T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOGAL KEFIR DANESINDEN VE STARTER KEFiR
KULTURUNDEN URETILEN KEFIiRLERIN in vivo
BAZI IMMUNOLOJIK ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

Funda DAVRAS

Danisman
Dog. Dr. Tugba KOK TAS

YUKSEK LiSANS TEZI
GIDA MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI
ISPARTA - 2018



© 2018 [Funda DAVRAS]



TEZ ONAYI

Funda DAVRAS tarafindan hazirlanan " Dogal Kefir Danesinden ve Starter
Kefir Kiiltiiriinden Uretilen Kefirlerin in vivo Bazi immiinolojik Etkilerinin
Kargilagtirilmasi " adh tez ¢alismasi asagidaki jiiri tyeleri éniinde Siileyman
Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi Anabilim
Dalr'nda YOKSEK LISANS TEZI olarak bagari ile savunulmustur.

Danisman Dog. Dr. Tugba KOK TAS ffzjw

Siileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Zeynep Banu SEYDIM j L A o
Siileyman Demirel (Iniversitesi “7 Vet

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Seval KIRDAR
Mehmet Akif Ersoy Universitesi ( =

Enstitii Miidiiri Prof.Dr.Yasin TUNCER




TAAHHUTNAME

Bu tezin akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini ve kullanilan tim
literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan ederim.

Funda DAVRAS

AR VRN




ICINDEKILER

Sayfa
ICINDEKILER ...oeiirreetesessssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssessssssssassssssssans i
OZET ..ooovtvesseesseessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssessssssssssssssessssssssssssnnns ii
ABSTRACT ettt s s bbb iii
TESEKKUR .....oocessieensesssssssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssnssssssssssssssnssssssssssssssnnns iv
SEKILLER DIZINT w..oooeeeeeeeteeessessssesssssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssesssssssssessssssssossssssannns v
CIZELGELER DIZINT oouireetessesseetssesssssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssossssssasnns vi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI....ccooosirreerrcssssesssesssssssseessssssssssssesssssssssssssnnns vii
1. GIRIS oo eeveeeseeeesecessseseesesssesssssssseessssssssssssesssssssssssss s sssssssss s ssssassss s ssssssssssssssssssnes 1
2. KAYNAK OZETLERI......ocessseereeesssssseeessssssssssssessssssssssssssesssssssssssssessssssssssssssesssssssssens 3
0 TR 55 i1 O PSPPSR 3
2.2. KEfir UTEUIMI wuuuevevvueeseeesseseesesssesessssssssesssssssssesssssssssesssssssssessssssssssssssssssssssssannns 5
2.3, Kefir DANESI..cuieuceeeerreeeesreeseessessessessesses st sssessssssssssssssssssssssssssssssessssans 6
2.4. Kefir Danesi icinde Bulunan Probiyotik Mikroorganizmalar............... 10
2.5. Immiin Sistem Ve ISIEVIETT ...oorveeeiereesssseesssssssssssssssssessssssssssessssssssssssssennes 14
2.6. Probiyotik Mikroorganizmalarin immiin Sistem Uzerine Etkileri..... 29
3. MATERYAL VE YONTEM .......ooosreeerrssensesssssessessssssessssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssasans 44
3.1, Kefir Ur@tIMIET i uuuuuuueeeeeesssesseeesssssssssssessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssannns 44
3.2. Deney Hayvanlari Deneme DeSeni ........coerenereneeresnesnesnesnesnessessessessessenns 44
3.3. Kefir Orneklerinin Mikrobiyolojik Analizlerinin Yapilmasi ................. 45
3.4. IMMUNOIOJIK ANAIZIET ....ooeereeeeeeeeeessseeesessssssesssssssssssssssssssssssssssessssssasessssssannns 47
3.4.1. Doku 6rneklerinin hazirlanmasl.......coooererenesessesesesesessessesnenns 47
3.4.2. IMmMUunNoglobulin A @NaliZi..........ceemeeeeeeeerresseeeeesesssssseessessssssassssessssssssnns 48
3.4.3. Immunoglobulin G aNaliZi .....cowww.eeemerreesesneessssssesssssssssesssssssssessssssssenees 49
3.4.4. INterloKin-4 aNaliZi .......ccoomrerreeesumesseeeessssssssssseessssssssssssessssssssssssssssssssssnes 50
3.4.5. Interlokin-10 ve Interlokin-12 analizleri..........cooeresmnineeesssssonns 50
3.4.6. Toll Like Reseptor-4 analiZi.......cooeeereresesesresessessessessessessessessesnenns 51
3.5. IStatiKSEl ANAIZICT .........oooeeereereeeeevesseeeessessssssssessssssssssssssesssssssssssssessssssssssssses 52
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMAL.....coorereeserreeseessesseessessesssessesssessesees 53
4.1. Kefir Orneklerinin Mikroflora Igerigi Sonuglari.........ccoeeeervssseeneee. 53
4.2. Immiinolojik Analizlerin SONUGIATT ......ovveeveeeeeeesseeeeseessssesesssssssessssssesneees 54
5. SONUC VE ONERILER.....ccsmmesrevestmesssesssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssns 62
KAYNAKLAR .ottt sssssse s ssss s s s sassssssanes 63
EKLER sttt s s ssses e s s s s 81
OZGECMIS eureeeeteeessessssssessssssssssssssssesssssssssssssssssessssssssssssssssssesssssssssesssssssssessssssssassssssasnas 84



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

DOGAL KEFiR DANESINDEN VE STARTER KEFiR KULTURUNDEN URETILEN
KEFIRLERIN in vivo BAZI IMMUNOLOJiK ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

Funda DAVRAS

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Tugba KOK TAS

Dogal kefir danesi, kendine 6zgii olaganiistli bir mikrobiotaya sahiptir. Bu yap1
polisakkarit bir matriks icinde laktik asit bakterilerini (LAB), asetik asit
bakterilerini ve mayalar: belli oranlarda bulundurmaktadir. Gergek kefir, kefir
daneleri kullanilarak geleneksel yontemlerle iretilmekte endiistride ise
cogunlukla kefir daneleri yerine starter kiltilirler kullanilmaktadir. Kullanilan
bu starter kiiltiirler kefir danesi mikrobiotasindan ¢ok farkli olup sadece bazi
probiyotik mikroorganizmalari iceren fermente bir icecektir.

Projenin amaci; dogal kefir danesinden ve starter kefir kiiltiirii kullanilarak
tretilen Kkefirlerin immiin sistemi TUzerine etkilerinin in vivo c¢alismayla
belirlenmesidir. Projede farkl tiretilen kefirler Balb/c farelerine (6-8 haftalik,
20-25 gram, erkek) iki hafta gavaj yoluyla 300 pl/giin uygulanmistir.
Sakrifikasyon isleminden sonra dogal kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir ile
beslenen farelerin (KGI grubu), starter kiiltiir kullanilarak tretilen kefir ile
beslenen farelerin (STI grubu) ve fosfat tamponlu salin (PBS) ile beslenen
kontrol grubu farelerinin (CNI) bagirsak dokulari alinmistir. Daha sonra
intestinal sivi  o6rneklerinde Immiinoglobulin (Ig) A, Immiioglubulin G,
Interlokin(IL)-4, interldkin-10, interldkin-12, Toll Like Reseptor (TLR) -4
analizleri yapilarak immitinolojik degerlendirilmistir.

Sakrifikasyon sonrasi fare bagirsak doku ornekleri homojenize edilerek -80
°C’'de depolanmistir. CNI, KGI ve STI grubunun IgA degerleri sirasiyla 60,87;
72,78 ve 55,31 ng/mL; IgG degerleri 26,59; 38,90 ve 29,44 ng/mL; IL-4
degerleri sirasiyla 84; 40,28 ve 53,28 pg/mL; IL-10 degerleri sirasiyla 110,98;
175,91 ve 134,77 pg/mL; IL-12 degerleri 53,90; 22,93 ve 24,75 pg/mL; TLR-4
degerleri 0,53; 0,43 ve 1,37 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Probiyotik 6zelligi yliksek olan dane kefirinin bir¢ok immiinolojik mekanizmayi
modiile etme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: immiin sistem, in vivo, kefir danesi, probiyotik, starter kefir
kaltiiria

2018, 84 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

in vivo COMPARISON OF SOME IMMUNOLOGICAL EFFECTS OF KEFIR
PRODUCED BY NATURAL KEFIR GRAIN AND STARTER KEFIR CULTURE

Funda DAVRAS

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Tugba KOK TAS

Natural kefir grain has an unique microbiota. This structure contains lactic acid
bacteria (LAB), acetic acid bacteria and yeast in certain ratios in a
polysaccharide matrix. Original kefir is produced using traditional method by
using kefir grains, whereas starter cultures are used instead of kefir grains in
the industry. These starter cultures used are very different from kefir grain
microbiota which is fermented drink containing some probiotic
microorganisms.

The aim of this project; determination and comparison of the effects on the
immune system of kefir produced by using natural kefir grain and starter kefir
culture. In the project, kefir produced with different cultures were applied to
Balb/c mice (6-8 weeks, 20-25 grams, male) by gavage for two weeks at 300 pl

/day.

Intestinal tissues of mice fed with phosphate buffered saline (PBS) control
group (CNI), mice fed with kefir produced using starter culture (STI group) and
mice fed with kefir produced using kefir grains (KGI group) were taken after
sacrification treatment. Immunoglobulin (Ig) A, Immuoglubulin G, Interleukin
(IL)-4, Interleukin-10, Interleukin-12, Toll Like Receptor (TLR)-4 were analyzed
immunologically in intestinal fluid samples.

After sacrification, mice intestinal tissue samples were homogenized and stored
at -80°C. The IgA values of the CNI, KGI and STI groups were respectively 60,87;
72,78 and 55,31 ng/mL; IgG values 26,59; 38,90 and 29,44 ng/mL; IL-4 values
of 84; 40,28 and 53,28 pg/mL; IL-10 values 110,98; 175,91 and 134,77 pg/mL;
IL-12 values 53,90; 22,93 ve 24,75 pg/mL; TLR-4 values 0,53; 0,43 and 1,37
ng/mL were determined.

We concluded that the high content of probiotic grain kefir has the ability to
modulate many immunological mechanisms.

Keywords: immune system, in vivo, kefir grain, probiotic, starter kefir culture
2018, 84 pages
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1. GIRiS

Kefir danesi mikrobiotasinda bulunan laktik asit, asetik asit ve mayalar ile
olusan kefir; hafif asidik karakterde, ferahlik veren iistliin duyusal 6zelliklere
sahip fermente bir siit Urlntdiir. Kefir mikroflorasinda bulunan laktik asit
bakterileri, asetik asit bakterileri ve mayalar simbiyotik bir iliski icerisinde

etkilesimde bulunurlar (Jianzhong vd., 2009; Giizel-Seydim vd., 2010).

