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SICANLARDA KOLIT TEDAVISINDE AGIZDAN VERILEN CANLI VE
ENKAPSULE EDILMIS Pediococcus pentosaceus OZF SUSUNUN ETKISININ
ARASTIRILMASI

Zhanatgul SAKYP

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU

Calismamizda daha Onceki calismalarda anne siitiinden izole edilerek molekiler
teknikler neticesinde Pediococcus pentosaceus OZF olarak tanimlanan ve probiyotik
oldugu belirlenen susun kolit hastaligi zerinde tedavi edici/onleyici etkisinin olup
olmadigr amaglanmigtir. Bu c¢alisma kapsaminda, probiyotik bir sus olan P.
pentosaceus OZF’nin  hem canli hem de enkapsiile edilmis formu
(aljinattkalsiyum-+peynir alt1 suyu proteinleri) trinitrobenzin stlfonik asit (TNBS) ile
kolit olusturulan siganlar tizerinde denenmistir. 14.giin sonunda 6tanaziye tabi tutulan
sicanlardan elde edilen kan, dalak ve kolon 6rneklerinden RNA izole edilerek, cDNA
eldesi ve akabinde qPZR yapilmistir. TUm gruplardan elde edilen verilere gore P.
pentosaceus OZF susunun diger antioksidan enzimlere gerek duymadan kendisi
antioksidan etki gostererek inflamasyonu azalttigi, dolayisiyla antiinflamatuvar etkiye
sahip oldugu saptanmistir. Kolit gruplarima canli susun uygulamasina miiteakip
pro-inflamatuvar etki gosteren IL1p ve IL6 gibi sitokinlerin miktarinda azalma oldugu
saptanmis, bununla beraber kapsiile edilmis OZF susunun kolit hastaligi iizerinde

olumlu herhangi bir etkisi saptanmamustir.

Temmuz 2013, 87 sayfa

Anahtar kelimeler: Probiyotik, kolit, enkapsilasyon, Pediococcus pentosaceus



ABSTRACT
Master Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ORAL ADMINISTRATIONS OF LIVE AND
ENCAPSULATED Pediococcus pentosaceus OZF STRAIN ON TREATMENT OF
COLITIS IN RATS

Zhanatgul SAKYP

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU

In our study, whether the strain , which were isolated from breast milk in the previous
studies, defined as Pediococcus pentosaceus OZF as a result of molecular techniques
and determined as probiotic , has any therapeutic / preventive impact on colitis disease
was aimed.Within this study, both live strain and the encapsulated form
(alginate+calcium,+whey proteins) of Pediococcus pentosaceus OZF which is a
probiotic strain was tested in rats which were induced colitis disease using
trinitrobenzin sulfonic acid (TNBS).RNA isolated from blood, spleen and colon samples
that obtained from the rats were subjected to euthanasia at the end of 14. day , cDNA
was synthesized and then gPCR was performed. According to the data obtained from all
groups, Pediococcus pentaceus OZF strain itself, reduces inflammation by indicating
antioxidant effect without the need for the other antioxidant enzymes , and therefore
found to have anti-inflammatory effect. Following the implementation of live strains to
the colitis groups , in the amount of cytokines such as IL1b and IL6 acting as
pro-inflammatory were decreased, however, encapsulated OZF strain did not have any

positive effect on the colitis disease.
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1. GIRIS

Intestinal sistem icinde konak ve mikroflora arasinda hassas bir denge bulunmaktadur.
Mikroflora konagi mukozal immiin sistemi ile iletisim igerisindedir. Kolit ve Crohn
hastaliginin da dahil oldugu inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH) ise bu dengenin
bozulmasi neticesinde olusan ve intestinal mukozada inflamasyon ile meydana gelen
kronik bir hastalik grubudur, intestinal inflamasyon ve mukozal doku hasariyla baslayan,
bozulmus immiin cevapla ilerleyen, intestinal ve ekstraintestinal belirtilere sebep olan,
stk goriilen kronik bir gastrointestinal sistem hastaligidir. Bu tiir hastaliklar sindirim
sisteminde inflamasyon olusturarak doku yikimina neden olmaktadirlar ve Klinik olarak

ortaya ¢ikmaktadir. IBH nin etiyolojisi tam olarak a¢iklanamamaktadir

IBH’I1 hastalarda bagirsak mikroflorasinin normal kisilerden farkli oldugu ve hastalarin
serumlarinda bazi bakterilere karsi etkili antikorlar bulundugu bilinmektedir. Hastalarin
antibiyotik tedavisinden yarar gormeleri, bozulmus bakteri florasi hastaligin ortaya
¢ikmasinda ve devam etmesinde rolii olduguna isaret etmektedir. Patogenezi agiklamaya
yonelik ¢aligmalara paralel olarak tedavide de yeni ajanlar denenmektedir. Son
donemlerde IBH tedavisinde en ilgi ¢eken konulardan biri probiyotiklerin kullanimidir.
Probiyotikler mikrobiyal floran1 diizenleyerek insan sagligi tizerinde olumlu etkilerde
bulunan canli mikroorganizmalardir (Martins vd. 2004). Probiyotikler, bagrsak bakteri
florasinin degistirilmesinde antibiyotiklere alternatif bir yol olarak gtivenli bir se¢imdir
(Zwolinska-Wcisto vd. 2007). Probiyotiklerin  mukozal ve sistemik sitokin
parameternini de degistirdigi bilinmektedir. Probiyotikler bagirsak mukozasi ve sistemik
sitokin parameternini module ederek IBH’nin iyilesmesine katkida bulunabilirler

(Matsuzaki vd. 1998).

Ancak probiyotik bakterilerin sindirim sisteminin kosullarrina dayanikli olabilmelidir.



Bununla birlikte bircok probiyotik bakterinin yiiksek asitlik ve safra tuzlarma karsi
hayatta kalma kabiliyeti azdir (Holzapfel vd. 2001). Probiyotik tiretimindeki karsilasan
bunun gibi zorluluklarin azaltilmasi amacta enkapsilasyon yontemi gida endiistrisinin
tizerinde 6nemle durdugu bir yontemdir. Enkapstilasyon yonteminin amaci, probiyotik
mikroorganizmalarin ¢evresinde fiziksel bir ortam hazirlayarak olumsuz cevre
kosullarina karst mikroorganizmalarin canliligint korumaktir. Bu yOntemde aktif
mikroorganizma cevresinde cesitli biyopolimerler kullanarak koruyucu bir film veya

kaplama tabakasi olusturmaktir (Sultana vd. 2000; Poncelet. 2009).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Probiyotikler

Probiyotik kelimesi Yunanca anlamda ‘yasam i¢in’ demektir. Probiyotik tanimi 1965
yilinda ilk olarak Lilly ve Stillwell tarafindan baska mikroorganizmalarin iiremesini
engelleyen mikroorganizmalar tarafindan Gretilen blyime destekleyici metabolit
faktorler olarak tanmimlamiglardir (Marteau 2006). Probiyotiklerle ilk ¢alisan,
“yaglanmada uzun Omiirlillik” teorisiyle 1907 yilinda Nobel 6dulli kazanan Rus
biyologu Elie Metchnikoftur. Metchnikof laktobasilleri igeren gidalar tiiketen insanlarin
daha saglikli oldugunu gostermistir. 1989 yilinda Fuller ise probiyotikleri konuk¢unun
intestinal mikrobiyal florasina olumlu etkileri olan canli mikrobiyal gida icerikleri
olarak tanimlamustir. Probiyotiklerin bagirsak bakteri florasinin degistirilmesine guvenli
bir segenek olduguna iligili kanitlar son yillarda artmaktadir. Probiyotikler, FAO ve
WHO tarafindan “yeterli miktarlarda tiiketildiginde konak¢inin saglik kazanmasini
saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlamaktadir (Guarner ve Schaafsma,
1998). Probiyotiklerin bagirsak mukozasinda tutunma bolgeleri icin rekabet ederek
patojen mikroorganizmalarin epitel hiicrelerine tutunmasini engellemeleri, bakteriyosin
olarak bilinen antimikrobiyal maddeler Uretmeleri ve sindirim igin gerekli bazi
enzimleri salgilayarak sindirime yardimci olmalari ayri bir 6zellikleridir (Bengmark

2003).

Probiyotikler normalde bagirsak florasinda bulunan ve laktik asit Ureten bakteriler
(Lactobacilli, Streptococci, Bifidobacteria) ile normalde florada bulunmayan
mayalardan (Saccharomyces boulardii) olusur (Cizelge 2.1) (Penner vd. 2005).
Probiyotiklerin etki mekanizmalarina ge¢gmeden Once intestinal mikrofloranin
dagilimmnm bilinmesi gereklidir. Intestinal flora tek basma 400°den fazla bakteriye ev

sahipligi etmektedir. Bu bakterilerin birgogu kiiltiirde iiretilemez (Gibson 1999). Ust



gastrointestinal sistemde aerobik ve gram pozitif mikroorganizmalar cokken, distal
bagirsak kisimlarinda, anaerobik bakteriler (Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,
Lactobacillus ve Clostridium) artmaktadir. Kolon i¢inde anaerobik bakteri yogunlugu

artmaya devam eder ve 10** -10%? CFU/g diizeyine ulastr.

Cizelge 2.1 Probiyotik olarak bilinen mikroorganizmalar

Lactobacilli Bifidobacteri Digerleri Mantarlar
L.acidophilus B.bifidum Streptococcuc Saccharomyces
thermofilus cerevisiae
L.casei B.infantis Enterecoccus faecium Saccharomyces
boulardii
L.delbruckeii supp  B.lognum Lactococcus lactis
L. bulgaricus B.thermophilum Propionibaterium
freudenreichii
L.reuteri B.adolescents Escherichia coli Nissle
1917
L.brevis B.lactis Bacillus clasuii
L.cellobiosus B.animalis Bacillus oligonitrophilis
L.curvatus B.breve

L.fermentum
L.plantarum
L.rhamnosus (GG)
L.salivarius
L.gasseri
L.johnsonii
L.helviticus

L.farciminis

Intestinal sistemde konak ve mikroflora arasinda denge vardir. Mikroflora konagmin
mukozasinda immiin sistemi ile iletisimdedir. IBH’da ise bu hassas denge bozulur. Eger

mikroflora kompozisyonu egzojen bakteriler ile degistirilebilirse hasar azaltilabilir.



Baslica probiyotikler etkilerini antimikrobiyal Grunler salgilayarak, imminmodulasyon

yaparak gosterirler.

2.1.1 Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Probiyotikler genel anlamda bagirsak mukozasinda tutunma bolgeleri i¢in patojen olma
potansiyeli tasiyan mikroorganizmalarin epitel hiicrelerine tutunmasini engeller ve
patojene kars1 bakteriyosin etkisini gostermektedir. Probiyotiklerin IBH’daki etkinligini
aciklayabilen veriler bulunmaktadir. Son zamanlarda IBH’li olgularm bagirsak
Iimeninde bulunan antijenlere, 6zellikle kommensal bakterilere ve onlarin iiriinlerine
kars1 agresif bir immiin cevabin gelistigini gosteren bircok kanit elde edilmistir.
Intestinal inflamasyon ve lezyonlarin olusmasinda mukozal immiin sistemin ve
inflamasyonun modilasyonunda sitokinlerin merkezi rolii vardir. Klinikte IBH
hastalarindan alinan biyopsilerde, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y ve TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinler artarken, I1L-4, IL-10 gibi antiinflamatuvar sitokinlerin
baskilandig1 saptanmistir. Deneysel olarak dextran sulfate sodium (DSS) ile uyarilan
kolitin kroniklesmesinde proinflamatuvar sitokinler TNF-o ve IFN-y’nin rol aldig:

gosterilmektedir (Obermeier vd. 1999).

Probiyotikler ~oral olarak uygulandiktan sonra etkilerini farkli  yollarla
gosterebilmektedir. Ornegin VSL#3 (karisik probiyotik kombinasyonu olup iceriginde
dort farkli Lactobacillus susu + ii¢ farkli Bifidobacteria + bir tane Streptococcus
thermophilus bulunmaktadir), TLR-9 (Toll-like receptor)’a baglanarak etki gosterir.
TLR-9, mikroorganizmalarin molekiiler iiriinlerine karsi tanima ve cevabi saglamada
dolayisiyla intestinal homeostazin devamliliginda rol oynayan reseptor ailesinin
bireyidir. Ayrica VSL#3, NF-kB aktivasyonunu ve dolayisiyla inflamatuvar sitokinlerin

salmmmini inhibe eder (Tamime 2002). Probiyotiklerin gastrointestinal floraya



yerlesmesi ile beraber periferik kandaki l6kositlerin bakterilere karsi fagositoz
yetenegini arttirmasi tedavide baglica rol oynamaktadir. Bunu proinflamatuar sitokinleri
(IL-12, IL-6, TNF-a ve IFN-y) azaltarak ve anti-inflamatuvar (IL-10) mediatorleri
arttirarak saglar. Bununla birlikte bazi probiyotikler immiinglobiilin {iretimini
dizenleyerek etki gosterir. Bagirsak mukozasinda IgA ve IgM salgisini arttirarak
imminolojik bariyeri kuvvetlendirir. Ayrica allerjenlerin de engelenmesi ve emiliminin

engellenmesinde de rol oynarlar (¢izelge 2.2) (Kim vd. 2003).

Cizelge 2.2 Probiyotilerin Etki Mekanizmasi

Tipi Etkileri

Lactobacillus acidophilus LA1 Konak intestinal epiteline yapisarak immin
sistemi kuvvetlendirir
Mikrofloray1 diizenler, Kabizlik tedavisinde,
Lactobacillus acidophilus NCFB174 radyoterapiye  bagli  ishal  tedavisinde
kullanilir, fekal mutajenik etkiyi azaltir
Lactobacillus GG ATCC 53013 Antibiyotik, Rotaviris, Clostridium difficille
iliskili ishalin  6nlenmesinde ve Crohn

hastaliginin tedavisinde kullanilir

Lactobacillus bulgarius Rotavirus ve viral gastroenterit tedavisinde
kullanilir

Bifidobacterium bifidum Rotavirus ve viral gastroenterit tedavisinde
kullanilir

Lactobacillus reuteri Gastrointestinal florada kolonize olur

Lactobacillus plantarum Bakteriyel translokasyonu inhibe ederek

septik ~ cevabr  azaltir,  immiinsupresif
hastalarda kullanilir

Lactobacillus salivarius UCC118 Fekal koliform bakterileri, Clostridium
perfringens ve enterokok diizeyini azaltir, fare
modellerinde  tumor  gelisimini  Onledigi
goriilmiistiir

Bifidobacterium infantisUCC35624 Clostridium tiirlerinin azalmasimi, laktobasil
ve bifidobakter tiirlerinin artmasini saglar,

kandaki fagositer aktiviteyi artirir




2.1.2 Probiyotiklerin Kullanim Alanlar

Cok sayidaki hastalik tiirlerinde probiyotiklerin etkisi arastirilmaktadir.

