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OZET

Deri, organizmay1 ¢esitli zararli dis etkenlere karsi koruyan ilk savunma hattidir. Deri-
bagirsak mikrobiyotas1 arasindaki etkilesim nedeniyle gastrointestinal mikrobiyotadaki
bozulmalar deriye yansiyabilmekte ve ¢esitli deri hastaliklarina yol agabilmektedir.
Probiyotiklerin oral veya topikal kullaniminin akne, egzema, sedef, rosacea, mantar
enfeksiyonlart gibi hastaliklarin semptomlarini azaltmada etkili oldugu gosterilmistir.
Ayrica probiyotiklerin yara iyilesmesini hizlandirma, cilt bariyer fonksiyonunu gii¢clendirme
gibi etkilerinin oldugu; kirisiklik, elastikiyet kaybi gibi yaslanma belirtilerini azalttigi
bilinmektedir. Piyasada yaygin olarak kullanilan bir probiyotik olan Bacillus clausii,
salgiladig1 lanbiyotikler basta olmak iizere c¢esitli etken maddeler sayesinde patojen
mikroorganizmalarin iireme ve gelismelerini engelleyebilmektedir. Bu tez calismasinin
amaci, B. clausii’nin hiicre i¢ermeyen siipernatantinin segilmis dermatolojik patojenlere
Kars1 antimikrobiyal etkinligini s1vi mikrodiliisyon, disk difiizyon ve zamana bagl 6ldiirme
yontemleri ile incelemek; melanom hiicre hatti {izerindeki olasi sitotoksik etkilerini MTT
analizi ile aragtirmak ve keratinosit hiicrelerinde UVB kaynakli hasara kars1 koruyucu ve
tedavi edici etkisini in vitro olarak degerlendirmek olusturmaktadir. Bu amagla B. clausii’nin
TSB ve MHB besiyerlerinde iiretimi sonrasi salgiladigi maddeleri igeren siipernatanti
toplanmis ve liyofilizasyon ile konsantre edilmistir. Diflizyon deneylerinde aktivite
saptanamamakla birlikte, sivi mikrodiliisyon sonuglarina goére Enterococcus faecalis ve
Pseudomonas aeruginosa’ya karsi konsantrasyon bagimli antimikrobiyal aktivite saptanmis
ve minimum inhibitor etkinin 1/2 (v/v) konsantrasyonda ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. Zamana
bagl 6ldiirme yonteminde ise E. faecalis ve P. aeruginosa iizerinde bakteriyostatik etki
tespit edilmistir. Siipernatantlarin protein igerikleri analiz edilmis ve TSB’de {iretilen B.
clausii’nin ortama daha yiliksek miktarda protein igerigi salgiladigi belirlenmistir. A375
hiicreleri lizerinde gergeklestirilen MTT deneylerinde, besiyeri kontrolii ile kiyaslandiginda
anlamli bir sitotoksisite ve antikanser aktivite gdzlenmemistir. B. clausii siipernatantinin
UVB hasardan koruyucu etkinligi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Elde
edilen veriler, B. clausii siipernatantinin dermatolojik enfeksiyonlarda ve UVB kaynakl
hiicresel hasara kars1 destekleyici bir ajan olarak potansiyelini ortaya koymaktadir.
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ABSTRACT

The skin is the first barrier that protects the body against various harmful external factors.
The interaction between the skin and gut microbiota may cause any damage in the
gastrointestinal microbiota to be reflected on the skin, leading to various skin diseases.
Studies have shown that probiotics, when used orally or topically, are effective in reducing
the symptoms of diseases such as acne, eczema, psoriasis, rosacea, and fungal infections.
Probiotics are known to accelerate wound healing, strengthen the skin barrier function, and
reduce signs of aging such as wrinkles and loss of elasticity. Bacillus clausii, an important
probiotic available on the market, can inhibit the growth and proliferation of pathogenic
bacteria through the active secretomes such as lantibiotics, which are antimicrobial peptides
it secretes. The aim of this thesis is to evaluate the antimicrobial activity of B. clausii against
selected dermatological pathogens using broth microdilution, disk diffusion, and time-kill
methods; to assess its possible cytotoxic effects on a melanoma cell line by MTT assay; and
to investigate its protective and therapeutic effects against UVB-induced damage in
keratinocyte cells in vitro. For this purpose, the supernatants containing substances secreted
by B. clausii following cultivation in TSB and MHB media were collected and concentrated
by lyophilization. Although no activity was detected in diffusion assays, broth microdilution
results detected concentration-dependent antimicrobial activity against Enterococcus
faecalis and Pseudomonas aeruginosa, with the minimum inhibitory effect observed at a
concentration of 1/2 (v/v). In the time-Kkill assay, a bacteriostatic effect was detected against
E. faecalis and P. aeruginosa. Protein contents of the supernatants were analyzed, and B.
clausii grown in TSB medium was found to secrete higher amounts of protein into the
medium. In MTT assays performed on A375 cells, no significant cytotoxicity or anticancer
activity was observed compared with the medium control. The protective effect of B. clausii
against UVB-induced damage was found to be statistically significant (p<0.05). The
obtained data reveal the potential of B. clausii as a supportive agent in dermatological
infections and UVB-induced damage.
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1. GIRIS

Deri, zararli dis etkenlere kars1 ilk savunma hattini olusturan en biiyiik organdir. Deri ve
bagirsak mikrobiyotas1 arasindaki etkilesim nedeniyle gastrointestinal mikrobiyota
dengesinin bozulmasi sistemik inflamasyona ve ¢esitli cilt hastaliklarina yol agabilmektedir.
Probiyotikler, yeterli miktarlarda viicuda alindiklarinda bagirsak fonksiyonlarini
diizenleyen, gastrointestinal sistemin homeostazinin saglanmasinda ve bu dengenin
korunmasinda etkili olan canli, faydali mikroorganizmalardir. Bu mikroorganimalarin
ireme ve gelismelerini tesvik edici maddeler prebiyotik; probiyotiklerden elde edilen
slipernatant, enzim gibi bilesenler postbiyotik; canli bir probiyotigin inaktive edilmesi
sonucu olusan tiirev ise parabiyotik olarak adlandirilmaktadir. Gastrointestinal sistem
sagliginin siirdiiriilmesinde birincil gorevli olan probiyotikler bu 6zelliklerinin yani sira
antidiyabetik, antikanser, immiinomodiilator, antihipertansif gibi etkilerinin oldugu
konusunda da arastirilmaktadir. Giincel ¢alismalar probiyotik ve tiirevlerinin bu etkiler
disinda deri sagligi ve deri mikrobiyotas: lizerinde de 6nemli etkileri olabilecegini, bu
etkilerin topikal uygulamada veya bagirsak-deri ekseni ilizerinden gerceklesebilecegini

arastirmaktadir.

Bacillus clausii (B. clausii) giiniimiizde yaygin olarak 6zellikle antibiyotik kaynakli diyarede
tercih edilen, bununla beraber konstipasyon, hazimsizlik gibi gastrointestinal problemlerde
yetiskin ve cocuklarda giivenle kullanilabilen bir probiyotik tiiriidir. Antimikrobiyal
etkinliginin yam sira antiviral, antioksidatif ve immiinomodiilator etkinligi de literatiirde
yaygin bir aragtirma konusu olmustur. B. clausii’nin deri sagligi iizerine etkilerini inceleyen
caligmalar literatlirde sinirlidir. Bu sebeple tez konusu belirleme doneminde literatiirdeki bu
bosluk ilham kaynagi olmustur. Tez calismasinin ilerleyen siireglerde literatiire katki

saglamasi amaclanmastir.

Probiyotiklerin antimikrobiyal etkilerinin bakteriyosin adi verilen protein yapili bilesikler
araciligtyla oldugu bilinmektedir. Bakteriyosinlerin translasyon sonrast modifikasyona
ugramis bilesenleri lanbiyotik olarak adlandirilir. Bacillus tiirleri, lanbiyotik {iretimi
acisindan 6nemli bir mikroorganizma sinifi olarak bilinmektedir. Piyasada yaygin olarak
satist olan B. clausii, 6nemli bir lanbiyotik olan clausin sentezlemektedir. Mevcut ¢alismalar
clausinin B. clausii’nin antimikrobiyal etkinliginden sorumlu oldugunu belirtmektedir.

Clausin 6zellikle Gram pozitif bakteriler lizerinde inhibe edici etkinlige sahiptir.



Tez calismasinda B. clausii’nin deri sagligi ftzerine etkilerinin biitiincil olarak
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amaca istinaden, B. clausii’nin deri hastaliklarinda
yaygin olarak karsilasilan patojenlere karsi antimikrobiyal etkisi disk difiizyon, kuyu
difiizyon, s1vi mikrodiliisyon (MIK), zamana bagl1 6ldiirme analizi (Time-Kill) gibi farkli
metodlar {izerinden degerlendirilmistir. B. clausii’nin deri tizerindeki antikanser etkinligini
test etmek amactyla melanom hiicre hattt A375 kullanilarak MTT testi yapilmistir. B.
clausii’nin UVB hasara karsi deri hiicrelerini koruyucu etkisini incelemek amaciyla insan
keratinosit hiicre hattt olan HaCaT kullanilmis, UVB hasarlandirma sonras1 MTT ve

seramid-kompleks 6l¢timii analizleri ile koruyucu ve tedavi edici etkisi degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri Anatomisi ve Fizyolojisi

Deri, viicut ile ¢evre arasindaki etkilesimi saglayan, viicudu fiziksel ve kimyasal etkenlerden
koruyan en biiyiik organdir. Yetigkin bir bireyde toplam viicut agirligimin %15’ini olusturan
deri, insan viicudunda 6zellesmis islevlere ve konumuna gore gesitli kalinliklara sahiptir
(Mohamed ve Hargest, 2022). Deri sistemi epidermis, dermis, hipodermis, keratinositler,
melanositler, fibroblastlar gibi hiicreler ile sa¢ ve tirnaklardan olusmaktadir. Deri sadece bir
bariyer gorevi gormekle kalmaz, ayni1 zamanda viicut 1sisinin diizenlenmesi, hiicre sivisinin
korunmasi, D vitamini sentezi, uyaranlarin algilanmasi, periferik kan akis1 ve terleme
derecesinin belirlenmesi, patojen ve alerjenlere karsi koruma gibi pek ¢ok islevi yerine
getirmektedir (Slominski ve digerleri, 2025). Insan derisi Sekil 2.1°de gosterildigi gibi

epidermis, dermis ve hipodermis olmak {izere ii¢ ayr1 katmandan olugsmaktadir.
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Kan damarlari Endotel hiicreleri iceren kan damarlari

Hipodermis

Adipoistler ! Lenfatik damarlar
Sekil 2.1.Insan derisinin yapisal detaylar1 (Hoffman ve digerleri, 2023)

Epidermis yapisinda keratinositler, melanositler, Langerhans hiicreleri bulunan; toksin,
patojen ve dehidrasyona kars1 bariyer gorevi goren cildin en st tabakasidir (Hoffman ve
digerleri, 2023). Cok sayida keratinosit katmanindan olusan ¢ok katli skuamoz epitel olarak
bilinmektedir. Kalinlig1 yaklasik olarak 0,1-0,3 mm’dir. Bu tabakada kan damarlar
bulunmadigindan besin ihtiyacini dermis tabakasindan karsilamaktadir. Epidermis distan ice

dogru sirastyla stratum corneum (boynuzsu tabaka), stratum graniilosum (graniiler tabaka),



stratum spinosum (sivri katman), stratum basale (bazal katman) katmanlarindan
olusmaktadir (Kosar ve digerleri, 2022). Sfingolipid metabolizmasinda 6nemli bir rol
oynayan seramidler, epidermisin stratum corneum tabakasinda sentezlenmektedir.
Seramidler deri bariyer biitiinliigliniin korunmasinda ve siirdiiriilmesinde 6nemli bir

bilesendir (Rabionet ve digerleri, 2014).

Derinin diger bir katman1 olan dermisin temel gorevi, epidermise oksijence zengin kan
ulagtirmak ve epidermal atik iirlinlerini uzaklastirmaktir. Kalinligi 2 mm ila 6 mm aras1
olmakla beraber bulundugu konuma goére degisebilmektedir. Dermis, viicuttaki suyun bir
kismin1 depolayarak viicudu yaralanmalara karsi korumaktadir. Fibroblastlar, dermisi
olusturan temel hiicrelerdir ve kolajen, elastin, hyaluronik asit gibi proteoglikanlar
sentezlerler. Derinin bagisiklik sistemi ile ilgili hiicrelerden olan dendritik hiicreler,
makrofajlar, mast hiicreleri, eozinofiller, nétrofiller, B ve T lenfositleri dermiste bulunmakta
ve deri bagisikliginda 6nemli rol oynamaktadir (Cruz ve digerleri, 2018; Nguyen ve Soulika,
2019).

Dermisin altinda yer alan hipodermisin temel iglevi yag asitleri formunda enerji depolamak,
glikoz homeostazi ve lipid metabolizmasi i¢in 6nemli bir endokrin organ olarak gorev
yapmaktir. Ayrica viicut 1sisin1 diizenlemekle de gorevlidir. Hipodermis fibroblast ve
adipositlerden olugmaktadir. Bunun yani sira biiyiime faktorleri, sitokinler gibi cesitli
aracilar ve bagisiklik hiicreleri i¢ermektedir. Bu tabakanin kalinligi kisiye ozgldiir ve
bireyin beslenme diizeyinden etkilenmektedir (Nguyen ve Soulika, 2019; Kosar ve digerleri,
2022) .

2.2. Deri Mikrobiyotasi

Deri, milyonlarca yararli mikroorganizmay1 biinyesinde barindiran viicudun en genis
organidir. Deri mikrobiyotasi, ¢esitli yararl bakteriler, bagisiklik hiicreleri, epitel hiicreleri
iceren ve bu hiicrelerin gevreleriyle etkilesim halinde oldugu kommensal bir ekosistem
biitiiniidiir (Flowers ve Grice, 2020). Deri mikrobiyotasinin, intestinal sisteme benzer sekilde
bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde ve firsat¢i patojenlere karsi korunmada temel
gorevleri  vardir.  Deride  bulunan  simbiyotik  mikroorganizmalar  patojen
mikroorganizmalarin iiremesini engellemekte ve T hiicrelerinin bu mikroorganizmalari

tanimalarina olanak saglamaktadir. Deri sagligi, deri bariyer fonksiyonu ve immiin sistemin



saglikli olmasina baglidir. Deri bariyerinin, yani firsatg1 patojenler ile kommensal
mikroorganizmalarin dengesinin bozuldugu durumlarda, faydali bakterilerin olusturdugu
fiziksel bariyer fonksiyonu da zarar gormekte ve cesitli deri hastaliklari meydana
gelebilmektedir (Byrd ve digerleri, 2018; Haykal ve digerleri, 2024). Mikrobiyotada
meydana gelen bu dengesizlik disbiyozis olarak adlandirilir. Bu durum alerjiler, otoimmiin

hastaliklar, enfeksiyonlar gibi ¢esitli deri hastaliklarina yol agabilmektedir.

Deri bolgelerinin farkli kisimlart farkli 6zelliklere sahip oldugundan, buralarda bulunan
mikroorganizma florasi da ¢esitlilik gosterebilmektedir. Derinin kuruluk durumu, yiizeyinde
kil bulundurmasi, katlantili veya piiriizlii bolge olmasi gibi durumlar mikroorganizma
cesitliligini etkilemektedir. Deri mikrobiyotasini kalici-uzun siireli mikroorganizmalarla
gecici-kisa siireli mikroorganizmalar olusturmaktadir. Deri mikrobiyotasini olusturan bazi
mikroorganizmalar Sekil 2.2.°de verilmistir. Deri mikrobiyotasinda en sik bulunan
mikroorganizma gruplari; Bacteroidetes (%6), Proteobacteria (%16), Actinobacteria (%52)
ve Firmicutes (%24),’tir. Bunun yani1 sira Cutibacterium, Staphylococcus, Corynebacterium
cinsleri genel mikrobiyomun toplam %45 ila %80’ini olusturmaktadir. Bu
mikroorganizmalar antimikrobiyal peptitler iireterek inflamatuvar yanitin diizenlenmesinde

de rol oynamaktadir (Lee ve digerleri, 2025).
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Sekil 2.2. Deri mikrobiyotasini olusturan bazi mikroorganizmalar (Flowers ve Grice, 2020)



2.3. Deride Hastalik Meydana Getiren Baz1 Patojenler

Dermatolojik rahatsizliklarda en sik karsilasilan patojenler arasinda Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Cutibacterium
acnes, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes, ve bazi mantar enfeksiyonlarinda Candida albicans

sayilabilmektedir (Fijan ve digerleri, 2019).

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa su, toprak, nemli yiizeyler gibi alanlarda siklikla bulunabilen, Gram negatif,
non-fermentatif, hareketli bir basil olup; cogu deri enfeksiyonlarindan sorumlu firsatgr bir
patojendir. Biyofilm, piyosiyanin, elastaz, ekzotoksin A ve g¢esitli viriilans faktorlerinin
iretimi sayesinde konak dokuya tutunarak kronik yaralarin olusmasina sebep
olabilmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle antimikrobiyal direng agisindan 6nem tasimakta ve
klinik tedavide zorluklara sebep olmaktadir (Siriken ve Oz, 2017; Tuon ve digerleri, 2022;
Yamberla ve digerleri, 2025). Dermatolojik olarak P. aeruginosa enfeksiyonlari genis bir
spektrumda goriiniir. Yesil tirnak sendromu, folikiilit ve parmak arasi enfeksiyonlart gibi
yiizeyel, lokalize bulgular genellikle nemli ortamlarda gelisirken; immiin baskilanmig veya
deri bariyer bozuklugu olan konakgilarda ektima gangrenozum, pseudomonal folikiilit, otitis
externa ve malign otitis externa gibi daha ciddi enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir.
Ozellikle ektima gangrenozum klasik olarak sistemik P. aeruginosa bakteriyemisi ile
iliskilidir ve yiiksek morbidite riski tasimaktadir. Bu klinik tablolar, bakterinin firsat¢1 bir
mikroorganizma olmasi Ve Viriilans faktorlerinin deri dokusuna verdigi hasarin bir sonucu
olarak degerlendirilmektedir (Baddal ve digerleri, 2021; Spernovasilis ve digerleri, 2021,
Hartmann ve digerleri, 2025).

Yapilan ¢aligmalar, Lactobasil ve Bacillus suslarinin Pseudomonas quorum sensing
sistemini baskiladigini ve biyofilm yogunlugunu anlamli sekilde azalttigin1 gostermektedir
(Diaz ve digerleri, 2020). Ayrica probiyotik siipernatantlarinin elastaz ve piyosiyanin
iretimini diislirdiigli ve epitel hiicrelerinde siki baglanti proteinlerini korudugu bildirilmistir
(Sharma ve digerleri, 2019). Bu bulgular probiyotiklerin hem dogrudan antimikrobiyal hem

de bariyer destekleyici etki gosterdigini diistindiirmektedir.



Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae, bazi deri enfeksiyonlarinda rol oynayan Gram negatif firsat¢i patojenlerden
biridir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (SSTI), piistiil, apse ve deri iilserlerine sebep
olmasinin yani sira, sekonder olarak karaciger, akciger gibi organlara metastatik yayilim ile
seyreden invaziv enfeksiyon sendromlarina da neden oldugu bilinmektedir. Bu olgular
genellikle immiin supresif durumlar ve komorbitelerle iligkili olmaktadir (Numan ve
digerleri, 2024; Xie ve digerleri, 2024). Hipervirulan veya ¢oklu ilag¢ direncine sahip olan K.
pneumoniae suslari, klasik SSTI etkenlerinden farkli olarak yagl doku invazyonu ve nekroz
gibi siddetli patolojilere sebep olabilmektedir. Bu durum genellikle diyabet gibi risk
faktorleri bulunan hastalarda kritik seyredebilmekte ve cerrahi debridmanla beraber

antibiyotik tedavisini gerektirebilmektedir (Wang ve digerleri, 2026).

Bazi Lactobacillus siipernatantlarinin Klebsiella biyofilm olusumunu azalttigi gosterilmistir
(Kheiri ve digerleri, 2020). Probiyotiklerin ayrica LPS kaynakli inflamatuar yaniti
baskilayarak interlokin-6 (IL-6) ve timor nekroz faktorii-o (TNF-o) diizeylerini azalttigi

rapor edilmistir (Wang ve digerleri, 2024).

Escherichia coli

E. coli normal bagirsak florasinda bulunan Gram negatif bir bakteri olmakla beraber
bagirsak haricinde bulunabilen patojenik suslar1 6zellikle immiinsuprese bireylerde deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarinda 6nemli bir etken olarak tanimlanmistir. Nekrotizan fasiit
ve benzeri vakalar; Ozellikle Gram negatif enfeksiyonlar kapsaminda ciddi
seyredebilmektedir (Cheng ve digerleri, 2023). Deri ve yumusak dokuya yerlesen E. coli
suslarinin, genis spektrumlu beta-laktamaz (ESBL) gibi diren¢ genleri tagimast durumunda
enfeksiyonun seyrini agirlastirdigi ve tedavi zorluklarini artirdig: bildirilmektedir; 6rnegin
immiin supresyon ile seyreden bir olguda ESBL {ireten E. coli’nin nekrotizan fasiit tablosu
ortaya ¢ikmis ve ilerleyici doku hasari ile ciddi klinik seyir gézlenmistir (Pérez-Valdez ve
digerleri, 2025). Bu durum, klasik olarak Gram pozitif etkenlerin baskin oldugu SSTI’lara
kiyasla daha atipik ancak yiiksek morbiditeli bir Gram negatif klinik tablo olarak kabul
edilebilmektedir (Suleman ve digerleri, 2024).



Lactobacillus suslarinin adezyon mekanizmasi ile E. coli tutunmasini azalttigi ve
bakteriyosin liretimiyle ¢ogalmayi inhibe ettigi Tenea ve Ortega (2021)’nin yaptig1 bir
calismada gosterilmistir (Tenea ve Ortega, 2021).

