM domain-caintaining protein

14 | AOA062X2Y1 Lani381 0091 Choloylglycine hydrolase

15 | AOA062X347 Lani381 1758 Fructose-bisphosphate aldolase

16 | AOA062X383 Lani381_ 1692 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

17 | ADA062X4P7 Lani381_1175 Sortase

18 | AOA062X4T8 Lani381 1105 Phosphocarrier protein

19 | AOA062X6B4 Lani381 0724 Rib/alpha surface antigen repeat protein

20 | ADAD62XT712 pgi Glucose-6-phosphate isomerase

21 | AOAD62X790 Lani381_ 1430 Peptidase S8/S53 domain-containing protein

22 | A0OAD62X792 Lani381_ 1432 Peptidoglycan hydrolase

23 | AOA062X7MO | Lani381_0165 Spore coat assembly protein SafA

24 | ADA062X8P0 Lani381 1196 Chromosome segregation protein SMC

25 | AOA062X8Y9 rpiL Large ribosomal subunit protein bL12

26 | AOA062X933 Lani381_1799 Thioredoxin, trxA

27 | ADA062X9I8 Lani381 1433 Spore coat assembly protein SafA

28 | AOA062XA95 Lani381_0725 coenzyme a biosynthesis bifunctional protein

29 | AOAD062XA95 Lani381 0725 Rib/alpha/Esp surface antigen repeat protein

30 | AOAD62XB29 Lani38l 1112 D_aur_10rub|cm_ resistance ABC transporter, ATP-
- binding protein

31 | AOAD62XB79 Lani381 1157 Spore coat assembly protein SafA

32 | AOA062XBH9 Lani381_1684 Cysteine desulfurase, SufS family, sufS

33 | AOA062XBH9 Lani381_1684 Cysteine desulfurase, SufS family, sufS

34 | ADAD62XCD8 infA Translation initiation factor 1F-1

35 | AOA062XCD9 infA2 ABC exporter ATP-binding subunit, DevA family

36 | AOADB2XCIO Lani3s1_0887 Ig:gtc;;?:]otem SmpA/OmIA domain-containing

37 | ADOAOB2XCI9 Lani381 0887 Llpoproteln SmpA/OmIA domain-containing
- protein

38 | ADAD62XCP5 rpmA Large ribosomal subunit protein bL27

39 | AOAOB2XCSS Lani381_0952 galtuéamyl-tRNA(Gln) amidotransferase, subunit E,

40 | AOA062XD62 rpsP Small ribosomal subunit protein bS16

41 | AOA062XD64 rpsP3 Uncharacterized protein

42 | AOA062XDM6 | rpmD Large ribosomal subunit protein uL30

43 | AOA062XEB4 Lani381 0114 5,6-dimethylbenzimidazole synthase, bluB

44 | AOA062XEQO Lani381_0229 Single-stranded DNA-binding protein

45 | AOAOAOMP92 SERPINA3-7 Endopin 2

46 | AOAOAOMPAO | LOC784932 Serpin domain-containing protein

47 | AOAOAOMSIO PRDX1 Peroxiredoxin-1
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Cizelge 4.3 Postbiyotiklerde tespit edilen proteinlere ait bilgiler (devam)

48 | AOAOULIRQFO | FASN Fatty acid synthase

49 | ADA140T897 ALB Albumin

50 | AOA140T8D4 LGMN Legumain

51 | AOA3QI1LIB2 KRT13 IF rod domain-containing protein

52 | AOA3QILYQ9 | MYH1 Myosin heavy chain 1

53 | AOA3Q1IMM92 | XDH Xanthine dehydrogenase/oxidase

54 | AOA3S5ZPW7 | XDH Xanthine dehydrogenase/oxidase

55 | AOA6Q8PGD7 | ACTB Actin beta

56 | AOA7I2V3H3 EEF1Al Uncharacterized protein

57 | AOA7P0Z497 PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

58 | AOJNP2 SCGB1D Secretoglobin family 1D member

59 | BOYJC4 VIM Vimentin

60 | C9JOE4 CSTA Cystatin A

61 | C9JKG1 BGN Biglycan

62 | CH60_CAMJE | groEL Chaperonin GroEL

63 | CON__Q05443 | LUM Uncharacterized protein

64 | FLMN8O0 WTAP WT1 associated protein

65 | FIMUT3 XDH Xanthine dehydrogenase/oxidase

66 | FIN5SM2 GC Vitamin D-binding protein

67 | F6QIC1 TNNI2 Troponin |, fast skeletal muscle

68 | G5E6M1 PIGR Polymeric immunoglobulin receptor

69 | 014455 RPL36B Large ribosomal subunit protein eL36B

70 | 014545 TRAFD1 TRAF-type zinc finger domain-containing protein 1
71 | PO0359 TDH3 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3
72 | P00424 COX5A Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial
73 | P00447 SOD2 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial
74 | P00560 PGK1 Polymeric immunoglobulin receptor

75 | P01833 PIGR Polymeric immunoglobulin receptor

76 | P01834 IGKC Immunoglobulin kappa constant

77 | P01966 HBA Hemoglobin subunit alpha

78 | P02070 HBB Hemoglobin subunit beta

79 | P02081 LOC107131172 Hemoglobin fetal subunit beta

80 | P02453 COL1A1 Collagen alpha-1(1) chain

81 | P02458-1 COL2A1 Collagen alpha-2 chain

82 | P02533 KRT14 Keratin, type | cytoskeletal 14

83 | P02663 CSN1S2 Alpha-S2-casein

*pembe renk ile isaretlenenler fazla ifade edilen proteinleri temsil etmektedir.
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4.2.2 Hiicre sekretomlarina ait protein profili

Postbiyotikler ile muamele edilen ve edilmeyen hiicre sekretom protein igeriklerinin
hiicre kiiltiiriinde kullanilan temel besiyeri protein igerikleri ile karsilastirildigi volkan
grafikleri sekil 4.8 ve 4.13’de sunulmustur. Postbiyotiklerle muamele edilmis ve
edilmemis Hep-40 hiicre sekretomlarinda tespit edilen protein igerikleri ve
farkliliklarina ait yogunluk 1s1 grafigi sekil 4.14°de, Lx-2 hiicre sekretomlar i¢inse sekil
4.15’de sunulmustur. Elde edilen tiim veriler, venn diyagrami olarak diizenlenmis ve
postbiyotiklerle muamele edilmis Hep-40 hiicre sekretomunun 172 adet farkli protein
igerigine sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 4.16). Sekretomlarda tespit edilen proteinler
besiyeri ve postbiyotiklerde bulunan proteinlere kars1 filtrelenmis (Fold Change abs >
log of 2) ve sadece postbiyotigin Hep-40 hiicrelerinde tiretimini tesvik ettigi proteinler
tespit edilmistir (Cizelge 4.4 ve 4.5). Bu proteinlerin anti-kanser yolaklarla iliskisi ise
Reactome Proteom Pathway (Reactome, ABD) ve ProteomDiscoverer
(ThermoScientific, ABD) yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Anti-kanser yolak iligkili

proteinlerin muhtemel yolaklar ise sekil 4.17-4.25’de sunulmustur.

p-value (-log10)

=4 Medium Hep40

T T T T T
-6 -4 -2 0 2 - & €

|
(=]

Hep4O0 ile besiyeri arasindaki Log2 Orani

Sekil 4.8 Postbiyotik ile mumale edilmeyen Hep-40 hiicre sekretomu ile besiyerinde
bulunan protein dagilimina ait volkan grafigi
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p-value (-log10)

=4 Medium Hep40 MK7

) I T 1 T 1 T
8 8 -4 2 0 2 a 3 €

Hep40 MKY7 ile besiyeri arasindaki Log2 Orani

Sekil 4.9 Postbiyotik ile mumale edilen Hep-40 hiicre sekretomu ile besiyeri protein
dagilimina ait volkan grafigi

0 -

p-value (<log10)

-4 Hep40 Hep40 MK7

T T T T T T T T T
-8 -8 -4 -2 0 2 - & 8

Sekil 4.10 Postbiyotik ile mumale edilen Hep-40 hiicre sekretomu ile edilmeyen Hep-
40 hiicre sekretomuna ait protein dagilimina ait volkan grafigi
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LX2 ile besiyeri arasindakilLog2 Orani

Sekil 4.11 Postbiyotik ile mumale edilmeyen Lx-2 hiicre sekretomu ile besiyerinde
bulunan protein dagilimina ait volkan grafigi

p-value (-log10)

-4 Medium LX2 MK7

T T T ] T ]
-6 -4 -2 0 2 4

-

LX2 MK?7 ile besiyeri arasindaki Log2 Orani

()

Sekil 4.12 Postbiyotik ile mumale edilen Lx-2 hiicre sekretomu ile besiyerinde bulunan
protein dagilimina ait volkan grafigi
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p-value (-log10)
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Sekil 4.13 Postbiyotik ile mumale edilen Lx-2 hiicre sekretomu ile edilmeyen Lx-2 hiicre
sekretomunda bulunan protein dagilimina ait volkan grafigi
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Media_HepdD 1

Media_Hepd0 1 1

Sekil 4.14 Postbiyotiklerle muamele edilmis ve edilmemis Hep-40 hiicre sekretomlarinda
tespit edilen protein igerikleri ve farkliliklarina ait yogunluk 1s1 grafigi
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Sekil 4.15 Postbiyotiklerle muamele edilmis ve edilmemis Lx-2 hiicre sekretomlarinda
tespit edilen protein igerikleri ve farkliliklarina ait yogunluk 1s1 grafigi
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Hep40
(172)

