OZET
YENI KULLANIM

Mevcut bulus, bir galaktooligosakkaritin enflamasyonun
engellenmesinde, ozellikle bagirsak enflamasyonun

engellenmesinde kullanimu ile ilgilidir,
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ISTEMLER

1. Bagirsak enflamatuar rahatsizliklarinin  engellenmesinde
kullanim i¢in 3 veya daha fazla bir DP’ye sahip olan bir
galaktooligosakkarit  olup, burada galaktooligosakkaritler
trisakkaritler Gal (f 1-6)- Gal (§ 1-4)- Gl¢, Gal (f 1-3)- Gal (B
1-4)-Glc, tetrasakkarit Gal (p 1-6)- Gal (p 1-6)- Gal (p 1-4)-Glc
ve pentasakkarit Gal (B 1-6)- Gal (B 1-6)- Gal (§ 1-6)- Gal (B 1-
4)-Gle’den olusan gruptan se¢ilmektedir.

2. Istem 1’e gore galaktooligosakkarit olup, Istem 1’e gore

kullanim i¢in bir toz veya surup olarak sunulmaktadir.
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TARIFNAME
YENI KULLANIM

Mevcut  bulug, bir  galaktooligosakkaritin  enflamasyonun
engellenmesinde, Ozellikle bagirsak enflamasyonun engellenmesinde
kullanimi ile ilgilidir. Galaktooligosakkaritler memeli gastrointestinal
sindirim enzimlerine kars1 direncli olan fakat spesifik kolon bakterileri
tarafindan fermente edilen sindirilemeyen karbonhidratlardir.

[nsan bagirsak floras1 patojenik, tehlikesiz ve faydali mikrobiyal
cinsler icermektedir. Patojenik olanlarin baskin olmasi hem akut (6r.
gastroenteritis) hem de kronik (6r. enflamatuar bagirsak hastaligr ve
baz1 bagirsak kanserleri) olabilen bagirsak rahatsizliklarina neden
olabilmektedir.

Kolondaki kisithh bir sayida bakterinin veya birinin biiyimesini
ve/veya aktivitesini segime bagli olarak stimiile ederek konagi faydali
bir sekilde etkileyen, boylelikle konagin saghgmda bir gelismeye yol
acan sindirilemeyen gida bilesenler: olarak tanimlanan prebiyotiklerin
enflamatuar bagirsak hastaligit (IBD) gibi bir takim enflamatuar
kosullarda dolayli bir koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Bazi IBD hastalarinda adaptif bagisiklik sisteminin komensal bagirsak
florasina karst hiper-duyarli oldugu bulunmustur (bkz. Guarner T,
Malagelada JR, Best Pract. Res. Clin. Gatroenterol., (2003); 17; 793-
804). Sonug olarak prebiyotikler hastalikta bir niiksiin engellenmesine
yardimci olmus olan faydali bagirsak mikroflorasim gelistirmek igin
kullanilmistir (bkz. Sartor RD., Gastroenterology, (2004), 126, 1620-
1633).

Probiyotikler ~ olarak stniflandirilan bir  grup bilesik
galaktooligosakkaritlerdir. Bunlar Gle pl1-4 [Gal B 1-6], formunun,
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burada n = 2 - 5, galaktoz iceren oligosakkaritleridir ve enzim [3-
galaktosidazin  transgalaktosilaz  aktivitesini  kullanarak laktoz
surubundan iiretilmektedir (Crittenden, (1999) Probiotics: A Critical
Review, Tannock, G. (ed) Horizon Scientific Press, Wymondham, pp
141-156).

EP 1 644 482 sayih patent belgesi laktozu yeni bir
galaktooligosakkarit karisgimina ¢eviren bir galaktosidaz enzimi tireten
yeni bir Bifidobacterium bidifum susunu agiklamaktadir. Bu
galaktooligosakkarit karisimi disakkaritler Gal (B 1-3) Gle; Gal (B 1-
3)-Gal; Gal (B 1-6)-Gal; Gal (a 1-6)-Gal; trisakkaritler Gal ([ 1-6)-Gal
(B 1-4)-Glc veya Gal (p 1-3)-Gal (B 1-4)-Glc; tetrasakkarit Gal (§ 1-
6)-Gal (B 1-6)-Gal (B 1-4)-Glc veya pentasakkarit Gal ( 1-6)-Gal (
1-6)-Gal (B 1-6)-Gal (B 1-4)-Glc igermektedir ve prebiyotik 6zelliklere
sahip oldugu ve faydali bakteriler bifidobakterilerin ve laktik asit
bakterilerinin ~ popiilasyonunu  arttirdign = gosterilmistir.  Bu
galaktooligosakkarit karistmu ticart olarak Bimuno (Tescilli Ticari
marka) adi altinda pazarlanmaktadir ve Clasado Ltd’den (Milton
Keynes, BK) bulunmaktadir.

Vulevic, J ve arkadaglar1 Am. J Clin. Nutr., (2008), 88: 1438-46
yayminda  galaktooligosakkaritlerin ~ saghkli  yash  kisilere
uygulanmasimin hem fekal mikroflora bilesimi hem de bagisikhik
tepkisi iizerinde nasil pozitif etkilerle sonuclandigini agiklamaktadir.