Kefir, antikanserojenik etkisi, antidiyabetik etkisi, kolesterolii diisiiriicli etkisi,
sindirim sistemine etkisi, bagisiklik sistemine etkisi, laktoz intoleransa etkisi,
antialerjik 06zelligi, probiyotik ve prebiyotik 6zelligi, antimikrobiyal 6zelligi
uluslararasi ve ulusal diizeyde yapilan bir¢ok arastirma makalelerinde belirtilen
fonksiyonel trtndiir. Kefirin saghga etkileri icerdigi probiyotik ve prebiyotik
ozelligi, protein, vitamin, mineral, antioksidan ve bazi biyojenik bilesenlerle

iliskilidir.

Geleneksel kefir liretimi pastorize edilmis ve oda sicakligina getirilen siitiin
icerisine kefir danelerinin ilave edilmesi ile iiretilmektedir. 25 “C’de 24 saat
fermantasyon uygulanir. Fermantasyon pH 4,6’da sonlandirilarak, kefir daneleri
aseptik kosullarda steril siizgec ile ayrilir. Kefir +4 °C’de depolanir ve soguk
olarak tliketilir. Kefir daneleri bir baska {iretim icin uygun kosullarda muhafaza
edilir ya da tekrar siite ilave edilir (Giizel-Seydim, 2001). Pastorize edilmis ve
fermantasyon sicakligina getirilmis siit icerisine %2-3 oraninda kefir starter
kiltiri ilave edilerek de tiretilmektedir ve pH 4,6’ da sonlandirilmaktadir (Leite

vd., 2013).

Probiyotikler, konakg¢iya yeterli miktarda verildiginde saghgi ya da fizyolojisi
tizerinde olumlu etki yapan canli ve patojen olmayan mikroorganizmalardir
(Parvez vd., 2006). Probiyotik o6zellikli kefir danesinin 6zgiin yapisina ve
icerisinde dogal olarak yerlesik mikroflorasiyla ilgili bilimsel c¢alismalar

uluslararasi diizeyde artis gostermistir.



Diinyanin her bir bélgesinde sagliga yararh gida iirtinlerini tiikketme egilimi artig
gostermektedir. Saglk iizerine etkileri sebebiyle fonksiyonel gida olarak
tanimlanan kefirin tiiketimi de bununla birlikte artmaktadir (Farnworth ve

Mainville, 2003; Nalbantoglu vd., 2014).

Enfeksiyona karsi savunmayi saglayan hiicre, doku ve molekiillerin tamamina
immiin sistem adi verilir. Probiyotiklerin immiin sisteme etkileri; antikor
tiretimini ve NK hiicrelerinin aktivitelerini ve Immiinoglobulin (Ig) A diizeyini
artirmaktadir. Genellikle probiyotikler Interlékin(IL)-10 ve Transforme edici
biiylime faktorii (TGF)-beta gibi intestinal antiflamatuvar sitokin {iretimini
artirirken, IL-8 gibi proinflamatuvar sitokin liretimini diisiirtirler (Maassen vd.,

2000; Yesilova vd., 2010).

Bu calismanin amaci; dogal kefir danesi kullanilarak iiretilen kefir ile starter
kefir kiiltiirti kullanilarak iiretilen kefirin mikrobiota ve immiin moditlator
ozelliklerinin karsilastirilarak immiin sistemi lizerine etkilerinin in vivo ¢alisma

ile belirlenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kefir

Kefir, inek, koyun, keci gibi hayvanlarin siitlerine kefir danesi ilave edilerek
tiretilir. Kefir danesi mikrobiotasinda bulunan laktik asit, asetik asit ve mayalar
ile olusan kefir; hafif asidik karakterde, ferahlik veren iistiin duyusal 6zelliklere

sahip fermente bir siit tirtintidiir.

Kefirin kimyasal bilesimi; % 89-90 su, % 0,2 lipidler, % 3-3,4 protein, % 6 seker
ve % 0,7 kiilden olusmaktadir. (Garrote vd.,2015; Plessas vd., 2016).

Kefir = danesinin  polisakkarit yapis1 kefiran olarak bilinmektedir.
Mikroorganizmalar i¢cinde bulunduran bu polisakkarit yapi1 kefirin reolojisi ve
tekstiir yapisina katkida bulunmaktadir (Farnworth, 2005; Ahmed vd.,2013;
Garofalo vd., 2015). Kefiran, yiiksek konsantrasyonlarda glikoz ve galaktoz
iceren bir ekzopolisakkarittir (EPS) ve cok iyi reolojik 6zellikler sergileyen ve jel
ozelliklerini arttiran bir suda ¢oziiniir glukogalaktan olarak siniflandiriimistir

(Rimada ve Abraham, 2001; 2006; Wang vd., 2008; Plessas vd., 2016).

Kefirin mikrobiyolojk icerigi kefir danesine gore farklilik goéstermektedir.
Kefirin organoleptik duyusal 6zelligi ise kullanilan kefir danesi mikroflorasi ve
kullanilan siit cesidi ile alakalidir. Olusan bu fermente iiriin pek ¢ok organik
asitleri icerir ve tat ve aroma olusumunu etkiler. Bu organik asitler ve aroma
bilesenleri; laktik asit, formik, siiksinik, asetik ve propiyonik asit, asetaldehit,
etanol, aseton ve diasetildir. Ayrica kefir fermantasyon siiresince yararli bakteri
ve mayalar ile vitamin, mineral ve esansiyel aminoasitleri farkli oranlarda
icermektedir (Zourari ve Anifantakis, 1988; Witthuhn vd. 2005; Farnworth,
2005; Giizel-Seydim vd., 2010; Karatepe ve Yal¢in, 2014).

Sinir sistemi tlizerinde etkili olan esansiyel aminoasitlerden biri olan triptofan ile
kalsiyum ve magnezyumu bol miktarda igerir. Ayrica fosfor yoniinden de giiclii

bir kaynaktir. Kefirin mide ve pankreas gibi bazi organlarin salgilarini artirdig



gibi sinirsel rahatsizliklara, istahsizhiga ve uykusuzluga karsi iyi geldigi de
bilinmektedir (Hosono vd., 1990; Zacconi vd., 1995; Kurtulmus ve Kok-Tas,
2015).

Siit icindeki protein, yag, karbonhidrat gibi tiim besin maddelerini igermesinin
yanisira, kefir danelerinin yapisinda bulunan mikroorganizmalarin etkisi ile tiim
fermantasyon Uriinleri, metabolitler sonucunda besleyici degerinin artmasi ve
saghkli bir viicut tarafindan daha iyi absorbe edilebilmesi kefirin 6nemini

ortaya ¢ikarmaktadir (Rea vd., 1996; Farnworth ve Mainville, 2008).

Kefir iceceginin baslangi¢c noktas1 Kafkas Daglar1 olup, Dogu Avrupa, Rusya ve
Glineybati Asya’da tiiketilen geleneksel bir fermente iirtindiir (Fontan vd., 2006;

Serafini vd., 2014; Prado vd., 2015; Plessas vd., 2016).

Kafkas daglarinda yasayan ve kefir tiiketen insanlarin émirlerinin uzun oldugu
bilinmektedir. Bu durum kefirin yiiksek derecede protein, mineral ve vitamin
icermesi kaynakli oldugu dusiiniilmektedir. Kefir kolaylikla sindirilebilen
besleyici bir gida 6zelligi ile cocuklar, hamile-emzirme déneminde bayanlar,
iyilesme donemindeki hastalar, yashlar, kabizlik ve diger sindirim problemleri

olanlar i¢in ideal bir icecektir (Karatepe ve Yal¢in, 2014; Prado vd., 2015).

Tibet'te rahipler elde ettikleri kefiri slirekli mayalayarak tapinaklarinda gelen
ziyaretgilere sifa olarak dagitarak hastalari kefirle iyilestirdikleri bilinmektedir.
Hastaliklara sifa olmasi nedeniyle kefir peygamber danesi, peygamber tohumu
gibi isimler almistir (Karatepe ve Yalcin, 2014). Kefir isminin Kafkas dilinde en
iyi yapilan, Orta Asya Tiirk¢esinde ve Arapca’da ise keyif veren, ¢osturan
anlaminda keyf veya koplk anlaminda kefsdzciiklerinden tiiredigi 06ne

striilmektedir (Giizel-Seydim, 2001; Tamime, 2006; Plessas vd., 2016).

Ayrica belirtilen bir anektoda gore, 1900’li yillarin baslarinda Rus saglikgilar
dernegi Blandov kardeslerle irtibata gecerek kefir daneleri ele gecirmeleri icin
yardim istemislerdir. Kardesler bu is i¢in yanlarinda calisan glizel bir isci kiz

olan Irina Sakharova’y1 kullanmaya karar vermislerdir. Irina Kafkas prensini



etkileyerek probiyotik kefir danelerini istemistir, ancak prens inanclari
dolayisiyla bu istegini reddetmistir. Irina geri doner iken prens vazge¢mek
istememistir ve prensin adamlan tarafindan kagirilmistir. Geleneklere gore
kacirdigi icin evlenmek zorunda olan prens bunu gerceklestirecek iken Blandov
kardesler Irinay1 prensin elinden ka¢irmistir. Durumu Rus ¢arinin mahkemesine
gotiiren Irina’ya prens altin ve elmas teklif etmistir. Irina ise bunlarin yerine
kefir danesi istemistir. Boylece 1908 yilinda Moskova'ya ilk kefir getirilmistir
(Yilmaz vd., 2013).

Glintimiizde kefir, lilkemizde ve diinyada yayginlasmaktadir. Avrupa, Asya ve
Gliney Amerika'da yiliksek besin degeri olan saghkli bir gida irlni olarak

fonksiyonel gida pazarinda yerini almistir (Plessas vd., 2016).

2.2. Kefir Uretimi

Kefir danesi ile lretim yapmak ve standardizasyonu saglamak endiistriyel
tretimde ¢ok zordur. Tim diinyada kefir liretiminde firmalar kefir danesi
yerine starter kiltir kullanmaktadir. Pastorize edilmis ve sogutulmus sit
icerisine %2-3 oraninda kefir starter kiilttirii ilave edilerek tiretilmektedir ve pH

4,6’ da sonlandirilmaktadir (Leite vd., 2013).

Geleneksel ve endiistriyel olarak kefir liretim yontemleri detayli bir sekilde

Cizelge 2.1’de gosterilmistir.

Standart iiriin elde etmek icin siit lrtinleri Ureten firmalar genellikle starter
kiltlirlerden birini secerek, tiiketiciler icin ayni tat, aroma ve tekstiirde tiriinler
tretmektedir. Ancak endiistriyel kefirlerde kefir aromasindan daha yogun bir
sekilde asidik tat hissedilmektedir. Kullanilan kefir starter kiiltiirlinde kefire
0zgu hicbir bakteri bulunmamaktadir. Aslinda tiretilen triin probiyotik 6zellikli

fermente bir siit tirtinidur (Assadi vd., 2000).