Enterococcus faecalis

E. faecalis, Gram pozitif, fakiiltatif anaerop, ¢evresel kosullara yliksek tolerans gosterebilen
bir bakteri olup esas olarak gastrointestinal mikrobiyotanin iiyesidir; ancak bariyer
biitlinliigliniin bozuldugu durumlarda firsat¢1 patojen olarak davranabilmektedir (Arias ve
Murray, 2021). Deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda E. faecalis genellikle sekonder
patojen olarak izole edilmekle birlikte, 6zellikle kronik yaralar, diyabetik ayak iilserleri ve
bas1 yaralarinda biyofilm olusturarak enfeksiyonun yayilmasina katki saglayabilmektedir
(Mariani ve digerleri, 2023). Bakterinin adezinleri, jelatinaz ve sitolizin gibi viriilans
faktorleri doku invazyonunu kolaylastirmakta ve lokal inflamatuar yanitin siddetlenmesine

neden olmaktadir (Arias ve Murray, 2021).

Kronik yara ortaminda E. faecalis’in diger mikroorganizmalarla birlikte polimikrobiyal
biyofilm yapilar1 olusturdugu ve bu yapilarin hem konak immiin yanitindan kagis1 hem de
antibiyotik toleransinmi artirdigi gosterilmistir (Ciofu ve digerleri, 2022). Bunun yani sira
nadir de olsa postoperatif yara enfeksiyonlar1 ve yanik yaralarinda E. faecalis izolasyonu
rapor edilmis, bu durum bakterinin yalnizca intestinal kdkenli bir kommensal degil, uygun
kosullarda dermatolojik enfeksiyon etkeni olabilecegini gostermistir (Mariani ve digerleri,

2023; Celik ve digerleri, 2024).

Son yillarda artan vankomisin direnci (VRE) oranlari, 6zellikle hastane kokenli deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarinda tedavi seceneklerini kisitlamakta ve enfeksiyon kontrol
stratejilerinin 6nemini artirmaktadir (Arias ve Murray, 2021). Bu dogrultuda E. faecalis,
dermatolojik agidan primer bir patojen olmamakla birlikte, kronik yara patofizyolojisinde
biyofilm aracili inflamasyonu siirdiirebilen ve iyilesmeyi geciktirebilen énemli bir firsatci

ajan olarak degerlendirilmektedir.

Bacillus ve Lactobacillus suslarinin E. faecalis biyofilmini anlamli sekilde azalttig

gosterilmistir (Lin ve digerleri, 2021; Safadi ve digerleri, 2022). Ayrica probiyotiklerin yara



modellerinde inflamasyonu baskilayarak iyilesmeyi hizlandirdig: rapor edilmistir (Tagliari
ve digerleri, 2022).

Cutibacterium acnes (Propionibacterium acnes)

C. acnes Gram pozitif aerotoleran anaerob bir bakteri olup, normal deri mikrobiyotasinin
sebumdan zengin bolgelerinde bulunmaktadir (Dessinioti ve Katsambas, 2024). Sebumdan
zengin mikroortamlarda ¢ogalma Ozelligi bakterinin lokal ve inflamatuvar yaniti
tetikleyebilecek molekiiler etkilesimlere sahip olmasina ve akne gibi deri patogenezlerine
yol acmasina sebep olabilmektedir (Cavallo ve digerleri, 2022). Ozellikle akne vulgaris
patogenezinde, sebum iiretiminin artmasi ve folikiiler hiperkeratinizasyon ile birlikte C.
acnes’in asir1 ¢ogalmasi, pilosebase iinitede mikrobiyal dengenin bozulmasina yol agmakta
ve inflamatuar yaniti baslatmaktadir (Weng ve Chen, 2022). Bakterinin hiicre duvari
bilesenleri ve salgiladigi enzimler, konak bagisiklik sisteminde Toll-like reseptor-2
araciligiyla sinyal iletimini aktive ederek IL-1f3, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin
tiretimini arttirarak papiil ve piistiil olusmasina sebep olmaktadir (O’Neill ve Gallo, 2020).
Bunun yaninda bazi C. acnes suslarinin digerlerine kiyasla daha yiiksek inflamatuar
potansiyele sahip oldugu ve 6zellikle tip IA1 suslarinin inflamatuar akne lezyonlarinda daha
sik izole edildigi bildirilmistir (Dréno ve digerleri, 2018). Giincel ¢aligmalar ayrica C.
acnes’in biyofilm olusturma kapasitesinin, bakterinin folikiiler yapilar i¢inde persiste
olmasina ve antibiyotik toleransinin artmasma katki sagladigini; bunun da kronik
inflamasyon ve tedaviye direng gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir (Platsidaki
ve Dessinioti, 2018). Akne disinda C. acnes’in postinflamatuar hiperpigmentasyon, folikiilit
ve nadiren implant iligkili deri enfeksiyonlarinda da patojenik rol oynayabilecegi belirtilmis,
bu durum bakterinin yalnizca kommensal degil, uygun kosullarda firsat¢1 bir patojen

oldugunu ortaya koymustur (Dagnelie ve digerleri, 2019).

Lactobacillus kokenli postbiyotiklerin C. acnes ¢ogalmasini baskiladigi ve inflamatuar
sitokin ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (Chung ve digerleri, 2022). Ayrica topikal
probiyotiklerin sebum dengesi ve deri mikrobiyota kompozisyonunu diizenledigi
bildirilmistir (O’Neill ve digerleri, 2022). Bu etkiler akne siddetinde klinik iyilesme ile

iliskilendirilmistir.
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Micrococcus luteus

M. luteus Gram pozitif, aerob, katalaz pozitif kok formunda bir bakteridir ve insan derisinin
normal mikrobiyotasinda yer almaktadir (Becker ve digerleri, 2020). Genel olarak klinik
baglamda primer bir dermatolojik patojen olarak kabul edilmese de immiinsupresyon,
invaziv girisimler veya bariyer biitiinliiglinlin zarar gordiigii durumlarda firsat¢1 patojen
olarak davranabilmektedir (Lee ve digerleri, 2020). Literatiirde cerrahi alan enfeksiyonlari,
kateter iligkili deri enfeksiyonlar1 ve kronik yara ylizeylerinden izolasyonu rapor edilmistir.
Bu durum bakterinin uygun konak kosullarinda inflamatuar siireci artirabilecegini

gostermektedir (Zhu ve digerleri, 2021).

Deneysel agidan ise M. luteus, diisiik patojenitesi ve iyi karakterize edilmis hiicresel yapisi
nedeniyle mikrobiyolojik aragtirmalarda siklikla tercih edilen bir bakteridir (Shi ve digerleri,
2023). Deri arastirmalarinda M. luteus’un sinirli inflamatuar yanit olusturmasi, daha viriilan
tiirlerle karsilagtirmali deneysel tasarimlara olanak tanimakta ve kolonizasyon modellerinde
kontrol bakterisi islevi gormesini saglamaktadir. Bu nedenle M. luteus, dermatolojik agidan
yiiksek viriilansl bir ajan olmamakla birlikte, deri bariyer biitiinliigii, biyofilm dinamikleri
ve antimikrobiyal ajanlarin degerlendirilmesi gibi konularda deneysel arastirmalar igin

giivenli ve 6gretici bir mikroorganizma olarak kabul edilmektedir (Banfi ve digerleri, 2024).

Staphylococcus aureus

S. aureus, saglikli bireylerin deri, burun ve mukoz zarlarinda bulunan kommensal, firsatei,
Gram pozitif kok sekilli bir patojendir. Deri enfeksiyonlarinin kiiresel boyutta yaygin bir
sebebidir. 1960’11 yillardan beri metisiline direngli Stapyloccoccus aureus (MRSA)
hastanede yatan hastalarda siklikla gézlenmektedir (Linz ve digerleri, 2023). Klinik tablolari
cok cesitli olup ozellikle ¢ocuklarda yiizeyel piistiiler lezyonlara sebep olan impetigo,
folikdillit, fronkiil, karbonkiil, seliilit, deri apseleri ve cerrahi yara enfeksiyonlari olmak iizere
pek cok enfeksiyondan sorumludur (Del Giudice, 2020). Bunlara ek olarak S. aureus,
toksin-aracili dermatolojik sendromlara da yol agabilmektedir. Bunlarin klasik ornekleri
arasinda biill6z impetigo ve stafilokoksik haslanmis deri sendromu yer almaktadir. Bu
tablolar, bakterinin eksfoliatif toksinleri aracilifiyla epidermal hiicreler arasindaki
baglantilar1 hedef almasiyla karakterizedir ve 6zellikle pediatrik popiilasyonda ciddi klinik
bulgularla seyredebilmektedir. Ayrica atopik dermatit (AD) gibi kronik inflamatuar
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dermatozlarda S. aureus kolonizasyonu hem deri bariyerini bozarak hem de inflamatuar
yanit1 artirarak hastalik siddetini olumsuz etkileyebilmektedir. Bu sebeple AD’li bireylerin
yaklasik ticte birinden fazlasinda S. aureus kolonizasyonu bildirilmistir. Tedavi ve
yonetimde antibiyotik duyarlilik profillerinin bilinmesi, direngli suslarin artan prevalansi
g6z Oniinde bulunduruldugunda, stratejik antibiyotik se¢imi agisindan énemli olmaktadir

(Elizalde-Jimenez, 2024; Koumaki ve digerleri, 2025).

L. rhamnosus ve L. plantarum suslarinin S. aureus adezyonunu ve a-toksin ekspresyonunu
azalttig1 gosterilmistir (Nakatsuji ve digerleri, 2017). Ayrica probiyotik uygulamasinin 3-
defensin tiretimini artirarak konak savunmasini giiglendirdigi ve T yardimet hiicreleri-2 (Th-
2) inflamasyonunu dengeledigi bildirilmistir (Mazziotta ve digerleri, 2023). Bu
mekanizmalar, probiyotiklerin S. aureus iligkili dermatolojik tablolarin kontroliinde

potansiyel roliinii desteklemektedir.

Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis, Gram pozitif, koagiilaz negatif, fakiiltatif anaerob kok sekilli bir bakteri olup
insan derisinin en yaygin kommensal bakterilerinden biri olarak bilinmektedir. Genellikle
stratum korneum ile kil folikiillerinde kolonize olmaktadir (Qi ve digerleri, 2025). Deri
mikrobiyotasinin dengesinin korunmasinda ve bagisiklik sisteminin modiilasyonunda
onemli rolleri vardir. Normal kosullarda S. epidermidis deri bariyer fonksiyonuna katki
saglayan molekiiler etkilesimler ile konak sagligini1 desteklemektedir. Bazi ¢alismalarda bu
bakterinin iirettigi enzimlerin epidermal seramid sentezini arttirdig1 ve transepidermal su
kaybin1 (TESK) engelledigi gozlenmistir (Zheng ve digerleri, 2022). Deri {izerinde yararl
etkilerinin olmasinin yani sira uygun konak kosullarinda 6zellikle immiinsuprese bireylerde
firsatg1 patojen olarak davranarak yara ylizeylerinde ve kronik yaralarda biyofilm
olusturmaktadir. Bu etkisi sebebiyle hastaliin seyrini koétiilestirebilmekte ve iyilesmeyi
geciktirebilmektedir (Dinic ve digerleri, 2024). S. epidermidis’in deri lizerine etkisi ayni
zamanda konak bagisiklik sistemi ile ¢ift yonlii bir etkilesim igermektedir. Baz1 suslar
inflamasyonu sinirlandirarak bagisiklik toleransini arttirabilirken, diger suslar inflamatuar
sinyalleri tetikleyebilmekte ve bu durum o6zellikle AD gibi mikrobiyota dengesizligi ile
seyreden deri hastaliklarinda daha belirgin hale gelebilmektedir (Qi ve digerleri, 2025).
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Probiyotik mikroorganizmalardan olan deri kommensal S. epidermidis’in antimikrobiyal
peptid iiretimini artirarak S. aureus kolonizasyonunu azalttigi gosterilmistir (Nakatsuji ve
digerleri, 2017). Bu durum probiyotiklerin mikrobiyota kompozisyonunu faydali yonde

modiile ettigini diisiindiirmektedir.

Streptococcus pyogenes

S. pyogenes insanlarda 6zellikle deri ve iist solunum yolu enfeksiyonlarina yol agan, /-
hemolitik, Gram pozitif bir patojendir. Deri enfeksiyonlar1 agisindan bakildiginda, en sik
impetigo, erizipel, seliilit ve daha agir vakalarda nekrotizan fasiit gibi invaziv yumusak doku
enfeksiyonlarindan sorumludur. Bakterinin patojenitesi biiylik dl¢lide yiizey M proteini,
streptolizin O ve S, streptokinaz, hiyaliironidaz ve siiperantijen 6zellikli ekzotoksinler gibi
viriilans faktorlerine dayanmaktadir. M proteini fagositozu inhibe ederek kompleman aracili
eliminasyonu engellerken, streptolizinler konak hiicre membraninda porlar olusturarak
hiicre lizisine neden olmaktadir. Siiperantijen toksinleri ise asir1 sitokin salinimini
tetikleyerek siddetli inflamasyona ve bazi durumlarda streptokokal toksik sok sendromuna

zemin hazirlamaktadir (Walker ve digerleri, 2014; Nelson ve digerleri, 2016).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, S. pyogenes’in sadece akut enfeksiyon etkeni degil, ayn1
zamanda deri bariyer biitiinliigii bozuldugunda hizla invazyon kapasitesi kazanan bir patojen
oldugunu gostermektedir. Ozellikle AD’li bireylerde veya travmatik deri hasarinda
bakterinin adezyon ve invazyon yetenegi artarak epitel hiicreleri ile etkilesimi sonucunda
IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin iretimi belirgin sekilde
yiikselmektedir (Wang ve digerleri, 2021).

L. plantarum ve L. rhamnosus’un sentezledigi glikolipid yapili bilesiklerin S. pyogenes

biyofilmlerinde bakterinin canliligini azalttig1 goriilmiistiir (Gomez-Meija ve digerleri,

2024).

Candida albicans

C. albicans, insan mikrobiyotasinin bir iiyesi olan ancak uygun kosullarda firsatg1 patojen
ozelligi gosteren dimorfik bir maya mantaridir. Normal sartlarda deri ve mukozal yilizeylerde

kommensal olarak bulunabilmekle birlikte, konak bagisikliginin zayiflamasi, antibiyotik
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kullanim1 veya bariyer biitiinliigiinlin bozulmasi1 gibi durumlarda patojenik forma
gecebilmektedir. C. albicans’in en 6nemli viriilans 6zelliklerinden biri, maya formundan hif
ve psddohif formuna gegebilme yetenegidir; bu morfolojik doniisiim doku invazyonunu ve

epitel hasarini kolaylastirmaktadir (Noble ve digerleri, 2017).

Deri enfeksiyonlart agisindan degerlendirildiginde C. albicans; intertrigo, paronisi, diyaper
dermatiti ve Ozellikle immiin sistemi baskilanmis bireylerde yaygin kutandz kandidiyazis
tablolarina yol agabilmektedir. Bakteriyel patojenlerden farkli olarak, bu mantar hem adezin
proteinleri araciligiyla epitel yiizeye tutunmakta, hem de salgiladigi enzimler sayesinde doku
biitiinliigiinii bozabilmektedir. Ayrica biyofilm olusturma kapasitesi, antifungal ajanlara
kars1 toleransi artirmakta ve kroniklesen enfeksiyonlarda tedavi basarisini azaltmaktadir

(Richardson ve Lass-Florl, 2008).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, C. albicans’in yalnizca enfeksiyon etkeni olmadigini, ayni
zamanda konak immiin yanitin1 giicli bi¢imde modiile ettigini gdstermektedir. Epitel
hiicreleriyle etkilesimi sonucunda IL-1B, IL-6 ve IL-17 ekseninde inflamatuar yanit
tetiklenmekte; ozellikle bariyer hasari bulunan deri modellerinde inflamasyon belirgin
sekilde artmaktadir (Sawada ve digerleri 2021; Iwasava ve digerleri, 2022). Bu 6zellikleri
nedeniyle C. albicans, hem bariyer fonksiyon bozukluklarinin incelenmesinde hem de
antifungal veya immiinomodiilator ajanlarin etkinliginin degerlendirilmesinde yaygin olarak

kullanilan 6nemli bir deneysel model mikroorganizmadir.

C. albicans’a kars1 probiyotikler laktik asit ve H2O: iiretimi ile C. albicans’n hif olusumunu

baskilamakta ve biyofilm gelisimini azaltmaktadir (Parolin ve digerleri, 2021).
2.4. Probiyotiklerin Genel Tanmim ve Ozellikleri, Etki Mekanizmalar

Takviye edici gida iirlinleri formunda piyasada yer alan probiyotikler, 1953 yilinda Werner
Kollath tarafindan tanimlanmis ve Latince ‘pro’ ve ‘bios’ kelimelerinin birlesiminden
tiiretilmistir. Tarihte farkli medeniyetlerde de kullanim1 bulunan probiyotikler, Diinya Saglik
Orgiitii’niin tanimina gore, yeterli miktarda uygulandiklarinda konak organizmaya saglik
yararlar1 saglayan mikroorganizmalar olarak tanimlamistir (Latif ve digerleri, 2023).
Glinlimiizde Probiyotik ve Prebiyotikler Uluslararasi Bilimsel Dernegi (ISAPP) tarafindan

prebiyotik teriminin tanimi da yapilmistir. Bu dernek prebiyotikleri “Gastrointestinal
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mikrobiyotanin bilesiminde ve/veya aktivitesinde belirli degisikliklere yol acan ve bdylece
konak¢1 sagligina fayda saglayan segici olarak fermente edilmis bir bilesen” olarak
tanimlamistir (Horasan ve digerleri, 2024). Probiyotik terimi canli mikroorganizmalari
temsil ederken, prebiyotikler ise konakta bulunan yararli mikroorganizmalar i¢in besin

gorevi goren canli olmayan maddeler olarak tanimlanmaktadir (Gibson ve digerleri, 2017).

Deri, agiz boslugu, gastrointestinal sistem, iirogenital sistem gibi viicut boliimlerinin
kendilerine 0zgili mikroflorasi bulunmaktadirlar. Yararli ve mikroflorayr olusturan
mikroorganizmalarin viicuda ilk kolonizasyonu dogum sirasinda gerceklesmekte ve
dogumla beraber vajinada yaygin olarak bulunan ve yavruya gegen Lactobacillus
bakterileriyle beraber bagirsak florasi olugsmaya baglamaktadir. Sonrasinda anne tarafindan
emzirilen yavrularda siit emme sirasinda annenin derisinden gegen bakteriler de floranin
gelismesine katki saglamaktadir. Ayrica, yapilan bir ¢calismaya gore annenin bagirsaklarinda
yasayan bir grup mikroorganizmanin hamileligin son doneminde annenin bagirsaklarindan

meme bezlerine gectigi dne siirlilmektedir (Fernandez ve digerleri, 2013).

Yeterli miktarda verildiginde bagirsaktaki mikrobiyal homeostazi saglayan, canli, patojenik
olmayan mikroorganizmalar probiyotik olarak adlandirilmaktadir. Bir mikroorganizmanin
probiyotik olarak nitelendirilebilmesi i¢in asidik pH ile deforme olmayan, safra ve pankreas
sivilarina toleransi olan, bagirsak epitel hiicrelerine yapisarak burada tutunan, konak hiicreye
zarar vermeyen Ozellikte olmalidir. Bu 6zellikler probiyotiklerin gastrointestinal sistemde
hayatta kalarak bagirsak dengesini diizenlemesini saglamaktadir (Stavropoulou ve
Bezirtzoglou, 2020). Probiyotik mikroorganizmalar konaga zarar vermemesi agisindan
genellikle insan kokenli olmali, bunun yani sira hem gidanin gecirdigi teknolojik siire¢lerden
hem de gastrointestinal sistemden geg¢isleri sirasinda canliliklarini korumalidirlar. Ayni
zamanda probiyotiklerin patojenik mikroorganizmalara karsi rekabet¢i olmalari, antibiyotik
maddelere kars1 direngli olmalari da aranan onemli 6zellikleri arasindadir. Probiyotik
mikroorganizmalar liyofilizasyon ve fermente iriinler araciligiyla canliliklarint ve

ozelliklerini koruyabilmektedirler (Ballini ve digerleri, 2023).

Baslica probiyotik suslar1 arasinda Lactobacillaceae familyasindan (L. acidophilus, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. gasseri, L. crispatus, Lacticaseibacillus rhamnosus, L.
casei, Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus reuteri, Levilactobacillus brevis,

Ligilactobacillus salivarius), Bifidobacteria spp.’den (Bifidobacterium
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animalis subsp. infantis, B. longum, B. bifidum ve maya mantarlarindan Saccharomyces
boulardii sayilabilir. Cizelge 2.1°de sik kullanilan bazi probiyotik mikroorganizmalar
verilmistir. Ayrica diger bakteri tiirlerinden baz1 suslar 6rnegin, Lactococcus lactis,
Pediococcus mesenteroides, Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus, Bacillus
subtilis, Bacillus coagulans, Clostridium butyricum, Escherichia coli, Bacillus clausii)

probiyotik olarak kullanilmaktadir (Fijan ve digerleri, 2019).

Cizelge 2.1. Probiyotik Mikroorganizmalar (Keskin ve digerleri, 2021)

Lactobacillus tiirleri L. cellobiosus, L. delbruecki, L. brevis, L. acidophilus, L.
reuteri, L. curvatus, L. fermantum, L. plantarum, L. jonhsonii,
L. rhamnosus, L. helveticus, L. salivarius, L. gasseri, L. casei,
L. lactis, L. paracasaei

Bifidobacterium tiirleri | B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum,
B. thermophilum, B. lactis, B. angulatum, B. catenulatum, B.
dentium, B. gallicum, B. pseudocatenulatum, B. scardovii

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

Bacteriodes tiirleri B. capillus, B. suis, B. ruminicula, B. amylophilus

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

Propionibacterium P. shermanii, P. freudenreichii

tiirleri

Leuconostoc tiirleri L. mesenteroide sssp. mesenteroides

Aspergillus tiirleri A. niger, A. oryzae

Saccharomyces tiirleri | S. cerevisiae

Candida tiirleri C. torulopsis

Yapilan caligmalarda probiyotiklerin baglica 06zellikleri arasinda antimikrobiyal etki
gostermesi, bagirsak ve sindirim fonksiyonlarini diizenlemesi, deri, sindirim ve tirogenital
sistemde bulunan mikrobiyal floray1 diizenlemesi, bazi vitaminlerin emilimini arttirmasi ve
serbest radikallerle miicadele etmesi yer almaktadir (Saadat ve digerleri, 2019; Rizzoli ve
Biver, 2020; Kalfazade ve Ozdemir, 2023). Probiyotikler gastrointestinal sistemde patojen
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal bilesikler sentezleyerek bagirsak mikrobiyotasini
stabilize eder ve kolonu patojen mikroorganizmalara kars1 korurlar. Probiyotikler tarafindan
sentezlenen ve 30-60 aminoasitten olusan bu antimikrobiyal bilesikler bakteriyosin olarak
adlandirilmaktadir. Bakteriyosinlerin, bakteriyel sitoplazmik membranlara etki ederek
Clostridium difficile, Shigella, Helicobacter pylori gibi tiirlerin biiyiimesini engelledigi
gosterilmistir. Bununla beraber antibiyotik kullanimi sonrasi olusan diyare, konstipasyon,
spazm gibi bagirsak problemlerini 6nlemeye yardimei olmaktadirlar (Diaz ve digerleri,

2019; Kalfazade ve Ozdemir, 2023).
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Probiyotikler, baz1 vitaminlerin yararl etkilerine benzer etkiler gosterebilmektedir. Rizzoli
ve Biver (2020) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, hayvan modellerinde probiyotiklerin
osteoklastlar tarafindan kemik rezorbsiyonunu ve osteoblastlar tarafindan meydana gelen
kemik olusumunu diizenledigi gozlemlenmistir. Buna bagli olarak strojen eksikligi, diyabet
veya glukokortikoid tedavileri sonucu gozlenen kemik kaybin1 Onlemektedirler.
Probiyotiklerin bu etkileri, pro-enflamatuar sitokinleri (TNFa, IL-1B) ve Niikleer faktor-
kappa B ligandinin reseptor aktivatori (RANKL) ekspresyonunu azaltmasiyla
iliskilendirilmektedir (Rizzoli ve Biver, 2020).

