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HIiPERKOLESTEROLEMIK FARELERE PROBIYOTIK VE
D-TAGATOZUN SINBIYOTIK OLARAK VERILMESININ METABOLIK
PARAMETRELER VE BAGIRSAK MiKROBIYOTASI UZERINE ETKIiSi

Mehmet CAVDAR
Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisii
Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dali Doktora Tezi, Mayis 2023
Birinci Damisman: Prof. Dr. Nalan Hakime NOGAY
ikinci Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Emine DINCER
OZET

Hiperkolesterolemi tedavisinde farmakolojik ajanlara kiyasla yan etki igermeyen
ve daha diisiik maliyetli alternatif terapotik ajan arayislart yogun bir sekilde
devam etmektedir. Son yillarda probiyotik bakterilerin ve prebiyotiklerin birlikte
kullanildig: sinbiyotik uygulamalar ise kolesterol diisiiriicii etkiye sahip potansiyel
biyoterapotikler olarak 6n plana ¢ikmistir. Mevcut calismanin  amact
hiperkolesterolemi tablosu olusturulmus farelerde ilk defa sinbiyotik olarak
kullanilan Lacticaseibacillus casei ATCC 393 susu ile d-tagatozun serum lipit ve
kolesterol parametreleri ile bagirsak mikrobiyota Oriintiisii iizerine etkilerini
arastirmaktir. Farelerde hiperkolesterolemi tablosu yiiksek yagh ve yiiksek
kolesterollii (YYYK) yemle beslenme sonucu indiiklenmistir. Fareler herhangi bir
uygulamanin bulunmadig1 negatif ve pozitif kontrol (hiperkolesterolemik kontrol)
gruplar ile probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalarinin oldugu toplamda
bes gruba ayrilmistir. Toplamda on iki hafta siiren ¢alisma periyodunun son dort
haftasinda; probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalart gerceklestirilmistir.
Karaciger doku kesitlerinin histolojik analizi sonucu mikrovezikiiler steatozis
skorunun ve IL-6 immiinoreaktive sonucunun yalnizca sinbiyotik grubunda
anlamli disiis sergiledigi gorilmistiir (p<0.05). Serum ALB, ALT, AST ve
VLDL-K diizeylerinin probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalarinda
degismedigi (p>0.05); serum TK diizeyinin ise yalnizca sinbiyotik grubunda
onemli miktarda azaldig1 saptanmistir (p<0.05). Ayrica serum HDL-K diizeyinin
prebiyotik ve sinbiyotik gruplarinda, serum TG diizeyinin ise yalnizca prebiyotik
grubunda anlamli sekilde azaldigi belirlenmistir (p<0.05). Feges oOrneklerinin
analizi sonucu; uygulamalarin bakteriyel tiirlerin toplam g¢esitlilik ve
zenginliginde anlamli bir artisa yol agmadigi (p>0.05) fakat bazi taksonomik
Ogelerin diizeylerini degistirerek bagirsak mikrobiyota Oriintlistinii diizenledigi
bulunmustur. Sinbiyotik grubunda endotoksin salgilayan bakterileri igeren
Pseudomonadota filumu ve Desulfovibrionaceae ailesi miktarinin 6nemli oranda
distiigti  gosterilmistir  (p<0.05). Bununla birlikte sinbiyotik grubunda
hiperkolesterolemi tablosunda bagirsak mikrobiyotasinda artis gosterdigi bilinen
Oscillospira ile patojenik karakterdeki Clostridium cinsinin azaldigi da
belirlenmistir  (p<0.05). Ote yandan kisa zincirli yag asitleri (KZYA)
fermantasyonunda o6nemli rol oynayan Coprococcus cinsi miktarinin ise
sinbiyotik tiikketimi sonucu 6nemli diizeyde yiikseldigi bulunmustur (p<0.05).
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Serum TK diizeyleriyle Streptococcus cinsi bakteriler arasinda orta diizeyde ve
pozitif yonde korelasyon; Lactobacillus cinsi arasinda ise orta diizeyde ve negatif
yonlii korelasyon oldugu belirlenmistir (p<<0.05). Bu c¢alismayla ilk defa birlikte
kullanilan Lacticaseibacillus casei ATCC 393 susu ve d-tagatozun kolesterol
distiriici  etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Sinbiyotik uygulamasinin
hepatositlerde lipit birikimiyle inflamasyonu azalttig1 ve buna ek olarak bagirsak
mikrobiyota Oriintiisiindeki disbiyozis tablosunu diizelttigi gorilmiistiir. Tiim bu
sonuglar hiperkolesterolemi tedavisinde degerlendirildiginde; Lacticaseibacillus
casei ATCC 393 susu ile d-tagatozun sinbiyotik olarak kullaniminin alternatif
terapotik ajan potansiyeli tasidigi ortaya ¢cikmigtir.

Anahtar Kelimeler: Bagirsak Mikrobiyotasi; D-tagatoz; Hiperkolesterolemi;
Probiyotik; Sinbiyotik.

Vi



EFFECT OF SYNBIOTIC ADMINISTRATION OF PROBIOTIC AND
D-TAGATOSE IN HYPERCHOLESTEROLEMIC MICE ON
METABOLIC PARAMETERS AND GUT MICROBIOTA

Mehmet CAVDAR
Erciyes University Institute of Health Sciences
Department of Nutrition and Dietetics Ph.D. Thesis, May 2023
First Supervisor: Prof. Dr. Nalan Hakime NOGAY
Second Supervisor: Asst. Prof. Emine DINCER
ABSTRACT

In the treatment of hypercholesterolemia, the search for alternative therapeutic
agents that do not have side effects and cost less compared to pharmacological
agents continues intensively. In recent years, synbiotic administrations, in which
probiotic bacteria and prebiotics are used together, have come to the fore as
potential biotherapeutics with cholesterol-lowering effects. The current study aims
to investigate the effects of Lacticaseibacillus casei ATCC 393 and d-tagatose on
serum lipid and cholesterol parameters and gut microbiota pattern, which was
used as a synbiotic for the first time in mice with hypercholesterolemia.
Hypercholesterolemia in mice was induced by feeding a high-fat and high-
cholesterol (HFHC) diet. Mice were divided into negative and positive control
(hypercholesterolemic control) groups without any administration, and five
groups in total with probiotic, prebiotic, and synbiotic administrations. In the last
four weeks of the twelve-week working period; probiotic, prebiotic, and synbiotic
administrations were carried out. As a result of histological analysis of liver tissue
sections, it was observed that microvesicular steatosis and IL-6
immunoreactivation scores showed a significant decrease only in the synbiotic
group (p<0.05). Serum ALB, ALT, AST, and VLDL-C levels did not change in
probiotic, prebiotic, and synbiotic administrations (p>0.05); it was determined that
serum TC level decreased significantly only in the synbiotic administration group
(p<0.05). In addition, it was determined that serum HDL-C levels decreased
significantly in prebiotic and synbiotic-administered groups, and serum TG levels
decreased significantly in only the prebiotic-administered group (p<0.05). As a
result of the analysis of feces samples, it was found that the administration did not
cause a significant increase in the total diversity and richness of bacterial species
(p>0.05), but it regulated the gut microbiota pattern by changing the levels of
some taxonomic components. It was shown that the amount of Pseudomonadota
phylum and Desulfovibrionaceae family containing endotoxin-secreting bacteria
in the synbiotic group decreased significantly (p<0.05). In addition to this, it was
determined that Oscillospira, which is known to increase in the gut microbiota in
the hypercholesterolemia table in the synbiotic group, and the pathogenic
Clostridium genus decreased (p<0.05). On the other hand, it was found that the
amount of Coprococcus genus, which plays an important role in the fermentation
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of short chain fatty acids (SCFA), increased significantly as a result of synbiotic
consumption (p<0.05). It was determined that there was a moderate and positive
correlation between serum TC levels and the Streptococcus genus and a moderate
and negative correlation between the Lactobacillus genus (p<0.05). In this study,
Lacticaseibacillus casei ATCC 393 strain and d-tagatose, which were used
together for the first time, were shown to have cholesterol-lowering effects. It has
been observed that the administration of synbiotics reduces lipid accumulation
and inflammation in hepatocytes and improves the dysbiosis in the gut microbiota
pattern. When all these results were evaluated, it was revealed that the use of
Lacticaseibacillus casei ATCC 393 strain and d-tagatose as a synbiotic in the
treatment of hypercholesterolemia has the potential to be an alternative
therapeutic agent.

Keywords: Gut Microbiota; D-tagatose; Hypercholesterolemia; Probiotic;
Synbiotic.
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ALB
ALP
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Apo
Apo-Al
Apo-All
Apo-AlV
Apo-B100
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DAB

DHAP

KISALTMALAR ve SIMGELER

: Anjiyotensin doniistiiriicli enzim
: Albiimin

: Alkalen fosfataz

: Alanin aminotransferaz

: Apolipoprotein

: Apolipoprotein — Al

: Apolipoprotein — All

: Apolipoprotein — AIV

: Apolipoprotein — B100

: Apolipoprotein — B48

: Apolipoprotein — C

: Apolipoprotein — E

: Aspartat aminotransferaz

: Amplikon sekans varyant

: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
: Bulasic1 olmayan hastalik
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: Safra tuzu hidrolaz

: Kolesteril ester
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: Dihidroksiaseton fosfat
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GGT
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GRAS
HDL
HDL-K
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: Dakika

: Desilitre

: Derin ven trombozu

: Avrupa Ateroskleroz Dernegi

: Avrupa Gida Glivenligi Otoritesi

: Enzim bagli immiinosorbent testi

: Ekzopolisakkarit

: Avrupa Kardiyoloji Cemiyeti

: Endotelin

: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
: Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi
: Fibroblast biiylime faktorti

: Fruktooligosakkarit

: Gram

: Gliseraldehit

: Gama glutamil transferaz

: Gastrointestinal sistem

: Galaktooligosakkarit
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: Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol

: Hematoksilen eozin

Xiv



HOMA-IR
HRP

HT

IFN-y
IL-1B

IL-6

ICSP

ISAPP

IBH
kg:
kkal
KKH
kob
KVH
KY
KZYA
LAB
LCAT
LDL
LDL-K

LDLR
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1. GIRIS VE AMAC

Gilinlimiizde mortalite ile morbiditeye yol agip ayni zamanda yasam kalitesini
olumsuz etkileyen ve saglik sistemi tizerinde ciddi bir ekonomik yiik olusturan
halk saglig1 sorunlarinin baginda bulasict olmayan hastaliklar (BOH) gelmektedir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) ise hem kiiresel 6l¢ekte hem de Tiirkiye’de
prevalansi en yiiksek olan BOH alt tiiriidiir. Tiirkiye Bulasict Olmayan Hastaliklar
ve Risk Faktorleri Kohort Calismasi’nda 2012 — 2017 yillar1 arasinda kiimiilatif
koroner kalp hastaligi (KKH) insidansinin yiizbinde 5547 oldugu belirtilmistir
(TCSB, 2021). KVH’in olusumunda ise damar liimenlerinin daralmasiyla
karakterize aterosklerozun etkin rol oynadigir bilinmektedir. Ateroskleroz
olusumundaki en 6nemli etiyolojik faktor, lipit ve kolesterol parametrelerinin
fizyolojik aralik diizeylerini olumsuz yonde degistiren hiperkolesterolemi
tablosudur (THSK, 2015). Tiirkiye Hanehalki Saglik Arastirmasi “Bulasict
Olmayan Hastaliklarin Risk Faktorleri Prevalansi, 2017 (STEPS)” calismasinda
ise serum total kolesterol (TK) diizeyi yiiksek olan hiperkolesterolemik bireylerin
(= 190 mg/dl) her iki cinsiyetteki toplam birey sayisinin %24.7’ sine denk geldigi
belirlenmistir (THSA, 2017).

Hiperkolesterolemi tablosuna obezite, tip 2 diyabet (T2DM), dislipidemi,
metabolik sendrom (MetS) ve alkolik olmayan yagh karaciger hastaligi (NAFLD)
gibi rahatsizliklarda da rastlanmaktadir. Viicutta goriilen bircok hastaligin ortaya
¢ikmasinda kritik rol oynayan hiperkolesteroleminin etkin ve giivenilir bir sekilde
tedavisi gerekmektedir. Klinikte hiperkolesterolemi tedavisinde rutin olarak statin
grubu adi verilen farmakolojik ajanlar kullanilmaktadir. Ancak KVH

tedavisindeki bu ilaglarin kronik kullanimlarina bagli olarak ciddi yan etkilerle ve



onemli tedavi maliyetleriyle karsilasilmaktadir. Bu yiizden hiperkolesterolemi
tedavisinde ilag tedavisi yerine kullanilacak alternatif terapdtik ajanlar yogun bir
sekilde arastirilmaktadir. Son yillarda konu hakkinda gerceklestirilen
arastirmalarda ise organizmaya belirli bir miktarda alindiginda metabolizmay1
olumlu yonde etkileyen probiyotikler, probiyotikler tarafindan fermantasyona
ugratilan prebiyotikler ve ikisinin bir arada kullanildig1 sinbiyotikler potansiyel

terapotik ajanlar olarak 6n plana ¢ikmistir (Anandharaj ve ark., 2020).

Probiyotik bakteriler, safra tuzu hidrolaz (BSH) aktivitesi sayesinde sekonder
safra asitlerini olusturmasi, kolesterolii hiicre membran yapisina dahil edebilmesi
ve ortamda bulunan kolesterolii asimile edebilmesi gibi metabolik faaliyetler
araciligiyla kolesterol diisiiriicti etki gosterebilmektedir (Kumar ve ark., 2022).
Prebiyotikler ise genellikle probiyotikler tarafindan fermantasyona ugratilmalari
sonucu agiga ¢ikan asetat, biitirat ve propiyonat gibi KZY A bilesenleri araciligiyla
probiyotiklerin ~ gelisimine  katki ~ sunarak  hipokolesterolemik  etki
olusturabilmektedir (Ooi ve Liong, 2010). Sinbiyotik konseptiyle ise probiyotik
ve prebiyotiklerin sahip olduklar1 hipokolesterolemik etkilerin sinerjistik olarak

giiclendirilmesi hedeflenmektedir (Olas, 2020).

Literatiirdeki ¢esitli calismalarda hiperkolesterolemi tablosunda sinbiyotik
uygulamast sonucu serum lipit ve kolesterol parametrelerinin diizeldigi,
karacigerdeki lipit birikiminin azaldig1 ve bagirsak mikrobiyotasinda goriilen
disbiyozis tablosunun iyilestigi goriilmiistiir. Ancak hiperkolesterolemi
tedavisinde alternatif tedavi metodu olarak arastirilan sinbiyotik iiriinler; icerdigi
probiyotik sus ve prebiyotik kaynaginin miktarina, uygulama dozuna ve uygulama
stiresine bagli olarak farkli diizeylerde etkinlik gosterebilmektedir (Pandey ve
ark., 2015). Bu calismada kullanilan sinbiyotik formun hipokolesterolemik
etkisinin daha Once arastirilmadig: tespit edilmis ve bu etkinin belirlenmesinin
hiperkolesterolemi tedavisinde alternatif biyoterapotikler arayisinda onemli bir

boslugu dolduracag diistiniilmiistiir.

Mevcut calismanin amaci hiperkolesterolemi tablosunda; ilk defa sinbiyotik
olarak bir arada kullanilan Lacticaseibacillus casei ATCC 393 susu ile d-

tagatozun sinbiyotik olarak kullanilmasi sonucu olusan metabolik etkileri ve
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bagirsak mikrobiyota Oriintiisii lizerinde goriilen degisiklikleri ayrintili olarak

arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar Tanim

Kalpte veya periferde bulunan damarlarda meydana gelen hasarlanmalar ya da
fonksiyonel islev bozukluklari, KVH olarak adlandirilmaktadir. Klinikte KKH,
romatizmal kalp hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar (SVH), hipertansiyon
(HT), konjenital kalp rahatsizliklari, kalp yetmezlikleri (KY), pulmoner emboli ve
derin ven trombozu (DVT) gibi vaskiiler kokenli hastaliklar, KVH tablosu altinda
siniflandiriimaktadir (Ozkan ve ark., 2019).

2.2. Kardiyovaskiiler Hastaliklar Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), 2000-2019 yillar1 arasini kapsayan siireci 6zetleyen
“Kiiresel Saglik Beklentileri” adli raporunda tiim diinyada mortalitenin birincil
sebebinin KVH oldugunu belirtmistir (WHO, 2020). Global verilere paralel
bicimde iilkemizde de 6liim nedenleri arasinda KVH ilk sirada yer almaktadir.
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK), 2018 ve 2019 yillarinda agikladigi raporlarda
KVH kaynakli 6liimlerin tiim 6liim vakalari i¢indeki oranini sirasiyla %37.8 ve
%36.8 olarak aciklamistir (TUIK, 2020). Ulkemizde KVH sikligmi belirlemek
i¢cin yapilan en 6nemli ve giincel bilimsel ¢alisma ise “Tiirk Eriskinlerinde Kalp
Hastalig1 ve Risk Faktorleri (TEKHARF)” adi ile 2017 yilinda yaymlanmistir. Bu
calismada, 45-74 yas arasi koroner mortalite oraninin erkeklerde binde 7.3,
kadinlarda ise 3.8 oldugu saptanmistir. Bu arastirmanin en dikkat cekici
ulgularindan birisi de s6z konusu yas grubu icinde tiim Avrupa {ilkeleri arasinda
en yliksek koroner mortalite oranina iilkemizin sahip oldugunun belirtilmesidir.
Her ne kadar iilkemizin giderek yaslanan bir niifusa sahip oldugu bilinse de

Avrupa iilkeleri gibi yash niifus oraninin yiiksek oldugu toplumlara kiyasla



iilkemiz niifusunun heniiz nispeten geng¢ oldugu kabul edilmektedir. Niifus yas
ortalamasindaki bu anlamli farkliliga ragmen koroner mortalite oranlarimizin
simdiden Avrupa iilkelerini ge¢cmis olmasi, toplum sagligimiz agisindan gelecek

i¢cin oldukca endise verici bir unsur olarak goriilmektedir (Onat ve Can, 2017).

2.3. Kardiyovaskiiler Hastaliklar Etiyolojisi

Kardiyovaskiiler hastaliklarin  etiyolojik faktorleri nitelikleri bakimindan
“degistirilebilir’ ve “degistirilebilir olmayan” seklinde iki farkli kategoriye
ayrilmaktadir. Genellikle yas, cinsiyet ve aile bireylerinde goriilen KVH Oykiisii
gibi degistirilebilir olmayan risk faktorlerine tibbi miidahale imkam
bulunmamaktadir. Ancak yasam tarzinda olusturulan bazi degisikliklerle kontrol
altina alinabilen obezite gibi durumlarla yasam tarzi degisiklerine ilaveten
farmakolojik ajan kullanmay1 da gerektirebilen hiperlipidemi, HT, T2DM, insiilin
direnci ve hiperkolesterolemi gibi degistirilebilir risk faktorlerine medikal olarak
miidahale etme sansi bulunmaktadir. Ozellikle de KVH olusumunda temel rol
oynayan “ateroskleroz” tablosu ile degistirilebilir risk faktorlerinden olan
“hiperkolesterolemi” yakindan iliskilidir (NHS, 2022). Son yiizy1l iginde
beslenme aligkanliklar1 tiim diinyada hizli bir donlisiim gecirmis ve insanlar
yiikksek doymus yag, yiiksek enerji, yliksek kolesterol, yiiksek protein ve diisiik
posa iceren bati tarzi diyetlerle daha yaygin bir sekilde beslenmeye baglamislardir.
Ayrica hizla gelisen teknolojiye bagli olarak insan hayatinda fiziksel gii¢
kullanimi1 azalmig ve insan hayatindaki fiziksel aktivite diizeyleri diismeye
baslamistir. Beslenme aligkanliklari ve fiziksel aktivite diizeyindeki degisiklikler,
toplumda hiperkolesterolemi goriilme sikligmi artirmistir. Literatiirde yapilan
caligmalarda ise hiperkolesterolemi ile KVH goriilme sikligir arasindaki iliski
cesitli kolesterol parametreleri agisindan ispatlanmis durumdadir. Bu sebeple tim
KVH izlem ve tedavi rehberlerinde hiperkolesterolemi temel bir risk faktorii
olarak kabul edilmektedir (THSK, 2015).

2.4. Kolesterol Tanimi

Kolesterol, hayvan hiicrelerinde bulunan ve hiicre i¢i homeostazin saglanmasinda
temel bilesen olan hiicre zarinin yapisina katilan hidrofobik bir lipit molekiilidiir.
Viicutta cesitli metabolik fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde gorevli Ostrojen ile
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androjen gibi steroid hormonlar ve safra asitlerinin sentezinde prekiirsor olarak
yer almaktadir. Hidrofobik bir yapiya sahip olan kolesterol molekiiliiniin
tagimabilmesi i¢in ¢esitli lipoproteinlerin aracilik ettigi paketleme islemine ihtiyag
duyulmaktadir. Lipoproteinler, yapisal olarak merkezde bulunan bir ¢ekirdek ve
bu ¢ekirdegi cevreleyen dis katmandan olugmaktadir. Cekirdekte kolesteril ester
(CE) ve trigliseritler (TG) gibi olduk¢a hidrofobik yapilar yer almakta; dis
katmanda ise lipoprotein tiirline gore farklilik gosterecek sekilde spesifik
apolipoproteinler (Apo), fosfolipitler ve serbest kolesteroller gibi daha polar
yapidaki lipit molekiilleri bulunmaktadir. Apolipoproteinler, lipoprotein
kompleksinin hangi reseptdr ya da enzimle etkilesime girecegini belirleyen
anahtar bilesenlerdir. Lipoproteinler sahip olduklar1 molekiiler yogunluklarina
gore silomikronlar, ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL), diisiik dansiteli
lipoproteinler (LDL) ve yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) gibi alt birimlere
ayrilmaktadir. S6z konusu lipoprotein tipleriyle tasinan kolesterol molekdilleri ise
stirastyla ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol (VLDL-K), diisiik dansiteli
lipoprotein kolesterol (LDL-K), yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-K)

olarak adlandirilmaktadir (Visseren ve ark., 2021).
2.5. Kolesterol Metabolizmasina Ait Metabolik Parametreler
2.5.1. Silomikronlar

Postprandiyal donemde ince bagirsaklarda olusan en biiylik hacimli plazma
lipoprotein tiirti silomikronlardir. Bu lipoprotein tiiriiniin temel goérevi ekzojen
yapidaki lipitlerin ince bagirsaklardan hiicrelere transferidir. Silomikronlar
yapilarinda apolipoprotein-B48 (Apo-B48), apolipoprotein-Al (Apo-Al) ve
apolipoprotein-All (Apo-All) gibi spesifik lipoproteinleri bulundurmakta olup
ayni zamanda %385-90 oranlarinda TG igerigine sahiptir. Diyetle alinan
trigliseritler, silomikronlar araciligiyla adipoz ve kas dokularina taginmaktadir.
S6z konusu dokularda bulunan lipoprotein lipaz (LPL) enzimi ise buraya tasinan
TG molekiillerini pargalamakta ve bu sayede serbest yag asitleri (SYA) ortaya
cikmaktadir. Ortaya ¢ikan SYA molekiilleri, enerji eldesinde substrat olarak
kullanilmaktadir. Lipoprotein lipaz enziminin séz konusu bu aktivitesinden sonra

silomikronlar; TG agisindan fakir ancak kolesterol agisindan zengin molekiiler
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kalintilar haline gelmektedir. Boyutsal olarak olduke¢a kiigiilen bu silomikron
kalintilar1 karaciger tarafindan kan dolasimindan uzaklastirilmaktadir (Bayly,

2014).
2.5.2. Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein Kolesterol

Cok diisiik dansiteli lipoprotein kolesteroller, yapisinda apoliporotein-B100 (Apo-
B100) spesifik apolipoproteinini barindiran ve igeriginde yaklasik %55 oraninda
TG molekiilii bulunduran lipoprotein tiiriidiir. S6z konusu lipoproteinin birincil
gorevi, viicutta sentezlenen trigliseritin periferdeki dokulara tasinmasidir.
Silomikronlara benzer sekilde LPL enzimi VLDL molekiiliine de etki etmekte ve
bu sayede TG molekiilleri VLDL yapisindan uzaklastirilmaktadir. Ardindan sz
konusu bu TG molekiilleri, HDL molekiiliine aktarilmakta ve bu sirada HDL
molekiiliindeki kolesteroller de VLDL yapisina transfer olmaktadir. Bu sayede
VLDL molekiiliiniin igerdigi TG miktar1 azalmakta ancak kolesterol yogunlugu
ise artmaktadir. Kolesterol yoniinden zengin hale gelen VLDL molekiilleri,
dolasimdaki LDL molekiiliiniin prekiirsorii olarak kabul edilmektedir (Freeman ve

Walford, 2016).
2.5.3. Diisiik Dansiteli Lipoprotein Kolesterol

Insanlarda dolasimda bulunan plazma kolesterollerinin ¢ok 6nemli bir kismi
(%70), LDL-K tarafindan tasinmaktadir. Bu molekiiliin yapisinin neredeyse
yarisini kolesterol olusturmakta ve yiizeyinde protein yapidaki apo-B100 bileseni
bulunmaktadir. Diisiik dansiteli lipoproteinler, biiyiik oranda hepatik kdkenli olan
LDL reseptorleri (LDLR) tarafindan plazmadan uzaklastirilmaktadir. Dolagimda
bulunan plazma LDL-K miktar1 LDLR sayisint ve dolayisiyla kolesterol
homestazin1 belirleyen 6nemli faktorlerin basinda gelmektedir. Ayrica LDL
partikiillerinin diger bir gérevi de kolesterolii adrenal bezler ve gonadlar gibi
ekstrahepatik dokulara tasimaktir. Kolesterolii biiyilk oranda tasiyan LDL
partikiillerinin yarilanma Omiirleri, 2-3 giin arasinda degismektedir. Plazmadaki
LDL miktart normal sinirlarin iizerine ¢iktiginda arter duvarlarindaki endotelyal
bariyer bu bilesenler tarafindan kolaylikla asilabilmekte ve bu sayede
oksidasyon/agregasyon gibi olumsuz metabolik tablolara duyarli LDL bileseni

sayisinda artis goriilmektedir. Ortaya c¢ikan bu durum, damarin yapisal
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biitiinliigliniin bozulmasinda belirleyici rollerden birisini oynamaktadir. Okside
olmus LDL molekiilleri, makrofajlar tarafindan taninmakta ve bu bolgede yiiksek
miktarda kolesterol birikimi ortaya c¢ikmaktadir. Kolesterol diizeyinin damar
limeninde artis géstermesi sonucu kopiik hiicreleri adi verilen damar i¢i biyolojik
tikacin 6ncii formu meydana gelmekte ve bu siire¢ inflamasyon ve aterosklerozun
ilk adimini olusturmaktadir. Bu yiizden dolagimdaki LDL-K seviyesi ile KVH
tablosunun en 6nemli etiyolojik faktorlerinden biri olan ateroskleroz tablosu
arasinda pozitif yonde bir korelasyon bulunmaktadir. Dolagimdaki LDL-K
diizeylerinin hesaplanmasinda ise genellikle serum TG, TK ve HDL-K
diizeylerinin yer aldigi bir esitligi iceren Friedwald formiiliinden

yararlanilmaktadir (Zamora ve Hidalgo, 2016).
2.5.4. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein Kolesterol

Kiiciik boyutlu ve yogun bir icerige sahip olan HDL-K partikiillerin yapisinda
%355 oraninda Apo, %25-30 arasinda fosfolipit ve %15-20 araliginda kolesterol
bulunmaktadir. Dolagimda bulunan HDL-K molekiillerinin biiyiik bir cogunlugu
karacigerde, daha kiigciik bir kismi ise ince bagirsaklarda sentezlenmektedir.
Periferal dokularda bulunan kolesteroliin tekrar karacigere tagindigi ve “tersine
kolesterol tasimimi” olarak adlandirilan anti-aterosklerotik yolagin temel unsuru
HDL-K adli bu partikiillerdir. Yapisinda apo-All, apolipoprotein-AlV (apo-AlV),
apolipoprotein-C (Apo-C) ve apolipoprotein-E (Apo-E) gibi biyolojik unsurlari
barimdiran HDL-K molekiiliinde genellikle temel apoliporotein ¢esidi olarak apo-
Al yer almakta olup bu molekiillere yakin diizeyde de “lesitin kolesterol agil
transferaz (LCAT)” adli enzim bulunmaktadir. Kolesteroliin dolasimda
tagmabilmesi icin genellikle esterlesmis yapida olmasi gerekmektedir. Iste bu
noktada LCAT enzimi devreye girmekte ve lesitin (fosfatidil kolin) ile
kolesterolden CE molekiillerinin olusumunu katalizlemektedir. Yiiksek dansiteli
lipoprotein molekiilii sentezlendikten hemen sonra disk seklinde bir goriiniime
sahiptir ve yilizeyinde LCAT enzimi bulunmaktadir. Bu enzim sayesinde
silomikron ile VLDL kalintilarindaki kolesterol ve fosfatidil kolin bilesenleri CE
molekiillerine  doniistiirilmektedir. Tim bu islemlerin ardindan HDL-K
partikiiliiniin ¢ekirdegi olusmakta ve baslangicta disk seklinde bulunan yapisal

form kiiresel hale doniismektedir. Kolesterol acisindan zengin olan bu kiiresel
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form daha sonra karacigere taginmakta ve HDL-K partikiillerindeki kolesterol
burada yapidan ayrilmakta ve bir kismi da safra tuzlarina doniistiiriillmektedir

(Ouimet ve ark., 2019; Rohatgi, 2018).
2.5.5. Trigliserit

Uc adet SYA ile bir gliserol molekiiliiniin esterlesmesi sonucu olusan lipit
bilesenine TG adi verilmektedir. Suda ¢éziinmeyen bir yapiya sahip olmasindan
otliric TG molekiillerinin; kan dolagimi araciligiyla dokulara taginabilmesi igin
lipoproteinler gibi tasiyict proteinlere ihtiyact bulunmaktadir. Lipoproteinlerin
yiizeyinde genellikle serbest kolesteroller, proteinler ve fosfolipitler gibi hidrofilik
molekiiller yer almakta iken c¢ekirdeginde ise CE ve TG gibi hidrofobik
molekiillere rastlanmaktadir. Viicuttaki temel TG tasiyicilart silomikronlar ve
VLDL molekiilleridir. Diyetle alinan TG molekiilleri ince bagirsaklardan kaslar
ve adipoz dokular gibi ekstrahepatik dokulara silomikronlar araciligiyla
taginmaktadir. Endojen olarak karacigerde sentezlenen TG ise ekstrahepatik

dokulara VLDL partikiilleri vasitasiyla iletilmektedir (Borén ve Taskinen, 2021).
2.6. Hiperkolesterolemi Tanim

Dolasimda bulunan TK miktar1 temelde iki kaynaktan saglanmaktadir. Bunlardan
birincisi besinlerin igeriginde bulunan kolesterol iken ikincisi ise viicutta
karacigerde Oncii bilesenlerden {iretilen kolesterol sentezidir. Genellikle diyet
aracilifiyla viicuda alinan kolesterol miktari, endojen olarak sentezlenen
kolesteroliin yaklasik %20 gibi bir oramina karsilik gelmektedir. Viicutta
sentezlenen kolesterol ile besinlerin tiikketimi yoluyla alinan kolesterol miktarlar
arasinda dinamik bir etkilesim bulunmaktadir. Sayet diyet yoluyla disaridan alinan
kolesterol miktarinda bir diislis gozlemlenirse; viicutta sentezlenen kolesterol
miktarinda artig goriilmekte ya da diyetle alinan kolesterol miktar1 artis

gosterdiginde endojen kolesterol sentezinde diislis yasanmaktadir (Kelly, 2010).

Endojen kolesterol, ekzojen kolesterol ve safra ile atilan kolesterol miktarlari
arasinda hassas bir metabolik denge (homeostaz) bulunmaktadir. S6z konusu bu
homeostaz durumu, beslenme aligkanliklar1 ya da goriilen bazi klinik tablolara
bagli olarak (obezite, HT vb.) bozulmakta ve kolesterol parametrelerinde birtakim

degisiklikler goriilmektedir. Bu degisimler arasinda en Onemlisi ise vaskiiler
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sagligt  olumsuz yonde etkileme potansiyeli olduk¢ca yiikksek olan
hiperkolesterolemi tablosudur. Hiperkolesterolemi, serum TK, VLDL-K ve LDL-
K gibi metabolik parametrelerde artisin 6te yandan HDL-K degerlerinde ise
diistisiin goruldigi tabloya verilen isimdir. Bununla birlikte hiperkolesterolemi
tablosu varliginda; dolasimda bulunan esterlesmemis yapidaki kolesterol miktari
(serbest kolesterol) artis gostermektedir. Dolasimda artan serbest kolesterol
miktarlar1 ise mortalitenin baglica sebepleri arasinda yer alan ve KVH
olusumunda temel rol oynayan “ateroskleroz” tablosunun ortaya c¢ikmasindaki

baslica faktorlerdendir (Bhatnagar ve ark., 2008).

2.6.1. Hiperkolesterolemi Tablosunda Metabolik Parametrelere Ait Esik

Degerler

Hiperkolesteroleminin KVH olusumunda en 6nemli etiyolojik faktdrlerden birisi
oldugu cesitli ¢alismalarla ispatlanan ve bilim insanlar1 tarafindan konsensiis
halinde kabul edilen medikal bir olgudur. Bu yiizden global odlgekte KVH
yonetiminde otorite olarak goriilen bazi kurum ve kuruluslarin yayinladiklar: tani
ve tedavi rehberlerinde hiperkolesterolemi tablosunu yansitan kolesterol
metabolizmas1 parametrelerine ait esik degerler belirlenmistir (Bhatnagar ve ark.,
2008). Bu esik degerler arasinda en dnemlisi ve kiiresel ¢apta en ¢ok bilineni ise
Amerikan Ulusal Kalp Akciger ve Kan Enstitiisii (NHLBI)’ ne bagli bir uzman
paneli tarafindan olusturulan Ulusal Kolesterol Egitim Programi — Erigskin Tedavi
Paneli Il (NCEP - ATP III) kilavuzu igeriginde yer almaktadir. S6z konusu
NCEP — ATP III kilavuzuna ait esik degerler Tablo 2.1’ de 6zetlenmistir (NCEP,
2002). KVH yonetimi ve tedavisinde kolesterol parametrelerinin esik degerlerini
belirleyen diger 6nemli kuruluglar arasinda ise Avrupa Kardiyoloji Cemiyeti
(ESC) ve Avrupa Ateroskleroz Dernegi (EAS) bulunmaktadir. Bu iki 6nemli
otorite kurulus, kardiyoloji alaninda uzman bilim insanlarindan olusan
“Dislipidemilerin Tedavisi Gorev Grubu” adli bir ekip olusturmus ve
dislipidemilerin tedavisine iliskin giincel bir kilavuz yaymnlamislardir. Bu
kilavuzda bireylerin KVH riski agisindan degerlendirilmesinde baslica iki faktor;
“Sistematik Koroner Risk Tahmini (SCORE)” ad1 verilen tablo ve serum LDL-K
diizeyleri olarak goriilmektedir. Bireyler medikal durumlarini yansitan 6zellikler

bakimindan SCORE adli tabloda diisiik riskli, orta riskli, yiiksek riskli ve ¢ok
10



yiiksek riskli olarak kategorize edilmislerdir. Yakin gegmiste ESC/EAS tarafindan
yaymlanan dislipidemi tedavisi ve yonetimi kilavuzunda kolesterol

parametrelerine ait esik degerler Tablo 2.2” de belirtilmistir (Mach ve ark., 2020).

Tablo 2.1. NCEP — ATP III kilavuzuna gore lipit ve kolesterol metabolizmasina

ait bazi1 degerlerin esik degerleri

Serum Konsantrasyon Degerleri Siniflandirma
LDL-K <100 mg/dl Normal
100 — 129 mg/dI Normale yakin/hafif yiiksek
130 — 159 mg/dI Sinirda yiiksek
160 — 189 mg/dI Yiiksek
>190 mg/dl Cok yiiksek
TK <200 mg/dl Normal
200 — 239 mg/dl Sinirda yiiksek
>240 mg/dl Yiiksek
HDL-K <40 mg/dl Diisiik
>60 mg/dl Yiiksek
TG <150 mg/dl Normal
150 — 199 mg/dI Sinirda yiiksek
200 — 499 mg/dI Yiiksek
>500 mg/dl Cok yiiksek

Kolesterol parametrelerine ait esik degerlerin tlilkemizde belirlendigi en giincel
bilimsel kilavuz ise Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi (TEMD)
tarafindan hazirlanmistir. “Dislipidemi Tam1 ve Tedavi Kilavuzu” ismiyle
yayinlanan bu kilavuzun igeriginde serum lipit ve kolesterol parametrelerine ait
esik degerler belirlenmistir. S6z konusu parametrelere ait esik degerler ise Tablo

2.3’ te verilmistir (TEMD, 2021).
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Tablo 2.2. ESC/EAS Dislipidemi Tedavisi ve Yonetimi Kilavuzu: LDL-K Esik Degerleri (2019)

LDL-K Seviyesi

Toplam KVH
Riski <55 mg/dl 55 mg/dl - <70 mg/dI 70 mg/dl - <100 mg/dl 100 mg/dl - <116 mg/dl 116 mg/dl - <190 mg/dI >190 mg/dl
Oncelikle yasam tarzi Yasam tarzi
Diisiik risk Yol W W W miidahalesi ancak miidahalesi ile
Tarzi Yasam Tarzi Onerileri Yasam Tarzi Onerileri Yagsam Tarzi Onerileri . .
(<1) S metabolik kontrol birlikte es zamanli
Onerileri - . . . .
saglanamazsa ilag tedavisi ilag tedavisi
Tavsiye
Simifi/Kanit 1IC I/C 1/IC 1/IC la/A la/A
Diizeyi
Oncelikle yasam tarzi Oncelikle yasam tarzi Yasam tarzi
. Yasam . : .. : .. .
Orta diizey o o miidahalesi ancak miidahalesi ancak miidahalesi ile
. Tarz1 Yasam Tarzi Onerileri Yasam Tarz1 Onerileri - - fign
risk (>1 - <5) P metabolik kontrol metabolik kontrol birlikte es zamanl
Onerileri - . . . . . . -
saglanamazsa ilag tedavisi saglanamazsa ilag tedavisi ilag tedavisi
Tavsiye
Sinifi/Kanit 1/IC IIC la/A la/A la/A la/A
Diizeyi
.. . Yasam Oncs: likle yagam tarzi Yasam tarzi miidahalesi ile | Yasam tarzi miidahalesi ile ¥a§am tarzt
Yiiksek risk o miidahalesi ancak L . L ) miidahalesi ile
Tarz1 Yasam Tarzi Onerileri . birlikte es zamanl ilag birlikte es zamanli ilag .
(>5 - <10) w O metabolik kontrol - . birlikte es zamanl
Onerileri _ . - tedavisi tedavisi . .
saglanamazsa ilag tedavisi ilag tedavisi
Tavsiye
Sinifi/Kanit la/A la/A la/A I/A 1A IIA
Diizeyi
Oncelikle yagsam tarzi . - . o . .. Yasam tarzi
.. Yasam .. ; Yasam tarzi miidahalesi ile | Yasam tarzi miidahalesi ile | Yasam tarzi miidahalesi ile .. s
Cok yliksek miidahalesi ancak L . L . - ) miidahalesi ile
. Tarz1 . birlikte es zamanli ilag birlikte es zamanli ilag birlikte es zamanli ilag o
risk (>10) w metabolik kontrol - - . birlikte es zamanli
Onerileri - . .. tedavisi tedavisi tedavisi . ..
saglanamazsa ilag tedavisi ilag tedavisi
Tavsiye
Sinifi/Kanit lla/B la/A I/A I/A 1A IIA
Diizeyi
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Tablo 2.3. TEMD Dislipidemi Tami ve Tedavi Kilavuzu:
Parametrelerine Ait Esik Degerler (2021)

Lipit ve Kolesterol

Lipit ve Kolesterol Optimal Simrda Yiiksek Yiiksek
Parametreleri
TK <200 mg/dI 200 — 239 mg/dI >240 mg/dl
LDL-K <100 mg/dI >160 mg/dl
<omgar | 130159 mo/d >190 mg/dl”
HDL-K Erkek 40 — 59
mg/dl Erkek <40 mg/dI
=60 mg/d] Kadin 50 — 59 Kadin <50 mg/dl
mg/dl
TG 500 — 1000 mg/dI
150 — 499 mg/dI (Orta HTG)
<150 mg/dl (Hafif HTG) >1000 mg/dl
(Siddetli HTG)
Apo-B <90 mgy/dl
<80 mg/dI”

*ASKVH veya risk esdegeri durumlar igin, **Cok yiiksek, HTG =Hipertrigliseridemi
2.7. Ateroskleroz Tanim

Ateroskleroz, genellikle orta ve biiyiik ¢apli damarlarin liimeninde olusan
daralmayla karakterize klinik bir tablodur. S6z konusu daralmaya bagli olarak kan
akis hizi1 yavaglamakta ve bolgedeki dokularin kanlanmasi ve dolayisiyla
beslenmesi yeterli diizeyde gerceklesememektedir. Damar liimeninde olusan
hipoksik ortam, dokularda oksidatif hasar meydana getirmektedir. Ayrica
yavaglayan kan akimina bagli olarak kanin pihtilasma diizeyi artmakta ve emboli
ad1 verilen bu durum arterlerin tikanmasi gibi bazi vital problemlere Yol

acabilmektedir (Zengin, 2012).
2.7.1. Ateroskleroz Fizyopatolojisi

Insan viicudunda bulunan vaskiiler yapilar, yalnizca kan dolagimina aracilik eden
basit bir transfer kanali degildir. Ciinkii bu yapilar, ¢esitli uyaranlara kars1 aktif
yanit olusturabilmektedir. farkli 6zelliklere sahip fonksiyonel 6zelliklere sahiptir.
Ateroskleroz, tek basina damar ¢apinin daraldigi ve buna bagl olarak kanin damar
icindeki transferinin olumsuz etkilendigi bir durum olmanin Gtesinde metabolik
bir stirectir. Ateroskleroz tablosu proinflamatuar sitokinler, bazi immiin sistem
kompleks

hiicreleri  ve  ¢esitli  biyoaktif — molekiillerin  rol  aldig1
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bir klinik tablodur. Ateroskleroz fizyopatolojisinde rol oynadigi diisiiniilen
etkenler bes alt baglik altinda toplanabilmektedir (Tanriverdi ve Savas Tetik,
2017).

2.7.1.1. Endotel disfonksiyonu

Kan dolasiminda 6nemli bir yere sahip olan arterleri yapisal olarak ii¢ farkli
katman olusturmaktadir. Bu katmanlar en distan en ice dogru sirasiyla tunika
adventisya, tunika medya ve tunika intima olarak adlandirilmaktadir. Tunika
adventisyada mast hiicreleriyle sinir uglari, tunika medyada da hareketsiz diiz kas
hiicreleriyle birlikte elastin ve kollajen gibi yapisal bilesenler bulunmaktadir. Son
olarak tunika intimada ise endotel ile subendotel tabakalar yer almaktadir.
Ateroskleroz etiyolojisindeki en kritik faktor, damar ylizeyinde bulunan endotel
tabakas1 fonksiyonlarinin bozulmasidir. Endotel tabakasi, fizyolojik kosullar
altinda damarin kasilma diizeyini ifade eden tonusun ayarlanmasi, hemostatik
faktorlerin diizenlenmesi ve damarin yapisal biitiinliigliniin korunmasinda basrole
sahip olan bag doku yapiminda 6nemli gorevler listlenmektedir. Ancak sigara
icilmesi, hipertansiyona bagli olarak damar g¢eperlerinde olusan siirekli yiiksek
basing, T2DM, obezite, diisiik diizeyli kronik inflamasyon tablosu ve
hiperkolesterolemi gibi uyaranlar endotel tabakanin yapisal biitiinligiini

zedelemektedir (Milutinovi¢ ve ark., 2020).

Ross tarafindan ortaya atilan “hasara tepki hipotezine” gore ateroskleroz
olusumundaki ilk faktdr endotel tabakasinda meydana gelen hasarlanmadir. Bu
hipoteze gore damar ylizeyinde bulunan endotel tabakasinda mekanik, metabolik,
immiinolojik ya da toksik bazi uyaranlar sonucu harabiyet meydana gelmekte ve
fonksiyonel kapasitede diislis goriilmektedir. Fizyolojik kosullar altinda endotel
yiizeyi, selektif gecirgenlik 6zelligine sahiptir ve pihtt olusumunu engelleyici
(antitrombotik) bir yapidadir. Ancak endotel disfonksiyonu ile birlikte metabolik
faaliyetler agisindan olumlu olan s6z konusu bu 6zellikler yitirilmektedir. Bununla
birlikte endotel disfonksiyonu sonucu, damar yiizeylerinin gerilim hali
vazodilatasyon durumundan vazokonstriksiyona ge¢cmekte ve bdylece damar
ceperlerine yapilan basing artmaktadir. Ayrica endotel tabakasinda goriilen

fonksiyon bozuklugu sonucu damar ylizeyinin antiproliferatif o6zelligi
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kaybolmakta ve bu 6zellik yerini homeostazin korunmasini daha da zorlastiran

proliferatif bir tabloya birakmaktadir (Ross, 1993).

Saglikli bir endotel tabakasinda; vazodilator etkileriyle 6n plana ¢ikan nitrik oksit
(NO) ve prostasiklin (PGI2) gibi bilesenler vazokonstriktor etki gosteren
endotelin (ET) ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) gibi bilesenlerden daha
fazla salgilanmaktadir. Ancak endotel disfonksiyonu sonucu NO diizeyleri
dismekte ve damar ¢eperlerinde vazokonstriktor etki hakim olmaya
baslamaktadir. Bu asamada endotel tabakasi segici gegirgen 6zelligini yitirmeye
baslamakta ve cesitli lipoproteinlerin damar tabakalarina dogru infiltrasyonu

gerceklesmektedir (Zengin, 2012).
2.7.1.2. LDL oksidasyonu ve immiin hiicre birikimi

Endotel disfonksiyonu sonucu damar tabakalarinin igine infiltre olan LDL
partikiilleri, intima tabakasina kadar ulasmakta ve bu bdlgede bir LDL
sekestrasyonuna yol agmaktadir. intimaya giren LDL partikiilleri proteoglikanlara
baglanarak bu tabakadaki kalis siiresini artirmakta ve bu sayede reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusturdugu oksidasyona daha duyarli hale gelmektedir. Okside
olmus LDL partikiilleri proinflamatuar bir kimlik kazanmakta ve ¢esitli enzimatik
degisiklikler sayesinde yapisal olarak minimal bir modifikasyon geg¢irmektedir.
Modifiye LDL partikiillerinde; baslangigta karakteristik apolipoprotein tiirii olan
apo-B100 bileseni degismemekte ve bu partikiiller genellikle az sayida LDLR
iceren makrofaj hiicreleri tarafindan tespit edilememektedir. Ancak modifiye LDL
partikiilleri, monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) gibi metabolik &gelerin
salinimimi1 uyarmakta ve bu sayede ortama monosit gocii tetiklenmektedir.
Tamamen okside olmus LDL partikiillerinin yapisindaki apo-B100 bilesenleri ise
degisime ugramakta ve makrofajlar tarafindan biitiiniiyle fagosite edilebilecek
pozisyona gelmektedir. Oksidasyonu tamamlanmis LDL partikiilii; cesitli
kemokinler, sitokinler, adhezyon molekiilleri ve biiyiime faktorlerinin salinimini
uyarmakta ve ateroskleroz tablosunun olusumunda 6nemli rol oynayan monosit ve

16kosit goelinil hizlandirmaktadir (Shimokawa, 1999; Sitia ve ark., 2010).
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2.7.1.3. Lokosit akiimiilasyonu

Saglikli bir endotel tabakasinda I6kositlerin adezyonuna kargt bir direng
bulunmaktadir. Endotel disfonksiyonu sonucu, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-
1 (VCAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiili-2 (VCAM-2) ve selektin gibi
adezyon molekiillerinin ekspresyon diizeyi artmakta ve bunun sonucunda
monositlerle T lenfositlerin endotel yiizeyine tutunma kabiliyeti artmaktadir.
Adezyonu kolaylastiran tiim bu siireclerin ardindan ise lokositler intima

tabakasina rahatlikla infiltre olabilmektedir (Gimbrone ve Garcia-Cardena, 2016).

