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OZET

Melekoglu, E., Kronik Bobrek Hastaligi Olusturulan Ratlarda Prebiyotik Tiiketiminin
Bagirsak Kaynakh Uremik Toksinler ve Hastaligin Progresyonuna Etkisi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Programi Doktora Tezi,
Ankara, 2020. Bu calismada kronik bobrek hastaligi (KBH) olusturulmus sicanlarda
prebiyotik tiketiminin bagirsak kaynakli Gremik toksin dizeylerine, inflamatuar ve
antioksidan gostergelere, renal hasar, bagirsak gecirgenligi ve hastalik progresyonu
Uzerine etkilerinin arastinlmasi amaclanmistir. Calismada erkek Spraque-Dawley
sicanlara oral gavajla 3 hafta boyunca adenin (200 mg/kg/glin) verilerek KBH
olusturulmustur. Sicanlar randomize iki gruba ayrilarak bir gruba (HP; n=9) prebiyotik
kaynagi olarak oligofruktozla zenginlestirilmis inilin (5g/kg/gln) ilave edilirken diger
gruba (HN; n=8) prebiyotik ilavesi yapilmamistir. Ayrica saglkli sicanlardan da iki grup
olusturularak bir gruba (SP; n=8) prebiyotik (intlin, 5g/kg/gln) ilave edilirken diger
gruba (SN; n=8) prebiyotik ilavesi yapilmamistir. Diyet midahalesinin (4 hafta) sonunda
tim siganlar 6tenazi edilerek bébrek ve kolon histolojik analizler igin gikariimistir. Serum
orneklerinde; Gremik toksinlerden p-cresol silfat (PCS) ve indoksil silfat (IS) duzeyleri,
inflamasyon (IL-6, IL-10, TNF-a) ve bobrek fonksiyon gostergeleri (iire, kreatinin)
dizeyleri incelenmistir. Bobrek hasari histopatolojik yonden incelenmis, ayrica bobrek
dokularinda antioksidan parametrelerden siliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx) 6lcimi yapilmistir. Ayrica kolonda siki baglanti proteinleri (claudin-1
ve occludin) analiz edilerek intestinal bariyer hasar incelenmistir. Deney sonunda hasta
grupta 4 haftalik prebiyotik tiketimi Gre (HN: 127,4 + 45,77; HP: 71,7 + 7,73 mg/d|;
p<0,001), PCS (HN: 1771,1 * 762,74; HP: 632,7 * 356,57 ng/ml; p=0,002) ve IL-6
dlzeylerinde (HN: 205,8 + 76,80; HP: 57,6 + 46,80 pg/ml; p=0,001) 6nemli bir azalma
saglamistir. Hasta grupta prebiyotik tiketiminin serum kreatinin, IS, IL-10 ve TNF-a
diizeylerine 6nemli bir etkisi bulunmamistir (p>0,05). Hasta sicanlara ait bobrek
dokularinda olusan histopatolojik degisikliklerin semikantitatif incelemesinde;
prebiyotik verilen grupta kristal birikimi, tlbdller ve glomerdler hasar, tlbllointerstisyel
fibrozis ve glomeriiler inflamasyon siddeti ve toplam hasar skoru daha az bulunmustur
(p<0,001). Prebiyotik verilen hasta gruba ait bobrek dokularinda GPx aktivitesi
prebiyotik verilmeyen hasta gruba gore daha yuksektir (p=0,007); ancak SOD aktivitesi
tizerinde 6nemli bir etkisi bulunmamistir (p>0,05). Saglikl ve hasta sicanlarda prebiyotik
miuidahalesi sonucunda inen ve ¢ikan kolon dokularinda claudin-1 protein seviyelerinde
anlamli artis gozlenmistir (p<0,05). Sonug olarak bu calismada, KBH’li sicanlarda dort
haftalik prebiyotik desteginin serum (re, PCS ve IL-6 diizeylerinde azalma sagladigi,
bobrek dokularinda antioksidan enzim aktivitesini ve intestinal bariyer fonksiyonu
artirdigl ve hastalik progresyonunu yavaslattigi bulunmustur. KBH’da bagirsak kaynakli
Uremik toksin Uretiminin, inflamasyon ve intestinal bariyer hasarin azaltiimasinda ve
hastaligin progresyonunun kontrol edilmesinde prebiyotik olarak oligofruktozla
zenginlestirilmis indlin destegi alternatif bir diyet yaklasimi olabilir.

Anahtar Kelimeler: prebiyotik, kronik bobrek hastaligi, liremik toksin, inflamasyon,
intestinal bariyer fonksiyon.

Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje Numarasi: 2175980).
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ABSTRACT

Melekoglu, E., The Effect of Prebiotic Consumption on Gut Derived Uremic Toxins and
Disease Progression in Rats with Chronic Kidney Disease, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Programme of Nutrition and Dietetics Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara, 2020. This study aimed to investigate the effect of prebiotic
consumption on gut derived uremic toxin levels, inflammatory and antioxidant
parameters, renal damage, intestinal permeability and disease progression in rats with
chronic kidney disease (CKD). Male Sprague-Dawley rats were given adenine (200
mg/kg/day) by oral gavage for 3-weeks to induce CKD. CKD rats were randomized to the
prebiotic supplemented group (HP; n=9) (5g/kg/day) and non-supplemented group
(HN; n=8). Also, healthy rats were randomized to the prebiotic-supplemented group
(SP; n=8) (inulin, 5g/kg/day) and non-supplemented group (SN; n=8). At the end of the
dietary intervention (4-weeks), all rats were euthanized and kidneys and colon were
removed for histological evaluation. Serum uremic toxins- p-cresol sulphate (PCS) and
indoxyl sulphate (IS), inflammation (IL-6, IL-10, TNF-a) and renal function markers (urea
and creatinine) levels were evaluated. Kidney tissues were evaluated
histopathologically and antioxidant markers (superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx)). Also, expression level of tight-junction protein (claudin-1, occludin)
were analysed in colon tissues and evaluated the intestinal barrier damage. At the end
of this study, serum urea (HN: 127,4 + 45,77; HP: 71,7 + 17,73 mg/dl; p<0,001), PCS
(HN: 1771,1 £ 762,74; HP: 632,7 * 356,57 ng/ml; p=0,002) and IL-6 levels (HN: 205,8 +
76,80; HP: 57,6 *+ 46,80 pg/ml; p=0,001) were significantly decreased in CKD rats
consuming prebiotic for 4-week. There was no significant effect of prebiotic
consumption on serum creatinine, IS, IL-10 and TNF-a levels in CKD rats (p>0,05). When
the histopathological changes in renal tissues were examined semi-quantitatively, it is
found that the crystal accumulation, tubular and glomerular damage, tubulointerstitial
fibrosis, glomerular inflammation, and total renal injury scores were less severe in the
CKD group consuming prebiotic (p<0,001). GPx-activity in renal tissues was higher in the
CKD-prebiotic group than in the non-supplemented group (p=0,007). However, in CKD,
prebiotic consumption did not have a significant effect on SOD-activity in renal
tissues(p>0,05). Significantly increased expression of the claudin-1 was observed in the
descending and ascending colon tissue in both healthy and CKD groups (p>0,05). In
conclusion, it is found that prebiotic supplementation for 4-weeks appeared to be
associated with a reduction of serum urea, PCS, and IL-6 levels, ameliorated oxidative
stress in kidney tissue, enhanced antioxidant enzyme activities in renal tissues and
intestinal barrier function, and retarded CKD progression in CKD rats. Prebiotic
oligofructose-enriched inulin supplementation may be an alternative dietary approach
for reducing gut-derived uremic toxin formation, inflammation and intestinal barrier
damage and controlling disease progression in CKD.

Keywords: prebiotic, chronic kidney disease, uremic toxin, inflammation, intestinal
barrier function.

This study is supported by TUBITAK (Project Number: 2175980).
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1. GIRiS
1.1. Kuramsal Yaklasimlar

Kronik bobrek hastaligi (KBH); ilerleyici glomeriler, tiibller ve interstisyel
hasarla karakterize olup bu hastalarda, tGremik toksin adi verilen metabolik son
drdnlerin vicutta birikimi s6z konusudur (1). Birgok hastalikla oldugu gibi KBH ile
bagirsak mikrobiyotasi arasindaki iliski de son yillarda ilgi ¢eken bir arastirma
konusudur (2, 3). Bobrek yetmezligi ilerledikce goriilen tGremi, antibiyotik ve fosfat
baglayici ilaglarin uzun dénem kullanimi ve uzamis kolon gegis zamani gibi faktorler
bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonunda ve fonksiyonunda degisikliklere neden

olmaktadir (4).

Bagirsak bakterilerinin temel enerji kaynagl fermente edilebilir diyet
posasidir. Ancak KBH’li bireylerde hiperpotasemiyi onlemek icin potasyumdan
zengin olan sebze ve meyveler diyette sinirlandirilmaktadir. Bu nedenle bu
hastalarin diyet posa tiiketimi énemli o6lglide azalmaktadir (5). Kolonda yeterli
miktarda fermente edilebilir diyet posasi olmamasi, nitrojenli bilesenleri fermente
ederek Gremik toksin olusturan bakterilerin tiir ve sayilarinin artmasina ve bagirsak
mikrobiyotasinda disbiyozise yol ac¢cmaktadir (6). Bagirsak mikrobiyotasindaki
dengesizlik sonucu sentezi artan bagirsak kaynakli Gremik toksinler intestinal
gecirgenligin artmasina ve sistemik inflamasyona sebep olmaktadir (7). Bu toksinler
KBH’li hastalarda renal hasari daha da ilerleterek hem hastalik progresyonunu

olumsuz etkilemekte hem de mortalite riskini artirmaktadir (8-10).

Kronik bobrek hastalarinda simbiyotik intestinal bakterilerin baslica besin
kaynagi olan fermente edilebilir posanin diyete eklenmesinin; bagirsak mikrobiyota
kompozisyonu ve fonksiyonunu dizenleyerek hem bagirsak kaynakli Gremik toksin
olusumunun azaltilmasinda hem de hastaligin progresyonunun yavaslatilmasinda bir
tedavi secenegi olabilecegi Gzerinde durulmaktadir (11-14). Prebiyotik tiiketiminin
yararli etkileri KBH’li hayvan modellerinde gosterilmistir. KBH’li sicanlarda azalmis
kreatinin klirensi, bobrek dokularinda interstisyel fibrozis, tlibller hasar,

proinflamatuar, profibrotik, pro-oksidan molekiillerin artisi, antioksidan enzimlerin



baskilanmasi, kolonik epitelyal siki baglanti hasari gosterilmistir. Prebiyotik olarak
verilen direngli nisastanin KBH’li sicanlarda tiim bu olumsuz sonuglari dnemli dlglide

gerilettigi ve KBH progresyonunu yavaslattigi gosterilmistir (15).

1.2. Amag ve Varsayimlar

Bu c¢alismanin amaci, kronik bobrek hastaliginda diyetle yetersiz alinan
fermente edilebilir diyet posasinin; potasyum ve fosfor icermeyen diyet posasi
destegiyle karsilanarak bagirsak mikrobiyotasinin modilasyonu ile bagirsak kaynakh
Uremik toksin olusumunun azaltilmasi ve hastalik progresyonu Uzerindeki etkilerin

arastirilmasidir.
Varsayimlar:

1. KBH modeli olusturulmus sicanlarda prebiyotik midahalesi yapilan ve
yapilmayan gruplar arasinda bagirsak kaynakli Gremik toksin dizeyleri
acgisindan farklilik géralir.

2. KBH modeli olusturulmus sicanlarda prebiyotik midahalesi yapilan ve
yapilmayan gruplar arasinda inflamasyon gostergelerinde farkhlik vardir.

3. KBH modeli olusturulmus sicanlarda prebiyotik miidahalesi yapilan ve
yapilmayan gruplar arasinda oksidatif stres gostergelerinde farklilik
vardir.

4. KBH modeli olusturulmus sicanlarda prebiyotik midahalesi yapilan
grupta bobrek dokusu hasari ve renal fonksiyon gostergelerinde iyilesme
gozlenir.

5. KBH modeli olusturulmus sicanlarda prebiyotik miidahalesi yapilan ve
yapilmayan gruplar arasinda bagirsak epitelyal gecirgenlik arasinda fark

vardir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bobregin Fizyolojisi ve Fonksiyonu

Bobrekler, sirtin ortasina yakin, gogis kafesinin hemen altinda, sag ve solda
iki tane olmak (izere retroperitoneal alanda konumlanmaktadir (16). En 6nemli
gorevlerinin  basinda sivi ve elektrolit dengesini saglayarak homeostazin
surdiridlmesi gelmektedir. Bobrekler, kan hacmi ve basincinin, ozmolarite ve pH’in
diizenlenmesini, Ure ve Urik asit gibi azotlu atik Grilinlerin ve diger toksik maddelerin
idrarla atilmasini saglamaktadir (17). Bobreklerin en temel ve fonksiyonel birimi
nefronlardir. Nefronlar; plazmanin filtre edildigi glomeriler kisim ve siiziilen sividan
atilacak olan idrarin olusturuldugu tibiler kissmdan meydana gelmektedir (17).
Gunlik ortalama 1600 L kan, bobrek glomeriillerinden filtre edilerek (glomeriler
filtrasyon) 180 L kadar ultrafiltrat adi verilen sivi olusturulur. Vicut icin gerekli
bilesenlerin geri emilimi (tlbuler reabsorpsiyon) ve toksik maddelerin sekresyonu
(ttbuler sekresyon) sonucunda ultrafiltrattan glnlik ortalama 1,5 L idrar olusturulur
(18). Tim emilim ve atim siirecgleri aldesteron, antidiliretik hormon ve paratiroid

hormon tarafindan diizenlenmektedir (17).

Her iki bobrekte toplam 2 milyona yakin nefron bulunmaktadir. Bébrek
hasari nefron sayisini azaltmakta, hasar goéren nefronlar ise yenilenememektedir.
Bobrek fonksiyonunun degerlendirilmesinde kullanilan glomeriler filtrasyon hizi
(GFH); fonksiyonel olan her bir nefronda bulunan glomerillerden birim zamanda

stzilen toplam plazma miktarini ifade etmektedir (19).

idrarla atilan atik maddelerin biyiik bélimii protein metabolizmasinin son
Urlinlerinden olusmaktadir. Atilmasi gereken glinlik solit yikinin ¢ogunlugunu Ure
olustururken, idrarda daha az miktarlarda Urik asit, kreatinin ve amonyak da
bulunmaktadir. Bu nitrojenli atik Urdnlerin idrar yoluyla eliminasyonu bobrek
fonksiyonunun diger bir gostergesidir (18). Bobrek fonksiyonunda azalma ya da
bobrek yetmezligi gibi durumlarda yiiksek diizeyde azot iceren son (rlnler idrarla

uzaklastiriimadiginda kanda birikerek “azotemi”ye yol agmaktadir (20).



2.2. Kronik Bobrek Hastaligi

Kronik bobrek hastaligi; G¢ aydan uzun sire boyunca glomeriiler filtrasyon
hizinin azalmasi (GFH<60 ml/dk/1,73m?) veya bdbrek hasari gostergesi varhigi ile
karakterize, ilerleyici ve geri donissliz bir halk saghgl problemidir (21). KBH,
glomerdiiler filtrasyon hizi degerlerine gore 5 evreye ayrilmistir (22). Besinci evre;
GFHIn 15ml/dk/1,73m?%nin altina dismesidir ve bu evre son dénem bdbrek
yetmezligi (SDBY) olarak adlandirilmaktadir. Bu hastalarin  yasamlarini
surdirebilmesi icin diyaliz ya da transplantasyon tedavisi almalari zorunludur (23).
Dinya capinda yaklasik 2,6 milyon kisi renal replasman tedavileri ile yasamini
surdirebilmektedir. 2030 yilina kadar bu sayinin yaklagik 5,5 milyona ¢ikmasi
beklenmektedir (24). Tirkiye Kronik Bébrek Hastaligl Prevalans Calismasi (CREDIT)
sonuclari, Ulkemizdeki eriskin popllasyonun %15,7’sinde KBH bulundugunu

gostermektedir (25).

Uremik sendrom, metabolik asidoz, elektrolit anormallikleri, anemi, kemik
mineral bozukluklari, anoreksi ve kaseksi gibi KBH ile iliskili bircok komplikasyon
yasam kalitesini olduk¢a kotl etkilemekte, kardiyovaskiiler hastalik ve mortalite
riskini artirmaktadir (26). KBH’da besin 6geleri ve son rlinlerin metabolizmasindaki
degisimler ve eslik eden hastaliklar (diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiler
hastaliklar) sebebiyle uygulanmasi gereken tibbi beslenme tedavisi hem hastaligin
progresyonunun vyavaslatiimasinda hem de hastalarin yasam kalitesinin
artirilmasinda blyik 6éneme sahiptir (27). Beslenme tedavisindeki amag, optimal
beslenme durumunun saglanmasi ve devamliliginin korunmasi, tremik sendrom,
hiperfosfatemi, hiperpotasemi, hipervolemi ve metabolik asidoz riskinin
azaltilmasidir (27). Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) calisma
grubunun (22) 2013 yilinda yayimladigi Kronik Bobrek Hastaligi Degerlendirme ve
Yonetim Kilavuzunda hastaligin beslenme tedavisi, diyetin protein, potasyum, fosfor
ve sodyum icerigine yonelik olup diyetin posa icerigi ya da posa destegi kullanimi

konusunda herhangi bir 6neri bulunmamaktadir. Son yillarda KBH poptilasyonunda



yapilan bir¢ok galisma, diyet posasi aliminin 6nemine ve olumlu etkilerine isaret

etmektedir (13, 14).
2.3. KBH’da Uremik Durum ve Uremik Toksinler

Renal fonksiyonun azalmasi sonucunda idrarla atilamayan metabolitler
kanda ve dokularda birikerek sivi, elektrolit ve mineral dengesinin bozulmasi
yanisira, yuksek kan basinci, asidoz, kemik mineral bozukluklar gibi vicutta
istenmeyen pek ¢ok duruma yol agcmaktadir (28, 29). Bircok farkl kaynaktan gelen
bu metabolitlere genel olarak “lremik tutulum molekilleri” ya da yaygin ismiyle”
tremik toksin” adi verilmektedir (30). Uremi; bdbrek fonksiyonunun bozulmasina
paralel olarak kan lire konsantrasyonunun ylikselmesi ile gelisen sivi, elektrolit ve
hormon dengesizlikleri ve metabolik anormallikler ile iliskili klinik bir sendromdur
(31). Metabolik siiregleri bozan ve Gremik sendroma yol agan Uremik toksinlerden
bazilari; ire, oksalik asit, paratiroid hormon (PTH), fenoller ve indollerdir. Uremik
toksinler viicuttaki bircok sistemi etkilemekle birlikte, KBH'da ozellikle

kardiyovaskiler hasarla iliskilidir (29).

Uremik toksinler ekzojen, endojen ya da bakteriyel kaynakl olabilmektedir.
Endojen kaynakli Gremik toksinler, (ire gibi metabolik siiregler sonucu uretilen ve
renal atim kapasitesinin azalmasiyla biriken ya da PTH gibi asiri endojen Uretim
sonucu viicutta biriken solitlerdir (32). Eksojen kaynaklilar ise besinlerin, benzoik
asit gibi islenmis besinlere eklenen koruyucular ya da aroma vericilerin ya da
ilaclarin metabolizmasi sonucu olusan ara Urinler olabilmektedir (33). Kolonda
sindirilmemis besin 6gelerinin bakteriyel fermantasyonu sonucu olusan Uriinler ise
bakteriyel kaynakli tiremik toksinlerdir. intestinal floranin degismesi ya da
mikrobiyota fonksiyonundaki degisimler bircok Gremik toksinin serum

konsantrasyonunda artisa yol agmaktadir (12, 34).
2.4. Bagirsak - Bobrek Aksi

insan bagirsaklarinda ¢ogunlugu (%97) anaerobik bakteri tiiri olmak iizere

10 den fazla sayida mikrobiyal hiicre bulunmaktadir (35). insan mikrobiyomunun



karakterizasyonunu amaglayan “Human Microbiome Project” (HMP) (36) ve
Metagenomics of the Human Intestinal Tract (MetaHIT) (37) gibi buylk olcekli
projeler ve yeni nesil dizileme teknolojisinin gelismesi sonucunda bagirsak
mikrobiyotasini olusturan baskin tirler (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Fusobacterium, Proteobacteria, Verrucobacteria, Cyanobacteria) tanimlanmistir
(38). Bu sahada yapilan ilgi cekici arastirmalar, bagirsak mikrobiyotasinin insan
sagligl izerine etkisini ortaya koymus ve bagirsak mikrobiyotasinin “metabolik aktif
bir organ” olarak tanimlanmasina katki saglamistir (39). Bagirsaklarda konakgi saghgi
icin faydal, “probiyotik” adi verilen Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi tirlerin
yani sira Clostridium ve Candida albicans gibi potansiyel patojenik organizmalar da
bulunmaktadir. Bu tirlerin orani ve dagilimindaki dengesizlik sonucu olusan
“dizbiyozis” durumu bircok hastaliga neden olabilmektedir (40). Diyet, fiziksel
aktivite, enfeksiyon, inflamasyon, genetik ve antibiyotik kullanimi gibi epigenetik

faktorler disbiyozise yol agmaktadir (41, 42).

Bagirsak mikrobiyotasinin temel islevlerinden biri; ince bagirsaklarda
sindirime  direngli diyet karbonhidratinin fermente edilerek (sakkarolitik
fermantasyon) kisa zincirli yag asitlerine (KZYA) sentezidir (43). Asetat, bltirat ve
propiyonat gibi KZYA’larin enerji homeostazi, glikoz ve lipid metabolizmasi, bagirsak
bariyer bitinliginin saglanmasi, immin cevabin dizenlenmesi, inflamatuar ve
antioksidan yanit Gzerinde olmak Uzere bircok yararh etkisi bulunmaktadir (44).
Kolon epitelyal hicreleri igcin ¢ok 6nemli besin kaynagl olan KZYA'lar; saghkli
kolonositlerin proliferasyonunu ve siki baglanti proteinlerinden claudin-1, zonula
occludens-1 (ZO1) ve occludin Uretimini artirarak bagirsak bariyer bitinlGgini
saglamaktadir (45). Epitelyal gecirgenligi azaltarak sistemik inflamasyona neden olan
lipopolisakkaritlerin  ve peptidoglikanlarin  translokasyonunu engellemekte,
dolayisiyla makrofaj aktivasyonunu ve proinflamatuar sitokin ve reaktif oksijen
turlerinin (ROS) UGretimini 6nlemektedir (46). Ayrica kolonda bulunan KZYA'lar ortam
pH’in1 duslirerek patojenik mikroorganizmalarin inhibe edilmesini saglamaktadir

(47). KZYA’lar dizenleyici T lenfositleri (T-reg) icin de dnemli bir besin 6gesidir (48,



49). Bagirsak mikrobiyotasi tarafindan KZYA olusumunun azalmasi T-reg

popiilasyonu ve fonksiyonunu olumsuz etkilemektedir (50-52).

