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verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
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oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakk: bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak
kullanilmas1 zorunlu metinlerin yazil1 izin alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.
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V“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime Ac¢ilmasina Iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime a¢ilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent
gibi yontemlerle korunmamug ve internetten paylasilmast durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz
kazang imkamt olusturabilecek bilgi ve bulgulart iceren tezler hakkinda tez danismanimin onerisi ve
enstitii anabilim dalinin uygun gériisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar
ile alti ayr asmamak tizere tezin erigime agilmast engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik
vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *.
Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin
gizlilik karart ise, ilgili kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii tizerine
iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna
bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinmin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danmismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Bekar, C. Gida Emiilgatorleri ve Iniilinin Farelerde intestinal Mikrobiyota Uzerine Etkisinin
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik
Programi Doktora Tezi, Ankara, 2024. Giiniimiizde islenmis besinlerin agir1 tiiketimi ile
karakterize Bati tarzi beslenme modeli olduk¢a yaygindir. Emiilgatorler, islenmis besinlerde
yaygin olarak kullanilan gida katki maddesi olup, mikrobiyotayr degistirdigi ve intestinal
inflamasyona neden oldugu bildirilmistir. Prebiyotikler konak¢i mikroorganizmalar tarafindan
secici olarak fermente edilerek gastrointestinal mikrobiyotanin aktivitesini degistirmektedir. Bu
calismada, farelere verilen farkli emiilgatorlerin (lesitin ve sodyum karboksi metil seliilloz-CMC)
ve bir prebiyotik olan iniilinin mikrobiyota ve intestinal inflamasyon {izerine etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir. Calismada 4 haftalik C5S7BL/6 erkek fareler (n=30) 12 hafta siiresince
5 farkl grupta (n=6/grup) takip edilmistir; kontrol grubu, CMC grubu (igme suyuna %1 CMC
eklenen) lesitin grubu (igme suyuna %1 lesitin eklenen), CMC+iniilin grubu (igme suyuna %1
CMC ve 5 g/kg iniiliin eklenen) ve lesitin+iniilin grubu (igme suyuna %1 lesitin ve 5 g/kg iniilin
eklenen). Fareler ¢alisma boyunca standart yemle ad libitum beslenmistir Farelerin serum
(interlokin-6, 10) ve diski (lipokalin-2) 6rneklerinde inflamatuvar belirtegler analiz edilmis,
histopatolojik incelemeler ve mikrobiyota analizi yapilmistir. CMC ve lesitin grubundaki farelerin
ileum ve kolonlarinda villuslarda kisalma ve kiitlesme, goblet hiicrelerinde azalma gozlenmistir.
Bu gruplara iniilin eklenmesinin villuslarda uzama sagladigi ve goblet hiicre sayisini artirdigi
belirlenmistir (p<0,001). Serum IL-6 seviyeleri ag¢isindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmazken (p>0,05), IL-10 seviyeleri emiilgator verilen gruplarda azalmis, bu gruplara iniilin
verilmesiyle artmustir (p=0,001). CMC verilen grupta 9,7+3,29 ng olan lipokalin seviyesi, iniilin
eklenmesiyle 4,1+2,98 ng’a diigmiistiir (p=0,012). Beta ¢esitlilik analizleri mikrobiyal komunite
yapisinin gruplar arasinda anlamli olarak degistigini gostermektedir (p=0,001). Mikrobiyota
kompozisyonu taksonomik olarak incelendiginde CMC+iniilin grubunda Actinobacteria ve
Verrucomicrobiota filumlarmin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. CMC grubunda kontrole
gore daha disiik olan Bifidobacteria ve Akkermansia varligimin CMC+iniilin grubunda daha
yiiksek oldugu saptanmustir. Mikrobiyota kompozisyonu tizerine CMC’nin lesitinden daha fazla
olumsuz etkisi oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, gida emiilgatorleri epitel biitlinliiglinii bozarak
ve mikrobiyota kompozisyonunu degistirerek bagirsak sagligini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
caligmanin sonucunda tanimlanan mekanizmalar goz 6niinde bulundurularak, besin sanayinde
farkli prebiyotikler kullanilarak emiilgatorlerin saglik tizerine olumsuz etkilerini 6nlemede yeni

formiilasyonlarin gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Karboksimetil seliiloz, lesitin, iniilin, inflamasyon, intestinal mikrobiyota

Bu c¢alisma TUBITAK- Hizli Destek Programi (1002) kapsaminda desteklenmistir (Proje
Numarasi: 221S218).
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ABSTRACT

Bekar, C. Assessment of the Effect of Food Emulsifiers and Inulin on Intestinal Microbiota
in Mice. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Programme of Nutrition
and Dietetics Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2024. Nowadays, the Western-style diet,
characterized by high consumption of processed foods, is quite common. Emulsifiers are food
additives commonly used in processed foods and have been reported to alter the microbiota and
cause intestinal inflammation. Prebiotics are selectively fermented by host microorganisms and
change the activity of the gastrointestinal microbiota. This study aimed to investigate the effects of
different emulsifiers (lecithin and sodium carboxy methyl cellulose-CMC) and prebiotic inulin
given to mice on microbiota and intestinal inflammation. In this study, 4-week-old C57BL/6 male
mice (n=30) were followed in 5 different groups (n=6/group) for 12 weeks; control group, CMC
group (1% CMC added to drinking water), lecithin group (1% lecithin added to drinking water),
CMC+inulin group (1% CMC and 5 g/kg inulin added to drinking water) and lecithin+inulin group
(1% lecithin and 5 g/kg inulin added to drinking water). Mice were fed ad libitum with standard
feed throughout the study. Inflammatory markers were analyzed in the serum (interleukin-6, 10)
and fecal (lipocalin-2) samples of the mice, histopathological examinations and microbiota analysis
were performed. In the CMC and lecithin group, villus shortening and bulking, and a decrease in
goblet cells were determined in the ileum and colon of the mice. We observed that the
administration of inulin to these groups elongated the villus and increased the number of goblet
cells (p<0.001). While there was no significant difference between the groups in terms of serum
IL-6 levels (p>0.05), IL-10 levels decreased in the groups given emulsifier and increased when
inulin was given to these groups (p=0.001). The lipocalin level, which was 9.7+3.29 ng in the group
given CMC, decreased to 4.1+2.98 ng with the addition of inulin (p=0.012). Beta diversity analyzes
showed that the microbial community structure varied significantly between groups (p=0.001).
When the microbiota composition was examined taxonomically, it was seen that Actinobacteria
and Verrucomicrobiota phyla were found to be higher in the CMC+inulin group. It was determined
that the presence of Bifidobacteria and Akkermansia which was lower in the CMC group than the
control group, was higher in the CMC+inulin group. It was determined that CMC had a more
negative effect on microbiota composition than lecithin. Considering the mechanisms identified as
a result of this study, it is thought that new formulations can be developed to prevent the negative
effects of emulsifiers on health by using different prebiotics in the food industry.

Key Words: Carboxymethyl cellulose, lecithin, inulin, inflammation, intestinal microbiota

This study was supported by TUBITAK- Short-Term Support Module (1002) (Project Number:
221S218).
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SEKIiLLER

Bat1 tarzi beslenme modeliyle iliskili disbiyozis ve patolojik
sonuglari

Emiilgator ve kivam artiricilarin potansiyel etki mekanizmalari.
Iniilinin mukozal immiin sistem iizerine etkisi.
Calisma siirecinin asamalari.

lleum ve kolonlarda bilgisayar programi ile villus uzunluk ve
kalinliklarinin 6l¢timii.

PAS pozitif goblet hiicrelerinin Image J programu ile isaretlenmesi
ve sayimi.

Farelerin haftalara gore viicut agirligi degisimleri (g).
Farelerin gruplara gore ortalama yem tiiketimleri (Q).

Gruplara gore ileumlarin histopatolojik goriintimleri. (A) Kontrol
grubunda normal bagirsak histolojisi, (B) CMC grubunda bir farede
limeni genislemis villuslar1 kisalmis ileumun goriinimi, (C)
Lesitin grubunda bir farede ileumda kisalmis ve kiitlesmis
villuslarin  goriiniimii, (D) CMC+iniilin grubunda bir farenin
villuslarin uzamig goriinmii, (E) Lesitin+iniilin grubunda bir farede
villuslarin uzamis goriintiisii, HE, Barlar=200pm.

Gruplara gore ileumlarin histopatolojik goriiniimlerinin biiytitiilmiis
goriiniimii. CMC ve lesitin gruplarinda villuslarda kisalma ve
kiitlesme (ok baslar1), HE, Barlar=100um.

Gruplara gore ileum villuslariin (oklar) biiylik biiylitmedeki
goriiniimii: (A) Kontrol, (B) CMC grubu, (C) Lesitin grubu, (D)
CMC+iniilin grubu, (E) Lesitin+ iniilin grubu, HE, Barlar=50um.

Gruplara gore kolonlarin ve liimenlerindeki bakteri yogunlugunun
histopatolojik gortinimii. (A) Kontrol grubunda normal bagirsak
floras1 ve bakteri kiimeleri (oklar), (B) CMC grubunda bagirsak
limeninde yogun sekilde artmis bakteri kiimelerinin (oklar)
goriiniimii, (C) Lesitin grubunda bir farenin kolonlarinda belirgin
sekilde artmig bakteri kiimeleri (oklar), (D) CMC+iniilin grubunda
bakteri yogunlugunda (oklar) belirgin sekilde azalma, (E)
Lesitin+iniilin grubunda kolonlardaki bakteri yogunlugunda 6nemli
Olclide azalma, HE, Barlar=200pm.

Gruplara gore kolonlarin ve limenlerindeki bakteri yogunlugunun
biiyiitiilmiis goriiniimii, HE, Barlar=100pm.

Kolon mukozasi ve limen igeriginin yakindan gorinimii. (A)
Kontrol grubunda liimende az miktarda bakteri kiimeleri, (B) CMC
grubunda liimende yogun bakteri kiimeleri (kalin ok) ve yogun
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protozoonlar (ince oklar), (C) Lesitin grubunda bakteri kiimeleri
(kalin ok) ve protozoonlarda yogun sekilde artis (ince ok), (D)
CMC+iniilin grubunda bakteri kiimelerinde belirgin bir azalma, (E)
Lesitin+iniilin grubunda bir farenin kolonunda bakteri kiimeleri ve
protozoonlarda belirgin bir azalma, HE, Barlar=50pm.
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artmis ve bilyiimiis goblet hiicreleri, PAS boyamasi, Barlar=50pm.

Farelerin gruplara gore fekal lipokalin diizeyleri (ng).

Gruplarn alfa ¢esitliliginin dagilimi (Faith_pd metrikleri).
Gruplarn alfa ¢esitliliginin dagilimi1 (Gozlenen ASV metrikleri).
Gruplarn alfa ¢esitliliginin dagilimi (Shannon indeksi).
Agirliksiz UniFrac uzaklik 6l¢timlerini gosteren PCoA grafigi.
Agirlkli UniFrac uzaklik 6lgtimlerini gosteren PCoA grafigi.
Bray-Curtis indeksini gosteren PCoA grafigi.
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1. GIRIS

1.1. Kuramsal Yaklasimlar ve Kapsam

Bat1 tarz1 beslenme modeli seker, doymus yag, protein, islenmis besinler ve
gida katki maddelerinden zengin olup; diisiik sebze, meyve tiikketimi ve diisiik posa
alimu ile karakterizedir. Bu bilesime sahip beslenme modeli intestinal mikrobiyotanin
inflamatuvar yénde degismesine neden olmaktadir (1). Karbonhidratlar, proteinler ve
lipitler gibi makro besin dgelerinin yani sira, kivam artiricilar ve emiilgatorler gibi gida
katki maddeleri de intestinal gegirgenlikte ve bagirsak mikrobiyotasinda degisiklige
neden olabilmektedir (2).

Inflamatuvar ~ bagirsak  hastaliklar1  (IBH), gastrointestinal  kanalda
inflamasyona neden olan, iilseratif kolit ve Crohn hastaligini igeren, kronik, heterojen
hastaliklardir (3). Son 10 yilda diinya genelinde prevalansinin artmasiyla inflamatuvar
bagirsak hastaliklarr énemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir (4). Ozellikle
Crohn hastaliginda kronik intestinal inflamasyonun genellikle maksimum bagirsak
mikroflora konsantrasyonuna sahip bolge olan terminal ileum ve kolonda goriilmesi,
intestinal mikrofloranin dnemini vurgulamaktadir (5). Inflamatuvar bagirsak
hastaliginin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, genellikle disbiyoz olarak
adlandirilan mikrobiyota bilesimindeki degisikliklerin, patogenezde rol oynayan

onemli bir faktor oldugu kabul edilmektedir (6).

Emiilgatorler, gidalarin lezzetini, dokusunu, stabilitesini ve raf Omriinii
uzatmak icin gida islemede kullanilan, iki veya daha fazla fazin homojen
emiilsiyonunu olusturan veya koruyan bir gida katki maddesi sinifidir (7). Avrupa’da
ve Amerika’da yapilan ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan gida emiilgatorlerinin lesitin,
yag asitlerinin mono ve digliseritleri ve seliillozlar oldugu bildirilmistir (8,9).

Literatiirde 6zellikle lesitin ile ilgili yapilan ¢alismalar oldukg¢a sinirlidir (10-12).

Yapilan calismalarda polisorbat 80 (P80), CMC ve karragenan gibi gida
emiilgatorleri ve kivam artiricilarin intestinal gegirgenligi artirarak, bakteriyal
translokasyonu ve lipopolisakkaritler gibi bakteri metabolitlerinin sistemik dolasima

gecisini artirdigi, bdylece intestinal ve sistemik inflamasyona neden oldugu



bildirilmistir (13,14). Emiilgatorlerin fekal mikrobiyota kompozisyonunu, kisa zincirli
yag asitlerinin (KZY A) miktar ve kompozisyonunu degistirerek inflamatuvar bagirsak
hastaliklarindan metabolik sendroma kadar cesitli hastaliklarin gelisiminde rol

oynayabilecegi belirtilmistir (15,16).

Prebiyotikler, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan fermente edilebilen ve saglik
ile iliskili bagirsak bakterilerinin biliylimesini ve/veya aktivitesini se¢ici olarak uyaran,
sindirilmeyen  besin  bilesenleridir.  Iniilin,  galaktooligosakkaritler  ve
fruktooligosakkaritler prebiyotik etki gostererek mikrobiyotayr olumlu ydnde
etkilemektedir (17). Diyetle emiilgator alimi ile mikrobiyota kompozisyonunun,
intestinal bariyer biitiinligiiniin degistigi, mukus tabakasinin inceldigi, bagirsak
gecirgenliginin ve inflamatuvar belirteglerin arttigi bildirilmistir. Bu etkinin
diizeltilebilmesi i¢in farelere galaktooligosakkarit verildiginde, bagirsak bariyer
fonksiyonunun ve mukus tabakasinin kalinliginin diizeldigi ve inflamasyonun azaldig:

saptanmistir (18).

Giliniimiizde farkli gida emiilgatorlerinin intestinal mikrobiyota lizerine
etkilerini gosteren ¢aligmalarin sinirli olmasi nedeniyle, daha kapsamli aragtirmalarin
yiriitiilmesi gerektigi konusunda giiglii Oneriler bulunmaktadir (12,19). Klinik
caligmalarda, bireyler arasindaki yasam tarzi farkliliklar1 ve diyet kontroliinlin tam
olarak saglanamamasina bagli olarak belirlenen sonuglar farklilik gosterebilmektedir.
Ayrica besin etiketlerinde, kullanilan emiilgatorlerin miktarlar1 belirtilmedigi icin
gercek maruziyet diizeyi hesaplanamamaktadir. D1s etkenlerin elimine edilebilmesi ve
belirlenen dozlarda emiilgatorlerin diyetle alimi sonucu gozlenebilecek potansiyel
zararli ve iniilin alimi sonucu gozlenebilecek yararli etkilerin mekanizmalarinin
belirlenebilmesi i¢in deney hayvanlari lizerinde yapilan bu konu ile ilgili caligmalar

son yillarda 6nem kazanmistir.
1.2. Amag ve Varsayimlar

Bu calisma, farkli gida emiilgatorleri (lesitin ve karboksi metil seliiloz) ile
birlikte verilen prebiyotigin (iniilin) farelerde intestinal mikrobiyota kompozisyonu ve

inflamasyon tizerine etkisini belirlemek amaciyla planlanmis ve yiirtitiilmiistiir.



Calisma kapsaminda asagida belirtilen varsayimlar ongorillmiistiir:

1. Gida emiilgatorleri (lesitin ve CMC) verilen ve verilmeyen farelerde

intestinal mikrobiyotanin kompozisyonu farklidir.

2. Gida emiilgatorleri (lesitin ve CMC) verilen ve verilmeyen farelerde

inflamatuvar belirteglerin diizeyi farklidir.

3. Farkli emiilgatorlerin (lesitin ve  CMC) bagirsak mikrobiyotast ve

inflamasyon belirtegleri {izerine etkileri farklidir.

4. Farkli emtilgatorler ile prebiyotik (iniilin) miidahalesi yapilan ve yapilmayan
farelerde bagirsak mikrobiyota kompozisyonu ve inflamatuvar belirteglerin diizeyi
farklidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Intestinal Mikrobiyota ve Saghk

Insan bagirsagindaki mikrobiyal hiicre sayisi yaklasik 102 olup, bu sayi
viicuttaki toplam hiicre sayisindan 10 kat fazladir. Diinya ¢apinda 1000'den fazla farkl
tiir taninmakta ve her bir bireyde bu tiirlerin yilizlercesi bulunmaktadir (20). Bagirsak
mikrobiyotasi trilyonlarca komensal, simbiyotik ve hatta patojen mikroorganizmay1
igeren; bakteri, virlis, mantar ve Okaryotlarin birlikteliginden olusan, kiitlesel ve
cesitlilik olarak oldukca biiyiikk, hormon benzeri islev goren mikroorganizmalar

toplulugudur (21).

Dogumda steril olan gastrointestinal kanalda bakteriyal kolonizasyon bebegin
dogum kanalindan gegisiyle baslamaktadir. Kolonizasyon daha sonra beslenme ve
cevresel faktorlerin etkisiyle devam etmektedir. Dogum zamani, dogum sekli, anne
stitii alma durumu, antibiyotik kullanim1 ve sanitasyon gibi faktdrler kolonizasyonu
etkilemektedir. Dogumdan sonra ilk bir y1l mikrobiyota kompozisyonu kismen daha
basit ve daha az ¢esitlilikle karakterize olup, relatif baskin filumlar Proteobacteria ve
Actinobacteria’dir. Yasla birlikte mikrobiyota kompozisyonu daha karmasik bir hale
gelmektedir (22). Genel olarak saglikli bagirsakta en ¢ok Firmicutes, Bakteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria ve Verrucomicrobia bakteri gruplari bulunmakta olup,

Firmicutes ve Bacteroidetes bagirsak miktobiyotasinin %90’1n1 olusturmaktadir (23).

Bazi1 bagirsak bakterileri antiinflamatuvar 6zellige sahipken bazilar
proinflamatuvar 6zellik tasimaktadir. Verrucomicrobia filumuna ait olan Akkermansia
muciniphila mukus tabakasinda yasamaktadir. Musin iiretimini artirarak mukus
kalinligin1 artirmakta, intestinal bariyer biitiinliigiinii iyilestirmekte ve diger
bakterilerle kompleks bir etkilesime girmektedir (24). A. muciniphila saglikli
bireylerde intestinal mikrobiyotanin %3-5’ini olusturmaktadir. Bu bakteri tiiriiniin
insiilin hassasiyeti ve diisiik dereceli inflamasyonun azaltilmasiyla iligkili oldugu
bildirilmistir. A. muciniphila okludin gibi siki baglanma proteinlerinin ekspresyonunu
artirarak bagirsak gecirgenligini azaltmaktadir. A. muciniphila musini temel olarak

asetik asit ve propiyonik asite yikmakta, bu bilesikler ise bagirsakta temel biitirat



tireticisi olan Faecalibacterium prausnitzii tarafindan substrat olarak kullanilmaktadir
(25). A. muciniphila’nin hem klinik olarak aktif déonemde hem de remisyon
donemindeki inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda azaldig: bildirilmistir (26). Diger
faydali bakterilerden olan Bacteroides vulgatus ve Bacteroides dorei siki baglanma
proteinlerinin ekspresyonunu ve bakteriyosin iiretimini artirarak intestinal bariyere
olumlu etkilerde bulunmaktadir. Bakteriyosin, zararli tiirlerin kolonizasyonunu

onlemekte ve saglikli mikrobiyotanin yeniden olusmasina destek olmaktadir (27).

Kommensal bakterilerin bazi tiirlerinin iirettikleri KZYA’nin kolonik enerji
kaynag1 olmalari, enerji metabolizmasini regiile etmeleri ve immiinmodiilator etkileri
ile proinflamatuvar/antiinflamatuvar dengeyi sagladiklar1 bildirilmistir (28). Intestinal
olarak en c¢ok iiretilen KZYA olan biitirat niikleer transkripsiyon faktorii olan
peroksizom proliferatdr-aktive edici reseptor gamma’y1 (PPAR-y) uyararak ve boylece
niikleer faktor kappa B (NF-kB)’yi inhibe ederek antiinflamatuvar etki gostermektedir.
KZYA iretimini arttiran tiirlerin Lachnospira, Akkermansia, Bifidobacterium,
Lactobacillus, Ruminococcus, Roseburia, Faecalibacterium, Clostridium ve Dorea
oldugu bildirilmistir (29). Bunlar arasindan Bifidobacterium intestinal mikrovilliis
biitiinligli koruma, antiinflamatuvar sitokin liretimini artirma, immiin hiicrelerin
olgunlagmasin1 saglama, imiinoglobiilin A sekresyonunu uyarma ve antioksidan
ozelliklere sahiptir (30). Proinflamatuvar oldugu diisiiniilen bakteriler daha fazla
endotoksin iiretmektedir. Escherichia coli gibi Proteobacteria tiirlerinin tirettigi gram

negatif lipopolisakkaritlerin artig1 disbiyozisle iliskilendirilmistir (31).

Bagirsak mikrobiyotasi, besinlerden enerji elde edilmesi, baz1 vitaminlerin
sentezi (B, K vitamini) ve ekzojen patojenlere karsi bariyer islevi saglanmasindan
sorumludur. Ayrica bagirsak bagisiklik sisteminin fonksiyonel olgunlagmasi ig¢in ¢ok
onemli olan bagirsak epitel bariyerinin biitlinliigliniin korunmasinda rol oynamaktadir
(32). Mikrobiyota, patojenlere kars1 kolonizasyon direnci saglayan, hem dogal hem de
adaptif immiin yanit1 modiile ederek ve viicudu etkileyen metabolitler {ireterek
konak¢1 ile yogun bir etkilesime girmektedir. Bagirsak mikrobiyotasinda diyet
kaynakli degisikliklerin lokal ve sistemik inflamasyon iizerine etkisi bulunmaktadir.
Bagirsak bariyeri, Ozellikle bagirsak mikrobiyotas: yoluyla bagisiklik sisteminin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bagirsak mikrobiyotasi, sistemik ve



mukozal bagisiklig1 diizenleyerek bagirsak bagisiklik hiicrelerinin islevini ve yanitini

degistirebilmektedir (33).

Bagirsak mukozal bariyeri fiziksel, kimyasal, mikrobiyal ve immiinolojik
bilesenlerden olusan ana viicut savunma bariyerlerinden biridir. Viicudu bakteri
istilasina, yabanci antijen ve toksinlerin dolasima gecisine, su ve besin kaybina karsi
korumakta, molekiiler degisimi ve bagirsak mikrobiyotasinin kolonizasyonunu
diizenlemektedir. Dolayisiyla bu dengenin bozulmasi ya da sizdiran bagirsaklarin

olusmas1 6nemli saglik sorunlarina neden olmaktadir (34).

Fonksiyonel intestinal bariyer, mikrobiyota ve inflamasyonun kontrolii ve
intestinal sagligin siirdiiriilmesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bagirsak gecirgenligi,
besinlerde bulunan veya liiminal mikrobiyota tarafindan iiretilen endotoksinlerin
paraseliller tasinmasina neden olmakta ve sistemik inflamatuvar yaniti
tetikleyebilmektedir. Mikrobiyotanin bilesimindeki degisiklikler bagirsak bariyer
fonksiyonunu, endotoksin iiretimini ve enerji diizenleyici hormonlarin sentezini
etkileyebilmektedir. Ayrica bagisiklik sistemi ve mikrobiyota arasinda bagirsak
sagligini korumak i¢in mutualist bir iligki bulunmaktadir (35,36). Bagisiklik sisteminin
insan yasami boyunca bagirsak mikrobiyotasiyla birlikte evrimlesmesi, hem
konak¢inin hem de mikrobiyotanin karsilikli yarar saglayan bir iliski i¢inde bir arada
var olmasma olanak tanimaktadir. Konak¢i ile mikrobiyotasi arasinda bdyle bir
dengenin siirdiiriilememesinin hem bagirsak hem de sistemik saglik agisindan olumsuz

sonuglar1 bulunmaktadir (37).

Mikrobiyotanin bilesimi ve metabolik aktivitesi, genetik konake1 faktorler,
diyet bilesimi, yasam tarzi, 6zellikle antibiyotikler dahil olmak tizere ila¢ kullanimi1 ve
hastaliklar gibi faktorlerden etkilenmektedir. Mikrobiyota bilesiminin ayrica ¢evresel
(cevre sicaklig ve su kaynaklari vb.) ve kiiltiirel faktorlerdeki (beslenme durumu, spor,
yasam tarzi ve stres vb.) farkliliklar nedeniyle cografi konumdan etkilendigi
bildirilmistir (38). Kiiltiirel farkliliklar 6zellikle Akdeniz ve Bati iilkelerinin
karsilastirilmasinda agikga goriilmektedir. Cevresel ve kiiltiirel faktorlerden en 6nemli
role sahip olan beslenme aligkanliklar1 ve diyet modelleridir. Akdeniz diyet modeliyle
beslenmenin Lachnospira ve Prevotella popiilasyonunu artirdigi, Ruminococcus

varhigini azalttigi, bu durumun saglikla pozitif iligkili oldugu bildirilmistir (39).



Insalik tarihi boyunca insan mikrobiyotasindaki en énemli degisikliklerin iki
onemli kirilma noktasindan gectigi diisiiniilmektedir. Bu kirilma noktalarindan ilki
avci-toplayici Paleolitik donemden karbonhidratlardan zengin ¢ift¢i Neolitik doneme
gecis (10.000 yi1l 6nce) ve ikincisi islenmis un ve sekerle karakterize bir diyetten
zengin sanayi devrinin bagladigi donemdir (yaklastk 100 yil once) (40).
Karbonhidrattan zengin bir diyet mikrobiyota kompozisyonunda biiyiik degisikliklere
neden olmaktadir. Ozellikle yiiksek posa alimi bakteriyel zenginlikle iliskili
bulunmustur. Bat1 tarzi beslenme, tipik olarak yiiksek kirmizi et, hayvansal yag, seker
ve diisiik diyet posasi igermektedir. Bu beslenme modelinin artmis Bacteroides (musin
yikict bakteri) ve Ruminococcus ile iligkili oldugu bildirilmistir (41). Bagirsak
mikrobiyotasindaki spesifik degisikliklerin uzun vadeli beslenme aliskanliklariyla
giclii sekilde iliskili oldugu gosterilmistir. Bacteroides ve Actinobacteria'nin
yayginhiginin, yiiksek yagh diyetle pozitif, diyet posasiyla negatif iliskili oldugu ve
Firmicutes ve Proteobacteria’nin ise tam tersi bir iligkisi oldugu bildirilmistir.
Bacteroidetes'in baskin oldugu enterotipin, hayvansal protein ve doymus yag alimiyla
giiclii iligkili olmasi, Bati {ilkelerinde bu tiiriin yayginligini diisiindiirmektedir. Buna
karsilik, Prevotella'nin hakim oldugu enterotip, yiiksek miktarda karbonhidrat alimi
ve basit seker tiiketimiyle iliskilidir. Bu da, tarim toplumlar1 ve vejetaryenler i¢cin daha
tipik olan karbonhidrat bazli bir diyetle iliskili bulunmustur (42,43). Yapilan bir
caligmada, fekal mikrobiyotas1 Prevotella agisindan zengin olan bireylerin daha fazla
posa; Bacteroides igerigi yiiksek olanlarin ise daha fazla protein ve yag alma
egiliminde oldugu ve mikrobiyota kompozisyonu iizerinde giiglii bir etkisinin oldugu

bildirilmistir (44).