2.7.1.4. intraseliiler lipit birikimi ve kopiik hiicresi olusumu

Normal sartlarda makrofaj hiicrelerinin yapisinda az miktarda LDLR bileseni
bulundugu i¢in bu hiicrelerin oksidasyona ugramamis ya da oksidasyon sonucu
minimal diizeyde modifikasyon ge¢irmis LDL molekiillerini fagosite etme hizi
oldukga diisiiktiir. Ote yandan oksidasyon sonucu tiimiiyle modifiye olmus LDL
partikiilleri ise dolasimdaki makrofajlar1 kendisine dogru ¢ekerek bir makrofaj
birikimine sebep olmaktadir. Makrofajlar tamamen okside olmus LDL
partikiillerini ¢op¢ili reseptorler araciligiyla tanimakta akabinde ise fagositozla
parcalamakta ve bu partikiillerin yapisinda bulunan kolesterolii kendi icerisinde
CE olarak depolamaktadir. Yogun miktarda kolesterol igeren bu makrofaj
hiicreleri bir araya gelerek lipit damlaciklari olusturmakta ve olusturdugu bu
yapilara “kopiik hiicreleri” denilmektedir. Kopiik hiicreleri, ateroskleroz
olusumunun ilk 06gesi olarak kabul edilmektedir. Kolesterol esterlerinin
makrofajlar tarafindan depolanma islemi makrofajlarin apoptozisine kadar devam
etmektedir. Ciinkii makrofajlarda bu islemi gerceklestiren ¢opcii reseptorlerin

asag1 yonlii regiilasyonu bulunmamaktadir (Davignon ve Ganz, 2004).
2.7.1.5. Aterosklerotik lezyon olusumu

Aterosklerozun oncii bileseni olan kopiik hiicrelerinin intima tabakasinda
birikmeye baglamasiyla birlikte “yagl cizgilenmeler” olugsmaya baslamaktadir.
S6z konusu bu yagh c¢izgilenmeler cocukluk ve addlesan caglarinda bile
baglayabilmekte ve genellikle asemptomatik oldugundan dolayr klinik
uygulamalarla tespit edilememektedir. Yaglh c¢izgilenmeler genellikle damar

ceperlerinde sar1 ¢izgiler seklinde ve kanin akis yoniine dogru goriilmektedir. Bu
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cizgilenmelerin  olusumu ve ilerlemesi dolasimda bulunan kolesterol
parametrelerinin diizeyi ile yakindan iliskilidir. Ozellikle de kopiik hiicrelerinin
olusumunda aktif gorev alan LDL partikiillerinin diyetle alinan ya da endojen
olarak {iretilen miktar1 azalirsa dolasimdaki LDL-K diizeyi gerilemektedir. Boyle
bir durumda yagh c¢izgilenmeleri olusturan ve lezyona go¢ eden lipit miktari
azalmakta 6te yandan bu bolgeden go¢ eden lipit miktari ise artmaktadir. Bunun
sonucunda da lezyon olusumu gerilemekte ve geriye yalnizca skar doku
kalmaktadir. Hiperkolesterolemik tablonun goriildiigli ve LDL partikiillerinin
dolasimda artis gosterdigi aksi bir durumda ise yaglh c¢izgilenmelerden daha ileri
ve farkli lezyonlar olusmakta ve aterosklerotik tablo farkli bir evreye gegmektedir.
Bahsi gecen bu daha ileri lezyonlarin olusumuna en biiyiik katkiy1 ise hiicre dis1
lipit birikimi vermektedir. Kopiik hiicrelerinin apoptozu sonucu bu hiicrelerin
yapisinda bulunan ¢ok miktardaki CE molekiilii, hiicre dis1 lipit havuzunun biiyiik
bir kismint olusturacak sekilde agiga ¢ikmaktadir. Lipit havuzunun geriye kalan

kismini ise dolasimdaki lipoproteinler olusturmaktadir (Insull Jr, 2009).

Yagl ¢izgilenmelerin ardindan artan hiicre dis1 lipit havuzuna bagli olarak beyaz
renkli yeni bir plak olusumu gozlemlenmektedir. S6z konusu bu yeni yap1 fibroz
plak olarak adlandirilmakta ve damar liimenine dogru genisleme gostermektedir.
Fibroz plak, ¢ekirdeginde lipitlerin ¢ekirdegin etrafinda ise ¢ok miktarda diiz kas
hiicreleri, T lenfositler, makrofajlar, kopiik hiicreleri ve ekstraselliiller matriksin
bulundugu kompleks bir yapidir. Fibroz plak cekirdeginin etrafinda yer alan
makrofajlardan matriks metalloproteinazlar (MMP) salgilanmaktadir. Bu enzimler
endojen dokulardan salgilanan ¢esitli metabolik inhibitorlerle birlikte homeostazi
saglayacak sekilde vaskiiler dokularda meydana gelen gog, aktivasyon, ¢ogalma
ve yeni damar olusumu gibi metabolik faaliyetleri modiile etmektedir. Fibroz
plagn lipitten olusan ¢ekirdeginin {izeri fibroz bir baglikla kaplanmaktadir. Fibroz
baslik, medya tabakasindan intima tabakasina go¢ eden diiz kas hiicreleri ve bu
hiicrelerden salgilanan kollajen ve elastin gibi liflerle proteoglikan ile
glikozaminoglikanlar gibi molekiiler bilesenlerden olusmaktadir. Diiz kas
hiicrelerinin tabakalar aras1 gocili ve boliinmesi, platelet kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF) ile fibroblast biiylime faktorii (FGF) gibi molekiillerin tetiklemesi sonucu
gerceklesmektedir. Fibroz baslikta bir yandan diiz kas hiicreleri tarafindan
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ekstraselliiler matriks yapimi goriilmekte 6te yandan ise makrofajlardan salinan
MMP enzimleri tarafindan da bag dokulari yikilmaktadir. Bu anabolik ve
katabolik islemler bir¢ok sitokinin rol aldigi karmagik bir metabolik stiregle

yonetilmektedir (Bentzon ve ark., 2014; Jebari-Benslaiman ve ark., 2022).

Fibroz plaklarin olusum siireci tamamlandiginda ise damar liimeni anlamli 6l¢iide
daralmaktadir. Ancak KHV tablosundaki en tehlikeli durum bu fibréz ya da
aterom plak olusumlarinin kararsiz yapisidir. Arter limeninde olusan fibroz
plaklar ne kadar kalin bir yapiya sahipse o kadar stabildir. Bu yapilar her ne kadar
kan akimini yavaglatarak hiicrelerin beslenmesini yavaglatsa da stent gibi bazi
cerrahi uygulamalar sonucu s6z konusu olumsuzluk ortadan kaldirilabilmektedir.
Ancak ozellikle de ¢esitli inflamatuar hiicreler ve lipitler agisindan zengin olan ve
daha ince yapidaki hassas fibr6z plaklar, yiiksek yirtilma ve hasarlanma riskini
icermektedir. Bu yapidaki plaklar istenmeyen bazi hemorajik durumlara yol
acabilmekte ve trombiis olusumuna yatkin bir ortam olusturmaktadir. Stabil
olmayan, ince kalinliktaki hassas plaklarin olusturdugu lezyonlar ise “komplike”
olarak isimlendirilmektedir. Komplike lezyonlar, merkezde bulunan lipit kdkenli
biiyiik bir c¢ekirdege sahiptir. Ayrica lezyon cekirdeginin etrafinda ¢ok sayida
inflamatuar ve diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Lezyonun en disin1 ise kollajen
igerigi azalmis ince fibroz bir kapsiil kaplamistir. Zamanla komplike lezyonlarin
yiizeyindeki makrofajlardan kollajenaz ile elastaz gibi ¢esitli MMP enzimleri
salgilanmakta ve bu enzimler fibroz kapsiiliin kollajen iceren matriksini hidrolize
ugratmaktadir. Ayrica aktif makrofajlardan timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve
interlokin-1 beta (IL-1B), T lenfositlerden ise interferon gama (IFN-y) gibi
proinflamatuar sitokinler salinarak sinerjistik bir etki olusturmakta; bunun
sonucunda ise diiz kas hiicrelerinin 6limii artmakta ve ekstraselliiler matriks daha
da azalmaktadir. Katabolik faaliyetlerin artmasi ve anabolik faaliyetlerin de
azalmas1 sonucu fibroz kapsiil zayiflamakta ve en sonunda ise catlamaktadir.
Fibroz baslig1 zedelenmis plaktaki pihtilasma Onciisii molekiiller, kanda bulunan
bilesenler ve pihtilasma faktorleriyle karsilasmakta ve pihti (trombiis) olusumu
tetiklenmektedir. Plagin yirtilmasi (riiptiir) ve piht1 olusumu ile birlikteyse akut
koroner sendromlar denilen klinik tablolar goriilmeye baslamaktadir. Bir aterom
plagin riiptiire olmasi1 i¢in damar liimenini 6nemli oranda daraltmasi sarti
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bulunmamaktadir. Damar liimenini ciddi anlamda daraltmayan bu sekildeki stabil
olmayan bir plagin yirtilarak piht1 olusturmasi gibi sendromlara sebep olmasi ise
daha ciddi ve tehlikeli klinik tablolara yol agabilmektedir (Badimon ve Vilahur,
2014; Stary ve ark., 1994; van der Wal ve Becker, 1999) .

2.8. Probiyotiklerin Tanim ve Uygulamasinin Metabolizma Uzerine Etkileri

Probiyotiklere ait en kapsayici tanimlama ilk olarak 2001 yilinda WHO ve
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan yapilmistir. Ardindan
2014 yilinda Uluslararas1 Probiyotikler ve Prebiyotikler Dernegi (ISAPP)’ nin
sundugu katkilarla son seklini alan ifade “yeterli miktarda tiiketildigi zaman
konak canlimin saghg iizerine olumlu etkiler yapan canli mikroorganizmalar”
olarak agiklanmistir (WHO/FAOQO, 2006; Hill ve ark., 2014). Probiyotik bakteriler
genellikle saglikli bireylerin bagirsak mikrobiyota Oriintiisiinde en yiiksek oranda
bulunan mikrobiyal bilesenlerden olan “Laktik asit bakterileri (LAB)” arasinda
yer almaktadir. Taksonomik siniflandirma bakimindan ¢ogunlukla “Bacillota”
filumuna ait olan probiyotik bakteriler “Lactobacillus”, “Bifidobacterium”,
“Lactococcus”, “Leuconostoc”, “Pediococcus” Ve “Streptococcus’ gibi cinslere
ait mikroorganizmalardan olugsmaktadir. Ancak bu cinslerin iginde yer alan her
mikroorganizma probiyotik bir bakteri olarak kabul edilmemektedir. Ciinkii
mikrobiyal bir bilesenin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢cin fonksiyonel
ozellikler bakimindan bazi 6n kosullar1 saglamasi gerekmektedir. Bu 6n kosullar
arasinda; patojenik bakterilerin gelisimini engelleme, yararli bakterilerin sayisini
artirma, safra tuzuna ve mide asidine karsi direncli olma, epitel yiizeylere
tutunabilme ve gastrointestinal sistemden (GIS) gegis boyunca canli birim
sayisinin  belirli bir seviyenin altina diismemesi gibi sartlar bulunmaktadir
(Beasley 2004; Madigan ve Martinko, 2006). Ayrica ISAPP yakin bir ge¢miste
probiyotiklerin sahip olmasi gereken minumum kriterleri giincellemistir. Bu
kriterler arasinda; probiyotigin cins, tliir ve sus diizeyinin ayrintili olarak
tanimlanmas1 ve bu tanimlamanin giincel bilimsel terminolojiyle uyumlu bigimde
gerceklestirilmesi, probiyotigin kullanim amaclart dogrultusunda tiiketimlerinin
giivenli oldugunun cesitli testlerle dogrulanmasi, probiyotik susun uluslararasi bir
kiltiir koleksiyonunda muhafaza edilmesi, probiyotigin sahip oldugu belirtilen

sagliga faydali etkilerinin en az bir klinik ¢aligmayla dogrulanmasi ve probiyotik
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uriniin raf omrinin sonuna kadar belirtilen minimum miktarinin korunmasi

bulunmaktadir (ISAPP, 2018).

Probiyotik bakteriler, bagirsak mikrobiyota Oriintiisiiniin en 6nemli mikrobiyal
bilesenlerinden birisi olup ¢esitli hastalik ve rahatsizliklarin tedavisinde birtakim
olumlu metabolik etkiler yaratabilmektedir. Literatiirde bazi metabolik
hastaliklarda uygulanan geleneksel tedavi metotlarina alternatif olabilecek cesitli
terapotik ajan arastirmalarinin  sayist her gecen giin artis gostermektedir.
Probiyotikler ise alternatif terapotik ajan olarak kullanilabilme potansiyeli
bakimindan niitrasotikler arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Probiyotik bakteri
uygulamasinin etkinligi ¢ok ¢esitli caligsmalarla gosterilmistir ve hakkinda en fazla
calisma yapilan alan, inflamatuar bagirsak hastaliklari (IBH) dir. Cesitli in vivo
calismalarda probiyotik takviyesinin intestinal bariyer mekanizmasi elemanlarini
giiclendirdigi, bagirsak mikrobiyota Oriintiisiinii diizenledigi ve proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmasini inhibe ederek bagirsak sagligini olumlu yonde
etkiledigi gosterilmistir. Bununla birlikte probiyotik bakteri takviyesinin
antihipertansif, antikanserojen, antioksidan ve antiinflamatuar etki yarattigi,
dermatit, artrit ve alerji semptomlarin1 azalttig1, mineral emilimine katki sagladig
ve kolesterol metabolizmasina ait parametreleri diizenleyerek hipokolesterolemik
etki olusturdugunu belirten c¢alismalara da rastlanmaktadir (Ishimwe ve ark.,
2015). ISAPP, probiyotiklerin sahip oldugu metabolik etkileri; susa bagiml
olarak ortaya ¢ikan ve daha seyrek goriilen etkiler, tiir diizeyinde ortaya ¢ikan ve
gorece daha sik goriilen etkiler ile cins diizeyinde daha yaygin bir bigcimde olusan
etkiler olarak ii¢ gruba ayirmistir. Probiyotik kullanimi sonucu susa bagimli
olarak norolojik, immiinolojik ve endokrinolojik birtakim etkiler goriilmekte ve
bu etkiler sonucu baz1 spesifik biyoaktif molekiiller iretilmektedir.
Probiyotiklerin tiir diizeyinde ortaya c¢ikardigi etkiler ise bazi vitaminlerin
sentezini, c¢esitli enzimatik aktivitelerin yOnetilmesini, intestinal bariyer
mekanizmasinin  giliglendirilmesini ve karsinojenlerin nétralize edilmesini
saglamaktadir. Probiyotiklerin cins diizeyinde gosterdigi etkiler arasinda ise
bagirsaklardaki transit gecisin  dlizenlenmesi, KZYA {iretiminin ve
enterositlerdeki hiicre dongiislinlin artmas1 ve patojenlerin kolonizasyonuna
direncin olusmasi bulunmaktadir (Hill ve ark., 2014; Salminen ve ark., 2021).
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2.8.1. Probiyotik Uygulamasimin Kolesterol Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Literatiirde probiyotik bakterilere ait kolesterol giderim yeteneklerini arastiran
cesitli arastirmalar mevcuttur. Ancak probiyotik bakterilerin ortamda bulunan
kolesterolii diisiirebilme yeteneklerinin altinda yatan metabolik mekanizmalarin
genellikle in vitro ¢aligmalarla ortaya konuldugu gosterilmistir. Bu mekanizmalar

arasinda en 6nemlileri agagida belirtilen sekildedir:

e Safra tuzu hidrolaz aktivitesi sonucu safra tuzlarinin dekonjugasyonu,

e Ortamda bulunan kolesteroliin  probiyotik  bakteriler tarafindan
asimilasyona ugratilmasi,

e Dekonjugasyon sonucu olusan sekonder safra asitlerinin ortamdaki
kolesterolii ¢okeltmesi,

e Bazi probiyotik bakterilerin yapisinda bulunan enzimler araciligiyla
kolesteroliin katabolize edilmesi,

e Ortamda bulunan kolesteroliin probiyotik suslarin hiicre duvarina
baglanmasi,

e Probiyotik bakterilerin substrat olarak prebiyotikleri fermente etmesi
sonucu aciga ¢ikan KZY A bilesenleri,

e Ortamda bulunan kolesteroliin probiyotik bakteriler tarafindan alinarak
hiicre zarinin yapisina dahil edilmesi gibi mekanizmalar sonucu probiyotik
mikroorganizmalar kolesterol diisiiriicii etki gosterebilmektedir (Ooi ve
Liong, 2010).

Wang ve ark. (2018), randomize kontrollii galismalar1 (RKC) inceledikleri meta-
analiz calismalarinda; tek basina spesifik bir probiyotik sus ya da cesitli
probiyotik suslar1 i¢eren karisim halindeki {iriinlerin uygulamasi sonucu kolesterol
parametrelerinde meydana gelen farklilign arastirmislardir.  Uygulanan
probiyotigin formundan bagimsiz olarak probiyotik takviyesi alan gruba ait serum
TK diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli Olclide diisiis gosterdigi
bulunmustur. Verilerin alt grup analizleri sonucu ise “Lactiplantibacillus
plantarum”, “Bifidobacterium lactis” ve “Lactobacillus acidhophilus” gibi tek
bir tiirlin uygulandig1 probiyotik uygulamalarinin VSL#3 gibi ticari olarak satilan

probiyotik sus karigimlarina gore serum TK diizeylerini daha etkili bir bigimde
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azalttig1 saptanmistir (Wang ve ark., 2018). Sharma ve ark. (2016) ise probiyotik
uygulamasinin gerceklestirildigi RKC verilerini meta-analizlerinde
incelemislerdir. Probiyotik uygulamasinin gergeklestirildigi grubun kontrol
grubuna kiyasla sirastyla serum TK diizeylerinin ortalama 8.40 mg/dl diistigi (p
= 0.002), LDL-K diizeylerinin ortalama 6.63 mg/dl azaldig1 (p = 0.001), ancak
HDL-K ile TG diizeylerinin anlamli diizeyde degisiklik gostermedigi (p> 0.05)
saptanmistir (Sharma ve ark., 2016).

Gliniimiizde ticari olarak satilan probiyotik karisimlarinin ya da ¢esitli besinlerden
ve insan viicudunun farkli bolgelerinden izole edilen probiyotik suslarin
cogunlugu  “Lactobacillus” ile  “Bifidobacterium”  cinsi  bakterilerden
olusmaktadir. izole edilen s6z konusu bu laktobasiller arasinda “Lactobacillus
johnsonii”, “Lactobacillus acidophilus”, “Lacticaseibacillus rhamnosus”,
“Lactobacillus gasseri”, “Limosilactobacillus reuteri” ve “Lacticaseibacillus
casei” gibi tiirler bulunmaktadir (Heller, 2001). Uluslararasi Prokaryotlar
Sistematigi Komitesi (ICSP) adli otorite kurulus, bir¢cok probiyotik bakterinin
bilimsel terminolojiye uygun olarak yeniden isimlendirildigi “Uluslararas1 Bakteri
Adlandirma Kodu” adli raporun revize edilmis halini 2022 yilinda yaymlamistir.
S6z konusu revizyon raporunda Lactobacillus casei olarak isimlendirilen
probiyotik suslarin isminin Lacticaseibacillus casei olarak degistirilmesi uygun
bulunmustur (Oren ve ark., 2023). Probiyotik olmanin 6n kosullarini saglayan ve
cesitli kaynaklardan izole edilen suslarin gen haritas1 da dahil olmak iizere farkli
ozellikleri baz1 otorite kabul edilen kurumlar tarafindan koruma altina alinmakta
ve standart tip kiiltlirler olarak saklanmaktadir. Kar amaci giitmeyen bu otorite
kuruluslarin basinda ise Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) adli kurum
gelmektedir. S6z konusu kurumun veri bankasinda pek cok probiyotik LAB
kiiltirii bulunmaktadir. Bu probiyotik kiiltiirlerden birisi de “Lacticaseibacillus
casei ATCC 393" adli sustur. L.casei ATCC 393 kodlu probiyotik kiiltiiriin
biyogiivenlik testleri ve genetik haritalama islemleri tamamlanmis ve tliketimi
sonucu saglik iizerine herhangi bir olumsuz olusturmadiginin ispat1 olan “Genel
olarak tiiketimi giivenli kabul edilen” (GRAS) ve “Nitelikli Giivenilirlik
Varsaymmi” (QPS) gibi statiiler verilmistir (ATCC, 2022; Hill ve ark., 2018).
Literatiirdeki ¢esitli in vitro ¢aligmalarda L. casei ATCC 393 susunun probiyotik
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olmanin 6n kosullarin1 sagladig1 gosterilmistir (Lye ve ark., 2010a; Sidira ve ark.,
2010). Lye ve ark., (2010b) yiiriittiikkleri in vitro bir ¢aligmada L. casei ATCC 393
susunun ortamda bulunan kolesterolii katabolize ederek koprostanole
dontstiirdiigiinii géstermistir (Lye ve ark., 2010b). S6z konusu susun kolesterol
giderim yetenegi hakkinda gerceklestirilen diger bir in vitro ¢alismada ise L. casei
ATCC 393 probiyotik kiiltiirtiniin BSH aktivitesine sahip oldugu gézlemlenmistir
(Majeed ve ark., 2019). EI Helim ve ark. (2016) ise YYYK diyetle beslenerek
hiperkolesterolemik hale gelen farelere probiyotik L. casei ATCC 393 kiiltiirinii
intragastrik olarak uygulamis ve ortalama serum TK diizeylerinin anlamli olarak

azaldigini saptamislardir (E1 Helim ve ark., 2016).
2.8.2. Probiyotiklerin Hipokolesterolemik Etkilerinin Mekanizmasi
2.8.2.1. Safra Tuzu Hidrolaz Enzim Aktivitesi

Literatiirde yapilan farkli c¢alismalarda probiyotiklerin c¢esitli mekanizmalar
aracilifiyla hipokolesterolemik etki gosterdigi tespit edilmistir. S6z konusu
mekanizmalar arasinda en dikkat g¢ekici olanlarindan birisi de bazi probiyotik
suslarin yapisinda bulunan BSH enzim aktivitesidir (Ooi ve Liong, 2010). Safra
stvisi, emiilsifiye edici 6zelliginden dolay1 yaglarin ince bagirsaklardaki sindirim
ve emiliminde énemli rol oynamaktadir. Suda ¢oziinebilen bir yapiya sahip olan
safra sivisi, karacigerde sentezlenmekte ancak konsantre edilerek safra kesesinde
depolanmaktadir. Besinlerin ince bagirsaklarda sindirimi esnasinda olusan
hormonal uyarilar sonucu safra kesesinden safra sivist salgilanmakta ve bu sivi
cesitli metabolik kanallar araciligiyla ince bagirsaga dokiilmektedir. Safra
stvisinin  igerisinde  kolesterol, fosfolipitler, konjuge safra asitleri, safra

pigmentleri ve ¢esitli elektrolitler bulunmaktadir (Begley ve ark., 2006).

Kolik asit ve kenodeoksikolik asit gibi primer safra asitlerinin kan dolagimindaki
¢Oziiniirliikleri oldukg¢a diisiiktiir. Primer safra asitlerinin safra kesesinde
depolanmasi ve ardindan ince bagirsaklara tasinmasi i¢in suda ¢oziliniirliigiiniin
yiikselmesi gerekmektedir. Bu yiizden kolik asit ve kenodeoksikolik asit gibi
primer safra asitleri, karacigerden ayrilmadan 6nce glisin ya da taurin ile konjuge
edilerek yiiksek c¢oziiniirliige sahip safra tuzlara doniistiiriillmektedir. Fizyolojik

kosullar altinda safra tuzlari, safra sivisinda yer alan organik maddelerin yaklasik
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%80 gibi oldukea yiiksek bir oranini olusturmaktadir. Cesitli enzimatik tepkimeler
sonucu safra tuzlar1 dekonjugasyon gecirmekte ve glikokolik asit, taurokolik asit,
glikokenodeoksikolik asit ve taurokenodeoksikolik asit gibi sekonder safra

asitlerini olusturmaktadir (Oniir ve Beyler, 2001).

Baz1 probiyotik suglarin sahip oldugu BSH enzim aktivitesi sonucu safra tuzlari
dekonjugasyona ugramakta ve boylece sekonder safra asitleri ortaya ¢ikmaktadir.
Sekonder safra asitleri diisiik ¢oziintirliige sahip bilesenlerdir ve ince bagirsaklar
tarafindan emilimi oldukga diisiiktiir. Bu yiizden sekonder safra asitlerinin biiyiik
bir kismi fegesle atilmaktadir. Viicudun safra tuzlarminin bu sekilde bir
dekonjugasyona ugramasina ve dolayisiyla safra sivisinin azalmasina verdigi tepki
ise yeniden safra sivist sentezlenmesidir. Tekrardan safra iiretim isleminde
prekiirsor olarak viicudun kolesterol havuzunda bulunan kolesterol molekiilleri
kullanilmaktadir. Sonug¢ olarak BSH aktivitesine sahip bazi probiyotik suslari
yukarida anlatilan  mekanizmalar aracilifiyla  hipokolesterolemik  etki

gostermektedir (Pereira ve Gibson, 2002).

In vitro bir calismada Jones ve ark. (2004), probiyotik bir sus olan
“Lactiplantibacillus plantarum 80 (pCBH1) ” bakterisinin BSH aktivitesine sahip
oldugunu gostermis ve ardindan bu bakterinin dis ortamdaki ¢esitli stres
kosullarmma olan dayanikliligimi artirmak i¢in mikroenkapsiilasyon islemi
uygulamistir. Mikroenkapsiilasyon uygulamasi sonucu, s6z konusu susun safra
tuzlarim1 dekonjugasyona ugratma kapasitesinin canli hiicrelere gore anlamli
diizeyde arttig1 ve ortaya ¢ikan hipokolesterolemik etki boyutunun da yiikseldigi
saptanmistir (Jones ve ark., 2004).

Hernandez-Goémez ve ark. (2021), gesitli yoresel peynirler, siit iiriinleri ve ticari
triinlerden izole ettikleri probiyotik Ozellikteki bakterileri, BSH aktivitesi
acisindan taramuslardir. Ozellikle “Lactobacillus” cinsi bes farkli bakteri
(Lacticaseibacillus casei  Shirota, Lactiplantibacillus plantarum 299v,
Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 53103 (LGG), Lactiplantibacillus plantarum
DGIAL ve Limosilactobacillus fermentum K73) susunun pozitif BSH aktivitesine
sahip oldugu saptanmis ve in vitro ortamda safra tuzlarin1 dekonjuge etme oranlari

olgtilmistiir. Lactiplantibacillus plantarum DGIA1 adli probiyotik susun sodyum
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glikokolat, sodyum glikodeoksikolat, sodyum taurokolat ve sodyum
taurodeoksikolat gibi safra tuzlarmi sirastyla %69, %100, %81 ve %92
oranlarinda dekonjuge ettigi ve bu sayede in vivo kosullarda hipokolesterolemik

etki olusturma potansiyelinin oldugu belirtilmistir (Herndndez-Goémez ve ark.,

2021).

Tsai ve ark. (2014), ¢esitli hayvanlardan ve bitkilerden izole ettikleri yaklasik 800
bakteriyi, BSH aktiviteleri bakimindan in vitro ortamda test etmis ve bu bakteriler
arasindan en yiksek BSH aktivitesine sahip “Pediococcus acidilactici
NBHKO002”, “Bifidobacterium adolescentis NBHKO006” ve “Lacticaseibacillus
rhamnosus NBHKO007” isimli ti¢ farkli probiyotik susu se¢mistir. Bu ii¢ susun
karisimindan olusan “PROBIO-S23” adl {iriiniin kolesterol diisiiriicii etkilerini in
vivo ortamda arastirmislardir. Calismada deney hayvani olarak kullanilan
hamsterlar 6 hafta boyunca YYYK yem Oriintiisiiyle beslenmis ve bu siireg
igerisinde hayvanlara “PROBIO-S23” {iriinii diistik (78 mg/kg; v.a./giin), orta (390
mg/kg; v.a./giin) ve yliksek dozda (1950 mg/kg; v.a./giin) oral gavaj araciligiyla
her giin uygulanmustir. Alt1 haftalik deneysel periyodun sonunda 3 farkli dozda
probiyotik sus karisimi uygulanan gruplarimin tiimiiniin yiiksek yaglh yiiksek
kolesterollii yemle beslenen gruba kiyasla serum TK, TG ve LDL-K diizeylerinin
anlamli olciide distiigi ancak serum HDL-K diizeylerinin ise degismedigi

gosterilmistir (Tsai ve ark., 2014).

2.8.2.2. Sekonder Safra Asitleri Aracihgiyla Kolesteroliin Cokeltilmesi

Probiyotiklerin hipokolesterolemik etki gostermesinde etkili diger bir mekanizma
ise ortamda bulunan ve dekonjugasyon sonucu olusan sekonder safra asitleriyle
birlikte kolesteroliin ¢okelmesidir. Bazi probiyotik suslar sahip olduklart BSH
aktivitesi sayesinde hem yeniden safra sentezi igin kolesterol havuzundan
kolesterol ¢ekmekte hem de bu enzim aktivitesi sonucu olusan sekonder safra
asitleri intestinal sistemdeki kolesterolii ¢okelterek emilimini azaltmaktadir.
Probiyotik bazi suglarin sahip oldugu bu hipokolesterolemik etkiyi ilk olarak
Klaver ve Meer, in vitro bir ¢aligmalarinda gostermislerdir (Klaver ve Meer,

1993).
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Shobrahani ve Halami (2016) ise in vitro bir ¢alismada, ¢ig siitten izole ettikleri
tic farkli probiyotik susu, kolesterol diisiiriicli etkiye sahip olma bakimindan test
etmislerdir. Bu calismada kullanilan “Priestia flexa MCC 2458, “Priestia flexa
MCC 2427 ve “Bacillus licheniformis MCC 2514” adli suslarin BSH aktivitesine
sahip olmadigi gorlilmiistiir. Arastirmacilar s6z konusu ii¢ probiyotik susun
bulundugu iki ayr1 asidik ortam (pH: 5.0) hazirlamustir. Ik ortama sadece safra
stvist eklenmis ve kolesterol miktarinin %18,48 - %19,68 araliginda diistiigii
gozlemlenmistir. Ikinci ortama ise safra sivisi ile birlikte konjuge safra asitleri
eklendiginde; asidik ortamin da etkisiyle sekonder saftra asitlerinin olustugu ve bu
kez ortamdaki kolesterol miktarinin %27,57 - %31,22 araliginda diistiigii ve
hipokolesterolemik etkinin anlamli 6lglide arttigi saptanmistir (p<0.05). Sonug
olarak sekonder safra asitlerinin ortamda bulunan kolesterolii ¢okelttigi ve bu
sayede intestinal sistemden kolesterol emiliminin azaldigi sonu¢ olarak ise

hipokolesterolemik etkinin olustugu belirtilmistir (Shobharani ve Halami, 2016).

Probiyotik 6zellikteki laktik asit bakteri suslariin kolesterol diistiriicii etkilerinin
arastirildigi diger bir in vitro ¢alismada ise “Lacticaseibacillus paracasei M3”,
“Lacticaseibacillus casei M5” ve “Lacticaseibacillus paracasei M7” gibi suslarin
kolesterol diisiirticti etkileri arastirllmistir. Bu ¢alismada ortamda bulunan
kolesterolii ¢okeltme kapasitesinin en fazla L. casei M5 adli susta oldugu (50.16
pg/mL) goriilmiis; diger suslarin kolesterol ¢okeltme kapasitelerinin ise (33-44
pg/mL) daha kisith kaldigi belirlenmistir. Incelenen suslarin BSH aktiviteleri
karsilastirildiginda ise en yiiksek aktiviteye yine L. casei M5 susunun sahip
oldugu goriilmiis ve BSH aktivitesi sonucu aciga ¢ikan sekonder safra asitlerinin
ortamdaki kolesteroliin ¢okelmesine aracilik ettigi gosterilmistir (Bhat ve Bajaj,
2020).

Her ne kadar baz1 probiyotik suslarin sahip oldugu bu kolesterolii ¢okeltme etkisi
in vitro ¢alismalarla kanitlanmis olsa da bilim insanlar1 bu mekanizmanin in vivo
kosullardaki etkisine siipheyle yaklagmaktadir. Kolesteroliin sekonder safra
asitleri tarafindan ¢okeltildigi bu islem i¢in genellikle pH degerinin <6.0 oldugu
hafif asidik bir ortam gerekmektedir. Ciinkii BSH enziminin optimum ¢alismasi
icin gereken asitlik derecesi pH 5.0 — pH 6.0 araligindadir. Ancak fizyolojik

kosullarda intestinal limenin pH degeri genellikle ndtr ya da hafif alkali bir
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aralikta bulunmaktadir. Ayrica kolesterol molekiillerinin genellikle nétre yakin
asitlik derecesine (pH: 7.0) sahip ortamlarda ¢oziiniirligiiniin arttig1 ve boylece
fizyolojik kosullardaki intestinal liimende sekonder safra asitleriyle birlikte
¢Okelmesinin azalacagi ongoriilmektedir. Tiim bu sebepler gbz oniine alindiginda;
probiyotiklerin  hipokolesterolemik  etki  gdstermesinde rol  oynayan
mekanizmalardan birisi olarak kabul edilen kolesteroliin ¢okeltilmesi isleminin in
vivo ortamda da etkinliginin kanitlanabilmesi i¢in daha fazla sayida ve ayrintili

bilimsel ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir (Reis ve ark., 2017).
2.8.2.3. Kolesteroliin Hiicre Duvarina Baglanmasi

Probiyotik  suslarin  kolesterol diisiiriicii etki gostermesinde rol alan
mekanizmalardan birisi de hiicre duvarina kolesteroliin baglanmasidir. Kimoto ve
ark. (2002), “Lactococcus” cinsine ait yedi ayr1 probiyotik sus ile yaptigi in vitro
calismada, canli ve gelisme asamasinda olan bakteri hiicreleri ile canli ancak
metabolik faaliyetleri fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) araciligiyla durdurulmus olan
ve 1s1 soku ile tamamen Oldiirilmiis olan bakterileri hipokolesterolemik etkileri
acisindan kiyaslamistir. S6z konusu bakteriler ortamdan kolesterol giderme
kapasitesi bakimindan karsilagtirildiginda; en fazla etkiye canli ve gelisimine
devam eden probiyotik suslarin sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma sonundaki
en ilgi ¢ekici bulgu ise bazi probiyotik suslarin 1s1 soku ile metabolik faaliyetleri
tamamen sona erdirilmis olsa bile ortamdaki kolesterolii hiicre duvarlarina
baglayarak kolesterol diisiirlicii etki olusturmaya devam etmesidir (Kimoto ve
ark., 2002).

2.8.2.4. Kolesteroliin Hiicre Membraninin Yapisina Dahil Edilmesi

Baz1 probiyotik bakterilerin sahip oldugu hipokolesterolemik etkinin ortaya
¢ikmasinda rol alan mekanizmalardan bir digeri ise ortamda bulunan kolesteroliin
hiicre igine almip hiicre membraninin yapisina dahil edilmesidir (Ooi ve Liong,
2010). Lye ve ark. (2010a), in vitro bir ¢aligmalarinda 15 farkli probiyotik susu
ortamdaki kolesterolii hiicre zarmin yapisina katabilme fonksiyonlar1 agisindan
degerlendirmislerdir. Kolesterol diisiiriicii etkinin test edilebilmesi i¢in bu suslar
arasindan en yiiksek hidrofobisite kapasitesine sahip “Lactobacillus acidophilus
ATCC 3147, “Lactobacillus acidophilus FTCC 02917, “Lactobacillus delbrueckii
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subsp. bulgaricus FTCC 04117, “Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
FTDC 1311” ve “Lacticaseibacillus casei ATCC 393” adli bes probiyotik sus
secilmistir. S6z konusu suslar kolesterol igeren ve icermeyen iki farkli besiyerinde
inkiibe edilmis ve daha sonra hiicrenin toplam yag asit Oriintlisii ve igerigi
Olgiilmistiir. Ayrica floresans anizotropi metodu ile hiicre icerigine dahil edilen
molekiillerin hangi organelin yapisina katildigi belirlenmistir. Calisma sonucu
besiyerine kolesterol eklenen probiyotik suslarin kolesterol igermeyen besiyerinde
gelisen suslara kiyasla toplam yag asit Oriintiilerinin (doymus ve doymamis yag
asitleri bakimindan) anlamli 6l¢iide farkli oldugu bulunmustur. Bununla birlikte
floresans anizotropi yoOntemi ile yapilan Olglimlerde kolesteroliin probiyotik
suslarin hiicre zarinda bulunan fosfolipit yapidaki kuyrugun, zarin iist yiizeyinde
yer alan fosfolipitlerin ve yine burada bulunan fosfolipit ¢ift tabakanin yapisina
girdigi ispatlanmistir. Arastirmacilar, bazi probiyotik bakterilerin susa bagimli
olarak degisebilecek nitelikte olsa da probiyotiklerin ortamda bulunan kolesterolii
hiicre zarmin yapisina katarak kolesterol disiirlici etki  gosterdigini

ispatlamiglardir (Lye ve ark., 2010a).
2.8.2.5. Kolesteroliin Asimilasyonu

Kolesterol diisiiriicii etki olusturan ve probiyotik bakterilere has olan baska bir
ozellik ise kolesterol asimilasyonudur. Kolesterol asimilasyon yetenegi suslara
bagimli olarak degisiklik gostermekle birlikte bu islem icin safra tuzlarinin
varligina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bazi probiyotik bakterilerin peptidoglikan
yapidaki hiicre duvarlart kolesterolii asimile edebilmektedir. Ayrica bu
bakterilerden salgilanan ekzopolisakkarit (EPS) diizeyleriyle kolesterol
asimilasyon yetenegi arasinda pozitif yonli bir korelasyon oldugu da
bilinmektedir. S6z konusu suslar, kolesterolii asimilasyona ugratirken safra
tuzlarmi da kullanmaktadir. Safra tuzlarmin yeniden sentezlenmesinde ise
kolesterol havuzundan faydalanilmakta ve bdylece hipokolesterolemik bir etki
meydana gelmektedir (Reis ve ark., 2017). “Lactobacillus acidhophilus” cinsi
cesitli probiyotik suslar ile gerceklestirilen in vitro bir ¢aligmada; farkli safra
tuzlar1 varliginda kolesterol asimilasyon oraninin suslara bagli olarak %11 ile

PR

%71 arasinda degistigi ve ortamdaki kolesterolii asimile etme yetenegine en fazla
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sahip olan susun “Lactobacillus acidhophilus ATCC 4356 oldugu saptanmistir
(Lin ve Chen, 2000).

2.8.2.6. Kolesteroliin Katabolizasyonu

Probiyotik suslarin bir kisminda bulunan ve ortamdaki kolesteroliin diistiriilmesini
saglayan mekanizmalardan bir digeri ise kolesteroliin katabolizasyonudur. Bu
katabolizasyon islemi sonucu kolesteroliin biiyiik cogunlugu koprostanole ve ¢ok
az bir miktar1 da koprostanona doniismektedir. Diyetle alinan ve ince bagirsaklara
gelen kolesterol ile endojen olarak sentezlenen ancak transintestinal kolesterol
atim1 (TIKA) yoluyla (dolasimdaki kolesteroliin dogrudan ince bagirsak liimenine
dogru gecisi) bagirsaklara tasinan bir miktar kolesterol, bagirsak mikrobiyota
Oriintiisiinde bulunan bazi probiyotik suslar tarafindan katabolize edilmektedir.
Bahsi gegen katabolizasyon islemini ise bu suslarin yapisinda bulunan kolesterol
rediiktaz enzimi gergeklestirmektedir (Reis ve ark., 2017). Laktik asit bakterileri
ile gergeklestirilen in vitro bir ¢calismada hidrofobisite 6zelligi en fazla olan bes
ayrt probiyotik susun kolesterol diisiiriici etkiye sahip olup olmadigi
arastirilmistir. Bu bes susun tamaminin intraseliiler ve ekstraseliiler kolesterol
rediiktaz enzim aktivitesine sahip oldugu saptanmis ve ortamdaki kolesteroliin
koprostanole dontigiimiinii en fazla “Lactobacillus acidophilus FTCC 0291,
“Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus FTCC 0411” ve “Lacticaseibacillus

casei ATCC 393” adli suslarin gergeklestirdigi goriilmiistiir (Lye ve ark., 2010b).

2.8.2.7. Prebiyotiklerin Fermantasyonu Sonucu Olusan Kisa Zincirli Yag
Asitleri

Son olarak bazi probiyotik suslarin ortamda bulunan kolesteroliin diisiiriilmesinde
etkin olmasinin sebebi ise bagirsak mikrobiyota Oriintiisiinde yer alan probiyotik
bakterilerin substrat olarak prebiyotikleri fermente etmesi sonucu agiga ¢ikan
KZYA bilesenleri olarak goriilmektedir. Ozellikle de propiyonatin karacigerdeki
kolesterol sentezini inhibe ettigi ve serum kolesterol parametrelerinin
diizenlenmesine yardim ettigi bilinmektedir (Markowiak-Kopeé¢ ve Slizewska
2020). Hara ve ark. (1999) yiiriittiikleri in vivo bir ¢alismada, ratlar1 {i¢ ayr1 gruba
bolmiis ve birinci grubun yemini posasiz, ikinci grubun yemini seker kamisindan

elde edilen posayla ve iiglincii grubun yemini ise KZYA karisimi ve safra tuzu
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ilavesiyle hazirlamislardir. Calisma sonunda ratlarin karacigerleri ve ince
bagirsaklarindan alinan kesitler incelenmis ve en diisiik kolesterol sentez hizinin

KZY A karigimi tiikketen grupta oldugu (p<0.05) goriilmiistiir (Hara ve ark., 1999).
2.9. Prebiyotik Tanim

Prebiyotikler, “‘kolondaki bir veya sunmirlt sayidaki mikroorganizmanin biiyiimesini
ve/veya aktivitesini segici bir seklide uyararak, konak¢uy faydal sekilde etkileyen,
sindirilemeyen besin bilesenleri’’ olarak tanimlanmaktadir. Bir besin 6gesi ya da
bileseninin prebiyotik olarak adlandirilabilmesi i¢in bagirsak mikrobiyota
orlintlistinde bulunan “Lactobacillus” ve “Bifidobacterium” cinsleri gibi faydali
bakterilerin sayisini artirmasi ya da gelisimini desteklemesi gerekmektedir.
Bununla birlikte prebiyotiklerin diger bir 6zelligi de patojen bakteriler tarafindan
fermente edilmemesi ve bu bakterilerin metabolik aktivitelerine katki
sunmamasidir. Ayrica prebiyotikler, GIS kanalindan gecerken herhangi bir sekilde
fermantasyona ugramamali ve yapisal biitiinliigiinii koruyarak bakterilerin en
yogun bulundugu bdlge olan kolona kadar ulasabilmelidir. Prebiyotiklerin
probiyotik bakteriler tarafindan fermente edilmesi sonucu asetat, biitirat ve
propiyonat gibi KZYA Dbilesenleri olugsmaktadir. S6z konusu KZYA
bilesenlerinden olan biitirat, kolonositlerin temel enerji kaynagi olarak
kullanilmakta ve intestinal bariyer mekanizmasi i¢in ¢ok énemli olan mukozanin
temel salgist konumundaki miisin miktarmi artirmaktadir. Ayrica biitirat, IBH
semptomlarinin azaltilmasinda da rol oynamaktadir. Diger bilesenlerden olan
asetat ve propiyonat ise sirasiyla patojen mikroorganizmalarin g¢ogalmasini
engellemekte ve antiproliferatif etki gostererek kanseri 6nleyici rol oynamaktadir
(Markowiak-Kope¢ ve Slizewska 2020).

2.9.1. Prebiyotik Uygulamasinin Kolesterol Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

Prebiyotikler, probiyotik bakterilerin aktivitelerini ve intestinal kanaldaki
gelisimlerini artirarak cesitli rahatsizliklara ait olumsuz tablonun diizeltilmesinde
gorev almaktadir. Bu diizeltme islemi probiyotiklerin sahip olduklar1 enzimler
veya salgiladiklari metabolitler araciligiyla gergeklesmektedir. Literatiirde
prebiyotiklerin obezite karsiti fonksiyon gosterdigi, konstipasyonu oOnledigi,
antikanserojen kapasiteye sahip oldugu, hipolipidemik etki olusturdugu ve

30



kolesterol metabolizmas1 parametrelerini olumlu yonde degistirdigini belirten
caligmalara rastlanmaktadir (Anandharaj ve ark., 2020; Ooi ve Liong, 2010).
Prebiyotikler hakkinda yapilan caligmalar incelendiginde biiyiik ¢ogunlugunun
bagirsak saglhigini ilgilendiren rahatsizliklarla ilgili oldugu goriilmektedir. Ancak
son yillarda lipit ve kolesterol metabolizmasi parametreleri ile prebiyotik
kullanimi arasindaki iligkinin incelendigi ¢aligma sayilarinda artig goriilmekte ve
prebiyotik takviyesinin dozu, sekli ve kaynaginin so6z konusu parametreler

tizerindeki etkileri netlestirilmeye c¢alisilmaktadir (PubMed, 2022).

Fazla kilolu ve obez bireylerle gerceklestirilen RKC’lere ait verilerin kullanildigi
bir meta-analizde bazi prebiyotik tiirlerinin gesitli lipit ve kolesterol parametreler
tizerindeki etkisi Olcililmiistlir. Prebiyotik uygulamasinin serum TK ve LDL-K
diizeylerini dnemli Olclide azalttig1 ancak serum TG ve HDL-K diizeylerini ise
onemli Ol¢iide degistirmedigi saptanmistir (Beserra ve ark., 2015). Mahboobi ve
ark. (2018) ise T2DM’li bireylere prebiyotik takviyesi olarak iniilin,
fruktooligosakkarit (FOS), galaktooligosakkarit (GOS) ve laktiilozun uygulandig
RKC wverilerini meta-analizlerinde incelemislerdir. Prebiyotik takviyesinin
ortalama serum TK ve TG diizeylerini anlamli diizeyde disiirdiigii, serum HDL-K
diizeylerini ise énemli oranda yiikselttigi gézlemlenmistir. Ote yandan prebiyotik
uygulamasimin ortalama serum LDL-K diizeylerini de distirdiigii ancak bu

diisiisiin istatistiksel olarak anlamliliga ulasmadig1 goriilmiistiir (Mahboobi ve
ark., 2018).

2.9.2. Prebiyotiklerin Hipokolesterolemik Etkilerinin Mekanizmasi

Prebiyotiklerin hipokolesterolemik etki olusturmasinin altinda yatan temel
mekanizma kolesterol diisiiriicli kapasiteye sahip probiyotik mikroorganizmalarin
miktarini artirmast ve gelisimini desteklemesidir. Probiyotikler kolonda bulunan
prebiyotikleri substrat olarak kullanmakta ve bu sayede bagirsak mikrobiyota
ortintiisinde dominant hale gelmektedir. Bu sayede bazi probiyotik bakteri
tirlerinde bulunan; BSH aktivitesi, kolesterol asimilasyonu, kolesterol
katabolizasyonu ve sekonder safra asitleriyle birlikte kolesteroliin ¢okeltilmesi
gibi kolesterol disiiriicii fonksiyonel 6zelliklerin aktivitesinde artis goriilmektedir.

Ayrica prebiyotiklerin probiyotik bakteriler tarafindan fermente edilmesi sonucu
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aciga cikan KZYA bilesenlerinin de kolesterol metabolizmasi iizerine etkileri
bulunmaktadir. Asetat karacigerlerde de novo kolesterol sentezi ve trigliserit
sentezinde substrat olarak kullanilmakta iken propiyonat ise karacigerde
kolesterol sentezinde yer alan lipojenik enzimlerin ekspresyonunu ve LDL-K
yapimint inhibe etmektedir. Bu yilizden prebiyotiklerin fermantasyonu sonucu
bagirsaklarda aciga ¢ikan “propiyonat/asetat” orani  hipokolesterolemik
kapasitenin belirlenmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Sonug¢ olarak probiyotiklere
benzer bigimde prebiyotik tiirlerin hepsinin de hipokolesterolemik etkiye sahip
oldugunu sdylemek miimkiin degildir. Prebiyotiklerin g¢esidine ve dolayisiyla
fermente edilmesi sonucu agiga c¢ikan KZYA bilesen oranina gore kolesterol

diisiiriicii etkileri farklilik gostermektedir (Yalinay, 2020).

Yakin zamana kadar yapilan ¢alismalarda; prebiyotik uygulamasinin metabolizma
tizerinde olusturdugu olumlu etkilerin yalnizca probiyotiklerin gelisimine
sagladig1 katkilardan kaynaklandigi disiiniilmekteydi. Son zamanlarda ortaya
cikan birtakim deneysel veriler, prebiyotiklerle ilgili bu hipotezin yanlis
olmadigimi ancak eksik olabilecegini diisiindiirmiistiir. Cesitli glincel galismalar,
prebiyotiklerin metabolik etkilerinin yalnizca probiyotiklerin gelisimi {izerinden
dolayli yoldan degil de bazi metabolik reaksiyonlara dahil olarak direkt bir
bicimde metabolizmaya direkt etki ettigini de belirtmektedir. Ortamdaki
prebiyotik varliginin dolayli ya da direkt olarak etkisinin oldugunun diistintildigii
metabolik reaksiyonlardan birisi de hiperkolesterolemi tablosudur (Korcz ve ark.,
2018).

Adebola ve ark. (2020), BSH aktivitesine sahip probiyotik bir sus olan
“Lactobacillus  acidhophilus NCTC 1723” ile in vitro bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Bu caligmada bakterinin gelisme ortamina %1 oraninda
eklenen iniilinin kolik asit salinimini artirdigi ancak yine ayni miktarda ilave
edilen laktiloz ve laktobiyonik asidin ise kolik asit salinimim azalttig
gosterilmistir (Adebola ve ark., 2020). Diger bir in vitro ¢alismada ise farkli
kaynaklardan izole edilen probiyotik sus karigimimin gelisme ortamina %1
oraninda GOS, laktiiloz, iniilin ve staciyoz gibi prebiyotikler eklenmistir. S6z
konusu ¢alismada prebiyotik kaynaklarinin probiyotik suslarin kolesterolii asimile

etme yeteneklerini kontrol grubuna gore ne Olgiide degistirdigi arastirilmistir.
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Ortamdaki kolesterol miktarinda en fazla diisise neden olan prebiyotik kaynagi
GOS (%50) olarak saptanmistir. Stagiyoz ve laktiilozun da ortama ilave
edilmesiyle kolesterol asimilasyonunun sirasiyla %47.19 ve %44.60 oraninda
artt1ig1 ancak benzer bir kolesterol diisiiriicii etkinin iniilin ilavesi sonucu

goriilmedigi belirtilmistir (Kuerman ve ark., 2020).

