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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

VAJINAL KAYNAKLI LACTOBACILLUS SUSLARINDAN ELDE
EDILEN EKZAPOLISAKKARITLERIN ANTIiBiYOFILM VE
ANTI-QUARUM SENSING AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Nadia MASSER RAHEEL

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Bilim ve Teknoloji Enstitiisii

Biyo miithandislik ve Genetik Boliimii

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Esin KIRAY

Ekzopolisakkaritler (EPS'ler), dogada bitkiler, mantarlar ve bakterilerde yaygin olarak
bulunan biyopolimerler olup antimikrobiyal, anti-biyofilm, antioksidan, antitimor,
antiviral ve immiinomodiilatoér aktivitesi nedeniyle insan sagligina katkida bulunma

potansiyeline sahiptir.

Calismamizda daha oOnce vajinal mikrofloradan izole edilen probiyotik o6zelligi
kanitlanmig, Laktik asit bakterileri (LAB) arasindan giiclii EPS iireten bes sus (L.
paracasei L1, L. casei L2, L. pantarum L4, L. crispatus L5 ve L. rhamnosus L17)
secilmistir. Suslardan saf olarak elde edilen EPS’lerin antimikrobiyal, antibiyofilm,
anti-quarum sensing, antioksidan aktiviteleri ile MDA-MB-231 meme kanser hiicre
hatt1 hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkileri arastirilmistir. Calismamizda ayrica
saf EPS’lerin FT-IR ve GC-MS analizleri yapilmis olup, elektron mikoskop

goriintiileri elde edilmistir.

Calisma sonucunda LAB kokenli EPS’lerin giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu, patojenik suslar arasinda en giiclii antimikrobiyal etkinlige sahip susun L.

casei L2 susuna ait EPS oldugu belirlenmistir. Saf EPS 6ziitlerinin anti-biyofilm

Vii



aktivitesini belirlemek amaci ile E. coli ve P. aeruginosa suslart kullanilmistir.
Calisma sonucunda EPS’lerin farkli konsantrasyonlarinda inhibisyon etkisi gosterdigi
ve Ozellikle L1 ve L2 suslarindan elde edilen EPS’lerin daha giiglii aktiviteye sahip
oldugu goriilmektedir. Saf EPS’lerin farkli konsantrasyonlardaki anti-quarum sensing
aktivitelerinin arastirildigir ¢alismada her bir EPS 10 mg/mL konsantrasyonunda
ortalama esit aktivite gosterirken 20 mg/mL konsantrasyonda etkinin arttigi ve etki
oranin degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Saf EPS’lerin MDA-MB-231 meme kanser
hiicre hatt1 hiicreleri lizerindeki anti-proliferatif etkinin L. paracasei L1 susuna ait
EPS’nin 115 pg/ml’lik en yiliksek dozunda %90-95 diizeyinde 6liim goriiliirken, L.
casei L2 susuna ait EPS’lerin 85 pg/ml’lik en yiiksek dozunda ise yaklasik %100

oraninda 6liim gorilmiistiir.

Insan sagligi iizerinde farkli yararli etkileri bulunan EPS’lerin dogal antimikrobiyal ve
antikanser 6zelligine sahip olmasi dikkat ¢ekicidir. Ancak ileride hem enfeksiyonlarin
hem de c¢esitli kanserlerin tedavilerinde kullanilabilmesi i¢in bu alanda daha c¢ok

aragtirmaya gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Ekzopolisakkarit, Lactobacillus, Anti-biyofilm, Anti-quarum

sensing, MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatt1



ABSTRACT
M.Sc. THESIS

DETERMINATION OF ANTI BIOFILM AND ANTI QUORUM
SENSING ACTIVITIES OF EXPOLYSACCHARIDES OBTAINED
FROM VAGINAL DERIVED LACTOBACILLUS STRAINS

NADIA MASSER RAHEEL

Kirsehir Ahi Evran University
Institue of Sciences and Technology

Bio engineering and Genetics Department
Superviosor Dr. Ogr. Uyesi Esin Kiray

Exopolysaccharides (EPSs) are biopolymers commonly found in plants, fungi and
bacteria in nature and have the potential to contribute to human health due to their
antimicrobial, anti-biofilm, antioxidant, antitumor, antiviral and immunomodulatory

activity.

In our study, five strains (L. paracasei L1, L. casei L2, L. pantarum L4, L. crispatus
L5 and L. rhamnosus L17) were selected among the lactic acid bacteria (LAB) with
proven probiotic properties that were previously isolated from vaginal microflora. .
Antimicrobial, antibiofilm, anti-quarum sensing, antioxidant activities and anti-
proliferative effects on MDA-MB-231 breast cancer cell line cells of EPSs obtained
from pure strains were investigated. In our study, FT-IR and GC-MS analyzes of pure
EPS were also performed and electron microscope images were obtained.

As a result of the study, it was determined that LAB-derived EPSs have strong
antimicrobial activity, and the strain with the strongest antimicrobial activity among
pathogenic strains was EPS belonging to L. casei L2 strain. E. coli and P. aeruginosa
strains were used to determine the anti-biofilm activity of pure EPS extracts. As a
result of the study, it is seen that EPSs have an inhibitory effect at different



concentrations, and EPSs obtained from L1 and L2 strains have stronger activity. In
the study investigating the anti-quarum sensing activities of pure EPS at different
concentrations, it was determined that while each EPS showed an average equal
activity at a concentration of 10 mg/mL, the effect increased at a concentration of 20
mg/mL and the rate of effect varied. The anti-proliferative effect of pure EPS on
MDA-MB-231 breast cancer cell line cells was observed at the highest dose of 115
ug/ml of EPS of L. paracasei L1 strain, while 90-95% mortality was observed in L.
casei L2 strain. At the highest dose of 85 pg/ml of EPSs, approximately 100%

mortality was observed.

It is noteworthy that EPSs, which have different beneficial effects on human health,
have natural antimicrobial and anticancer properties. However, more research is
needed in this area so that it can be used in the treatment of both infections and

various cancers in the future

Keywords: Exopolysaccharide, Lactobacillus, Anti-biofilm, Anti-quarum sensing,
MDA-MB-231 breast cancer cell line

Xi



1. GIRIS
Insan mikrobiyom florasi, insan mikrobiyomu projesi tarafindan bildirildigi iizere
viicut bolgelerine gore bakteri dagilimina dayali olarak konakg¢min saghigina ve
bakimina katkida bulunan binlerce mikrobiyal tiire sahiptir. Insan saghg iizerinde
yararlt etkileri olan Lactobacillus grubu bakteriler hem bagirsak florasinda hem de
vajinal mikroflorada bol miktarda bulunmaktadir. Probiyotik 0Ozellige sahip bu
mikroorganizmalar liretmis olduklar1 ¢esitli antimikrobiyal bilesikler ile hem vajinal
florayr hem de bagirsak florasini patojenlere karsi korumakta (Kailasapathy ve Chin,
2000), bagisiklik sistemini uyarmakta ve bagirsak mikroflorasinin dengesinin
korunmasini saglamasi gibi bir ¢ok yararli etki saglamaktadir (Ianghendries ve ark.,
1995). Bunun yaninda ¢esitli kanserojen etkiye sahip glukuronidaz, nitrorediiktaz,
azorediiktaz ve iireaz gibi mikrobiyal enzimlerin miktarin1 azaltarak ve cesitli
mekanizmalar kullanarak kanser hiicreleri lizerinde etki gostermektedir (Kiray ve

Kariptas, 2015).

Ekzopolisakkaritler (EPS'ler), dogada bitkiler, mantarlar ve bakterilerde yaygin olarak
bulunan biyopolimerlerdir (Osemwegie ve ark., 2020). Bu polisakkaritler, enerjinin
depolanmasi (nisasta) hiicre duvar1 mimarisi (seliilloz) ve hiicresel iletisim
(glikozaminoglikanlar) gibi ¢esitli biyolojik islevlerde gorev alan dogal sekerlerin
(pentozlar, heksozlar) veya anyonik sekerlerin (heksozlar) homopolimerleri veya

heteropolimerleridir (Cerning ve ark., 1990); Cerning ve ark., 1995).

EPS'ler, zorlu ¢evre kosullariyla basa ¢ikmak i¢in Laktik asit bakterileri (LAB) dahil
olmak iizere mikroorganizmalar tarafindan salgilanan biyolojik polimerlerdir. EPS'ler,
mikroorganizmalar1 sicaklik, pH, antibiyotikler, konak immiin savunmalar1 vb. gibi
olumsuz faktorlerden korumak icin hiicre dis1 biyofilm matrisinin olusumunda yer

alan ana bilesenlerden biridir (Nguyen ve ark., 2020).

LAB' den elde edilen EPS'ler ayrica insan saglig1 iizerinde oldukca yararli etkiye
sahiptir. EPS'lerin antioksidan, antitlimor, antiviral antiiilser, immiinomodiilatér veya
kolesterol diigliriicii  aktivitesi nedeniyle insan saghgna katkida bulunma

potansiyeline sahiptir (Ruas ve ark, 2002; Dilna ve ark, 2015).

Giliniimiizde arastirmacilar, son tedavi stratejileri ile olusan ciddi yan etkiler ve ¢oklu

ilag¢ direnci nedeniyle yeni antibiyotik ve antitlimor ilag arayislarina devam



etmektedirler. Bu baglamda modern tip, insan saglig1 lizerinde zararh etkilere sebep
olmasindan dolay1 sentetik olarak iiretilen ilaglar yerine dogal ilaglar1 daha ¢ok tercih
etmektedir (Abdelnasser ve ark., 2017). Bu nedenle biz de ¢alismamizda daha 6nce
probiyotik 6zelligi kanitlanmis Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS’lerin gesitli
biyolojik aktiviteleri ile antibiyofilm ve anti-quarum sensing aktiviteleri

arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Lactobacillus’lar ve Probiyotikler

Lactobacillus cinsi bakteriler genellikle diiz ya da hafif kivrik, gubuk (basil) sekilli bir
morfolojiye sahiptir. Kokobasil tiirleride mevcuttur. Hiicreleri tek tek ya da zincir
seklinde bulunur. Gram-pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan genellikle
hareketsiz, anaerobik, mikroaerofilik ya da fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalardir
(Y1lmaz ve Temiz, 2003). LAB grubundan olan bu mikroorganizmalar fermentasyon
sonucu laktik asit trettikleri i¢in ortamin pH’smi 3.2-3.5’¢ kadar diisiirebilirler. Bu

nedenle de aside dayanikli mikroorganizmalardir (Kiray, 2017).