Konak kaynakli bir¢ok fizyolojik faktoriin modiile edilmesi zor olsa da
mikrobiyom, diyet gibi ¢evresel faktorler tarafindan daha kolay sekillendirilebilmekte
ve sindirim, besin 6gelerinin emilimi, mukozal immiin yanitin modiile edilmesi,
potansiyel biyoaktif bilesiklerin sentezi ve modiilasyonuna katilmaktadir. Bu nedenle,
diyetle indiiklenen mikrobiyota degisiklikleri, hastalik gelisimi ve ilerlemesi dahil
olmak iizere konakg1 fizyolojisinde 6nemli sonuglara neden olmaktadir. Konak¢inin
diyeti, belirli tiirlerin modiilasyonu ve bunlarin bireysel veya toplu fonksiyonlarin

etkileyerek mikrobiyota konfigiirasyonunda temel belirleyici rol oynamaktadir (45).



Diyetle alinan yag, karbonhidrat ve protein gibi makro besin ogeleri
mikrobiyotada 6nemli degisikliklere neden olmaktadir. Diyetle yiiksek doymus yag,
hayvansal kaynakli protein ve diisiik posa alimi mikrobiyotada inflamatuvar yonde
bozulmalara neden olmaktadir. Diyet posasi mikrobiyal ekolojiyi etkilemektedir (46).
Sindirilmeyen karbonhidratlarin alimi Firmicutes ailesinde Onemli artiga neden
olmakta, aksine diyet fermente edilebilir karbonhidratlar1 diisiik miktarda igerdiginde
biitirat treten Firmicutes ailesinde ve fekal biitirat seviyesinde onemli azalmalar

olusmaktadir (47).

Bagirsak mikrobiyal ekosisteminin bozulmasinin nedenlerinden biri, bagirsak
mikrobiyotasi i¢in mevcut besinsel karbonhidratlarin azalmasina neden olan diisiik
posal1 diyettir. Bu tiir disbiyoz, prebiyotik tiiketilmesiyle normale dondiiriilebilmekte
ve dolayistyla konake¢iya dogrudan ve dolayli olarak olumlu saglik sonucu
yaratabilmektedir (48). Prebiyotikler, hem direkt olarak mikrofloranin miktarinda ve
kompozisyonunda degisiklige neden olabilmekte, hem de fermentasyon sonucu olugan
metabolitler bagirsak iligkili lenfoid dokuyu etkileyebilmektedir (49). Gastrointestinal
mikrobiyota posa ve prebiyotik alimindan etkilenmekte, ancak bu etki bireysel
farkliliklar gostermektedir. Mikrobiyal yanit, baslangictaki mikrobiyota cesitliligi ile
iliskilidir. Diyet modifikasyonuna yanit vermeyenlerin uygulanan doz ve/veya eklenen
posay1 fermente edecek bakterilerinin olmamasiyla iliskili olabilecegi bildirilmistir.
Bireysel mikrobiyota kompozisyonunun ve yapitast olan tilirlerin posanin

fermentasyonunu etkiledigi belirtilmistir (17).

Konak¢1 mikrobiyotasinin proinflamatuvar patojenler yoniinde degismesi,
mukozal immiin sistemin uyarilmasina ve mikrobiyota ile konak¢i arasindaki
simbiyotik dengenin bozulmasina neden olmaktadir. Mikrobiyota kompozisyonundaki
ve fonksiyonundaki istenmeyen bu degisiklikler ‘disbiyoz’ olarak bilinmektedir (50).
Lipopolisakkaritler (LPS'ler), gram negatif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyel
yiizey glikolipitleridir. LPS'nin ana islevi yapisal olup ve bakteriler igin antibiyotikler
gibi toksik maddelere kars1 bir bariyer islevi bulunmaktadir. Bagisiklik sisteminin
karsilagtig1 ilk bakteriyel bilesenlerden biri oldugu g6z 6niine alindiginda, bagisiklik
sisteminin uyarilmasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir (51). LPS akut ve diisiik

diizey kronik inflamasyonu tetikleyebilmektedir. Akut inflamasyonda baslatici etken



mikrobiyal bir enfeksiyon iken kronik durumda, LPS'nin kaynagi genellikle bagirsak
mikrobiyotast ve gidada bulunan LPS tarafindan desteklenen endojen iiretimdeki
artistir. Bagirsak epiteli, LPS’nin emilimini 6nleyen etkili bir bariyerdir. Diyet
degisikliklerine yanit olarak bagirsak epitelinde olusan yapisal degisiklikler, LPS'nin
kan dolasimima girmesine, ve bdylece LPS'nin plazma seviyelerindeki artigla
(metabolik endotoksemiye) neden olmaktadir (52). Bagirsak mikrobiyotasi ve
bagirsakla iliskili lenfoid doku (GALT), LPS'den etkilenmekte ve metabolizmay1
inflamatuvar yonde degistirmektedir. LPS, mikrobiyota cesitliliginin azalmasina,
GALT regiilator T hiicrelerinin (Tregs) lenfosit sayisinin azalmasina, Th17 ve Thl
lenfositlerinde artisa neden olmaktadir. Ayrica, dogustan gelen bagisiklik sistemi, Toll
benzeri reseptor-4 (TLR-4)'iin aktivasyonu yoluyla tetiklenirken, epitel dogrudan
hasar gormekte ve inflamasyonu daha da siddetlendirmektedir (53). Bu etkilesimin
temel bileseni en NF-kB’yi tetikleyen TLR-4’tiir. NF-kB, timor nekroz faktorii alfa
(TNF-a) ve IL-12'nin aracilik ettigi ¢esitli inflamatuvar yanitlarin baglatilmasinda ¢ok
onemlidir. Ayrica LPS ile TLR4 arasindaki etkilesim de IFN-B salinimini tetiklemekte,
tim bu etkilesimler inflamatuvar CD4 alt tiplerinin (6zellikle Thl ve Thl7)
farklilasmasini uyarmaktadir (54).

Bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun kantitatif ve/veya kalitatif degisikligi,
fonksiyonel bagirsak hastaliklari, intestinal enfeksiydz hastaliklar, inflamatuvar
bagirsak hastaliklari, karaciger hastaliklari, obezite, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, alerjik hastaliklar ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi bagirsak
mikrobiyotas1 ile iligkili bir¢ok hastaligin gelismesine neden olmaktadir (55).
Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda, "sizdiran bagirsak" olarak adlandirilan bagirsak
gecirgenligindeki degisiklikler, bu hastaliktaki endotokseminin varligini agiklarken,
LPS ayni zamanda patogenezde yer alan farkli inflamatuvar yolaklarin tetikleyicisidir.
IBH ile iliskili disbiyoz, LPS iiretiminin artmasiyla iliskilendirilmistir. LPS ile IBH
arasindaki etkilesimin tek yonlii olmadig: bildirilmistir. IBH, sizdiran bagirsak ve
endotoksemiyi tesvik ederken, LPS, IBH'de ¢ok dénemli olan inflamasyonu tesvik
etmektedir (56). Bati tarzi beslenme modeli gibi sagliga olumsuz etkileri olan
diyetlerin mikrobiyota kompozisyonunu degistirerek LPS iiretimini artirabilecegi
bildirilmistir (57). Bati tarz1 beslenme modeliyle iligkili disbiyozis ve patolojik
sonuglari Sekil 2.1°de gosterilmistir (32).
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Sekil 2.1. Bat1 tarzi beslenme modeliyle iliskili disbiyozis ve patolojik sonuglari (32).
KZYA: Kisa zincirli yag asitleri, LPS: Lipopolisakkarit, TJ: Siki
baglantilar, TLR-4: Toll benzeri reseptor-4, NF-kB: Niikleer faktor kappa-
B, IL-6: Interlokin-6, TNF-a: Timor nekroz faktorii-alfa, RNS: Reaktif
nitrojen tiirleri, ROS: Reaktif oksijen tiirleri, ER: Endoplazmik retikulum,
DYA: Doymus yag asitleri, SA: Safra asitleri

2.2. inflamatuvar Bagirsak Hastahklar

Inflamatuvar bagirsak hastaliklari, bireylerin bozulmus yasam kalitesi ve artan
sosyo-ekonomik yiik ile iligkili, sik goriilen inflamatuvar hastaliklardan biridir.
Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 olmak {izere iki tiiri bulunan inflamatuvar bagirsak
hastaliklar1 abdominal agri, ishal ve kanli digkilama ile karakterizedir (58). Crohn
hastaligi, agizdan aniise kadar tlim gastrointestinal sistemi etkileyebilmekteyken
(¢ogunlukla terminal ileum veya perianal bolge), tilseratif kolit ¢ogunlukla kolonik

mukozay1 (rektum ve kolon) etkilemektedir (59).

Bati1 toplumlarinda Crohn hastaliginin tanisinda %27-42 ileal bélgenin, %28-
35 kolonun ve %23-33 ileokolonik bélgenin etkilendigi bildirilmistir (60). Asya’da ise
durumun batidan farkli oldugu, tanida hastalarin %50-61’inde ileokolonik tutulum
oldugu, hastaligin tanisinin batiya gére daha komplike oldugu belirtilmistir (61).
Ulseratif kolite bakildiginda Avrupa, Kuzey Amerika ve Avusturalya’da Asya ile
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benzer sekilde hastalarin %23-34{iniin proktit (sadece rektum ve aniiste inflamasyon)

ile seyrettigi, %34-51"inde sol tarafli kolit goriildiigii bildirilmistir (62).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin  etiyolojisinin heniiz tam olarak
kesinlesmedigi ancak genetik olarak yatkin kisilerde, bagisiklik sisteminin,
mikrobiyomun ve gevresel etmenlerin birlikte rol oynadigi bildirilmistir (63). Sigara,
beslenme, ilag, cografya, sosyal stres ve psikolojik etmenler gibi ¢evresel etmenlerin
IBH patogenezinde rolii oldugu gosterilmistir (64). Ekolojik ve epidemiyolojik
kanitlar gevre kirliliginin de patogenezde rolii olabilecegini bildirmistir. Gelismekte

olan iilkelerde artan IBH prevalansimin endiistrilesme ile paralel oldugu belirtilmistir
(61).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin  patogenezinde iki yaklasim ©ne
stiriilmektedir. Bunlardan ilki; mukoza sisteminin bozulmasi ve mikrobiyotadaki
immiinolojik yamitin artmasidir. Ikincisi ise bagirsak florasindaki herhangi bir
degisiklik veya epitel fonksiyonunun bozulmasinin, normal mukoza sistemindeki
mukozay1 uyarmasidir (65). Ik inflamasyon atagini ve ardindan niiksetmeyi tetikleyen
kesin faktorler bilinmemekle birlikte; inflamatuvar epizotlarin, genetik olarak yatkin
kisilerde, cesitli ¢evresel kosullar altinda bagirsak mikrobiyal antijenlerine karsi
anormal ve siirekli bir bagisiklik tepkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Dogustan ve adaptif bagisikligm her ikisinin birlikte IBH patogenezinde intestinal
inflamatuvar yanitta énemli rolii oldugu bildirilmistir (64). IBH ile iliskili cesitli
duyarli genlerin, konak¢inin bagirsak bakterilerine verdigi yanitla iligkili olmasi,

bagirsak mikrobiyotasiin da IBH patogenezine katildigini diisiindiirmektedir (66).

Bagirsak mikrobiyotas1 yasamin ilk iki haftasinda olusmakta ve daha sonraki
stirecte genellikle stabil kalmaktadir. Bagirsak mikrobiyotasinin yalnizca %20-30'unu
degistirmek miimkiin olmasma ragmen, mikrobiyotadaki degisiklikler ile IBH
arasinda 6nemli iliski bulunmustur (67). Inflamatuvar bagirsak hastaliklari, mikrobiyal
cesitliligin azalmasi, yararli bakterilerin kaybi1 ve patojen bakterilerin artmasiyla
karakterize olan disbiyozis ile iligkili hastaliklar arasinda en sik goriilendir (68).
Ulseratif kolit ve Crohn hastaligina sahip bireylerin mikrobiyal kompozisyonunun
hem birbirlerinden hem de saglikli bireylerden farkli oldugu ayrica bakteriyal

cesitliligin saglikli bireylerden daha diisiik oldugu bildirmistir (69).
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Saglikli intestinal mikroflorada Firmicutes ve Bacteroidetes filumlari
baskindir ve bu mikroflora epitelden metabolik substratlarin iiretimine katkida
bulunur. IBH hastalarinda ise mikrobiyota gesitliliginin, Firmicutes, Bacteroidetes ve
A. muciniphila gorece yogunlugunun azaldigi, Proteobacteria varliginin arttigi
bildirilmigtir (70). F. prausnitzii bagirsakta en ¢ok bulunan bakterilerden biri olup,
varligmin  saghigit olumlu etkiledigi bildirilmistir. Saghiga olumlu etkileri
antiinflamatuvar ve immiinregiilator dzelliginden kaynaklanmaktadir. Urettigi biitirat
antiinflamatuvar ozellik gostermektedir. Crohn ve iilsertatif kolitli hastalarda F.
Prausnitzii varliginin azaldig: bildirilmistir. Roseburia spp. gibi diger biitirat tireten
bakteri tiirlerinin de IBH’ye genetik yatkinligi olan hastalarda azalmis oldugu
gosterilmistir. Patojenik bakterilere bakildiginda E. coli’nin IBH patogenezine
katildig1 gosterilmistir (71,72). Sindirim kanalinda kolonik mukozaya yapisabilen
patojenik bakterilerin artmasi, bagirsak gecirgenligini, intestinal mikrobiyota
cesitliligini ve bilesimini degistirebilmekte ve sonucta inflamatuvar genlerin
ekspresyonunu diizenleyerek intestinal inflamasyona neden olmaktadir. Disbiyozis
ayrica bakteriyal metabolitleri degistirmekte, KZY A iiretimini azaltmakta ve bdylece

intestinal inflamasyona katkida bulunmaktadir (73).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda, bozulmus mukus tabakasi, luminal
bakterilerin submukozal tabakalara niifuz etmesine ve istila etmesine izin vererek
proliferatif ve inflamatuvar siireglere yol agmaktadir. Inflamatuvar hasara bagh
mukozal hasar, submukozay1 daha fazla bakteriye maruz birakmakta, bu da antijenik
maruz kalma ve mukozal hasardan olusan kisir, pozitif bir geri bildirim dongiisiine

neden olmaktadir (74).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarindan iilseratif kolitin Avrupa’da 2,6 milyon
kisiyi, Kuzey Amerika’da ise 1,2 milyon kisiyi etkiledigi bildirilmistir. Bu vakalarin
yaklasik %25’inin 18 yasindan 6nce tami aldig1 belirtilmistir. Kiiresel olarak IBH
insidansinin son 20 yilda arttig1, IBH nin ilerleyici siireci ve tedavi maliyetlerindeki
artis nedeniyle yiiksek bir ekonomik yiike neden oldugu bildirilmistir (62). Genel
olarak IBH, bat1 diinyasinin bir hastaligi olarak kabul edilmektedir. Ancak son on
yildan elde edilen veriler, Cin ve Hindistan dahil olmak iizere Asya'daki yeni

sanayilesmis iilkelerde insidansin arttigin1 gostermektedir. Bu artisin nedeni tam
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olarak anlagilamamis olsa da, beslenme modelindeki batililagmanin énemli bir rolii
oldugu bildirilmistir (4).

Dogu iilkelerinde artan prevalansin endistrilesme ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Kiiresel capta hastaligin prevalansinda dogu-bati arasinda goriilen
farkliligin giin gectikce benzer duruma gelmesinde sigara, antibiyotik kullanimi, anne
stitii alimi, beslenme, fiziksel aktivite ve ¢cevresel hijyenin etkili oldugu gosterilmistir
(75). Bu faktdrler arasinda IBH gelisimini en ¢ok etkileyen faktdriin Bat1 tarzi
beslenmenin artis1 oldugu diisiiniilmektedir. Bat1 tarzi beslenme modeli islenmis et
tirlinleri, hayvansal yaglar, rafine tahillar, yagl siit iiriinleri ve islenmis gidalarin fazla;
sebze, meyve ve tam tahilin diisiik tiiketiminin sonucu olarak yiiksek diizeyde yag,
basit seker, doymus yag, gida katki maddeleri ve diisiik diizeyde posa, vitamin ve
mineral alimiyla karakterizedir (32). Bati tarzi beslenme modeli mikrobiyota
cesitliliginde azalma, Bacteroides ve Enterobacteriaceae’de artig, Firmicutes’te
azalma ile iligkili bulunmustur (76). Sanayilesmemis bolgelerdeki diyetin daha yiiksek
KZYA ve daha diisitk Enterobacteriaceae (Shigella ve Escherichia) varligina neden
oldugu bildirilmistir (77).

Bat1 tarz1 beslenmede yiiksek yag alimi kadar, yiiksek ultra islenmis besin
tilketimi ile birlikte gida katki maddeleri aliminin intestinal inflamasyonla iliskili
olabilecegi bildirilmistir (78). Roberts ve ark. (79) Crohn hastalig1 insidansi ile diyetle
emiilgator alim1 arasinda yag miktarindan bagimsiz giiclii pozitif korelasyon oldugunu
bildirmistir. Ayrica Crohn hastalig1 ve ilseratif kolit gelisimiyle emiilgator igerme
olasiligr yiiksek olan fast-food besinlerin tiikketiminin pozitif iligkili oldugu
belirtilmistir.

Beslenmenin IBH patogenezindeki roliine iliskin iki hipotez ileri siiriilmiistiir.
Bunlardan ilki beslenmenin mikrobiyotay: direkt olarak etkilemesidir. ikincisi ise
diyetsel antijenlerin immiin yaniti baslatmasi ve bagirsaktaki mikroorganizmalarin
irettigi metabolitleri degistirmesi ve bdylece mukus tabakasini ve immiin yaniti
degistirmesidir (1). Avrupa Crohn ve Kolit Organizasyonu, Crohn ile iliskili
olabilecek beslenme bilesenlerinin yiiksek sekerli, yiiksek yagh veya yliksek

hayvansal yagl diyetler ile gluten, titanyum dioksit, emiilgatorler, maltodekstrin ve
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luminal demir oldugunu belirtmis, emiilgatorlerin inflamatuvar bagirsak hastaliklar

tizerine etkisine iliskin literatiiriin sinirli oldugunu bildirmistir (80).

Avrupa Klinik Beslenme ve Metabolizma Dernegi (ESPEN), inflamatuvar
bagirsak hastaliklarinda beslenme tedavisine yonelik kilavuzunu 2023 yilinda
giincelleyerek IBH tedavisinde yeni bir goriis olarak mikrobiyota modiilasyonuna
yonelik bir boliim eklemistir. Diisiik posa aliminin, ultra iglenmis besin tiiketiminin ve
bununla birlikte CMC gibi emiilgatorlerin aliminm IBH igin risk oldugunu, bu
besinlerin diyetten ¢ikarilmasinin 6nerilebilecegini belirtmistir (81). Yapilan giincel
prospektif kohort ¢aligmalarinda ulta islenmis besin tiiketiminin hem sikliginin hem
de enerjiye katkismin yiiksek olmasmin IBH gelisimi igin risk faktorii oldugu
bildirmistir (82,83).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin tedavisinde kilavuzlarda énerilen spesifik
bir beslenme yaklasimi bulunmamasina ragmen, hastalarin yaklasik %701 diyetin
hastalik durumunu etkiledigini, %60°1 diyetin relaps baglatmakta etkili temel faktor
oldugunu, %16’s1 ise diyetin hastali1 baslatabilecegini diisiindiiklerini belirtmislerdir
(1). Yapilan bir calismada IBH’li hastalarin hastalik baslangicinda ve semptomlarin
siddetlenmesinde diyetin etkili oldugunu diisiindiikleri bildirilmistir. Bu hastalar,
beslenme konusunda oldukga ilgili ve bilgi alma konusunda istekli olmalarina ragmen
verilen bilgilerin yeterli olmadigim1 ve yaklasik yarist hi¢ beslenme tavsiyesi

almadig@ini belirtmistir (84).

Crohn hastaligi eliminasyon diyeti (CDED); hayvansal yaglari, gluten igeren
tahillar1, gida emiilgatorlerini igermezken; direngli nisasta, sebze ve meyveden
zengindir. Bu diyette intestinal immiiniteye, intestinal bariyere ve mikrobiyotaya
olumsuz etkisi olan besinler diyetten ¢ikarilmistir. Eliminasyon diyet tedavisinin hem
cocuklarda hem yetigkinlerde remisyonun saglanmasi ve inflamasyonun

azaltilmasinda umut verici olabilecegi diisiiniilmektedir (85).

Yapilan bir caligmada 20 Crohn hastasinin emiilgator alimi degerlendirilmis ve
bunlarin %75’inin her giin emiilgatdr igeren bir besin tiikettigi, bu besinlerin ise tahil
ve tahil lirlinleri, sekerlemeler, ¢ikolatalar, siit ve siit iiriinleri, protein bar ve beslenme

destekleri oldugu bildirilmistir. Bu besinlerde en ¢ok bulunan emiilgatdrlerin ksantan
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gam, pektin, yag asitlerinin mono- ve digliseritleri, lesitin ve mono- ve digliseritlerin
diacil tartarik asit esterleri oldugu belirtilmistir. Bu hastalara 14 giin boyunca gida
emiilgatdrlerini igermeyen bir diyet uygulanmis ve emiilgator igeren besin tiikketim
sikliklar1 %94,6 oraninda azalmistir. Bu diyetle besin iliskili yasam kalite skorlarinin
artt1g1, hastalik kontrol skorunun iyilestigi, hastalik iligkili semptomlarin azaldigi,
ancak fekal kalprotektin seviyesi ile hastalik aktivite skorunun degismedigi
bildirilmistir (12). En az bir aydir klinik remisyonda olan iilseratif kolitli hastalar ile
yapilan bagka bir ¢alismada hastalar 6nce karragenan igermeyen diyet tiiketmisleridir.
Daha sonra hastalar karragenan kapsiil (200mg) veya plasebo kapsiil tiiketilen iki
gruba ayrildiginda, plasebo tiiketen grupta relaps goriilmedigi ancak karragenan
tiiketen hastalarin %60’1nda relaps goriildiigii, ayrica baslangica gore interlokin-6 (IL-

6) ve fekal kalprotektin seviyesinin arttig1 bildirilmistir (86).

Yapilan baska bir ¢alismada hafif-orta derece aktif Crohn hastasi ¢ocuklarin
yarist CDED ve kismi enteral beslenme (enerjinin %50’si), diger yarisi tam enteral
beslenmistir. Eliminasyon diyeti uygulayan grupta diyet toleransinin, remisyon
sikliginin, normal C-reaktif protein (CRP) seviyesi ile kortikosteroid olmadan
remisyonun siirdiiriilme oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (85). Hafif-orta
aktif Crohn hastasi ¢ocuk ve geng yetiskinlerde yapilan benzer bir galismada,
CDED’in yalniz veya kismi enteral beslenme ile birlikte uygulandiginda hem
yetiskinlerde (%69) hem de ¢ocuklarda (%70) remisyon sagladigi, serum CRP ve ESR

seviyesini ve hastalik aktivite skorunu azalttigi belirlenmistir (87).

Crohn hastasi 44 yetiskin ile yapilan bir ¢alismada 6 haftada CDED ve kismi
enteral beslenme ile %68, yalniz CDED ile %57 remisyon saglandigi, 24. haftada
hastalarin %35’inde ise endoskopik remisyon saglandigi bildirilmistir (88). Benzer
caligmalarda Crohn hastalarinda CDED diyetinin yalniz veya kismi enteral beslenme
ile birlikte uygulanmasmin remisyon saglayabilecegi belirtilmistir. Bu sonuglar,
diyette elimine edilen bilesenlerden biri olmasi nedeniyle emiilgatorlerin inflamasyon

tizerine etkilerini dogruladig: belirlenmistir (89,90).

Uluslararast Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklari Arastirmalari Orgiitii kivam
artiric1 ve emiilgatorleri igeren islenmis besinlerin tiiketimini smirlamanin IBH’de

koruyucu olabilecegini bildirmistir (91). ESPEN de Crohn hastaligi eliminasyon
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diyetinin kismi enteral beslenme ile birlikte uygulanmasinin hafif-orta derece aktif
pediatrik hastalarda, total enteral beslenmeye alternatif olabilecegini, hafif-orta aktif
yetigkin hastalarda ise enteral beslenme ile veya enteral beslenme olmadan CDED’in
uygulanabilecegini bildirmistir. Remisyon donemindeki hastalarda saglikli beslenme
modellerinin uygulanmasi ve bireysel beslenme iliskili tetikleyicilerin diyetten

cikarilmasi gerektigi belirtilmistir (92).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ilaglarim bazi
hastalarda tam bir remisyon saglayamamasi ve bazi ilaglarin yan etkilerinin ortaya
¢ikmasi nedeniyle ilag¢ tedavilerini destekleyici tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
destekleyici tedavilerden en Onemlisi beslenme tedavisidir (65). Mikrobiyotay1
olumsuz yonde etkileyen diyet bilesenlerinin diyetten c¢ikarilmasinin, ayrica
probiyotik, prebiyotik veya sinbiyotik kullaniminin mikrobiyotayr olumlu yoénde
etkileyerek hastaligin  siddetini azaltabilecegi ve remisyon saglayabilecegi
bildirilmistir (39).

2.3. Gida Katki Maddeleri

Glinlimiizde Bat1 tarz1 yasam bi¢iminin benimsenmesi ile islenmis besinlerin
tiikketiminde artis goriilmektedir (93). Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), tiim besinleri
gecirdikleri endiistriyel siireglerin  dogasina, kapsamina ve amaglarina gore;
islenmemis veya minimal islenmis besinler (sebzeler, meyveler, yumurta, siit vb.),
islenmis mutfak bilesenleri (tereyag, seker, tuz vb.), islenmis besinler (konserve
sebzeler, meyve suruplart vb.) ve ultra islenmis besinler (sekerli/gazli icecekler,
dondurma, tiiketime hazir paketli besinler, fast-food besinler vb.) olmak iizere 4

kategoriye ayirmaktadir (94).

Ultra islenmis besinler, besinlerden ekstrakte edilen veya rafine edilen islenmis
maddelerden yapilmis endiistriyel formiilasyonlar olarak tanimlanmaktadir. Bu
besinlerin enerji yogunlugu, glisemik yiikii, yag igerigi, serbest seker ve sodyum
igeriginin yiiksek; diyet posasi, mikro besin 6geleri ve fitokimyasal igeriginin diisiik
oldugu bildirilmistir. Bu besinlerin yogun lezzetlerinin yiiksek yag, tuz ve diger katki

maddeleri igeriginden kaynaklandigi belirtilmistir (95).
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Ultra islenmis besinlerin tiiketimindeki kolaylik, cekicilik ve pazarlama
politikalar1 nedeniyle, 6zellikle beslenme modelinde taze besin bulunmayan yiiksek
gelirli iilkelerde bu besinler diyet enerjisinin yarisindan daha fazlasini olusturmaktadir
(96,97). Beslenme kiiltiirlerinde taze hazirlanmis yemekler bulunan iilkeler de dahil
olmak tiizere orta gelirli iilkelerdeki ultra islenmis besinlerin satiglart ¢ok hizli artis
gostermektedir (98). Ultra islenmis besinlerin iiretiminde duyusal 6zellikleri
tyilestirmek, tiiketimi artirmak ve raf omriinii uzatmak gibi nedenlerle gida katki

maddeleri kullanilmakta, bu maddeler gida etiketlerinde belirtilmektedir (94).

Tirk Gida Kodeksi gida katki maddelerini ‘‘Besleyici degeri olsun veya
olmasin, tek basma gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin karakteristik bileseni olarak
kullanilmayan, teknolojik bir amag¢ dogrultusunda iiretim, muamele, isleme,
hazirlama, ambalajlama, tasima veya depolama asamalarinda gidaya ilave edilmesi
sonucu kendisinin ya da yan {riinlerinin, dogrudan ya da dolayl olarak o gidanin
bileseni olmast beklenen maddeler’” olarak tanimlamistir. Gida katki maddeleri,
tatlandiricilar, renklendiriciler, koruyucular, antioksidanlar, emiilgatorler, emiilsifiye
edici tuzlar ve kivam artiricilarin da dahil oldugu 27 fonksiyonel sinifa ayrilmistir (99).
En yaygin kullanilan gida katki maddeleri tatlandiricilar, renklendiriciler, emiilgatorler
ve kivam artiricilardir. En ¢ok gida katki maddesi kullanilan besinlerin ise yapay
tatlandiricili igecekler, dondurma, biskiivi ve krakerler, siitlii tathilar, atistirmakliklar,

cikolatalar ve soslar gibi besinler oldugu bildirilmistir (100).