Yukarida bahsi gecen bu iki gilincel ¢alisma sonucu prebiyotik kaynaginin
cesidine bakilmaksizin probiyotik suslarin aktivitesini artiracagr ve bu sayede
kolesterol diisiiriicii etki olusturacagi fikri tekrar gozden gegirilmeye baslanmistir.
Bu ¢aligmalardan elde edilen bilimsel ¢iktilar; prebiyotiklerin kolesterol diisiiriicii
etkilerini, probiyotik suslarin sahip oldugu hipokolesterolemik mekanizmalara
direkt olarak etki ederek gosterebilecegine de dikkat cekmektedir. Ayrica
prebiyotiklerin sahip oldugu hipokolesterolemik etkinin probiyotik sus tiiriine
spesifik olarak degisebilecegi ise ilgi cekici diger bir noktadir. Literatiirdeki
calismalara bakildiginda klinik ve deneysel calismalarda hipokolesterolemik
etkileri agisindan en ¢ok arastirilan prebiyotik tiirlerinin iniilin, FOS ve GOS
oldugu goriilmiistiir (Mohanty ve ark., 2018). Ancak cesitli besinler ve besin
Ogelerinin prebiyotik kapasitesinin arastirildigi ¢aligmalarin sayisi her gegen giin
artmakta ve bu caligmalar sonucu bazi yeni nesil prebiyotikler kesfedilmektedir.
Son zamanlarda dogadaki besinlerin igeriginde ¢ok az miktarda bulunmasindan
otliri “nadir sekerler” olarak adlandirilan ve ¢esitli metabolik fonksiyonlara etki
etme potansiyeline sahip monosakkarit yapidaki bazi yeni nesil prebiyotikler ilgi
¢cekmektedir. S6z konusu bu nadir sekerler arasinda D-alliiloz, D-sorboz ve D-
tagatoz gibi monosakkaritler bulunmaktadir. Bu nadir sekerlerin basinda ise ilk
etapta glisemik kontrol iizerindeki olumlu etkileriyle 6n plana ¢ikmis ardindan
yapilan ¢esitli ¢caligmalarda prebiyotik fonksiyon sergileme yeteneginin de var
oldugu goriilen yeni nesil bir niitrasotik olan D-tagatoz gelmektedir (Roy ve ark.,
2018).

2.10. Sinbiyotik Tanimi

Sinbiyotik ifadesi, probiyotik suslar ve prebiyotiklerin birlikte uygulanmasiyla
konak¢inin  metabolik  parametrelerinde  olumlu  degisiklikler  yaratan

kombinasyona verilen isimdir. Probiyotik bir bakteri ile prebiyotik bir besin
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bileseninin sinbiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in temel sart, bu bilesenler
arasinda sinerjistik bir etkinin var olmasidir. Literatiirdeki ¢aligmalarda,
sinbiyotiklerin  gastrointestinal hastaliklar, alt ve {ist solunum yollar
enfeksiyonlari, T2DM, NAFLD, kanser ve hiperkolesterolemi gibi ¢esitli
rahatsizliklar iizerinde terapdtik etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Mohanty ve
ark., 2018).

2.10.1. Sinbiyotik Uygulamasimin Kolesterol Metabolizmasi Uzerine Etkileri

In vivo bir galismada probiyotik bir sus olan L. casei ASCC 292 ile birlikte
prebiyotik kaynaklarinin bir formda maltodekstrin, diger formda ise FOS oldugu
iki ayr1 sinbiyotik form olusturulmustur. Bu sinbiyotik formlar ratlara uygulanmis
ve baz1 kolesterol ve lipit parametrelerindeki degisimler incelenmistir. iki ayri
sinbiyotik formunda serum LDL-K diizeylerini 6nemli diizeyde diisiirdiigii ancak
serum HDL-K diizeylerini anlaml 6l¢iide degistirmedigi saptanmigtir. Serum TK
ve TG diizeylerini ise sadece prebiyotik kaynagi olarak FOS igeren sinbiyotik
formun istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiirdiigii gozlemlenmistir (Liong ve
Shah, 2006). Hadi ve ark. (2020), 23 RKC verilerini inceledikleri meta-analiz
calismalarinda, sinbiyotik uygulamasinin kolesterol parametreleri iizerine etkisini
aragtirmig ve sinbiyotik kullaniminin; plazma TK, TG ve LDL-K diizeylerini
sirastyla ortalama 10.17 mg/dl, 14.30 mg/dl ve 8.32 mg/dl azalttigini
saptamiglardir. Ayrica plazma HDL-K diizeyi ortalamalarinin ise 1.3 mg/dl arttig
da belirtilmistir (Hadi ve ark., 2020). Ote yandan Karimi ve ark. (2020) ise
polikistik over sendromuna (PKOS) sahip kadinlarla gergeklestirdikleri RKC tipi
arastirmada; miidahale grubuna yedi ayr1 susu igeren bir probiyotik karisimiyla
birlikte prebiyotik kaynagi olarak iniilinin kullanildigi sinbiyotik verilmis ve
serum TK ile TG diizeylerinin anlamli sekilde degismedigi gozlemlenmistir
(Karimi ve ark., 2020).

2.10.2. Sinbiyotiklerin Hipokolesterolemik Etkilerinin Mekanizmasi

Probiyotiklerin ve prebiyotiklerin sahip oldugu hipokolesterolemik etkiler ve bu
etkilerin altinda yatan mekanizmalar gesitli ¢alismalarla gosterilmistir. Teorik
olarak probiyotik ve prebiyotiklerin birlikte sinbiyotik olarak uygulamasinin tek

basina probiyotik ya da prebiyotik uygulamalarina kiyasla daha giiclii kolesterol
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diistiriicii etki yaratmasi beklenmektedir. Ciinkii probiyotik ya da prebiyotiklerin
tek bagslarina sahip oldugu metabolik etkilerin sinbiyotik formda sinerjist bir
sekilde giiclenecegi ongoriilmektedir. Sinbiyotik formun i¢inde serum kolesterol
seviyelerinin azaltilmasinda basrolii ¢ogunlukla probiyotikler oynamaktadir.
Probiyotik bakteriler ortamda bulunan kolesterolii hiicre duvarlarina baglayarak
ve hiicre zarinin yapisina dahil ederek diislirebilmektedir. Bununla birlikte
probiyotikler sahip olduklar1 BSH aktivitesi sayesinde safra tuzlarimi dekonjuge
edebilmekte ve safra tuzlarini iceren yeni safra sivisi sentezinde de kolesterol
havuzundaki kolesterol molekiilleri substrat olarak kullanilmaktadir. Bu sayede
probiyotik kaynakli hipokolesterolemik bir etki ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica safra
tuzlarinin dekonjugasyonu sonucu agiga ¢ikan sekonder safra asitleri ortamdaki
kolesterolii ¢okeltmekte ve ¢okelen kolesterollerin fecesle atimi ise artmaktadir.
Son olarak probiyotikler tarafindan kolesteroliin asimilasyonu ve katabolizasyonu
gerceklestirilebilmekte ve boylece ortamdaki kolesterol varligi azaltilmaktadir.
Prebiyotikler ise kolesterol diisiiriicii etki bakimindan sinbiyotik form iginde
genellikle yan rolii oynamaktadir. Prebiyotikler, probiyotikler tarafindan
fermantasyona ugratilarak hem probiyotiklerin gelisimini desteklemekte hem de
fermantasyon sonucu agiga c¢ikan propiyonat gibi bazi KZYA bilesenleri
tizerinden kolesterol sentezini inhibe etmektedir. Probiyotik ve prebiyotiklerin
sahip oldugu bu etkiler sinbiyotik form icinde ortak olarak yer almaktadir. Sonug
olarak ise sinbiyotiklerin ortamdaki kolesterol miktarini probiyotik ya da
prebiyotiklere gore daha etkili ve anlamhi diizeyde diisiirmesi beklenmektedir

(Anandharaj ve ark., 2014; Shehata ve ark., 2019).
2.11.1. D-tagatozun Tarihcesi

Unlii Fransiz kimyager Théophile-Jules Pelouze, 1852 yilinda kus iivezi (Sorbus
Aucaparia L.) bitkisinin bakterilerle fermente edilmesi sonucu {iretilen bir
icecekten tatli tada sahip ve kristal yapida bir organik bilesik izole etmistir.
Pelouze, bu bilesige “sorbine” (sorbin) adin1 vermis ve kimyasal/fiziksel
Ozelliklerinden otiirii bilesigin basit bir tlir karbonhidrat oldugunu belirtmistir.
Daha sonra Alman kimyager Hermann Emil Fischer ise “sorbine” (sorbin) adi
verilen bu bilesigin fenilhidrazin ile tepkimeye girdigini gdstermistir. Bunun

lizerine bir baska Alman kimyager olan Carl Wilhelm Bernhard Scheibler,
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fenilhidrazin ile tepkimeye girebilen bu bilesigin adinin sonuna diger basit
karbonhidratlar gibi —oz ekinin getirilmesini ve adinin “sorbinose” (sorbinoz)
olarak degistirilmesini teklif etmistir. S6z konusu Oneri bilim diinyasinda kabul
gormiis ve zaman gectikce de “sorbinose” (sorbinoz) ifadesi yerine siklikla
kullanilan “sorbose” (sorboz) kelimesi literatiirde kendine yer bulmustur. Pelouze
tarafindan yapilan kesiften yaklasik yarim yiizyil sonra ise Lobry de Bruyn ve
Van Ekenstein aldoz yapidaki bilesiklerle zayif bazlarin tepkimeye girmesi
sonucu ketoz yapida iki kimyasal bilesenin olustugunu saptamistir. Bu iki bilim
adamu yaptiklar1 bir deneyde ise kimyasal yapist bilinen D-galaktozun zayif bir
baz ile tepkimesi sonucu D-sorboz ve heniiz kesfedilmemis bir bilesigin
olustugunu fark etmislerdir. Bu yeni bilesige ise D-galaktozun alfabetik
harflerinden esinlenerek D-tagatoz adini vermislerdir (Karabinos, 1952; Kim,
2004).

D-tagatoz, kimyasal yapisinin tayin edildigi 19. ylizyilin ortasindan 20. yiizyilin
sonuna kadar yalnizca bir karbonhidrat tiirevi olarak goriilmiistiir. D-tagatozun
besin degeri ya da bir diyet bileseni olarak kullanimi hakkinda herhangi bir
bilimsel girisimde bulunulmamistir (Vastenavond ve ark., 2012). D-tagatozu bilim
diinyasina diisiik enerjili tatlandirici veya yeni nesil bir fonksiyonel besin olarak
ilk defa, Amerikal1 bir miihendis Dr. Gilbert Levin tanitmistir. Dr. Levin, Ulusal
Havacilik ve Uzay Dairesi (NASA) kurumunda gérev almis ve 1960-1980 yillari
arasinda diger gezegenlerde hayatin olup olmadigin arastirildigi biiyiik ¢aph
projelerde bulunmus bir bilim insamidir. Bu projelerden birisi olan ve Mars
gezegeninde canlilik ya da yasam kalintilarinin arastirildigl bir ¢calismada Levin,
Viking-1 ve Viking-2 adli uzay araglarmi gelistirmistir. Bu araglarla Mars
yiizeyinden toprak numuneleri alinmis ve canlilik/yasam belirtileri olarak kabul
edilebilecek mikroorganizma varligi arastirilmistir. Levin ve ekibinin buradaki
temel hipotezi su sekilde olusturulmustur. Canlilik ve yasama dair metabolik
faaliyetlerin tlimii bir substrata diger bir ifadeyle bir besin maddesine ihtiyag
duymaktadir. Viking-1 ve Viking-2 uzay araglar1 ile Mars yiizeyinden alinan
toprak Orneginin i¢ine tiim metabolik faaliyetlerdeki temel substrat olan glikoz
eklenmistir. Ardindan gaz ¢ikisinin olup olmadigi kontrol edilerek canli
mikroorganizma varlig1 ispatlanmaya c¢alisilmistir. Baslangicta bu deneyde glikoz
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tiirli olarak D-glikozun kullanilmasina karar verilmistir. Ciinkii glikozun diger bir
enantiyomeri (ayni kimyasal formiile sahip ancak 15181 zit yonlerde kiran 6zdes
bilesenler) olan L-glikoz, yeryiiziindeki canli organizmalar tarafindan metabolize
edilememektedir. Ekip, ¢esitli monosakkaritlerin kimyasal yapilarinin ayni
olmasma ragmen enantiyomer formlari farkli oldugundan dolayr biyolojik
reaksiyonlarda farkli tepkiler olusturdugu bilimsel gerceginden yola ¢ikarak bir
fikir gelistirmistir. Canliligin arandig1 gezegen olan Mars, diinyadan tamamen
farkl1 bir gezegen oldugu icin burada muhtemelen var olabilecek canlilarin
metabolizmalarinin da yeryiiziindeki organizmalardan tamamen farkli olabilme
ihtimali bulunmaktadir. Yani diinyada tim canlilik faaliyetleri i¢in gerekli ve
metabolize edilebilir formdaki temel substrat D-glikoz iken Mars’ ta bu substratin
L-glikoz olarak karsimiza cikabilme ihtimali de bulunmaktadir. Bu yiizden en
yeni ve pahali teknolojilerin kullanildigi bu projede higbir ihtimalin gézden
kacirilmamast gerektigi diisiiniilmiis ve Mars yilizeyinden alinan toprakta
arastirtlacak olan canlilikta substrat olarak hem D-glikoz hem de L-glikozun
kullanilmasima karar verilmistir. Tim bu uzay arastirmalar1 Dr. Levin i¢in bir
doniim noktasi olmus ve L-glikoz gibi monosakkaritlerin L-izomer formlarinin
(L-fruktoz, L-glikoz vb.) insanlar tarafindan sindirilemedigini Ogrenmistir.
Buradan yola c¢ikan Dr. Levin, insan sindirim sisteminde sindirilemeyen
monosakkarit kaynaklarinin diyette yer alan siikroza alternatif olabilecegi fikrini

gelistirmistir (NASA, 2004).

Ardindan yapilan c¢alismalarda L-glikozunda organoleptik 6zellik bakimindan
siikroz gibi tath oldugu saptanmistir. Sonug olarak siikroz gibi tathi olan ancak
sindirimi oldukg¢a diislik bir besin bileseninin yeni nesil bir tatlandiricit olarak
kullanilabilme potansiyeli oldugu goériilmiistiir. Fakat siikroza alternatif olabilecek
bir tatlandiricinin sahip olmasi gereken oOzelliklerin yalnizca metabolik ve
organoleptik uygunluk olmadigi aym1 zamanda besin endiistrisinde kullaniminin
siikroza kiyasla daha maliyetli olmamas1 gerektigi de belirlenmistir. Yapilan
arastirmalar sonucu L-glikoz tiretiminin olduk¢a pahali bir teknik gerektirdigi ve
iretilen L-glikozun gida sanayisinde kullanilmak i¢in ekonomik olmadig:

sonucuna varilmistir (Levin, 2002).
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2.11.2. D-tagatozun Tanimi, Ozellikleri, Metabolizmas1 ve Kullanim
Giivenilirligi

Nadir sekerlerden birisi olan ve diisiik enerjili tatlandiricilar kategorisine giren D-
tagatoz monosakkarit yapisindaki bir bilesendir. D-tagatoz ya da literatiirde daha
bilinen ismiyle tagatoz, tatlilik derecesi bakimindan giinlimiizde en sik kullanilan
karbonhidrat kaynagi olan siikroza %92 oraninda benzemektedir. Enerji degeri
gram bagina yaklasik 1.5 kilokalori (kkal) olarak hesaplanmistir (Guerrero-WYyss
ve ark., 2018). Ancak tagatozun sahip oldugu bu enerji degerinin gercek
degerinden daha yiiksek hesaplandig1 diisiiniilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi adli kurulusa tagatozun enerji degerinin tescil
edilmesi i¢in yapilan bagvurunun temelini olusturan in vivo ¢aligmada; tagatozun
sindirime ugradiktan sonra ince bagirsaklardan %100 oraninda geri emildigi kabul
edilerek enerji hesabi yapilmistir. Yapilan hesaplama sonucu; tagatozun enerji
degeri 1.5 kkal olarak bulunmus ve FDA enerji degerini bu sekilde tescillemistir.
Ancak daha sonra domuzlarla ve ratlarla yapilan ¢alismalarda ince bagirsaklardan
emilen tagatoz miktarinin maksimum %20 - %25 araliginda oldugu belirtilmis;
geriye kalan %75 gibi yliksek miktardaki oranimin kolona ulasarak burada
fermente edildigi gosterilmistir (Laerke ve Jensen, 1999; Saunders ve ark., 1999).
Sonug olarak tagatozun gram basina sahip oldugu enerji miktarinin gorece yiiksek
hesaplandig1 goriilmektedir. Nitekim Livesey ve Brown (1996), ratlarla yaptiklar
bir calismada tagatozun enerji alimina katkisinin dikkate alinmayacak olgilide
kiiciik degerler oldugunu ve 6nemsenmemesi gerektigini belirtmislerdir (Livesey

ve Brown, 1996).

Tagatozun halihazirda gida sanayisinde kullanilan tatlandiricilardan en Onemli
farki; o6zellikle de unlu mamulleri ve pastacilik {irlinlerinde hacim artirict etkiye
sahip olmasidir. Steviosit, neotam, siikraloz, sakarin, aspartam ve asesiilfam
potasyum gibi tatlandiricilar, siikrozun 200 -400 katina kadar tatlilifa sahip olsa
da hacim artiric1 fonksiyon gdstermemektedir. Genellikle iceceklere eklenen bu
tatlandirici gesitlerinin ¢ok az miktari ile istenilen tatlilik oranindaki tiriinler elde
edilebilmektedir. Igecekler icin tercih edilen bir duyusal kalite kriteri olmayan
hacim artirict kapasite, s6z konusu unlu mamuller ve pastacilik iriinleri

oldugunda ise tiikketim agisindan vazgecilmez bir unsur olarak goriilmektedir.
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Ayrica tagatoz dilde herhangi bir sogutma etkisine yol agmamakta ve neredeyse
tiim yapisal 6zellikler agisindan siikroz ile milkemmel bir uyum sergilemektedir.
Tagatozun bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 2.4’te 6zetlenmistir (Levin,

2002).

Tablo 2.4. D-tagatozun bir tatlandirict olarak sahip oldugu bazi fiziksel, kimyasal

ve biyolojik 6zellikleri

Ozellikler Deger
Kimyasal tiir Monosakkarit (ketoz)

Kimyasal formiil CsH 1,04

Molekiil agirligi 180

Fiziksel form Beyaz kristal (kati)

Koku Hayir

Erime Noktasi 134°C

Gorece tatlilik orant (Siikroz ile | %92 (Agirlikga %10’ luk sulu ¢ozeltide)
kiyaslandiginda)

Tathilik diizeyi Neredeyse siikroz ile es diizeyde
Stabil oldugu pH araligi 2-7

Coziiniirliik Agirlikca %58 (21 °C)

Sogutma etkisi Hayir

Kalori degeri 1.5 kkal/g

Maillard reaksiyonu ve karamelizasyon Evet

Potansiyel medikal etkileri

Antidiyabetik, Obezite karsit1, Prebiyotik

Bir nadir seker tiirii olan tagatoz; sterilize inek siitii, siit tozu, elma, ananas,
portakal, cikolata, c¢esitli peynirler ve yogurt gibi besinlerde oldukg¢a diisiik

miktarlarda bulunmaktadir. Baz1 besinlerin tagatoz icerigi Tablo 2.5’te verildigi

gibidir (Skytte, 2006).

Tablo 2.5. Dogal besinlerin D-tagatoz igerikleri

Besinler Miktar (mg/kg)
Elma 3500
Ananas 1800
Portakal 1500
Kuru Uziim 800
Yaban Mersini Konsantresi 700
Tam Bugday 100
Kuru Fasulye 100
Sterilize Siit 2000-3000
Siit Tozu 800
Siitlii Sicak Cikolata 140-1000
Siit (UHT) 5
Rokfor Peyniri 20
Parmesan Peyniri 10
Yogurt 29
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Dogal besinlerde bulunan tagatoz miktarlar1 incelendiginde; tagatozun metabolik
etkilerinin ortaya g¢ikabilmesi i¢in gereken miktarlara diyetle alim vasitasiyla
ulasilamayacag1 géze carpmaktadir. Bu yiizden tagatozun bir tatlandiric1 olarak
glisemik kontrol {izerindeki olumlu metabolik etkilerinin gézlemlenebilmesi i¢in
diyete disaridan ilave edilmesi gerekmektedir. Giiniimiizde gida sanayisinde
tagatoz iceren besinler; dondurmalardan unlu mamiillere, kahvaltilik gevreklerden
glutensiz {iriinlere, diyabetik iirlinlerden ¢ikolata g¢esitlerine varana kadar genis
iirlin yelpazesine sahiptir. Modern gida sanayisinde tagatozun {iretimi iki farkli
sekilde gergeklestirilmektedir. Bu iiretim sekillerinden birincisi kimyasal metot
olup son zamanlarda iiretimde bu yol artik tercih edilmemektedir. Ciinkii bu
metotla tagatozun iiretimi, birtakim kompleks reaksiyonlara ve yiiksek maliyete
sahiptir. Tagatozun iiretiminde kullanilan ve giliniimiizde daha popiiler olan ikinci
tiretim sekli ise biyolojik metottur. Bu iiretim seklinde ise daha ¢ok probiyotik
ozellikleriyle 6n plana ¢ikan LAB bakterileri kullanilmakta ve tagatozun iiretimi
bu bakterilerin sahip oldugu “L-arabinoz izomeraz” enzim aktivitesi araciligiyla
gerceklestirilmektedir. Gida sanayisinde en ¢ok kullanilan ham maddelerden birisi
olan peynir alt1 suyu icerigindeki D-tagatoz, bu enzim sayesinde ¢esitli metabolik
basamaklar sonucu D-tagatoz ya da diger bir ifadeyle tagatoza
donistiiriilmektedir. Biyolojik metodun en 6nemli avantajlar1 arasinda saflastirma

isleminin kolaylig1 ve diisiik maliyeti bulunmaktadir (Kim, 2004; Oh, 2007).

D-fruktoz ile d-tagatozun molekiiler konfigiirasyonu arasinda C-4 atomik
pozisyonu yerlesiminden kaynaklanan yapisal bir farklilhik bulunmaktadir. Bu
durum, D-tagatozu D-fruktozun bir epimerine doniistirmekte ve diger
monosakkaritlere kiyasla daha az miktarda emilmesine yol agmaktadir. Atomik
yerlesimdeki s6z konusu bu ufak farklilik ince bagirsaklardan emilen fruktoz ve
tagatoz miktarlarinin 6nemli diizeyde degismesini saglamistir. Ciinkii her iki
monosakkaritin de emilimine aracilik eden “fruktoz aktaran tagima sistemi” D-
fruktoza kars1 yliksek bir afiniteye sahip iken D-tagatoza karsi ise oldukga diisiik
afinite sergilemektedir. Bu yiizden D-tagatozun yalmizca %20-25 arasindaki

miktar1 ince bagirsaklardan emilmektedir (Lu ve ark., 2008).

Fruktoz ve tagatozun ince bagirsaklardan emilen miktarlart farkli olmasina

ragmen metabolize edilmelerinde rol alan yolaklar birebir aynidir. Fakat tagatozun
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metabolize olma hizt fruktoza kiyasla %50 oraninda daha yavas
gerceklesmektedir. Cilinkii hem tagatozu hem de fruktozu fosforile edip
metabolize olmalarin1 baslatan fruktokinaz enziminin fruktoza karsi olan afinitesi,
tagatoza kars1 olandan daha yiiksektir. Tagatoz ve fruktozun diyetle birlikte alimi
sonucu her ikisi de fruktokinaz enzimi tarafindan fosforilasyona ugratilmakta ve
sirasiyla tagatoz-1-fosfat ve fruktoz-1-fosfat molekiilleri olusmaktadir. Ancak
yukarida da bahsi gegen afinite farkindan dolayi, bu monosakkaritler enzim
acisindan bir rekabete girmektedir. Bu rekabeti fruktokinaz enzimini baglama
kapasitesi daha yiiksek olan fruktoz kazanmakta ve daha fazla miktarda fruktoz-1-
fosfat molekiilii olusmaktadir. S6z konusu fruktoz-1-fosfat molekiilii ise hem
glikozdan glikojen sentezlenmesinde rol alan glikokinaz enzimi aktivitesini
artirarak hem de glikojenin hidrolizinde gorev alan glikojen fosforilaz enzimini
inhibe ederek karacigerde bulunan glikojen diizeyini ylikseltmektedir. Sonug
olarak ise kan dolagiminda bulunan glikoz molekiillerinin sayisi glikojen

deposuna doniistiiriilerek diistirilmektedir (Williams, 2017).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi, 2001 yilinda tagatozu tiiketim agisindan GRAS
irtinler sinifina almistir. Ardindan Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)’ de
tagatozu kullaniminda herhangi bir kisitlama olmayan bir besin bileseni olarak
kategorize etmistir (Lu ve ark., 2008). Tagatozun kullanim giivenilirligi, GRAS
etiketini aldig1 2001 yilina kadar olan siirecte ¢esitli ¢calismalarla test edilmistir.
Bu caligsmalardan birisi, D-tagatozun olas1 toksik etkilerini arastirmak i¢in Kruger
ve meslektaglar1 tarafindan ylriitiilmistiir. S0z konusu c¢alismada ratlara
gestasyonun 6. — 15. giinleri arasin1 kapsayan siirede gastrik gavaj yoluyla
sirasiyla diistik (4.000 mg/kg), orta (12.000 mg/kg) ve yiiksek (20.000 mg/kg) doz
olacak sekilde ii¢ farkli d-tagatoz uygulamasi gergeklestirilmistir. Farkli doz
gruplarina ait ratlarin tiimiiniin karacigerleri histopatolojik muayeneden gecirilmis
ve d-tagatoz kaynakli olabilecegi disiiniilecek higbir toksikolojik bulguya
rastlanmamistir. Bununla birlikte d-tagatoz uygulamasinin iireme fonksiyonlar1 ve
kapasitesi lizerinde de herhangi bir olumsuz etkiye sahip olmadigi saptanmistir.
Ayrica d-tagatozun ii¢ farkli doz uygulama gruplarinin higbirinde fetal viicut

agirligl, cinsiyet dagilim orani, karaciger agirligi, viicudun dis goriiniisiini
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etkilemedigi ve iskelet ya da viseral bolgede bulunan malformasyonlar gibi fetusa

ait herhangi bir yan etkiye yol agmadigi bildirilmistir (Kruger ve ark., 1999a).

D-tagatozun uzun siire boyunca oral olarak tiiketimi sonucu ortaya cikabilecek
potansiyel toksik etkilerini arastirmak ic¢in yukarida da bahsi gegcen Kruger ve
meslektaglar1 (1999) ayni ekip ile bir bagka ¢alisma daha gergeklestirmislerdir. Bu
aragtirmada d-tagatoz yem miktarinin kiitlece sirasiyla %5, %10, %15 ve %20’
sini olusturacak sekilde diyete eklenmis ve 90 giin boyunca ratlarin bu yemleri
tilketmesi saglanmistir. Calisma sonucu sadece yem miktarinin kiitlece %15 ve
%20’ sini d-tagatozun olusturdugu gruplarda gecici siireli diski kivaminda
yumusama goriilmiis ancak zaman gectikce ratlarin gastrointestinal sisteminin bu
duruma adaptasyon gosterdigi ve séz konusu semptomlarin ortadan kalktigi
bildirilmistir. Yem tiiketimi ile birlikte yliksek doz d-tagatoz alan bazi ratlarda
minimal diizeyde karaciger hipertrofisi goriilmiis ancak bu durumun histopatolojik
herhangi bir degisime yol agmadig1 yapilan analizlerle saptanmistir. Sonug olarak
d-tagatozun; 90 giin gibi uzun bir siire boyunca diyetle yiiksek miktarlarda
tiketildiginde bile (gilinliik tiiketilen yem miktarinin %15 ve %?20’ si kadar)
istenmeyen herhangi bir toksik ya da metabolik yan etkiye sahip olmadigi tespit
edilmistir (Kruger ve ark., 1999b).

D-tagatoz kullanim1 hakkinda elde edilen bu olumlu verilerden sonra genotoksik
ozellikleri de ortaya ¢ikarilmak istenmis ve bir bagka c¢alisma daha
gerceklestirilmistir. Bu calisma in vitro kosullarda 5 ayr1 standart test ile
yiirlitiilmiis ve d-tagatozun herhangi bir genotoksik yan etkiye sahip olmadigi
bildirilmistir (Kruger ve ark., 1999¢). Bér ve arkadaslari (1999), ¢esitli diizeylerde
d-tagatoz alimi ile karaciger agirliginda goriilen artis arasindaki iligkiyi aragtirmak
istemis ve ratlarla bir calisma gergeklestirmiglerdir. Bu ¢alisma sonucunda da
daha onceki ¢alismalarla uyumlu bigimde elektron mikroskobu ile gergeklestirilen
karacigere ait histopatolojik analizlerde olumsuz bir duruma rastlanmamis ancak
d-tagatozun yemin agirlikca %15 ve %20’sini olusturdugu durumlarda karaciger
agirliklarinin minimal diizeyde de olsa artis gosterdigi saptanmistir. S6z konusu
caligmada klinikte karaciger paneli olarak adlandirilan ve karacigerde olusan
hasarlanmaya dair veriler sunan testler gerceklestirilmistir. Bu panelin 6nemli

bilesenlerinden olan plazma alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
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aminotransferaz (AST), gama glutamil transferaz (GGT) ve alkalen fosfataz
(ALP) gibi enzim diizeyleri incelenmis ve bu enzim diizeylerinin fizyolojik
araliklar igerisinde oldugu saptanmistir. Karacigerin minimal diizeyde de olsa
hipertrofik hale gelmesindeki temel sebebin artan glikojen depolari oldugu
saptanmistir. Karacigerlerde goriilen bu agirlik artisinin sebebinin d-tagatozun
fosforilasyonu oldugu belirtilmistir. D-tagatozun karacigerde fruktokinaz enzimi
tarafindan fosforile edilmesi sonucu d-tagatoz-1-fosfat olusmakta ve s6z konusu
bu molekiil glikokinaz enzim aktivitesini artirmaktadir. Aktivitesi artan glikokinaz
enzimi, glikozun glikoz-6-fosfata doniisiimiinii hizlandirmakta ve glikoz-6-fosfat
diizeylerindeki artis ise glikojen sentaz enzimini aktive etmektedir. Tim bu
siiregclerin sonucunda karacigerde sentezlenen glikojen miktar1 artmakta ve
hipertrofinin altinda yatan mekanizmanin bu oldugu diisiiniilmektedir. Ozetle in
vivo ortamda dogrulanan deneylerle d-tagatoz tiiketiminin metabolizma iizerinde
herhangi bir toksik yan etkiye yol agmadigi bulunmustur (Bar, 1999; Bir ve ark.,
1999).

2.11.3. Yeni Nesil Bir Tatlandiric1 Olarak D-tagatoz

Diyetle alinan en 6nemli karbonhidrat kaynaklarindan birisi de siikrozdur. Siikroz,
hem beslenmemizde ¢esitli yiyecek ve i¢eceklerin i¢inde hem de gida sanayisinde
unlu mamuller, icecekler, dondurma, sekerleme, ¢ikolata, tatli, recgel, pastacilik
tirtinleri ve ¢esitli hazir gidalar gibi oldukca genis skaladaki iiriinlerin igeriginde
bulunmaktadir. Siikroz temelde sahip oldugu tathilik 6zelliginden Otiirii cesitli
yiyecek ve igeceklere eklenmektedir. Siikroz, gram basma 4 kkal enerji
icermektedir. Siikrozun diyetle siirekli tliketimi sonucu ise zamanla Onemli
diizeyde enerji fazlasi olusmakta ve bu enerji fazlaligi kronik olarak devam
ettiginde ise bagsta obezite olmak {izere insiilin direnci, kardiyovaskiiler
hastaliklar, karaciger rahatsizliklar1 ve bazi kanser tiirlerine yol acabilmektedir.
Ayrica siikroz yapisinda bulunan glikozdan dolay: insiilin salinimini etkileyen en
temel besin bilesenlerinden birisi olarak goriilmektedir. Tiim bu sebeplerden
dolay1 siikroza alternatif olabilecek besin bilesenleri ya da gida katki maddeleri
arayist sonucu tatlandiricilar ortaya c¢ikmistir. Tatlandiricilar sahip olduklar
organoleptik 0Ozellikler sebebiyle siikroza benzeyen gida katki maddeleridir.

Tatlandiricilar; dogal tatlandiricilar, yapay tatlandiricilar ve polyoller (seker
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alkolleri) olmak tizere 3 temel kategori altinda siniflandirilmakta ve eklendileri
besinlerin icine tatli bir tat vererek tiikketimini kolaylagtirmaktadir. Ayrica
tatlandiricilar, insiilin salinimini genellikle ¢ok az diizeyde uyararak glisemik
kontroliin saglanmasinda etkin rol oynamaktadir. Bununla birlikte siikroz ile
kiyaslandiginda ¢ok diisiik miktarlarda enerji igerigine sahip olmasindan otiirii
giinliik alinan enerji miktarin kisitlanmasinda da kullanilmaktadir. Son yillarda
ise dogal tatlandiricilar arasinda nadir sekerler olarak adlandirilan grubun bir

iiyesi olan d-tagatoz adli monosakkarit én plana ¢ikmistir (Isgdren ve Sungur,

2018).

D-tagatoz, yeni nesil bir tatlandirici olarak ortaya ¢iktigi zamandan itibaren
glisemik ve insiilinemik kontrolii saglamasinin yani sira sahip oldugu diisiik enerji
miktar1 sayesinde viicut agirligi iizerinde olumlu etkilerinin bulunmasi,
antioksidan kapasiteye sahip olmasi ve tiiketiminin saglik agisindan herhangi bir
sorun teskil etmemesi gibi (GRAS statiisiine sahip olmasi) avantajlara sahip
oldugu goriilmiistiir (Espinosa ve Fogelfeld, 2010). In vivo ¢aligmalar sonucu; bir
tatlandiric1 olarak d-tagatozun glisemik kontrolii nasil etkiledigini gosteren iki
onemli mekanizma ortaya koyulmustur. Bunlardan birincisi, d-tagatozun
karacigerde metabolize olma siireciyle iligkilidir. D-tagatoz ve fruktozun hepatik
metabolizasyon basamaklar1 birbirleriyle aynidir. Karacigerde fosforile olan d-
tagatoz, d-tagatoz-1-fosfata doniismekte ve ardindan da dihidroksiaseton fosfat
(DHAP) ve gliseraldehit (GA) molekiillerini olusturacak sekilde metabolize
olmaktadir. Bu siirecte hepatik dokulardaki diizeyi gecici olarak artan d-tagatoz-1-
fosfat, glikokinaz enziminin translokasyonunu indiiklemekte ve bdylece glikozun
glikoz-6-fosfata doniigiimii saglanarak glikozdan glikojen olusum siireci stimiile
edilmektedir. Ayrica d-tagatoz-1-fosfat molekiiliiniin glikojenin hidrolize edilerek
glikoz molekiillerinin agiga ¢ikmasini saglayan glikojen fosforilaz enzimini de
inhibe ettigi gosterilmistir. Yukarida belirtilen her iki durumda da d-tagatoz,
dolasimda bulunan glikoz miktarim1 azaltmakta ve glikojen depolarinin
arttirtlmasina katkida bulunarak glisemik kontroliin saglanmasinda etkin rol
oynamaktadir. Son olarak ise ince bagirsaklarda karbonhidratlarin sindiriminde
rol alan siikraz ve maltaz gibi enzimleri inhibe ederek glisemik kontroliin
saglanmasina katki sagladigi belirtilmistir. ince bagirsaklarda disakkaritlerin
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sindiriminde gorevli slikraz ve maltaz enziminin aktivasyonu sonucu glikoz
molekiillerinin sayis1 artmakta ve dolagima katilmasi sonucu ise kan glikoz diizeyi

yiikselmektedir (Roy ve ark., 2018).
2.11.4. D-tagatoz ve Kolesterol Metabolizmas Iliskisi

Fazla miktarda enerji alimina sebep olan faktorlerin basinda rafine sekerler olarak
adlandirilan siikroz gibi basit karbonhidratlar ve yiiksek fruktozlu misir surubu
(YFMS) gibi besin bilesenleri gelmektedir. Bahsi gegen bilesenler genellikle
islenmis/hazir gidalar, ayak {iistii beslenme ve gazli igecekler araciligiyla viicuda
alinmakta ve yiyecek ya da icecekleri tatlandirmak amaciyla kullanilmaktadir.
Bununla birlikte s6z konusu karbonhidrat tiirevleri sahip olduklar1 yliksek kalori
iceriklerinden dolayr viicuda aliman enerji miktari1 da Onemli Olgiide
artirmaktadir. Literatiirde bulunan ¢esitli calismalarda fruktoz ve siikroz agisindan
zengin ve yiiksek miktarda enerji igeren diyetle beslenmenin yalnizca obeziteye
sebep olmadigi ayn1 zamanda KVH tablosunun ortaya ¢ikmasinda anahtar
metabolik faktdrlerden olan hiperkolesterolemi olusumuna da zemin hazirladigi
gosterilmistir (Kelly, 2010; Kong ve ark., 2019). In vivo calismalarda; fruktoz ve
siikroz gibi basit karbonhidrat kaynaklari agisindan zengin olan diyet tiiketimi
sonucu serum TK, VLDL-K, LDL-K ve TG diizeylerinde artig oldugu saptanmis
ote yandan ateroskleroz olusumunun engellenmesinde gorevli serum HDL-K

diizeylerinin ise diisiis gosterdigi belirlenmistir (Police ve ark., 2009).

[k olarak tathlik derecesi siikroza oldukga yakin oldugu igin dikkatleri iizerine
ceken ve yeni nesil tatlandirict olarak kullanilma potansiyeli oldugu goriilen d-
tagatozun metabolize olmasi sonucu ortaya ¢ikan enerji miktarmin da oldukga
diisiik oldugu saptanmistir. D-tagatozun diyetle tiiketimi sonucu enerji alimina
katkis1 cesitli in vivo c¢aligmalarda arastirillmigtir. Yapilan caligmalarda d-
tagatozun sahip oldugu kalori degerinin sifira yakin oldugunu belirtilmistir
(Livesey ve Brown, 1996). Sonug olarak d-tagatoz; siikroz, fruktoz ya da YFMS
gibi besin bilesenlerinin yerine gidalara tatlandirici olarak uygulaninca hem
yiyecek ya da igeceklerin sahip oldugu kalori degerlerini diislirmiis hem de siikroz
ve fruktozun kolesterol parametreleri iizerindeki olumsuz etkilerini ortadan

kaldirilmistir (Police ve ark., 2009). Ayrica daha sonra yapilan calismalarla d-
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tagatozun prebiyotik kapasiteye de sahip oldugu yapilan ¢esitli ¢alismalarla
ispatlanmis ve bu sayede dolayli olarak hipokolesterolemik etkilere sahip oldugu
belirtilmistir. Cilinkii bagirsak mikrobiyotasinda bulunan bazi probiyotik bakteri
tiirleri yapilarinda bulunan, BSH gibi enzimatik aktiviteler araciligiyla safra
asitlerinin fecesle atimini artirmakta ve bunun sonucu olarak viicudun kolesterol
havuzundan yeni safra iiretimi gergeklestirilmektedir. Bu sayede konakg¢inin
serum kolesterol diizeyi, diisiis gosterebilmektedir. D-tagatoz ise kolonda séz
konusu bu probiyotik bakterilerin gelisimini arttiran prebiyotik fonksiyon

sergileyerek kolesterol diisiiriicii bir etki sergilemektedir (Ooi ve Liong, 2010).
2.11.5. Prebiyotik kaynag olarak D-tagatoz

Prebiyotikler, kolonda bulunan ve konake¢i saglhigi iizerine olumlu metabolik
katkilar sundugu bilinen faydali bakteriler (probiyotikler) tarafindan fermente
edilmektedir. S6z konusu bu probiyotik Ogeler, baslica “Lactobacillus” ve
“Bifidobacterium” gibi bakteri cinslerinden olusmakta ve genellikle bagirsak
mikrobiyota oriintiisiinde hastalik yapici 6zellikleriyle bilinen patojen bakterilerle
besin Ogelerine ulasim agisindan rekabet halinde bulunmaktadir. Prebiyotikler,
yalnizca probiyotik bakteriler tarafindan fermente edilmekte ve bu islem sonucu
KZYA bilesenleri ortaya ¢ikmaktadir. Asetat, biitirat ve propiyonat gibi KZYA
tirleri kolon pH degerini diisiirerek probiyotiklerin metabolik faaliyetleri i¢in
elverisli bir ortam saglarken patojenlerin gelisimini de inhibe etmektedir. Kolonda
prebiyotik fermantasyonu sonucu artan KZYA diizeyi araciligiyla patojenlerin
bagirsak mikrobiyota Oriintiisli i¢inde dominant hale gelmesi olarak nitelendirilen
ve bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigi diisiintilen “disbiyozis”
tablosunun olusumu engellenmektedir. Ayrica prebiyotikler kolonositler
tarafindan substrat olarak kullanilmakta ve bu sayede GIS saghiginin
korunmasinda 6nemli gorev almaktadir (Mohanty ve ark., 2018). Baslangicta d-
tagatoz, sahip oldugu diisiik kalori degeri ve bazi organoleptik o6zellikleri
bakimindan siikroza yakinligiyla dikkatleri iizerine ¢ekmis ve tatlandirici olarak
kullanilma kapasitesi arastirilmaya baslanmistir. Ardindan yapilan ¢esitli in vitro
ve in vivo c¢alismalar sonucu d-tagatozun prebiyotik kapasiteye sahip bir
niitrasotik olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu da gdsterilmistir (Roy

ve ark., 2018). Bertelsen ve ark. (2001) in vitro bir ¢aligmalarinda, d-tagatozun
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insan GIS kanalinda bulunan en karakteristik 12 farkli patojen bakteri tiiriiniin
higbirisi tarafindan fermente edilmedigini buna karsin “Lacticaseibacillus casei ”,
“Lacticaseibacillus rhamnosus” ve “Lacticaseibacillus paracasei” gibi probiyotik
Ozellikleriyle 6n plana ¢ikan bakteri tiirleri tarafindan fermantasyona ugradigin
gostermistir (Bertelsen ve ark., 2001). Laerke ve ark. (2000) ise domuzlarla
yiiriittiikleri bir ¢alismalarinda kontrol grubuna 150 g/kg siikroz iceren bir yemi ve
miidahale grubuna ise 50 g/kg slikroz + 100 g/kg d-tagatoz iceren baska bir yemi
18 giin boyunca uygulamis ve ardindan hayvanlardan elde edilen feges 6rneklerini
in vitro ortamda KZYA iiretimi agisindan incelemistir. Bu ¢alisma sonucu
kolondaki asetat, biitirat ve propiyonat gibi tim KZYA {iretiminin; d-tagatoz
iceren yem tliketen grupta kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis
gosterdigi (p<0.05) saptanmustir. Arastirmacilar kolona sindirilmeden ulasan d-
tagatozun bagirsak mikrobiyota bilesenleri tarafindan fermente edildigini ve
bunun sonucunda da KZYA iiretiminin arttigin1 gostermis ve d-tagatozun

prebiyotik kapasitesine dikkat ¢gekmistir (Laerke ve ark., 2000).
2.12. Bagirsak Mikrobiyotasi Tanimi

Bagirsak mikrobiyotas1 virlisler, mantarlar, mayalar ve bakterilere ev sahipligi
yapan kompleks ve dinamik bir ekosistemdir. Insan bagirsak mikrobiyotasi
Oriintlistinde yaklasik 1000 farkli bakteri tiiri bulunmakta ve bu bakterilerin
sayisinin toplam 100 trilyon civarinda oldugu diisiiniilmektedir. Son zamanlarda
gerceklestirilen bilimsel calismalarda insan viicudunda bulunan her bir somatik
hiicreye karsilik 10 bakteri hiicresinin bulundugu goriilmiis ve bagirsak
mikrobiyotas1 ayr1 bir organ olarak kabul edilmeye baslanmistir (Allayee ve
Hazen, 2015). Merkezi sinir sistemi (MSS) ile bagirsak mikrobiyotasi arasinda
cift yonlii ve dinamik bir etkilesimin oldugu diisiiniilmekte ve bu metabolik
fenomen “bagirsak — beyin aks1” olarak isimlendirilmektedir. Bu aksin MSS
homeostazi ve inflamasyonda rol oynadigr ongoriilmektedir (Rutsch ve ark.,
2020). Bagiwrsak  mikrobiyotasinin  biliyik  ¢ogunlugunu  “Bacillota”,
“Bacteriodetes”, “Actinomycetota”, “Protobacteria” ve ‘“Verrucomicrobiota”
olmak iizere 5 ana filuma ait bakteriler olusturmaktadir. “Bacillota” filumu
“Lactobacillus”, “Bacillus”, “Clostridium” ve “Enterococcus” gibi énemli bakteri

cinslerini kapsamakta iken “Bacteroidota” filumunun ise biiylik ¢ogunlugunu
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“Bacteroides” ve “Prevotella” cinsi bakteriler olusturmaktadir. “Actinomycetota”
filumu ise daha ¢ok “Bifidobacterium” cinsine ait bakterilerin metabolik

etkileriyle 6n plana ¢ikmaktadir (Lagier ve ark., 2015; Rinninella ve ark., 2019).

2.12.1. Bagirsak Mikrobiyota Oriintiisii ile Kolesterol Metabolizmasi
Arasindaki Tliski

Son yillarda bagirsak mikrobiyota oriintiisiiyle lipit ve kolesterol metabolizmasina
ait bozukluklar arasindaki iliskilerin arastirildigi calismalarin sayisinda kayda
deger bir artis goriilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasindaki degisimlerin ayrintili
olarak incelenebildigi yeni teknolojik yoOntemlere paralel olarak kolesterol
metabolizmasiyla ilgili baz1 mekanistik iliskiler ayrintili olarak aciga ¢ikarilmaya
calisilmaktadir. Hiperkolesterolemi ile bagirsak mikrobiyota kompozisyonu
arasindaki bu iligkilerinden birisi, bagirsak mikrobiyota oriintiisiinde bulunan bazi
probiyotik  bakterilerin  sahip  oldugu  enzimatik  aktivitelerdir. Bu
mikroorganizmalarin yapisinda BSH ve 7-alfa-dehidroksilaz adli enzimler
bulunmaktadir. Bu enzimlerden BSH, safra tuzlarii dekonjuge ederek sekonder
safra asitleri olusumunu saglamakta; 7-alfa-dehidroksilaz ise primer safra
asitlerini sekonder safra asitlerine doniistiirmektedir. Her iki enzim aktivitesi
sonucu olusan bu sekonder safra asitlerinin ince bagirsaklardan emilimi oldukc¢a
diisiiktiir ve biiyiik bir kismi fecesle atilmaktadir. Primer safra asitleri karacigerde
kolesterolden sentezlenmektedir. Dekonjuge olan safra tuzlarinin yer aldig: safra
stvist ise kolesterol havuzundaki kolesterol molekiilleri kullanilarak yeniden
sentezlenmektedir. Primer safra asitlerinin karacigerde tekrardan tiretiminde de
kolesterol  kullanildigi  i¢in  serum  kolesterol = miktarlarinda  diisiis
gerceklesmektedir. Yukarida bahsedilen enzimlere sahip olan bakterilerin
bagirsak mikrobiyota Oriintiisii i¢indeki ¢esitliliginin ve miktarinin artmasi sonucu
ise hipokolesterolemik etkilerde artig goriilmektedir (Fukuda ve Ohno, 2014; Jia
ve ark., 2021).

Kolesterol metabolizmas1 bozukluklar1 ile bagirsak mikrobiyotas1 arasindaki
bagka bir mekanistik iligki de patojen bakteriler tarafindan salgilanan ve
endotoksin 6zelligine sahip lipopolisakkaritlerit (LPS) tiretimidir. Yiiksek yagl

yiiksek kolesterollii beslenmenin bagirsak mikrobiyota Oriintiisiinde bulunan

48



patojenik karakterdeki gram-negatif bakterilerin sayisint artirdigi gosterilmistir.
Bu bakterilerin en o6nemli o6zelliklerinden birisi de LPS adli metaboliti
salgilamalaridir. Disbiyotik karakterdeki bagirsak mikrobiyota Oriintiisii,
“gecirgen bagirsak sendromu” adli metabolik tabloya sebep olmaktadir.
Patojenlerden salgilanan LPS metabolitleri ise gegirgen bagirsaktan kan
dolagimina sizarak; basta kronik inflamasyon olmak iizere insiilin direnci ve
hiperkolesterolemi gibi lipit metabolizmasi bozukluklarina yol agmaktadir (Kim
ve ark., 2014). Bagirsak mikrobiyota Oriintiisii ile kolesterol metabolizmasi
arasindaki diger bir iliski ise KZYA adli bilesenlerdir. Asetat, propiyonat ve
biitirat gibi KZYA bilesenleri; “Lactobacillus” ve “Bifidobacterium” cinslerine ait
bazi probiyotik bakteriler tarafindan prebiyotiklerin fermantasyona ugratilmasi
sonucu tretilmektedir. Bu KZYA c¢esitlerinden olan propiyonat enterohepatik
dolasima katilmakta ve portal ven aracilifiyla karaciere tasinmaktadir.
Karacigere tasinan propiyonat ise kolesterol sentezinin inhibisyonunda rol

oynamaktadir (Xiong ve ark., 2022).

Gargari ve ark. (2018) bir ¢alismalarinda hiperlipidemi tablosuna sahip
adolesanlarin saglikli adolesanlara kiyasla fekal asetat, biitirat ve propiyonat
diizeylerinin anlamli diizeyde daha diisiik oldugunu gdstermistir. Ayrica KZYA
seviyelerindeki bu azalma ile “Lachnospiraceae” ve “Oscillospiraceae” ailelerine
ya da “Akkermansia”, “Bacteroides”, “Roseburia” ve “Faecalibacterium” cinsine
ait KZYA iireten bakteriler arasinda iligki oldugu saptanmistir (Gargari ve ark.,

2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlari

Deney hayvanlari ile bilimsel amagli ¢alisma yapabilmek icin gerekli izin, Erciyes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (EUHADYEK) ndan
06.01.2021 tarih ve 21/13 karar nolu etik uygunluk onayi ile alinmistir. Calisma
kapsaminda kullanilan BALB/C tiirii fareler Erciyes Universitesi Deneysel
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (DEKAM)’nden 8§ haftalik ve erkek
cinsiyetinde temin edilmistir. Caligmada toplam 40 adet fare kullanilmis olup tiim

deneysel asamalar DEKAM biinyesinde gerceklestirilmistir.
3.1.1 Deney Hayvanlarinin Bakimm

Deney hayvanlarinin beslenme ve rutin bakimlar1 13.01.2011 tarih ve 28141 sayili
Resmi Gazetede yayimlanarak yiiriirlige giren “Deneysel ve Diger Bilimsel
Amaglar I¢in Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasma Dair Yénetmelik”
kapsaminda yapilmustir. Literatiirdeki in vivo caligmalarda da standart olarak
uygulandigr gibi farelerin barindig1 ortamin sicakligi 22 + 2°C, nispi nem orani ise
%350 £ 10 oldugu kosullara sabitlenmis ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik bir 151k
dongiisii saglanmistir. Tiim gruplardaki fareler calisma siireci boyunca tekli
kafeslerde tutulmustur. Bu islemin uygulanmasindaki amag, ¢alisma sonunda
gerceklestirilen bagirsak mikrobiyota analizi Ol¢lim sonuclarinda ¢apraz
kontaminasyon kaynakli degisimlerin 6niine gegmektir. Sekil 3.1° de ise gruplara
ayrildiktan sonra tekli kafeslerde kalan ve bakimlart DEKAM biinyesindeki “Fare

Caligma Odas1” nda yiiriitiilen deney hayvanlart gosterilmistir.