624

128 518

Sekil 4.16 Tespit edilen protein sayilarinin genel dagilimini gésteren venn diyagrami

Cizelge 4.4 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomlarinda tespit edilen
proteinleri kodlayan gen listesi

Gen Ismi
ACTB ENO1 PCBP1
ACTN4 ERP29 PCBP2
AHCY FAM3C PDCD5
AK2 FASN PCBP3
ALB FLNB PFN1
BRCA1 GANAB PLTP
ALDOA RAN PLXNA1
AMBP GDI1 PRCP
ANP32E GDI2 PRDX1
API5 GLOD4 PSAP
APOA1 GPI PSAT1
APOAI1BP GPRIN1 PTMA
APOC4 GSR PTPRK
APOE GSTAS; GSTA2; GSTA1 pPzP
APOH H3F3B; H3F3A; HIST2H3A QDPR
APRT HIST1H1C; HIST1H1E; HIST1H1D GSP1; GSP2
ARPC4-TTLL3; ARPC4 HMGB1; HMGB1P1 RAP1A
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Cizelge 4.4 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomlarinda tespit edilen
proteinleri kodlayan gen listesi (devam)

BRCA2 HNRNPC ROBO4
B2M HNRPA2B1; HNRNPA2B1 RPL11
BHMT HSP90AA1l RPL13
C1QTNF3-AMACR,;
C1QTNF3 HSP90AB1 RPL7
C5 HSP90B1 RPLP1
CCT2 HSPA5 RPLP2
CCT3 HSPAS8 RPS16
CCT8 HSPA9 RPS2
CDH11 HSPB1 TPM2b
CEP72 HSPD1 S100A9
CFlI HSPE; HSPE1-MOB4 SERPINA1
CFL1 IGFBP2 SFPQ
CHGA IGFBP7 SOD1
CILP IPO5 SPON1
ST13; ST13P4;
CKB KCTD12 ST13P5
CLIC1 RPL40B STIL
CLSPN NME2P1 STIP1
CLU LAMB1 TAGLN2
COL12A1 LCP1 TBCA
COL4A2 LDHA TCP1
COL6A1l LGALS3BP TF
COTL1 LMNA TKT
CPVL LRP1 TMSB4X
CSE1L LSM5 TPI1
CST3 MAPRE1; MAPRE3 TPM2
CYCS MARCKS TPM4
DBI MDH1 TPT1
DCD MDH2 TUBAI1B
DDT MDK TUBB
TUBBA4B; TUBB4A;
DDX39B; DDX39A MEGF10 TUBB2B
DPYS NAP1L1 PABPC1
DPYSL3 NCL UBA1l
UBB; RPS27A; UBC;
EEF1A1; EEF1A1P5 NELL2 UBA52
EEF1B2 NME1 UBE2I
EEF1G NME2;NME2P1 UCHL1
EEF2 NOTCHS3 WDR1
EFHD2;EFHD1;PP1187 NPM1 YWHAE
EIF5A2;EIF5AEIF5ALL NSD1 YWHAG; YWHAB
PARK7 NTRK3 YWHAH
PARP1 OGN HPD
PAICS OIT3

*sar1 renk ile igaretlenenler fazla ifade edilen proteinleri temsil etmektedir.
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Cizelge 4.5 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda fazla ifade
edilen proteinleri kodlayan gen isimleri ve iligkili biyolojik yolaklari

Gen Ismi Stabil Bulundugu Yolak Alt Lokasyonlari
Tanimlayicisi Lokasyonu
ACTN4 R-HAS- Hiicre-Hiicre Iletisimi Adherens Kavsagi ile
390558 (Homo sapiens) Iliskili Proteinler
ALB R-HSA- Protein Metabolizmasi Post-translasyonel
8956690 (Homo sapiens) Protein
Modifikasyonu,
Insiilin Benzeri
Biiylime Faktorii
(IGF) Taginmasinin
Diizenlenmesi
BRCAl R-HSA- Hiicre Dongiisti, DNA DNA Cift Iplik
71688 Tamiri, Ureme Kirilmasi Onarimu,
(Homo sapiens) Mayoz Boliinme
ALDOA R-HSA- Metabolizma Karbonhidrat
71492 (Homo sapiens) Metabolizmast
APOA1 R-HSA- Protein Metabolizmi Post-translasyonel
8956724 (Homo sapiens) Protein
Modifikasyonu,
Insiilin Benzeri
Biiyiime Faktorii
(IGF) Taginmasinin
Diizenlenmesi
BRCA2 R-HSA- Hiicre Dongtisii, DNA DNA Cift Iplik
50951 Tamiri, Ureme Kirilmast Onarimi,
(Homo sapiens) Mayoz Boliinme
CDH11 R-HSA- Hiicre-Hiicre Iletisimi Hiicre Baglanti
418979 (Homo sapiens) Organizasyon
CFL1 R-HSA- Gelisim Biyolojisi, Sinir Sistemi
350751 Hemostaz, Bagisiklik Gelisimi, Trombosit
sistemi, Sinyal Iletimi Aktivasyonu,
(Homo sapiens) Sinyalizasyon ve
Agregasyon,
Bagisiklik Sisteminde
Sitokin Sinyallemesi,
Dogustan Gelen
Bagisiklik Sistemi,
Sinyal fletimi
DCD R-HSA- Bagisiklik Sistemi Dogustan Gelen
6802997 (Homo sapiens) Bagisiklik Sistemi
DPYS R-HSA- Metabolizma Niikleotid
73467 (Homo sapiens) Metabolizmasi
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Cizelge 4.5 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda fazla ifade
edilen proteinleri kodlayan gen isimleri ve iligkili biyolojik yolaklari (devam)

EEF2 R-HSA- Bagisiklik sistemi Dogustan Gelen
6801513 (Homo sapiens) Bagisiklik Sistemi
GDI1; GDI2 R-HSA- Bagisiklik Sistemi Dogustan Gelen
6800904 (Homo sapiens) Bagisiklik Sistemi
GDI2 R-HSA- Bagigiklik Sistemi Dogustan Gelen
6806176 (Homo sapiens) Bagisiklik Sistemi
GSR R-HSA- Uyaranlara Kars1 Hiicresel | Strese Karsi Hiicresel
3322998 Tepkiler (Homo sapiens) | Tepkiler
HSPAS R-HSA- Bagigiklik Sistemi Adaptif Bagigiklik
985498 (Homo sapiens) Sistemi
HSPAS R-HSA- Uyaranlara Kars1 Hiicresel | Strese Karsi Hiicresel
264476 Tepkiler, Biyolojik Tepkiler, Sinir
Gelisim, Bagisikl Sistemi Gelisimi,
Sistemi, RNA Bagisiklik Sisteminde
Metabolizmasi, Vezikiil Sitokin Sinyali, AU-
Aracili Tagima zengin Elementleri
(Homo sapiens) Baglayan Proteinler
Tarafindan mRNA
Stabilitesinin
Diizenlenmesi,
Membran
Kagakeiligi, Trans-
Golgi Ag1 Vezikiil
Ag1
KRT1 R-HSA- Bagisiklik Sistemi Dogustan Gelen
6800428 (Homo sapiens) Bagisiklik Sistemi
KRT10 R-HSA- Biyolojik Geligim Kornifiye Zarfin
6809604 (Homo sapiens) Olusumu
LCP1 R-HSA- Bagisiklik Sistemi Bagisiklik Sisteminde
8950517 (Homo sapiens) Sitokin Sinyali
LRP1 R-HSA- Metabolizma, Duyusal Vitamin ve
1454844 Alg, Vezikiil Aracili Kofaktorlerin
Tagima Metabolizmasi,
(Homo sapiens) Gorsel
Fototransdiiksiyon,
Vezikiil Aractlt
Tasima
NELL2 R-HSA- Biyolojik Gelisim Sinir Sistemi Geligim
9010198 (Homo sapiens)
OGN R-HSA- Metabolizma Karbonhidrat
2105000 (Homo sapiens) metabolizmasi
OIT3 Q8WWZ8 Metabolizma Dogustan Gelen
(Homo sapiens) Bagisiklik Sistemi
PTPRK R-HSA- Sinyal Iletimi Reseptor Tirozin
6785699 (Homo sapiens) Kinazlar ile
Sinyalizasyon
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Cizelge 4.5 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda fazla ifade
edilen proteinleri kodlayan gen isimleri ve iligkili biyolojik yolaklari (devam)