FAO ve WHO tarafindan olusturulmus olan Kodeks Alimentarius Komisyonu
(CAC), gida katki maddeleri i¢in kiiresel olarak uyumlu bir numaralandirma sistemi
saglamak amaciyla Ulusalararasi Numaralandirma Sistemi’nin (International
Numbering System-INS) kullanimini 6nermektedir. Mevcut INS listesi 100-1522
numarali katki maddelerini igermektedir. Avrupa Birligi’'nde INS numaralarinin niine
"E" harfi eklenmekte (E kodu) ve katki maddeleri ambalaj iizerinde bu sekilde
etiketlenmektedir (101).

Besin sanayisinde, gida iiriinlerinin renk, tat, koku, besin degeri ve raf dmriinii
iyilestirmek i¢in kullanilan gida katki maddelerinin alimi Bat1 tarzi beslenmenin en

onemli bilesenlerinden biri olan ultra islenmis besin tiiketimiyle artmaktadir. Gida
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katki maddelerinden o6zellikle yapay tatlandiricilar ve emiilgatorlerin bagirsak

mikrobiyotasini degistirdigi ve hastaliklarla iligkili olabilecegi bildirilmistir (102).
2.3.1. Gida Emiilgatorleri

Gida emiilgatorleri, bir gida maddesinde, yag ve su gibi birbiri ile karismayan
iki veya daha fazla fazin homojen bir karisim olusturmasini veya olusan homojen
karisimin siirekliligini saglayan maddelerdir (99). Emiilgatorler gida sanayisinde
emiilsiyonlarin stabilizorii olarak, depolama sirasinda ayrismay1 6nleyerek raf dmriinii
uzatma amaciyla ve jelatinin vejetaryen alternatifi jellestirici ajan olarak islenmis
besinlerde kullanilmaktadir. Emiilgatorler ayrica gidanin goriiniis, doku ve agizda

kalan his gibi organoleptik 6zelliklerini iyilestirmektedir (19).

Emiilgatorler, amfifilik biyopolimerler, diisitk molekiil agirlikli emiilgatorler
(surfaktanlar) ve kat1 pargaciklar olarak ii¢ kategoriye ayrilmaktadir. Surfaktanlar,
sentetik veya dogal formda olabilirler. Sentetik surfaktanlar; mono ve digliseritler,
siikroz esterler ve sorbitan esterleri iken lesitin dogal surfaktandir. Amfifilik
biyopolimerler ise emiilsiyon stabilizorleridir. Basta proteinler (whey, kazein) ve
polisakkaritler (gam arabik, modifiye nisasta, pektin vb.) olmak iizere farkl: tiirde suda
¢Oziliniir molekiilleri icermektedir (103). Emiilgator terimi genellikle kivam artiricilar
da igermektedir. Karragenan, pektin, karboksimetil seliiloz, guar gam, gam arabik,
modifiye nisasta ve aljinik asit hem kivam artirict hem de emiilgator olarak

kullanilmaktadir (8).

Emiilgatorler hem hidrofilik hem de hidrofobik kisimlara sahip olmalari
nedeniyle yag ve su fazlari arasindaki arayiizey gerilimini azaltarak emiilsiyon i¢indeki
asitli damlaciklarin  kremlesmesini, ¢okmesini, topaklagsmasin1i ve ayrigmasini
onlemektedir. Farkli kimyasal yapilara sahip ¢ok sayida emiilgator gida katki maddesi
bulunmaktadir (7). Emiilgatorler ve kivam artiricilar gibi bilesikler Kimyasal
ozelliklerine gore farkli sekilde metabolize olmaktadir. Kivam artirici ve jellestirici
ajanlar, cogunlukla nisasta olmayan polisakkaritler olup, sindirilmeden kolona ulasip,
fermente olabilmektedir. Surfaktanlarin tamami yag asiti non-polar kisim ve hidrofilik
bas kismi igermektedir. Fosfatidilkolin (lesitin), intestinal hidrolizden sonra intakt

veya lizofosfatidilkolin veya kolin olarak absorbe edilmektedir. Lesitinin bir kismi



19

koline hidrolize olmakta ve bagirsak bakterileri tarafindan metabolize edilerek
trimetilamine doniismektedir. Amfifilik biyopolimerler ise proteolitik enzimlerle
sindirilip emilmektedir (104).

Farkl1 otoritelerin emiilgatorlere yonelik farkli siniflamalar1 olsa da CAC, 261
katki maddesinin ‘‘emiilgator’” veya ‘‘emiilsifiye edici tuzlar’® fonksiyonel sinifina
girdigini bildirmistir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (FDA) ise 171
katki maddesini ‘‘emiilgator’’ veya ‘emiilsifiye edici tuzlar’’ olarak siniflandirmistir.
Her iki otorite i¢in de kabul edilen baz1 emiilgatdrler; lesitin (E322), aljinik asit (E400),
karragenan (E407), guar gam (E412), gam arabik (E414), ksantan gam (E415),
seliilozlar (E460-E469), sodyum karboksimetiil seliilloz (CMC) (E466), yag asitlerinin
tuzlar1 (E470), yag asitlerinin mono ve digliseritleri (E471)’dir (105,106).

Avrupa’da en ¢ok kullanilan gida emiilgatorleri ve kivam artiricilarin yag
asitlerinin mono ve digliseritleri (MDGSs), lesitin, ksantan gam, guar gam, karragenan
ve seliillozlar oldugu belirtilmistir. Emiilgatorlerin en ¢ok ¢ikolata, margarin,
dondurma, mayonez, sekerlemeler, dondurulmus tatlilar, aromali siitler, krema ve

soguk kahve gibi gidalarda kullanildig1 bildirilmistir (8).

Lesitinler (E322), hayvansal veya bitkisel gidalardan fiziksel prosediirlerle
elde edilen fosfolipid karisimlar1 veya fraksiyonlari olarak tanimlanmaktadir. Soya
lesitini fosfotidil kolin (%20-30), fosfotidil etanolamin (%20-30) ve fosfotidil inositol
(%20) gibi farkli miktarlarda fosfolipid icermektedir (107). Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) tarafindan bir¢ok besinde ‘‘quantim satis’’ diizeyinde kullanilmasina
izin verilmis, ancak bebek ve gocuk iriinlerinde kullanimlarinda farkli dist limitler
belirtilmistir (108). Quantim satis (belirlenmemis miktar); katki maddelerinin
kullanimina iligkin olarak herhangi bir maksimum miktarin belirlenmedigini ve bu
maddelerin; iyi iiretim uygulamalarina gore, hedeflenen amaci saglamak icin gerekli
olan miktardan daha yiiksek olmayan miktarda ve tiiketiciyi yaniltmayacak sekilde
kullanilmast gerektigini ifade etmektedir (99). FDA, soya lesitininin GRAS
(Genellikle Giivenli Kabul Edilir) smifinda oldugunu kabul etmektedir (105).
FAO/WHO Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan, lesitin i¢in
giinliik kabul edilebilir alim (ADI) degeri ‘‘sinirsiz’’ olarak bildirilmistir (109).
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Lesitinin; gilivenli, hatta saglik acisindan olumlu etkilerinin oldugu belirtilse de,

bagirsak mikrobiyotasi lizerine etkileri heniiz ayrintili arastirilmamistir (108).

Sodyum karboksi metil seliiloz (CMC-E466), seliilozun karboksimetil eterinin
kismi sodyum tuzudur. Karboksimetil seliilozun ince bagirsaktan emilmedigi ve kolon
bakterileri tarafindan kismen fermente edildigi bildirilmistir (104). FDA, CMC’nin
GRAS sinifinda oldugunu kabul etmektedir (105). JECFA tarafindan CMC i¢in ADI
degeri belirtilmemistir (109). EFSA tarafindan bir¢ok besinde ‘quantum satis’’
diizeyinde kullanilmasina izin verilmistir. Gida sanayisinde hangi dozda kullanildigina
dair bir bilgi olmamakla birlikte en ¢ok kullanildig:1 gidalar; islenmis fermente siit
tirlinleri, peynirler, balik ve balik iriinleri ve kahvaltilik tahillardir (110). Uzman
komiteler bu gida katki maddelerinin toksisite ve karsinojenitelerini genis capta
yapilan calismalarda incelemis, ancak intestinal saglik iizerine etkilerini saptamaya

yonelik uzun siireli caligmalar yapilmamistir (108,110).

Besin etiketlerinde gida katki maddesinin kullanilan miktarina iliskin bilgi
verilmedigi i¢in glinlik alimi besin tiiketimlerinden kesin olarak analiz etmek
mimkiin degildir. Gida sanayisi kullanilan miktar bilgisini paylagmaktan
kaginmaktadir (8). Amerika’da yapilan bir ¢alismada emiilgatorlerin kiiresel pazardaki
tim onayli gida bilesenlerinin yaklasik %75'ini olusturdugunu, en c¢ok kullanilan
emiilgatoriin CMC, polisorbat 80, lesitin, yag asitlerinin mono ve digliseritleri, siikroz
esterleri ve poligliserol polirisinolat oldugunu bildirmistir. Caligmada 10-14 giinliik
besin tiiketimi degerlendirildiginde yetiskinlerde giinliik ortalama lesitin aliminin 61
mg/kg (90. persentil degeri 114 mg/kg), MDGs aliminin 75 mg/kg (90. persentil degeri
148 mg/kg), CMC aliminin 24 mg/kg (90. persentil degeri 53 mg/kg), P80 aliminin ise
5 mg/kg (90. persentil degeri 9 mg/kg) oldugu bildirilmistir. Bu emiilgatorler igin
belirlenen bir ADI degeri olmadig i¢in (P80 hari¢) alinan miktarin karsilastirilacagi
bir referans bulunamadigi belirtilmistir. Amerika’da 171 gida katki maddesinin
emiilgator sinifinda yer aldigi ve bunlarin toplam maruziyetinin 6nemli oldugu

vurgulanmgtir (9).

Yapilan ¢alismalarda ¢esitli emiilgator ve kivam artiricilarin mukus iiretimini

azalttig1, intestinal gegirgenligi ve bakteriyal translokasyonu artirdigi, mikrobiyota
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kompozisyonunu ve fonksiyonunu degistirdigi ve bdylece intestinal ve sistemik

inflamasyona neden olabilecegi bildirilmistir (15,111).

Emiilgatorlerin  mikrobiyota kompozisyonunu degistirdigi, alfa ve beta
cesitliligi azalttigi, Bacteroidales tiiriinii artirdigi; Clostridiales tiirtinii  ve
antiinflamatuvar 6zelligi olan A. muciniphila varligini azalttig1 belirtilmistir. Ayrica
bazi emiilgatorlerin mukoza iligkili, inflamasyonu artirict Proteobacteria varligini
artirdig1 bildirilmistir (13,15). Maternal P80 alimimin yavrularda intestinal bariyeri
bozarak ve intestinal disbiyozise neden olarak, ileri yasta kolit olusma riskini artirdigi
bildirilmistir (112). Yapilan bir in vitro ¢alismada CMC, P80 ve soya lesitininin fekal
mikrobiyota kompozisyonunu ve KZYA kompozisyonunu degistirdigi, ayrica
inflamatuvar belirteglerde artisa neden oldugu bildirilmistir (11).

Genel olarak emiilgatorler ve kivam artiricilarin bariyer fonksiyonunu bozarak
bakteri translokasyonunu artirdigr, mukus kalinligin1 azaltti§i, mikrobiyotanin
fonksiyonel karakteristigini degistirdigi, mukozal inflamasyonu tetikledigi ve
metabolik drlinleri degistirdigi, bdylece intestinal sagligi olumsuz etkiledigi
bildirilmistir. Emiilgatorlerin intestinal saglik iizerine potansiyel etkileri Sekil 2.2°de
gosterilmistir  (104,113). EFSA’nin  Yiikselen Riskler Raporu’nda, "gida
emiilgatdrleri, bagirsak mikrobiyomu ve uzun dénem saglik etkileri" arastirilmasi

gereken konu olarak tanimlamistir (114).

— Emiilgator \ Mikrobiyota
_—
g .\ }""‘ N/ ———> Mikrobiyota kompozisyon degisimi
é I\/Il(}el ® " z Akkermansia, Bifidobacterium, Lactobacillus |
— }Llpopohsakkal it/Endotoksin 1 Patojenik Escheichia/Shigella, Fusobacterium 1
Patojenik ® KZYA |
— Mukus tabakasina emiilgatorlerin \ 4
E entegrasyon \L emilimi o o 5 (), ™ .
= B | Mukus iiretimi ‘ ® | Mukus kalinh@
= Emiilgator & \
1Siki baglanma
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z
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Hiicresi

Bakteri translokasyonu
' —————> Vaskiiler ve metabolik J;
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Propria

Sekil 2.2. Emiilgator ve kivam artiricilarin potansiyel etki mekanizmalar1 (104,113).
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2.4. Prebiyotikler

Bagirsak mikrobiyotasinin hastaliklar iizerindeki 6neminin fark edilmesiyle
mikrobiyotayr ve mikrobiyotanin konak¢i ile etkilesimini modiile edebilen
miidahalelere ilgi artmistir (115). Diizenli posa aliminin, bagirsak mukus bariyerinin
bagirsak mikrobiyotas: tarafindan asmmasini Onledigi, patojen enfeksiyonunu

engelledigi ve kolit insidansini azaltmaya yardimci oldugu bildirilmistir (116).

Diyet posast daha onceden sindirilmeyen bitki duvari bilesenleri olarak
tanimlanirken, giincel tanimlama, bitkinin yenilebilir kisimlarin1 ve ince bagirsakta
sindirime direngli ve kalin bagirsakta fermente edilebilen benzer karbonhidratlar
(ekstre edilmig/sentetik) icerecek sekilde genisletilmistir (117). Kodeks
Alimentarius’a gore diyet posast ‘‘insanlarin ince bagirsaginda endojen enzimler
tarafindan hidrolize edilmeyen, on veya daha fazla monomerik {iiniteye sahip
karbonhidrat polimerleri’’ olarak tanimlanmistir. Bu tanimla posa; tiiketilen besinde
dogal olarak olusan yenilebilir karbonhidrat polimerlerini, besin maddesinden fiziksel,
enzimatik veya kimyasal yollarla elde edilen, sagliga faydalar1 ve fizyolojik etkileri
otoritelerce kanitlanmis sentetik karbonhidrat polimerlerini igermektedir. Iniilin,
sindirilmeyen bir karbonhidrat polimeri olmasi nedeniyle diyet lifi olarak kabul
edilmektedir (118).

Oligosakkaritler ve iniilin bircok besinde dogal olarak bulunan kisa zincirli
karbonhidratlar olup, bunlar diisiik molekiil agirlikli diyet posasi olarak
siiflandirilmaktadir. Oligosakkaritler ve iniilin hem diyet posasi igerigini arttirmak,
hem de tatlandirici, yag ikamesi, tekstiir modifiye edici ve nemlendirici olarak gida
trtinlerine  eklenebilmektedir (119). Diisik molekiil agirlikli = sindirilmeyen
karbonhidratlar (oligosakaritler ve iniilin) diinya ¢apinda bircok iilkede diyet posasi
olarak kabul edilmektedir. Oligosakkaritlerin diyet posasi olarak dahil edilmesi CAC
taniminda istege bagli hale getirilmis ve bu durum farkli ilkelerde farkh
siiflandirmalarin yapilmasina neden olarak literatiirde tartigsmalara neden olmustur

(120).

Yakin zamanda ESPEN, diisiik molekiil agirlikli karbonhidratlarin 6zellikle

irritabl bagirsak sendromu olan hastalar i¢in olumsuz saglik sonuglarina yol agmalari
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nedeniyle, Kodeks siniflamasinda bu bilesenlerin diyet posasi siifindan ayrilmasini
ve bunlarin prebiyotik veya gida katki maddesi sinifina dahil edilmesini onermistir

(121).

Diisiik molekiil agirlikli diyet posasi tiirleri, proksimal kolondaki bagirsak
bakterileri tarafindan fermente edilerek KZYA ve gaz iiretilmesini saglamaktadir.
KZYA, bagirsak motilitesinde, bagisiklik sisteminin modiilasyonunda, bagirsak
bariyer biitiinliigiinde, istahin diizenlenmesinde ve gastrointestinal homeostazda
onemli rol oynamaktadir (122). Bu diyet posasmin kolondaki yararli bakterilerin,
ozellikle de Lactobacilli ve Bifidobakteri’lerin biiylimesini ve/veya aktivitesini segici
olarak tesvik ettigi, potansiyel olarak konagin saghgina fayda sagladigi ve bunlarin

'prebiyotik’ olarak siniflandirilmasina olanak sagladigi bilinmektedir (123).

Uluslararas1 Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler Dernegi, prebiyotikleri
‘‘konak¢t  mikroorganizmalar tarafindan segici olarak fermente edilerek
gastrointestinal mikrobiyotanin kompozisyonunu ve/veya aktivitesini degistiren ve
boylece saglik yarar1 saglayan bilesikler”” olarak tanimlamustir. Insanlarda
kullanilmas1 6nerilen herhangi bir prebiyotigin yapisal biyokimyasi agisindan ayrintili
analiz edilmesi, ayrica mide asitine, safraya ve sindirim enzimlerine kars1 dayaniklh
olmasi, viicutta etkin oldugu bdlgeye (genellikle kolon) bozulmadan ulagsmasi ve

saglik icin faydali etki gostermesi gerekmektedir (124).

Prebiyotikler birden fazla yolak {izerinden bagirsak immiinitesini
etkileyebilmektedir. Prebiyotikler organik asitlerin iiretimi ve yararli bakterilerin
cogalmasin1 saglayarak liimen pH'sinda azalmaya neden olmakta ve boylece
patojenlerin biliyiimesini engellemektedir. Kommensal mikroorganizmalar kararli
popiilasyonun  olusturulmasim1  ve  besin  varlifini  azaltarak  patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engellemektedir (125). Prebiyotiklerin konakg1
mikroorganizmalar tarafindan se¢imli kullanimlari, fizyolojik etkilerindeki en 6nemli
faktordiir. Konak¢i mikroorganizmalar tarafindan prebiyotiklerin fermentasyonu
sonucu KZYA olusmaktadir. Kolonda iiretilen KZYA’nin biiylik kismini (>%95)
asetat, propiyonat ve biitirat olusturmaktadir. KZYA, kolonosit fonksiyonu, bagirsak

homeostazi, enerji kazanimi, bagisiklik sisteminin modiilasyonu, kan lipitlerinin
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diizenlenmesi, istahin regiilasyonu dahil olmak {izere birgok fonksiyonu

bulunmaktadir (115).

Kisa zincirli yag asitleri epitel bariyer biitiinliigiinlin korunmasinda ve diger
immiin fonksiyonlarda 6nemli rol oynamaktadir. Prebiyotikler esas olarak G-proteini
ile birlestirilmis reseptor-aracili yolaklar iizerinden hem lokal hem de sistemik
bagisiklik hiicreleri ve bagirsakla iligkili epitel hiicreler {izerinde etki gostermektedir
(126). Bununla birlikte, histon deasetilaz inhibisyonu ve inflamasyon yolu dahil olmak
tizere diger yollar da immiinmodiilator etkinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Prebiyotiklerin ayrica, direkt olarak bagirsakla iliskili epitel lizerinden ve TLR
araciligiyla dogustan gelen bagisiklik hiicreleri iizerine etki ederek mikrobiyotadan
bagimsiz bir etki yaratabilecegi bildirilmistir. Kiimiilatif etki, pro- ve anti-inflamatuvar
sitokinlerin salgilanmasi, makrofaj polarizasyonu ve islevindeki gecisler, nétrofil
alim1 ve gogii, dendritik hiicre ve diizenleyici T-hiicre farklilasmasi yoluyla dogal
bagisikligin modiilasyonu ve epitel bariyer biitlinliigiin korunmasini saglamaktadir

(49).

Dogustan gelen bagisiklik sistemi bir patojen veya doku yaralanmasiyla
karsilastiginda inflamasyon tetiklenmektedir. Hiicre ylizeyinde ve sitoplazmasinda
bulunan reseptorler dis saldirtyr algilamakta, sinyal yolaklarini, sitokinleri,
kemokinleri ve inflamasyon diizenleyicileri kodlayan genleri indiikleyen NF-kB,
aktivator protein-1 (AP-1) siklik adenozin monofosfat (CAMP) cevap elemani
baglayic1 protein (CREB) ve interferon diizenleyici faktor gibi transkripsiyon
faktorlerini aktive etmektedir (127). Ayrica prebiyotikler tek basina veya KZYA
iretimi ile birlikte, patern tanima reseptorii (PRR) veya G-proteini kenetli reseptorii

(GPCR) aktive ederek antiinflamatuvar yaniti kolaylastirabilmektedir (49).

Prebiyotikler intestinal epitel hiicreler yoluyla bagirsak bariyer fonksiyonunu
etkileyebilmektedir. Intestinal bariyer ve bagirsak iliskili lenfoid doku, dogustan
bagisiklik yanitin ilk savunma hattidir. Bagirsak epiteli, mikroplarin, toksinlerin veya
antijenlerin penetrasyonuna karsi segici olarak gecirgen bir bariyer gorevi goren, tek
tabakali yapidadir. Bariyer fonksiyonunun segiciligi, komsu hiicreleri birbirine
baglayan ve hiicreler arasi boslugu bloke eden karmasik protein-protein aglarindan

olusmaktadir (128). Bariyer fonksiyonundaki herhangi bir bozulma inflamatuvar ve
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otoimmiin hastaliklarin gelismesine neden olmaktadir. Prebiyotikler intestinal bariyer
fonksiyonu tizerinde olumlu etki gostermektedir. Fermentasyon sonucu olusan KZYA,
GPCR aktivitesi ile interlokin-10 (IL-10), doniistiiriicii biiylime faktorii beta (TGF-f)

salinimina neden olarak Treg hiicrelerini uyarmaktadir (126).

Bagirsakta herhangi bir patojenik istilada ilk adim, patojenlerin epitelyal
hiicrelere yapismast ve ardindan kolonizasyondur. Galaktooligosakkaritler,
fruktooligosakkaritler (FOS), iniilin, laktuloz, rafinoz ve pektin gibi baz
prebiyotiklerin, patojen baglanma bolgesini taklit eden ¢6ziiniir tuzak reseptorler gibi
hareket ederek bu etkiyi antagonize ettigi, bdylece patojenin baglanmasinit ve

bagirsaktan eliminasyonunu kolaylastirdigi rapor edilmistir (129).

Bir¢ok fermente karbonhidratin prebiyotik etkisi oldugu rapor edilmistir.
Ancak insanlarda saglik yararlari oldugu en kapsamli sekilde kanitlanan prebiyotikler,
iniilin ve fruktooligosakkaritleri (FOS) igeren fruktanlar, galaktooligosakkaritler
(GOS), direngli nisasta ve polidekstrozdur. Bu oligosakkaritler Bifidobakteri ler
tarafindan secgici olarak metabolize edilmektedir. Fruktooligosakkarit ve
galaktooligosakkaritteki baglar, Bifidobakteriler’de yaygin olan sirasiyla p-
fruktanosidaz ve B-galaktosidaz enzimleri tarafindan kolaylikla parcalanabilmektedir.
Bu bakteri tiiriiniin 6zellikle oligosakkaritlere 6zgii zincir uzunlugu olan 4-30 arasinda
degisen bir polimerizasyon derecesini metabolize edebildigi belirtilmistir (130).
Yapilan c¢aligmalarda iniilin, galaktooligosakkaritler ve oligofruktoz gibi
prebiyotiklerin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu degistirdigi, 0Ozellikle
probiyotik etki gosteren Bifidobacterium tiirlerinde artisa neden olduklari bildirilmistir
(131-133).

Prebiyotikler, obezite, diyabet, hipertansiyon, dislipidemi ve inflamatuvar
bagirsak hastaliklar1 gibi kronik hastaliklarda olumlu etkiler gostermektedir (134).
Farkli  hastaliklar  i¢in  kullanilan  prebiyotikler  fruktooligosakkaritler,
galaktooligosakkaritler, iniilin, laktuloz ve polidekstrozdur. Inflamatuvar bagirsak
hastaliklar1 ve bagirsak saglig1 i¢in siklikla arastirilan prebiyotigin ise iniilin oldugu

bildirilmistir (135).
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2.4.1. iniilin

Iniilin, terminal a1-B2 ile bagl glikoz molekiilii ile dogrusal beta-1,2 ile bagl
fruktoz birimlerinden olusan bir fruktandir. Iniilin molekiillerinin fruktozil
zincirlerinin uzunluklar1 degisken olup 2-60 fruktoz birimi igerebilmektedir. Iniilin
bircok bitki ve sebzede bulunan dogal bir bilesendir. Iniilin agisindan zengin kaynaklar
arasinda kuskonmaz, hindiba, sogan, sarimsak, pirasa ve yer elmasi gibi sebzeler
bulunmaktadir (20). Hindiba kokleri iniilinin en iyi kaynagi olup, endiistriyel olarak
tiretilen iniilin siklikla hindiba kokiinden elde edilmektedir (136). Yaygin olarak
hindiba olarak bilinen Cichorium intybus L., Asteraceae familyasina ait olup Asya ve
Avrupa'da yaygin olarak bulunmaktadir. Bu bitkinin tiim kisimlar1 alkaloidler,
kumarinler, klorofil pigmentleri, flavonoidler, iniilin, saponinler, seskiterpen laktonlar,
doymamus steroller, vitaminler ve tanenler gibi ¢esitli bilesiklerin varlig1 nedeniyle
onemli tibbi degere sahiptir (137). Taze hindiba %69 iniilin, %14 siikroz, %5 seliiloz,
%06 protein, %4 kiil ve %3 diger bilesikleri igerirken, kurutulmus hindiba %98 iniilin
ve %2 diger bilesikleri igermektedir. Ayrica fenolik bilesikler, vitaminler (A ve C
vitamini), mineraller (potasyum, kalsiyum, fosfor, magnezyum, demir, ¢inko) hindiba
koklerinin 6nemli bilesenlerindendir (138). Bununla birlikte yer elmasindan elde
edilen iniilin de ticari olarak kullanilmaktadir. Yer elmasi1 ve hindiba kdklerinden farkli
zincir uzunluklarinda ticari iniilin elde etmek icin fiziksel ayirma teknikleri
kullanilmaktadir. Bu islem sirasinda iniilin, sicak su difiizyonu kullanilarak kokten
ekstrakte edilir ve daha sonra saflastirilip kurutulur. Bu islem, 2-60 arasinda degisen

zincir uzunluguna sahip dogal iniilinin elde edilmesine olanak tanimaktadir (139).

Polimerizasyon derecesi 3-10 arasinda degisen iniilin molekiillerine
oligofruktoz veya frukto-oligosakkaritler adi verilmektedir. Oligofruktoz, iniilinin,
iniilinaz enzimi ile kismi hidrolizasyonu sonucunda elde edilmektedir. Iniilin oda
sicakliginda orta diizeyde c¢oOziiniirken (%10), oligofruktoz yiiksek ¢oziiniirliige
sahiptir (%80). Iniilin ve oligofruktoz pH 5’in iizerinde 1s1tya dayaniklidir. Asidik
pH’da (<4) 1sitma siiresi ve sicakliga bagli olarak hidroliz meydana gelmektedir.

Besinlerin iniilin ve oligofruktoz igerikleri Tablo 2.1’de verilmistir (20).
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Tablo 2.1. Besinlerin iniilin ve oligofruktoz igerikleri (g/100g) (20).

Besinler Iniilin Oligofruktoz
Muz (taze) 0,5 0,5
Kuskonmaz (taze) 2,5 2,5
Hindiba kokii (taze) 17,5 9,6
Sarimsak (taze) 12,5 5,0
Yer elmasi (taze) 18,0 13,5
Pirasa (taze) 6,5 5,2
Sogan (taze) 4,3 4.3
Bugday kepegi (taze) 2,5 2,5
Bugday unu (pismis) 2,4 2,4
Arpa (taze) 0,8 0,8
Cavdar (pismis) 0,7 0,7

Iniilin tipi fruktanlar ¢oziiniir lifler oldugundan, ozellikle islenmis gida
iiriinlerinde cesitli uygulamalara sahiptirler. Iniilin tipi fruktanlar, prebiyotik aktivite
icin diyet lifi icerigini arttirmak amaciyla gida triinlerine eklenebilmektedir. Gida
sanayinde iniilin ayrica yag ikamesi, seker ikamesi, kivam artirici, jellestirici, hacim
verici, tekstlir diizenleyici olarak i¢ecekler, yogurtlar, biskiiviler ve stirtilebilir tiriinler
gibi gida triinlerinde gerekli tat ve kivami elde etmek i¢in bir gida katki maddesi

olarak da kullanilabilmektedir (136,140).