3.1.2. Deney Hayvanlarimn Gruplandirilmasi, Uygulama Siireci ve

Beslenmesi

Calismada kullanilan fare sayisinin belirlenmesi islemi igin Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Biyoistatistik Anabilim Dali’ndaki bir
biyoistatistik uzmanindan destek alinmis ve gerekli hayvan sayisi i¢in istatistiksel
hesaplama yapilmistir. Orneklem sayisinin hesaplanmasinda Lye ve ark. (2017)
tarafindan ylriitiilen c¢alismadan yararlanilmis ve GPower 3.1 (Universitét
Dusseldorf, Almanya) istatistiksel analiz programi kullanilmistir. S6z konusu
hesaplamalarin ardindan ¢alismada kullanilmasi gereken toplam fare sayisinin 40

oldugu belirlenmistir.

Calismadaki fareler 5 ayr1 gruba esit bir sekilde boliinmiis ve her bir grupta 8 adet
fare ile uygulamalar gerceklestirilmistir. Deney hayvanlarinin beslenmesinde
kullanilan ¢ farkli ¢esit yem, ticari bir firmadan (ARDEN ARASTIRMA &
DENEY, Tirkiye) temin edilmistir. Temin edilen bu yem c¢esitlerinin
hazirlanmasinda Amerikan Ulusal Arastirma Konseyi (NRC)’ nin belirledigi
standartlar referans olarak kabul edilmistir. Bu standartlar, deney hayvanlarinin
yeterli ve dengeli beslenmesinin saglanmasi amaciyla gerekli makro ve mikro
besin Ogelerini eksiksiz diizeyde igermektedir. Ayrica deney hayvanlarinin
yemlerinin liretiminde 40 yili agkin tecriibesiyle bilinen ve literatiirde yayinlanan
binlerce in vivo c¢alismada deney hayvanlarmin diyetlerinin hazirlanmasi
konusunda referans kabul edilen “Research Diet” adli kurulusun yem
formiilasyonlarindan yararlanilmistir. S6z konusu firma, o6zellikle de obezite,
T2DM ve hiperkolesterolemi gibi spesifik metabolik bozukluklara 6zgii yemlerin
baz1 formiilasyonlarin1 “Open Source Diets” ismiyle bilim diinyasina {icretsiz
olarak a¢mis ve buradaki verilerden yararlanilmasina da miisaade etmistir.
Yemlerin temin edildigi ticari firma 6zellikle de YYYK yem ve d-tagatoz ilaveli
YYYK yem hazirliginda; “Research Diet” firmasinin yayinladigi ve “Open
Source Diets” kategorisi altinda bulunan D12451 kodlu yem formiilasyonundan
yararlanarak ARD-45 HFD kodlu bir yem {iretmistir. S6z konusu bu yemin
icerdigi enerjinin %45 gibi yliksek bir miktar1 yaglardan saglanmis ve bu yemin
hazirliginda halihazirdaki formiilasyona ek olarak kilogram basina %1.25

oraninda kolesterol ve %0.25 oraninda da kolik asit eklenerek hiperkolesterolemi
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olusturmay1 amaglayan YYYK yem eldesi gergeklestirilmistir. D-tagatoz ilaveli
YYYK yem eldesi i¢in ise modifiye edilen ARD-45 HFD kodlu yem igerigindeki

basit karbonhidrat kaynagi olan silikroz ¢ikarilmis ve yerine esit miktarda d-

tagatoz ilave edilmistir.

Sekil 3.1. Gruplara ayrildiktan sonra tekli kafeslerde kalan deney hayvanlari

Ayrica d-tagatoz ilaveli YYYK yemine de kilogram basina diisen toplam agirlik
miktarinin %1.25 oraninda kolesterol ve %0.25 oraninda da kolik asit eklenmis ve
yine bu sayede YYYK igerigine sahip bir yem eldesi gerceklestirilmistir. Hem
YYYK hem de d-tagatoz ilaveli YYYK yemleri, yukarida bahsi gegen ayni ticari
firmadan aym1 formda temin edilmis ve bu sayede d-tagatoz disindaki yem
iceriginde yer alan maddeler standart hale getirilmistir. Yemlerin hazirliginda
kullanilan formiilasyon Sekil 3.2° de verilmistir. Calismadaki gruplar ise su

sekilde olusturulmustur:

Grup-1: Negatif Kontrol (NK) Grubu (n = 8): Bu grupta bulunan fareler, 13

hafta boyunca yalnizca standart yem Oriintiisiine sahip yemlerle beslenmistir.
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Grup-2: Pozitif Kontrol (PK) Grubu (n = 8): Bu grupta bulunan fareler,
adaptasyonun saglanmaya calisildigi ilk hafta standart yem Oriintiisiine sahip

yemlerle ardindan 12 hafta boyunca ise yalnizca YY YK yemlerle beslenmistir.

Grup-3: Probiyotik Grubu (PRO) (n = 8): Bu grupta bulunan fareler,
adaptasyonun saglanmaya calisildigi ilk hafta standart yem oOriintiisiine sahip
yemlerle ardindan ise 12 hafta boyunca yalnizca YYYK yemlerle beslenmistir.
Ayrcica bu gruptaki farelere son 4 haftalik “deneysel periyot” boyunca her giin bir
defa liyofilize haldeki probiyotik kiiltiir uygulanmistir. Liyofilazyon sonucu toz
haline getirilmis probiyotik kiiltiir, 100 pl steril distile su icerisinde 10° koloni
olusturan birim (kob) konsantrasyonunda siispanse edilmis ve farelere orogastrik

olarak uygulanmistir.

Grup-4: Prebiyotik Grubu (PRE) (n = 8): Bu grupta bulunan fareler, ilk bir
haftalik adaptasyon siirecinde standart yem Oriintlisiine sahip yemlerle ardindan
ise 8 hafta boyunca YYYK yemlerle beslenmistir. Son 4 hafta “deneysel periyot”

sliresi boyunca d-tagatoz ilaveli YYYK yemler verilmistir.

Grup-5: Sinbiyotik Grubu (SIN) (n = 8): Bu grupta bulunan fareler, ilk bir
haftalik adaptasyon siirecinde standart yem Oriintlisiine sahip yemlerle ardindan
ise 8 hafta boyunca YYYK yemlerle beslenmistir. Son olarak ise bu gruba; 4
haftalik “deneysel periyot” siiresi boyunca d-tagatoz ilaveli YYYK yemler
verilmistir. Ayrica bu gruptaki farelere de son 4 haftalik “deneysel periyot”
boyunca her giin bir defa liyofilize haldeki probiyotik kiiltiir uygulanmistir.
Liyofilazyon sonucu toz haline getirilmis probiyotik kiiltiir, 100 pl steril distile su
icerisinde 10° kob konsantrasyonunda siispanse edilmis ve farelere orogastrik
olarak uygulanmistir. Biitlin arastirma periyodunu ayrintili olarak gosteren

calisma semas1 Sekil 3.3’te verilmistir.

Prebiyotik ve  sinbiyotik  uygulamasinin  gerceklestirildigi  gruplarda
hiperkolesterolemi tablosu olusturabilmek i¢in 8 hafta boyunca YYYK yem
tilkettirilmistir. Son 4 haftalik siiregte ise bu gruplarin d-tagatoz ilaveli YYYK
yem tiiketmeleri saglanarak hiperkolesterolemi tablosu iizerine d-tagatozun bir
prebiyotik kaynagi olarak nasil etki ettigi arastirilmistir. Bu iki gruptaki
hayvanlarin d-tagatoz ilaveli YYYK yem tiiketmeye baslamadan énce GIS’ in d-
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tagatoza olan adaptosyununu saglayabilmek adina “d-tagatoza adaptasyon evresi”

uygulanmigtir.

S6z konusu adaptasyon evresinin uygulanmasinin amaci, d-tagatozun diyette basit
karbonhidrat kaynagi olarak yiliksek oranlarda kullanilmasi sonucu ortaya
cikabilecek GIS semptomlarin1 minimize etmektir. Literatiirdeki ¢alismalar
incelendiginde; d-tagatoz gibi bazi nadir sekerlerin (d-alliiloz, d-sorboz vb.) yeme
ilave olarak daha diisiik oranlarda (%3-5) uygulandiginda serum glikoz ve insiilin
degerleri gibi glisemik kontrole ait parametreler ile kolesterol metabolizmasina ait
parametreler iizerinde etki gostermedigi saptanmistir (Kanasaki ve ark., 2019;
Nagata ve ark., 2018). Ancak bu nadir sekerlerin diyette siikroz yerine birincil
karbonhidrat kaynagi olarak daha yiiksek oranlarda kullanildiginda ise kolesterol
ve glisemik kontrol parametrelerinde olumlu metabolik degisimler goriilmiistiir
(Police ve ark., 2009). Fakat diyette birincil basit karbondrat kaynagi olarak
yiiksek miktarda (diyetin agirlik¢a yaklagik %20’si kadar) nadir seker tiikketiminin
ise GIS iizerinde ozmotik yiik olusturabildigi ve baz1 istenmeyen yan etkilere yol
actig1 belirlenmistir. Bu yan etkilerin genellikle gecici o6zellikte oldugu ve
diskilama sikliginda artis ile disk1 kivaminda bozulmalar gibi ciddi olmayan yan
etkileri kapsadigi gozlemlenmistir (Kruger ve ark., 1999b). Ayrica nadir seker
kullanim1 sonucu GIS {izerinde goriilen bu yan etkilerin genellikle 3 — 15 giin
arasinda uygulanan adaptasyon evresi sonucu ortadan kalktigi da yapilan
caligmalarda belirtilen diger bir husustur (Lodder ve ark., 2016; Williams ve ark.,
2015).
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Yem Tiirii Standart Yem YYYK Yem D-Tagatoz Ilaveli YYYK Yem
% g kkal g kkal g kkal
Protein 20 203 24 20 24 234
Karbonhidrat 64 63.9 41 35 41 26.3
Yag 7 158 24 45 24 503
Toplam 100 100 100
Kkal/g 4 4.66 416

Icindekiler

Kazein, 30 Mesh 200 800 200 800 200 800
L-sistin 3 12 3 12 3 12
Misir Nigastast 397 1590 728 291 728 291
Maltrodekstrin 10 132 528 100 400 100 400
Sitkroz 100 400 172.8 691 - -
D-Tagatoz - - - - 1728 259.2
Selilloz, BW 200 50 0 50 0 50 0
Soya fasiilyesi yag1 70 630 25 225 25 225
t-biitil hidrokinon 0.014 0 - - - -
Susuz siit yagt - - 177.5 1598 177.5 1598
Mineral karigimi 35 0 10 0 10 0
Dikalstyum fosfat - - 13 0 13 0
Kalsiyum karbonat - - 55 0 55 0
Potasyum sitrat - - 16.5 0 16.5 0
Vitamin karigimi 10 40 10 40 10 40
Kolin bitartrat 25 0 2 0 2 0
Kolesterol - - 10 0 10 0
Sodyum kolat - - 25 0 25 0
FD&C Red Dye - - 0.05 0 0.05 0
Toplam 1000 4000 870.65 4057 870.65 3625.2

Sekil 3.2. Yem ¢esitlerinde bulunan makro ve mikro besin 6gesi igerikleri ile yiizdeleri
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
1 Hafta 8 Hafta 4 Hafta
ADAPTASYON PERIYODU HIPERKOLESTEROLEMI OLUSTURULMASI PERIYODU DENEYSEL PERIYOT
Grup-1: NEGATIF KONTROL (NK)
Standart yem ile beslenmistir. Standart yem ile beslenmistir. Standart yem ile beslenmistir.
Grup-2: POZITIF KONTROL (PK)
Standart yem ile beslenmistir. YYYK yem ile beslenmistir. YYYK yem ile beslenmistir.
Grup-3: PROBIYOTIK (PRO)
o e S % 5.4 YYYK yem ile beslenmis + probiyotik sus (10° CFU/ 0.1 ml)
Standart yem ile beslenmistir. YYYK yem ile beslenmistir. uygulanmistir
Grup-4: PREBIYOTIK (PRE)
D-Tagatoz ilaveli YYYK yem ile beslenmistir.
Standart yem ile beslenmistir. YYYK yem ile beslenmistir.
Grup-5: SINBIYOTIK (SIN)
D-Tagatoz ilaveli YYYK yem ile beslenmis + probiyotik
Standart yem ile beslenmistir. YYYK yem ile beslenmistir. sus (10° CFU/ 0.1 ml) uygulanmistir.

Sekil 3.3. Calisma semasi
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Tiim bu sebeplerden otiirii bu ¢alismada da PRE ve SIN gruplarinda bulunan
farelerin d-tagatoz ilaveli YYYK yem tiiketmeye baslamasimin ardindan
goriilebilme ihtimali olan GIS yan etkilerinin eliminasyonu igin “d-tagatoza
adaptasyon evresi”’ uygulanmistir. Bir haftalik bu adaptasyon siirecinde YYYK
iceriginde basit karbonhidrat kaynagi olarak bulunan ve siikrozun yerine ilave
edilen d-tagatozun, 1000 gram (g) yem igindeki miktarinin bulunma yiizdesi
kistas olarak alinmistir. Toplam 7 giinliikk bir siirede 10 mililitre (ml) su iginde
hedef d-tagatoz dozuna tedricen artirma yoluyla ulasiimis ve béylece PRE ve SIN
grubundaki farelerin d-tagatoza olan uyumlart saglanmistir. S6z konusu
adaptasyon siireci boyunca giinlere gére dozlamanin nasil yapildig: ise Tablo 3.1’

de verilmistir.

Tablo 3.1. D-tagatoza adaptasyon siirecinin giinlere gore dozlama sekli

UYGULANAN GUN D-tagatoz (g) / 10 ml su
1.Glin 0.25
2.Glin 0.50
3.Giin 0.75
4.Glin 1.00
5.Giin 1.25
6.Giin 1.50
7.Giin 1.75

Prebiyotik ve sinbiyotik gruplarindaki farelerin bir haftalik “D-tagatoza
adaptasyon evresi” periyodundaki su tiiketimleri hari¢ tiim gruplar c¢alisma

boyunca su ve yem tiiketimleri bakimindan Ad Libitum olarak beslenmistir.

Probiyotik susun orogastrik olarak uygulandii PRO ve SIN gruplarinda

uygulamanin nasil gerceklestirildigi ise Sekil 3.4’ te gosterilmistir.
3.1.2.1 Probiyotik Bakteri, Besiyerleri ve Liyofilizasyon Islemi

Calismada probiyotik kaynagi olarak tek bir probiyotik sus kullanilmistir. Bu sus
ya da diger bir ifadeyle tip kiltir, “L. casei ATCC 393" isimli probiyotik
bakteridir. S6z konusu probiyotik sus, ticari olarak liyofilize formda; ATCC adh
kar amaci giitmeyen ve standart tip kiiltiirler olusturulmasinda etkin rol oynayan
otorite niteligindeki kurulustan temin edilmistir. Liyofilize haldeki probiyotik
susun c¢ogaltilmasinda de Man, Rogosa, Sharp (MRS) broth sivi besiyeri

kullanilmistir. Kullanilan besiyerinin iceriginde: kazein pepton 10.0 g/L, et 6ziitii
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10.0 g/L, maya oziitii 4.0 g/L, D (+) glikoz 20.0 g/L, dipotasyum hidrojen fosfat
2.0 g/L, Tween 80 1.0 g/L, diamonyum hidrojen sitrat 2.0 g/L, sodyum asetat 5.0
g/L, magnezyum siilfat 0.2 g/L, manganez siilfat 0.4 g/L kullanilmistir. Ardindan
52.2 g besiyeri igerigi distile su cihazindan (MES MP Minipure) elde edilen 1000
ml distile suda ¢oziillmiistiir. Son olarak ¢ozelti 121 °C’de 15 dakika (dk)

otoklavlanmak suretiyle steril edilmis ve probiyotik kiiltliriin ¢ogaltilmasinda

kullanilmustir.

... . R ——

Sekil 3.4. Probiyotik susun farelere orogastrik olarak uygulanma

Probiyotik kiiltiirlerin ¢ogaltilmasinin ardindan islemin gercgeklestirildigi brotha
%20 oraninda steril gliserol ilave edilmis ve ardindan ¢dzelti uzun siireli
muhafaza edilmek iizere -80 °C’deki donduruculara kaldirilmistir. Sekil 3.5° te
hem liyofilize halde temin edilen “L. casei ATCC 393" probiyotik susu hem de

bu susun ¢ogaltilmasinda kullanilan siv1 besiyeri gosterilmistir.

Inokulum hazirhig1 amaciyla 0.1 pl dondurulmus L. casei kiiltiirii, 10 ml MRS siv1
besiyerine ilave edilmis ve 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
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Daha sonra kiiltiir, 1000 ml siv1 besiyerine alt kiiltiirlenerek 37°C’de 24 saat
boyunca tekrar inkiibe edilmistir. Akabinde hiicreler, 3000 x g’ de 15 dk siireyle
4°C’de santrifiijlenmis ve stipernatant kismi uzaklastirilip pelet toplanmustir. Elde
edilen pelet %S5 yarim yagh siittozu ve %5 maltoz iceren 500 ml’lik steril
soliisyon igerisinde yaklasik olarak 10° - 10™ kob/ml yogunlugunda re-siispanse
edilmigtir. Tim bu islemlerin ardindan doért hafta boyunca 16 hayvanda
gergeklestirilecek probiyotik uygulamasinin standardilizasyonu i¢in 450 adet 2
ml’lik cryo tiiplere hiicreleri igeren ¢ozeltiden 1 ml dagitilmis ve -80 °C’de bir
gece bekletilerek liyofilizatore hazir hale getirilmistir. Daha sonra dondurarak
kurutma yonteminin kullanildig1r liyofilizatérde (Labconco Free Zone)
liyofilizasyon gergeklestirilmistir. Her bir cryo tiipte yaklasik 10° - 10 bakteri
hiicresi oldugu hesaplanmistir. Hazirlanan liyofilize kiiltiirler ise uygulamanin

gerceklestirildigi zamana kadar 4 °C’ deki bir buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Liyofilizasyonun ardindan canli hiicre sayisi, rastgele aliman 3 cryo tiipten ¢ift
paralel sayim yapilarak saptanmistir. Ekimler i¢in MRS agar, diliisyon sivisi
olarak serum fizyolojik (%0.85 NaCl) kullanilmistir. Hazirlanan kiiltiirler ekim
isleminden Once oda sicakliginda 30 dk bekletilmis ardindan diliisyon sivisi
igerisine alinarak seyreltme islemi gergeklestirilmistir. Akabinde, her bir
dilisyondan 100 pl 6rnek alinarak MRS agar besiyerine yayma plaka yontemiyle
ekilmis ardindan petriler 24 saat siireyle 37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
ardindan olusan 30 — 300 arasindaki koloniler sayilmis ve sonug¢ 1.28 x 10®
kob/ml olarak bulunmustur. Probiyotik uygulamasinin gerceklestirildigi her bir
deney hayvani i¢in bir adet cryo tiipe 100 pl distile su eklenmis ve bdylece her
giin 1.28 x 10° L. casei ATCC 393 susunun hayvanlar tarafindan alindigma emin
olunmustur. Liyofilize kiiltlirlere uygulanan canli hiicre sayimi Sekil 3.6 ile
gosterilmistir. Sekil 3.7°de ise probiyotik susun sivi besiyerinde cogaltilmasi ve

liyofilazyon islemine ait bazi asamalar gosterilmistir.

59



3.1.3. Yem Tiiketimi, Viicut Agirhklart ve Yem Etkinlik Oranmnin

Saptanmasi

Ticari firmadan temin edilen yemlerin iiretiminin ardindan uygulamanin
gerceklestirildigi merkeze transferi, buz akiileriyle dolu biiyiik bir strafor kopiik
icerisinde yapilmistir. Yaklagik 500 — 600 g paketler halinde ayri ayri iiretilen
yemler -20 °C’ deki sogutuculara hizli bir sekilde aktarilmis ve uygulamalarin
gergeklestirildigi zamana kadar ise burada muhafaza edilmistir. Deney
hayvanlarinin giinlik beslenmesinde kullanilacak yem paketleri, bir gece
oncesinden -20 °C sicakligindan +4 °C bdlmesine alinmistir. Ertesi sabaha kadar
bu sicaklikta bekleyen yemler, DEKAM biinyesinde bulunan laboratuvarlarda
sabah beslenme ic¢in kafeslere koyulmadan hemen Once steril kosullar altinda
dilimlenmis ve bdylece hayvanlarin rahatlikla tiiketebilecegi sicaklik ve forma
getirilmistir. Ardindan deney hayvanlarmin bulundugu uygulama odasinda her
hayvana verilen yem miktarinin dogru saptanmasi amaciyla hassas bir sekilde

yem tartimi gerceklestirilmis ve kaydedilmistir.

Ertesi giin ayn1 isleme baslamadan once ise kafeste kalan yem miktar1 tartilmis ve

bdylece farelerin 24 saat i¢inde tiikettikleri yem miktarlar1 saptanmistir. Yukarida
60



bahsedilen islemler; tiim gruplardaki hayvanlar i¢in her giin ayni saatte ve ayni
diizende olacak sekilde gerceklestirilmistir. Yemlerin -20 °C sicaklifinda
muhafaza edilen ve kafeslere koyulmadan 6nceki dilimlenmis halleri ile farelerin

tartim iglemi Sekil 3.8’de gosterilmistir.

Deney hayvanlarmin viicut agirliklarinin 6l¢timii ise her haftanin ilk uygulama
giiniinde sabah saatlerinde gerceklestirilmis ve gruplara gore ayrilmis sekilde bir

cizelgeye kaydedilmistir.

lg Iml Iml Iml Iml Iml Iml  Ilml 1lml

ol N

107 106 107 108
ml  9ml 9 Iml
Liyofilize kiiltiir i i

\ \
e

0Jml 0lml 0lml Olml 0lml 0lml 0lml Olml 0lml

Sekil 3.6. Liyofilize kiiltiirlere uygulanan canli hiicre sayimi
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Sekil 3.7. Probiyotik susun sivi besiyerinde ¢ogaltilmasi (a) ve liyofilizasyon (b) islemi

S6z konusu periyotlarin basinda ve sonunda 6l¢iilen viicut agirliklarina bagl olarak “viicut
agirhik artist” bulunmus ve bu periyotlar boyunca toplam tiiketilen yem miktarlarina
boliinmiistir. Akabinde ise ¢ikan sonug 100 ile ¢arpilmis ve bu sayede yem etkinlik orani

yiizdece (%) hesaplanmigtir (Guo ve ark., 2019).
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Sekil 3.8. YYYK yemlerin tiiketime hazirlanmasi (a) ve farelerin tartimi (b) islemleri

3.1.4. Feces Orneklerinin Toplanmasi ve Muhafazasi

Tiim farelerden feges ornekleri ¢alismanin son ii¢ giliniinde ve saat 08:00 -10:00 saatleri
arasinda toplanmistir. Bu islem, DEKAM biinyesinde deney hayvanlart uygulama
laboratuvarlarinda gergeklestirilmis ve numunelerin toplanmasinda iki arastirmaci gorev
almistir. Feces Ornekleri alim islemine baslamadan Once arastirmacilar steril eldivenler
giymis ve tiim hayvanlara ait 6rneklerin ayr1 ayr1 saklanacagi 1.5 ml hacmine sahip steril
eppendorf tiiplerini (ISOLAB Laborgerite GMBH, Germany) asetatli kalemler araciligiyla
kapaklarint agmadan kodlamiglardir. Feges oOrneklerinin alinmasindan 6nce bir adet
konvansiyonel (polikarbonat yapidaki) deney hayvani kafesi otoklavlanmis ve tamamen
steril hale getirilmistir. Feges orneklerinin toplanmasinda polipropilen gévdeli, cevir-ag
sizdirmayan 6zel kapakli ve 50 g hacme sahip steril gaita numune kaplar (FiratMed,

Tiirkiye) kullanilmistir. Feges 6rneklerinin analizinde herhangi karigiklik yasanmamasi igin
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steril eppendorf tiiplerde oldugu gibi steril gaita numune kaplar1 da ayni sekilde
kodlanmistir. Feges 6rnegi alinacak deney hayvaninin kafesi ile otoklavlanarak steril hale
getirilmis kafes birbirine temas etmeyecek sekilde yan yana getirilmistir. Arastirmacilardan
birisi deney hayvaninin bulundugu kafesi agmis ve kafes telinin {izerinde teknigine uygun
bicimde fareyi tuttuktan hemen sonra yan tarafta bulunan steril kafesin lizerine getirmistir.
Bu arada elinde steril gaita numune kab1 ile bekleyen diger arastirmact kabi fareye temas
etmeyecek sekilde aniis bolgesine dogru hizlica yaklastirmistir. Farelerin tutmaya karsi
refleks olarak kisa siire i¢cinde defekasyon gercgeklestirdigi gézlemlenmis ve feges 6rnekleri
direkt olarak steril gaita kabinin igine alinmis ve hemen agzi1 kapatilmistir. Bu siireg
esnasinda farelerde tutusun stresine bagli olarak goriilen idrarin gaita kabinin igine
girmemesine 6zen gosterilmistir. Idrar ile kontaminasyona ugrayan feces Ornekleri ise
alimmamistir. Ardindan diger numune alma islemine gegmeden 6nce gaita numune kabinda
bulunan feges drnegi tek kullanimlik steril plastik 6ze uglari ile alinarak ayni kodlu steril
eppendorf tiipe aktarilmis ve agzi hizlica kapatilmis akabinde tiim numune alma isleminin
tamamlanmasina kadar saklanacagi -20°C’ deki sogutucuya aktarilmistir. Tiim feges drnegi

alma igleminden 6nceki genel hazirlik durumu Sekil 3.9°da gosterilmistir.
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Sekil 3.9. Feges 6rnegi alma isleminden dnceki genel hazirlik durumu

Feges 0rnegi alim siirecinde sik goriilmemekle birlikte gaita ¢esitli sebeplere bagli olarak
numune kabina (arastirmacilar arasindaki zamanlama hatalari gibi durumlara bagli olarak)
almamamistir. Bu durumda gaita kontamine olacagi dis bir ortama degil de genellikle
numune kabinin hemen altinda bekleyen ve steril edilmis kafesin i¢ine diigmiistiir. Boyle
bir durum varliginda aragtirmacilardan birisi hemen steril plastik tek kullanimlik 6ze uglart
ile feces Ornegini steril kafesten alarak daha dnceden kodlanmis steril eppendorf tiipe
aktarmig ve agzimi hizli bir bigimde kapatmistir. Ardindan bagka bir fegces 6rneginin de
gaita numune kabi yerine altta duran kafesin i¢ine diigme ihtimaline karsilik her defasinda
altta bekleyen steril kafes %70’ lik etanol soliisyonu ile detayli bir bigimde temizlenmis ve
hemen sonrasinda ise kafesin i¢i kurulanmistir. Steril kafesin igine diismeyen feges
ornekleri ise alinmamistir. Feces 6rnegi alim siirecinde kullanilan steril gaita kaplari (a) ve

feges orneklerinin aktarildig: steril eppendorf tiipler (b) Sekil 3.10’da gosterilmistir.
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Tiim hayvanlardan feces Ornekleri alim islemi bittiginde -20°C’ deki sogutucuda steril
eppendorf tliplerde ayr1 ayri kodlanmig bigimde duran feges Ornekleri, bakteriyel DNA
izolasyonunun gercgeklestirilecegi zamana kadar muhafaza edilmek iizere DEKAM
biinyesinde yer alan -80°C sicakligindaki bagka bir sogutucuya nakledilmistir. Feges
orneklerinden DNA izolasyonu, Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Genom ve Kok Hiicre
Enstitiisii (GENKOK) biinyesinde bulunan steril kabinler icinde gergeklestirilmistir.
[zolasyonun gergeklestirilecegi giin, DEKAM igerisindeki -80°C” lik sogutucudan alinan

feges ornekleri, islemin uygulanacagi GENKOK merkezine buz akiileri ile dolu strafor

kopiikle taginmustir.

Sekil 3.10. Feges o6rneklerinin alindig1 steril gaita kaplari (a) ve steril eppendorf tiipleri (b)

3.1.5. Sakrifikasyon Islemi ve Doku Orneklerinin Alnmasi

Sakrifikasyon isleminden 16 saat Once farelerin kafeslerinden yemler toplanmis ve bu
sayede kan alma isleminin gerceklestirildigi saatte a¢ halde olmalar1 saglanmistir.
Sakrifikasyon islemleri igin intraperitoneal (i.p.) yoldan uygulanan enjektabl anestezik
maddeler kullanilmistir. Anestezik ajan olarak dissosiyatif grubundan ketamin (Ketasol,
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Richter Pharma AG, Avusturya), premedikan olarak ise ksilazin (Rompun, Bayer,
Almanya) tercih edilmistir. Ksilazin ve ketamin dozlar1 ise sirastyla 60 mg/kg ve 10 mg/kg
olarak uygulanmistir. Anestezi derinliginin kontrolii i¢in palpebral (goz kapagi) ve bacak
refleksleri kontrol edilmis ve s6z konusu reflekslerin kayboldugu anestezik derinlik

sathasinda maksimum kardiyak kan alma iglemi gergeklestirilmistir.
3.1.6. Kan Alma Islemi

Uygun anestezik derinlik altindaki farelerden 1 ml’ lik insiilin enjektorleri vasitasiyla
maksimum kardiyak kan alma islemi gerceklestirilmistir. Kan alma isleminin ardindan
ornekler, daha dnceden uygun bi¢imde kodlanan sar1 kapakli jelli tiiplere aktarilmig ve
hemoliz ve pithti olusumunun Oniine gegebilmek icin tiipler nazikge alt {ist edilerek
cevrilmistir. Ardindan sakrifikasyon islemi tamamlanana kadar kalacak sekilde +4°C’ deki
sogutuculara kaldirilmigtir. Tim sakrifikasyon isleminin bitisiyle birlikte Ornekler
dakikadaki devir sayisi (rpm) 3000 olacak sekilde 15 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Tiiplerdeki jel ayrag (separator) boliimiiniin iizerinde kalan serum kismi ise otomatik pipet
araciligiyla kan alan tiiplerle ayni kodu igeren 1.5 ml’ lik steril eppendorf tiiplere
aktarilmistir. Daha sonra tiim farelere ait serum 6rnekleri hizlica buz akiileriyle dolu strafor
bir kopilige konulmus ve 2 saat icerisinde biyokimyasal analizlerin gerceklestirilecegi Sivas
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarina getirilmistir. Kan alma

1slemi Sekil 3.11° de gosterilmistir.
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Sekil 3.11. Kardiyak kan alma islemi

3.1.7. Biyokimyasal Analizler

Serum elde etme isleminin ardindan hizli bir sekilde Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarina getirilen serum Ornekleri burada mevcut olan
biyokimya otoanalizériine (Cobas C-702, Roche, Almanya) yiiklenmistir. Calismada
instilin diginda yer alan tiim biyokimyasal parametreler cihazda yer alan hassas ticari
kolorimetrik kitler aracilifiyla olgiilmistiir. Her 6l¢iim Oncesi en az iki seviye kontrol
materyali kullanilarak metodun dogrulugu test edilmis ve kontrol sonuglarinin + 2 standart
sapma araliginda oldugu teyit edildikten sonra analizler gerceklestirilmistir. Otoanalizérde
analizi gerceklestirilen metabolik bilesenler arasinda; serum TK, HDL-K, LDL-K, TG,
alblimin (ALB), ALT, AST ve glikoz parametreleri bulunmaktadir. Serum VLDL-K
seviyeleri ise literatiirde de kabul gérmiis bir hesaplama yontemi olan “Friedewald

Formiili” araciligiyla hesaplanmistir (Friedewald ve ark., 1972). Bu formiille yapilan
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serum VLDL-K hesab1 ise su sekildedir: Serum VLDL-K = Serum TG/5. Biyokimyasal
analizlerin gerceklestirildigi cihaz, Sekil 3.12°de gdsterilmistir.

Serum insiilin parametresi ise ticari enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) kiti (BT
LAB, Cin) araciligiyla analiz edilmistir. Bu analiz, sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak
Erciyes Universitesi Ziya Eren Ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi® nde
gerceklestirilmistir. Yonetici talimatlar1t dogrultusunda ticari ELISA kitleri araciligiyla
gergeklestirilen yontemde, Olglilmek istenen maddeye 6zgili antikorlarla kaplanmis 96 adet
kuyucuktan meydana gelen mikroplakanin ilk 10 kuyucugu farkli konsantrasyonlarda
standart sollisyon ve dillisyon tamponu igeren standartlara ayrilmistir. Ardindan 1 kuyucuk
bos birakilmis ve sonraki 40 kuyucuga ise standart soliisyon ile numuneler (serum
ornekleri) eklenmistir. Bu islemlerin akabinde mikroplaka, 37°C sicaklikta 60 dk
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan mikroplaka, yikama cihazinda (Biotek
ELx50, Biotek Instruments, ABD) seyreltilmis haldeki yikama soliisyonuyla 5 kez
yikanmistir. S6z konusu yikama isleminden sonra bos kuyucuk disindaki tiim kuyucuklara;
kullanim talimatlarinda da belirtildigi gibi Horseradish Peroksidaz (HRP) konjugatina 6zgii
antikor eklenmis ve mikroplaka 37°C sicaklikta 30 dk boyunca inkiibasyona birakilmigtir.
Daha sonra mikroplakayr yikama islemi bir kez daha tekrarlanmistir. Bu islemden sonra
los bir ortamda tiim kuyucuklara kromojen substrat soliisyonlar1 eklenmis ve bir miiddet
sonra 0rneklerin bulundugu kuyucuklarda mavi rengin olustugu gézlemlenmistir. Ardindan
mikroplaka mikserle 5 dk boyunca karistirilmis ve son defa 37°C sicaklikta 30 dk boyunca
inkiibe edilmistir. Daha sonra ise tiim kuyucuklara durdurma (stop) soliisyonlar1 ilave
edilmis ve rengin maviden sartya dondiigii saptanmistir. Mikroplakalarda yer alan
kuyucuklar, spektrofotometrenin optik degeri 450 nanometre (nm)’ ye ayarlanip
kolorimetrik olarak okunmustur. Serum orneklerinin optik dansite degerleri standart

egrilerle kiyaslanmis ve bu sayede konsantrasyon degerlerine ulasilmigtir.
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Sekil 3.12. Biyokimyasal analizlerin gergeklestirildigi Cobas C-702 cihazi

3.1.8. Histolojik Prosediirler

Kan alim igleminin hemen ardindan farelerin karaciger dokulart hizli bir sekilde ¢ikarilarak
%10’ luk formaldehit soliisyonuna konulmustur. Bu dokularin histolojik analizlerde stabil
bir bicimde tespit edilebilmesi i¢in formaldehit soliisyonunda bir siire bekletilmesi
gerekmigstir. Ardindan dokular, igerigindeki alkol oranlari gittikce artan serilere tabi
tutulmus (%50, %70, %96, absolut alkol x 3) ve bu sayede yapilarinda bulunan su
uzaklastirilmistir. Daha sonra dokular ksilen soliisyonlarinda bekletilmis ve akabinde 65
°C’ lik etlivde bulunan eriyik haldeki parafine alinmistir. Bu islemlerin akabinde ise
parafinlenmis dokular bloklanarak kesit almaya hazir hale getirilmistir. Hazirlanan parafin
bloklardan 5 pum’ lik kesitler alinmis ve lamlara yayilmistir. Bu kesitler kullanilarak
karaciger dokusu i¢in Hematoksilen Eozin (HE) boyamasi, Periyodik Asit Schiff (PAS)
boyamast  ve interlokin-6  (IL-6)  immunoreaktivitesinin  gosterilmesi  ig¢in
immunohistokimya uygulamas1 gerceklestirilmistir. Karaciger dokusunun ¢ikarilmasi

isleminin 6ncesi (a) ve sonrasi (b) ise Sekil 3.13’te gosterilmistir.
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Sekil 3.13.Karaciger dokusu ¢ikarilmasi isleminin 6ncesi (a) ve sonrasi (b)

3.1.8.1. HE Boyama Prosediirii

Parafinlenmis karaciger kesitleri ilk olarak etiivde bekletilmis daha sonra ise ksilen
solisyonuna almmistir. Bu islemler sonucu kesitlerin igerigindeki parafin
uzaklagtirllmigtir. Parafini uzaklastirilmig kesitler, alkol soliisyonlarindan gegirilerek suyla
yikanmistir. Daha sonra bu kesitler 8 dk boyunca hematoksilen boya soliisyonunda
tutulmus ve ardindan akan musluk suyu altinda yikanmistir. Daha sonra Eozin soliisyonuna
alinan bu kesitler, 5 dk burada bekletilmistir. Akabinde ise tekrar suyla yikanan kesitler
alkol serilerine tabi tutularak bir kez daha ksilen soliisyonunda bekletilmistir. Her iki
soliisyonla gerceklestirilen boyama sonrast kesitler kapatilmis ve incelemeye alinmigtir.
Karaciger kesitlerinde gozlemlenen hepatosit dejenerasyonu, mikrovezikiiler steatozis,
lobiiler ve portal alanlarda goriilen inflamatuar hiicre infiltrasyonlart gibi histolojik
degisiklikler ise uzman bir histolog tarafindan skorlanmistir. Histolojik degisimlerin
skorlamasi; 0 (yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (siddetli) olarak gergeklestirilmistir. Tim
islemler sonucu elde edilen veriler ise istatistiksel analiz metotlar1 araciligiyla

incelenmistir.
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3.1.8.2. PAS Boyama Prosediirii

Histolojik boyama i¢in alinmis olan kesitler ilk olarak etiivde bekletilmis ve boylece
yapisindaki parafin uzaklastirllmistir. Daha sonra bu kesitler, ksilen ve alkol
soliisyonlarindan gegirilerek musluk suyu altinda yikanmistir. Akabinde ayni kesitler
periyodik asit soliisyonunda bekletilmis ve musluk suyu ile bir kez daha yikanmistir.
Ardindan bu kesitler oda sicakliginda tutulan karanlik bir ortamda Schiff solisyonunda
bekletilmis ve musluk suyu altinda tekrar yikanmistir. Tiim bu islemlerden sonra ise
kesitlere hematoksilen boyasi uygulanmis ve bir miiddet bekletildikten sonra kesitler tekrar
yikanmistir. Sonrasinda ise yikanmis kesitlere hizli bir sekilde asit-alkol uygulamasi
gerceklestirilmistir. Son defa suyla yikanan kesitler, alkol ve ksilende bekletildikten sonra

kapatilarak histolojik incelemeye alinmistir.
3.1.8.3. Immiinohistokimya Prosediirii

Farkli gruplardaki farelere ait IL-6 immunoreaktivitesinin gdsterilmesi amactyla
immunohistokimya prosediirii uygulanmistir. Parafinlenmis kesitler, 65°C’lik etiivde bir
gece bekletilmis ve ardindan ksilen soliisyonuna alinarak deparafinizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra kesitler, dereceli alkol serilerinden gecirilmis ve PBS ile
yikanmistir. Akabinde PBS ile yikanan kesitler, antijen geri kazanimi i¢in %5’ lik sitrat
tamponuyla mikrodalga firinda muameleye tabi tutulmustur. Mikrodalga firinindan alinan
kesitler, hidrojen peroksit (H.0,) ¢o6zeltisinde bekletilmis ve kesitler tekrar PBS
cozeltisiyle yikanmistir. Bu basamaktan sonraki islemler ise yonetici talimatlari
dogrultusunda immunohistokimya boyama kiti (LabVision, Ultra Vision Detection System
Large Volume Anti-Polyvalent, Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kesitlerdeki IL-6 immunoreaktivitelerini goriiniir hale getirmek i¢in
diamino benzidin (DAB) (DAB Plus Substrate System, Thermo Fisher Scientific, ABD)
uygulanmis ve sonrasinda ise kesitler suyla yikanmistir. Yikamanin ardindan kesitler, Gill
hematoksilen sollisyonu ile karsit bicimde boyanmis ve arkasindan tekrar suyla
yikanmustir. Tekrar yikanan kesitler bu kez once alkol sonra ise ksilen soliisyonlarindan
gecirilerek kapatilmistir. Nihayetinde her bir deney grubunun igindeki her bir kesitten
toplam 10 adet resim alinmig ve alinan resimlerden farkli iki alan Ol¢limii

gerceklestirilmistir. Boylece IL-6 immunoreaktivitesi i¢in her gruptan toplam 160 alan
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Ol¢iimii Image J programi araciligiyla gergeklestirilmistir. Gruplar arasinda meydana gelen

farkliliklar ise istatistiksel analizler yapilarak belirlenmistir.
3.1.9. Bakteriyel DNA izolasyon islemi

Feges oOrneklerinden DNA izolasyonu ticari kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
araciligiyla gerceklestirilmistir. Bu islemin uygulanmasinda yonetici talimatlari
dogrultusunda takip edilen protokoller kisaca su sekilde 6zetlenmistir: Ik olarak 0.1 g
agirhigindaki feces ornekleri alinarak bead tiiplere konulmustur. Akabinde bead tiiplere 700
ul lizis tamponu (lysis buffer) eklenmis ve tiiplerin agz1 sikica kapatilarak feces ornekleri
tiipiin iginde homojen bir bicimde dagilana kadar vortekslenmistir. Ardindan tiiplere 100 pul
lizis artiric1 soliisyon eklenmis ve kisa bir slire daha vortekslenmistir. Daha sonra feges
orneklerinin bulundugu tiipler, 65 °C sicaklikta 10 dk siireyle inkiibatdre koyulmustur.
Inkiibatorden alinan ornekler bu kez 10 dk siiren yatay vorteksleme islemine tabi
tutulmustur. Yatay vortekslemeden sonra tiipler, 14000 x g’ de 5 dk daha
santrifiijlenmistir. Biitiin bu iglemlerin ardindan tiiplerin {ist bdlgesinde bulunan
siipernatant kismi, altta bulunan c¢okiintiiyle temas ettirilmeden mikropipet araciligiyla
baska bir steril tiipe (1.5 ml’ lik eppendorf mikrosantrifiij tiipii) 400 pl hacimde olacak
sekilde aktarilmistir. Aktarilan siipernatantin iizerine 250 pl hacminde Cleanup Buffer
soliisyonu eklenmis ve tekrar vortekslenmistir. Vorteks isleminin ardindan mikrosantrifiij
tiipti, 14000 x g’ de 2 dk santrifiijlenmistir. Santrifiijiin ardindan ise tiipiin ylizeyinde kalan
stipernatant kismi dipte bulunan pelete degmeyecek sekilde mikropipet araciligiryla 500 pl
hacminde cekilerek yine steril nitelikteki baska bir mikrosantrifiij tiipiine (1.5 ml’ lik
eppendorf mikrosantrifiij tiipii) aktarilmistir. Yukarida bahsi gecen tiim bu islemlerin
ardindan lizat hazirligi tamamlanmis ve DNA molekiillerinin baglanmasi asamasina
gecilmigstir. Sekil 3.14’te ise lizat hazirlig1 isleminin bir agsamasi olan bead tiiplerin yatay

vorteksleme iglemi gosterilmistir.
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Sekil 3.14. Lizat hazirlik islemindeki bead tiiplerin yatay vorteksleme islemi

Lizat hazirliginin son kisminda steril bir mikrosantrifiij tiipine alinan 500 pl hacmindeki
slipernatantin iizerine bu kez 900 pl hacminde Binding Buffer soliisyonu eklenmis ve kisa
bir siire vortekslenmistir. Akabinde siipernatant ve soliisyon iceren toplam 1400 pl
karigimin 700 pl hacmindeki miktar1 mikropipetle alinarak filtreli bir tiipe (spin column
tube) aktarilmistir. Kapagi sikica kapatilan filtreli tiip, 14000 x g’ de 1 dk santrifiijlenmis
ve filtreli tiiplin alt kisminda kalan sivi uzaklastirilmistir. Az 6nceki islemden artakalan
siipernatant ve soliisyonun 700 pl hacmindeki kismi, filtreli tiipe tekrar eklenmis ve
santrifiij asamas1 ayni sekilde bir kez daha gergeklestirilmistir. Boylece DNA izolasyon

isleminin ikinci agamasi olan DNA’ nin baglanmasi asamasi da tamamlanmaistir.
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Son olarak ise DNA’ nin yikandig1 ve ayristirildigi agsamaya gecilmistir. Bu asamada ise su
strastyla su islemler uygulanmistir: Baglangigta DNA molekiillerinin baglandigi asamanin
sonundaki islemde yer alan filtreli tiiplin iist kismi, toplama tiiplerine (collection tube)
yerlestirilmis ve i¢ ice gecmis ikili bir tiip yapisinin olusmasi saglanmistir. Ardindan bu
ikili yaptya 500 pl yikama tamponu (wash buffer) eklenmis ve 14000 x g’de 1 dk santrifiij
edilmistir. S6z konusu santrifiijjden sonra alta gecen siiziintii atilmig ve ikili tiip yapisi
14000 x g’ de 30 saniye (sn) daha santrifiijlenmistir. Santrifiijlemenin ardindan ikili tiip
yapisinin {ist kisminda bulunan filtreli tiip ¢ikarilmis ve baska bir steril mikrosantrifiij
tiiptine (1.5 ml” lik eppendorf mikrosantrifiij tiipli) yerlestirilmistir. Akabinde ise yeniden
olusturulan bu ikili tiip yapisinin iizerine 100 pl eliisyon tamponu (elution buffer) eklenmis
ve 1 dk boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme isleminden sonra ikili tiip
yapisinin 14000 x g’de 1 dk siireyle santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Tiim bu islemlerin
ardindan ikili tlip yapisinin {stiinde kalan filtreli tlip kismi atilmis ve boylece alttaki
mikrosantrifiij tiiplinde saf DNA ornekleri elde edilmistir. Son olarak numune 6rnekleri
NGS isleminin gerceklestirilecegi giine kadar GENKOK’de bulunan -20 °C’deki

sogutuculara kaldirilmistir.
3.1.10. Feces Orneklerinin NGS ile Gergeklestirilen Bagirsak Mikrobiyota Analizi

Genomik ¢aligmalarin merkezinde bulunan 16S rRNA dizisi, bakteri genomuna dagilmis
halde bulunan 9 adet korunmus (CI1-C9), 9 adet de ¢ok degisken bolge (V1-V9)
icermektedir (Petrosino ve ark., 2009). Bu ¢ok degisken bolgeler yiiksek oranda farklilik
gosterdigi i¢in taksonomik smiflandirmada ciddi bir 6neme sahiptir. Bakteri filogenetik
analizinde en saglikli sonucu veren V4-V6 boélgeleri ise tim 16S rRNA dizisini temsil
ettigi i¢in, ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen bolgedir. Daha az degisken bolgelerin basinda
ise V2-V8 bolgeleri gelmektedir. S6z konusu 16S rRNA geninin yapisinda bulunan ¢ok
degisken bolgeler, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tekniginde de bu bolgelere
baglanabilen primerlerin tasarlanmasi i¢in uygun kosullara sahiptir (Neelakanta ve Sultana,
2013; Turan ve ark., 2018).

Bu calismada fekal mikrobiyota analizi, Illumina MiSeq cihaz1 araciligilyla NGS
teknolojisi  kullanilarak  gergeklestirilmis ve bu sayede mikrobiyal g¢esitlilik

degerlendirilmistir. Yeni nesil dizileme teknolojileri ile daha diisiik maliyetle, daha kisa
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stirede, daha biiyiilk dizileme verileri elde edilebilmektedir. Illumina MiSeq sistemi
kullanilarak yapilan dizilemede 25 milyon okuma sayisina erisilebilmektedir. Illumina
tabanli mikrobiyota analiz iglemleri; genis kapsamli, yiiksek verimli, sistematik hatalarin
onemli 6l¢lide az oldugu veriler sunmasi sebebiyle, metagenomik arastirmalarda siklikla

tercih edilmektedir (Oulas ve ark., 2015).