Probiyotiklerin diger bir etki mekanizmasi olarak, bagirsak liimeninde safra asitleriyle
etkilesime girerek ve safra asidi metabolizmasini degistirerek kolesterol emilimini azaltmasi
sayilabilmektedir (Plaza-Diaz ve digerleri, 2019). Probiyotiklerin hipokolesterolemik etkisi
tiire 6zgldiir ve farkl sekillerde etki gostermektedir. Probiyotikler, kolesteroliin bir kismina
baglanarak ve hiicresel membranlarina entegre ederek kolesteroliin bagirsaktan
uzaklastirilmasin1 saglayabilir. Baska bir mekanizma olarak, probiyotiklerin kolesterolii
koprostanole indirgeyerek digskiyla atilmasini sagladigi ve potansiyel olarak bagirsakta
kolesterol emilimini azalttig1 one siiriilmiistiir. Micheal ve digerlerinin (2017) yaptig1 bir
caligmada, yiiksek yagl bir diyetle beslenen vahsi tip C57BL/6J fareleri ile yapilan bir
calismada L. plantarum ile 2 haftalik takviyenin, plazma toplam kolesterol seviyelerinde

onemli disiislerle sonuglandig1 gortilmiistiir (Michael ve digerleri, 2017).

Probiyotiklerin, diyabet hastalarinda bozulmus metabolizmay1 diizenlemede etkili oldugu
goriilmiistiir. Yapilan c¢alismalarda aghik glukozunu disiirdiikleri goézlemlenmistir.
Probiyotikle desteklenen diyetlerin hiperglisemi, glikoz intolerans1 gibi durumlarn
baskilayabilecegi ve oksidatif stresi onemli 6lglide azaltarak diyabet ve diyabetle gelisen
komplikasyonlar1 azaltmada 6nemli olabilecegi belirlenmistir (Li ve digerleri, 2023; Li ve
digerleri, 2024).

Probiyotiklerin diger bir 6nemli etki mekanizmalar1 arasinda immiinomodiilator aktiviteleri
sayllmaktadir. Caligmalarda probiyotiklerin bagisiklik ile ilgili genlerin ekspresyonu ile
niikleer faktor kappa B (NF-kB), mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK), IL-6, IL-8,
IL-10, TNF-a gibi biyobelirteglerin sinyal yolaklarma etki ederek bagisiklik cevabinin
olusmasinda rol oynadigi bulunmustur (Peters ve digerleri, 2019). Probiyotiklerin bu

etkilerini dendritik hiicreleri 6zgiin bir sekilde uyararak ve T hiicrelerini farkli sekilde
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polarize ederek gosteriyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Birkag¢ L. rhamnosus susunun T
hiicrelerini indiikleyerek irritabl bagirsak sendromu ve multiple skleroz gibi bazi kronik
inflamatuvar hastaliklarin klinik semptomlarini iyilestirebildigi gosterilmistir (Peters ve
digerleri, 2019). Ayrica probiyotikler T hiicrelerini indiiklemesinin yan1 sira B hiicrelerini
Immunoglobulin A (IgA) iiretmeye tesvik ederek de bagirsak bagisiklik fonksiyonunu
iyilestirebilmektedirler. Bu tiirler arasinda L. casei, L. acidophilus, L. rhamnosus, L.
plantarum ve L. lactis’in oral yolla uygulanmasinin bagirsak IgA iireten hiicre sayilarini,
uygulanan doza bagimli olarak arttirdigi gozlemlenmistir (Mazziotta ve digerleri, 2023).
Yapilan ek ¢alismalar da probiyotik mikroorganizmalarin IgA salinimini tetikleyebilecegini

bildirmistir (Gao ve digerleri, 2023).

Probiyotikler, bagirsak yilizeyinde bagisiklik hiicreleriyle etkileserek bagisiklik sistemini
diizenler. Probiyotiklerin bagirsak yiizeyinde bulunan bagisiklik hiicreleri ile etkilesimleri,
Sekil 2.3°de gosterilen bagirsak epitel hiicreleri ve onlarin altinda yer alan lamina propria’da
gerceklesir. Probiyotikler epitel hiicrelerine baglanir ve bu hiicreleri patern tanima
reseptorleri aracilifiyla uyarir. Bunun sonucunda bagisiklik dengesini koruyan T
diizenleyici (Treg) hiicreler aktive olur. Bagirsak antijenleri, Peyer plaklar {izerindeki M
hiicreleri araciligiyla dendritik hiicrelere taginir. Dendritik hiicreler, T hiicrelerini farkl
bagisiklik yanitlarmma (Thl, Th2, Th17 veya Treg) yonlendirir. Ayrica probiyotikler, B
hiicrelerinin IgA iireten plazma hiicrelerine doniismesini destekler. Uretilen IgA antikorlar
mukus tabakasina gecerek bakterilerin bagirsak yiizeyine tutunmasini engeller ve bagirsak
bagisiklik dengesinin korunmasina yardimci olur (Mazziotta ve digerleri, 2023; Liu ve

digerleri, 2022).
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Sekil 2.3. Probiyotiklerin bagirsak bagisiklig1 tizerindeki etkileri ve immiin hiicre
etkilesimleri (Maziotta ve digerleri, 2023)
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Immun sistem mekanizmalarindaki bazi aksakliklar alerji olusumuna neden olmaktadirlar.
Gida alerjisi, egzama, astim, rinit, alerjik konjonktivit gibi hastaliklarda bozulan immun
sistem, bagirsak mikrobiyatasi tarafindan iyilestirilebilmektedir. Bu konuda yapilan bazi
calismalarda Lactobacillus ve Bifidiobacterium tiirleri kullanildiginda 6zellikle gida alerjisi
ve egzamada onemli iyilesmeler oldugu bildirilmistir (Berni Canani ve digerleri, 2019;

Schmidt ve digerleri, 2019).

Probiyotiklerin kolonda kanser olusumunu ve kimyasal olarak indiiklenen tiimorleri
azaltabilecegini gosteren ¢caligmalar da mevcuttur. Probiyotiklerin bu etkilerinin, bagirsaklar
tizerindeki diizenleyici etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Probiyotiklerin apoptotik
yollar1 indiikleyerek timor hiicrelerinin biiylimesini engelleyebilecegi one siiriilmektedir.
Probiyotiklerin oral yoldan verilmesi, mutajen ve karsinojen tiretiminde rol oynayan genleri
baskilayip Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi probiyotik bakteri konsantrasyonlarini
artirarak bagirsak mikroflorasini normallestirmektedirler. Bunun yani sira DNA'nin
oksidatif hasardan korunmasina sebep olan lokal ve sistemik immiin ve anti inflamatuar

aktiviteleri gelistirmektedirler (Aydin ve Konuskan, 2022).
2.5. Probiyotikler ve Deri Saghg Uzerindeki Etkileri

Probiyotik ve prebiyotik takviye edici gidalar, sadece sindirim sisteminin diizenlenmesi i¢in
degil deri saghgi icin de kullanilmaktadirlar. Cildin nem kaybinin Onlenmesi ve
nemlendirilmesinde 6nemli rol oynamasi, en belirgin katkilarmin basinda gelmektedir.
Cildin sebum seviyesinin dengeye ulasmasinda, deri pH seviyesinde iyilesme saglanmasinda
ayrica ultraviyole radyasyon (UVR) kaynakli olusan deri hasarinin iyilestirilmesi ve
olusacak hasarin engellemesi bakimindan da dikkat g¢ekici 6zelliklere sahip olduklar

bilinmektedir (Kiroglu ve Giillii, 2023).

Probiyotik ve tiirevleri, derinin TESK seviyesini azaltarak cildin nem kaybinin 6nlenmesine
katki saglamaktadir. Cildin bariyer fonksiyonunu da diizenleyerek deri biitlinligiini ve
saglikli goriintimii saglamaktadirlar. Jwo ve digerleri (2023), tarafindan gergeklestirilen
sistematik derleme ve meta-analiz ¢alismasinda, oral probiyotik takviyesinin deri foto-
yaslanmas1 ve deri bariyer fonksiyonu iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Caligmaya
yalnizca randomize kontrollii klinik aragtirmalar dahil edilmis olup, saglikli yetiskin

bireylerde probiyotik kullaniminin deri hidrasyonu, TESK, elastikiyet, kirigiklik derinligi ve
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kolajen diizeyleri iizerindeki etkileri analiz edilmistir. Meta-analiz sonuglarina gore
probiyotik takviyesi, deri nem oraninda anlamli artiy ve TESK degerlerinde azalma ile
iliskilendirilmis; bu durum deri bariyer fonksiyonunun iyilestigini géstermistir. Ayrica bazi
caligmalarda deri elastikiyetinde artis ve kirisiklik derinliginde azalma bildirilmistir. Bu
etkilerin, probiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasint modiile ederek sistemik inflamasyonu ve
oksidatif stresi azaltmasi, matriks metalloproteinaz aktivitesini baskilamasi ve kolajen

yikimint sinirlandirmasi ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (Jwo ve digerleri, 20223).

Deri saghg igin kullanilan probiyotikler, oral yoldan alinabildigi gibi, topikal olarak da
uygulanabilmektedir. Oral alinan probiyotik takviyeleri, bagirsak-deri eksenini
diizenleyerek deri hastaliklarinin tedavisine iyi gelebilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasi ile
deri mikrobiyotasinin birbiriyle baglantili oldugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir.
Bagirsak mikrobiyotasindaki bozukluklar akne, AD, sedef hastaligi ve rozasea gibi deri
hastaliklarinin etiyolojisinde etkili olabilmektedir (Gao ve digerleri, 2023; Shirkan ve
digerleri, 2024).

Rozasea hastaligina sahip bireylerde, inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu arttiran Toll
benzeri reseptor-2 normalden fazla regiile olarak bagisiklik sisteminin asir1 duyarl hale
gelmesine; bunun sonucu olarak inflamasyon artisi, kizariklik, yanma ve hassasiyete neden
olmaktadir. Yapilan bir calismada kombine probiyotik ve doksisiklin tedavisinin
inflamasyonu hafiflettigi, hastalik seyrini 1yilestirdigi, derideki sebum seviyesini azalttigi;
bunun yani sira digki mikrobiyotasindaki antibiyotik diren¢ genlerinin azalmasina sebep

oldugu gosterilmistir (Yu ve digerleri, 2024).

AD ve seboreik dermatit gibi deri hastaliklarinda probiyotikler, deri seramid diizeylerini
arttirarak eritem, pullanma, kasint1 gibi semptomlarin azalmasina yardimci olmaktadirlar
(Knackstedt ve digerleri, 2020). Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin gocuk ve
bebeklerdeki AD tedavisine olan etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, probiyotik kullanan
gruplarda, hastalik seyrinde anlamli bir iyilesme tespit edilmistir. Bu etkilerin
probiyotiklerin bagirsak-deri eksenini modiile etmesi, Th1/Th2 immiin dengesini saglamasi,
bagirsak bariyer fonksiyonunu giiclendirmesi etkileriyle olabilecegi diisiiniilmektedir
(Gaikwad ve digerleri, 2025). Axt-Gadermann ve digerleri (2021) gerceklestirdigi ¢ift kor
randomize baska bir calismada 22 hastaya 14 giin boyunca giinliik olarak 9x10° koloni
olusturan birim (KOB) canli laktik asit bakterisi i¢ceren 10 dakikalik banyo uygulanmistir.
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Sonuglar SCORAD (AD degerlendirme parametresi) ile degerlendirilmistir. Degerlendirme
sonuclarina gére AD yaygin semptomlarindan olan kuruluk, kasinti, kizariklik belirtilerinin
anlamli olarak azaldigi, bununla beraber deri mikrobiyomunda yararli bakteri ¢esitliliginde

artis oldugu gozlemlenmistir (Axt-Gadermann ve digerleri, 2021).

Bacillus indicus (HU36), B. subtilis (HU58), B. coagulans (SC208), B. licheniformis
(SL307) ve B. clausii (SC109) probiyotik suslarinin kullanildig1 psoriazisli hastalar tizerinde
yapilan bir ¢alismada probiyotik/prebiyotik kombinasyonu takviye edilen grupta, kontrol
grubuna gore PASI (Psoriazis Area and Severity Index) ve DLQI (Dermatology Life Quality
Index) degerlerinde azalma gozlenmistir. Bununla beraber 12 haftalik destek sonrasi
miidahale grubundaki 15 hastada diski analizi yapilmis ve bagirsak mikrobiyota cesitliliginin
yararli bakteriler agisindan zenginlestigi tespit edilmistir. Calisma sonuglarina gore
probiyotik takviyesi sitokin seviyelerini diizenleyerek anti-inflamatuvar yanit1 iyilestirmis

ve hastalik semptomlarini hafifletmistir (Buhas ve digerleri, 2023).

Probiyotikler, deri mikrobiyotasinin dengelenmesi, deri bariyer lipidlerinin regiilasyonu,
oksidatif stresin baskilanmasi gibi mekanizmalarla deri ilizerinde yaslanma belirtilerinin
yavaglatilmasini hedeflemektedir. Laktik asit bakterilerinin deri yaslanmasi {izerine
etkilerini inceleyen baska bir ¢alismada L. plantarum susunu igeren topikal probiyotik bir
merhemin etkileri incelenmistir. 56 giin boyunca giinde 2 kez 21 goniillii kisiye merhem
uygulanmis, c¢aligma sonunda deri hidrasyonunun arttigi, TESK’in azaldigi, deri
elastikiyetinin artarak kirigikliklarin azaldigi tespit edilmistir (Falholt Elvebakken ve
digerleri, 2023). Bagka bir ¢alismada ise Nitromonas eutropha’nin topikal uygulanmasi
sonucunda, deri kirigikliklar1 ve pigmentasyon tizerinde kozmetik iyilesme durumu
degerlendirilmistir. Prospektif olarak degerlendirilen bu klinik ¢aligmada 7 giin basinda ve
sonunda deneklerden fotograf alinarak deri pigmentasyonu, kirisiklik derinligi ve siddeti
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda pigmentasyon ve kirigiklik parametrelerinin
kisa siireli uygulamaya ragmen anlamli sekilde azaldig: tespit edilmistir (Notay ve digerleri,

2019).

Probiyotiklerin akne lezyonlarina etkisinin incelendigi bir ¢alismada L. paracasei kaynakli
probiyotik tiirev iceren bir losyonun, hafif-orta siddetteki akne vulgaris hastalarina olan
etkileri incelemistir. 104 akne vulgaris hastasinin dort haftalik tedavisinden sonra, hem

probiyotik igerikli losyon grubunda hem de %2,5 benzoil peroksit grubunda eritem indeksi
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ve inflamatuvar akne lezyon sayisi baslangi¢ degerlerine gore anlamli 6l¢iide azalmustir.
Sonuglara gore bu etkilerin, L. paracasei tiirevlerinin C. acnes’e karsi antimikrobiyal etkisi,
proinflamatuvar sitokinlerin baskilanmasi, sebum {iretiminin azalmasi, deri bariyer
fonksiyonunun  desteklenmesi  gibi mekanizmalarla saglandigi  diisiintilmektedir
(Sathikulpakdee ve digerleri, 2022). Baska bir ¢alismada oral probiyotik kullaniminin
etkinligini incelemek amaciyla, 12 haftalik, randomize, ¢ift-kor, plasebo kontrollii klinik bir
arastirma yapilmistir. Calisma sonucunda akne seyri ve lezyon sayisinda plasebo gruba gore

anlaml 6l¢iide azalma gozlenmistir (Eguren ve digerleri, 2024).

Probiyotikler, vajinal Candida enfeksiyonlarinda da iyilestirici rol almaktadir. Yapilan bir
caligmada topikal klotrimazol tedavisine ek olarak L. accidophilus, L. rhamnosus ve sigir
laktoferrini i¢eren oral bir formiilasyonun vajinal kandidiyazis semptomlar1 ve tekrarlamasi
iizerine etkinligi degerlendirilmistir. Tedavi sonrasinda her iki grupta da semptomlarda
belirgin bir iyilesme goriilmiistir. Bunun yami sira yalnizca probiyotik ve laktoferrin
uygulanan kadinlarda hastalik seyrinde belirgin bir iyilesme goézlendigi; 3 ve 6 aylik
periyotlarda meydana gelen kasint1 ve akintida da belirgin bir iyilesme goriildiigl tespit

edilmistir (Russo ve digerleri, 2019).

Probiyotiklerin sa¢ derisine de 6nemli etkilerinin oldugu bilinmektedir. Kafa derisindeki
mikrobiyom dengesinin bozulmasi sonucu deride pullanma, kasinti gibi semptomlarla
kendini gosteren kepek, probiyotik tiirevleri ile hafifletilebilmektedir. Bu baglamda yapilan
bir ¢alismada, kepek sikayeti olan bireyler Bifidobacterium lactis parabiyotigi iceren
sampuant belirli haftalarda uygulamis; kepek siddeti skoru, eritem derecesi, kasint1 siddeti
gibi parametreler degerlendirilmistir. Parabiyotik igeren sampuan kullanan grupta plasebo
grubuna gore kepek siddetinde anlamli azalma gozlenmistir (de Jesus ve digerleri, 2023).
Bu ¢alisma, probiyotik ve postbiyotik kavramlari haricinde inaktive probiyotik olarak
degerlendirilen parabiyotiklerin de bazi deri hastaliklarinda etkili olabilecegini

vurgulamaktadir.

Literatiirde probiyotiklerin yara enfeksiyonlar1 ve bu enfeksiyonlar1 olusturan patojen
mikroorganizmalar lizerinde etkili olabilecegi arastirilmistir. Yara enfeksiyonlarini tedavide
geleneksel antibiyotik tedavisine adjuvan olarak bakteriyofajlar, antimikrobiyal peptidler,
oral-topikal probiyotikler, antikor tedavisi kullanilabilmektedir. Kronik yaralar, cerrahi

yaralar, diyabetik ayak iilserleri, agiz yaralari, basing yaralar1 gibi yaralarda probiyotikler
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kullanilabilmektedir. Probiyotik ve tiirevlerinin yara iyilesmesine katkilari; patojen
mikroorganizmalarla rekabet ederek biyofilm olusumunu engellemeleri, bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal peptitler iiretmeleri, ortam pH’mi1 diistirmek amaciyla laktik asit, hidrojen
peroksit ve reuterin gibi maddeleri sentezlemeleri ve bu yolla patojenlerin quorum sensing
mekanizmalarini inhibe etmeleri gibi ¢esitli mekanizmalarla agiklanmaktadir (Badatula ve

digerleri, 2024; Fijan ve digerleri, 2019; Knackstedt ve digerleri, 2020).

2.6. Bacillus clausii ve Ozellikleri

B. clausii, ya da bir diger adiyla Alkalihalobacillus clausii olarak bilinen, Gram pozitif,
cubuk sekilli, hareketli ve spor olusturan bir bakteridir. Yaygin olarak toprakta bulunmakla
beraber hem aerobik hem de anaerobik ortamlar dahil olmak tizere ¢esitli cevresel kosullarda
gelisebilmektedir (Garcia ve digerleri, 2024). Sporlu yapis1 sayesinde yiiksek 1s1, 151k, UV
radyasyon, mide asidi ve safra tuzlarina maruz kalma gibi kosullara kars1 dayaniklidir.
Bacillus suslari, gida veya farmasdtik preperatlarin bilesenleri olarak kullanildiklarinda
isleme ve depolama sirasinda stabil kalabilmektedir (Khoklova ve digerleri, 2023). Genis
spektrumlu antibiyotik direnci sayesinde tetrasiklin, siprofloksasin gibi antibiyotiklerin
kullanim1 sonrasi gelisen diyare semptomlarini Onlemede Onemli bir bakteridir. B.
clausii’nin 6nemli bir diger ozelligi ise sahip oldugu antibiyotik direncini patojen

mikroorganizmalara aktarmamasidir (Ghelardi ve digerleri, 2022).