QDPR R-HSA- Metabolizma Amino Asitler ve
71119 (Homo sapiens) Tiirevlerinin
Metabolizmasi
RAN; GSP1; GSP2 R-HSA- Hastalik Bulasic1 Hastalik
180701 (Homo sapiens)
RAP1A R-HSA- Hemostaz, Bagisiklik Trombosit
377590 Sistemi, Sinyal letimi Aktivasyonu,
(Homo sapiens) Sinyalizasyon ve
Agregasyon, Adaptif
Bagisiklik Sistemi,
Integrin Sinyali
ROBO4 R-HSA- Biyolojik Gelisim Sinir Sistemi Gelisim
376176 (Homo sapiens)
S100A9 R-HSA- Bagigiklik Sistemi Adaptif Bagigiklik
5432857 (Homo sapiens) Sistemi
STIP1 R-HSA- Uyaranlara karsi hiicresel | Strese karsi hiicresel
443857 tepkiler, Sinyal Iletimi tepkiler, Rho
(Homo sapiens) GTPazlar,
RHOBTB3 ile
Sinyalizasyon
TMSB4X R-HSA- Hemostaz Trombosit
349758 (Homo sapiens) aktivasyonu,
sinyalizasyon ve
agregasyon
TPM4 R-HSA- Kas Kasilmasi, Sinyal Diiz Kas Kasilmast,
390548 fletimi Rho GTPazlar,
(Homo sapiens) RHOBTB3 ile
Sinyalizasyon
TUBAILB R-HSA- Noron Sistemi, Uyaranlara | Hiicre Dongiisii,
191691 Kars1 Hiicresel Tepkiler, Mitotik, Strese Kars1
Biyolojik Gelisim, Hiicresel Tepkiler,
Bagisikli Sistemi, RNA Sinir Sistemi
Metabolizmasi, Vezikiil Geligimi,
Aracili Tagima, Protein Megakaryosit
Metabolizmasi, Organel Geligimi ve
Biyogenezi ve Bakimi Trombosit
(Homo sapiens) Uretiminde Rol
Oynayan Faktorler,
Adaptif Bagisiklik
Sistemi, Post-

translasyonel protein
modifikasyonu,
Kimyasal Sinapslar
Uzerinden Tletim,
Silyum Diizenegi,
Rho GTPazlar,
RHOBTB3 ile
Sinyalizasyon
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Cizelge 4.5 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda fazla ifade
edilen proteinleri kodlayan gen isimleri ve iligkili biyolojik yolaklari (devam)

TUBB R-HSA- Hiicre Dongiisii, Dogustan Gelen
380317 Bagisiklik Sistemi, Bagisiklik Sistemi,
Organel Biyogenezi Hiicre Dongiisii
(Homo sapiens)
TUBB4B; TUBB4A,; R-HSA- Organel Biyogenezi ve Sinyalizasyon
TUBB2B 5610435 Bakimi, Sinyal Yonetimi
(Homo sapiens)
YWHAG; YWHAB R-HSA- Hiicre Dongiisii, Gen Hiicre Dongiisti
380312 Ekspresyonu, Organel Kontrol Noktalari,
Biyogenez ve Bakim, RNA Polimeraz 11
Programlanmis Hiicre Transkripsiyonu,
Oliimii, Sinyal Iletimi, Apoptozis, Rho
Vezikiil Aracili Tagima GTPazlar,
(Homo sapiens) RHOBTB3 ile
Sinyalizasyon
YWHAH R-HSA- Hiicre Dongiisii, Gen Hiicre Dongiisii
48888 Ekspresyonu, Organel Kontrol Noktalari,

Biyogenez ve Bakim,
Bagisiklik Sistemi,

RNA Polimeraz 11
Transkripsiyonu,

Programlanmis Hiicre Silyum Diizenegi,

Oliimii, Sinyal Iletimi, Apoptozis, Rho

Vezikiil Aracili Tagima GTPazlar,

(Homo sapiens) RHOBTBS ile
Sinyalizasyon,
Membran
Kagakeiligi, Adaptif
Bagisiklik Sistemi

Sekil 4.17 ALB proteininin anti-kanser iliskili biyoyolagi
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Sekil 4.18 ALDOA proteininin anti-kanser iligkili biyoyolagi

Sekil 4.19 APOA-1 proteininin anti-kanser iligkili biyoyolagi
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Sekil 4.20 BRCA-2 proteininin anti-kanser iligkili biyoyolag1

Sekil 4.21 OGN proteininin anti-kanser iliskili biyoyolagi
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Sekil 4.22 PTPRK proteininin anti-kanser iligkili biyoyolagi

Sekil 4.23 ROBO-4 proteininin anti-kanser iliskili biyoyolag:
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Sekil 4.24 TPM-4 proteininin anti-kanser iliskili biyoyolagi

Sekil 4.25 YWHAG proteininin anti-kanser iliskili biyoyolagi

4.3 Metabolomiks Analizi Neticesinde Elde Edilen Genel Sonuclar

Postbiyotiklerin, postbiyotiklerin elde edildigi ticari besiyerinin, postbiyotiklerle 48
saat muamele edilen ve edilmeyen hiicrelere ait sekretomlar ile hiicre kiiltiiriinde
kullanilan besiyerlerinin metabolit profilleri kromatografi ve kiitle spektroskopisi

temelli hedeflenmemis metabolomiks caligmalar1 neticesinde degerlendirilmistir. Her
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bir metabolitin tanimlamalar1 Exploris 480 Orbitrap LC/MS-MS (ThermoScientific,
ABD) cihazindaki pozitif ve negatif okumalar neticesinde gerceklestirilmistir. Yapilan
tiim ¢alismalar pozitif ve negatif mod olarak ikiye ayrilmistir. Pozitif mod icin elde
edilen sonuglar sekil 4.26-4.30°da, negatif mod i¢in elde edilen sonuglar ise sekil 4.31-

4.35’de sunulmustur.

Her bir numune grubu i¢in 3 tekrarl yapilan analizler neticesinde tespit edilen metabolit
sayilari ¢izelge 4.6’da sunulmustur. Elde edilen veriler neticesinde en yiiksek metabolit

sayis1, postbiyotik ile muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunda tespit edilmistir.
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0 5 10 15 20 25

Retention Time (minutes)

Sekil 4.26 Numunelerin pozitif moddaki toplam iyon kromatografi gériintiilerinin toplami1
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Sekil 4.27 Pozitif moddaki numunelerin molekiiler yogunluk anlaminda toplam iyon
kromatografi goriintiilerinin toplami1

SampleMRS-BorMKT -3+
L

SampleMRS-BforMiT
L]

Te+10
|

Sarrgll $OMedium-2+
.

Dimension 2
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-2e+10

—Ze+10

SampleMRS-BlolkKT-1+
.

T T T T T
-2e+10 Oe+00 2e+10 4e+10 Ge+10

Dimension 1

Sekil 4.28 Pozitif moddaki numunelerin non-metrik ¢oklu boyutsal dagilim grafigi
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PC1 - Variance 54%

Sekil 4.29 Pozitif moddaki numunelerin temel bilesen analizinin ¢coklu boyutsal dagilim
grafigi
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Sekil 4.30 Pozitif moddaki numunelerin temel bilesen analizinin c¢oklu boyutsal

dagilimimin tiim metabolit bilesenleri yoniinden nokta diyagrami
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Sekil 4.31 Numunelerin negatif moddaki toplam iyon kromatografi goriintiilerinin
toplami
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Sekil 4.32 Negatif moddaki numunelerin molekiiler yogunluk anlaminda toplam iyon
kromatografi goriintiilerinin toplami1
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Sekil 4.33 Negatif moddaki numunelerin non-metrik ¢oklu boyutsal dagilim grafigi
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PC2 - Variance 13%

0 100
PC1 — Variance 50%

Sekil 4.34 Negatif moddaki numunelerin temel bilesen analizinin ¢oklu boyutsal dagilim
grafigi
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Sekil 4.35 Negatif moddaki numunelerin temel bilesen analizinin ¢oklu boyutsal
dagiliminin tiim metabolit bilesenleri yoniinden noktalamalari
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Cizelge 4.6 Numunelerde tespit edilen metabolit sayilar1 (3 tekrar)

. Tamimlanan Ortalama
Numune Ismi Metabolit Metabolit
Sayisi Sayis1
Postbiyotik (MK-7) besiyeri: MRS-B 16
(1. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) besiyeri: MRS-B a7 36
(2. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) besiyeri: MRS-B 36
(3. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) (1. tekrar) 75
Postbiyotik (MK-7) (2. tekrar) 74 74
Postbiyotik (MK-7) (3. tekrar) 74
Lx-2 kiiltiir besiyeri (1. tekrar) 59
Lx-2 kiiltiir besiyeri (2. tekrar) 58 59
Lx-2 kiiltiir besiyeri (3. tekrar) 60
Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Lx-2 -
sekretomu (1. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Lx-2 — =
sekretomu (2. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Lx-2 -5
sekretomu (3. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis 83
Lx-2 sekretomu (1. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis a5 a4
Lx-2 sekretomu (2. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis 83
Lx-2 sekretomu (3. tekrar)
Hep-40 kiiltiir besiyeri (1. tekrar) 66
Hep-40 kiiltiir besiyeri (2. tekrar) 68 67
Hep-40 kiiltiir besiyeri (3. tekrar) 67
Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Hep- .
40 sekretomu (1. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Hep- a0 80
40 sekretomu (2. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Hep- a0

40 sekretomu (3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis
Hep-40 sekretomu (1. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis
Hep-40 sekretomu (2. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis
Hep-40 sekretomu (3. tekrar)
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4.3.1 Postbiyotiklere ait metabolit profili

Postbiyotiklerde tespit edilen 74 adet metabolitin listesi ¢izelge 4.7°de sunulmustur.