3 veya daha fazla bir DP’ye (polimerizasyon derecesi) sahip olan bir
galaktooligosakkaritin memeli bagirsak mukozasinin enflamatuar
tepkisini direkt olarak modiile edebildigi gosterilmistir. Ozellikle
enflamatuar ajanlarin mevcudiyetinde pro-enflamatuar kemokin

tepkisini azaltmaktadir. Dolayisiyla bu tiir bir galaktooligosakkarit
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enflamatuar  bagirsak  hastalifi, kolit, nekrotize enterokolit,
psodomembrandz kolit, tlseratif kolit, Crohn hastaligi, divertikiilit,
iskemi, vs. gibi bagirsak enflamatuar kosullarmi tedavi etmekte
faydali olabilmektedir.

Bulusa gore bagirsak enflamatuar rahatsizliklarimin engellenmesinde
kullannom i¢in 3 veya daha fazla bir DP’ye sahip olan bir
galaktooligosakkarit saglanmakta olup, galaktooligosakkaritler
trisakkaritler Gal (B 1-6)- Gal (B 1-4)- Gle, Gal (B 1-3)- Gal (B 1-4)-
Gle, tetrasakkarit Gal (B 1-6)- Gal (B 1-6)- Gal (B 1-4)-Glc ve
pentasakkarit Gal (B 1-6)- Gal (B 1-6)- Gal (B 1-6)- Gal (P 1-4)-
Glc’den olusan gruptan secilmektedir. Tercihen galaktooligosakkarit
3’ten 5’e kadar bir DP’ye sahiptir.

Enterositler liminal ¢evreyi konaktan ayiran tek bir polarize epitelya
tabaka olusturmaktadir. Bunlar konak savunmast ic¢in aktif
yardimcilardir. Bunlarin herhangi bir enflamatuar uyariciya karsi
kalitsal bagisiklik tepkisi birincil olarak epitelyumun bariyer
fonksiyonunu hizli bir sekilde yeniden olusturmaktan sorumludur.
Epitelyum gerekirse nétrofiller gibi kalitsal bagisiklik hiicrelerini
hasarli mukozaya alma prosesini baglatan pro-enflamatuar sitokinleri
ve kemokinleri eksprese etmek i¢in indiiklenebilmektedir. Ornegin IL-
8 gibi pro-inflamatuar kemokinler epitelyal hiicreler tarafindan ve
makrofajlar tarafindan nétrofilleri ve PMN’leri (polimorfoniikleer
lokositler) bir bagisiklik tepkisi sirasinda iltthapli mukozaya almak
igin uyarabilmektedir. Makrofaj Enflamatuar Protein-3o (MIP-3a)
veya CCL20 kemokin reseptori CCR6’nin aktivasyonu aracilifiyla
lenfositleri ve dendritik hiicreleri aktive ederek adaptif bagisiklik

sistemini ortaya cikaran bagka bir kemokindir. IL-8 ve MIP-3a
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(CCL20) indiikksiyonu bir enflamasyon zorluguna karst tepki
derecesini belirtmektedir.

Galaktooligosakkaritin ~ farkli  yetiskin  kolon hiicre  kiiltiri
modellerinin  enflamatuar tepkist lizerindeki etkisi calisilmugtir.
Beklenmedik bir sekilde fizyolojik konsantrasyonlarda bagirsak
epitelyal hiicrelerinde, bagka bir deyisle insan enterositlerinde TNF-a
enflamatuar uyaran tarafindan indiklenen pro-enflamatuar kemokin
tepkisini azaltmaktadir.

Galaktooligosakkarit dmegin oda sicakliginda korunan bir Biogel P2
kolonu kullanan 6rnegin biiyiikliik dislanimh kromatografi kullanarak
saflastirma  vasitasiyla Bimuno olarak bilinen, ticari olarak
bulunabilen galaktooligosakkaritlerden hazirlanabilmektedir. Ornek
tozun agirlik/hacimee %10 suda ¢oziindiiriilmesi ve deiyonize su ile 2
ml/dk’lik bir hizda ayristirilmasi vasitasiyla hazirlanabilmektedir.
Alternatif olarak Bimuno karigiminin aktif fraksiyonu uygun enzim
kullanilarak enzimatik transgalaktosilasyon vasitasiyla
hazirlanabilmektedir.

Galaktooligosakkarit bir toz, bir surup olarak veya yumusak bir pastil
formunda sunulabilmektedir. Bir bagirsak rahatsizligindan, érnegin bir
bagirsak enflamatuar rahatsizliktan mustarip olan bir hastaya giinliik
olarak 1 ila 10 g, tercihen 2 ila 5 g, en ¢ok tercihen 2,75 g’lik etkili bir
aktif galaktooligosakkarit dozunda uygulanabilmektedir. Bu tek bir
doz olarak veya birkag saat arayla iki ayr1 doz olarak alinabilmektedir.
Galaktooligosakkarit tozu sicak bir igecege ecklenebilmekte veya
yemege serpilebilmektedir. Surup kendi basina tiiketilebilmekte veya
alternatif olarak bir icecek i¢ine kanstirilabilmekte veya yemek