Helicobacter pylori enfeksiyonu: Helicobacter pylori (H. pylori) karsinojenik
potansiyeli olan, ilser hastaligma yol agan bir enfeksiyon hastaligidir. /n vitro
caligmalarda birgok Lactobacillus tiriintn H.pylori’nin gastrik mukozal adezyonunu ve

¢ogalmasini azalttigi gosterilmektedir (Penner vd. 2005).

Irritabl Bagirsak Sendromu (iBS): IBS, en sik goriilen fonksiyonel Gi sistem

hastaligidir. Tedavide amag¢ semptomlarin (rahatsizlik hissi, agri, siskinlik, gaz, gayta
yapmak icin aciliyeti) ortadan kaldirilmasidir. Yapilan ¢alismalar probiyotiklerin iBS
tedavisinde kullanimimin faydali olabilecegini diigindirmektedir. Kim ve arkadaglar
ishal agirlikli IBS’da VSL#3 kullamlmasi ile rahatsizhigin ve siskinligin azaldigimi
go6stermektedir (Kim vd. 2003). O’Mahony ve arkadaglarmin yaptigi diger bir calismada
ise plasebo grubu ile L. salivarius veya B. infantis alan grup karsilastirildiginda, L.
salivarius alan grupta plasebo ile benzer yakinmalar devam ederken, B. infantis alan

grupta semptomlarda azalma oldugu gortilmistiir (O'Mahony vd. 2005).

Ishaller: Probiyotikler giiniimiizde antibiyotik iliskili ishaller, infeksiydz etkenlere bagl
ishal tedvisinde kullanilmaktadir. Yapilan bir¢ok klinik ¢alismada oral olarak alinan
probiyotiklerin kolonda kolonize olarak patojen mikroorganizmalarin sayisini azalttig
ve ishal gelisimini onledigi gdsterilmistir. Infeksiydz etkenlere bagli ishalde de
probiyotikler olduk¢a sik kullanilmaktadir. Ozellikle cocuklarda akut enfeksiydz
ishallerin baslica sebebi olan rotaviriis enfeksiyonlarinda kullanilan Lactobacillus
GG’in enfeksiyon siiresini kisalttigin1 gostermistir (Van Niel vd. 2002). Diger E. coli
tirleri ve Vibrio cholerae‘ya bagh ishal tedavilerinde probiyotiklerin etkili oldgu

gosterilememistir. Yetigkin gastroenteritlerinde de probiyotik kullaniminin daha az etkili



oldugu bilinmektedir (Brown ve Valiere 2004).

Immiin Sistem Fonksiyonlarmin Korunmasi: L. casei, L. acidophilus ve B. bifidus, IgA

salinimmi arttirarak mukozal immiin cevabi kuvvetlendirirler. Cok sayida ¢alismada
mitojenlere karsi dalak hiicrelerinde T ve B lenfosit ¢cogalmasii artirdiklari, sitokin

cevabini etkiledikleri ve patojenlerin fagositozunu artirdiklar gosterilmistir

2.2 Probiyotiklerin Etkileri

2.2.1 Probiyotiklerin intestinal flora tzerindeki etkisi

Epitelyal hiicrelerdeki smirli sayidaki yerler i¢in probiyotikler patojen bakteriler ile
yarigir, patojenden once epiteliye yapismaya caligir. Ayn1 zamanda patojen bakterilerin
iremeleri i¢in gereksinim duyduklart besin maddelerini tiiketerek, patojen bakterilerin
uremelerini inhibe ederler. Organik asit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler
uretirler.  Kolonda yag asidi profilini diizenleyerek intestinal —mikrofloray1
degistirebilirler. Probiyotik suslarinin linoleik asiti anti-inflamatuvar ve antikarsinojenik

ozelligi olan konjuge linoleik asite ¢evirdigi tespit edilmistir (Morita vd. 2002).

2.2.2 Probiyotiklerin immun sistem tzerindeki etkileri

Probiyotiklerin immun sistem (zerindeki etkileri, antikor dretimini ve NK hcrelerinin
aktivitesini arttirmak, niikleer faktor kappa-B (NF-kB)’y1 module etmek ve T hicre
apoptozisini  indiikklemekten olugmaktadir. Probiyotikler genellikle [IL-10 ve
transforming growth factor-beta (TGF-B) gibi intestinal anti-inflamatuvar sitokin

dretimini arttirirken, timor nekrosiz faktor-alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y), 1L-8



gibi proinflamatuvar sitokin iiretimini azaltmaktadir. Probiyotik tedavisi ayn1 zamanda
proinflamasyonu olan hastalarda IFN-y ve IL-la Uretiminde diismeye, indiiklenebilir
nitrik oksit sentezinde ve jelatinaz aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir (Ménard vd.
2004). Probiyotikler epitel hicreleri lzerine etki ederek sitokin dretimini
degistirmektedir. Epitelyal hiicreler bakteri ve bakteri komponentlerine karsi 1L-8 gibi
proinflamatuvar sitokin salgilamasina ragmen, probiyotiklere kars1 herhangi bir cevap
gostermemektedir. Bazi probiyotikler anti-inflamatuvar cevap gosterirler ve nukleer
faktor kappa-B (NF-kB) yolunu inhibe ederler. Probiyotik bakteriler patojenik bakteri
DNA’sina kars1 sistemik inflamatuvar bakteri cevabini baskilayabilir. Intestinal epitelyal
hlcreler, bircok antijen sunan molekull ile kostimilatér molekilleri Gretmektedir.
Probiyotikler, epitelyal bariyer fonksiyonunu TLR-2 etkileyerek duzenler (Madsen
2006).

2.2.3 Probiyotiklerin immunomodulator etkisi

Bagisiklik hiicreleri tarafindan {iretilen sitokinler, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyon
diizenlenmesi, biliylime ve farklilagma ve ayrica inflamasyon ve immiin tolerans
siireglerine katilmaktadirlar. IBH modellerinde yapilan ¢alismalarda, farklilasma ve
sitokinler tarafindan T-hiicrelerinin aktivasyonuna bagli T-hiicreleri arasinda bir
dereguilasyonu gostermektedir (Leon vd. 2006). IBH sican modellerinde hiicre
farklilasmasini  bagirsaktaki immiin yanitin tipi belirlenmesinde Onemli bir rol
oynamaktadir. Aktif olan T-hucreleri sitotoksik patogenezde dnemli rol gostermektedir.
Bu aktif sitotoksikler T hiicrelerinin epitel hiicrelerinin pargalanmasi ve epitel
erozyonlari yerinde luminal antijenlerin artmasi ile proinflamatuvar sitokinlerin salinimi
ile inflamatuvar etkisi gosterebilir. Probiyotik bakterileri iceren probiyotik ve
mayalanmig siit triinlerinin birgok yararli etkileri immiino-modulatér, anti-inflamatuvar
aktiviteleri ile ilgili oldugu g6z Oniine alindiginda, bagirsak iltihabinin 6nlenmesi ve/ya

tedavisi i¢in 6nemli aday olarak kullanilmaktadir. Probiyotikler dogrudan bagirsagin
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bagisiklik sistemi ya da bagirsak mikrobiyotasinda olusan olumlu degisiklikleri
uyararak diizenleyerek hareket edebilir. Bagirsak mikrobiyotasinin tolere edici etkisi
diizenleyici T hiicre tarafindan meydana gelmis olabilirler. Bazi LAB suslarinin,
bagirsak mikrobiyotasinin asir1 duyarliligina ve inflamasyonu 6nlemesine, oral tolerans
indiiksiyonu tesvik etmesine yardimc1 T hiicre popiilasyonlariin uyarildigi

gosterilmektedir.

TNBS ile inokulenen BALB/c fareleri kullanarak yapilan bir ¢alismada, geleneksel
yogurt (L. bulgaricus ve S. thermophilus) anti-inflamatuvar etki gostermektedir. Yogurt
yedirdikten sonra IL-17 ve IL-12 seviyeleri diiserken, bagirsak dokularinda esas olarak
IL-10 artmis, bagirsagin iltihabr azaltmistir. Bu sonuglar yogurt tiiketimi inflamatuvar
stirecte bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen inflamatuvar sitokinlerin baskilanmasini
uyarir, bagisiklik yanitini hafiflestirdigini gostermektedir. LAB immiinomodiilator
ozellikleri, gastrointestinal bazi inflamatuvar hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmek i¢in
proinflamatuvar sitokinleri baskilamasi probiyotik mikroorganizmalarin
mekanizmalarindan biri olabilir. Izole edilen probiyotik suslar1 hiicre bilesenlerinin
ayrica bazi terapotik yararlari olabilir. Bakteriyel DNA gi¢li imiino-uyarici etkilere
sahip oldugu gdsterimektedir. Insan ve hayvan galismalar1 sonuglar1 bazi probiyotik
suslarinin basariyla sitokinler gibi molekiillerin aktivasyonu belirli mukozal bagisiklik
yanit1 seviyeleri modiile ederek degistirebilecegimizi gostermektedir. IL-10 dlzeylerini
yiikselterek ve dolayisiyla inflamatuvar sitokinler TNF-o, IFN-y gibi sitokinleri
azaltarak inflamatuvar hastaliklarin ortaya ¢ikmasini Onleyebilmektedir, bazi LAB
basarili bir sekilde geleneksel muameleler ile bir yardimci tedavi edici olarak

kullanilabilmektedir (Del Carmen vd. 2011).
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2.3 inflamatuvar Bagirsak Hastahg (IBS)

Inflamatuvar bagirsak hastaligi gastrointestinal sistemde bircok kronik inflamatuvar

bozukluklara yol agmaktadir (Manuela ve Radu 2012).

IBH, bagirsakta iltihaplanma ve mukozal doku hasari ile baslayan, bozulan immiin
cevapla ilerleyen, intestinal ve ekstraintestinal belirtilere sebep olan, sik gériilen kronik

bir gastrointestinal sistem hastaligidir (Martins ve Peppercorn 2004).

IBH basligi altinda birbiri ile iliskili olan, ancak farkli hastaliklar olarak tanimlanan
kolit ve crohn hastaligi (CH) yer almaktadir. Bu iki hastaligin klinikte endoskopik ve
histolojik 6zellikleri ile birbirine benzemeyen hastalik oldugunu sdyleyen kanitlar vardir.
IBH bagirsagin enfeksyondan dolay: iltihaba ugramis oldugu kamitlanmis bir bagirsak
bozukluguna ait bir terimdir (Baumgart ve Sandborn 2007). iBH biiyiik olasilikla
patogenezin bagirsak cevreleri iginde genetik, immiin yanitlar ve mikroorganizmalar
arasindaki etkilesimi i¢ermektedirler (Guarner 2007). Bir¢ok ¢alismada bu hastaliklarin
patogenezin ve etiyolojisinin bilinmedigini sdylemektedir. Bu nedenle, ana-mikroflora
etkilesimleri ve bagirsak mikroflorasi tarafindan gelen yanitlar IBH’nin tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi i¢in odak noktasi haline gelmistir. Bunun igin en iyi yontem
probiyotik verilmesi ile gergeklestirilebilir. Probiyotikler saglik i¢in 6nemli faydalar
olan canli mikroorganizimalardir. Tipik olarak, Lactobacillus ve/veya Bifidobacterium
gibi cesitli suslar yer almaktadir. Bagkada bilinen probiotikler patojen olmayan E.coli
Nissle 1917 ve M-17 gibi suslar icermektedir (Leo ve Kelly 2010). Probiyotiklerin
anti-kolit tedavisinde potensiyel roliinii agiklayan mekanizmalar baska bir yerde
ayrintili olarak gozden gegcirilmistir. Pro-inflamatuvar sitokinlerin azaltilmas: (TNF-a,
INF-y) ve dizenleyici sitokinlerin (IL-10) artmasi gibi immunodiilator etkisi oldugunu

gOstermektedir.
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IBH, Birlesik Devletlerde yaklasik iki milyon insani etkilemektedir. CH istatistik
verilere gore 3,6-8,8/100.000 iken, kolit hastaligi icin 3-15/100.000°dir. IBH her
yasdaki insan1 etkileyebilir. Hastalik tiim 1rklar1 ve etnik gruplar etkilemekle birlikte en
stk goriildigi bolgeler Kuzey Amerika ve Avrupa’dir. Kolit hastaligi sigara
icmeyenlerde icenlere gore daha sik goriilmesine karsin, CH olanlarda sigara igme
siklig1 topluma gore daha yiksektir (Loftus vd. 2002). IBH &zellikle yiiksek
sosyoekonomik kosullardaki toplumda sik¢a goriilmektedir. Bu durum batililasma, diyet
degisiklikleri, sigara tiiketimi, kimyasal maddelere maruz kalma ve gevresel kirlilik ile
iliskilendirilebilir (Loftus vd. 2002). Hastalarin sadece %10°u 18 yas altindadir. Hastalik

kadin ve erkeklerde esit siklikta goriilmektedir (Andres ve Friedman 1999).

2.3.1 Probiyotiklerin IBH’da etki mekanizmasi

Pek az kontrollii calisma igeren klinik gézlemler, in vitro ¢alismalar ve hayvan deneyleri,
probiyotik bakterilerin IBH’nin tedavisinde potansiyel bir yerinin olduguna isaret
etmektedir. Bununla birlikte, bu organizmalarin klinik IBH’da ve deneysel modellerde
etki mekanizmasi hala blyuk 6l¢iide bilinmemektedir. En genel anlamda probiyotiklerin
bagirsak mukozasinda tutunma bolgeleri icin rekabete girerek patojen olma potansiyeli
tasiyan mikroorganizmalarin epitel hiicrelerine tutunmasini engellemeleri ve patojenlere
kars1 bakteriyosinlerin etkisini gdsterebilmelidir. Probiyotiklerin IBH’daki etkinligini
aciklayan veriler de bulunmaktadir. Son yillarda IBH’l1 olgularin bagirsak liimeninde
bulunan antijenlere, 6zellikle kommensal bakterilere ve onlarin iiriinlerine kars1 agresif
bir immiin cevabin gelistigini gdsteren birgok kamit elde edilmistir. Intestinal
inflamasyon ve lezyonlarin olugmasinda mukozal immiin sistemin ve inflamasyonun
modilasyonunda sitokinlerin merkezi rolii vardir. Klinikte IBH hastalarindan alian
biyopsilerde, 1L-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y ve TNF-a gibi pro-inflamatuvar sitokinler
artarken, 1L-4, IL-10 gibi anti-inflamatuvar sitokinlerin baskilandig1 saptanmistir.