KZYA’larin dogrudan kolonositler tizerine olumlu etki ederek bagirsak bariyer
bitlinliglinG saglamasinin yani sira reseptor aktivasyonu ile birtakim hiicresel sinyal
iletim mekanizmalarini baslatabilmektedir. Bu reseptorlerden biri; inflamasyon ve
besin alimi sonrasi insilin salinimini artiran glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1)
sekresyonunu diizenleyen serbest yag asidi reseptori 2’dir (FFAR2). KZYA’larin
baglanarak hticre ici sinyal yolaklarini aktive ettigi bir diger reseptor olan serbest yag
asidi reseptorii 3 (FFAR3) ise adipositlerden leptin Uretimini ve lipit profilini
diizenlemektedir (53). Kisacasi KZYA’lar FFAR2 ve FFAR3 reseptorlerine baglanarak
immin sistem, inflamatuar vyanit, glikoz ve lipit metabolizmalarinin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir (44).

Kolonda yeterli miktarda fermente edilebilir karbonhidrat bulunmadigi
zaman, bagirsak mikrobiyotasinda nitrojenli bilesikleri fermente edebilen bakteri
turleri bu bilesikleri fenol, indol, amin gibi son (riinlere donistirmektedir
(proteolitik fermantasyon). Bu nitrojenli bilesiklerin kaynagini; dolasimdan intestinal
sisteme gecen Ure, sindirime ugramadan kolona gelen diyet proteinleri, intestinal

epiteldeki 610 hiicreler, pankreatik ve intestinal salgilar olusturmaktadir (6).

Kolona gelen triptofan aminoasidi, triptofani fermente edebilen bakteri
tirleri tarafindan mikrobiyal fermantasyona ugrayarak indole metabolize
edilmektedir. intestinal kanaldan emilen indol, portal dolasimla karacigere gelir ve
burada oksidasyona ve siilfatasyona ugrayarak indoksil siilfata (IS) dontsturialir (54)

(Sekil 2.1).

Tirozinin intestinal fermantasyonu sonucu olusan 4-hidroksifenil asetik asit,
dekarboksile olarak p-cresol’a (PC) déniismektedir. intestinal mukozaya gelen PC,
sitozolik sulfotransferazla baslica metaboliti olan p-cresol silfata (PCS) ya da
sitozolik glukroniltransferazla p-cresol glukronide (PCG) metabolize edilmektedir.
Portal dolasim yoluyla karacigere gelen bu metabolitlerden sitozolik konjugasyona

ugramayan PC hepatik stllfotransferazla PCS’ye ya da hepatik glukroniltransferazla



PCG’ye donusturilmektedir (55) (Sekil 2.2). Bagirsak kaynakli proteine bagli Gremik
toksin adi verilen, nitrojen kaynaklarinin mikrobiyal fermentasyonu sonucu olusan
bu metabolitlerin bircok toksik etkisi bulunmaktadir. Bu Gremik toksinler kronik
bobrek hastaligina ve hastaligin progresyonuna yol agmakta, kardiyovaskiler

hastalik riski ve tim nedenlere baglh mortalite riskini artirmaktadir (56).
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Sekil 2.2. Bagirsak kaynakli Giremik toksin olan para-cresol siilfatin olusumu.




2.5. KBH’nin Bagirsak Mikrobiyotasi Uzerine Etkisi

KBH ile bagirsak mikrobiyotasi arasindaki karmasik iliskinin gift yonli oldugu
ortaya konulmustur. Bobrek yetmezligi bagirsak mikrobiyotasinin kompoziyonunu
olumsuz etkilemekte, buna karsilik mikrobiyal metabolizma sonucu olusan tGremik
toksinler de bobrek yetmezliginde progresyona neden olmaktadir (57). KBH’da
bircok faktor bagirsak mikrobiyotasinin  kompozisyonu ve fonksiyonunda
degisikliklere yol acmaktadir. Bunlar; tGremik durum, ince bagirsaklarda protein
sindiriminin etkin olmamasi, kolon gecis zamanin uzamasi, diyet kisitlamalari,

antibiyotik ve fosfat baglayici ilag kullanimi olarak 6zetlenebilir (13, 58) (Sekil 2.3).

Renal yetmezlik

l

Nitrojenli atiklarin hucre iginde ve disinda birikimi

l

Ure, Urik asit vb. atik {irlinlerin intestinal limene difiizyonu/sekresyonu Antibiyotik

Fosfat baglayici ajan

Bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonu ve fonksiyonunda degisim Diyet kistlamalart fle
(DISnyOZIS) KZYA tretiminde azalma

> %

Bagirsak kaynakh tGremik toksin Gretimi intestinal bariyer gefirgenliginin artmasi

Uremik toksinlerin sistemik dolasima gecisi Bakteri ve endotoksinlerin sistemik dolasima gegisi

¢

Uremik toksisite Kronik inflamasyon

Nefrotoksik etki KBH progresyonu
inflamasyon
Tubulointerstisiyel fibrozis

Sekil 2.3. KBH ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki ¢ift yonli iliski.

Bobrek yetmezligi ile olusan tGremik durum, hiicre ici ve disi sivilardaki Grenin
intestinal kanala gegisini artirmaktadir. Boylece bagirsaklarda Ureyi fermente
edebilen mikrobiyal tlrlerin sayisi ¢ogalmaktadir. Bu mikrobiyal tirler dreyi
amonyak ve amonyum hidroksite metabolize etmektedir. Amonyak ve amonyum
hidroksit bagirsak epitelyal yilzeyinde bulunan siki baglanti proteinlerine hasar
vererek intestinal bariyer bitlinligini bozmaktadir (59). Ayrica yiiksek Ure dizeyi

intestinal mikrobiyota kompozisyonunun proteolitik fermantasyon lehine
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degisimine yol agarak PCS ve IS gibi Gremik toksinlerin Uretimine ve birikimine

neden olmaktadir (50, 60).

Ozellikle ileri derecede bdbrek yetmezligi olan hastalarda hiperpotaseminin
Onlenmesi amaciyla uygulanan tibbi beslenme tedavisi cercevesinde sebze ve meyve
grubu diyette kisitlanmaktadir. Bu besin grubu ayni zamanda fermente edilebilir
karbonhidratlarin kaynagidir (2). Bu hastalarda fermente edilebilir diyet posasi
tiketiminin azalmasi, bagirsak mikrobiyotasinda KZYA’lari olusturan bakteri
popiilasyonunun azalmasina neden olmaktadir (50). Bagirsak mikrobiyotasinda
sakkarolitik fermantasyon siireglerinin azalmasi sonucu proteolitik fermantasyon ve
proteine bagli iremik toksin Gretimi artmaktadir (61). Son dénem boébrek yetmezligi
olan hastalarin bagirsak mikrobiyotasi kompozisyonunu degerlendiren bir ¢alismada
on dokuz baskin tlirden on ikisinin lire, bes tanesinin Urik asit, ti¢ tanesinin ise indol
ve p-cresol fermente edebilen bakteri tirleri oldugu gorilmustir. Ayni hastalarin
bagirsak mikrobiyotasinda bulunan doért sinirh tirden ikisinin KZYA’dan bdtirat
fermente edebilen bakteri tirleri oldugu gosterilmistir (50). KBH’a bagli gelisen
mikrobiyal floranin kompozisyon ve fonksiyonunda bozulma sonucunda konakla
mikrobiyom arasindaki simbiyotik iliski bozularak, Gremik toksisite, inflamasyon,

kardiyovaskiiler komplikasyonlara yol acan son Urilinlerin olusumu artmaktadir (58).
2.6. Bagirsak Mikrobiyotasinin KBH Uzerine Etkisi
2.6.1. Bagirsak Kaynakli Uremik Toksinler

Endojen metabolik atiklarin vicuttan uzaklastirilmasindan Uriner sistem
sorumludur. Karaciger, detoksifiye Urtinlerin bébrekler yoluyla daha kolay atilimini
saglamak icin cesitli konjugasyon mekanizmalarinda rol oynamaktadir (62). KBH'da
bobrek fonksiyonu azaldigi icin Gremik toksinlerin viicuttan atimi zorlasmaktadir. Bu
toksinlerin serumda ve vicut dokularinda birikimi sonucunda kardiyovaskiiler,
norolojik, endokrin ve iskelet sistemini olumsuz etkileyen Uremik semptomlar
gorilmektedir (30). Uremik toksinlerin siniflandirilmasi, molekiler agirliklar ve

proteine bagl olmasina gore yapilmaktadir. Buna gore molekiler agirliklari <500
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Dalton (Da) olanlar diistiik molekuler agirhikh solutler olarak isimlendirilirler ve bunlar
diyaliz yoluyla kolaylikla viicuttan uzaklastirilmaktadir. Molekiler agirhklari >500 Da
olanlar orta molekiler agirhkli solltlerdir ve diyaliz isleminde ancak genis porlu
membranlar kullanilarak uzaklastirilabilir. Son grubu olusturan proteine bagli
solitler ise molekiler agirliklarindan bagimsiz olarak degerlendirilir ve proteine
bagl yapilari nedeniyle diyaliz membranlarindan difiizyonu olduk¢a zordur (30).
Proteine bagh Uremik toksinlerin buylk ¢ogunlugu aminoasitlerin bagirsak

bakterileri tarafindan metabolizmasi sonucu olusmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Uremik toksinlerin siniflandirilmasi.

Sinif Uremik toksin MA (Da) Grup Kaynak
Ure 60 Diger Diyet proteini
Diistik Urik asit 168 Pirin Pirin metabolizmasi
molekiler Kreatin 131 Guanidin Endojen
agirlikh Kreatinin 113 Guanidin Kreatin
(<500 Da) TMAO 75 Amin Diyet kolin ve L-Karnitin
ADMA 202 Guanidin Protein metabolizmasi
B-2 mikroglobulin 11800 Peptit MHC
Orta PTH 9225 Peptit Endojen
molekiler Leptin 16000 Peptit Endojen
agirhikh Noropeptit Y 4272 Peptit Endojen
(=500 Da)  TNF-a 26000 Sitokin Endojen
interl6kin-6 24500 Sitokin Endojen
IS 251 indol Triptofan
indol asetik asit 175 indol Triptofan
Proteine PCS 188 Fenol Fenil alanin, tirozin
bagli p-cresol glukronid 283 Fenol Fenil alanin, tirozin
bilesikler Kinidirenin 208 Aminoasit Triptofan
Kinolinik asit 167 indol Triptofan
CMPF 240 Diger Furanoid yag asitleri

TMAO: Trimetilamin N-oksit; ADMA: Asimetrik dimetil arjinin, MHC: Major histokompatibilite
kompleksi; PTH: Paratiroid hormon; TNF-a: timor nekrozis faktor-a; IS: indoksil silfat; PCS: para-
cresol silfat; CMPF: 3-karboksi-4-metil-5-propil-2-furan propiyonik asit
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KBH’da bagirsak kaynakli proteine bagli Gremik toksinlerin viicuttan diyaliz
yoluyla uzaklastirlamadigi g6z onine alindiginda bagirsak kaynakh Gremik
toksinlerin Gretimini 6nleyecek tedavi segeneklerinin gelistirilmesi ¢ok 6nemlidir.
Hem IS hem de PCS, serumda taslyici proteine yiiksek afinite gostererek %90’nin
Uzerinde bir baglanma orani ile alblimine bagh halde bulunmaktadir (62). Para-
cresoliin farkli konjugatlarindan olan PCS ve p-cresol glukronid, benzer
metabolizmalara sahip olmasina ragmen PCS’nin alblimine baglanma orani daha
yuksek oldugu igin (PCS: %94,2 = 3,0; p-cresol glukronid: %8,3 + 4,4) diyalizle

uzaklastiriimasi 2 kat daha zordur (63).

Hem PCS hem de IS dolasimda albimine bagh olarak tasinir ve saglkli
bireylerde bobreklerden tubiler sekresyon yoluyla atilirlar. (64). Bobrek yetmezligi
ilerledikce bu lGremik toksinlerin hem Uretimi arttigl hem de viicuttan atimi azaldigi

icin serum dlizeyleri yaklasik 10 kat artmaktadir (65).

PCS ve IS'nin renal tibdler hiicreler lGzerinde bazi patofizyolojik degisiklikler
meydana getirerek boébrek hasarini artirdigi gosterilmistir (66). Bu etkilerin; oksidatif
stres, sitokin ve inflamatuar gen ekspresyonu, renal fibrozis, nefroskleroz, epitelyal
hicrelerin mezenkimal hicrelere farklilagmasi, renin anjiyotensin aldesteron sistemi
(RAAS) aktivasyonu, monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ekspresyonu, Klotho
gen metilasyonu, hiicreler arasi adezyon molekiilii-1 (ICAM-1)’in indliksiyonu gibi

mekanizmalarla olustugu gézlenmistir (66).

Renal hasarin disinda bu bilesenlerin sitotoksik etkileri kardiyovaskiiler ve
inflamatuar degisikliklere yol agmaktadir. Bazi ¢alismalarda bu toksinlerin KBH’da,
kardiyovaskiiler ve inflamatuar sonuclarda glvenilir biyobelirtecler olabilecegi
Uzerinde durulmaktadir (67-69). Uremik toksinlerin nikotinamid adenin dinikleotid
fosfat (NADPH) oksidazi iceren bazi yolaklarla ROS (liretimine yol ac¢tigi, mitojen ile
aktive edilen protein kinaz (MAPK)/ nilkleer faktor kappa B (NF-kB) yolaklarini
tetikledigi ve boylece proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve adezyon
molekdllerinin iretimine sebep oldugu gosterilmistir (68). Farkl derecelerde bdbrek

yetmezligi olan hastalar Uzerinde vyapilan klinik c¢alismalarda IS ve PCS
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metabolitlerinin renal hastalik progresyonu, kardiyovaskiler morbidite ve mortalite

ile iliskili oldugu gosterilmistir (8, 70-75).
2.6.2. Sizintih Bagirsak

KBH’da var olan disbiyozis durumu intestinal duvarda 6dem ve bagirsak
iskemisine yol acarak “sizintili bagirsak” olarak adlandirilan intestinal epitalyal
gecirgenlige neden olmaktadir (76). Subtotal nefrektomi ya da adeninle indiklenen
kronik bobrek yetmezligi modeli olusturulan sicanlarda intestinal epitel dokuda
bulunan siki baglanti proteinlerinin (occludin, claudin ve zona occludens) biyuk

Olclde azaldig gosterilmistir (77-79).

KBH’da renal yetmezlige bagh olarak viicut sivilarinda artan dre intestinal sisteme
diffiz ederek bagirsak mikrobiyotasinda Ure parcalayan enzime (lireaza) sahip
bakteri popiilasyonunu artirmaktadir. Ureaza sahip bu bakteri tiirleri ureyi
metabolize ederek amonyaga donlstlirmekte, daha sonra da amonyum hidroksite
hidrolize etmektedir. Amonyum hidroksit, epitelyal siki baglanti proteinlerine zarar
vererek intestinal bariyer gecirgenligini artirmaktadir (59, 80). Boylece
endotoksinlerin ve diger luminal Giremik toksinlerin sistemik dolagima ge¢gmesine yol
acarak lokal ve sistemik inflamasyona neden olmaktadir. Kronik lokal ve sistemik
inflamasyon durumu da KBH progresyonunun ilerlemesine sebep olarak bagirsak
epitelyal bariyere zarar veren kisir bir dongl yaratmaktadir. Bagirsak epitelyal
bariyer gecirgenliginin bozulmasi KBH’nin bir sonucu oldugu gibi ayni zamanda KBH

progresyonunun bir nedenidir (Sekil 2.4) (76).

KBH’da tliketilen distik posali diyet sonucunda mikrobiyomda simbiyotik dengenin
bozulmasi ve bagirsak epitelyal hicrelerinin KZYA'y1 enerji kaynagl olarak
kullanamamasi kolonosit bitlnligini bozar ve koruyucu mukozal bariyere zarar
vermektedir. Sonucta inflamatuar hicrelerin bariyerden gecisi kolaylasarak sistemik
inflamasyona katkida bulunmaktadir (81). Ayni zamanda bagirsak inflamasyonu siki
baglanti proteinlerinin endositozunu uyararak epitelyal bariyer yikimini

artirmaktadir (81). KBH’l sicanlarin bagirsak dokularinda antiinflamatuar bir
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transkripsiyon faktor olan nikleer faktor eritroid 2 (Nrf2)’nin baskilandigi, Nrf2
agonistleri ile midahale edildiginde ise hem bagirsak inflamasyonunun azaldigi hem
de siki baglanti proteinlerinin ekspresyonlarinin arttigi deneysel bir modelde

gosterilmistir (82).

Diisiik posal diyet tiiketimi

Bagirsak mikrobiyomunda degisiklik

J' Amonyum hidroksit «— Ure .
/ Kan dre

Bagirsak epitel hiicrelerinin enerji kaynagi Uremik toksin Haizeyinde

larak KZYA kull I — P
olare {faniminin azaimasl / Nrf2 transkripsiyon fakt6r diizeyinde azalma artis

Kolonosit biitiinligiiniin ve v
mukozal bariyerin bozulmasi Siki baglanti proteinlerinin hasari

inflamatuar [6kositlerin gegisi / ‘

Bakteri ve Giremik toksinlerin translokasyonu

. . J' KBH progresyonu
Kardiyovaskiiler | _ Sistemikinflamasyon—*”"f‘—’

olaylar ve mortalite

Sekil 2.4. KBH'da bagirsak mikrobiyotasinin ve intestinal gegirgenligin sistemik
inflamasyona ve hastalik progresyonuna katkisi.

KBH’li hastalarin kan dolasiminda endotoksinlere ve bagirsak bakterilerine
ait DNA pargalarina rastlanmis ve renal yetmezlik derecesi arttikga dolagimda
bulunan endotoksin dizeyinin de arttigli gozlenmistir (83, 84). Hemodiyaliz
hastalarindan olusan bir kohort calismasinda klinik olarak enfeksiyon varligi
olmamasina ragmen kan endotoksin diizeyi ile sistemik inflamasyon siddeti iliskili
bulunmustur (85). Bagirsak gecirgenliginin artmasi sonucu bu toksinler sistemik
dolasima gecerek inflamasyonu ve oksidatif stresi artirmakta, KBH progresyonu ve
kardiyovaskiiler mortalite icin risk faktorli olan sistemik inflamasyona neden

olmaktadir (76).
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2.6.3. Renal Toksisite

Farkl KBH evrelerindeki 268 hasta Gzerinde yapilan prospektif gdzlemsel bir
calismada yuksek serum IS (HR= 1,063; p<0,001) ve PCS degerleri (HR= 1,092;
p<0,001) ile hastalik progresyonu iliskili bulunmustur (86). Ayrica PCS’nin yiiksek
serum dizeyi ile tim nedenli mortalite arasinda istatistiksel anlamli iligki
bulunmustur. Ustelik bu iliskinin hastalarin demografik &zellikleri, calisma
baslangicindaki renal fonksiyon durumu, serum IS ve kreatinin dlzeyleri gibi
faktorlerden bagimsiz oldugu ortaya konulmustur (86). Bagirsak kaynakl Gremik
toksinlerin renal toksisite lzerine etkileri daha ¢ok in vivo ortamda arastirilmis ve
etki mekanizmalarinin bir kismina NFkB yolagini aktive eden reaktif oksijen
turlerinin aracihk ettigi disinidlmektedir (87). In vitro calismalar NF-kB yolagi ile
proinflamatuar sitokin  saliniminin  ve plasminojen aktivatér inhibitor-1
upregiilasyonunun hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve renal tibulointerstisyel

fibrozise yol agtigi gésterilmistir (88, 89) (Sekil 2.5).

IS ve PCS yliksek serum Reaktif oksijen tlrlerinin
dizeyleri Uretimi
Proinflamatuar sitokin NF-kB yolaginin
salinimi upregiilasyonu
Renal tlbliler interstisiyel
fibrozis . KBH progresyonu

Sekil 2.5. IS ve PCS toksisitesinin renal etkileri.

Hayvan modellerinde oral IS ve PCS uygulamasinin renal fonksiyonunda
bozulma, glomeriiler sklerozis ve tiubdllointerstisyel fibrozise neden oldugu

gosterilmistir (90-92). Niwa ve ark. (93) bobrek yetmezligi olusturulan sicanlarin
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bobrek dokularinda 1S’nin monosit infiltrasyonunu artirarak tubdlointerstisyel
fibrozise ve renal yetmezlik progresyonuna yol actigini rapor etmistir. IS’nin
glomeriler visseral epitelyal hicreler Uzerinde toksik etkisi oldugu ve progresif
glomeriler hasara yol actigl gosterilmistir (94). Yapilan hiicre kiltlri ¢alismalarinda
PCS’nin tlibiler epitelyal hiicrelerde reaktif oksijen tirlerinin olusumunu artirdigi
gorilmastir (92, 95). Bobrek yetmezligi modeli olusturulmus sicanlara doért hafta
boyunca intraperitoneal PCS enjeksiyonunun boébrek dokularinda reaktif oksijen
turlerinin Gretimini arttirdigl ve tlbilointerstisyel fibrozis olusturdugu goézlenmistir

(92).
2.7. KBH’da Bagirsak Mikrobiyotasinin Modiilasyonunda Prebiyotikler
2.7.1. Prebiyotikler

Diyet posasi; gastrointestinal sistem enzimleri tarafindan sindirime direncli,
intrinsik, bitki hicre duvarini olusturan yapisal polisakkaritler ve ligninden
olusmaktadir. Fonksiyonel posa ise bitkilerden izole edilerek ayristirilan fizyolojik
yararl etkileri olan sindirilemeyen karbonhidratlari ifade etmektedir. Diyet posasi ve
fonksiyonel posanin toplami ise “toplam diyet posasi” olarak tanimlanmaktadir (96).
Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik ve Beslenme Degerlendirme Calismasi |l
(NHANES 1) verileri KBH’da yiksek diyet posasi tliketiminin inflamasyon ve
mortalite riskini azalttigini gdstermistir (97). Diyet posasinin renal saglik Gzerine
pozitif etkileri ortaya konulmus olmasina ragmen kronik bobrek hastalarinin diyet
posasl tliketimleri yetersizdir (97). Bunun baslica sebebi hastaligin tibbi beslenme
tedavisi cercevesinde dusiik potasyum ve fosfor iceren, sebze, meyve ve tam tahil

Urianlerinin kisitlandigi diyetlerin 6nerilmesidir (98).