B. clausii’nin probiyotik etkileri arasinda gastrointestinal sistemde patojen
mikroorganizmalarin sayilarini azaltarak mikrobiyotayr diizenlemesi sayilmaktadir. Kolit
fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada plaseboya kiyasla S. aureus, Clostridium innocuum,
P. aeruginosa ve ¢esitli Enterobacteriaceae sayilarinda 6nemli azalmalar gozlenmistir
(Khoklova ve digerleri, 2023; Pirozzi ve digerleri, 2023). Bunun yani sira B. clausii, akut
diyare, antibiyotik kaynakli diyare, Rotaviriis kaynakli diyare, nekrotizan enterokolit gibi
hastaliklarin 6nlenmesinde; H. pylori enfeksiyonu olan hastalarda bulanti ve epigastrik
agrinin azaltilmasinda; c¢ocuklarda goriilen irritabl bagirsak sendromu semptomlarinin
hafifletilmesinde ve sebebi bilinemeyen gastrointestinal rahatsizliklarin giderilmesinde
probiyotik olarak onemli etki gostermektedir (Wong-Chew ve digerleri, 2022). Diyarede
gozlenen bagirsak hareketliligini azaltma, ortalama digkilama sayisini, sulu diskilama
sikligin1 azaltma ve buna bagh olarak hastalik seyrini iyilestirmede etkili oldugu

goriilmiistiir (Acosta-Rodriguez-Bueno ve digerleri, 2022). Rotaviriis enfeksiyonlu
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cocuklarda B. clausii kullaniminin etkinligini inceleyen bir ¢alismada 1-5 yas arasi 42 ¢ocuk
incelenmistir. Standart tedavi alan 20 g¢ocuk yaninda kalan 22 kisi B. clausii igeren
probiyotik tedavisi almistir. Hastalar degerlendirilirken diyare, ates, kusma, deri turgorunda
azalma, umblikal ve epigastrik bolgede gozlenen hassasiyet semptomlar1 dikkate alinmis ve
test grubunda kontrol grubuna goére bu semptomlarda anlamli azalmalar goézlenmistir
(Smiian ve digerleri, 2020). Yapilan ¢alismalardan elde edilen kanitlar, B. clausii’nin
bagisiklik hiicreleri, sitokin salgilanmasi ve immiinoglobulin diizeyleri iizerinde
immiinomodiilator etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Acosta-Rodriguez-Bueno ve
digerleri, 2022; Pirozzi ve digerleri, 2023). Immiinomodiilatér ve antioksidatif aktivite
fonksiyonuyla ilgili fareler {izerinde yapilan bir ¢alismada, kolitli farelerde sulfasalazin
tedavisine destek olarak kullanilan probiyotigin kolon dokusunda IL-1p, TNF-a ve NFkB
gibi proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu azalttigt gozlenmistir. Ayrica, kolon
dokusunda glutatyon, glutatyon-S-transferaz, malondialdehit, katalaz, nitrik oksit gibi
antioksidan seviyeleri de incelenmis olup, B. clausii uygulamasindan sonra katalaz ve
glutatyon-S-transferaz seviyelerinin 6nemli Ol¢iide arttigi tespit edilmistir (Zainab ve
digerleri, 2024). B. clausii’nin probiyotik olarak smiflandirilmasini saglayan etki
mekanizmalari arasinda, mukozal bariyer fonksiyonunu saglamasi, mukus iiretimi sayesinde
bagirsak ¢eperine yapisarak burada kolonize olmasi, safra tuzlar1 ve mide asidi gibi salgilara
direngli olmas1 gibi o6zellikleri sayilabilmektedir. Bununla beraber B. clausii,
aminoglikozidler, makrolidler, linkozamidler, kloramfenikol, streptogramin B, rifampisin ve
streptomisine karsi1 direnglidir; bu antibiyotiklere direngli olmasini saglayan genleri diger
bakteri tiirlerine aktarmadigi goriilmiistiir (Acosta-Rodriguez-Bueno ve digerleri, 2022;
Khoklava ve digerleri, 2023). Bu 6zelligi sayesinde antibiyotik tedavisi sonrasit gozlenen
gastrointestinal yan etkilerin 6nlenmesinde B. clausii antibiyotiklerle beraber
kullanilabilmektedir. Pirozzi ve digerleri (2023) yaptig1 bir caligmada, C57/BI6J farelerine
bes giin boyunca oral yoldan yiiksek doz seftriakson uygulanmis ve antibiyotige bagh
bagirsak hasari modeli olusturularak B. clausii’nin bu hasara etkileri incelenmistir. Tedavi
sonunda probiyotigin kolon biitiinliiglinii korumak amaciyla bagirsaktaki siki baglanti
proteinlerinin ekspresyonunu arttirdigi gézlenmis, bagirsak epitel onarimi i¢in ise mukus
sentezinden sorumlu salgi iirlinlerinin gen transkripsiyonunu arttirdigi tespit edilmistir

(Pirozzi ve digerleri, 2023).

Cocuklarda viral diyare vakalarinda ve yetiskinlerde H. pylori oral rehidratasyon tedavisine
destek olarak kullanilabilmektedir (Wong-Chew, 2022). Cocuklarda rotaviriis kaynakl
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diyare vakalarinda mukozal bariyer fonksiyonunu iyilestirmek amaciyla mukin-5AC ve siki
baglant1 proteinlerinden olan okludin ve zonula occludens-1’in ekspresyonunu artirmaktadir

(Paparo ve digerleri, 2020).

2.7. Bacillus clausii’nin Deri Saghg Uzerinde Antimikrobiyal Etkileri

Probiyotik mikroorganizmalarin antimikrobiyal etkilerine iligkin son yillarda yapilan
caligmalar, bu etkinin biiylik Olclide salgiladiklar1 antimikrobiyal peptitler araciligiyla
gerceklestigini ortaya koymaktadir. Antimikrobiyal peptitler genel olarak ribozomlar
tarafindan sentezlenen peptitler ve ribozomal olmayan mekanizmalarla sentezlenen
bilesikler olmak iizere iki ana grupta degerlendirilmektedir. Ribozomal olarak sentezlenen
antimikrobiyal peptitlerin en Onemli grubunu bakteriyosinler olusturmaktadir.
Bakteriyosinler, bazi bakteri ve arkeler tarafindan ribozomal mekanizma ile sentezlenen ve
belirli konsantrasyonlarda antimikrobiyal aktivite gosterebilen protein yapili toksinlerdir
(Negash ve Tsehai, 2020). Bu bilesiklerin genetik olarak kodlanabilir olmasi, hedef
mikroorganizmalara karsi segici etki gostermeleri ve genel olarak diisiik toksisiteye sahip
olmalari, onlart hem biyoteknolojik uygulamalar hem de tibbi arastirmalar agisindan 6nemli
biyolojik ajanlar haline getirmektedir. Molekiiler yapilarina ve biyokimyasal 6zelliklerine
gore bakteriyosinler {ic ana siifa ayrilmaktadir. Translasyon sonrasi modifikasyonlara
ugramis ve genellikle lanbiyotik olarak adlandirilan kiigiik peptitler Sinif 1°1 olustururken,
modifikasyona ugramamis ancak 1siya dayanikli kiigiik peptitler Simif 2 grubunda yer
almaktadir. Daha yliksek molekiiler agirliga sahip ve genellikle 1s1ya duyarl protein yapili
bakteriyosinler ise Sinif 3 olarak siniflandirilmaktadir (Caulier ve digerleri, 2019; Nicolas,

2025).

Bakteriyosinlerin antimikrobiyal etkileri farkli biyolojik mekanizmalar araciligiyla ortaya
cikabilmektedir. En sik gozlenen etki bicimi, hedef mikroorganizmanin hiicre zarina
baglanarak membranda por olusumuna yol agmasidir. Bu silire¢ sonucunda hiicre ici
metabolitler dis ortama sizmakta, iyon dengesi bozulmakta ve membran depolarizasyonu
meydana gelmektedir. Bu fizyolojik bozulmalar nihayetinde hiicre Oliimiine neden
olmaktadir. Bunun yani sira bazi bakteriyosinlerin hiicre duvari biyosentezinde énemli bir
ara molekiil olan lipid II’ye baglanarak peptidoglikan sentezini engelledigi bildirilmektedir.
Diger bazi bakteriyosinler ise hedef hiicre icerisine girerek DNA, RNA ve protein sentezini

inhibe edebilmekte ve boylece mikrobiyal ¢ogalmay1 baskilayabilmektedir (Ahire ve
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digerleri, 2020; Negash ve Tsehai, 2020; Simons ve digerleri, 2020). Antimikrobiyal direng
oranlarinin giderek artmasi nedeniyle bu tiir mekanizmalar, bakteriyosinleri alternatif

antimikrobiyal stratejiler agisindan 6nemli aday molekiiller haline getirmistir.

Bakteriyosin tiretimi Ozellikle Bacillus cinsi gibi spor olusturabilen bakterilerde yaygin
olarak gozlenen bir 6zelliktir. Spor olusturan probiyotiklerde sentezlenen biyoaktif ikincil
metabolitler genel olarak ribozomal olarak sentezlenen peptitler, ribozomal olmayan
peptitler, poliketidler ve ucucu organik bilesikler olmak Ttizere dort temel grupta
incelenmektedir. Bu metabolitler arasinda ribozomal olarak sentezlenen antimikrobiyal
peptitler (bakteriyosinler) Bacillus tiirleri i¢in 6nemli bir yer tutmaktadir. Bacillus
tirlerinden elde edilen bakteriyosinlerin dnemli bir kisminin genis bir pH araliginda stabil
kaldig1 ve yiiksek sicakliklara karsi direngli oldugu bildirilmektedir. S6z konusu ikincil
metabolitlerin {iretimi g¢ogunlukla bakteri biliylime dongiisiiniin duragan fazinin son
asamalarinda gergeklesmekte ve bir¢ok durumda spor olusum siireciyle es zamanli olarak
artis gostermektedir. Bu metabolitler dogrudan hiicresel biiyiime veya ¢ogalma siireclerinde
gorev almasa da mikroorganizmalarin c¢evresel rekabet giiclinii artirarak diger
mikroorganizmalar {izerinde baski kurmalarini saglamaktadir (Acosta-Rodriguez-Bueno ve
digerleri, 2022). Bacillus spp. ve 6zellikle B. clausii tarafindan iretilen bu peptitler, kisa
aminoasit Onciillerinden sentezlenmekte ve translasyon sonrasinda gesitli biyokimyasal
modifikasyonlara ugrayarak biyolojik olarak aktif hale gelmektedir. Genellikle 10 kDa’dan
daha diisiik molekiiler agirliga sahip olan bu bilesikler belirli patojen mikroorganizmalara
kars1 bakteriyostatik veya bakterisidal oOzellik gosterebilmektedir. Bunun yam sira
bakteriyosinlerin  yalnizca antimikrobiyal aktivite gdstermedigi, ayni zamanda
mikroorganizmalar arasi iletisimde rol oynayan quorum sensing mekanizmalar1 ve hiicre
lizisi gibi bazi metabolik siireglerde de gorev alabildigi bildirilmektedir (Caulier ve digerleri,

2019; Nicolas, 2025).

Etki mekanizmalar1 incelendiginde Bacillus kokenli bakteriyosinlerin de diger
bakteriyosinlerde oldugu gibi ¢ogunlukla hedef mikroorganizmanin hiicre zarina baglanarak
membranda por olusturdugu ve bdylece hiicre iceriginin dis ortama sizmasina neden oldugu
goriilmektedir. Baz1 Bacillus tiirlerinin hiicre duvari biyosentezinde rol oynayan metabolik
stirecleri inhibe ettigi ve ozellikle peptidoglikan sentezinde kritik 6neme sahip lipid II ara
molekiiliiniin olusumunu baskiladigi bildirilmektedir (Bouhss ve digerleri, 2009; Simons ve

digerleri, 2020). Bu mekanizmalar sayesinde Bacillus kaynakli bakteriyosinler yalnizca
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klinik alanda degil, ayn1 zamanda gida giivenligi ve tarimsal biyoteknoloji alanlarinda da
onemli uygulama potansiyeline sahiptir. Nitekim Bacillus kokenli bakteriyosinlerin gida
iirlinlerinde koruyucu ajan olarak kullanilmasi, tibbi uygulamalarda antibiyotiklere alternatif
antimikrobiyal bilesiklerin gelistirilmesi ve tarim sektoriinde bitki patojenlerinin kontrol
altina alinmasi gibi ¢esitli alanlarda degerlendirildigi bildirilmektedir (Basi-Chipalou ve
digerleri, 2022; Mercado ve Olmos, 2022).

B. clausii tarafindan firetilen bakteriyosinler arasinda en dikkat ¢eken bilesiklerden biri
clausin olarak adlandirilan lanbiyotiktir. Clausin diisiik molekiiler agirliga sahip bir Smif I
bakteriyosin olup yapisal olarak epidermin benzeri bir lanbiyotik olarak tanimlanmaktadir.
Bu peptidin antimikrobiyal etkisinin temel mekanizmasinin bakteriyel hiicre duvari
biyosentezinde rol oynayan lipid ara maddesi C55-PP-GIcNAc’a baglanarak peptidoglikan
sentezini inhibe etmesi oldugu bildirilmektedir (Bouhss ve digerleri, 2009; Dixit ve digerleri,
2023). Cesitli aragtirmalar B. clausii’nin 6zellikle duragan biiyiime fazinda bakteriyosin
dretiminin arttigin1 ve bu {iretimin ¢ogu zaman spor olusumu ile paralel olarak
gergeklestigini gostermistir (Acosta-Rodriguez-Bueno ve digerleri, 2022). Bununla birlikte
yapilan ¢aligmalar, B. clausii tarafindan sentezlenen antimikrobiyal bilesiklerin bazi 6nemli
patojen mikroorganizmalar iizerinde inhibitor etki gosterebildigini ortaya koymustur.
Ozellikle S. aureus gibi klinik agidan énemli patojenlerin B. clausii kaynakli antimikrobiyal

bilesiklere duyarli olabildigi bildirilmektedir (Fateminasab ve digerleri, 2023).

Ahire ve digerleri (2020) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada B. clausii UBBCc-07
susundan elde edilen clausinin ¢esitli Gram pozitif bakteriler lizerindeki antimikrobiyal
etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada clausinin M. luteus, Enterococcus faecium,
Streptococcus faecalis, C. difficile, S. aureus ve MRSA suslarina karsi 10 mm’den biiyiik
inhibisyon zonlar1 olusturdugu gézlenmistir. Buna karsin Gram negatif bakteriler olan E.
coli ve P. aeruginosa iizerinde belirgin bir antimikrobiyal aktivite saptanmadigi
bildirilmistir (Ahire ve digerleri, 2020). Bu bulgular, B. clausii kaynakli bakteriyosinlerin
ozellikle Gram pozitif patojenlere karsi etkili olabilecegini ve probiyotik bakteriler
tarafindan tretilen antimikrobiyal peptitlerin alternatif terapotik stratejiler gelistirilmesinde

onemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Bu 6zellikleri goz oniinde bulunduruldugunda B. clausii ve diger Bacillus tiirleri tarafindan

iiretilen bakteriyosinlerin, artan antibiyotik direnci problemi karsisinda yeni antimikrobiyal
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ajanlarin  gelistirilmesi  agisindan  dikkat cekici  biyolojik molekiiller oldugu
degerlendirilmektedir. ~ Probiyotik  ozellikleri ile birlikte ele alindiginda bu
mikroorganizmalarin hem insan sagligi hem de endiistriyel uygulamalar agisindan énemli
biyoteknolojik potansiyel tasidig1 goriilmektedir (Basi-Chipalou ve digerleri, 2022; Mercado
ve Olmos, 2022).

2.8. Bacillus clausii’nin Deri Saghg1 Uzerinde Antikanser Etkileri

Probiyotik mikroorganizmalar ve tlirevleri, yalnizca gastrointestinal sistem sagligi iizerinde
degil, bununla beraber kanser gelisimi ve tiimor olusumu lizerinde de ¢esitli biyolojik etkiler
gosterebilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, probiyotiklerin immiin sistem
modiilasyonu, inflamasyonun azaltilmasi ve Onlenmesi, oksidatif stresin baskilanmasi,
apoptotik mekanizmalarin aktive edilmesi gibi ¢ok yonlii mekanizmalarla antikanser aktivite
gosterebildigini ortaya koymustur (Slizewska ve digerleri, 2020; Ahmad ve digerleri,
2025). Bu baglamda, B. clausii, spor olusturan ve olumsuz kosullara karsi1 dayanikli bir
probiyotik susu olarak, bagisiklik sistemi tlizerindeki diizenleyici etkileri ve metabolik

aktivitesi sayesinde potansiyel bir antikanser ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.

Probiyotiklerin kanser hiicreleri iizerindeki etkilerini inceleyen ¢aligmalar farkli probiyotik
suslarinin ~ timor  hiicrelerinin  proliferasyonunu  baskilayabildigini  ve apoptozu
indiikleyebildigini gdstermistir (Tambe ve digerleri, 2025). insan kolerektal hiicre hatti
tizerinde gerceklestirilen bir ¢alismada B. clausii ve diger bazi probiyotik suslarinin
sitotoksik etkileri incelenmis, 6zellikle B. clausii susunun kanser hiicreleri {izerinde belirgin
antiproliferatif etki gosterdigi bulunmustur. Yine ayn1 ¢aligmada probiyotik uygulamasinin
transkripsiyon faktorii Jun (CJUN) ve kaspaz-9 (CASP-9) gibi apoptotik yolaklarla iliskili
genlerin ekspresyonunu artirdigi ve Bcl-6 gibi anti-apoptotik genlerin salgilanmasini
azalttigr bildirilmistir. Elde edilmis olan bu sonuglar probiyotiklerin kanser hiicreleri
izerinde apoptotik sinyal yolaklarini aktive ederek hiicre 6liimiinii gergeklestirebilecegini

diisiindiirmektedir (Yenuganti ve digerleri, 2021).

Probiyotiklerin son yillarda neoplastik patolojilerin tedavisine destek olarak yardimci
maddeler seklinde eklenebilecegi arastirilmaktadir (Sankarapandian ve digerleri, 2022).
Probiyotiklerin antikanser etkileri yalnizca canli hiicreleri araciligiyla meydana gelmemekle

beraber, ayn1 zamanda bu bakterilerin iirettikleri metabolitler ve hiicre dis1 bilesenler
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araciligiyla da ortaya gikabilmektedir. Ilgili metabolitler arasinda kisa zincirli yag asitleri,
antimikrobiyal peptidler, ¢esitli enzimatik yan iirlinler yer almaktadir. Bu molekiillerin
timor hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilayabilecegi ve inflamatuar yanit1 azaltabilecegi
distintilmektedir. Probiyotik siipernatantlariin kanser hiicreleri lizerinde antiproliferatif
etki gosterdigini inceleyen calismalar bu bakterilerin {irettigi biyolojik molekiillerin

potansiyel terapotik ajanlar olabilecegini diisiindiirmektedir (Dolati ve digerleri, 2021).

B. clausii’nin antikanser potansiyeli, immiin sistem tizerindeki diizenleyici etkileri ile de
iliskilendirilebilmektedir. Probiyotiklerin makrofaj aktivasyonu, sitokin iiretimi ve T
hiicreleri lizerinde immiin cevab1 diizenleyici etkileri bilinmektedir. Bu tiir
immiinomodiilator etkiler tiimor gelisimi esnasinda 6nemli rol oynayan inflamatuar
stireclerin diizenlenmesine katkida bulunabilmektedir. Bu gibi etkilerinin yani sira B.
clausii’nin gastrointestinal sistemde patojen mikroorganizmalarla rekabet ederek
mikrobiyota dengesini korudugu ve inflamatuar siiregleri baskiladigi bilinmektedir. Bu
ozelliklerin kronik inflamasyonla iligkili kanser gelisimi agisindan onemli bir koruyucu

mekanizma olarak degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir (Lima ve digerleri, 2024).

Siklikla goriilen deri kanserlerinden biri olan malign melanom yiiksek metastaz
potansiyeline sahip maligniteler arasindadir (Vitali ve digerleri, 2022). Son yillarda
probiyotiklerin melanom hiicreleri iizerindeki etkileri arastirilmaktadir. Probiyotiklerin
melanom {izerindeki etkileri birka¢ temel mekanizma ile agiklanmaktadir. Bunlar arasinda;
apoptotik sinyal yolaklarinin aktive edilmesi, oksidatif stresin azaltilmasi ve immiin yanitin
diizenlenmesi yer almaktadir. Bunun yani sira probiyotiklerin {iirettigi metabolitler
antioksidan 6zelliktedir ve inflamatuar sitokin iiretimini azaltmakta ve bu sekilde timor
gelisimini destekleyen inflamatuar siiregleri baskilayabilmektedirler. Bununla beraber,
probiyotiklerin bagisiklik sistemini aktive ederek tiimor hiicrelerinin immiin sistem
tarafindan taninmasini ve elimine edilmesini kolaylastirabilecekleri diistiniilmektedir.
Melanom hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalar bazi probiyotiklerin tiimor hiicrelerinin
olusum ve artisint  baskilayabildigini ve apoptoz hiicrelerini indiikleyebildigini
gostermektedir (Alexander ve digerleri, 2017). Budu ve digerlerinin (2024) A375 melanom
hiicre hatt1 iizerinde gergeklestirdigi bir caligmada, L. plantarum uygulamasinin hiicre
canliligini belirgin sekilde azalttig1 ve apoptotik mekanizmalar aktive ettigi belirlenmistir.
Calismada probiyotik uygulamasinin pro-apoptotik Bcl-2 iliskili X proteini (BAX)

ekspresyonunu artirdig1 ve anti-apoptotik Bcl-2 protein diizeyini azalttig, ayrica Poli (ADP-
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riboz) polimeraz (PARP) aktivasyonu ile iliskili apoptotik siiregleri tetikledigi bildirilmistir.
Bu sonuglar probiyotik bakterilerin melanom hiicrelerinde programlanmis hiicre 6limiini

indiikleyebilecegini gostermektedir (Budu ve digerleri, 2024).