Gida tirtinlerine eklenen oligosakkaritler ve iniilin, dogal gidalarda bulunan
miktardan ¢ok daha yiiksek diizeydedir. Gidalarda bulunan oligosakkarit ve iniilin
almi ile bu bilesenlerin prebiyotik etkilerini saglayacaklar1  miktara
ulagilamamaktadir. Gidalara eklenen miktarlar normal diyetle alima gore en az 20 g
ekstra alim saglayabilmektedir (141). Amerika’da giinliik diyetle iniilin (ortalama 2,6
g/giin) ve oligofruktoz (ortalama 2,54 g/giin) alimimin 1-4 g/giin arasinda degistigi,
Avrupa’da ise ortalama 3-11 g/giin oldugu bildirilmistir (142). Tahran’da yapilan
giincel bir ¢alismada yetigkin bireylerin giinlilk ortalama iniilin alimlarinin 6,46 g
oldugu ve bunun ¢ogunun bugdaydan (%73,5) ve sogandan (%21,2) geldigi
belirtilmistir (143). EFSA, iniilinin bagirsak fonksiyonlari lizerine faydali etkilerinden
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yararlanabilmek i¢in giinliik en az 12 g hindiba iniilini (iniilin ve iniilin tip fruktan)

tiiketilmesi gerektigini bildirmistir (144).

Genel populasyonda giinliik 20 g'a kadar iniilin ve FOS'un iyi tolere edildigi
gosterilmistir. Bunlarin gida iiriinlerinde ne kadar tiiketilebilecegine iliskin herhangi
bir uyar1 bulunmamaktadir. Genel olarak, sindirilmeyen oligosakkaritlerin alimiyla
ilgili herhangi bir giivenlik endisesi bulunmamaktadir. Ancak asir1 alim gaz olusumu
ve bazi fermantasyon iriinlerinin ozmotik etkilerinden kaynaklanan siskinlik,

kramplar ve siv1 diskilama gibi yan etkilere neden olabilmektedir (20,145).

Iniilin tipi fruktanlar, prebiyotik &zelligi ile bagirsak mikrobiyotasinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica lipid profilinin iyilestirilmesi,
kan glikozunun diizenlenmesi, tokluk hormonlarinin salgilanmasi, mineral emilimini
artirmasti, kolon kanserine kars1 korumasi ve konstipasyonun iizerinde olumlu etkisinin
olmas1 prebiyotik 6zelligiyle iliskilidir (146). Iniilinin fermentasyonu sonucu olusan
KZYA total kolesterol ve diisikk yogunluklu lipoprotein (LDL) seviyesini diistirerek
ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) seviyesini artirarak lipid metabolizmasini
diizenleyebilmektedir. KZYA insiilin duyarliligini1 artirabilmekte ve peptid Y,
glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) seviyesini artirarak istah1 azaltabilmektedir.
Ayrica tiretilen KZY A bagirsak pH’sin1 diisiirerek minerallerin ve 6zellikle kalsiyum
ve magnezyumun kolonik emilimini artirarak, kemik mineral yogunlugunun

korunmasinda fayda saglayabilmektedir (147).

Iniilin, konagm patojen translokasyonuna karsi savunmasima yardimei olan
prebiyotik etkisiyle mikrobiyal popiilasyonu korumakta, epitel bariyer islevini
desteklemekte ve inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin semptomlarinin 6nlenmesinde
ve immiin modiilasyonda olumlu etkiler gostermektedir (5). Iniilin, T hiicreleri ve
dogal lenfoid hiicreler tarafindan interlokin-22 (IL-22) sekresyonunu desteklemekte
ve bdylece bagirsak bariyerinin iyilestirilmesine katkida bulunmaktadir. iniilinin kolon
bakterileri tarafindan fermentasyonu sonucu olusan KZYA (asetat, propiyonat ve
ozellikle biitirat) intestinal epitel hiicreler i¢in enerji saglamakta, bariyer fonksiyonunu
desteklemekte ve immiin hiicre farklilasmasinin diizenlenmesine katilarak mukozal
immiinitenin stirdiiriilmesini desteklemektedir (148). KZY A ayrica hepatik portal ven

araciligiyla dolagima katilarak sinyal molekiilii olarak gorev yapmakta ve sistemik
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immiin fonksiyonu regiile etmektedir. KZYA, spesifik serbest yag asidi reseptorlerini
(FFAR'lar) aktive etmektedir. FFAR'lar kolonik Treg’lerde diger hiicrelerden daha fazla
eksprese edilmektedir. Bu durum KZYA’nin intestinal immiin homeostazin

stirdiiriilmesindeki potansiyel roliinii gostermektedir (149).

Iniilinin, siki baglanma proteinlerini diizenleyerek intestinal bariyer
fonksiyonunu destekledigi, villus yiiksekligini, asetat ve biitirat seviyesini artirdigi,
IL-6, TNF-a seviyesini ve intestinal epitel hiicre apoptozunu azalttig1 bildirilmistir
(150,151). Mukusun temel bileseni olan musin-2, spesifik olmayan bir fiziksel bariyer
gorevi gormekte ve bagirsak homeostazini diizenlemektedir. Musin-2’nin dentritik
hiicreler tarafindan alinabildigi ve NF-kB gen transkripsiyonunu inhibe ederek
inflamatuvar dentritik hiicrelerin sayisin1 azaltabilecegi bildirilmistir (152). Iniilinin
goblet hiicreleri tarafindan musin-2 sekresyonunu ve sekretuvar immiinoglobiilin-A

aktivitesini artirabilecegi belirtilmistir (153).

Iniilin ayrica yararli bakterilerin proliferasyonunu destekleyerek ve intestinal
pH’y1 diistirerek patojen bakterilerin kolonizasyonunu inhibe etmekte ve KZY A iireten
bir probiyotik olan Bifidobacteria’nin varligim1  artirarak bifidojenik etki
gostermektedir (148). Bifidobacterium’dan baska F. prausnitzii de iniilini biitirata
fermente edebilen bagirsak bakterilerinden biridir. Antiinflamatuvar metabolitlerin
tiretilmesinde gorev alan F. Prausnitzii inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 gelisimi ile
ters iligkilidir (154). Yapilan bir caligmada 2,5 g/kg ve 5 g/kg inillin veya
fruktooligosakkarit verilen farelerde bakteriyel ¢esitliligin, A. muciniphila diizeyinin
ve ¢ekal musin seviyesinin arttigi bildirilmistir. Ayrica biitirat {ireten bakteri
populasyonunun arttigi, boylece biitirat iiretiminin artmasiyla bagirsak sagliginin
korundugu bildirilmistir (155). Yapilan bir meta analizde 5-20 g/giin iniilin veya
oligofruktoz verilen bireylerde mikrobiyota kompozisyonun degistigi, Ozellikle
oligofruktozu degrade edebilen Bifidobacterium, Faecalibacterium ve Lactobacillus
varhgmin arttigi ve Bacteroides varliginin azaldigi bildirilmistir. Bacteroides
varliginin azalmasinin KZY A tiretimi ile diisen pH ile iligkili olabilecegi belirtilmistir.
Sonugta bireylerin iniiline verdikleri yanitin bireysel farkliliklar gosterdigi, diyetin,

hastalik durumunun ve ila¢ kullanimmin bu durumu etkiledigi vurgulanmistir (156).
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Iniilinin mukozal immiin sistem ve intestinal saglik iizerine etkileri Sekil 2.3’de

Ozetlenmistir (148).
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Sekil 2.3. Iniilinin mukozal immiin sistem iizerine etkisi (148). KZYA: Kisa zincirli
yag asitleri, SIgA: Sekretuvar immunoglobulin-A, FFARS: Serbest yag asiti
reseptorleri, GLP-1: Glukagon-benzeri peptit-1, PYY: peptit YY, HDAC:

histon deasetilaz.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada segilen gida emiilgatorlerinin (karboksi metil seliiloz ve lesitin)
intestinal mikrobiyota ve inflamasyon iizerine etkilerini belirlemek ve prebiyotik olan
iniilinin bu etkilere kars1 koruyucu 6zelligini incelemek amacglanmistir. Bu amagla 12
hafta boyunca CMC ve lesitin verilen fare gruplarinin bir kismina ayrica iniilin
uygulamasi yapilmistir. Calisma sonunda farelerden mikrobiyota analizlerinin
yapilabilmesi ve fekal lipokalin-2 (Lcn-2) seviyesinin belirlenebilmesi igin gaita
ornekleri, serum inflamatuvar parametrelerin belirlenebilmesi i¢in kan 6rnekleri ve

patolojik incelemeler i¢in ince bagirsak ve kolon 6rnekleri alinmistir.

Bu ¢aligma, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel
Etik Kurulu tarafindan 17.03.2021 tarih ve 735 sayili karar ile onaylanmis (EK-1) ve
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan “Hizh
Destek Programi (1002)” kapsaminda 221S218 proje numarasi ile desteklenmistir
(EK-2). Ayrica, Hacettepe Universitesi Ogretim Uyesi Yetistirme Programi (OYP)

doktora tezi proje biitgesi malzeme destegi i¢in kullanilmistir.
3.1. Arastirmanin Yeri, Zamam ve Orneklem Sayis

Bu arastirmanin deneysel asamasi 28.10.2021-26.06.2022 tarihleri arasinda
yuriitilmistir. Gruplardaki deney hayvani sayilari, tez konusu ile ilgili benzer
caligmalardaki etki biiylikligii goéz oniinde bulundurularak GPower programi ile
(0=0,05 ve %80 gii¢c orani i¢in) her grupta 6 hayvan olacak sekilde belirlenmistir
(n=6/grup) (12,15). Mikrobiyota analizi i¢in biit¢e yetersizligi nedeniyle her gruptan

rastgele 5 hayvan segilerek analizler yapilmustir.

Calismada kullanilan deney hayvanlarinin beslenme ve viicut agirlig: takipleri
ile 6tenazi islemi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim
ve Deneysel Arastirma Merkezi’'nde gergeklestirilmistir. Otenazi sonras1 rneklerin
saklanmasi, dokularda patoloji analizleri Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi, Patoloji Anabilimdalinda yapilmistir. Kan ve diski 6rneklerindeki

analizler Diagen Biyoteknolojik Sistemleri A.S$ laboratuvarinda tamamlanmistir.
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Deney hayvanlarinin digki 6rneklerinden DNA analizi ve biyoinformatik okumalar
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde yapilmis ve mikrobiyota sekans analizi

icin Diagen Biyoteknolojik Sistemleri A.S.’den hizmet alimi1 yapilmistir.
3.2. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakim

Calismada kullanilan deney hayvanlari, 4 haftalik erkek C57BI/6 fareler
(n=30), Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Deney Hayvanlar1 ayn1 merkezde
oda sicakliginda (22+2°C), ortam neminin %355-60 oldugu, havalandirma sartlari
saglanmis, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan odalarda

barindirilmstir.

Her bir hayvan, deney ortamina alisabilmesi i¢in, ¢aligma oncesi 1 hafta
stiresince ad libitum olarak standart yem ve suyla beslenmistir. Temin edilen fareler
teslim alinirken viicut agirligr olctimii yapilmis ve gruplardaki farelerin baslangi¢
agirlhik ortalamalari benzer olacak sekilde gruplara randomize edilmistir. Calisma
siiresince tiim gruplardaki farelerin standart yeme (VRF-1 diet, Witham, Ingiltere-
SDS) ve suya ad libitum ulagsmalar1 saglanmigtir. Yemin igerigini bugday, bugday
yemi, ekstriide soya fasulyesi, arpa, soya yagi, vitamin ve minerallerin karigimi
olusturmaktadir. Nitrojensiz ekstrakti nisasta, seker, organik asitler ve ligninden
olugsmaktadir. Kullanilan standart yemin enerji ve makro besin dgesi igerigi Tablo

3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. Deney hayvanlarinin diyetinin enerji ve makro besin dgesi igerikleri (%)
(157).

Enerji ve Besin Ogeleri %
Nitrojensiz ekstrakt 55,32
Nisasta 35,41
Siikroz 4,64
Ham protein 19,11
Ham yag 4,75
Ham posa 3,85
Enerji (kkal/g yem) 3,40

Nitrojensiz ekstrakt: tiim bilesimden (%100); nem (%), ham protein (%), ham yag (%), ham posa (%),
ve ham kiil miktar1 ¢ikarilarak bulunmakta ve diyetin ¢oziiniir karbonhidrat i¢erigini olusturmaktadir.
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Her bir grupta 6’sar fare bulunan 5 grup iizerinde, toplam 30 adet, erkek
C57BI/6 fare ile 12 haftalik calisma yapilmistir. Caligma siirecinin tiim agamalar1 Sekil
3.1°de gosterilmistir. Calisma gruplar1 agsagida belirtildigi gibidir:

i. Kontrol Grubu: Calisma siiresince normal su verilen grup (n=6)

ii. CMC Grubu: igme suyuna %1w/v oraninda sodyum karboksi metil seliiloz
(CMC) eklenen grup (n=6)

iii. Lesitin Grubu: Igme suyuna %1w/v oraninda lesitin eklenen grup (n=6)
iv. CMC+lIniilin Grubu: i¢gme suyuna %Ilw/v oraninda sodyum karboksi
metil seliilloz ve 5 g/kg viicut agirligi basina iniilin eklenen grup (n=6)

v. Lesitin+Iniilin Grubu: igme suyuna %1 w/v oraninda lesitin ve 5 g/kg

viicut agirligi basina iniilin eklenen grup (n=6)

Calisma baglangicr ‘ 4 haftalik CSTBU6 erkek fare (n=30) ‘
Adaptasyon ‘ | hafta normal yem ve suya ad libitum ulasim ‘
| I I . I ]

Konfrol | CMCgrubu | { Lesitin grubu | { CMC:+inillin grubu | { Lesitin-fnilin grubu

grubu Tome suyunda | | Iome suyunda Ieme suyunda %1 | | Ieme suyunda %1 wiv
Deney damasl (12 haﬂa) Nomalsu | | %lwivCMC || %lwhvlesitin wiv CMCHighke lesitint3g/kg inilin

filketen (1=6) (1=6) (1=6) iniilin (n=5) (1=6)

Digku Grmeklerinin toplanmast Fekal lipokalin-2 ve mikrobiyota analizinin yapilmast
Kan drneklermin toplanmast (Genel anestezi aliinda Kardiyak ponksiyon yoluyla kan alinmast, serum IL-6 ve IL-10 analizi
Otelnaﬂ Ve doku Omeklerioin— "Geryicl islokasyon e dtenaz sonrast ince bagirsak ve Kolon dokularnn el edimes
toplanmas ve histopatolojik incelenmesi

Sekil 3.1. Calisma siirecinin asamalari.

Deney hayvanlarinin yem tiiketimleri ile viicut agirliklart her hafta hassas
terazide tartilmistir. Yem tiiketimleri i¢in fareler temiz bir kafese alinmis, bilinen
miktarda yem koyulan kafeslerde 24 saat geg¢irdikten sonra kalan yemler tartilarak 24

saatlik yem tiiketimleri hesaplanmistir. Farelerin su tiiketimlerini belirlemek i¢in
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suluklarina bilenen miktarda su konulduktan sonra hafta sonunda kalan su miktar
olgiilerek haftalik su tiiketimleri ml cinsinden kayit altina alinmistir. Suluklardan su
kaybin1 6nlemek i¢in su dikkatli bir sekilde yerlestirilmis ve suluklardan spontan su
kayb1 olup olmadig1 her giin kontrol edilmistir. Deney hayvanlarinin viicut agirliklar
12 hafta boyunca her hafta basinda tartilmis, baslangiga gore viicut agirligr degisim

yiizdesi olarak ifade edilmistir.
3.2.1. Deney Hayvanlarina Emiilgator Uygulamasi

Emiilgator uygulamasi i¢in her kafese bilinen miktarda %1w/v derisimde CMC
veya lesitin iceren icme sulari veya kontrol grubu igin igme suyu haftalik olarak
hazirlanarak yerlestirilmistir. Haftanin sonunda kalan miktarlar dlgiilerek kafesteki
farelerin bir haftalik ortalama su tiiketimleri belirlenmistir. Uygulanan emiilgator dozu
literatiirdeki benzer ¢alismalar g6z 6niinde bulundurularak belirlenmistir (12,15,158).
%]1w/v derisimle hazirlanan emiilgatdr soliisyonlari i¢in, toplam tiiketilen giinliik su

miktari lizerinden, gilinliik ortalama emiilgator alimlart hesaplanmustir.
3.2.2. Deney Hayvanlarina Iniilin Uygulamasi

Bu ¢alismada prebiyotik kaynagi olarak oligofruktozla zenginlestirilmis iniilin
kullanilmistir (Orafti Synergyl; BENEO, Bel¢ika). Kullanilan prebiyotik, hindiba
kokiinden elde edilmis iniilin fraksiyonlarmin kombinasyonundan olusmaktadir.
Igeriginde uzun zincirli iniilin (polimerizasyon derecesi (PD)>10) ve daha kisa zincirli
olan oligofruktoz (PD<10) esit miktarda bulunmaktadir. Iniilinin intestinal
mikrobiyota ve inflamasyon lizerine etkilerini aragtiran ¢aligsmalar baz alinarak iniilin
dozu 5 g/kg viicut agirligi olarak belirlenmistir (155,159). Farelere iniilin her giin
sabah, her fareye benzer siirelerde verilmistir. Iniilin uygulamas1 yapilmadan dnce her
bir fare tek tek tartilarak viicut agirhigi basina almasi gereken iniilin dozu
hesaplanmistir.  Oligofruktozla  zenginlestirilmis  iniilin ~ suda  kolayca
¢oziinebilmektedir. Iniilin suda ¢odziiniir formda iken siviya kivam verdiginden
uygulanacak doz miimkiin olan en az miktarda igme suyunda ¢ozdiiriilerek oral gavajla
her fareye tek tek verilmistir. Iniilin uygulamasi ¢alismanin basindan sonuna kadar

devam etmistir.
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CMC+iniilin Grubu: Igme suyuna %Iw/v oraninda sodyum karboksi metil
seliiloz ve 5 g/kg viicut agirligi basina iniilin eklenen grup (n=6).
Lesitin+Iniilin Grubu: i¢gme suyuna %1 w/v oraninda lesitin ve 5 g/kg viicut

agirlig1 basina intilin eklenen grup (n=6).

3.3. Gaita ve Serum Orneklerinin Alnmasi, Otenazi Yontemi ve

inflamatuvar Belirteclerin Analizi
3.3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Otenazi

Calismanin sonunda (84. gilin) deney hayvanlar1 bos otoklavlanmis kafeslere
yerlestirildikten sonra normal diskilamasina izin verilmis ve hayvan bagina yaklasik
100 mg diski peleti steril bir kiirdan kullanilarak 1,5 ml’lik Eppendorf tiipiine
alinmistir. Alinan gaita 6rneklerinin iizerine 100 mg gaita i¢in 1 ml PBS soliisyonu
eklenerek vorteks cihazinda 20 dk homojenize edildikten sonra 3500 devirde 10 dk
santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant Eppendorf tiiplerine aktarilarak Lcn-2

analizinin yapilacagi giine kadar -80 °C’de saklanmustir.

On iki haftalik miidahale siiresini tamamlayan farelere, Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezi’nde
ketamin-ksilazin HCI kombinasyonun intraperitoneal yolla verilmesiyle genel anestezi
uygulanmistir. Farelerin derin anestezi altinda olduklarindan emin olunduktan sonra
islem yapilacak masaya yatirilmistir. Kalp atisinin en giiclii hissedildigi yer palpe
edilerek kardiyak punksiyon yontemi ile kalpten kan alinmis, daha sonra servikal
dislokasyon ile &tenazi gergeklestirilmistir. Otenazi sonrasi tiim farelerin

histopatolojik inceleme i¢in ince bagirsak ve kolonlar1 ¢ikarilmistir.

Alinan kanlar, sar1 kapakli, jelli plastik serum seperator tiiplerine konulmustur.
Kan ornekleri 3500 devirde 12 dakika santrifiij edilerek serum o6rnekleri ayrilmistir.
Elde edilen numuneler Eppendorf tiiplerine aktarilarak IL-6 ve IL-10 analizinin

yapilacagi giine kadar -80 °C’de saklanmuistir.
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3.3.2. Gaita ve Serum Orneklerinde inflamatuvar Belirteclerin Analizi

Alman kan orneklerinden serum IL-6 ve IL-10 seviyesi kantitatif sandvig
enzim immiinoassay yoOntemi ile fareye Ozgii ticari ELISA (Enzyme-Linked

Immunoabsorbent Assay) kiti kullanilarak analiz edilmistir.

Analiz giiniine kadar -80 °C’de saklanan gaitadan elde edilen siipernatantlardan
inflamasyonun hassas ve yaygin belirteci olan Lcn-2 seviyesi fareye 6zgii ticari ELISA
kiti kullanilarak analiz edilmistir. ELISA Kitleri kullanilarak yapilan tiim analizlerde

tiretici firmanin talimatlar1 takip edilmis ve tiim ornekler dublike ¢aligilmistir.

Genel olarak ELISA yonteminde; hazirlanan standart soliisyonu ve drnekler
IL-6, IL-10 ve Lcn-2’ye Ozgli antikorlarla kaplanmis mikroplaka kuyucuklarina
eklenerek mevcut IL-6, IL-10 ve Lcn-2’nin antikorlara baglanmasi igin inkiibe
edilmistir. Baglanmamis maddelerin uzaklastirilmasindan sonra IL-6, IL-10 ve Lcn-
2’ye Ozgii biyotin-bagli antikorlar kuyucuklara eklenerek inkiibe edilmistir.
Kuyucuklar yikanarak baglanmamis avidin-enzim reaktifleri uzaklastirilmistir.
Substrat soliisyonu eklendikten sonra ilk asamada baglanan IL-6, IL-10 ve Lcn-2
miktariyla orantili olarak renk degisimi gozlenmistir. Durdurma soliisyonu ile renk
degisimi durdurulmus ve renk yogunlugu ELISA okuyucusunda 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Standart kalibrasyon egrisi ¢izilerek
orneklerin IL-6, IL-10 ve Lcn-2 diizeyleri pg/ml cinsinden hesaplanmistir (160).

3.4. Histopatolojik Analizler
3.4.1. Dokularin hazirlanmasi ve Hematoksilen-Eozin (HE) boyama

Farelerin histopatolojik analizleri uzman patolog tarafindan yapilmistir.
Farelerden nekropsi sirasinda ince ve kalin bagirsak Ornekleri itina ile alinmis ve
%10’luk nétral formaldehit soliisyonu iginde tespit edilmistir. ince bagirsak érnekleri
icin ileum, kalin bagirsak oOrnekleri icin kolon kesitleri alinmistir. Ornekleme
yapilirken her fareden ayni bagirsak bolgelerinin alinmasina 6zellikle dikkat
edilmistir. Bagirsak florasin1 daha iyi gézlemek ve mukozaya zarar vermemek igin
bagirsak icerikleri alinmamistir. Ancak formaldehitin penetrasyonu i¢in bagirsaklara

kiigiik centikler atilmustir. Iki giin formaldehitte bekletilen bagirsak &rneklerinin bir
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kez soliisyonlar1 degistirilmis ve enine trimlemeler yapilmis ve daha sonra doku takip
kasetlerine yerlestirilmistir. Rutin doku takibi i¢in ertesi giin aksam tiim kasetler tam
otomatik ototeknikon cihazina (Leica ASP300S; Leica Microsystem, Nussloch,
Almanya) yerlestirilmistir. Giinliikk vakumlu doku takip programina ayarlanarak
soliisyonlarin doku ornekleri igcine daha iyi penetre olmasi saglanmistir. Bu amagla
kasetler gece boyunca diisiik alkollerden yiiksek alkollere (%70’den %100’¢e)
gecirilerek sularinin alinmasi, iki adet ksilolden gecirilerek organlardaki yagin
alinmas1 ve sicak parafine atilarak doku bosluklarina parafinin yerlesmesi
saglanmistir. Ertesi sabah takibi tamamlanan doku oOrnekleri parafine gomiilerek
blokajlar1 yapilmistir. Bu amacla 6rnekler ototeknikon cihazindan alinarak blokaj
islemi icin doku gdmme cihazina (Leica Histocore Arcadia H) yerlestirilmis ve
parafine blokajlar1 gergeklestirilmistir. Ardindan parafin bloklar doku gomme
tinitesinin soguk tabla boliimiine yerlestirilmis ve bu tabla lizerinde bir saat tutularak
parafinin donmasi saglanmistir. Bloklardan 4-5 saat sogutulmanin ardindan Leica
2155 rotary mikrotomda (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) 5 mikron

kalinliginda seri kesitler alinmis ve kurumalari i¢in bir gece oda 1sisinda bekletilmistir.

Bir sonraki giin kesitler kopriilere dizilerek hematoksilen-eozin boyama icin
boyama prosediiriine alinmistir. Oncelikle parafinin erimesi ve dokularin daha iyi
yapigmasi i¢in 2 saat, 60°C’de etiivde bekletilmistir. Kalan parafinin uzaklastirilmasi
icin 30’ar dakika ile 3 ayr1 ksilol serisinden gegirilmistir. Daha sonra sirasiyla %100,
%96, %90, %80 ve %70’lik alkollerden gegirilerek dokulara su verilmis, sonrasinda
Harris hematoksilenle 15 dakika ve ardindan eozinle 3 dakika boyanmistir. Son olarak
strastyla %70, %80, %90, %96 ve %100’lik alkollerden gegirilen dokularin suyu
alinmig, ksilolde parlatilan dokularin iizerine entellan damlatilarak lamel
yapistirilmistir. Boyadiktan sonra bir gilin kurutulan kesitler mikroskop altinda
incelenmeye hazir hale getirilmistir. Preparatlar Olympus CX21 model 151k
mikroskobunda incelenerek Olympus DP26 model kamera ile mikroskobik dijital

fotograflari ¢ekilmis ve bilgisayar ortamina kaydedilmistir.

Yangisal reaksiyonun siddet ve derecesi mikroskobik bulgulara gore
skorlanmigtir (Tablo 3.2). Her bir preparattan 5 ayri1 alan segilerek skorlanmalari

yapilmis ve her bir fare i¢in bunlarin ortalamalar1 alinmstir.
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Tablo 3.2. Histopatolojik bulgularin skorlamast.

0 1 2 3
Lezyon Bagirsak villuslarinda Propria mukozada Submukozaya kadar
yok kalinlasma ve hafif siddette yangisal ilerleyen yangisal
kiitlesme hiicre infiltrasyonlar1 ~ hiicre infiltrasyonlari

Ayrica her bir farenin ileum ve kolonlarindan ayr1 ayr1 10 adet rastgele villus
secilerek villus boyu ve kalinlig1 ve kript uzunlugu tek tek ol¢tilmistiir. Villus boyu
icin villusun en st noktasi ile epitel hiicrelerinin altindaki bag doku arasi, villus
kalinlig1 i¢in ise villusun orta kisimlarina yakin alanlardaki en kalin noktasi segilerek
dl¢iilmiistiir (Sekil 3.2). Olgiimler ve mikrofotografi i¢in Database Manual Cell Sens
Life Science Imaging Software System (Olympus Co., Tokyo, Japan) bilgisayar
programi kullanilmigtir. Bu program objektife gore otomatik olarak isaretli alani

sectigi icin, herhangi bir islem hatasi olmamasi i¢in biitiin isaretlemeler aym kisi

tarafindan ve 20X objektif altinda yapilmistir (161).

K o - 44 » - ". _—
. A e | 5 : T -, e e LT

Sekil 3.2. Tleum (A-B) ve kolonlarda (C) bilgisayar programi ile villus uzunluk ve
kalinliklarinin 6l¢timii, degerler kirmizi yazilar halinde gosterilmektedir.

3.4.2. Masson Trikrom Boyama Metodu

Bag doku ve kollajen miktarinin degerlendirildigi Masson Trikrome boyamasi
i¢in hazir boya kiti (Masson Trichrome with aniline Blue, Bio-Optica, Milano, Italya),

iretici firma protokoliine gore uygulanmistir. Sonuglarda, mavi boyali bag doku
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bolgeleri gruplar arasinda karsilastirilarak degerlendirilmistir. Degerlendirmede

bagirsak kesitlerinin ayni bolgeleri kendi aralarinda degerlendirilmistir.
3.4.3. Periodik Asit Shiff (PAS) Metodu

Goblet hiicrelerinin sayimi i¢in yapilan PAS boyamasinda hazir boya kiti
(PAS-Periodic acid Schiff, Hotchkiss-Mc Manus, kit for AUS240, Bio-Optica,
Milano, italya), iiretici firma protokoliine gére uygulanmustir. lleum ve kolonlardaki
pozitif hiicrelerin sayiminda Image J 1.46r (National Institutes of Health, Bethesda
MD) programi kullanilmistir. Sayim i¢in 20X objektif alanindaki tiim pozitif hiicreler
tek tek isaretlenerek programin bu hiicreleri saymasi saglanmistir. Bu islem hem ileum
hem de kolonlarda her grup i¢in 10 kesite uygulanmistir (Sekil 3.3). Boylece elde

edilen sayilarin istatistik analizi yapilarak gruplar arasindaki farklilik belirlenmistir.