Diyet posasi ¢ozinir ve ¢ozlinmez olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Cozlintr
posa kolonda bagirsak bakterileri tarafindan fermente edilirken, ¢6zlinmez posanin
cok az bir kismi fermente edilebilir (99). In vitro sartlarda diyet posasinin en az %60’|
fermente edilebiliyorsa fermente edilebilir diyet posasl olarak

degerlendirilmektedir. indlin ve tdrevleri fruktooligosakkaritler,
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galaktooligosakkaritler, pektin, guar gum, beta-glukanlar fermente edilebilir diyet
posasi tirleridir ve prebiyotik olarak degerlendiriimektedir (100). Prebiyotikler;
gastrointestinal sistem enzimlerine direngli, bagirsaklarda simbiyotik bakterilerin
cogalmasini ve aktivitelerinin artmasini saglayan, intestinal mikrobiyota tarafindan
fermente edilebilen diyet bilesenleridir (101). Bir diyet bileseni, ti¢ kriteri karsiladigi
takdirde prebiyotik olarak degerlendirilmektedir. Bunlar; (i) gastrik aside, sindirim
enzimlerine ve gastrointestinal emilime karsi direngli olmak, (i) intestinal
mikrobiyota tarafindan fermente edilebilir olmak ve (iii) saglik Gzerinde faydal
fizyolojik etkileri olan intestinal bakterilerin biylimesini ve/veya aktivitesini selektif
stimile etmektir (102). KBH’li hastalarda fermente edilebilir diyet posasi tliketimi
artirildiginda KZYA (retimi artacagi icin intestinal bariyer gecirgenlik ve lokal ve/veya
iskemik inflamasyon Uzerine olumlu etkileri olabilecegi; ayrica KZYA olusturan
bakteri tlrlerinin sayisi ve fonksiyonu artacagl icin Gremik toksin lreten bakteri
turlerinin kolonizasyonu azalacagl éne siriilmektedir (15). One siriilen farkh bir
mekanizma; diyet posasinin bagirsak mikroflorasini olusturan canlilardaki nitrojen
tutulumunu artirarak serum (lre diizeyininin disirilmesine katki saglayabilecegidir
(103). Kolonda dretilen KZYA, ortam pH’ini disirerek amonyagin amonyuma

doénistimiini ve feces yoluyla uzaklastirilmasini saglamaktadir (103).
Oligofruktozla Zenginlestirilmis iniilin

Diyetle inulin alimi Avrupa’da 3-11g/gtin, Amerika Birlesik Devletleri'nde 1-4
g/gin oldugu rapor edilmistir. Bu miktarlar inulin icin belirlenen tolere edilebilen
miktar olan 10-20 g/giin’iin ¢ok altindadir (104). iniilin; bugday, sogan, muz, yer
elmasi ve pirasa gibi besinlerde bulunmaktadir; ancak ticari olarak piyasaya sunulan
formu c¢ogunlukla hindiba kékiinden elde edilmektedir (105). inilin, B (2-1)
baglariyla bagl fruktoz polimerlerinden olusmakta ve polimerizasyon derecesi (PD)
2-60 arasinda degismektedir. Bu B (2-1) baglarinin sindirim enzimleriyle
hidrolizasyona dayanikli olmasi hem prebiyotik etkisini hem de dislik enerji icerigini
saglamaktadir (106, 107). iniilinin enzimatik olarak kismi hidrolizasyonu sonucunda

oligofruktoz elde edilmektedir (106). Diisik molekul agirlikli oligofruktoz ile yiksek
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molekdl agirhkli indlinin karigtiriilmasi sonucunda oligofruktozla zenginlestirilmis
indlin elde edilmektedir (108). indlin tipi fruktanlar arasindaki en aktif Griin
oligofruktozla zenginlestirilmis indlindir. indlin  tipi fruktanlarin  kolonik
fermantasyonlari bircok diyet posasinin aksine secicidir, bu da demek oluyor ki
potansiyel saglga yararl bakteri sayisini artirirken potansiyel zararli bakteri sayisini

azaltmaktadir (108).
2.7.2. KBH’da Prebiyotik Tiiketiminin Hastaligin Progresyonuna Etkisi

Bagirsak-bobrek aksindaki fonksiyonu gbéz oOnilne alindiginda o6zellikle
hiperkalemik hastalarda yeterli diyet posasi saglanmasi icin alternatif ¢oziimler
gelistirmek c¢ok ©onemlidir. Prebiyotik, probiyotik ya da simbiyotikler intestinal
floradaki protein fermente eden tiirleri azaltarak bagirsak kaynakh tGremik toksin
Uretiminin azaltilmasinda disik maliyetli bir tedavi stratejisi potansiyeli

tasimaktadir.

KBH’da bagirsak mikrobiyotasinin modiilasyonunu amaglayan probiyotik,
prebiyotik ya da simbiyotiklerin kullandigi birgok ¢alismada Uremik toksin,
kardiyovaskiiler risk ve inflamasyon Uzerine etkileri arastirilmistir (12). Yapilan bir
meta-analizde KBH’da fermente edilebilir posa desteginin (inllin, psiliyum, gum,
laktuloz) Ure ve kreatinin serum diizeylerinde anlamli azalma sagladigi gosterilmistir.
Ancak incelenen calismalar arasinda heterojenite oldugu ve posa desteginin serum
Ure dlzeylerini duslrict etkisinin doza bagh olmadigi ve bu c¢alismalarda
kardiyovaskiler olaylar gibi sonuclara deginilmedigi belirtilmistir (14). Hemodiyaliz
tedavisi alan hastalara 4 haftalik oligofruktozla zenginlestirilmis intlin miidahalesi,
serum Ure ve PCS diizeylerinde anlamli azalma saglarken serum IS diizeylerinde
anlamli bir etkisi gozlenmemistir (109). Hemodiyaliz tedavisi alan hastalar lzerinde
yapilan farkli bir calismada ise katilimcilara prebiyotik olarak direncli nisasta
verilmis, alti haftalik miidahale sonucunda serum IS diizeyinde istatistiksel diizeyde
anlamli azalma gosterilmistir (110). Direncli nisastanin kullanildigi deneysel bir
calismada, prebiyotik miidahalesinin KBH olusturulmus sicanlarda fecesle amonyum

atimini artirarak nitrojenli atik Grlinlerin birikimini azalttigi, hastalik progresyonunu
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iyilestirdigi gdzlenmistir. Ayni zamanda oksidatif stres ve inflamatuar gostergelerini
azalttig1 gosterilmistir (15). KBH evresi 4 veya 5 olan hastalara alti haftalik prebiyotik
ve probiyotik takviyesinin vyapildigi bir calismada bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunda Bifidobacterium tiirlerinde artis gorilmis, midahale siiresince
antibiyotik ila¢ tedavisi almayan hastalarda serum PCS ve IS dlizeylerinde hem
istatistiksel hem de klinik olarak 6nemli azalma gosterilmistir. Hastalarin renal,

oksidatif stres ve inflamasyon gostergelerinde ise anlamli fark bulunmamistir (111).

Bagirsak mikrobiyotasinin prebiyotik, probiyotik ya da simbiyotiklerle
modifikasyonunu hedefleyen, KBH’li insanlar (izerinde yapilan bagirsak kaynakli
Uremik toksin Uretimi Uzerine etkisinin incelendigi ¢alismalarda gelisgkili sonuglar
elde edilebilmektedir (112, 113). Bu durumun sebeplerinden bazilari; bu hastalarda
antibiyotik kullanimi (111), calismalarda midahale siresinin kisa olmasi, uzun

donem etkilerin incelenememesi gibi sinirhliklardir (113).

KBH’da prebiyotik, probiyotik ya da simbiyotik desteginin degerlendirildigi
bir sistematik derleme ve meta analizde 16 ¢alismada 645 yetiskin bireyin sonuglari
incelenmigstir. Dahil edilen g¢alismalarin 5 tanesinde prebiyotik, 6 tanesinde
probiyotik, 5 tanesinde ise simbiyotik kullaniimis olup c¢alismalarin kalitesi
degerlendirildiginde orta ve ¢ok dislik arasinda degismektedir. Kanit diizeyi diisik
sonuclar prebiyotik, probiyotik ya da simbiyotik kullaniminin serum (re, IS ve PCS
dizeyleri Gizerinde ya hig etkisi olmadigi ya da hafif azalma sagladigini géstermistir
(114). intilin, direngli nisasta, gum arabic ve arabinoksilan oligosakkaritleri kullanilan
4 farkh galismada (110, 115-117) 105 KBH’li katihmci degerlendirildiginde prebiyotik
desteginin serum Ure dlzeylerini azalttigi (ortalama fark= -2,23 mmol/L, p=0,006)

gosterilmistir (114).

KBH ile iliskili sistemik inflamasyonun, intestinal mikrobiyom ve bariyer yapi
fonksiyonundaki degisikliklerden kaynaklandigina dair bircok kanit bulunmaktadir.
Bu kanitlara paralel olarak intestinal mikroflora kompozisyonunda biyik ol¢lide
degisiklikler, intestinal gecirgenlikte artis ve endotoksemi KBH’lilarda cok yaygin

olarak goriilmektedir (58, 118, 119). Bu sebeple hastaligin 6nlenmesinde ya da
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progresyonunun vyavaslatilmasinda intestinal ekosistemin ve gecirgenligin
dizeltilmesinin potansiyel bir tedavi hedefi olabilecegi distnilmektedir (120).
Bobrek yetmezligi modeli olusturulmus fareler Uzerinde yapilan bir galismada
fermente edilebilir diyet posasi olarak kullanilan guar gamin lg haftalik midahalesi
sonrasl intestinal siki baglanti proteinlerinin ekspresyonunda, Lactobacillus
turlerinin  konsantrasyonunda ve ¢ekal KZYA miktarinda artis; serum lre
dizeylerinde ve bdbrek dokularinda inflamatuar gen ekspresyonunda azalma
gosterilmistir (120). Asetik, propiyonik ve biitirik asit gibi KZYA’larin, renal kortikal
epitelyal hicrelerde timor nekrozis faktér-a (TNF-a) ile uyarilan MCP-1
ekspresyonunu baskiladigl gosterilmistir. Bu gozlem intestinal fermantasyon
sonucunda olusan KZYA'nin dolasim sistemine tasinarak direkt olarak renal

inflamasyon ve fibrozisi baskilayabilecegini gostermektedir (121).

Bir¢ok calismada KBH’da IS, PCS gibi bagirsak kaynakl Gremik toksinlerin
inflamasyon, KV risk ve mortalite ile iliskili oldugu gosterilmistir (75, 86, 122, 123).
Cift-kor plasebo kontrollii randomize bir calismada (g aylik fruktooligosakkarit (FOS)
destegi sonunda idrar PCS, serum IS, intestinal bariyer gecirgenligi gdsteren serum
zonulin duzeyleri, inflamasyon ve bobrek fonksiyonunda anlamh degisiklik
gdzlenmemistir (124). Uremik toksinlerin serum diizeyinin azaltilmasinda, kullanilan
prebiyotik tiriniin ve mikrobiyal fermantasyon sirecinin etkili bir faktér oldugu
disinidlmektedir (124). FOS, indlin ve oligofruktozun her Uc¢l de fruktanlar
kategorisi altinda olmakla birlikte polimerizasyon dereceleri birbirinden farkhlik
gostermektedir (125). FOS, kisa zincirli bir fruktan oldugu icin proksimal kolonda
hizlica fermente olmakta, inllin ise uzun zincirli yapisi sayesinde Uremik toksin
Uretiminin daha yogun oldugu kolonun son boliimine kadar ulasabilmektedir (126).
indlin ve tirevlerinin kullanildigi calismalarda ise serum tiremik toksin diizeylerinde
istatistiksel ve klinik 6neme sahip anlaml azalma gosterilmistir (109, 127). Buna
gore indlin ve tlrevlerinin bagirsak kaynakli iremik toksinlerin azaltilmasinda FOS ile

karsilastirildiginda daha etkili olabilecegi dustnilmektedir (124).

KBH modeli olusturulmus sicanlarda, prebiyotik ve probiyotik tedavi verilen

grup, destek tedavinin verilmedigi grupla karsilastirildiginda serum kreatinin ve kan
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Ure azotu dizeyleri anlamh olarak daha digsik bulunmustur. Ayni zamanda
prebiyotik ve probiyotik kullaniminin KBH’li siganlarin bobrek dokularinda
tibllointerstisyel hasari iyilestirdigi gozlenmis, bdbrek fonksiyon gostergeleri
arasindaki olumlu yondeki bu farkhlik ttbulointerstisyel hasarin gerilemesi ile

iliskilendirilmistir (128).
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3. GEREG VE YONTEM

Bu arastirma, deneysel miidahale ¢alismasi olarak planlanmis olup deney
hayvanlarinin bakimi, hastalik olusturma protokoli ve diyet miidahaleleri 9 Nisan —
5 Haziran 2018 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde yapilmistir. Deney hayvanlarinin anestezi
uygulanarak sakrifikasyonu; kan ve idrar 6rneklerinin alinmasi, bébrek ve kolonun
cikarilmasi islemleri de Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi'nde yapilmistir. izole edilen serum érnekleri, organ ve dokular
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Bélimii
Arastirma Laboratuvarlari’nda -80 °C’de saklanmistir. Serum Uremik toksin analizleri
Bezmialem Vakif Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Laboratuvar’inda
yapilmistir. Serum inflamatuar parametrelerinin (IL-6, 1L-10, TNF-a) o&lgimi
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Bdlimii
Arastirma Laboratuvarlar’'nda yapilmistir. Bobrek dokularinin histopatolojik
incelenmesi, kolon dokularinda siki baglanti proteinlerinin (claudin-1, occludin) ve
bobrek dokularinda antioksidan parametrelerinin (SOD, GPx) immiinohistokimyasal
analizleri Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali

Laboratuvarlari’'nda yiratilmustar.

Bu proje Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
incelenmis olup kurulun 18.05.2017 tarih ve 2017/05 sayili toplantisinda Onerilen
projenin gergeklestiriimesinin uygun olduguna karar verilmistir (Karar no: 2017/37-
06) (Ek-3). Arastirma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan “Hizli Destek Programi (1002)” kapsaminda 217S980 proje numarasi ile
desteklenmistir. Ayrica, Hacettepe Universitesi Ogretim Uyesi Yetistirme Programi

(OYP) doktora tezi proje biitcesinden de kullanilmistir.
3.1. Deney Hayvanlari ve Arastirma Plani

Tez konusu ile ilgili makalelerden elde edilen literatir bilgileri sonuglarindan

yararlanilarak arastirmanin 6rneklem buylkligi; GPower programi kullanilarak %80
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glgcle; her grupta (4 grup) minimum 8 sican olacak sekilde toplam 32 sigan olarak
belirlenmistir (129, 130). Deney hayvani o6limlerinin yasanmasi durumunu
ongorerek istatistiki analizleri riske atmamak igin hasta gruba 9 sigan dabhil
edilmistir. Calismada ortalama 350 g agirliginda 33 adet Spraque Dawley irki yetiskin
erkek sigan kullanilmistir. Siganlar 12 saat aydinhk, 12 saat karanlik ortamda,
sicakhgin 21 °C ve ortam neminin %55-60 oldugu odalarda, her deney hayvani ayri
kafeslerde olacak sekilde tutulmustur. Deney hayvanlarinin viicut agirlhigi olgtimleri
hassas terazi (Mettler Toledo PL3001-S) kullanilarak haftalik yapilmistir. Deney
hayvanlarinin yem ve sulari ad libitum verilerek tiketilen miktarlar haftalik olarak
kayit altina alinmistir. Hafta basinda belli bir miktarda verilen yem ve su miktarlari
kaydedilerek hafta sonunda kafeslerde kalan yem ve su miktarlari 6l¢tilmus, boylece
haftalik yem ve su tiketimleri hesaplanmistir. Deney hayvanlarina verilen yem

bilesenleri; %23 protein, %8 kiil, %7 sellloz ve %3 yag seklindedir.

Deney temel olarak 2 asamadan olusmaktadir. ilk asama deney hayvanlarina
adenin verilerek kronik bobrek hastaliginin olusturulmasi; ikinci asama ise diyete
prebiyotik ilavesi yapilmasidir. Arastirma plani Sekil 3.1’de ayrintili olarak

gosterilmistir. Deney gruplari ise asagidaki gibidir;

i. Hasta - prebiyotik midahale grubu (HP): Adenin uygulamasiyla KBH
olusturulmus; icme sularina 5g/kg vicut agirligi/gliin oligofruktozla
zenginlestirilmis indlin karistirilarak prebiyotik uygulanan grup (n=9).

ii. Hasta - kontrol grubu (HN): Adenin uygulamasiyla KBH olusturulmus;
icme sularina prebiyotik eklenmeyen grup (n=8).

iii. Saglam - prebiyotik miidahale grubu (SP): icme sularina 5g/kg viicut
agirhgi/gin oligofruktozla zenginlestirilmis intlin karistirilarak prebiyotik
uygulanan saglam grup (n=8).

iv.  Saglam - kontrol grubu (SN): icme sularina prebiyotik eklenmeyen saglam

grup (n=8).
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Spraque Dawley cinsi
Calisma baglangici erkek sican (n=33)

Adenin uygulamasi

KBH modeli ve saglikli 1 cc/giin distile su

kontrol grubunun 200mg/ |.<g/ g_‘i; oral oral gavaj (n=16)
olusturulmasi (0-3. hafta) gavaj (n=17)
o : HP grubu HN grubu SN grubu
Prebiyotik miidahalesi 5g/kg/gin orebiyotik SSP/kgr;JbUgn orebiyotik
(3-7.hafta) inilin miidahales in%“ng( E:s) miidahales
(n=9) yok (n=8) yok (n=8)
tE Sevofluran anestezi altinda kardiyak eksanguinasyon yontemiyle
Serum ve doku toplanmas| Kardiyak eksanguinasyon yontemi ile alinan kan drneklerinden

serum eldesi. Sag - sol bobrek ve kolon dokularinin gikariimas

Sekil 3.1. Deney plani.
3.1.1. Deney Hayvanlarinda Hastalik Olusturma Protokolii

Adenin modeli, deney hayvanlarinda KBH olusturmada; uygulamasinin kolay
olmasi, cerrahi girisim gerektirmemesi ve deney hayvanlarinin hayatta kalim
oranlarinin daha yilksek olmasi sebebiyle c¢alismalarda vyaygin olarak
kullanilmaktadir (131-137). Bu yontemde oral olarak alinan adenin, 2,8-
dihidroksiadenine metabolize olur ve proksimal tibdllerin epitel hiicrelerinde

kristalize olarak harabiyete yol agmaktadir (138).

Bu proje ©nerisi icin protokol olusturabilmek icin Hacettepe Universitesi
Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde bir 6n deney tarafimizdan
yaptimistir. Yapilan 6n deneyde 3 adet 300-350 g agirliginda erkek Spraque Dawley
sicana 3 hafta boyunca 200 mg/kg/giin dozunda oral gavaj yolu ile adenin
uygulanmistir (139). On deneyimiz sonucunda serumda bakilan bébrek fonksiyon
testleri (Tablo 3.1) ve boébrek dokularinda yapilan histopatolojik degerlendirmelerle

KBH olusumu dogrulanmistir (Sekil 3.2).



25

Tablo 3.1. Adeninle KBH olusturma protokoli i¢in yapilan 6n deney sonuglari. Serum
Ure ve kreatinin diizeylerindeki degisim.

Serum iire (mg/dl) Serum kreatinin (mg/dl)
0.hafta 3.hafta 0.hafta 3.hafta
Al 41.6 204.1 0.74 1.66
A2 36.6 180.2 0.72 1.47
A3 37.2 140.5 0.61 1.35

Sekil 3.2. Adenin uygulanan sigcanlarin bobrek dokularinin histopatolojik bulgulari.
On deney sonuglari.

On deney sonucunda sicanlardan izole edilen bébrek dokularin histopatolojik
degerlendirmesinde; proksimal tibidl Iimenlerinde yogun olmak (zere limenin
tamamini dolduran, sari-acik kehribar renkte ve radial uzantilara sahip kristaller
gozlenmistir. Tubdl epitellerinde hafif derecede parankim ve vakuoler
dejenerasyondan, total tlbll nekrozuna kadar varan degisiklikler ile bazal
membrani hasar goren tubdller etrafinda nekrotik hiicrelere ait kromatin kalintilari
ile tubulointerstisyel makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu gorilmustiir. Yer vyer
etkilenen tiibll yapisinin gézden kaybolarak interstisyel yangi alanlarin multifokal

odaklar halini aldigi dikkat cekmektedir (Sekil 3.2).

On deneyle dogruladigimiz lizere; KBH olusturmak icin sicanlara 3 hafta
boyunca giinde 1 kez olmak tzere 200 mg/kg vicut agirligi dozundaki adenin, 1 cc

distile suyla karistirilarak oral gavaj yoluyla verilmistir. Oral gavaj sicanlarda stres
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olusturan bir uygulama oldugu icin saghkh gruptaki sicanlara da 3 hafta boyunca

ginde 1 kez olmak lizere 1 cc distile su oral gavaj yoluyla verilmistir.
3.1.2. Deney Hayvanlarina Prebiyotik Uygulama Protokolii

Bu calismada prebiyotik kaynagi olarak suda ¢ozlnir, potasyum ve fosfor
icermeyen fermente edilebilir posa kaynagi olarak oligofruktozla zenginlestirilmis
intlin  kullanilmistir (Orafti Synergyl; BENEO, Belgika). Calismada kullanilan
prebiyotik, hindiba kdkiinden elde edilen indlin fraksiyonlarinin kombinasyonundan
olusan toz formda bir besin maddesidir. iceriginde uzun zincirli olan indlin (PD > 10)
ve daha kisa zincirli olan oligofruktoz (PD <10) esit miktarda bulunmaktadir.
Gahsmada kullanilan prebiyotik desteginin enerji ve besin 6gesi icerik bilgileri Uretici

firmadan saglanmis olup Tablo 3.2’de gosterilmektedir.

Tablo 3.2. Oligofruktozla zenginlestirilmis inllinin enerji ve besin 6gesi igerigi

Enerji ve besin ogeleri 100 g i¢in degerler
Enerji (kkal) 214
Karbonhidrat (g) 10
Seker (g) 10
Posa (g) 87
Protein -
Yag -
Tuz (Sodyum) (g) 0,03 (0,01)
Vitaminler -
Mineraller -

Sicanlar Gzerinde yapilmis olan, prebiyotik destegi sonucunda inflamasyon,
oksidatif stres ve mikrobiyota modiilasyonunun saglandigi ¢calismalar temel alinarak
uygulanacak prebiyotik dozu 4 hafta boyunca 5g/kg vicut agirhgi/giin olarak
belirlenmistir (15, 130, 140). Oligofruktozla zenginlestirilmis indlin; suda kolayca
¢Ozlinlr vyapisi sebebiyle deney hayvanlarinin icme sularina karistirilarak
uygulanmistir. Diyetine prebiyotik eklenecek her bir sicanin vicut agirhgina goére

hesaplanan prebiyotik dozu, deney hayvanlarinin icme suyuna karistirilarak giinltik
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dozlar halinde deneyin 3. haftasinin sonundan itibaren 7. haftanin sonuna kadar 28

gin boyunca uygulanmistir.