izerine koyulabilmektedir. Yumusak pastil agizda ¢ignenmektedir.
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Enflamasyonu engellemek i¢in galaktooligosakkarit bir bireye 1 ila 10
g, tercihen 2 ila 5 g, en ¢ok tercihen 2,75 g’lik etkili bir glinliik dozda
uygulanabilmektedir.
Mevcut bulug ayrica asagidaki  Orneklere ve sekillere atifta
bulunularak ag¢iklanacaktir.
Sekil 1, B-GOS’un T84 hiicrelerinde TNF-o indiikli IL-8
sekresyonu iizerindeki etkisini gdstermektedir;
Sekiller 2(A) ve (B), B-GOSun NCM-460 hiicrelerinde TNF-a.
indiiklii  IL-8 ve MIP-3a sekresyonu iizerindeki etkisini
gostermektedir;
Sekiller 3(A) ve (B), B-GOS’un TNF-a islenmis NCM-460
hiicrelerinde TL-8 ve MIP-3a ekspresyonu tizerindeki etkisini
gostermektedir;
Sekiller 4(A), (B) ve (C), B-GOS’un TNF-a igslenmis NCM-460
hiicrelerinin =~ ¢ekirdeklerine NF-kB ~ p65  proteininin
translokasyonu lizerindeki etkisini gostermektedir;
Sekiller 5 ve 6, B-GOS’un NCM-460 hiicrelerinde TNF-u
indiiklii IL-8 sekresyonu iizerindeki etkisini gdstermektedir;
Sekiller 7(A) ve (B), B-GOS’un DSS ile isleme tabi tutulmus
farelerde TNF-a indiiklii IL-6 ve MIP-2 sekresyonu tizerindeki
etkisini gostermektedir;
Sekiller 8(A) ve (B), galaktooligosakkaritlerin farkh
fraksiyonlarinin sirasiyla 1L-8 ve MIP-3a iiretimi lizerindeki
etkisini gostermektedir ve
Sekiller 9(A) ve (B), NCM460 hiicreleri Bimuno ve DP3 ve

bunun DP>3 fraksiyonlar: ile isleme tabi tutuldugu zaman
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sirastyla TNF-a indikli IL 8 ve MIP-3 « iiretimi tizerindeki

ctkiyi gostermektedir.
ORNEK 1
Galaktooligosakkaritlerin sitokin sekresyonu iizerindeki etkisi
Bagirsak epitelyal hiicreleri 5x10° hiicre/m’lik bir baslangig
konsantrasyonunda 24 kuyucuklu plakalarda konfliiansa kadar
biiyiitiildi. Hiicreler %70 konfliansa eristifi zaman su sekilde dort
kere isleme tabi tutuldu: (i) negatif kontrol, (i1) TNF-a (10 ng/mL)
pozitif kontrol, (111} B-GOS (5 g/L) ve (iv) TNF-a (10 ng/mL) ile B-
GOS (5 g/L). Insan siitiinde bulunan oligosakkaritlerin fizyolojik
konsantrasyonu oldugundan dolayr 5 g/L’lik bir oligosakkarit
konsantrasyonu kullanildi. 16 saat sonra siipernatantlar toplandi ve
ELIZA vasitasiyla IL-8 ve MIP-3a sekresyonunun belirlenmesi igin -
20 °C’de depolandi. Asagidaki deneylerde TNF-a IL1[ veya flagellin
ile degistirildi.
IL-8’in Miktar Tayini. I1L-8 konsantrasyonu onceden agiklandigr gibi
ELIZA vasitasiyla 6lgiildii (Claud EC, Savidge T, Walker WA 2003
Modulation of human intestinal epithelial cell IL-8 secretion by
human milk factors. Pediatr Res 53: 419-425). Kisaca 96 kuyucuklu
bir yiiksek baglama plakasinin her bir kuyucugunda (Nunc Immulon,
Fisher Scientific, Middletown, VA, ABD) gece boyunca 100 pL’lik 3
pg/mL fare anti-insan IL.-8 monoklonal antikorunun ile kaplandi, PBS
icinde 200 pL %1 BSA ile li¢ kere yikand1 ve 100 L émekle bir saat
boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Kuyucuklar daha sonra {i¢ kere
yikandi ve 100 pL’lik 0,1 pg/m biyotin etiketli fare anti-insan IL-8
antikoru ile bir saat boyunca inkiibe edildi. Bagka bir yikamadan sonra

her bir kuyucuk 100 pL yaban turpu peroksidaz ile inkiibe edildi, 100
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uL O-fenilendiamin dihidrokloriir ve hidrojen peroksit ile inkiibe
edilmeden Once tekrar yikandi. Reaksiyon 100 uL 2N H2S04 ile
durduruldu ve abzorbans 490 nm’de okundu. IL-8’in &rneklerdeki
konsantrasyonu [L-8 standart egrisinden hesaplandi.