Probiyotikler, yeterli miktarda tiiketildiginde konakg¢iya temel beslenmenin Gtesinde
bir saglik yarar1 saglayan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanir. En yaygin
olanlar1 Lactobacillus ve Bifidobacterium adli gruplara ait bakterilerdir.
Mikroorganizmalar, biyoaktif metabolitlerin iiretimi yoluyla gidalara saglig: gelistirici
ozellikler kazandirabilir (Stanton ve ark., 2005). Gergek probiyotik tercihen insan
kaynakli olmali, giivenli ve antibiyotige direng¢ aktarabilen vektorlerden arindirilmig
olmalidir. Bagirsak kosullarinda (asidik ph, enzimler, safra tuzu vb.) hayatta kalma
kapasitesi yiiksek olmali, patojen mikroorganizmalara kars1 koruyucu rol oynamali ve
bagisiklik sistemi tizerinde yararli etkilere sahip olmalidir (Plaza-Diaz ve ark., 2017
ve 2018). Probiyotiklerin 6zellikle zorlu mide ve bagirsak sartlarim1 gecerek etki
alaninda uzun siire canli kalabilmelidir. Ancak yapilan bazi g¢aligmalarda, canh
olmayan probiyotiklerin doku kiiltiirli hiicrelerine yapisabildigini bildirmistir, bu da
canlilifin adezyon igin gerekli olmadigimi gostermektedir (Hood ve Zottola, 1988;

Coconier ve ark., 1993).



2.1.1. Probiyotiklerin Ozellikleri

Tablo 2.1. Ticari uygulamalarda kullanilabilecek probiyotik adaylarin secim

kriterleri (Kiray, 2017).

Giivenlik Kriterleri

«Insan orjinli olmali
«Patojenik ve toksijenik olmamali
* Antibiyotiklere kars1 direncli olmali

Teknolojik kriterler

+Genetik olarak stabil olmal1

+Fajlara kars1 direngli olmali

Isleme ve depolama  siiresince  canliligim
koruyabilmeli

*Biiyiik olcekli tiretimleri saglanabilmeli

Fonksiyonel
kriterler

*Mide asidi safra ve pankreatik enzimlere karsi
direncli olmal1

*Mukozal yiizeylere baglanabilmeli

«Epitel dokulara tutunabilmeli

Istenilen fizyolojik
ozellikler

«Immiin cevabi stimiile edebilmeli

Patojenik mikroorganizmalara kars1 antagonistik
aktivite gosterebilmeli

+ Antimikrobiyel bilesikler liretebilmeli

*Kolesterol asimilasyonu saglayabilmeli

«Laktozu metabolize edebilmeli

«Antimutajenik ve antikarsinojenik olmali

*Metabolik aktiviteyi olumlu etkilemeli

2.1.2 Bagirsak Hastaliklarinda Probiyotiklerin Rolii

Probiyotikler yararli etkilerini sitokinler ve biitirik asit gibi antibakteriyel ve

antimikrobiyal bilesikler {reterek patojene karsi antagonist etkilerini ¢esitli

mekanizmalar ile gosterirler (Kailasapathy ve Chin, 2000). Bagirsak florasini patojen

mikroorganizmalara kars1t koruyarak dogustan gelen bagisikligi uyarabilmekte

bagisiklik sistemini desteklemektedirler. Ayrica laktik asit iireten mikrofloray:

uyararak bagirsak pH' m1 azaltmakta ve bagirsak mikroflorasinin dengesinin

korunmasini olumlu sekilde ayarlamaktadir (Langhendries ve ark., 1995 ).



2.1.3. Probiyotiklerin Kanser Hiicreleri Uzerindeki etKisi

Insan kanser hiicre dizilerini iizerinde yapilan arastirmalar, probiyotiklerin bu
hiicrelerde anti proliferatif veya proapoptotik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir.
Arastirmalar genellikle kolon kanseri ve mide kanseri {izerine yogunlagsmistir. Lee ve
ark., 2004 yilinda L. acidophilus, L. casei ve B. longum'un 6nemli antitimor
aktiviteleri gosterdigini belirtmislerdir (Lee ve ark., 2004). Son c¢alismalar,
mikrobiyotanin c¢esitli kanser tlirlerinin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini ve
cesitli kanserojen mekanizmalara karistigini diistindiirmektedir (Curty ve ark., 2020;
Bhatt ve ark.,, 2017). Buna gore, meme kanseri ile mikrobiyota bilesimi
iligkilendirilmistir ve meme kanserli kadinlar ile saglikli bireyler arasinda farkliliklar
gosteren bir meme mikrobiyomu bildirilmistir (Garrett, 2015). Baz1 EPS'lerin farkli
timor hiicreleri lizerindeki etkilerini inceleyen daha fazla arastirma, EPS'lerin farkli
timor hiicreleri lizerinde farkli derecelerde sitotoksik aktiviteleri sahip oldugunu
dogrulamaktadir (Ayyash ve ark; 2020). Probiyotik Lactobacillus spp, l6semi ve
kolon kanseri hiicre hatt1 lizerinde segici sitotoksik, proapototik etkilerin yani sira
molekiiler diizeyde makrofaj hiicreleri lizerinde anti inflamatuar etki yaratti1 (Shyu ve

ark 2014).
2.1.4. Probiyotiklerin Vajinal Enfeksiyonlar Uzerindeki Etkisi

Yaklasik 50 tiirden olusan karmasik vajinal mikroflora, sagligin korunmasinda ve
vajinal enfeksiyonlarin 6nlenmesinde onemli bir rol oynar. Saglikli premenopozal
kadinlarda yaygin olarak goriilen Lactobacillus grubu, bakteriler patojenik
bakterilerin biiylimesini azaltarak etkili bir koruma islevi saglarlar (Pascual ve ark.,

2008; Mahdi ve ark., 2012).

Urogenital enfeksiyonlar; diinya capinda her yil yaklagik olarak bir milyon kadini
etkilemektedir (Reid ve ark., 2004). Saglikli bir iirogenital sistemin homeostazisini
saglayan konakc1 bagisiklik sistemi ile genital sistem mikrobiyotasi arasinda dengeli
bir iligki vardir. Kadinlarda goriilen iirogenital enfeksiyonlar vajinal florada bol
miktarda bulunan Lactobacillus’larin sayica azalmasi ve dogal vajinal mikroflorada
degisiklige sebep olan farklt mikroorganizmalarin yerlesmesi sonucu goriilmektedir

(Kiray, 2017).



Saglikli kadinlarin vajinal mikroflorasinda bulunan Lactobacillus’lar organik asit,
hidrojen peroksit, bakteriyosin, iireterek ve/veya daha diisiik bir pH ortam1 olusturarak
enfeksiyona sebep olan mikroorganizmalarin vajinada kolonizasyonunu inhibe
etmekte ve koruyucu bir etki saglamaktadir (Kiray, 2017). Vajinal probiyotikler,
tiroepitel hiicrelerine yapisma ve patojenik biiyiime ve biyoyiizey aktif madde
salgilanmas1 inhibitorleri liretme kaliteleri nedeniyle antibiyotik tedavisine iyi bir

alternatif olarak da goriilmektedir (Iannitti ve Palmieri, 2010).

Vajinal floranin bozulmasi, laktobasil sayisindaki azalma ya da laktobasil olmayan
mikrobiyal popiilasyonun artmazi ile karakterizedir. Vajinal floranin bozulmasi ile
iliskili klinik durumlardan olan bakteriyel vajinozis (BV); vajinal mikrobiyomun en
iyi tanimlanmis ve en yaygin vajinal disbiyozis olarak degerlendirilmektedir. Saglikli
bir vajinal florada Lactobacillus tiirlerinden ¢ogunlukla L. crispatus ve L. jensenii en
baskin goriilen tiirlerdir. Ancak BV’nin oldugu bir ortamda Gardnerella vaginalis
gibi anaerob ve fakiiltatif anaeroblarla heterojen mikrobiyal bir flora ortami

olusmaktadir.

BV tedavisinde laktobasil igeren probiyotik suslarinin bulundugu cesitli farmasétik
formiilasyonlarin kullanildig1 ¢alismalarda, laktobasil igeren probiyotikler BV
belirtilerini azaltarak, vajinal mikroflora profilini 1yilestirmekle birlikte ¢ogunlukla 1y1
tolere edilmistir (Yuvaci ve Cevrioglu, 2017). BV, probiyotikler kullanilarak vajinal
mikrobiyota ortaminin yeniden diizenlenmesi ile tedavi edilebilmektedir (Lopez-

Moreno ve Aguilera, 2020)
2.2. Ekzopolisakkaritler

Mikrobiyal EPS'ler, pek¢ok mikroorganizma tarafindan salgilanan veya hiicre
ylizeyine sikica baglanan (kapsiiler polisakkarit ya da hiicre ¢evresinde salinan) genis
bir polimer grubu igermektedir (Paulo ve ark., 2012). EPS'ler, zorlu ¢evre kosullartyla
basa c¢ikmak i¢in LAB dahil olmak {izere mikroorganizmalar tarafindan salgilanan
biyolojik polimerlerdir. EPS'ler, mikroorganizmalar1 sicaklik, pH, antibiyotikler,
konak immiin savunmalar1 vb. gibi olumsuz faktorlerden korumak i¢in hiicre disi
biyofilm matrisinin olusumunda yer alan ana bilesenlerden biridir (Nguyen ve ark.,
2020). EPS'lerin antioksidan, antitiimor, antiviral antiiilser, immiinomodiilator veya
kolesterol diislirticii  aktivitesi nedeniyle insan saghgmna katkida bulunma

potansiyeline sahiptir (Ruas ve ark., 2002; Dilna ve ark., 2015).
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Insanlar tarafindan tiiketilen gidalarin toprak kurakhigini ve besin degerini
arttirmaktadir. Zararsiz yerel ve ticari c¢ok yonliilikleri ve biyoteknolojik
uygunluklari, kiiresel arastirma toplulugu tarafindan EPS'lere gosterilen son ilginin
giivenilir bir teyididir. Bu o6zellikle biyosentezi, bilesimi, {iretimi, yapisi,
karakterizasyonu, kaynaklari, fonksiyonel 6zellikleri ve uygulamalar1 nedeni ile EPS
tizerine olan ilgi artmistir (Osemwegie ve ark., 2020). EPS' ler bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar da farkli kimyasal ve fizyolojik O6zellikler ile farkli biyolojik

aktiviteler gosterir (Chen ve Huang, 2018).