3.1.3 Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

Deneyin 7. haftasinin sonunda (28. giinde) sicanlara Sevofluran anestezisi
altinda kardiyak eksanguinasyon yodntemiyle Otenazi uygulanmistir. Kardiyak
eksanguinasyon yontemiyle hayvanlardan alinan kan ornekleri, sari kapaklh 5 mL’lik
plastik serum separator tiplerine (SST) toplanmistir. Oda sicakliginda iki saat
bekletilen kan ornekleri 1000 devirde 15 dk santrifiij edilerek serumlari ayrilmistir
(Thermo Scientific Heraeus Cryofuge, Almanya). Elde edilen numuneler Eppendorf

tipune aktarilarak daha sonra galisiimak (izere -80°C’de saklanmistir.

3.2. Serum Uremik Toksin Analizi

Tim deney gruplarindan alinan 1 er mL’'lik serum numunelerindeki p-cresol
ve indoksil stlfat miktarlari Shimadzu marka LC-10 AD model yiksek performansli
sivi kromatografisi (HPLC) cihaziyla ters faz kromatografik kosullarda analiz
edilmistir. Durgun faz olarak Phenomenex marka oktadesil silan icerikli (C18) kolon,
hareketli faz olarak ise asetonitril ve asetat tamponundan olusan bir sistem
kullanilmistir. Bu kromatografik sisteme ait analizler fluoresans dedektéri ile
gerceklestirilmistir. HPLC analizleri dncesinde numunelerden 250 uL’lik porsiyonlar
alinarak Uzerlerine 750 pL asetonitril ilave edilmis ve karisim 30 saniye vorteks
mikserde karistirilmistir. Ardindan 4000 rpm devirle 15 dakika santrifij edilmistir.
Akabinde slipernatant kisimdan yani Ustteki fazdan 20’ser ul’lik hacimler direkt

HPLC sistemine enjekte edilmistir.

HPLC sisteminde kullanilan hareketli fazin oranlari asetonitril : pH 4,5
sodyum asetat tampon (55 : 45 h/h), durgun faz olan C 18 kolonun o6lgileri ise 4,6
mm (i¢ ¢cap) x 150 mm (uzunluk) x 5 um partikil boyutu seklindedir. Durgun fazin
hareketli faza gére daha apolar oldugu ters faz kromatografi teknigi uygulanmistir.
Hareketli fazin akis hizi dakikada 0.8 mL olacak sekilde ayarlanmistir. Fluoresans

dedeksiyon icin 280 nm ekzitasyon ve 330 nm emisyon dalga boylari kullanilmistir.
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indoksil siilfat ve p-cresol retansiyon zamanlari sirasiyla 2,1 ve 4,3 dakikadir (Sekil

3.3ve 3.4).

Sekil 3.3. indoksil siilfat 8lciimiine ait kromatogram.

Sekil 3.4. P-cresol silfat 6lcimiine ait kromotogram.

Numune analizlerinde gegmeden 6nce Merck marka p-cresol ve indoksil
sulfat standart maddelerinin saf serum 6rneklerine katimiyla 250 uL’lik porsiyonlar
alinarak Uzerlerine 750 uL asetonitril ilave edilmis ve karisim 30 saniye vorteks
mikserde karistiriimistir. Ardindan 4000 rpm devirle 15 dakika santriflj edilmistir.
Akabinde sipernatant kissimdan yani Ustteki fazdan 20’ser plL’lik hacimler direkt
HPLC sistemine enjekte edilerek cesitli durgun faz, mobil faz ve akis profili
denemeleri sonucunda yukarida belirtilen kromatografik analiz kosullari belirlenmis

ve bu analiz yontemi International Conference of Harmonization (ICH) kriterlerine
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(141) gore valide edilmistir. Analit (p-cresol ve indoksil siilfat) konsantrasyonlari ve
HPLC pik alan oranlari arasindaki korelasyona gore 6l¢l egrileri ¢izilmis, denklemleri
belirlenmis ve akabinde bu denklem vyardimiyla igerigi bilinmeyen serum
numunelerinin analizleri yapilmistir. P-cresol ve indoksil siilfat icin o6lgl egrisi
denklemleri sirasiyla y=44569x+106897 ve y=25112x+6578'dir. Bu dogrulara ait
korelasyon katsayilari sirasiyla 0,9986 ve 0,9988’dir. P-cresol icin 10-600 ng/mL,

indoksil silfat icin 5-50 pug/mL dizeyinde bir dogrusallik s6z konusudur.
3.3. Patolojik incelemeler

Tum sigcanlardan alinan 66 adet bobrek (sag ve sol) ve 33 adet kolon dokusu
ornegi %4 PBS (fosfat tampon tuz c¢ozeltisi) tamponlu paraformaldehit sollisyonu
icerisinde 48-72 saat tespit edildikten sonra, bobrekten korteks-medullayr temsil
edecek sekilde diagonal ve kolondan sirkiiler 2-4 mm kalinhginda seri kesitler
alinmistir. Alinan kesitler, akan ¢esme suyu altinda 6-8 saat yikanarak rutin doku
takip islemlerinin ardindan parafinde bloklanmistir. Parafin bloklardan 4-5um
kalinhiginda seri kesitler alinmistir. Rutin olarak hematoksilen ve eozin (HE) ile

boyanan kesitler, histopatolojik yonden incelenmistir.

Bobrek ve kolon dokularindaki histopatolojik bulgular degerlendirilmis ve
semikantitatif olarak skorlanmistir (0= yok, 1= hafif ve lokal, 2= orta siddette,
3=yogun ve yaygin, 4= cok yogun ve yaygin) (142). Lezyonlu bolgeler isaretlendikten
sonra yedek parafin kesitler kullanilarak asagida tanimlandigi sekilde

immunoperoksidaz testler gerceklestirilmistir.
3.4. immunoperoksidaz Testler

Tim immunohistokimyasal testler ticari streptavidin- biotin kit (Thermo
Fisher Scientific, USA) ve aminoethyl carbazole (AEC) kromojeni (Thermo Fisher
Scientific, USA) kullanilarak yapilmistir. Karsit boyama olarak ise Mayer’s
hematoksilen kullanilmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan dokulara primer
antikor yerine immunize olmayan fare serumu damlatilarak ayni boyama prosediiri

izlenmistir. Buna gore; kesitler ksilol serilerinde beser dakika deparafinize edildikten
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sonra, dereceli alkol serilerinden gecirilerek distile suda 5 dakika bekletilmis ve
rehidrasyonu saglanmistir. Hidrojen peroksidaz aktivitesini engellemek igin, kesitler
metanol iginde %3’lik hidrojen peroksit ile 10 dakika muamele edilmistir. Tris-
buffered saline (TBS, pH 6.0) kullanilarak 15 dakika isi aracili antijen geri alma
yontemi uygulanmis ve PBS ile yikanan kolon ve bobrek dokulari protein bloke edici
serumda 10 dakika bekletilmistir. Sonrasinda kolon dokularinda siki baglanti
proteinlerinin analizi icin claudin-1 (sc-166338; Santa Cruz Biotechnology; Dallas, TX,
USA) ve occludin (sc-133256; Santa Cruz Biotechnology) antikorlari; bobrek
dokularinda oksidatif stres parametrelerinin analizi icin ise slperoksit dismutaz
(SOD) (sc-101523; Santa Cruz Biotechnology) ve glutatyon peroksidaz (GPx) (sc-
133160; Santa Cruz Biotechnology) antikorlari kullaniimistir. Dokular sirasiyla primer
antikor, biotinli sekonder antikor ve streptavidin-peroksidaz ile 60 dakika, 20 dakika
ve 20 dakika siireyle olacak sekilde oda isisinda inkiibe edilmistir. Her bir asamadan
sonra dokular 10’ar dakika PBS ile yikanmistir. Son olarak AEC kromojeni ile
kontrolli olarak boyanmis ve karsit boyama olarak Mayer’'s hematoksilen

uygulanmistir.

Histomorfometrik analizlerde; DP 25 dijital kamera atagmanh Olympus BX51
trinokiler 151k mikroskobu ile immunohistokimyasal bulgular goérintilenmis ve her
bir dokunun dijital mikrofotograflari cekilmistir. Cekilen mikrofotograflardan
Olympus DP2-BSW (Ver 2.0) analiz programi yardimi ile kantitatif olarak pozitif

boyanmalarin % derecesi hesaplanmistir.
3.5. Serum inflamatuar Gostergelerinin Analizi

Serum interlékin (IL)-6, IL-10 ve TNF-a dizeyleri kantitatif sandvi¢ enzim
immuinoassay teknigi ile ticari sigana 6zgl ELISA (Enzyme Linked Immunoabsortbant

Assay) kitleri kullanilarak élctlmustur.
3.5.1. Serum IL-6 Diizeylerinin Olgiimii

Serum o6rneklerinde IL-6 miktarlarinin belirlenmesinde sicana 6zgi ELISA kiti

(CSB-E04640r; Cusabio Biotech Co., Ltd; USA) kullanilmistir. Testin calisma prensibi
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genel olarak su sekildedir; hazirlanan standart soliisyonu ve 6rnekler IL-6’ya 6zgu
antikorlarla kaplanmis mikroplaka kuyucuklarina eklenerek mevcut IL-6'nin
antikorlara baglanmasi icin 37°C'de 2 saat boyunca inkibe edilir. Baglanmamis
maddelerin uzaklastirlmasindan sonra IL-6’ya 0zgli biyotin-bagl antikorlar
kuyucuklara eklenerek 37°C'de 1 saat inkibe edilir. Kuyucuklar yikanarak avidin-
konjuge Horseradish peroksidaz (HRP) eklenerek icin 37°C’'de 1 saat boyunca inkiibe
edilir. Yikanarak baglanmamis avidin-enzim reaktifleri uzaklastirilir. Substrat
sollisyonu eklenir ve ilk asamada baglanan IL-6 miktariyla orantili olarak renk
gelisimi gozlenir. Son olarak durdurma soliisyonu ile renk degisimi durdurularak
renk yogunlugu ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak Olgllmustlr. Standart kalibrasyon egrisi gizilerek orneklerin IL-6 dlzeyleri
pg/ml cinsinden hesaplanmistir. ilgili kitin deteksiyon limiti 0,312 pg/ml — 20 pg/ml
araliginda ve duyarllig1 0,078 pg/ml’dir.

3.5.2. Serum IL-10 Diizeylerinin Ol¢limii

Serum IL-10 duzeyleri sicana 6zgl ELISA kiti (CSB-E04595r; Cusabio Biotech
Co., Ltd; USA) kullanilarak ol¢lilmustiir. Testin ¢calisma prensibi genel olarak su
sekildedir; hazirlanan standart sollisyonu ve o6rnekler IL-10’a 6zgl antikorlarla
kaplanmis mikroplaka kuyucuklarina eklenerek mevcut IL-10°un antikorlara
baglanmasi icin 37°C'de 2 saat boyunca inkiibe edilir. Baglanmamis maddelerin
uzaklastirilmasindan sonra IL-10’a 06zgl biyotin-bagh antikorlar kuyucuklara
eklenerek 37°C'de 1 saat inklbe edilir. Kuyucuklar yikanarak avidin ile konjuge HRP
eklenerek icin 37°C’'de 1 saat boyunca inklibasyon sonrasi baglanmamis avidin-
enzim reaktifleri uzaklastirilmasi icin tim kuyucuklar yikanir. Substrat sollisyonu
eklenir ve ilk asamada baglanan IL-10 miktariyla orantili olarak renk degisimi
gozlenir. Son olarak durdurma soliisyonu ile renk degisimi durdurularak renk
yogunlugu ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olctlmustir. Standart kalibrasyon egrisi cizilerek orneklerin IL-10 dizeyleri pg/ml
cinsinden hesaplanmistir. ilgili kitin deteksiyon limiti 3,12 pg/ml — 200 pg/ml
araliginda ve duyarhhgi 0,78 pg/ml’dir.
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3.5.3. Serum TNF-a Diizeylerinin Olgiimii

Serum o6rneklerinde TNF-a miktarlarinin belirlenmesinde sigcana 6zgli ELISA
kiti (CSB-E11987r; Cusabio Biotech Co., Ltd; USA) kullanilmistir. Test su sekilde
calisilmistir; hazirlanan standart sollisyonu ve ornekler TNF-a’ya 6zgi antikorlarla
kaplanmis kuyucuklara eklenerek mevcut TNF-a’nin antikorlara baglanmasi icin
37°C'de 2 saat boyunca inkiibe edilir. Baglanmamis maddelerin uzaklastiriimasindan
sonra TNF-a’ya 0zgl biyotin-bagli antikorlar kuyucuklara eklenerek 37°C'de 1 saat
inklbe edilir. Kuyucuklar yikanarak avidin ile konjuge HRP eklenerek i¢in 37°C'de 1
saat boyunca inkibe edilir. Baglanmamis avidin-enzim reaktifleri uzaklastiriimasi igin
tim kuyucuklar yikanir. Substrat solisyonu eklenir ve ilk asamada baglanan TNF-a
miktariyla orantili olarak renk degisimi olusur. Son olarak durdurma sollsyonu ile
renk degisimi durdurularak renk yogunlugu ELISA okuyucusunda 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak ol¢lliir. Standart kalibrasyon egrisi cizilerek
orneklerin TNF-a diizeyleri pg/ml cinsinden hesaplanmustir. ilgili kitin deteksiyon

limiti 6,25 pg/ml — 400 pg/ml araliginda ve duyarlihgi 1,56 pg/ml’dir.
3.6. Serum Ure ve Kreatinin Analizi

Deney hayvanlarindan toplanan kan o6rnekleri pihti olusturucu jelli serum
tiplerine alinmistir. Oda sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra 4,000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek serum 6rnekleri elde edilmistir. Serum 6rneklerinin {ire ve
kreatinin seviyeleri biyokimya otoanalizériinde (XL 200, Erba Diagnostics Mannheim,

Almanya) ol¢iImustir.
3.7. istatistiksel Analizler

istatistiksel verilerin degerlendirilmesinde IBM SPSS Versiyon 23.0
istatistiksel paket programi kullanilmistir. Niceliksel veriler icin ortalama standart
sapma tablolari kullanilmistir. Verilerin  normal dagilima uygunlugu gorsel
(histogram ve olasilik grafikleri) ve analitik yontemlerle (Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) incelenmistir. Tanimlayici analizler normal

dagilmayan degiskenler icin ortanca ve ceyrekler arasi dagilim araligi (CADA)



33

kullanilarak verilmistir. Normal dagilmayan degiskenler Kruskal-Wallis testi
kullanilarak karsilastinlmistir. ikiserli karsilastirmalar Mann-Whitney U testi ve
Bonferroni dizeltmesi kullanilarak degerlendirilmistir. Korelasyon analizleri sayisal
ve normal dagilim gosteren degiskenler icin Pearson testi, parametrik olmayan
degiskenler icin ise Spearman testi kullanilmistir. Korelasyon katsayilarinin mutlak
degerine gore iliskinin tanimlanmasi icin asagidaki tanimlamalar kullaniimistir. p
degerinin 0,05'in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamhl sonuclar

seklinde degerlendirilmistir.

Tablo 3.3. Korelasyon katsayi araliklari ve tanimlamalari (143).

Korelasyon Katsayisi Korelasyon Tanimi
0,05-0,30 Disuk ya da 6nemsiz
0,30-0,40 Dislk-orta derece
0,40-0,60 Orta derece

0,60 -0,70 lyi derece
0,70-0,75 Cok iyi derece

0,75-1,00 Mukemmel
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4. BULGULAR

4.1. Deney Siiresince Siganlarin Viicut Agirhigi ve Yem Tiiketimi Degisimleri

Deney hayvanlarinin lisansh Uretici merkezden temin edilmesinden sonra
tiim sicanlarin (n=33) agirlik kaydi ¢alisma baslangicindan baslanarak haftalik olarak
tutulmustur. Calismanin ilk asamasi olan kronik bébrek hasarinin olusturulmasi
amaciyla 17 sican randomize olarak segilerek bu sigcanlara 3 hafta boyunca oral gavaj
yontemiyle adenin verilmistir. Hastalik olusturma siirecini takip eden 4 haftalik
donemde ise hastalik olusturulan sicanlardan (n=17) 9 tanesi randomize olarak
secilerek normal yemle beslemenin yanisira igme sularina prebiyotik ilavesi
(5g/kg/gun) yapilmistir. Hastalik olusturulmus sicanlardan geriye kalan 8 tanesine
ise yalnizca normal yem verilmeye devam edilmis, icme sularina prebiyotik ilavesi

yapilmamistir.

Kronik bobrek hasari olusturulmayan saglikli siganlar (n=16) ise ilk tg¢ haftalik
donemde yalnizca normal yemle beslenmis, takibindeki 4 haftalik sirecte ise
siganlarin yarisi randomize olarak segilerek normal yemle beslemenin yanisira igme

sularina prebiyotik ilavesi (5g/kg/gln) yapilmistir.

Deney siiresince sicanlarda gozlenen vicut agirhigi degisimi Sekil 4.1 ve Tablo
4.1’de gosterilmektedir. Deneyin kronik bobrek hasari olusturuldugu ilk tG¢ haftalik
doneminde her iki grubun da (HN ve HP) vicut agiriginda azalma gozlenirken;
prebiyotik midahalesi yapilan dort haftalik siirede ise her iki grubun da vicut
agirhginda artis gerceklesmistir. Ancak prebiyotik verilen hasta grubun (HP) vicut
agirligindaki artis (0-3.hafta: 332,8 + 43,05 g; 3-7.hafta: 436,72 + 35,11 g) prebiyotik
miidahalesi yapilmayan hasta sicanlarin (HN) viicut agirligindaki artistan (0-3.hafta:
264,5 + 27,37 g; 3-7.hafta: 370,1 £ 52,60 g) daha yuksek oldugu gorulmustir (p=
0,05).

Baslangic vicut agirliklari homojen olan saghkli gruptaki sicanlardan
3.haftadan itibaren prebiyotik miidahalesine baslanan gruptaki (SP) viicut agirhigi
artisinin (0-3.hafta: 417,18 + 14,98 g; 3-7.hafta: 479,6 + 17,57 g), prebiyotik
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miidahalesi yapilmayan gruba (SN) gore (0-3.hafta: 423,7 + 43,88 g; 3-7.hafta: 502,5
t+ 47,42 g), daha az oldugu gorilmektedir (Sekil 4.1). Ancak bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (p=0,07).

Sadlkl | Hasla
500 4
o
:@ 150 +
S . o
% 400 4 [ Miidahale yok
o * Prebiyotik
..,_.
=
S 350 4
=
300 4 g
Baslangig J. Hafta 7. Hafta Baglangig 3. Hafta 7. Hafla
Zaman

Sekil 4.1. Saglkl ve hastalik olusturulan siganlarin deney siresince vicut agirhg
degisimleri.

Tablo 4.1. Gruplarin deney siiresince vicut agirligi ve glinlik yem tiiketim miktarlari.

0-3. hafta p 3-7. hafta p
HN  264,5+27,37° 370,1 + 52,60°
Viicut agirhgn HP  332,8 +43,05° 436,7 +35,11°
<0,001 <0,001
(g) SN 423,7 +43,88¢ 502,5 + 47,42¢ ’
SP 417,18 + 14,98¢ 479,6 + 17,574
HN 16,2 * 3,442 25,5 + 4,352
Yem
HP 21,7 + 3,502 27,8 + 4,313
tiiketimi <0,001 0.003
) SN 31,0 £ 3,12b 32,6 +2,14° ’
(g/giin)
SP 30,9 + 1,54 30,4 + 2,443

Veriler ortalama * standart sapma (Ort. + SS) olarak verilmistir.

*p<0,05 (Kruskal-Wallis Hipotez Testi uygulanmistir).

a b ¢ d: Gruplanin ikili karsilastirmalari Mann-Whitney U testi ile yapilmistir. Post-hoc olarak
Bonferroni diizeltmesi yapildiginda ikili gruplar arasinda istatistiksel anlamh fark olanlar farkh
harflerle isaretlenmistir.
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Saglikh ve hastalik olusturulan sicanlarin deney siiresince ortalama viicut
agirliklari ve tikettikleri giinlik yem miktarlari Tablo 4.1’de gdsterilmektedir. ilk 3
hafta ve son 4 hafta siuresince tim gruplarin vicut agirhgr ve yem tiketimleri
karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).

ilk 3 haftalik dénemde hastalik olusturulan sicanlarda yem tiiketiminin
saglikhlara gore daha az oldugu gorilmektedir. Gruplarin ikili karsilastiriimasi
yapildiginda HN-HP ve SN-SP gruplari arasinda fark yoktur; ilk tG¢ haftalik donemde
prebiyotik miidahalesi olmadigindan hasta ve saglikli gruplarin yem tiiketimlerinin
kendi aralarinda benzer olmasi beklenen bir durumdur. Ancak HN-SN, HN-SP, HP-SN
ve HP-SP gruplarinin ilk 3 haftada ortalama glnlik yem tiketimleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05) (Tablo 4.1.).

Son 4 haftalik prebiyotik miidahalesinin yapildigi donemde gruplar arasinda
en ylksek yem tiketimi saglikh ve prebiyotik midahalesi yapilmayan grupta (SN)
iken en az yem tiketimi ise hasta ve prebiyotik midahalesi yapilmayan grupta (HN)
gozlenmistir. Gruplar ikili karsilastirildiginda sadece HN-SN gruplarinin ortalama
glnlik yem tiketimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir
(p<0,05). Prebiyotik miidahalesi hasta sicanlarin yem tiiketimleri tGzerinde (HN-HP)
fark yaratmadigi gibi; saglkh sicanlarin da yem tiketimlerini istatistiki 6nemde

etkilememistir (SN-SP) (Tablo 4.1.).
4.2. Sicanlarin Bobrek Fonksiyon Gostergelerine Ait Bulgulari

Kronik bobrek hasari olusturmak amaciyla deneyin ilk 3 haftasinda adenin
uygulanan sicanlardan toplanan bobrek dokularinin makroskopik goriintileri saglikh
bobrek dokulari ile karsilastirildiginda adenin kristallerinin doku birikimi ¢iplak gozle

dahi gozlenebilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bobrek hasari olusturulan ve saglkli kontrol grubundaki sicanlara ait

bébrek dokularinin makroskopik gortintileri.