1375x1152 pirels, RGB; 15MB
O J

V ~

Sekil 3.3. PAS pozitif goblet hiicrelerinin Image J programi ile isaretlenmesi ve
sayimi, sar1 noktalarin her biri bir hiicreyi ve yanlarindaki say1 da hiicre
sayisin1 gostermektedir. PAS: Periodik Asit Shiff.

3.5. Gaita Orneklerinin Toplanmasi ve Mikrobiyota Analizi
3.5.1. Gaita Orneklerinin Toplanmasi

Deney hayvanlar1 bos otoklavlanmis kafeslere yerlestirildikten sonra normal

diskilamasina izin verilmis ve hayvan basina ilk iki digki peleti steril bir kiirdan
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kullanilarak 1,5 ml’lik steril Eppendorf tiipiine alinmistir. Tiip kapagi siki bir sekilde
kapatilarak saklanmis ve her bir fare i¢in kiirdan degistirilmistir. Toplam 25 diski
ornegi 1,5 mL mikrosantrifiij tiiplerine tartilarak alikotlanmis, hemen -80°C

dondurucuya yerlestirilmistir.
3.5.2. DNA izolasyonu

Saklanan digki orneklerinden DNA izolasyonu, DNeasy PowerSoil Pro Kit
(Qiagen) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kitin protokolii 6zetle su sekildedir: 25 mg
gaita 6rnegi cam boncuklu PowerBead tiiplere alinarak tizerine doku lizis soliisyonu
eklenmis ve ¢ok kisa siire vorteks cihazinda karistirllmigtir. Daha sonra 24°1ii vorteks
adaptoriine yerlestirilerek (Vortex-Genie 2) maksimum hizda 10 dk vortekslenmistir.
Temiz siipernatant 2ml’lik mikrosantrifiij tiibline transfer edilmistir. Oda sicakliginda
1 dakika boyunca 15.000 gravite (g)’de santrifiijlendikten sonra siipernatant kati pelete
dokunmadan temiz olarak pipetor ile ¢ekilmis, ardindan temiz mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilmustir (yaklasik 500-600 pL). Inhibitdrlerin elimine edilmesi sonras1 drnekler
spin filtreli tiiplere alinmis ve 15000 g X 1 dk santrifiij edilmistir. Yikama basamaklari
sonrast membrana baglanan DNA 50 pL eliisyon tamponu ile eliie edilmis, spin tiipten
cikarilan DNA ileri asamalara hazir hale getirilmistir. DNA miktar1 ve safligi
Nanodrop spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir. DNA 6rnekleri ¢aligma giiniine kadar -
20°C’de saklanmistir. DNA izolasyonu uzman mikrobiyolog ile aragtirmaci tarafindan

birlikte yapilmistir.
3.5.3. Kiitiiphane Olusturma ve Gen Dizileme

Giliniimiizde mikrobiyal ekosistemlerin bilesimini ve igleyisini ortaya koymak
i¢cin en 6nemli arag, 16S ribozomal RNA geninin yeni nesil dizileme yontemiyle analiz
edilmesidir. Yeni nesil dizileme, taksonomik iligkileri degerlendirmek igin 16S rRNA
geninin yalnizca kiigiik ama oldukca degisken bolgelerine bakmaktadir. Bunlar

arasinda V3—V4 bolgesi muhtemelen en sik kullanilanidir (162).

Deney hayvanlarinin digki 6rneklerinden izole edilen genomik DNA’nin 16S
rRNA gen profili, 16S rRNA geninin V3-V4 bolgelerini hedef alan yeni nesil dizileme
yontemiyle analiz edilmistir. 16S rRNA V3-V4 bolgesi (466 bp) 341F (5°-
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CCTAYGGGRBGCASCAG-3’) ve 806R (5’-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3’)
primerleri ve her Ornek icin farkli barkod diziler kullanilarak PCR ile amplifiye
edilmistir. Ozgiin amplikonlarin varlig1 %2 agaroz jel elektroforezinde 466 bp bant

varligi tespit edilerek konfirme edilmistir.

[Nlumina adaptér ligasyonu ve piirifikasyon sonrasi amplikon kiitiiphanesi
olusturulmustur (Nextera XT Index Primers, Illumina). Amplikon kiitiiphanesi kalite
kontrol basamaklari ve kantitasyonu sonrast V3-V4 bdlgesinin sekansi Illumina
NovaSeq 6000 platformunda 250 bp ¢ift yonli okuma hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Sekans sonrasi ham sekans verileri (her O6rnek i¢in ¢ift yonli

okumalar) kaydedilmistir.
3.5.4. Biyoinformatik Analizler

Ham verilerin islenmesi ve biyoinformatik analizler QIIME 2 (versiyon
2022.11) kullanilarak gergeklestirilmistir (163). Sekans okumalarindan primer ve
barkod dizileri g2-cutadapt kullanilarak silinmistir. Sekans okumalarinda kalite
kontrol basamaklar1 ve kimerik okumalarin elenmesi QIIME 2 tizerinde Boliicii
Amplikon Diizeltme Algoritmasi-2 (DADA-2: Divisive Amplicon Denoising
Algorithm 2) kullanilarak gergeklestirilmis ve Amplikon Dizi Varyantlarina (ASV:
Amplicon Sequence Variants) ait Ozellik tablolar1 elde edilmistir. DADAZ2,
sekanslama hatas1 diizeltme algoritmasina dayanmaktadir (164). Sekans okumalarin
hizalanmasi ve filogenetik aga¢ MAFFT algoritmast ile elde edilmistir. Elde edilen
ASV’ler SILVA veritabani (Versiyon 138, December 2019) kullanilarak haritalanmig
ve taksonomik tablolar olusturulmustur. ASV tablolarinda diisiik ASV’ler filtrelenerek
daha sonraki analizlere sadece >10 6rnekte bulunan ve tiim orneklerde >15 bulunan
ASV’ler dahil edilmistir. Ayrica tablolar ve sekanslardan mitokondriyal ve kloroplast
okumalart filtrelenmistir (165). Ham veriler elde edildikten sonra biyoinformatik

okumalar uzman mikrobiyolog tarafindan yapilmistir.

Deney hayvanlarinda grup igerisindeki mikrobiyal populasyon farkliliklarinin
incelenmesi i¢in alfa ¢esitlilik analizi gozlenen ASV, Shannon indeksi ve faith pd
indeksi ile belirlenmistir. Shannon indeksi yogunluk ve g¢esitliligi bir arada

icermektedir. Gruplar arasindaki kompozisyon farkliliklarini incelemek igin beta
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cesitlilik analizi yapilmis, Bray-Curtis, agirlikli ve agirliksiz UniFrac uzaklik
Olgtimleri ve temel koordinat analizi (PCoA: Principal Coordinate Analysis) ile

gorilintiilenmistir.
3.6. istatistiksel Analiz

Farelerin ileum ve kolonlarinda histopatolojik skorlar, villus boyu, villus
kalinligi, kript uzunlugu, PAS pozitif hiicre sayisi, serum IL-6, IL-10 ve fekal Lcn-2
seviyesi, viicut agirhigi, yem ve su tiikketimi gibi degiskenlerin istatistiksel analizi i¢in
SPSS 23.0 programi (Statistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago, IL, ABD)

kullanilmustir. Sonuglar, ortalama (X)+standart sapma (SS) olarak gosterilmistir.

Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk
testleri ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gdsteren parametrelerin gruplar arasi
ortalamalarinin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi ve tekrarli 6l¢timler
varyans analizi (ANOVA), normal dagilim gostermeyen durumlarda Kruskal-Wallis
testleri kullanilmigtir. Gruplar aras1 farklarin karsilastirilmasinda Tukey testi
kullamilmistir. Sonuglar %95°lik giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde

degerlendirilmistir.

Mikrobiyota kompozisyon analizinde grup i¢i ve gruplar arasi uzakliklar i¢in
karsilagtirmalar permiitasyonel ¢ok degiskenli varyans analizi (PERMANOVA) ile
yapilmistir. Gruplar arasi relatif taksonomik dagilimlar belirlenmis ve gruplar arasinda
anlamli baskin taksonomik gruplar Dogrusal Diskriminant Analizi Etki Biiyikligii
(LEfSe: Linear discriminant analysis effect size) ile p<0,05 ve Dogrusal Diskriminant
Skoru (LDA: Linear discriminant analysis) skor >2 baz alinarak belirlenmis,

Kladogram ve LDA skorlari ile sunulmustur (166).
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4. BULGULAR

Arastirma kapsamina grup basina 6 adet olmak iizere toplam 30 adet C57Bl/6
erkek fare dahil edilmistir. Arastirma kontrol, CMC, lesitin, CMC+iniilin ve
lesitin+iniilin olmak tizere 5 gruptan olugsmaktadir. Kontrol grubu: kontrol diyeti (igme
suyu), CMC grubu: igme suyuna %1w/v oraninda sodyum karboksi metil seliiloz
(CMC) eklenen, lesitin gubu: i¢gme suyuna %Ilw/v oraninda lesitin eklenen,
CMC+iniilin grubu: igme suyuna %1w/v oraninda CMC ve 5 g/kg viicut agirligi bagina
iniilin eklenen, lesitin+iniilin grubu: igme suyuna %]I1w/v oraninda lesitin ve 5 g/kg

viicut agirligi basina iniilin eklenen diyeti tiiketmistir.
4.1. Viicut Agirhg Olgiimii, Yem ve Su Tiiketimi

Farelerin 12 hafta boyunca viicut agirlig1 degisimleri, giinliik ortalama yem ve
su tikketimleri Tablo 4.1°de gosterilmistir. Calismadaki farelerin baslangi¢ agirliklar
ortalama 16,7+2,27g’dir. Gruplar arasinda farelerin baslangic viicut agirliklar
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Farelerin
baslangica gore agirhik degisimleri acisindan gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamustir (p>0,05). Farelerin 12 hafta boyunca viicut agirligi degisimleri Sekil
4.1°de gosterilmistir.

Farelerin ortalama su tiiketimleri 7,3+1,15 ml (6,7-7,8 ml/giin) ve emiilgator
alimlar1 72,7+11,04 mg (67,3-77,6 mg)’dir. Su tiiketimleri ve su tiikketimleri tizerinden
hesaplanan emiilgatér alimlar1 acisindan ise gruplar arasinda anlamli fark

bulunmamuistir (p>0,05) (Tablo 4.1).

Farelerin 12 hafta siiresince ortalama yem tiiketimleri degerlendirildiginde,
giinliik ortalama yem tiiketimlerinin iniilin eklenen gruplarda (CMC+iniilin ve
lesitin+iniilin gruplart i¢in sirasiyla; 2,9+0,66 g ve 3,1+0,63 g) iniilin eklenmeyen
gruplardan (CMC ve lesitin gruplari i¢in sirasiyla; 3,5+0,59 g ve 3,4+0,45 g) daha
disiik oldugu (p=0,001); diger gruplarin (kontrol, CMC ve lesitin) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigr belirlenmistir (p>0,05). Yem tiiketim

miktarlartyla orantili olarak enerji ve makro besin 6gesi alimlar1 da iniilin eklenen
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gruplarda diger gruplardan daha diisiik bulunmustur (p=0,001). Ayrica iniilin
eklenmesi gruplarin posa alimlarini arttirmigtir (p<0,001) (Tablo 4.1, Sekil 4.2).

Tablo 4.1. Gruplardaki deney hayvanlarmin viicut agirliklari, giinliik yem, su
tiiketimleri, besin 6geleri ve emiilgator alimlari.

- PR ; .
;;unc]u\:easgljrhgl, Kontrol CMC Lesitin En Tlf; I{fﬁ::ln o
tiiketimi (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Viicut Agirhigs 16,842,16 16,1+2,01  17,242,88  17,3+2,12  16,8+1,03 0,886
(Baslangig) (9)

Viicut Agirhign  28,2+1,29 26,5+1,95 26294227 26,542,14  25,5+0,17 0,137
(Son) (9)

Viicut agirligi 11,442.92 10,442,13 9,0£1,14 9,3+£2,62 8,7+0,98 0,051
degisimi (g)

Yem (g/giin) 4,0+0,59? 3,6+0,59? 3,5+0,30? 2,940,66° 3,140,64° 0,001
Enerji (kkal/giin)  13,7+2,172 12,1£2,012  11,6+1,54* 10,0+2,24°>  10,2+2,19° 0,001
Karbonhidrat 2,240,35 2,0+0,33 1,94+0,25 1,6+0,36 1,7+0,36 0,001
(g/giin)

Protein (g/giin) 0,8+0,12 0,7+0,11 0,7+0,09 0,56+0,13 0,57+0,12 0,001
Yag (g/giin) 0,2+0,03 0,2+0,03 0,240,02 0,1+0,03 0,1+0,03 0,001
Posa (g/giin) 0,2+0,02 0,1+0,02 0,1+0,02 0,2+0,03 0,2+0,04 <0,001
Su (ml/giin) 7,3+1,39 6,7+0,84 7,6£1,08 7,0+1,17 7,8+1,11 0,199
Emiilgator - 67,3+£8,43 75,6+10,81 70,3+11,68 77,6+11,12 0,083
(mg/giin)

Viicut agirhig1 degisimi, Tekrarli Olgiimler Varyans Analizi ile diger degerler tek yonlii varyans analizi
ile belirlenmis, ikili karsilagtirmalar i¢in Bonferroni post-hoc testi kullanilmistir. Farkli harfler
istatistiksel olarak anlamlilig1 belirtmektedir. CMC: Karboksimetil seliiloz.

32
30
28
26
24
22
20
18

=—¢— Kontrol

Viicut Agirhigi (g)

16 CMC

Lesitin
14 CMC-iniilin
12 == Lesitin-Iniilin

10
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.1. Farelerin haftalara gore viicut agirligi degisimleri (g).
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Sekil 4.2. Farelerin gruplara gore ortalama yem tiiketimleri (g). “Diger gruplardan
istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir (p<0,05).

4.2. Histopatolojik Bulgular ve inflamatuvar Parametreler

Ince bagirsaklarin histopatolojik incelemesinde kontrol grubunda normal
mikroskobik gériiniim belirlenmistir. CMC ve lesitin tiiketen gruplarin ince bagirsak
histopatolojik skorlar1 kontole gore daha yiiksektir (p<0,01). Gruplarin 6zellikle kolon
histolojik skorlar1 CMC (1,3+0,21) ve lesitin (1,7+0,21) gruplarinda kontrol,
CMCHiniilin ve lesitin+iniilin gruplarina gore (sirastyla 0,2+0,16; 0,5+0,22; 0,8+0,16)
daha yiiksek bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.2).

[leumlarin villus uzunluklar1 CMC (265,7+10,36 um) ve lesitin (250,3+7,64
um) gruplarinda kontrol (399,8+9,58 pm), CMC+iniilin (291,046,25 um) ve
lesitin+iniilin (298,84+4,79 um) gruplarindan daha kisa bulunmustur (p<0,001). Kolon
villus uzunluklar1 da benzer sekilde CMC ve lesitin gruplarinda diger gruplardan
diisiik bulunmustur (p<0,001). Kript uzunluklariin hem ileum hem de kolonda
kontrol grubuna gére CMC ve lesitin gruplarinda azaldigi, iniilin eklenen gruplarda ise
kript uzunluklarinin arttig1 belirlenmistir (p<0,001) (Tablo 4.2).

Histolojik bulgularin patolojik goriintiilerinde de CMC ve lesitin grubundaki
farelerin ileum villuslarinda kisalma ve kiitlesmeler gosterilmistir. CMC ve lesitin
verilen farelere iniilin miidahalesi yapildiginda villuslarda uzama gozlenmistir (Sekil

4.3-4.5).



Tablo 4.2. Incelenen histopatolojik ve inflamatuvar parametrelerin sonuclari.
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Histopatolojik ve

- flamatuvar Kontrol CMC Lesitin CMC-+iniilin Lesitin+iniilin )
Paremetreler (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Histopatoloji fleum 0,0:£0,0? 1,040,25° 1,040,25P 0,540,222 0,7+0,21" <0,01
skorlari Kolon 0,240,162 1,3+0,21° 1,7+0,21° 0,5+0,22% 0,8+0,16° <0,001
Villus uzunlugu  ileum 399,8+9,58? 265,7+10,36°  250,3+7,64 291,0+6,25° 298,8+4,79° <0,001
(um) Kolon 103,04,65° 83,3+1,11° 77,843,12P 90,3+0,91¢ 87,0+6,16° <0,001
Villus kalinlig1 fleum 43,5+2,20° 56,2+1,07° 57,5<1,17° 43,3+0,66% 41,7+1,252 <0,001
(um) Kolon 48,7+1,722 54,34+0,55¢ 53,3+1,74 49,2+0),702 50,0+0,70% <0,001
Kript uzunlugu  Ileum 67,342,942 42,8+3,06 30,7+2,58°¢ 52,7+2,80¢ 57,8+1,47¢ <0,001
(nm) Kolon 27,8+5,49? 15,342,50° 11,741,86" 17,0+2,09¢ 16,8+1,94¢ <0,001
Goblet hiicre fleum 55,842,242 40,5+0,88° 42,3+1,14° 54,5+0,56° 51,0+2,382 <0,001
say1st Kolon 108,8+2,352 89,0+£0,63° 92,5+1,47° 102,5+1,23¢ 103,5+1,66° <0,001
Lcn-2 (ng) Gaita 4,7+3,49 9,743,29 5,7+3,77 4,142.98 6,2+3,54 0,077
IL-6 (pg/ml) Serum 105,8+8,41 96,3+11,73 101,5+10,10  111,6+2,98 102,3+7,42 0,063
IL-10 (pg/ml) Serum 261,240,522  179,5429.47°  186,1+25,1° 238,6+40,522 220,8+32,58% 0,001

Tek yonlii varyans analizi kullanilmistir. Ayni satirda iist simgeleri farkli olan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05). CMC: Karboksimetil
seliiloz, Lcn-2: Lipokalin-2, IL-6: Interlokin-6, 1L-10: interlokin-10.
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Sekil 4.3. Gruplara gore ileumlarin histopatolojik goriiniimleri. (A) Kontrol grubunda
normal bagirsak histolojisi, (B) CMC grubunda bir farede liimeni genislemis
villuslart kisalmis ileumun goriiniimii, (C) Lesitin grubunda bir farede
ileumda kisalmis ve kiitlesmis villuslarin goriiniimii, (D) CMC+inilin
grubunda bir farenin villuslarin uzamis goriinmii, (E) Lesitin+iniilin
grubunda bir farede villuslarin uzamis goriintiisii, HE, Barlar=200um.
CMC: Karboksi metil seliiloz.

Sekil 4.4. Gruplara gore ileumlarin histopatolojik goériniimlerinin biyiitiilmis
goriiniimii. CMC ve lesitin gruplarinda villuslarda kisalma ve kiitlesme (ok
baslar1), HE, Barlar=100pm. CMC: Karboksi metil seliiloz.
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Sekil 4.5. Gruplara gére ileum villuslarinin (oklar) bityiik biiytitmedeki goriiniimii: (A)
Kontrol, (B) CMC grubu, (C) Lesitin grubu, (D) CMC+iniilin grubu, (E)
Lesitin+ iniilin grubu, HE, Barlar=50um. CMC: Karboksi metil seliiloz.

Gruplardaki farelerin kolonlar1 incelendiginde ileuma goére daha belirgin
degisiklikler saptanmistir. Kontrol grubunda bagirsak liimenlerinde az miktarda
bakteri kiimesi gozlenirken, CMC ve lesitin gruplarinda bagirsak florasinin 6énemli
6l¢iide bulundugu belirlenmistir. Bu gruplarda yogun bakteri kiimelerinin yani sira ¢ok
sayida protozoonun da bagirsak igeriginde bulundugu gdzlenmistir. Iniilin
uygulamasinin hem CMC hem de lesitin verilen gruplarda bakteri yogunlugunu

azaltt1g1, ancak tamamen diizelme saglamadigi gorillmistiir (Sekil 4.6-4.8).



49

Sekil 4.6. Gruplara gore kolonlarin ve liimenlerindeki bakteri yogunlugunun
histopatolojik goriiniimii. (A) Kontrol grubunda normal bagirsak florasi ve
bakteri kiimeleri (oklar), (B) CMC grubunda bagirsak liimeninde yogun
sekilde artmis bakteri kiimelerinin (oklar) gériiniimii, (C) Lesitin grubunda
bir farenin kolonlarinda belirgin sekilde artmis bakteri kiimeleri (oklar),
(D) CMC+iniilin grubunda bakteri yogunlugunda (oklar) belirgin sekilde
azalma, (E) Lesitin+iniilin grubunda kolonlardaki bakteri yogunlugunda
onemli dl¢lide azalma, HE, Barlar=200um. CMC: Karboksi metil seliiloz.

Sekil 4.7. Gruplara gore kolonlarin ve liimenlerindeki bakteri yogunlugunun
biiylitiilmiis goriiniimii, HE, Barlar=100um.
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I

Sekil 4.8. Kolon mukozasi ve limen iceriginin yakindan goriiniimii. (A) Kontrol
grubunda liimende az miktarda bakteri kiimeleri, (B) CMC grubunda
liimende yogun bakteri kiimeleri (kalin ok) ve yogun protozoonlar (ince
oklar), (C) Lesitin grubunda bakteri kiimeleri (kalin ok) ve protozoonlarda
yogun sekilde artis (ince ok), (D) CMC+iniilin grubunda bakteri
kiimelerinde belirgin bir azalma, (E) Lesitin+iniilin grubunda bir farenin
kolonunda bakteri kiimeleri ve protozoonlarda belirgin bir azalma, HE,
Barlar=50pum. CMC: Karboksi metil seliiloz.

Bagirsaklarin bag doku miktarlarinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan
Masson trikrom boyamasinda kontrol grubuna kiyasla karboksimetil seliiloz ve lesitin
gruplarinda bag dokusunda azalma belirlenmistir. Iniilin uygulamasimnin ise azalmis

bag dokusunda hafif de olsa artis sagladigi gozlenmistir (Sekil 4.9).

Gruplarin kolonlar1 incelendiginde kontrol grubunda belirgin olan bag doku
tabakasinin CMC ve lesitin gruplarinda belirgin 6lctide azaldigy, iniilin uygulamasinin

kolondaki bag doku tabakasi {izerine anlamli etkisinin olmadig1 saptanmistir (Sekil
4.10).
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Sekil 4.9. ileumlarin Masson trikrom boyama goriiniimleri, (A) Kontrol grubunda
belirgin bag doku ve kollajen goriiniimii (ok), (B) CMC grubunda
submukozada bag dokuda incelme (ok), (C) Lesitin grubunda bag doku ve
kollajende incelme (0k), (D) CMC+iniilin grubunda bag doku tabakasinda
kalinlagma (ok), (E) Lesitin+iniilin grubunda bag doku tabakasinda hafif
artis (ok), Barlar=50pm. CMC: Karboksi metil seliiloz.

Sekil 4.10. Kolonlarin Masson trikrom boyama ile bag doku gértiniimleri, (A) Kontrol
grubunda belirgin bag doku ve kollajen gériiniimii (ok), (B) CMC grubunda
submukozada bag dokuda incelme (ok), (C) Lesitin grubunda bag dokuda
belirgin incelme (ok), (D) CMC+iniilin grubunda bag doku tabakasinda
incelme (0k), (E) Lesitin+iniilin grubunda bag doku tabakasinda hafif artis
(ok), Barlar=50um. CMC: Karboksi metil seliiloz.
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PAS boyamasinda goblet hiicreleri parlak kirmizi ve belirgin bir sekilde
goriilmiistiir. Gruplarin PAS boyamalarina gore ileum ve kolonlarda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda CMC ve lesitin gruplarinda goblet hiicrelerinin sayilarinin belirgin
bir sekilde azaldig1 gozlenmistir. CMC+iniilin ve lesitin+iniilin gruplarinda iniilin
uygulamasinin goblet hiicre sayisini ve biiytikliigiinii artirdigi dikkati ¢ekmistir (Sekil
4.11, 4.12). CMC ve lesitin tiikketimi ile goblet hiicre sayisinin hem ileumda hem de

kolonda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi, iniilin miidahalesinin bu durumu

diizelterek goblet hiicre sayisini artirdig belirlenmistir (p<0,001) (Tablo 4.2).

" :‘ai‘( %‘ ’t E

A L

Sekil 4.11. Gruplara gore ileumlarin goblet hiicrelerinin PAS boyama goriintiileri. (A)
Kontrol grubunda normal goriiniim ve sayida goblet hiicreleri (ok), (B)
CMC grubunda belirgin sekilde azalmis goblet hiicreleri (ok), (C) Lesitin
grubunda azalmig goblet hiicreleri (ok), (D) CMC+iniilin grubunda artmis
ve biiylimiis goblet hiicreleri (oklar), (E) Lesitin+iniilin grubunda belirgin
sekilde artmis ve biiylimiis goblet hiicreleri, PAS boyamasi, Barlar=50pum.
CMC: Karboksi metil seliiloz.
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Sekil 4.12. Gruplarin kolonlarinda goblet hiicrelerinin PAS boyama goriintiileri. (A)
Kontrol grubunda normal goriiniim ve sayida goblet hiicreleri (ok), (B)
CMC grubunda belirgin sekilde azalmis goblet hiicreleri (ok), (C) Lesitin
grubunda azalmis goblet hiicreleri (ok), (D) CMC+iniilin grubunda artmis
ve biiylimiis goblet hiicreleri (oklar), (E) Lesitin+iniilin grubunda belirgin
sekilde artmis ve biliylimiis goblet hiicreleri, PAS boyamasi, Barlar=50um.
CMC: Karboksi metil seliiloz.

Deney hayvanlarinin serum ve gaita inflamatuvar parametrelerine ait
istatistiksel sonuglar Tablo 4.2’de gosterilmistir. Serum IL-10 seviyesinin CMC
(179,5£29,47pg/ml) ve lesitin (186,1£25,1 pg/ml) gruplarinda kontrole gore
(261,2+40,52 pg/ml) daha diisiik oldugu, iniilin miidahalesi ile artarak kontrol
grubunun diizeyine yaklastigi Dbelirlenmistir (sirasiyla; 238,6+40,52 pg/ml;
220,8+32,58 pg/ml) (p=0,001). Serum inflamatuvar belirteglerden IL-6 ve fekal
intestinal inflamasyon belirteci olan Lcn-2 seviyeleri agisindan gruplar arasinda
anlamli fark bulunmamaistir (p>0,05). Ancak CMC verilen grupta 9,7+£3,29 ng olan
fekal Lcn-2 seviyesinin, iniilin eklenmesiyle 4,1+2,98 ng’a diistiigli ve sonucun ikili
karsilastirmada anlamli oldugu belirlenmistir (p=0,012) (Tablo 4.2, Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Farelerin gruplara gére fekal lipokalin diizeyleri (ng). "Diger gruplardan
istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir (p<0,05).

4.3. Mikrobiyota Analizi
4.3.1. Mikrobiyal Cesitlilik Analizleri

Kalite kontrol ve filtreleme basamaklar1 sonrasi 25 6rnekte toplam 1,148,814
okuma elde edilmistir. Ornek bas1 en diisiik 28345, en yiiksek ise 60283 okuma
bulunmustur. Gruplar aras1 ¢esitlilik analizleri ASV diizeyi baz alinarak
degerlendirilmistir. Gruplar arasinda ¢esitlilik ve dagilimin belirlenmesi i¢in gdzlenen
ASV metrikleri, Shannon indeksi ve faith pd metrikleri degerlendirilmistir (Sekil
4.14-4.16). Gruplar aras1 gozlenen ASV’lerin dagilimi, zenginlik ve dagilimin birlikte
degerlendirildigi Shannon indeksi bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmamustir (p>0,05). Faith filogenetik ¢esitlilik CMC grubunda hem lesitin hem
de CMC+iniilin grubuna goére daha diisiik bulunmustur (p=0,028) (Sekil 4.14). Bu
durumda CMC’nin filogenetik ¢esitliligi azalttig1 ve iniilin uygulamasinin ise artisa

neden oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Gruplarin alfa ¢esitliliginin dagilimi (Faith_pd metrikleri). “Diger

gruplardan istatistiksel olarak anlamli farki géstermektedir.
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Gozlenen ASV'ler
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Sekil 4.15. Gruplarin alfa ¢esitliliginin dagilimi (Gozlenen ASV metrikleri). ASV:
Amplikon sekans varyantlari.
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Shannon indeksi

Sekil 4.16. Gruplarin alfa ¢esitliliginin dagilimi (Shannon indeksi).