Cizelge 2.1. Geleneksel ve endiistiriyel olarak kefir tiretim yontemleri

(Erdogan, 2016; Giizel-Seydim, 2016)

Cig Siit

Yag Standardizasyonu
(tam yagl, yarim ve az yagh)

Homojenizasyon

Pastorizasyon (90 °C; 2 Dak)

Inkiibasyon Sicaklifina Sogutma (25

Inkiibasyon Sicaklifina Sogutma
(30°C)

Kefir Daneleri Ilavesi (%2)

Starter Kiiltiir ilavesi (%2)

Inkiibasyon (24 saat; 25 °C)

Inkiibasyon (8-10 saat; 30 °C)

Kefir Danelerinin Aseptik Olarak

Sogutma (4-6 °C)

Uzaklastirilmasi
Sogutma (4-6 °C) Kefir Daneleri Olgunlastirma
Ambalajlama Kefir Danelerinin Ambalajlama
Steril Su Ile
Yikanmasi
Sogukta Kefir Danelerinin Sogukta Depolama (+4 °C)

Depolama (+4 °C)

Tekrar Inokule
Edilmesi

2.3.Kefir Danesi

Kefir danesi biiyiikligi 0,3-3,5 cm arasinda degisebilen, kiiciik misir patlagi
goriiniminde, kremsi beyaz renkli, elastik bir yapiya sahiptir (Farnworth,
2005; Giizel-Seydim vd., 2011; Prado vd., 2015). Sekil 2.1 de kefir danesinin

yapis1 gosterilmistir.

Kefir danesi, kendine 6zgii bir dogada mikrofloraya sahiptir. Polisakkarit bir
matriks icinde laktik asit bakterilerini (LAB), asetik asit bakterilerini ve
mayalari belli oranlarda bulundurmaktadir (Romanin vd., 2010). Danelerin siit
icinde fermantasyonu ile farkli metabolik yollar ile farkli metabolitler, organik
asitler, aroma bilesenleri ve pargalanan aminoasitler, yag asitleri ve efervesan

maddeler olusmaktadir (Glizel-Seydim vd., 2000; Garrote vd., 2001; Tamime,

2002; Marsh vd., 2013; Tamang vd., 2016; Mei vd., 2016).



Kefir danelerinden izole edilen mikroorganizmalar Cizelge 2.2’de gosterilmistir.
En yaygin bakteri cinslerini Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus ve
Leuconostoc tiirlerini ve Kluyveromyces, Candida, Saccharomyces ve Pichia
mayalarini olusturmaktadir (Beshkova vd., 2002; Witthuhn vd., 2004; Chen vd.,
2008; Chen ve Chen, 2013).

Kefir danesinde bulunan mikrobiyota oranlar1 genel olarak 10?2 laktokok, 107-
108 Leuconostoc tiirleri, 107-108 termofil laktobasiller, 104-105 mayalar ve 104-

105 asetik asit bakterilerini icerir (Erdogan, 2016).

Sekil 2.1. Kefir danesi

(Fotograf: Danem Ltd. Sti.” de Funda Davras tarafindan goriintiillenmistir)



Cizelge 2.2. Farkli kefir danelerinden izole edilen mikroorganizmalar

(Mei vd., 2016)

Lactobacillus/Lactococcus  Ulke/Bélge Kaynaklar

Tiirleri

Lactobacillus acidophilus Arjantin, Chen vd., 2008; Chen vd.,2012;
Ispanya, Kék-Tas vd., 2012
Turkiye

Lactobacillus amylovorus Brezilya, Fujisawa vd.,1988; Leite vd.,2012
Danimarka

Lactobacillus brevis Ispanya Wang vd., 2008

Lactobacillus buchneri - Kim vd.,2016

Lactobacillus casei ispanya, Wang vd., 2008; Zhou vd., 2009;
Tibet Gulitz vd., 2011; Dick vd., 2015

Lactobacillus crispatus Arjantin, Garbers vd., 2004; Zhou vd., 2009;
Gliney Ko6k-Tas vd., 2012
Afrika,
Tiirkiye

Lactobacillus delbrueckii Gliney Afrika Koroleva vd., 1991; Santos vd.,

2003; Witthuhn vd., 2004;
Dick vd., 2015

Lactobacillus fermentum Gliney Witthuhn vd., 2004; Wang vd., 2008
Afrika,
Ispanya

Lactobacillus gasseri Ispanya Wang vd., 2008

Lactobacillus gallinarum Gliney Afrika Garbers vd., 2004

Lactobacillus helveticus Arjantin, Zhou vd., 2009; Kok-Tas vd., 2012
Tibet,
Tlrkiye

Lactobacillus hilgardii Almanya Gulitz vd., 2011; Hsieh vd., 2012

Lactobacillus hordei Almanya Gulitz vd., 2011; Hsieh vd., 2012

Lactobacillus jensenii - Kim vd., 2016

Lactobacillus johnsonii - Kim vd., 2016

Lactobacillus kefiranofaciens  Brezilya, Fujisawa vd. 1988; Pintado vd,
Belcika, 1996; Chen vd., 2008; Magalhaes
Italya, Tibet, vd., 2010; Koék-Tas vd., 2012;
Turkiye Hamet vd., 2013; Garofalo vd., 2015

Lactobacillus kefirgranum Belcika, Chen vd. 2008; Magalhaes vd.
Italya 2010; Garofalo vd., 2015

Lactobacillus kefiri Arjantin, Pintado vd., 1996; Gilizel-Seydim vd.,
Brezilya, 2005; Chen vd., 2008; Giizel-Seydim
Yunanistan, vd., 2011; Hamet vd., 2013; Garofalo
Tibet vd., 2015

Lactobacillus otakiensis Arjantin, Zhou vd., 2009; Garofalo vd., 2015
Italya

Lactobacillus parabuchneri - Kim vd., 2016

Lactobacillus paracasei Arjantin Hamet vd., 2013
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Cizelge 2.2. Farkl kefir danelerinden izole edilen mikroorganizmalar

(Mei vd., 2016) (Devam)

Lactobacillus parakefiri Arjantin Hamet vd., 2013; Vardjan vd., 2013

Lactobacillus plantarum Tibet Hsieh vd., 2012

Lactobacillus reuteri Turkiye Ko6k-Tas vd., 2012

Lactobacillus rhamnosus Ispanya Koroleva ve Robinson, 1991; Wang

vd., 2008

Lactobacillus viridescens Isyanya Wang vd., 2008

Lactococcus cremoris - Kim vd., 2016

Lactococcus lactis Arjantin, Pintado vd., 1996; Chen vd., 2008;
Brezilya, Zou vd., 2009; Leite vd., 2012
Tibet

Leuconostoc lactis Gliney Afrika Witthuhn vd., 2004

Leuconostoc mesenteroides Gliney Witthuhn vd., 2004; Chen vd., 2008
Afrika, Tibet

Streptococcus thermophilus Turkiye Ko6k-Tas vd., 2012

Asetik asit Bakterileri

Acetobacter lovaniensis Belcika Magalhaes vd., 2010

Acetobacter pasteurianus Arjantin Garrote vd., 2001

Acetobacter syzygii Brezilya Miguel vd., 2010

Mayalar

Candida albicans Ispanya Wang vd., 2008

Candida friedricchi Ispanya Wang vd., 2008

Candida holmii Ispanya Wang vd., 2008

Candida kefir Ispanya Wang vd., 2008

Candida lambica Gliney Afrika Garbers vd., 2004

Kazachstania aerobia italya Garofalo vd., 2015

Kazachstania servazzii italya Garofalo vd., 2015

Kazachstania solicola italya Garofalo vd., 2015

Kazachstania unispora Brezilya, Leite vd.,2012; Garofalo vd., 2015
Italya

Kluyveromyces dobzhanskii Tirkiye Kok-Tas vd., 2012

Kluyveromyces lactis - Kim vd., 2016

Kluyveromyces marxianus Brezilya, Zhou vd., 2009; Magalhaes vd,
Tibet 2010; Vardjan vd., 2013

Pichia fermentas Tayvan Wang vd., 2008

Saccaromyces unisporus Portekiz, Pintado vd., 1996; Wang vd., 2008
Tayvan

Saccaromyces cerevisiae Brezilya, Garbers vd. 2004; Witthuhn vd.,
Gliney 2004; Zhou vd., 2009; Garofalo vd.,
Afrika, 2015;
Italya, Tibet

Saccaromyces turicensis Tayvan Wang vd., 2008

Torulospora delbrueckii Ispanya Wang vd., 2008




Kok-Tas vd. (2012) tarafindan kefir danesi kullanilarak kefir tiretimi ile L.
acidophilus icerigini 5,78 log kob/ml, Bifidobacterium spp. icerigini 6,14 log
kob/ml olarak tespit edilmis ve ayrica PZR yontemi ile kefir danelerinde
homoloji %97-100 olan L. acidophilus, L. helveticus, L. kefiranofaciens, S.

thermophilus ve B. bifidum tiirleri tespit edilmistir.

Kefire o6zgii laktik asit bakterileri Lactobacillus grubunda en yaygin tir L.
kefiranofaciens spp. kefiranofaciens, L. kefiranofaciens spp. kefirgranum, L. kefir
ve L. parakefiri dir (Dobson vd., 2011; Leite vd., 2012; Hamet vd., 2013; 2016;
Vardjan vd., 2013; Nalbantoglu vd., 2014; Garofalo vd., 2015; Korsak vd., 2015).

2.4. Kefir  Danesi  icerisinde  Bulunan  Probiyotik  Ozellikli

Mikroorganizmalar

Probiyotik kelimesi ilk olarak 1965 yilinda Lily ve Stillwell tarafindan
tanimlanan Latince “pro” ve “bios” kelimelerinden tiiretilmistir ve yasam icin
anlamina gelmektedir. Probiyotikler, konakciya yeterli miktarda verildiginde
saghg ya da fizyolojisi lizerinde olumlu etki yapan canli ve patojen olmayan

mikroorganizmalardir (Parvez vd., 2006).

Ross vd. (2002)'ne gore 1903 yilinda Nobel 6diilii alan Rus biolog Elie
Metchnikoff yaslanmaya bagirsaktaki bakterilerin neden oldugunu ileri
stirmiistiir. Metchnikoff, gilinliik beslenmelerinin diizenli bir parcasi olarak
Lactobacillus iceren yogurt tiiketen halkin dikkat cekici bir sekilde uzun émiirli
olduklarini gézlemlemis, bununla ilgili olarak laktik asit bakterileri ile ilgili

arastirmalar baslamistir.

Gidalarla alinan probiyotiklerin bagirsak sistemine canl olarak ulasmasi ve
gidanin en az 100 kob/g sayida canli probiyotik bakteri icermesi gerekmekte ve
raf omrii siiresince canh kalabilmeleri gerekmektedir. Probiyotikler, patojen
mikroorganizmalar tUzerine direkt antagonistik etki yaparak, patojen

bakterilerin gelisimini engelleyen inhibitér antimikrobiyal peptid (bakteriyosin)
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tretmektedirler (Thoreux ve Schmucker, 2001; Farnworth, 2005; Rodrigues vd.,

2005; Giizel-Seydim vd., 2006; Giizel-Seydim vd., 2011; Ahmed vd., 2013).