Son zamanlarda, LAB tarafindan iiretilen EPS, o6zellikle saglik iizerindeki yararl
etkileri nedeniyle arastirmalara konu olmustur. Ozellikle EPS iireten LAB veya EPS
ile hazirlanan fermente siit {riinlerinin immiin stimiilasyonu, antimutajenitesi ve
antitimor aktivitesi arastirilmaktadir (Harutoshi, 2013). Laktobasillere ait yaklagik 30
tiir EPS iireticisi olarak tanimlanmistir. Bu tiirler arasinda en iyi bilinenler L. casei, L.
acidophilus, L. brevis, L. curvatus, L. delbrueckii bulgaricus, L. helveticus ve L.

rhamnosus seklindedir.

LAB'de EPS'ler, hiicre yiizeyi fizikokimyasal 6zelliklerini kontrol etmede, bakteri
hiicrelerini  dehidrasyondan, olumsuz g¢evresel etkilerden, antibiyotiklerden,
fagositozdan ve faj saldirilarindan korumada onemli bir rol oynar. EPS'ler, hiicre
zarinin  gelisimi sirasinda hiicrelerin kapsiillendigi hiicre dis1t matrisin yapisal

bilesenlerinde yer alir (Nguyen ve ark., 2020).

EPS, dallanmis, tekrarlayan seker birimleri veya seker tiirevlerinden olusan, seker
birimi basta olmak iizere glikoz, galaktoz ve farkli oranlarda ramnozdan olusan uzun
zincirli polisakkaritlerdir (De Vuyst ve Degeest, 1999). Bu polisakkaritlerin genellikle
diisiik sitotoksisitesi ve yan etkileri vardir, bu da onlar1 kansere ve antioksidanlara

kars1 immiinoterapi i¢in potansiyel adaylar yapmaktadir (Yu ve ark, 2001).

EPS'nin baslica fizyolojik islevinin faj saldirisi, toksik metal iyonlar1 ve kuruma gibi
cesitli streslere karst biyolojik savunma olduguna inanilmaktadir ve bakterilerin
EPS'yi bir enerji kaynag: olarak kullanmas1 pek olasi degildir. Bununla birlikte, bazi
potansiyel olarak probiyotik LAB suslarinin, diger LAB suslar tarafindan iiretilen
EPS'yi bozdugu bildirilmistir (Harutoshi, 2013).



EPS ayrica karmasik ekosistemlerdeki diger organizmalar igin substrat gorevi
gorebilir. Bu konuda Salazar ve ark. ( 2016 ), bagirsak bifidobakterileri tarafindan
sentezlenen EPS'nin, insan bagirsagi ortamindaki mikroorganizmalar i¢in fermente
edilebilir substratlar olarak hareket edebilecegini, kisa zincirli yag asitleri
profillerinde kaymalar1 ve bagirsak mikrobiyal popiilasyonlar1 arasindaki iliskilerde

degisiklikleri tesvik edebilecegini gostermistir.

Tablo 2.2. Ekzopolisakkarit iireten baz1 mikroorganizmalar

Bakteri Tiirler

L. acidophilus, L. brevis, L. bulgaricus,

L. casei, L. cellobiosus, L. crispatus,
Lactobacillus tiirleri L. curvatus, L. delbrueckii, L. fermentum,

L. gasseri, L. helveticus, L. johnsonii, L. lactis, L.

paracasei, L. plantarum, L. reuteri,

L. rhamnosus, L. salivarius, L. sporogenes

Pediococcus P. acidilactici, P. cerevisiae, P. pentosaceus

Streptococcus S. salivarius, S. cremoris, S. diacetilactis,
S. intermedius, S. lactis, S. thermophilus

Leuconostoc L. mesenteroides ssp. mesenteroide

Lactococcus L. lactis

Propionibacterium P. freudenreichii, P. shermanii

. : B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum,

Bifidobacterium B. breve, B. infantis, B. lactis, B. longum,
B. thermophilum

Bacillus B. coagulans, B. lentus, B. licheniformis,
B. pumilus, B. subtilis

Aspergillus A. niger, A. oryzae

Saccharomyces S. cerevisiae, S. boulardii

Candida C. torulopsis

(Goktepe ve ark, 2006; Konings ve ark, 2000)

2.2.2. Ekzopolisakkaritlerin Yapisi

Gram pozitif bakteriler tarafindan sentezlenen EPS homopolisakkaritler (HoPS) ve
heteropolisakkaritler (HePS) olmak tiizere iki boliime ayrilmistir. Adindan da

anlasilacagi gibi, HoPS, glikoz (glukanlar) veya fruktoz (fruktanlar) olmak tizere tek



bir monosakkarit tipi igerir (Monsan ve ark., 2001). Homo-EPS, bir tiir
monosakaritten olusurken, hetero-EPS, hiicre i¢i seker niikleotit Onciilerinden
sentezlenen 3-8 farkli karbonhidrat parcasinin diizenli tekrar eden birimlerinden
olusmaktadir (Harutoshi, 2013). Homo-EPS ve hetero-EPS'nin biyosentezi farklidir.
Homo-EPS, glukansiikraz veya levansiikraz kullanilarak sakarozdan yapilir ve hetero-
EPS sentezi dort ana adimu igerir: seker tasima, seker niikleotid sentezi, tekrarlanan

birim sentezi ve tekrarlanan birimlerin polimerizasyonu (Harutoshi, 2013).

LAB arasinda, baglant1 tipine ve bagda yer alan karbonun konumuna bagl olarak bir
alt stniflandirma olusturulmustur: o-glukanlar, B-glukanlar, B-fruktanlar ve inulin tipi:
giincel HoPS, LAB tiirlerinde tanimlanmamis veya saflagtiritlmamistir. a-glukan ve B-
fruktan sentezi ile ilgili olarak, glikozil hidrolaz ailesine ait tek tip hiicre dis1 enzim
gereklidir; bunlar, sirasiyla glukanlar ve fruktanlar biyosentezi i¢in glukansiikrazlar ve
fruktansiikrazlar olarak adlandirilir (Salazar ve ark., 2016). Homopolisakkaritler
arasindaki farkliliklar, esas olarak ana zincir baglarinin modeli, molekiiler agirlik ve
dal yapis1 gibi birincil yapilarmin 6zelliklerinden dolay1 ortaya ¢ikar (Harutoshi,
2013).

LAB tarafindan iiretilen HoPS verimi, gida endiistrisinde kullanilan diger bakteriyel
EPS'lere kiyasla diisiiktiir. Genel olarak, LAB'de acgiklanan HoPS iiretim seviyesi 1
g/L'den yiiksektir, birkag sus 10 g/L'ye kadar degerlere ulasir (Van Geel-Schutten ve
ark., 1999 ). Bu HoPS'lerin nispeten basit kimyasal bilesimi, bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan fermente edilebilir substratlar olarak hareket etme potansiyellerini
belirleyen anahtar parametre olabilir. Aslinda, bu HoPS'lerin (B-glukanlar) bazilari,
iniilin ve FOS gibi en ¢ok calisilan prebiyotiklerinkine benzer bir kimyasal bilesime

ve baglanti tiplerine sahiptir (Salazar ve ark., 2016).

HePS, basta glikoz, galaktoz ve ramnoz olmak {iizere farkli monosakkaritler ve daha
az Olglide N-asetillenmis monosakkaritler (N-asetil-glukozamin ve N-asetil-
galaktozamin) iceren tekrarlayan birimler iizerine insa edilmis karmagik polimerlerdir.
Diger monosakaritler, bazi spesifik HePS'min yani sira organik ve inorganik
(glukoronik asit, asetil gruplari, gliserol, fosfat, vb.) siibstitiientlerde bulunabilir.
HePS'nin sentezinde yer alan enzimatik makine, HoPS'ninkinden c¢ok daha

karmasiktir. LAB'de, bu enzimleri kodlayan genler, oldukea islevsel bir organizasyon



ve operon benzeri bir yap1 gosteren eps kiimelerinde diizenlenir (Ruas Madiedo ve
ark., 2009).

Genel olarak LAB tarafindan sentezlenen HoPS ve HePS'nin bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan fermente edilebilir substratlar olarak hareket etme kabiliyeti
gostermektedir. Her iki EPS tipi de gastrointestinal sindirime direngli gériinmektedir,
ancak duyarliliklar farklidir ve bagirsak mikrobiyotasi tarafindan parcalanir. Bu son
ozellik, bir yandan biyopolimerlerin fizikokimyasal Ozellikleriyle ve diger yandan
onlar1 parcalayabilen bagirsak mikroorganizmalar1 tarafindan barindirilan hidrolitik
enzimler ile dogrudan iligkili olabilir. Bu sekilde, kolondaki her iki EPS tiiriiniin
biyolojik olarak parcalanabilirligi, bagirsak mikrobiyota bilesiminden biiyiik 6l¢iide
etkilenebilir (Salazar ve ark., 2016).

Mikrobiyal
elzopolealklarit

Homo Hetero
elzopolsaklartT elzopolealklaritifa
eltip rhlitip
moncsaklaritier moncsaklaritier

L L} L] Ll L s L] L] Ll
l - D-ghikanlar l [-D-ghikeanlar l Fraktankr l poligakktankr l Dglikce | l D-gakltos | l L-rhmnose | l tiiravler |
i I I I I I I I
r‘ i aghrk [ aghrk i =11l agfark

elfveeld f-12we f-13 [-2 6w [-2.1 Glikceilik baghrka bagh bagh g kagh
baglantih glikoz bagantih glikoz bagantih faktox taghtekrarbyan mencsaklaritierin mencsaklaritierin klaritk ri klaritkrin
birimleri birimleri birimleri seler birimeri tekrarkyanyapeal tekrarkyanyapeal tekrarkyanyapsal tekrarkyanyapsal

alt birimkeri alt birimkeri alt birimleri alt birimkeri

Sekil 2.2. Ekzopolisakkarit Yapist

2.2.3. Ekzopolisakkaritlerin Anti-oksidan ve Anti-tiimor Aktiviteleri

Mikrobiyal polisakkaritlerin baglica biyoteknolojik avantajlarinan biri basit bir
sekilde kararli ve olusturulmus emiilsiyonlar olan kisa bir fermantasyon siirecine
sahip olmasidir. Bu polisakkaritler genellikle ¢ok az yan etkiye ve sitotoksisiteye
sahiptir ve bu da onlar1 immiinoterapileri antioksidanlar ve kansere kars iyi adaylar
haline getirmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin farkli biyolojik siireclerde

detaylandirildig1 kabul edilir ve ¢ok sayida hastaligin ilerlemesine veya gelismesine
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neden olur. EPS'lerin serbest radikallerin uzaklastirilmasinda rol aldigi ve bu nedenle
giclii bir antioksidan olarak c¢alistigi  bulunmustur. EPS'nin  Lactobacillus
bakterilerinden  gosterdigi iki Onemli biyolojik aktivite, antikanser ve
immiinomodiilator etkilerdir. (Ismail ve Namboothiri, 2013). Son zamanlardaki
kanser tedavilerinde kullanilan ilag stratejilerinin yan etkilerinin ¢ok fazla olmasindan
dolayr EPS’nin kanser tedavisi i¢in potansiyel yeni ila¢ kaynagi olarak artan ilgi
gormesi dogaldir. Bazo yapilan ¢alisamlarda, Lactobacillus casei 01 susunun EPS,
insan kolon kanseri hiicresi HT-29 iizerinde, dozaj arttik¢a 5'ten 100 pg/ml'e yilikselen
anti-proliferasyon etkisi uyguladigi belirtilmistir (Liu ve ark., 2011) ve yliksek
stilfatlanmis EPS B100S, hematopoietik tiimor T hiicre dizilerinde se¢ici olarak giiclii

apoptozu tetikledigi goriilmistiir (Ruiz-Ruiz ve ark., 2010).
2.3. Biyofilm Nedir?