Yapilan bazi ¢caligmalar melanom ve deri mikrobiyomu arasinda énemli bir iliski oldugunu
vurgulamaktadir. Deri mikrobiyotasinin hasar gormesi, ¢esitli deri hastaliklarini
tetikleyebilmektedir (Jiminez ve Nabiha, 2023). Bu sebeple oral veya topikal olarak
probiyotiklerin kullaniminin, deri kanserlerinin 6dnlenmesi ve tedavisinde 6nemli oldugu
distintilmektedir (Makaranka ve digerleri, 2022). Bunun yani sira, tedavi agisindan
probiyotik ve prebiyotikler, ultraviyole radyasyon kaynakli deri hasarindan korunmada yeni
bir potansiyel olarak arastirilmaktadir (Patra ve digerleri, 2020). Yapilan bir ¢alismada L.
reuteri’nin ultraviyole kaynakli radyasyon sonucu olusan deri hasar ve inflamasyonda anti-
inflamatuar etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Fareler iizerinde yapilan baska bir ¢calismada
ise L. plantarum’un oral yolla alinmasinin farelerde ultraviyole kaynakli kalinlagmis olan
epidermal tabakanin incelmesinde etkili oldugu goriilmiistiir (Makaranka ve digerleri, 2022).
Bununla beraber bazi probiyotik suslarmin deriyi UV hasardan koruyabilecek maddeler
sentezledigi tespit edilmistir. Ornegin B. thuringiensis ve P. putida’nin rekombinant
suglarmin UV maruziyete karsi daha direngli olduklari fark edilmistir. Bu etkilerinin
melaninin yani sira ¢esitli antioksidan bilesenler sentezleyerek yaptiklart disiiniilmektedir
(Peyrat ve digerleri, 2019). Baska bir ¢alismada deri mikrobiyotasinda da yer alan
Malassezia furfur kolonilerinin UV emici bir alkaloid olan pityriacitrin retebildigi
gozlenmistir (Patra ve digerleri, 2020). Daha yaygin olarak kullanilan bir probiyotik olan L.
helveticus siipernatantinin deriye topikal uygulanmasinin HaCaT hiicrelerinde antioksidan
etkileri tespit edilmistir, bunun yami sira SKH-1 tiiysiiz farelerde topikal uygulama
sonucunda TESK’i azalttigi ve UV maruziyet kaynakli epidermal kalinlagmay iyilestirdigi

tespit edilmistir (Rong ve digerleri, 2017)

Literatiirde B. clausii’nin dogrudan deri kanser hiicreleri {izerindeki etkileyen ¢alismalar
sinirlt olmakla beraber probiyotiklerin genel antikanser mekanizmalar1 ve Bacillus tiirlerinin
antikanser etkilerini ortaya koyan g¢alismalar, B. clausii’nin de benzer mekanizmalarla

potansiyel antikanser aktivite gosterebilecegini diisiindlirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Mikroorganizmalar ve Hiicre Hatlar:

Mikroorganizmalar

« Bacillus clausii (O/C (CNCM 1-276), N/R (CNCM 1-274), SIN (CNCM 1-275) ve T
(CNCM 1-273))

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

o Kilebsiella pneumoniae ATCC 700603

« Enterococcus faecalis ATCC 29212

o Cutibacterium acnes ATCC 11828

e Micrococcus luteus ATCC 10240

« Staphylococcus aureus ATCC 25223

« Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

o Streptococcus pyogenes ATCC 196151

« Candida albicans ATCC 10231

Hiicre Hatlar
o Insan malign melanom hiicre hatt1 (A375)
e Human adult low calcium high temperature keratinocytes (HaCaT: insan derisi,

oliimsiizlestirilmis keratinosit hiicre hatt)

3.2. Kullamilan Kimyasallar ve Besiyerleri

e Miiller Hinton Broth (MHB)

o Triptik Soy Broth (TSB)

o Triptik Soy Agar (TSA)

« Fetal Bovine Serum (FBS)

« Kalp Beyin Infiizyon (KBI)

e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

e Antibiyotik/Antimikotik ¢ozelti

o Kanli Agar

o RPMI besiyeri i¢in RPMI ve MOPS; pH ayar1 i¢in NaOH ve HCI
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o Tetrasiklin

e Flukonazol

o Dimetil siilfoksit (DMSO)
« Brucella Broth Besiyeri

o Glikoz

e Hemin

e Vitamin K

3.3. Kullanilan Cihazlar

o Steril Mikrobiyolojik Giivenlik Kabini (Chemocell LRCCX-UV, Classll)
e Ultrasonik Banyo (Kotterman, 3165)

e Otoklav (Niive, OT4060)

e Hassas terazi (Shimadzu, AW320)

e Su banyosu (Kotterman, 3165)

e Pastor firmi (NEL, Heraeus, NR900)

e Kurutma firin1 (Heraeus, FB420)

e Vortex (Firlabo, V3000F)

e Inkiibatdr (Jouan, EB115)

e Karbondioksitli inkiibator (Niive, EC160)

o [siticilt manyetik karistirici (Biosan, MSH300)

e pH metre (Hanna, H15522-02)

e Derin dondurucu (Ugur, UDD 200 BKYS)

e Buzdolab1 (Indesit No Frost)

e Spektrofotometre (SpectraMax i3x)

e McFarland densitometre cihazi (Biosan)

e Floresan Atagmanli Inverted Mikroskop (Leica, DMI 4000 B)
e Liyofilizator (CHRIST Alpha 2-4 LSCplus)

3.4. Bakterilerin Uretilmesi

B. clausii sporlar1 (O/C (CNCM 1-276), N/R (CNCM 1-274), SIN (CNCM 1-275) ve T
(CNCM 1-273)) ticari probiyotik (Enterogermina™) olarak eczanelerden temin edildi. Bir
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kapsiil bakteri TSB sivi besiyerine eklenerek 37 °C’de 48 saat aerobik ortamda dondiiriilerek
inkiibe edildi ve sporlarin vejetatif hale donmesi saglandi. Elde edilen sivi1 kiiltiirden TSA
yiizeyine tek koloni ekim yapilarak saf koloniler elde edildi. Elde edilen koloniler Gram
boyama ve biyokimyasal testler araciligiyla dogrulandi. Mikroorganizmalar, American Type
Culture Collection (ATCC)’dan temin edilmis standart suslar olarak kullanildi. Bu amagla,
Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan P. aeruginosa ATCC
27853, K. pneumoniae ATCC 700603, E. faecalis ATCC 29212, C. acnes ATCC 11828, M.
luteus ATCC 10240, S. aureus ATCC 25223, S. epidermidis 12228, S. pyogenes ATCC
19615 ve C. albicans ATCC 10231 kullanildi.

C. acnes kat1 besiyeri i¢in Brucella Agar otoklavda steril edildi, 45°C sicakliga geldiginde
icerisine %5 v/v koyun kani, 0,5 pg/mL hemin ve 0,1 pg/mL vitamin K ilave edildikten
sonra kati besiyeri hazirlandi. Sivi besiyeri olarak ise Kan Beyin Inflizyon (KBI)
kullanildi. C. albicans i¢in kati besiyeri olarak TSA, siv1 besiyeri olarak MOPS tamponu
eklenmis RPMI besiyeri hazirlandi, IM NaOH ile pH 7’ye ayarlandi ve membran filtre ile
steril edildi. S. pyogenes i¢gin ise kanli agar hazirlanarak kullanildi. Diger mikroorganizmalar
icin kat1 besiyeri olarak TSA, s1v1 besiyeri olarak ise katyon ilaveli Miiller Hinton Broth

(KIMHB) tercih edildi.

Aerobik bakteriler -80°C’de %10 gliserinli TSB igerisinde; anaerobik C. acnes ise %20 skim

milk igerisinde sakland.

3.5. Liyofilizasyon

TSA’da elde edilen B. clausii kolonileri 10 mL TSB ve 10 mL MHB igerisinde bakteri
yogunlugu 108 KOB/mL’ye ayarlanarak 48 saat boyunca donerek inkiibe edildi. Tki farkli
besiyeri (TSB ve MHB) kullanilarak, besiyeri kompozisyonunun probiyotigin ortama
salgiladig1 metabolitler iizerindeki etkisi degerlendirildi. Inkiibasyon sonunda siipernatant
elde etmek amaciyla 4100 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek, elde edilen iist siv1 0,22
mikrometre por ¢apli membran filtrelerden filtre edildi. Elde edilen 10 mL filtrat {izerine
500 mg kriyoprotektan trehaloz ilave edilerek karistirildi. Liyofilizasyon islemi Christ marka
laboratuar Olcekli liyofilizator cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Liyofilizasyon iglemi
oncesinde yaklasik 10 mL alinan 6rnekler 3 saat boyunca -80°C’de bekletilerek kurutuldu.

Liyofilizasyon islemi -75°C’de 0,0012 mbar basing altinda 72 saat uygulandi. Daha sonra
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elde edilen toz 1 mL distile su igerisinde ¢oziilerek antimikrobiyal aktivite testleri (disk
difiizyon, kuyu difiizyon, s1v1 mikrodiliisyon (MIK) ve MTT (metil tiyazol tetrazolyum)

deneylerinde kullanildi.
3.6. Antimikrobiyal Etkinligin Belirlenmesi
3.6.1. Disk difiizyon yontemi

Mikroorganizmalar (P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecalis, C. acnes, M. luteus, S.
aureus, S. epidermidis, S. pyogenes ve C. albicans) uygun besiyerlerine tek koloni yontemi
ile ekilerek uygun kosullarda inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda elde edilen kolonilerden
108 KOB/mL mikroorganizma inokulumu ayarlamas1 yapildi. Bunun icin McFarland
densitometre cihazi kullanildi. Elde edilen mikroorganizma inokulumlarina steril bir
ekiivyon daldirilarak uygun besiyeri yiizeyine yaygin ekim yapildi. Besiyeri olarak aerobik
bakteriler igin MHA, C. albicans igin %2 dekstroz ve 0,5 pg/ml metilen mavisi igeren MHA,
C. acnes i¢in 6zel kanli agar ve S. pyogenes i¢in kanli agar kullanildi. 10 dakika kadar ekilen
bakterinin besiyeri yiizeyinde kurumasi beklenildi. 3 adet bos disk tizerine 10’ar uL B.
clausii’nin siipernatanti, pozitif kontrol olarak uygun bir antibiyotik (bakteriler i¢in
tetrasiklin 3 pg/mL, mantar i¢in 2,5 pg/mL flukonazol ¢ozeltilerinden 10’ar pL diske
emdirildi) ve negatif kontrol olarak liyofilize edilip 1 mL distile suda ¢dziilen besiyeri iceren
cozeltiden eklendi. Disklere emdirilen maddelerin kurumasi beklendikten sonra steril pens
yardimi ile birbirlerinden ve kati besiyeri kenarlarindan uygun uzakliklarda yerlestirildi. Bir
giin boyunca etiivde 37°C’de C. acnes 48 saat boyunca anaerobik, diger mikroorganizmalar
ve C. albicans ise 24 saat boyunca aerobik kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonucunda elde edilen inkiibasyon zon ¢aplar1 kumpas ile dlgiilerek kaydedildi.
3.6.2. Kuyu difiizyon yontemi

Mikroorganizmalar uygun besiyeri iizerine tek koloni yontemi ile ekilerek inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonucunda elde edilen kolonilerden SF icerisinde 108 KOB/mL bakteri
ayarlamasi yapildi. Bunun i¢in McFarland densitometre cihazi kullanildi. Elde edilen bakteri
inokuluma steril bir ekiivyon daldirilarak ve kuyu difiizyon testi i¢in kullanilan uygun
besiyerleri yilizeyine yaygin ekim yapildi. 10 dakika kadar ekilen mikroorganizmanin

besiyeri yiizeyinde kurumasi beklendikten sonra; kuyular agilarak igerisine 100 uL B. clausii
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stipernatantlarin liyofilizati, negatif kontrol olmasi agisindan 100 pL TSB veya MHB
liyofilizat1 ve pozitif kontrol amaciyla 100 pL tetrasiklin (0.3 pg/ml) (C. albicans i¢in 0.25

ug/ml flukonazol) kuyulara eklendi ve 24 saat inkiibasyon sonucunda sonuglar kaydedildi.
3.6.3. Sivi mikrodiliisyon deneyi

ATCC’den temin edilmis ve Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Kiiltiir Koleksiyonu’nda
bulunan mikrooganizma suslar1 uygun besiyerine tek koloni yontemi ile ekildi ve uygun
bilyiime sartlarinda inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra, Serum Fizyolojik (SF)
icerisinde McFarland cihazi ile bakteri yogunlugu 0,5’e¢ (=108 KOB/mL) ayarlandi. C.
albicans i¢in McFarland 0,7-0,8 (=10° KOB/mL) yogunluga ayarlama yapildi. MiK deneyi
icin 96 kuyulu U-tabanli mikroplaklar kullanildi. C. acnes i¢in KBI, C. albicans i¢in RPMI
besiyeri kullanildi. Hazirlanan besiyerleri birinci kuyu hari¢ her kuyuya 50 pL. hacminde
konuldu, ardindan B. clausii siipernatanti ve pozitif kontrol olarak antibiyotikler (C.
albicans igin flukonazol, bakteriler i¢in tetrasiklin), ilk kuyulara 100 uL. hacminde konularak
KIMHB igerisinde ¢ift katl seri diliisyonlar: yapildi. Son asamada, 10° KOB/mL’ye
seyreltilen bakteri veya 10° KOB/mL’ye seyreltilen C. albicans inokulumlari her kuyuya 50
pL olacak sekilde ilave edildi. Birkag kuyu ise sterilite ve lireme kontrolii olarak ¢alismaya
dahil edildi. C. acnes igeren mikroplaklar anaerob jar igerisinde 48 saat, diger
mikroorganizmalar 37 °C’de 18-20 saat inkiibasyona birakildi. Uremenin gdzlenmedigi en

diisiik konsantrasyon MiK olarak kaydedildi. Deneyler ii¢ kez tekrar edildi.
3.6.4. Time-kill (zamana bagh 6ldiirme) analizi

Zamana bagl 6ldiirme analizi ile bakterisidal veya bakteriyostatik etkinin tespiti amaciyla,
stvi mikrodiliisyon deneyinde pozitif sonug veren P.aeruginosa, E. faecalis; Gram pozitif
bir bakteri olan S. aureus ve bir maya tiirii olan C. albicans mikroorganizmalar1 segildi. P.
aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25223 ve C. albicans
ATCC 10231 1 giin 6nceden tek koloni ekim yoOntemiyle ekilip inkiibe edildi. 24 saat
inkiibasyon sonucunda elde edilen kolonilerden SF igerisinde 108 KOB/ml bakteri
ayarlamas1 yapildi. Bunun i¢in McFarland densitometre cihazi kullanildi. Ardindan 108
KOB/mL’ye ayarlanan bakteriler, zamana bagl 6ldiirme metodu i¢in 2x10® KOB/mL’ye
ayarland1. Bunun i¢in 108 KOB/mL bakteri yogunlugundaki inokulumdan 200 uL almip 9.8
mL KIMHB igerisine ilave edilerek 10 mL’ye tamamlandi. C. albicans ise 2x10° KOB/mL
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yogunluga ayarlandi. Hazirlanan bu bakteri ¢ozeltisinden 500 pL alinarak eppendorf tiipiine
aktarildr; tizerine 1 mL SF ile ¢oziindiiriilmiis B. clauisii stipernatantindan 500 pL ilave
edildi. Kontrol amaciyla sadece besiyeri ve patojen mikroorganizma igeren eppendorf tiipleri
de ayn1 metodla hazirlandi. Patojen mikroorganizmalar1 ve B. clausii siipernatantini igeren
bu tiipler 37°C’de rotator ile dondiiriilerek 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince
tiiplerden 0, 2, 4, 6 ve 24. saatlerde 6rnekler alind1 ve on katli seri diliisyonlar1 SF igerisinde
yapilarak diliie edildi. Siipernatant ve kontrol tiipleri i¢in seyreltmelerden 10 pul alindi ve
TSA ylizeyine damlatma yontemi ile tatbik edildi. 37 °C 24 saat inkiibasyonun ardindan
koloniler sayilarak kaydedildi. Deneyler ii¢ kez tekrar edildi.

3.7. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi (Bradford Yontemi)

B. clausii siipernatanti toplam protein konsantrasyonu, Bradford protein tayin yontemi
kullanilarak mikroplak igerisinde belirlendi. Bu yontemde, Coomassie Brilliant Blue G-250
boyasinin proteinlere baglanmasi sonucu meydana gelen renk degisimi spektrofotometrik
olarak o¢lgiildi. Standart protein olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanildi ve 100—
1500 pg/mL konsantrasyon araliginda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir standart ve
bilinmeyen ornekten 5 uL, 96 kuyucuklu mikroplagin ilgili kuyularina pipetlendi. Ardindan
her kuyucuga 200 pL Bradford reaktifi eklendi ve plaka 30 saniye siireyle plaka
calkalayicida homojen sekilde karistirildi. Karisim, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildikten sonra, mikroplaka okuyucuda 595 nm dalga boyunda absorbans Ol¢timleri
gerceklestirildi. Kor kuyucuklarina ait ortalama absorbans degerleri, tiim standart ve 6rnek
kuyucuklarinin absorbans degerlerinden c¢ikarilarak kor-diizeltmeli olgiimler elde edildi.
BSA standartlarina ait kor-diizeltmeli absorbans degerleri, konsantrasyonlarina (pug/mL)
kars1 grafige gecirilerek standart egri olusturuldu. Elde edilen standart egri kullanilarak B.

clausii siipernatantlarinin protein konsantrasyonlari hesaplandi.

3.8. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

3.8.1. A375 hiicre hatti kullanilarak antikanser etkinligin degerlendirilmesi

Insan melanoma hiicre hatti olan A375 kullanildi. Hiicre hatt DMEM, 10%FBS ve %1

antibiyotik/antimikotik soliisyonu ile hazirlanmis besiyerinde iiretildi ve kontaminasyon
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kontrolleri diizenli olarak yapildi. Hiicreler -80°C’de dondurma sivist (DMEM+%10
DMSO) igerisinde saklandi.

Hiicrelerin canlandirma isleminde hiicreler, hazirlanan hiicre besiyeri igerisinde CO2’li
etlivde 37 °C’de inkiibe edildi. 24 saat sonunda iist s1v1 atilarak hiicreler PBS ile yikandi,
daha sonra tripsin EDTA ilave edilerek hiicrelerin yilizeye kalkmasi saglandi. Kaldirilan
hiicreler 5 ml hiicre besiyeri ile santrifiij edilerek tripsin EDTA’nin uzaklastirilmas: ve
hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Tripsin EDTA igeren {ist sivi tekrar uzaklastirilarak hiicre
iizerine besiyeri eklendi ve flaska alinarak 37 °C’de inkiibasyona birakildi. 2 giin sonucunda

iireyen hiicrelere ayni islemler yapilarak sayim i¢in hazirlandu.

Hiicreler thoma lami1 kullanilarak sayildi. Sayim iglemi i¢in 10 pL hiicre 10 pL Tripan mavisi
ile seyreltilerek Thoma lamu {izerine ilave edildi ve inverted mikoskopta 40X’te sayildi.
Sayim islemi sonrasi hiicre sayisin1 hesaplamak ve 96 kuyulu mikroplaklara esit oranda ilave

edebilmek icin agsagidaki formiil kullanildi:

Hiicre/mL= Ortalama Hiicre Say1s1 x 2 X 10*

Sayilan hiicreler 96 kuyulu diiz taban mikroplaklarin kuyularma 10* hiicre/mL olarak
eklendi. Bir giin boyunca 37 °C’de CO2’li etiivde inkiibasyona birakilan hiicrelerin {ist sivisi
uzaklastirildi ve hiicrelerin lizerine B. clausii siipernatanti1 ya da kontrol olarak besiyeri ilave
edilerek 24 saat tekrar inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicre canliligit MTT testi ile
belirlendi. Bunun i¢in PBS igerisinde 0,5 mg/mL MTT soliisyonu hazirlanarak tiim kuyulara
90 pL fenol red igermeyen DMEM ve 10 uLL MTT soliisyonu eklendi. 3 saat CO2’li etiivde
inkiibasyon sonucunda iist sivilar uzaklastirildi ve boyanin ¢oziinmesi i¢in ortama 100 pL
DMSO eklendi. 20 dakika boyunca mikroplak calkalayicida bekletildikten sonra boyanin
¢ozlindiindiigiinden emin olunup mikroplak okuyucuda 570 nm’de okutuldu. Sadece MTT
soliisyonu iceren kuyular kor olarak alindi. Besiyeri ve hiicre igeren kuyulardaki canlilik
%100 olarak degerlendirilerek diger kuyulardaki ylizde canlilik belirlendi. Deneyler 3 tekrar
seklinde yapildu.
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3.8.2. Insan keratinosit hiicre hatti (HaCaT) kullanilarak sitotoksik etkinin

belirlenmesi

Insan keratinosit hiicre hatt1 (HaCaT) DMEM, %10 FBS ve %! penisilin/streptomisin
kullanilarak {iretildi ve kontaminasyon kontrolleri diizenli olarak tekrarlandi. Hiicrelerin
canlandirma isleminde hazirlanan hiicre besiyeri igerisinde CO2’li etiivde 37 °C’de inkiibe
edildi. 24 saat sonunda st sivilar atilarak hiicreler PBS ile yikandi ve hiicrelerin
toplanabilmesi adina 2 mL Tripsin EDTA ilave edildi. Toplanan hiicreler {izerine 5 mL hiicre
besiyeri ilave edilerek santrifiij edildi ve Tripsin EDTA ’nin uzaklasmasi saglandi. Ust sivi
uzaklastirildi, hiicreler tlizerine besiyeri ilave edilerek karigtirildi, T75 flaska alinarak
inkiibasyona birakildi. 2 giin sonucunda iireyen hiicrelere ayni islemler yapilarak sayim icin

hazirland.

Hiicreler thoma lami kullanilarak sayildi. Sayim isleminden sonra 96 kuyulu diiz taban
mikroplaklarin kuyularma 10 hiicre/mL olarak eklendi. Bu islemde Thoma lami araciligiyla
sayilan ve 8x10° yogunlukta olan hiicreler; her kuyuya 12,5 pL hiicre ve 87,5 pL besiyeri
ilave edilerek her kuyucukta 10* hiicre/mL olmasi saglandi. Bir giin boyunca inkiibasyona
birakilan hiicrelerin iizerine B. clausii siipernatantt ya da kontrol olarak besiyeri ilave
edilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicre canliligt MTT testi ile belirlendi.
Bunun i¢in PBS igerisinde 0,5 mg/mL MTT soliisyonu hazirlanarak tiim kuyulara 90 uL
fenol red icermeyen DMEM ve 10 uL. MTT soliisyonu eklendi. 3 saat CO2’li etiivde
inkiibasyon sonucunda iist sivilar uzaklastirildi ve boyanin ¢oziinmesi i¢in ortama 100 pL
DMSO eklendi. 20 dakika boyunca mikroplak calkalayicida bekletildikten sonra boyanin
¢ozlindiindiigiinden emin olunup mikroplak okuyucuda 570 nm’de okutuldu. Sadece MTT
sollisyonu iceren kuyular kor olarak alindi. Besiyeri ve hiicre igeren kuyulardaki canlilik
%100 olarak degerlendirilerek diger kuyulardaki yiizde canlilik belirlendi. Deneyler 3 tekrar
seklinde yapildi.