Probiyotik bakteriler mide asitligine diger bakterilere gore daha dayanikhdir.

Safra tuzuna ve lizozim enzimine daha direnglidir. Probiyotik bakteriler laktik

asit, asetik asit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler iireterek

bagirsakta istenmeyen mikroorganizmalarin c¢ogalmalarina etki edebilirler

(Inang vd., 2005; Kuloglu vd., 2009). Probiyotik 6zellikli mikroorganizmalarin

etki mekanizmalari Cizelge 2.3’de gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Probiyotik 6zellikli mikroorganizmalarin etkileri

Etki Yolu

Kaynaklar

Laktoz metabolizmasini artirmasi

Thoreux ve Schmucker, 2001;
Glzel-Seydim vd., 2006; Ceyhan ve
Alig, 2012

Patojen mikroorganizmalarin
inhibisyonunu saglanmasi

Hennequin ve Kaufmann-Lacroix,
2002; Sezen, 2013;Guzel-Seydim
vd.,2016; Erdogan,2016

Bagirsak florasi iizerine olumlu etkisi

Chen vd., 2012; Plessas vd.,2016

Sindirim sistemi enfeksiyonlarinin
Oonlenmesi ve sindirimin diizenlenmesi

Shah, 2007; Franco vd., 2013

Midede bulunarak iilsere sebep olabilen
ve patojen bir bakteri olan Helicobacter
pylori’'nin gelisiminin engellenmesi

Yesilova vd., 2010

Bagisiklik sisteminin gelistirilmesi

Vinderola vd., 2005; Vinderola vd.,
2006; Shah, 2007; Ahmed vd., 2013;
Franco vd., 2013

Antikanserojen ve antialerjik maddelerin
uretilmesi

Liu, 2006; Glizel-Seydim vd., 2006;
Hong vd., 2010; Plessas vd.,2016

Kan kolesterol seviyesini diistirmesi

Xiao vd., 2003; Yanping vd., 2009
Plessas vd.,2016

Sinir sistemini rahatlatmasi

Kuloglu vd., 2009; Ahmed vd., 2013

Vitamin tiretimi (B grubu ve K vitamini),
minerallerin ve iz elementlerin emilimi,
B-galaktosidaz gibi Onemli sindirim
enzimlerinin liretimi

Mathiue vd., 2008; Sezen,2013

Salgisal IgA yapimimi artirmasi, IL-10,
TGF-B ekspresyon ve salinimi artirmasi,
IgG ve IgM miktarini artirmasi

Vinderola vd., 2006; Zoral,2013

Prebiyotiklerin kullanimi ile sindirimi
desteklemesi

Yesilova vd., 2010; Zoral,2013
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Prebiyotikler, kolon bakterilerinin aktivitelerini ve probiyotiklerin etkisini
artiran sindirilmeyen karbonhidratlar olup, probiyotik mikroorganizmalar
tarafindan kullanimi arastirmalarda belirtilmektedir (ilkgiil, 2005; Kuloglu vd.,
2009; Sezen, 2013).

Kefir fermente igeceginin antikanserojenik etkisi, antidiyabetik etkisi,
kolesterolii dustrtict etkisi, sindirim sistemine etkisi, bagisiklik sistemine etkisi,
laktoz intoleransa etkisi, antialerjik 6zelligi, probiyotik ve prebiyotik o6zelligi,
antimikrobiyal o6zelligi etkileri Cizelge 2.4’de detayl bir sekilde belirtilmistir
(Shiomi vd. 1982; Furukawa vd., 1992; Furukawa vd. 1996; Thoreux ve
Schmucker, 2001; Farnworth, 2005; Rodrigues vd., 2005; Giizel-Seydim vd.,

2006; Guzel-Seydim vd., 2016; Ahmed vd., 2013).

Cizelge 2.4. Kefirin saglik iizerine etkileri

Saglik Uzerine Etkisi

Etki Mekanizmasi

Kaynak

Antikarsinojenik
ve antimutajenik etkileri

HTLV-1 negatif malign T
lenfositler lizerinde
artisini 6nleme

Maaloufvd., 2011

Sarkom 180 hiicresinde
azalma

Liu vd., 2002

Mutajen sodyum azid ve

Guzel-Seydim vd., 2006

aflatoksin B1 karsi

antimutajenik etkisi

Indo], imidazol gibi Hosono vd., 1990
mutajenik maddeleri

baglama

TUmor boyutunda Cevikbas vd., 1994
azalma

Bagisiklik sistemi lizerine
etkileri

IL-8 diizeyinde azalma,

Adiloglu vd., 2013

IL-5 ve TNF-a

diizeylerinde artma

Bagirsak mukozal Thoreux ve Schmucker,
bagisiklik yanitin1 2001

arttirma ile IgA

diizeyinde artma

IgE ve IgG seviyelerinde
artis

Liu vd., 2006

Beyaz kan hiicrelerinde
artis

Furukawa vd., 1992
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Cizelge 2.4. Kefirin saglk iizerine etkileri (Devam)

Antialerjik etkileri Kanda ve dokuda Yal¢in, 2005, Hong vd.,
Eozinofil artisi 2010
Mast hiicre Furuno ve Nakanishi,
degraniilasyonunu 2012.
baskilama
Kolesterol disiirici  HMG-CoA rediiktazin De Angelis Pereira vd.,,
etkisi aktivitesini diisiirme 2013

Toplam serum kolesterol

Tamai vd., 1996

ve fosfolipit
seviyelerinde azalma
Trigliserit ve HDL Vujicic vd., 1992; Liu

seviyesinde azalis

vd., 2006

Kan sekeri diizenleyici Iskelet kasi hiicrelerinde Teruya vd., 2002
etkisi glikoz alimini arttirma
Antimikrobiyel ve Listeria monocytogenes, Giilmez ve Gliven, 2003
antifungal etkileri Yersinia  enterocolitica,

Escherichia coli

gelisimlerini engelledigi

Listeria innocua
gelisimini engelledigi

Morgan vd., 2000

Salmonella enteritidis Czamanski vd. 2004;
gelisimini engelledigi Golowczyc vd., 2007
Staphylococcus  aureus Ulusoy vd., 2007

Bacillus cereus,

S. enteritidis,

L. monocytogenes, E. coli
gelisimlerini engelledigi

Candida albicanes,
Salmonella typhi, Shigella
sonnei, S. aureus ve E. coli
gelisimlerini engelledigi

Silva vd., 2009

Fusobacterium nucleatum
gelisimini engelledigi

Glizel-Seydim vd., 2016

Laktoz intoleransin1 B-galaktosidaz  (laktaz) De Vrese vd., 1992
azaltic etkisi aktivitesini arttirma
Kan basinci  lizerine Anjiyotensin Quiros vd., 2005
etkileri donistiirici enzim
baskilayici etkisi
Sindirim sistemi tlizerine Antagonistik etkisiyle Zacconivd., 2003
etkileri bagirsakta patojen
bakteri kolonizasyonunu
engelleme
Midenin pH’sinda Farnworth vd., 2003;
korunarak, bakterilerin Santos vd., 2003;
onemli kisminin ince ve Quiros vd., 2005;

kalin bagirsaklara gecisi

Millette vd., 2006; Zhou
vd., 2009
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Kefirin bagisiklik sistemi uyarilmasi da dahil olmak iizere, fizyolojik ve terapotik
etkileri vardir (Bensmira vd., 2010; Yangilar, 2015). LeBlanc vd. (2005) in vivo
calismalarinda siit fermantasyonu sirasinda ac¢iga ¢ikan peptitlerin, intestinal
mukozal bagisiklik sistemi lizerinde bagirsagi diizenleyici kapasitesi oldugunu
belirtmislerdir. Ag1z yoluyla alinan siitiin ve soya sitl kefirlerinin (Liu vd.,
2006) ya da kefiranin (Murofushi vd., 1983) 180 tiimér hiicreleri sarkomu
asilanmis farelerde tiimor biliyltimesini inhibe ettigini bulmuslardir. Vinderola
vd. (2005) in vivo ¢alismalarinda kefirin farkl bilesenlerinin oral biyoterapotik
maddeler olarak T helper2 hiicreler (Th) immiin fenotipi diizenleyen ayni
zamanda tiimorlere ve hiicre ici patojen enfeksiyonlarina karsi hiicre kaynakh
bagisiklik tepkilerini tesvik eden dogustan gelen bagisiklik sistemini ve
bagisiklik hiicrelerini uyaran bir rolii oldugunu bulmuslardir (Vinderola vd.,

2006).

Bozkurt vd. (2010) yaptig1 in vitro ¢alismalarinda ise piyasada yer alan kefir
trinlerinin mikrobiyal iceriginin starter kiultiir kullanilarak {retilmeleri
nedeniyle, dogal kefir danesi kullanilarak geleneksel olarak iiretilen kefir

iceceginden onemli diizeyde diisiik oldugunu belirtmislerdir.

Probiyotik Lactobacillus rhamnosus GG'nin (LGG) gebelik sonrasindaki annelere
verilmesinin, alerji riski yiliksek olan ii¢ aylik bebeklerde Bifidobacterium

longum grubunun hakimiyetini arttirdigi gésterilmistir (Khailova vd., 2014).

2.5.immiin Sistem ve islevleri

Immiinite (bagisiklik) hastaliklara karsi direng¢ olarak tanimlanir. Enfeksiyona
kars1 savunmayi saglayan hiicre, doku ve molekiillerin tamamina immiin sistem
adi verilir. Bu hiicre ve molekiillerin enfeksiyona yol acan mikroorganizmalara
kars: verdikleri tepkiler immiin yanit olarak adlandirilir. immiinoloji ise immiin
sistemin patojenlere ve zedelenmis dokulara karsi verdigi immiin yanitlarinin

arastirildig bir daldir (Abbas vd., 2015; Bubnov vd., 2015).
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Bagisiklik sisteminin gorevi, organizmay1 hastalik olusturan etkenlere karsi
koruyan, tiimoér gibi hiicreleri taniyan ve onlar1 ortadan kaldirmaya calisan
islemlerin toplami olan enfeksiyonlar: 6nlemek ya da sinirlamaktir (Bubnov vd.,

2015).

Bagisiklik sistemi; dogal (dogustan gelen) bagisiklik ve edinsel (kazanilan)
bagisiklik olarak iki grup altinda incelenmektedir. Bu iki sistem birbirleriyle
etkilesim icerisinde olup viicudu zararh etkenlere karsi korumaktadir (Xu vd.,

2016).