Deneysel olarak dextran sulfate sodium (DSS) ile uyarilan kolitin kroniklesmesinde
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proinflamatuvar sitokinler TNF-o ve IFN-y’nin rol aldig1 gosterilmistir (Obermeier vd.
1999). Sitokin paterninin diizeltilmesinin koliti tedavi edici rolii ortaya konmus, TNF- a
antikorlar1 ve IL-10 verilmesinin intestinal inflamasyonu iyilestirdigi bildirilmistir
(Prantera vd. 1996, Targan vd. 1997, Van Deventer vd. 1997). Probiyotikler bagirsak
mukozas1 ve sistemik sitokin paternini module ederek IBH’nin iyilesmesine katkida
bulunabilmektedir. Steidler ve arkadaslart DSS ile uyarilan kolit, farelerde intragastrik
verilen 1L-10 sekrete eden Lactococcus lactis’in kolit gelismesini Onledigini
bildirmislerdir (Steidler vd. 2000). Probiyotik bakterilerin Th-2 yanitin1 giiclendirdigini
destekleyen bir klinik ¢alismada, ¢ocuklarda yapilmis ve oral olarak Lactobacillus
rhamnosus GG tedavisinin serum IL-10 konsantrasyonunu anlamli olarak arttirdigi
saptanmistir (Pessi vd. 2000). Kolit hastalaria yapilan bir klinik ¢alismada da iig
bifidobakter susu igeren probiyotik preparatinin TNF-o ve IL-1B ekspresyonunu
azalttigl, IL-10 ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Cui vd. 2003). Farkli
probiyotiklerin, c¢esitli organlarda degisik etkileri olabileceginin kanitlar1 da vardir.
Probiyotiklerin IBH ve kolit modellerinde olumlu etkisinin bir baska mekanizmas: da
bakteriyel translokasyonu engellemek veya azaltmak olabilir. Bagirsagin dogal florasi
ve mukoza biitiinliigiiniin korunmus olmas1 bagirsak limenindeki patojen bakterilere
kars1 organizmanin savunmasinda en &nemli parametrelerdir. iIBH’da bu savunma
mekanizmalarinin bozulmasi, bakteriyel translokasyona yol agar ve hastalik siddetinin
artmasina neden olur (Gardiner vd. 1993). Ayrica sicanlarda DSS ile uyarilan akut kolit
modelinde, baz1 laktobasil ve bifidobakter suslarinin hastalik aktivitesini anlamli olarak

tyilestirirken bakteriyel translokasyonu azalttig1 gosterilmistir (Osman vd. 2004).

2.3.2 Crohn hastahg (CH)

Crohn hastalig1 ince ve kalin bagirsagi etkileyen kronik inflamatuvar bir hastaliktir.
Burril Crohn, ilk kez 1932 yilinda bu hastalik ile ¢alisan Amerikan gastroenterologu

olarak adlandirilir. CH genelde gen¢ yaslarda sik goriiliir ve tekrarlayicidir.

13



Mikroplar ve CH arasindaki iligki tam olarak tanimlanmamustir. Arastirmacilar E.coli’in
bazi suslarinin da CH’da kotu bir mikrop rolinu oynadigint gosretmektedirler. Diger
bifidobakteriler ve laktobasillerin yararli etkisinin oldugunu ve bagirsak igin koruyucu
oldugu disiiniilmektdir. Yapilan bir¢ok kontrollii ¢aligmalar ise CH olan hastalara
yardim etmek amagta probiyotiklerin etkisi incelenmektedir. Kanitlar probiyotigin
CH’da da kullanabilecegini gostermektedir. Laktobasil ve Bifidobakteriler CH ile ilgili
sorunlar1 azaltmak icin kullanilmaktadir, ancak unutmayalim ki, CH’1 ince bagirsag: ve
kolonu etkileyebilir, 0 yiizden probiyotigin iki tarafli yararli olmasi gerekmektedir.
Probiyotikler Lactobacillus GG, CH’da Prednison gibi immiinomodiilator ilaglarla
birlikte kullanildiginda timit verici sonuclar gostermektedir. Ayrica bagirsak baryerinde
saglikl1 bir iyilesme oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu, bagirsagi daha az mikrop veya alerji
etkiledi demektir. L.salivarius ve Saccharomyces boulardii dahil olmak iizere diger
probiyotikler CH hastalig1 caligmalarda umut verici sonuglar gostermektedir ve bagirsak
saglhgl icin yardim edebilmektedir. IBH’ nin iyilesmesinde laktik asit bakterileri,
L.rhamnosus GG ve L.salivarius UCC 118 her ikisi de E.coli Nissle 1917 susundan da
etkili oldugu disiiniilmektedir. Ayrica, L. plantarum CH hastaligi gibi inflamatuvar
hastaliklar1 tarafindan etkilenen bagirsak sisteminde yardim sunabilmektedir.
Probiyotikler mikrop (enterobakteria) sayisim1 azaltir ve kolonda yasamay1
basarmaktadir. Cogunlukta kolonda yasayan bifidobakterinin, ayn1 zamanda CH
hastalig1 olanlar i¢in yardim ettigi diistiniilmektedir. Bifidobakteri tirleri (B. breve, B.
infantis, B. longum) arastirilmistir ve bunlar bagisiklik faktdrlerini kontrol ederek bir
yararli etki saglayabilecegi gozlemlenmektedir. Bifidobakteriler, ayn1 zamanda bagirsak
mukozasinda bagisiklik T hiicrelerine yardimet olmaktadir. Bagirsak mukozasi iltihabini
kontrol ederek bifidobakteriler CH hastali1 gibi IBH ile iliskili belirtiler ve sorunlart
azaltmak miimkiin olmaktadir. Bifidobakteriler CH hastaliginin tedavisinde gelecek vaat
eden mikroorganizmadir. Laktobasil tlrleri de CH hastalarinda olumlu sonuglar ortaya
koymaktadir. VSL#3 probiyotik adi verilen ve igeriginde L. casei, L. plantarum, L.

acidophilus, L. bulgaricus, B. longum, B. breve, B. infantis, S. thermophilus, E. coli
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Nissle 1917 ve S. boulardi bulunan kombinasyon iBH belirtilerini hafifletmekte olumlu
sonuglar gostermektedir. Birgok farkli probiyotik CH olanlar igin yararli oldugu

bilinmektedir (Allison 2008).

2.3.3 Kolit hastahigi

Kolit hastalig1 kalin bagirsak ve rektumu etkileyen IBH nin akut ve kronik bir tirtdr.
Bu hastaligin nedeni hala bilinmemektedir. Hastalik kolon ve inen kolondan baslar ve
bagirsak boyunca peroksimale yayilir ve tim kolonu etkiler (Mithun Vishwanath 2012).
Bu hastalik her yas grubunu etkileyebilir, 15 ile 30 yas arasinda olugsmaktadir, ancak
yaglar1 50 ile 70 arasi bu hastaligin zirvesi olabilir. Hastalik genellikle rektal bolgede
baslar ve en sonunda tiim kalin bagirsak yoluyla uzatabilmektedir, bagirsak duvarinin
iltihabina neden olmaktadir. Kolon dokusu bile hastaligin siddetli durumlarinda bakteri
ile enfekte olabilir ve Olebilmektedir. Kolit hastaligi sik sik kotiilesmeye yonelik olan
kronik bir hastaliktir. Kolit yiiksek bakteri konsantrasyonu olan kolon ve rektumda
insanlarda iltihap olusturmaktadir. Kolit i¢in olagan tedavi edici ila¢ olarak bilinen
sulfasalazin ve glukokortikosteroidlerdir. Bu tedavinin amaci inflamasyonu
durdurmaktir. Bununla birlikte, ¢ok sayidaki hastalar siilfasalazina karsi direncli ve
toleransli hale gelmektedirler ve bu yuzden bu tedavi artik yardim sunamamaktadir.
Probiyotikler de kolit hastaligin hafiflenmesine neden olabilmektedir. Birgcok
caligmalarda, hastali1 azaltmak igin tek probiyotik suslarinmn kolit gibi IBH’ye etkisini
arastirmaktadir. Probiyotikler kolit hastalig1 olan insanlara yardim etmek i¢in bir yol
olarak desteklenmektedir. Bir klinik ¢alismada, dort Laktobasil suslari, Bifidobakteriler
ve (¢ Streptococcus thermophilus suslari igeren probiyotik karisimini kolit hastalarinda
kullanilmigtir. Kolit hastaligi olan kisilerde probiyotiklerin kullanimu ile ilgili klinik
arastirmanin bir yorumunda, yiksek dozdaki, ¢ok susulu probiyotik karigimlarini
kullanarak inflamasyonu azaltacagina ve tek probiyotik suslarmin remisyon suresini

artirarak daha etkin oldugunu disiindiirmektedir. Dikkat cekici bir probiyotik E.coli de
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klinik deneylerinde kullanilmaktadir ve kolit hastalarinda iyilesmesine etkisini

gostermektedir (Allison 2008).

[ltihaplanan kolit hastalig1 oranlarmin bazi histolojik &zellikleri ve insanlara yapilan
calismalarda kolit hastalarinda bakteri mukozasinin populasyonu pro-inflamator profilie
dogru yonelmektedir. Kolit igin antibiyotik kullanma denemelerinde pek ¢ok basari
olmamigtir ve bu ayni zamanda mikroflorada bakiminda probiyotik kullanilmasini

Onermektedir.

Bifidobakteria lognum ile ayn1 zamanda prebiyotigi aktif kolit hastalarin hastaligini
hafifletmek icin Furrie ve arkadaslar tarafindan kullanilmistir (Furrie vd. 2004).
Prebiyotik ile probiyotigi birlikte kullanarak probiyotik susunu ¢ogalmasini umut
etmistir. Bu prebiyotik kalin bagirsakta var olan mikoroorganizmalardir, o diger
mikroorganizmalarin saglik potensiyelini arttirabilir. Bir onceki aragtirmada yiiksek
sayidaki bifidobakterilerin saglikli insanlarin rektal mukozasinda ve kolit hastalarinda
blyuk bir 6lglide azalma oldugunu gézlememistir (Macfarlane vd. 2004). Kolit hastaligi
rektumda baslatildigindan dolayr hastalarin mikroflorasinda bir degisiklilik oldugunu
gozlemlemistir. Saglikli rektal mukozadan izole edilen B.lognum susu asit ve safra
tuzularina, dondurma-kurutma ve oksijen toleranis direnigliligi agisindan uygun olup
olmadigi deneysel kanit temelinde probiyotik olarak tanimlanmistir (Kennedy 2002).
Kolit hastaligin tedavi sonuglar1 probiyotiklerin etkinliginin sonuglar1 olarak kabiil
edilen klinik ¢aligmalar yayinlanmaktadir. Halen E.coli Nissle 1917 susu, S.boulardi,
VSL#3 ve Bifidobakterinin cesitli suslarinin kolit hastaliginda olumlu etkisinin
olduguna dair kanitlar mevcuttur. Bu nedenle kolit hastaligimin tedavisinde
probiyotiklerin 6nemli 06lctide olumlu etki gosterdikleri kabul edilmektedir ve

caligmalarda bu mikroorganizmalar kullanilmaktadir.
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IBH’ nin temel alt tipleri olan kolit ve CH’de, klinikte kanli-mukuslu diskilama, kilo
kaybi, karin agrisi, ates ve halsizlik baslica bulgular olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ancak bu iki hastalik arasinda oOzellikle anatomik tutulum, yayilma paterni ve
olusturdugu doku harabiyeti agisindan farkliliklar bulunmaktadir. Aktif kolit hastaligin
remisyona girmesini saglamak amaciyla probiyotik kullanimu ile ilgili birkag ¢alisma
bulunmaktadir. Rembacken ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada bir haftalik gentamisin
antibiyoterapisi ile floradaki dogal E.coli tiirleri baskilandiktan sonra hastalar 12 ay
boyunca E. coli Nissle 1917 susu veya mesalamin almiglardir. 12 ay sonirasinda
remisyona girme orani mesalamin alan grupta % 75, probiyotik alan grupta %68
oldugunu goézlemlemistir. E. coli Nissle 1917 susu ile mesalamin tedavisinin
karsilastirildigt bu calismada iki tedavi arasinda istatiksel farklilik bulunmamakla
beraber remisyon indiiksiyonunda esit etkinlikleri oldugu gorilmistir (Rembacken vd.
1999). Kato ve arkadaslarinin yaptigi bir randomize kontrollii ¢alismada hafif/orta
siddetli kolit hastalarda mesalamin tedavisine bifidobakter grubu eklenmistir. 12 hafta
sonra klinik aktivite indekslerinde ve kolonoskopik incelemelerinde istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir diizelme oldugu goriilmiistir (Kato vd. 2004). Plasebo kontrolli
caligmalarin yapilamamasi nedeniyle probiyotiklerin esas etkinlik diizeyi ve
giivenilirligi ile ilgili soru isaretleri halen devam etmekte ve ileri klinik c¢alismalara

gereksinim duyulmaktadir.

2.3.3.1 Kolit tedavisinde probiyotiklerin kullanilmasi

Cesitli calismalarda kanser, enfeksiyon ve IBH gibi gastrointestinal bozuklugu olan bazi
hastaliklarin gelismesini Onlemek i¢in hayvan modellerinde LAB terapotik ozellik
gostermektedir. Cunkd LAB birgok yararli ozelliklere sahiptir. Bu “saglik {izerine
yeterli miktarda alindiginda canli kalabilen mikroorganizmalar” olarak tanimlanan ve en
stk kullanilan probiyotik mikroorganizmalardir. Bifidobakteria, lactobasiller ve

Saccharomyces gibi probiyotik mikroorganizmalar insanlarda deneysel kolit veya diger
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inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda etki gostermektedir. Probiyotik bakteriler bagirsak
mikrobiotasini ve bagirsak bariyerinin gegirgenlilgini arttirarak inflamatuvar siiregleri
giderir ve immiinojenitesini degistirir. Laktobasillus ruteri gastrointestinalda LAB

sayisini arttirarak kolit hastaliginda IL-10 sitokini 6nlemek i¢in kullanilmaktadir.

Gut mikroflorasina ait bakteri tiirleri, dogal olarak saglikli insanlarin iginde ¢ok sayida
iyi tolere edilen ve patojen olmayan mikroorganizmalardir. Kolit hastaliginin nedeni
tam olarak bilinmemektedir. Bagirsak mikroflorasinin bozulmasi hastaligin nedensel bir
faktoridiir. Bu fikir bagirsak mikroflorasinin bakteriyel kompozisyonunun arastirilmasi
ve c¢aligmalarin sonuglari tarafindan gézlemlenmektedir (Fedorak ve Madsen 2004).
Ikinci bir arastirmada IBH hastalarinda saglikli kontrollere gére mukozasinda aerobik

ve fakiltatif-anaerobik bakteri oldugu gozlemlenmistir (Conte vd. 2006).

Benzeri bir CH ve kolit hastaligi tedavisi igin probiyotik olarak ilk incelemeler terap6tik
bir ajan E. coli Nissle 1917 kullanilmustir. Laktik asit Ureten bakteriler de kolit
hastalarin iyilesmesinde etki gostermistir. Yapilan calismalarda hem laktobasillus
urtinlerinin tek tiriinii yan sira laktobasillus ve bifidobakterium kombinasyonlarini
kullanmigtir. 8 farkli bakteri tiirleri (L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L.
delbrueckii, B. longum, B. breve, B. infantis, S. thermophilus) iceren bir yiksek dozdaki
probiyotik kullanilan bir ¢alismada, 20 kisinin 1 sene diizenli probiyotik kullandiktan

sinra iyilesmeye bagladig1 gostermistir (Fedorak ve Madsen 2004).