3.8.3. UV ile hasarlandirilmis deri hiicreleri iizerine etkinin incelenmesi

B. clausii’nin normal deri hiicreleri (HaCaT) iizerine koruyucu etkilerinin incelenmesi
amactyla, hiicreler standart kiiltiir kosullarinda (DMEM, %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin, %5 CO2, 37°C) ¢ogaltildi, hiicre sayimi igsleminden sonra her kuyuda

2,5x10° hiicre olacak sekilde 6’lik plakalara ekim yapildi. Bu islem icin, Thoma lami
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araciligiyla sayilan ve 8x10° yogunlukta olan hiicreler; her kuyuya 312,5 uL hiicre ilave
edilerek toplam hacim her kuyu i¢in 2 mL’ye tamamlandi. Hiicreler %80 konfluense
ulagtiktan sonra, iist besiyeri atilarak hiicreler PBS ile 1 kez yikandi, ardindan hiicre ylizeyini
kaplayacak sekilde PBS eklendi. Negatif kontrol grubu hari¢, hiicreler plak kapaklari
cikarilarak UVB (280-320 nm) 1ginina 120 mJ/cm? dozunda, 10 cm uzakliktan 15 dakika
maruz birakildi. Bu amagla Philips PL-S 9W/01/2P UVB lamba kullanildi. Negatif kontrol
grubu UVB maruziyeti olmadan, pozitif hasar kontrolii ise yalnizca UVB’ye maruz

birakilarak olusturuldu. Hiicreler 3 gruba ayrildi.
Grup 1; Kontroller: Negatif ve pozitif kontrol gruplarindan olusmaktadir. Bu grupta:

o UVB veya herhangi bir madde uygulanmayan HaCaT hiicreleri,

o UVB uygulanan ve herhangi bir madde uygulanmayan HaCaT hiicreleri bulunmaktadir.

Grup 2; UVB oncesi uygulama: UVB uygulamasi B. clausii stipernatant: ilave edildikten

sonra yapildi. Siipernatantin UVB’ye kars1 koruyucu etkisini 6lgmek amaciyla planlandi.

e HaCaT hiicreleri + MHB 1/16 (v/v)
e HaCaT hiicreleri + MHB-B. clausii siipernatant1 1/16 (v/v)

Grup 3; UVB sonrasi uygulama: HaCaT hiicreleri iizerine UVB hasar sonras1 B. clausii

sipernatant1 veya kontrol olarak askorbik asit uygulamasinin yapildig gruptur.

e HaCaT hiicreleri + TSB 1/16 (v/v)
e HaCaT hiicreleri + TSB + B. clausii siipernatanti 1/16 (v/v)
o HaCaT hiicreleri + Askorbik asit (25, 50, 100, 150 pg/mL)

Isinlama sonrasi hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi ve hiicre canlilign MTT ile
spektrofotometrik olarak belirlendi. B. clausii’nin UV kaynakli hiicre hasarini azaltict ve
deri bariyerini giiglendirici potansiyelini 6lgmek amaciyla ticari ELISA kiti ile seramid-
kompleks diizeyleri kantitatif olarak 6l¢iildii.


https://www.trendyol.com/philips-x-b577
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Seramid-Kompleks Tayini

B. clausii siipernatantinin UVB ile hasarlandirilmig deri hiicrelerinde seramid-kompleks
iretimine etkisini incelemek amaciyla, Bioassay Technology Laboratory (BT Lab)
tarafindan iiretilmis olan insan Seramid ELISA kiti kullanildi. Bu kit Sandwich ELISA
metoduna dayanmaktadir ve serum, plazma, hiicre kiiltiirii siipernatantlari, asit sivisi, doku
homojenatlar1 veya diger biyolojik sivilardaki insan seramidi komplekslerinin kantitatif
tespiti i¢in kullanilmaktadir. Test prensibi dnceden seramid (CER) antikoru ile kaplanmis
plakanin numuneye eklenmesiyle numunedeki var olan seramid-komplekslerin bu antikora
baglanmasi esasina dayanmaktadir. UVB uygulanan ve uygulanmayan tiim hiicrelerin iist
stvilart steril falkonlarda toplandi. 3000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi ve siipernatantlari
toplandi. Kit igeriginde bulunan tiim soliisyon ve kimyasallar oda sicakligina getirildi.
Standart soliisyonlar kit iceriginde verilen konsantrasyonlara gore hazirlandi. Standart
kuyucuklarma 50 pL standart; 6rnek kuyucuklarina ise 40 pL hiicre slipernatantlari, 10 pL
CER antikoru ve 50 pL Streptavidin-HRP eklendi. Mikroplak kapatilarak 37 °C’ de 60
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 mikroplak, her seferinde 30 saniye bekleyecek
sekilde, yikama soliisyonu ile 5 defa yikandi. Yikama isleminden sonra her kuyucuga 50 pL
substrat A ve 50 pL substrat B ilave edilerek karanlikta 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Ardindan 50 pL durdurma c¢ozeltisi ilave edilerek renk degisimi gozlendi. Plaka
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okutuldu ve sonuclar kaydedildi. Sekil 3.1°de bu
deney sematik olarak ifade edilmistir. Ayrica tim deneyler Sekil 3.2°de gorsel olarak

Ozetlenmistir.
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Sekil 3.2. B. clausii’nin deri sagligi tizerine etkilerinin incelenmesi ile ilgili yapilan tim

deneylerin gorsel 6zeti
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3.9. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism 9 yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi. Tiim deneyler en az {i¢ bagimsiz tekrar halinde yapilarak,
sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak raporlandi. Sitotoksisite ve ELISA
deneylerinde gruplar arasindaki karsilastirmalar tek yonli ANOVA + Tukey post-hoc testi
ile yapildi. Tiim analizlerde p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Antimikrobiyal Etkinin Degerlendirilmesi
4.1.1. Disk difiizyon deneyi sonuclari

Negatif kontrol olarak daha dncesinde liyofilize hale getirilip 1 mL SF’te ¢6ziilmiis MHB
ve TSB, pozitif kontrol amaciyla 3 pg/mL tetrasiklin (C. albicans igin flukonazol (2,5
ng/mL)) kullanilmistir. iki farkli besiyerinin deneyde kullanilmasinin sebebi farkli
besiyerlerinin B. clausii’nin antimikrobiyal etkisine katkisini test etmek amaciyla
yapilmistir. Disklerde zon olusumu gézlenmemistir bu sebeple; B. clausii’nin P. aeruginosa,
K. pneumoniae, E. faecalis, C. acnes, M. luteus, S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, C.
albicans mikroorganizmalar1 iizerinde disk difiizyon deneyinde antimikrobiyal -etki
gostermedigi sonucuna varilmistir. C. acnes ve S. pyogenes iceren petrilerde gézlemlenen
zonlarin, B. clausii siipernatantinin kanli agarda olusturdugu hemoliz zonlarindan

kaynaklandig1 belirlenmis ve bu durum deneysel olarak dogrulanmistir. Resim 4.1 de bu

deneye ait sonuglarin fotograflar1 goriilmektedir.

Resim 4.1. Disk difiizyon testine ait antimikrobiyal aktivite sonuglari
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4.1.2. Kuyu difiizyon deneyi sonuclari

Disk diflizyon yontemiyle benzer olarak negatif kontrol olarak daha dncesinde liyofilize hale
getirilip 1 mL SF’te ¢oziilmiis MHB ve TSB, pozitif kontrol amaciyla 3 pg/mL tetrasiklin
(C. albicans igin 2.5 pg/mL flukonazol) 100 pL olarak kuyulara ilave edilmistir. Kuyu
difiizyon deneyi sonuglarinda P. aeruginosa, K. pneumoniae E. faecalis, M. luteus, S.
aureus, S. epidermidis ve C. albicans mikroorganizmalari iizerinde herhangi bir inhibisyon
zonu gozlenmemis olup, B. clausii’nin incelenen mikroorganizmalara karsi bu deneyde
antimikrobiyal etkinligi olmadig1 gozlenmistir. Farkli besiyeri kullanilmasi1 B. clausii’nin
antimikrobiyal etkisi lizerinde anlamli bir fark olusturmamistir. Resim 4.2 bu deneye ait

sonuclarin fotograflarini icermektedir.

P e N

P. aeruginosa

i

Resim 4.2. Kuyu diflizyon testine ait antimikrobiyal aktivite sonuglari

4.1.3. Siv1 mikrodiliisyon deneyi sonugclar:

Mikrodiliisyon yontemi ile B. clausii siipernatantinin antimikrobiyal etkisi degerlendirilmis
ve P. aeruginosa ve E. faecalis iizerinde antimikrobiyal etkinlik tespit edilmistir. Deney
sonuglarina gore P. aeruginosa igin yalmzca 1. kuyuda iireme gdzlenmemis olup MiK degeri
1/2 (vIv) olarak tespit edilmistir. E. faecalis i¢in ise bu deger ayn1 sekilde tireme 2. kuyudan
itibaren goézlenmis olup MIK degeri olarak 1. kuyuya karsilik gelen konsantrasyon olan 1/2
(v/v) olarak belirlenmistir. Farkli besiyeri kullanimmin B. clausii’nin antimikrobiyal
aktivitesine katkisi da incelenmis olup, TSB besiyerinde iiretilen siipernatantin MHB’de
iiretilen siipernatanta gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.1°de

gosterilmistir. Resim 4.3 bu deneye ait pozitif sonuglanan mikroplak fotograflarini
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icermektedir. Pozitif kontrol amaciyla kullanilan antibiyotik sonuclari  Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) ve Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisti (CLSI) standartlariyla karsilagtirilip dogrulanmistir.

Cizelge 4.1. Mikroorganizmalara gore belirlenen MIK degerleri tablosu

TSB’de elde edilen MHB’de elde edilen B. Antimikrobiyal MiK (C.
Mikroorganizmalar B. clausii clausii albicans i¢in flukonazol, diger
siipernatanti MiK siipernatantt MiK mikroorganizmalar icin
degeri degeri tetrasiklin kullamilmistir.)
Pseudomonas 1/2 (vIv) - 16 pg/mL
aeruginosa
Klebsiella pneumoniae - - 0,0312 pg/mL
Enterococcus faecalis 1/2 (vIv) - 1 pg/mL
Cutibacterium acnes - - 4 pg/mL
Micrococcus luteus - - 4 pg/mL
Staphylococcus aureus - - 1 pg/mL
Candida albicans - - 2 ug/mL
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Resim 4.3. S1vi mikrodiliisyon deneyine ait antimikrobiyal aktivite sonuglari



46

4.1.4. Zamana bagh éldiirme analizi (Time-Kill) deneyi sonuclari

Patojen mikroorganizmalar ve B. clausii siipernatanti igeren, rotatorde dondiiriilerek 37
°C’de inkiibe edilen tiiplerden 0, 2, 4, 6 ve 24. saatlerde 6rnekler alinarak SF igerisinde 10
katli seri diliisyonlar1 yapilmis, diliisyonlardan 10’ar pL alinarak ve TSA ylizeyine
damlatma yOntemi ile tatbik edilmistir. 24 saat sonunda elde edilen koloniler sayilarak
degerler logaritmik olarak kaydedilmis sonuglar degerlendirilerek zamana bagli koloni
sayilar1 grafiklere gegcirilmistir. Sekil 4.1’de P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus ve C.
albicans i¢in test maddesi olan B. clausii siipernatanti ve kontrole ait time—kill egrileri

gosterilmektedir.

S.aureus test

S. aureus besiyeri

P. aeruginosa test

P. aeruginosa besiyeri
E. faecalis test

Koloni sayisi

E. faecalis besiyeri

C. albicans test

> H O ¢ 4t me

C. albicans besiyeri

Saat

Sekil 4.1. B. clausii siipernatantinin farkli mikroorganizmalar {izerindeki time—kill etkisinin
toplu gosterimi

P. aeruginosa ve E. faecalis harig, diger mikroorganizmalar i¢in 0—6. saatler arasinda test
gruplarinda koloni sayilarinda belirgin bir azalma gézlenmemis, egriler biiyiik dl¢iide
kontrol ile paralel seyretmistir. Bu durum, B. clausii siipernatantinin S. aureus ve C. albicans

icin erken zaman diliminde akut bakterisidal veya fungisidal bir etki gostermedigini

diistindiirmektedir.

Ancak 24. saatte tiim test gruplarinda koloni sayilarinda artis goériilmesine ragmen, bu artigin
besiyeri kontrollerine kiyasla daha sinirh diizeyde kaldigi gozlenmektedir. Ozellikle S.
aureus ve E. faecalis icin test ve kontrol gruplar1 arasindaki egim farki, B. clausii

slipernatantinin ¢ogalmay1 baskilayici bir etki olusturdugunu gostermektedir. Benzer sekilde
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P. aeruginosa ve C. albicans’ta da test grubunda biiyiimenin kontrol grubuna kiyasla daha

diisiik oldugu izlenmektedir.

Elde edilen veriler, B. clausii siipernatantinin klasik anlamda >3 log KOB/mL diistisii ile
tanimlanan bakterisidal/fungisidal bir ajan olmadigini, ancak zamana baglh olarak
mikroorganizma ¢ogalmasini sinirlandiran bakteriyostatik/fungistatik bir etki ortaya
koydugunu gostermektedir. Bu etkinin, ozellikle 24. saatte daha belirgin hale geldigi
gozlenmektedir ve B. clausii’nin mikrobiyal biiylimeyi tamamen elimine edemese de
adaptasyonu ve hizli cogalmayi baskilayan bir mekanizmaya sahip olabilecegini
diistindiirmektedir. Sonuglar B. clausii’nin tek basina giiclii bir antimikrobiyal etkinlik
gostermese de patojen mikroorganizma biiylimesini kontrol edici bir ajan olarak
degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle dermokozmetikte topikal uygulamalar
gibi uzun siireli maruziyetin s6z konusu oldugu durumlarda, mikrobiyal yiik artisim

siirlayicr bu etkinin klinik ve endiistriyel acidan anlamli olabilecegi diigiiniilmektedir.

Sekil 4.2 incelendiginde, P. aeruginosa koloni sayilarinin (log KOB/mL) zamana bagl
degisimi gosterilmektedir. P. aeruginosa’ya ait time—kill egrileri degerlendirildiginde, B.
clausii igeren tiipler ve kontrol gruplar arasinda 6zellikle erken zaman noktalarinda belirgin
bir fark olusmadig1 goriilmektedir. Bu duruma sebep olabilecek mekanizmalara iliskin

dogrudan yorum yapilabilmesi i¢in ek ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Ancak Sekil 4.2 i¢in 24. saat verileri incelendiginde, B. clausii igeren tiiplerde koloni
artisinin kontrol grubuna kiyasla daha sinirlt oldugu izlenmektedir. Bu sonug, B. clausii
siipernatantinin  P. aeruginosa iizerinde oldiiriici bir etki gdstermemekle birlikte,
mikroorganizma Uremesini yavaslatici/baskilayic1 bir etkiye sahip olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Sekil 4.2. P. aeruginosa iizerinde B. clausii siipernatantinin zamana bagli antimikrobiyal
etkisi (time—kill analizi)

E. faecalis icin elde edilen sonuglar, Sekil 4.3’de verilmistir. Sonuglar B. clausii
slipernatantinin ikinci saatte koloni sayisini 1 logluk diizeyde azalttigin1 gostermektedir.
Bununla birlikte, 24. saat sonunda B. clausii siipernatant1 igeren tiipte gozlenen koloni
sayisinin kontrole kiyasla daha diisiik seviyede kalmasi 6nemli bir bulgudur; bu bulgular, B.
clausii siipernatantinin E. faecalis iizerinde zamana bagli olarak ¢ogalmay1 sinirlayan

bakteriyostatik bir etki olusturdugunu diisiindiirmektedir
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Sekil 4.3. E. faecalis tizerinde B. clausii sipernatantinin zamana bagli antimikrobiyal etkisi
(time—kill analizi)

Sekil 4.4’de B. clausii siipernatant1 ve kontrol grubunda S. aureus koloni sayilarinin (log
KOB/mL) 0, 2, 4, 6 ve 24. saatlerdeki zamana bagli degisimi gosterilmektedir. S. aureus igin

elde edilen time—kill egrileri incelendiginde, test edilen siipernatantin ilk 2 saatte kontrole

kiyasla bir azalma olusturdugu ancak 2-6. saat araliginda koloni sayisinda belirgin bir
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azalma olusturmadigi, egrinin besiyeri kontrolii ile biiylik 6l¢iide paralel seyrettigi

goriilmektedir. Bu bulgu, B. clausii siipernatantinin S. aureus’a karsi sinirli bakteriyostatik

etki gosterdigini diisiindiirmektedir.

S. aureus
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Sekil 4.4. S. aureus tizerinde B. clausii siipernatantinin zamana bagli antimikrobiyal etkisi
(time—kill analizi)

C. albicans’a ait time—kill egrileri Sekil 4.5’de verilmistir. Sekil 4.5 incelendiginde B.
clausii’nin fungisidal bir etki gostermedigi, test grubunda koloni artis hizinin kontrole
kiyasla hemen hemen ayni oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar B. clausii siipernatantinin C.
albicans tizerinde fungistatik bir etki ortaya koymadigini, 6zellikle uzun siireli maruziyet

kosullarinda fungal ¢ogalmayi sinirlandiramadigini gostermektedir.

C. albicans
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Sekil 4.5. Candida albicans iizerinde B. clausii siipernatantinin zamana bagli antimikrobiyal
etkisi (time—kill analizi)
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E. faecalis u E. faecalis P. geruginosa P. aeruginosa

Resim 4.4. Time-Kill deneyinde 24. saat sonunda test ve besiyeri tiiplerinin goriinimii

Resim 4.4’de 24. saat sonunda B. clausii’nin P. aeruginosa ve E. faecalis tizerindeki zamana
bagli oldiirme etkisi goriintii olarak da degerlendirilmistir. Eppendorf tiiplerindeki
bulanikliktan anlagilacagi tizere, B. clausii’nin bulunmadigi tiiplerde mikroorganizma
tiremesinin fazla oldugu tespit edilmektedir. B. clausii siipernatantinin bulundugu test
tiiplerinde ise bulaniklik ve lireme daha azdir ve bu nedenle B. clausii siipernatantinin

bakteriyostatik etkili oldugu diistiniilmektedir.

4.2. Protein Tayini Deneyi

B. clausii’den salgilanan protein konsantrasyonunu hesaplamak amaciyla Bradforf Protein
Tayin Kiti kullanilmistir. Bradford Protein Tayin Kitine gore hazirlanan standart ¢ozeltilerin
spektrofotometrik sonuglariyla ilgili konsantrasyon, absorbans, ortalama absorbans ve kor

diizeltilmis ortalama absorbans degerleri Cizelge 4.2’deki gibidir.

Cizelge 4.2. Standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri

Konsantrasyon Absorbans Absorbans Ortalama Kor diizeltilmis

(ng/mL) 1 2 Absorbans ortalama
absorbans

2000 1,119 1,161 1,140 0,583

1500 1,041 0,927 0,984 0,427

1000 0,789 0,872 0,831 0,274

750 0,778 0,747 0,763 0,206

500 0,717 0,733 0,725 0,168

250 0,612 0,626 0,619 0,062

125 0,597 0,578 0,588 0,031

25 0,547 0,566 0,557 0

0 (Kor) 0,558 0,556 0,557 0
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Cizelge 4.2°deki verilerden hareketle olusturulan konsantrasyona bagli absorbans grafigi

Sekil 4.6°da verildigi gibidir:

1.5

Absorbans
o -
n o

1 1

0.0 T T T T |
0 500 1000 1500 2000 2500

Konsantrasyon

Sekil 4.6. Protein tayini sonucu elde edilen konsantrasyona bagli absorbans grafigi (R? =
0,9792; Y = 0,0002900*X + 0,5532)

Deneyde hazirlanan standartlarin ardindan, B. clausii siipernatantinin farkli besiyerlerine
gore protein tayininin degerlendirilmesi amaciyla bulunan spektrofotometrik 6lgiim
sonuclart  Cizelge 4.3’te verilmistir. Cizelge 4.3’teki protein konsantrasyonlari

standartlardan elde edilen Y = 0,0002900*X + 0,5532 denkleminden hareketle

hesaplanmustir.

Cizelge 4.3. Protein Tayini deneyinde spektrofotometrik Ol¢lim sonrasit elde edilen
absorbans degerleri, bu degerlerin ortalamalar1 ve hesaplanan protein
konsantrasyonlari

Abs1l Abs2 Abs3 Abs4 Ortalama Protein miktar

(ng/mL)
MHB 10,650 0,619 0,671 0,622 0,647 301,034
MHB+B. clausii | 0,584 0,612 0,577 0,598 0,591 136,379
TSB 10563 0,561 0,560 0,570 0,563 36,091
TSB+B. clausii | 0,665 0,685 0,703 0,690 0,684 457,06

Bradford yontemi ile elde edilen standart egri kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda
farkli besiyerlerinde elde edilen silipernatantlarin protein konsantrasyonlarmin degiskenlik
gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.7°de bar grafigi seklinde belirtilmistir.
En yiiksek protein konsantrasyonu TSB/BC ortaminda (~457 pg/mL) saptanmustir. B. clausii

antimikrobiyal ve antikanser etkinliginin besiyerine bagli olarak degisebilecegi ongoriilerek
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ilerleyen deneylerde TSB kullanilmis, B. clausii’nin HaCaT hiicrelerini UVB’den koruyucu

etkisini degerlendirmek icin ise her iki besiyeri de deneye dahil edilmistir.
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Sekil 4.7. B. clausii’nin farkli besiyerlerinden hareketle Ol¢iilmiis olan protein
konsantrasyonlart (png/mL)

4.3. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri Sonuglar:

4.3.1. A375 hiicre hatt1 kullanilarak antikanser etkinligin belirlenmesi

MTT hiicre canlilig1 analizi kullanilarak B. clausii siipernatantinin A375 insan melanoma
hiicre hatt1 {izerindeki etkisi degerlendirilmistir. Hiicreler farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan besiyeri (TSB) ve B. clausii siipernatanti ile muamele edilmis ve 24 saatlik
inkiibasyon siiresinin ardindan hiicre canlilif1 yiizdesel olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda Ol¢lilmiistiir.
Deneyde yalnizca besiyeri iceren kuyular kor (blank) olarak kabul edilmis ve tiim degerler
buna gore diizenlenmistir. Yalnizca besiyeri iceren ve kor olarak kabul edilen kuyulardaki
ortalama absorbans degeri 0,089; yalnizca A375 hiicresi igeren ve %100 canlilik kabul
edilerek hesaplama islemlerinin referans alindigi kuyularin ortalama absorbans degeri 0,570
olarak tespit edilmistir. Hiicre canlilig1 yiizdeleri, yalnizca hiicre igeren kontrol gruplarinin
absorbans degeri % 100 canlilik kabul edilerek hesaplanmistir. Farkli konsantrasyonlarda
uygulanan besiyeri (TSB) ve B. clausii siipernatantinin A375 hiicre hatt1 {izerindeki
etkilerine ait ortalama absorbans degerleri ve hesaplanan hiicre canlilik yiizdeleri Cizelge

4.4°te aciklanmistir. Yiizde canlilik hesaplanirken % Canlilik = (Deney absorbansi — Kor) /
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(Kontrol — Kor) x 100 formiiliinden yararlanilmistir. Formiilden hareketle hesaplanan

degerler Cizelge 4.4’de belirtilmistir.