Dogal bagisiklik; enfeksiyona yol acan mikroorganizmalari, viicuda ilk giriste
karsilayip taniyan ve daha sonra ortadan kaldirmak icin g¢alisan, dogal olarak
organizmada hazir bulunan bagisiklik sistemidir. Bu sistem enfeksiyona yol
acan mikroorganizma ile karsilasildigi anda hemen harekete ge¢mektedir.
Mikroplarin konak dokularina girisini engellemeye ve konak dokularina girmeyi
basaran mikroplarnt hizla yok etmeye hazirdir. Deri, solunum ve sindirim
sistemleri, fagositik hiicreler ve protein yapidaki sivilar olarak tanimlanan
sitokinlerden olusur ve olusturulan immiin yanit spesifik degildir (Abbas vd.,
2015). Dogal immiinitenin hiicreleri olan dogal o6ldiriicii hiicreler (NK)
hiicreler, viriisle enfekte hiicrelere veya kanser hiicrelerine herhangi bir spesifik

tanima olmadan dogrudan saldirabilen hiicrelerdir (Bubnov vd., 2015).

Dogal bagisiklik sisteminin iginde yer alan kompleman sisteminin 6nemli
gorevleri vardir. Kompleman sistem, aralarinda makrofaj ve bagirsak epitel
hiicrelerinin de bulundugu cesitli hiicreler tarafindan tretilen proteinlerden
olusmaktadir. Viriislere ve 6zellikle bakterilere karsi olusturulacak savunmada
rol oynarlar. Mikroorganizmalar tarafindan bir uyar1 olusturuldugunda aktive
olan bu sistem uyarani ortadan kaldiracak sekilde hizli bir yangisal yanit
meydana getirir. Enfeksiyonlara karsi olan bu rollerinin disinda kompleman
sistemi, fizyolojik olarak hiicre yenilenmesi ve hastalik olusturan doku hasar,
otoimmiin hastaliklar ve kronik inflamasyon stireclerine de etki eder (Abbas vd.,

2015).
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Dogustan gelen bagisiklik sistemi, ateroskleroz, akut koroner sendromlar, inme,
viral miyokardit, sepsis, iskemi /reperfiizyon yaralanmasi ve kalp yetmezligi

patogenezinde rol alir (Bubnov vd., 2015).

Edinsel bagisiklik; kazanilmis veya adaptif immiinite olarak da bilinir. Viicuda
zarar veren bir mikropla karsilasmay: takiben, giinlerle belirtilen bir hazirhk
stiresi sonucunda harekete gecer ve spesifiktir. Yapitaslarin1 T ve B lenfositler
ve antikorlar olusturur. Lenfositler, her bir antijene 6zgiil reseptor iireten hiicre
grubudur ve edinsel immiinitenin anahtar aracilardir (Abbas vd., 2015; Bubnov

vd., 2015).

Edinsel immiin sistemin hiicreleri, kan ve dokularda bulunan lenfosit,
mononiikleer fagositlerin ve diger yardimci hiicrelerin antijenlerle
karsilastiklar1 doku ve organlar lenfoid sistem olarak tanimlanir (Bubnov vd.,

2015).

Edinsel bagisiklik aktif veya pasif olarak gelisebilir. As1 yapilmasi ve enfeksiyon
gecirilmesi gibi yollarla saglanan bagisiklik yaniti1 aktif bir bagisiklik cevabi iken,
edinsel olarak bagisikligi olan bir kisiden alinan serum ya da hiicrelerin
bagisikligl olmayan birine hazir halde verilmesi ile bir pasif bagisiklik saglanmis

olur (Abbas vd., 2015).

Edinsel immiinite, hiimoral ve hiicresel immiiniteden olusur. Hiimoral hiicre

disy, hiicresel ise hiicre i¢i mikroplara karsi savunmayi saglar (Abbas vd., 2015).

Hiimoral immiinite, B lenfositlerin trettigi antikor ismi verilen proteinler
aracilik etmektedir. Antikorlar dolasima girerek ve mukoza sivilarina
salgilanarak kanda, gastrointestinal ve solunum yollar1 gibi mukozal organlarin
limenlerinde hiicre disinda bulunarak mikroplar1 yok etmekle gorevlidir.
Organizmaya girdiginde immiin cevabi olusturabilecek ve sonucunda ortaya
cikan antikor ve hiicre yilizey molekiilleri ile birlesme o6zelligi gosteren,

organizma yapisina yabanci olan maddeler antijen olarak adlandirilir (Abbas
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vd., 2015). Immiin sistemin baslica hiicreleri ve goérevleri Cizelge 2.5’de

gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Immiin sistemin baslica hiicreleri ve gérevleri (Abbas vd., 2015)

Hiicre Tipi Baslica Gorevleri

Lenfositler Antijenlerin 6zgiil olarak taninmasi
B lenfositleri Hiimoral immiinitenin aracilar

T lenfositleri Hiicresel immiinitenin aracilari

Dogal 6ldiirticii hiicreler (NK) ~ Dogal immiinitenin aracilari

Antijen Sunan Hiicreler Lenfositlere =~ sunum i¢in  antijenlerin
yakalanmasi

Dendritik hiicreler T hiicre yanitinin baslamasi

Makrofajlar Hiicresel immiinitenin devreye gecmesi

Folikiiler dendritik hiicreler B hiicrelerine antijen sunumu

Etkin hiicreler Antijenlerin yok edilmesi

T lenfositleri Yardimcr T hiicreleri ile sitotoksik T
hiicreleri

Makrofajlar Mononiikleer fagosit sistem hiicreleri

Grantilositler Notrofiller ve eozinofiller

Immiin sistem tarafindan antijenlere veya immiinojenlere kars: olusturulan ve
0zgul olarak reaksiyona giren antikorlar immiinoglobiilin olarak adlandirilir
(Lock ve Unsworth, 2003). Immiinoglobiilinler (Ig) B-hiicre kékenli plazma
hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Immiinoglobiilin A (IgA), immiinoglobiilin M
(IgM), iImmiinoglobiilin G (IgG), Immiinoglobiilin E (IgE) ve Immiinoglobiilin D
(IgD) olmak tizere 5 farkl cesidi bulunmaktadir (Abbas vd., 2015; Bubnov vd.,,
2015).

Immiinoglobiilin A, mukozal bagisikhgin énemli bir bilesenidir ve
bagirsakta hiicre dis1 gerceklesen olaylar karsisinda hiicrenin kendi
metabolizmasini koruma egilimi olarak tanimlanan homeostazi durumundan ve
savunma mekanizmasindan sorumludur. Sindirim sistemi, agiz, burun, kulak,
g6z, vajina ve nefes yollar1 gibi yerlerde bulunan ve disaridan gelen yabanci
maddelerden koruyan antikorlardir. Yeni dogum yapmis annenin ilk stti olan

kolostruma kadar pek cok hassas bolgede viicudu enfeksiyonlardan koruyacak
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sekilde yer alir. Annenin ilk siitii olan kolostrum ile bol miktarda hazir IgA
antikorlarini alan bebek, akcigerinden midesine, agiz igerisinden idrar yollarina,
pek cok hassas noktada enfeksiyonlara karsi korunmus olur (Arciniega-
Martinez vd., 2015). Bagisiklik sisteminin IgA tiirti antikor liretebilen bireylerde
sik enfeksiyon gozlenmez. Kan serumu proteinlerinin %10-15" ini olusturur
(Lock ve Unsworth, 2003; Baskin vd., 2010). Cocuklarda goriilen selektif IgA
eksikligi en sik rastlanan immiin yetersizliktir tipidir ve serum IgA diizeyinin 5

mg/dl altinda olmasi ile karakterize bir hastaliktir (Kamber vd., 2009).

Immiinoglobiilin M, B hiicre tarafindan olusturulan ilk antikordur. Lenf sivisi1 ve
kanda bulunan, yabanci maddelere ilk tepkiyi veren antikordur. Kan serumu
proteinlerinin % 5-10'unu olusturur. IgM antikorlarn bagisiklik sisteminde
bulunan yabanci maddeleri yok eder (Lock ve Unsworth, 2003; Baskin vd,,

2010).

Immunoglobiilin G, serumda en fazla bulunan antikordur. Plasentaya gecen tek
antikor olmakla birlikte, anneden bebege ge¢mesiyle dogumdan sonra bile
bebegi bir stire daha korumaktadir. Sekonder immiin yanitin temel antikorudur.
Mikroorganizmalarin mukoza hiicrelerine baglanmasini 6nler. Kan serumu
proteinlerinin %75-80’ini olusturur. Viicutta en ¢ok bulunan bu antikorlar
bakteri, viriis ve enfeksiyonlara karsi koruma saglar (Lock ve Unsworth, 2003;

Baskin vd., 2010).

Immiinoglobiilin E, polen, toz ve hayvan tiilyii gibi alerjik olan dis maddelere
kars1 tretilen antikordur. IgE antikorlar1 akcigerlerde, deride ve mukoza
zarinda bulunur. IgE antikor degerleri genelde alerjisi olan kisilerde yiiksektir

(Lock ve Unsworth, 2003; Baskin vd., 2010).

immijnoglobijlin D, serumda c¢ok az miktarda bulunur. B hiicrelerinin
olgunlasmasi ve farklilasmasinda gorevlidir. Gobek ve gogiis dokularinda

bulunur (Lock ve Unsworth, 2003; Baskin vd., 2010).

18



Hiicresel immiinite, T lenfositler olarak anilan hiicreler aracilik eder ve hiicre ici
mikroplara kars1 savunma gorevindedir. Baz1 T lenfositler fagositleri harekete

gecirmekle sorumlulardir (Vatansever ve Kahraman, 2012).

Bagisiklik sistemini olusturan hiicrelerin ana kaynag kemik iligindeki 6ncii
hiicrelerden olusmaktadir ve viicudun gesitli bolgelerinde bulunan bazi 6zel
bolgelerde olgun hiicreler haline gelmektedirler. Kemik iligi, notrofiller,
eozinofiller, bazofiller, mast hucreleri, monositler, dendritik hiicreler ve
makrofajlar gibi enfeksiyona karsi énemli yaniti veren bagisiklik ve savunma

hiicrelerinin 6nciilerinin yapildig1 bir merkez konumundadir (Kutlu vd., 2016).

Viicutta bagisiklik sistemini olusturan yapilar, adenoidler, tonsiller, timus, lenf
digiim ve damarlari, dalak, apandis ve kemik iligidir. Lenf diigiimleri B ve T
lenfositlerin c¢ogaldig1 yerdir. Dalak, kirmizi kan hiicreleri ve bagisiklik
sisteminin beyaz kan hiicreleri icin depo olarak goérev yapar ayni zamanda
kandaki yabanci maddelerin biiytik bir kismini stizer (Laurin vd., 2015). Timus,
kemik iligindeki kok hiicrelerden farklilasan lenfosit hiicrelerinin olgunlastigi
gogis Oon ust boslugunda ve gogiis kemigi arkasinda yer alan bir organdir.
Dogumdan itibaren gelisimine devam eder ergenlik doneminde en biyiik
boyutuna ulasir ancak ilerleyen yasla birlikte kiigiilen bir bagisiklik sistemi

organidir (Candan vd., 2000).

Edinsel bagisiklik sistemini olusturan bu lenfoid sistem, makrofaj, notrofil,
lenfosit, monosit gibi diger yardimci hiicrelerden olusmaktadir. Makrofajlar
doku icine giren patojen mikroorganizmalara karsi hemen cevap veren ve onlari
fagosite ederek ortadan kaldiran, dokularin savunmasinda siirekli olarak yer

alan savunma hiicrelerdir (Paul, 2015).