Gruplar arasinda mikrobiyal popiilasyon yapisindaki genel farkliliklart ve
benzerlikleri degerlendirmek i¢in B-gesitlilik analizi yapilmistir. B-cesitlilik, gruplarin
birbirinden taksonomik olarak ne kadar uzak olduklarini gostermektedir. Gruplar arasi
beta ¢esitlilik agirlikli ve agirliksiz UniFrac uzaklik olgiimleri ve Bray-Curtis
dissimilartiy indeksi ile kantitatif ve kalitatif olarak degerlendirilmistir. Gruplar arasi
beta cesitlilik metrikleri her 3 indeks i¢in de anlamli olarak farkli bulunmustur

(p=0,001) (Sekil 4.17-4.19).

Kalitatif olarak agirliksiz UniFrac uzaklik 6lgtimleri baz alindiginda hem CMC
hem de lesitin gruplarinda kontrole gére komiinite yapisinin anlamli olarak degistigi
gozlenmigstir. CMC grubunun kontrol grubuna uzakliginin lesitine gore daha yiiksek
oldugu, dolayisiyla komunite yapisint daha ¢ok degistirdigi saptanmigtir. Hem lesitin
hem de CMC gruplarinda iniilin sonrasi komunite kompozisyonu anlamli olarak
degismistir (CMC vs CMC+iniilin, p=0,017; lesitin vs lesitin+iniilin, p=0,017).
Agirliksiz UniFrac uzaklik olglimiinde CMC+iniilin ile kontrol grubu hari¢ tiim
karsilastirmalar igin anlamli farklilik belirlenmistir. Bu durum, iniilin uygulamasindan
sonra CMC ile iligkili mikrobiyotadaki degisikligin, kontrol grubuna yaklagmasiyla

aciklanabilir. Her bir o6rnek i¢in uzaklik matrikslerinden hesaplanan ikili grup

karsilastirmalar1 icin PERMANOVA sonuglar1 Tablo 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.17. Agirliksiz UniFrac uzaklik dl¢iimlerini gosteren PCoA grafigi (p=0,001).
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Sekil 4.18. Agirlkli UniFrac uzaklik dlgtimlerini gosteren PCoA grafigi (p=0,001).
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Sekil 4.19. Bray-Curtis indeksini gosteren PCoA grafigi (p=0,001).

Tablo 4.3. Gruplar aras1 beta ¢esitlilik metriklerinin karsilastirilmasi (PERMANOVA)

e MK gy cur
pseudo pseudo-

1. Grup 2. Grup F g pseudo-F (@ e q
CMC CMC+inulin 3,010 0,017 10,820 0,009 6,704 0,019
CMC Kontrol 2,803 0,017 2,940 0,071 3,037 0,021
CMC Lesitin 2,494 0,017 3,741 0,069 2,690 0,021
Lesitin Lesitin+inulin 2,804 0,017 6,389 0,006 6,620 0,019
Lesitin Kontrol 1,677 0,043 1,166 0,362 2,253 0,034
Kontrol CMC+inulin 1,912 0,062 4,166 0,017 3,946 0,019
Kontrol Lesitin+inulin 2,793 0,017 4,477 0,009 4,690 0,019
CMC+inulin Lesitin+inulin 2,202 0,024 12,602 0,005 7,624 0,019

PERMANOVA sonuglar1 Benjamini-Hochberg diizeltilmis p degerleri (q) olarak verilmistir.
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4.3.2. Relatif Taksonomik Dagilim

Farelerin fekal orneklerinde yapilan analiz sonucu taksonomik olarak yedi
farkli bakteriyal filum gozlenmistir. Mikrobiyota kompozisyonuna bakildiginda
Bacteroidetes filumunun tiim gruplarda baskin oldugu ve bunu Firmicutes’in izledigi,
geri kalanin Campilobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Proteobacteria ve
Patescibacteria filumlarindan olustugu belirlenmistir. Gruplar arasinda CMC-+iniilin
grubunda Actinobacteria ve Verrucomicrobiota filumlarinin diger gruplara gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica Bacteroidota filumunun kontrol ve lesitin
grubunda, CMC, CMC+iniilin ve lesitin+iniilin gruplarindan daha diisiik oldugu,
Campylobacterota seviyelerinin ise lesitin grubunda daha yiiksek oldugu ve iniilin

uygulamasiyla bu filumun azaldig: belirlenmistir (Sekil 4.20, 4.21).

Kontrol (MC CMC+inillin
%51 49Bacteroidota [1%62 56 Bacteraidota %58, 34 Bacteroidota
%31 32 Fimnicutes [0%32 83Firmicutes [1%33 26 Fimicutes
1%15,33 Camplobacterota [1%3,96 Campilobacterota [1%2,59 Campilobacterota
C1%034 Actinobacteriota [1%0.26 Acfinobacteriota T1%4,03 Actinobacteriota
W%057 Proteobacteria W%006 Proteobacteria W%007 Proteobacteria
H%006 Patescbacteria [%0,08 Patescibacteria B%02 Patescibacteria
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Sekil 4.20. Gruplarin fekal mikrobiyota kompozisyonunun filum diizeyinde dagilimi.
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Sekil 4.21. Farelerin fekal mikrobiyota kompozisyonun filum diizeyinde gorece siklik
dagilimi (%).

Farelerin mikrobiyota kompozisyonu familya diizeyinde incelendiginde 28
familya oldugu ve bunlardan Muribaculaceae, Prevotellaceae, Lachnospiraceae,
Helicobacteraceae ve Bacteroidaceae’nin tiim gruplarda en fazla bulunan familyalar

oldugu belirlenmistir.

Filum diizeyinde bakildiginda Bacteroidetes filumuna ait en fazla bulunan
familyalarmm Muribaculaceae, Prevotellaceae, Bacteroidaceae, Rikenellaceae;
Firmicutes filumuna ait Lachnospiraceae, Oscillospiraceae, Ruminococcaceae;
Campilobacteria filumuna ait Helicobacteraceae, Actinobacteria filumuna ait
Bifidobacteriaceae; Verrucomicrobia filumuna ait Akkermansiaceae oldugu
saptanmustir (Sekil 4.22).
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CMC grubunda kontrole gore daha diisiik olan Actinobacteria sinifina ait
Bifidobacteriaceae familyast ve Verrucomicrobia smifina ait Akkermansiaceae
familyasinin CMC+iniilin grubunda gorece daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. CMC ve
CMCH+iniilin gruplarinda Prevotellaceae familyasi kontrol ve lesitin gruplara gore
daha yiliksek bulunmustur. Ayrica lesitint+iniilin grubunda Muribaculaceae

familyasinin lesitin grubuna gore arttigi belirlenmistir (Sekil 4.22).
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. d_ Bacteria;p_Bacteroidota:c_ Bacteroidia;o_Bacteroidales;f_ Rikenellaceae
d_Bacteria;p_Firmicutes:c_ Clostridia;o_ Oscillospirales;f_ Butyricicoccaceae

%4 d_ Bacteria;p_ Actinobacteriotac_ Actinobacteria;o_ Bifidobacteriales;f_Bifidobacteriaceae

d_ Bacteria;p_ Fimicutes;c_ Clostridia;o_Clostridia_UCG-014f_ Closiridia_UCG-014

d_ Bacteria;p_ Bacteroidota:c_ Bacteroidia;o_ Bacteroidales{_ Tannerellaceae

0% . d_Bacteria;p_Fimicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridiales;f_ Clostridiaceae

. d_Bacteria;p_ Verrucomicrobiota;c_ Verrucomicrobiae;o VerrucomicrobialesfAkkermansiaceas

. d_Bacteria;p_ Proteobacteria:c_ Alphaproteobacteria;o_ Rhodospirilales;_uncultured

0% . d_ Bacteria;p_ Bacteroidota:c_ Bacteroidia;o_ Bacteroidales,f Marinifilaceae

d_Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Peptostreptococcales-TissierellalesfAnaerovoracaceae

Gorece siklik

d_ Bacteria;p_ Actinobacteriotac_ Coriobacteriia;o_ Coriobacterialesf_Eggerthellaceas
19

e d_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Oscillospirales;?_[Eubacterium]_coprostanoligenes_group

d_Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Peptostreptococcales-Tissierellales;fPeptostreptococcaceas

. d_Bacteria;p_Patescibacteria;c_ Saccharimonadia;o_Saccharmonadalesf Saccharmonadaceae
19

W . d_Bacteria;p_ Fimicutes;c_ Clostridia;o_ Christensenellales_ Christensenellaceae

. d_Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridia_vadinBB&0_group;f Clostridia_vadinBB60_group

. d_Bacteria;p_Fimicutes:c_ Clostridia;o_Monoglabales;fManaglobaceas
19

x5 d_ Bacteria;p_ Actinobacteriotac_ Coriobacteriia;o_ Coriobacteriales;f_ Atopobiaceas

d_Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Oscillospirales;f UCG-010

d_Bacteria;p_Fimicutes:c_ Bacilio_Lactobacilalesf Lactobacillaceae

19
0% d_Bacteria;p_Profechacteria;c_ Alphaproteobacteria;o_ Paracaedibacteralesf Paracaedibacteraceas

0%+

Kontrol
Lesitin

£
3
£
+
0
2
0

Lesitin+indlin

Sekil 4.22. Farelerin fekal mikrobiyota kompozisyonun familya diizeyinde yiiksek
yogunluktan diisiik yogunluga dogru goreceli siklik dagilimi (%).
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Mikrobiyota kompozisyonlari cins diizeyinde incelendiginde tiim gruplarda
genel olarak Muribaculaceae, Lachnospiraceae NK4A136 grup, Helicobacter,
Prevotellaceae_ UCG-001, Prevotellaceae NK3B31_grup, Bacteroides,
Lachnospiraceae_ UCG-001’nin baskin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.23, 4.24). Diger
gruplara gére CMC+iniilin grubunda Prevotellaceae_NK3B31, Prevotellaceae_ UCG-
001 ve Akkermansia cinsinin gorece daha yiiksek oldugu, Prevotellaceae Ga6Al
grubun ise lesitin+iniilin grubunda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Gruplarin cins

diizeyindeki gorece sikliklar1 Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.4. Gruplar arasinda cins diizeyinde goreli siklik (%) dagilimi (en yaygin 30

cins).
CMC+  Lesitin+

Cins CMC Lesitin  inulin inulin Kontrol

(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
f__Prevotellaceae;g__ 26.97 10.72 5.61 1.61 11.72
g__ Muribaculaceae 23.80 23.77 20.07 42.75 22.85
g__Lachnospiraceae NK4A136_grup 12.92 5.57 3.06 4.24 5.39
f__Lachnospiraceae;g__ 10.97 9.51 14.88 9.55 11.18
g__ Helicobacter 3.98 24.20 2.59 4.63 15.33
g__ Prevotellaceae UCG-001 3.87 1.35 11.88 3.09 4.40
g__Prevotellaceae_ NK3B31_grup 2.60 1.71 14.75 3.04 4.73
g__Bacteroides 2.03 3.38 3.46 8.33 2.95
g__Lachnospiraceae_ UCG-001 1.19 1.76 2.51 0.66 2.27
g__Alistipes 0.85 2.17 0.36 1.04 1.28
g__Roseburia 0.77 0.76 1.38 0.37 0.67
g__ Prevotellaceae_Ga6Al_grup 0.77 2.28 0.70 2.07 1.01
g__ [Eubacterium]_xylanophilum_grup  0.72 0.13 0.56 0.39 1.33
g__Muribaculum 0.63 0.72 0.48 0.34 0.57
f__Oscillospiraceae;g__uncultured 0.48 0.73 0.22 0.32 0.49
g__ASF356 0.46 0.27 0.31 0.30 0.51
g__Marvinbryantia 0.44 0.19 0.31 0.15 0.10
f__Ruminococcaceae;g__ 0.42 0.31 0.45 0.21 0.23
g__Colidextribacter 0.40 0.43 0.49 0.44 0.49
f_Oscillospiraceae;g 0.39 0.79 0.65 0.56 0.75
g__Oscillibacter 0.37 0.25 0.87 0.37 0.48
g__Candidatus_Arthromitus 0.37 0.33 0.36 0.80 0.88
g__Paraprevotella 0.31 0.58 0.21 0.14 0.17
g__Anaerotruncus 0.29 0.31 0.26 0.22 0.54
g__Odoribacter 0.29 0.59 0.11 0.26 0.45
g__Parabacteroides 0.28 0.82 0.45 0.89 0.81
g_ Blautia 0.28 0.10 0.74 0.73 0.20
g__Butyricicoccus 0.25 0.38 0.56 0.26 0.34
g__Akkermansia 0.24 0.08 1.49 0.04 0.87
g__ Clostridia_UCG-014 0.22 0.41 1.11 1.34 0.30

*Cins seviyesinde agiklama mevcut olmadigi durumlarda familya diizeyinde bilgi verilmistir. f:familya,
g:cins.
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Sekil 4.23. Farelerin fekal mikrobiyota kompozisyonun cins diizeyinde goreceli siklik
dagilimi (%).
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Sekil 4.24. Farelerin fekal mikrobiyota kompozisyonun cins diizeyinde yliksek
yogunluktan diisiik yogunluga dogru tanimlanmasi.
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Gruplar arasi karsilastirmalarda anlamli olarak farkli olan baskin taksonomik
gruplar1 belirlemek icin LEfSe analizleri kullamlmustir. Iliskili gruplarn ikili
karsilagtirmalar1  birlikte degerlendirildiginde CMC’nin lesitin grubuna gore

mikrobiyal kompozisyonu daha fazla degistirdigi belirlenmistir.

CMC grubunda kontrole gore selilloz ve metilseliloz degrade eden
Lachnospiraceae familyasina ait Marvinbryantia cinsi ve Ruminococcaceae
familyasinda bulunan Fournierella cinsi anlamli olarak baskin bulunmustur. Kontrol
grubuna gére CMC grubunda Lactobacillus énemli 6l¢iide azalmistir (Sekil 4.25).
Lesitin grubunda ise kontrole gore anlamli baskin taksonomik grubun Eubacterium
ruminantium oldugu ve Bifidobacterium'da azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.26).
Ayrica lesitin grubunda artan Helicobacter varliginin iniilin uygulamasiyla azaldigi

gorilmustiir (Sekil 4.26, 4.28).

Hem lesitin hem de CMC gruplarinda iniilin uygulanmasi sonrasi
Prevotellaceae NK3B31, Prevotellaceae UCG_001, Christensenellaceae ailesi,
Clostridia_UCG_014, Eubacterium_nodatum_grup gibi taksonomik gruplar ortak
olarak anlamli derecede artmustir (Sekil 4.27, 4.28).

Kontrol grubuna gore daha diisiikk diizeyde Bifidobacterium ve Akkermansia
bulunan CMC grubuna iniilin uygulamasinin bu bakterilerin varligin1 artirdigi

goriilmistiir (Sekil 4.25, 4.27).
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Sekil 4.25. Kontrol ve CMC grubunda bakteri toplulugunun géreceli bollugu. Ustte
(A), iki grupta filumdan cins diizeyine kadar gaita mikrobiyota bilesiminin
LEfSe analizi. Altta (B), LDA etki biiyiikliigii analizi, gruplarda cinslerin
Lineer diskriminant analizi

nispi bollugunu gosterir. LEfSe:

g | Fournlerella

_ 9_Marvinbryantia

coptostanoligenes_grour [

2 3

a:
b: g__Rikenellaceae_RC9_gut_group

c: g_ Parabacteroides

d: f_Tannerellaceae

e:g_ Lactobacillus

f: f_Lactobacillaceae

g: o__Lactobacillales

h: g__Candidatus_Arthromitus

i: f_Clostridiaceae

J: 0_ Clostridiales

k: g_ Lachnospiraceae_FCS020_group

I: g__Marvinbryantia

m: g_ Monoglobus

n: f_Monoglobaceae

0: o__Monoglobales

p:g_UCG_009

a_

r: g_ Anaerotruncus

s: g_ Fournierella

t: g_ Ruminococcus

u: g_ uncultured

v: f_Ruminococcaceae

w: g__ Eubacterium__coprostancligenes_group
x: f__Eubacterium__coprostanoligenes_group
y: o__Oscillospirales

z: g__Family_XII_AD3011_group

biiyiikligii, LDA: dogrusal diskriminant analizi.
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Sekil 4.26. Kontrol ve lesitin grubunda bakteri toplulugunun géreceli bollugu. Ustte

(A), iki grupta filumdan cins diizeyine kadar gaita mikrobiyota bilesiminin
LEfSe analizi. Altta (B), LDA etki biiylikliigii analizi, gruplarda cinslerin
nispi bollugunu gosterir. LEfSe: Lineer diskriminant analizi etki
biytikligi, LDA: dogrusal diskriminant analizi
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Sekil 4.27. CMC ve CMC+iniilin grubunda bakteri toplulugunun goreceli bollugu.
Ustte (A), iki grupta filumdan cins diizeyine kadar gaita mikrobiyota
bilesiminin LEfSe analizi. Altta (B), LDA etki biiytikliigii analizi, gruplarda
cinslerin nispi bollugunu gosterir. LEfSe: Lineer diskriminant analizi etki

oo e

blytikligli, LDA: dogrusal diskriminant analizi.
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Sekil 4.28. Lesitin ve lesitin+iniilin grubunda bakteri toplulugunun goreceli bollugu.
Ustte (A), iki grupta filumdan cins diizeyine kadar gaita mikrobiyota
bilesiminin LEfSe analizi. Altta (B), LDA etki biytlkligi analizi,
gruplarda cinslerin nispi bollugunu gosterir. LEfSe: Lineer diskriminant

analizi etki biiytikliigli; LDA: dogrusal diskriminant analizi.
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5. TARTISMA

Bat1 tarz1 beslenme modeli yiiksek yag, islenmis besinler, seker, protein ve
disiik diyet lifi alimiyla karakterizedir. Bu diyet modelinin en dikkat ¢eken
bilesenlerinden biri ultra islenmis besinlerdir. Ultra islenmis besinler, tiriiniin lezzetini
artirmak i¢in kullanilan lezzet arttiricilar, renklendiriciler ve cesitli gida katki
maddelerini i¢eren endiistriyel formiilasyonlardir (95). Bu gida katki maddelerinden
biri olan kivam artiricilarin ve emiilgatorlerin intestinal mukozal bariyer fonksiyonunu
bozarak, bagirsak gegirgenligini artirarak, bagirsak mikrobiyotasini degistirerek ve
mukozal inflamasyona neden olabilecegi bildirilmistir (104). Coziinlir posa ve
ozellikle prebiyotik alimmnin mikrobiyota kompozisyonunu ve fonksiyonunu
etkileyerek epitel biitlinliigii, immiin yanit1 ve immiinolojik homeostazi etkilemektedir
(17). Prebiyotikler, KZYA fiiretimi, saglik i¢in faydali bakterilerin ¢ogalmasi ve
patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engellemesi ile mikrobiyotanin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (125). Bu ¢alismada farkli emiilgatorlerin
(sodyum karboksi metil seliiloz, lesitin) bagirsak mikrobiyotast ve intestinal
inflamasyon iizerine etkileri arastirilmis ve emiilgatorlerin potansiyel olumsuz

etkilerine kars1 iniilinin etkisi incelenmistir.
5.1. Viicut Agirhgi, Yem ve Su Tiiketimlerinin Degerlendirilmesi

Bati tarz1 beslenme modeliyle artan agirlik kazanimina yiiksek yag aliminin
yaninda islenmis besinlerdeki emiilgator gida katki maddelerinin de etkisinin
olabilecegi belirtilmistir. Igme suyuna %1w/v oraninda CMC ve P80 eklenen farelerin
sadece su tiiketen kontol grubuna gore yem tiiketimlerinin ve agirlik kazanimlarinin
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (15). Bu caligmada baslangigta benzer viicut
agirhigina (16,8+2,01 g) sahip farelerin 12. hafta sonunda agirlik kazanimlari agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamuistir (p>0,005) (Tablo 4.1).
Emiilgator aliminin agirlik kazanimina etkisini arastiran ¢alismalarla (167,168) benzer
olarak bu arastirmada farelerin agirlik kazanimlari agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Konuyla ilgili yapilan

caligmalarda farkli sonuglarin bulunmasi, emiilgatorlerin yem tiiketim miktarindan
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bagimsiz olarak agirlik kazanimina neden olabilecekleri konusundaki varsayima dair

kanitlarin yetersiz oldugunu diigiindiirmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda yiiksek diyet posasi aliminin, daha diisiik viicut agirlig:
ve agirlik kazaniminin 6nlenmesi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Diyet posasinin
achigin baskilanmasi, besin aliminin azalmasi, mikrobiyotanin degismesi, mide-
bagirsak gecisinin hizlanmasi, besin dgeleri emiliminin azalmasi, ayrica noral ve
hiimoral yollarla enerji harcamasini, istah1 ve viicut agirligini etkileyen KZYA
kompozisyonunu degistirmesi ile bu etkileri gosterebilecegi bildirilmistir (169,170).
Yapilan bir calismada yiiksek yagl diyet ve streptozotosin ile indiiklenen diyabet
modeli olusturulmus farelerde iniilin uygulamasinin yem tiiketimini ve viicut agirlig
artisin1 azaltti@1 bildirilmistir (171). Bu ¢alismada iniilin uygulanan gruplarin posa
alimlar1 diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli derecede ytiksektir (p<0,001).
Bununla birlikte farelerin yem tiiketimlerine bakildiginda, iniilin uygulamasinin hem
CMC hem de lesitin gruplarinda, iniilin uygulanmayan gruplara gére daha az miktarda
yem tliketimiyle birlikte daha diisiik enerji ve makro besin 6gesi alimina neden oldugu
(p=0,001), diger gruplarin kendi arasinda anlamli fark olmadigi goriilmustiir (Sekil
4.2). Benzer bir ¢calismada CMC, P80, lesitin ve gam arabik verilen farelerin yem
tiilketimlerinde anlamli farklilik bulunmadigi bildirilmistir (12). Iniilin eklenen
gruplarin agirlik kazanimi enerji ve besin dgesi alimlarindaki azalmayla paralel olarak
diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha diisiik bulunmustur (Tablo
4.1). Farelere verilen iniilin dozu literatiirde konuyla iliskili benzer ¢alismalar temel
alinarak 5g/kg viicut agirhigi olarak belirlenmistir (155,159). Farelere verilen iniilin
dozu (5g/kg viicut agirligl) deney hayvanlariin viicut agirhgi/viicut yiizey alanina
gore (¢evirme faktorii: 3/37) (172) hesaplandiginda insanlardaki doz 0,4 g/kg viicut
olarak bildirilmistir. Bu miktar da ortalama 60 kg olan bir insan i¢in yaklasik 24 g/giin
olarak hesaplanmistir. Gidalarda bulunan oligosakkarit ve iniilin alimi ile bu
bilesenlerin prebiyotik etkilerini saglayacaklart miktara ulasilmast miimkiin degildir.
Gidalara 6zel olarak eklenen miktarlar normal diyetle alimdan en az 20 g daha fazla
alim saglayabilmektedir (141). EFSA, iniilinin bagirsak fonksiyonlar lizerine faydali
etkilerinden yararlanabilmek icin giinliik en az 12 g hindiba iniilini tiiketilmesi

gerektigini bildirmistir (144).
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Bu c¢aligmada farelerin ortalama su tiiketimlerinin 7,3+1,15 ml/giin oldugu ve
gruplar arasinda su tiiketimi agisindan anlamli fark olmadigi goriilmistiir (Tablo 4.1).
Yapilan benzer caligmalarda farelerin su tiiketimleri hakkinda bilgi verilmemistir
(12,15,158). FDA, soya lesitininin ve CMC’nin GRAS sinifinda oldugunu bildirmistir
(105). EFSA tarafindan besinlerin ¢ogunda ‘‘quantum satis’> diizeyinde
kullanilmalarina izin verilmistir (108,110). Emiilgator alimi CMC grubu i¢in ortalama
67,3+8,43 mg/giin, CMC+iniilin grubu i¢in ortalama 70,3+11,68 mg/giin, lesitin grubu
icin 75,6+10,81 mg/giin ve lesitin+iniilin grubu i¢in 77,6+11,12 mg/giin olarak
hesaplanmis ve gruplar arasinda emiilgator alimi agisindan anlamli fark olmadigi

belirlenmistir (Tablo 4.1).

Emiilgatorlerle yapilan benzer caligmalarda farelere igcme suyuna %]1°lik
derisimle eklenen emiilgatorler verilmistir. Ancak yapilan g¢aligmalarda farelerin
giinliik emiilgatér maruziyetleri ile ilgili bir bilgi verilmedigi i¢in farelerin emiilgator
tiiketim miktarlarina ulagilamamistir (12,14,15). Bu ¢alismada %1w/v oraninda igme
suyuna eklenerek tliketilen emiilgator miktar1 tiim gruplarda ortalama 72 mg’dir.
Farelerin ortalama agirliklar1 27 g olarak belirlendiginde giinliik viicut agirlig1 basina
tilkketilen emiilgator miktar: 2700 mg/kg’dir. Deney hayvanlarinin viicut agirligi/viicut
ylizey alanina gore (gevirme faktorii: 3/37) (172) hesaplandiginda insanlardaki tiiketim
karsilig1 216 mg/kg olarak belirlenmistir. Viicut agirligi ortalama 60 kg olan bir insan
icin bu miktar yaklasik 13 g/giin olarak hesaplanmuistir.

Besin etiketlerinde gida katki maddelerinin gidalarda kullanim miktarlarina
iliskin bilgi bulunmadig igin islenmis gidalardaki emiilgator miktarlar1 ve besinlerle
alim diizeyleri kesin olarak bilinememektedir (104). Amerika’da insanlar {izerinde
yapilan bir caligmada 10-14 giinliik tiiketim verisinden lesitin aliminin 90. persentilde
yaklasik 114 mg/kg, CMC aliminin ise 53 mg/kg oldugu ve bireylerin %100’{iniin bu
emiilgatorleri tiikkettigi bildirilmistir. Ancak bu veriler 2003-2010 y1lina ait tiiketimlere
iliskin verilerden hesaplanmistir (9). Bu ¢alismada hesaplanan doz, insanin diyetle
alimina iliskin verilerden daha yiiksek olsa da giinlimiizde islenmis besin tiiketiminin
¢ok artmis olmasi ve islenmis besinlerde birden fazla emiilgator veya kivam arttiricinin
bir arada kullanilmas1 alimin daha yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir. Insanlarda

tiikketilebilecek doz tizerinde yapilan bir ¢calismada diyete eklenen 15 g CMC’nin ciddi
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yan etkiye yol agmadigi, abdominal rahatsizliga, mikrobiyota kompozisyonunda ve
KZY A’nde degisiklige neden oldugu bildirilmistir. Tiiketilen CMC dozunun ortalama
bir insanin aliminin {stiinde oldugu ancak, yiiksek miktarda islenmis besin tliketen
bireyler i¢in besinlerin ¢oklu emiilgator igerigi diisiiniildiiglinde toplam emiilgator
alim dozuna yaklasik olabilecegi belirtilmistir. Ayrica insanlarda yapilan bu ¢alismada
CMC’nin kisa siireli etkiSi incelenmistir (173). EFSA uzun doénem emiilgator

maruziyetinin saglik riskleri a¢isindan arastirilmasi gerektigini vurgulamistir (114).
5.2. Intestinal Histopatoloji ve Inflamasyonun Degerlendirilmesi

Mukozal bariyerin bozulmasi, intestinal gegirgenligin artmasimna ve liimen
igeriginin epitel hiicreleri etkilemesine neden olarak immiinolojik yanitin baglamasina
ve intestinal inflamasyonun siddetlenmesine neden olmaktadir. Inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinda, mukus tabakasinin bilesimi ve paraseliiler gecirgenligi diizenleyen
adezyon molekiilleri dahil mukozal bariyerin birgok 6zel bileseninde ¢esitli hasarlar
olusmaktadir (174).