Biyofilmler, mikroorganizmalarin canli ya da cansiz yiizeylere tutunarak, kendi
iirettikleri polimerik madde igerisinde korunakli bir sekilde kalabilmesini saglayan
yapilardir. Bakteriler hemen hemen her yilizeye yapisarak biiyliyebilir ve biyofilm adi
verilen mimari agidan karmasik topluluklar olusturabilirler (Branda ve ark., 2005;
Theodora, 2019). Bu yapilar mikroorganizmalar icin bir nevi kalkan gorevi
gormektedir. Biyofilm yapist igerisindeki mikroorganizmalar, konak hiicre cevabi,
antimikrobiyal tedavi ve olumsuz g¢evre kosullar1 gibi etkilerden korunabilmektedir
(Theodora, 2019). Biyofilm matrisi antibiyotigin penetrasyonunu engellemeye
yardimc1 olacagindan biyofilim iireten bakteriler antibiyotiklere kars1t daha
direnglidirler. Bu nedenle, biyofilm olusturan patojenik bakterilerin saldirisini kontrol
etmek amaciyla biyofilmi inhibe etme veya yok etme yetenegine sahip
mikroorganizmalarin ya da bilesiklerin bulunmas1 gereklidir. (Theodora, 2019; Zhao,

2020).
2.3.1. Biyofilm Olusumunda Ekzopolisakkaritlerin Rolii

Mikroorganizmalar, hiicrede yliksek konsantrasyonda bulunan bir biyofilmde
iliskilidir. Esas olarak EPS'lerden olusan glikol kaliks, bir biyofilmin sentezlenmesi
icin gereklidir. EPS'ler, polisakarit zincirleri arasindaki etkilesim yoluyla biyofilmin
stabilitesini etkileyebilir (Higgins ve Vovak, 1997). EPS'ler, mikrobiyal floranin,
mikroorganizma biiylimesi i¢in bir substrat igerebilen biyolojik bir destege

yapismasini ve farkli ortamlarin kolonizasyonunu saglayan yiizeylere yapismada da
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Kilit bir role sahiptir. Yapisma disinda gorev yapmaktadir. Biyofilm sentezi
bakterilerin fizyokimyasal durumlara adaptasyonunda énemli bir rol olusturmaktadir.
EPS'ler enerji rezervleri olarak gorev yapmazlar ve mikroorganizmalar sentezlenen
EPS'leri katabolize edemezler (Cerning ve ark., 1994). Lactobacillus EPS'lerinin
yapisal cesitliligi, adezyon,stres direnci ve konak savunma sisteminin spesifik
reseptorleri ve efektorleri ile etkilesim dahil olan tiire 0zgii Ozellikler sonucuna
varabilir (Kanmani ve ark., 2012). EPS'ler, bakteri hiicre baglanmasini ve kendi
kendine toplanmasini engeller (Kim ve ark., 2009). EPS'ler, bakteri hiicresinin
yiizeylerini degistirerek veye biyofilm olusumunda yer alan gen ekspresyonunu
diizenleyen sinyal molekiilleri olarak hareket ederek antimikrobiyol aktiviteye aracilik

edebilir (Kim ve ark., 2009; Rendueles ve ark., 2013).
2.4. Quorum Sensing

Quorum Sensing (QS), mikroorganizmalarin popiilasyon yogunlugunu algilamasina,
kritik bir noktaya ulastiktan sonra gen ifadesini eszamanli olarak kontrol etmesine ve
yayilabilir hiicre dis1 efektor iiretme verimliligini degerlendirmesine izin veren bir

mekanizmadir (Zhao, 2020).

Baz1 patojenik bakteriler, QS adi verilen bir mekanizma kullanarak biyofilm
olusturur. QS, otoindiiktor ad1 verilen ¢esitli hiicre dis1 sinyal molekiilleri tarafindan
bakteriler arasinda bir iletisim seklidir. Bakteriler, bu sinyal molekiillerini kullanarak,
viriilans faktorlerinin ekspresyonunu, ikincil metabolit iiretimini, biyofilm gelisimini
ve popiilasyon yogunluguna bagli olarak konake¢i ve diger mikroplarla iletisimi
topluca diizenler (Barzegari, 2020). QS siireci sirasinda, sinyal molekiilleri yeni
bakteri reseptorlerine baglanir ve tek bir bakteri tiirii i¢inde ve tiirler arasi iletisimi
saglayan farkli bakteri tiirleri arasinda genlerin transkripsiyonuna yol acar (Krzyzek,
2019). Bunun yani sira viriilans faktorleri, dezenfektan toleransi, spor olusumu, toksin
iretimi, hareketliligin diizenlenmesini gibi hiicresel siireclerde de etkilidir (Hawver,
2016; Zhao, 2020). QSI biyofilm olusumunu engellediginden ve biyofilm durumunda
bakteriyel viriilans1 azalttigindan, patojenlerin biyofilm olusumunu inhibe etmek ve
bakteriyel enfeksiyonu kontrol etmek igin iyi bir hedef saglamak icin ideal bir arag

olarak kabul edilirler (Liu, 2017).

Son zamanlarda yapilan bazi arastirmalarda, QS sisteminin bakteri direnci ile iliskili

olabilecegini gostermektedir (Jiang, 2019). Bu nedenle, bakteriyel QS'nin inhibe
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edilmesi, yalnizca bakteriyel direncin gelismesini engelleyemeyen, ayni zamanda
popiilasyon yogunluguyla iligkili viriilans faktor genlerinin ekspresyonunu da ortadan

kaldiran yeni bir timit verici antibakteriyel stratejidir (Zhao, 2020).

Son yillarda potansiyel probiyotik 6zelliklere sahip ¢esitli LAB tiirlerinin de patojenik
hem biyofilmlerle hem de savasmak i¢in en giiglii segeneklerden biri olarak
goriilmektedir (Barzegari, 2020). Bu ¢alismamizda da Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 bakterisini indikator bakteri olarak kullanarak vajinal floaradan izole
edilen probiyotik karekterlere sahip bazi Lactobacillus tiirlerinin anti-QS aktivitesini
belirlemek ve bu bakterilerin biyofilm olusturan bakterilere karsi antibiyofilm

aktivitesini arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. MATERAL
3.1.1. Lactobacillus Bakterilerinin Eldesi

Calismamizda kullandigimiz suslar 2016-2017 yillar1 arasinda Kirsehir Ahi Evran
Universitsine Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne basvuran yas araligi 18-45 arasinda
degisen, menopoza girmemis, herhangi bir dogum kontrol yontemi ile korunmayan ve
son 3 ay siire icerisinde antibiyotik kullanmamis saglikli kadinlarin vajinal
bolgelerinden izole edilen LAB arasindan secilmistir. Saglikli kadinlarin vajinal
bolgelerinden alman numuneler, steril kosullarda Ahi Evran Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Laboratuvarina getirilerek ayn1 giin igerisinde
degerlendirmeye alinmistir. LAB'nin gelistirilmesi ve aktiflestirilmesinde MRS (Man
Rogosa Sharpe, Merck) sivi ve kati besiyeri kullanilmistir. Laboratuvara getirilen her
bir 6rnegin MRS kat1 besiyeri lizerine cifterli ekimleri gergeklestirilmis anaerob
kavonozda 37°C'de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda
petrilerde olusan beyaz, kirli beyaz ve opak koloniler degerlendirmeye alinmistir.
Ekzapolisakkarit tiretimi agisindan degerlendirlen LAB arasindan en iyi sonug¢ veren
bes sus c¢alismamiza dahil edilmistir. Bu suslar; Lactobacillus paracasei L1,
Lactobacillus casei L2, Lactobacillus plantarum L4, Lactobacillus crispatus L5 ve
Lactobacillus rhamnosus L17 seklindedir. Lactobacillus suslarindan saf olarak elde
edilen ekzapolisakkaritlerin antimikrobiyal aktivitesini test edebilmek i¢in
Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella
Pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 29213 ve Bacillus cereus (709) Roma tip suslart Kirsehir Ahi Evran
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi (K.A.E.U) Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji

Laboraturvarmin kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

14



Tablo 3.1. Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri, gelisme ortamlari ve uygun
gelisim sicakliklari

Bakteri ad1 Gelisme Gelisim Kaynak
ortami sicakliklar:
Lactobacillus paracasei L1 MRS 37°C K.A.E.U.FEF.
Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Lactobacillus casei L2 MRS 37°C K.A.E.U.FEF.
Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Lactobacillus plantarum L4 MRS 37°C K.A.E.U.FEF.
Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Lactobacillus crispatus L5 MRS 37°C K.A.E.U.FEF.
Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Lactobacillus rhamnosus L17 MRS 37°C K.A.E.U.FEF.
Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Escherichia coli ATCC25922 TS.A 37°C K.A.E.U.FEF.
Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Pseudomonas TSA 37°C K.A.E.U.FEF.
aeruginosaATCC27853 Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Staphylococcus aureus TS.A 37°C K.A.E.UFEF.
ATCC29213 Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Klebsiella TS.A 37°C K.A.E.U.FEF.
pneumoniaeATCC13883 Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Enterococcus T.S.A 37°C K.A.E.U.FEF.
faecalisATCC29212 Mikrobiyoloji
Laboratuvari
Bacillus cereus Roma(709) TSA 37°C K.A.E.U.FEF.
Mikrobiyoloji
Laboratuvari
3.2. METOD

3.2.1. Lactobacillus'lardan Ekzopolisakkaritlerin Ekstraksi

Calismamizda test edilen bakterilerden ekzapolisakkaritlerin saf olarak eldesi icin
onbas ve ark’ nin yapmis oldugu calismada bazi degisikler uygulanmistir. Calisma
icin test bakterileri bir gece 6ncedan uygun sicaklikta aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen

kiiltiirler 100°C'de 15 dakika siireyle 1sitildiktan sonra 13.000 rpm'de 15 dakika
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stireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 kiiltiirler farkli trikloroasetik asit
konsantrasyonlarinda ¢alisilmis ve farkli bekleme siireleri uygulanarak en yiiksek
ekzapolisakkarit tiretiminin hangi konsantrasyonda oldugu arastirilmistir. Stipernatana
trikloroasetik asit (%45-%385) ilave edilerek 4°C'de 2 saat ve 1 gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan 4°C'de 13.000 rpm'de 20 dakika santrifiij edildikten sonra,
slipernatantin iizerine 2xhacimde %95 etanol ilave edilmis ve 4°C'de 1 gece inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda numuneler 4°C'de 6.000 rpm'de 30 dakika santrifiij
edilmis ve EPS iceren pellet lizerine 1ml saf su ilave edilerek siispanse edilmistir. Saf
olarak elde edilen EPS firiinleri daha sonraki analizlerde kullanmak {izere 4°C'de

saklanmistir (Onbas, 2019).