Caligmada ilk olarak DNA izolasyonu yapilan gaita 6rneklerinin 16S rRNA genine ait V3-
V4 bolgeleri PCR yontemiyle ¢ogaltildiktan sonra orneklerin ¢alisip ¢alismadiginin jel
elektroforezinde kontrolleri yapilmistir. Daha sonra ise ortamda ¢ogalmayan artefaktlari
temizlemek icin saflastirma islemi gergeklestirilmistir. Akabinde ise her bir Ornegin
havuzlandiginda tek hale gelebilmesi i¢in Index PCR islemi uygulanmistir. Bu islemde ise
[Nlumina index primerleri kullanilarak gen cogaltma islemi gergeklestirilmistir. Gen
cogaltma isleminin ardindan ortamdaki artefaktlarin tekrardan temizlenmesi amaciyla son
saflastirma islemi yapilmis ve tiim 6rnekler bir tiip i¢ine toplanmistir. Daha sonra Illumina
MiSeq yiikleme protokoliine gore florometrik olarak dl¢iim yapilan havuzdan 4 nm olacak
sekilde seyreltme islemi gergeklestirilmistir. Son olarak ise denatiirasyon islemleri

yapilmis ve ardindan 6rnekler 10 pM olarak Illumina MiSeq cihazina yiiklenmistir.
3.1.10.1. DNA Konsantrasyonunun Olgiimii

Bakteriyel DNA izolasyonunun son asamasinda eliisyon tamponu kullanilarak elde edilen
ve PCR islemi icin gerekli olan DNA konsantrasyonu, AccuGreen High Sensitivity dsDNA
Quantitation Kit (Biotium, ABD) araciligiyla o6l¢iilmiistir. S6z konusu kit, Qubit
Fluorometer (Thermo fisher Scientific, ABD) cihaziyla uyumlu bigimde; 5 pg/ul ile 100
ng/ul arasindaki Ornek miktarlarinin RNA {izerindeki ¢ift sarmalli DNA (dsDNA)
konsantrasyonlarini dogrulamak icin tasarlanmistir. Bu kit sayesinde 6rnekte bulunan bazi
solvent, protein ve serbest niikleotitler gibi ¢esitli kontaminantlarin sonuglar {izerine etkisi
minimize edilmistir. Baglangicta AccuGreen High Sensitivity Quantitation Kit reaktani, kit
iceriginde bulunan DNA Quantitation tamponu kullanilarak 1:200 oraninda diliie edilip
AccuGreen ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir. Ornekleri ve standartlar1 yerlestirmek igin
1.5 ml’lik Eppendorf DNA LoBind (Eppendorf, Almanya) tiipleri kullanilmistir.
Standartlarin olusturuldugu tiiplere 190 ul AccuGreen ¢aligma soliisyonu ve kit igeriginde

bulunan standart soliisyondan ise 10 ul eklenmis ve ardindan tiip, kabarcik olusturmayacak
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sekilde cok kisa bir siire vortekslenmistir. Orneklerin olusturuldugu tiiplere ise 10 ul drnek
ve 190 ul AccuGreen c¢aligma soliisyonu eklenmis ve standart olusumuna benzer bi¢cimde
tiipler kabarcik olusturmayacak sekilde cok kisa siireligine tekrar vortekslenmistir.
Akabinde hem standartlarin hem de orneklerin hazirlandigi tiipler oda sicakliginda 2 dk
siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon isleminin ardindan DNA konsantrasyonu

(ng/ul) Qubit Fluorometer vasitasiyla ol¢tilmiistiir.
3.1.10.2. PCR ve Sekanslama Islemine Hazirhik

Elde edilen DNA’ nin konsantrasyonu ve safligi, %1°’lik agaroz jel varliginda izlenmistir.
Agaroz jel izleminin ardindan DNA konsantrasyonu, EASY Dilution (Takara, Japonya)
adli soliisyon kullanilarak 1 ng/uL diizeyine kadar diliie edilmistir. Yeni nesil dizileme
uygulamasindan dnce amplikon kiitliphanesinin hazirlanmasi gerekmektedir. Bu amacla ise
PCR yontemi araciligryla 6rneklerdeki V3 ve V4 bolgeleri ¢cogaltilmaktadir (Edgar, 2010).
Calismanin bu asamasinda PCR metodu kullanilarak gen ¢ogaltma islemine gecilmistir.
Bakteriyel tiirlerin tespitinde ise molekiiler anlamda en sik kullanilan degisken kisim olan
V3 ve V4 bolgelerinden yararlanilmistir. Bu bolgelerin cogaltilmasi sirasinda ileri ve geri
yonlii primerler kullanilmistir. S6z konusu primer c¢ifti, yaklagik 2x250 baz cifti (bp)
uzunlugundaki bir bélgenin ¢ogaltilmasini saglamaktadir. Cogaltmada kullanilan ileri ve

geri yonli primerler ise agagidaki gibidir:
16S Amplikon PCR fileri Yénlii Gen Dizisi =5

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

>

16S Amplikon PCR Geri Yonlii Gen Dizisi = 5

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAAT
cC

Polimeraz zincir reaksiyon teknigiyle gen ¢ogaltma sirasinda 2.5 pl mikrobiyal DNA (5
ng/ul), 5 pL ileri yonlii primer, 5 uL geri yonli primer ve 12.5 uL PrimeSTAR GXL
Premix (Takara, Japonya) kullanilmistir. Ardindan elde edilen 6rnekler 95°C’ de 3 dk,
devamindaki toplam 25 dongii i¢in ise -95°C’ de 30 sn, -55°C’ de 30 sn, -72°C’ de 30 sn,
72°C’ de 5 dk isleme tabi tutulmus ve +4°C’ de muhafaza edilmek iizere saklanmistir

(IMumina, 2013).
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Gen ¢ogaltma isleminin yapildigi 6rneklerde ortamda ¢ogalmayan molekiiler kalintilari
temizlemek i¢in PCR iiriin temizligi gerceklestirilmistir. Kapa Pure Beads (Roche,
Almanya) manyetik 6zellikli boncuklarin kullanildigi bu asamada; primer dimerler ve
serbest primerler ortamdan uzaklastirllmistir. Bu uzaklagtirma islemi iki basamaktan
olusmustur. Ilk basamakta her bir &rnege 20 ul Kapa Pure Beads manyetik boncuklar
eklenmis ve pipetleme yapilmistir. Manyetik stand kullanilarak istenilen PCR iiriinlerinin
manyetik Ozellige sahip boncuklara tutunmasi saglanmustir. ikinci basamakta ise
kontaminasyonun Oniine ge¢mek icin manyetik boncuk eklenmis ornekler, 200 pul
hacmindeki %80’ lik etanol ¢ozeltisiyle yikanmistir. Yikamanin ardindan ise saf PCR

tiriind, 50 pul 10 Mm pH 8.5 Tris soliisyonunda saklanmistir (Illumina, 2013).

Yeni nesil sekanslama islemi sirasinda ¢esitli 6rneklerin ayirt edilebilmesi ve sayica birden
cok Ornegin tek okumada sonu¢ verebilmesi icin elde edilen PCR iirlinlerine “indeks
barkod” gorevi goren Ozel baz dizileri ile PCR firlinlerinin yeni nesil sekanslama
cihazindaki 6zel oligo baglanma bdlgelerine tutunmasini saglayan “adaptor” dizileri
eklenmistir. Bu islem i¢in Nextera XT (Illumina, ABD) indeks kiti kullanilmis ve her bir
ornege 2 adet barkod bdlgesi, prosediire uygun bir bicimde PCR kosullarinda baglanmigtir.
Bu prosediire gore; 5 ul DNA, 5 ul Nextera XT Index Primer 1 (N7xx), 5 ul Nextera XT
Index Primer 2 (S5xx), 25 pl PrimeSTAR GXL Premix ve 10 pl distile su kullanilmistr.
Elde edilen PCR firiinii 95°C’ de 3 dk, devamindaki toplam 8 dongii i¢in ise -95°C’ de 30
sn, -55°C” de 30 sn, -72°C’ de 30 sn, 72°C’ de 5 dk isleme tabi tutulmus ve +4°C’ de

muhafaza edilmek tizere saklanmistir (Illumina, 2013).

Analiz asamasina ge¢ilmeden Once minimal diizeyde de olsa Orneklerde bulunabilen
molekiiler kalintilar1 tamamen ortadan kaldirabilmek i¢in ikinci kez PCR iirlin temizligi
yapilmistir. Daha 6nceki PCR iiriin temizligine benzer sekilde burada da manyetik 6zellikli
Kapa Pure Beads boncuklar1 kullanilarak ortamdan primer dimer ve serbest primerler
uzaklastirilmistir. Bu uzaklastirma islemi de iki basamaktan olusmustur. Ancak bu kez ilk
temizlik isleminden farkli olarak her bir 6rnege 56 ul Kapa Pure Beads manyetik boncuk
eklenmis ve pipetlenmistir. Daha sonra manyetik stand kullanilarak istenilen PCR
iirlinlerinin manyetik boncuklara tutunmasi saglanmustir. Ikinci basamakta ise

kontaminasyonun Oniine ge¢gmek i¢in ilk basamakta oldugu gibi manyetik boncuk eklenmis

78



ornekler, 200 pul hacmindeki %80’ lik etanol ¢ozeltisiyle iki defa yikanmistir. Yikamanin
ardindan elde edilen saf PCR iiriinii ise 25 pul 10 Mm pH 8.5 Tris soliisyonunda muhafaza

edilmek iizere kaldirilmistir (Illumina, 2013).

3.1.10.3. 16S Amplikon Sekanslamasi, Kiitiiphane Miktar Tayini, Normalizasyonu ve

Birlestirilmesi

DNA izolasyonunun ardindan bakteri DNA’ larinda yer alan 16S rDNA V3-V4 bolgeleri,
bu bolgeye spesifik 314F-860R primer setleri kullanilarak amplifiye edilmistir. Ardindan
orneklere ait Kkiitliphanelerin hazirlanmasinda Nextera XT DNA (Illumina, ABD)
kiitiiphane hazirlama kit ve indeksleri kullanilmistir. Yeni nesil dizileme islemini yiiriiten
[llumina MiSeq cihazlarindan elde edilen biyoinformatik verilerin kalite diizeylerini
yiikseltmek i¢in her bir akis hiicresi iizerinde olusan kiimelenmenin optimum seviyede
olmasi1 gerekmektedir. Akis hiicreleri, dizilemenin gergeklesmesi i¢in elzem olan kimyasal
reaksiyonlarin olustugu ve yapisal olarak kiigiik kanallardan meydana gelen ince camdan
tabakalar olarak tanimlanmaktadir. Bahsi gecen kiimelenmenin saglikli bir bi¢imde
olusturulmas1 ve kiitliphane miktar tayininin hassas bir bicimde tespiti icin ise
kantifikasyon islemi uygulanmustir. Orneklere ait kiitiiphaneler birlestirilmeden 6nce
normalizasyon asamasindan gecirilmigtir. Normalizasyon asamasindaki amag, tim
orneklerin tek bir kiitiiphane 6zelinde temsil edilmesini saglamaktir. S6z konusu asamada
manyetik 6zellige sahip boncuklar1 iceren AMPure XP (Beckman Coulter, ABD) bead
tipler kullanilmigtir. Bu tiiplerin i¢indeki manyetik boncuklarin orneklere ait
kiitliphanelere tutunma kapasitesi esittir. Bu yiizden de orneklere has kiitliphanelerin
birlestirilmesi sonucu olusturulan tek kiitiiphane igerisinde her bir 6rnegin esit oranda

temsil edilmesi saglanmistir (Illumina, 2013).
3.1.10.4. Orneklerin Yeni Nesil Dizileme Yontemiyle Okunmasi

Kiitiiphane hazirlik islemlerinin ardindan tek bir formda birlestirilmis kiitiiphane, [llumina
MiSeq cihazinda okumanin gergeklestirilmesi i¢in akis hiicresine eklenmistir. Akis
hiicresinin ylizeyine yapisik bicimde bulunan oligolar ise kiitiiphanede bulunan adaptor
dizilerinin tamamlayici bilesenlerini olusturmaktadir. Koprii amplifikasyonu araciligiyla
her bir fragmentin ayr1 ve kopyalanmis kiimeler seklinde ¢ogaltilmasi (clustering)

saglanmistir. Illumina MiSeq cihaziyla gergeklestirilen NGS isleminde, “Sequencing by
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Synthesis” teknolojisi kullanilmistir. Bu teknoloji sayesinde her bir bazin tespiti, dizileme
sirasinda DNA kalibinin {izerine eklenirken gerceklestirilmistir. S6z konusu dizilemede
kullanilan ve DNA niikleotid dizileri anlamina gelen dNTP’ ler ise isleme 0zgii tersinir
yapida ve sonlandirma dizisine (terminatdr) baglanabilir 6zelliktedir. Bu dANTP’ ler sahip
olduklar1 kimyasal yapilar1 kaynakli; her bir dizileme dongiistindeki hata payini ve yanlis
baz eklenmesi olasiligint minimize etmektedir. Tiim bu etmenler sonucu, dizilemenin her

bir baz agisindan yiiksek dogruluga sahip olmasi saglanmaktadir (Illumina, 2013).

Kalip DNA {izerinde bulunan tekrar eden bolge ya da homopolimer DNA dizileri, farkl
dizileme tekniklerinde birtakim yanlis okumalara ya da okumalarin s6z konusu bolge ve
dizilerde sonlanmasina yol agmaktadir. Ancak Illumina MiSeq cihazinin sahip oldugu bu
0zel “Sequencing by Synthesis” teknolojisi ve spesifik ANTP’ ler sayesinde tekrar eden
bolgeler ve homopolimer DNA dizilerinde yukarida bahsi gecen sikintilara rastlanmadan

okuma gergeklestirilmistir (Illumina, 2013).
3.1.10.5. Yeni Nesil Dizileme isleminde Kullanilan Biyoinformatik Analizler

Ik olarak Illumina MiSeq platformunda 2x250 bp uzunlugundaki ¢ift yonlii (pair-end)
okumalar QIIME2 sistemine yiiklenmistir (Bolyen ve ark., 2019). Ardindan biitiin
orneklerin birbirine yakin (100X) okuma derinligi {izerinde oldugu tespit edilmis ve bu
asamada higbir O6rnek c¢alisma dis1 brrakilmamistir. Kalite temizlemesi ve kimera
deteksiyonu ise QIIME2 programi iizerinde DADA2 algoritmast kullanilarak
gerceklestirilmistir (Callahan ve ark., 2016). Kalite skoru (phred score), 30 degerinin
altinda olan kisimlar devre disi birakilmis ve akabinde Amplikon Sekans Varyantlar

(ASV) olusturulmustur. Elde edilen ASV’ ler ise SILVA 138 (https://www.arb-

silva.de/documentation/release-138/) veritaban1 araciligiyla haritalanarak taksonomik

tablolar meydana getirilmistir (Schloss 2021; Werner ve ark., 2012). Veri gorsellestirme ve
biyoistatistiksel analizler i¢in QIIME2 araciligiyla olusturulan dosylar, R 4.1 programlama
dili ve R studio kullanilarak isleme alinmistir (McMurdie ve Holmes, 2013; R Project,
2022). Bir 6rnege ait taksonomik birimlerin diizeylerini yorumlamak i¢in Chaol, Shannon
ve Simpson gibi alfa ¢esitlilige (a-diversity) ait indeksler kullanilmistir. Gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlilig1 yorumlamak i¢in ise Kruskal-Wallis testi kullanilmistir (Kruskal ve

Wallis, 1952). Ornekler arasindaki taksonomik farkliliklar1 yorumlamak igin ise Jaccard,
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Bray-Curtis, agirlikli ve agirliksiz Unifrac mesafesi gibi beta gesitlilige (B-diversity) ait
analiz metotlarindan yararlanilmistir. Taksonomik agidan gruplar arasindaki yogunluk
farkliliklar ise DeSeq2 paketi kullanilarak tespit edilmistir (Love ve ark., 2014). Gruplar
arasinda taksonomik iiniteler diizeyinde istatistiksel agidan anlamli farklilik olup olmadigi
ise dogrusal diskriminant analizi etki biiylikligii (LEfSe) araciligiyla belirlenmistir (Segata
ve ark., 2011).

3.2. Istatistiksel Degerlendirme

Aragtirmada elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for
Windows 25.0 programi deneme siirimii kullanilarak analiz edilmistir. Verileri
degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlar (say1, medyan, minimum ve maksimum

degerleri, ortalama ve standart sapma vb.) kullanilmistir.

Kullanilan verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile test edilmistir.
Normal dagilim gosteren degiskenlerde niceliksel verilerin karsilastirilmasinda; ikiden
fazla bagimsiz grubun kiyaslandigi durumlarda tek yonlii varyans analizi kullanilmistir.
S6z konusu analizde fark yaratan grup ya da gruplari tespit etmek i¢in varyans homojenligi
varsayimi saglandiginda Tukey testi, varyans homojenligi varsayimi saglanmadiginda ise
Tamhane’s testi uygulanmistir. Normal dagilim gostermeyen degiskenlerde ise niceliksel
verilerin kiyaslanmasinda; ikiden fazla bagimsiz grubun karsilastirildigi durumlarda
Kruskal-Wallis H testi, ikiden fazla bagimli grup karsilastirmalarinda da Friedman testi
uygulanmistir. Bu analizlerde fark yaratan grup ya da gruplan tespit etmek icin ise
diizeltilmis Bonferroni testi kullanilmistir. Ayrica tablolarin siitunlarinda yer alan bulgular
hem “ortalama + standart sapma” hem de “medyan (¢eyreklik agikligl)” ve “minimum-
maksimum degerler” seklinde belirtilmistir. Sayisal degiskenler aras1 iliskilerin
belirlenmesi amaciyla Spearman rank korelasyon katsayist kullamlmigtir. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi ise “p<0.05” olarak kabul edilmistir.
3.3. Arastirmanin Simirhhiklar

Calismada deney hayvani olarak vahsi tip (WT) olarak adlandirilan tiirlerden birisi olan
BALBY/C tipi fareler kullanilmistir. S6z konusu fare tiirli yem tiiketimleri araciligiyla

“hiperkolesterolemik™ hale getirilmeye calisgilmistir. Bu amacla yag ve kolesterol igerigi
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yiiksek bir diyet tipi model olarak alinmis ve bununla birlikte yeme ekstra kolesterol ve
kolik asit gibi bilesenler eklenerek hiperkolesterolemik tablonun olusumu giiclendirilmeye
calistimistir. Bu arastirmadaki uygulamalara benzer sekilde yem ile WT farelerde
hiperkolesterolemi tablosunun olusturuldugu caligmalar literatiirde bulunmaktadir. Giincel
calismalar incelendiginde ise hiperkolesterolemi tablosunun olusturulmasinda kullanilan
hayvan tiirli acisindan cesitli alternatifler bulundugu da saptanmistir. Bu alternatifler
arasinda ise farkli metabolik bilesenlere 6zgili olarak cesitli gen bolgeleri silinmis ya da
kesilmis fare tlirleri (knockout fareler), 6n plana ¢ikmistir. Hiperkolesterolemi tablosu
olusturmaya yatkin deney hayvanlari arasinda LDLr" ve ApOE'/' gibi ¢esitli knockout fare
tiirleri bulunmaktadir. Bahsi gecen knockout fare tiirlerinde hiperkolesterolemi tablosu,
WT tiiri farelerde oldugu gibi diyet ya da yem tiiketimi araciligiyla belirli bir siirecin
ardindan degil de yapilan genetik miidahale sonucu dogustan olusmaktadir. Vahsi tip
farelerde ise metabolizma farkliliklarina ve hastaliklara kars1 bireysel direng farkliliklarina
bagli olarak beslenme ile c¢esitli hastalik modeli olusturma siirecinde bazi sikintilarla
karsilasilabilmektedir. Bu calismada ise deney hayvani olarak knockout fare tiirleri
calismaya getirdigi ¢cok yiiksek maliyetleri agisindan kullanilamamis ve bu ise aragtirmanin

bir sinirlilig olarak goriilmiistir.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhgi, Yem Tiiketimi ve Yem Etkinlik Oranina Ait Bulgular

Mevcut ¢alismanin baslangicinda farelerin 5 ayr1 gruba randomize bir seklide dagitimi
gerceklestirilmistir. S6z konusu dagitim islemi sonucu gruplar arasindaki ortalama viicut
agirlig farkinin literatiire uygun olarak + 2 g diizeyinde oldugu saptanmistir. Bu iglemlerin
ardindan tim gruplara ait fareler, bir haftalik adaptasyon periyodu siirecine tabi
tutulmustur. Bu siirecte tiim gruplar standart oriintiiye sahip yemlerle beslenmis ve bu bir
haftanin ardindan da gruplar arasinda viicut agirhigi bakimindan anlamli bir farklilik
olmadigr  goriilmistir  (p>0.05). Boylece YYYK yemlerle beslenmeyi ve
probiyotik/prebiyotik uygulamalarini iceren 12 haftalik deneysel uygulama asamasina
gecilmeden Once ortalama viicut agirliklarinin gruplar arasinda dengeli bir bigimde
dagildig1 gozlemlenmistir. Adaptasyon periyodunun ardindan 8 hafta boyunca uygulanan
hiperkolesterolemi olusturulma periyodu ve 4 hafta boyunca uygulanan deneysel periyot
stirecinin her bir haftasindaki ortalama viicut agirliklari ise grup i¢i ve gruplar arasinda ayri

ayr1 karsilastirilmis ve sonuglar Tablo 4.1° de verilmistir.

Gruplar arasinda ortalama viicut agirliklart agisindan ilk 7 haftada 6nemli bir fark
bulunmadigr saptanmistir (p>0.05). Ancak 8. haftadaki ortalama viicut agirligi degerleri,
gruplar arasinda kiyaslandiginda ise istatistiksel agidan anlamli bir farklilik oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). S6z konusu bu farkin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigim
anlamak i¢in yapilan ikili karsilastirma testi sonuglarina gore; PK grubu degerlerinin NK
ve SIN grubu degerlerine gére daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p = 0.016). Buna paralel
olarak PK grubuna ait farelerin 10. (p = 0.002), 11. (p = 0.002) ve 12. (p = 0.002)
haftalarda da PRE ile SIN gruplarindan daha fazla ortalama viicut agirligma sahip oldugu



belirlenmistir. On ligiincii hafta PK grubu ortalama viicut agirligi degerinin ise sadece PRE
ve SIN gruplarindan degil ayn1 zamanda PRO grubundan da anlamli 6lciide daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir (p = 0.000).

Negatif kontrol grubundaki farelerin ortalama viicut agirligi degerleri grup igerisinde
haftalara gore kiyaslandiginda; bazi gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulundugu
belirlenmistir (p = 0.028). Ikinci, 3., 4., 9., 10., 11. ve 12. hafta degerlerinin 6. hafta
degerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica 4., 10. ve 12. hafta degerlerinin 1.
hafta degerinden; tek basina 4. hafta degerinin de 7. ve 8. hafta degerlerinden daha fazla
oldugu da gosterilmistir.

Benzer seklide PK grubundaki farelerin ortalama viicut agirligi degerleri kendi iginde
haftalara gore karsilastirildiginda; bazi haftalar arasinda 6énemli bir farkliligin bulundugu
tespit edilmistir (p=0.000). Sekizinci., 9., 10., ve 13. hafta degerlerinin 1., 2., ve 3. hafta
degerlerine gore daha fazla oldugu saptanmistir. Bununla birlikte 8., 9., ve 10. hafta
degerlerinin 4. ve 5. hafta degerlerinden; tek basina 9. hafta degerinin ise 6. hafta

degerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Probiyotik uygulamasmin gerceklestirildigi gruba ait farelerin ortalama viicut agirlig
degerlerinin haftalara gore grup ici kiyaslamasinda ise bazi haftalar arasinda anlamli bir
degisimin oldugu saptanmistir (p=0.033). On {iglincii hafta ortalama viicut agirhigi

degerinin 9. hafta degerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Prebiyotik uygulamasinin gergeklestirildigi gruptaki farelerin ortalama viicut agirligi
degerleri kendi icinde karsilastirildiginda; gesitli gruplarin arasinda anlamli bir fark oldugu

bulunmustur (p=0.000).
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Tablo 4.1 Calisma periyodu boyunca deney

hayvanlarina ait ortalama viicut agirlig

degerlerinin grup i¢i ve gruplar arasi

karsilastirilmast
INK (n = 8) ’PK (n=8) *PRO (n = 8) *PRE (n=8) °SIN (n=8)
" Ort £55 MnEAMks Ort £ 54 Mn—MMks > MnEAMks Ort £5s Mn —MMks Ortss Mn—MMks " i i
H1 32,87+ 1,29 30'9373?54'31 3394205 | 4 9%410;6193 314123 | 1’83;2:555’03 3469203 | g 9%473?1 49 | 3339=178 | 4 1’0342:7315’83 14127 | 0,250 -
H2 3324+ 1,54 31'0%3}325'81 34,99 +2,25 32’2141958’05 3328206 | 4 6%21857’08 34,7142,37 29’8%514377’07 MlE194 | o) 638414377'73 1,226 | 0317 -
H3 3345+ 121 32'03;310325' 1 | 3568291 3253;5:1‘12&09 3328+ 1,97 30’73:12:9327’ 19 | 3470£252 | o9 43;5143?7109 34502261 | 5 4324:6339’69 1,439° | 0,242 -
H4 33,7+ 1,58 32'0313?375'93 36,09 +3,08 32’83(’56?450,38 3361£199 | o 43;311387’58 3439£2,63 | o9 1:?35l3§7,28 34464257 | 1,7363193“39,86 1,345 | 0,273 -
H5 33,14+ 1,86 30'7313:3365' g1 | 3640%343 | o 4?;3610:126 3344247 31,23;32:458,93 3425241 | o9 638510;6153 34,39 £2,79 31’7393;750’52 5897" | 0,207 -
H6 32,37+ 1,39 30'033%4333'91 36,81 +3,67 32’23&8‘?1,82 3406291 | o 6%313410’ 4 | 34044245 29’7247376’38 33845290 | o 437311379'57 75583" | 0,108 -
H7 32955190 | 4 1372:3305'92 36935381 | o 6?;6:741221 34,13 2,70 30’8353:7379’68 33304247 281932316561 13 | 3325E304 | o9 1322;8;8’ 4 | 26277 | 0510 -
Hs 3299124 | o 15?:‘1334'90 37384363 | o9 13;36l6472,53 33974280 | 4 63;316399’56 33,50 £2,65 28’8374?396’28 33234275 29'537219358'06 35207 | 0016 | 2>15
HY 3364£216 | o 8313:4;7'02 3758370 | 4 4356185’2,9 s | 3#STEIB | 4 4374:4460’02 33,39+2,19 291538317561 a7 | BBEI | 4392;529’7 4 | 8363 | 0079 -
H10 3357146 | 4 1'213l83°5'52 37,66 + 4,28 32’8316?53’8 1 | 3390£3.16 29’831319329’91 3129274 | o, 1321l4384’2 1| 3ne6+327 28‘532015308'30 5276° | 0002° | 2>45
H11 3326£215 | 4 1373163261 1 | 3721407 32133&9413127 3344349 | o 4312:950'15 30,79 42,56 25,9311?:;23, g | L1538 28,33;,0:1;7,56 5230° | 0002° | 2>45
H12 33,46+ 1,76 31'2%318:6' 13 | 3699428 3183:16125&86 33294367 | o9 1332:720’7 | 3L04E216 | o0 6371l03?3,80 30,00 + 3,91 ) 4’6289:43?7’ 45 | 53027 | 0002° | 2>45
H13 33,03 £ 1,66 301032314395 4 | 3709%372 32,9336l552189 3258323 | o 6331:9318'61 3130217 | oy OTLB;JS 2034388 | L, 4229:0;35'78 6,989 | 0,000" 2>2*4*
D 22,944 35,307 % 22,4087 72,2687 52,434%
p 0,028 0,000 0,033 0,000 0,000
| R 1284513 e
4>78 9>6 - 4>11

Aciklamalar: Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmigtir. p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Kisaltmalar: H: Hafta, M: Medyan, Mn:
Minimum Deger, Mks: Maksimum Deger, PH: Post-Hoc Analizler, TD: Test Degeri, VA: Viicut Agirhg; *NK: Negatif Kontrol, 2pK: Pozitif Kontrol Grubu;
*PRO: Probiyotik Grubu; “PRE: Prebiyotik Grubu; °SiN: Sinbiyotik Grubu. ©: Tek yonlii varyans analizi, ™: Kruskal-Wallis testi, *: Friedman testi, "p<0.05
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Prebiyotik grubunda 1., 2., 3., 4., 5., ve 6. hafta degerlerinin hem 11. hem de 13.
hafta degerlerinden daha yiliksek oldugu bulunmustur. Ayrica 1., 2., ve 3. hafta

degerlerinin tiimiiniin de 10. hafta degerine gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Son olarak SIN grubuna ait farelerin ortalama viicut agirhg degerleri kendi
arasinda kiyaslandiginda ise bazi gruplar arasinda anlamli farkliliklarin oldugu
belirlenmistir (p=0.000). ikinci., 3., 4., 5., ve 6. hafta degerlerinin 13. hafta
degerine gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bununla birlikte 3., 4. ve 5. hafta
degerlerinin 12. hafta degerinden; tek basina 4. hafta degerinin ise 12. hafta

degerinden daha fazla oldugu saptanmaistir.

Gruplardaki farelerin calisma periyodunu olusturan haftalar boyunca giinliik
ortalama ne kadar yem tiikettikleri ise grup i¢i ve gruplar arasi seklinde
kiyaslanmis ve sonuglar Tablo 4.2 de gosterilmistir. Giinliik ortalama yem
tilketim miktarlar1 gruplar arasinda incelendiginde; 2., 3., 4., 5. ve 13. haftalardaki
degerlerin birbirinden anlamli derecede farkli oldugu saptanmistir (p<0.05). ikinci
haftadaki SIN grubu yem tiiketim miktarimin PRO grubu miktarmdan anlaml
sekilde daha yiiksek oldugu gériilmiistiir (p=0.036). Ugiincii haftadaki SIN grubu
miktarinin ise NK, PK ve PRO grubu miktarlarindan énemli oranda daha fazla
oldugu bulunmustur (p = 0.000). Dérdiincii haftadaki SIN grubu miktarinin da
diger tiim gruplarin miktarlarindan daha yiiksek oldugu saptanmistir (p = 0.003).
Bununla birlikte 5. haftadaki SIN grubu miktarinin ise tek basina PRO grubu
miktarindan anlamli bir bigimde daha fazla oldugu da belirlenmistir (p = 0.027).
Son olarak ise 13. haftadaki PRO grubu miktarmin; hem SIN hem de PRE grubu
degerlerinden 6nemli diizeyde daha diisiik oldugu belirlenmistir (p = 0.007).

Negatif kontrol grubuna ait farelerin gilinliik ortalama yem tiiketim miktarlar
haftalara gore grup i¢inde kiyaslandiginda; bazi gruplar arasinda 6nemli bir
farklilik oldugu goriilmiistiir (p = 0.000). Birinci, 2., 4. ve 5. hafta miktarlarinin
11., 12. ve 13. hafta degerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Pozitif kontrol grubundaki farelerin giinliik ortalama yem tiiketim miktarlar
haftalara gore kendi i¢inde karsilastirildiginda ise ¢esitli gruplar arasinda anlamli
bir farkin oldugu saptanmistir (p = 0.000). Birinci, 2., 3., 4., 5., 6., 7. ve 8. hafta

miktarlarinin 12. ve 13. hafta miktarlarindan daha fazla oldugu belirlenmistir.
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Probiyotik uygulamasinin gergeklestirildigi gruba ait farelerin gilinliik ortalama
yem tiiketim miktarlar1 haftalara goére grup icinde kiyaslandiginda; bazi grup
miktarlar1 arasinda énemli bir degisimin oldugu goriilmistiir (p=0.000). Birinci,
2., 3., 4., 7. ve 8. hafta miktarlarinin 12. hafta miktarina gore daha yiiksek oldugu
goriilmustiir. Ayrica 1., 2., ve 4. hafta yem miktarlarinin da 10. ve 13. hafta

miktarlarindan daha fazla oldugu gozlemlenmistir.

Prebiyotik uygulamasinin oldugu grubun giinliik ortalama yem tiiketim miktarlar1
kendi i¢inde karsilastirildiginda ise ¢esitli gruplar arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir farkin oldugu gézlemlenmistir (p=0.000). Birinci, 2., 3. ve 4. hafta
miktarlarinin 10. hafta miktarina gére daha fazla oldugu gorilmiistiir. Bununla
birlikte 1., 2. ve 3. hafta miktarlarimin 9. hafta miktarindan; 1. ve 2. hafta
miktarlarin da 8. hafta miktarindan daha yiiksek oldugu bulunmustur. Sinbiyotik
uygulamasinin gergeklestirildigi gruba ait farelerin gilinliik ortalama yem tiiketim
miktarlar1 haftalara gore grup icinde kiyaslandiginda ise bazi grup miktarlar
arasinda 6nemli bir farklilik oldugu goriilmustiir (p=0.000). Birinci, 2., 3., 4., 5. ve
7. hafta miktarlarimin 10. hafta miktarina gore daha yiiksek oldugu

gozlemlenmistir.
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Tablo 4.2. Calisma periyodu haftalarindaki giinliik ortalama yem tiiketimi degerlerinin grup i¢i ve gruplar arasi karsilastiritlmasi

INK (n=8) ?PK (n=8) *PRO (n=8) *PRE (n=8) *SIN (n=8)
o Ort 55 MnEAMks i g Mn E/IMks Odgss Mn E/les Orttss MnEAMks Orttss Mn E/les ™ P ™
H1 6,61+ 0,43 6’03’_6; 19 | 646056 5152'_3?29 665+036 | ¢ 1573 19 | 6:92=040 632‘?;52 685%043 | o 129; 45 1,428" 0,245 -
H2 | 637027 e,ofy-&é,w 6,34+0,23 5192'_32'75 6,38+ 0,51 5'92'_2‘;58 6,46+ 0,27 602‘?';91 6,69+ 0,19 632'_72 o7 | 10254" 0,036" 5>3
H3 5,82+0,36 5’33’?‘;31 6,17+0,48 5]33'_22‘90 595049 | o 42 %,oo 6,30+ 0,32 5’72'_2‘;83 688029 | o 43'??23 8,554" 0,000 5>1,2,3
H4 608027 | o 63’?2’ 45 | 612%055 | o 42'?;8 y | 6142053 | o 6;"_93’29 6,12+ 0,32 573‘?255 6385047 | o 1;% 49 4,835° 0,003" 551,2,3,4
H5 6,35+0,34 5’85’_3218 4 | 600£057 | o 42'?;07 572£066 | g 1;"_5;19 5922038 | o 4292 47 | 6492053 5’62'%29 3,107" 0,027 5>3
H6 5,66+ 0,32 52262 0g | 585045 5132'?‘:’3'50 5574058 | o 1;”_32’8 g | 567029 5’2(5)'?2123 6,15+ 0,58 5’28'_1‘;03 7,034" 0,134 -
H7 5,96+ 0,21 5’53?‘;26 616042 | o Gflgg 4 | 591+038 5'52'?2’70 6,05+ 0,28 5’63'?2‘ 45 | 623%055 53323 ” 0,984" 0,429 -
H8 5,68+0,18 5’53’_6‘;98 608048 | o 43'?2‘79 5,81+ 0,82 52;’{‘3’72 5,50+ 0,66 4’33'_52 46 | 601056 5’23'?3‘ 07 6,288" 0,179 -
H9 578030 | o 1;"?;03 576043 | o 13-72,50 5,53+0,71 4‘9;"_32’23 5,47+0,28 5’02"_5;77 573£038 | o 1?‘7238 74717 0,113 -
H10 | 5,66+035 5’02’_72106 5,82+ 0,54 512(5)'_7;79 5254069 |, 6;”?2’85 543+0,39 5,0(5)'_3; 15 | 539%037 4’9(5)'_3‘;97 1,741° 0,163 -
H11 | 544%025 4’93 'flgjz 5,82+0,50 5]32'?2‘68 5,38+0,57 4‘92”_12’71 5,71+0,34 5’2?'?227 5,5240,53 4’78'_3% 19 6,670" 0,154 -
H12 | 543+028 4’9?_3;8 4 | 550£043 | 0332 a | 509068 |, 6;"?;69 571+033 523?222 5,57+ 0,44 5’08'?2‘ 13 2,056" 0,108 -
H13 | 533+0,17 5’0;”_22’59 5,56+ 0,41 4192'?2’32 5,19+0,25 4’83'_1‘;’67 5,75+0,33 5’22'_7230 574046 | o 18‘_7;30 14,168" 0,007" 4,5>3
D 70,458" 58,194 80,010 65,538™ 72,346"
p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PH 1,2,45>11,12,13 1,234,7,8>12,13 1’%2”2;71'23%2 11223§>>; ’ 1’12,'33,21;?'17,20

1,2>8 3,459

Aciklamalar: Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Kisaltmalar:
Minimum Deger, Mks: Maksimum Deger, PH: Post-Hoc Analizler, TD: Test Degeri, YT: Giinliik ortalama yem tiiketimi; INK: Negatif Kontrol, 2pK: Pozitif
Kontrol Grubu; *PRO: Probiyotik Grubu; “PRE: Prebiyotik Grubu; °SiN: Sinbiyotik Grubu. : Tek yénlii varyans analizi, ™: Kruskal-Wallis testi, *: Friedman
testi, ‘p<0.05

H: Hafta, M: Medyan, Mn:
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Birinci, 2., ve 3. hafta miktarlarinin 11. ve 12. hafta miktarlarindan; 3. ve 4. hafta

miktarlarinin da 9. hafta miktarindan daha fazla oldugu saptanmastir.

Mevcut caligmada ilk bir haftalik adaptasyon periyodunun ardindan gelen 8
haftalik hiperkolesterolemi olusturulma periyodu ve akabindeki 4 haftalik
deneysel periyot boyunca gruplardaki farelerin sahip oldugu ortalama viicut
agirhik artiglar, tliketilen toplam yem miktarlari ve yem etkinlik oranlar
karsilastirilmas1 Tablo 4.3° te gosterilmistir. Ayrica calismanin sonunda
sakrifikasyon isleminin ardindan ¢ikarilip tartilan ortalama karaciger agirliklarinin
gruplar arasi kiyaslamasi da ayni tabloda yer almistir. Tablo 4.3.” te de gorildiigi
tizere hiperkolesterolemi olusturma periyodu boyunca ortalama agirlik artisinin en
fazla PK grubunda (3,64 + 3,04 g) goriildiigli saptanmistir. Benzer bicimde bu
periyotta PRO (1,42 + 2,33 g) ve NK (0,77 + 1,76 g) gruplarinin da pozitif yonde
bir agirlik artisina sahip oldugu gosterilmistir. Ancak ayni periyot boyunca SIN (-
0,15 £ 2,89 g) ve PRE (-1,3 £ 1,14 g) gruplarinin ortalama viicut agirlig1 artisi

degerlerinin ise negatif yonde seyrettigi gozlemlenmistir.

Hiperkolesterolemi olusturma periyodu boyunca deney gruplarinin ortalama viicut
agirhigr kazanimlan karsilastirildiginda, PK grubunun viicut agirligi kazaniminin
PRE grubuna kiyasla énemli diizeyde daha yiiksek oldugu (p=0.010); diger tiim
gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik olmadig1 goriilmistiir (p>0.05). Deneysel
periyot boyunca deney gruplarinin ortalama viicut agirhik kazanimlar
kiyaslandiginda ise SIN grubunun viicut agirlik kazanim miktarinin NK grubuna
gore onemli oranda daha diisiik oldugu (p=0.000); ancak diger gruplar arasinda

onemli bir farkliligin olmadig1 saptanmistir.

Hiperkolesterolemi olusturma ve deneysel periyot boyunca tiiketilen toplam yem
miktarlar1 tlim gruplar arasinda karsilastirildiginda ise istatistiksel agidan 6nemli
bir farkliliga rastlanmamistir (p>0.05). Ortalama karaciger agirliklarinin
kiyaslamas1 sonucunda da hic¢bir grup degerinin digerinden 6nemli diizeyde farkli

olmadigi goriilmistiir (p>0.05).

Hiperkolesterolemi olusturma periyodu boyunca saptanan yem etkinlik oraninin
gruplar arasindaki karsilagtirmasinda ise onemli bir fark oldugu saptanmistir

(p=0.002). Pozitif kontrol grubu degerinin hem PRE hem de SIN grubu
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degerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Deneysel periyottaki yem etkinlik
oraninin gruplar arasindaki kiyaslamasinda da istatistiksel agidan anlamli bir farka
rastlanmistir (p=0.001). Negatif kontrol grubu degerlerinin PRE ve SIN grubu

degerlerinden 6nemli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
4.2. Biyokimyasal Bulgular

Mevcut ¢alismadaki gruplarda bulunan farelere ait biyokimyasal parametrelerin
analiz sonuglari, Tablo 4.4’ te verilmistir. S6z konusu tabloda; biyokimyasal
parametre degerleri, tiim gruplar arasinda karsilastirilmis ve hangi parametrelerde

istatistiki agidan ne gibi farkliliklar oldugu belirtilmistir.

Ortalama serum ALB diizeyinin gruplar arasi karsilagtirlmasinda herhangi
anlamli farkliik bulunmamistir. Tim grup diizeylerinin birbirine benzer
degerlerde oldugu ve aralarinda 6nemli bir farkliligin olmadigi gozlemlenmistir
(p=0.198). Ortalama serum ALT ve AST diizeylerinin gruplar arasi kiyaslamasi
da gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol grubunun diger gruplara gore daha yiliksek
AST ve ALT diizeylerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak s6z konusu bu
yiiksekligin ALT (p=0.230) ve AST (p=0.218) diizeylerinde istatistiksel agidan

anlamli bir farkliliga yol agmadig1 saptanmistir.
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Tablo 4.3 Gruplara ait farelerin karaciger agirhgi, viicut agirlik artisi, toplam tiiketilen yem miktari ve yem etkinlik oranlarinin
karsilastirilmast

INK (n=8) PK (n=8) *PRO (n = 8) *PRE (n = 8) *SIN (n=8)
M M M M M D p PH
Ort + Ort: Ort: Ort+: Ort+:
- Mn - Mks s Mn - Mks s Mn - Mks s Mn-Mks s Mn - Mks
1,52 1,54 1,30 1,65 1,64 E
KA 1,5+0,19 115182 1,52+0,11 137166 1,38+0,25 108185 1,62+0,14 141177 1,61+0,18 130-179 2,309 0,077
0,96 3,86 0,84 -1,52 -0,26 H .
HVAA | 0774176 | o5 pgg | 3645304 | (817 90 1,4242,33 (-2,02)-4,99 (-1.3)x1,14 (:2,40)-0,54 -0,15+2,89 (:4,89)-3,95 13,27 0,010" | 2>4
-0,18 -0,32 -1,77 -1,93 -3,43 H "
DVAA | -0,61%1,25 (-3.11)-0,84 (-0,49)x0,6 (-1.24)-0,46 (-1,99)£0,7 (-3.38)-(-1,37) (-2,09)£1,08 (-4,44)(-1,01) -3,9142,65 (-8.25)-(-0,67) 21,13 0,000" | 1>5
336,81 333,72 315,78 329,70 360,58 H
HTYM 333,9£11 311-3435 339,41+23,0 313,94-376,4 328,94+32 309,16-402,9 332,42+15,72 308,32-355,29 357,4421,5 326,88-391 51 9,101 0,059
154,12 153,81 141,57 158,38 157,37 E
DTYM 153,1£5,2 143,04-159 158,86+12,4 146,56-183,6 146,4£15 133,56-181,5 158,21+7,24 146,53-170,87 155,46+9,3 140,49-168,18 1,875 0,137
0,28 1,15 0,27 -0,46 -0,07 E .
HYEO | 0224054 | (,00 0gq | 105084 | 50810 0,39+0,7 (:0,65)-1,27 (-0,39)£0,34 (:0,73)-(-0,16) -0,06+0,78 (-1,35)-1,06 5,388 0,002" | 2>45
-0,11 -0,19 -1,20 -1,18 -2,25 H "
DYEO | 0412083 | 05 g6s | (032039 | a0 | (13906 (:2.45)-(-0.78) (-1,32)£0,67 (:2,72)-(-0.66) -2,53+1,75 (5.60)-(-045) | 1977 0,001 | 1,2>5

Aciklamalar: Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Kisaltmalar: DTYM: Deneysel periyotta toplam
tilketilen yem miktari, DVAA: Deneysel periyottaki ortalama viicut agirlik artisi, DYEO: Deneysel periyottaki yem etkinlik orani, HTYM: Hiperkolesterolemi
olusturma periyodundaki toplam tiiketilen yem miktar1, HVAA: Hiperkolesterolemi olusturma periyodundaki ortalama viicut agirhik artisi, HYEO:
Hiperkolesterolemi olugturma periyodundaki yem etkinlik orani, KA: Karaciger agirliklari ortalamasi, M: Medyan, Mn: Minimum Deger, Mks: Maksimum
Deger, PH: Post-Hoc Analizler, TD: Test Degeri; ‘"NK: Negatif Kontrol, 2PK: Pozitif Kontrol Grubu; *PRO: Probiyotik Grubu; “PRE: Prebiyotik Grubu; *SiN:

Sinbiyotik Grubu. F: Tek yonlii varyans analizi, ™: Kruskal-Wallis testi, p<0.05.
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Tablo 4.4 Deney hayvanlarina ait biyokimyasal parametre degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

INK (n = 8) °PK (n=8) *PRO (n = 8) *PRE (n = 8) °SIN (n = 8)

BP M M M M M ™ P PH

Ort + 58 Mn-Mks it - 55 Mn-Mks i Mn-Mks Ort £ Mn-Mks Ort+5s Mn-Mks
g'/‘I_B) 30,6 +2,1 26’35?'373'2 30,7+ 1,0 29’%1_‘3111 A 294423 25’21?‘3721 b 289425 ) 4,239-591,0 29,5+1,5 27’27?‘3?11 4 | 1597 | 0198 -
’(?J'/‘LT) 435+149 32’367_'792'3 58,1+ 18,1 36’5;59‘0 52,7+12,7 41’50?’706]6 60.9+11,9 47?’7‘7’7'8 551+ 14,6 30'5;;37‘4 5,610 0,230 -
'(Au?:) 63,5+ 13,1 46(?2122'1 87,6 22,9 59’{73?1’26’5 73,24 24,1 57‘?_21‘53‘7 74,1+ 19,4 56‘3?1%2‘8 73,5+ 26,9 53;?1‘26‘8 5755" | 0,218 -
2:; )y | 1289+216 1131’3_21’38’0 237,9+31,2 2032’(2)?2’3 a0 | 2060329 | 462’3_62’27’0 226,3 £31,1 179215_22'2610 189,9+18,1 152_12’88 18,67° | 0,000 2,345>1;2>5
(GmL;/ gy | 1435316 1031’3_71’31’0 2264+47,6 1572’(232’8 40 | 187:3%383 1381’3?2’25’0 144,6 27,3 1021’3_31’83’0 152,3+27,6 11;‘1’82 16,63" | 0,002° 2>145
?lj/sml) 189,4+59,6 73’109_3’712’2 1013£189 | 4’2_51@1’ 1 86,1+ 11,4 70’2_31'3212 67,5+8,7 53,?2320,9 50,0 £15,1 35’429_’7191 4 | 2788" | 0,000° 1,2>5; 1>4
(Hm%'/‘ dy | 1019129 75,121’157,1 17264157 | . 11’(7)_11’37’3 14514357 | 1;‘{?54’5 132,14 20,3 1001:_31’20’ 4 | 12442147 10;?56:342 11,51 | 0,000" 2>145
'(‘n?g'; d) 12,8 +4,4 82121 4 78,6 % 16,8 53%?'561 1 72,1+ 13,3 487’21382 78,4 +9,0 6821_;329’6 21145 | 4’775_;915 19,63" | 0,001 234,551
(TangG/ dy | 24840 21’2031'391'0 59,3+ 14,6 4021_50’0 32,9487 16’%2_;153’ 0 31,9+174 15’20?&'0 34,1+138 2217_£1 16,24" | 0,003 2>14
VLT srina | 55 | saeas | odho | sseis | gone | eaas | gim | eseas | Lok, | 2es | oo .

Aciklamalar: Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Kisaltmalar: ALT: Alanin Aminotransferaz,
AST: Aspartat Aminotransferaz, BP: Biyokimyasal Parametreler, GLI: Glikoz, HDL: HDL-Kolesterol, INS: insiilin, LDL: LDL-Kolesterol, TK: Total
Kolesterol, TRG: Trigliserit, VLDL: VLDL-Kolesterol, M: Medyan, Mn: Minimum Deger, Mks: Maksimum Deger, PH: Post-Hoc Analizler, TD: Test Degeri;
INK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol Grubu; *PRO: Probiyotik Grubu; *“PRE: Prebiyotik Grubu; *SIN: Sinbiyotik Grubu. ©: Tek yénlii varyans analizi,

H: Kruskal-Wallis testi, “p<0.05.
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Bu calismada PK, PRO, PRE ve SIN gruplarindaki farelere 12 hafta boyunca
YYYK yem tiikettirilerek diyet araciligiyla hiperkolesterolemi tablosu
olusturulmaya c¢alisilmistir. Serum TK diizeyleri incelendiginde ise bu amaca
ulasildigr sonucuna varilmistir. Ciinkii YYYK yemlerle beslenen PK, PRO, PRE
ve SIN gruplarmin tiimiiniin ortalama serum TK diizeylerinin standart yem
oOrtintiisiine sahip yemle beslenen NK grubuna kiyasla anlamli olarak daha yiiksek
oldugu goriilmistiir (p=0.000). Boylece yem tiiketimi araciligr ile
hiperkolesterolemi  tablosunun  olusturuldugu  saptanmistir.  Sinbiyotik
uygulamasinin gerceklestirildigi grubun ortalama serum TK diizeyinin PK
grubundan anlamli 6lglide daha diisiik oldugu saptanmistir (p=0.000). Probiyotik
ve prebiyotik uygulamalarinin gergeklestirildigi gruplarda ise ortalama serum TK
diizeylerinin PK grubunun sahip oldugu diizeyden daha diisiik oldugu fakat bu

diisiikligiin istatistiksel agidan anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0.05).

Gruplar ortalama serum glikoz diizeyleri agisindan kiyaslandiginda ise standart
yem Orilintiisiiyle beslenen NK grubunun en diisiik degere sahip oldugu
goriilmistiir. Pozitif kontrol ve PRO grubuna ait fareler, basit karbonhidrat
kaynagi siikroz olan YY YK yemlerle beslenmis ve bu iki grubun sirasiyla 226,4 +
47,6 mg/dl ve 187,3 + 38,3 mg/dl degerlerinde serum glikoza sahip olduklar
belirlenmistir. Basit karbonhidrat kaynagi olarak d-tagatozun kullanildigr YYYK
yemlerle beslenen PRE ve SIN gruplarmin ortalama serum glikoz diizeylerinin ise
sirasiyla 144,6 + 27,3 mg/dl ve 152,3 + 27,6 mg/dl oldugu gosterilmistir. Negatif
kontrol, PRE ve SIN gruplarmin ortalama serum glikozlarmin da PK grubundan
anlamli sekilde daha disiik oldugu saptanmistir (p=0.002). Probiyotik
uygulamasinin gergeklestirildigi grup ile PK grubu arasinda s6z konusu deger

acisindan ise onemli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).