Genetik olarak inflamatuvar bagirsak hastaliklart modeline yatkin farelere (IL-
10 geni eksik) %2’lik CMC soliisyonu verildiginde, villus uzunluklarinda azalma ve
villusler arasindaki bosluklarda artis oldugu, bagirsak mukozasinda bakterilerin
cogaldigi, bakterilerin kriptlerin dibine dogru goc ettigi ve mukozaya yapismasinin
artt1ig1, bu degisikliklerin inflamatuvar bagirsak hastaliklarina benzer yapida oldugu
belirtilmistir (175). Baska bir ¢alismada P80 verilen farelerde villus/kript oraninin
kontrol grubuna goére daha kiiciik oldugu bildirilmistir (16). Benzer bir ¢alismada
genetik olarak yatkin farelerde P80 ve CMC’nin emiilgator tiiketmeyen kontrol
grubuna kiyasla kolit olusumuna neden oldugu, normal farelerde (genetigi
degistirilmemis-vahsi tip) ise koliti indiiklemedigi ancak kolon kisalmasi ve epitel
hasar1 igeren kronik intestinal inflamasyon ile sonuglandigi, kolondaki bakteri
adhezyonunu iki kat daha fazla artirdigi belirtilmistir. Ayrica emiilgatorlerin bazi
bakterilerin epitelyuma temas mesafelerini azalttig1, bu mikrobiyota istilasinin mukus
kalinliginin azalmasiyla iligkili oldugu vurgulanmigtir (15). Lesitinle ilgili yapilan
pilot bir ¢aligmada farelere igme suyuyla verilen %0,1°lik lesitinin sistemik dolasima
bakteriyal translokasyonu artirdig1 bildirilmistir (107). Baska bir ¢alismada ise yiiksek

yagl diyetle verilen soya lesitininin bagirsakta akut yag asiti emilimini artirdigi ve
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beyaz yag dokusunda hipertrofi ile inflamasyonu artirdigi, adipoz dokudaki
inflamasyonun bagirsaktan lipopolisakkarit translokasyonu sonucu olabilecegi

belirtilmistir (10).

Bu konuda yapilan ¢alismalarla (15,175) benzer olarak bu arastirmada da CMC
ve lesitinin farelerin ileumlarinda ve kolonlarinda villuslarda kisalma ve kiitlesmeye,
kript uzunluklarinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Bu calismada ayrica
gruplara iniilin eklenmesi ile hem ileumda hem kolonda villus ve kript uzunluklarinin
arttig1 saptanmustir (Tablo 4.2, Sekil 4.3-4.5). Yiiksek yagl diyetle beslenen farelere
iniilin miidahalesinin kolon kript uzunlugunu artirdig1 bildirilmistir (176). Iniilinin
intestinal saglik {izerine etkisini arastiran bir ¢aligmada, 21 giin boyunca uygulanan
iniilinin villus uzunlugunu artirdigi, zonulin seviyesini artirarak epitel biitlinligi
korudugu bildirilmistir (150). Calismamizda yiiksek yagh diyetin etkisinde oldugu
gibi azalmis villus ve kript uzunluklarinin iniilin uygulamasiyla artabilecegi, boylece
emiilgatorlerin olumsuz etkilerine yonelik iniilinin intestinal hasara kars1 koruyucu

olabilecegi belirlenmistir.

Bu c¢alismada ayrica Kontrol grubunda bagirsak limenlerinde az miktarda
bakteri kiimesi gozlenirken, CMC ve lesitin gruplarinda bagirsak liimeninde yiiksek
miktarda bakteri kiimesi bulundugu, ancak bu mikrobiyal gbciin serum inflamatuvar
parametrelerinin diizeylerini artirmadig: tespit edilmistir (p>0,05). Iniilin uygulamasi
hem CMC hem de lesitin verilen gruplarda bakteri yogunlugunu azaltmig, ancak
tamamen diizelme saglamamistir (Sekil 4.6-4.8). Benzer bir calismada CMC’nin
mikrobiyotanin epitele gocilinii artirdigi, ancak bu artisin serum inflamatuvar
parametreleriyle iligkili olmadigi, A. muciniphila miidahalesinin artan bakteri gogiinii
hafif diizeyde engelledigi bildirilmistir (168). Baska bir ¢aligmada inflamasyona
genetik olarak yatkin (IL-10 /) ve normal farelere CMC verildiginde kolondaki
bakterilerin epitele uzakliginin azaldigi, ancak yalnizca genetik yatkin farelerde I1L-18
seviyesinin arttigi bildirilmistir (14). Emiilgatér alimmin intestinal gegirgenligi
artirarak limendeki bakteri yogunluguna neden olmasi intestinal inflamasyonu diigiik
miktarda artirmigtir. Genetik yatkin farelerde yiiksek inflamasyonun varligi,
insanlarda goriilen IBH’daki genetik yatkmligm 6nemini fare modellerindeki

mekanizmalarda da ortaya ¢ikarmaktadir.
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Prebiyotikler ve fermentasyonlari sonucu olusan KZYA epitel bariyer
biitiinliigiiniin korunmasinda dnemli rol oynamaktadir (49). intestinal epitel hiicreleri
ve mukus tabakasini igeren “iist bariyer” ve lamina propriadaki lenfositleri i¢ceren “alt
bariyer” intestinal bariyer sistemini olusturmaktadir. Goblet hiicreleri, emici epitel
hiicreler ve Paneth hiicrelerini i¢eren bagirsak epitel hiicreleri, bagirsak mikrobiyotasi

ile konakg1 bagisikligi arasindaki saglikli iligkiyi stirdirmektedir (177).

Mukus, goblet hiicreleri tarafindan salgilanan, musin glikoproteininden zengin
viskoz yapida bir sividir. Goblet hiicrelerinden mukus salgilanmasi, bagirsak
mikroorganizmalari, KZYA veya interlokin-5 (IL-5) ve interlokin-13 (IL-13) dahil
yardimet T hiicreleri-2 (Th2) sitokinleri gibi metabolitleri algilayan konakg1 tarafindan
diizenlenmektedir. Cok sayida bakterinin bulundugu kolonda goblet hiicre sayis1 ince
bagirsaktan daha yiiksektir. Bu nedende kolondaki mukus tabakasi ¢ok kalindir.
Goblet hiicreleri tarafindan iiretilen musin-2, hem mukus tabakasini organize etmekte
hem de Kkomiinite hiicrelere tolerojenik sinyaller ileterek bagirsak antijenlerinin

immiinojenitesini sinirlandirmaktadir (178).

Yapilan bir ¢alismada %1 w/v oraninda P80 igeren igme suyu tiiketen farelerde
musin-2 gen ekspresyonunun ve mukus kalinliginin azaldigi, bagirsak gecirgenliginin
arttig1 ve intestinal bakterilerin epitelyuma goc ettigi bildirilmistir (179). Benzer bir
calismada CMC ve P80’in mukus tabakasinda hasara neden oldugu, bakteriyal
adhezyonu artirdig1 ve daha proinflamatuvar bir mikrobiyota kompozisyonuna sahip
oldugu gosterilmistir. Mikrobiyota kompozisyonundaki degisikliklerin dogustan
immiin yanitt aktive ettigi, lipopolisakkarit ve flagellin resoptorleri araciligiyla
proinflamatuvar gen ekspresyonunu artirdigi belirtilmistir (15). Gebe farelere verilen
P80’in yavrularda intestinal bariyer fonksiyonu bozdugu, intestinal gelisimi
geciktirdigi ve diisiik dereceli inflamasyona neden oldugu, ayrica yetiskinlik
doneminde kolite yatkinligi artirdigi belirtilmistir. Yenidogan farelerde villus ve kript
uzunluklarinin, musin 2, zonulin ve klaudin mRNA seviyesinin azaldigi, boylece

bagirsak gegirgenliginin ve intestinal inflamasyonun arttig1 bildirilmistir (112).

On iki hafta boyunca %1w/v CMC igeren igme suyu verilen farelerde kolonik
mukus tabakasinin inceldigi, bagirsak gecirgenliginin arttigi ve mikrobiyota

kompozisyonunun musin yikici bakteriler yoniinde degistigi bildirilmistir. Farelere
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bozulan intestinal mikrobiyotanin diizeltilmesi i¢in galaktooligosakkarit verildiginde
musin-2 gen ekspresyonunun arttigi, bagirsak bariyer fonksiyonunun ve mukus
tabakasinin kalinhiginin diizeldigi belirtilmistir (18). Yiiksek yagh diyetle beslenen
farelere soya lesitini verilen bir ¢alismada, sadece yiiksek yagh diyetle beslenenlere
gore kolonda kript basina daha az sayida mukus lreten goblet hiicresi oldugu
bildirilmistir (10). Baska bir ¢aligmada, farelere P80 ve CMC verildiginde goblet hiicre
sayisinin azaldigi, bu farelere A. muciniphila verildiginde mukus bariyerinin
giiclendigi ve boylece emiilgatorlerin etkisine karsi koruyucu oldugu bildirilmistir
(168). Bu galismada PAS boyamasi ile belirlenen goblet hiicre sayisinin kontrol
grubuna gore CMC ve lesitin grubunda azaldigi (p<0,001), bu gruplara iniilin
eklenmesinin goblet hiicre sayis1 ve biiyiikligini artirdigi saptanmistir (p<0,001)
(Tablo 4.2, Sekil 4.11-4.12). Yapilan bir ¢alismada 2,5 g/kg ve 5 g/kg standart intilin
veya kiza zincirli iniilin verilen farelerde ¢ekal musin seviyesinin arttig1 bildirilmistir
(155). Yiiksek posa tiiketen farelerde diisiik tiiketenlere gore mukus tabakasi
olusumuna katilan, bagirsak duvarini hasardan ve mikrobiyal temastan korunmasiyla
ilgili oldugu bilinen musin-2 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu ve intestinal
biitiinligii iyilestirdigi bildirilmistir (170). Musin-2 seviyesinin artmasi, epitel
biitlinliigii koruyarak emiilgatorlerin neden olabilecegi intestinal hasarinin ve olasi

IBH patogenezinin ortaya ¢ikmasina kars1 koruyucu etki gosterebilir.

Inflamatuvar bagirsak hastaligmin énemli bir sonucu bagirsak fibrozudur.
Fibrozis ilerledik¢e bagirsagin bazi boliimleri daralmakta bu da bagirsagin yapisini ve
islevselligini ciddi sekilde etkileyerek hastalarin yagsam kalitesini bozmaktadir. Kronik
inflamasyon dnemli bir fibrozis baslatic1 faktdrdiir. Inflamatuvar bagirsak hastaliklar:
siklikla tipik olarak bagirsak duvarinda asir1 skar dokusu birikmesi olarak tanimlanan
bagirsak fibrozuyla sonuglanmaktadir (180). Bu ¢alismada CMC ve lesitin gruplarinda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda herhangi bir fibrozis gozlenmemistir. Ancak
propria mukozasinin bag dokusundaki kollajen miktarinda hafif bir azalma gézlenmis,
bu durumun bu gruplarda bagirsak gecirgenliginin artmasindan kaynaklanabilecegi

distintilmiistiir (Sekil 4.9-4.10).

Bagirsak mukozal bariyerinin bozulmasi ve bakteri invazyonu, intestinal

inflamasyona neden olmaktadir. Bagirsak epitel hiicrelerinde daha fazla TLR4/NF-xB



77

stimiilasyonu, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve inflamatuvar sitokin salinimu ile
duyarl hiicrelerde anormal proliferasyonu desteklemektedir. Diizensiz inflamatuvar
yanitlar, iilseratif kolit ile artan kolon karsinomu riski arasindaki iliski gibi, tiimorlerin

baslamasinda, gelismesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir role sahiptir (181).

Yapilan bir ¢alismada P80 ve CMC verilen farelerde inflamasyonun gostergesi
olan fekal Lcn-2 seviyesinin normal farelerde hafif, genetik olarak yatkin farelerde ise
yiiksek diizeyde (yaklasik 10 kat) arttigi bildirilmistir. Genetik modifiye olmayan
farelerde emiilgatorlerin belirgin bir kolite neden olmadigi, ancak epitel hasara ve
kolon morfolojisinde degisiklige ve diisiik dereceli inflamasyona neden oldugu,
genetik olarak yatkin farelerde ise ciddi kolite neden oldugu belirtilmistir (15). Baska
bir ¢caligmada ise diyetle CMC alimi ile Lcn-2 seviyesinin kontrole gore arttigi (9,5+2,8
vs 2,7+0,8 ng/g feges) bildirilmistir. Calismada farelere galaktooligosakkarit
verilmesinin inflamasyonu azalttig1 saptanmistir (18). Bu ¢alismada gruplar arasinda
Lcn-2 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi, ancak CMC verilen grupta
kontrole gore artan (9,7+3,29 vs 4,7+3,49 ng) Lcn-2’nin, iniilin eklenmesiyle 4,1+2,98
ng’a diistiigli ve sonucun ikili karsilastirmada anlamli oldugu goriilmiistiir (p=0,012)
(Tablo 4.2, Sekil 4.13). Benzer bir ¢alismada CMC verilen farelerde, kontrol grubuna
gore Lcn-2 seviyesinin hafif derecede arttigi, A. muciniphila eklenmesinin lipokalin
seviyesinde azalma sagladigi bildirilmistir (168). Tiim bu sonuglar goz Oniinde
bulunduruldugunda CMC ile degisen mikrobiyota kompozisyonun neden oldugu
inflamasyonun  Onlenmesinde  prebiyotik ve  probiyotiklerin  mikrobiyota

kompozisyonunu diizenleyerek olumlu etkileri olabilecegini gostermektedir.

Saglikli yetiskin bireylere 15g/giin CMC verildiginde lipopolisakarit ve
flagellin diski seviyelerinin CMC alimindan etkilenmedigi ve serum inflamatuvar
parametrelerinde fark yaratmadigi bildirilmistir (173). Genetik yatkinlig1 olmayan fare
modellerinde ve saghkli insan c¢aligmalarinda emiilgatorlerin  yiiksek diizey
inflamasyona neden olmadig1 goriilmektedir. Bu ¢alismada da farelerin serum IL-6
seviyeleri acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaistir (p>0,05). Serum IL-
10 seviyelerine bakildiginda ise CMC ve lesitin grubunda azalan IL-10 seviyesinin
iniilin eklenmesiyle arttigit ve saglikli kontrol grubuna benzedigi goriilmiistiir

(p=0,001) (Tablo 4.2). iniilinin fermentasyon sonucu olusan KZYA’nin, GPCR
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aktivitesi ile IL-10 ve TGF-B salinimina neden olarak Treg hiicrelerini uyarmasi bu
durumu agiklamaktadir (126). Iniilinin, artmis inflamasyon durumunda sik1 baglanma
proteinlerini diizenleyerek, asetat ve biitirat seviyesini artirarak, IL-6 seviyesini
azalttigr bildirilmistir (150). Ancak bu ¢alismada emiilgatorler inflamatuvar
sitokinlerden olan IL-6 seviyesini artirmadigi i¢in kontrol grubundan farkli olmayan

IL-6 seviyesine iniilinin ekstra olumlu bir etkisi goriilmemistir.
5.3. Mikrobiyota Analizlerinin Degerlendirilmesi

Bagirsak mikrobiyotasindaki disbiyoz, genetik olarak duyarli konakgilarda
mukozal bagisiklik yanitin bozulmasina ve proinflamatuvar sitokinlerin iiretimine
neden olabilmekte ve bu da inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda goriilen
inflamasyona katkida bulunmaktadir. Giiniimiizde IBH hastalarm tedavi etmede
bagirsak mikrobiyotasinin  diizenlenmesi yoluyla immiin homeostazin geri

kazanilmasinin, degerli bir terap6tik yaklasim oldugu disiiniilmektedir (182).

Emiilgatorler ve kivam artiricilar mukozal bariyer fonksiyonunu bozarak
mukus tabakasinin zararh bilesiklerin ve bakterilerin liimenden epitelyuma gecisini
engelleme yetenegini azaltabilmektedir (104). Insan bagirsak mikrobiyal
ekosisteminin (M-SHIME) mukozal simiilatoriinde yapilan bir ¢alismada, CMC ve
polisorbat 80’in, bakterilerin mukusa niifuz etme yetenegini artiran biyoaktif flagellin
ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (183). Emiilgatorlerin inflamasyona neden
olmasindaki temel mekanizmanin mikrobiyotanin mukus tabakasina penetrasyonunu
artirarak ve mikrobiyota kompozisyonunu degistirerek dogustan ve adaptif bagisiklik

yolaklarini tetiklemelerinden kaynaklandigi belirtilmektedir (19).

Emiilgatorler, germ free (mikroorganizma igermeyen) farelere verildiginde
olumsuz etkinin goriilmemesinin, emiilgatorlerin intestinal inflamasyona neden
olmasmin mikrobiyota kompozisyonu ve fonksiyonunda degisiklik ile ilgili
olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (15). Benzer sekilde CMC ve P80’in
minimal mikrobiyotaya sahip fareleri etkilemedigi, bu durumun emiilgatérlerin
inflamasyonu tetikleyen patobiontlari secici olarak etkilemesinden kaynaklanabilecegi

belirtilmistir (14).
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Yapilan bir in vitro ¢caligmada, CMC, soya lesitini ve P80’in patojen bakteri
konsantrasyonunda artisa ve KZYA kompozisyonunda degisiklige (daha yiiksek
propiyonat ve daha diisiik biitirat) neden olacak sckilde fekal mikrobiyota
kompozisyonunu degistirdigi belirtilmistir. Sonugta gida emiilgatorlerinin bagirsak
mikrobiyotasini etkileyebilecegi ve bu etkinin, emiilgatoriin tiirinden daha ¢ok

emiilsifiye edici giligleriyle orantili oldugu bildirilmigtir (11).

Yirmi farkli emiilgatoriin mikrobiyota iizerine etkisini ex-vivo ortamda
inceleyen bir ¢calismada, CMC ve P80’in mikrobiyota lizerine 6nemli 6lgiide, lesitinin
ise hafif diizeyde etkisinin oldugu, gruplar arasinda alfa cesitlilik agisindan anlamli
farklilik olmadig bildirilmistir (111). Bu ¢alismada da gruplar arasinda alfa ¢esitlilik
acisindan anlamli fark olmadig, Faith filogenetik cesitliligin ise CMC grubunda hem
lesitin hem de CMC+iniilin grubuna gore daha diisiik oldugu goriilmustiir (p=0,028)
(Sekil 4.14). Kalitatif olarak agirliksiz UniFrac uzaklik 6l¢iimlerine gore, hem lesitin
hem de CMC uygulanmasimin kontrole gore komiinite yapisini anlamli olarak
degistigi, CMC grubunun kontrol grubuna uzakliginin lesitine gdre daha yiiksek
oldugu, dolayisiyla 79omiinite yapisinm1 daha fazla degistirdigi saptanmistir (Sekil
4.17). Hem CMC hem de lesitin gruplarinda iniilin uygulamasi sonrasi komiinite
kompozisyonu anlamli olarak degismis, ancak sonuglarin CMC grubunda daha agik
oldugu belirlenmistir (p=0,017). Ayrica mikrobiyal toplulugun zenginlik ve benzerlik
acisindan degerlendirilmesinde inulin etkisinin CMC grubunda daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (Tablo 4.3). Bu durumun, CMC’nin bagirsak mikrobiyomunda daha
biiyiik degisikliklere neden olmast ile iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir. Benzer bir
calismada da CMC ve P80 uygulamasinin agirliksiz UniFrac uzaklik oSlgiimleri

acisindan kontrol grubundan farklilik gosterdigi bildirmistir (168).

Bagka bir ¢calismada CMC ve P80’in genetik olarak mikrobiyota degisikligine
duyarli (IL107/") farelerde mikrobiyal gesitliligi ve saglikla iligkili olan Bacteroidales
seviyesini azalttigi, mukoza iligkili inflamasyonu destekleyen Proteobacteria
filumunu zenginlestirdigi belirlenmistir. Bu emiilgatdrler germ free farelere
verildiginde etkinin goériilmedigi, bu durumun emiilgatorlerin intestinal inflamasyona
ve patolojik hasara neden olmasinin mikrobiyota kompozisyonu ve fonksiyonu ile

iliskisiyle aciklanabilecegi bildirilmistir. Ayrica emiilgatorlerin  safra asitleri
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seviyesini degistirdigi, biitirat seviyesini azalttigi ve mikrobiyota kompozisyonunu
degistirdigi bildirilmigtir. Emiilgator tiiketen farelerin mikrobiyotalar1 germ free

farelere transfer edildiginde diisiik dereceli inflamasyonun goriildigii belirtilmistir
(15).

Saglikli intestinal mikrobiyotada genel olarak Firmicutes ve Bacteroidetes
filumlari en yiiksek oranda goriilmekte ve geri kalanin1 Actinobacteria, Proteobacteria
ve Verrucomicrobia filumlari olusturmaktadir (23,155). Bu ¢alismada farelerin fekal
orneklerinde yapilan analiz sonucu taksonomik olarak yedi farkli bakteriyal filum
gbzlenmistir. Mikrobiyota kompozisyonuna bakildiginda Bacteroidetes filumunun
tim gruplarda baskin oldugu ve bunu Firmicutes’in izledigi, geri kalanin
Campilobacteria,  Actinobacteria,  Verrucomicrobia, = Proteobacteria  ve
Patescibacteria filumlarindan olustugu belirlenmistir  (Sekil 4.20). Ayrica
Bacteroidetes filumunun CMC, CMC+iniilin ve lesitintiniilin grubunda kontrol ve
lesitin gruplarina gore daha yiliksek oldugu saptanmistir. Bu filumun en baskin
familyalar1 olan Prevotellaceae’nin CMC (%34,5) ve CMC+iniilin (%33,1) grubunda,
Muribaculaceae’nin lesitin+iniilin grubunda (%43,1) yiiksek olmasimnin toplamda bu
farki olusturdugu belirlenmistir (Sekil 4.22). Yapilan bir ¢alismada dekstran sodyum
silfat ile kolit olusturulan farelere insan siiti oligosakkariti verildiginde
Muribaculaceae seviyesinin arttigi, Muribaculaceae’nin  kolonun  mukozal
tabakasinin korunmasinda 6nemli rol oynadigi ve bagirsak biitlinliigiiniin korunmasina

katkida bulundugu bildirilmistir (184).

Farkli emiilgatorlerin mikrobiyota kompozisyonu iizerine etkisini taksonomik
olarak inceleyen bir ¢alismada CMC ve lesitinin Verrucomicrobia filumunda ve
Akkermansia varliginda azalmaya ve Lachnospiraceae familyasinda artiga neden
oldugu tespit edilmistir (111). Farkli karragenan izomerlerinin kolit olusumundaki
etkisini arastiran bir ¢alismada, igme suyuna 20 mg/L «-, 1-, A-karragenan eklenen
farelerde tiim izomerlerin kolite neden oldugu, karragenanin intestinal emilimi
olmadig1 icin bu etkinin mikrobiyota kompozisyonundaki degisiklikle iliskili
olabilecegi bildirilmistir. Tim karragenan izomerlerinin Bacteroidetes ve
Verrucomicrobia’da, antiinflamatuvar ozellik gosteren A. muciniphila tiiriinde

azalmaya ve Firmicutes’te artisa neden oldugu belirtilmistir (13). Chassaing ve ark
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(173) yaptiklar1 ¢aligmalarinda saglikli yetigkin bireylere emiilgator igermeyen diyet
veya 15g CMC igeren diyet tlikettirmislerdir. Calisma sonunda kontrol grubuna gore
diyete CMC eklenmesinin postprandiyal abdominal rahatsizligi artirdigi ve F.
Prausnitzi ve Ruminococcus spp.’yi azaltip, Lachnospiraceae varligini artirarak
bagirsak mikrobiyota bilesimini degistirdigi bildirilmistir. Calismada ayrica bu gida
katk1 maddesine mikrobiyota yanitinin oldukga bireysellesmis oldugu gosterilmistir
(173). F. prausnitzii iniilini biitirata fermente edebilen bagirsak bakterilerinden biridir.
Ayrica F. Prausnitzii antiinflamatuvar metabolitlerin tiretilmesinde gérev almaktadir.
Bu nedenle varliginin azalmasi olumsuz saglik sonuglarina neden olabilmektedir

(154).

Yiksek yagl diyetle indiiklenen obez farelerin diyetlerine %5 seliiloz, %10
selitloz, %10 kisa zincirli FOS veya %10 iniilin eklenerek fermente edilebilen ve
edilemeyen posanin etkisini inceleyen bir ¢alismada, FOS eklenen grupta mikrobiyota
kompozisyonunda Actinobacteria ve Verrucomicrobia (Akkermansia)’nin %5 seliiloz
igeren kontrol grubundan daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Seliiloz ve fruktan tiikketen
gruplarin mikrobiyal ¢esitliliginin birbirinden anlamli sekilde ayrildigi, fermente
edilebilen posanin mikrobiyal taksonomiyi fermente edilemeyen posaya gore dnemli
Olglide degistirdigi belirtilmistir (176). Benzer bir ¢alismada yiiksek yagh diyetle
beslenen farelerde mikrobiyota kompozisyonunda Lachnospiraceae familyasinin
arttt1ig1, Bifidobacterium ve Lactobacillus varliginin azaldigi, diyete hem kisa zincirli
hem de uzun zincirli iniilin eklenmesinin Lachnospiraceae familyasinin azaltici,
Bifidobacterium ve Lactobacillus varligini artirict etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica
yiiksek yagl diyet tiikketimiyle artan Helicobacter varliginin endotoksin ile pozitif
korelasyon gosterdigi, iniilin eklenmesiyle Helicobacter’in azaldigi belirtilmistir
(185). Bifidobacteria’'nin dahil oldugu Actinobacteria filumunun konak¢i sagligi
tizerinde faydali bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bifidobacteria’daki azalma,

inflamatuvar bagirsak hastaligiyla iliskilendirilmistir (186).

Bu c¢alismada da benzer sekilde CMC grubunda kontrole gore seliiloz ve
metilseliilozu degrade eden Lachnospiraceae familyasina ait Marvinbryantia cinsi
(187) ve Ruminococcaceae familyasina ait Fournierella cinsi (188) anlamli olarak

baskin bulunmustur (Sekil 4.25). Ayrica CMC grubunda kontrole gére daha diisiik
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olan Actinobacteria sinifina ait Bifidobacteriaceae familyasi ve Verrucomicrobia
smifina ait Akkermansiaceae familyasinin iniilin miidahalesi ile arttig1 belirlenmistir
(Sekil 4.25,4.27). Lesitin grubunda ise artan Helicobacter varliginin iniilin

eklenmesiyle azaldigi saptanmistir (Sekil 4.26, 4.28).

Yapilan bir ¢calismada farelere igme suyunda %1w/v oraninda CMC ve P80,
dokuz hafta boyunca verildiginde A. muciniphila seviyesinin kontrole gore azaldigi,
kolonda inflamasyona, oOzellikle mukoza ve submukozada inflamatuvar hiicre
infiltrasyonuna neden oldugu bildirilmistir. CMC ve P80 ile birlikte oral yolla
uygulanan A. muciniphila takviyesinin ise emiilgatorlerin neden oldugu diisiik dereceli
intestinal inflamasyonu azalttigi ve mikrobiyota kompozisyonunu degistirdigi
belirtilmistir. Ayrica, CMC ve P80’in kolonik transkriptomu degistirdigi, A.
muciniphila’nin ise bu degisikliklere karsi biiyiikk o6lgiide koruyucu oldugu
bildirilmistir. Kontrol grubuna verilen A. muciniphila’nin metabolik parametrelerde ve
intestinal inflamasyonda degisiklige neden olmamasi, A. muciniphila’nin disbiyozisi

diizelttigi ancak direkt olarak konak¢1 metabolizmasini etkilemedigi ile agiklanmistir

(168).

A. muciniphila intestinal sistemde bol miktarda bulunmakta ve musini karbon,
nitrojen ve enerji kaynagi olarak kullanabilmektedir. Verrucomicrobia filumuna ait tek
cins olan A. muciniphila, bagirsak mukoza tabakasinin kalinligini arttirmakta ve
bagirsak bariyer fonksiyonunu gelistirmektedir (189). A. muciniphila varligi, bagirsak
saghig ile iliskilendirilmis ve bu bakterinin varligimin artmasi ile c¢esitli hastalik
durumlan arasinda negatif korelasyon belirlenmistir (190). Inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinda A. muciniphila konsantrasyonunun azalmis olmasi, bu tiiriin potansiyel
antiinflamatuvar &zelliklere sahip olabilecegini gostermektedir (191). Intestinal
anaerob bakteri cinsi olan A. muciniphila, giiniimiizde probiyotik 6zelliklere sahip yeni

bir fonksiyonel bakteri olarak tanimlanmaktadir (192).

Prebiyotik diyet posasinin ve 6zellikle oligofruktozun Akkermansia varligini
yaklasik 100 katina ¢ikardigi bildirilmistir (193). Yapilan bir calismada 2,5 g/kg ve 5
g/kg standart iniilin veya kisa zincirli iniilin verilen farelerde bakteriyel ¢esitliligin,
Actinobacteria filumu ve o6zellikle Bifidobacteriaceae familyasinin, A. muciniphila

diizeyinin arttig1 bildirilmistir. Ayrica biitirat {lireten bakteri popiilasyonunun
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yiikseldigi, boylece biitirat {iretiminin artmasiyla bagirsak sagliginin korundugu
bildirilmistir. Intestinal mikrobiyota kompozisyonu iizerine etkilerin polimerizasyon
derecesine gore degistigi, daha diisiik zincir uzunluguna sahip olan prebiyotigin,
probiyotik bakterileri stimiile etme etkisinin daha yiiksek oldugu, etkinin ayrica doza
bagiml arttig1 belirtilmistir (155). Iniilin tipi fruktanlarin hafif konstipasyonu olan
saglikli yetiskinlerin fekal mikrobiyotasi tizerindeki etkisini inceleyen bir ¢alismada
Bifidobacterium spp. ve Anaerostipes spp. popiilasyonunda artisa ve Bilophila

popiilasyonunda azalmaya neden oldugunu bildirilmistir (48).