Inflamasyon bagisiklik sisteminde enfeksiyona karsi gosterilen ilk yanitlardan
biridir. Notrofiller kan dolasiminda bulunan beyaz kan hiicrelerinin biiytik
cogunlugudur ve yangisal olayr olustururlar. Mononitikleer fagosit denilen, tek

cekirdege sahip, fagosit 6zelligi olan hiicrelerin dogal ve edinsel bagisiklikta
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onemli fonksiyonlar1 vardir. Fagositik hiicreler mikroplar1 kendi icine alarak

fagosite ederler ve ortadan kaldirirlar (Candan vd., 2000).

Kandan doku icine go¢ eden monositler makrofajlara doniisiirler ve
bulunduklar1 dokulara gore adlandirilmaktadir. Makrofajlar, akciger icinde
alveoler makrofaj, kemik dokuda osteoklast ve sinir sisteminde mikroglia ismini
almaktadirlar. Makrofajlar mikroplarin ortadan kaldirilmasi isleminde reaktif
oksijen ve protein yikimini saglayan bir takim proteolitik enzimleri kullanirlar

(Candan vd., 2000).

Sitokinler inflamatuvar aktiviteyi arttiranlar proinflamatuvar sitokinler ve
inflamatuvar aktiviteyi azaltan veya artan inflamatuvar aktiviteyi dengeleyenler
anti-inflamatuvar sitokinler olarak siniflandirilabilir. Proinflamatuvar sitokinler
interlokin(IL)-1, IL-2, IL-6, TNF-a, INF-gama; anti-inflamatuvar sitokinler
(sitokin sentez inhibitorleri) IL-4, IL-10, IL-12, IL-13’tiir. IL-8 gibi bazi sitokinler
ise hem proinflamatuvar hem anti inflamatuvar o6zellik goésterebilmektedir

(Sacu ve Bildik, 2009; Hemarajata ve Versalovic, 2013).

Interlokinler (IL), beyaz kan hiicreleri lenfositlerince ekspresse edilen gizli
sinyalleme molekiilleri olan sitokinlerin bir grubudur. ismini lenfositlerden

16kin ve haberlesme anlamina gelen interden almistir (Sharma vd., 2016).

Bagisiklik sisteminin genis bir kismi interlokinlere baghdir. Bazilar1 eklem
inflamasyonunu tetiklemede  6nemli rol oynarlar. Interlékin ailesi
makrofajlarve T lenfositlerden salinir. B lenfositlerini olgunlasmak ve
farklilasmak icin uyarir. immiinoglobiilin metabolizmasini B-lenfosit {izerinden

hizlandirir (Vinderola vd., 2004; 2006; Carasi vd., 2015).

Makrofajlarin patojenleri tanimasi, patojen iliskili molekiiler motifler, Toll like
reseptorler(TLR) ve Mannoz reseptorleri (MR) gibi baz ylizey molekiilleri ile

olur (Paul, 2015).
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Proinflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF) inflamasyonda, IL-1 ve IL-6
gibi sitokinler araciligiyla T ve B hiicrelerin antijene bagh aktivasyonunda rol
alirlar (Hassan vd., 2016). IL-12 ile hiicresel immiin yanitta rol oynarlar.
Interferon (IFN)-a salimm ile antiviral etki saglarlar (Endrighi vd., 2016;

Sharma vd., 2016).

Interlokin-1, aktive makrofajlar tarafindan iiretilen diger bir inflamatuvar
sitokindir. Etkileri, timo6r nekroz alfa (TNF-a)’ya benzer ve ayni zamanda T

hiicrelerinin aktive edilmesine yardimci olur (Paul, 2015).

Interlékin-2, Th hiicreleri tarafindan daha diisiik diizeyde iiretilir. T hiicreleri
icin ana blyiime faktoriidir. B hiicrelerinin biiylimesini tesvik edebilir. NK
hiicreleri aktive edebilmektedir (Candan vd., 2000; Hemarajata ve Versalovic,

2013).

Interlékin-4, makrofajlar ve Th2 hiicreleri tarafindan iiretilir. Th2 hiicre
biiylimesini tesvik eder. Ayrca IgE anahtar ¢evrimini stimiile eder (Candan vd.,

2000).

Interlokin-5, Th2 hiicreleri tarafindan iiretilir ve B hiicrelerinin eozinofillerin
biiylimesinde ve farklilasmasinda rol oynar (Candan vd., 2000; Hemarajata ve

Versalovic, 2013).

Interlokin-10, aktive edilmis makrofajlar ve Th2 hiicreleri tarafindan tiretilir. Bu
agirliklhi olarak inhibitér bir sitokindir. IFN-y'nin Th1l hiicreleri tarafindan
tiretimini inhibe eder, boylece bagisik yanit1 Th2 tipe kaydirir. Ayni1 zamanda,
aktive edilmis makrofaj tizerindeki ko-stimiilatér molekiilleri inhibe eder (Paul,

2015).

interlokin-12, aktive edilmis makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan
tretilir. IFN-y iiretimini ve Th hiicrelerinin Th1 hiicrelere farklilasmasini
uyarmaktadir. Dendritik hiicreler 6zellikle heniiz farklilasmamis T lenfositleri

uyararak birincil immiin cevabin olusmasini saglamaktadirlar. Bu islevlerini
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gerceklestirebilmek icin antijeni kapma, isleme tabi tutma ve uygun kostimiilan
molekiillerle hiicre ylizeyinde sunma becerisine sahiptirler. DH’ler B hiicre
fonksiyonlarinin olusumunda etkili olduklarindan humoral immiinite
gelisiminde 6nemli role sahiptir. Edinsel ve dogustan gelen bagisiklik sistemi

arasinda bir haberci olarak davranirlar. (Candan vd., 2000).

TNF-a, Timor nekroz alfa mikroplara oOzellikle gram negatif bakterilerin
lipopolisakkaridlerine karsi yanitta aktiflesmis makrofajlar tarafindan ftretilir
(Sharma vd., 2016). Sitokin ¢esitleri, etki hiicreleri ve baslica etkileri ayrintili bir
sekilde Cizelge 2.6’da gosterilmistir.

Cizelge 2.6. Baz1 sitokin cesitleri ve baslica etkileri (Paul, 2015)

Sitokin Kaynaklandig: Hedef Hiicre Baslica Etkileri
Hiicre
IL-1 Monositler, T- B hiicreler, Kostimulator molekiil,
Makrofajlar, Hipotalamus, Aktivasyon
Fibroblastlar, Karaciger (inflamasyon),  Ates,
Epiteliyal hiicreler, Akut faz reaktanlari
Endoteliyal hiicreler
IL-2 T hiicreleri, NK T- B hiicreler, Biiylime, Aktivasyon
hiicreleri Monositler
IL-3 T hiicreleri Kemikiligi onciilleri Bliyiime ve farklilasma
IL-4 T hiicreleri T- B hiicreler Th2 hiicrelere
donisiim, Biiylime,
Aktivasyon, IgE'ye
izotip ¢evrimi
IL-5 T hiicreleri B hiicreler, Biiylime ve aktivasyon
Eozinofiller
IL-6 T hiicreleri, T- B hiicreler, Kostimulator molekiil,
Makrofajlar, Karaciger Bliyiime(insanda),
Fibroblastlar Akut faz reaktanlari
IL-10 T hiicreleri (Th2) Makrofajlar, T Antijen sunan hiicre
hiicreler aktivitesinin
inhibisyonu, Sitokin
liretiminin inhibisyonu
IL-12 Makrofajlar, NK T hiicreler Th1 hiicreye dontisiim
hiicreleri
IFN-y T htcreleri, NK Monositler, Aktivasyon
hiicreleri Endoteliyal hiicreler
TGF-B T hicreleri, T hiicreler, Inhibisyon aktivasyonu
Makrofajlar Makrofajlar ve biiylime
TNF-a Makrofajlar, T T- B hicreler, Kostimulator molekiil,
hiicreleri Hipotalamus, Aktivasyon
Karaciger (inflamasyon),  Ates,

Akut faz reaktanlari
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Tip I interferonlar (IFN-a ve IFN-B), bir¢cok hiicre tiirii tarafindan iiretilir ve
hiicrelerde viral replikasyonu inhibe etmede gorev yaparlar. Tip I interferonlar

ayrica NK hiicreleri aktive etmektedir (Hemarajata ve Versalovic, 2013).

Interferon alfa gibi inflamatuvar sitokinler depresyona yol agmakta ve
antidepresan ilaclarla engellenebilmektedir. Antidepresanlarin monoaminler
uzerine etkisinin yaninda gulg¢li immunoregulatér sitokin IL-10 {izerinden
inflamasyonu baskilayarak da antidepresan etki olusturdugu diisiintilmektedir

(Evrensel ve Ceylan, 2015).

Interferon gama (IFN-y), daha diisiik 6lgiide T ve NK hiicreleri tarafindan da
uretilebilse de, asil olarak Th1 hiuicreler tarafindan tiretilen 6nemli bir sitokindir.
Hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik sistemde cok sayida fonksiyona
sahiptir. Th1 kokenli [FN vy, IgG’i; Th2 kokenli IL-4, IgE liretimini etkilemektedir
(Candan vd., 2000).

Transforme edici biiylime faktorii beta (TGF-f), T hiicreleri ve diger hiicre tiiri
tarafindan {retilen inhibitér bir sitokindir. T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
makrofaj aktivasyonunu inhibe eder. Ayni zamanda, pro-inflamatuvar

sitokinlerin etkilerini ortadan kaldirabilir (Candan vd., 2000).

T ve B lenfositler ylizey membranlarindaki reseptorler ile taninirlar. T helper
hiicreler Th-1 ve Th-2 olarak iki grup altinda incelenirler. Th1 hiicreler IL-2 ve
[FN-gama salgilayarak sitotoksik T hiicresi ve gecikmis asir1 duyarlilik yaniti
gibi fonksiyonlan giiclendirici islevler goriirken, Th2 hiicreleri ise IL-4, IL-5, IL-
6, IL-13 sentezleyerek B hiicre yanitlarini diizenlemektedir (Tuncer ve Kilig,

2006; Sonmez vd., 2014).

Proinflamatuvar sitokinler bir patojenle karsilasmada yanit olarak
salgilanabilmekte, immiin sistem ve beyin arasindaki iletisime aracilik
etmektedir. Hem insan hem de fare lizerine yapilan calismalarda, interferon-y,
interlokin-12 ve interlokin-18'in 6nemli bilesenler olarak kabul edildigi, bir dizi

anti mikrobiyal immiin yanitta merkezi roliinii ortaya koymustur. IL-12, bliytik
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Olctide IFN-y uyarilmasi yoluyla Th1 hiicrelerinin immiin yanitlarin gelisiminde

kritik bir faktérdiir (Hope vd., 2002).