Serum ortalama insiilini gruplar arasinda kiyaslandiginda; en yiiksek diizeye NK
grubunun (189,4 = 59,6 U/ml) sahip oldugu bulunmustur. Basit karbonhidrat
kaynag olarak d-tagatozun kullamldigi YYYK yemlerle beslenen PRE ve SIN
gruplarinin ortalama serum insiilin diizeylerinin ise sirastyla 67,5 + 8,7 U/ml ve
50,0 £ 15,1 U/ml oldugu gosterilmistir. Negatif kontrol grubu disinda basit
karbonhidrat kaynagi siikroz olan YYYK yemlerle beslenen PK ve PRO

gruplarinin serum ortalama insiilinleri sirasiyla 101,3 £ 18,9 U/ml ve 86,1 + 11,4
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U/ml olarak saptanmistir. Negatif kontrol ve PK gruplarinin serum ortalama
insiilinlerinin SIN grubu insiilininden &nemli oranda daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir  (p=0.000). D-tagatozun basit karbonhidrat kaynagi olarak
kullanildigr PRE grubu serum ortalama insiilinin ise NK grubundan daha diisiik

oldugu saptanmistir (p=0.000).

Gruplar ortalama HDL-K diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda ise en diisiik
degere NK grubunun (101,9 + 12,9 mg/dl) sahip oldugu goriilmiistiir. S6z konusu
degeri NK grubunun ardindan en diisiik miktarda igeren diger grup ise SIN grubu
(124,4 + 14,7 mg/dl) olarak belirlenmistir. Bu gruplarin ardindan ortalama serum
HDL-K diizeylerinin sirastyla PRE ve PRO gruplarinda da 132,1 + 20,3 mg/dl ve
145,1 £ 35,7 mg/dl oldugu; tiim gruplar iginde en yiiksek degere ise PK grubunun
(172,6 = 15,7 mg/dl) sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte NK, PRE ve
SIN gruplarinin serum ortalama HDL-K diizeylerinin PK grubuna kiyasla anlaml
Olclide daha diisiik oldugu gosterilmistir (p=0.000). Probiyotik uygulamasinin
gerceklestirildigi grup ile PK grubu arasinda ise HDL-K diizeyleri agisindan
anlamli bir farklilik olmadigi saptanmustir (p>0.05).

Serum ortalama LDL-K diizeyleri gruplar arasinda kiyaslandiginda ise en diisiik
degerin NK grubunda (12,8 &+ 4,4 mg/dl) oldugu goriilmiistiir. Diger tiim gruplarin
serum ortalama LDL-K diizeylerinin ise NK grubundan fazla oldugu bulunmustur
(p=0.001). Ancak PK, PRO, PRE ve SIN gruplar1 arasinda LDL-K agisindan
onemli bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

Tim gruplarin serum ortalama TG diizeylerine bakildiginda; PK grubunun (59,3 +
14,6 mg/dl) en yiikksek TG diizeyine sahip oldugu gozlemlenmistir. S6z konusu
TG diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda ise NK ve PRE grubu
diizeylerinin PK grubu diizeyinden istatistiksel olarak anlamli olarak daha diisiik
oldugu goriilmiistiir (p=0.001). Ancak diger gruplar olan PRO ve SIN gruplariyla
PK grubu arasinda TG agisindan onemli bir farkliliga rastlanmamistir (p>0.05).
Serum ortalama VLDL-K diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda ise
herhangi iki grup degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1

gozlemlenmistir (p=0.074).
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4.3. Histolojik Analiz Bulgular:

4.3.1. Hepatosit Dejenerasyonu, Mikrovezikiiler Steatozis ve Inflamatuar

Hiicre infiltrasyonuna Ait Histolojik Analiz Bulgulari

Negatif kontrol grubuna ait farelerden alinan karaciger doku kesitlerine HE
boyama islemi uygulanmis ve karacigerlerin yapisal olarak normal histolojik
goriinlime sahip oldugu saptanmistir. S6z konusu bu normal histolojik goriiniim;
klasik lobiil olarak siniflandirilan, merkezde bir vena centralisin yer aldigi ve
buradan perifere dogru uzanan i1sinsal hepatosit hiicre kordonlari ile ¢evresindeki
siniizoidlerin diizenli olarak uzanmasi seklinde gézlemlenmistir. Bu goriiniimiin
icinde hepatositlerin  eozinofilik  sitoplazmalar1 ile  yuvarlak merkezi
cekirdeklerinin kolayca ayirt edildigi goriilmiistiir. Ayrica klasik lobiil periferinde
yer alan portal alanlar i¢indeki kanal, arter ve ven yapilarinin da rahatlikla tespit
edilebildigi belirlenmistir. Son olarak NK grubuna ait doku kesitlerinde herhangi

bir dejenerasyona ve inflamatuar hiicre infiltrasyonuna da rastlanmamustir.

Yiiksek yagli yiiksek kolesterollii yemle beslenen PK grubuna ait karaciger
kesitlerinin baz1 alanlarinda hepatosit hiicre 1sinsal diziliminde ¢esitli
disorganizasyonlarin oldugu ve hepatositlerin yapisal 6zelliklerini kaybederek
dejenere hale geldigi gozlemlenmistir. Ayrica dejenere haldeki hepatosit hiicre
cekirdeklerinde renk degisikliklerinin oldugu ve sitoplazmalarinin ise daha
eozinofilik boyandig tespit edilmistir. Bu gruba ait kesitlerde birgok hepatositin
hiicre sitoplazmasinda mikrovezikiiler steatozise de rastlanmistir. Bununla birlikte
hepatosit hiicre kordon yapisinin bozulmasma paralel bir sekilde siniizoid
yapisinin da bozuldugu goriilmiistiir. Son olarak PK grubuna ait karaciger doku
kesitlerinin baz1 alanlarinda inflamatuar hiicre infiltrasyonlarinin olustugu
saptanmistir.  Pozitif kontrol grubunda NK grubuna kiyasla hepatosit
dejenerasyonu, mikrovezikiiler steatozis ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunda da

artis oldugu belirlenmistir.

Probiyotik uygulamasinin gergeklestirildigi grubun karaciger doku kesitleri
yapisal olarak incelendiginde; hepatosit hiicre kordonlarinin PK grubuna kiyasla
daha diizenli bir goriinlime sahip oldugu goriilmiistiir. Dahast bu gruptaki

hepatosit hiicre dejenerasyonun da PK grubuna kiyasla azaldigi fakat bu
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azalmanin istatistiksel agidan anlamli bir fark olusturmadig: saptanmistir. Benzer
sekilde PRO grubunda mikrovezikiiler steatozisin de PK grubuna kiyasla azaldig:
tespit edilmistir. Inflamatuar hiicre infiltrasyonunun ise PRO grubunda oldukca
nadir diizeyde oldugu gozlemlenmistir.

Prebiyotik uygulamasiin gergeklestirildigi grup PK grubuyla kiyaslandiginda ise
karaciger doku kesitlerine ait hepatosit hiicre kordonlarinin genel olarak diizenli
oldugu ve dejenerasyonun daha az oldugu belirlenmistir. Hepatositlerin hiicre
sitoplazmasinda meydana gelen mikrovezikiiler steatozisin ise PK grubuna kiyasla
olduke¢a azaldig1 da saptanan diger bir bulgudur. Ayrica PRE grubunun karaciger
kesitlerindeki  inflamatuar  hiicre infiltrasyonlarmin ise PK  grubuyla
karsilastirildiginda oldukca nadir diizeyde oldugu bulunmustur.

Sinbiyotik uygulamasinin gerceklestirildigi grubun karaciger kesitleri PK
grubuyla karsilagtirildiginda ise hepatosit dejenerasyonunun azaldigr goriilmiistiir.
Ayrica SIN grubundaki mikrovezikiiler steatozis degerlerinin de PK grubuna
kiyasla azaldig1 gdzlemlenmistir. Son olarak SIN grubuna ait inflamatuar hiicre
infiltrasyonunun da PK grubu ile karsilastirildiginda daha diisiik bir seviyede
oldugu gosterilmistir.

Tim deney gruplarinin karaciger doku kesitlerine ait hepatosit hiicre
dejenerasyonu, mikrovezikiiler steatozis ve inflamatuar hiicre infiltrasyonuna ait
skorlamanin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.5 te verilmistir. Karaciger HE
ve PAS boyamasina ait goriintiiler ise sirasiyla Resim 4.1 ve Resim 4.2 ile

gosterilmistir.

Tablo 4.5. Karaciger doku kesitlerine ait skorlama sonuglari

NK (n=8) ’PK (n = 8) *PRO (n=8) *PRE (n =8) °SiN (n = 8) p
Hepatosit 0,12 035 140,53 0,62+ 0,51 0,5 +0,53%® 0,37+0,51®  0,0189
dejenerasyonu
Mikrovezikiiler 0+0° 1,87 % 0,64° 0,87 % 0,64° 0,62 0,51 0,37+0,51  0,0001
steatozis
inflamatuar
hiicre 0+0? 0,75+ 0,70° 0,5+0,53%® 0,37+0,51%® 0,25+0,46®  0,0630

infiltrasyonu

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. p <0.05 anlamli kabul edilmistir. Aym
harfi (a, b ve c¢) iceren gruplar arasinda anlamli fark bulunmaz. Kisaltmalar: NK: Negatif
Kontrol, *PK: Pozitif Kontrol Grubu; *PRO: Probiyotik Grubu; “PRE: Prebiyotik Grubu; *SiN:

Sinbiyotik Grubu.
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4.3.2. Karaciger Dokusuna Ait IL-6 immiinoreaktivitesi Bulgular

Tim gruplarin karaciger dokularina ait kesitlerde IL-6 immunoreaktivitesi
belirlenmigtir. Elde edilen veriler normal dagilim gostermedigi icin istatistiksel
olarak Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Verilere ait sonuglar ise median
(minimum-maksimum) degerleri olarak Tablo 4.6’ da gosterilmistir. Karaciger
doku kesitlerinin hepatosit hiicre sitoplazmasinda IL-6 immunoreaktivitesinin

pozitif reaksiyonlar gosterdigi belirlenmistir.

Pozitif kontrol grubunun IL-6 immunoreaktivitesinde NK grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlemlenmistir. Probiyotik, prebiyotik ve
sinbiyotik uygulamasiin gergeklestirildigi gruplar ile NK grubunun IL-6
immunoreaktivitesi arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamustir.

Probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik uygulamasinin gerceklestirildigi gruplarin IL-
6 immunoreaktivitesinin ise PK grubuna gore 6nemli diizeyde daha diisiik oldugu
goriilmiistir. Ancak PRO, PRE ve SIN gruplart kendi arasinda
degerlendirildiginde ise bazi sayisal farkliliklar gbzlenmis olmasina ragmen
istatistiksel acidan herhangi bir anlamli farklilik olugmadigi saptanmustir.
Gruplarin karaciger kesitlerine ait IL-6 immunoreaktivite goriintiileri ise Resim

4.3 ile verilmistir.
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Resim 4.1 Tim gruplara ait karaciger dokularmin HE ile boyama islemi.
Aciklamalar: Hepatosit dejenerasyonu sari ok, mikrovezikiiler steatozis siyah ok, hiicre
infiltrasyonu kirmizi ok ve bozulmus sintizoidler ise yildiz isaretiyle gosterilmistir. A) NK grubu,
B) PK grubu, C) PRO grubu, D) PRE grubu, E) SIN grubu. Skala bar 100 um. Kisaltmalar: VS:
vena sentralis, PA: portal alan, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, PRO: Probiyotik,
PRE: Prebiyotik, SIN: Sinbiyotik grubu.

Resim 4.2 Tim gruplara ait karaciger dokularinin PAS ile boyama islemi.
Aciklamalar: PAS (+) alanlar, siyah oklarla gosterilmistir. A) NK grubu, B) PK grubu, C) PRO
grubu, D) PRE grubu, E) SIN grubu. Skala bar 100 um. Kisaltmalar: NK: Negatif Kontrol, PK:
Pozitif Kontrol, PRO: Probiyotik, PRE: Prebiyotik, SIN: Sinbiyotik grubu.
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Tablo 4.6. Gruplarin karaciger dokusu kesitlerine ait IL-6 immunoreaktivitesi
sonuglari

INK (n = 8) ’PK (n = 8) *PRO (N = 8) *PRE (N = 8) 5SiN (n=18) p
IL-6
MG 86,15 89.70 87,31 86,92 86,98 0.0001
reakt (75,87-112,50)*  (76.89-11552)°  (75,44-106,62)*  (74,01-117,90)*  (75,96-124,44)* '

Veriler £ median (minimum-maximum) olarak gosterilmistir. p <0.05 anlamli kabul edilmistir.
Ayni harfi (a, b ve c) igeren gruplar arasinda anlamh fark bulunmamistir. Kisaltmalar: ‘NK:
Negatif Kontrol, 2PK: Pozitif Kontrol Grubu; *PRO: Probiyotik Grubu; “PRE: Prebiyotik Grubu;
*SIN: Sinbiyotik Grubu.

PN WEE Lt o i AR

Resim 4.3 Gruplarin karaciger doku Kesitleri IL-6 immunoreaktivitesi sonuglar.
Aciklamalar: Siyah oklar IL-6 immunoreaktivitesine ait alanlar1 gostermistir. A) NK grubu, B)
PK grubu, C) PRO grubu, D) PRE grubu, E) SIN grubu. Skala bar 100 um. Kisaltmalar: NK:
Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, PRO: Probiyotik, PRE: Prebiyotik, SIN: Sinbiyotik

4.4. Bagirsak Mikrobiyotasina iliskin Bulgular

Mevcut calismada grup i¢i mikrobiyal tiir cesitlilik ve zenginliginin
degerlenmesinde alfa gesitlilik indekslerinden olan Chaol, Shannon Diversity ve
Inverse-Simpson Diversity indeksleri kullanilmistir. Bu indekslere ait kutu

grafikleri ise sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 ile gosterilmistir.

Sekil 4.1° de NK, PK, PRO, PRE ve SIN gruplarina ait Chaol kutu grafigi
verilmistir. Negatif kontrol grubunun bakteriyel tiir zenginliginin PRE (p=0.000)
ve SIN (p=0.000) gruplarindan anlamli Slciide daha yiiksek oldugu; ancak PK
(p=0.06) ve PRO (p=0.741) gruplar1 ile NK grubu arasinda ise 6nemli bir farklilik

bulunmadigi saptanmugtir.
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Sekil 4.2° de NK, PK, PRO, PRE ve SIN gruplarina ait Shannon Diversity indeks
kutu grafigi verilmistir. Bu grafikte NK grubuna ait bakteriyel tiir ¢esitliliginin PK
(p=0.000), PRE (p=0.000) ve SIN (p=0.000) gruplarindan anlamli derecede daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.1 Chaol indeks kutu grafigi.

Aciklamalar: Ayni harfi iceren (a,b ve c) gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaistir.
Gruplar arast karsilastirmalarda Kruskal-Wallis H testi kullanilmis ve istatistiksel anlamlilik degeri
p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Fakat bakteriyel tiir ¢esitliligi acisindan buna benzer bir iliskiye NK ile PRO
gruplari arasinda rastlanmamistir (p=0.008).
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Sekil 4.2. Shannon Diversity indeks kutu grafigi.

Aciklamalar: Ayni harfi igeren (a,b ve c) iceren gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamigtir. Gruplar arasi1 kargilastirmalarda One-Way Anova (Tek Yonli Varyans Analizi)
testi kullanilmig ve varyanslarin homojenliginin saglandigi durumda Tukey testi; varyanslarin
homojenliginin saglanamadig1 durumda ise Tamhane’s testi kullamlmistir. Istatistiksel anlamlilik
degeri p<0.005 olarak kabul edilmistir.

Sekil 4.3’ te tiim gruplara ait Inverse-Simpson Diversity indeks kutu grafigi
verilmistir. Bu grafikte NK grubuna ait tiir gesitliliginin, PRE (p=0.008) ve SIN
(p=0.001) gruplarindan 6nemli diizeyde daha fazla oldugu goériilmistiir. Ancak
bakteriyel tiir ¢esitliligi acisindan bu tipte bir iligki; NK - PK (p=0.691) ve NK -
PRO (p=1.000) gruplar1 arasinda goriilmemistir.
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Sekil 4.3 Inverse-Simpson Diversity indeks kutu grafigi.

Aciklamalar: Ayni harfi igeren (a,b ve c) iceren gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal-Wallis H testi kullanilmis ve istatistiksel
anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Bray-Curtis benzesmezlik indeksi ve Agirlikli Unifrac mesafelerine ait NMDS ve
“Stress Plot” grafikleri sirasiyla Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 ile Bray-Curtis indeksi ve
Agirlikli Unifrac mesafesine ait PCoA grafikleri gosterilmistir. Sekil 4.4” te Bray-
Curtis benzesmezlik indeksine ait NMDS ve Stress Plot grafikleri verilmistir.

Sekil 4.4’ e ait Stress Plot grafigi incelendiginde; Non-metric fit, R? = 0.977
degerinin 1 degerine oldukca yakin bir say1 oldugu goriilmiistiir. Buradan yola
cikilarak calismadaki deney gruplarinin mikrobiyal farkliliklart ortaya ¢ikarma
agisindan dogru kurgulandigi saptanmistir. Diger yandan Bray-Curtis indeksini
iceren NMDS grafigine bakildiginda ise PK grubunun NK (p=0.003), PRO
(p=0.001), PRE (p=0.001) ve SIN (p=0.001) gruplarindan bakteriyel tiir
bakimindan hem cesitlilik hem de bolluk diizeyi olarak net sekilde ayristig
goriilmiistiir. Bray-Curtis indeksi ve Agirlikli Unifrac mesafesine ait NMDS
grafiklerinin degerlendirilmesi permiitasyonel c¢ok degiskenli varyans analizi
(ADONIS) araciligiyla gergeklestirilmistir. S6z konusu ADONIS analizinde
gruplarin mikrobiyal farkliliklarini ortaya koyabilmek icin NK, PRO, PRE ve SIN

gruplari; hiperkolesterolemik modelin olusturuldugu PK grubuyla kiyaslanmistir.
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Bu ikili grup karsilastirmalarinin yapildigit ADONIS analizi Tablo 4.7 ile

gosterilmistir.

Sekil 4.5’ te ise Agirlikli Unifrac mesafesine ait Stress Plot ve NMDS grafikleri
bulunmaktadir. Stress Plot grafigine bakildiginda; gruplar arasi mikrobiyal
degisimlerin saglikli bir sekilde yorumlanabilmesine imkan veren grup

dizaynlarinin dogru bigimde olusturuldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4 Bray-Curtis benzesmezlik indeksine ait Stress Plot (a) ve NMDS (b) grafikleri
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Tablo 4.7. Permiitasyonel ¢ok degiskenli varyans analizi (ADONIS) sonuglari

Grup °Df  'SumOfSgs *R2 °F %pr(>F)
Karsilastirmalari

INK - 2PK 1 1.52 0.2771 5.366 0.003™
*PRO - ?PK 2 2.30 0.29219 4.335 0.001™"
*PRE - ?PK 2 2.92 0.3301 5.174 0.001™"
SIN - 2PK 2 3.08 0.33827 5.368 0.001™"

Agiklamalar: 'NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol Grubu; *PRO: Probiyotik Grubu;
*PRE: Prebiyotik Grubu; *SIN: Sinbiyotik Grubu, °Df: Serbestlik derecesi, 'SumOfSqgs: Sirali
kareler toplamu, ®R2: Etki biiyiikliigii, °F: F Testi degeri, *°Pr(>F): F Testi istatsitiksel anlamlilik
degeri; ***p <0.001, **p <0.01, *p <0.05; p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

Tablo 4.7°deki ADONIS analizi sonuglar1 incelendiginde ise PK grubunun NK
(p=0.003), PRO (p=0.001), PRE (p=0.001) ve SIN (p=0.001) gruplarindan net
bicimde ayristigi yani bazi taksonomik oOgeler acisindan Onemli farkliliklar
icerdigi saptanmistir. Bray-Curtis indeksi ve Agirlikli Unifrac mesafesine ait
PCoA grafikleri ¢oklu permiitasyon testi (MRPP) araciligiyla degerlendirilmistir.
Bu MRPP analizinde gruplarin mikrobiyal farkliliklarini ortaya ¢ikarmak icin NK,
PRO, PRE ve SIN gruplari; hiperkolesterolemik modelin olusturuldugu PK
grubuyla karsilagtirillmistir. Bray-Curtis indeksi ve Agirlikli Unifrac mesafesine
ait PCoA grafiginde ise PK grubunun NK (p=0.001), PRO (p=0.001), PRE
(p=0.001) ve SIN (p=0.001) gruplarindan tiir bakimmndan hem cesitlilik hem de
bolluk diizeyi olarak ayristigi goriilmistir. Bu ikili grup kiyaslamalarinin

yapildigt MRPP analizi ise Tablo 4.8 ile verilmistir.

Tablo 4.8. Gruplarin ¢oklu permiitasyon testi (MRPP) karsilagtirma sonuglari

ikili Grup Kars. °A "Observ. Delta  ®Expect. Delta ®Significance
NK - ?PK 0.1549 2.03E+03 2.40E+03 0.001""
*PRO - ?PK 0.1541 1.97E+03 2.33E+03 0.001""
*PRE - ?PK 0.1544 2.02E+03 2.39E+03 0.001""
°SIN - ?PK 0.1562 2.23E+03 2.64E+03 0.001™"

Aciklamalar: 'NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol Grubu; PRO: Probiyotik Grubu;
*PRE: Prebiyotik Grubu; °SiN: Sinbiyotik Grubu, °®A: Grup kimligi tarafindan belirlenen
mesafelere ait oranlarin tesadiif faktoriine bagh olarak diizeltilmis bir tahmini, ‘Observed Delta:
Grup ortalamalar arasindaki mesafelerin genel agirlikli ortalamasi, 8EXpected Delta: Grup
yapisinin olmadigi yokluk hipotezi varsayiminda gruplar arasindaki ger¢ek mesafe farkliliklarinin
ortalamasi, °Significance: Istatistiksel anlamhlik degeri; ***p <0.001, **p <0.01, *p <0.05; p
<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Mevcut caligmada bakteriler 6zelindeki bu inceleme, en tepedeki taksonomik
bilesen olan filum ile alttaki taksonomik bilesenlerden olan cinsi igerecek sekilde
gerceklestirilmistir. Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de ise bes ayri grubun bagirsak
mikrobiyotasina ait olan filum ve cinslerin bolluk diizeyleri karsilastirilmistir. Bu
karsgilagtirmalar Taksonomik Siitun Grafikleri (Taxa Bar Plots) kullanilarak
gerceklestirilmistir. S6z konusu grafiklerde, her bir taksonomik 6ge; bolluk
diizeyine gore degisen alanlar1 kapsayan sekilde gorsellestirilmistir. Taksonomik
siitun grafiklerinde; her bir taksonomik 6genin en yiiksek oranda barindirdig: alt
bilesenler verilmistir. Bununla birlikte ayn1 alt bilesenlerin ayni renkle gosterimi

saglanarak gruplar arasi karsilagtirma yapilmasina imkan saglanmaistir.

Sekil 4.6. ile NK, PK, PRO, PRE ve SIN gruplarinda bulunan farelerin bagirsak
mikrobiyota Oriintiisiindeki filumlar, bolluk diizeylerine gdre kiyaslanmistir. Bu
taksonomik siitun grafiginde tiim gruplar i¢inde en fazla miktarda yer alan
filumlarin sirasiyla Bacillota, Pseudomonadota, Bacteroidota, VVerrucomicrobiota
ve Deferribacteres oldugu goriilmiistiir. Bu filumlarin disinda yer alan taksonomik

Ogeler ise digerleri (others) olarak nitelendirilmistir.
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Sekil 4.6. Gruplarin filum diizeyinde bolluk derecelerini gosteren Taksonomik Siitun Grafigi (Taxa Bar Plot)
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Sekil 4.7. Gruplarin cins diizeyinde bolluk derecelerini gosteren Taksonomik Siitun Grafigi (Taxa Bar Plot)
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Gruplar arasinda Bacillota filum diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik
bulunmadigi saptanmistir (p>0.05). Pseudomonadota filumunun en yiiksek oranda
goriildiigii iki grup sirasiyla PK (%27.37) ve PRO (%31.23) gruplar1 olarak
bulunmustur. Bu filumu en diisiik oranda igeren NK (%4.15) ve SIN (%3.05)
gruplart ile PK ve PRO gruplar1 arasinda 6nemli fark oldugu belirlenmistir (p =
0.000). Tim gruplar icinde en bol bulunan iiclincii siradaki filum olan
Bacteroidota’ y1 en yliksek miktarda iceren grup ise NK (%53.25) olarak
saptanmis; en diisiik miktarda iceren iki grubun ise sirastyla PRO (%19.07) ve PK
(%20.77) gruplart oldugu gézlemlenmistir. Negatif kontrol grubu ile PRO ve PK
gruplar1 arasinda Bacteroidota diizeyleri agisindan anlamli farkliliga rastlanmistir
(p=0.006). Verrucomicrobiota ve Deferribacteres filumlari gruplar arasinda

karsilastirildiginda ise istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05).

Bakteri cinslerinin goreceli bolluk diizeylerinin gruplara goére dagilimlarini
gosteren Taksonomik Siitun Grafigi ise Sekil 4.7°de verilmistir. Coprococcus
cinsine en diisiik yiizdede sahip olan gruplarin PK ve PRO gruplart oldugu
goriilmiistiir. Ancak PRE ve SIN gruplarinda bu bakteri cinsinin PK ve PRO
gruplarina kiyasla Oonemli oranda artis gosterdigi gozlemlenmistir (p=0.001).
Prevotella cinsi bakterilerin ise NK grubunda o6nemli diizeyde bulundugu
saptanmis ancak PK grubu disindaki diger tiim gruplardaki yiizdelerinin NK
grubuna gore anlaml diizeyde daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p=0.000).
Helicobacter cinsi bakteriler agisindan ise SIN ile PRO gruplari arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir farkliliga rastlanmistir (p=0.008).

Parabacteroides’ in bulunma yiizdeleri gruplar arasinda incelendiginde ise PRE
grubunun PK ve NK grubuna kiyasla anlamli dl¢lide daha ytiksek degerlere sahip
oldugu gosterilmistir (p=0.000). Eubacterium cinsi NK, PK ve PRO gruplarinda
diisiik oranlarda goriilmiis ancak 6zellikle de SIN grubundaki miktarin bu gruplara
kiyasla onemli artig gosterdigi saptanmistir (p=0.003). Oscillospira’ nin ise en
yiiksek oranda PRO ve PK gruplarinda yer aldig1 ancak PRE ve SIN gruplarinda

ise diizeylerinin ciddi anlamda diistiigii belirlenmistir (p=0.000).

Clostridium’ un en yiiksek oranda PK grubunda goriildiigii ancak PRE ve SIN

gruplarinda bu cins bakterilerin PK grubuna kiyasla dnemli seviyede diistiigi
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gozlemlenmistir (p=0.032). Odoribacter ise en yiiksek oranda NK grubunda
bulunmus; PRE ve SIN gruplarinda ise NK grubuna gore anlamli diizeyde daha
diisiik oldugu tespit edilmistir (p=0.000). Enterococcus’ un en diisiik oranda PRO
grubunda gériildiigii; yalmzca SIN grubunda PRO grubuna kiyasla artis gdsterdigi
bulunmustur (p=0.009). Ruminococcus cinsine ise en yiiksek diizeyde PRO
grubunda rastlanmis ancak PRE ve SIN gruplarinda bu bakteri cinsinin dnemli
oranda azaldigi goriilmistir (p=0.000). Roseburia’ nin en diisik miktarda
bulundugu grubun PRE oldugu belirlenmis 6te yandan PRO grubunda ise bu
bakteri cinsinin PRE grubuna kiyasla Onemli miktarda arttifi saptanmistir
(p=0.026). Lactobacillus cinsine ait bakterilere ise en yiiksek oranda NK
grubunda rastlanmis; s6z konusu bakteri cinsi diizeylerinin PK, PRE ve SIN
gruplarinda ise NK grubuna gore 6nemli oranda diistiigii gosterilmistir (p=0.001).
Streptococcus cinsinin ise en diisiik oranda NK en yiiksek oranda da PK grubunda
oldugu bulunmustur (p=0.002).

Probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalari sonucu farelerin bagirsak
mikrobiyota Oriintiilerindeki baskin taksonomik {initelere ait goreceli bolluk

yiizdelerinin nasil degistigi ise sirasiyla Tablo 4.9 ve Tablo 4.10°da verilmistir.
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Tablo 4.9. Farelerin bagirsak mikrobiyotalarindaki baskin taksonomik tinitelere

ait bolluk yiizdelerinin~ Kruskal-Wallis testiyle

hesaplanmasi

. NK (n=8) PK (n = 8) *PRO (n = 8) *PRE (n = 8) °SIN (n = 8)
Filum Ort. Ort. Ort. Ort. Ort. SEM P
Bacteroidota 53,25% 20,77° 19,07° 26,78%° 24,7730 2,77 0,006"
Pseudomonadota 4,15° 27,37° 31,23° 9,70°P 3,05° 2,57 0,000"
Verrucomicrobiota 0,15° 9,98° 5,81° 6,15° 9,40° 2,02 0,191
Deferribacteres 0,327 0,672 2,547 6,687 1,028 1,19 0,087
Simf
Deltaproteobacteria 1,45°P 25,13° 25,09° 2,23° 0,01° 2,42 0,000
Bacteroidia 53,007 20,43°¢ 18,66°° 26,77%P 24,77%° 2,78 0,005
Verrucomicrobiae 0,15° 10,02° 5,87° 6,15° 9,40° 2,02 0,191
Deferribacteres 0,32° 0,68% 2,55% 6,64% 1,022 1,18 0,088
Epsilonproteobacteria 2,43 2,242 6,26% 3,16% 1,442 0,60 0,128
Bacilli 2,47%¢ 2,65%¢ 0,74%P 5,69%¢ 4,20° 0,56 0,035
Erysipelotrichi 0,25° 3,60°¢ 0,68°¢ 2,65°P 1,99°¢ 0,49 0,010
Gammaproteobacteria 0,23%P 0,172P 0,04° 430° 1,50%P 0,38 0,007
Takim
Desulfovibrionales 1,45%P 25,132 25,072 2,23° 0,01° 2,42 0,000
Bacteroidales 53,01° 20,43P¢ 18,66°° 26,77°P 24,77%¢ 2,78 0,005
Verrucomicrobiales 0,15% 10,022 5,87% 6,15% 9,40% 2,03 0,191
Deferribacterales 0,32° 0,68° 2,55° 6,67° 1,028 1,19 0,088
Campylobacterales 2,43° 2,242 6,26° 3,16° 1,44% 0,60 0,128
Lactobacillales 2,27%¢ 2,60%¢ 0,74%0 5,64%¢ 4,20° 0,55 0,034"
Erysipelotrichales 0,25 3,60°¢ 0,68°¢ 2,65°° 1,99°¢ 0,49 0,010
Enterobacteriales 0,23%P 0,17%P 0,02° 3,23° 1,35%P 0,33 0,030
Aile
Lachnospiraceae 28,49° 23,03° 25,44° 29,92° 45,562 2,71 0,138
Desulfovibrionaceae 1,57%P 26,297 26,747 2,57° 0,02° 2,52 0,000"
Verrucomicrobiaceae 0,16% 8,92° 6,13% 4,06° 1,18% 1,60 0,122
Deferribacteraceae 0,34° 0,70? 2,707 6,78° 1,16° 1,20 0,088
Prevotellaceae 22,687 0,43°¢ 0,22° 0,47° 0,58%° 1,69 0,000"
Muribaculaceae 17,363P 5,56%¢ 3,72° 3,30° 2,13° 1,15 0,001"
Bacteroidaceae 4,99 9,90°° 6,75°" 15,27%P 17,31° 1,41 0,015
Helicobacteraceae 2,64% 2,36% 6,66" 3,54% 1,79% 0,64 0,189
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Tablo 4.9 Devami

Filum INK O(nt: 8) ’PK O(nt: 8) 3PR% (? =8) 4PRI(E) (rt1 =8) SSiNO(I; =8) SEM 0
It. It. It. It. It.

Porphyromonadaceae 0,28° 0,98%¢ 1,93%° 10,50° 6,87°¢ 0,90 0,000
Oscillospiraceae 5,82%¢ 7,673P 11,882 1,56° 1,91P¢ 0,79 0,000
Erysipelotrichaceae 0,27% 3,04P¢ 0,713¢ 2,90%¢ 2,29P¢ 0,53 0,009"
Rikenellaceae 6,117 2,47%P 2,273P 0,52P 0,70° 0,40 0,000
Odoribacteraceae 2,212 0,10% 0,622 0,03% 0,012 0,27 0,111
Enterobacteriaceae 0,25%P 0,18%P 0,03 5,15P 1,59%P 0,47 0,009
Enterococcaceae 0,29%P 0,33%P 0,017 3,63° 337 0,49 0,006"
Clostridiaceae 0,81%° 0,20%P 0,03? 2,65° 1,75%P 0,31 0,016
Streptococcaceae 0,24% 2,26% 0,65% 2,42% 0,75% 0,31 0,371
Lactobacillaceae 1,922 0,08° 0,07° 0,05° 0,14° 0,17 0,0017
Cins

Coprococcus 1,46%° 0,01% 0,052 22,95° 36,36" 3,36 0,000
Akkermansia 0,272 18,528 9,828 11,412 12,862 2,99 0,160
Mucispirillum 0,922 2,15° 6,537 9,247 1,46% 1,65 0,077
Prevotella 41,322 1,53%P 0,30° 0,79° 0,77° 2,96 0,000"
Bacteroides 11,352 19,29 14,83? 19,882 21,812 1,87 0,312
Helicobacter 2,36%7 5,443P 15,422 3,02%P 0,88° 1,45 0,008"
Parabacteroides 0,522 2,00%¢ 3,67%P 13,32° 9,36"¢ 1,21 0,000"
Eubacterium 0,012 0,06%° 0,40° 2,61%P 1,59° 0,36 0,003"
Oscillospira 10,73%P 16,89° 22,97° 1,10° 1,00 1,93 0,000
Clostridium 0,81%P 7,832 0,922 4,00° 3,85° 0,84 0,0327
Odoribacter 9,487 2,08%P 6,80%° 0,20°¢ 0,01° 0,86 0,000"
Enterococcus 0,35%P 0,18%P 0,017 3,68%P 312° 0,48 0,009"
Ruminococcus 2,88%P 2,433P 7,352 0,517 0,35° 0,52 0,000
Roseburia 0,913P 3,73%P 1,792 0,20° 0,80%P 0,39 0,026"
Lactobacillus 4,76% 0,20° 0,18%P 0,09° 0,24° 0,44 0,0017
Lactococcus 0,607 1,562 0,407 1,832 0,617 0,24 0,565
Streptococcus 0,017 3,59° 1,45P 1,99° 1,10° 0,33 0,002"

Agciklamalar: Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Ayni harfi igeren (a,b ve ¢) igceren gruplar

arasinda anlamli bir farklilik bulunmamustir. *p<0.05. Kisaltmalar: 'NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol Grubu; *PRO: Probiyotik Grubu; *PRE:
Prebiyotik Grubu; *SIN: Sinbiyotik Grubu
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Tablo 4.10. Farelerin bagirsak mikrobiyotalarindaki baskin taksonomik iinitelere
ait bolluk yiizdelerinin One Way Anova testi ile hesaplanmasi

_ INK (n=8) | %PK (n=8) BPR%(” = 4PR§)(” = | SiN(n=8) ;
Ort £ ss Ort £ ss Ort £ ss Ort £ ss Ort £ ss

Bacillota 4115’075; 40,90 £ 15,75% | 41,23 = 10,49° | 50,66 + 17,05* | 61,59 +22,02% | 0,068

Simf ’

Clostridia 3185’573; 34,82 + 14,04% | 40,05+ 10,88% | 42,36 = 13,30° | 55,42 +22,33% | 0,117

Takim ’

Clostridiales 3185’573; 34,83 + 14,05% | 40,06 + 10,89° | 42,33 = 13,20° | 55,42 +22,32% | 0,117

Aciklamalar: Veriler ortalama =+ standart sapma olarak gosterilmistir. Ayn1 harfi igeren (a,b ve c)
iceren gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamigtir. p <0.05 anlamli olarak kabul
edilmistir. 'p<0.05 Kisaltmalar: *NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol Grubu; *PRO:
Probiyotik Grubu; “PRE: Prebiyotik Grubu; *SIN: Sinbiyotik Grubu.

Gruplar bakteri siniflar1 agisindan karsilastirildiginda; Deltaproteobacteria sinifina
en yiiksek oranda sahip olan iki grubun PK ve PRO oldugu goriilmiistiir. Ancak
ozellikle de PRE ve SIN gruplarinda Deltaproteobacteria’ nin NK grubuna
yaklasan seviyede diislis gosterdigi saptanmistir (p=0.000). Bacteroidia sinifinin
en yiiksek oranda NK grubunda, en diisiik miktarlarda ise PK ve PRO gruplarinda
oldugu bulunmustur. Prebiyotik ve SIN gruplarinin Bacteroidia yiizdeleriyle NK
grubunun yiizdesi arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.005). Probiyotik
grubunun Bacilli smifinin  diger gruplara gore kismen diislis gosterdigi
belirlenmistir. Ancak SIN grubunun yiizdesinin PRO grubuna kiyasla anlamli
olarak arttig1 saptanmustir (p=0.035). Erysipelotrichi sinifi ise en diisiik yiizde de
NK grubunda goriilmiistiir. Prebiyotik grubu haricindeki diger tiim gruplarda
Erysipelotrichi smnifit yiizdesinin NK grubuna kiyasla anlamli oranda artis
gosterdigi belirlenmistir (p=0.010). Gammaproteobacteria sinifinin en diisiik
yiizdede PRO grubunda, en yiiksek yiizdede PRE grubunda bulundugu gosterilmis
ve iki grup arasinda anlaml farklilik tespit edilmistir (p=0.007).

Gruplar takimlar diizeyinde kiyaslandiginda Desulfovibrionales yiizdelerinin en
yiiksek oranda PK ve PRO gruplarinda bulundugu; PRE ve SIN grubu
yiizdelerinin ise PK ve PRO gruplaria kiyasla énemli oranda daha diisiik oldugu
gorilmiistiir (p=0.000). Bacteroidales takiminin en yiiksek yiizdeye NK grubunda
ulastigi; diger tiim gruplarin ise Bacteroidales diizeylerinin NK’ dan daha az
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oldugu gozlemlenmistir (p=0.005). Lactobacillales takimina ait bakterilerin en
diisiik yiizdede PRO grubunda bulundugu, éte yandan PRE ve SIN gruplarinda ise
bu takimin artis gOsterdigi  saptanmistir.  Sinbiyotik  uygulamasinin
gergeklestirildigi grubun Lactobacillales yiizdesinin PK grubundan anlamli

miktarda daha fazla oldugu bulunmustur (p=0.034).

Erysipelotrichales takiminin en diisik yiizdede NK grubunda bulundugu
goriilmiistiir. Pozitif kontrol, PRO ve SIN gruplarinin ise Erysipelotrichales
takimmi NK grubuna kiyasla daha yiiksek oranda igerdigi gosterilmistir
(p=0.010). Enterobacteriales takimini en yiiksek oranda PRE, en diisiik oranda ise
PRO grubunun igerdigi ve bu iki grup arasinda istatistiksel agcidan anlamli bir fark

bulundugu belirlenmistir (p=0.030).

Gruplar bakteri aileleri agisindan karsilastirildiginda ise PRE ile SIN grubunun
sahip oldugu Desulfovibrionaceae aile yiizdesinin PRO ve PK gruplarinin
ikisinden de Onemli diizeyde daha disik oldugu bulunmustur (p=0.000).
Prevotellaceae ailesine en yiiksek yiizde oraninda sahip olan grubun NK oldugu
ancak PRO ve PRE grubunda ise bu oranlarin NK grubuna kiyasla anlaml
derecede daha diisiikk oldugu saptanmistir (p=0.000). Muribaculaceae ailesi, en
yilksek oranda NK grubunda goriilmiis ve probiyotik ve prebiyotik
uygulamalarinin oldugu tiim gruplarda bulunma yiizdesinin NK grubuna kiyasla
onemli oranda daha diisiik oldugu belirlenmistir (p=0.001). Bacteroidaceae’nin ise
en diisiik yiizdede NK grubunda oldugu; diger gruplarda bu ailenin yiizdelerinin
artis gosterdigi ancak bu artisin yalmizca SIN grubunda anlamli bir seviyeye

ulastig1 gozlemlenmistir (p=0.015).

Porphyromonadaceae ailesinin PRE grubunda PK grubuna gore daha fazla oranda
bulundugu belirlenmistir (p=0.000). Oscillospiraceae’ nin ise en yiiksek diizeye
PK grubunda ulastig1 fakat PRE ve SIN gruplarindaki yiizdelerinin PK’ ya gére
onemli oranda diislis gosterdigi tespit edilmistir (p=0.000). Erysipelotrichaceae
ailesine en diisiik yiizdede NK grubunda rastlanmis, PK ve SIN gruplarinda ise bu
ailenin yiizdelerinde NK grubuna gore anlamli bir artis oldugu saptanmistir
(p=0.009). Rikenelllaceae ailesinin en yiiksek oranda NK grubunda oldugu

gorilmistiir. Diger tiim gruplarin Rikenellaceae yiizdelerinin ise NK’ ya gore
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daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Ancak bu diisiikliigiin yalnizca PRE ve SIN
gruplarinda istatistiksel anlamliliga ulastigi tespit edilmistir (p=0.000).
Enterobacteriaceae ve Clostridiaceae’ nin NK, PK ve PRO gruplarinda diisiik
oranlarda bulundugu belirlenmistir. Prebiyotik grubunun ise PRO grubuna kiyasla
sirasiyla Enterobacteriaceae (p=0.009) ve Clostridiaceae (p=0.016) ailelerini daha
yiiksek yiizdede icerdigi gosterilmistir. Enterococcaceae’ nin PRO grubunda ¢ok
diisiik miktarda bulundugu saptanmis ancak PRE ve SIN gruplarinda bu ailenin
yiizdelerinin PRO grubuna kiyasla anlaml1 diizeyde arttigi bulunmustur (p=0.006).
Lactobacilloceae’ yi en yiiksek yiizdede NK grubunun igerdigi, buna karsin diger
tim gruplarda bu aile miktarlarinin anlamli 6l¢iide distiigli saptanmigtir

(p=0.001).

Serum kolesterol ve lipit parametreleriyle bakteri cinsleri arasindaki iliski, Tablo
411 de Spearman korelasyon testi araciligiyla incelenmis ve bu iliskinin
gorsellestirildigi bir 1s1 haritasi ¢ikarilmistir. Is1 haritasinda serum TK miktari ile
Akkermansia (p<0.001) ve Streptococcus (p<0.001) cinsleri arasinda orta seviye —
pozitif yonlii, Parabacteroides (p<0.05) ile ise diisiik seviye — pozitif yonlii bir
korelasyon saptanmigtir. Ote yandan serum TK miktar ile Prevotella (p<0.01)
arasinda diisiik seviye — negatif yonlii, Lactobacillus (p<0.01) ile ise orta seviye -

negatif yonlii korelasyon oldugu goriilmiistiir.

Serum LDL-K ile Parabacteroides (p<0.05), Clostridium (p<0.05) ve
Streptococcus (p<0.01) arasinda diisiik seviye — pozitif yonlii, Prevotella (p<0.01)
ile Odoribacter (p<0.05) arasinda da diisiik seviye — negatif yonlii iliski oldugu
bulunmustur. Lactobacillus (p<0.001) ile LDL-K arasinda ise orta seviye — negatif
yonlii bir korelasyon oldugu saptanmistir. Serum HDL-K ile Akkermansia
(p<0.001) ve Streptococcus (p<0.001) cinsleri arasinda orta seviye — pozitif yonlii;
Coprococcus (p<0.01), Prevotella (p<0.05) ve Lactobacillus (p<0.05) ile HDL-K

arasinda ise diisiik seviye — negatif yonlii bir korelasyon oldugu gosterilmistir.

Serum TG miktar1 ile Roseburia (p<0.05), Lactococcus (p<0.05) ve Streptococcus
(p<0.01) arasinda diisiik seviye, Oscillospira (p<0.05) ile TG arasinda ise zayif

seviye — pozitif yonli bir iliski oldugu gozlemlenmistir. Diger taraftan
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Coprococcus (p<0.05) ile Enterococcus (p<0.05) arasinda ise diisiikk seviye —

negatif yonlii bir korelasyon oldugu belirlenmistir.

Serum VLDL-K miktar ile Lactococcus (p<0.05) cinsi bakteriler arasinda diisiik
seviye — pozitif yonlii bir korelayon saptanmistir. Hehangi bir bakteri cinsi ile
serum VLDL-K miktar1 arasinda negatif yonlii bir iligkiye rastlanmamistir
(p>0.05).
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Tablo 4.11. Serum kolesterol ve lipit parametreleriyle bakteri cinsleri arasindaki iligkinin Spearman korelasyon testiyle incelendigi
181 haritasi

<
: § s ¢ F oz 5 & §| @ 2 ¢ f
¥ &8 B & e & 4 2 F & 3§ £ 3 & & 3 i 2 3 3 1 &
ns S ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ns ns TK
*5 ns ns ns ns ns ns ns S‘ ns ns ’i\* ns ns ns ns !:‘!5 LDL-K
e e "5"‘ ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns & HDL-K
ns ns = ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns * g VLDL-K
+ ns ‘m ns ns ns ns ns ns X ns ns ns * ns = B TG
ns ns ns ns ns ns ns e ns o ns ns ns Coprococcus
ns 1"“ ns ‘ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns Akkermansia
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns * ns ns ns ns Mucispirillam
= ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns S ns ns | Prevotella
(0.00) ns ns ns ns ns ns ns AZ ns ns ns ns ns Bacteroides
_q@_ ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns e * - ns ns ns Helicobacter
(.-1”) I_i:\‘ ’;i‘ ns ns ns ‘3 ns ns ns ns ns ns ns Parabacteroides
ns ns ns ns ns ns ns ns = ns | = ns ns ns ns Eubacterium
ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ns Oscillospira
ns R ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns #= | Clostridium
_L ns ns ns ns ns ns ns ns = ns Odoribacter
ns ns ns ns “«1} ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ns Enterococcus
ns ns ns ns ns ns B ns o ns * ns ns ns Ruminococcus
ns ns ns ns "’" ns ¥ u ns 5 ns ns ns ns ‘3& ns ns 3 | Roseburia
ns ns ns ns 2% ns ns ns nd ns ns ns ns Lactobacillus
ns ns ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns R Lactococcus
' = ns ns ns ns ns ns ns ns ns s ns ns * - Streptococcus

Aciklamalar: Spearman korelasyon katsay1 degeri pozitif olanlar kirmizi, negatif olanlar ise mavi renk ile gosterilmistir. Parametreler arasindaki iliskinin
gosterildigi kutucuklarin korelasyon katsayisina gore hangi renk tonunu aldig ise soldaki siitunda belirtilmistir. Korelasyon katsayisi: <0.16 ise ¢ok zayif, 0.16
—0.30 ise zayif, 0.30 — 0.49 ise diisiik, 0.50 — 0.69 ise orta, 0.70 — 0.89 ise gii¢lii, 0.90 — 1.00 ise ¢ok gii¢lii korelasyonu belirtmektedir. ***p <0.001, **p <0.01,
*p <0.05; p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Kisaltmalar: ns: non-significant (istatistiksel agidan anlamli degil; p>0.05)

118



5. TARTISMA VE SONUC

Serum lipit ve kolesterol parametrelerinin normal esik degerlerin iizerine ¢iktigi
hiperkolesterolemi tablosu, ateroskleroza yol agarak wvaskiiler fonksiyonlarda
bozulmalara ve karacigerde lipit birikimine yol agmaktadir. Karacigerde, adipoz
doku miktarindaki artis sonucu, insiilin direnci ve diisilk seviyeli kronik
inflamasyon gibi metabolik bozukluklar tetiklenmektedir. S6z konusu metabolik
bozukluklar ise obezite, Tip 2 DM, MetS ve NAFLD gibi hastaliklarin temel
etiyolojik faktorii konumundadir. Tim bu sebeplerden 6tiirti, metabolik
bozukluklarin hem olusumunda hem de klinik seyrinde rolii olan
hiperkolesterolemi tablosunun etkin bir bicimde tedavi edilmesi gerekmektedir

(Sliz ve ark., 2019).

Klinikte  hiperkolesteroleminin  primer tedavisinde ilag tedavisinden
faydalanilmaktadir. Viicut agirligi kaybi ve diizenli fiziksel aktivite gibi alternatif
tedavi yontemlerinin ise ila¢ tedavisiyle birlikte uygulanmasi tavsiye
edilmektedir. Bu alternatif tedavi yontemlerinden birisi de biyoterapotik amagl
kullanilan sinbiyotik uygulamasidir. Ozellikle de son yillarda bu uygulamalarin
lipit ve kolesterol parametrelerinin diizenlenmesinde rol oynadigini gosteren
caligmalarin sayisinda artis yasanmaktadir. Bu ¢alismalarda diyete ilave edilen
sinbiyotiklerin ¢esitli metabolik mekanizmalar araciligiyla kolesterol diisiiriicii
etki olusturduklar1 saptanmistir. Fakat probiyotik suslarin ve prebiyotik
kaynaklarmn sahip oldugu hipokolesterolemik etki; uygulama siiresine, uygulama
dozuna ve uygulama sekline bagh olarak degisebilmektedir (Anandharaj ve ark.,
2020). Bazi probiyotik bakterilerin ya da prebiyotik kaynaklarin kolesterol

diisiiriicii etkileri in vitro calismalarla ispatlanmis olsa da organizmada ayni



etkileri acgiga c¢ikarabilmesi her zaman miimkiin olmayabilmektedir. Ciinkii
metabolizmanin sahip oldugu kompleks yolaklar ve enzimatik tepkimeler in vitro
ortamda elde edilen bulgulan etkileyebilmektedir. Bu yiizden in vitro ortamda
goriilen hipokolesterolemik etkilerin in vivo ortamda da test edilmesi

gerekmektedir (Thakkar ve ark., 2020).