MIP-3a’nin Miktar Tayini, MIP-30 sekresyonun miktar1 plakanin
gece boyunca 100 pL 2,0 pg/mL fare anti-insan MIP-3a monoklonal
antikoru ile gece boyunca yikanmasi haricinde IL-8’¢ benzer bir
sekilde ELIZA vasitasiyla 6lgiildii. Tespit antikoru biyotin etiketli fare
anti-insan MIP-3a antikoru 100 pL’lik bir hacimle 50 ng/mL’lik bir
konsantrasyonda tespit antikoru olarak kullamldi. MIP-3a’nin
orneklerdeki konsantrasyonu MIP-3a standart egrisinden hesaplandi.
Hiicre canlligManalizi. B-GOS sitotoksisitesi tripan mavisi diglanim
testi kullanilarak arastirildi. NCM-460 hiicreleri 2x105 hiicre/mL’lik
bir basglangic konsantrasyonundan lameller tizerinde biiyiitiildii.
Hiicreler B-GOS (5 g/L) veya kontrol ortamiyla ii¢c kere isleme tabi
tutuldu. 16 saat sonra NCM-460 hiicreleri tripan mavisi diglanim
analizi vasitasiyla hiicre canlilifina yonelik analiz edildi (Raimondi F,
Crivaro V, Capasso L, Maiuri L, Santoro P, Tucci M, Barone MV,
Pappacoda S, Paludetto R 2006 Unconjugated bilirubin modulates the
intestinal epithelial barrier function in a human-derived in vitro model.
Pediatr Res 60: 30-33). B-GOS’nin bu konsantrasyonda hiicrelerin
canlhilig iizerinde belirgin bir etkisi yoktu.

B-GOS’nin  sitokin transkripsiyonunun indiiksiyonu lizerindeki
etkisi. NCM-460 hiicreleri 5x105 hiicre/m’lik  bir baslangig
konsantrasyonunda 6 kuyucuklu plakalarda konfliiansa kadar
biiyiitiildii. Hicreler %70 konfliiansa eristi§i zaman su sekilde dort

kere isleme tabi tutuldu: (i) negatif kontrol, (i1) TNF-a veya IL1P veya
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flagellin (10 ng/mL) pozitif kontrol ve (iii) TNF-a veya IL1j veya
flagellin (10 ng/mL) ile B-GOS (5 g/L). 18 saat sonra toplam hiicresel
RNA Trizol-kloroform ekstraksiyonu vasitasiyla 1zole edildi.
SuperScript III Platinyum SYBR Green Tek Adim gRT-PCR kiti
kullamlarak IL-8, MIP-3¢ ve MCP-1"in mRNA ekspresyonu bir MJ
Opticon 2’de ol¢lildi ve GAPDH’nin mRNA e¢kspresyonuna
standardize edildi.

B-GOS’nin NF-kB translokasyonu iizerindeki etkisi. NCM-460
hiicreler1 lameller {izerinde %70 konfliiansa kadar biiyltildia ve 10
veya 30 dakika boyunca su sekilde dort kere isleme tabi tutuldu: (i)
negatif kontrol, (ii) TNF-a (10 ng/mL) pozitif kontrol, (iii) ve (iv)
TNF-a (10 ng/mL) ile B-GOS (5 g/L). Ortam uzaklastinldi ve
hiicreler %4 paraformaldchitte sabitlendi. Metanol ile gegirgen hale
getirildikten ve TBS i¢inde %0,25 BSA’da %10 keci serumunda bloke
edildikten sonra hiicreler tavsan anti-insan NF-xB p65 antikor ile
problandi. Yikamadan sonra hiicreler CyTM 3-konjuge edilmis keci
anti-tavsan antikoruyla inkiibe edildi. Lameller daha sonra yikandi ve
mikroskop (Nikon Eclipse TE2000-S) altinda goriintiilenmek iizere
lam {izerine yerlestirildi.

Malzemeler

NF-a sitokin, IL1pB, flagellin, streptavidin-HRP ve insan CCL20-MIP-
300 ELIZA gelisim kiti (Quantikin) R&D Systems’den (Minneapolis,
MN, ABD) saglandi. Anti-insan IL-8 ve fare anti-insan IL-8
antikorlar1t Pierce Endogen’den (Woburn, MA, ABD) saglandi. O-
fenilendiamin tabletleri Pierce’dan (Rockford, IL, ABD) saglandu.
Trizol, SuperScript IIT Platinyum SYBR Green Tek Adim qRT-PCR
kitleri ve ¢gRT-PCR i¢in gerekli diger ayiraglar Invitrogen’den
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(Carlsbad, CA, ABD) saglandi. DMEM/F12 ortami, CMRL ortamu,
penisilin, streptomisin ve Hepes tamponu  Gibco-Invitrogen’den
(Carlsbad, CA, ABD) saglandi. Sigir cenin serumu Atlanta
Biologicals’dan (Lawrenceville, GA, ABD) saglandi. M3D Incell
Corp.’dan (San Antonio, TX, ABD) saglandi. Tavsan anti-insan NF-
kB (p65) poliklonal antikor Calbiochem’den (Gibbstown, NJ, ABD)
saglandi. CyTM 3-konjuge edilmis F(ab'}2 fragmani ke¢i anti-tavsan
IgG Jackson ImmunoResearch'ten (West Grove, PA, ABD) saglandi.
Immiinofloresana yonelik biitiin diger ayiraglar Vector Lab’dan
(Burlingame, CA, ABD) saglandi. Biitiin diger ayiraclar Sigma-
Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) analitik veya molekiiler biyoloji
sinifindand.

B-Galakto-oligosakkarit B-GOS. Bimuno® Clasado Ltd., Milton
Keynes, BK taratindan saglandi.