3.2.2. Saf EPS'lerin Anti-microbiyal Aktivitesinin Tayinini

Lactobacillus’lardan saf olarak elde edilen EPS’lerin antimikrobiyal aktivitesini
belirleyebilmek i¢in agar kuyusu diflizyon yontemi kullanmilmistir. Patojen test
bakterileri uygun besiyerlerinde 37°C’de MRS sivi besiyerinde 18 saat
aktiflestirildikten sonra kiiltiirlerin son konsantrasyonu 1 x 10° CFU/mL olacak
sekilde Mueller Hinton Agar (Merck) besiyerlerine steril drigalski spatiilii ile homojen
bir sekilde yayilmasi saglanmistir. Ekimleri yapilan kiiltiir plaklarinin tizerine 6 mm
capinda kuyucuklar agilmistir Lactobacillus’lardan saf olarak elde edilen EPS’lerden
100 pL alinarak, agilan kuyucuklara aktarilmistir. Plaklarin 2 saat oda 1sisinda
bekletilmesinin ardindan bakteriler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Antimikrobiyal aktivite, kuyucuklarin g¢evresinde olusan zon capinin mm olarak

Olciilmesiyle ve ti¢ caligmanin ortalamasinin alinmasiyla degerlendirme yapilmistir.
3.2.3. Toplam EPS Miktarimin Belirlenmesi

Fenol siilfiirik asit yonteminin esas alindig1 bu ¢alismada; fenol ¢ozeltisi ig¢in 25 ¢
fenol 400 mL saf suda ¢oziindiiriilerek 500 mL'ye saf su ile tamamlanmistir. Stok
glikoz ¢ozeltisini hazirlamak icin; 10 mg D-glikoz 80 mL saf suda ¢dziindiiriilerek

geri kalan kismu saf su ile 100 mL'ye tamamlanmistir.

Glikoz standart ¢ozeltisinden 1, 2, 3, 4, 8, 10 ve 20 mL deney tiiplerine alinarak, 20
mL'ye saf su ile tamamlanmigtir. 5 mL'lik siringa ile 20x150 mm tiiplere her 6rnekten
2 mL alinarak Ai, Bi ve Ci seklinde adlandirilan 24 deney tiipiinde ornekler
hazirlanmistir. A serisi tiiplere 2 mL fenol, 10 mL derisik H2SOs ilave edilmistir. B
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seri tliplere 2 mL saf su, 10 mL derisik H2SO4 (% 96-98'lik) ilave edilmistir. C serisi
tiiplerine ise 2 mL fenol, 10 mL saf su ilave edilerek drnekler hazirlanmistir. Ci serisi
ornekleri i¢in kor (K) olarak 12 mL su + 2 mL fenol seklinde hazirlanmistir. A1 ve Bi
ornekleri icin ise kor numunesi olarak saf su kullanilmistir. Tim tiipler iyice
karistirilarak homojen hale getirilir ve spektrofotometrede (Shimadzu-UVmini-1240)
485 nm dalga boyunda Ai serisi, Bi serisi drneklerine karsit okunmus (Ai-Bi)—K, Ci

ornekleri ise kor numunesine karsi okunarak (Ci-KKor )—L degerleri bulunmustur.
3.2.4. Saf EPS'lerin Anti-biyofilm Aktivitesinin Tayini

Calismamizda kullandigimiz Lactobacillus tiirlerinden saf olarak elde edilen EPS
ozitlerinin anti-biyofilm aktivitesini belirlemek amaci ile E. coli ve P. aeruginosa
suslar1 kullanilmistir. Patojenik bakteriler beyin kalp infiizyon agarinda (BHIA)
37°C'de gece boyunca inkiibe edilmistir. Saf olarak elde edilen EPS 6ziilerinden 100
ml ve bakteri kiiltiirlerinden 100 ml (OD 600=0.132), 96 oyuklu mikrotitre
plakalaria (polistiren) aktarilmis ve seri diliisyonlar yapildiktan sonra ve 37°C'de 24
saat inkiibe edilmistir. Yapisan hiicreler, iki kez damitilmis su ile nazikge
durulandiktan sonra havada kurumaya birakilmistir. Boyama islemi aseptik olarak
gerceklestirilmistir. Biyofilmler, 30 dakika boyunca 200 ml %0.4 (w/v) kristal viyole
iki kez damitilmis su ile durulandi. Oyuklar tekrar havada kurutulduktan sonra kristal
viyole'yi ¢6zmek i¢in 200 ml etanol kullanimistir. Negatif kontrol olarak steril BHIB
besiyeri (100 ml), pozitif kontrol olarak ekstrakt icermeyen bakteri kiiltiirleri

kullanilmigtir (Theodora, 2019). Calisma sonuglar1 goz ile degerlendirilmistir.
3.2.5. Saf EPS'lerinin Anti-quorum Sensing Aktivitesinin Tayini

Calismamizda kullandigimiz Lactobacillus tiirlerinden saf olarak elde edilen EPS
Oziitlerinin anti-quorum sensing aktivitesini belirlemek amaci ile monitor sus olarak
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 kullanilmistir. C. violaceum 50 ml TS
Broth (TSB) ortaminda gelistirildi ve ardindan orbital ¢alkalayicida (120 rpm)
28°C'de 48 saat inkiibe edildi. C. violaceum 100 mL (OD 600=0.132) steril bir
drigalski spatula ile TSA tizerine homojen bir sekilde yayildi. Ekili kiiltiir plakalar
iizerinde 6 mm c¢apinda kuyucuklar acgildi. Kuyucuklara 20 mg/ml'lik bir
konsantrasyonda saf EPS ekstratlar1 (100 ml) uygulandi. Anti-quorum sensing
aktivitesi viyolasein pigmentinin arka planinda olusan zon aracilif1 ile gozlemlendi

(Abudoleh, 2017).
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3.2.6. Saf EPS'lerinin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismamizda saf EPS’lern antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde DPPH(1,1-
Diphenyl-2-picrylhydrazyl radikali; D9132) yoéntemi kullanilmistir. Olgiimler igin en
uygun DPPH radikal derisiminin belirlenmesinde; DPPH radikalinin farkli
derisimlerdeki (50, 100, 150, 250, 500 ve 1000 pM) metanolli ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan DPPH ¢6zeltisinden 2 ml alinarak 50 ml'lik cam beherlere
konulmustur. Daha sonra iizerine 2 ml metanol eklenmistir. Her bir cam beherin
icindeki en son hacim 4 ml olacak sekilde esit hacimde reaktif ve standart/numune
eklenmistir. Karigimlar vortekslendikten sonra oda sicakliginda (21°C) karanlikta 60
dakika inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen karigimlarin maksimum absorbans
degerleri UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu 1601) ile referans ¢ozeltiye kars1 515-
528 nm araliginda maksimum absorbans verdigi dalgaboyunda c¢alisilmistir.
Kullanilan DPPH reaktiflerinin maksimum absorbans degerleri belirlenmistir

(Seyhan, 2019).
3.2.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

FTIR matematiksel Fourier donilisiimii yontemi ile 151g1n infrared yogunluguna karsi
dalga sayisin1 6lgen kimyasal analitik bir yontemdir. Elektromanyetik 1s1k dizisinin
kizil 6tesi bolgesi 14000 cm-1 ile 10 cm-1 arasindadir ve yakin dalga boylu kizil &tesi
(NIR; 4000~14000 cm-1), orta dalga boylu kizil 6tesi (MIR; 400~4000 cm-1) ve uzak
dalga boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400 cm-1) olmak iizere {i¢ ana bolgeden olusmaktadir
(Skoog ve ark., 1998).

FTIR spektrumlari, EPS'de cesitli fonksiyonel gruplarin varliginin belirlenmesi igin
Shang ve ark., (2013), tarafindan bildirilen metoda goére bir Thermo Scientific
(Nicolet 6700 FT-IR) spektrometresi kullanilarak belirlenmistir.

3.2.8. EPS'nin Monosakkarit Bilesimi

EPS’nin monosakkarit bilesimini belirlemek i¢in 2 ml saflagtirilmis EPS, 2 mL 2M
trifloroasetik (TFA) 120°C'de 2 saat hidrolize edilmistir. Hidrolizatlar daha sonra
icinde ¢ozilmiis potasyum borohidrit (KBHs) ile indirgenir, amonyum hidroksit
(NH4OH) ve asetik anhidrit (CH3CO)20 kullanarak metilasyona tabi tutulmustur. Gaz
Kromatografisi ile kompozisyonunda oOrnek otomatik Ornekleyici kullanilarak

GCMS'ye 0.5 uL enjekte edildi. GK Perkin Elmer Clarus SQ8 GCMS {izerinde
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gergeklestirilmistir. Otomatik 6rnekleyici ve bir RTX-5MS siitunu ile donatilmis
(30m uzunluk + 0.32mm i¢ ¢ap * 0.25 [Jm film kalinlik). Tas1yic1 gaz olarak helyum 1
mL/dk ile kullamlmgtir. Kullamlan kromatografik kosullar asagidaki gibidir: ilk
kolon sicakligi 40°C'de tutuldu. 1.5 dk, 40°C/dk'lik bir hizla 130°C'ye yiikseltildi ve
daha sonra 8°C/dk'da 290°C'ye yiikseldi ve burada 5 dk tutuldu. Seker tanimlama i¢in
standart glikoz, galaktoz, ramnoz, arabinoz, mannoz, fukoz, N-asetil glukozamin ve

N-asetil galaktozamin ile karsilagtirma yapildi (Kanamarlapudi ve Muddada, 2017).

3.2.9. Saf EPS'lerinin Antikanser Aktivitelerinin Belirlenmesi

Probiyotik karakterli Lactobacillus suslarindan (L. paracasei, L.casei, L. plantarum,
L. crispotus ve L. rhamnosus) saf olarak elde edilen EPS’in antikanser aktivitelerinin

belirlenmsi amaci ile MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatt1 kullanilmistir.