Cizelge 4.4. Besiyeri ve siipernatanta ait kor diizeltmeli absorbans ve % canlilik degerleri

Konsantrasyon | Absorbans % Konsantrasyon | Absorbans- %
(V/v) - Kor Canhlik (v/v) Kor Canhlik
Besiyeri (TSB) B. clausii
siipernatant
1 0,217 16,29 % 1 0,153 11,48 %
1/2 0,092 6,93 % 1/2 0,066 4,92 %
1/4 0,216 16,21 % 1/4 0,165 12,41 %
1/8 0,859 64,49 % 1/8 0,811 60,86 %
1/16 1,381 103,71 % 1/16 1,620 121,62 %
1/32 1,338 100,485 % 1/32 1,510 113,36 %
0 1,332 100,02 % 0 1,332 100,02 %

Cizelge 4.4. verilerinden hareketle besiyeri ve B. clausii’nin farkli dozlarda uygulanan

konsantrasyonlarinin A375 melanom hiicre hatt1 {izerindeki hiicre canlilig1 iizerine etkisi

Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da bar grafigi ile sematize edilmistir. Her iki maddenin beraber

degerlendirilebilmesi amaciyla Sekil 4.10’da besiyeri ve B. clausii siipernatantinin hiicre

canlilig1 %’sine etkisine ait bar grafigi olusturulmustur.
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Sekil 4.8. Besiyerine ait konsantrasyon bagimli % canlilik degerleri
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Sekil 4.9. B. clausii siipernatantina ait konsantrasyon bagimli % canlilik degerleri
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Sekil 4.10. B. clausii slipernatanti ve besiyerine ait konsantrasyon bagimli % canlilik

degerlerinin toplu grafik ile sematize edilmesi

Cizelge 4.5. Grafiklerin istatistiksel acidan degerlendirilmesi amaciyla istatistiksel

semboller ve anlamlari

Sembol Anlam
ns p>0,05

* p<0,05
xx p<0,01
ool p<0,001
ok p<0,0001
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Bulgulara bakildiginda, B. clausii siipernatantinin 1/1, 1/2, 1/4 konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna kiyasla hiicre canliliginda anlamli diislisler gozlenmis olsa da (p < 0,0001;****)
benzer egilimin besiyeri kontroliinde de gbzlenmesi sitotoksisitenin besiyerinin kendisine,
ortam pH, osmolarite degisimi, hiicre kiiltiir ortaminin seyreltme etkisi gibi faktorlere baglh
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle bakteriyel siipernatant ¢alismalarinda, bakterinin
tiretildigi besiyerinin bilesen veya metabolitlerinin hiicreler iizerinde etkili olabilecegi
bilinmektedir (Knysh ve digerleri, 2024). B. clausii siipernatantinin 1/16 ve 1/32 (v/v)
konsantrasyonlarda uygulandig: gruplarda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p
> 0,05 ve p > 0,05; ns). Bu durum ilgili konsantrasyonlarda melanom hiicreleri tizerinde

sitotoksik bir etki olusturamadigin1 gostermektedir.

Bulgular Cizelge 4.5°’te verilen degerlendirme kriterlerine gore Sekil 4.10 tizerinden
yorumlanmistir. Sonuglar, kontrol amagl uygulanan TSB ile B. clausii siipernatanti arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir fark olmadigini belirtmektedir ve kullanilan kosullar altinda
B. clausii’nin A375 melanom hiicre hatt1 iizerinde belirgin ve spesifik bir sitotoksik etki

gostermedigini diislindiirmektedir.

4.3.2. Insan keratinosit hiicre hatti (HaCaT) kullanilarak sitotoksik etkinin

belirlenmesi

Insan keratinosit hiicre hatti (HaCaT) iizerinde yapilan MTT testi, B. clausii’nin
keratinositler tizerindeki sitotoksik etkisini degerlendirmek ve bu etkiye gore diger HaCaT
hiicre deneylerinde de giivenli olarak kullanilabilecek dozu hesaplayabilmek amaciyla
yapilmustir. Kontrol olarak yalnizca hiicre igeren kuyularin canliligi % 100 kabul edilmis,
siipernatant uygulanan farkli konsantrasyonlarda hiicre canliligi hesaplanmistir. Diisiik
seyreltme ile hazirlanmis konsantrasyonlarda (1/1, 1/2, 1/4 v/v) baslangigta diisiik absorbans
degerleri gosterdigi goriilmiistiir. 1/8, 1/16 ve 1/32 v/v konsantrasyonlarinda ise hiicre
canlilig1 korunmustur. Uygulanan B. clausii siipernatantinin konsantrasyonu azaldikga hiicre
canliliginin anlamli sekilde artt1ig1 belirlenmistir. Ozellikle 1/1 (v/v) siipernatant1 uygulamasi
ile 1/16 ve 1/32 konsantrasyonlari arasinda anlamli fark goriilmektedir (p < 0,0001).
Bulgular 1/16 ve 1/32 konsantrasyonlarinda hazirlanan B. clausii siipernatantinin HaCaT
hiicreleri iizerinde oldiiriicii etkisinin kismen olmadigin1 ve giivenli konsantrasyonlar olarak
belirlenebilecegini gostermektedir (p<0,05). Bunun yani sira B. clausii stipernatantinin 1/16

(v/v) konsantrasyonda uygulanmasi kontrol amaciyla uygulanan TSB 1/16 (v/v)
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konsantrasyonuna gore hiicre canliligini belirgin bir farkla arttirdigi gozlenmistir ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p < 0,05). Hesaplamalar yapilirken besiyeri
iceren kuyular kor kabul edilmis ve diger okunan absorbans degerlerinden kor degeri
cikartlmistir. Yiizde canlilik degeri % Canlilik = (absorbans — Kor) / (Sadece hiicre igeren
kuyularin absorbansi — kor) x 100 formiiliine gore hesaplanmistir. Elde edilen veriler
Cizelge 4.6’de raporlanmistir. Sekil 4.11, Cizelge 4.6’daki verilerden hareketle

olusturulmustur ve degerlendirilmesi Cizelge 4.5’teki degerlendirme kriterlerine gore

yapilmustir.

Cizelge 4.6. Besiyeri ve siipernatanta ait kor diizeltmeli absorbans ve % canlilik degerleri

Konsantrasyon (v/v) Absorbans - % Konsantrasyon Absorbans - %
TSB kor Canhihk (v/v) B. clausii kor Canhlik
siipernatant
1 0,027 4,22 1 0,069 14,38
1/2 0,002 0,51 1/2 0,012 2,62
1/4 0,014 2,93 1/4 0,033 0,51
1/8 0,106 22,01 1/8 0,036 7,57
1/16 0,290 59,89 1/16 0,467 96,28
1/32 0,413 85,25 1/32 0,565 116,63
0 0,485 100 0 0,485 100
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Sekil 4.11. HaCaT hiicreleri iizerinde besiyeri ve B. clausii siipernatantinin hiicre canliligina
etkisinin bar grafigi lizerinde sematize edilerek karsilastirilmasi
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4.3.3. UV ile hasarlandirilmis deri hiicreleri iizerine etkisinin incelenmesi

B. clausii’nin HaCaT iizerine koruyucu ya da tedavi edici etkilerinin incelenmesi amaciyla
uygun sartlarda tiretilen hiicreler 3 gruba ayrilmistir. 1. Grup kontrol amaciyla olusturulmus
olup, pozitif kontrol olarak UVB hasarlandirilmig HaCaT hiicreleri ve negatif kontrol olarak
UVB hasar veya madde uygulanmayan HaCaT hiicrelerinden olugsmaktadir. Koruyucu
etkinin incelenmesi amaciyla olusturulan Grup 2 i¢in, UVB hasar1 olusturulmadan 6nce B.
clausii slipernatantt uygulanmig ve ardindan UVB’ye maruz birakilmistir. Tedavi edici
etkinin belirlenmesi amaciyla olusturulan Grup 3, test maddelerini igeren, UVB
hasarlandirilan ve ¢esitli konsantrasyonlarda maddeler uygulanan hiicreleri ifade
etmektedir. Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te gruplara ait mikroskop

gorlintiileri verilmistir. Resim 4.2 UVB hasarin olusturulmas: i¢in kurulan diizenegi

gostermektedir.

Resim 4.5. Gruplarda UVB hasar olusturulmasi i¢in kurulmus diizenek

UVB hasar: verilmeyen ve herhangi bir madde uygulanmayan HaCaT hiicreleri UVB hasari verilen ve madde

uygulanmayan HaCaT hiicreleri

Resim 4.6. Grup 1’e ait mikroskop goriintiileri



UVB hasar1 verilmeden énce 1/16 (v/v) UVB hasan verilmeden énce 1/16 (v/v)
MHB uygulanmig HaCaT hiicreleri B. clausii siipernatant: uygulanmis HaCaT
hiicreleri

Resim 4.7. Grup 2’ye ait mikroskop goriintiileri

UVB hasarlandirilan ve 1/16 (v/v) TSB ile UVB hasarlandirilan ve 1/16 (v/v) B.
inkiibe edilen HaCaT hiicreleri clausii siipernatants ile inkiibe edilen
HaCaT hiicreleri

Resim 4.8. Grup 3’e ait B. clausii siipernatanti ve TSB uygulanan mikroskop goriintiileri

25 ug/mL Askorbik Asit 50 pg/mL Askorbik Asit

s -

100 pg/mL Askorbik Asit 150 pg/mL Askorbik Asit

Resim 4.9. Grup 3’¢ ait hiicrelere UVB hasar sonrasi askorbik asit uygulanan hiicrelere ait
mikroskop goriintiileri



59

UVB hasar sonrast hiicre canliligimni degerlendirmek ve B. clausii siipernatantinin UVB
hasara kars1 koruyucu ve tedavi edici etkisini belirlemek amaciyla MTT testi yapilmistir. Bu
deneyde B. clausii siipernatantinin elde edildigi TSB ve MHB besiyerinin her ikisi de
kullanilmis ve hiicre canliliklar1 arasinda belirgin farklar tespit edilmistir. Bu sebeple
gozlenen etkinin yalnizca B. clausii siipernatantina bagli olarak degil, besiyeri bilesimine de
bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. MTT testi sonrasi hiicre canliligi Cizelge 4.7 ve Sekil
4.16’da belirtilmistir.

Cizelge 4.7. MTT sonuglaria gore % canliligin grafiksel gosterimi

Gruplar Uygulanan madde Absorbans - Kor % Canlilik
1. Grup (Kontrol grubu) Negatif Kontrol 2,425 100
Pozitif Kontrol 0,430 17,74
2. grup (UVB hasar verilmeden 1/16 (v/iv) MHB 0,881 36,34
once madde uygulandi)

1/16 (v/v) MHB-BC 0,976 40,27

1/16 (v/v) TSB 0,441 10,47

1/16 (v/iv) TSB-BC 0.254 18,8

3. Grup (UVB ve madde 25 pg/mL Askorbik Asit 0,357 14,72
uygulandi) 50 pg/mL Askorbik Asit 0,517 21,31
100 pg/mL Askorbik Asit 0,741 30,55
125 pg/mL Askorbik Asit 0,467 19,25

MTT analizi sonucunda elde edilen hiicre canlilik yiizdeleri ve hiicrelere ait mikroskobik
goriintiiler degerlendirildiginde gruplar arasinda hiicresel morfoloji, yogunluk ve yiizeye
yapisma Ozellikleri bakimindan belirgin farklar tespit edilmektedir. UVB hasarlandirilan ve
herhangi bir madde uygulamasi yapilmayan hiicrelerde hiicrelerin biiyiik bir kisminin
normal yapisin1 koruyamamis, yuvarlaklagsmis, yiizeye yapigsma oOzelliklerini kaybetmis,
daginik sekilde kiimelenmis olduklari, bazi hiicrelerin ise canliliklarini kaybettikleri
gozlenmistir. Hiicreler aras1 baglantilar belirgin sekilde azalmig, yer yer kiimelenmeler

goriilmiis ve hiicresel kalintilarin var oldugu tespit edilmistir.

UVB hasarlandirma sonrasi 1/16 (v/v) oraninda B. clausii siipernatant1 uygulanan hiicrelerde
UVB hasar grubuna kiyasla hiicre yogunlugunun daha fazla oldugu, hiicrelerin bir kisminin
morfolojik yapisini kaybetmedigi ancak yiizeye yapisma durumlarinin siirli oldugu fark
edilmistir. Bununla beraber hiicreler arasi baglantilarin madde uygulanmayan gruba gore

daha belirgin oldugu ancak saglikli epitel morfolojisinin azaldig1 gozlenmektedir. MTT



60

sonuclarina bakildiginda yiizde canliligin TSB uygulanan gruba gore daha yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Bu sonuglar siipernatantin hiicreler lizerinde UVB hasara kars1 tedavi edici
etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. UVB sonras1 besiyerinin olasi etkisini tespit
etmek ve B. clausii siipernatantinin olasi etkisini kontrol amaciyla TSB uygulanan grupta
konfluens seviyesinin diisiik kaldig1 ve hiicre popiilasyonunun esit sekilde dagilmadigi
gozlenmektedir. Hiicre morfolojisinin siipernatant uygulanan gruba gére daha ¢ok deforme

oldugu diistiniilmektedir.

UVB hasar oncesi farkli bir besiyeri olan MHB igerisinde fretilmis B. clausii
slipernatantinin uygulandigi grupta hiicre canliliginin % 40,27 seviyesine ulastig1 ve kontrol
amactyla sadece MHB uygulanan gruba gore hiicre canliliginin fazla oldugu fark
edilmektedir. Bu durum TSB besiyerinin hiicreler iizerinde daha belirgin bir sitotoksik
etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica UVB 0Oncesi uygulama gruplart MTT ve
mikroskobik goriintii sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde hiicre canliliginin UVB
sonrast uygulamalara kiyasla nispeten daha yiiksek egilim gosterdigi dikkat ¢ekmektedir.
Sonuglar gozlenen etkinin yalnizca bakteriyel silipernatanta degil kullanilan besiyeri

bilesenine de bagl olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla olusturulan Sekil 4.16’daki
grafikte gruplar arasinda anlamli farklar goriilmektedir. Cizelge 4.5’teki degerlendirme
kriterleri esas alinarak, UVB uygulamasinin, UVB uygulanmayan gruba gdre hiicre canlilig
iizerinde belirgin bir negatif etki olusturdugu gdzlenmektedir (p = 0,0113). Ozellikle MHB
- B. clausii grubunda yiizde canlilik degerlerinin daha yiiksek oldugu ve bu artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p < 0,05). UVB uygulanip tedavi edici
etkinin incelendigi Grup 3’te TSB 1/16 (v/v) ve B. clausii siipernatant1 1/16 (v/v) arasinda
anlamli fark gozlenmistir (p < 0,001). Ancak UVB uygulanmis grup ile TSB-B. clausii
slipernatanti1 arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p > 0,05; ns). Bunun yani sira B.
clausii’nin UVB hasara kars1 koruyucu etkisini degerlendirmek amaciyla olusturulan Grup
2’de MHB ve B. clausii siipernatant:1 arasinda belirgin bir fark gézlenmistir (p < 0,05). Ek
olarak MHB, MHB - B.clausii siipernatant1 ve UVB uygulanan gruplar arasindaki farklarin

onemli 6l¢iide anlamli oldugu tespit edilmistir (p < 0,0001).

UVB uygulanmamis grup ile siipernatant uygulanan gruplar degerlendirildiginde tiim

stipernatant gruplarinda canlilik degerlerinin daha diisilk ve farkin anlamli oldugu
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goriilmektedir (p < 0,05). Bu durum B. clausii’nin UVB uygulanmamis saglikli hiicrelerdeki
gibi fizyolojik durumu tamamen geri getiremedigini ancak hiicresel hasari kismen

azaltabildigini diisiindiirmektedir.

Gruplar arasi ¢oklu karsilastirmalar incelendiginde MHB ve MHB-B. clausii siipernatanti
gruplarinin 6zellikle diisiik ve orta doz askorbik asit uygulamalarina kiyasla daha yiiksek
canlilik degerleri olusturdugu goriilmektedir. Bu farklarin biiylik bir kismi istatistiksel
acidan anlamli olarak tespit edilmistir. Bu durum askorbik aside kiyasla B. clausii’nin daha
1yi bir biyolojik etki gosterebilecegine isaret etmektedir. Askorbik asit gruplari kendi i¢inde
degerlendirildiginde ise 6zellikle 100 pg/mL konsantrasyonunda canlilik degerinin diger
dozlara gore daha yiiksek oldugu, ancak 150 pg/mL’de hiicresel canlilikta tekrar diisiis
oldugu gozlenmektedir. Bulgular askorbik asit etkisinin doza bagimli ancak optimal bir

aralikta maksimum oldugunu gostermektedir.

Tiim bulgular genel olarak degerlendirildiginde B. clausii siipernatantinin UVB kaynakl
hiicresel hasar1 azaltmada etkili oldugu, bazi durumlarda ise askorbik asit uygulamasina
kiyasla daha belirgin olarak koruyucu etki gosterdigi sonucuna ulasilmaktadir. Ancak
bulgular incelendiginde bu etkinin simirli oldugu; UVB hasarlandirilmamis saglikli hiicre

ozelliklerine tam olarak erisilemedigi tespit edilmektedir.

ok 3k 3k

Gruplar

Sekil 4.12. MTT testi sonrasi hiicre canliliginin grafiksel gosterimi
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Seramid-kompleks Tayini

Bu tez calismasinda keratinositlerin UVB hasarlandirilmasi 6ncesi ve sonrast asamalarinda
probiyotik uygulamasimin seramid ve kompleksleri diizeyine etkileri incelenmistir. UVB
epidermal fonksiyonlar1 bozarak hiicrede oksidatif stres, inflamasyon ve lipid metabolizmasi
degisikliklerine sebep olmaktadir. Bu sebeple UV maruziyetin seramid metabolizmasini
dogrudan etkiledigi ve deri bariyeri yapisinda ve fonksiyonunda degisimlere neden oldugu
literatiirde bahsedilmektedir (Cao ve digerleri, 2024; Lei ve digerleri, 2024). Seramidler stres
kosullar1 altinda hiicre igi stres yanitlarini aktive ederek seramid ve ilgili komplekslerin
iiretimini arttirmaktadir. Sekil 4.17°de gozlenen artisin olusturulan UVB stresine istinaden

oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.13. Seramid-kompleks 6lgiim deneyi sonucunda elde edilen seramid-kompleks
miktarlarinin karsilagtirmali grafigi

Sekil 4.13 incelendiginde, B. clausii siipernatanti igceren gruplar, 6zellikle TSB igerisinde
iiretilen siipernatantin diger gruplara goére seramid kompleks diizeyini belirgin sekilde
azalttig1 goriilmektedir. Bu bulgu, B. clausii siipernatantinin hiicresel stres yanitint modiile
ederek stres altindaki hiicreyi normal hiicre fonksiyonlarina getirebilecegini
diistindiirmektedir. Ancak gruplar arasinda olusan farklarin istatistiksel agidan anlaml
olmadigi tespit edilmistir (p > 0,05). Calismada kullanilan tayin yontemi Sandwich ELISA
metoduna dayanmaktadir. Bu sebeple Olgililen degerlerin dogrudan seramidin serbest
formunu degil proteinlere bagli veya kompleks halde bulunan seramid benzeri yapilar

yansitiyor olabilecegi diisiiniilmektedir. TSB-BC grubunda gozlenen diisiis, B. clausii
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stipernatantinin ~ UVB  kaynakli  hiicresel  stres  yanitini  diizenleyebilecegini
diistindiirmektedir. Gelecek calismalarda ileri diizey analiz yontemleri ile bulgularin

pekistirilmesi amacglanmaktadir.
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5. TARTISMA

Probiyotikler, yeterli miktarda viicuda alindiginda faydali etkiler gosteren canli
mikroorganizmalar olarak bilinmektedir. Probiyotiklerin, yalnizca gastrontestinal
mikrobiyota sagligini koruma ve iyilestirmede degil, deri sagligi lizerinde de Onemli
etkilerinin olabilecegi son yillarda aragtirma konusu olmustur. Bu nedenle, probiyotik ve
tiirevleri, dermokozmetikte deri sagligimin iyilestirilmesi amaciyla c¢esitli nemlendirici
losyon ve kremler, giines kremleri, deri bariyeri onarict kremler ve topikal uygulanan bebek
iiriinlerinde yerini almistir. Ozellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin bu
iiriinlerde son yillarda siklikla yer aldigi gozlenmektedir. Bu tezde, piyasada 6nemli bir
probiyotik olan, bagirsak mikrobiyotasini diizenlemede ve diyare, konstipasyon gibi ¢esitli
gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan B. clausii’nin deri sagligi iizerine
etkilerinin biitiinciil olarak degerlendirilmesi ve sonuglarin literatiire katki saglamasi
amaclanmistir. Bu amacla B. clausii’nin ¢esitli deri patojenleri {izerinde antimikrobiyal
etkinligi disk difiizyon, kuyu difiizyon, sivi mikrodiliisyon ve zamana bagl 6ldiirme analizi
(Time-Kill) yontemleriyle karsilastirmali olarak ele alinmistir. Bununla beraber A375
melanom hiicre hatt1 tizerindeki olast antikanser etkinligi ve insan keratinosit hiicre hatt1 olan

HaCaT iizerindeki UVB maruziyetine karsi koruyucu potansiyeli test edilmistir.