Baglvsak Epitelyal Hiicre dizinleri. Bu calismalarda iki yetiskin insan
bagirsak epitelyal kiiltiir modeli kullamildi: T84 ve NCM-460 hiicreleri
sirasiyla  dondstiiriilmiis ve donustiirilmemis kolon epitelyal
hiicrelerdir. Hiicreler su buhan ile doygun hale getirilmis %95 O2 ve
%5 CO2 ile 37 °C’de Falcon kiiltiir tabaklarinda kiltiirlendi. T84
kiiltiir ortam1 BS (%5), Hepes tamponu, glutamin, esansiyel olmayan
amino asitler, penisilin ve streptomisin (12) eklenmis DMEM/F12’den
olustu. NCM-460 kiiltiir ortami 6nceden aciklandigir gibi (13) FBS
(%10), penisilin ve streptomisin eklenmis M3D ortamindan olustu.
Istatistiksel Analiz. Sitokinlerin indiiksiyonu standart hatalart (SE)
gosteren hata ¢ubuklari ile pozitif kontrole standardize edildi. Gruplar
arasindaki karsilastirmalar iki kuyruklu bir Student t testi kullanilarak

gergeklestirildi. qRT-PCR vasitasiyla elde edilen gen ekspresyonu
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SE’li ortalama olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki karsilastirmalar
logaritmik transformasyondan sonra Student iki kuyruklu bir t testi
kullanilarak gergeklestirildi. Bir p degeri <0,05 istatistiki olarak
anlamlt kabul edildi ve bir yildiz isaretiyle (*) belirtildi, bir p degen
<0,01 iki yildiz isaretiyle (**) belirtildi ve bir p deZeri <0,001 g
yildiz isaretiyle (***) belirtildi.

Sonuglar

Galaktooligosakkaritlerin T84 hiicrelerinde sitokin sekresyonu
uzerindeki etkisi (Sekil 1).

T84 hiicrelerinde TNF-a-indiiklii 11.-8 sekresyonu 4 bagimsiz deney
arasinda  karsilaghirmaya  olanak  saglamak lizere  %100°e
normallestirildi. Isleme tabi tutulmanus T84 hiicreleri %20,5’te bir
bazal 1L-8 sckresyonuna sahipti. TNF-a stimiilasyonu iizerine IL-8
sekresyonu anlamli bir sekilde 4,9 kat (p <0,001) artt1.

B-GOS’un etkisini belirlemek i¢in T84 hiicrelen galakto-oligosakkarit
B-GOS (5 g/L) mevcudiyetinde TNF-a ile veya bu olmadan stimiile
edildi. B-GOS islenmis T84 hiicreleri IL-8°1 %16,4°te sekrete etti. Bu
isleme tabi tutulmamis T84 hiicrelerinin bazal seviyesinden 6nemli
Olglide farklt degildi. TNF-u ile stimilasyon lizerine B-GOS IL-8
sekresyonunu anlamh bir sekilde %38,5 (p <0,001) oraninda arttirds.
Galaktooligosakkaritlerin  NCM-460  hiicrelerinde  sitokin
sekresyonu iizerindeki etkisi (Sekil 2, Sekil 5, Sekil 6).

NCM-460 hiicrelerinde TNF-a-indiiklii IL-8 ve MIP-3a sekresyonu 4
bagimsiz deney arasinda karsilastirmaya olanak saglamak iizere
%100’e normallestirildi. Isleme tabi tutulmanmis NCM-460 hiicreleri
sirastyla %1,7 ve %4,0’da bir bazal IL-8 ve MIP-3a sekresyonuna

sahipti. TNF-o stimiilasyonu tzerine IL-8 ve MIP-3a sekresyonu

10
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anlamli bir sekilde sirastyla 58.8 kat (p <0,001) (Sekil 2A) ve 25,0 kat
(p <0,001) (Sekil 2B) artt1.

B-GOS’un etkisini belirlemek 1¢in NCM-460 hiicreleri galakto-
oligosakkarit B-GOS (5 g/L) mevcudiyetinde TNF-a ile veya bu
olmadan stimiile edildi. B-GOS-islenmis NCM-460 hiicreleri %1,1 ve
%3,9°da sirastyla 1L-8’1 ve MIP-3a’y1 sekrete etti; bu isleme tabi
tutulmamig NCM-460 hiicrelerinin bazal seviyesinden énemli 6l¢lide
farkl: degildi. TNF-a ile stimiilasyon tizerine B-GOS IL-8 ve MIP-3u
sekresyonunu anlamli bir sekilde sirasiyla %43,5 (p <0,001) (Sekil
2A) ve %52,1 (p <0,05) (Sekil 2B) oraninda arttirdi. Aymi sekilde
NCM-460 hiicreleri TNF-a stimiilasyonundan o6nce B-GOS ile
onceden yikandigi zaman IL8’in sekresyonu B-GOS olmamasi
durumunda bile anlamli bir sekilde %32 (p<0,001) azald1 {(Sckil 6). Bu
B-GOS karistminin bilesenlerinin toll-benzeri reseptérler (TLR) gibi
epitelyal  reseptorlerle  hiicrenin  enflamatuar  stimiilasyonunu
engellemek i¢in etkilesime girdigini 6nermektedir.