3291, MDA-MB-231 Meme Kanser Hiicre Hatti ve gelisim kosullari
Calismamizda biitiin deneyler Kirsehir Ahi Evran Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Meme hiicreleri
rutin olarak %10’luk f6tal bovin serum, gentamisin, penisilin ve streptomisin
antibiyotikleri iceren RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) 1640
besiyerinde Biitiin deneyler 37°C’ de %5 CO2’li ortamda gergeklestirilmistir
(Merghoub ve ark., 2009).

Hiicre kiiltiirlerinin pasajlanmas1 sirasinda hiicre hatlari, kiltiir kabi ylizeyini
kapladikga besiyeri pipetlenerek atilmig ve kiiltiir kabi yiizeyi Fosfat Tamponlu Tuzlu
Su (PBS) ile yikanmistir. Daha sonra yikama tamponu uzaklastirilmis ve hiicre tipine
bagl olarak 1-2mL 0.25% Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika boyunca
hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden ve birbirlerinden ayrilmasi saglanmistir. Tripsini
inaktive etmek amaci ile 4-SmL besiyeri eklenmis ve istenen oranda pasajlama

yapilarak, hiicreler yeni kiiltiir ortamlarina aktarilmigtir (Parsian ve ark., 2016).

3292. Saf EPS’lerin XTT (Hiicre proliferasyon Kiti) Testi

Vajinal kokenli Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS’lerin MDA-MB-231 meme
kanser hiicre hatti hiicreleri lizerindeki anti-proliferatif etkisi ya da sitotoksisitesinin
degerlendirilmesi amaci1 ile XTT [(2,3-Bis (2-metoksi- 4-nitro-5-sulfofenil)-2H-
tetrazolyum), Biological Industries, Israil] kiti kullanilmustir. Hiicreler 96 kuyulu
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plakalara ekilereck bir gece boyunca (24 saat) karbondioksit inkiibatoriinde
biiyiitiilmiistiir. 24 saat sonra liyofilize edilen kiiltiir slipernatantlar1 72 saat hiicrelerle
muamele edilmistir. Goreceli biliylime miktarlari, kuyulara eklenen XTT ajam
(fenazin metosiilfat) ile belirlenmistir. Sekil 3.1’de XTT hiicre proliferasyon kitinin

sematik goriinlimii verilmistir.

2/3 Seri diltisyon

nnooooo
6 | 7

HIEREEEN -
HIEREEEN -

Sekil 3.1. 96 kuyucuklu plak iizerinde XTT hiicre proliferasyon kitinin gematik

goruntimu.
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4. BULGULAR

Calismamizda kullanilan LAB’ne ait izolatlar saglikli kadinlarin vajinal bolgelerinden
izole edilmistir. Calismaya dahil edilecek hastalar son ii¢ ay igerisinde vajinal bir
enfeksiyon gecirmemis ve antibiyotik kullanmamis kisiler arasindan secilmistir.
Izolatlarin potansiyel probiyotik dzellikleri dnceki calismada kamitlanmistir (Kiray,
2017).

Ekzapolisakkarit iiretimi agisindan degerlendirilecek probiyotik ozellikteki 22 sus
arasindan en iyi sonu¢ veren bes sus caligmamiza dahil edilmistir. Bu suslar;
Lactobacillus paracasei L1, Lactobacillus casei L2, Lactobacillus plantarum L4,

Lactobacillus crispatus L5 ve Lactobacillus rhamnosus L17 seklindedir.

4.1. Lactobacillus'lardan Ekzopolisakkaritlerin Saf Ekstraksiyonu

Calismamizda test edilen bakterilerden ekzapolisakkaritlerin saf olarak eldesi i¢in
Onbag ve ark’ nin (2019) yapmis oldugu ¢alismada bazi degisikler uygulanmistir.
Yapilan denemelerde farkli sicaklik dereceleri, farkli trikloroasetik —asit
konsantrasyonu ve farkli bekleme siireleri kullanilmistir. Calisma sonunda en 1iyi elde
edilen sonucun %85 trikloroasetik asit uygulamasinin ardindan 1 gece bekletilmesi
ile elde edilmistir. Saf olarak elde edilen EPS iiriinleri daha sonraki analizlerde
kullanmak iizere 4°C'de saklanmustir. Farkli ¢alisma sartlarinda saf EPS iiretim

miktarlar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Lactobacillus spp. suslarindan elde edilen EPS’lerin 485 nm dalga boyunda
verdigi adsorbans degerleri

Bakteri suslari %85 Trikloroasetik asit uygulamasi
1.5 ml Ependorf tiip 10-20 ml Hacimli tiip
Lactobacillus paracasei 0.018 1.08
Lactobacillus casei 0.032 0.99
Lactobacillus plantarum 0.043 1.28
Lactobacillus crispatus 0.025 1.79
Lactobacillus rhamnosus 0.018 1.95
%45 Trikloroasetik asit uygulamasi
Lactobacillus paracasei 0.016 0.08
Lactobacillus casei 0.028 0.08
Lactobacillus plantarum 0.035 1.01
Lactobacillus crispatus 0.020 1.42
Lactobacillus rhamnosus 0.010 1.35
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Sekil 4.1. Saf olarak elde edilen EPS’lerin tiipteki gortiiniimii

4.2. Saf EPS’lerin Mikrobiyal Aktivite Sonugclari

Lactobacillus suslarinin {irogenital enfeksiyonlara sebep olan ve klinik olarak dnemi
olan patojenlere kars1 antagonistik aktivitesi kuyu diflizyon yontemiyle belirlenmistir.
Calismada S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, B. cereus RSKK 709, E. aerogenes ATCC 13048 ve Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 suslart kullamilmistir. Calisma sonucunda farkli Lactobacillus
suslarindan saf olarak elde edilen EPS’lerin Bacillus cereus hari¢ diger patojenik
suslar iizerinde etkili oldugu goriilmistiir. Patojenik suglar arasinda en giiglii
antimikrobiyal etkinlige sahip susun L. casei L2 susuna ait EPS oldugu belirlenmistir.
Calismaya dahil edilen biitiin Lactobacillus tiirlerinden elde edilen EPS’lerin P.
aeruginosa iizerinde etkinliginin oldugu gorilmiistir. Vajinal Lactobacillus
suslarindan elde edilen EPS’lerin antimikrobiyal aktiviteleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Vajinal Lactobacillus spp. suslarindan elde edilen EPS’lerin antimikrobiyal
aktiviteleri (mm)

L. L.casei L.plantarum L. crispatus L. rhamnosus
paracasei
Staphalococcus - 14 13 13 -
aureus ATCC
29213

Escherichia coli - 16 13 13 12
ATCC 25922
Pseudomonas 12 15 12 13 12

aeruginosa ATCC
27853

RSKK 709

Enterobacter 12 15 13 14 13
aerogenes ATCC

13048

Klebisella - 15 11 13 -
pneumoniae ATCC

13883
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Sekil 4.2. Vajinal Lactobacillus spp. suslarindan elde edilen EPS’lerin antimikrobiyal
aktivitelerinin goriintiisii

4.3. Saf EPS’lerin Anti-biyofilm Aktivite Sonuclar:

Calismamizda kullandigimiz Lactobacillus tiirlerinden saf olarak elde edilen EPS
Oziitlerinin anti-biyofilm aktivitesini belirlemek amaci ile E. coli ve P. aeruginosa
suslar1 kullanilmistir. 96 oyuklu mikrotitre plakalarinda yapilan ¢alisma sonucunda
biitiin Lactobacillus suslarinin hem E. coli tizerinde hem de P. aeruginosa iizerinde
cesitli oranlarda anti biyofilm etkisi gosterdigi gozlenmistir. Sekil 4.3°de goriildiigii
gibi Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS’lerin 6zellikle E. coli iizerinde daha
giiclii inhibisyon etkisi gdstermistir. Ozellikle L1 ve L2 suslarma ait EPS’lerin
inhibisyon etkisinin daha gii¢lii oldugu goriilmektedir. P. aeruginosa iizerinde saf
EPS’lerin yiiksek konsantrasyonlarda etkili olurken diisiik konsantrasyonlarda etki

oranin diigiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Saf EPS’lerin 96 oyuklu mikrotitre plakalarmdaki anti-biyoflim goriintiileri
4.4. Saf EPS'lerinin Anti-quorum Sensing Aktivitesinin Tayini

Calismamizda kullandigimiz Lactobacillus tiirlerinden saf olarak elde edilen EPS
Oziitlerinin anti-quorum sensing aktivitesini belirlemek amaci ile monitor sus olarak
Chromobacterium violaceum kullanilmistir (Abudoleh, 2017). Saf EPS’lerin farkli
konsantrasyonlarinin arastirildigi ¢alismada her bir Lactobacillus susundan elde
edilen EPS’lerin 10 mg/mL konsantrasyonunda ortalama esit aktivite gosterirken 20
mg/mL konsantrasyonda ise suslarin gosterdikleri etkinin arttigt ve degisiklik
gosterdigi goriilmektedir. Ozellikle L2 ve L17 suslarina ait EPS’lerin 20 mg/mL
konsantrasyonda ¢ok giiclii etki gosterdigi belirlenmistir. Sekil 4.4°de

10 mg/ml 20 mg/ml

Sekil 4.4. Vajinal kokenli Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS’lerin anti-quarum
sensing aktivitelerini belirleyen inhibisyon zon ¢aplarinin goriintiisii
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Tablo 4.3. Vajinal kdkenli Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS’lerin farklt
konsantrasyonda anti-QS aktivitelerini belirleyen inhibisyon zon ¢aplarinin dl¢iisii (mm)

K EPS L1 L2 L4 L5 L17
onsantrasyonlari

10 mg/mL 15 16 15 14 15
20 mg/mL 15 18 15 16 23

4.4, Saf EPS'lerinin Antioksidan Kapasitesi

L. plantarum'dan ve L. paracasei suslarindan elde edilen EPS'nin in vitro antioksidan
aktivitesi, DPPH yontemi ile belirlendi. Calismada kontrol olarak kullanilan askorbik
asit (AA) EPS ile karsilastinldiginda suslarin  antioksidan potansiyelinin
AA'nmkinden daha disik olsada yine de iyi bir konsantrasyonda oldugu
goriilmektedir. En yiiksek antioksidan aktivitiye sahip L. plantarum ve L. paracasei

suslarinin % antioksidan kapasitelerini gosteren grafik Sekil 4.5°de verilmistir.