2.3.3.2 Probiyotik suslarin konakge iizerinde etkisini arastirmada kullamlan kolit

modelleri

Son yillarda, deneysel kolitin g¢esitli modelleri gastro-intestinal bozuklugu icin yeni

terapotik tedaviler arastirmak amacta kullanilmaktadir. Bu modeller iIBH’in cesitli
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patofizyolojik yonleriyle etkilendigi gosterilmektedir. Sonu¢ olarak, elde edilen
sonuclarin dikkatle yorumlanmasini gerektirir. Bugline kadar, probiyotik bakteriler ile
yapilan ¢alismalarda en yaygin olarak uygulanan kolit modelleri sirasiyla iki kimyasalla
indiklenen modeller, dekstran sllfat sodyum (DSS) ve trinitrobenzen siilfonik asitir

(TNBS).

2.3.3.2 .1 Dekstran sulfat sodyum (DSS) modeli

DSS (Dekstran sulfat sodyum) modeli genel olarak farelere igme suyuna katilarak kolit
indiiklenmektedir. Bu indiiksiyon sonrasi, fare kolonunda agirlikli bir iltihaplasma
gelismeye baglar. Bu iltihap siddeti DSS konsantrasyonuna ve dongii miktarina bagl
olarak degisebilir. Fare modeli seciminde en yaygin oalarak kullanilan BALB/c ve
C57/BL6 fare modelidir. Akut kolit DSS modelinde epitel bariyer fonksiyonunun
probiyotik etkilerini incelemek i¢in 6zellikle kullanmaktadir. Buna ek olarak, Okayasu
arkadaslar1 (1990) ve Murthy ve arkadaslar1 (1993) bunu IBH daha kronik ydnde
calismada probiyotiklerin etkisini incelemek i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.
DSS ile birden fazla donguleri kullanarak kronik bir kolit olusturmakta miimkiin

oldugunu gostermektedir.

2.3.3.2.2. Trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) modeli

Kolit olusturmak amagta kullanilan ikinci bir model de intrarektal olarak kullanilan
TNBS’tir. inflamasyon iki asamali bir siirecte etkileyecegi kabul edilmektedir: ilk énce
etanol epitel bariyer fonksiyonunu bozar, sonra, TNBS bdylece bagirsagin mikrobik
antijenlerini ve proteinleri ve konagin bagisiklik sistemini etkiler. DSS modelinden
farkli olarak, bu model yardimci T hiicreye bagimli incelemekte yararlidir. TNBS

kullanarak yapilan c¢alismalarada probiyotiklerin yararlart gosterilmistir. Bacillus
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polyfermenticus TNBS ile indiiklenen Kkoliti iyilestirecegini gosteren ¢alimalar
mevcuttur. B. bifidum S17, iyi bir tutunma kapasitesine sahip bir sus, ayn1 zamanda, bir
anti-inflamatuar etkiye yol agmaktadir. Mane ve arkadaslarinin (2009) yaptigi1 ¢calismada,
L. fermentum CECT 5716 TNBS ile indiiklenen kolite kars1 sadece korumak i¢in degil,
ayni zamanda tedavi edici bir etkisinin oldugunu ve kolitten kurtarmak amagli oldugunu
gozlemlenmistir. Probiyotigin antioksidan etkisi ile kolite karst hizli tedavi
yapilmaktadir (Grabig vd. 2006). Bir baska c¢alismada, Faecalibacterium prausnitzii
oral uygulanmasindan sonra TNBS ile indiiklenen kolitin siddetini azalttigini
gozlemlemistir (Sokol vd. 2008). Bu yapilan ¢alismalarin ¢ogu probiyotik bakterilerin
(veya onlarin drlnleri) konak bagirsak mukozasinda (ayrica gelecekteki

yonlendirmelere bakin) ile temas sirasinda baslangigta gergeklesmesi gerekir (Ingmar

vd. 2011).

2.4 Enkapsulasyonun amaglari

Kapsiilleme islemi, milimetreden birka¢ nanometre ¢apindaki tanecikler iiretmek ig¢in
bir maddeyle kaplayarak yapilan fiziko-kimyasal ya da mekanik bir islemdir (Burgain
vd. 2011). Biyoaktif bilesenlerini kapsulleme islemi, gida endiistrisinde birgok
uygulamada, gidanin oksidatif reaksiyon kontroliinde, hassas gida bilesenlerini
korumakta, besinsel kayiplari 6nlemekte, renk, tat ve aromalari maskelemekte ve/veya
korumaktadir, gidanin raf Omiiriinii uzatmak amacglh kullanilabilmektedir. Probiyotik
kapsulleme ise cevresel etkilere karsi hiicreleri korumak igin kullanilmaktadir
(Champagne ve Kailasapathy 2008; Zuidam vd. 2009). Cekirdek malzemesi olarak
adlandirilan kapsiillenmis madde, ayn1 zamanda kaplama veya kabuk gibi bir matris
icinde daginilmaktadir. Bu tasiyict malzeme kapsilli maddeyi, gida endiistrisinde
kullanilmast durumunda korumak i¢in bir bariyer olusturmak gerekmektedir.
Kapstllerin 2 farkli, matris ve rezervuar tipi bulunmaktadir. Rezervuar-tipinde gekirdek

malzemesinin etrafinda bir kabuk vardir, matris tipinde ise aktif madde tasiyic1 madde
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lizerine dagilmaktadir ve ayn1 zamanda yiizey ilizerinde bulunmaktadir. Bu iki tip bir
arada kapsule t¢unci bir tip vermektedir: matris tipi aktif maddeyi bir kaplama ile elde

edilmektedir (Zuidam vd. 2009).

Kapsiilleme iglemi probiyotik iiriinleri i¢in bir yap1 vermektedir ve yeni bir fonksiyon
ya da yenilikgi sistemler olusturmasina olanak saglayabilmektedir (Poncelet vd. 2007).
Canli probiyotik hiicreleri kapsiilleme teknoloji hiicre kiiltiirli immobilize teknolojisi
biyoteknolojik endiistrisinde gelismektedir. Probiyotikler kapsiillemede dikkate alinacak
iki ¢esit sorun mevcuttur: probiotiklerin kapsiile canli tutulabilmesi ve onlarin boyutu (1
um ve 5 um arasinda). Probiyotiklerin mikroenkapsulasyonu icin bir ¢ok teknik
kullanilmaktadir ve kullanilan her bir teknik ile farkli karakteristik 6zelliklere sahip
(kapsiiliin ~ tipi, biytkligi gibi) mikrokapsiiller elde edilir. ~ Probiyotik
mikroorganizmalari gii¢lii bir sekilde hayatta ve konukguda ¢ogalma yetenegine sahiptir.
Calismalarda, laktik asit ve asetik asit, diisiik pH, hidrojen peroksit var ortamda ve
yiiksek oksijen konsantrasyonu nedeniyle yogurt, siit ve dondurulmus tathilar gibi siit
tirlinlerinde probiyotiklerin canliigminin disiik oldugu bildirilmektedir (De Vos vd.
2010). Kapsulleme islemi, mikroorganizmalarin gastrointestinal sistemde ve siit
trtinlerinde canliligini koruyabilmesi i¢in arastirilmaktadir (Krasaekoopt vd. 2003;
Picot ve Lacroix 2004). Kapsiillenmis probiyotik hiicrelerin canliligi kapsiillerin
fiziko-kimyasal 6zelliklerine baghdir. Aslinda, kapsullerin tipi ve kaplama malzemeleri,
pargacik biytikligi, ilk hiicre sayilarinin ve bakteri suslarinin konsantrasyonu igin
onemli olan bazi parametrelerdir (Chen vd. 2007). Probiyotik kapsiilleme isleminde
amag sadece olumsuz gevre kosullarindan hiicreleri korumak degil, ayn1 zamanda
bagirsakta canli ve metabolik olarak aktif bir sekilde serbest salinimlarini

saglayabilmektir (Picot ve Lacroix 2004).
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2.4.1 Enkapsiilasyonda Kullanilan Kaplama Materyalleri

2.4.1.1 Aljinat

Canli bakteriyel hiicrelerin kapsiillenmesi i¢in, yardimci madde olarak kullanilan
malzeme toksik olmamali ve yumusak olmalidir. Bu zamana kadar, bakteri hiicrelerinin

mikrokapsiillenmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan biyo gam aljinattir (Kailasapathy

2002).

Aljinat kahverengi deniz yosununun cesitli tiirlerinin hiicre duvarindan elde edilen, a-L-
gluronik asit ve pB-d-mannuronik asit olmak iizere iki yapisal inite iceren bir
polisakkarit olup, bitkilere saglamlik ve esneklik kazandiran bir polimerlerdir. Aljinatin
kapsiilleme isleminde yaygin olarak kullanilma nedenleri de, bakteri hticrelerinin
etrafinda kolay jel matriksi olusturabilmesi, ve kalsiyum aljinatin metabolizma icin
toksik Ozellik tagimamasi, biyouyumluluk ve diisik maliyetli olmasi, kolay
hazirlanabilmesi, bagirsakta kolay c¢oziinebilmesi ve hiicrelerin salinimina izin
verebilmesi nedeniyle probiotikleri kapsulleme isleminde tercih edilmektedir
(Krasaekoopt vd. 2003). Bununla birlikte, bazi aljinat kullanimini kisiltlayabilen
dezavantajlar1 vardir. Ornegin, aljinat tanecikleri, mide kosullarma uyumlu olmamasi ve
asidik ortama duyarli olmasidir. Bununla birlikte, farkli bir katki1 maddeyi kullanilarak,
aljinata yapisal degisiklik uygulanmasi ya da baska bir polimer bilesikleri ile kapsiilleri
kaplayarak aljinatin dezavantajin1 azaltabilmektedir (Burgain vd. 2011). Aljinatlar
mikrobiyel hicrelerin mikroenkapstlasyonunda 6zellikle laktik asit bakteri kilturlerinin
gida fermantasyonlarinda basariyla kullanilmaktadir. bakteri kiiltiirlerinin - gida
fermantasyonlarinda basariyla kullanilmaktadir. Ornegin yaygin olarak kullanilan
aljinat-nisasta karigimiyla kaplanmis probiyotik bakterilerin, gastrointestinal sartlarda

ve yogurtta bakterilerin canliliklarin1 6nemli 6l¢iide daha iyi koruduklar1 bilinmektedir
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(Lee ve Heo 2000; Homayouni vd. 2008). Genel olarak % 0,5-4’liik konsantrasyonlarda

kullanilmaktadirlar

2.4.1.2 K-karagenan

frlanda'nin Carragheen koyiinden alan K-karagenan gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan dogal bir polimerdir. Sert ve kati jeller olusturmaktadir ve Kappaphycus
cottonii'den Uretilmektedir. k-karagenanin ¢oziinmesi igin yiiksek sicakliklar gerektirir.
Bu polimere sterilize edilmis ve sogutulmus (40-50°C) probiyotik igeren hiicreler
eklendikten sonra oda sicakliginda sogutulan karisimda jellesme meydana gelir ve daha
sonra, mikro-potasyum iyonlari eklenerek stabilize edilir. Probiyotik hiicrelerin
kapsiilleme isleminde k-karagenan uygun bir durumda bakteri tutar ama Uretilen jeller
kirllgan ve streslere dayanikli degildir (Burgain vd. 2011). Genel olarak %2-5

konsantrasyonlarda uygulanmaktadir.

2.4.1.3 Kitosan

Kitosan glukozamin bilesenlerinden olusan anyon ve polianyonlarin varhiginda, ¢apraz
bag olusumu ile polimerize olan bir lineer polisakkarittir. Bu bilesenle kapsiilleme
islemi hiicre canliligi artirmakta iyi bir verimlilik gosterememis ve tercihen bir kapsiil
olarak degil, bir kaplama olarak kullanilmaktadir. Aslinda, aljinat ve kitosan bilesimi ile
probiyotik bakterilerin kapstlleme isleminde GI hastaliklarinda koruma saglamaktadir
ve bu nedenle, kolonda bakteri hiicrelerinin yasayabililmesi i¢in iyi bir yol olugsmaktadir.
Bununla birlikte, kitosanin bazi dezavantajlar1 vardir, 6rnegin LAB iizerinde inhibitor

etkiye sahip olmasi gibi.
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2.4.1.4 Nisasta

Nisasta glikosidik baglar1 ile blyldk Olcude glukoz birimlerinden olusan bir
polisakkarittir. Ozellikle direngli nisasta ince bagirsakta pankreatik amiloz tarafindan
parcalanamaz ve kalin bagirsaga ulasabilmektedir ve kolonda bulunan gastrointestinal
sistem mikroflorasi tarafindan fermente edilebilmektedir. Ayrica, prebiyotik 6zellige
gore, direncli nisasta kalin bagirsakta probiyotik  bakteriler tarafindan
kullanilabilmektedir (Burgain vd. 2011). Direngli nisasta kullaniminin diger baska
nedeni ise, uygun graniil ylizeyde, probiyotiklerin islenmesi, depolanmasi ve sindirim
sisteminde taginmalarina yardim etmesi, ayni zamanda gevresel strese kars1 esneklik ve

saglamlik kazandirmasidir.

2.4.1.5 Jelan gam ve ksantan gam

Jelan gam Pseudomonas elodea tarafindan tiiretilen mikrobiyal bir polisakkarittir. Ardi
ardina tekrarlanan dort monomerin (glukoz, glukuronik asit, glukoz, ramnoz) bir araya
gelmesi sonucu olusan bir polisakkarittir (Burgain vd. 2011). Ksantan-Jelan gam
karigimi asit kosullarina karsi yiiksek bir direng gostermekte ve probiyotik hicreleri

kapsiillemek i¢in kullanilmaktadir.

2.4.1.6 Sut proteinleri

St proteinleri probiyotik hicreleri ve yapisal ve fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle
dogal ara¢ olarak kullanilmaktadir. Heidebach arkadaslari tarafindan probiyotik
hiicrelerin kapsiillenme isleminde proteinler mikemmel jelasyon o6zelliklerine sahip

oldugu istismar edilmistir.
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2.4.2 Probiyotik bakterilerin enkapsiilasyon uygulamalarinda kullanimi

Probiyotik suslarda enkapsiilasyon uygulamalarinin 6nemli nedeni ilave edildigi gidanin
teknolojik Uretim slreclerinde, konak¢inin sindirim sisteminde gergeklesen metabolik
faaliyetler siiresince hiicrenin canliligini belirli sayida korumasmi saglamaktir.
Probiyotik kiiltiirlerin enkapsiilasyonu konusunda yapilmis olan ¢ok sayida c¢alisma

bulunmaktadir.