Benzer sekilde flagellin ile stimilasyon 1tzerine B-GOS IL-8
sekresyonunu anlamli bir sekilde %21,5 (p<0,05) (Sekil 5) azaltt1.
IL1B ile stimiilasyon lizerine etki gézlemlenemedi.

B-GOS’un sitotoksik olup olmadigini belirlemek igin NCM-460
hiicreleri 16 saat boyunca B-GOS ile veya bu olmadan inkiibe edildi.
B-GOS yontemlerde acgiklandigr sekilde bir tripan mavisi dislanim
analizi vasitasiyla belirlendigi gibi hiicre canliligim etkilemedi.
Galaktooligosakkarit B-GOS’un sitokin ekspresyonu iizerindeki
etkisi (Sekil 3).

TNF-a iglenmis NCM-460 hiicrelerinin toplam RNA’s1 izole edildi ve
qRT-PCR vasitasiyla IL-8, MIP-3a ve MCP-1 mRNA ekspresyonuna
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yonelik analiz edildi. TNF-q ile stimtlasyonu lizerine 1L-8 ve MIP-3a
mRNA ckspresyonu anlamli bir sekilde sirasiyla 12,2 kat (p <0,001)
(Sekil 3A) ve 99,4 kat (p <0,001) (Sekil 3B) artt1. islemlerin herhangi
biri arasinda MCP-1 mRNA  ekspresyonunda  degisiklik
gozlemlenmedi (p = 0,19) (veriler gosterilmemektedir). B-GOS’un
etkisini belirlemek i¢in NCM-460 hiicreleri B-GOS (5 g/L)
mevcudiyetinde TNF-a ile stimiile edildi. Galakto-oligosakkarit B-
GOS TNF-u-indlkli IL-8 ve MIP-3a mRNA ekspresyonu anlamli bir
sckilde sirasiyla 5,7 kat (p <0,05) (Sckil 3A) ve 58,9 kat (p <0,05)
(Sekil 3B) azaltti. MCP-1 mRNA ekspresyonu B-GOS ile dusirildi
fakat anlamhliga erisemedi (p = 0,00) (veriler gosterilmemektedir).
Galaktooligosakkarit  B-GOS’un  NF-kB  translokasyonu
iizerindeki etkisi (Sekil 4)

Yetigkin kolon NCM-460 hiicreleri TNF-a (10 ng/mL) ile isleme tabi
tutuldu ve NF-xkB p65 proteininin niikleer translokasyonuna yonelik
analiz edildi. Arac islenmis kontrol hiicrelerinde (Sekil 4A) NF-«B
p65°e yonelik boyama baskin olarak sitoplazmadaydi ve niikleus p65
proteininden muafti. NF-kB p65 TNF-a ile stimiilasyondan 30 dakika
sonra ¢ekirdeklere dogru acikga yer degistirdi (Sekil 4B).

Ancak B-GOS mevcudiyetinde TNF-o-indiiklii NF-kB translokasyonu
30 dakikada kismen inhibe edildi (Sekil 4C).

ORNEK 2

Dekstran Siilfat Sodyum indiiklii kolit fare modelinde B-GOS’un
etkisine iliskin in vivo calisma

Malzeme yontemleri

Yetigkin C57BL/6 farelerden (Jackson Laboratories, Bar Harbour,
ME, ABD) iki grup (her birnt i¢in n=24) konvansiyonel olarak
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yetistirildi (CR) ve bakteri olmayan (BD) fareler koliti indiiklemek
icin kullanildi. Biitiin hayvanlar 12 saatlik bir 1sik/karanlik déngiisii
iginde muhafaza edildi ve fare yemegine ve suya istenildigi kadar
erigime sahipti.

6 haftalikken konvansiyonel olarak koloni haline getirilen fareler
islenmemis suyla konvansiyonel kosullar altinda muhafaza edilirken
(CR grubu) BD grubundaki fareler 2 hafta boyunca kendi igme sulari
iginde bir antibiyotik kokteyliyle beslendi. Kanamisin (8 mg/ml),
Gentamisin (0,7 mg/ml), Kolistin (34,000 U/ml), Metronidazol (4,3
mg/ml} ve Vanakomisin (0,9 mg/ml) antibiyotik kokteylini olusturdu.
Sudaki antibiyotiklerin konsantrasyonu yas grubu tarafindan tiiketilen
ortalama suya bagli olarak hesaplandi.

8 haftalikken 5 giin boyunca igme suyunda %3,5 DSS (Dckstran
Stilfat Sodyum) (MP Biomedicals, Aurora, OH, ABD) ile beslenerek
her 1ki grubun (CR ve BD) biitin farelerinde bagirsak koliti
indiiklendi. 10 haftalikken her bir grubun farelerinin yansi 7 giin
boyunca Bimuno (5 g/L) almaya basladi. 10 haftanin sonunda
hayvanlara Otenazi uygulandi ve bunlarin bagirsaklari analiz igin
¢ikartildz.

Sitokin olciimleri

Murin IL-6 ve MIP-2 sitokinleri iireticinin talimatlarma goére kolon
dokusu homojenatlar1 iizerinde ELIZA (Quantikine, R&D Systems,
MN, ABD) vasitasiyla analiz edildi. Kisaca her bir grup igin
proksimal kolonlar toplandi ve bir proteaz inhibitdrii kokteyli eklenen
%1 Triton X-100 igeren PBS homojenize edici tampon ile homojen

hale getirildi. Homojen hale getirilen soliisyonlar 10 dakika boyunca
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12,000 rpm’de santrifiijlendi ve siipernatantlar sivi béliintiilere ayrildi
ve -70 °C’de depolanda.