Mevcut c¢alismada probiyotik kaynagt olarak in vitro ¢aligmalarda
hipokolesterolemik etki gosterdigi saptanan ancak bu etkinin in vivo ortamda
ayrintili bigimde test edilmedigi Lacticaseibacillus casei ATCC 393 susu;
prebiyotik kaynagi olarak ise glisemik kontrol {izerine etkileri kanitlanan ancak
kolesterol diisiirtici etkileri kapsamli olarak aydinlatilmamis olan yeni nesil
tatlandiric1 d-tagatoz, sinbiyotik olarak uygulanmistir. Giincel literatiir taramasi
sonucu; bu calismada kullanilan sinbiyotik formun hiperkolesterolemi iizerine
etkilerinin ilk kez arastirildigi belirlenmistir. Sinbiyotik formun igindeki
prebiyotik kaynaginin kullanilan probiyotik sus tarafindan fermente edilebildigi
farkli bir amagla gerceklestirilen bir ¢alisma aracilifiyla dogrulanmistir (Buron-
Moles ve ark., 2019). Prebiyotik kaynagiin probiyotik sus tarafindan fermente
edilmesi sonucu kullanilan susun gelisiminin artacagi ve dolayisiyla susun sahip
oldugu hipokolesterolemik etkinin de sinerjistik sekilde giliglenecegi
digiiniilmtistir. Bu  amagla  farelerde YYYK  yemler aracilifiyla
hiperkolesterolemi tablosu indiiklenmis ardindan da sinbiyotik form 4 hafta
boyunca uygulanarak kolesterol diisiiriicii etkinligi incelenmistir. Ayrica bu
calismadaki sinbiyotik uygulamasinin hepatositlerdeki lipit birikimini ve bagirsak
mikrobiyota Oriintiisiindeki taksonomik 0&geleri ne diizeyde etkiledigi de
gerceklestirilen  histolojik ~ ve  biyoinformatik  analizler  araciligiyla

degerlendirilmistir.

Mevcut calismanin 6nemi hiperkolesterolemi tedavisinde ilk defa kullanilan
sinbiyotik formun; biyoterapotik kapasitesinin belirlenmesidir. Bu c¢alismadaki
sinbiyotik formun hiperkolesterolemi tedavisinde alternatif tedavi metodu olarak
kullanilmasimin diger 6nemli boyutu da yan etkiye sahip olmamasi ve diisiik
maliyetidir. Bununla birlikte tiiketimi herhangi bir sorun teskil etmeyen probiyotik

sus ile tatlandirict ozellikteki d-tagatozun bir arada kullaniminin kolesterol
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diisiiriici nitelikteki yeni nesil fonksiyonel besinlerin olusturulmasina da katki

saglayacagi diistiniilmektedir.

5.1. Viicut agirhgi, yem tiiketimi, yem etkinlik oram ve karaciger agirhgina

iliskin bulgularin degerlendirilmesi

Yiiksek yagl ve yiiksek kolesterollii beslenme sonucu organizmaya alinan fazla
miktardaki enerjiden dolayr adipoz doku miktar1 artmakta ve bunun sonucunda
genellikle obezite ve NAFLD gibi hastaliklar olusmaktadir. Bu hastaliklarda
yalnizca viicut agirh@i ve adipoz doku kiitlesinde artis goriilmemekte; insiilin
direnci ve diisiik seviyeli kronik inflamasyon gibi bir¢ok rahatsizligin metabolik
temelini olusturan faktorler de ortaya c¢ikmaktadir (Wang ve ark., 2019).
Literatiirdeki ¢alismalarda YYYK tiiketimi sonucu ortaya c¢ikan obezite,
hiperlipidemi ve hiperkolesterolemi gibi tablolara ait metabolik parametrelerin;
probiyotik, prebiyotik ya da sinbiyotik uygulamalariyla tekrardan fizyolojik aralik
diizeylerine dondiirtilebildigi belirtilmektedir (Behrouz ve ark., 2020; Hadi ve
ark., 2020).

Calismanin yonteminde verilen yem igerigi tablosundan da anlasilacag: iizere;
YYYK yemin gram basina sahip oldugu enerji miktari, d-tagatoz ilaveli YYYK
yeme kiyasla daha yliksektir. Bu ylizden ¢aligmanin son 4 haftasindaki deneysel
periyot siirecinde PK grubu daha fazla enerji iceren yemlerle, PRE ve SIN
gruplart ise goreceli olarak daha az enerji iceren yemlerle beslenmistir. Calisma
sonunda gruplar arasinda ortaya ¢ikan ortalama viicut agirligi farkinin, yemlerin
gram basina sahip oldugu enerji miktar1 arasindaki bu farkliliktan kaynaklandigi
diistiniilmiistiir. Toplam tiiketilen yem miktar1 (p=0.137) (Tablo 4.3) ve karaciger
agirliklart (p=0.077) (Tablo 4.3) agisindan ise gruplar arasinda anlamli farklilik
olmadig bulunmustur. Ote yandan yem etkinlik oraninin ise SIN grubunda PK ve
NK grubundan 6nemli diizeyde daha fazla oldugu belirlenmistir. Tiim bu sonuglar
gbz Oniine alindiginda; probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalarinin
karaciger kiitlesinde agirlik artigina ve yem tiiketimini etkileyecek boyutta major
bir metabolik bozukluga yol agmadigi saptanmistir. Sinbiyotik uygulamasinin
oldugu grupta d-tagatozun kullaniminin ise basit karbonhidrat kaynagi olarak

siikrozun kullanildigi NK ve PK gruplarina kiyasla yem etkinlik oranini anlamli
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sekilde diisiirdiigii gozlemlenmistir. Bu diisiisiin ise d-tagatoz ve siikroz arasindaki

gram bagina sahip oldugu kalori farkliligindan kaynaklandigi 6ngoriilmiistiir.

Choi ve ark. (2018), yiiksek yagli yem tiiketen farelere probiyotik kaynagi olarak
Lacticaseibacillus casei LS03 (LS) ve Leuconostoc kimchi GJ2 (GJ) suslarini,
prebiyotik kaynagi olarak ise bir nadir seker tiirevi olan d-alliilozu (AL)
uygulamistir. Ayn1 zamanda her bir probiyotik sus ile d-allillozun birlikte
kullanildig: sinbiyotik formlar1 (LS - AL, GJ - AL, LS + GJ - AL) da gruplara ayri
ayr1 uygulanmigtir. Calisma sonucunda probiyotik uygulamalarinin viicut agirligi,
yem etkinlik oran1 ve karaciger agirligmi c¢aligmanin baslangicina kiyasla
degistirmedigi saptanmistir. Yiiksek yagl kontrol grubunun yem tiiketiminin LS
susu grubuna kiyasla arttig1, GJ susu grubuyla ise benzer degerlere sahip oldugu
goriilmiistiir. Prebiyotik AL ve diger sinbiyotik gruplarinin tiimiiniin ytliksek yagl
kontrol grubuna goére viicut agirligi ve yem etkinlik oranlarini diigiirdiigli ancak
yem tiikketimi ve karaciger agirliklarini ise degistirmedigi belirlenmistir (Choi ve
ark., 2018). Calismamizda da bu calismanin sonuglartyla uyumlu bir bigcimde
sinbiyotik uygulamasinin viicut agirligi ve yem etkinlik oranimi diisiirdiigii fakat

karaciger agirligin1 degistirmedigi bulunmustur.
5.2. Biyokimyasal bulgulara iliskin analizlerin degerlendirilmesi

Viicutta kolesterol metabolizmasinin merkezinde karaciger yer almaktadir.
Fizyolojik kosullar altinda; yiiksek yagli yemlerle uzun siireli beslenme sonucu
karacigerde lipit birikimi artmakta ve karaciger fonksiyonlarimi yansitan bazi
parametrelerde olumsuz degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (Nemes ve ark., 2016).
Klinikte karaciger rahatsizliklarinin teshisinde g¢esitli metabolik parametreleri
iceren testlerden faydalanilmaktadir. Bu testlerden birisi de karaciger fonksiyon
testi (KFT) olarak karsimiza cikmaktadir. Bu test, klinisyenlere karacigerde
meydana gelen hasarlanmanin bolgesi ve boyutu hakkinda bir 6n degerlendirme
yapma imkani1 sunmaktadir (Lala ve ark., 2022). Mevcut ¢alismada karaciger
fonksiyonlarmin degerlendirilmesi amaciyla; KFT bilesenlerinden olan serum
ALB, AST ve ALT gibi parametreler kullanilmistir. Karacigerde sentezlenen ve
negatif akut faz reaktanlarindan birisi olan serum ALB diizeyinin gruplar arasi

karsilastirilmasinda anlamli bir farkliliga rastlanmamustir (p=0.198) (Tablo 4.4).
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Buradan yola ¢ikilarak; YYYK yemle uzun bir siire (12 hafta boyunca)
beslenmenin, karacigerin protein sentez mekanizmasini etkileyen diizeyde major

bir metabolik bozukluga yol agmadig belirlenmistir.

Al-Muzafar ve Amin (2017), MetS tablosuna sahip ratlara; probiyotik sus karigim1
seklindeki bir triinii  (Lactobacillus acidhophilus 10 x 10° kob/giin;
Lactiplantibacillus plantarum 9.8 x 10’ kob/giin; Bifidobacterium bifidum 2 x 10°
kob/giin) 1 g/kg dozunda, 4 hafta boyunca uygulamistir. Calisma sonucunda
standart kontrol grubu, yiiksek yagli yem tiiketen kontrol grubu ve yliksek yagl
yem + probiyotik uygulamasinin oldugu miidahale gruplari arasinda serum ALB
diizeyi agisindan onemli bir fark bulunamamistir (Al-Muzafar ve Amin, 2017).
Osman ve ark. (2021) tarafindan gergeklestirilen caligmada ise YYYK yemlerle
beslenen ratlara probiyotik Lacticaseibacillus paracasei ssp. paracasei DSM 2649
DSM susundan elde edilen postbiyotik molekiiller uygulanmistir. Bu c¢alisma
sonucunda da bizim ¢alismamizla uyumlu sekilde; standart kontrol, YYYK yem
tikketen kontrol ve miidahale gruplar1 arasinda serum ALB diizeylerinin benzerlik

gosterdigi saptanmistir (Osman ve ark., 2021).

Yiiksek yagli yiiksek kolesterollii yemlerle beslenen farelerle gerceklestirilen bir
calismada ise Lactiplantibacillus plantarum WCFS1 ve Lacticaseibacillus
rhamnosus LA68 probiyotik suslari iki gruba ayri ayri uygulanmistir. Caligma
sonunda mevcut c¢alisma sonuglariyla benzer bir sekilde; probiyotik,
hiperkolesterolemik kontrol ya da standart kontrol gruplar arasinda serum ALT
ve AST diizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunmamistir (Ivanovic ve ark.,
2015). Li ve ark. (2022) ise hiperkolesterolemik farelere Lactiplantibacillus
plantarum H6 adli  probiyotik susu uygulamistir. Bu ¢aligmada
hiperkolesterolemik kontrol grubunun serum ALT ve AST diizeylerinin standart
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu ancak bu yiiksekligin istatistiksel
anlamhiliga ulasamadigi goriilmistiir. Probiyotik grubunun ALT ve AST
diizeylerinin ise hiperkolesterolemik kontrol grubundan énemli dl¢tide daha diisiik
oldugu, hatta neredeyse standart kontrol grubu miktarlarina esit oldugu
belirlenmigtir (Li ve ark., 2022). Mevcut calisma ile bu caligma arasinda
probiyotik uygulamasina bagli olarak goriilen bu farkliligin; farkli probiyotik

suslar arasindaki kolesterol giderim yeteneklerinin degiskenlik gdstermesi
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nedeniyle  ortaya  c¢iktigt  disiiniilmektedir.  Cilinkii ~ probiyotiklerin

hipokolesterolemik etkileri suslara bagimli olarak farklilik sergileyebilmektedir.

Klinikte hiperkolesterolemi tanisinin konulmasinda kullanilan en Onemli
parametrelerin basinda serum TK diizeyi gelmektedir. Serum TK diizeyi, serum
LDL-K ile HDL-K diizeylerinin toplamindan olusmakta ve klinik
degerlendirmelerde  optimum  diizeyinin <200 mg/dl olmas1 gerektigi
belirtilmektedir. Serum TK diizeyini biiyiilk oranda belirleyen kolesterol
parametresi ise insanlarda serum LDL-K seviyesidir. Ciinkii dolasimdaki
kolesteroliin biiyilk ¢ogunlugu LDL-K tarafindan tasmmaktadir (Tirkvatan
Cansever, 2016). Ancak s6z konusu bu durum mevcut ¢alismada da kullanilan
BALB/C tiirii farelerde insanlardan daha farklidir. Ciinkii bu farelerde
dolasimdaki kolesteroliin ana tasiyicist insanlardakinin aksine HDL-K
parametresidir. Dolayisiyla bu tiir ile yapilan ¢alismalarin degerlendirilmesinde
serum TK diginda dikkat edilmesi gereken ilk metabolik parametre; serum HDL-
K diizeyi olmalidir (Gordon ve ark., 2015).

Mevcut calismadaki gruplar serum lipit ve kolesterol parametreleri agisindan
kiyaslandiginda; PK grubuna ait TK, HDL-K, LDL-K ve TG diizeylerinin NK
grubuna kiyasla anlamli dlgiide daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonucun
ozellikle de PK grubunun lipit ve kolesterol parametrelerinde ortaya ¢ikmasi kritik
bir Oneme sahiptir. Cilinkii mevcut c¢alismadaki uygulamalarin etkinlik
diizeylerinin  belirlenmesinde  temel  belirleyici;  diger bir ifadeyle

hiperkolesterolemik kontrol grubu, PK grubudur.

Al-Sheraji ve ark. (2015), hiperkolesterolemik ratlara; yogurt yapiminda
kullanilan ve starter kiiltir Ozelligindeki Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus suslarina ilaveten Bifidobacterium
longum BB 536 adli probiyotik bakteriyi uygulamistir. Probiyotik grubunun
serum TK, LDL-K, VLDL-K ve TG diizeylerinin hiperkolesterolemik kontrol
grubuna gore Onemli oranda daha diisik oldugu saptanmistir. Serum HDL-K
diizeyinin ise probiyotik grubunda hiperkolesterolemik kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Al-Sheraji ve ark., 2015).
Mevcut caligmada ise serum TK, LDL-K, VLDL-K ve TG diizeylerinin PRO
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grubunda diisiis gosterdigi ancak bu diislisiin istatistiksel agidan anlamli olmadigi
goriilmiistiir. iki ¢aliyma arasinda probiyotik uygulamasina bagli olarak kolesterol
parametreleri lizerindeki farkliliginin kullanilan sus sayisindan kaynaklanmis
olabilecegi diistiniilmektedir. Calismamizda kullanilan sus sayis1 (1 adet - L. casei
ATCC 393), Al- Sheraji’nin g¢alismasinda kullanilan sus sayisindan (3 adet -
Streptococcus thermophilus; Lactobacillus delbrueckii  subsp. bulgaricus;
Bifidobacterium longum BB 536) daha azdir. Bu sayede probiyotik sus sayis1 daha
fazla olan caligmadaki hipokolesterolemik etkinin sinerjistik bir bi¢imde artmis

olabilecegi ongoriilmiistiir.

Lye ve ark. (2017) hiperkolesterolemik farelere; Limosilactobacillus fermentum
FTDC 8312 ve Limosilactobacillus fermentum JCM 1173 adli probiyotik suslari
farkli gruplara ayri ayri olarak uygulamistir. Calismada Limosilactobacillus
fermentum FTDC 8312 susunun uygulandigi miidahale grubunun serum TK ve
LDL-K diizeylerinin hiperkolesterolemik kontrol grubuna gore onemli oranda
daha diisik, HDL-K diizeyinin de anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Iki grup arasindaki serum TG diizeylerinin ise benzerlik gosterdigi
saptanmistir. Ayn1 parametrelere ait kiyaslamalar Limosilactobacillus fermentum
JCM 1173 susunun uygulandigi miidahale grubu ile hiperkolesterolemik kontrol
grubu arasinda da yapilmis ve herhangi bir parametre bakimindan anlamli bir
farkliliga rastlanmamistir (Lye ve ark., 2017). Hiperkolesterolemik kontrol
grubuyla kiyaslandiginda L. fermentum FTDC 8312 susu uygulamasinin mevcut
calismadaki L. casei ATCC 393 susu uygulamasindan farkli olarak; serum TK ve
LDL-K diizeylerini anlamli sekilde dusiirdiigii, HDL-K diizeyini ise Onemli
miktarda artirdigi belirlenmistir. Ote yandan s6z konusu bu iki galismada da
probiyotik sus uygulamalarinin  hiperkolesterolemik  kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda; serum TG diizeylerinde énemli bir farklilik olusturmadigi ve

caligmalarin bu agidan benzerlik tasidig1 goriilmiistiir.

Bu c¢alismadaki probiyotik sus uygulamasinin serum lipit ve kolesterol
parametreleri ilizerine etkisi ile ¢alismamizdaki probiyotik sus uygulamasinin
etkisinin benzer dogrultuda fakat aynm1 anlamlilik diizeyinde olmadigi
belirlenmigtir. Parametreler iizerindeki etki diizeylerinin iki ¢alisma arasinda

farklilik gostermesinin altinda yatan sebebin probiyotik bakterilerin kolesterol
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diistiriicii etkilerinin farkli metabolik mekanizmalar aracilifiyla ortaya ¢ikmasi
olarak yorumlanmistir. Lye ve ark. (2017), L. fermentum FTDC 8312 susunun
hipokolesterolemik etkilerinin daha ¢ok sahip oldugu BSH enzim aktivitesi ve
ortamda serbest halde bulunan kolesterolii hiicre membranina baglama kapasitesi
sayesinde ortaya c¢iktigini belirtmistir. Oysa g¢alismamizda kullanilan L.casei
ATCC 393 susunun kolesterol diisiirticii etkisinin kaynaginin ise ortamda bulunan
kolesteroliin katabolik faaliyetler sonucu koprostanole doniistiiriilmesi ve

akabinde bu koprostanol molekiillerinin feges araciliiyla atilmasidir (Lye ve ark.,
2010b).

Keleszade ve ark. (2022), bir RKC’de hiperkolesterolemik bireylere
Lactiplantibacillus plantarum ECGC 13110402 adli probiyotik susunu 4 x 10°
kob/giin dozunda 6 hafta boyunca uygulamistir. Calisma sonucunda miidahale
grubunun serum TK ve LDL-K diizeylerinin, plasebo grubuna gore hem 3. hem de
6. haftada onemli miktarda daha diisiikk oldugu bulunmustur. Altinci haftadaki
miidahale grubu serum HDL-K diizeyinin ise plasebo grubuna gére 6nemli oranda

daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Keleszade ve ark, 2022).

Her iki ¢alismada da probiyotik uygulamasi sonucu serum TK ve LDL-K
miktarlarinda diisiis goriildiigii ancak bu diisiisiin yalnizca L. plantarum ECGC
13110402 susunda istatistiksel anlamlilia eristigi saptanmistir. Keleszade ve ark.
(2022), L. plantarum ECGC 13110402 susunun giiglii bir BSH enzim aktivitesine
sahip oldugunu ve hipokolesterolemik etkilerini bu sayede ortaya cikardigini
belirtmislerdir. In vitro bir ¢alismada ise L.casei ATCC 393 susunun diisiik BSH
enzim aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir (Lye ve ark., 2010a). Suslarin sahip
oldugu BSH enzim aktivitesi diizeyine bagl olarak kolesterol diistiriicii etkilerinin
de degistigi bilinmektedir. Bu iki sus arasindaki hipokolesterolemik etki

farkliliginin  ise BSH enzim aktivitesi diizeylerinin esit olmamasindan

kaynaklandig: diisiiniilmistiir.

Yiiksek yagh diyetle beslenmenin karacigerin sentez mekanizmasi ve fonksiyonel
kapasitesi lizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir. Karacigerde ortaya ¢ikan
dejeneratif degisiklikler, glikoz homeostazinda goérevli serum glikoz ve insiilin

diizeyi gibi parametrelerin degisiminde de direkt olarak rol oynayabilmektedir.
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Bununla birlikte yiiksek yagl diyet, bagirsak mikrobiyotasinda dishiyozis tablosu
olusumuna yol agmakta ve bu durumda artig gOsteren patojen
mikroorganizmalardan  endotoksinler ve LPS gibi toksik molekiiller
salgilanmaktadir. Bu molekiiller, intestinal bariyer sisteminin segici gegirgen
ozelligini olumsuz yonde etkilemekte ve bozulan intestinal bariyer sistemi sonucu
inflamasyon tablosu tetiklenmektedir. Inflamasyonda diizeyi artan proinflamatuar
sitokinler, insiilin direnci olusumuna zemin hazirlamaktadir. Probiyotik
uygulamasi ise yiiksek yagli diyetle beslenmenin glisemik kontrol {lizerindeki
olumsuz etkilerini serum glikoz ve insiilin diizeylerini diizenleyerek

hafifletebilmekte ya da ortadan kaldirabilmektedir (Pintaric ve Langerholc, 2022).

Li ve ark. (2019), yiiksek yaghh yemle beslenen farelere probiyotik
Limosilactobacillus reuteri FN041 susunu uygulamistir. Calisma sonucunda,
standart kontrol grubu, yiiksek yagli yem tiiketen kontrol grubu ve yiiksek yagl
yem + probiyotik grubu arasinda serum glikoz diizeyleri acisindan onemli bir
farka rastlanmamustir (Li ve ark., 2019). Bu arastirma ile ¢alisma sonuglarimiz
arasinda, probiyotik uygulamasi sonucu serum glikoz diizeylerinde olusan etki
bakimindan benzerlik bulunmustur. iki ¢alismada da probiyotik grubunun serum
glikoz diizeylerinin yiiksek yagli yem grubu miktarindan daha diisiikk degerlere
sahip oldugu ancak bu disiikliglin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
saptanmigtir. Li ve ark. (2019), bu calismada 7 haftalik yiiksek yagl diyetle
beslenmenin insiilin direncinin olusumu i¢in kisithi bir siire oldugunu ve bu
sirenin fareleri ancak insiilin direncinin erken safhalarma ulastirabildigini

belirtmislerdir.

Molina-Tijeras ve ark. (2021), yiiksek yagh yemle besledikleri farelere probiyotik
Limosilactobacillus fermentum CECT5716 susunu giinliik 5 x 10 kob dozunda
uygulamislardir. Calisma sonucunda yiiksek yagli yem grubunun serum glikoz
diizeyinin standart kontrol grubuna kiyasla 6nemli oranda daha yiiksek oldugu
saptanmigtir. Probiyotik grubunun serum glikoz diizeyi ise yiiksek yagli yem
grubu miktarina gore anlamli oranda daha az bulunmustur (Molina-Tijeras ve ark.,
2021). iki ¢alisma arasinda; probiyotik uygulamasi sonucu serum glikoz diizeyleri
tizerinde olusan bu farkliligin; probiyotik suslarin uygulama siiresine bagli olarak

ortaya c¢iktig1 disiiniilmektedir. Ciinkii bu c¢alismadaki Limosilactobacillus
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fermentum CECTS5716 susu 11; calismamizdaki L.casei ATCC 393 susu ise
farelere 4 hafta boyunca uygulanmistir.

In vivo baska bir calismada ise YYYK yemle beslenen farelere; giinde bir kez 1 x
10° kob dozunda probiyotik Enterococcus faecium GEFAO! susu uygulanmustir.
Calisma sonucunda; standart kontrol grubu ile YYYK yem grubu arasinda serum
insiilin diizeyleri bakimindan 6nemli bir fark bulunmamistir. Ancak probiyotik
grubunun serum insiilin diizeyinin bu iki grup degerinden de 6nemli miktarda
daha diisiik oldugu bulunmustur (Xu ve ark., 2022a). Zhao ve ark. (2022) ise
MetS tablosuna sahip ratlara Lactiplantibacillus plantarum S9 adli probiyotik
susu giinde bir kez 1 x 10° kob dozunda uygulamustir. Bu ¢alismada yiiksek yagli
yem grubunda; homeostatik model degerlendirmesi (HOMA-IR) testine gore
inslilin direncinin olustugu saptanmis ve bu grubun serum insiilin diizeyinin
standart yem grubundan anlamli seviyede daha yiiksek oldugu gdsterilmistir.
Probiyotik grubunun serum insiilin diizeyinin ise yiiksek yagli yem grubu
miktarindan daha diisiik oldugu goézlemlenmistir (Zhao ve ark., 2022). Bu iki
calisma ile mevcut ¢alisma arasinda; probiyotik uygulamasi sonucu serum insiilin
diizeylerinde goriilen anlamli diisiisler agisindan farklilik bulunmaktadir. Serum
insiilin diizeylerinde ortaya c¢ikan bu farkli sonuglarin ise probiyotiklerin
uygulanma siiresiyle iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii mevcut ¢alismadaki
probiyotik susun uygulama siiresinin, Zhao ve meslektaslar1 (2022) ile Xu ve
meslektaglar1 (2022) tarafindan yiiriitiilen caligmalarda ise bu siirenin sirasiyla 6

ve 8 hafta oldugu goriilmiistiir.

Probiyotik tiiketimi sonucu, metabolik faydalarin goriildiigii klinik tablolarin
basinda hiperkolesterolemi gelmektedir. Ancak klinikte probiyotik bakterilerin
kolesterol diisiiriicii amagla kullanilabilmesi i¢in yalnizca ¢esitli lipit ve kolesterol
parametrelerini olumlu sekilde degistirmesi yeterli kabul edilmemektedir. Ayni
zamanda bu bakterilerin antimikrobiyal etkiye sahip olmasi ve tiiketimi sonucu
konak canlida antibiyotik direnci olusturmamasi gerekmektedir. Probiyotik
bakterilerin taksonomik a¢idan c¢ok ¢esitli cinslerin yapisinda bulundugu
saptanmis; ancak daha ¢ok Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine ait
tirlerde bu 6zellikteki bakterilerin yer aldig belirlenmistir (Abdi ve ark., 2022;

Jia ve ark., 2023).
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Insanlarda bulunan GIS sistemine ait fizyolojik kosullarin in vitro olarak
olusturuldugu bir ¢alismada Lactobacillus acidophilus ATCC 314, Lactobacillus
acidophilus FTCC 0291, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus FTCC 0411,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus FTDC 1311 ve Lacticaseibacillus
casei ATCC 393 suslarinin kolesterol giderim yetenekleri incelenmistir. S6z
konusu Lacticaseibacillus casei ATCC 393 susunun kolesterolii asimile etme,
ortamdaki kolesterolii bakterinin hiicre yiizeyine baglama ve BSH enzim aktivitesi
gibi 6zellikler araciligiyla hipokolesterolemik etki gosterdigi bulunmustur (Lye ve
ark., 2010a). Bagka bir in vitro ¢aligmada ise Lacticaseibacillus casei ATCC 393
susunun ortamda bulunan kolesterolli; yapisinda bulunan kolesterol rediiktaz
enzimi vasitasiyla katabolize ederek intestinal sistemde daha az ¢oziiniirliige ve
emilime sahip olan koprostanole déniistiirdiigii saptanmustir. Intestinal liimende
emilimi diisiik olan bu koprostanol molekiillerinin feges araciligiyla atildigi ve bu
sayede L.casei ATCC 393 susunun kolesterol diisiiriici etkiye sahip oldugu

gosterilmistir (Lye ve ark., 2010b).

Sidira ve ark. (2010) tarafindan yiiriitiilen ve in vitro ile in vivo deney asamalarina
sahip iki agamali bir ¢alismanin in vitro kisminda; L. casei ATCC 393 susunun
gastrik ve pankreatik sivilar gibi GIS stres faktdrlerine olan dayaniklilig
Olclilmiistiir. Calismanin in vivo kisminda ise dokuz giin boyunca ratlara giinde
bir kez 1 x 10° kob dozunda L. casei ATCC 393 susu uygulanmustir. in vitro
testler sonucu; insan gastrik ve pankreatik sivilarinin pH seviyesi bakimindan
simiile edildigi ortamlara ilave edilen susun 0., 180. ve 240. dakikalarda
gerceklestirilen canlilik diizeylerine ait Ol¢lim sonuglarinin birbirine yakin
diizeylerde oldugu bulunmustur. Ozetle L. casei ATCC 393 susunun gastrik ve
pankreatik sivilara karsi dayanikli oldugu gosterilmistir. In vivo asamasinda ise
ratlardan probiyotik sus uygulamasinin son giiniinde feges ornekleri alinmis ve bu
orneklerin 12 saat sonra gergeklestirilen analizinde L. casei ATCC 393 susunun
10° kob/g diizeyinde bulundugu saptanmustir. Feges oOrneklerinde goriilen
karakteristik patojenik mikroorganizmalardan olan Staphylococcus, Enterobacter,
Coliform ve Streptococcus cinsi bakterilerin sayisinda ise L. casei ATCC 393 susu
kullanimina bagli olarak 6nemli diisiisler oldugu saptanmistir (Sidira ve ark.,
2010).
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Majeed ve ark. (2019) tarafindan yiiriitiilen diger bir in vitro ¢alismada probiyotik
ozellikteki iki sus olan Bacillus coagulans MTCC 5856 ile Lacticaseibacillus
casei ATCC 393 susu kolesterol diistiriici etkileri bakimindan kiyaslanmustir.
Calismada Lacticaseibacillus casei ATCC 393 susunun BSH enzim aktivisine
sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica s6z konusu bakterinin gelisimi esnasinda
ortamda bulunan kolesterolii hiicre membranina alarak hipokolesterolemik etki

olusturdugu da belirlenmistir (Majeed ve ark., 2019).

El Helim ve ark. (2016) hiperkolesterolemik farelerle gercgeklestirdikleri bir
calismada ise L. casei ATCC 393 sus uygulamasiin hiperkolesterolemik kontrol
grubuna gore ortalama serum TK diizeyini anlamli sekilde disiirdiigiinii tespit

etmistir (El Helim ve ark., 2016).

Prebiyotiklerin kolesterol metabolizmasina ait parametreleri ¢esitli mekanizmalar
araciligiyla olumlu yonde etkiledigi ve in vivo calismalarda hipokolesterolemik
etki olusturdugu bilinmektedir. Prebiyotiklerin tiiketimi sonucu {ist GIiS
organlarinda viskozite artis1 goriilmekte ve bu sayede lipitlerin, kolesteroliin ve
safra asitlerinin emilimi azalmaktadir. Emilimi azalan bu bilesenlerin fegesle
atiminda ise artis goriilmektedir. Tiim bu metabolik siirecler sonucu ise serum TK,
LDL-K ve TG gibi lipit ve kolesterol parametrelerinde diisiis gézlemlenmektedir
(Mohanty ve ark., 2018).

In vivo bir ¢aliymada ratlarin beslenmesinde kullanilan ve standart yem
ortintlistindeki lif kaynagi olan seliillozu ¢ikarilip yerine soya siitiiniin fermente
edilmesiyle elde edilen ve oligosakkarit icerigi yiiksek prebiyotik bir ticari {iriin
eklenmistir. Ardindan elde edilen bu yeme, yiiksek miktarda kolesterol de ilave
ederek ratlar1 standart ve modifiye yemlerle ayr1 ayr1 gruplarda beslenmistir. Bu
caligma ile mevcut ¢alisma deney hayvanlarina prebiyotik kaynaginin uygulanma
sekli ve siiresi (4 hafta) agisindan benzerlik gostermektedir. Her iki ¢alismada da
hayvanlara prebiyotik iiriin orogastrik olarak degil de yeme ilave edilerek verilmis
bu sayede prebiyotigin daha yiiksek miktarda uygulanmasi amaglanmigtir. Ayrica
prebiyotik tiikketiminden kaynakli metabolik etkilerin giliglendirilmesi de

hedeflenmistir. Calisma sonundaki analizlerde mevcut c¢alisma sonuclariyla
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uyumlu bir bigimde; serum ALB diizeyinin gruplar arasinda benzerlik gosterdigi

bulunmustur (Villanueva-Sudrez ve ark., 2016).

Miralles-Pérez ve ark. (2022) ratlar1 standart yem, yiiksek yagh yem ve yiiksek
yag + iniilin igeren yemlerle li¢ ayr1 grupta beslemistir. Yiiksek yagli yem ya da
yiiksek yagli yem + iniilin iceren yemle beslenen ratlarin serum TK, TG, HDL-K,
LDL-K gibi baz1 lipit ve kolesterol metabolizmasina ait parametrelerinin dnemli
diizeylerde degistigi ancak serum ALT ve AST diizeylerinin anlamli diizeyde
degismedigi saptanmistir (Miralles-Pérez ve ark., 2022). Lipit ve kolesterol
metabolizmasina ait TK, HDL-K, LDL-K ve TG gibi baz1 parametrelerde degisim
yasanmasi i¢in bu ¢alismada oldugu gibi 10 hafta ya da mevcut ¢calismada oldugu
gibi 12 hafta boyunca yiiksek yagli yemle beslenme yeterli olabilmektedir. Ancak
bu ¢aligmalarda oldugu gibi uzun bir siire boyunca yiiksek yagli beslenmenin bile

karacigerin fonksiyonel kapasitesini yansitan serum ALT (p=0.230) (Tablo 4.4)
ve AST (p=0.218) (Tablo 4.4) diizeylerini degistirmedigi saptanmustir.

Hafif hiperkolesterolemik bireylerle yapilan bir RKC’de, plasebo ve miidahale
grubundaki bireylere, 80 g seklindeki test tirtinleri 45 giin boyunca tiikettirilmistir.
Plasebo grubuna test iiriinii olarak piring lapasi, miidahale grubuna ise prebiyotik
yulaf lapast uygulanmistir. Calisma sonunda plasebo ve miidahale grubundaki
bireylerin serum ALT ve AST diizeyleri karsilagtirilmis ve iki grup arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (Xu ve ark., 2022b). Bu ¢alismadaki prebiyotik
uygulama siiresi (>6 hafta) mevcut ¢alismadan daha fazla olmasina ragmen,

serum ALT ve AST diizeylerinin anlamli diizeyde degismedigi goriilmiistiir.

Hashmi ve ark. (2016) ratlari; standart yem, YYYK yem (hiperkolesterolemik
kontrol), YYYK yem + GOS (110 mg/250 g v.a.), YYYK yem + GOS (154
mg/250 g v.a.), YYYK yem + GOS (198.4 mg/250 g v.a.) ve YYYK + iniilin (154
mg/250 g v.a.) iceren yemlerle alt1 ayr1 grupta beslemistir. Calisma sonucunda
hem iniilin uygulamasimin oldugu grupta hem de GOS uygulanan {i¢ grupta;
serum TK, LDL-K, VLDL-K ve TG diizeylerinin hiperkolesterolemik kontrol
grubuna gore anlamli 6lgiide daha diisiik oldugu bulunmustur. Iniilin uygulanan
grubun lipit ve kolesterol parametrelerine ait istatistiksel anlamlilik diizeyinin

GOS uygulanan gruplardan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Galaktooligosakkarit
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gruplarinda, prebiyotik miktarindaki artig ile parametrelerde goriilen diislis
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Serum HDL-K diizeylerinin
ise iniilin ve GOS uygulanan gruplarinin tiimiinde hiperkolesterolemik kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Prebiyotik kaynagi olarak GOS
kullanilan gruplarin serum HDL-K diizeylerinde gozlemlenen artis ile GOS

dozlar1 arasinda dogru oranti oldugu bulunmustur (Hashmi ve ark., 2016).

Hafif sisman ve hiperkolesterolemik bireylerle gergeklestirilen bir RKC’de,
katilimeilar iki ayr1 gruba boliinmiis ve 2 ay boyunca rutin beslenme aliskanliklar
degistirilmeden diyet Oriintiisii olarak NCEP — ATPIII kilavuzu dogrultusunda
(%50-60 karbonhidrat, %15 protein, %25-35 yag, <%7 doymus yag, <200 mg
kolesterol, 20-35 g diyet posasi, 2000 mg/giin sodyum) hazirlanan beslenme
programin1 uygulamiglardir. Ayn1 zamanda miidahale ve plasebo grubundaki
katilimcilara 2 ay siiren bu diyet uygulamasina ek olarak giinde iki kez prebiyotik
bir karistm ya da plasebo bir iiriin verilmistir. Calisma sonunda miidahale
grubunun serum TK ve LDL-K diizeylerinin plasebo grubuna kiyasla onemli
oranda azaldig1; serum HDL-K, VLDL-K ve TG diizeylerinin ise anlamli degisim
gostermedigi bulunmustur (Vazquez-Manjarrez ve ark., 2021).

Xie ve ark. (2022), YYYK yem tiiketen farelere prebiyotik kaynagi olarak
sirastyla 1.25 mg/kg/v.a. (diisik doz), 2.50 mg/kg/v.a. (orta doz) ve 5.00
mg/kg/v.a. (yiiksek doz) miktarindaki sarimsak polisakkaritini 6 hafta boyunca
uygulamistir. Caligma sonucunda yalnizca yiiksek doz prebiyotik uygulamasinin
oldugu grubun serum lipit ve kolesterol parametreleri tizerinde etkili oldugu
anlagilmistir. Yiiksek doz prebiyotik uygulanan gruba ait serum parametreleri ile
hiperkolesterolemik kontrol grubu parametreleri karsilastirildiginda; TK ve TG
diizeylerinin birbirine yakin degerlere sahip oldugu, LDL-K ve HDL-K
diizeylerinin ise istatistiksel anlamda hiperkolesterolemik kontrol grubundan daha

diisiik oldugu goriilmiistiir (Xie ve ark., 2022).

Yukarida bahsi gegen calismalar ile mevcut ¢aligmanin serum lipit ve kolesterol
parametreleri kiyaslandiginda farkli sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Bu
durumun sebebi ise prebiyotiklerin hipokolesterolemik etki gostermesinde etkili

olan KZYA bilesenleri miktariin kullanilan prebiyotigin tiirtine, uygulama
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sikligina, uygulama siiresine ve uygulama dozuna baglh olarak farklilik
gostermesidir. Prebiyotiklerin yemin i¢ine modifiye edilmesi ya da orogastrik
olarak uygulanmasi bile uygulanan prebiyotik miktarini etkileyebilmektedir.
Deney hayvanlarinin mide hacimleri géz oniline alindiginda; orogastrik olarak
verilen prebiyotik miktari, yemin i¢ine ilave edilen prebiyotik miktarina gore
olduk¢a diisiik kalmaktadir. Tim bu etkenler bir arada degerlendirildiginde,
prebiyotiklerin hipokolesterolemik etkilerinin ¢alismalar arasinda gosterdigi

degisimler daha net anlagilmaktadir.

Ghosh ve ark. (2020) bir c¢aligmalarinda, YYYK yemlerle besleyerek
hiperkolesterolemi ve glikoz intolerans tablosu olusturduklar1 fareleri ii¢ ayri
gruba aywrmistir. Bu farelere sirasiyla standart yem, YYYK yem
(hiperkolesterolemik kontrol grubu) ve YYYK + %5 GOS ilave edilmis
(prebiyotik grubu) yemler tiikettirilmis ve gruplar arasindaki serum glikoz
diizeyleri karsilastirillmistir. Prebiyotik grubunun hiperkolesterolemik kontrol
grubuna kiyasla, serum glikoz diizeylerinin 6nemli oranda daha diisiik oldugu
saptanmigtir. Bununla birlikte standart kontrol grubuyla prebiyotik grubunun
serum glikoz diizeylerinde arasinda anlamli bir fark olmadig tespit edilmistir
(Ghosh ve ark., 2020). Bu ¢alisma ile mevcut g¢alisma arasinda, prebiyotik
tilkketimi sonucu goriilen glisemik kontrol tablosu parametrelerinin olumlu
degisimi acisindan uyumluluk oldugu goriilmiistiir. Cilinkii iki c¢alismada da
YYYK yem tiiketimi sonucu ortaya ¢ikan glikoz intoleransi belirtileri, prebiyotik
tikketimiyle ortadan kalkmuistir.

Yiiksek yagli yiliksek kolesterollii yemlerle 12 hafta boyunca beslenerek MetS
tablosu olusturulan fareler; standart kontrol grubu, MetS kontrol grubu ve YYYK
+ %S5 iniilin ilave edilmis yemle beslenen prebiyotik grubu seklinde farkl
gruplara ayrilmistir. Calisma sonunda MetS kontrol grubunun plazma insiilin
diizeyinin standart kontrol grubu diizeyinden daha yiiksek oldugu fakat bu
yiiksekligin istatistiksel anlamliliga sahip olmadigi bulunmustur. Ote yandan
prebiyotik grubunun serum insiilin diizeyinin ise her iki kontrol grubu miktarindan
da onemli seviyede daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Tan ve ark., 2018). Bu

calisma ile mevcut c¢alisma arasinda, prebiyotik grubundaki serum insiilin
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diizeyinin standart yem Oriintiisiiyle beslenen gruptaki diizeyden daha diisiik

olmasi agisindan benzerlik oldugu goriilmiistiir.

Literatiir taramasi sonucu, d-tagatozun metabolizma iizerine etkilerinin detayli
olarak arastirildigi ilk ¢calismalarin glisemik kontrol {izerine oldugu goriilmektedir.
Ardindan d-tagatozun sahip oldugu ¢ok diisiik miktardaki enerji degerinin obezite
karsit1 etkinlik goOsterme potansiyelinin oldugu da kesfedilmistir. Tiim bu
sebeplerden dolay1 d-tagatoz ile gergeklestirilen in vivo ¢alismalar belirli bir siire
antidiyabetik ve obezite karsiti etkiler {izerine yogunlasmistir (Patra ve ark.,
2009). Ancak Police ve ark. (2009) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, d-
tagatozun lipit ve kolesterol parametreleri tizerinde de etkili olabilecegine dair ilk
kapsamli  veriler elde edilmistir. Yiiksek yaghh diyet tiiketmeden
hiperkolesterolemi tablosunun olusturulabildigi LDLr" fareleriyle yiiriitiilen bu
aragtirmada; fareler iki ayr1 gruba ayrilmis ve bir grubun yeminde birincil
karbonhidrat kaynagi olarak siikroz; diger grubun yeminde ise ayni miktarda d-
tagatoz kullanilmistir. Bu ¢alisma sonucunda d-tagatoz grubunun serum TK,
LDL-K, TG ve VLDL-K diizeylerinin, siikroz grubuna kiyasla 6énemli miktarda
daha dusiik oldugu bulunmustur. Ancak iki grup arasindaki serum HDL-K
diizeylerinin ise benzerlik gosterdigi saptanmistir (Police ve ark., 2009). Bizim
calismamizda ise d-tagatoz eklenen yemle beslenen grubun serum TK, VLDL-K
ve LDL-K diizeylerinin PK grubuna kiyasla bir miktar daha diisiik oldugu ancak
bu diisiikliigiin istatistiksel bir anlamlilik icermedigi tespit edilmistir. Bu iki
caligmaya ait kolesterol parametrelerinin, prebiyotik uygulamalarindan farkli
sekilde etkilendigi gézlemlenmistir. Bu etkinin altinda yatan sebebin ise d-tagatoz
ilave edilen yemlerin uygulama siiresi ve yem Oriintiileri arasindaki farklilik
oldugu diisiintilmektedir. Nitekim Police ve arkadaslarinin ¢alismasinda, d-tagatoz
ilave edilen yemler 16 hafta; mevcut ¢alismada ise d-tagatoz ilave edilen yemler 4
hafta boyunca tiiketilmistir. Ayrica bu ¢alismada d-tagatoz ilave edilen yemdeki
d-tagatoz orani yemin kiitlece %29 u iken; bizim ¢alismamizda d-tagatoz %17

oraninda eklenmistir.

Donner ve ark. (2010), toplam 12 ay boyunca rutin beslenme aligkanliklarini1 ve
fiziksel aktivite diizeylerini degistirmeyen T2DM hastalariyla ger¢eklestirdikleri

pilot bir caligmada, bireylerin giinde 3 defa 15 g d-tagatoz tiiketmesini saglamstir.
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Bu ¢alismanin sonunda bireylerin viicut agirliginin baslangica gore énemli oranda
azaldig1 (109 + 14.7 kg-105.3 + 14.4 kg; p=0.01) goriilmiistiir. Ote yandan
bireylerin serum lipit ve kolesterol parametrelerinden olan TK, LDL-K ve TG
diizeylerinde ise Onemli bir farkliliga rastlanmamistir. Ancak serum HDL-K
diizeylerinin ¢aligma sonunda baslangica kiyasla anlamli seviyede yiikseldigi
belirlenmistir (41.7 + 12.1 mg/dl vs 30.5 £ 15.8 mg/dl; p<0.001). Ancak
arastirmacilar d-tagatoz kullanimi1 sonucu HDL-K diizeyleri iizerinde ortaya ¢ikan
bu etkinin; ortalama viicut agirlik kaybi ile iliskili olabilecegini belirtmistir

(Donner ve ark., 2010).

ApoE'/' tipi farelerle gergeklestirilen bir calismada miidahale grubu birincil
karbonhidrat kaynagi olarak %34 oraninda d-tagatoz i¢eren YY YK yemle, kontrol
grubu ise birincil karbonhidrat kaynagi olarak %34 oraninda siikroz igeren YYYK
yemle 8 hafta boyunca beslenmistir. Calisma sonunda miidahale grubunun serum
TK ve VLDL-K diizeylerinin kontrol grubundan onemli diizeyde daha diisiik
oldugu bulunmustur. Ote yandan serum HDL-K diizeyinin ise miidahale grubunda
kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu belirlenmistir. Miidahale grubundaki
serum LDL-K ve TG diizeylerinin ise kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
ancak bu distikliigiin istatistiksel anlamlilik tagimadigr goriilmistir (Metts ve
ark., 2013). Bu ¢alismada d-tagatoz igeren yemle beslenen gruba ait serum TK ve
VLDL-K diizeylerinin; mevcut ¢alismada yer alan benzer 6zellikteki gruba ait
diizeylerden 6nemli dlclide daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu parametreler
acisindan ortaya c¢ikan farkliligin altinda yatan muhtemel sebep ise yemlerde
kullanilan d-tagatoz iceriginin ve farelerin bu yemlerle olan beslenme siiresinin
ayni olmamasidir. Nitekim bu caligmadaki yemlerin d-tagatoz igeriginin ve bu
yemlerle olan beslenme siiresinin; mevcut ¢alismadaki ayn1 degerlerin tam iki kati

oldugu saptanmistir.

Williams ve ark. (2015), ApoE™ tipi farelerle gerceklestirdikleri bir ¢alismada,
tipki Metts ve meslektaglarinin (2013) calismasinda oldugu gibi yiiksek
kolesterollii yem Oriintiistinde %34 oraninda bulunan ve birincil karbonhidrat
kaynag1 gorevi {istlenen slikrozu ¢ikararak yerine ayni miktarda d-tagatoz
eklemistir. Ardindan bu yem, farelerin beslenmesinde 8 hafta boyunca

kullanilmistir. Calisma sonunda d-tagatoz ilaveli yemle beslenen grubun
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(prebiyotik grubu) serum TK ve TG diizeylerinin, hiperkolesterolemik kontrol
grubu diizeylerinden anlamli 6l¢iide daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Williams ve
ark., 2015). Bu calismada da d-tagatoz ilaveli yemin farelere uygulanma siiresi ve
yeme eklenen d-tagatoz miktarinin mevcut ¢alismadaki degerlerden iki kat fazla
oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak yemle birlikte bir prebiyotik kaynagi olarak
daha fazla oranda ve siirede d-tagatoz tliketiminin serum kolesterol parametreleri

tizerinde daha etkili ve anlamli sonuglar ortaya ¢ikardigi gortilmiistiir.

Yadav ve ark. (2018), hiperkolesterolemik zebra baliklariyla yiiriittiikleri in vivo
bir ¢aligmalarinda, d-tagatoz ve fruktoz gibi farkli ketoheksozlarin serum lipit ve
kolesterol parametreleri iizerindeki etkilerini belirlemeyi amaglamiglardir. Bu
kapsamda zebra baliklari; standart kontrol grubu (SK), birincil karbonhidrat
kaynag1 olarak siikroz ve yliksek miktarda kolesterol iceren kontrol grubu (YK),
birincil karbonhidrat kaynagi olarak %50 siikroz + %50 fruktoz iceren yiiksek
kolesterol-yiiksek fruktoz (YKYF) grubu ve birincil karbonhidrat kaynagi olarak
%350 siikroz + %50 d-tagatoz igeren yiiksek kolesterol-yiiksek d-tagatoz (YKYT)
grubu seklinde 4 farkli gruba ayrilmis ve zebra baliklarinin bu diyet oriintiilerine
sahip yemlerle 3 hafta boyunca beslenmeleri saglanmistir. Calisma sonunda ilging
bir sekilde, YKYF grubunun serum TK diizeyinin YK grubu diizeyinden %15
daha diisiik bulunmustur. Serum TK diizeyi agisindan YKYT grubu ile YK grubu
arasinda ise anlamli bir farklilik olmadigi goriilmiistiir. Arastirmacilar, YKYF
grubu ile YK grubu arasinda serum TK diizeyi agisindan goriilen bu ilging
farkliligin sebebinin hepatik dokularda goriilen siddetli inflamasyon tablosu ve
viicut agirliklarinda goriilen 6nemli boyuttaki diisiislerden kaynaklandigini ileri

surmiuistiir.

Yiiksek kolesterol igeren yeme %50 gibi yiiksek oranda eklenen fruktozun YKYF
grubunda ciddi hepatosteatoza sebep oldugu karacigerlerde yapilan histolojik
analiz sonucu ispatlanmistir. S6z konusu ciddi hepatosteatoz tablosu, YKYF
grubunun viicut agirhklarinda dramatik boyutlarda diisiislere yol agmistir. Oyle ki
YKYF grubunun diyet oriintiisii daha fazla miktarda enerji igermesine ragmen;
ortalama viicut agirligt SK grubundan bile daha diisiik bulunmustur. Serum TK
diizeylerindeki bu ilgin¢ diisiisiin ise YKYF grubunda goriilen 6nemli boyuttaki

viicut agirhigr kayiplarindan kaynaklandigr Ongoriilmiistiir. Ayni ¢alismada
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gruplarin serum TG diizeyleri karsilastirildiginda; YK grubu diizeyinin, YKYF
grubundan %14 oraninda daha diisiik, YKYT grubundan ise %30 oraninda daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Béylece bu ¢alisma ile mevcut ¢alisma arasinda d-
tagatoz ilave edilen yemlerle beslenen grubun serum TG diizeylerinin yiliksek
kolesterollii yemle beslenen kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiikliik

gostermesi acisindan benzerlik saptanmistir (Yadav ve ark., 2018).