Shah ve arkadaglar1 (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada L. acidophilus ve
Bifidobacterium suslarin kalsiyum aljinatta kapsiillemis, dondurmadan once Kkarigsm
dondurulmus fermente siit tathilar yapmak ic¢in kurutulmus ve karistirmistir.
Dondurulmus tatlilar 12 hafta boyunca -20° C'de muhafaza edilmis. Bu kapsiillenmis
bakteriler i¢eren dondurulmus tatlilarda L. acidophilus ve Bifidobacterium suslarinin
sayimlari, standart kapsulli olmayan bakterilerden depolama suresinin 12 hafta daha
yiksek oldugu gozlenmistir, bu nedenle, kalsiyum aljinatin probiyotik bakteri
hicrelerini  kapsllleme teknolojisi fermente edilmis dondurulmus tathilarda

organizmalara kars1 koruma sagladigini gosterilmistir.

Probiyotik bakterilerin bagirsakta kolonize olmasi ve midenin asit ortami, safra tuzlari,
enzimler, toksik metabolitler, bakteriyofajlar, antibiyotikler gibi anaerobik kosullarinda
hayatta kalmasi gerekmektedir. Fermantasyon sonrasi sogutarak depolama sirasinda
yogurtlarda pH azalmasi nedeniyle asitlesme gergeklesmektedir ve bu probiyotik
bakterilerin  blyik hiucre oOliimiine neden olmaktadirlar (Kneifel wvd. 1993;
Lourens-Hattingh ve Viljoen 2001). Yogurt gibi yiiksek asit fermente irlnlerinde,
probiyotik mikroorganizmalar: kapsiilleme islemi ile probiyotik organizmalarin hayatta

kalmasi i¢in tatmin edici oldugu tespit edilmistir.
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Khalida vd (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kalsiyum aljinat-nisastay1 kullanan
mikro-kapsulleme igeren bir modifiye metodu kullanimiglar. Bu c¢alismada L.
acidophilus ve Bifidobacterium susundan kapsiilleme ile yogurt yapilmis, ve 4°C'de 8
hafta boyunca saklanmis. Bu ¢alismada, L. acidophilus ve Bifidobakterinin kapsulll
kilturlerin 8 hafta depolama siresinde raf émdrinin kapstl olmayan kiltirden daha

uzun oldugu tespit edilmistir.

Adhikari'nin vd (2000) yaptigi1 bir ¢aligmada, mikrokapsulli B. longumlu yogurtu 30
glin boyunca 4°C’te saklayarak serbest hiicrelere kiyasladiginda canli hiicre sayimi
arasinda 6nemli bir fark oldugu gosterilmistir. Biyoteknolojik ve gida uygulamalari

alaninda kullanilan kapsulleme teknolojisi ¢izelge 2.3' de gosterilmektedir.

Cizelge 2.3.Biyoteknolojik ve gida uygulama alaninda kullanilan kapsiilleme teknolojisi

Kdltdr

Mekanizma

Uriin

Referans

B. bifidum, B.infantis

kalsiyum aljinat

mayonez

Khalil and Mansour, 1998

L. paracasei stit yag1 cedar peyniri Stanton ve ark., 1998
Enterococcus faecium | siit yagi cedar peyniri Gardiner ve ark., 1998

B. bifidum, krem Beyaz salamura | Ghoddusi ve Robinson, 1998
B. adolescentis peynir

B. bifidum, B.infantis,
B. longum

kalsiyum aljinat
jel

Krezcenza peynir

Gobbeti ve arkl., 1997

keci
gam

boynuzu

L. lactis subsp. lactis k-karagnnan ve | taze peynir Sodini ve ark., 1997
keciboynuzu gam

L. casei S1V1 gekirdek | laktik asit Yoo ve arkl., 1996
aljinat kapstl

Lactobacilli kalsiyum aljinat | dondurulmus tath Sheu ve Marshall, 1993

Lactococci kalsiyum aljinat | krem Prevost ve Divies, 1992

L casei k-karagnnan - ve | o5 Lacroix ve ark., 1990
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kulturleri

Bu calismada daha onceki ¢alismalarda anne siitiinden izole edilen ve 16S rDNA dizi
analizi neticesinde Pediococcus pentosaceus OZF olarak tanimlanarak gen bankasina
kaydedilen sus (HMO051378) Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimi,
Mikrobiyal Genetik Labaratuvart Kultlr Koleksiyonundan temin edilmistir. Calisma
kapsaminda, probiyotik se¢im kriterleri dahilinde bir¢ok ozelligi tasidigi in-vitro ve
in-vivo ¢alismalarla belirlenen insan kaynakli bu susun (Osmanagaoglu ve ark. 2010,
2011, 2012) hem canli hem de enkapsiile edilmis formu (aljinat+kalsiyum+peynir altt
suyu proteinleri) kullanilmustir. Bakteri kiiltiirleri %50’lik gliserol solusyonu icinde

-86°C’de sakl1 olarak tutulmus ve ¢alisma 6ncesi 3 kez ard1 ardina aktiflestirilmistir.

3.1.2 Deney hayvanlarimn temini

Calisma kapsaminda kullanilacak olan yaklagik 6 haftalik disi sicanlar, Gazi
Universitesi Laboratuvar Hayvanlari  Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden (GUDAM, Tiirkiye) temin edilmistir ve bu merkezde barindirilmistir.
Calismalar icin gerekli olan Etik Kurul Karari (G.U. Etik Kurul, Protokol No:
66332047-604.01.02/102-12322) ve Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikas1t EK 1’de
verilmistir. Deney hayvanlarinin barindirildiklar: odanin 1sis1 klima yardimi ile 22+°C,
nem orani ise %40-60 oraninda olacak sekilde sabit tutulmustur. Odanin camlari 151k
gecirmeyecek sekilde olup aydinlik-karanlik dongiisii otomatik olarak denetleyici bir

cihaz ile 12 saat aydinhik, 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Deney
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hayvanlari i¢in kullanilan yemler 6zel olarak deney hayvanlari igin iiretilmekte olup
(Harlan, Barcelona, Ispanya) deneklere herhangi bir kisitlama olmadan verilmistir. Su
ihtiyaglar1 i¢in yine herhangi bir kisitlama olmadan ¢esme suyu kullanilmistir. Her bir
sicanin yedigi yem ve igtigi sivi miktarmin belirlenmesi igin siganlar metabolik
kafeslere konulmustur. Agirlik degisimlerinin belirlenmesi amaciyla ¢alisma boyunca

her giin sicanlarin agirliklar kaydedilmistir.

3.1.3 Bakteri aktivasyonu ve gelisimi i¢in kullanilan besiyeri

Calismada kullanilan bakteri kiiltiiri (Pediococcus pentosaceus OZF) TGE
(Tripton-Glukoz-Yeast ekstrakti) besiyerinde 37°C’de 18 saat gelistirilmistir. Kullanilan

besiyerinin igerigi EK 2’de verilmistir.

3.1.4 Tampon ve ¢ozeltiler

Calismada kullanilan tampon ve g¢ozeltilerin igerikleri ve hazirlanmiglart EK 3’de

verilmistir.

3.1.5 Cozelti ve malzemelerin sterilizasyonu

Calisma siiresince kullanilan tiim cam malzemelerin, pipet u¢larinin, tampon, ¢ozelti ve
besiyerlerinin sterilizasyonu otoklav (121°C’de 15 dakika) (Nuve, Turkiye) ile

yapilmistir.
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3.2 YOntem

3.2.1 Bakterilerin aktiflestirilmesi

-86°C’de muhafaza edilen P. pentosaceus OZF susu ardi ardina iki kere aktive
edildikten sonra gelismesi icin 100 ml TGE besiyerinde 37°C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi sivi kiiltiirler falkon tiiplerine aktarilarak hiicre
pelletlerinin elde edilmesi i¢in +4°C’de 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilmis, daha

sonra siipernatant kismui atilarak pellet fosfat tamponu (KPQ,) ile iki kere yikanmustir.

3.2.2 Enkapstulasyon

Enkapstilasyona baglamadan 6nce kapsiil igin steril sodyum aljinat (20g/L) 2 saat
boyunca 1siticili manyetik karistiricida karistirtlmistir. Karigtirildiktan sonra sogumasi
icin bekletilmis ve dnceden hazirlanan bakteri hiicresine 10 ml sodyum aljinat ilave
edilerek 5 dakika daha manyetik karistiricida karistirilmigtir. 50ml’lik enjektore alinan
aljinat ve bakteri hiicre karisimi manyetik karistirici tizerine yerlestirilen diger steril bir
beher igerisinde hazirlanan steril 0.15M kalsiyum Klorir (CaCl,) tamponu tzerine steril
27G sirinda kullanilarak damlatilmak suretiyle kapsiller elde edilir ve karistirmaya 45
dakika daha devam edilir. Karigtirdiktan sonra tampon dokullr ve iki kere 0.15M CaCl,

tamponu ile yikanir (lyer ve Kailasapathya 2005).
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ix: Liquid core
Mix: Alginate

Alginate and probiotic cells g

Microbial cells

€ (CaCk

Calcium-Alginate beads

(encapsulated bacteria)

Sekil 3.1 Sodyum aljinat ile enkapsilasyon yontemi

3.2.3 Sicanlarda deneysel kolit olusumu

Calisma 12 farkli deney grubundan (n=12) olusturulmustur ve bu deney gruplarina ait

bir kisim 6rnek sekil 3.1°de gosterilmistir.

Deneysel kolit olusturmak i¢in 80mg/kg olarak hazirlanan TNBS (trinitrobenzene
sulfonic acid) + %50 etanol karisimi kullanilmistir. Bu yonteme gore anestezi altindaki
sicanlara 8 French poliiiretan kaniil rektal yoldan 8cm igeri itilerek kaniil yardimiyla
400ul TNBS + 0,5ml %50 etanol yavasca igeri verilmis ve kolit olusumu saglanmistir
(Sekil 3.2). Verilen maddenin geri kagmasini engellemek i¢in siganlar 30 saniye siire
ile kuyruktan kaldirilarak “trandelenburg” pozisyonunda (bas asagi tutularak) (Sekil

3.3) anesteziden ¢ikana kadar yaklasik 30 dakika bekletilmistir.
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Grup |

Grup Il

Grup I

Grup IV

Grup V

Grup VI

Grup VII

Grup VI

Grup IX

Grup X

Grup XI

Grup Xl

Normal besleme ve serum fizyolojik soliisyon verilen saglikli kontol
grubu

Normal besleme ve sus igermeyen aljinat kapsiilleri verilen saglikli
kontol grubu

Normal besleme ve canli P. pentosaceus OZF verilen saglikli kontol
grubu

Normal besleme ve aljinat ve whey ile kapstle edilen P. pentosaceus

OZF verilen saglikli kontol grubu

Normal besleme ve serum fizyolojik solusyon verilen hasta (kolit)
grubu
Normal besleme ve sus icermeyen aljinat kapstlleri verilen hasta (kolit)
grubu
Normal besleme ve canli P. pentosaceus OZF verilen hasta (kolit)
grubu
Normal besleme ve aljinat ve whey ile kapstle edilen P. pentosaceus

OZF iceren aljinat kapsulleri verilen hasta (kolit) grubu

Kolit olusturmadan 6nce normal beslenen ve serum fizyolojik solisyon
verilen deneysel grup

Kolit olusturmadan Once normal beslenen ve sus i¢cermeyen aljinat
kapsulleri verilen deneysel grup

Kolit olusturmadan 6nce normal beslenen ve canli P. pentosaceus OZF
verilen deneysel grup

Kolit olusturmadan 6nce normal beslenen ve aljinat ve whey ile
kapstle edilen P. pentosaceus OZF igeren aljinat kapsulleri verilen

deneysel grup
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Sekil 3.2 Siganlarin kafeslere yerlestirilmesi

Sekil 3.3 Rektal yoldan kaniil yardimiyla TNBS uygulamasi

32



Sekil 3.4 TNBS uyguladiktan sonra bas asag: tutulmasi

Deney diizenegi 14 gun olarak tasarlanmisti. Grup I, I, 1l ve IV saglikli kontrol
grubu olup kolit olusumu yapilmamistir. Calismada iki farkli yaklagim sergilenmistir;
kolit olusturulduktan sonra (Grup IX-XII) 7 giun boyunca kapsul verilen gruplar ve
kolit olusturulmadan 6nce ve sonra, yani toplamda 14 giin boyunca (Grup V-VIII)
kapsul verilen gruplar. Siganlarda TNBS uygulamasiyla gelisen kolit, 7 giin boyunca
her giin “hastalik aktivite indeksine” gore skorlanmistir. Sicanlarin viicut agirlik
kayiplar1 (% olarak), gayta kivamindaki degisiklikler ve rektal kanama olup
olmadigina gore skorlama yapilmistir. 15. glinde sicanlara intramaskiiler yoldan
45mg/kg ketamin ve 5mg/kg xylasine uygulanarak Otenazi yapilarak kan, dalak ve
kolon oOrnekleri aseptik kosullar altinda alinmis ve calismanin daha sonraki

asamalarinda kullanilmak tizere siv1 nitrojende saklanmaistir.

3.2.4 Dokularin ve kan orneklerinin hazirlanmasi

Otenaziden sonra abdominal kavite orta hat kesi ile acilarak tiim kolon ve dalak
¢ikartlmistir. Alinan tiim kolondan 3cm kesilerek bunun 1cm’lik kismi kolondan RNA

izolasyonu i¢in kullanilmistir. Dalak ve kolon 6rnekleri aseptik kosullar altinda serum
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fizyolojik ile dikkatli bir sekilde yikanmis ve homojenize edilmistir. 1800 rpm’de 8
dakika santrifiijleme sonunda ¢oken hiicreler tekrar serum fizyolojik ile yikanmis ve
Iml trizol eklenerek RNA izolasyonu i¢in hazir hale getirilmistir. Kandan RNA
izolasyonu i¢in ise intrakardiaktan 200ul kan alinmis ve 1ml trizol eklenerek RNA

izolasyonu icin hazir hale getirilmistir.

3.2.5 Histolojik Degerlendirme

Histopatolojik inceleme Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji AnaBilim
Dali’nda yapilmistir. 25 adet sigan bagirsagi (kolon) %10 Formaldehid solusyonunda
tespit edilmis, rutin doku takibine tabi tutulmus ve parafinde bloklanmistir. Parafin
bloklarindan alinan 5 mikron kalinliginda kesitler hemotoksilen-eozin (HE) ile
boyanarak 151k mikroskobunda (Leica DM4000B) 100X biiyiitmede degerlendirilmis ve
resmedilmistir (Leica DFC280).