Cizelge 4.7 Postbiyotiklerde tespit edilen metabolitler

10-Ethyl-4-propyl-5,9,10,11-
tetrahydro-1H-

furo[3',4":5,6]cyclonona[1,2- Histidine Pyocin G
c]furan-1,3,6,8(4H)-tetrone
2-aminoisobutyric acid Hydroxy;ct:(ejnyllactlc Saccharose
2-methyl-1-propanol Isoleucine Serine
2-methyl-2-butanol Isomaltulose Sl U
phosphate
3,4-D|hydroiyé?é/drocmnamlc Lactic Acid Succinic Acid
Acetic Acid Leucine Syringic Acid
Alanine Lysine Tetraxetan
Aspartic acid Lysostaphin Threonine

Cyclohexanol Maleic Acid Tryptophyl-tyrosine
Cystine Malic Acid Trytophan
Dehydroalanine Maltose Tyrosine
Desaminotyrosine Mannitol 1-phosphate Tyrosol
D-Galactose Mersacidin Valine
D-Glutamate N-Acetylpuromycin Vitamin B1
D-Glutamic acid n-Butanol Vitamin B12
D-Lactic acid Oxalic acid Vitamin B2
Epidermin Penthanol Vitamin B3
Ethanol Phenylalanine Vitamin B5
Formic Acid Phenylalanylproline Vitamin D2
Gallidermin Phenylethylamine Vitamin K3
gamma-Aminobutyric acid Phenyllactic acid a-D-glucose

Glucose

Potassium cations

a-ketoglutaric acid

linkend met.
Glycine Primidone B-D-fructose
Haloduracin Propyl Gallate Citric Acid

Hemicellulose

Pyocin AP41

*sar1 renk ile isaretlenenler fazla miktarda tespit edilen metabolitleri temsil etmektedir.
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4.3.2 Hiicre sekretomlarina ait metabolit profili

Metabolit analizi neticesinde tiim numunelerde tespit edilen metabolit sayilarini igeren
venn diyagrami hazirlanmistir. Elde edilen veriler incelendiginde, postbiyotiklerle
muamele edilmis Hep-40 hiicre sekretomunun 25 adet 6zgiil metabolit icerigine sahip
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.36). Sekretomlarda tespit edilen metabolitler besiyeri
ve postbiyotiklerde bulunan metabolitlere kars1 filtrelenmis (Fold Change abs > log of
2) ve sadece postbiyotigin Hep-40 hiicrelerinde iiretimini tegvik ettigi metabolitler
Metabolom-Discoverer (ThermoScientific, ABD) yazilimi kullanilarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.8). Biyolojik yolaklar1 ise kegg.jp metabolit veri bankasi kullanilarak
belirlenmistir. Anti-kanser iligkili yolaklar ise sekil 4.37-4.44’de sunulmustur.

92

Hep40
(29)

14 84

Sekil 4.36 Tespit edilen metabolit sayilarinin genel dagilimini gosteren venn diyagrami

113



Cizelge 4.8 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda bulunan
ozgiil metabolitlerin isimleri ve kegg.jp metabolit veri bankasinda tespit
edilen iliskili biyolojik yolaklar1

Metabolit ismi Biyolojik Yolak
map00260 Glisin, serin ve treonin metabolizmast
map00270 Sistein ve metiyonin metabolizmasi

map00290 Valin, 16sin ve izoldsin biyosentezi
map00640 Propanoat metabolizmasi
2-Oxobutanoate map00660 C5-Dalli dibazik asit metabolizmasi
map01100 Metabolik yolaklar

map01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi
map01210 Oksokarboksilik asit metabolizmasi
map01230 Amino asitlerin biyosentezi
3-Methoxy-16- map01100 Metabolik yolaklar
octylestra-1,3,5(10)-
triene-16beta,17beta-diol

map05200 Kanser iliskili yolaklar
map05225 Hepatoseliiler karsinom
map00670 Folat iliskili karbon havuzu
map00720 Karbon fiksasyon yolaklari
map01100 Metabolik yolaklar
map01200 Karbon metabolizmasi
map01240 Kofaktorlerin biyosentezi

4-hydroxy-2-nonenal

5,10-
methenyltetrahydrofolate

map00330 Arginin ve prolin metabolizmasi
Agmatine map01100 Metabolik yolaklar

map01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi
map00220 Arjinin biyosentezi

map00261 Monobaktam biyosentezi

map00330 Arginin ve prolin metabolizmast
map00331 Klavulanik asit biyosentezi

map00470 D-Amino asit metabolizmasi

map00970 Aminoasil-tRNA biyosentezi

map00998 Cesitli antibiyotiklerin biyosentezi
mMap01064 Ornitin, lizin ve nikotinik asitten tiiretilen
alkaloidlerin biyosentezi

map01100 Metabolik yolaklar

map01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi
map01230 Amino asitlerin biyosentezi

map02010 ABC tastyicilart

map04148 Efferositoz

map04150 mTOR sinyal yolu

map04974 Protein sindirimi ve emilimi

map05014 Amyotrofik lateral skleroz

map05022 Norodejenerasyon yollari - goklu hastaliklar
map05142 Chagas hastaligi

map05146 Amoebiasis

map05230 Kanserde merkezi karbon metabolizmasi

Arginine
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Cizelge 4.8 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda bulunan
0zgiil metabolitlerin isimleri ve kegg.jp metabolit veri bankasinda tespit
edilen iliskili biyolojik yolaklar1 (devam)

«“”CMP-2-keto-3-
deoxy-D-glycero-D-
galacto-nononate

map00520 Amino seker ve niikleotid seker metabolizmast
map01100 Metabolik yolaklar
map01250 Niikleotid sekerlerin biyosentezi

Cysteine

map00260 Glisin, serin ve treonin metabolizmast
map00270 Sistein ve metiyonin metabolizmasi
map00311 Penisilin ve sefalosporin biyosentezi
map00332 Karbapenem biyosentezi

map00430 Taurin ve hipotaurin metabolizmasi
map00460 Siyanoamino asit metabolizmast
map00470 D-Amino asit metabolizmasi
map00480 Glutatyon metabolizmast

map00730 Tiamin metabolizmasi

map00770 Pantotenat ve CoA biyosentezi
map00920 Siilfiir metabolizmast

map00970 Aminoasil-tRNA biyosentezi
map01100 Metabolik yollar

map01200 Karbon metabolizmasi

map01230 Amino asitlerin biyosentezi
map01240 Kofaktorlerin biyosentezi

map04122 Siilfiir role sistemi

map04216 Ferroptoz

map04974 Protein sindirimi ve emilimi
map05230 Kanserde merkezi karbon metabolizmasi

D-myo-inositol Kesfedilememistir
(1,4,5,6)-

tetrakisphosphate

Etoposide map04976 Safra salgist

fructose 2,6-
bisphosphate

map00051 Fruktoz ve mannoz metabolizmasi
map01100 Metabolik yolaklar

map04152 AMPK sinyal yolu

map04922 Glukagon sinyal yolu

map05230 Kanserde merkezi karbon metabolizmasi

Glutamine

map00220 Arjinin biyosentezi

map00230 Piirin metabolizmasi

map00240 Pirimidin metabolizmas:

map00250 Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi
map00470 D-Amino asit metabolizmasi

map00630 Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi
map00750 B6 vitamini metabolizmasi

map00910 Azot metabolizmasi

map00970 Aminoasil-tRNA biyosentezi

map01100 Metabolik yollar

map01120 Farkli ortamlarda mikrobiyal metabolizma
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Cizelge 4.8 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda bulunan
0zgiil metabolitlerin isimleri ve kegg.jp metabolit veri bankasinda tespit
edilen iliskili biyolojik yolaklar1 (devam)

map01230 Amino asitlerin biyosentezi

map01232 Niikleotid metabolizmasi

map01240 Kofaktorlerin biyosentezi

map02010 ABC tastyicilart

map02020 ki bilesenli sistem

map04724 Glutamaterjik sinaps

map04727 GABAerjik sinaps

map04964 Proksimal tiibiil bikarbonat 1slahi
map04974 Protein sindirimi ve emilimi

map05230 Kanserde merkezi karbon metabolizmasi

map00340 Histidin metabolizmasi

map01065 Histidin ve piirinden tiiretilen alkaloidlerin
biyosentezi

map01100 Metabolik yolaklar

map01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi
map04080 Noroaktif ligand-reseptor etkilesimi
map04664 Fc epsilon RI sinyal yolu

map04721 Sinaptik vezikiil dongiisii

Histamine

map04750 TRP kanallarinin enflamatuar araci diizenlemesi
map04971 Gastrik asit salgist
map04974 Protein sindirimi ve emilimi

map05310 Astim
map07227 Histamin H2/H3 reseptor
agonistleri/antagonistleri

map00220 Arjinin biyosentezi

map01100 Metabolik yolaklar

map01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi
map01230 Amino asitlerin biyosentezi