Deney sonunda tim sicanlardan toplanan serum o6rneklerinden Ulre ve

kreatinin dlzeyleri analiz edilerek bdbrek fonksiyonlari incelenmistir (Tablo 4.2).

Buna gore butlin gruplarin serum Ure (p<0,001) ve kreatinin dizeyleri (p=0,002)

arasinda istatistiksel anlaml fark vardir. Saglikh kontrol grup ile karsilastirildiginda,

KBH olusturulan sicanlarda serum lre ve kreatinin dlizeyleri artmistir. Bu durum

KBH modellerinde gézlemlenen siddetli glomeriler ve tibuler hasar ile uyumludur.

Tablo 4.2. Gruplarin bobrek fonksiyon gostergelerinin tanimlayici istatistikleri

En

En

n Ort. £ SS Ortanca GCADA kiicik  biiyiik p*
HN 8 127,41 45,77 126,9 73,48 63,3 190,1
= = HP 9 71,74+17,73* 71,6 26,15 45,7  100,1
§ E SN 8 41,2 +5,19¢ 43,8 9,50 32,9 46,1 <0,001
@ SP 8 39,4 +4,52°¢ 38,5 6,90 33,1 46,9
HN 8 1,3+0,49? 1,2 0,96 0,6 1,96
£ E 5 HP 9 0,8 +0,15%° 0,9 0,26 0,6 1,03
; ‘g E SN 8 0,6 +0,22%° 0,6 0,43 0,4 0,9 0,002
= SP 8 0,6+0,27° 0,46 0,11 0,4 1,2

*p<0,05 (Kruskal-Wallis Hipotez Testi uygulanmistir).
&b ¢ Gruplarin ikili karsilastirmalari Mann-Whitney U testi ile yapilmistir. Post-hoc olarak Bonferroni
dizeltmesi yapildiginda ikili gruplarda istatistiksel anlamli fark olanlar farkli harflerle isaretlenmistir.

CADA, ceyreklikler arasi dagilim aralig.
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Gruplarin ikili karsilastirilmalari yapildiginda serum Ure dizeylerinde HN-HP,
HP-SP, HP-SN, HN-SN ve HN-SP gruplari arasinda istatistiksel anlamli fark varken SN
ile SP arasinda fark bulunmamistir. Buna gore hasta grupta prebiyotik tiketimi
serum Ure dizeylerinde istatiksel anlamli azalma saglamistir. Prebiyotik verilen
hasta grupta, midahale yapilmayan hasta gruba gore serum (ire diizeyinde %43,7
azalma vardir (p=0,012). Diger taraftan saglkli sicanlarin serum Ure dizeyi lizerinde

prebiyotik miidahalesinin anlamli bir etkisi olmamistir (p=0,462) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Gruplarin serum ure degerleri (mg/dl).

Siganlarin serum kreatinin dizeyleri ikili gruplar arasinda karsilastirildiginda
yalnizca HN ile SP arasinda fark varken (p=0,003) diger gruplarin ikili karsilastirmalari
sonucunda anlamli fark bulunmamistir. Buna gore hasta ve saglkli grupta serum

kreatinin diizeyi Gzerinde prebiyotik ilavesinin anlamli bir etkisi yoktur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Gruplarin serum kreatinin degerleri (mg/dl).
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4.3. Serum Uremik Toksin Analizine Ait Bulgular

Deney sonunda tim si¢anlardan toplanan serum o6rnekleri analiz edilerek
bagirsak kaynakh Uremik toksinlerden p-cresol silfat ve indoksil siilfat dizeyleri
belirlenmistir (Tablo 4.3). Buna goére biitlin gruplarin serum p-cresol siilfat (p<0,001)

ve indoksil siilfat diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli bir fark vardir (p=0,04).

Tablo 4.3. Gruplarin serum lremik toksin diizeylerinin tanimlayici istatistikleri

En En
+ *
n Ort. £ SS Ortanca kiiik byl CADA p

HN g 1771,1 + 762,742 1455,3 966,1 2863,1 1503,8
(7))
e z HP 9 632,7 + 356,57°¢ 356,6  217,5 1121,0 749,7
E S <0,001
g £ SN 8 1119,3 + 468,30*° 1022,8 5856 17954 913,8
w
SP g 321,6 + 114,32¢ 260,0 229,8 531,6 1885
HN g 116,6 + 23,73%> 110,9 88,0 162,8 304
‘é’ T HP 9 121,9 + 29,79° 111,2 91,4 1715 53,4
5% 0,038
5 ¥ SN g 95,3+ 14,96° 92,3 83,6 130,6 10,6
m —
SP g 100,0 + 12,68*> 98,4 841 1242 16,9

*p<0,05 (Kruskal-Wallis Hipotez Testi uygulanmistir).
a b ¢ Gruplarin ikili karsilastirmalari Mann-Whitney U testi ile yapilmistir. Post-hoc olarak Bonferroni
dizeltmesi yapildiginda ikili gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark olanlar farkli harflerle
isaretlenmistir.
CADA, ceyreklikler arasi dagilim arahgi.

Serum p-cresol siilfat dizeyleri ikili gruplar arasinda karsilastirildiginda HN-
HP; HN-SP; SN-SP gruplari arasinda anlamh fark vardir. Hasta grupta prebiyotik
tiketimi serum p-cresol silfat diizeyinde istatistiksel anlamh azalma saglamistir
(p=0,002). Prebiyotik verilen hasta grupta, prebiyotik midahalesi yapilmayan hasta
gruba gore serum p-cresol dizeyinde %64,3 azalma vardir. Ayni zamanda saglikli

sicanlarda prebiyotik tliketimi de serum p-cresol dizeyinde %71,3 azalma

saglamistir (p=0,001) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Gruplarin serum p-cresol stlfat (ng/ml) degerleri.

Serum indoksil silfat duzeyleri, ikili gruplar arasinda karsilastirildiginda
sadece HP ile SN gruplari arasinda istatistiksel anlamli fark vardir. Buradan
cikarilacak sonug; serum indoksil siilfat diizeylerinde gruplar arasindaki istatistiksel
fark HP ile SN gruplarindan kaynaklanmaktadir. Hasta grupta prebiyotik
miidahalesinin  serum indoksil silfat diizeyi Gzerinde anlamli  bir etkisi
gozlenmemistir. Ayni sekilde saglikh grupta da diyete oligofruktozla zenginlestirilmis
indlin ilavesinin serum indoksil silfat dizeyinde herhangi bir etkisi olmamistir

(p=0,208) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Gruplarin serum indoksil stlfat (ug/ml) degerleri.
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Kronik bobrek yetmezligi olusturulmus ve saglikli sicanlarda prebiyotik

tiketiminin inflamatuar belirtegler (zerine etkisini incelemek amaciyla toplanan

serum orneklerinden IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeyleri analiz edilmistir (Tablo 4.4).

Analiz edilen inflamatuar belirteclerden sadece serum IL-6 dlizeylerinde gruplar

arasinda istatistiksel 6neme sahip anlamh fark bulunmustur (p=0,008).

Serum IL-6 dizeyleri, ikili gruplar halinde karsilastirildiginda HN ile HP

(p=0,001) ve HN ile SN (p=0,005) gruplari arasinda istatistiksel 6Gneme sahip fark

bulunmustur. KBH olusturulan grupta prebiyotik tiiketimi serum IL-6 diizeyinde

istatistiksel anlamli azalmaya sebep olmustur. Saglikli sicanlarda ise prebiyotik

miidahalesinin serum IL-6 diizeyi Gizerinde anlamli bir etki bulunmamistir (Sekil 4.7).

Tablo 4.4. Gruplarin serum inflamatuar belirteglerinin tanimlayici istatistikleri

En En
+ *
n Ort. £ SS Ortanca Kiigiik bilyiik CADA ¢]
HN 8 205,8+76,80% 207,4 85,5 301,2 135,9
= HP 9 57,6 + 46,80° 34,9 13,90 144,09 76,99
¢ £ 0,008
= % SN 38 62,4 + 65,57° 36,2 14,93 203,70 82,81
SP 8 81,8+99,18* 23,2 15,51 269,69 155,03
HN 8 103,8 £ 80,19 80,3 29,03 253,68 127,61
o = HP 9 85,6 £91,69 67,4 22,37 316,54 70,02
= E 0,486
= % SN 8 586+26,52 54,8 32,01 115,87 27,91
SP 8 53,7+34,03 43,4 22,99 121,69 51,17
HN 8 12,1 +5,49 10,5 7,40 24,87 4,03
3= HP 9 15,0+9,69 10,5 6,78 36,88 12,18
i E 0,971
g % SN 8 12,3+3,71 11,7 8,63 19,85 5,12
sP 8 13,5 +5,12 12,7 6,78 20,47 9,50

*p<0,05 (Kruskal-Wallis Hipotez Testi uygulanmistir).

2 b Gruplarin ikili karsilastirmalari Mann-Whitney U testi ile yapilmistir. Post-hoc olarak Bonferroni
diizeltmesi yapildiginda ikili gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark olanlar farkli harflerle

isaretlenmistir.

CADA, ceyreklikler arasi dagilim arahgi.
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Sekil 4.7. Gruplarin serum IL-6 (pg/ml) degerleri.

Siganlarin serum inflamatuar belirtecleri ile serum PCS ve IS dizeyleri
arasindaki iliski Tablo 4.5'de gosterilmistir. Serum PCS diizeyleri ile serum IL-6, IL-10
ve TNF-a diizeyleri arasinda onemli bir iliski bulunmamistir. Serum IS dizeyleri ile IL-
6 dlizeyi arasinda negatif dlsik orta derece korelasyon goézlenmistir (r=-0,381,
p=0,029). Diger inflamatuar belirteclerden IL-10 ve TNF-a diizeyleri ile serum IS

arasinda anlamli bir iliski belirlenmemistir.

Tablo 4.5. Sicanlarin serum (Gremik toksin ile inflamatuar belirte¢ dizeyleri
arasindaki iligki

Serum PCS Serum IS
r p r p
IL-6 0,174 0,332 -0,381* 0,029
IL-10 0,293 0,098 0,261 0,142
TNF-a 0,003 0,987 -0,145 0,420

Pearson korelasyon testi uygulanmistir.
r: Pearson korelasyon katsayisi; *p<0,05.

4.5. Bobrek Dokularinda Goriilen Histopatolojik Bulgular

Bobrek dokularinda sekillenen histopatolojik degisiklikler; kristal birikimi,
tibller ve glomeriler hasar, interstisyel fibrozis ve glomeriler inflamasyon olarak
siniflanmistir.  Bobrek dokularindaki histopatolojik bulgular degerlendirilerek
semikantitatif olarak (0= Yok, 1= hafif ve lokal, 2= orta siddette, 3=yogun ve yaygin,

4= cok yogun ve yaygin) skorlanmis ve Tablo 4.6’da sunulmustur.
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Gere¢ ve yontem boélimiinde bahsedildigi lzere adeninle KBH modeli
olustururken kullanilan adenin; 2,8-dihidroksiadenin’e metabolize olarak proksimal
tibdllerin epitel hicrelerinde kristalize olmaktadir. Bu kristallerin birikimi renal
harabiyete yol acarak bobrek yetmezligi tablosu olusturmaktadir. Adenin
yontemiyle hastalik olusturulan ve prebiyotik miidahalesi yapilmayan HN grubunda
kristal birikimi skoru, hastalik olusturulan ve prebiyotik miidahalesi yapilan HP
grubuna kiyasla daha yuksektir. Saglkli sicanlarda bdbrek harabiyeti olusturulmadigi

icin SN ve SP grubunda kristal birikimi gézlenmemistir (Tablo 4.6).

Tubller hasar skoru ise hastalik olusturulan ve prebiyotik muidahalesi
yapilmayan HN grubunda HP grubuna kiyasla daha ylksektir. Saglikli ve prebiyotik
miidahalesi yapilmayan SN grubunda 8 sicandan 5’inde hafif ve lokal diizeyde
tbuler hasar gorilirken prebiyotik verilen saglikh (SP) 8 sicandan 3’lGinde hafif ve

lokal diizeyde tubuler hasar gorilmustir (Tablo 4.6).

Glomeriler hasar skorunun prebiyotik verilen hasta grupta (HP), prebiyotik
miidahalesi yapilmayan hasta gruba (HN) gore daha disik oldugu semikantitaif
olarak belirlenmistir. Saglikli ve prebiyotik midahalesi yapilmayan SN grubunda 8
sicandan 3’Unde hafif ve lokal dizeyde glomeriiler hasar goriliirken prebiyotik

verilen saglikli (SP) grupta glomeriler hasar gérilmemistir (Tablo 4.6).

Glomerdiiler inflamasyon siddetinin prebiyotik miidahalesi yapilmayan hasta
grubta (HN), prebiyotik verilen gruba (HP) gére daha ylksek oldugu gorilmektedir.
Saglikli siganlardan olusan her iki grupta da (SN ve SP) glomeriler inflamasyon

bulgusu bulunmamaktadir (Tablo 4.6).

Kronik bobrek hasarinin bir diger gostergesi olan interstisyel fibrozis
bulgulari degerlendirildiginde prebiyotik verilen hasta sicanlarda, prebiyotik
mudahalesi yapilmayanlara gore daha hafif siddette oldugu gorilmdistir. Saglikl ve
prebiyotik miidahalesi yapilmayan SN grubunda interstisyel fibrozis bulgusu yokken
prebiyotik verilen saglkli (SP) grupta bulunan 8 sicandan sadece 1’inde hafif ve lokal

diizeyde gozlenmistir (Tablo 4.6).



Tablo 4.6. Gruplarin bobrek dokularinda sekillenen histopatolojik degisiklikler ve

siddetleri
Grup K.ris?al- Tibdler Glomeriiler 'Glomeriiler int.erstis:yel Toplam
birikimi hasar hasar inflamasyon fibrozis skor

HN1 2 4 3 3 4 16
HN2 4 4 4 4 4 20
HN3 1 2 3 3 3 12
HN4 3 4 4 4 4 19
HN5 4 3 4 3 4 18
HN6 4 4 4 4 4 20
HN?7 3 4 4 4 4 19
HNS8 4 4 4 4 3 19
HP1 2 1 1 2 1 7
HP2 1 2 1 2 2 8
HP3 0 1 1 2 1 5
HP4 1 2 2 2 3 10
HP5 1 3 2 4 3 13
HP6 2 3 2 3 3 13
HP7 0 1 1 2 1 5
HP8 1 2 2 2 3 10
HP9 0 1 1 1 1 4
SN1 0 1 1 0 0 2
SN2 0 1 1 0 0 2
SN3 0 1 0 0 0 1
SN4 0 1 0 0 0 1
SN5 0 0 0 0 0 0
SN6 0 0 0 0 0 0
SN7 0 0 0 0 0 0
SN8 0 1 1 0 0 2
SP1 0 1 0 0 0 1
SP2 0 1 0 0 0 1
SP3 0 0 0 0 0 0
SP4 0 1 0 0 0 1
SP5 0 0 0 0 0 0
SP6 0 0 0 0 0 0
SP7 0 0 0 0 0 0
SP8 0 0 0 0 1 1

44

Semi-kantitatif skorlama; skor 0: %0 (yok), skor 1: <%25 (hafif ve lokal), skor 2: %25-50 (orta siddet),
skor 3: %50-75 (yogun ve yaygin), skor 4: >%75 (¢cok yogun ve yaygin) olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.8. Gruplarin bobrek dokularindaki histopatolojik degisikliklerin toplam skoru

Deney gruplarin bobrek dokularindaki histopatolojik degisikliklerin toplam
skoru karsilastirildiginda prebiyotik verilen hasta sicanlarda (8,3 + 3,39), prebiyotik
mudahalesi yapilmayanlara (17,9 = 2,70) gore daha dislik oldugu goérilmektedir.
Saglikh sicanlarda da ayni derecede olmasa da prebiyotik verilenlerde (0,5 + 0,54)
toplam hasar skoru prebiyotik midahalesi yapilmayanlara (1,0 £ 0,93) gére daha
dustktir (Sekil 4.8). Buna gore butiun gruplarin bébrek dokularinin histopatolojik
degisiklik toplam skoru arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001).
Gruplarin ikiserli karsilastirmalari yapildiginda sadece SN-SP gruplari arasinda
onemli fark bulunmazken (p=0,258), diger tiim gruplar arasinda istatistiksel 6neme

sahip anlaml fark bulunmustur (p<0,001).

Adenin yontemiyle hastalik olusturulan ve prebiyotik miidahalesi yapilmayan
HN grubuna ait bébrek dokularinda genel olarak; korteksten baslayarak medullaya
dogru uzanan, kollajen zengin ve az miktarda yangi hiicreleriyle karisik fibrozis ile
karakterize bulgular gozlenmistir (Sekil 4.9). Bazi olgularda korteksin yarisindan
fazlasinda, fonksiyonel yapi (glomerulus, tubil ve damar) icermeyen fibrozis
gozlenmistir. Bazi olgularda saglam kalan tlbdller ileri derecede kistik ve dilate,
atrofik ve limenlerinde dokuilmis epitel hiicrelerine yonelik bulgular gozlenmistir.
Hastalik olusturulan ve prebiyotik miidahalesi yapilmayan HN grubunda daha c¢ok
medullar bolgede olmak Uzere, yogun hiyalin silindirleri ve tibiler kalsifikasyon

izlenmistir. Glomeruluslarda kapiller yumak atrofisi ve Bowman pariyetal yapraginda



Sekil 4.9. Deney gruplarinin bobrek dokularinda olusan histopatolojik degisiklikler. HE boyama Bar= HN, HP, SP; 220um, SN;100 um.
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kalinlasma, siddetli olgularda glomeruloskleroza rastlanmistir. Kortikal bélgede,
dejenere ve nekrotik tlbilis limenlerinde koyu kahverengi isinsal cizgilerle yogun
kristal yapilara rastlanmistir. Fibrozisin yogun oldugu alanlarda, kortikal ¢ok sayida

coklntiler gozlenmistir (Sekil 4.9).

Hastalik olusturulan ve prebiyotik midahalesi yapilan HP grubunda genel
olarak histopatolojik gorinim bobrek korteksinde multifokal alanlar halinde
fibrozisin HN grubuna gore daha hafif oldugu ve tamir faaliyetlerine yonelik
makrofaj ve polimorf niikleer I6kositlerin én planda oldugu gézlenmistir. iki olguda
(HP5 ve HP6), HP grubu icindeki diger olgulara gore subkapsilar bolgeden
baslayarak pelvis renalise kadar kordonlar seklinde ilerleyen tubilointerstisyel
fibrozisin daha siddetli oldugu gozlenmistir. HP grubunda kristaloid yapilara- eger
varsa- fokal inflamasyonla birlikte tlbil limenlerinde ve olduk¢a nadiren
rastlanmistir. Tlbuler epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, tiibiler atrofi ile
cevrelerinde fibrozis gozlenirken; genel bulgu cevrede saglam kalan tibillerin
rejeneratif faaliyeti yoninde olmustur. Dolayisiyla yiksek oranlarda limeni déseyen
prizmatik epitel goriniiminde, hiperplazik tiroidizasyon alanlarina rastlanmistir.
Fokal fibrotik alanlarda glomerulosklerozun yanisira, glomerular kapiller yumagin
hiperseliler gorliinimi, fenestrasyon, Bowman kapsilinin pariyetal yapraginda

degisen derecelerde kalinlasma gozlenmistir (Sekil 4.9).

Deney gruplarini olusturulan sicanlarin serum Uremik toksinleri ile bobrek
dokularinda sekillenen histopatolojik degisiklik skorlari arasindaki iliski Tablo 4.7’de
verilmistir. Serum PCS dizeyleri ile tibuler (r=0,402; p=0,020), glomeriler (r=0,465;
p=0,006) ve toplam hasar skorlari (r=0,411; p=0,018) arasinda pozitif orta derecede
korelasyon belirlenmistir. Serum PCS dizeyleri ile kristal birikimi, glomeriler
inflamasyon ve interstisyel fibrozis skorlari arasinda anlamli  bir iliski

belirlenmemistir (p=0,05).
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Tablo 4.7. Siganlarin serum Uremik toksin dizeyleri ile boébrek dokularinda
sekillenen histopatolojik degisiklik skorlari arasindaki iligki

Serum PCS Serum IS
r p r p
Kristal birikimi 0,270 0,129 0,448** 0,009
Tubiler hasar 0,402%* 0,020 0,393* 0,024
Glomeriler hasar 0,465** 0,006 0,371* 0,033
Glomeriiler inflamasyon 0,332 0,059 0,445** 0,009
interstisyel fibrozis 0,282 0,112 0,420* 0,015
Toplam skor 0,411* 0,018 0,450** 0,009

Spearman korelasyon testi uygulanmistir.
r: Spearman korelasyon katsayisi; *p<0,05 **p<0,001

Sicanlarin serum IS dizeyleri ile tiibiuler (r=0,393; p=0,024) ve glomeriler
(r=0,371; p=0,033) hasar skorlari arasinda pozitif disik-orta derece korelasyon
tespit edilmistir. Ayrica serum IS dizeyleri ile kristal birikimi (r=0,448; p=0,009),
glomeriler inflamasyon (r=0,445; p=0,009), interstisyel fibrozis (r=0,420; p=0,015)
ve toplam hasar skorlari (r=0,450; p=0,009) arasinda pozitif orta derecede

korelasyon bulunmaktadir.

4.6. Bobrek Dokularinda Antioksidan Parametrelere Ait Bulgular

Bobrek dokulari SOD ve GPx olmak lizere her iki enzimatik aktivite yoninden
degerlendirildiginde  proksimal tliblGl epitellerinin  degisen  derecelerde
immunoreaktivite gosterdigi, yer yer limende homojen boyanmalarla birlikte

dejenere epitel boyanmalarinin daha diislik seviyede oldugu gézlenmistir.

Hasta ve prebiyotik eklenmeyen (HN) grupta tlibulointerstisyel fibrozis ve
yang! hicrelerinin bulundugu odaklar hemen hemen hig¢ SOD ve GPx aktivitesi
gostermezken, kismen saglam kalan tibdllerde tek tek sitoplazmik tlbul epitel
boyanmalarina rastlanmistir. Bu boyanmalarin genel olarak daha solgun renkte
oldugu gozlenmistir. Hasta sicanlardan olusan her iki grupta (HN ve HP) ortak bulgu
olarak rejenere tiibil epitellerinde yogun ve diffiiz boyanmalar dikkat ¢cekmektedir.

Glomeriler boyanmaya ise hicbir grupta rastlanmamistir. Sonug olarak HP grubunda
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kortekste daha yogun olmak (izere medullar boélge konnektif ve kollektif tiibil

epitellerinde yogun ve diffiiz boyanma gozlenmistir.