3.2.6 RNA izolasyonu

Uzerine 1ml Trizol eklenen 6rnekler elde miimkiin oldugunca hizli sallamak suretiyle
5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 200ul kloroform eklenerek oda
1s1sinda 10 dakika bekletilmis ve +4°C de 12000g de 13-15 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi tiiplerde 3 katman olusmustur. Ust fazda bulunan RNA hassas bir
sekilde 1000ul’lik pipetle ¢ekilerek yeni eppendorf tlipe aktarilmistir. Uzerine 500ul
izopropanol eklenip 1 dakika hafifce asagi yukari calkalanarak oda 1sisinda 10 dakika
bekletilen 6rnek daha sonra +4°C de 12000g de 10 dakika santriftij edilerek tupin
dibinde beyaz RNA pellet olusumu saglanmis ve elde edilen pellet 6nce %75’lik
sonra %99’luk EtOH ile yikanmistir. +4°C de 7500g’de 5 dakika santrifiij edildikten

sonra alkolu ugurulan pellet Gzerine 35-50p1 RNAse-DNAse icermeyen su eklenmis
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ve pellet ¢oziilmistiir. Elde edilen RNA stogu ¢alismanin daha ileriki asamalarinda

kullanilmak Gzere -86°C’de bekletilmistir.

3.2.7 ¢cDNA’nin elde edilmesi

cDNA sentezi EK 4’de igerigi verilen Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu asamada farkli cDNA sentez primerleri
olan Random Hexamer Primer ve Anchored-oligo(dT)g ayr1 ayr1 denenmis, ancak
hem hedef genler hem de ¢alismada housekeeping gen olarak kullanilan B-ACT (B-actin)
gen  bolgelerinin  uzunluklarmin ~ 500b¢’den  biiyilk  olmasi  nedeniyle
Anchored-oligo(dT);s ile galisilmanin uygun olduguna karar verilmis ve EK 4’de Ki

protokol uygulanmistir.

3.2.8 qRT-PZR

Uygun miktar ve kalitede cDNA sentezini takiben {izerinde ¢alisma yapilacak hedef
(IL1B, IL6, IL10 ve TNFa) ve housekeeping (B-ACT1 ve B-ACT2) gen bolgeleri icin
tasarlanan ve Cizelge 3.1°de verilen primerler Gzerinde uygulanan “Melting Curve
Analizi” ile hem PZR reaksiyon kosullari optimize edilmis hem de herhangi bir dimer
olusumunun olup olmadigi kontrol edilmek suretiyle uygun primerler (housekeeping
gen olarak B-ACTZ2’in kullanimi) se¢ilmistir. Reaksiyon kosullarinin optimizasyonu i¢in
uygun primer (0,2 ile 1 pM arasinda taranmistir) ile cDNA konsantrasyonlari taranmis
ve gerceklestirilen kosullar arasinda en erken cq (quantification cycle) degerini veren
reaksiyon kosulu optimal kosul olarak secilmis ve cizelge’3.2’de verilmistir. qPZR
uygulamalar1 Light Cycler Nano (Roche) cihazi araciligiyla SYBR Green I Master

boyasi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Verilerinin normalizasyonu

2001).

Cizelge 3.1 qPZR calismalarinda housekeeping genler ve sitokin
kullanilan primer sekanslari

-AACT
2

yontemine gore yapilmistir (Livak ve Schmittgen

alakali genler i¢in

Primerler Sekans (5°-3%) Position Accession number®
cDNA gene
Bactin FW1 CTGGCCTCACTGTCCACCTT 3474-3570 J00691
RW1 GGGCCGGACTCATCGTACT exon V01217
Bactin FW2 AAGTCCCTCACCCTCCCAAAAG
RW2 AAGCAATGCTGTCACCTTCCC
IL-1b FW CACCTCTCAAGCAGAGCACAG 793-871 M98820
RW GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC exon NW_047658
IL-6 FW TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC 532-610 E02522
RW TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC exon M26745
TNFa FW AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC | 195-305 X66539
RW TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC Int.span D00475
IL-10 FW AGTCAGCCAGACCCACATG
RW TGCTCCACTGCCTTGCTTTT

3.2.9 Enzim aktivitesi

-86°C derin dondurucuda saklanan kolon ornekleri agirliklarinin 10 kati hacimde

serum fizolojik icinde homojenize edilmistir. Ornek homejenatlar1 4000g’de 20 dakika

santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlardaki protein konsantrasyonlari

Lowry yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.2 Calismada optimize edilen ve kullanilan qPZR Protokol

Bilesenler Hacim Son konsantrasyonu
5X SYBR Green | Master 2 ul 1X
Ileri primer (10 pmol/ul) 0,7 0,7 uM
Geri primer (10 pmol/pl) 0,7 ul 0,7 uM
DNA kalib1 1l 2 ug
H,0 PZR suyu 5,6 ul -
Toplam hacim 10 pl -

3.2.9.1 Protein miktari dl¢iimii yontemi (Lowry yontemi)

Elde edilen siipernatanlarin protein konsantrasyonu belirlenmesinde Lowry yOntemi
kullanilmig (Lowry vd. 1951) ve bu yontemde kullanilan reaktifler EK 3’de reaksiyon

bilesikleri ise ¢izelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 Protein miktar 6lgim yontemi.

Kor Numune (Ny,)
Siipernatant 10 pl
Distile su 500 pl 490 ul
C reaktifi 2,5ml 2,5ml

Oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra hem kor hem de numune
tiplerine 0,25ml D reaktif eklenmis, oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra
700nm dalga boyunda kor ve numnenin absorbansi (OD) distile suya karsi
spektrometrik olarak 6l¢llmiistiir. Protein konsantrasyonu hesaplamak icgin albumin

standard1 kullanilmis ve buna gore faktdr degeri 20 alinmistir. Hesaplama acagidaki
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formile gore yapilmustir.

Protein konsantrasyonu (mg/ml) = (ODnm -ODysr) X Faktor (F)

3.2.9.2 Malondialdehit (MDA) dizeyi 6lgim yontemi

Lipit peroksidayonunun drunlerinden olan MDA oksidasyon gostergesi olarak
kullanilmistir. MDA oksidasyonunun tespiti tiyobarbiturik (TBA)’nin olusturdugu ve
532nm dalga boyundaki Olculebilen pembe renkli kompleks temel alinarak
gergeklestirilmistir (Dahle vd.1962). Bu analizde kullanilan reaktifler EK 3’de 3’de
reaksiyon bilesikleri ise ¢izelge 3.4’de verilmistir. TUpler 30 dakika su banyosunda
inkiibe edildikten sonra 6000 g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Kor tiplere
spektrometrik 6lglim sirasinda Iml TBA konularak 532 nm dalga boyunda distile suya
kars1 tiim tiiplerdeki ¢ozeltilerin absorbansi Ol¢lilmiis, hesaplama asagidaki formiile

gore yapilmistir.

MDA (nmol/ml) = OD(Nm) x 161,3 uM (MDA) / Prot. Kon. (mg/ml)

Cizelge 3.4 MDA duzeyi 6lgum yontemi.

Kor Numune
Silipernatan 100 pl 100 pl
Etil alkol (%695) 1ml 1ml
Fosfat tamponu 1ml 1ml
TCA 1ml 1ml
TBA 1ml
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3.2.9.3 Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6lciim yéntemi

Bu yontemin temeli ksantin oksidaz tarafindan olusturulan siiperoksit radikallerinin
SOD enzimince nitroblue tetrazolium (NBT) bilesiginin indirgenmesi esnasina
dayanmakta olup (Durak vd. 1996) bu analizde kullanilan reaktifler EK 3’de,

reaksiyon bilesikleri ise ¢izelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5 SOD aktivitesi 6lgim yontemi.

Numune Kor
Reaktif 1 2,75 ml 2,75 ml
Slpernatant 100 pl
Ksantin oksidaz (XO) 50 ul 50 ul

Oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmis ve asagidaki sekilde devam edilmistir

CcCl, 100 pl 100 pl

Slpernatant 100 pl

Kor ve numunenlerin absorbanslar1 560 nm dalga boyunda distile suya karsi okunmus,
elde edilen absorbans degeri asagidaki formiile gore SOD aktivitesinin 6lglimiinde

kullanilmistir.

SOD Aktivitesi (U/mg) = [(Kop-Nmop)/ Kop] X F/Prot.kon (mg/ml)] F=20

39



3.2.9.4 Katalaz (KAT) aktivitesi 6l¢iim yontemi

Hidrojen peroksitin 240 nm dalga boyunda verdigi absorbans degeri KAT enziminin
katalizledigi reaksiyon sirasinda azalma gostermekte ve bu azalma spekrometrik
olarak izlenebilmektedir (Abei vd. 1974). Gerekli reaktifler EK 3’de gosterilmektedir.
Deney Kuartz kiivete 0,01 ml fosfat tamponu (pH=7), 2,99 ml H,0, ¢ozeltisi ve 0,01
ml sipernatant konularak distile suya karsi 240 nm dalga boyunda absorbansin 1
dakika izlenmesi protdkoli temel alinarak yapilmis ve KAT enzim aktivitesi asagidaki

formile gore hesaplanmustir.

KAT Aktivitesi (IU/mg) = (Nmop/dk) x F/Prot.kon(mg/ml) F=20

3.2.9.5 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) 6lgiim yontemi

Bu yontem GSH (indirgenmis glutatyon) ile H,O,’in GSH-Px enziminin etkisiyle su
ve GSSG’e (yiikseltgenmis glutatyon) donilisiimiinii izleyen basamakta GSH rediiktaz
enziminin NADPH oksidasyonu, olusan GSSG miktarina bagli  olarak
gergeklestirilmesi temeline dayanmaktadir (Pagila vd. 1967). Gerekli reaktifler EK

3’de, reaksiyon bilesikleri ise ¢izelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.6 GSH-Px aktivitesi 6l¢cim yontemi.

Fosfat Tamponu 2,5ml
GSH 100 pl
NADPH 50 pl
Gsh Reduktaz 100 pl
Sodyum Azid 100 pl
Slpernatant 100 pl
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Spektrofotometre fosfat tamponuyla 340 nm dalga boyunda sifirlanir, maddeler
yukaridaki miktarlarda kuartz kiivete konulduktan sonra 1 dakika siireyle absorbans
izlenir ve elde edilen sonu¢ kor degeri olarak ifade edilir. Aymi kiivete 100 ul H,O,
eklenerek 1 dakika daha izlenir. Bu kez elde edilen sonu¢ numune degeridir. Her iki
deger arasindaki fark (AOD) GSH-Px aktivitesiyle dogru orantilidir. Enzim aktivitesinin
hesaplanmasinda AOD ve NADPH’in molar absorpsiyonu kullanilmakta, hesaplama

asagidaki formdiile gore yapilmaktadir.

GSH-Px aktiviesi (mIU/mg) = (AOD/dk.) x F/ [Protein kons. (mg/ml)] F =4800

3.2.10 Hesaplamalar ve istatiksel analizler

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 15.0 ( SPSS Inc, Chicago, IL, USA) istatistik analiz
programi kullanilmistir. Veriler varyansin tek yonli analizi olan ANOVA-Dunnet testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Tiim istatistik analizlerinde p<0.05 anlamli kabul

edilmistir.

41



4. BULGULAR

Calismamizda her biri 1-6 sicandan olusan toplam 12 grup ve 48 hayvan kullanilmstir.
Bununla beraber, kolit olusturulduktan hemen sonra hem kontrol hem de hasta
gruplarinda nedeni bilinmeyen oliimler meydana gelmistir. Dolayisiyla, ¢alismaya

dahil edilen siganlara ait gruplar yeniden diizenlenerek Cizelge 4.1 de sunulmustur.

4.1 Histo-patolojik degerlendirme

Kolona ait makroskobik goriinim sekil 4.1 de verilmistir. Histopatolojik inceleme
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji AnaBilim Dali’nda yapilmistir. 25 adet
sican bagirsagl (kolon) %10 Formaldehid solusyonunda tespit edilmis, rutin doku
takibine tabi tutulmusg ve parafinde bloklanmistir. Parafin bloklarindan alinan 5 mikron
kalinliginda kesitler hemotoksilen-eozin (HE) ile boyanarak 1s1k mikroskobunda (Leica
DM4000B) 100X biylitmede degerlendirilmis ve resmedilmistir (Leica DFC280) (Sekil
4.2-4.9).

Sekil 4.1 Saglikl1 (a) ve hasta (b) kontrol gruplarina ait makroskobik kolon drnekleri
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Cizelge 4.1 Calismaya dahil edilen hayvanlar ve ait olduklar1 gruplar

kapsile edilen P. pentosaceus OZF

iceren aljinat kapsuilleri  verilen

deneysel grup

Gruplar Toplam Olen Kalan
hayvan hayvan Hayvan
(48) sayisi (23) | Sayisi (25)
o Grup | Normal besleme ve serum fizyolojik 3 0 3
g soliisyon verilen saglikli kontol grubu
% Grup Il | Normal besleme ve sus igermeyen 3 0 3
§ aljinat kapsiilleri verilen saglikli kontol
= grubu
é Grup Il | Normal besleme ve canli P. pentosaceus 6 0 6
= OZF verilen saglikli kontol grubu
E Grup IV | Normal besleme ve aljinat ve whey ile 6 0 6
’g kapsule edilen P. pentosaceus OZF
L verilen saglikli kontol grubu
GrupV | Normal besleme ve serum fizyolojik 3 1 2
a sollisyon verilen hasta (kolit) grubu
a Grup VI | Normal besleme ve sus igermeyen aljinat 3 3 0
&) kapsulleri verilen hasta (kolit) grubu
g Grup Normal besleme ve canli P. pentosaceus 6 4 2
a VI OZF verilen hasta (kolit) grubu
5 Grup Normal besleme ve aljinat ve whey ile 6 3 3
f@ VI kapsule edilen P. pentosaceus OZF
e iceren aljinat kapsulleri verilen hasta
(kolit) grubu
Grup IX | Kolit  olusturmadan  6nce  normal 2 2 0
. beslenen ve serum fizyolojik soliisyon
(2) % verilen deneysel grup
:g 5 Grup X | Kolit  olusturmadan  6nce  normal 2 2 0
g E beslenen ve sus igermeyen aljinat
‘2’: = kapsdlleri verilen deneysel grup
é 5 Grup XI | Kolit olusturmadan 6nce normal 4 4 0
% ;: beslenen ve canli P. pentosaceus OZF
th g verilen deneysel grup
s E Grup Kolit olusturmadan once normal 4 4 0
=0 X1l beslenen ve aljinat ve whey ile
= £
Y
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Sekil 4.2 a .Lamina propriada epitel hucrelerinde dokilmeleri, b.. mononiklear hiicre
infiltrasyonu , HE, x100.

Grup I (SAGLIKLI KONTROL GRUBU)

Yer yer epitel hiicrelerinde dokilmeler ve lamina propriada lenfosit ve makrofajlardan
ibaret mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 gozlenmistir (Sekil 4.2). Bir olguda bu
hlicrelere patolojik durumlarda sayis1 artan ve damar disina ¢ikan beyaz kan hicreleri

yani eozinofil 16kositler de eslik etmektedir.
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Sekil 4.3 Lamina propriada mononuklear hiicre infiltrasyonu (a) ve submukozada

hiperemik damar (b), HE, x100.