L-Citrulline

map00220 Arjinin biyosentezi

map00330 Arginin ve prolin metabolizmast
map00470 D-Amino asit metabolizmasi

map00480 Glutatyon metabolizmasi

map00997 Diger cesitli ikincil metabolitlerin biyosentezi
map00998 Cesitli antibiyotiklerin biyosentezi
map01060 Bitki sekonder metabolitlerinin biyosentezi
map01064 Ornitin, lizin ve nikotinik asitten tiiretilen
L-Ornithine alkaloidlerin biyosentezi

map01100 Metabolik yolaklar

map01110 ikincil metabolitlerin biyosentezi
map01210 2-Oksokarboksilik asit metabolizmasi
map01230 Amino asitlerin biyosentezi

map02010 ABC tastyicilart

map04148 Efferositoz
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Cizelge 4.8 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda bulunan
0zgiil metabolitlerin isimleri ve kegg.jp metabolit veri bankasinda tespit
edilen iliskili biyolojik yolaklar1 (devam)

map00330 Arginin ve prolin metabolizmasi
map00332 Karbapenem biyosentezi
map00333 Prodigiosin biyosentezi
map00401 Novobiyosin biyosentezi
map00404 Staurosporin biyosentezi
map00470 D-Amino asit metabolizmasi
map00970 Aminoasil-tRNA biyosentezi
map01100 Metabolik yolaklar

map01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi
map01230 Amino asitlerin biyosentezi
map02010 ABC tastyicilari

map04974 Protein sindirimi ve emilimi
map04978 Mineral emilimi

map05230 Kanserde merkezi karbon metabolizmasi

L-Proline

map00450 Selenokomponent metabolizmasi

L-Sel hioni .
Selenomethionine map01100 Metabolik yolaklar

map00260 Glisin, serin ve treonin metabolizmasi
map00261 Monobaktam biyosentezi

map00270 Sistein ve metiyonin metabolizmasi
map00460 Siyanoamino asit metabolizmast
map00470 D-Amino asit metabolizmasi

map00564 Gliserofosfolipid metabolizmasi
map00600 Sfingolipid metabolizmasi

map00630 Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi
map00680 Metan metabolizmasi

map00920 Siilfiir metabolizmast

map00970 Aminoasil-tRNA biyosentezi

map00997 Diger ¢esitli ikincil metabolitlerin biyosentezi
map00998 Cesitli antibiyotiklerin biyosentezi
map01054 Nonribozomal peptit yapilar

map01100 Metabolik yolaklar

map01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi
map01120 Farkli ortamlarda mikrobiyal metabolizma
map01200 Karbon metabolizmasi

map01230 Amino asitlerin biyosentezi

map01240 Kofaktorlerin biyosentezi

map01502 Vankomisin direnci

map02010 ABC tasiyicilari

map04071 Sfingolipid sinyal yolu

map04974 Protein sindirimi ve emilimi

map04978 Mineral emilimi

map05230 Kanserde merkezi karbon metabolizmasi

L-Serine

Maculosin Map00996 Cesitli aklaloidlerin biyosentezi

S-methyl-5-thio-a-D- Kesfedilememistir
ribose 1-phosphate
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Cizelge 4.8 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda bulunan
6zgiil metabolitlerin isimleri ve kegg.jp metabolit veri bankasinda tespit
edilen iligkili biyolojik yolaklar1 (devam)

map00330 Arginin ve prolin metabolizmasi
map00410 beta-Alanin metabolizmasi

map00480 Glutatyon metabolizmasi

map00940 Fenilpropanoid biyosentezi

map01053 Siderofor grubu nonribozomal peptitlerin
Spermidine biyosentezi

map01100 Metabolik yolaklar

map02010 ABC tastyicilari

map04976 Safra salgist

map00512 Miisin tipi O-glikan biyosentezi

map00520 Amino seker ve niikleotid seker metabolizmast
UDP-N-acetyl-D- map00541 O-Antigen niikleotid seker biyosentezi
galactosamine map00552 Teikoik asit biyosentezi

map01100 Metabolik yolaklar

map01250 Niikleotid sekerlerin biyosentezi

Vitamin B6 map00750 B6 vitamini metabolizmasi

map00100 Steroid biyosentezi
map01100 Metabolik yolaklar

Vitamin D3 map01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi
map04977 Vitamin sindirimi ve emilimi
map00130 Ubikinon ve diger terpenoid-kinon biyosentezi
map01100 Metabolik yolaklar

Vitamin £ map01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi

map01240 Kofaktorlerin biyosentezi
map04216 Ferroptoz
map04977 Vitamin sindirimi ve emilimi
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4.4 Lipidomiks Analizi Neticesinde Elde Edilen Genel Sonuglar

Postbiyotiklerin, postbiyotiklerin elde edildigi ticari besiyerinin, postbiyotiklerle 48
saat muamele edilen ve edilmeyen hiicrelere ait sekretomlar ile hiicre kiiltiiriinde
kullanilan besiyerlerinin lipid profilleri kromatografi ve kiitle spektroskopisi temelli
hedeflenmemis lipidomiks ¢aligsmalar1 neticesinde degerlendirilmistir. Her bir lipidin
tanimlamalar1 Exploris 480 Orbitrap LC-MS/MS (ThermoScientific, ABD) cihazindaki
sadece pozitif moddaki enjeksiyonlarin ardindan yapilmistir. Lipid igerigi belirlenen
numunelerin non-metrik ¢oklu boyutsal dagilim grafigi sekil 4.45°de, toplam iyon

kromatogrami karsilastirmasi ise sekil 4.46’da sunulmustur.

PC2 - Variance 24%

40 0 4
PC1 - Variance 43%

Sekil 4.45 Lipid igerigi belirlenen numunelerin non-metrik ¢oklu boyutsal dagilim grafigi
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Sekil 4.46 Lidip 6zellikli metabolitlerin toplam iyon kromatogrami karsilastirmasi

Her bir numune grubu icin 3 tekrarli yapilan analizler neticesinde tespit edilen lipid
sayilar ¢izelge 4.9’da sunulmustur. Elde edilen veriler neticesinde en yiiksek lipid

say1s1, postbiyotik ile muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.9 Numunelerde tespit edilen lipid sayilar1 (3 tekrar)

(3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) (1. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) (2. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) (3. tekrar)

Lx-2 kiiltiir besiyeri (1. tekrar)

Lx-2 kiiltiir besiyeri (2. tekrar)

Lx-2 kiiltiir besiyeri (3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Lx-2
sekretomu (1. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Lx-2
sekretomu (2. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Lx-2
sekretomu (3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis
Lx-2 sekretomu (1. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis
Lx-2 sekretomu (2. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis
Lx-2 sekretomu (3. tekrar)

Hep-40 kiiltiir besiyeri (1. tekrar)

Hep-40 kiiltiir besiyeri (2. tekrar)

Hep-40 kiiltiir besiyeri (3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Hep-
40 sekretomu (1. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Hep-
40 sekretomu (2. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile muamele edilmemis Hep-
40 sekretomu (3. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis
Hep-40 sekretomu (1. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis
Hep-40 sekretomu (2. tekrar)

Postbiyotik (MK-7) ile 48 saat muamele edilmis
Hep-40 sekretomu (3. tekrar)
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Tanimlanan Ortalama
Numunenin ismi ant Lipid
Lipid Sayis1
Sayis1
Postbiyotik (MK-7) besiyeri: MRS-B 3
(1. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) besiyeri: MRS-B
4 4
(2. tekrar)
Postbiyotik (MK-7) besiyeri: MRS-B 4




4.4.1 Postbiyotiklere ait lipid profili

Postbiyotiklerde tespit edilen 35 adet lipidin listesi ¢izelge 4.10°da sunulmustur.

Cizelge 4.10 Postbiyotiklerde tespit edilen lipidler

3’-phosphoadenosine-5’-phosphosulfate

Cephalin

Ceramide phosphoryllipid
Ceramide-1-phosphate
Dihydrosphingosine

Galactosylceramides

Globoside-s
Glucosylceramides

Heptadecanoic acid
Lecithin
Lignocerate
Linolelaidate

Palmitic acid
Palmitin

Palmitoyl-CoA

Phosphatidic acid
L-a-Phosphatidylcholine
Phosphatidylcholine
Phosphatidylinositol

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

Phosphorylethanolamine

Propylene oxide
Sialic acid
Sulfated galactocerebroside

Tricosanate
*pembe renk ile isaretlenenler fazla miktarda tespit edilen lipidleri temsil etmektedir.
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4.4.2 Hiicre sekretomlarina ait lipid profili

Postbiyotiklerle muamele edilen hiicre sekretomlarina ait lipid metabolit dagilimlar
sekil 4.47°de sunulmustur. Tiim muameleler neticesinde elde edilen veriler venn
diyagrami olarak diizenlenmis ve postbiyotiklerle muamele edilmis Hep-40 hiicre
sekretomunun 15 adet farkli lipid igerigine sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.48).
Sekretomlarda tespit edilen lipidler besiyeri ve postbiyotiklerde bulunan lipidlere kars1
filtrelenmis (Fold Change abs > log of 2) ve sadece postbiyotigin Hep-40 hiicrelerinde
tretimini tegvik ettigi lipidler Metabolom-Discoverer (ThermoScientific, ABD)
yazilimi kullanilarak tespit edilmistir (Cizelge 4.11). Anti-kanser iligkili yolaklar ise
sekil 4.49-4.65’de sunulmustur.