Fakli uzunluktaki iniilinin yiiksek yagl diyetle indiiklenen endotoksemi ve
inflamasyon iizerine etkisini inceleyen bir ¢aligmada hem kisa hem de uzun zincirli
iniilinin endotoksemiyi ve inflamasyonu azaltarak olumlu etkileri oldugu bildirilmistir.
Iniilinin KZYA iireten bakterileri ve boylece KZY A’ni artirarak antiinflamatuvar etki
gosterdigi belirtilmistir. Iniilinin Bifidobacterium ve Lactobacillus varligini artirmasi
ve endotoksin sekresyonunu azaltmasi antiinflamatuvar etkiye katkida bulunmustur
(185). Hafif ve orta aktif ilseratif kolitli hastalara 15 g/giin oligofruktozla
zenginlestirilmis iniilin verildiginde fekal biitirat seviyesinin arttig1 ve hastalik siddeti
skorunun azaldigi, ayrica fekal Bifidobacteriaceae ve Ruminococcaceae,
Faecalibacterium ve Ruminococcaceae varliginin arttigi bildirilmistir. Hem fekal
orneklerde hem de mukozal biyopsilerde temel mikrobiyota bilesiminin, bireyler
arasinda yiiksek derecede degiskenlik gosterdigi ve hasta gruplari arasinda farklilik

gostermedigi bildirilmistir (194).

Randomize, plasebo-kontrolli, ¢ift kor bir galismada saglikli yetiskinlere uzun
zincirli iniilin (PD:25-34) verildiginde fekal Actinobacteria ve Bifidobacterium
varliginin arttig1; Desulfovibrio, Proteobacteria, Bacteroidetes, Lachnobacterium ve
Ruminococcus varliginin azaldigi bildirilmistir. Toplam diyet posasi aliminin fekal
biitirat seviyesiyle iliskili oldugu ve biitiratin Bifidobacterium ile pozitif,
Desulfovibrio ile negatif iliskili oldugu belirtilmistir. Fekal 6rneklerinde belirlenebilir
diizeyde Bifidobacteria olmayan kisilerin iniilin alimma yanit vermedikleri, bu
durumun konak¢inin mikrobiyota kompozisyonunun baslangictaki durumu ile
aciklanabilecegi ifade edilmistir (195). Bu ¢alismada ise CMC grubunda artmis

Lachnospiraceae familyasinin iniilin eklenmesi ile azaldigi, ayrica Bifidobacteriaceae
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varhigmin arttigi, Bacteroidetes ve Proteobacteria varligmin azaldigi saptanmistir
(Sekil 4.22).

Kisa zincirli yag asitlerinin Prevotellaceae_ UCG_001, Parabacteroides ve
Bacteroides ile onemli Olgiide pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (196).
Prevotella tiiriiniin, 6zellikle Akdeniz diyeti ve vejetaryen beslenme gibi bitkisel
kaynaklardan zengin diyetle beslenen bireylerde daha yaygin oldugu, bu nedenle
Prevotella’nin faydali bir bakteri olabilecegi belirtilmistir (197). Bu ¢alismada hem
lesitin hem de CMC gruplarinda iniilin uygulanmasi sonrast Christensenellaceae
ailesi, Prevotellaceae NK3B31, Clostridia UCG_ 014, Prevotellaceae_ UCG_001
gibi taksonomik gruplarin ortak olarak anlamli derecede degistigi goriilmiistiir (Sekil
4.27, 4.28). Ozellikle CMC+iniilin ve CMC grubunda lesitin gruplarina gore
Prevotellaceae varliginin daha yiiksek oldugu belirlenmis, CMC’nin yapisi itibariyle
igerdigi seliilozun da bu durumda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Giincel bir
calismada CMC ve P80’in Prevotellaceae varligimi azalttigi, A. muciniphila

miidahalesinin ise bu familyay1 artirdigi bildirilmistir (168).

Bagka bir calismada, zerdegal polisakkaritinin profilaktik uygulamasinin,
dekstran siilfat sodyumun neden oldugu bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasini,
triptofan metaboliti indol akrilik asit tireten Clostridia UCG 014 lehine iyilestirdigini
bildirmistir (198). Ayrica Peptostreptococcus tiirleri de bagirsak epitelinin bariyer
fonksiyonunu destekleyen ve inflamatuvar yanitlar1 hafifleten indoleakrilik asit
tiretmektedir. Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda mikrobiyotanin  musinleri
pargalama ve triptofan metabolize etme yetenegi azalmistir (199). Bu ¢alismamizda
ise iniilinin kendi bifidojenik etkisinin disinda 6zellikle bariyer fonksiyonu i¢in 6nemli
bir bilesik olan indol akrilik asit iireten Clostridia UCG 014 tiiriinde artig sagladigi

gosterilmistir.

Yapilan bir c¢alismada inflamatuvar sitokinlerin firsat¢i patojenler olan
Eubacterium_ ruminantium, Eubacterium_xylanophilum ve Eubacterium_siraeum ile
pozitif iliski gosterdigi bildirilmistir (196). Bu ¢alismada ise lesitin grubunda kontrole
gore anlamli baskin taksonomik grup Eubacterium ruminantium olarak belirlenmistir
(Sekil 4.26). Ancak lesitinle ilgili yapilan ¢alismalar geliskili olup, lesitinin olumlu

etkileri olabilecegi yoniinde calismalar da bulunmaktadir. Yapilan bir fare modeli



85

caligmasinda ise, kolza tohumu lesitini ve soya lesitininin bagirsak mikrobiyotasi
tizerindeki etkisi arastirllmig ve lesitinin, kaynagi veya dozu ne olursa olsun,
Clostridium leptum grubunun fekal bollugunu 6nemli 6l¢tide artirdigi bildirilmistir
(200). F. Prausnitzii ile baz1 Eubacterium ve Ruminococcus tiirlerini igeren

Clostridium leptum grubu, biitirat iireten bakteriler olarak tanimlanmigtir (201).

Tiim emiilgatorlerin fiziki 6zellikleri ve metabolizmasi ayni olmadigi icin
etkileri de farklilik gostermektedir. Bazi bilesiklerin organizma ftizerinde lipit
oksidasyonunu azaltmak gibi yararli etkilerinin olabilecegi gosterilmistir. Bazi
stirfaktanlar, fosfolipitler, proteinler, polisakkaritler ve kolloidal partikiiller, lipid
damlaciklarini stabilize ederek ve bunlarin topaklagmasini 6nleyerek bu antioksidan

ozellikleri ortaya koyabilmektedir (113).

Polisakkaritler insanlarda kolayca hidrolize edilememekte ve dolayisiyla
degismeden kolona ulagsmaktadir. Bu nedenle mikrobiyota kompozisyonunu ve
intestinal mukozay1 direkt olarak etkiledikleri bildirilmistir. CMC ile benzer sekilde
karragenan ve gumlarin da kolon mikrobiyota kompozisyonu iizerinde dnemli etkileri
oldugu belirtilmistir (111). CMC, sulu fazda yapiy1 diizenleme, koyulastirma veya
jellestirme islevlerine sahip bir hidrokolloiddir (113). Modifiye seliilozlar sindirim
enzimleri tarafindan parcalanmamakta ve gastrointestinal gegisleri boyunca bagirsak
liimeninde mevcut kalmaktadir. CMC’nin bu 6zelligi nedeniyle mukusun fonksiyonel
ozelliklerini degistirme ve jel yapma yetenegi bulunmaktadir. Emiilgatorlerin
bakterilerin hiicre zarlar1 iizerindeki etkileri veya kivam artiricilar tarafindan besin
gruplarinin saglanmasi, belirli bakterilerin patojenitesini degistirebilmekte ve/veya

mikrobiyotanin bilesim yapisini degistirebilmektedir (104).

CMC emiilgator olarak siniflandirmis olmasinin yaninda, bitki kaynakli bir
diyet lifi olan seliilozla benzer 6zelliklere sahip oldugu diisiinilmektedir. Bu nedenle,
CMC’nin kolloid miishil olarak kullanildigina dair bilgiler eskiden beri bilinmektedir.
Yiiksek CMC tiiketiminin gastrointestinal rahatsizliklara neden oldugu bildirilmistir
(9). JECFA baslangicta seliiloz ve tiirevleri i¢in ADI degerini 25mg/kg/giin olarak
belirlemistir. Ancak daha sonra goriilen gastrointestinal etkilerin seliilozun kendi
fiziksel 6zelliklerinden ve hidrofilik etkisinden kaynaklandigi belirlendiginden ADI

degerini ‘‘belirtilmemis’” olarak giincellemistir. Aslinda CMC benzeri seliiloz
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tiirevlerinin gastrointestinal etkileri 6nceden beri bilinmektedir (202). Bu etkilerin ileri

mekanizmalari yapilan giincel ¢calismalarla ortaya ¢ikarilmistir (15,167,168).

Lesitin ise biiyiikk ¢ogunlugu fosfolipitlerden olusan bir lipid kompleksidir.
Besin sanayisindeki lesitinin biiylik ¢ogunlugu (%90) soyadan elde edilmektedir. Soya
lesitini ve kolza lesitini omega 3 yag asitlerinden zengindir. Diyet fosfoliptleri lipid
metabolizmasindaki olumlu etkilerinin yaninda bagirsak mikrobiyotasini da giiglii bir
sekilde modiile etmekte, bdylece kronik metabolik hastaligin gelisiminde rol oynayan
cok sayida metabolik ve inflamatuvar siireci diizenlemektedir (200). Soya lesitini
cogunlukla lizolesitin ve serbest yag asitleri olarak emilmektedir. Ancak digkida tespit
edilmesi, bir kismmin kolona ulastigin1 ve burada kolin ve gliserol kisimlarinin
bagirsak mikrobiyotasi tarafindan metabolize edildigini gostermektedir (108,203).
Aycicegi lestininin, soya lesitine gére mikrobiyota iizerinde daha fazla olumsuz etkiye
neden oldugu bildirilmistir. Bu durumun ayg¢icek lesitininin i¢erdigi omega-6 coklu
doymamis yag asitleriyle iliskili olabilecegi belirtilmistir (111). Bu ¢alismamizda da
CMC’nin, lesitine gore mikrobiyota kompozisyonunu daha fazla olumsuz etkiledigi
goriilmiistiir. Bu nedenle gida sanayinde sentetik emiilgatorler yerine dogal emiilgator
ozellikli bilesiklerin kullanimlarina dikkat edilmelidir. Ancak fazla miktarda alinan
lesitin koline hidrolize edildikten sonra kolon bakterileri tarafindan trimetilamine
doniismekte ve bu bilesik trimetilamin N-oksit (TMAO)’e okside olmaktadir (204).
Olugan bu bilesigin de inflamatuvar yolaklar1 tetikledigi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Ayrica emiilgatorlerin etkisinin tiirlinden ¢ok emiilsifiye edici
giicliyle iliskili oldugu bildirilmistir. Emiilgatorler ayn1 zamanda membran ¢oziicii
ozellikleriyle bilinen yiizey aktif maddeler olarak da gorev yapmaktadir. Bu nedenle
mikrobiyota kompozisyonunda degiklige neden olmadan bile bagirsak bariyer

duvarini etkileyerek epitele bakteri go¢iinii artirabilecegi bildirilmistir (11).

Bu c¢alisma emiilgatorlerin intestinal inflamasyon ve mikrobiyota iizerine

etkilerini 6nlemede iniilinin etkisinin incelendigi ilk ¢aligmadir.
Bu calismanin bazi kisithliklart bulunmaktadir. Bunlar;

Calisma biitgesi siirli oldugu i¢in bu caligmada sadece gida sanayinde yaygin

olarak kullanilan emiilgatérlerden CMC ve lesitinin etkileri degerlendirilmistir.
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Etkinin tim emiilgatorler igin genellenebilmesi, diger emiilgatorlerin tek tek veya

birarada kullanimlarinin degerlendirilmesi ile miimkiin olacaktir.

Mikrobiyota sekans analizlerinin maliyetlerinin yiliksek olmas1 farkli

emiilgatdrlerin ve farkli dozlarin ¢alisilmasinda en biiyiik sinirlilik olmustur.

Ayrica  islenmis besinlerde  ¢ogunlukla birden fazla emiilgator
kullanilmaktadir. Bu konuda yapilacak ileri ¢alismalarda siklikla birlikte kullanilan

emiilgator ve kivam artiricilarin sinerjk veya antagonist etkisi de degerlendirilmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Arastirmanin 6rneklemini 30 adet erkek C57BI1/6 fare olusturmustur. Fareler;
CMC (n=6), CMC+iniilin (n=6), lesitin (n=6), lesitin+iniilin (n=6) ve kontrol (n=6)
olmak iizere 5 gruba ayrilmistir. Calismadaki hayvanlarin takip siiresi 12 haftadir.
CMC ve CMCHiniilin grubundaki farelere bu siiregte CMC; lesitin ve lesitin+iniilin
gruplarindaki farelere ise lesitin igme sularia %1 w/v derisimle eklenerek verilmistir.
CMC+iniilin ve lesitin+iniilin gruplarina ise iniilin 5g/kg viicut agirligi olacak sekilde

verilmistir. Kontrol grubu normal yeme ve suya erisim saglamistir.

Gida emiilgatorlerinden lesitin ve CMC ile prebiyotik olan iniilinin
mikrobiyota ve intestinal inflamasyon {izerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilan

bu ¢alismanin sonuglari asagida 6zetlenmistir.

1. Baglangig¢ viicut agirliklar1 (ortalama 16,6+2,24 g) benzer olan farelerin 12 hafta
sonunda viicut agirliklart (ortalama 26,5+1,86 g) ve agirlik kazanim oranlar

(ortalama %59,7+18,4) acisindan fark olusmamistir (p>0,05).

2. [Iniilin verilen gruplardaki farelerin yem tiiketimleri (CMC+iniilin ve lesitin+iniilin
gruplart i¢in sirasiyla; 2,9+0,66 g ve 3,14+0,63 g) iniilin eklenmeyen gruplardan
(konrol, CMC ve lesitin gruplar i¢in sirasiyla; 4,0+0,59g, 3,5+0,59 g ve 3,4+0,45
g) daha diistiktiir (p<0,001).

3. Farelerin su tiiketimleri (ortalama 7,3+1,15 ml) ve su tiiketimi {izerinden
hesaplanan emiilgator alim miktarlar (ortalama 72,7+11,04 mg) agisindan gruplar

arasinda anlamli fark bulunmamstir (p>0,05).

4. Lesitin ve CMC grubunun kolon histopatolojik skoru (1,0+0,25) kontrole gore
(0,0+0,0) daha yiiksek iken, iniilin miidahalesi ile histopatolojik skorun diistiigi
belirlenmistir (CMC+iniilin ve lesitin+iniilin i¢in sirastyla (0,5+0,22; 0,7+0,21)
(p<0,01).
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Farelere CMC (265,7+10,36 um) ve lesitin (250,3+7,64 pum) verildiginde ince
bagirsak villuslarinda kontrol grubuna (399,8+9,58 um) gore kisalma belirlenmis,

iniilin tiiketimi kisalan villuslarda istatistiksel olarak anlaml1 bir uzama saglamistir

(p<0,001).

Kolon villus uzunluk 6l¢timlerinin CMC (83,3+1,11 um) ve lesitin (77,8+3,12 um)
gruplarinda kontrol (103,0+4,65 pm) grubundan kisa oldugu belirlenmistir. Iniilin
uygulamasinin kolon villuslarinin (CMC+iniilin, lesitint+iniilin igin sirasiyla;

90,3+0,91 um; 87,0+6,16 um) uzamasinda etkili oldugu bulunmustur (p<0,001).

fleum ve kolonda kontrol grubuna (sirastyla 67,3+2,94 um, 27,8+5,49 pum) gore
CMC grubunda (sirasiyla 42,8+3,06 um ve 15,3+2,50 um) ve lesitin grubunda
(sirastyla 30,742,58 um ve 11,7£1,86 pum) kript uzunluklarinin azaldigi, iniilin
eklenmesi ile CMC grubunda (sirasiyla 52,7+2,80 um ve 17,0+£2,09 um) ve lesitin
grubunda (sirastyla 57,8+1,47 um ve 16,8+1,94 um) ise kript uzunluklarinin arttig
belirlenmistir (p<0,001).

Kontrol grubunda bagirsak liimenlerinde az miktarda bakteri kiimesi gézlenmistir.
CMC ve lesitin gruplarinda ise limende fazla miktarda bakteri kiimesi
bulunmustur. Iniilin uygulamasmin CMC ve lesitin verilen gruplarda bakteri

yogunlugunu azalttig1 ancak tamamen diizelme saglamadig belirlenmistir.

[leumlarin Masson trikrom boyamasinda kontrol grubuna gére CMC ve lesitin
gruplarinda bag dokuda azalma saptanmustir. Iniilin uygulamasinin ise azalmis bag

dokusunda hafif de olsa artig sagladig1 gozlenmistir

Kontrol grubunun kolon dokularinda belirgin olan bag doku tabakast CMC ve
lesitin gruplarinda belirgin 6lglide azalmis, iniilin uygulamasiin kolondaki bag

doku tabakasi lizerine anlamli etkisinin olmadig1 saptanmustir.

CMC (40,5+0,88) ve lesitin (42,3+1,14) gruplarinda PAS boyamasina gore
ileumlarin goblet hiicrelerinin sayis1 kontrol grubuna (55,8+2,24) gore belirgin
sekilde azalmistir. CMCHiniilin (54,5+0,56) ve lesitin+iniilin  (51,042,38)
gruplarinda iniilin uygulamasmin goblet hiicre sayisin1 ve biiyiikliigiinii artirdigi

belirlenmistir (p<0,001).
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Kolonlarin PAS boyamasinda CMC (89,0+0,63) ve lesitin (92,5+1,47) gruplarinda
goblet hiicrelerinin sayilarinin kontrol grubuna (108,8+2,35) gore belirgin sekilde
azaldigi, CMC+iniilin (102,5£1,23) ve lesitintiniilin (103,5+1,66) gruplarinda
iniilin uygulamasinin goblet hiicre sayisin1 ve biiyiikliigiinii artirdig1 belirlenmistir

(p<0,001).

Farelere CMC ve lesitin uygulamasinin serum inflamatuvar belirteci olan 1L-6

seviyesinde anlamli degisiklige neden olmadig1 saptanmistir (p>0,05).

Serum antiinflamatuvar sitokini olan I1L-10 seviyesi CMC (179,5+29,47 pg/ml) ve
lesitin (186,1+25,1 pg/ml) grubunda kontrol grubuna gore (261,2+40,52 pg/ml)
azalmigken, iniilin miidahalesi ile artarak kontrol grubuna benzerlik gdsterdigi

belirlenmistir (sirasiyla 238,6+40,52 pg/ml; 220,8+32,58 pg/ml) (p=0,001).

Intestinal inflamasyonun belirteci olan fekal lipokalin-2 seviyesi kontrol grubunda
4,7+3,49 ng iken, CMC grubunda 9,7+3,29 ng’a yiikselmis, iniilin uygulamasi ile
4,1£2 98 ng’a diismistir (p=0,012). Diger gruplarda fekal lipokalin seviyesi

acisindan anlamli fark saptanmamstir (p>0,05).

Gruplar aras1 gozlenen ASV’lerin dagilimi, zenginlik ve dagilimin birlikte
degerlendirildigi Shannon indeksi bakimindan gruplar arasinda anlaml bir fark

saptanmamustir (p>0,05).

Farelere CMC uygulamasi kontrol grubuna gore filogenetik ¢esitliligi azaltmus,
iniilin uygulamasinin (CMC+iniilin grubu) ise CMC grubuna gore filogenetik

cesitliligi artirdig belirlenmistir (p=0,028).

Kalitatif olarak agirliksiz UniFrac uzaklik o6lgtimleri temel alindiginda CMC ve

lesitin gruplarinda kontrole gore komiinite yapisinin anlamli olarak degistigi

belirlenmistir (p=0,001).

Lesitin veya CMC verilen farelere iniilin uygulandiginda komunite kompozisyonu
anlamli olarak degismistir (CMC vs CMC+inulin, p=0,017; lesitin vs lesitin+iniilin,
p=0,017).
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Farelerin fekal orneklerinde yapilan analiz sonucu taksonomik olarak yedi farkli
bakteriyal filum gozlenmistir. Farelerin fekal mikrobiyota Orneklerinde
Bacteroidetes filumu tiim gruplarda baskin bulunmustur. Bunu Firmicutes
izlemekte, geri kalani ise Campilobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia,

Proteobacteria ve Patescibacteria filumlari olusturmaktadir.

Karboksimetil seliiloz ile birlikte iniilin uygulanan farelerde Actinobacteria ve

Verrucomicrobiota filumlari diger gruplara gére daha yiiksek bulunmustur.

Farelere lesitin uygulamasmnin kontrol grubuna goére Campylobacterota
seviyelerinde artisa neden oldugu; iniilin uygulamasinin (lesitintiniilin grubu)
lesitin grubuna gore Campylobacterota seviyelerinde azalma sagladigi

belirlenmistir.

Farelerin fekal mikrobiyota analizinde tiim gruplarda 28 familya oldugu tespit
edilmigtir. Tim gruplarda en c¢ok Muribaculaceae, Prevotellaceae,
Lachnospiraceae, Helicobacteraceae ve Bacteroidaceae familyalart bulundugu

saptanmistir.

Farelere  CMC verilmesinin Actinobacteria smifina ait Bifidobacteriaceae
familyasini ve Verrucomicrobia sinifina ait Akkermansiaceae familyasini azalttig

belirlenmistir.

Lesitin ve CMC gruplarinda kontrol grubuna gére azalan Actinobacteria sinifina ait
Bifidobacteria ve Verrucomicrobiae sinfina ait Akkermansia varligi iniilin

uygulamasiyla artmistir.

CMC veya CMC+iniilin uygulanan farelerde Prevotellaceae familyasi kontrol ve

lesitin gruplarina gore daha yiiksek bulunmustur.

Tiim gruplarda genel olarak Muribaculaceae, Lachnospiraceae NK4A136_group,
Helicobacter, Prevotellaceae_ UCG-001, Prevotellaceae NK3B31_group,
Bacteroides ve Lachnospiraceae_ UCG-001 cinsleri baskin bulunmustur.
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CMC+iniilin  verilen grupta, diger gruplara gore Prevotellaceae NK3B31,
Prevotellaceae_ UCG-001 ve Akkermansia cinsinin gorece daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Farelere CMC verildiginde kontrol grubuna gore seliiloz ve metilseliiloz degrade
eden Lachnospiraceae familyasina ait Marvinbryantia cinsi ve Ruminococcaceae

familyasinda bulunan Fournierella cinsi anlamli olarak baskin bulunmustur.

CMC verilen farelerin fekal 6rneklerinde Lactobacillus varliginin 6nemli dlgiide

azaldigi saptanmustir.

Lesitin grubunda kontrole gore anlamli baskin taksonomik grubun Eubacterium

ruminantium oldugu ve Bifidobacterium'da azalma oldugu belirlenmistir.

Farelere lesitin uygulamasinin kontrol grubuna gore Helicobacter varligini
artirdi@i, lesitin ile birlikte iniilin verildiginde Helicobacter varligi azalttigi

saptanmistir.

Kontrol grubuna gore daha diisiik diizeyde Bifidobacterium ve Akkermansia
bulunan CMC grubuna iniilin uygulamasinin bu bakteri tiirlerini artirdigi

bulunmustur.

LefSe analizlerine gore CMC’nin lesitine gére mikrobiyal kompozisyonda olumsuz

yonde daha fazla degisiklige neden oldugu belirlenmistir.



93

6.2. Oneriler

Bat1 tarz1 beslenme yiiksek yag, doymus yag, hayvansal kaynakli besinler ve
islenmis besin tliiketimini igermektedir. Bati tarz1 beslenme modeliyle artan islenmis
besin tiiketimi, diyetle gida katki maddelerinin alimini artirmistir. Son yillarda Bati
tilkelerinde inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 prevalansinin artmasinin, beslenmedeki
bu degisimin bir sonucu olabilecegi tartismalarin1 ortaya c¢ikarmistir. Bu nedenle
giincel literatlirde gida katki maddelerinden 6zellikle emiilgatorlerin bagirsak sagligi

tizerine etkilerini arastiran ¢alismalarin sayis1 giin gectikge artmaktadir.

1. lIslenmis besinlerde emiilgatdrlerin kullanimini tamamen Onlemek miimkiin
degildir. Bu nedenle mikrobiyota sagligi lizerine daha az zararli olan gida katki
maddelerinin belirlenmesi ya da olumsuz etkileri azaltacak besin bilesenlerinin
besine ve/veya beslenme modeline eklenmesi ile saghig: koruyucu onlemlerin

aliacag diistiniilmektedir.

2. Giincel literatiirde farkli emiilgatorlerin etkileri gosterilmis olsa da 6zellikle lesitin
ile ilgili yapilan c¢aligmalar olduk¢a smirhidir. Calismanin ileri analizlerinde
bagirsak gegirgenliginin belirteglerinden olan siki baglanma proteinlerinin
diizeyleri belirlenebilir. Ayrica mikrobiyota kompozisyonu degisikliginin
sonuglarindan olan KZYA konsantrasyonlarinin incelenmesi, mikrobiyota

kompoziyon degisikligi i¢in ileri bilgi saglayacaktir.

3. Bu sonuglar dogrultusunda intestinal sagligin korunmas: amaciyla 6zellikle ultra
islenmis besinlerde kullanilan gida emiilgatorlerinin diyetle alimini sinirlandirmak
ve bununla birlikte beslenme modelimizde prebiyotiklere yer vermek oldukga
onemlidir. Bireylerin islenmis besin tiikketimi ve gida katki maddelerinin saglik
tizerine etkileri konusunda bilgilendirilmesi, gida ve beslenme okuryazarligi

seviyesinin artirilmasi ile saglikli besin se¢imi saglanabilir.

4. Bu calismanin sonugclari, iilkemizde gidaya yonelik yetkili kurum tarafindan
cikartilacak yasal diizenlemede, islenmis besinlerde emiilgatorlerin kullanimi igin

iist limitlerin belirlenmesinde veya besin sanayisinde farkli prebiyotikler
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kullanilarak emiilgatorlerin saglik lizerine etkilerini 6nlemede yeni formiilasyonlar

gelistirilmesinde katkida bulunabilir.

. Bu c¢alismada se¢ilen gida katki maddesi emiilgatorlerin tek baslarma etkileri
degerlendirilmistir. Islenmis besinlerde farkli fonksiyonlara sahip gida katki
maddeleri ¢ogunlukla birden fazla kullanildigindan ve bu nedenle kimiilatif bir
etkinin goriilmesinin olast sonuglari oldugundan, bu etkilerin degerlendirilmesi igin
arastirma sonuglarimiz bu konuda yapilabilecek ileri ve kapsamli ¢alismalara zemin

hazirlamaktadir.

. Gida katki maddelerinin besinlerde kullanilan ger¢ek miktarlarinin bilinmesini
saglayan yasal diizenlemeler ile {ilkemizde farkli yas, cinsiyet, beslenme ve saglik
durumuna gore diyetle alinan gida katki maddeleri i¢in risk degerlendirmesi
yapilmalidir. Ayrica sadece besinler yoluyla degil, kullanilan ilaglar, kozmetikler
ve dis macunu gibi tirtinler ile de gida katki maddeleri viicuda alinabilecegi igin,
uzun siireli etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha kapsamli ve iyi dizayn

edilmis ¢alismalara gereksinim vardir.

. Bununla birlikte inflamatuvar bagirsak hastaliklarina sahip bireylerde mevcut
giincel caligmalar remisyonu saglayan kesin bir beslenme tedavisinin
bulunmadigini, ancak gida katki maddelerinden 6zellikle emiilgatorlerin diyetten
cikarilmasimin olumlu sonuglart olabilecegini bildirmektedir. Bu ¢alismanin
sonuglariin klinik ¢aligmalarla desteklenmesi ile intestinal saglik ve mikrobiyota
tizerine etkilerine iligkin gilin gectikge daha fazla kanit sunulan gida
emiilgatorlerinin diyetten ¢ikarilmasinin, tedavi agisindan umut verici olabilecegi

distiniilmektedir.
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