Grup Il :

Lamina propriada 6zellikle villuslara yakin alanlarda 6dem (kanin sivi kisminin doku
arasina sizmasi, tum akut ve subakut olaylarda artar) belirgindir. Ayrica bu alanlarda

lenfosit ve makrofajlardan ibaret mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 gortlmistiir

(Sekil 4.3).
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Sekil 4.4 a Lamina propriada 6¢dem,, b mononiklear hiicre infiltrasyonu, ¢ goblet

hiicrelerinde artis , submukozada hiperemik damarlar, HE, x100.

Grup 111

Damarlar hiperemikti (venéz damarlarin kanla dolu olmasi, tiim akut ve subakut
olaylarda artar). Lamina propriada ©dem, lenfosit ve makrofajlardan ibaret
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 gozlendi. Bir olguda bu hiicrelere eozinofil
l1okositler de eslik ediyordu (Sekil 4.4). Farkli birer olguda Goblet hiicrelerinde
(normal hiicrlerde mevcut olup yangilarda artan hiicre tipi) artis ve parazit larvasi

(Sekil 4.5) dikkati gekti.
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Sekil 4.5 Parazit larvasi kesiti (P) ve mononuklear hiicre infiltrasyonu (a), HE, x100.

47



Sekil 4.6 a. Lamina propriada 6dem , b. monontklear hicreler, nétrofil eozinofil

Hucreler, c. submukozada hiperemik damarlar , HE, x100.

Grup IV:

Damarlar hiperemikti. Lamina propriada ozellikle villuslara yakin alanlarda 6dem
belirgindi. Yer yer epitel hiicrelerinde dokulmeler ve lamina propriada lenfosit ve
makrofajlardan ibaret monontklear hiicre infiltrasyonlar1 gozlendi (Sekil 4.5). Bir
olguda bu hiicrelere submukozada da rastlandi. Ayrica aymi olguda lenfatiklerde

genisleme ve Goblet hiicrelerinde azalma dikkati gekti.
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Sekil 4.7 N. Nekroz, a. noétrofil 10kosit infiltrasyonlari, b. tunika serozada
mononiklear hiicre infiltrasyonu, c. fibrosis HE, x100.

Sekil 4.8 a Tunika serozaya kadar yayilmis mononiiklear hiicre infiltrasyonu eozinofil,

b 16kositler, HE, x100.
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Grup V (Olgu 5.1 ; 5.2) (KONTROL HASTA GRUBU)

Damarlar hiperemikti. Her iki olguda da lamina propriadan tunika serozaya kadar
yayilan genis nekroz (N) alanlar1 dikkati ¢ekti. Bu sahalarda 6li ve/veya saglam
nétrofil 16kositlerle (a) bakteri kiimeleri gorildii (Sekil 4.7). Etkilenen bolgelere yakin
alanlarda ise bilhassa submukozada, tunika muskulariste ve tunika serozada da
eozinofil ve nétrofil 16kositlerinde bulundugu mononiiklear hiicre infiltrasyonu fark

edildi (Sekil 4.8). Lenfatikler genislemisti.

Tani : Akut nekrotik kolitis ve peritonitis
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Sekil 4.9 Nekroz (N) ve nétrofil 16kosit infiltrasyonlar (a), HE, x100.

Grup VIl (Olgu 7.2 ;: 7.6) :

Damarlar hiperemikti. Bir olguda (Olgu 7.2), lamina propriadan tunika serozaya kadar
yayilan genis nekroz alanlar1 dikkati ¢ekti. Ayrica bu sahalarda 6lii ve/veya saglam
notrofil Iokositlerle bakteri kimeleri gorildi (Sekil 4.9). Etkilenen bolgelere yakin
alanlarda ise bilhassa tunika muskulariste ve tunika serozada da belirgin nétrofil
16kosit infiltrasyonu saptandi. Tunika serozada kimi sahalarda fibrosis ve monontklear
hiicre infiltrasyonu nedeniyle kalinlasma gozlendi. Diger olguda (Olgu 7.6) ise lamina
propria ve submukozada 6dem, lenfosit ve makrofajlardan ibaret monontklear hiicre

infiltrasyonlarina rastlandu.

Tani : Akut nekrotik kolitis ve peritonitis
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Sekil 4.10 Tunika serozada 6dem (a), mononiklear htcre infiltrasyonu (b),
damarlagma (c), HE, x100.

Grup VIl (Olgu 8.1 :8.2:8.6) :

Damarlar hiperemikti. Bir olguda (Olgu 8.6), lamina propriadan tunika serozaya kadar
yayilan genis nekroz alanlar1 dikkati c¢ekti. Ayrica bu sahalarda 6lii ve/veya saglam
notrofil I6kositlerle (d) bakteri kiimeleri goriildii. Etkilenen bolgelere yakin alanlarda
ise lamina propria ve submukozada 0Odem, lenfosit ve makrofajlardan ibaret
mononuklear hicre infiltrasyonlarina rastlandi. Bir olguda (Olgu 8.2) lamina propria,
submukoza ve tunika serozada 6dem ve eozinofil 16kositlere rastlandi. Ayn1 olguda
kimi alanlarda tunika serozada fibrosis ve mononiiklear hiicreler fark edildi. Diger
olguda (Olgu 8.1) ise lamina propria, submukoza ve tunika serozada 6dem ve
mononiiklear hiicrelere rastlandi. Ayni olguda kimi alanlarda tunika serozada fibrosis

ve mononiklear hicreler fark edildi (Sekil 4. 10).

Tani : Akut nekrotik kolitis ve peritonitis
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4.2 Doku ve Kan Orneklerinden RNA izolasyonu ve Miktar Tayini
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Sekil 4.11 Kan, kolon ve dalak 6rneklerinen elde edilen RNAnin %1,5 agaroz jel
goruntist  (1-25 arasi1 dalagin RNA’s1, 26-50 arasi kolon RNA’s1; 50-76
arasi kan ornekleri)
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Cizelge 4.2 Orneklerden izole edilen RNA’nin nanodrop 6l¢iim sonuglari

KAN KOLON KOLON

Grup KONT (ng/pl) ob ob KONT (ng/ul) ob ob KONT (ng/ul) ©ob ob
230/260 260/280 230/260 260/280 230/260 260/280
l.grup, denek 1 | g3 2 054 193 |22957 158 |208 |20652 142 1209
1.grup, denek 2 25,4 0,06 1,92 2368,3 1,62 2,08 3979 135 1,83
1.grup, denek 3 45,7 0,25 1,91 2146,8 1,84 2,08 3557 1,5 1,88
2.grup, denek 1 133 0,49 2,04 25122 1,26 2,09 4047,8 1,43 | 1,79
2.grup, denek 2 69,9 0,51 2,02 1750,3 1,88 1,76 3890,5 151 |1,87
2.grup, denek 3 1127 0,25 1,98 2162,5 1,3 2,1 3937,8 1,66 1,86
3.grup, denek 1 14,2 0,03 2,12 1433,5 1,24 2,12 3992,3 1,74 | 1,76
3.grup, denek 2 56,5 0,12 2,03 1003 1,96 2,09 3836,6 1,72 | 1,86
3.grup, denek 3 73 0,25 2,01 1328,8 1,03 2,12 3174 1,7 2,02
3.grup, denek 4 97,4 0,41 1,86 2093,7 1,78 2,09 1328,2 1,35 |2,03
3.grup, denek 5 115,5 0,06 2,07 1341,5 1,47 2,11 3215,6 19 2,00
3.grup, denek 6 96 0,46 1,99 1192,2 1,41 2,1 3428,3 1,97 1,99
4.grup, denek 1 50,7 0,14 2,1 1775,5 1,7 2,1 2052,5 1,88 2,07
4.grup, denek 2 304,4 0,61 2,08 1307,2 11 2,1 42484 1,54 1,58
4.grup, denek 3 48,6 0,13 2,03 1167,1 1,42 2,1 2901,6 1,83 |2,05

4.grup, denek 4 19,6 0,05 2,01 2138,3 1,81 2,08 1184,1 1,5 2,1
4.grup, denek 5 19,6 0,07 1,81 1945,2 1,95 2,08 2496 1,73 | 2,07




GS

Cizelge 4.2 Orneklerden izole edilen RNA’nin nanodrop &lgiim sonuglari (devamr)

4.grup, denek 6 84,7 0,15 2,05 3204,7 1,82 |2,02 2366,1 1,38 2,09
7.grup, denek 2 42,6 0,37 2,01 3969,1 1,73 1,82 3383,3 1,94 11,99
7.grup, denek 6 39 0,09 2 4359,9 1,12 (1,15 3786,9 194 |19

8.grup, denek 1 83 0,22 2,02 4361,7 1,46 |1,74 4034,5 169 (185
8.grup, denek 2 203,5 0,36 2,07 4176,7 1,38 | 2,06 4066,1 1,75 | 1,72
8.grup, denek 6 27 0,11 2,08 2501,9 1,83 |[1,62 3760,3 1,9 1,89
10.grup, denek 1 | 841,9 1,53 2,07 4364 1,61 1,94 3872,9 1,35 1,83
10.grup, denek 2 | 164,5 0,40 2,08 1736,7 1,38 |2,02 4234,6 161 |17




4.3 cDNA Sentezi

Omeklerden elde edilen cDNA’nin nanodrop &lgiim sonuglar Cizelge 4.3’de

verilmistir.

4.4 qRT-PZR ile gen (IL-1p ve IL6) Ekspresyonlarimin analizi

Sistemik inflamasyondan sorumlu olan IL-1p diizeyinin kolit hastaliginda arttig1

bilinmektedir.

TNBS-ile deneysel kolit olusturulan hasta (kolit) grubu kan 6rneklerinden elde edilen
sonug saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda pro-inflamatuvar etki gosteren
IL-1B geninin hasta kontrolde baskilandigi (p<0.05), canli OZF sus alan hasta
grubunda anlamli bir degisim gozlemlenmedigi (p>0.05) ancak enkapsiile edilmis
formdaki OZF susu ile muamele edilen hasta gruplarinda genin ekspresyonunda bir

art1s oldugu gozlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.12).

1,2

IL1b Geninin Normalizasyon Sonuglari

0 T - T T T - T
Saghkh Hasta Saghkhh Hasta OZF Saghkh Saghikh Hasta
kontrol kontrol QLF kapsul bos kapsul
kapsul

Kan ornekleri

Sekil 4.12 Kan o6rneklerindeki IL-1B geninin saglikli ve hasta (kolit) kontrol

gruplarinda qPZR ile normalizasyonu
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Cizelge 4.3 Orneklerden elde edilen cDNA’nin nanodrop 6l¢iim sonuglar

KAN KOLON DALAK
Grup KONT OD2301260 OD2601280 KONT ODa301260 ODg601280 KONT OD2301260 OD2601280
(ng/pl) (ng/pl) (ng/pl)
1.grup, denek 1 2364,3 2 1,79 4608,9 1,82 1,66 5308,3 1,47 1,40
1.grup, denek 2 1872,9 1,37 1,81 2505,5 2,06 1,82 5153 1,38 1,24
1.grup, denek 3 2014,8 1,89 1,81 3352,2 2,06 1,77 4692 4 1,89 1,66
2.grup, denek 1 2457,8 1,8 1,77 3601,1 1,95 1,77 4087,8 2,00 1,75
2.grup, denek 2 2340,8 1,7 1,81 3352,2 2,02 1,75 4500,5 1,86 1,67
2.grup, denek 3 2592 1,41 1,81 2957,1 1,95 1,76 46445 1,95 1,68
3.grup, denek 1 2206,8 1,45 1,78 3217,6 2,03 1,77 4310,1 2,00 1,71
3.grup, denek 2 2264,2 14 1,8 3302,4 2,04 1,76 4982,3 1,67 1,46
3.grup, denek 3 2022,6 1,73 1,82 3366,7 1,95 1,74 4262 2,00 1,73
3.grup, denek 4 24139 1,91 1,81 4615,8 1,84 1,60 4453,6 1,99 1,72
3.grup, denek 5 2168,5 0,88 1,81 3140,8 2,05 1,78 4203,6 2,02 1,71
3.grup, denek 6 1692,4 1,78 1,81 3466,4 1,99 1,74 4289,2 2,00 1,70
4.grup, denek 1 2051 1,65 1,8 3617,2 2,03 1,75 3854,8 2,09 1,75
4.grup, denek 2 2057,5 1,56 1,83 37178 1,97 1,76 4229,6 2,05 1,72
4.grup, denek 3 1991,3 1,61 1,81 3850,8 2,02 1,76 3987,4 1,75 2,05
4.grup, denek 4 2113,1 1,48 1,79 4665,1 1,86 1,63 3975,2 1,73 2,00
4.grup, denek 5 1698,2 1,61 1,82 2302,9 2,12 1,80 4005,1 1,74 2,06




89

Cizelge 4.3 Orneklerden elde edilen cDNA’nin nanodrop 6l¢iim sonuglar1 (devami)

4.grup, denek 6 2118,2 1,17 1,82 3402,9 2,07 1,78 5162,3 1,47 1,69
7.grup, denek 2 1834,9 1,96 1,81 3960 2,02 1,77 4971,6 1,63 1,9

7.grup, denek 6 1968,9 1,45 1,80 4646,4 1,79 1,77 4542,8 1,37 1,59
8.grup, denek 1 2005,5 1,59 1,81 5140,4 1,69 1,55 4510,7 1,94 1,67
8.grup, denek 2 1769,7 1,95 1,83 4262,5 1,77 1,75 4512,3 2,02 1,72
8.grup, denek 6 3529 1,95 1,51 42749 1,96 1,70 4788,1 1,86 1,59
10.grup, denek 1 19125 1,73 1,83 3035,1 2,09 1,81 4632,7 1,88 1,68
10.grup, denek 2 2413 1,72 1,81 3186,3 2,00 1,78 4624 1,83 1,64




Hasta kolon doku ornekleri saglikli kontrol kolon doku orneklerinden elde edilen
sonuglar ile karsilastirildiginda (Sekil 4.13), kolit grubunda IL-1p gen ekspresyonunun
saglikli kontrole anlamli bir sekilde baskilandigi (p<0.05) tespit edilmistir. Ancak
canlt ve enkapsiile edilmis formdaki OZF susu ile muamele edilen hasta gruplari,
kontrol hasta gruplar1 ile karsilastirildiginda bu ekspresyonda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark tespit edilememistir (p>0.05). Elde edilen bu verilerin histopatolojik
calismalardan elde edilen goriintiiler (Sekil 4.7-4.8) ile bir uyum igerisinde oldugu
gozlemlenmektedir. Kolon o6rneklerinden elde edilen veriler g6z 0Oniinde
bulunduruldugunda canli ya da enkapsiile edilmis formdaki OZF susunun sicanlarda
TNBS-ile olusturulan deneysel kolit iizerinde olumlu herhangi bir etkisi

gbzlemlenmemistir.