Antioksidan aktivite
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Sekil 4.5. L. paracasei ve L. plantarum suslarinin antioksidan aktivitesi.
AA: Askorbik Asit
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4.5. Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi
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Sekil 4.6. L. paracasei L1 susunda ait EPS’lerin FT-IR analizi

L. paracasei L1 susunda ait EPS’lerin FT-IR analizinde 3322.21cm™ civarinda
gozlenen yayvan band monosakkaraidlerin yapisinda bulunan OH grubuna ait
bandlardir. 1636,41cm™ civarindaki bant yine monosakkarid yapisinda bulunan C = O
baglarina ait bandlar olarak ortaya c¢ikmustir. 1100 cm™? yakinindaki bantlar
karbonhidratlar ve aromatik gruplarin C-O gerilimleri ile iliskilidir. Bu durum

literatiirde verilen EPS spektrumlari ile uyumlu olarak gozlenmistir (Wang ve ark;
2014).

Sekil 4.7. L. casei L2 susuna ait EPS’lerin FT-IR analizi
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L. casei L2 susuna ait EPS’lerin FT-IR analizinde 3342.67cm™ civarinda civarinda
yogun ve genis bir bant gosterilmistir. Bu bantlar OH grubuna ait bandlardir.
1636,37cm™ civarindaki bant yine monosakkarid yapisinda bulunan C = O baglarina
ait bandlar olarak ortaya ¢ikmistir. 1100 cm™ yakinindaki bantlar karbonhidratlar ve
aromatik gruplarin C-O gerilimleri ile iligkilidir. Bu durum literatiirde verilen EPS

spektrumlari ile uyumlu olarak gozlenmistir (Wang ve ark; 2014).

mitt:

Sekil 4.8. L. plantarum L4 susuna ait EPS’lerin FT-IR analizi

L. plantarum L4 susuna ait EPS’lerin FT-IR analizinde 3342.67cm™ civarinda
civarinda yogun ve genis bir bant gosterilmistir. Bu bantlar OH grubuna ait
bandlardir. 1636,37cm™ civarindaki bant yine monosakkarid yapisinda bulunan C = O
baglarma ait bandlar olarak ortaya cikmustir. 1100 cm™ yakimindaki bantlar
karbonhidratlar ve aromatik gruplarin C-O gerilimleri ile iliskilidir. Bu durum

literatiirde verilen EPS spektrumlari ile uyumlu olarak gozlenmistir (Wang ve ark;

2014).
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Sekil 4.9. L. crispatus L5 susuna ait EPS’lerin FT-IR Analizi

L. crispatus L5 susuna ait EPS’lerin FT-IR analizinde 3328.44 cm™ civarinda
civarinda yogun ve genis bir bant gosterilmistir. Bu bantlar OH grubuna ait
bandlardir. 1637.14cm™ civarmdaki bant yine monosakkarid yapisinda bulunan C = O
baglarina ait bandlar olarak ortaya c¢ikmustir. 1100 cm™ yakinindaki bantlar
karbonhidratlar ve aromatik gruplarin C-O gerilimleri ile iliskilidir. Bu durum

literatiirde verilen EPS spektrumlari ile uyumlu olarak gozlenmistir (Wang ve ark;

2014).

Sekil 4.10. L. rhamnosus L17 susuna ait EPS’lerin FT-IR analizi
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L. rhamnosus L17 susuna ait EPS’lerin FT-IR analizinde 3332.09 cm™ civarinda
civarinda yogun ve genis bir bant gdosterilmistir. Bu bantlar OH grubuna ait
bandlardir. 1636.85 cm™ civarindaki bant yine monosakkarid yapisinda bulunan C =
O baglarma ait bandlar olarak ortaya c¢ikmistir. 1100 cm™ yakinindaki bantlar
karbonhidratlar ve aromatik gruplarin C-O gerilimleri ile iliskilidir. Bu durum

literatiirde verilen EPS spektrumlari ile uyumlu olarak gozlenmistir (Wang ve ark;
2014).

4.6. GC-MS Analiz Sonuglari

Ekzopolisakkaritin seker bilesimini belirlemek igin Gaz Kromatografi-Kiitle
Spektroskopisi kullanilarak yapilmistir (GCMS; Sekil 4.11). Calismada sadec L17
susunun analizi yapilmistir. GC-MS analizi sonucu elde edilen veriler EPS'nin 6nceki
raporlariyla uyumludur. Daha 6nceki ¢alismalarda da Lactobacillus suslarindan elde
edilen EPS’lerde hem glikoz hem de galaktoz igermekte ve ve genellikle 1: 1 molar

oranlarla ayni orant1 da bulunmaktadir (Shankar ve ark, 2021).
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Sekil 4.11. L. paracesi L1 susuna ait EPS’lerin GC-MS Analiz Sonuglar

4.7. Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS’lerin MDA-MB-231 Meme
Kanseri Hiicre Hatti Uzerindeki Antiproliferatif Etkisi

Saglikli kadinlarin vajinal mikrofloralarindan izole edilen Lactobacillus tiirlerinden

elde edilen EPS’lerin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki
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antiproliferatif etkisini belirlemek amaci ile XTT yontemi kullanilmistir. Calismada
kullanilan suslardan elde edilen EPS’lerin meme hiicre hatti {izerindeki anti
proliferatif etkisi 72 saat inkiibasyonun sonunda degerlendirilmeye alinmistir. Sekil
4.12°da L. paracasei L1 susundan elde edilen EPS’lerin XTT kit sonucuna gore 96
kuyulu plaklardaki hiicre proliferasyon goriintiisi 6rnek olarak verilmistir.
Toksikolojide toksik bir maddenin ortalama oldiiriicii dozunun belirlendigi LD50
(%50 oldiriicii dozun kisaltmasi) programi ile L. paracasei L1, L. casei L2, L.
plantarum L4, L. crispatus L5 ve L. rhamnosus L17 suslarindan elde edilen EPS’lerin
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti antiproliferatif etki olusturdugu
gozlenmigstir. Suslardan elde edilen EPS’lerin olusturdugu LD50 degerleri Tablo

4.4°de verilmistir.

Tablo 4.4. Vajinal Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS’lerin MDA-MB-231 meme

kanseri hiicre hatt1 tizerindeki antiproliferatif etkilerini gosteren LD50 degerleri

L. paracasei L1 115 pg/ml
L. casei L2 85 ng/ml
L. plantarum L4 100 pg/ml
L. crispatus L5 120 pg/ml
L. rhamnosus L17 80 ng/ml

Tablo 4.4’de goriildiigii gibi Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS’lerin MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatti iizerinde farkli konsantrasyonlarda anti

proliferasyon etki gostermistir.

Bir tetrazolyum tuzu olan XTT, canli hiicrelerin iglevsel mitokondrileri tarafindan
kirmiz1 renkli formazan bilesenlerine doniistiiriildiiglinden, olusan renk kuyu i¢indeki
canli hiicre miktartyla orantili olmaktadir. Sekil 4.13’de goriildiigii gibi L. paracasei
L1 susundan elde edilen EPS’lerin meme hiicreleri iizerinde en biiyiik antiproliferatif
etkisi metabolitin 115 pg/ml’lik en yiiksek dozunda %90-95 diizeyinde 6lim
goriilirken, L. casei L2 susuna ait EPS’lerin 85 pg/ml’lik en yiiksek dozunda ise
yaklasik %100 oraninda 6liim goriilmiistiir (Sekil 4.14). Yine L. plantarum L4 susuna
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ait EPS’lerin 100 pg/ml’lik dozunun meme hiicreleri tizerindeki 6liim oraninin %50

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.15).

Sekil 4.12. 96 kuyulu plaklarda L. paracasei L1 susuna ait EPS’lerin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattt XTT kiti sonuglart

Yine L. crispatus L5 susuna ait EPS’lerim 120 pg/ml’lik dozunda meme hiicreleri
iizerindeki antiproliferatif etkisinde yaklasik %50 Olim oram1 goriiliirken, L.
rhamnosus L17 susunun 80 pg/ml’lik dozunda ise yaklasik %95 oraninda 6liim orani

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.13. L. paracasei L1 susundan elde edilen EPS’lerin (LD50: 115 pg/ml) MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hatti tizerindeki antiproliferatif etkisinin grafik olarak gdsterimi.
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Sekil 4.14. L. casei L2 susundan elde edilen EPS’lerin (LD: 85 ug/ml) MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatt1 iizerindeki antiproliferatif etkisinin grafik olarak gdsterimi.
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Sekil 4.15. L. plantarum L4 susundan elde edilen EPS’lerin (LD50:100 pg/ml) MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatti tizerindeki antiproliferatif etkisinin grafik olarak gésterimi.
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Sekil 4.16. L. crispatus L5 susundan elde edilen EPS’lerin (LD50:120 pg/ml) MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatt1 lizerindeki antiproliferatif etkisinin grafik olarak gosterimi.
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Sekil 4.17. L. rhamnosus L17 susundan elde edilen EPS’lerin (LD50:80 pg /ml ) MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hatt1 iizerindeki antiproliferatif etkisinin grafik olarak gdsterimi.

4.8. Lactobacillus Suslarindan Elde Edilen EPS’lerin Elektron Mikroskop

Goriintiileri

Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS’lerin elektron mikroskop goriintiileri
Yozgat Bozok Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde

cekilmistir (Quanta FEG-250 SEM) Sekil 4.18.

Sekil 4.18. Quanta FEG-250 SEM cihazinin goriintiisii
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80 000 x

Sekil 4.19. L. paracasei L1 susuna ait EPS’lerin elektron mikroskop goriintiileri (5000x-
10000x -40000x -80000x).
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5. TARTISMA

EPS'ler, potansiyel saglik destek fonksiyonlar1 nedeniyle ortamdaki biiyiime sirasinda
metabolik siire¢ sirasinda LAB'nin olusturdugu polisakkarit zinciridir. Pek ¢ok bakteri
tirti tarafindan sentezlenen EPS’ler Lactobacillus gibi LAB tarafindan da
iiretilmektedir (Dilna ve ark., 2015). EPS'ler, mikroorganizmalar1 sicaklik, pH,
antibiyotikler, konak immiin savunmalar1 vb. gibi olumsuz faktorlerden korumak i¢in
hiicre dis1 biyofilm matrisinin olusumunda yer alan ana bilesenlerden biridir (Nguyen

ve ark., 2020).