Bobrek dokularinda SOD immunoreaktivitesinin kantitatif histomorfometrik
analizi sonuglarina gore tim gruplar arasinda SOD enzim aktivitesi acisindan
istatistiksel olarak anlaml fark vardir (Sekil 4.10) (p=0,001). Bobrek dokularinda SOD
immuinoperoksidaz boyama sonuglarina gore antioksidan enzim aktivitesi en

ylksekten en distge sirasiyla SP, SN, HP ve HN seklindedir.
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Sekil 4.10. Bobrek dokularinda stiperoksit dismutaz pozitif boyanma ylizdeleri.

Gruplarin ikiserli karsilastirmalari yapildiginda SOD enzim aktivitesi agisindan
HP ile SP (p=0,007), HN ile SN (p=0,002) ve HN ile SP (p=0,002) gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulunmustur. Ancak SOD enzim aktivitesi agisindan
HN ile HP ve SN ile SP gruplari arasinda anlamli fark bulunmamaktadir. Buna gore
hasta gruptaki sicanlarda, prebiyotik midahalesinin SOD aktivitesi lizerine
istatistiksel 6neme sahip etkisi bulunmamistir. Ayrica prebiyotik miidahalesinin SOD
aktivitesi Gzerine olumlu etkisi saglkli grupta istatistiksel olarak anlamli olmasa da
prebiyotik verilen saglkl grupta enzim aktivitesinin prebiyotik ilavesi yapilmayan

gruba gore daha yiksek oldugu gorilmustdr.

Dort deney grubuna ait bobrek dokularinin kantitatif histomorfometrik
analizi sonucunda hesaplanan glutatyon peroksidazin boyanma oranlari arasinda

istatistiksel anlamh fark bulunmustur (Sekil 4.11) (p=0,004). Bobrek dokularinda GPx
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immuanoperoksidaz boyama sonuglarina goére antioksidan enzim aktivitesi en
yuksekten en duslge sirasiyla SP, HP, SN ve HN seklindedir. Gruplarin ikiserli
karsilastirmalari yapildiginda HN ile HP (p=0,007) ve HN ile SP (p=0,001) gruplari
arasindaki fark istatistiksel anlamli bulunmustur. Buna gbre hasta gruptaki

sicanlarda prebiyotik midahalesi GPx aktivitesini artirmistir.
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Sekil 4.11. Bobrek dokularinda glutatyon peroksidaz pozitif boyanma yizdeleri.

4.7. Kolon Dokularinda Siki Baglanti Proteinlerinin immiinohistokimyasal

Analiz Bulgulan

Tum gruplardaki sicanlara ait kolon dokularindan hem c¢ikan hem de inen
kolon kesitleri, siki baglanti proteinlerinden occludin ve claudin-1 boyanmalari
bakimindan semikantitatif olarak degerlendirilmistir. Degerlendirmede 0= yok, 1=
hafif ve lokal, 2= orta siddette, 3= yogun ve yaygin, 4= ¢cok yogun ve yaygin boyanma

olarak derecelenmistir.

Hasta grupta prebiyotik ilavesi yapilan HP grubuna ait c¢ikan kolon
dokularinda  imminohistokimyasal  degerlendirme  vyapildiginda  occludin
boyanmalarinin HN grubuna gore daha yogun siddette oldugu gozlenmistir. Saglikh
sicanlara ait cikan kolon kesitleri degerlendirildiginde, prebiyotik verilen SP
grubunda occludin  boyanmalarinin SN grubuna goére daha yogun oldugu
goralmastir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13). Ancak hem hasta hem de saglkli grupta

prebiyotik tiketim durumlarina gore kolon kesitlerindeki occludin boyanma skoru
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ortalamalarinin istatistiksel olarak anlamli farklihk géstermedigi sonucuna varilmistir
(p=0.055). Sicanlarin hasta/saglikh olma durumlarinin ise g¢ikan kolon kesitlerindeki
occludin boyanma skoru ortalamalari Uzerinde anlamh fark olusturdugu

goralmastir (p=0,026).

4 Diyet

M vitdahale yok
M Prebiyotik

Cikan kolon kesitlerinde occludin
boyanma skoru

HN HP SN SP

Sekil 4.12. Cikan kolon kesitlerinde occludin proteininin immunohistokimyasal
skorlamasi.



Sekil 4.13. Cikan kolon kesitlerinde occludin boyanmalari, indirekt immuno-peroksidaz test, anti-occludin antikor, Mayer’s hematoksilen
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karsit boyama. Bar=HN, HP 90 um, SN, SP 180 um.
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Hasta veya saglikh olma durumunun sicanlara ait inen kolon kesitlerindeki
occludin protein boyanmalari agisindan anlamh etkisi yoktur (p=0,924). Saglhkl
sicanlara ait inen kolon kesitleri incelendiginde occludin boyanmalari agisindan SN
ve SP gruplari arasinda fark bulunmamaktadir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). Hasta grupta
prebiyotik ilavesi yapilan HP grubuna ait inen kolon dokularinda
imminohistokimyasal degerlendirme yapildiginda occludin boyanma skorunun HN
grubundan yiksek oldugu gozlenmistir. Ancak hasta ve saglikh sicanlarda prebiyotik
tlketiminin siganlara ait inen kolon kesitlerindeki occludin protein diizeylerine etkisi

anlamli degildir (p=0,568).
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Sekil 4.14. inen kolon kesitlerinde occludin proteininin immiinohistokimyasal
skorlamasi.
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Hasta sicanlarda prebiyotik ilavesi yapilan HP grubunda cikan kolonda
claudin-1 boyanmalari immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde HN
grubuna gore daha yogun siddette oldugu gozlenmistir. Saglikli sicanlarda da c¢ikan
kolon kesitlerinde prebiyotik verilen SP grubunda claudin-1 boyanmalarinin SN
grubuna goére daha yogun oldugu gorulmustir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). Hem hasta
hem de saglikh grupta sicanlarin prebiyotik tliketim durumlarina gore kolon
kesitlerindeki claudin-1 boyanma skoru ortalamalarinin istatistiksel olarak anlamli
farkhihk gosterdigi sonucuna varilmistir (p<0.001). Siganlarin hasta/saglikl olma
durumlarinin ise ¢ikan kolon kesitlerinde claudin-1 boyanma skoru ortalamalari

Uzerinde anlamli bir etkisi olmadigi gorilmustir (p=0,062).
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Sekil 4.16. Cikan kolon kesitlerinde claudin-1 proteininin immuinohistokimyasal
skorlamasi.
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inen kolon kesitlerinin immiinohistokimyasal incelemesi yapildiginda hasta
sicanlarda prebiyotik muidahalesi yapilan grupta (HP) claudin-1 boyanma
dlzeylerinin prebiyotik verilmeyen hasta gruba (HN) gbre daha yogun ve yaygin
siddette oldugu gorilmistir. Saglikh sicanlarda da prebiyotik miidahalesi sonucu
inen kolon kesitlerinde claudin-1 protein dlzeylerinin daha vyiksek oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). Siganlarda hasta/saglikh olma durumu inen
kolon kesitlerinde claudin-1 boyanma skoru ortalamalari Gzerinde anlamli bir etkisi
yoktur (p=0,805). Ancak prebiyotik miidahalesi yapilma durumuna gore si¢canlara ait
inen kolon kesitlerinde claudin-1 boyanma skoru ortalamalari anlamh fark

gostermektedir (p=0,033).
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Sekil 4.18. inen kolon kesitlerinde claudin-1 proteininin immiinohistokimyasal
skorlamasi.
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5. TARTISMA

KBH’da bobrek fonksiyonunun azalmasiyla viicut sivilarinda biriken Gremik
retansiyon solltlerinin bircok biyokimyasal ve fizyolojik etkileri vardir. Bu etkiler
direkt ya da indirekt olarak etki gostererek inflamasyona, bagirsak disbiyozisine,
bakteri translokasyonuna, inflamasyona ve KBH progresyonuna sebep olmaktadir
(21). Bu galismada adenin maruziyetiyle kronik bébrek hastaligi modeli olusturulmus
Spraque Dawley cinsi sicanlarda prebiyotik tiketiminin bagirsak kaynakh tGremik
toksinler ve hastaligin progresyonuna etkisi arastiriimistir. Bu ¢alismadan elde edilen

veriler, bulgular bolimine uyumlu olacak sekilde yedi bélimde tartisilmistir.

Birinci bolimde sicanlarin deney sliresince vicut agirliklari ve yem
tiketimlerindeki degisiklikler; ikinci bélimde bobrek fonksiyon gostergeleri; tGglncii
bolimde bagirsak kaynakli tGremik toksin diizeyi; dérdinci boélimde inflamatuar
belirtegler; besinci bolimde bobrek dokularinda meydana gelen histopatolojik
degisiklikler; altinci bélimde bobrek dokularinda antioksidan parametre dizeyleri;
yedinci bolimde ise kolon dokularinda siki baglanti protein diizeyine ait veriler

degerlendirilmistir.

5.1. Deney Siiresince Siganlarin Viicut Agirhgi ve Yem Tiiketimi Degisimleri

KBH’nin klinik gostergelerinden biri de anoreksiya, tat degisiklikleri, bulanti
ve kusma gibi gastrointestinal semptomlardir (21). Anoreksiya, enerji ve protein
alimini azaltarak malnitrisyon ve kaseksiye yol agmaktadir (144). KBH’da anoreksiya
patogenezinin; orta molekdl agirhkli Gremik toksinler ve IL-6, TNF-a gibi inflamatuar
sitokinlerin yiksek serum duizeyleri, leptin ve ghrelin gibi hormonlar ve
noropeptitler ile iliskili oldugu 6ne sirilmektedir (144, 145). Baslica anoreksijenik
bilesik olan leptin, bobrekler yoluyla atilir. Deneysel ve klinik ¢alismalarda KBH’da

serum leptin diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (146, 147).

Baslangi¢ agirliklari benzer secilerek ¢alismaya dahil edilen sicanlarin ¢alisma
boyunca agirlik degisimleri Sekil 4.1’de gosterilmektedir. KBH'nin olusturuldugu ilk 3

haftallk donemde adenin metoduyla bdbrek hasari olusturulan siganlarda viicut
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agirliginin azaldigi gorilmektedir. Oral gavaj yoluyla adenin midahalesi sonucunda
artan inflamatuar sitokinler, oksidatif ve nitrozatif stres belirtegleri hastalik
olusturulan siganlarda ilk 3 haftalik sirede besin aliminda ve vicut agirliginda
azalmaya neden olmus olabilir (148, 149). Prebiyotik midahalesinin yapildigi 3-7.
haftalar arasinda hem HP hem HN gruplarinda viicut agirligi artigi gérilmekte; ancak
HP grubundaki vicut agirligi artisinin HN grubuna goére daha yiiksek oldugu dikkat
cekmektedir (p=0,05). Prebiyotik olarak verilen oligofruktozla zenginlestirilmis
intlinin, KBH’da inflamasyon kaynakl anoreksiya durumuna yol a¢an inflamatuar
sitokinleri azaltarak (150), bobrek fonksiyon gostergelerinde ve lremik durumda
iyilesme saglayarak (15), orta molekil agirlhikli Gremik toksin ve leptin klirensini
artirarak anoreksiyada azalma ve istah durumunda artis saglayabilecegi olasi

mekanizmalardir (145).

Kolona ulasan nitrojen/diyet posasi orani, kolonda baskin olan mikrobiyal
metabolizmanin bir gostergesidir (126). Sindirilmeyen fermente edilebilir diyet
posasinin diyette artmasi sonucu sakkarolitik fermantasyon artarak KZYA (retimi
artar. Yeterli fermente edilebilir diyet posasi olmadiginda ise kolonda proteolitik
bakteriyel fermantasyon artarak Gremik toksin tGretimini artirmaktadir (151). Yapilan
bu c¢alismada prebiyotik verilen hasta grupta (HP) preolitik/sakkarolitik
fermantasyon dengesinin sakkarolitik yone kaymasi sonucunda serum ure ve PCS
diizeyleri, prebiyotik miidahalesi yapilmayan hasta gruba (HN) gbére daha dusiik
bulunmustur (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3). Prebiyotik verilen hasta grupta serum (ire ve
PCS diizeylerinin dismesi Gremik durumun iyilesmesine katki saglayarak tGreminin

neden oldugu anoreksiyayi, viicut agirligi ve besin alimini olumlu etkilemis olabilir.

Mikrobiyota transferi calismalarinda inllin ve diger sindirilemeyen posa
tirlerinden zengin diyetin KZYA Uretimini artirarak obeziteyi 6nledigi gosterilmistir
(152, 153). Bu obezite karsiti etkinin altinda yatan mekanizma; KZYA’lerinin bariyer
fonksiyonunu iyilestirerek, metabolik endotoksemi, obezite ve insilin direncine
sebep olan bakteriyel toksinlerin dolasima ge¢cmesini 6nlemesidir (154-156). Yuksek
yagh diyetle beslenen fareler lizerinde yapilan bir calismada fermente edilebilir posa

miuidahalesi sonucu artan KZYA (retiminin istahi baskiladigi ve agirlik kazanimini
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azalttig1 gosterilmistir (157). Bir meta-analizde yiksek KZYA diizeyinin doygunlugu,
enerji harcamasini ve termogenezi artirdigl, besin alimini azalttigl ve lipogenez
inhibisyonyonunu sagladigi sonucuna varilmistir (158). KZYA’lerinin GLP-1, peptit YY
ve gastrik inhibitor polipeptit gibi doygunluk saglayan peptitlerin sekresyonunu
artirarak istahi baskilayabilecegi 6ne sirilmektedir (159). Saglikl sicanlara 3 hafta
boyunca oligofruktozla zenginlestirilmis intlin verilen bir calismada serum GLP-1 ve
peptit YY konsantrasyonlarinin kontrol grubunun vyaklasik iki kati oldugu
gosterilmistir  (160). Erkek Wistar sicanlara 35 giin boyunca oligofruktozla
zenginlestirilmis standart diyet alanlarda yiksek yagl diyet alanlara gore enerji
alimi, viicut agirligi ve yag kutlesi artisinin daha az oldugu, GLP-1 ve 2 diizeyinde
artis ve ghrelin diizeyinde azalma rapor edilmistir (161). Bizim ¢alismamizda da bu
verilere paralel olarak prebiyotik verilen saghkh grubun vicut agirhgr artisinin
prebiyotik midahalesi yapilmayan saglikh grupla karsilastirildiginda daha az oldugu
gorilmektedir (Sekil 4.1). Ayni zamanda, prebiyotik verilen saglkli grupta yem
tiketim miktari prebiyotik midahalesi yapilmayan saglikli gruba goére daha azdir
(Tablo 4.1). Ancak, saghkli sicanlarda hem vicut agirligi degisimi hem de yem

tuketimleri icin aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

5.2. Siganlarin Bobrek Fonksiyon Gostergelerine Ait Bulgular

Bobrek yetmezligi modeli olusturmak icin kullanilan, bir kimyasal nefrektomi
yontemi olan adenin midahalesinin en az 3 hafta uygulanmasi daha Onceki
calismalarda (139, 162) belirtildigi Uzere bobreklerde geri donlssiz hasar
olusturdugu yapilan bu calismayla da dogrulanmistir (Sekil 4.2 ve Tablo 4.2). Ayrica
KBH olusturulan sicanlarda serum (re ve kreatinin diizeyleri saghkh sicanlara gore
istatistiksel olarak daha yliksek bulunmustur (p<0,05). Hasta gruptaki sicanlar kendi
iclerinde karsilastirildiginda diyetlerine prebiyotik ilavesi yapilanlarin serum (re
dizeylerinin istatistiksel olarak daha disik oldugu gorilmustir. Serum kreatinin
diizeylerinde ise prebiyotik midahalesinin anlamli bir etkisi olmamistir. Bir baska
calismada KBH olusturulmus sicanlarda kan Ure azotu ve serum kreatinin dizeyleri

saglikh kontrollere gére daha yiiksek bulunmus, ancak prebiyotik olarak kullanilan
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galaktoolisakkaritin bobrek fonksiyonu Uzerine etkisi gdzlenmemistir (129). KBH
modeli olusturulan sigcanlarda yapilan bir baska c¢alismada ise, prebiyotik olarak
direncli nisasta verilen grupta serum (re diizeylerinde farklilik gézlenmezken serum
kreatinin duzeylerinde anlamli azalma meydana gelmistir (15). KBH olusturulmus
sican modelinde yapilan bir baska calismada prebiyotik ve probiyotik tedavi verilen
grup, destek tedavinin verilmedigi grupla karsilastirildiginda serum kreatinin ve kan

Ure azotu diizeyleri anlamli olarak daha dusiik bulunmustur (128).

Calisma sonuglarimiza benzer sekilde, hemodiyaliz hastalarinda yapilan bir
calismada 4 haftalik oligofruktozla zenginlestirilmis intlin midahalesi sonucu serum
Ure diizeylerinde azalma gozlenirken serum kreatinin diizeylerinde anlamh farkhlik
olusmamistir  (109). inilin, direncli nisasta, gum arabic ve arabinoksilan
oligosakkaritleri kullanilan 4 farkh c¢alismadan toplam 105 KBH’li katilimcinin
degerlendirildigi bir calismada prebiyotik desteginin serum Ure diizeylerinde belirgin

azalma (ortalama fark=-2,23 mmol/L, p=0,006) sagladig| gosterilmistir (114).
5.3. Serum Uremik Toksin Diizeylerine Ait Bulgular

Para-cresol silfat ve indoksil siilfatin serum seviyeleri; bu metabolitlerin
bagirsak mikrobiyotasi tarafindan tretimi ile bébrek yoluyla eliminasyonu arasindaki
dengeyi yansitmaktadir. Proteine bagh Uremik toksinlerden olan PCS ve IS'nin
eliminasyonlari glomeriler filtrasyon hizina ve tibdler tasiyici sisteme bagh olup
tibuler sekresyon araciligiyla gerceklesmektedir (163). Tibller sekresyon; renal
plazma akimindan gelen solitlerin aktif tasiyici sistemle kilcal damarlardan renal
tibdllere gecisidir (65). P-cresol siilfat ve indoksil stlfatin organik anyon tasiyicilari
(OAT) 1 ve 3 tarafindan sekresyona ugradigi bilinmektedir (164). Normal sartlar
altinda bobrekler yoluyla elimine edilen bu metabolitlerin renal klirenslerinde
azalmaya bagl olarak KBH’da serum duizeyleri artmaktadir (65). Bu dogrultuda bizim
calismamizda hasta ve saglkh sicanlar karsilastirildiginda, HN ve SN gruplarinin
serum PCS ve IS diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli fark olmadigi gorilmekte
(Tablo 4.3); bunun sebebinin sicanlarda olusturulan boébrek hasarina ragmen,

rezidlel renal fonksiyonun PCS ve IS klirensini hasta ve saglikli sicanlarda benzer
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oranlarda saglayabildigi cikarimi yapilabilir. Rezidliel bobrek fonksiyonu durumunda
tibuller limene sekrete edilen PCS ve IS diizeyi, bobregin sekresyon klirensini
koruma derecesine baghdir (165). Genelde glomeriler filtrasyon ve tiubdler
sekresyonun benzer oranda azaldigl varsayilmis olsa da bazi sollitlerin glomeriler
filtrasyon ve tlibller sekresyon ile klirenslerinin farkli derecelerde azaldigina dair

bazi kanitlar vardir (165).

Uremik toksinlerin renal klirensleri ve bdbrek yetmezligine bagh olarak
plazma diizeylerinde artis derecesi belirgin sekilde degisiklik gostermektedir (65).
Yapilan bir ¢alismada IS ile PCS’nin renal klirensleri karsilastirildiginda IS klirensinin
yaklasik (¢ kat daha fazla oldugu ve bu durumun herhangi bir KBH evresinde serum
IS dlzeylerinin PCS dlzeylerinden daha disik olmasina yol acabilecegi ileri
surilmektedir (64). Bu bulgularin kismen, PCS ve IS'nin tibuler tastyici afiniteleri
arasinda onemli farkhhklar ve/veya ayri tasiyici sistemlerin kullaniimasi ile
aciklanabilecegi belirtilmektedir (64). Yapilan bir ¢alismada PCS ve IS'nin toplam
plazma dizeyleri saghkli ve KBH’li bireylerde karsilastiriimig, serum PCS dilizeyinin
IS'ye gore KBH’li bireylerde daha yiksek oldugu gozlenmistir (166). Saglikh
bireylerde toplam PCS diizeyi 0,3 mg/dl iken 3. Evre KBH’si olanlarda 1 mg/dl; IS
dlzeyi ise saglikh bireylerde 0,1 mg/dl iken 3. Evre KBH hastalarinda 0,2 mg/dl’dir
(166).

Bu galismada bakteriyel protein fermantasyon metabolitlerinden olan PCS ve
IS’nin serum dlzeyleri analiz edilmis ve tim gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Gruplarin ikili karsilastirmasi yapildiginda
hastalik olusturulan sicanlarda prebiyotik midahalesinin serum PCS dizeylerini
distrdigu (%64,3), serum IS diizeylerini ise etkilemedigi sonucuna varilmigtir (Tablo
4.3). Bizim calisma sonuclarimiza uyumlu olarak, hemodiyaliz tedavisi alan hastalar
Uzerinde yapilan bir calismada 4 haftalik oligofruktozla zenginlestirilmis indlin
mudahalesinin serum Ure ve PCS diizeylerinde anlamli azalma saglarken serum IS
diizeylerinde anlamli bir etkisi gbzlenmemistir (109). Direngli nisastanin kullanildig
deneysel bir calismada ise prebiyotik miidahalesinin KBH olusturulmus sicanlarda

feces yoluyla amonyum atimini arttigi ve buna bagh olarak nitrojenli atik Grtnlerin
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birikiminin azaldigi rapor edilmistir (15). Yapilan ¢alismalarda PCS ve IS’nin yiliksek
luminal pH'da daha fazla uretildigini ve disik pH'da daha az mikrobiyal Gretimini
gosteren calismalar vardir (126, 167). Bizim calismamizda da prebiyotik midahalesi
sonucu artan KZYA'larin luminal pH’1 dislrerek Gremik toksin olusumunu azaltmis

olabilir.