Sonuclar

Bimunonun kontrol farelerine (Bimuno uygulamas: yok) nazaran her
iki fare grubunda (CR ve BD) DSS kolite iliskin hasar ve
enflamasyonu azaltma kapasitesi belirlendi.

Konvansiyonel DSS-islenmis farelerde IL-6 ve MIP-2 sekresyonu
anlamli bir sekilde sirasiyla 2,2 (p <0,0001) ve 8,3 kat (p <0,0001)
indiiklendi. Bimuno IL-6 ve MIP-2 sekresyonunu anlamh bir sekilde
6,6 (p <0,0001) ve 5,5 kat (p <0,0001) azaltt1.

BD DSS-iglenmis farelerde TL-6 ve IP-2 sekresyonu anlamli bir
sekilde sirasiyla 6,2 (p <0,0001) ve 27,2 kat (p <0,0005) indiiklendi.
Bimuno IL-6 sckresyonunu anlamli bir bigimde 3,6 kat (p <0,0001)
azaltth. MIP-2 sekresyonu 1,3 kat azaltildi ancak bu anlamli
bulunmadi (p = 0,126).

Ozetle konvansiyonel DSS-islenmis fareler isleme tabi tutulmamis
gruba nazaran kolit gelistirdi. Bimuno eklenmis DSS-iglenmis
konvansiyonel fareler Onemli Olglide azalmis enflamasyon
markdrlerine (IL-6 ve MIP-2) ve azalmis kolit semptomlarma sahipti.
Ayni etki bakteri olmayan DSS-islenmis farelerde de gozlemlendi. Bu
Bimunodan dolayr enflamasyonda gozlemlenen azalmanin sadece
mikroflora aracilikli olmadigini belirtmektedir. Bimuno DSS kolitte
bagirsak epitelyumu iizerinde dogrudan bagisikhik-modiile eden bir
ctkiye sahiptir.

ORNEK 3
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Bimuno galaktooligosakkarit Kkarisiminin enflamatuar sitokin
TNF-0 mevcudiyetindeki MIP-3¢0 ve IL-8 sitokinlerinin iiretimi
tizerindeKi etkisi

Malzemeler ve yontemler

Bimuno kanisimimdan GOS fraksiyonlarim toplama
Galaktooligosakkaritlerin farkli fraksiyonlarmi (laktozdan yoksun
DP2, DP3 ve DP>3) ayirmak ve toplamak igin oda sicaklhiginda
korunan bir Biogel P2 kolon (100 ¢m x 5 ¢cm) {(Pharmacia, BK) ile
biiyiikliik dislanimli kromatograti kullamildi. Biitiin 6rekler deiyonize
su ile 2 ml/dk’lik bir hizda aynistirildi ve 132RI detektor (Gilson) ile
gozlemlendi. Laktoz TENNOJI-KU (Osaka, Japonya) tarafindan
saglanan f3-galaktosidaz BIOLACTA FNS aracihigiyla fraksiyon
DP2’den vzaklastirildi. Hidroliz tampon olarak 100mM sodyum fosfat
soliisyonu ve kofaktérii olarak ImM MgCL, kullanilarak pH 6.4°te
40 °C’de gergeklestirildi. Her bir fraksiyonun karbonhidrat icerigi
iyon diglanim ve iyon degisim kromatografisi vasitasiyla LaChrom RI
Detektér  L-7490 MERCK  ile  donatilan  bir RCM-
MONOSACCHARIDES Rezex HPLC kolonda analiz edildi
Oligosakkaritler 84,4 °C’de 0,5 ml/dakikada deiyonize suda
ayrigtirildi.

Hiicre kiiltiiri

Normal insan kolon mukozal epitelyumundan tiiretilen NCM460
hiicre dizini INCELL CORPORATION LLC tarafindan saglandi ve
%95 hava, %5 CO:z nemlendirilmis ortamda 37 °C’de %10 [v/v] s181ir
cenin - serumu  cklenmis M3Base  ortaminda  (INCELL
CORPORATION LLC) korundu.