Toll benzeri reseptorler (TLR), dogal immiin sistem patojenlerin yapisini tanir
ve inflamatuar yanit1 baslatir. Ayrica dogal immiin sistem ile kazanilmis immiin
sistem arasinda da kopru gorevi gormektedirler. TLR’lerden 6zellikle TLR2 ve
TLR4’lin sepsis patogenezinde 6nemli gorevleri bilinmektedir (Kundakci ve

Pirat, 2012).

Insan kalin bagirsagi mikrobiyal bir ekosistemidir. Mikrobiyal kolonizasyonun
asil yeri gastrointestinal sisteminde yer alan kolonda 1,5 kg mikroorganizma
agirhigiyla 1014 mikroorganizma yiikii bulunmaktadir (Moore ve Holdeman,
1974; Whitman vd. 1998; Dominguez-Bello vd. 2010). Gastrointestinal
sistemde mikrobiyal yiik ve cesitlilik yas, probiyotik veya prebiyotik alimi,
antimikrobiyal bilesenler gibi faktorler ile degismektedir (ilkgiil, 2005; Walsh
vd., 2014).

Insan siitii yiiksek miktarda Lactobacillus ve Bifidobacterium dahil olmak iizere
cesitli mikroorganizmalar bulunan bir mikrobiyota sahiptir. Yeni dogan
bebekler anne siitl sayesinde potansiyel prebiyotiklere ve probiyotiklere maruz

kalirlar (Yesilova vd., 2010).

Bifidobakterlerin veya laktobasillerin tek basina veya fermente edilebilir
karbonhidratla (prebiyotikler) birlikte verilmesinin kolonik mikroflora
popiilasyonlarin1 degistirebilecegi ve tiimorlerin gelisimini azaltabilecegi

bildirilmistir (Bubnov vd., 2015).

Yapilan c¢alismalarda prebiyotik ilavesi ile hazirlanmis bebek formiilleriyle
beslenen bebeklerde, tek basina bebek formiiliiyle beslenen bebeklere kiyasla
fekal pH'nin daha diisiik; Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. gruplarinda
ise onemli derecede bir artis bulunmustur (Haarman ve Knol, 2005; Wang vd.,

2016).
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Gastrointestinal bagisiklik sisteminin karakteristik 0Ozelligi zararsiz diyet
antijenlerine ve cocukluk caginda elde edilmis normal intestinal floraya karsi
tolerans (yanitsizlik ya da azalmis yanit) sergilemesidir. Buna kars1 potansiyel
olarak patojen olan mikroorganizmalara karsi ise ciddi direng gosterir. Bu farkl
davranislarin gosterilebilmesi, gastrointestinal bagisiklik sistemin luminal
antijenleri degerlendirmesi, farkliliklarin saptanmasi, zararl olanlarin zararsiz
olanlardan ayirt edilmesi ile mimkiindur. Gastrointestinal bagisiklik sistemin
verilecek yanit1 ¢ok iyi diizenlemesi gerekmektedir. Mukozal bagisiklik sistemin
regiilasyonundaki bir bozukluk ya da yetersizlik alerji, inflamasyon, otoimmun
hastaliklar gibi bircok bozuklugun ortaya ¢ikmasina yol ac¢ar. Gastrointestinal
kanal bu fonksiyonlar1 yerine getirebilmek icin viicudumuzdaki en genis
bagisiklik sistemine sahiptir. Toplam bagisiklik sisteminin %70’den fazlasi

gastro-intestinal kanalda bulunmaktadir (Ozden, 2005; Beser vd., 2015).

Bebek bagirsak mikrobiyolojisinin gelisimi, prenatal olarak baslayan ve yasamin
ilk iki veya li¢ yili boyunca devam eden dinamik bir siirectir. Bakteriler
bagisiklik sisteminin erken gelisimi, hayat boyu siiren islevinde anahtar rol
oynarlar (Koca, 2015). Bagirsak florasi yakininda yer alan lenf dokularini
stimiile ederek patojenlere karsi antikor liretimini saglamaktadir. Bir bebek
dogar dogmaz sindirim sistemine bakteriler yerlesir ve émiir boyu orada kalir;
bu nedenle normal vajinal yolla dogan bebekler annelerinden aldiklar1 flora
sebebiyle sezeryanla dogan bebeklere gore daha gii¢lii bir bagisiklik sistemine
sahip olurlar. Bebekte ilk gelisen flora dogum sirasinda annenin vajinasindan
yuttugu ilk floradir (Dogan, 2012; Hemarajata ve Versalovic, 2013). Bagirsak
mikrobiotasinin diizenlenmesi normal ve dengeli beslenme, yasam bicimi
diizenlenmesi, kolon hidroterapi, probiyotik, prebiyotik, sinbiyotiklerin
kullanimi, floray1 bozan antibiyotik gibi etkenlerden kag¢inmayla

saglanabilmektedir (Baysal, 2012).
Probiyotiklerin immiin sisteme etkileri; antikor tretimini ve NK hiicrelerinin

aktivitelerini artirmaktir. Genellikle probiyotikler interlokin-10 (IL-10) ve TGF-

beta gibi intestinal antiflamatuvar sitokin tiretimini artirirken, IL-8 gibi
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proinflamatuvar sitokin liretimini diisiiriirler (Maassen vd., 2000; Yesilova vd.,

2010).

Thoreux ve Schmucker (2001) agiz yoluyla alinan Kkefirin farelerde kolera
toksinine (CT) karsi bagisiklik tepkisini incelemek adina gerceklestirdikleri
calismada, kefir ile beslenen geng¢ farelerde (6 aylik) anti-CT IgA
konsantrasyonun arttigini, yash farelerde (26 aylik) ve kontrol grubunda ise
herhangi bir degisiklik goriilmedigini bulmuslardir (Thoreux ve Schmucker,

2001).

Obez bireylerde orta ve yogun diizeyde egzersizin immiin sisteme etkisinin
incelendigi bir calismada, orta dilizeyde egzersiz yapan hastalarda ortalama
vicut kitle indeksinde ve leptin seviyesinde sirasiyla %3,7 ve %9,2 azalma
saptanirken ortalama immiinoglobiilin G (IgG) dizeylerinde %4,8 oraninda bir
artis tespit edildi. Yogun egzersiz yapan hastalarda ise ortalama viicut Kkitle
indeksinde ve leptin seviyesinde sirasiyla %3,4 ve %3,7 azalma saptanirken
ortalama immiinoglobiilin G (IgG) diizeylerinde %2,3 oraninda bir artis tespit
edildi. Her iki grup hastalarda da ortalama ve leptin diizeyleri azalirken, 1gG

diizeyleri 6nemli oranda artis gostermistir (El-Kader, 2011).

Balb/c farelerine (6 haftalik) oral yolla kefiran uygulamasi ile 7. giiniin sonunda
lamina propriadaki IgA hiicrelerinin sayisinda artis gorilmistiir. Ayrica
makrofaj hiicrelerde de artis goriilmiistiir. Bu calisma ile kefiranin bagisiklik
mukozasindaki dengeyi saglama ve degistirme gibi 6zelliklerinin oldugu tespit

edilmistir (Medrano vd., 2011).

Mikrobiyotanin immiin yanitta etkinliginde tirettigi aktif molekiillerden IL-1, IL-
18, interferonlar, TNF, IL-10, serum amiloid A en etkin olanlaridir (Salman vd.,

2015).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda D vitaminin immiin sistemde diizenleyici roli
incelenmistir. Aktif olan formu T helper (Th)1 hiicrelerinin ¢ogalmasini

baskilamakta ve bu hiicrelerden sitokin interferon (IFN)-y interlokin (IL)-2
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tretimini azaltmaktadir (Tirken vd. 2015). Th2 hiicrelerinden ise IL-4 ve
inflamatuar T hiicre aktivitesini baskilayan transforming growth factor (TGF)
tretimini arttirir. D vitamini uyarisi olmadiginda T hiicrelerinde Th1 fenotipi
baskindir. IL-12 sentezi baskilanir, IL-10 sentezini ise artirmaktir (Tamer ve

Mesci, 2013).

IL-12 monosit ve B hiicreleri tarafindan tretilir ve NK ve T hiicrelerinden IFN-y
tretimine neden olmaktadir. IL-12'nin biyolojik aktivitelerinin ¢oguna endojen
olarak sentezlenmis IFN-y aracilik etmektedir, bu da IFN-y iiretimiyle
konakgilar1 enfeksiy6z ajanlara karsi korumak icin bir 6n sarttir. Zhang vd.,
Aspergillus fumigatus enfeksiyonuna karsi yaptiklar1 bir calismada; IL-12'nin
tedavi etkisinin, akciger dokusunda arttirilmis inflamatuvar hiicre alimiyla ve
proinflamatuvar sitokinlerin artmis doku konsantrasyonlari vasitasiyla
saglandigini, inflamatuvar mononiikleer lokositlerin enfeksiyon yerlerinde
birikimi, IFN-y'nin lokal tretimi ve salimmi ile diizenlendigini
diisiinmektelerdir. Sonuc olarak, [L-12 ve IL-2'nin inflizyon ajanlarindan IFN-y
tretiminden A. fumigatus enfeksiyonuna kadar korunmasi i¢in bir 6én kosul
olarak gugli bagisiklik diizenleyici sitokinler oldugu gosterilmistir. Patojene
spesifik tedavinin yapildigl1 sirada IL-12 ve IL-2 kombinasyonunun sinerjik
etkileri oldugu bulunmustur. IL-12 ve IL-2'nin kombinasyonu, pulmoner
dokudaki IFN-y ekspresyonunu arttirmada yardimci olabilir, ancak pulmoner
dokudaki koloni yiikiinii azaltmaz veya farenin hayatta kalma oranini arttirmaz

(Zhang vd., 2013).

Bagirsak beyin ekseni kavrami tlizerine ¢alismalar son yillarda hiz kazanmistir.
Yetiskinlerde inflamatuvar bagirsak hastaliginin, obezitenin ve nérogelisimsel
bozukluklar bagirsakta bakteriyel bozulmalardan kaynaklanmaktadir (Kuloglu
vd., 2009; Bubnov vd., 2015).

Bagirsak mikrobiyal bilesimindeki degisiklikler, ruh hali, agrilar ve kavrama ile
iliskili davranislarda belirgin degisikliklerle iliskilidir. Hastalikta ve saglikta
mikrobiyota ve beyin arasindaki iletisimin iki yonlii yolaginin kritik 6nemini

ortaya c¢ikarmaktadir (Kau vd., 2012). Mikrobiyom-beyin-bagirsak ekseninin
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islev bozuklugu, depresyon, endise ve hassas bagirsak sendromu ve otizm gibi
noérogelisimsel bozukluklar gibi stresle iliskili bozukluklardir (ilkgiil vd., 2005;
Borre vd., 2014; Sharma vd., 2016).

Psikon6éroimmiinoloji hem duygu-durum bozukluklarinin patofizyolojisinde
hem de antidepresanlarin farmakolojik etkilerinde yeni ufuklar agmaktadir.
Fakat, antideprasanlarin gosterdigi immiin etkilerin bir yan etki mi yoksa biyo-
fizyolojik etkilerinin anlaml bir pargasi m1 oldugu halen belirsiz bir durumdadir

(Kuloglu vd., 2009).