800

600

400

200

miz
600 400 200 0

800

5 10 15 20 25

Retention time (minutes)

Sekil 4.47 Lipid metabolit dagilimlart (yesil renk: Hep-40+postbiyotik muamelesi;
kirmizi: Lx-2+postbiyotik muamelesi)
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59

Hep40
(19)

Sekil 4.48 Tespit edilen lipid sayilarinin genel dagilimini gésteren venn diyagrami

132



Cizelge 4.11 Posbiyotiklerle muamele edilen Hep-40 hiicre sekretomunlarinda bulunan
lipidlerin isimleri ve kegg.jp metabolit veri bankasinda tespit edilen iliskili
biyolojik yolaklar1

Molekiil ismi ID Numarasi Etki Mekanizmalan ve kegg kodlan
Gliserofosfolipit metabolizmasi (map00564), Arachidonic asit
metabolizmas1 (map00590), Linoleik asit metabolizmast

1 Phosphatidylcholine C00157 (map00591), alfa-Linoleik asit (map00592), Metabolik yolak
(map01100), ikincil metabolitlerin yolag (map01110),
Retrograd endokannabinoid sinyali (map04723)
Phosphatidylethanolamine C00350 Glikozilfosfatidilinositol (GPI)- destek biyosentezi
(map00563), Gliserofosfolipid metabolizmasi (map00564),
Metabolik yolak (map01100), Tkincil metabolitlerin yolag:
(map01110), Retrograd endokannabinoid sinyali (map04723)

1-Phosphatidyl-D-myo-inositol C01194 Inositol Fosfat metabolizmasi (map00562),
Glikozilfosfatidilinositol (GPI)- destek biyosentezi
(map00563), Gliserofosfolipid metabolizmasi (map00564),
Metabolik yolak (map01100), Lipoarabinomannan (LAM)
biyosentezi (map00571), Fosfatidilinositol sinyal sistemi (map
04070)

Gliserofosfolipid metabolizmas: (map 00564)

1-Acyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine
Phosphatidic acid C00416 Yag sindirimi ve absorpsiyonu (map 04975) , cAMP sinyal
yolagi (map04024), Gliserofosfolipid metabolizmasi (map
00564), Gliserolipid metabolizmas1 (map00561), Metabolik
5 yolak (map01100), ikincil metabolitlerin yolag (map01110),
Fosfatidilinositol sinyal sistemi (map 04070), Fosfolipaz D
sinyal yolagi (map04072), Fc gamma R aracil1 fagositoz
(map04666)

1-Acyl-sn-glycerol 3-phosphate C00681 Yag sindirimi ve absorpsiyonu (map 04975) , Noroaktif ligand
reseptor iligkisi (map04080), Gliserofosfolipid metabolizmasi
(map 00564), Gliserolipid metabolizmast (map00561),

6 Metabolik yolak (map01100), ikincil metabolitlerin yolag:
(map01110), Vitamin sindirimi ve adsorpsiyonu (map 04977),
Fosfolipaz D sinyal yolag (map04072), Aktin sitozkeleton
regulasyonu (map04810)

Sphingomyelin C00550 Spingolipid metabolizmasi (map00600), Metabolik yolak

7 (map01100), Sfingolipid sinyal yolagi (map04071),
Nekroptozis (map04217)

Sphingosine C00319 Spingolipid metabolizmasi (map00600), Metabolik yolak

8 (map01100), Sfingolipid sinyal yolagt (map04071),
Nekroptozis (map04217), Apoptozis (map04210)

GM2 C04884 Glikosfingolipid biyosentezi (map00604), Spingolipid
metabolizmas1 (map00600), Metabolik yolak (map01100)
Glycosylphosphatidylinositol K01127 Glikozilfosfatidilinositol (GPI)- destek biyosentezi
phospholipase D (map00563), Metabolik yolak (map01100)

Avrachionate C00219 Aragiyonidik asit metabolizmas1 (map00590), Linoleic asit
metabolizmasi (map00591), Doymanus yag asitleri biyosentezi
(map01040), Metabolik yolak (map01100), Nekroptozis
(map04217), Ferroptosiz (map04216), Adipositlerde lipolizin
duzenlenmesi (map04923), Eicosanoidler (map07034),
Oksitosin sinyal yolagi (map04921), GnRH sinyal yolag
(map04912), TRP kanallarinda inflomatuar mediator
regulasyonu (map04750)

12 |Eicosapentaenoic acid C06428 Doymanus yag asitleri biyosentezi (map01040)

Linoleic acid C01595 Linoleic asit metabolizmasi (map00591), Doymamis yag

13 asitleri biyosentezi (map01040), Metabolik yolak (map01100)

C04438

10

11

14 Myristoleic acid C01530 Doymamus yag asitleri biyosentezi (map01040)
Prostaglandin D2 C00696 Aragiyonidik Asit metabolizmasi (map00590), Noroaktif
15 ligand-reseptor iligkisi (map04080), Metabolik yolak
(map01100)
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5. TARTISMA ve SONUC

Karaciger kanseri, 2025 yilina kadar tahmini 1 milyondan fazla vaka insidansi ile kiiresel
bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Karacigerin birincil kanseri olan HSK ise,
genel olarak kronik karaciger hastalif1 veya siroz zemininde gelismekte olup karacigerin
primer bir tiimorii olarak tanimlanmaktadir. Kronik hepatit B ve C viriisii enfeksiyonu,
karaciger sirozu, gida ile alinan aflatoksin B1, dogum kontrol hapi, sigara ve alkol
kullanimt ile bazi nadir goriilen genetik gecisli hastaliklar (hemokromositozis, alfal
antitripsin eksikligi, ataksi-telenjiyektazi, tirozinemi vb.) HSK gelisimi igin risk
olusturmaktadir (Forner vd. 2012). Erken donemlerde fark edilmesi zor bir olgu olan
HSK’nin tespiti genellikle rutin kontroller sirasinda istenen incelemeler (ultrasonografik
incelemeler gibi) sirasinda olmaktadir (Kumar vd. 2015). Tedavide basari timoriin
biiyiikliigii, yayilimi, beraberinde eslik eden siroz-karaciger yetmezligi derecesine baglh
olmaktadir. HSK’nin tam anlamiyla tedavisi timoriin ¢ikarilmasi veya karaciger nakli ile
olabilmektedir (Michelakos vd. 2019). Kemoembolizasyon veya kemoterapi ise
uygulanabilecek diger tedavi yontemleri arasinda yer almaktadir (Cillo vd. 2004). Ancak,
tim bu tedaviler hastalarin yasam kalitesini etkileyebilen yan etkileride beraberinde
getirebilmektedir. Bu nedenle, kanser hiicreleri lizerinde segici toksik etki sergileyen yeni
tedavi yaklagimlariin gelistirilmesine ve anti-kanser mekanizmalarinin aydinlatilmasina
halen ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ihtiya¢ dogrultusunda arastirmacilar, gelismis hassasiyet
ve giivenilirlie sahip yeni terapotik molekiiller ve biyobelirteglerin kesfine yonelik
caligmalarina devam etmektedir. Bu biyobelirteglerin daha 1yi anlasilmasit ve yeni
terapotiklerin kesfedilmesi ise iyilesme oraninda artis saglayarak onemli faydalar

saglayabilecektir.

Mikrobiyota; konak¢inin i¢inde veya ilizerinde yasayan, birbirileriyle ve ayn1 zamanda
konake1 ile etkilesime giren, karmasik, dinamik ve heterojen 6zellikteki mikrobiyal
topluluklar igin kullanilan kolektif bir terimdir (Chen vd. 2021). 2008 yilinda Insan
Genom Projesinin bir uzantis1 olarak baslayan “Insan Mikrobiyom Projesi”, insan
mikrobiyota {iyelerini tanimlamay1 ve metatranskriptomik, metabolomik/lipidomik ve
immiinoproteomik araglart kullanarak mikrobiyota bilesenlerinin insan sagligi ve

hastaliklarindaki roliinii analiz etmeyi hedeflemistir. Elde edilen veriler kapsaminda

151



bilimsel arenaya sunulan muazzam sonuglar; mikrobiyotanin ve konak iizerinde dnemli
rollere sahip olduguna, mikrobiyotay1 olusturan kommensal ve firsat¢1 patojenler arasinda
bir denge olduguna, yasam siiresince birgok faktore bagli olarak meydana gelebilecek
mikrobiyal dengesizliklerin (disbiyoz) ise ¢esitli hastaliklarin baslangict veya ilerlemesi
arasinda kritik baglantilara sahip olabilecegine isaret etmektedir (Rizzoli 2018,
Ogunrinola vd. 2020). Son yillarda hizla gelismekte olan yeni bir stratejik yaklasim ise
kanser hastalarinda tekrarlanabilir sekilde degisen onkojenik bir mikrobiyotanin ya da
mikrobiyota kaynakli metabolit/lerin biyo-belirtec veya ila¢ adayr olarak kullanim
potansiyeline sahip olabilecegi yoniindedir (Janney vd. 2020).

Son yillarda gerceklestirilen c¢alismalar; mikrobiyota iiyelerinin {iretmis olduklari
benzersiz metabolitler araciligiyla konak fizyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde kilit
rol oynayabilecegini gostermektedir (Schroeder ve Backhed, 2016). Mikrobiyota-kanser
iligkisi konusunda ivme kazanan arastirmalar ise bagirsak mikrobiyotasinda bulunan bazi
mikroorganizmalarin ve bunlar tarafindan iiretilen metabolitlerin 6zellikle kanser altinda
yatan molekiiler mekanizmalarla iligkili olabileceklerine dikkat ¢ekmektedir (Gagniere
vd. 2016, Kostic vd. 2013, Wang vd. 2012, Weir vd. 2013). Bu amagla gergeklestirilen
caligmalar kapsaminda omiks analizler 6nem kazanmaya baglamistir. Mikrobiyota ayni
zamanda, tiimor mikro c¢evresinin ortak metabolit rezervuarini besleyen ve etkileyen
genis bir protein salgis1 (sekretom) ve metabolit (metabolom) kaynagi olarak kabul
edilmektedir. Bu metabolik havuz; biliylime faktorlerini, sitokinleri, proteazlar1 (Barderas
vd. 2013) ve aynmi zamanda kanserin ilerlemesinde rol oynayan onko-metabolitleri
igerebilmektedir (Collins vd. 2017). Dogal mikrobiyota veya disbiyozis sonucu olusan
mikrobiyota ise, bu tlir metabolitler i¢in temel bir kaynak olusturabilmektedir. Baz1 disk1
metabolitleri (asetat ve biitirat, fruktoz, linoleik asit ve nikotinik asit gibi metabolitler)
saglikli bireylere kiyasla kanser hastalarmin diski metabolomunda daha diisiik
seviyelerde bulunduklari i¢in kanserin potansiyel tanisal belirtegleri olarak

onerilmektedir (Monleon vd. 2009, Phua vd. 2014).