NCM460 kiiltiirleri vasitasiyla sitokin uretiminin él¢umii
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5 x 10° hiicre/ml konsantrasyondaki NCM460 hiicreleri 24 kuyucuklu
plakalara yerlestirildi ve %95 hava ve %5 COz ile 37 °C’de inkiibe
edildi. %70 konfliiansa karsilik gelen 24 saat inkiibasyondan sonra
hiicreler TNF- a (10ng/ml) (Rekombinant Insan TNF-o/TNFSFI1A -
R&D Systems), galaktooligosakkarit fraksiyonlarn (0,138 g/ml DP2;
0,049 g/ml DP3; 0,041 g/ml DP>3) ve TNF-o ve her bir fraksiyonun
karisimi ile li¢ kere isleme tabi tutuldu. Kontrol ortamda biiyliyen
hiicrelerden olustu. Hiicreler daha sonra 16 saat boyunca 37 °C’de
%95 hava, %5 CO:’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
siipernatant topland1 ve 200ul’lik s1vi boliintiiler seklinde donduruldu
ve test etmeden once 5 dakika boyunca 400 x g’de santriftijlendi.
Sitokinlerin (MIP-3a ve IL-8) konsantrasyonu R&D Systems (MN,
ABD) tarafindan saglanan QUANTIKINE kiti kullanilarak ELIZA
vasitasiyla dl¢iildii.
Sonuclar ve irdeleme
Buyiiklik dislanimli kromatografi kullanilarak toplanan 3 farkh
fraksiyon asagidaki miktarlarda galaktooligosakkarite sahipti:
a) %90 galaktooligosakkarit igeren fraksiyvon DP2 ve geriye
kalan %10 monosakkaritlerden (%]1), laktozdan (%6),
trisakkaritlerden (%2) ve pentaoligosakkaritlerden (%1) olustu;
b) %97 galaktooligosakkarit igeren fraksiyon DP3 ve %3 DP4
oligosakkarit;
¢) DP4 ve DP5S ile %96 galaktooligosakkaritten olusan
fraksiyon DP>3 ve DP3 ile %4 galaktooligosakkarit.
Fraksiyonlarin IL-8 ve MIP-3¢ {izerindeki etkisi sirasiyla Sekil 8(A)
ve (B) de gdsterilmektedir.
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Her iki deney i¢in fraksiyon DP3 ve DP>3 sitokinlerin sckresyonunu
azaltty:
a) tek basina TNF-a ile kargilastirildiginda DP3 I1-8 {iretimini
%34 ve MIP-30 tiretimini %25 azaltti;
b) DP>3 fraksiyonuna yodnelik olarak azalma IL-8 ve MIP-3a
i¢in sirasiyla %35 ve %51 idi.
Fraksiyon DP2 i¢in sonuglar agik degildi. IL-8 sekresyonu i¢in azalma
%49 idi ancak bu fraksiyon MIP-3a iiretimi iizerinde herhangi bir
etkiye sahip degildi.
ORNEK 4
Bimuno ile karsilastirildifinda enflamatuar sitokin TNF-a
mevcudiyetinde Bimuno  galaktooligosakkarit  karisimimin
fraksiyonlarinin IL-8 ve MIP-3q sitokinleri iizerindeki etkisi
Malzemeler ve yontemler
GOS fraksiyonlar1 Ornek 3’te aciklandigi gibi Bimunodan hazirland.
Hiicre kiiltiirleri
NCM460 hiicre dizininin hiicre kiiltiirleri Orek 3 ile aym kaynaktan
elde edildi ve ayni sekilde korundu.
NCM460 kiiltiirleri vasitasiyla sitokin tiretiminin 6l¢iimii
5 x 10° hiicre/ml konsantrasyondaki NCM460 hiicreleri 24 kuyucuklu
plakalara yerlestirildi ve %95 hava ve %5 COz ile 37 °C’de inkiibe
edildi. %70 konfliansa karsilik gelen 24 saat inkiibasyondan sonra
hiicreler TNF- o (10ng/ml) (Rekombinant Insan TNF-¢ /TNFSFIA -
R&D Systems) ve TNF-a ve Bimuno (0,1 g/ml), TNF-a ve
Bimonunun DP=3 fraksiyvonu (0,1 g/ml) veya TNF-a ve Bimunonun
DP>3 fraksiyonu (0,1 g/ml) karisimu ile ii¢ kere isleme tabi tutuldu.

Kontrol ortamda biiyiiyen hiicrelerden olustu. Hiicreler daha sonra 16
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Inkiibasyonun ardindan siipernatant toplandi ve 200pl’lik sivi
boéliuntiler geklinde donduruldu ve test etmeden oOnce 5 dakika
boyunca 400 x g’de santrifijlendi. Sitokinlerin (MIP-3 ve IL-8)
konsantrasyonu R&D Systems tarafindan saglanan QUANTIKINE
kiti kullanilarak ELIZA vasitasiyla élgiildii.
Sonuglar
Biiytliklik dislanimli kromatografi kullanilarak toplanan 2 farkl
fraksiyon asagidaki miktarlarda galaktooligosakkarite sahipti:

a) Fraksiyon DP3 kapsanan

b) Fraksiyon DP>3 kapsanan
Galaktooligosakkarit fraksiyonlarinin ve Bimunonun IL-8 ve MIP-3a
izerindeki etkisi sirasiyla Sekil 9(A) ve (B)’de gdsterilmektedir.
Sekiller 9(A) ve (B) den fraksiyon DP3’iin Bimuno ile karsilastirildigi
zaman IL-8 fretimini %35 azalttigi gorilebilmektedir. MIP-3a
uretimindeki azalma DP3 fraksiyonu kullamlarak Bimuno ile
karsilastirildig1 zaman %37’ den daha fazla olmustur.
Bimuno ile karsilastirildiginda fraksiyon DP>3 ile IL-8 iiretimi %40
fazla olmustur ve MIP-3a tretimindeki azalma %55 fazla olmustur.
Sonug
Fraksiyonlar DP3 ve DP>3 toplam galaktooligosakkarit karistmina
(Bimuno) esit miktarda oldugu zaman enflamasyona kars1 koruyucu

etkiler belirgin sekilde daha yiiksektir.
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