B. clausii’nin antimikrobiyal etkinligini test etmek amaciyla yapilan disk ve kuyu difiizyon
deneylerinde P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecalis, C. acnes M. luteus, S. aureus, S.
epidermidis, S. pyogenes ve C. albicans mikroorganizmalar1 {izerinde herhangi bir
antimikrobiyal inhibisyon zonu gézlenmemis olup, B. clausii’nin ilgili mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal etkisi bu deneylerde tespit edilememistir. Sivi mikrodiliisyon
sonuglarina bakildiginda P. aeruginosa ve E. faecalis {izerinde antimikrobiyal etkinlik
gozlenmistir. Literatiirde yer alan bazi kaynaklar B. clausii’nin bazi suglarinin lantipeptid
yapisinda antimikrobiyal bir bilesik olan clausin lretebildigini gostermistir (Ripert ve
digerleri, 2016; Ahire ve digerleri, 2020). Clausin bazi Gram pozitif bakterilere karsi
inhibisyon gosterebilmektedir, ancak bu etkinlik kiiltiir kosullarina ve Gram pozitif sus
tiirtine gore degisiklik gosterebilmektedir (Dixit ve digerleri, 2023). Bu degisikligin sebebi,
Bacillus tiirlerinde antimikrobiyal bilesik {iretimi besiyeri kompozisyonu, pH, inkiibasyon
stiresi, hiicresel yogunluk gibi faktorlerden olabilmektedir (Mercado ve Olmos, 2022). Ahire
ve digerleri tarafindan yapilan in vitro gastrointestinal simiilasyon ¢alismasinda B.

clausii’den izole edilen lanbiyotiklerin M. luteus, L. monocytogenes, E. faecium, S.
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faecalis, C. difficile, S. aureus ve MRSA bakterilerinin biiylimesini engelledigi kuyu
diflizyon ve sivi mikrodiliisyon testleriyle belirlenmistir. Bu ¢alismada B. clausii UBBC07
sporlar1 mide ve bagirsak kosullarinda hayatta kalarak clausin sentezleyebilmistir. Bulgular
B. clausii’nin antimikrobiyal aktivitesinin bazi uygun g¢evresel ve gastrointestinal sartlar
saglandiginda etkin oldugunu, disk ve kuyu difiizyon gibi standart testlerde antimikrobiyal
aktivitenin her zaman tespit edilemeyecegini diisiindiirmektedir (Ahire ve digerleri, 2020).
Benzer sekilde Ghelardi ve digerlerinin (2022) yiirtitmiis oldugu ¢alisma B. clausii’nin
gastrointestinal ~ kosullarda  antimikrobiyal = ve  sitoprotektif = mekanizmalarini
desteklemektedir (Ghelardi ve digerleri, 2022; Ostad ve digerleri, 2024). Bu durum B.
clausii’nin antimikrobiyal etkinliginin laboratuvar kosullarina bagli olarak degisebilecegini
gostermektedir. Yapilan tez ¢calismasinda disk ve kuyu diflizyon metodlarinda herhangi bir
inhibisyon zonu tespit edilememesinin nedeninin, incelenen literatiirlere istinaden, ¢evresel
kosullara bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica sadece gevresel kosullara bagli olarak
degil; besin azlig1 ve kiiltiir kosullarinin bazi probiyotik bakterilerde antimikrobiyal bilesik
iretimini artirabildigi, zengin besiyerlerinde ise bu durumun baskilanabilecegi
bildirilmektedir (Knysh ve digerleri, 2024). B. clausii, Heyndrickxia coagulans, B.
subtilis'in inhibitér potansiyelinin birlikte kiiltiirleme veya besin eksikligi kosullar1 altinda
artip artmadigini inceleyen bir calismada, inhibitor aktivitenin 0Ozellikle ko-kiiltiir
kosullarinda ve besin kisitlilig1 altinda belirgin sekilde arttig1 gosterilmistir. Ayni ¢alismada,
zengin besiyerinde yetistirilen monokiiltiirlerin daha diisiik inhibitor aktivite sergiledigi
vurgulanmistir. Bu durum, tez deneylerinde inhibisyon zonu gozlenmemesinin, kullanilan
kiiltlirin monokiiltiir olmas1 ve besiyeri kosullarinin antimikrobiyal metabolit liretimini
yeterince indiiklememis olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir (Knysh ve
digerleri, 2024). Dolayisiyla, B. clausii’nin potansiyel antimikrobiyal etkisinin ortaya
konulabilmesi i¢in farkli besiyeri kosullar1 ve ko-kiiltlir sistemlerinin degerlendirilmesi

gerekebilecegi anlasilmaktadir.

B. clausii O/C susunun salgiladig1 bilesiklerin, Clostridium difficile ve Bacillus cereus
toksinlerinin neden oldugu sitotoksisite iizerindeki etkilerinin incelendigi bir caligmada, bu
probiyotigin yalnizca bakterilere karst degil, ayn1 zamanda toksinlere karst da koruyucu
olabilecegi gosterilmistir (Ripert ve digerleri, 2016). Fateminasab ve digerlerinin (2023)
yapmis oldugu bir ¢alisgmada ise B. clausii slipernatantinin antibakteriyel, antiviral ve
apoptoz indiikleyici aktiviteleri rapor edilmis ve antimikrobiyal aktivitenin yalnizca canl

hiicrelere bagli olmadigini dogrulamistir (Fateminasab ve digerleri, 2023). Bu sebeple, ilgili
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makale de referans alinarak deneylerde B. clausii’nin slipernatantinin patojen bakterilere

etkisi aragtirilmak istenmistir.

B. clausii’nin mono ve karisik kiiltiirlerde ve farkli besiyeri kosullarina bagl olarak patojen
bakterilere karsi inhibisyon etkinliklerinin degisebildigi Knysh ve digerlerinin (2024)
yaptig1 calismada raporlanmistir (Knysh ve digerleri, 2024). Bu sebeple deneylerin baslangic
asamasinda B. clausii MHB ve TSB besiyerleri igerisinde ayri ayri inokule edilmis ve

deneylerde her ikisi kullanilarak sonuglar karsilagtirilmali olarak incelenmistir.

Bacillus tiirlerinin ikincil metabolitleri ¢oklu direng gosteren patojenlere karsi potansiyel
tedavi yontemi olarak kullanilabilmektedir. B. clausii’nin antimikrobiyal etki mekanizmalari
genetik ve metabolik olarak gesitlilik gosterebilmektedir. Degerlendirilen ve incelenen tiim
makaleler ¢ergevesinde, deneylerde gbzlenen sinirli antimikrobiyal aktivite B. clausii’nin
cevresel kosullar, sus farkliliklar1 ve metabolit {iretimine bagli olarak degisebilmektedir

(Urdaci ve digerleri, 2004; Alkhalili ve Canback, 2018; Nicolas ve digerleri, 2025).

B. clausii CSIO8 susunun antimikrobiyal aktivitesinin test edildigi bir ¢alismada, P.
aeriginosa ve S. aureus bakterilerinin sayisini azalttigi tespit edilmistir (Khokhlova ve
digerleri, 2023). Tez ¢alismasinda yapilan antimikrobiyal aktivite deneylerinde inhibisyon
zonu gézlenmemis olsa da probiyotik mikroorganizmalarin biyolojik aktivitelerinin yalnizca
dogrudan antibakteriyel etki ile smirli olmadig1 Barzoki ve digerlerinin (2022) yapmis
oldugu ¢alismada incelenmistir. Caligmada B. clausii’nin kendisi ve siipernatantinin Herpes
simplex viriis tip 1 {izerinde antiviral etki gdsterdigi tespit edilmistir. Ozellikle siipernatant
araciligiyla antimikrobiyal etkinin gozlendigi bu ¢alisma, B. clausii antimikrobiyal
etkilerinin dogrudan inhibisyon zonu olusturmak yerine salgiladigi metabolitler araciligiyla
veya farkli biyolojik mekanizmalar lizerinden ortaya ¢ikabilecegini aciklamaktadir (Barzoki

ve digerleri, 2022).

B. clausii’nin melanom hiicreleri tizerinde etkisinin incelenmesi amaciyla A375 melanom
hiicre hatt1 kullanilmis, hiicreler farkli konsantrasyonlarda hazirlanan B. clausii siipernatanti
ile muamele edilmistir. A375 hiicre hatti ile MTT deneyinde gozlenen sonuglar
slipernatantin tam olarak bir sitotoksik ajan gibi davranmadigimi belirtmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre canliliinda azalma gozlenmis olsa da bu durum kontrol amaciyla

uygulanan besiyeri ile paraleldir ve besiyerinin de hiicrelerin 6lmesine sebep olabilecegini
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diistindiirmektedir. Ayrica gdzlenen bu etkinin tiim doz araligir boyunca devam etmedigi

goriilmektedir.

Deney sonuglarinda negatif kontrol amaciyla kullanilan besiyeri ve B. clausii
siipernatantinin melanom T{izerinde benzer hiicresel yanitlar olusturdugu goriilmiis,
kullanilan siipernatantin melanom hiicreleri iizerinde spesifik sitotoksik ve antiproliferatif
etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Bu bulgular, B. clausii’nin melanom hiicreleri tizerindeki
olas1 etkilerinin hiicre disina salgilanan metabolitlerden kaynaklanmadigini diistindiirmekte
olup, bu etkilerin probiyotik hiicresinin kendisi, konak—mikrobiyota etkilesimleri veya
immiin yanitlar aracilifiyla olusup olugsmadiginin ileri ¢aligmalarla aragtirilmasi

gerekmektedir.

Literatiirde oral ve topikal probiyotiklerin melonom ve deri kanserleri tizerindeki etkilerini
inceleyen calismalarin sinirli oldugu goriilmektedir. Probiyotiklerin deri kanserlerinin
onlenmesindeki potansiyel rollerini arastiran giincel bir derlemede, bu mikroorganizma ve
tiirevlerinin immiin yaniti diizenleme, inflamasyonu baskilama ve azaltma, karsinogenez
stirecinde gorevli olan hiicresel mekanizmalar1 modiile etme yoluyla dolayli olarak
antikanser etkiler gosterebilecegi vurgulanmistir (Torabi ve digerleri, 2025). Bunun yani sira
probiyotik tiirevli metabolitlerin apoptotik yollar1 aktive ederek tiimor progresyonunu

baskilayabilecegi diisiiniilmektedir (Isozaki ve digerleri, 2022).

Probiyotik ve tiirevlerinin lokal etkilerinin yaninda sistemik diizeyde de bagirsak-deri ekseni
iizerinden etkilerinin oldugu arastirilmaktadir. Bagirsak-deri mikrobiyotas: arasindaki ¢ift
yonlii etkilesimin inflamasyon ve tiimor gelisimini baskiladigi belirtilmektedir. Aragtirmalar
deri ve bagirsak mikrobiyotasi ¢esitliliginin deri kanserlerinin tedavisinde ve immiin cevabin
kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynadigin1 géstermektedir (Friedrich ve digerleri, 2017;
Makaranka ve digerleri, 2022; Woo ve digerleri 2022; Bouferraa ve digerleri, 2023; Ziogas
ve digerleri, 2026). Sivan ve digerlerinin (2015) melanom modeli olusturulan farelerde
gerceklestirdigi bir ¢alismada, Bifidobacterium oral uygulamasinin tiimor biiyiimesini

engelledigi lizerine bulgular tespit edilmistir (Sivan ve digerleri, 2015).

Incelenen makaleler dogrultusunda tez calismasinda kullanilan B. clausii siipernatantinin in
vitro kosullarda uygulanmasi ve immiin sistem bilesenlerinin bulunmamasi antikanser

etkinin ortaya ¢ikmamasinin temel sebebi olabilecegini diisiindiirmektedir. Probiyotiklerin,
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ozellikle canli bakteri formunda, konakla etkilesim halinde ve immiin yanitin mevcut oldugu
durumlarda daha belirgin etkiler gosterdigi dikkate alindiginda, B. clausii’nin potansiyel
antikanser etkilerinin ortaya konulabilemesi i¢in in vivo modeller, immiinolojik parametreler
ve kanser mikrogevresini igeren daha kapsamli caligmalara ihtiyag duyuldugu

diistiniilmektedir.

UVR, deri kanserlerinin etiyolojisinde énemli bir faktor olarak bilinmektedir. Bu 1sinlara
tekrarlayan siireglerde maruz kalma deride kirisiklik, elastikiyet kaybi, renk degisiklikleri,
kuruluk gibi fotoyaslanma belirtilerinin erken yaslarda ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir
(Teng ve digerleri, 2022). Bununla beraber, kronik UVR maruziyetinin melanom olugma
riskini tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir. UVR reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini arttirarak
DNA hasarinda ilerleyici mutasyona sebep olabilmektedir. Ayni zamanda, bagisikligin
baskilanmasina sebep olarak kanser hiicrelerinin klonal genislemesini arttirmaktadir (Woo
ve digerleri, 2022). Literatiirde probiyotiklerden salgilanan metabolitlerin UVR’a karsi
koruyucu etkiler gosterdigine dair ¢aligmalar mevcuttur. Mevcut ¢aligmalardan biri olan
Friedrich ve digerlerinin (2017) yaptigi bir ¢alismada, L. rhamnosus’tan izole edilmis
lipoteikoik asidin oral uygulamasinin kronik UV 1s1n1 verilen farelerde UV kaynakli olusan
deri skuamoz hiicreli karsinomlar1 geciktirdigi ve azalttigi gozlenmistir (Friedrich ve

digerleri, 2017).

UVB isinlariin keratinositler tizerinde olusturdugu sitotoksik etki; reaktif oksijen tiirlerinin
artis1, DNA hasar1 ve hiicresel apoptoz mekanizmalarinin aktivasyonu ile agiklanmaktadir.
UVB maruziyetin HaCaT hiicrelerinin morfolojisi lizerinde ciddi bozulmalar meydana
getirdigi, hiicre canliligini azalttig1 literatiirde belirtilmektedir (Shahen ve digerleri 2023;
Mondadori ve digerleri, 2025). Tez calismasinda elde edilen diisiik hiicre canlilig1 ve
morfolojik bozulmalar UVB hasarin bu etkileriyle uyumlu bulunmaktadir. Son yillarda
probiyotikler ve tiirevlerinin UV hasara karst koruyucu veya tedavi edici etkileri
arastirilmaktadir. HaCaT hiicreleri {izerinde yapilan calismalarda bazi1 probiyotik veya
stipernatantlarinin UVB’ye baglh olarak olusan hiicre hasarmi azalttigi, hiicre canliligi
izerinde olumlu etkilerinin oldugu ve hiicre bilesenlerini korudugu tespit edilmistir.
Limosilactobacillus fermentum ve L. plantarum kullanilarak yapilan bir caligmada,
probiyotik uygulamasi ile UVB maruziyet sonrasi hiicrelerde meydana gelen kolajen
yikiminin inhibe edildigi ve hiicre fonksiyonlarin korundugu gosterilmistir (Park ve

digerleri, 2024). Benzer sonuglart olan bir diger calismada UVB hasarlandirilmis



70

keratinositlerde probiyotik kaynakli bilesenlerin hiicre canliligini %90’ {izerine
cikarabildigi analiz edilmistir (Shahen ve digerleri, 2023). Bu gostergelerin yani sira
literatiirde bahsi gegen tiim probiyotik uygulamalarmin gii¢lii bir sitoprotektif etki
gosteremedigi de belirtilmektedir. Bazi c¢alismalarda probiyotiklerden elde edilen
stipernatantlarin hiicre canliliklar1 {lizerinde smirli etki gosterebildigi bunun yani sira
antioksidan sistemler, kolajen ve seramid metabolizmasi iizerinden diizenleyici etkiler
olusturdugu bulunmustur (Park ve digerleri, 2024). Bu durum probiyotik etkisinin yalnizca
hiicre canlilig1 lizerinden degil aym1 zamanda hiicresel sinyal yollar1 ve biyokimyasal

parametreler iizerinden de degerlendirilmesi gerektigini ortaya ¢ikarmaktadir.

Tez calismasinda elde edilen bulgularin literatiirdeki degisken sonuglarla paralel oldugu
goriinmektedir. B. clausii siipernatantinin tedavi edici etkisini incelemek amaciyla
olusturulan UVB sonras1 siipernatant uygulamasinda hiicre canliligin1 belirgin olarak
arttirmadig1 goézlenmistir. Bu durum kullanilan besiyerinin igerigi, probiyotik susunun tiirii
veya deneysel kosullarin etkisiyle agiklanabilmektedir. Literatiirde de probiyotiklerin olasi
olumlu etkilerinin sus spesifik oldugu ve kiiltiir kosullarina bagli olarak degisebildigi

bildirilmektedir (Souak ve digerleri, 2021).

UVB o6ncesi siipernatant uygulanan gruplarda gozlenen kismi sinirli iyilesme egilimi, UVB
oncesi uygulamalarin antioksidan enzimleri arttirmasina bagli olarak hiicreleri hasara karsi
daha direngli hale getirdigini diisiindiirmektedir. Bu amagla degerlendirilen Shin ve
digerlerinin (2018) yapmis oldugu bir ¢aligmada, L. rhamnosus ile zenginlestirilen bir bitki
oziitliiniin UVB hasarlandirilmis HaCaT keratinositlerinde azalan glutatyon ve siiperoksit
dismutaz seviyelerini arttirdig1 ve hiicreleri UVB hasara kars1 direngli hale getirdigi tespit
edilmistir (Shin ve digerleri, 2018).

Bu c¢alismada elde edilen bulgular B. clausii siipernatantinin hiicre canlilig1 tizerindeki
etkisinin hiicre hatti ve uygulanan konsantrasyona bagli olarak degisebildigini
gostermektedir. Bu tez ¢alismasi, probiyotik siipernatantlarin UVB kaynakli hiicre hasari
tizerindeki etkisinin sus, besiyeri ve uygulama zamanina bagh olarak degistigini ortaya
koymaktadir. Elde edilen veriler B. clausii siipernatantinin bu deney kosullarinda giiclii bir
sitoprotektif ajan olmadigin1 ancak UVB 0Oncesi uygulamalarda sinirli bir koruyucu

potansiyel gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Bulgular, probiyotiklerin UV karsiti
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etkilerini optimize edebilmek amaciyla doz, uygulama siiresi ve aktif bilesenlerinin detayl

olarak arastirilmasi gerektigini gostermektedir.

UV isinlari, epidermiste anormal seviyelerde reaktif oksijen tiirevleri iiretimine sebep
olmaktadir. Bu tiirevlerin asir1 miktarda salgilanmasi ¢esitli deri hastaliklarinin
tetiklenmesine ve pro-enflamatuar molekiillerin {iretimine, erken yaslanma, kirisiklik
olusumu gibi durumlara sebep olmaktadir. Seramidler, deri bariyer fonksiyonunu koruma ve
nem kaybimi onlemede onemli bir rol oynayan lipid yapili dogal deri bilesenleridir.
Epidermal seramidler ve metabolitleri deri bariyeri homeostazinin saglanmasinda kritik
anlam ifade etmektedirler (Park ve digerleri, 2023). Probiyotik tiirevlerinin UVB
maruziyetine birakilarak hasarlandirilmig keratinosit hiicrelerinde hiicre canliligini arttirdig
ve oksidatif stres yanitini azalttig1; bununla beraber deri bariyer fonksiyonunu giiclendirerek
inflamatuar siirecleri baskiladigi bilinmektedir (Shaheen ve digerleri, 2023; Mondadori ve
digerleri, 2025). Probiyotiklerin deri bariyer fonksiyonunu giiglendirmede dnemli bir lipit
olan seramid diizeylerini arttirdig1 arastirilmaktadir. Giincel ¢alismalardan biri olan Ma ve
digerleri (2026)’nin yaptig1 ¢alisma, deri mikrobiyotasina ait bir bakteri olan C. acnes’in
UVB kaynakli hasarlanmay1 seramid metabolizmasi tizerinden azaltabildigini bildirmistir
(Ma ve digerleri, 2026). Buna istinaden, B. clausii siipernatantinin seramid kompleks
diizeylerini azaltma egilimi gostermesi, probiyotiklerin hiicrelerde olusan stres yanitlariyla

ve lipid metabolizmasiyla ilgili olabilecegi seklinde yorumlanmaktadir.
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6. SONUC

B. clausii’nin deri saghig1 tizerine potansiyel antimikrobiyal, antikanser ve UVB hasardan
koruyucu ve tedavi edici etkinligi cesitli deneysel yontemlerle test edilmistir.
Antimikrobiyal etkinin test edilmesi amaciyla sivi mikrodiliisyon, disk difiizyon, kuyu
difiizyon ve zamana bagli 6ldiirme analizleri yapilmistir. Antikanser etkinlik A375 melanom
hiicre hatt1 izerinden MTT analizi ile test edilmistir. UVB hasara kars1 potansiyel koruyucu
ve tedavi edici etkinligin degerlendirilmesi MTT analizi ve seramid kompleks tayini

yontemleriyle gerceklestirilmistir.

Tiim sonuglar incelendiginde antimikrobiyal aktivite testlerinden olan disk ve kuyu difiizyon
testlerinde P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecalis, C. acnes, M. luteus, S. aureus, S.
epidermidis, S. pyogenes, C. albicans mikroorganizmalarina kars1 B. clausii siipernatantinin
herhangi bir antimikrobiyal etkinligi tespit edilememistir. Ancak yapilan sivi mikrodiliisyon
deneyinde P. aeruginosa, E. faecalis icin MIK 1/2 (v/v) olarak tespit edilmistir. Zamana
baglh oldiirme analizinde B. clausii’nin P. aeruginosa ve E. faecalis bakterileri iizerinde

bakteriyostatik etkisinin oldugu gézlemlenmistir.

Antikanser etkinligin belirlenmesi amaciyla A375 melanom hiicreleri tizerinde yapilan MTT
testinde anlamli bir antikanser etkinlik saptanamamistir. HaCaT hiicreleri tizerinde UVB
hasarlandirma oncesi koruyucu etkinin belirlenmesi amaciyla uygulanan B. clausii
slipernatantinin (MHB igerisinde {iretilen slipernatant1) istatistiksel agidan anlamli seviyede
UVB koruyucu etkisi saptanmistir. UVB hasarlandirma sonras1 1/16 (v/v) hacimde
uygulanan siipernatantin besiyeri kontrol grubuna kiyasla anlamli oldugu tespit edilmistir.
UVB hasarlandirma sonrasi hiicre iist sivilar1 seramid kompleks tayini ile dlciilmiis, B.
clausii  siipernatanti  verilen hiicrelerdeki seramid kompleks seviyelerinin UVB
uygulanmayan kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Sonuglar B. clausii
stipernatantinin deri sagligi iizerinde etkilerinin oldugunu ancak ileri ve kapsamli

caligmalara ihtiya¢ bulundugunu gostermektedir.
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