KBH’li hastalarda farkli diyet posasi tirleri ile yapilan bircok calismada
birbirinden ¢ok farkli sonuglar elde edilmistir. 6 hafta boyunca direncli nisasta
verilen hemodiyaliz hastalarinda serbest IS serum dizeyinde %27 azalma
gosterirken serbest serum PCS dizeyindeki azalma ise istatistiki 6neme sahip
degildir (110). Do6rt hafta boyunca 20g/giin dozunda arabinoxylan oligosakkarit
verilen hastalarda serum PCS ve IS dizeylerinde degisiklik gérinmezken (115),
prebiyotik olarak inllin ve bezelye kabugu posasi kullanilan baska bir ¢alismada ise
serum PCS duzeyi %20 azalmistir (127). 10, 20 ve 40 g/gin gum arabic desteginin
KBH’li hastalarda IS duzeyleri lizerinde etkisi gozlenmemistir (168). Calisma
sonuglarindaki bu tutarsizlik; farkh tir ve miktarda prebiyotiklerin kullaniimasi, kisa
miudahale silresi ve 6rneklem sayisi yetersiz ve diyet degerlendirilmesi yapilmayan,
diyetle alinan posanin goéz ardi edilmesinden kaynaklanabilmektedir. Cift-kor
plasebo kontrolli randomize kontrolll bir calismada 3 ay boyunca kisa zincirli FOS
verilen hastalarin serbest ve total IS, PCS serum diizeylerinde istatistiki Gneme sahip
farkhlik gézlenmemistir (124). Kisa zincirli FOS, proksimal kolonda hizlica fermente
olarak Uremik toksin Uretiminin yogun oldugu kolonun son bdlimine kadar
ulasamadigi icin Gremik toksin diizeylerine etki etmedigi diislintiilmektedir (126). Bu
¢alismada prebiyotik miidahalesi yapilan hem hasta hem saglikli grubun serum PCS
dizeylerinde istatistiksel 6neme sahip azalma gorilirken serum IS dizeyleri
arasinda fark yoktur (Tablo 4.3). Bobrek yetmezligi modeli olusturulmus sicanlarda
yapilan baska bir calismada metabolomik analizler serum, idrar ve cekal diskida
bakilmis; prebiyotik olarak direncli nisasta verilen grubun serum ve idrar IS
diizeylerinin sirasiyla %36 ve %66 oraninda, idrar p-cresol diizeylerinin ise %47
azaldigr gosterilmistir (130). Cerrahi yontemle bobrek yetmezligi olusturulan

sicanlarda ise galaktooligosakkarit verilen grupta c¢ekal indol ve serum IS



65

konsantrasyonlarinin  6nemli Olgiide azaldigi rapor edilmistir (129). Bizim
calismamizda Gremik toksinler sadece serumda ve serbest formlari bakilmistir.
Vicuttaki dokularin maruz kaldig serbest (proteine bagl olmayan) formda tGremik
toksinlerdir. IS ve PCS, biylk oranda proteine bagl oldugu icin dokularin maruz
kaldigi serbest sollit dizeyi, toplam solit miktarinin kigik bir kismini
olusturmaktadir (169). indoksil siilfat %10, PCS ise yaklasik %5-10 oraninda proteine
baglanmadan serbest formda bulunmaktadir (30). Normal renal fonksiyonu olan
bireylerde yapilan bir ¢alismada IS ve PCS’nin serbest fraksiyonlarinin toplam plazma
konsantrasyonunun %2’si oldugu; ayrica albiimine bagh tremik solltlerin klirensinin

serbest solltlere gore daha distk oldugu gosterilmistir (169).

Bu calismada sicanlarin bagirsak mikrobiyota analizleri yapilmamis; bu
sebeple PCS ve IS dretimi ile iliskili mikrobiyal tlrler ve oligofruktozla
zenginlestirilmis intlinin hangi mikrobiyal turleri artirdigl tanimlanamamigtir. Serum
IS ve PCS dulzeyleri analiz ederek bagirsak mikrobiyotasi tarafindan Uretilen Giremik
toksinler indirekt olarak 6lctilmistir. Daha 6nce yapilan bir calismada erken renal
yetmezligi olan hastalarda IS'nin Clostridia sinifindan Christensenellaceae,
Ruminococcaceae ve Lachnospiraceae tiirleri ile; PCS'nin ise Clostridia sinifindan
Ruminococcaceae tiri ile iliskili oldugu bulunmustur (163). Sicanlar (izerinde
yapilan bir calismada ise direncli nisasta verilen grupta Bacteroidetes: Firmicutes

oraninda anlamli artis rapor edilmistir (130).
5.4. Serum inflamatuar Belirteglerinin Analizine Ait Bulgular

KBH gelisimi ve progresyonunun en 6nemli nedenlerinden biri sistemik
inflamasyondur. Daha 6nce yapilan calismalarda sistemik inflamasyonun en onemli
mediyatorlerinden birinin bagirsak disbiyozisi oldugu kanitlanmistir (170, 171).
KBH'da bagirsakta artan disbiyotik bakteri tirleri (Enterobacteriaceae ve
Pseudomonadaceae; Proteobacteria, Bacteroidaceae ve Clostridiaceae) bagirsak
mukuzol bariyer fonksiyonuna zarar vererek (172), intestinal T helper 17
hiicrelerinin Treg hiicrelerine oranini artirarak (173), lipopolisakkarit translokasyonu

sonucu bagirsak bakteriyel bilesenlerinin sistemik dolasima gecisine neden olarak
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lokal ve sistemik inflamasyona neden olmaktadir (174). Ayrica bagirsak kaynakli
Uremik toksinlerden PCS ve IS proinflamatuar etki gostermektedir (171). Bagirsak
kaynakh Uremik toksinlerin yiksek serum diizeylerinin, reaktif oksijen tirlerinin
aracihk ettigi NF-kB yolag! ile proinflamatuar sitokin salinimini artirabilecegi ileri
surilmektedir (87-89). Bu bilgilere paralel olarak bizim calismamizda, saglkli
sicanlarla KBH olusturulmus sicanlar karsilastirildiginda (SN-HN) serum IL-6
dizeylerinin hasta grupta istatistiksel olarak anlamh daha vyiksek oldugu
gorilmastir (Tablo 4.3). Saghkli sicanlarda KBH olusturulmasi  sonucu
proinflamatuar sitokinlerden IL-6 diizeyinde artis oldugu; ancak TNF-a diizeylerinde
farklihk olmadigi gozlenmistir. Proinflamatuar sitokinlerden IL-6'nin  serum
dizeylerinin hastalik olusturulan sicanlarda yiksek olmasi KBH ile iligkili sistemik
inflamasyonun bir gostergesidir. Calismamiza benzer olarak adenin yontemi
kullanilan bir baska ¢alismada, KBH olusturulmus sicanlarda hem IL-6 hem de TNF- a
dizeylerinin kontrol gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugu gorilmistir

(p<0,001).

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda inflamatuar sitokinlerin ve diger
belirteclerin dolasim dizeylerinin yiliksek oldugu ve bu durumun tim nedenli
olimler ve kardiyovaskiler olamlerle iliskili oldugu bilinmektedir (175, 176).
Ozellikle IL-6'nin akut faz inflamatuar yanitta cok énemli oldugu diisiinilmektedir.
interlékin-6’nin hemodiyaliz hastalarinda CRP’ye gére daha iyi bir gésterge oldugu
(177, 178), periton diyalizi alan hastalarda ise mortalite konusunda daha giicli bir
gosterge oldugu gosterilmistir (179). Bagirsak kaynakh Gremik toksinlerin
inflamasyon ve oksidatif stres Uzerine etkilerinin degerlendirildigi bir calismada,
inflamatuar belirteclerden IL-6 ve yiiksek duyarlilikh CRP (hs-CRP) KBH’li bireylerde
saglikh kontrol gruba gore daha ylksek bulunmustur. Hasta bireyler farkh KBH
evrelerine gore gruplara ayrildiginda serum IL-6 dizeyinin hastalik progresyonu
arttikca ylikseldigi, hs-CRP diizeyinin ise sadece hastaligin erken evresinde yiiksek
oldugu gorilmustir (180). KBH’da inflamatuar belirteclerin yikselmesi bu
maddelerin renal klirenslerinin azalmasi ve diger eslik eden faktorler sebebiyle

olabilecegi one siriilmektedir (181). Deneysel modellerde PCS’'nin inflamatuar gen
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ekspresyonlarini artirarak renal hiicre hasarina yol acgtig gosterilmistir (182). Ayrica
yapilan galismalarda serum IS ve PCS dizeylerinin IL-6 dlizeyi ile pozitif iliskili oldugu
ve IS ve PCS’nin proinflamatuar etki gosterdigi sonucuna varilmistir (123, 180). Bu
¢alismada ise serum IL-6 ile PCS dlizeyleri arasinda anlamli bir iligski belirlenemezken,
serum IS dizeyleri ile negatif iliski tespit edilmistir. Ancak bu negatif iliskinin giicli

disik-orta dizeydedir (Tablo 4.4).

Diyet posasinin mikrobiyal fermantasyonu sonucu olusan bir KZYA olan
bltiratin, intestinal mukozadaki lamina propriada en ¢ok bulunan immiin hiicre tipi
olan makrofajlarin fonksiyonunu artirdigi hem in-vivo hem in-vitro ortamda
gosterilmistir  (183). Makrofajlara n-bitirat ile muidahale edilmesi sonucu
lipopolisakkarit kaynakl proinflamatuar mediyatorlerden IL-6, IL-12 ve nitrik oksit
sentezinin baskilanmasi gibi olumlu etkiler saglanirken TNF-a ve MCP-1 lzerinde
higbir etkisi olmamistir (183). Fermente edilebilir kompleks karbonhidratlardan olan
amilozdan zengin diyetin inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttigi, renal fibrozisi ve
KBH progresyonunu gerilettigi bagirsak disbiyozisini iyilestirdigi daha 6nce yapilan
calismalarda KBH’li hayvan modellerinde gosterilmistir (15, 130). Diyet posasi ve
prebiyotiklerin inflamasyonu azaltarak KBH’l hastalarda mortaliteyi azalttig
gosterilmistir (97). Bu calismada hasta sicanlarda prebiyotik midahalesi yapilanlarla
yapilmayanlar karsilastirildiginda oligofruktozla zenginlestirilmis indlin verilen
sicanlarin serum IL-6 diizeylerinin istatistiksel olarak daha distk oldugu ancak IL-10
ve TNF-a dizeyleri Gzerine etkisi olmadig gorilmistir. Saghkli sicanlarda ise
prebiyotik tliketiminin serum IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeylerine herhangi bir etkisi
gbzlenmemistir (Tablo 4.3). Bu verilere dayanarak prebiyotik midahalesinin KBH’li
siganlarda proinflamatuar sitokinlerden IL-6 diizeyinde anlamli diisme saglayarak
sistemik inflamasyonu azaltici etki gostermis oldugu ¢ikarimi yapilabilir. Hemodiyaliz
tedavisi alan KBH’l yetiskinlerde prebiyotik olarak verilen direncli nisastanin plazma
IL-6, IS ve tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) diizeyinde anlaml azalma
saglayarak inflamasyon, lremik toksin ve oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir

(184). Son donem bobrek yetmezligi olan bireylerde yapilan ¢ift-kér, randomize,
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plasebo kontrollii bir calisma da 2 aylik prebiyotik desteginin serum kan lre azotu,

IL-6 ve TNF- a diizeylerinde anlamli azalma sagladigi rapor edilmistir (185).
5.5. Bobrek Dokularinda Goriilen Histopatolojik Bulgular

Adenin yontemiyle olusturulan KBH modelinde, oral yolla verilen adenin
hizla 2,8-dihydroksiadenin’e metabolize olmaktadir. Proksimal renal tlbdlllerde
kristalize olarak biriken bu renal tiibil ve interstisyum hasarina ve renal yetmezlik
progresyonuna neden olmaktadir (138). Adenin yontemi ile renal yetmezlik tablosu
olusturulan bu ¢alismada histopatolojik degerlendirmeler sonucunda KBH
olusturulan sicanlarda kristal birikimi, tdbller hasar, glomeriler hasar ve
inflamasyon, interstisyel fibrozis yogun ve yaygin olarak gorilmistir (Tablo 4.6).
Kronik bobrek hastaliginda tibdiler atrofi, interstisyel fibrozis, glomeriloskleroz,
renal vaskilopati ve azalmis renal rejenerasyon kapasitesi gibi iyi tanimlanmis
yapisal Ozellikler vardir (186). Yapilan histopatolojik incelemelerde adenin
mudahalesiyle olusturulan KBH’l sicanlarda, KBH’li insanlara benzer sekilde renal

yetmezlik olustugu gozlenmistir (Sekil 4.9).

Ure, glomeriiler filtrasyon ve tibiiler geri emilim; kreatinin ise glomeriiler
filtrasyon ve tiibller sekresyon ile filtre olur. P-cresol ve indoksil silfat gibi Gremik
toksinler ise tibiler sekresyon yoluyla klirense ugramaktadirlar (163). Glomeruler
ve tubiler hasar bu metabolik Urinlerin uzaklastirilmasini engelleyerek serum
dizeylerinin ylkselmesine neden olmaktadir. Bu c¢alismada da KBH olusturulan
sicanlarda serum Ulire ve PCS duzeyleri saglikh kontrollere gore belirgin diizeyde

artmistir.

Bobrek dokularinda kristal birikimi ve glomeriler hasar sonucunda HN
grubunda ire ve kreatinin dlizeylerinin yilksek olmasi beklenen bir sonugtur.
Prebiyotik miidahalesi sonucu hasta sicanlarin bobrek dokularinda kristal birikiminin
azalmasi, tibdller, glomeriler ve tubilointerstisyel hasarin gerilemesi ile bdbrek
fonksiyon gostergelerinden serum ire dizeylerinde olumlu azalma iliskili olabilir.
Prebiyotik ve probiyotik miidahalesinin birlikte yapildigi bir deneysel ¢alismada,

KBH’li sicanlarin bobrek dokularinda tibllointerstisyel hasarin iyilestigi gozlenmis
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ancak glomeruler skleroz agisindan farklilik bulunmadigi belirtilmistir. Ayni zamanda,
serum kreatinin ve kan Ure azotundaki azalma tlbulointerstisyel hasarin gerilemesi

ile iliskilendirilmistir (128).

Serbest formda bulunan PCS ve IS, proksimal tlibll limenine sekrete
edilerek elimine edilmektedir. Hastalik olusturulan sicanlarda gozlenen proksimal
tibllopati sonucunda tlibiler sekresyon kapasitesi azalarak UGremik toksin
klirensinin azalmasina sebep olabilmektedir (165). Boylece hastalik olusturulan
sicanlarda serum (iremik toksin diizeyi artmasi beklenen bir sonuctur. Bu ¢alismada
renal tlbiler hasar ile serum PCS diizeyi orta derece; serum IS diizeyleri ise disuk-
orta dereceli korelasyon gostermistir (Tablo 4.7). Ayrica prebiyotik desteginin hasta
grupta tlbdler hasari gerilettigi (Tablo 4.6) ve serum PCS diizeylerinde anlamli
azalma sagladigl (Tablo 4.3) gosterilmistir. Bu verilere dayanarak tibdler hasarin
gerilemesi ile serum PCS diizeylerinde saglanan diismenin iliskili olabilecegi ¢ikarimi
yapilabilir. Calisma sonuglarimiza benzer olarak KBH olusturulmus sicanlarda yapilan
bir ¢alismada, galaktooligosakkarit miidahalesinin tiubulointerstisyel hasari
iyilestirdigi (129); simbiyotik miidahalesi yapilan baska bir deneysel ¢alismada ise,
tibulointerstisyel hasarin iyilestigi gézlenmis, ancak glomeruler skleroz acisindan
farkhlik bulunmadigi belirtilmistir (128). Prebiyotik olarak laktulozun kullanildigi bir
calismada, adeninle KBH olusturulan siganlarda prebiyotik midahalesinin serum
kreatinin ve kan Ure azotu dlizeylerini dustrdigl ve tubdllointerstisyel fibrozisi

baskilayarak KBH progresyonunu onledigi rapor edilmistir (187).

indoksil silfat, glomeriiler skleroz ve interstisyel fibrozise yol acarak nefron
kaybina ve hastaligin progresyonuna neden olmaktadir (91). Farelerden alinan
bobrek dokularina PCS enjeksiyonunun renal fibrozise neden olarak bébrek hasarina
yol acgtigl gozlenmistir (188). Renal interstisyel fibrozis ve glomeruloskleroz sonucu
Uremik toksinlerin bobrek yoluyla viicuttan uzaklastirilmasi daha da zorlagsmakta ve
hastaligin progresyonu kotilesmektedir. Bu calismada renal interstisyel fibrozis ile
serum IS dizeyleri arasinda orta derecede pozitif iliskili bulunmustur. Glomeriler
hasar ise hem PCS hem de IS dizeyleri ile pozitif korelasyon gostermektedir (Tablo

4.7).
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Yapilan in vitro galismalarda IS ve PCS gibi proteine bagh tGremik toksinlerin
proksimal renal tibller hicrelerde inflamatuar gen ekspresyonunu artirdig
gosterilmistir (189). Preklinik calismalar PCS ve IS’'nin TGF-B1 ekspresyonunu ve
fibrotik yanit mediyatorlerini indiikleyerek (190), intrarenal renin-anjiyotensin-
aldesteron sistemi aktive ederek renal fibrozise yol agtigi gosterilmistir (191).
indoksil siilfat, renin-anjiyotensin sistemi akitive ederek epitelyal-mezenkimal gegisi
artirarak renal tiibller hiicrelerin apoptozuna neden olmaktadir (192). Siganlarda IS
miidahalesi sonucunda renal fibrozis gelisiminin hizlandig1 rapor edilmistir (193,
194). Adenin yontemiyle KBH olusturulan kemirgenlerde yapilan iki farkl ¢alismada,
hasta grubun bobrek dokularinda inflamatuar sitokin ve kemokinleri (TNF-a, MCP-1,
IL-1B ve IL-6) ve transforme edici bliyime faktori B-1 (TGF-B1), kollajen tip-1 al
(Col1lal), diz kas aktin a-2 (Acta2) gibi fibrozisle iliskili molekilleri kodlayan gen
ekspresyonlarinin daha yiksek oldugu rapor edilmistir. Prebiyotik verilen hasta
grupta ise inflamatuar, oksidatif ve fibrotik gen ekspresyon diizeylerinin normalize
oldugu gosterilmistir (15, 120). Bu calismada yapilan histopatolojik degerlendirme
sonucunda hasta sicanlarda gorilen vyaygin ve yogun gorilen glomeriler
inflamasyon ve interstisyel fibrozisin prebiyotik miidahalesi yapilan hasta sicanlarda
geriledigi semi-kantitatif olarak gozlenmistir (Tablo 4.6). Ayrica hasta sicanlara ait
bobrek dokularindaki histopatolojik degisikliklerin toplam skoru karsilastirildiginda

prebiyotik verilen hasta siganlarda renal hasarin geriledigi bulunmustur (p<0,001).
5.6. Bobrek Dokularinda Antioksidan Parametrelere Ait Bulgular

Oksidatif stres ve inflamasyon kronik bébrek hastaliginin patogenezinde ve
komplikasyonlarinda baslica rol oynamaktadir. Gen ekspresyonu ve metabolomik
veriler KBH’l bireylerde inflamatuar ve pro-oksidan gen ekspresyonlarinda artisin
yanisira antioksidan sisteme ait gen ekspresyonlarinda azalma gostermektedir (195).
Ayrica KBH’ll bireylerde oksidatif stres belirteglerin saglikli kontrollere gére daha
yiksek oldugu rapor edilmistir (180, 196). Adeninle KBH olusturulmus sicanlarinda
da bobrek dokularinda saglikli kontrollere gore pro-oksidan, proinflamatuar ve

profibrotik proteinlerin artisi, GPx ve SOD gibi antioksidan proteinlerin ise azaldigi



71

goralmastir (139). Yapilan bu calismada da hasta ve prebiyotik verilmeyen (HN)
gruba ait bobrek dokularinda SOD ve GPx aktivitesi diger gruplara gére daha dislk
bulunmustur (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Hasta ve prebiyotik verilmeyen (HN) gruba ait
bobrek dokularinda SOD aktivitesi her iki saghkli gruba gore (SN ve SP) anlamli
olarak daha dusuktir (p=0,002). Gruplar arasinda GPx aktivitesi yoninden
karsilastirma yapildiginda; hasta ve prebiyotik verilmeyen (HN) gruba ait bobrek
dokularinda enzim aktivitesi saghkli ve prebiyotik verilen (SP) gruba gore anlamh

olarak daha dusuktir (p=0,001).

Oksidatif stresin olusmasinda tremik toksinlerin baslica roli oldugu ve bu
sekilde doku hasarina katkida bulunduklari ileri surilmektedir (197). Hayvan
¢alismalari, NADPH bagimli veya bagimsiz yolaklarla renal bir ROS kaynagi olan siklo-
oksijenaz-2'nin (COX-2) upregilasyonu ile oksidatif stresi indikleyebilecegini
gostermistir (197, 198). Dou ve ark (199), IS'nin endotelyal hiicrelerde reaktif
oksijen turlerinde artisa, glutatyon dlizeylerinde ise azalmaya neden olduklarini
gostermislerdir. Bu sonuglara gore 1S'nin pro-oksidan ve antioksidan mekanizmalar
arasindaki dengeyi bozarak oksidatif strese yol actiklarini ileri stirmuslerdir (199).
Yapilan in vitro g¢alismalarda IS’nin ROS Uretimi yoluyla intraseliler adezyon
molekili 1’in renal ekspresyonunu artirdigl (200), PCS’nin ise 16kosit serbest radikal
Uretimini aktive ederek oksidatif stresi artirdigi gosterilmistir (201). Cerrahi
yontemle bobrek yetmezligi olusturulmus sicanlarda yapilan bir ¢calismada PCS’nin
oksidatif stresi artirarak renal tiibiler hasara sebep oldugu gosterilmistir (92). IS’nin
renal tlibll hiicrelerde TGF-B1 ve kemokinlerin Uretimini uyararak serbest radikal
olusumuna yol a¢maktadir (189). Uremik sicanlara oral IS uygulamasinin
bobreklerde sliperoksit temizleyici aktiviteyi azalttigi gosterilmis (202), bdylece
bobreklerde antioksidatif sisteme zarar vererek tibiler hiicre hasarina neden
oldugu sonucu cikarilmistir (203). Rossi ve ark. (123), KBH evresi 3 veya 4 olan
hastalarda serbest IS ve PCS dizeyleri ile GPx enzim aktivitesi arasinda negatif

korelasyon (r=-0,25 p=0,003; r=-0,19 p=0,022) rapor etmistir.