Genel olarak mikroorganizmalar tarafindan fermentasyon siirecinde Tretilen veya

salgilanan maddelere atifta bulunan semsiye bir terim olan “postbiyotik”, Yunanca’da
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sonra anlamina gelen “post” ve yasam anlamina gelen “bios” kelimelerinden tiiretilmis
bir terim olup “biyotik™ terimler ailesinin (probiyotikler, prebiyotikler, sinbiyotikler) en
yeni iiyesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Vinderola vd. 2022). Metabiyotikler,
biyojenikler veya basit¢ge metabolitler olarak konakgiya fizyolojik faydalar saglayan
postbiyotikler arasinda bakteriyosinler, enzimler, vitaminler, amino asitler,
norotransmitterler, kisa zincirli yag asitleri, nitrik oksit, organik asitler,
ekzopolisakkaritler, hiicre lizatlari, teikoik ve lipoteikoik asitler ve peptidoglikan tiirevli
muropeptidler gibi maddeler yer almaktadir (Nataraj vd. 2020). Son yillarda
gerceklestirilen in vitro ve in vivo galismalar, postbiyotiklerin 6nemli anti-kanser etkileri
oldugunu rapor etmektedir. Ozellikle komsu hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerini
secici apoptoza yonlendirdikleri i¢in bilim insanlarimin biiyiik ilgisini ¢eken
postbiyotikler, bu etkilerini sinyal yolaklarin1 diizenleyerek sergilemektedir (Kim vd.
2021). Probiyotik tiirevli p8 proteininin anti-proliferasyon aktivitesi, insan kolorektal
DLD hiicrelerinde analiz edilmis ve hiicre dongiisiiniin G2 fazinda biiylimenin durmasiyla
sonuglanan p53-p21-Siklin B1/Cdk1 sinyal yolunun inhibisyonuna aracilik ettigi tespit
edilmistir. Lactobacillus spp.’nin hiicre icermeyen pentasakkaritinin apoptozu tesvik
ederek insan kolorektal kanseri HT-29 hiicresinde S-faz hiicre dongiisii ilerlemesini
inhibe ettigi rapor edilmistir (Elfahri vd. 2016). Hosseini ve arkadaslar1 (2020),
Lactococcus lactis kaynakli nisinin insan kolorektal SW480 kanser hiicrelerinde in vitro
siklin D1 ifadesini azalttigi ve antiproliferatif etki sergiledigini rapor etmistir. Ozellikle
kolon kanserinde; asetat, biitirat ve propiyonat gibi artan kisa zincirli yag asitleri
seviyelerinin tedavi ile baglantili olabilecegine dair on veriler bulunmaktadir
(Kostantinov vd. 2013). Mikrobiyal kaynakli biitiratin ise onkojenik sinyal yolaklarini
diizenledigi, proinflamatuvar genlerin regiilasyonu ve histon deasetilaz inhibisyonu
yoluyla tiimor biiytimesini baskiladig belirtilmistir (Chriett vd. 2019, Wu vd. 2018). Elde
edilen On veriler, postbiyotiklerin kanser iizerinde potansiyel bir etkiye sahip
olabilecegine ve tedaviye yonelik dogal yaklasimlar olarak kullanilabilecegine isaret

etmektedir.

Bugiine kadar yapilan caligmalar dahilinde kullanilan postbiyotik iireticileri ¢esitli
kaynaklardan izole edilmis olmalarina ragmen, Spalacidae familyasi igerisinde yer alan

Nannospalax cinsine ait kor fareler mikrobiyotas1 kaynakli bir postbiyotik; konak-
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mikrobiyota etkilesimlerinin ¢oklu dinamiklerini arastirmak amaciyla bu c¢alisma
kapsaminda ilk kez kullanilmistir. Nannospalax cinsine ait kor fare tiirleri; olaganiistii
uzun yasam siirelerine ragmen yasa bagli acik fenotipik degisiklikler géstermemesi ve
spontan tiimorler gelistirmemesi nedeniyle yaslanma ve ayrica kanser arastirmalari i¢in
mitkemmel bir model olarak kabul edilmektedir. Son 50 yildir kor fareler iizerine
gerceklestirilen arastirmalar neticesinde, bugiline kadar tek bir spontan timor gelisimi
vakas1 kaydedilmemis olup, bu tiirlerin deneysel olarak indiiklenen karsinojeneze direngli
olduklar belirtilmektedir (Altwasser vd. 2019, Domankevich vd. 2018, Lagunas-Rangel
2018).

Gergeklestirilen tez ¢alismasinin temel amaci; kansere direngli Nannospalax xanthodon
tirliniin bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen ve Lactiplantibacillus animalis olarak
tanimlanan bakteriden fermantasyon neticesinde elde edilen postbiyotiklerin iceriklerini
ve karaciger kanser hiicre hattinda sergilemis olduklar1 segici-anti kanser etkinin

mekanizmasim kiiresel OMIKS yaklasimlari kullanarak ortaya koymaktir.

Tez calismas1 kapsaminda Oncelikle postbiyotiklerin icermis olduklar1 proteinler,
metabolitler ve lipidler analiz edilmistir. Proteomiks analizler sonucunda,
postbiyotiklerin 123 adet protein igerdigi belirlenmistir. Ancak, gercgeklestirilen
biyoinformatik analizler neticesinde veri bankalariyla eslesen proteinlerin anti-kanser
iligkili yolaklarla baglantis1 tespit edilememistir. Metabolomiks analizler neticesinde,
postbiyotikler igerisinde 74 adet metabolit tespit edilmis olup bunlarin 12 tanesinin (2-
aminoisobutirik asit, laktik asit, sorboz 1-fosfat, triptofil tirosin, D-galaktoz, vitamin B12,
vitamin BS5, vitamin D2, vitamin K3, a-D-glukoz, gama aminobutirik asit, f-D-fruktoz)
yilksek miktarda iiretilen metabolitler oldugu ortaya konulmustur. Gergeklestirilen
lipidomiks analizler neticesinde ise 59 adet lipid tespit edilmistir. Bunlardan 10 tanesinin
(alfa-linolenik asit, behenik asit, arasidonat etil ester, butirat, eikosanoid, gliserol,
oktadekanoik acit, pentadekenoik acit, phosphatidil 3-fosfat, phosphatidylinositol 3-
fosfat) yiiksek miktarda iiretilen lipidler oldugu ortaya konulmustur. Literatiir calismalari,
Ozellikle mikrobiyal tiirevli butirik asitin onkojenik sinyal yolaklarini diizenledigini,

proinflamatuvar genlerin regiilasyonu ve histon deasetilaz inhibisyonu yoluyla tiimor
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biiylimesini baskiladigini rapor etmektedir (Wu vd. 2018, Chriett vd. 2019, Foglietta vd.
2014). A, C, E ve D vitaminleri ise ¢esitli kanser tiirlerine kars1 koruyucu aktiviteleri
nedeniyle insan metabolik koenzimleri olarak 6nemli kabul edilmektedir. Vitaminlerin
bagisiklik fonksiyonunu, antioksidan savunmay1, inflamasyonu, epigenetik diizenlemeyi,
hiicre davranigini etkileyerek ve DNA hasarina karsi koruma saglayarak potansiyel etkiler
sergiledikleri belirtilmektedir (Talib vd. 2023). B1, B2, B3, B5, B6, B9 ve B12’yi igeren
B vitamini bilesiklerinin tiimiiniin ise kanserin 6nlenmesi ve tedavisinin yani sira yan etki
yonetiminde de potansiyel olarak faydali oldugu 6ne siiriilmektedir (Van de Roovaart vd.
2023). Alfa-linolenik asitin yag asidi sentezini inhibe ederek insan meme kanseri
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, invazyon ve metastazi inhibe ederek hiicre dongiisiinii
durdurdugu rapor edilmektedir (Huang vd. 2022). Sitozolik fosfolipaz A2-a’nin etkisiyle
arasidonik asitten tiiretilen bir aktif biyolipid ailesini temsil eden eikosanoidler, 6zellikle
immiin kontrol noktasi inhibitorleri gibi yeni immiinoterapilerle birlikte terapdtik
denemeler i¢in cazip adaylar olarak sunulmaktadir (Johnson vd. 2020). Manivannan ve
arkadaslar1 (2017) oktadekanoik asit metil esterinin diacilgliserol sentezini durdurarak
insan meme kanseri hiicrelerinin apoptozunu indiikledigini rapor etmektedir. Gliseroliin
ise G1/S faz geg¢isinin inhibisyonu ve apoptoz indiiksiyonu araciligiyla anti-kanser etki
sergiledigi belirtilmektedir (Sakurai vd. 2011).