EPS o6nemli bakteriyel bilesenlerden biri olup probiyotik aktivitede hayatta kalma,
adezyon ve anti-timor etkisi gibi insan saghgi ilizerinde pek ¢ok yararli etkisi
bulunmaktadir (Dilna ve ark, 2015). Bu nedenle, bu ¢alismada degerlendirdigimiz
daha once saglikli kadinlarin vajinal mikrofloralarindan izole edilmis 20 LAB Kkiiltiir
ortaminda EPS iiretme yetenekleri agisindan taranmis ve yliksek olmalar1 nedeniyle
bes (Lactobacillus paracasei L1, Lactobacillus casei L2, Lactobacillus plantarum L4,
Lactobacillus crispatus L5, Lactobacillus rhamnosus L17) sus segilmistir.

kullanilmustir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda LAB'nin olusturdugu EPS'nin antimikrobiyal ve anti
kanser etkisine odaklanilmistir (Mahdi ve ark, 2018; Matar ve ark., 2019).
Lactobacillus plantarum R315 ve Bifidobacterium bifidum WBINO3'ten elde edilen
EPS'lerin bagirsak mikrobiyotasi iizerinde yararh etki gostermis ve her iki EPS'nin de
Shigella sonnei, Cronobacter askazakii, Staphylococcus auerus, E coli, Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes ve Candida albicans gibi patojenlere karsi
antimikrobiyal etkiler gosterdigini belirtmistir (Li ve ark., 2014). Calismamizda da test
edilen suslardan elde edilen EPS’lerin E.coli, P.aergenosa, K. pneumoniae, E.
faecalis gibi idrar yolu mikrobiyotasi iizerinde patojeniteye sebep olan

mikroorganizmalar lizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

EPS'ler, mikroorganizmalar sicaklik, pH, antibiyotikler, konak immiin savunmalari
vb. gibi olumsuz faktorlerden korumak i¢in hiicre dis1 biyofilm matrisinin
olusumunda yer alan ana bilesenlerden biridir. Calismamizda kullandigimiz
Lactobacillus tiirlerinden saf olarak elde edilen EPS 0ziitlerinin anti-biyofilm
aktivitesini belirlemek amaci ile E. coli ve P. aeruginosa suslart kullanilmistir.

Calismadabiitiin Lactobacillus suslarindan elde edilen EPS hem E. coli tizerinde hem
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de P. aeruginosa iizerinde ¢esitli oranlarda anti biyofilm etkisi gosterdigi
gozlenmistir. EPS'ler, proteinler, niikleik asitler ve lipitlerle birlikte bir biyofilm
matrisinin yapisini olusturur (Ciszek-Lenda, 2011). Diisiikk pH'in L. rhamnosus GG'de
biyofilm olusumunu 6nemli Glgiide azalttigi, Limosilactobacillus reuteri suslarinda

biyofilm olusumunu arttirdig1 bulundu (Lebeer ve ark., 2007).

Yapilan benzer bir ¢alismada da L. coryniformis NA-3 tarafindan iretilen yeni bir
EPS’nin, in vitro olarak antioksidan ve biyofilm 6nleyici 6zelliklerinin arastirildigi
calismada, Bacillus cereus ve Salmonella typhimurium biyofilmlerinin olusumunu
sirastyla yaklasik %80 ve %40 inhibisyon oranlar ile hafiflettigi goriilmiistiir (Xu ve
ark., 2020).

Serbest radikaller genellikle ciddi saglik sorunlarina neden olmaktadir. Bu nedenle
EPS'ler serbest radikalleri dnlemek i¢in ¢ok dnemli bir dogal antioksidandir. LABnin
EPS'leri ayrica yiiksek antioksidan aktivite sergiler. Yapilan bir c¢alismada,
Lactobacillus gasseri FR4'ten elde edilen EPS'lerin iyi bir serbest radikal aktiviteye
sahip oldugunu, hidroksil ve siiperoksit radikal yakalama aktivitelerinin ise EPS
konsantrasyonuna bagli oldugunu gostermistir (Rani ve ark., 2018). Calismamizda da
kullanilan  Lactobacillus suslarinin  hepsinin  antioksidan aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

Bu calismada EPS’lerin antiquorum algilama aktivitesi arastirilmis ve saf EPS'lerin
ortamdaki sinyal molekiillerinin varliginda biyosensoér susunun violasein pigment
iiretimi tlizerinde inhibitor aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Calismamiza benzer
bir aragtirmada Streptococcus thermophilus'un mikrobiyal ekzopolisakkarit iiretimi ve
antiquorum algilama aktivitesi nin arastirildigi calismada, CV026 susu C6-AHL
sinyal molekiilii lizerinde inhibitdr bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Literatiirde
quarum sensing mekanizmasinin EPS iiretimine etkisi konusunda arastirmacilarin
caligmalar1 oldugu, saflastirllmis EPS’in inhibitér ajan olarak quarum sensing
mekanizmas1 lizerinde test edilmedigi belirlenmistir. Mikrobiyal EPS, bazi
bakterilerin viriilans mekanizmasi olarak ortaya ¢ikan ve saflastirildiktan sonra ¢esitli
endiistrilerde farkli amaglarla kullanilabilen bir iiriin olarak da 6n plana ¢ikmaktadir

(Karadeniz ve ark., 2021).

Saglikli kadmnlarin vajinal mikrofloralarindan izole edilen Lactobacillus tiirlerinden
elde edilen EPS’lerin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti tizerindeki
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antiproliferatif etkisini belirlemek amaci ile XTT yontemi kullanilmistir. Calisma
sonucunda 6zellikle L. casei L2 susuna ait EPS’lerin 85 pg/ml’lik en yiiksek dozunda
ise yaklasik %100 oraninda 6liim orami gorilmiistiir (Sekil 4.14). Bu oran oldukca
yiiksek olup ¢ok diisiik dozlarda bile meme hiicre hatti {izerinde antiprolifertif etki
gostermistir. Calismamizda yine L. paracasei L1 susundan elde edilen EPS’lerin
meme hiicreleri lizerinde en biiylik antiproliferatif etkisi metabolitin 115 pg/ml’lik en
yiikksek dozunda %90-95 diizeyinde 6liim goriiliirken (Sekil 4.13), L17 susunun 80
pg/ml’lik dozunda ise yaklasik %95 oraninda 6liim orani goézlemlenmistir. Calisma
verilerine gore gliglii probiyotik etkinlige sahip Lactobacillus suslarindan elde edilen
EPS’lerin meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek potansiyel adaylar oldugu
goriilmektedir. Benzer bir ¢alismada Lactobacillus'tan elde edilen EPS'lerin meme
kanseri hiicreleri iizerinde konsantrasyona ve zamana gore farkli ¢ogalma Onleyici

etkiler gosterdigi belirtilmistir (Das ve Goyal, 2014).

Kanser, gilinlimiizde olduk¢a fazla ilgi goren ve genellikle kemoterapi yontemi ile
tedavi edilen saglik sorunlarindan biridir. Bununla birlikte kemoterapi, hafiften
siddetliye kadar degisebilen ve yasami tehdit eden bazi beklenmedik etkilere neden
olabilir (Nurgali ve ark., 2018). Bu nedenle, LAB'nin EPS'lerinin anti-timor etkileri
nedeniyle yararli oldugu, kanseri iyilestirmeye yardimci olmak icin baska farmasotik

iirlinler arastirilmaktadir (Saadat ve ark., 2019).

L. plantarum 70810 susundan elde edilen EPS Onemli olgiide tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe etmistir. HepG-2, BGC-823 ozellikle, HT-29 bu kanser
tiirlerine 6rnek olarak verilebilir (Wang ve ark., 2014). L. acidophilus'un antikanser
ozelliklerinin in vitro degerlendirilmesinde kolon kanseri hiicre dizilerindeki EPS'ler,
anjiyogenez ve timor sagkalimi ile ilgili genlerin ekspresyonunu inhibe

edebildiklerini gostermistir (Deepak ve ark., 2016).
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6. SONUCLAR

LAB'den tiiretilen EPS'ler, dis ortama salgilanan veya bakteri hiicre ylizeyine
yapistirilan  yilksek molekiiler agirlikli, uzun zincirli, dogrusal veya dalli
biyopolimerlerdir. Anti-tiimor, bagisiklik uyarici, antioksidan ve anti-biyofilm
aktiviteleri gibi rapor edilen probiyotik 6zellikleri nedeniyle, LAB tarafindan {iretilen
EPS'ler, farmasdtik gelistirme, kanser biyolojisi, gida bilimi ve gesitli disiplinleri
kapsayan arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Calismamizda da vajinal
mikrofloradan izole edilmis olan LAB’den elde edilen EPS’in antimikrobiyal, anti-
biyofilm ve anti-quorum sensing aktivite gosterdigi belirlenmistir. Caligmamizda
ayrica EPS’in serbest radikalleri, 6zellikle siiperoksit radikallerini temizleyebilme
ozelligine sahip antioksidan iiretim kapasitesi yiiksek olarak bulunmustur. Antikanser
ozelligini arastirdigimiz Lactobacillus kokenli EPS’lerin MDA-MB-231 meme kanser
hiicre hatt1 lizerindeki antiproliferatif etkinin ¢ok diisiik dozlarda bile yiiksek etki
gostermis olmast oldukca dikkat ¢ekicidir. Antibiyotik direncinin arttig1 son yillarda
antibiyotiklere alternatif olabilecek dogal iiriinlerin antibiyotiklerin yerine

gecgebilmesi icin bu alanda daha ¢ok arastirmaya ihityag vardir.
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8. EKLER

EK1

Besiyerlerinin Kimyasal Bilesenleri

MRS (deMan Rogosa Sharpe) agar besiyerinin kimyasal bileseni

Miktar Bilesen

(/L) |

109 Kazein pepton

10¢g Et ekstrakt1

4g Maya ekstrakti

20 ¢ D(+) Glukoz

29 K2HPO4

290 di-Ammonium hydrogen
citrate

0,2¢g MgSO4

0,04 ¢ MnSO4

19 Tween 80

59 Sodyum asetat

149 Agar-agar

pH 5,7+0,2 ( sterilizasyondan 6nce

TSB (Tryptic Soy Broth) besiyerinin kimyasal bileseni

Miktar (g/L) Bilesen

179 Kazeinpepton
39 Soya pepton
250 Glukoz

50 NaCl

259 K2HPO4

pH 7.3 £0,2 ( sterilizasyondan 6nce)
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EK2

Tampon ve Cozeltiler

Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponu

Bilesenler Konsantrasyon (mmol/L)
Nacl 137
kel 2.7
Na2HPO4 10
KH2PO4 1.8
PH 7.4
Trikloro asitik asit C2HCL30:2
Bilesenler Konsantrasyon
Molar agirlik 163.4 g/mol
Yogunluk 1.63 g/lcm3
Erime Noktas1 196 °C
pH 0.66

Gram Boyamada Kullanilan Cézeltilerin I¢erikleri

Kfristal Violet Stok Cozeltisi Konsantrasyon
Kristal Violet 19
Ethanol % 95
dH20 100 ml’ye tamamlanir
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