D-tagatoz ile birlikte D-alliiloz ve D-sorboz adli iki nadir sekerin daha lipit ve
kolesterol metabolizmasi iizerine etkilerinin arastirildig1 in vivo bir ¢alismada,
ratlar 4 hafta boyunca cesitli yemlerle beslenmistir. Bu ¢alismada ratlar 5 ayr1
gruba ayrilmig ve tiim gruplara standart diyet Oriintiistine sahip yemler verilmistir.
Ancak kontrol grubu disindaki diger dort grubun yemlerine standart diyet
Ortintiisiine ek olarak yemin kiitlece agirligmin %3’ i oraninda d-fruktoz, d-
alliiloz, d-tagatoz ve d-sorboz eklenmis ve bdylece farkli ketoheksozlari igeren
dort ayr1 grup elde edilmistir. Calisma sonucunda yem igeriginde d-tagatoz, d-
alliloz ve d-sorboz gibi nadir sekerleri iceren gruplarin serum TK ve TG
diizeylerinin d-fruktoz grubu diizeyleriyle benzer oldugu bulunmustur (Nagata ve
ark., 2018). Bu ¢alismada d-tagatozun yeme eklendigi diger ¢aligmalardan farkli
olarak birincil karbonhidrat kaynagi olarak kullanilan siikrozun ¢ikarilip yerine
ayn1 miktarda d-tagatoz eklenmemistir. Aksine d-tagatoz, diyete kiitlece %3
oraninda yeme ekstradan ilave edilmistir. Ayrica mevcut ¢alismanin da aralarinda
bulundugu diger ¢alismalarda bu galismadan farkli olarak d-tagatoz, genellikle
yiiksek yagli ve yiiksek kolesterollii diyetlere ilave edilmis ve kolesterol
metabolizmasi {izerine etkinligi bu sekilde test edilmistir. Ozetle bu calismada
kullanilan d-tagatoz dozunun mevcut ¢alismaya kiyasla olduk¢a diisiik oldugu ve
serum lipit ve kolesterol parametreleri iizerine etkilerinin ise diisiik dozlama

yiiziinden saptanamadigi diisiiniilmektedir.

Hiperkolesteroleminin goriildiigli karaciger rahatsizliklarina ait RKC verilerinin
incelendigi bir meta-analiz ¢alismasinda, sinbiyotik kullanimmin serum ALB
diizeyini anlaml Ol¢lide degistirmedigi gosterilmistir (Khalesi ve ark., 2018).
Mevcut calismada da bu c¢alismanin sonuglarina benzer sekilde sinbiyotik

kullaniminin serum ALB diizeyini etkilemedigi bulunmustur.
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Alkole bagl olmayan yagl karacier hastalartyla gergeklestirilen bir RKC ile
miidahale gubuna 24 hafta boyunca 300 g sinbiyotik yogurt (Bifidobacterium
animalis 1 x 10® kob ve 1.5 g iniilin i¢eren sekilde) uygulanmis; kontrol grubuna
ise sadece saglikli beslenme tavsiyeleri verilmistir. Calisma sonunda miidahale
grubunun serum ALT ve AST diizeylerinin kontrol grubuna gére 6nemli miktarda
distigii tespit edilmistir (Bakhshimoghaddam ve ark., 2018). Bu caligmada
sinbiyotik uygulamasinin serum ALT ve AST diizeylerini disiirmede etkili
oldugu gézlemlenirken, mevcut ¢alismada sinbiyotik uygulamasiin s6z konusu
diizeyler iizerinde anlamli bir etki olusturmadig: saptanmistir. iki ¢alisma arasinda
ortaya c¢ikan bu etki farkinin, sinbiyotik formiiliin icerigi ve uygulama siiresine
bagli olarak goriildiigli varsayilmistir. Ciinkli bu c¢aligmadaki sinbiyotik iiriiniin
icerigi tamamen farkli olup; uygulanma siiresi ise mevcut ¢alismaya kiyasla 6 kat

daha fazladir.

Lee ve ark. (2022), diyet aracilifiyla hiperkolesterolemi olusturulmus ratlarla
gergeklestirdikleri in vivo bir ¢aligmada miidahale grubuna, tofu peynirinden elde
edilmis bir prebiyotik iiriin ile Bacillus coagulans lilac-01 adli probiyotik susu
sinbiyotik olarak 2 hafta siireyle uygulamistir. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda miidahale grubunun plazma aortik ALT ve AST diizeylerinin
benzer oldugu goriilmiistir (Lee ve ark., 2022). Bu calismada sinbiyotik
uygulamas: sonucu ALT ve AST diizeylerinde kayda deger bir degisime
rastlanmamis; mevcut calismada da s6z konusu diizeylerin bu ¢alismayla uyumlu
bicimde anlamh sekilde degismedigi saptanmistir. S6z konusu iki ¢alismanin da
sinbiyotik uygulama siirelerinin <4 hafta oldugu goriilmiis ve bu siire zarfinin
sinbiyotiklerin ALT ve AST diizeyleri tizerinde etki olusturabilmesi igin yetersiz

kaldig1 tespit edilmistir.

Mevcut calismada probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalarinin
gerceklestirildigi gruplar iginde yalnizca SIN grubunun serum TK diizeyinin PK
grubundan onemli miktarda daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Probiyotik ve PRE
gruplarinda serum TK diizeylerinde bir miktar diislis goriilse de, bu diisiikliiglin
istatistiksel anlamliliga ulasmadigi saptanmistir. Ayrica SIN grubunun serum

HDL-K diizeyinin PK grubundan 6nemli oranda daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Hiperkolesteroleminin diyetle indiiklenerek olusturuldugu bir ¢alismada ratlara
ayrt ayri; prebiyotik kaynagi olarak yulaf (yemin kiitlece agirligmin %15’ 1),
probiyotik kaynagi olarak Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 53103 (LGG)
susu (1 x 108 kob/ml) ve sinbiyotik formda ikisi birden 60 giin boyunca
uygulanmistir. Calisma sonucunda sinbiyotik grubunun hiperkolesterolemik
kontrol grubuna kiyasla serum TK, TG, LDL-K ve VLDL-K diizeylerinin
stirastyla %24, %32, %38 ve %33 gibi 6nemli oranlarda daha diisiikk oldugu
saptanmistir. Ote yandan sinbiyotik grubunun serum HDL-K diizeyi ise
hiperkolesterolemik kontrol grubu degerinden anlamli oranda daha yiiksek
bulunmustur (Sangwan ve Singh, 2018). Bu calisma ile mevcut ¢alisma arasinda
sinbiyotik uygulamasi sonucu serum TK, TG, LDL-K ve VLDL-K diizeylerinin
hiperkolesterolemik kontrol grubuna gore diislis gostermesi agisindan uyumluluk
oldugu gozlemlenmistir. Ancak mevcut calismada s6z konusu diistikliigiin
yalnizca serum TK diizeyinde istatistiksel anlamliliga sahip oldugu gosterilmistir.
Iki calisma arasindaki serum kolesterol parametrelerinde ortaya ¢ikan bu
farkliligin, sinbiyotik formiilasyonunda yer alan probiyotik sus ve prebiyotik
kaynaklarmin farkli hipokolesterolemik kapasiteye sahip olmasina bagli olarak
gergeklestigi  diistiniilmiistiir. Ayrica bu calismada mevcut calismadan farkll
olarak sinbiyotik uygulamasinin >4 hafta daha siirdiiriildigii belirlenmistir. Artan
sinbiyotik uygulama siiresinin daha gii¢lii bir hipokolesterolemik etki olusturdugu

Ongorilmiistiir.

Mahmoud ve ark. (2022) hiperkolesterolemik ratlara; probiyotik suslarin
karisimindan olusan bir iiriin (Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis, Lacticaseibacillus rhamnosus, Bifidobacterium breve,
Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus salivarius, Lactiplantibacillus plantarum;
her bir sus 30 x 10° kob/giin dozunda) ile prebiyotik kaynagi olarak iniilinin
(FOS) kullanildig1 bir ticari iirlinii sinbiyotik olarak uygulamistir. Calisma
sonucunda sinbiyotik uygulamasinin gergeklestigi grubun serum LDL-K ve TG
diizeylerinin hiperkolesterolemik kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde
distiigii; serum HDL-K diizeyinin ise Onemli oranda arttigi gosterilmistir.
Bununla birlikte sinbiyotik uygulamasi sonucu hiperkolesterolemik kontrol
grubuna kiyasla serum TK diizeylerinin de diistiigii ancak bu diisiisiin anlamlilik
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icermedigi saptanmistir (Mahmoud ve ark., 2022). Mevcut caligmadaki bazi
serum kolesterol parametrelerinin bu ¢alismada oldugu gibi diisiis gostermesine
ragmen istatistiksel anlamlilik diizeyine ulasamadig1 goriilmiistiir. S6z konusu etki
bliytikliiglindeki degisimin ise sinbiyotiklerin uygulama siiresi ve igerigi arasinda
goriilen farkliliklar ile probiyotik {irlinlerin igerigi ve uygulanma dozlarina bagh
olarak ortaya c¢iktig1 diisiiniilmistiir. Cilinkii bu caligmadaki sinbiyotik {iriiniin
uygulama siiresinin mevcut ¢alismadan 4 hafta daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Ayrica bu c¢alismada probiyotik iiriin 8 ayr1 sus igerir iken; mevcut ¢alismada
probiyotik {iriin olarak tek bir sus kullanilmigtir. Bununla birlikte bu ¢alismadaki
probiyotik {irlinlin uygulama dozunun mevcut ¢aligmadan 10 kat daha fazla

oldugu da belirlenmistir.

Rani ve meslektaslar1 (2022), yliksek yagl diyet tiiketen farelere ayr1 gruplarda,
giinde bir defa 3.4 x 10° kob dozunda Limosilactobacillus fermentum NCDC 400
adli susu, %4 oraninda FOS iceren bir siit {irliniinii ve Limosilactobacillus
fermentum NCDC 400 susu + %4 oraninda FOS igeren fermente bir siit tirtiniinii
24 hafta boyunca uygulamistir. Calisma sonucunda sinbiyotik uygulanan gruba ait
serum TG, TK, LDL-K ve VLDL-K diizeylerinin hiperkolesterolemik kontrol
grubuna gore diisiis gosterdigi ancak serum HDL-K diizeyinin ise arttigi
bulunmustur (Rani ve ark., 2022). Mevcut calisma ile bu c¢alisma arasinda
sinbiyotik uygulamasi sonucu hiperkolesterolemik kontrol grubuna gore serum
TK diizeyinde gozlemlenen diisiis agisindan uyumluluk goriilmiistiir. Her ne kadar
mevcut ¢alismada da diger serum kolesterol parametrelerinde azalmalar saptanmig
olsa da, bu diisiislerin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. iki
caligma arasinda gozlenen bu farkin temelde sinbiyotiklerin uygulama siiresi
arasindaki biiyiik farktan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Cilinkii bu c¢alismada
sinbiyotiklerin mevcut calismaya kiyasla 6 kat daha fazla siireyle uygulandigi

gozlemlenmistir.

Ke ve ark. (2019) in vivo bir ¢alismada yiiksek yaglh diyetle beslenen farelere
farkli gruplarda, Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve Lacticaseibacillus
paracasei subsp. paracasei DSM 46331 suslarimin karisimini (1 x 10® kob),
yulaftan elde edilen B-glukani (1 g/kg v.a.) ve ikisini bir arada giinde 1 kez 12

hafta boyunca uygulamistir. Calisma sonucunda sinbiyotik uygulamasinin
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gerceklestirildigi  gruba ait serum glikoz ve insiilin  diizeylerinin
hiperkolesterolemik kontrol grubuna kiyasla énemli oranda daha diisiik oldugu
saptanmistir. Bu ¢alismada, sinbiyotik grubuna ait serum glikoz ve insiilin
diizeylerinin neredeyse herhangi bir uygulamanin gergeklestirilmedigi standart
kontrol grubuna yaklastig1 goriilmistiir (Ke ve ark., 2019). Bu ¢alisma ile mevcut
calisma arasinda sinbiyotik uygulamasiin serum glikoz ve insiilin diizeyleri
tizerinde olusturdugu etkiler bakimindan benzerlikler oldugu gozlemlenmistir. Her
iki calismada da bahsi gecen parametreler lizerinde en etkin sonuglarin, sinbiyotik

uygulamalari sonucu ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.

Hiperkolesterolemi bulgusunun eslik ettigi MetS tanis1 almis hastalarla yiiriitiilen
caligmalarin yer aldigi giincel bir meta-analizde, sinbiyotik takviyesinin g¢esitli
kardiyometabolik parametreler iizerindeki etkisi incelenmistir. Bu caligmada
sinbiyotik uygulamasinin serum insiilin diizeyini anlamli sekilde dusiirdigi
(WMD,-6.39 pU/mL; 95%CI, ( (-7.2) — (-5.4)); p = 0.001, I* = 88.2%, N = 2)
ancak ayni etkiyi serum glikoz diizeyi iizerinde gosteremedigi (WMD, -11.5
mg/dl; 95%Cl, ((-25.2) — (2.1)); p = 0.09, I = 99.1%, N = 5) saptanmustir (Arabi
ve ark., 2022). Mevcut calisma ile bu meta-analiz arasinda sinbiyotik
uygulamasinin serum glikoz diizeylerini anlamli bigimde diislirmesi a¢isindan fark
oldugu gorilmiistiir. Meta-analizde sinbiyotik uygulamasinin etkinliginin
aragtirildigt 5 ayr1 c¢alismada da prebiyotik kaynagi olarak FOS kullanildig
goriilmiistiir. Oysa mevcut ¢aligmada prebiyotik kaynag: olarak kullanilan ve yeni
nesil bir tatlandirici olan d-tagatoz kullanilmistir. Sinbiyotik uygulamasi sonucu
serum glikoz diizeyleri iizerinde ortaya c¢ikan bu etki farkinin biiyiik olcilide
sinbiyotik formiilasyonu i¢indeki prebiyotik tiirii farkliligindan ortaya ¢iktig
diistinilmistiir.

5.3. Histolojik analizlere iliskin bulgularin degerlendirilmesi

Karaciger, karbonhidrat metabolizmasinda hayati 6éneme sahip olup hayvansal
dokularda glikojenin depolandigi temel organdir. Literatiirde in vivo ortamda
genellikle 8-12 hafta araliginda YYYK yem Oriintiisiiyle beslenmenin,

hepatositlerde lipit birikimine ve karaciger fonksiyonlarinda bazi olumsuz

degisikliklere yol actig1 belirtilmektedir (Cao ve ark., 2019; Teng ve ark., 2020).
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Yiiksek yagh ve yliksek kolesterollii beslenmeye bagli olarak hepatositlerin sahip
oldugu normal histolojik goriiniim yapisinda birtakim dejeneratif degisiklikler
meydana gelmekte ve hiicrelerin yapisal biitiinliigii bozulmaktadir. Karacigerde
goriilen lipit birikimine bagl olarak hepatositlerde mikrovezikiiler steatozis ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonlaria da rastlanmaktadir. Ayrica YYYK beslenme,
karacigerin fonksiyonel kapasitesine zarar verebilmekte ve bunun sonucunda da

glikojen depolama kapasitesinde diisiis goriilebilmektedir (Liang ve ark., 2021).

Vu ve ark. (2022), YYYK yemlerle beslenen farelere 12 hafta boyunca VSL#3
adl1 probiyotik bir ticari lirlinii, prebiyotik B-glukani ve ikisinin bir arada oldugu
sinbiyotik formu uygulamistir. Calisma sonunda gerceklestirilen histolojik
analizlerde; sinbiyotik uygulamasi gerceklestirilen grubun YY YK yemle beslenen
kontrol grubuna kiyasla hepatosit dejenerasyonu, mikrovezikiiler steatozis ve
inflamatuar  hiicre infiltrasyonu degerlerinin anlamli  diizeyde azaldig
gosterilmistir (Vu ve ark., 2022). Mevcut ¢alismada SIN grubunun PK grubuna
kiyasla hepatosit dejenerasyonu, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
mikrovezikiiler steatozis degerlerinin diisiis gosterdigi ancak bu diisiislerden
yalnizca mikrovezikiiler steatozis degerinin istatistiksel anlamliliga ulastig
goriilmustiir. Bu ¢alismada kullanilan probiyotik sus karisiminin toplam 8 adet
sustan olustugu ve mevcut calismadan farkli olarak yeme ilave edildigi
saptanmistir. Bu sayede de mevcut c¢aligmaya kiyasla daha fazla miktarda
probiyotik uygulamasinin gergeklestirildigi tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligsmanin
sinbiyotik uygulama siiresinin de mevcut c¢alisma siiresinin 3 kati oldugu
belirlenmigtir. Tiim bu faktorlerin calismalarin histolojik analiz sonuglar

arasindaki s6z konusu anlamlilik farkina yol ag¢tig1 diisiiniilmektedir.

Yiiksek yagli ve yliksek kolesterollii bir diyet oriintiisiiyle beslenme; obezite,
dislipidemi ve hiperkolesterolemi gibi metabolik rahatsizliklara yol agmaktadir.
Bu rahatsizliklar sonucu organizmadaki adipoz doku miktar1 artis géstermekte ve
bu dokulardan salgilanan g¢esitli bilesenler aracilifiyla inflamasyon tablosu
tetiklenmektedir. Karacigerde ortaya ¢ikan inflamasyon bulgusuna ait en dnemli
biyobelirteglerden birisi de proinflamatuar bilesenlerden olan IL-6 sitokinidir
(Duan ve ark., 2018). Klinikte karacigere ait metabolik hasarlanmalarin oldugu

hiperkolesterolemi tablosunun degerlendirilmesinde, inflamatuar reaksiyon
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yanitia ait parametreler dnemli rol oynamaktadir. Inflamatuar reaksiyon yanitinin
boyutunun belirlenmesinde ise karaciger dokusundan alinan Orneklerle

gerceklestirilen immiinohistokimyasal analizler kullanilmaktadir (Maretti-Mira ve
ark., 2022).

Kang ve ark. (2023), karaciger dokusunda ve fonksiyonlarinda dejeneratif
degisikliklerin goriildiigli otoimmiin hepatit tablosuna sahip farelere 6 hafta
boyunca Lactobacillus acidophilus OL457299 (1.5 x 10° kob/giin) ve
Bifidobacterium infantis M58738 (1.5 x 10° kob/giin) probiyotik suslarndan
olusan karisimi ve konjac glukomannan bitkisine ait oligosakkaritleri igeren
prebiyotik bir {riinii sinbiyotik formda wuygulamistir. Calisma sonucunda
gerceklestirilen immiinohistokimyasal analizde, sinbiyotik uygulanan gruba ait
hepatosit hiicre sitoplazmasinda IL-6 immiinoreaktivitesinin hastalik modelinin
olusturuldugu kontrol grubuna kiyasla anlamli dlgiide diisiik oldugu goriilmiistiir
(Kang ve ark., 2023). Mevcut ¢alismada da bu ¢alisma sonuglariyla benzer sekilde
SIN grubu IL-6 immiinoreaktivitesinin PK grubundan daha diisiik oldugu

bulunmustur.
5.4. Bagirsak mikrobiyotasina iliskin bulgularin degerlendirilmesi

Bagirsak mikrobiyota Oriintiisii incelenmesinde kullanilan biyoinformatik analiz
metotlarinin basinda “Alfa Cesitlilik (a-diversity)” ve “Beta Cesitlilik (B-
diversity)” indeksleri gelmektedir. Bu yontemlerden olan alfa gesitlilik indeksleri,
tek bir biyolojik bilesenin (6rnek ya da grup) i¢indeki mikrobiyal tiirlerin gesitlilik
ve zenginliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Diger bir yontem olan beta
cesitlilik indekslerinden ise birden fazla biyolojik bilesen (6rnekler ya da gruplar)
arasindaki mikrobiyal tiir g¢esitliliginin belirlenmesinde faydalanilmaktadir

(Walters ve Martiny, 2020).

Alfa cesitlilik indeksleri arasinda yer alan Chaol indeksi, bir mikrobiyal 6rnek ya
da grubun barindirdig: tiirlerin zenginligini 6lgmek i¢in kullanilmaktadir. Chaol
indeksinde bakteriyel cesitlilik dikkate alimmamakta yalmizca tiir zenginligi
kapsaminda degerlendirme yapilmaktadir. Bu indekste gozlemlenen operasyonel
taksonomik birimlerin (OTU) i¢inde yer alan ve yalnizca bir (singleton) ya da iki

(doubleton) defa bulunan nadir tiirlerden faydalanilmaktadir. S6z konusu nadir
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tirlerin, sekans verilerinin igindeki kayip tilirler hakkinda en fazla bilgiyi
barindirdig1 diistiniilmektedir. Bu 6zellikleriyle Chaol indeksi, bolluk diizeyi
diisiik olan mikrobiyal tiirlerin bulunma ihtimalinin oldugu veri setlerinde
kullanigh bir biyoinformatik metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hughes ve ark.,
2001).

Yiiksek yagl diyet Oriintiisliyle beslenmenin bagirsak mikrobiyota oriintlisiinde
disbiyozis tablosu olusturarak bakteriyel tiir zenginligini azalttigr c¢esitli
caligmalarla ispatlanmistir (He ve ark., 2018; Murphy ve ark., 2015). Mevcut
calismada da oldugu gibi standart diyet Orilintiisiiyle beslenip herhangi bir
uygulamanin gerceklestirilmedigi ve boylece disbiyozis tablosunun olusmadigi
NK grubuna ait tiir zenginliginin yiiksek yagli diyet oriintiisiiyle beslenen diger
gruplardan daha fazla olmasi beklenen bir sonuctur. Nitekim bakteriyel tiir
zenginliginin PRO, PRE ve SIN gruplarinda NK grubuna kiyasla diisiis gosterdigi
saptanmistir. Ancak literatiirde bulunan cok sayida calismada, yiiksek yagh
diyetle beslenmelerine ragmen probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik
uygulamalarinin gergeklestirildigi gruplarin bakteriyel tiir ¢esitlilik ve zenginlik
degerlerinde, yiliksek yagli diyetle beslenen kontrol gruplarina kiyasla yiikselis
gorildigl belirtilmistir (Ke ve ark., 2019; Kong ve ark., 2019; Megur ve ark.,
2022). Mevcut calismada ise her ne kadar istatistiksel anlamlilik degerine
ulasamasa da probiyotik uygulanan grubun bakteriyel tiir zenginliginin arttig
goriilmiistiir. Ote yandan prebiyotik uygulamalarinin oldugu PRE ve SIN
gruplarinda ise tiir zenginliginin, istatistiksel Oneme sahip olmasa da PK
grubundan daha diisiik oldugu gorilmiistiir. Gorece bu ilging sonuca PRO
grubunda degil de yalmizca PRE ve SIN gruplarinda rastlanmasi prebiyotik
kaynaginin 6nemine isaret etmektedir. Bu ¢alismada kullanilan ve bir nadir seker
cesidi olan d-tagatozun diger caligsmalarda kullanilan FOS ve GOS tiirleri gibi
prebiyotik kaynaklarindan farkli olarak bagirsak mikrobiyota oriintiisiinde daha
kisitlt bir probiyotik bakteri grubu tarafindan fermente edildigi bilinmektedir. Bu
sayede mikrobiyota Oriintiisii i¢inde d-tagatozu fermente edebilen kiigiik bir
probiyotik grubun dominasyonunun olustugu ve sonug olarak da tiir zenginliginin

azaldig diisiiniilmektedir.
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Alfa cesitlilik analizlerinden Shannon Diversity indeksi tiirlerin zenginlik ve
esitliginden faydalanmakta ve Chaol indeksinden farkli olarak tiir cesitliligi
hakkinda degerlendirme yapilabilmesine olanak saglamaktadir. Bagirsak
mikrobiyota driintiisiinlin incelenmesinde kullanilan diger bir alfa ¢esitlilik analizi
ise Inverse-Simpson indeksidir. Bu indekste, Shannon Diversity indeksinde
oldugu gibi zenginlik degil tiirlerin esitligi 6n plana ¢ikarilarak bakteriyel tiir
degerlendirilmesi gergeklestirilmektedir (Roswell ve ark., 2021).

Huang ve ark. (2021) YYYK yemlerle besleyerek hiperkolesterolemi tablosu
olusturduklart ratlara Bacillus sp. DU-106 adli probiyotik susu diisiik doz (7.5 x
10° kob/kg/giin) ve yiiksek doz (15 x 10° kob/kg/giin) seklinde 7 hafta boyunca
uygulamistir. Calisma sonucunda diisiik ve yiiksek doz olarak probiyotik
uygulamasinin gergeklestirildigi her iki grubunda Chaol ve Shannon Diversity
indeks degerlerinin mevcut ¢calismanin sonuglariyla benzer sekilde negatif kontrol
grubunda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak ¢alismada iki indeks degerinin
hem diisiik hem de yiiksek doz probiyotik uygulanan gruplarda pozitif kontrol
grubuna kiyasla anlamli bi¢imde daha yiiksek oldugu bulunmustur (Huang ve
ark., 2021). Mevcut c¢alismada probiyotik uygulamasi sonucu anlamli artig
gostermeyen bakteriyel tiir zenginlik ve cesitlilik degerlerinin bu calismada
onemli miktarda artis gosterdigi saptanmistir. Bu calismada uygulanan diisiik
dozlu probiyotik sus mevcut ¢alismada kullanilan dozun 7.5 katidir. Bununla
birlikte bu ¢alismanin probiyotik sus uygulama siiresinin de mevcut ¢alismaya
kiyasla 3 hafta daha fazla oldugu belirlenmistir. ki calisma arasinda probiyotik
uygulamasi sonucu bakteriyel tiir zenginlik ve gesitliliginde goriilen bu durumun
uygulama dozu ve siiresindeki farkliliga bagli olarak ortaya c¢iktigi

diistiniilmektedir.

Abdo ve ark. (2021) hiperkolesterolemik hamsterlar ile gergeklestirdikleri bir
calismada, YYYK diyet Oriintiisiine prebiyotik kaynagi olarak %35 oraninda
ksiloogisakkarit (XOS) ilave etmis ve hayvanlar1 6 hafta boyunca beslemistir.
Calisma sonucunda prebiyotik grubunun bakteriyel tiir zenginlik ve gesitliliginde
hiperkolesterolemik kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisim olmadigi
gozlemlenmistir (Abdo ve ark., 2021). Kolonda probiyotikler tarafindan fermente

edilen prebiyotiklerin; kaynagina, uygulama siiresine, uygulama tipine ve
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uygulanma miktarina bagli olarak bagirsak mikrobiyota Oriintiisiiniin degisiminde
rol aldig1 bilinmektedir. Bu ¢alisma ile mevcut ¢alisma arasinda hem prebiyotik
kaynagt hem de prebiyotigin uygulanma siiresi bakimindan farkliliklar
bulunmaktadir. Ancak tiim bu farkliliklara ragmen her iki ¢alismada da prebiyotik
uygulamasinin gergeklestirildigi grup ile hiperkolesterolemik kontrol grubu
arasinda bakteriyel tiir ¢esitlilik ve zenginlik degerlerinin birbirine benzer oldugu

bulunmustur.

Ke ve ark. (2019) yiiksek yagli diyetle besledikleri farelere probiyotik sus karisimi
bir iiriin (Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei DSM 46331 (1 x 10°
kob/kg/giin); Bifidobacterium animalis subsp. lactis DSM 10140 (1 x 10°
kob/kg/giin)), prebiyotik kaynagi olarak yulaf B-glukani (1 g/kg v.a.) ve sinbiyotik
olarak ikisini birlikte 12 hafta boyunca uygulamistir. Calisma sonucunda yiiksek
yagli yemle beslenen kontrol grubuna kiyasla bakteriyel tiirlerin zenginlik ve
cesitliliginde en fazla artig goriilen grubun sinbiyotik uygulamasi gerceklestirilen
grup oldugu goriilmiistiir (Ke ve ark., 2019). Bu calisma ile mevcut ¢alisma
arasinda sinbiyotik uygulamalarinin bagirsak mikrobiyota Oriintlisii iizerine
etkileri bakimindan 6nemli farklar bulundugu goézlemlenmistir. Mevcut ¢calismada
sinbiyotik uygulamasimin yiiksek yagli yemle beslenen kontrol grubuna kiyasla
bakteriyel tiir zenginlik ve gesitliliginde bir artisa yol agmadigi bulunmustur. Iki
calisma arasinda probiyotik suslarin tipi, sayisi, uygulama dozu ve siiresi
bakimindan ciddi farkliliklar bulunmaktadir. Sinbiyotik uygulamasi sonucu iki
calisma arasinda ortaya ¢ikan bu durumunun kaynaginin ise yukarida bahsi gegen

sebeplere bagli olarak ortaya ¢iktig1 diisiintilmektedir.

Bagirsak mikrobiyota oriintiisliniin incelendigi diger biyoinformatik analizler ise
beta ¢esitlilik indekslerinden olan Bray-Curtis benzesmezlik indeksi ve Agirlikli
Unifrac mesafesidir. Beta c¢esitlilige ait bu yontemler, boyut indirgeme analizleri
olarak isimlendirilen Temel Koordinat Analizi (PCoA) ve Metrik Olmayan Cok
Boyutlu Olgeklendirme (NMDS) gibi biyoinformatik analiz metotlari araciligiyla
iki boyuta indirgenip gorsellestirilmektedir. Bray-Curtis indeksi, drnek ya da
gruplar arasindaki mikrobiyota Oriintiisii farkliliklarini nicel olarak gosteren bir
istatistiksel analiz metodudur. Bu metotta filogenetik diizeydeki topluluk

farkliliklarin1 belirleyebilmek icin bakteri tiirlerinin ¢esitliligi ve bollugu dikkate
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alinmaktadir. Agirliklt Unifrac mesafesi ise 6rnek ya da gruplar arasindaki tiirlerin
yalnizca mikrobiyota kompozisyonunu igindeki varlik/yokluk durumlarini degil
aynt zamanda bolluklarim1 da g6z Oniine alarak nicel bir oOl¢liim
gerceklestirmektedir. Bununla birlikte Agirlikli Unifrac mesafesi yonteminde
genellikle gruplar arasindaki baskin tiirlerin degisimi {izerinde durulmaktadir

(Walters ve Martiny, 2020).

Lye ve ark. (2017), Limosilactobacillus fermentum FTDC 8312 ve
Limosilactobacillus fermentum JCM 1173 adli probiyotik suslar1 ayri gruplarda
hiperkolesterolemik farelere uygulamistir. Bu c¢alismada bagirsak mikrobiyota
orlintiisiindeki degisim, Bray-Curtis indeksi ve Agirlikli Unifrac mesafesi gibi
yontemlerle incelenmis ve PCoA ile gorsellestirilmistir. Her iki yontemde de
hiperkolesterolemik kontrol grubu, FTDC8312 ve JCMI1173 gruplarinin
bakteriyel tiir c¢esitlilik ve bolluklarinin birbirlerinden net bir bigcimde farkli
oldugu gozlemlenmistir (Lye ve ark., 2017). Mevcut calismada Bray-Curtis
indeksi ve Agirlikli Unifrac mesafesine ait NMDS ve PCoA grafiklerinde ise NK,
PK ve PRO gruplarinin bu ¢aligmanin sonuglariyla uyumlu bir sekilde bakteriyel
tir cesitlilik ve bolluklarinin birbirinden anlamli sekilde farklilik gosterdigi

bulunmustur.

Aoki ve ark. (2021), farelerle gergeklestirdikleri bir ¢alismada iki ayr1 grubu
YYYK yem ve YYYK + %10 iniilin iceren yemlerle beslemistir. Bu ¢alismada
YYYK (hiperkolesterolemik model) + iniilin i¢eren yemlerle beslenen farelerin
yalnizca YYYK yemlerle beslenen farelere kiyasla bakteriyel tiir cesitlilik ve
bollugunun o6nemli Olgiide farklilik gosterdigi bulunmustur. Agirlikli Unifrac
mesafesine ait PCoA grafiginde ise bu iki grubun birbirinden net bir bigimde
ayrildigr gézlemlenmistir (Aoki ve ark., 2021). Mevcut ¢aligmada da prebiyotik
kaynag1 olarak d-tagatoz ilave edilen yemle beslenen farelerin bakteriyel tiir
cesitlilik ve bollugunun hiperkolesterolemik modelin olusturuldugu kontrol
grubundaki farelere kiyasla 6nemli miktarda daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu
iki ¢caligmada da probiyotik tarafindan fermantasyonu sonucu KZY A bilesenlerini
ortaya c¢ikaran prebiyotiklerin, bagirsak mikrobiyotasinda bulunan bakteriyel tiir

ve ¢esitligi artirdigl gosterilmistir.
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Sinbiyotik bir iriiniin (10° kob/giin; Lactobacillus acidophilus SD 5221,
Lacticaseibacillus rhamnosus SD 5675, Lacticaseibacillus paracasei SD 5275 ve
Bifidobacterium lactis SD 5674 + 5.5 g FOS) obez farelere uygulandigi bir
calismada, Bray-Curtis ve Agirlikli Unifrac mesafesine ait PCoA grafiklerinde
bakteriyel tiir ¢esitlilik ve bollugunun obez kontrol grubuna kiyasla degismedigi
saptanmistir (Duarte ve ark., 2022). Bu calismadaki sinbiyotik {iirliniin mevcut
caligmadaki sinbiyotik iirline kiyasla 4 hafta daha fazla uygulandig1 ve sinbiyotik
uygulama seklinin farkli oldugu gozlemlenmistir. Bu calismada sinbiyotik iiriin
icme suyuna karistirilmis bicimde uygulanmis ancak mevcut ¢calismada sinbiyotik
irtiniin prebiyotik bileseni yem igeriginde %17 gibi yiliksek bir oranda
bulunmustur. Iki ¢aligma arasinda sinbiyotik uygulamasina bagl olarak bakteriyel
tir ve cesitliliginde ortaya c¢ikan farkliligin sinbiyotik uygulama sekli ve
icerigindeki bu degisimlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Yiiksek yaglh diyet Oriintiisii ile beslenen farelerin bagirsak mikrobiyota
orlintiisiinde Bacillota filumunun arttigi, Bacteroidota filumunun ise azaldigi
bilinmektedir. Literatiirdeki ¢esitli ¢alismalarda; Bacillota/Bacteroidota (B/B)
oraninin artis1 ile obezite, hiperlipidemi ve hiperkolesterolemi tablolar1 arasinda
pozitif yonlii korelasyon oldugu belirtilmistir (Jiang ve ark., 2019). Disbiyozisin
onemli bir bileseni olarak kabul edilen B/B oranlarinin bu ¢alismanin PK ve PRO
gruplarinda artis gosterdigi; ancak PRE ve SIN gruplarinda ise degismedigi
saptanmistir. Bagirsak mikrobiyota Oriintiisii homeostazinin saglanmasinda tek
basma probiyotik uygulamasinin yeterli olmadigi; prebiyotik ya da sinbiyotik

uygulamasinin daha etkin oldugu gorilmiistiir.

Disbiyozis tablosunun olusmasinda salgiladiklar1 endotoksin ozellikteki LPS
molekiilleriyle 6nemli etkiye sahip bagirsak mikrobiyotas1 bilesenlerinden digeri
de Pseudomonadota filumudur (Shin ve ark., 2015). Hong ve ark. (2021),
Lactiplantibacillus plantarum susu ve pullulan adli prebiyotik kaynaginin bir
arada kullanildig1 sinbiyotik formun, Pseudomonadota filumunu azalttigin1 ve bu
sayede disbiyozis tablosunun diizeltilmesine katki sagladigini gostermislerdir
(Hong ve ark., 2021). Mevcut calismada da sinbiyotik uygulamasinin disbiyozis
tablosunun gorildigii PK grubuna kiyasla Pseudomonadota filum diizeyini

anlamli sekilde diislirdiigli gdzlemlenmistir.
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Yiiksek yagli diyet tliketimi sonucu miktar1 artan ve salgiladiklart LPS
molekiilleri ile obezite, insiilin direnci ve hiperkolesterolemi gibi inflamasyon
tablosuyla iligkili hastaliklara zemin hazirlayan taksonomik bilesenlerden birisi de
Desulfovibrionaceae bakteri ailesidir (Zheng ve ark., 2021). Randomize kontrollii
bir caligmada Lactobacillus acidhophilus NCFM adli probiyotik sus ile prebiyotik
sellobiyozun kullanildig1 sinbiyotik formun Desulfovibrionaceae bakteri ailesini
tek basma probiyotik ya da prebiyotik uygulanan gruba kiyasla énemli oranda
azalttigt  bulunmustur (van Zanten ve ark., 2014). Calismamizda da
Desulfovibrionaceae miktarnin SIN grubunda PK grubuna gore anlamli sekilde
diistigii gérilmiistiir.

Tap ve ark. (2015) klinik bir caligmada giinde 40 g diyet posasi tiiketiminin
Coprococcus cinsi bakteriler ile asetat ve biitirat gibi KZYA bilesenlerini 6nemli
oranda artirdiini; bu sayede bagirsak mikrobiyota Oriintiistiniin homeostazinda
olumlu rol oynadigin1 gdstermistir (Tap ve ark., 2015). Mevcut ¢aligmada da bu
calismanin sonuglariyla uyumlu sekilde prebiyotik kaynagi olarak D-tagatoz

kullaniminin da Coprococcus sayisini anlamli olarak yiikselttigi bulunmustur.

Oscillospira cinsi bakterilerin bagirsak mikrobiyota Oriintiisiindeki zenginlik
diizeyi ile obezite, NAFLD ve hiperkolesterolemi gibi metabolik rahatsizliklar
arasinda negatif yonlii korelasyon oldugu belirtilmistir (Yang ve ark., 2021). Lye
ve ark. (2017) hiperkolesterolemik farelerle yaptiklar1 bir ¢alismada, Oscillospira
cinsinin bagirsak mikrobiyotasinda bulunma diizeyi ile fekal kolesterol diizeyi
arasinda ters orantili bir iligki oldugunu belirtmistir (Lye ve ark., 2017). Mevcut
calismada PK grubuna kiyasla serum TK miktarinin anlamli olarak diistiigii tek
grup SIN grubudur. Mevcut calismada kullanilan Lacticaseibacillus casei ATCC
393 susunun kolesterol distiriicii etki olusturmasinin altinda yatan temel
mekanizma, kolesterolii katabolize edip fecesle atimini saglamasidir (Lye ve ark.,
2010b). Probiyotik uygulamasinin oldugu grup ile PK grubunun serum TK
diizeyleri arasinda anlamli bir degisim saptanmamustir. Bu iki gruba ait
Oscillospira cinsi bakteri bollugunun da benzer oldugu gériilmiistiir. Ote yandan
SIN grubu serum TK diizeyinin PK grubuna gore dénemli sekilde diistiigii ve
Oscillospira cinsinin de PK ve PRO gruplarina kiyasla anlamli bigcimde azaldigi

gosterilmistir. Her ne kadar mevcut calismada fekal kolesterol diizeyleri
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dl¢iilmemis olsa da SIN grubunun serum TK diizeyindeki diisiiste; fecesle atilan
kolesterol miktarindaki artisin etkili oldugu disiiniilmektedir. Sinbiyotik
uygulamasinin oldugu grupta goriilen fegesteki kolesterol miktarindaki artigin ise
Lye ve ark. (2017) tarafindan belirtildigi gibi bagirsak mikrobiyotasindaki

Oscillospira cinsini azalttigi diisiiniilmektedir.

Yiiksek yagl diyetle beslenmenin bagirsak mikrobiyota oriintlisiinde disbiyozis
tablosu olusturdugu ve 6zellikle de Clostridium cinsi firsatg1 patojenlerin bagirsak
mikrobiyotasindaki bolluk diizeylerinin disbiyozis tablosunda artis gosterdigi
bilinmektedir. Disbiyozis tablosunun diizeltilmesinde etkili olan etmenlerden
birisi de patojenik karakteristigiyle on plana ¢ikan Clostridium cinsi bakterilerin
seviyesinde diisiis gerceklesmesidir (Jia ve ark., 2021). Mevcut ¢alismada PRE ve
SIN gruplarindaki Clostridium cinsinde PK grubuna kiyasla énemli diisiis oldugu
goriilmustiir. Bu diisiisiin ise yiiksek yagl diyet tiiketimi sonucu olusan disbiyozis

tablosunun diizeltilmesinde rol oynadig: diistiniilmektedir.

Literatiirde LPS molekiillerini salgilayan patojenik yapidaki bazi Streptococcus
cinsi  bakterilerin  hiperlipidemi ve hiperkolesterolemi gibi metabolik
rahatsizliklar tetikledigi ve disbiyozis tablosu olusumuna yol agtig1 belirtilmigtir
(He ve ark., 2018). Hong ve ark. (2021), in vivo bir ¢aligmada sinbiyotik
uygulamasinin Streptococcus cinsini ve LPS molekiillerini anlamli sekilde
disiirdiigiinii  gostermistir (Hong ve ark., 2021). Mevcut c¢alismada da PK
grubunda miktar1 artan Streptococcus cinsi bakterilerin sinbiyotik uygulamasinin

oldugu grupta 6nemli diizeyde diistiigli belirlenmistir.

Lactobacillus cinsi bakteri suslarinin sahip olduklart BSH aktivitesi, kolesterolii
katabolize edip fecesle atma yetenegi ve kolesterolii hiicre membraninin yapisina
dahil edebilme gibi 6zellikler araciligiyla kolesterol diigiiriicii etki gosterdigi
belirtilmistir. Bu bakteri cinsinin bagirsak mikrobiyota Oriintlisi homeostazina
olumlu etkilerinin oldugu ve patojen bakterilerin bagirsak liimenindeki
dominasyonunu engelleyerek endotoksin diizeylerini diisiirdiigi gosterilmistir
(Kumar ve ark., 2012; Sivamaruthi ve ark., 2021).

Mevcut calismada serum lipit ve kolesterol parametreleriyle bakteri cinsleri

arasindaki iliskinin incelendiginde 1s1 haritasinda, Lactobacillus cinsi bakteriler ile
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serum TK ve LDL-K diizeyleri arasinda negatif yonlii ve orta diizeyde bir
korelasyon oldugu goriilmiistir. Ote yandan Streptococcus cinsi bakterilerle
serum TK ve HDL-K diizeyleri arasinda da pozitif yonlii ve orta diizeyde bir
korelasyon saptanmistir. Ozellikle de PK grubu ile karsilastirildiginda SIN
grubunun yaklasik 4 kat daha fazla Lactobacillus cinsini ve yaklasik 3 kat daha az
Streptococcus cinsi bakteriyi bagirsak mikrobiyota Oriintiisiinde barindirdigi
gozlemlenmistir. Pozitif kontrol grubuna kiyasla serum TK diizeyinde anlamli
diisiise sahip olan tek grubun SIN grubu oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda en
yiiksek Lactobacillus ve en diisiik Streptococcus oranina da SIN grubunun sahip
oldugu gériilmiistiir. Bu yiizden SIN grubunun serum TK diizeyi ile ayn1 grubun

Lactobacillus ve Streptococcus diizeyleri arasinda iliski oldugu diisiiniilmektedir.

Mevcut c¢alismada Lacticaseibacillus casei ATCC 393 susu ve d-tagatozun
sinbiyotik olarak uygulanmasmin hiperkolesterolemi tablosu ve bagirsak
mikrobiyota Oriintiisii lizerine etkileri arastirilmis ve asagidaki sonuglar elde

edilmistir:

1. Probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalarinin tiimiiniin viicut
agirhigini 6nemli oranda azalttigi ancak yem tiiketimi ve karaciger
agirliklarin1 anlamli bigimde degistirmedigi bulunmustur.

2. Biyokimyasal parametrelerin analizi sonucu; uygulamalarin higbirinin
serum ALB, ALT ve AST diizeylerini 6nemli oranda degistirmedigi
bulunmustur. Buradan yola ¢ikilarak PRO, PRE ve SIN gruplarinin
karaciger fonksiyonel kapasitesini korudugu goriilmiistiir.

3. Hiperkolesterolemi tanisinda en 6nemli parametre olan serum TK diizeyi
PRO, PRE ve SIN gruplarinda PK grubuna kiyasla daha diisiik bulunmus
ancak bu diisiisiin yalnizca SIN grubunda istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptanmistir. Bu calismada kullanilan fare tiirlerindeki temel
kolesterol tastyicist olan serum HDL-K diizeyinin ise yalnizca PRE ve SIN
gruplarinda etkin bir bicimde diistiigii belirlenmistir. Karaciger
yaglanmasini yansitan dnemli serum parametrelerinden olan TG diizeyi ise
PK grubuna kiyasla yalnizca PRE grubunda 6nemli diizeyde azalmistir.

4. Histolojik analizler sonucu; PRO, PRE ve SIN grubu karaciger doku

kesitlerine ait hepatosit dejenerasyonu, mikrovezikiiler steatozis,
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5.

inflamatuar hiicre infiltrasyonu skorlart ile IL-6 immunoreaktivite
sonuclarinin PK grubuna kiyasla diistiigii goriilmiis ancak mikrovezikiiler
steatozis ve IL-6 immunoreaktivitesine ait bu diisiislerin yalmizca SIN
grubunda istatistiksel anlamliliga sahip oldugu tespit edilmistir.

Bagirsak mikrobiyota analizi sonucunda; probiyotik, prebiyotik ya da
sinbiyotik uygulamalariin toplam bakteriyel tiir ¢esitlilik ve zenginliginde
anlamli bir artisa yol agmadigi ancak mikrobiyota oriintiisii igerisindeki
baz1 taksonomik Ogelerin diizeylerini O6nemli oranda degistirerek
hipokolesterolemik etki gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle de SIN
grubunda salgiladiklari LPS adli endotoksinlerle disbiyozis tablosu
olusumuna yol acan Pseudomonadota filumunun ve Desulfovibrionaceae
ailesinin anlamli sekilde azaldigi bulunmustur. Bununla birlikte SIN
grubunun bagirsak mikrobiyota Oriiniitiisiinde; KZYA fermantasyonunda
onemli rol oynayan Coprococcus cinsinin arttigi goézlemlenmistir.
Hiperkolesterolemi tablosunda bagirsak mikrobiyotasinda artig gosteren
Oscillospira cinsi ile patojenik karakteriyle én plana ¢ikan Clostridium
cinsi bakteri diizeyleri ise SIN grubunda anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur.

Serum TK diizeyleri ile genellikle patojenik yapidaki tiirleri barindiran
Streptococcus cinsi arasinda orta diizeyde ve pozitif yonde bir korelasyon;
faydali bakteri tiirlerini yiiksek oranda i¢eren Lactobacillus cinsi arasinda
ise orta diizeyde ve negatif yonlii bir korelasyon oldugu belirlenmistir.
Mevcut ¢aligmada ilk defa birlikte kullanilan Lacticaseibacillus casei
ATCC 393 susu ve d-tagatozun kolesterol diisiiriicii etkiye sahip oldugu in
vivo ortamda ispatlanmistir. Sinbiyotik uygulamasi sonucu hepatositlerde
lipit birikiminin ve inflamatuar bulgularin azaldig1 bulunmustur. Bununla
birlikte sinbiyotik form kullanimmin ardindan bagirsak mikrobiyota
orlintistindeki bazi taksonomik bilesen miktarlarinin olumlu ydnde

PR

degistigi ve bu sayede disbiyozis tablosunun diizeldigi goriilmiistiir.
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Mevcut calismada uygulanan sinbiyotik formun hipokolesterolemik etkilerinin

daha net bir bigimde aydinlatilabilmesi i¢in uygulanabilecek Oneriler ise sirasiyla

asagidaki verilmistir:

Calismada deney hayvanlari olarak vahsi tip fareleri iceren BALB/C tiirii
kullanilmistir. Vahsi tip farelerin metabolik varyasyonlari, bazi genleri
susturulmus  (knockout) farelere kiyasla c¢ok daha fazla oranda
gosterdikleri bilinmektedir. Hiperkolesterolemi 6zelinde knockout ApoE'/'
ve LDLr" fareleriyle ¢aligmanin; genetik yapi kaynakli varyasyonlari
minimuma indirdigi bilinmektedir. Mevcut calismadaki sinbiyotik formun
hipokolesterolemik kapasitesinin knockout farelerle test edilmesi; ¢ok
daha hassas 6l¢im sonuglarinin elde edilmesini saglayacak ve bu anlamda
bilimsel literatiire dnemli katkilar saglayacaktir.

Mevcut c¢alismada sinbiyotik formun kolesterol diisiiriicii etkileri
metabolik yolak ve mekanizmalar agisindan yalnizca bagirsak mikrobiyota
oOriintiisii diizeyinde incelenmistir. Oysa literatiirdeki ¢esitli ¢aligmalarda
sinbiyotik uygulamalarinin kolesterol sentezinde gérevli bazi enzim ya da
protein diizeylerinin degisiminde de rol oynadigi belirtilmektedir. Daha
ileri ¢aligmalarla sinbiyotik formun kolesterol metabolizmasina ait enzim
ve protein diizeylerini hangi boyutta etkiledigi arastirmalidir. Bu sayede
sinbiyotik uygulamasinin sahip oldugu hipokolesterolemik etkinin altinda
yatan mekanizmanin daha net bir Dbi¢imde aydinlatilacagi
distiniilmektedir.

Mevcut calismada KZYA diizeyleri belirlenmemistir. Kisa zincirli yag
asitleri, probiyotiklerin gelisimine sunduklar1 katki araciligiyla dolayl
yoldan hipokolesterolemik etki gosterebilmektedir. Ancak literatiirde
asetat, biitirat ve propiyonat gibi KZYA bilesenleri ile kolesterol
parametreleri arasinda dogrudan iliski oldugunu belirten caligmalarda yer
almaktadir. Bu sinbiyotik formla gerceklestirilecek daha ileri caligmalarda;
KZYA bilesenleri ayrintili olarak belirlenmeli ve bdylece kolesterol
parametreleri ile KZY A bilesenleri arasinda iliski agiga ¢ikarilmalidir.
Calismadan elde edilen Dbiitiin  metabolik  ¢iktilar bir arada

degerlendirildiginde ise mevcut sinbiyotik iriiniin hiperkolesterolemi
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tedavisinde alternatif biyoterapdtik ajan olarak  kullanilabilecegi

bulunmustur.
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