Postbiyotiklerin detayli igerik analizini takiben, postbiyotiklerin segici anti-kanser etki
mekanizmalarin1 anlayabilmek amaciyla postbiyotiklerle 48 saat birlikte kiiltiire edilen
Hep-40 hiicrelerinin sekretomunda bulunan &6zgiil proteinler, metabolitler ve lipidler
OMIKS yaklasimlari kullanilarak tespit edilmistir. Proteomiks analizler neticesinde, Hep-
40 hiicrelerinin postbiyotiklerle muamelesinden sonra elde edilen sekretomlara 6zgii 172
adet protein tespit edilmistir. Gergeklestirilen biyoinformatik analizler neticesinde, veri
bankalariyla eslesen proteinlerin 9 tanesinin anti-kanser iliskili yolaklarla baglantisi
oldugu tespit edilmistir (Gen isimleri: YWHAG, OGN, TPM4, Robo4, PTPRK, GSR,
ApoA-I, ALB, BRCA-2). BRCA-2 hiicre dongiisii diizenlenmesi, DNA onarim
mekanizmasi ve diger metabolik siireglerde iglev goren tiimor baskilayicr bir gen olarak
tanimlanmaktadir. BRCA-2 proteinleri ise ¢ift sarmalli DNA kiriklarini onarmak igin
gerekli diger temel proteinlerle etkilesime giren 1863 amino asit kalintisi igeren bir

proteindir (Balogun vd. 2021). Xu ve arkadaslar1 (2019) tarafindan gergeklestirilen bir
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calismada, asir1 ifade edilen OGN’nin kanser hiicre hatlarinin hiicre proliferasyonunu,
koloni olugumunu, migrasyonunu ve invazyonunu onemli Olc¢lide inhibe ettigi rapor
edilmektedir. Elde edilen veriler, OGN’nin tiimor baskilayici olarak islev gordiigiinii
otaya koymaktadir. Mao ve arkadaslar1 (2022), YWHAG gen iiriiniiniin servikal kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve istilasini etkilemek icin HIF-1a ile etkilesime girebildigini
belirtmektedir. Robo-4 proteini ise anti-kanser etkinligi rapor edilen bir diger proteindir
(Pircher vd. 2019). Cho ve arkadaslar1 (2022), ALB gen iirliniiniin (Albumin), timor
hedefli dagitim i¢in anti-kanser ilaglarin farmakokinetik profillerini iyilestirerek dogal bir
ilag tasiyicisi olarak dikkate deger bir umut vaat ettigini belirtmektedir. Eksojen veya
endojen albiimin uygulamasi anti-kanser ilaglarin dolasimdaki yar1 dmiirlerini artirmakta

ve gelismis gegirgenlik ve tutma etkisi ile tiimorleri pasif olarak hedefleyebilmektedir.

Bu nedenle, albiimin bazli ilag dagitimi ¢esitli klinik 6ncesi modellerde giiclii bir anti-
timor etkinligine yol agmaktadir. Georgila ve arkadaslar1 (2019) ise, ApoA-I’in kanser
patogenezinde anti-inflamatuvar ve immiin-modiilator mekanizmalar1 igeren daha

dogrudan bir tiimor baskilayici role sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Metabolomiks  analizler  neticesinde, Hep-40 hiicrelerinin  postbiyotiklerle
muamelesinden sonra elde edilen sekretomlara 6zgii 25 adet metabolit tespit edilmistir.
Gergeklestirilen biyoinformatik analizler neticesinde, veri bankalariyla eslesen
metabolitlerin 9 tanesinin anti-kanser iliskili yolaklarla baglantis1 oldugu tespit edilmistir
(agmatine, sistein, histamin, L-sitrulin, L-ornithin, spermedin, vitamin B6, vitamin D3,
vitamin E-alfa tokoferol formu). E vitamininin alfa tokoferol izoformlari {izerine yapilan
klinik Oncesi arastirmalar, anti-kanser etkileri konusunda umut verici veriler ortaya
koymaktadir (Abraham vd. 2019). In vitro ve in vivo hayvan modeli ¢alismalar1 D
vitamininin anti-timor etkilerini agikga gostermektedir (Matsuo ve Sadzuka 2019).
Spermedinin spesifik olarak tiimor hiicre dongiisiine miidahale ederek tiimor hiicre
cogalmasini engelledigi ve timdr biiyiimesi baskiladigr belirtilmektedir. Ayrica, temel
onkolojik yolaklar1 diizenleyerek otofajiyi tetikledigi rapor edilmektedir. Spermidin gibi
poliaminlerin  aliminin  artmasi, anti-kanser immiin gozetim ve poliamin
metabolizmasinin diizenlenmesindeki rolii nedeniyle onkogenezi baskilayabilmekte ve
timorlerin biiylimesini yavaslatabilmektedir (Prasher vd. 2023). Histamin iireten

bagisiklik hiicrelerinin tiimor mikrogevresindeki 6nemli eylemleri géz oniine alindiginda
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ise kanser gelisimi ve ilerlemesi baglaminda histamin ve histamin reseptdrlerinin dnemli
immiinomodiilator rolleri olabilecegine dikkat c¢ekilmektedir (Saralosa vd. 2021).
Sisteinin ise redoks diizenlemesinde 6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir (Min vd.
2023). Wang ve arkadaslar1 (2005) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada ise agmatin
nakledilen melanom tiimér modelininde hiicre igi poliamin igeriginin azalmasina bagh
olarak tiimor hiicrelerinin proliferasyonunun 6nemli oranda inhibe edildigi rapor

edilmektedir.

Lipidomiks analizler neticesinde, Hep-40 hiicrelerinin postbiyotiklerle muamelesinden
sonra elde edilen sekretomlara 6zgii 15 adet lipid tespit edilmistir. Gergeklestirilen
biyoinformatik analizler neticesinde, veri bankalariyla eslesen bu lipidlerin tamaminin
anti-kanser iligkili yolaklarla baglantisi oldugu tespit edilmistir (Fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, 1-Fosfatidil-D-miyo-inositol, 1-Asil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin,
fosfatidik asit, 1-Asil-sn-gliserol ~ 3-fosfat, sfingomiyelin, sfingozin, GM2,
glikozilfosfatidilinositol fosfolipaz D, arasidonik asit, eikosapentaenoik asit, linoleik asit,
miristoleik asit, prostaglandin D2). Wang ve arkadaglar1 (2008) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢calismada fosfatidilkolinin, apoptoz indiiksiyonu ve ardindan kaspaz-
8 ve -3 indiiksiyonlar ile hepatik karsinogenezi azalttigi belirtilmektedir. Bizzarri ve
arkadaslar1 (2016) ise, inositollerin PI3K seviyelerini diisiirdiigiinii, boylece PI3K
aktivasyonunun asag1 akisinda PKC/RAS/ERK yolunun aktivasyonuna kars1 koydugunu
bildirmislerdir. Bu yolun yukarisinda, inositoller FGF ve reseptorii arasindaki ligand
etkilesimini ve IGF-II reseptorii ve AP-1 komplekslerini iceren EGF-transdiiksiyon
siireglerini bozmaktadir. Bu etki, metaloproteinazlar ve ROCK1/2 salinimi iizerinde
inositol kaynakli inhibisyon ile pekistirilmektedir. Genel olarak, bu etkiler inositollerin
hiicre iskeleti mimarisini yeniden sekillendirmesini saglamaktadir. Li ve arkadaslar
(2022) sfingolipidlerin genellikle kanser hiicresi biiylimesini ve gociinli inhibe etmenin
yani sira otofaji ve apoptozu indiikleyerek antiproliferatif tepkilere aracilik ettiklerini
belirtmektedir. Literatiir aragtirmalari; GM2’nin hem terapdtik hem de biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecek iki yonlii bir lipid oldugunu bildirilmektedir (Nakamura vd.1999).
Kanser hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen ¢alismalar ise dokosaheksaenoik asitin ve
arasidonik asitin anti-timdrijenik etkilerini ortaya koymaktadir (Bae vd. 2020). Lu ve

arkadaslar1 (2010) tarafindna gergeklestirilen bir calismada, linoleik asitin yiiksek
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konsantrasyonlarda (300 uM'nin iizerinde) tiimdr hiicre bliylimesini inhibe ettigi, diisiik
konsantrasyonlarin (100-200 uM) ise proliferasyonu destekledigi belirtilmektedir.

Sonuc olarak, yiiksek teknoloji ve yiiksek hassasiyet gdsteren kiiresel OMIKS
yaklasimlarinin kullanimi neticesinde, kansere direngli Nannospalax xanthodon tiiriiniin
bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen ve Lactiplantibacillus animalis olarak
tanimlanan bakteriden fermantasyon neticesinde elde edilen postbiyotiklerin karaciger
kanseri hiicrelerine kars1 sergilemis olduklari segici anti-kanser etki protein, metabolit ve
lipid temelinde ilk kez aydmlatilmigtir. Elde edilen veriler, postbiyotiklerin kontrol
hiicrelerine kiyasla kanser hiicrelerini farkli yolaklar iizerinden uyardigimi ve lipid
metabolizmasinin etkili oldugunu gostermektedir. Kiimiilatif olarak degerlendirilen tim
sonugclar ise, postbiyotiklerin 6zgiin igerikleri ile anti-kanser 6zellikli terapétik bir ajan

olarak kullanim potansiyeli olduguna dikkat cekmektedir.
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