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8 -
0,6 -

0,4 -
- 110l _0h
0 - T T T T - T T

Saglikl Hasta Saghkh Hasta OZF Saghkh  Saghkl Hasta
kontrol kontrol OZF kapsdil bos kapsul

kapsdl

IL1b Geninin Normalizasyon Sonuglari

Kolon drnekleri

Sekil 4.13  Kolon oOrneklerindeki IL-1B geninin saglikli ve hasta (kolit) kontrol

gruplarinda qPZR ile normalizasyonu

\
Saglikli ve hasta gruplar arasinda dalak doku 6rneklerinde QRT-PZR ile IL-1B geninin

ekspresyonu karsilastirildiginda saglikli kontrole kiyasla hasta kontroliin IL-1f gen

ekspresyonunda anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.14). Hasta gruplar
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izerinde canli ya da enkapsiile edilmis formdaki OZF susunun uygulamasina miiteakip

gen ekspresyonun seviyelerinde anlamli bir azalma (p<0.05) kaydedilmistir.

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4

7o - -
0 — .

T T T
Saghkh Hasta Saghkh Hasta OZF Saglkh Saghikh Hasta
kontrol kontrol QZF kapsul bos kapsul
kapsiul

IL1b Geninin Normalizasyon Sonuglari

Dalak ornekleri

Sekil 4.14 Dalak orneklerindeki IL-1B geninin saglikli ve hasta (kolit) kontrol

gruplarinda gPZR ile normalizasyonu
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2 Saghkh Hasta Saghikh Hasta OZF Saghkl Saghkl Hasta
kontrol  kontrol OZF kapsl bos kapsil

kapsil

Kan ornekleri

Sekil 4.15 Kan 0Orneklerindeki IL-6 geninin saglikli ve hasta (kolit) kontrol
gruplarinda qPZR ile normalizasyonu
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Proinflamatuvar etki gosterdigi bilinen IL-6 geninin ekspresyonu g6z Oninde
bulunduruldugunda, TNBS-ile deneysel kolit olusturulan hasta (kolit) grubu kan
orneklerinden elde edilen sonug saglikli kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, hasta
grubunda IL-6 gen ekspresyonunun baskilandigi (p>0.05), akabinde canli ve
enkapsiile edilmis formdaki OZF susu ile muamele edilen hasta gruplarinda bu
ekspresyonunun bir miktar arttigi ancak bu artisgin anlamli (p>0.05) olmadig
gozlemlenmistir (Sekil 4.15). Yapilan bazi calismalarda IL6 geninin dual etki
gosterebilecegi yani, proinflamatuvar etki gibi anti-inflamatuvar etki sergileyebildigi

gosterilmigtir.

IL-6 geninin hasta ve saglikli kolon 6rneklerindeki ekspresyonunda pro-inflamatuvar
etki gosteren IL-6 geninin hasta grubunda ekspresyona ugradigi, canli ve enkapsiile
edilmis formdaki OZF susu ile muamele edilen hasta gruplarinda ise susun
immunomodilator (anti inflamatuvar) etki gosterdigi ve sentezdeki bu artist

baskiladig1 gézlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.16).
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IL6 Geninin Normalizasyon Sonuglari

Saghikh Hasta Saghklhh Hasta OZF Saghkl Saghkh Hasta
kontrol kontrol OZF kapsul bos kapsil kapsil

o

Kolon 6rnekleri

Sekil 4.16  Kolon o6rneklerindeki IL-6 geninin saglikli ve hasta (kolit) kontrol

gruplarinda qPZR ile normalizasyonu

61



o B N W R U O N

IL6 Geninin Normalizasyon Sonuglari

| — -

Saghkh Hasta Saghkh Hasta OZF Saghkh Saghkh Hasta
kontrol kontrol OZF kapsl bos kapsl
kapsul

Dalak 6rnekleri

Sekil 4.17 Dalak o6rneklerindeki IL-6 geninin saglikli ve hasta (kolit) kontrol

gruplarinda qPZR ile normalizasyonu

Saglikli ve hasta gruplar arasinda dalak doku orneklerinde qRT-PZR ile IL-6 geninin
ekspresyonu karsilastirildiginda saglikli kontrole kiyasla hasta kontroliin IL-6 gen
ekspresyonunda anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.17). Hasta gruplar
izerinde canli ya da enkapsiile edilmis formdaki OZF susunun uygulamasina miiteakip

gen ekspresyonun seviyelerinde anlamli bir azalma kaydedilmistir (p<0.05).
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4.5 Enzim Aktiviteleri

SOD aktivitesi: Antioksidan bir enzimdir. IBH’da SOD enzimi artamasi

g6zlemlenmektedir.

TNBS, OZF ile beslenen gurupta SOD enziminin aktivitesi diger guruplara gore
azalmis, eger antioksidan etki gosteren enzimin aktivitesi azalmigsa, bu demek ki,
kullandigimiz probiyotik bakterinin antioksidan etki gosterdigini, diger antioksidan

enzimlere gereksinim duymadigin1 gostermektedir.

SOD Aktivitesi
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Sekil 4.18 SOD enzim aktivitesi sonuglari

GSH-Px aktivitesi: antioksidan bir enzimdir. Lipit peroksidasyonunun énlenmesinde
onemli role sahiptir. Strese bagli artmaktadir. Tim gruplarda enzimin arttg
saptanmistir ve Pediococcuspentosaceus OZF susu enzimlere gereksinim duymadan

antioksidan etki gostererek stresi azaltmis ve GSH-Px enziminin artmasini saglamis.
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GSH -PX Aktivitesi
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Sekil 4.19 GSH-Px enzim aktivitesi sonuglar1

MDA enzim aktivitesi: peroksidasyonla olusan MDA membran komponentlerin
polimerizasyonuna sebebp olur. Enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonunu gibi membran 6zelliklerini degistirir. MDA enzimi, Oksidatif enzimdir.
Oksidatif stres yiikselirse antioksidan enzimler salgilanir ve MDA enzim aktivitesi
diiser. TNBS,0ZF gurubunda MDA diismiis, ve bu enzimin diismesini antioksidan
enzimleri kullanarak degil, probiyotik bakterinin kendisi nonenzimatik bir sekilde

antioksidan etki gostermis, ucutta bu enzimleri sentezlemeye gerek kalmamas.
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Sekil 4.20 MDA enzim aktivitesi sonuglari
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Katalaz, antioksidan etki gosteren enzimdir, tiim gurplara bakildiginda gruplarda
katalaz aktivitesi artis gostermustir. Pediococcus pentosaceus OZF susunun katalaz

enzimini arttirma etkisinin oldugu saptanmustur.
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Sekil 4.21 KAT enzim aktivite sonuglari

Bagirsak hastaliginda probiyotiklerin uygulanmasi bagirsak dokularinda oksidatif

stresi baskilayarak iyilestirdigi gOriilmiistiir, ancak daha genc¢ Olgekli insan

calismasinda kullanilabilir etki gézlemlenmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda daha onceki calismalarda anne siitiinden izole edilerek molekiler
teknikler neticesinde Pediococcus pentosaceus OZF olarak tanimlanan ve probiyotik
oldugu belirlenen susun hem canli hem de enkapsiile edilmis formunun
(aljinat+kalsiyum) kolit hastalig1 Uzerinde tedavi edici etkisi trinitrobenzin silfonik
asit (TNBS) ile kolit olusturulan siganlardan elde edilen kan ile dalak ve kolon gibi

doku orneklerinde aragtirilmistir.

Sicanlara TNBS muamelesini takip eden 24. saatte si¢anlarda su ve yem tiikketiminde
azalma, kilo kayb1 ve bazi kayvanlarda kanli ishal gézlenmeye baslandi. Yedi ginun
sonunda yapilan histopatolojik ¢alismalar deneysel kolit olusumunu dogrulamistir.
Saglikli ve hasta (kolit) grubu o6rneklerden izole edilen RNAUzerinden cDNA elde
edilmis ve IL1P ile IL6 gen ekspresyonu qRT-PZR ile ger¢eklestirilmistir. Anlamli
bulgular dalak doku 6rneklerinden elde edilmistir. TNBS-ile deneysel kolit olusturulan
hasta (kolit) grubu dalak doku orneklerinden elde edilen sonug saglikli kontrol grubu
ile karsilagtirlldiginda hasta kontrolin IL-1B gen ekspresyonunda anlamli bir artig
gozlenmistir. Hasta gruplar iizerinde canli ya da enkapsiile edilmis formdaki OZF
susunun uygulamasina miiteakip gen ekspresyonun seviyelerinde anlamli bir azalma
kaydedilmistir. Bu azalma susun anti-inflamatuvar etkiye sahip olabilecegini
diistindiirmektedir. Benzer sonuglar yine dalak doku orneklerinden elde edilen IL6 gen

ekspresyon seviyesinde de gézlenmistir.

Probiyotiklerin kolit iizerinde tedavi edici etkileri bilinmekle beraber bu etki susa-
bagimlidir. Calismamizda kullanilan OZF susundan elde edilen 6n veriler bu susun
birincil organlarda ve kanda yeterli diizeyde anti influmatuvar etki sergilemedigini,

daha kapsamli ilave caligmalara gereksinim oldugunu gostermektedir.
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(Tripton Glucose Yeast Extract):

icerik % gr
Tripton 1.0
Glukoz 1.0
Maya ekstrakti 1.0
Tween-80 0.1
MnSO, 0.005
MgSO, 0.005

Besiyeri igerikleri 100ml distile su igerisinde ¢ozlilmiistiir. Sterilizasyonu otoklavda
121°C’de 15 dakika stire ile yapilmistir.
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EK 3 TAMPON ve COZELTILER

CaCl, TAMPON %gr
CaCl, (1M) 16.5
FOSFAT TAMPON SOLUSYONU (PBS) (pH=7,4) % gr
NaCl 2
Na,HPO, 0.144
KH,PO, 0.024
1X TBE (Tris- Borik asitEDTA )(pH 8.3) % gr
Tris 10.8
Borik Asit 55
EDTA 0.94
Distile su 1000 mL
YUKLEME BOYASI % gr
Brom fenol blue 0,25
Sakkaroz 40
Distile su 100 mL

Icerik 100ml’de ¢oziildiikten sonra 0.22 pm capindaki membran filtreden gegirilerek

buzdolabinda saklanmuistur.
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ETIDYUM BROMIT COZELTISI % gr

Etidyum Bromit 1
Distile su 100 mL
Igerikler 100ml de ¢oziildiikten sonra 0.22 pm ¢apindaki membran filtreden gegirilmis

ve buzdolabi 1sisinda karanlik bir sisede saklanmustir.

AGAROZ JEL (%1) % gr
Agaroz 1
IXTBE 100 mL
EtBr 4 uL

Calismada kullanilan diger jeller ise belirtilen konsantrasyonlarda agaroz eklenere

hazirlanmustir.

LOWRY YONTEMi ve ENZIM AKTIVITELERININ TEPITIi ICIN
KULLANILAN REAKTIFLER

A Reaktif % gr
CuS0,4.5H,0 0,5
Sodyum sitrat 1
Distile su 100ml
B Reaktif % gr
Na,CO3 20
NaOH (1L) 0,1N
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C Reaktif
B Reaktif
A Reaktif

50ml B reaktifine 1ml A reaktifi eklenerek hazirlanir.

D Reaktif
Folin-Cioceltau

Distile su

Folin-Cioceltau Fenol Reaktifi
Sodyum Tungstat (Na,WQO,-2H,0)
Sodyum Molibdat (Na;Mo0O;-2H,0)

Distile su
o-fosforik asit

HCI

Ml
50ml

Ml
10ml
10ml

%gr
100

25
700 ml
50 ml
100 ml

10 saat siireyle hafif ates altinda kaynatilip, 150 gr litryum sulfat (Li,SO,4) ve 50 ml

H,O eklendikten sonra 3 damla brom damlatilmistir. Karisim 15 dakika siireyle

yogunlastirici

tamamlanmustir.

Fosfat Tamponu (pH=6, 100mM)

Nao,H PO4
KH,PO4

Distile su

olmadan kaynatilmis,

soguyunca distile
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suyla 1 litreye

%gr
2,13
11,56
1 litre



TBA (%2 wiv)
TBA

Distile su

Trikloroasetik Asit (TCA)

TCA
0,6 N HCI

Reaktif 1 (toplam hacim 490 ml)

Ksantin

Distile su

%gr
0,02
10 ml

%gr
100
500 ml

%gr
0,091
200 ml

Birka¢ damla 1IN NaOH ile ¢oziilir. NBT 12,3 mg alinir, distile su ile 100 ml

haceme tamamlanir, EDTA 25 mg alinip distile su ile 100 ml haceme tamamlanir.

Bovin albumin 30 mg alinip distile su ile 30 ml haceme tamamlanarak ¢oziiliir.

Ksantin oksidaz (XO) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 ul XO, 1 ml 3,2 M amonyum

stlfatta ¢ozulur. CaCl; ¢ozeltisi 108 mg tartilir 100 ml distile suda ¢oziiliir.

Fosfat Tamponu

(pH=7; 50mM EDTA)

Na,HPO4
KH,PO,
EDTA

Distile su

%gr

4,2
2,72
2,08
1 litre

GSH c¢ozeltisi, 250mg GSH’nin 5ml fosfat tamponunda ¢Oziilmesi ile elde

edilmektedir. 15 mg NADPH tartilarak 2,5ml fosfat tamponunda ¢ozulir.



EK 4 ¢cDNASENTEZ PROTOKOLU

Procedure A: The following conditions describe a first-strand cDNA synthesis for a two-step
cDNA Synthesis ~ RT-PCR Fig.1 shows the standard procedure for cDNA synthesis used for sin-
with anchored- gle reactions and the simplified one if multiple reactions should be performed.

oligo(dT), 5 primer
OR random OR
sequence-specific
primer

Preparation

1X  Transcriptor  High  Fidelity  Reverse
Transcriptase Reaction Buffer : 2 pl

20 U Protector Rnase Inhibitor: 0.25 pl

1 mM deoksiniikleotid karigimi: 1 pl

10 U Transcriptor High Fidelity Reverse
Transcriptase: 0.25 pl

cDNA
synthesis

65°C 10dk; 55°C 30dk; 85°C 5dk
Sentez sonrasi elde edilen ¢cDNA’larda saflik ve
miktar tayini Nanodrop ND-1000 Spectrometre

araciligi ile belirlenmistir.

Single

. saf total RNA :2
reactions Hd

Anchored- oligo(dT)yg primer:10 uM
Son hacim 6.5 pl olacak sekilde PCR

RMA + primer + waler

Optinal: Dematuration | syyy eklenir

Add

dMNT

10 mm 65°C

Place on ice
bufTer, EMase Inhibitor,

s, and Transcnptor KT

l

Anchored-olipo(d 1)
primer/genc-specific primer
A 55°Coor 1 b 300C

l

Inactivation at 85°C for
5 min

Add 1-5 pl te a PCR or real-time FCR

Fig. 1: Overview of cDNA synthesis procedures in single and multiple reactions
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Yiiksek Lisans : Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Biyoloji Anabilim Dali-
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