Bu calismada SOD ve GPx aktivitesi hasta ve prebiyotik muidahalesi

yapilmayan sicanlara ait bobrek dokularinda en disik bulunmustur (Sekil 4.10 ve
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Sekil 4.11). Hasta siganlarda prebiyotik midahalesinin GPx aktivitesi Uzerinde
olumlu etkisi gozlenirken, SOD aktivitesinde anlamli bir artis saglayamamistir.
Saglikh sicanlarda ise prebiyotik midahalesinin hem GPx hem de SOD aktivitesi
Uzerinde olumlu etkisi istatistiksel olarak anlamli degildir. Calisma sonuglarimiza
benzer olarak KBH modeli olusturulan sicanlarda yapilan bir calismada hasta grubun
bobrek dokularinda antiinflamatuar transkripsiyon faktér olan Nrf2’nin
translokasyonunda ve Nrf2’'nin hedef genlerinden SOD, GPx, katalaz ve
hemoksijenaz-1 diizeylerinde belirgin azalma gozlenmistir. Prebiyotik tiiketiminin
ise  Nrf2’nin nikleer translokasyonunda ve Nrf2’nin hedef genlerinin
ekspresyonlarinda iyilesme sagladigi belirtilmektedir (15). Serum antioksidan
kapasitenin bir 6lglsi olan serum thiol igeriginin prebiyotik olarak laktuloz verilen
KBH’li sicanlarda 6nemli Olglide arttigl, indirgenmis glutatyon diizeylerinde ise
anlamli farkhlik olusturmadigi gézlenmistir (187). Hemodiyaliz tedavisi alan hastalar
Uzerinde yapilan randomize, tek-kor klinik ¢alismada katilimcilara 7 hafta boyunca
simbiyotik destegi verildiginde (Bifidobacterium longum + sorgum) serum total

antioksidan kapasitede ve SOD aktivitesinde artis saglanmistir (204).

5.7. Kolon Dokularinda Siki Baglanti Proteinlerinin immiinohistokimyasal

Analiz Bulgulari

intestinal epitelyal siki baglanti yapisi bakterilerin ve bakterilere ait toksik
Urlnlerin paraseliler penetrasyonunu onlemektedir (205). Occludin, intestinal
epitelyal batlnligl ve paraseliiler bariyer fonksiyonu diizenleyen siki baglanti
komplekslerinin ayrilmaz bir bilesenidir (206). Claudinler, siki baglanti yapinin
onemli bir yapisal bilesenini olusturan ve paraseliler diflizyonda kritik rol oynayan
membran proteinleri ailesine aittir. Claudin-1, 3, 4, 5 ve 8 dahil olmak Uzere claudin
ailesinin bazi Uyeleri epitelyal bariyeri sikilastirmaya hizmet ederken, claudin-2, 7 ve

12 kanallari olusturarak gecirgenligi artirmaktadir (207).

Kronik bobrek hastaliginda renal fonksiyonun azalmasi atik Grlinlerin kanda
birikmesine neden olmaktadir. Bobrekler araciligiyla viicuttan uzaklastirilamayan

protein fermantasyon Urinleri bagirsaklara gelerek, bagirsak intraluminal pH’1 artirir
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ve siki baglanti proteinlerine zarar vermektedir (208). Kronik bobrek hastaligi ile
iliskili sizintili bagirsak durumunda endotoksinlerin ve bakteriyel Grinlerin sistemik
dolasima gecisi saghkli bireylere gére daha yiiksektir (174). Ureye maruz birakilan
kolonik epitel hicrelerinde bariyer fonksiyonunun azaldig;; siki  baglant
proteinlerinden claudin 1, occludin ve zonula occludens (Z0O)-1'in zarar gordigi hem
in vitro hem de in vivo galismalarda gosterilmistir (59, 77). KBH modeli olusturulmus
hayvanlar lzerinde yapilan bir calismada duslik posali diyet tiiketen sicanlarin kolon
dokularinda claudin-1 ve occludin seviyelerinde belirgin bir azalma oldugunu
gostermistir (77). Bu calismada hastalik olusturulan siganlarin ¢ikan kolon
kesitlerinde siki baglanti proteinlerinden occludin protein seviyelerinin saglhkli
kontrollere gore onemli Olciide daha az oldugu gozlenmistir (p=0,026). Hastalik
durumunun inen ve ¢ikan kolon claudin-1 protein seviyeleri lizerinde olumsuz etkisi
gorilmis olsa da aradaki fark anlamli bulunmamistir (sirasiyla p=0,805 ve p=0,062).
Bu veriler KBH’da Uremik durumun epitelyal bariyer gegirgenligin bozulmasina
katkida bulundugunu dogrulamaktadir. Ayrica fermente edilebilir diyet posasi olarak
kullanilan oligofruktozla zenginlestirilmis inllin desteginin hem KBH olusturulmus
hem de saglikh sicanlarda inen ve ¢ikan kolon claudin-1 protein diizeyleri lizerinde
anlamli artis sagladigi gosterilmistir (sirasiyla p=0,033 ve p<0,001). Buna gore
prebiyotik tiketiminin KBH’li sicanlarda kolonik bariyer gegirgenligin énlenmesinde
katki sagladigi sonucu cikarilmistir. Benzer olarak prebiyotik tliketimi hasta
sicanlarda kolon occludin protein diizeylerinde artis saglamis olsa da aradaki fark
anlamli bulunmamistir (p>0,05). Prebiyotik kaynagi olarak direngli nisastanin
kullanildig! bir baska ¢alismada (15) ise, prebiyotik ilavesi yapilan KBH’li siganlarin
kolonik dokularinda claudin-1 ve occludin diizeylerinin kontrol grupta bulunanlara
yaklasan seviyelerde 6nemli Olclide arttirdigr gosterilmistir. Bobrek yetmezligi
modeli olusturulmus fareler lizerinde yapilan baska bir calismada fermente edilebilir
diyet posasi olarak kullanilan guar gamin (¢ haftalik midahalesi sonrasi intestinal
siki baglanti proteinlerinden; zonula occludens (ZO)-1, ZO-2, occludin ve claudin

7’nin ekspresyonunda anlamh artis saglanmistir (120). Ayrica, kolonik siki baglanti
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yapilarinin  korunmasi sonucunda KBH ile iliskili endotokseminin azaldig

gozlenmistir (120).

Hipoalblminemi; bagirsak kaynakl, proinflamatuar, proteine bagh Gremik
toksinlerin bagirsak  mukozasi Uzerine  toksisitesini  artirabilmektedir.
Hipoalbliminemiden dolayr albimine baglanamayan uremik toksinlerin serbest
formlari bagirsak mukozasi dahil olmak lzere pek cok dokuda birikerek toksik etki
gdstermektedirler (171). Ozellikle serbest p-cresol’iin insan kolonik epitelyumu
Uzerinde zararh etkisi gosterilmistir (209). Yapilan bu calismada hasta sicanlarda
serbest PCS duizeyleri saglkli kontrollere gére artmis ve prebiyotik miidahalesi
sonucunda ise hasta siganlarin serum serbest PCS dlzeylerinde anlamli azalma
saglanmistir (p<0,001) (Tablo 4.3). Prebiyotik miidahalesi sonucunda azalan serbest
PCS dizeyi, PCS'nin kolonik epitel dokuda birikerek toksik etki gbstermesini
engelleyebilecegi ve siki baglanti protein yapilarini korunmasina yardimci olabilecegi

sonucu ¢ikarilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuglar

. Arastirmanin érneklemi adenin maruziyetiyle KBH modeli olusturulmus Spraque

Dawley cinsi, prebiyotik midahalesi yapilan (HP (n=9)) ve yapilmayan siganlar
(HN (n=8)) ile saghkh olup prebiyotik mudahalesi yapilan (SP (n=8)) ve
yapilmayan si¢anlar (SN (n=8)) olmak Uzere toplam 33 adet sicandan
olusmaktadir.

. Sicanlara prebiyotik miuidahalesi; oligofruktozla zenginlestirilmis indlin
kullanilarak, sicanlarin igme sularina 5g/kg/gin dozunda ilave edilerek 4 hafta
boyunca yapilmistir.

Kronik bobrek hastaligi olusturulan sicanlardan prebiyotik verilen grupta vicut

agirligi artisi prebiyotik miidahalesi yapilmayanlara gore daha ytiksektir (p=0,05).

. Saglikli sicanlarda prebiyotik tlketiminin vicut agirlig artisi Gzerine etkisi

gruplar arasinda (SN ve SP) istatistiksel anlamli fark gostermemektedir (p=0,07).
Kronik bodbrek hastaligi olusturulan sicanlarda; ilk 3 haftalik adeninle bébrek
hasari olusturulan donemde yem tiiketimi saglikh sicanlara gore daha azdir
(p<0,05).

Prebiyotik mudahalesi hasta sicanlarin yem tiketimleri Uzerinde (HN-HP)

istatistiksel anlamh fark olusturmamistir (p>0,05).

. Saghkli sicanlarda prebiyotik miidahalesi gruplarin (SN-SP) yem tiketimleri

Uzerinde istatistiksel anlamh fark olusturmamuistir (p>0,05).

Hasta sicanlarda prebiyotik miidahalesi yapilmayan grupta serum lre dizeyi
127,4+ 45,77 mg/dl iken; prebiyotik verilen hasta grupta serum Ure diizeyi 71,74
+ 17,73 mg/dl'dir. Prebiyotik midahalesi yapilan hasta sicanlarda serum re
diizeyi prebiyotik verilmeyen gruba goére %43,7 oraninda daha azdir ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,012).

Prebiyotik miidahalesinin saglikh sicanlarin serum Ure dizeyi Gzerinde anlamh

bir etkisi olmamistir (p=0,462).
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Serum kreatinin dlizeyi prebiyotik midahalesi yapilmayan hasta grupta 1,3+
0,49 mg/dl; prebiyotik verilen hasta grupta ise 0,8 + 0,15 mg/dl’dir. iki grubun
serum kreatinin dizeyleri arasindaki fark anlamli degildir.

Saglikli grupta prebiyotik tiiketiminin serum kreatinin diizeyi (izerinde anlamli bir
etkisi olmamistir.

Hasta sicanlarda prebiyotik verilen grupta serum PCS dizeyi (632,7 £+ 356,57
ng/ml) prebiyotik midahalesi yapilmayan gruba (1771,1 + 762,74 ng/ml) gore
%64,3 daha dusuktir (p=0,002).

Saglikli sicanlarda prebiyotik verilen grupta serum PCS diizeyi (321,6 + 114,32
ng/ml) prebiyotik mudahalesi yapilmayan gruba (1119,3 + 468,30 ng/ml) gore
%71,3 daha diisuktir (p=0,001).

Hasta sicanlarda prebiyotik miidahalesinin serum indoksil siilfat diizeyi tizerinde
anlamli bir etkisi gézlenmemistir.

Saglikh sicanlarda diyete prebiyotik ilavesinin serum indoksil silfat dizeyi
Uzerinde istatistiksel anlamli bir etkisi olmamistir (p=0,208).

Serum inflamatuar belirteclerden sadece IL-6 diizeylerinde gruplar arasinda
istatistiksel Gneme sahip anlamli fark bulunmustur (p=0,008).

Hasta sicanlarda prebiyotik verilen grupta serum IL-6 duizeyi (57,6 + 46,80 pg/ml)
prebiyotik midahalesi yapilmayan gruba (205,8 * 76,80 pg/ml) gore daha
disuaktiar (p=0,001).

Saglikh sicanlarda prebiyotik midahalesinin serum IL-6 diizeyi lizerinde anlamli
bir etkisi bulunmamistir (p=0,958).

Diger inflamatuar belirteclerden IL-10 ve TNF-a diizeylerinde gruplar arasinda
istatistiksel Gneme sahip anlaml fark bulunmamustir.

Serum PCS diizeyi ile IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeyleri arasinda iliski bulunmamistir.
Serum IS dizeyi ile IL-6 diizeyi arasinda negatif dlsik orta dizeyde iliski
bulunmustur (r=-0,381, p=0,029).

Serum IS diizeyi ile IL-10 ve TNF-a diizeyleri arasinda iliski belirlenmemistir.
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Hastalik olusturulan siganlara ait bobrek dokularinda yogun ve yaygin kristal
birikimi, tibuler ve glomeriler hasar, tiubullointerstisyel hasar ve glomeriiler
inflamasyon tespit edilmistir.

Prebiyotik miidahalesi yapilan hasta siganlara ait bobrek dokularinda; kristal
birikimi, tibller ve glomeriler hasar, tibilointerstisyel hasar ve glomeriler
inflamasyonun prebiyotik verilmeyen hasta sicanlara goére daha hafif oldugu
semi-kantitatif olarak gosterilmistir.

Prebiyotik midahalesi yapilan hasta sicanlara ait bobrek dokularinda toplam
hasar skorunun, prebiyotik midahalesi yapilmayan si¢anlara gore dnemli 6lglde
daha az oldugu gozlenmistir (p<0,001).

Patolojik incelemede genel bulgu; prebiyotik miidahalesi yapilan hasta sicanlara
ait bobrek dokularinda saglam kalan tlbillerin rejeneratif faaliyeti yonindedir.
Prebiyotik verilen hasta grupta histopatolojik bulgular; bobrek korteksinde
multifokal alanlar halinde gozlenen fibrozisin prebiyotik verilmeyen hasta
sicanlara gore daha hafif oldugunu gostermektedir.

Prebiyotik verilen hasta grupta bobrek korteksinde gozlenen fibrozise yonelik
tamir faaliyetlerinde makrofaj ve polimorf niikleer |6kositlerin 6n planda oldugu
gozlenmistir.

Serum PCS dizeyi ile tlbller hasar skoru arasinda pozitif orta derecede
korelasyon belirlenmistir (r=0,402; p=0,020).

Serum PCS diizeyi ile glomeriler hasar skoru arasinda pozitif orta derecede
korelasyon belirlenmistir (r=0,465; p=0,006).

Serum PCS dizeyi ile toplam histopatolojik hasar skoru arasinda pozitif orta
derecede korelasyon belirlenmistir (r=0,411; p=0,018).

Serum PCS diizeyi ile kristal birikimi, glomeriler inflamasyon ve interstisyel
fibrozis skorlari arasinda anlamli bir iliski belirlenmemistir (p=0,05).

Serum IS diizeyi ile kristal birikimi skoru arasinda pozitif orta derecede
korelasyon bulunmustur (r=0,448; p=0,009).

Serum IS dlzeyi ile tlbller hasar skoru arasinda pozitif disik-orta derece

korelasyon tespit edilmistir (r=0,393; p=0,024).
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Serum IS dizeyi ile glomeriler hasar skoru arasinda pozitif distk-orta derece
korelasyon tespit edilmistir (r=0,371; p=0,033).

Serum IS diizeyi ile glomeriiler inflamasyon skoru arasinda pozitif orta derecede
korelasyon belirlenmistir (r=0,445; p=0,009).

Serum IS dizeyi ile interstisyel fibrozis skoru arasinda pozitif orta derecede
korelasyon belirlenmistir (r=0,420; p=0,015).

Serum IS dizeyi ile toplam histopatolojik hasar skoru arasinda pozitif orta
derecede korelasyon bulunmustur (r=0,450; p=0,009).

Bobrek dokularinda SOD immiinoperoksidaz boyama sonuglarina gére en yiksek
antioksidan enzim aktivitesi en ylksekten en distge sirasiyla SP, SN, HP ve HN
gruplaridir.

Hasta sicanlarda prebiyotik midahalesinin SOD aktivitesi Uzerine istatistiksel
Oneme sahip etkisi bulunmamistir.

Saglikh sicanlarda prebiyotik midahalesinin SOD aktivitesi lzerine istatistiksel
Oneme sahip etkisi bulunmamistir.

Hasta sicanlarda prebiyotik muidahalesi yapilmayan gruba ait bobrek
dokularinda SOD enzim aktivitesi prebiyotik miidahalesi yapilmayan saglkli
sicanlara gore daha disliktir (p=0,002).

Hasta sicanlarda prebiyotik midahalesi yapilmayan gruba ait bobrek
dokularinda SOD enzim aktivitesi prebiyotik verilen saglikli sicanlara gore daha
duslktir (p=0,002).

Hasta sicanlarda prebiyotik verilen gruba ait bobrek dokularinda SOD enzim
aktivitesi prebiyotik verilen saglikli sicanlara gore daha distktir (p=0,007).
Bobrek dokularinda GPx immiinoperoksidaz boyama sonuglarina gore en yiksek
antioksidan enzim aktivitesi en yiksekten en dislige sirasiyla SP, HP, SN ve HN
gruplaridir.

Hasta sicanlarda prebiyotik miidahalesi bdbrek dokularinda GPx enzim

aktivitesini anlamli 6l¢lide artirmistir (p=0,007).
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Hasta sicanlarda prebiyotik miuidahalesi yapilmayan gruba ait bobrek
dokularinda GPx enzim aktivitesi prebiyotik verilen saglikh sicanlara gore daha
disaktiar (p=0,002).

Saglkli sicanlarda prebiyotik midahalesinin GPx aktivitesi Gzerine istatistiksel
oneme sahip etkisi bulunmamistir.

Hasta sicanlarin gikan kolon kesitlerinde siki baglanti proteinlerinden occludin
protein dizeylerinin saghkli sicanlara gbére 6nemli olciide daha az oldugu
gozlenmistir (p=0,026).

Hasta veya saglikh olma durumunun siganlara ait inen kolon kesitlerindeki
occludin protein boyanmalari agisindan anlamli etkisi yoktur (p=0,924).
Prebiyotik tiketim durumunun hasta ve saglikli sicanlarin g¢ikan kolon
kesitlerindeki occludin boyanma skoru ortalamalari Uzerinde anlamli etki
gostermedigi gorilmistir (p=0,055).

Prebiyotik tlketim durumunun hasta ve saglkli siganlarin inen kolon
kesitlerindeki occludin boyanma skoru ortalamalari {izerinde anlamh etki
gostermedigi gorilmustir (p=0,568).

Hasta veya saglikli olma durumunun sicanlara ait ¢ikan kolon kesitlerindeki
claudin-1 protein boyanmalari agisindan anlamh etkisi yoktur (p=0,062).

Hasta veya saglkli olma durumunun sicanlara ait inen kolon kesitlerindeki
claudin-1 protein boyanmalari agisindan anlamh etkisi yoktur (p=0,805).
Prebiyotik tiketim durumunun hasta ve saglikh siganlarin ¢ikan kolon
kesitlerindeki claudin-1 boyanma skoru ortalamalari lzerinde anlamh artis
sagladigi gorilmustir (p<0,001).

Prebiyotik tliketim durumunun hasta ve saghkli sicanlarin inen kolon
kesitlerindeki claudin-1 boyanma skoru ortalamalari (zerinde anlamh artis

sagladigi gorilmustir (p=0,033).
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6.2. Oneriler

Bagirsak kaynakli proteine bagl Uremik toksinlerden PCS ve IS'nin
nefrovaskdiler toksinler oldugu ve KBH progresyonunda belirgin rolleri bulundugu
bilinmektedir. Bu tremik toksinler ¢cogunlukla albimine bagli halde olduklari igin
diyaliz gibi yontemlerle viicuttan uzaklastirilmalari da oldukga kisithdir. Son yillarda
bagirsak mikrobiyotasinin fonksiyonlarinin ve o6zellikle KBH durumunda olusan
disbiyozisin sonuglarinin anlasilmasi (zerine prebiyotikler ve/veya probiyotiklerle
bagirsak mikrobiyotasinin modilasyonunun saglanmasi ilgi cekici bir konu hale

gelmistir.

KBH’In bagirsak mikrobiyota metabolizmasi lizerine olumsuz etkisinin renal
fonksiyon kaybindan ¢ok diyetsel kisitlamalardan kaynaklandigi distnilmektedir.
Ozellikle KBH’In tibbi beslenme tedavisinde hiperkalemiyi dnlemek amaciyla
uygulanan diyetler oldukca disik miktarda diyet posasi icermektedir. Diyetle
fermente edilebilir diyet posasi aliminin azalmasi, bu hastalarin bagirsak
mikrobiyotasinda disbhiyozise yol agmakta; bu durum da bagirsak kaynakli Giremik
toksin Uretimini artirmaktadir. KBH’da var olan renal yetmezlik sonucu viicuttan
uzaklastirilamayan bu liremik toksinler bébrek hasarini daha da artirarak hastaligin
progresyonunu kotulestirmektedir. Bagirsak kaynakli Gremik toksin dizeylerinin
azaltilmasinda en etkili yolun Gretimlerinin engellenmesinden gectigi dislintlirse
bu hasta grubunda hem disbiyozisin Onlenebilmesi hem de renal hasarin
yavaslatiimasi  ve iyilestirilmesi acisindan  prebiyotiklerin  roli  acikhga

kavusturulmahdir.

Bagirsak mikrobiyotasinin temel besin kaynagi olan fermente edilebilir posa
olarak adlandirilan prebiyotiklerle simbiyozisin saglanmasi, Uremik toksinlerin
Uretiminin azaltilmasinda, inflamasyon, oksidatif hasar ve KBH progresyonunun
kontrol edilmesinde ucuz, saghkh ve invaziv olmayan bir alternatif olarak
duslinilebilir. Ancak KBH progresyonu ya da iliskili komplikasyonlarinda disbiyozisin
ve bagirsak mikrobiyotasinin modilasyonunun potansiyel roliiniin anlasilabilmesi

icin daha cok deneysel calismaya ihtiyac vardir.
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Bu calismada potasyum ve fosfor icermeyen, bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan fermente edilebilir diyet posasi olan oligofruktozla zenginlestirilmis
intlinin; KBH olusturulmus sicanlarda renal fonksiyon, serum tremik toksin diizeyi,
inflamasyon, oksidatif stres ve bagirsak epitelyal gecirgenlik Uzerine etkileri

arastirilmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda KBH olusturulmus hayvan modelinde 4
haftalik oligofruktozla zenginlestirilmis inilin tliketiminin serum Ure, p-cresol silfat
ve |L-6 dizeylerinde azalma bulunmustur. Ayrica KBH olusturulmus sicanlarda
prebiyotik olarak verilen oligofruktozla zenginlestirilmis indlinin, renal hasari
yavaslattigi, bobrek dokularinda antioksidan aktiviteyi artirdigi ve kolonda bulunan
stki baglanti proteinlerinin aktivitesini artirarak intestinal bariyer fonksiyonunu
artirarak hastalik progresyonunu vyavaslattigi bulunmustur. Mevcut bulgular
oligofruktozla zenginlestirilmis inllinin prebiyotik etkisinin bagirsak mikrobiyotasi
fonksiyonunu olumlu etkileyerek bagirsak kaynakli Gremik toksin Uretimini
baskiladigi ¢ikarimini desteklemektedir. Oligofruktozla zenginlestirilmis intlin dahil
olmak Uzere bagirsak mikrobiyotasinin modifikasyonun saglanmasinda ve KBH
progresyonunun O6nlenmesinde prebiyotiklerin kullanilmasi yeni bir terapotik

yaklagim olabilir.

Bu calismadan elde edilen bilgiler, kronik bébrek hastaliginda uygulanan
tibbi beslenme tedavisinde prebiyotiklerin 6nemine 1sik tutarak bu hastalarda ileri
klinik calismalara ve yeni projelere temel olusturma niteligindedir. Ayrica kronik
bobrek hastalarinin diyet tedavisinde yer verilebilecek potasyum ve fosfor
icermeyen, prebiyotik eklenmis tibbi beslenme Urilnlerinin gelistiriimesine yonelik

galismalara zemin hazirlamaktadir.
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