Antipeptik tlser ilac1 olan irsogladine maleat (IM) gastrointestinal mukoza
tizerinde koruyucu bir etkiye sahip olabilir. Yapilan bir ¢alismada IL-10 eksikligi
olan farelerde spontan kolit iizerinde IM’nin etkisi incelenmistir. 5 haftalik
farelere 10 hafta siire ile kontrol diyeti ve 100 ppm IM igeren bir diyet
uygulanmis; kolon dokular1 morfolojik ve histolojik olarak degerlendirilmistir.
Fare makrofaj hiicreleri, lipopolisakkarit uyarimi sonrasinda IM ile inkiibe
edilmistir. Kolon uzunlugu, agirhik ve histolojik degerler, spontan kolitin,
kontrol diyetiyle beslenenlere kiyasla IM iceren bir diyetle beslenen farelerde
onlendigini agik¢a ortaya koymustur. Sonug olarak; TNF-a, IL-1, IFN-y, IL-17, IL-
12 ve IL-23 mRNA ekspresyon seviyeleri, IM ile tedavi edilen hayvanlarin
kolonik dokularinda belirgin olarak diisiis gosterdigi bulunmustur (Nakagawa

vd., 2015).

Neisseria meningitidis A (MenA) kapsiiler polisakkaritin (CPS) ilgili fosfata
kopriillenmis oligomerlerinin stabilize edilmis baz1 yeni fosfonoester baglantili
oligomerleri, bir protein tasiyici model olarak insan serum albumine (HSA)
konjuge edilmis ve immiinolojik aktiviteler icin incelenmistir. In vitro olarak, T
hiicre proliferasyonunu ve IL-2 salimini indiikleme aktivitesini; in vivo olarak
spesifik IgG antikor liretimini uyarabilme yetenekleri incelenmistir. Tiim HSA-
konjlige bilesikleri T hiicre cogalmasini tesvik ederken, sadece fosfonodisakarit,
birlestirilmemis formlar arasinda etkili olmustur. IL-2 salinimi1 da bu sonuglari

teyit etmistir (Fallarini vd., 2015).
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Obal vd. (2016) ilerleyici bir sinir hastalifi olan amiyotrofik lateral skleroz
(ALS) , hasta hayvan modellerine uygulanan immiinoglobiilin G(IgG), farelerin
serumlarinda humoral ve hiicresel immiin reaksiyonlar1 incelemislerdir. ALS
hastalarinin omuriliginde, IgG birikimi, hiicre i¢i ylksek kalsiyum aktivasyonu
kaydedilmistir. ALS hastalarindan veya immiin aracili bir ke¢i modelinden
alinan IgG ile intraperitoneal olarak asilanan fare serumlarinda ve dokularinda
TNF-a , IL-10 ve IL-6 ve sitokin miktarlar1 ELISA yontemiyle incelenmistir. 1gG
enjeksiyonlardan 24 saat sonra ciddi bir solunum fonksiyon bozuklugu
gozlemlenmistir. Bagisiklik kazandirilmis kecilerden alinan IgG, farelerde serum
ve omurilikte bulunan ii¢ sitokinin hepsinde o6nemli artislar meydana

getirmistir.

2.6. Probiyotik Mikroorganizmalarin immiin Sistem Uzerine Etkileri

Probiyotikler, konakg¢iya yeterli miktarda verildiginde saghgi ya da fizyolojisi
tizerinde olumlu etki yapan canli ve patojen olmayan mikroorganizmalardir
(Parvez vd., 2006). Gida maddesiyle alinan probiyotiklerin bagirsak sistemine
canli olarak ulasmasi ve gidanin en az 10¢ kob/g sayida canli probiyotik bakteri
icermesi gerekmekte ve raf omri siiresince canl kalabilmeleri gerekmektedir.
Probiyotik o6zellikli mikroorganizmalarin biiyiikk ¢ogunlugu laktik asit
bakterileridir. Probiyotikler, patojen mikroorganizmalar tuzerine direkt
antagonistik etki yaparak, patojen bakterilerin liremesini engelleyen inhibitér
antimikrobiyal peptid (bakteriyosin) iliretmektedirler (Vinderola vd. 2005;
Glizel-Seydim vd., 2006; Dogan, 2012; Ahmed vd., 2013).

Hipokrat'in soyledigi lizere “Biitiin hastaliklar bagirsaktan baslar” ve “Bagirsak
hasta ise viicudun geri kismi da hastadir” ifadeleri ile bagirsak sisteminin 6nemi
vurgulanmaktadir. ABD'’li bilim adam1 Michael Gershon 2015 yilinda “Bagirsak
insan viicudunun ikinci beynidir” ifadesi ile bagirsak saghiginin 6nemini
tekrarlamigtir. Tiiketilen gidalarin %901 ince bagirsaklarda emilmekte (Ozden,
2005); ayrica probiyotik bakterilerin canliliklar1 kalin barsaga ulasincaya kadar

devam etmekte ve Dburada kolonize olarak olumlu etkilerini

29



gosterebilmektedirler. Kefir gibi probiyotik 6zellikli tirtinler bagirsak florasini

da etkileyerek IgA ve IL-10 diizeylerini artirmaktadir (Ahmed vd., 2013).

Immiin sistemi stres, sagliksiz beslenme, asir1 beslenme, obezite ve yas
ilerledikce azaldig1 yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Chandra, 1997; Glaser ve
Kiecolt-Glaser, 2005; Aw, 2007). Gliniimilizde immiin sisteminin zayiflamasi ve
kolon hastaliklar1 sebebiyle bilin¢li gida tiiketimleri s6z konusu olmakta ve
dogal iiretimlerinden dolay1 geleneksel gidalara yonelmeler artmaktadir

(Hemarajata ve Versalovic, 2013).

Immiin sistemde probiyotikler, inflamasyon, Tip 2 diyabet hastaligl, metabolik
sendrom, atopi, astim, iskelet kas sistemi bozuklugu, karaciger fibrozu, kalp
damar hastaliklari, noérolojik dejenerasyon hastaligi, damar tikaniklig1 ve kanser
gibi metabolik ve inflamatuvar bozukluklarin tedavisinde etkili bir sekilde gorev
almaktadir (Golubnitschaja vd., 2012; Mokrozub vd., 2015; Bubnov vd., 2015;
Salman vd., 2015).

Yag dokusu ile karaciger yaglanmasi arasindaki iliski ve bunun fibroza
dontistimii, alkolik olmayan karaciger yaglanmasi hastaliginin multifaktoriyel
patogenezi ve katkida bulunan cesitli risk faktorleri i¢in tedaviler klinik ve
arastirma deneyimleriyle desteklenmektedir. Bazi probiyotikler, gelismis
bagirsak bariyeri fonksiyonu, hepatik safra asidi sentezi ve azalmis karaciger
inflamasyonu gibi ortak yararli oOzellikler gostermektedir. Yapilan deneyler
sonucu, mekanizmanin, hepatik safra asidi sentezini ve metabolizmasini, FXR
ekseninin bir tarifi dahil olmak tlzere probiyotiklerin bir karisimi ile modiile

ettigini gostermistir (Bubnov vd., 2015).

Laktik asit bakterileri, bagirsak yolunda patojenik bakterilerin kolonizasyonunu
rekabetci olarak inhibe etmeleri ve bagirsak bagisiklik sistemi ve bagirsak-beyin
ekseni lizerindeki yararh etkileri nedeniyle, probiyotikler olarak en g¢ok
kullanilan mikroorganizma grubuna dahildir (Giizel-Seydim vd., 2006; 2010;
Ahmed vd., 2013; Bubnov vd., 2015; Glizel-Seydim, 2016)
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Mikrobiyota mukozal bariyer direncini artirarak mukozal dokular1 antijen ve
patojenlerden korumaktadir. Probiyotikler bu noktada yardimci rol

oynamaktadir (Guarner ve Malagelada, 2003; Salman vd., 2015).

Mikrobiyotanin konak¢r immiin sistemine onemli destegine ragmen bu
ekosistemdeki anormal degisiklikler sonucunda gelisen disbiyozis durumunda
ise alerji, inflamatuvar hastaliklar, obezite, diyabet mellitus ve kanser gelisimi

hizlanir (Tsuji vd., 2008; Tuohy vd., 2006; Salman vd., 2015).

Bagisiklik sistemindeki bozukluklarin ve yetmezliklerin en sik bulgusu sik
tekrarlayan enfeksiyonlardir. Bagisiklik sistemi yetmezligi olan c¢ocuklarda
biiylime gelisme geriligi, kronik ishal, iyilesmeyen yaralar, gobek kordonunun
gec¢ diismesi, lenf bezlerinde, karaciger ve dalakta biliyiime, ilerleyici denge

bozukluklar: gibi hastaliklar goriilebilmektedir (Bubnov vd., 2015).

Ashraf ve Shah, (2014) detayh derlemesinde; Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus johnsonii, Bifidobacterium lactis gibi probiyotik
mikroorganizmalarin alinmasi ile bagirsagin efektér bolgesinde IgA+ hiicreleri
ve sitokin ureten hiicrelerin sayisini artirarak bagirsak mukozal bagisiklik

sistemini iyilestirmektedir. Cizelge 2.7’ de ayrintili olarak gosterilmistir.

Sitokinler immiin hiicreler tarafindan {iretilen, homeostazisi saglamak tizere
immiin sistemin modulatorleri olarak diger biyolojik sistemlerle iliskiyi
saglayan molekiillerdir (Doksat, 2003; Kuloglu vd., 2009). IL-1, IL-6 ve TNF-«a
gibi sitokinler proinflamatuvar; IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinler anti
inflamatuvar sitokinlerdir. IL-10’un temel biyolojik etkinligi T hiicrelerinden

sitokin yapimini baskilamaktir (Candan vd., 2000; Emre vd., 2011).

Kolesterol, tiim canlilarin hiicre duvarinda bulunan ve insan metabolizmasinda
onemli gorevleri olan organik bir maddedir. Viicutta sentezlenen ve gidalarla
alinan kolesterol daha sonra safra asitlerine dontismektedir. L. acidophilus gibi
laktik asit bakterileri ve bazi bifidobakterler bu safra asitlerini dekonjuge

edebilme yetenegine sahiptir. Dekonjuge olan safra asitleri, lipitlere gore
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viicutta daha kolay emilmektedir. Fareler tizerinde yapilan ¢alisma ile laktik asit
bakterileri ile kolesterol diizeyinde azalmaya neden oldugu gorilmistir

(Karatepe ve Yal¢in, 2014; Bubnov vd., 2015).

Probiyotiklerin immiin sistemine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada
Bifidobacterium breve ile yapilan hayvan deneyinde peyer plaklarinda antikor
arttigl saptanmistir. L.casei shirota susu verildiginde T helper hiicrelerinin
sayisinda artma, IgE diizeyinde ise azalma gosterdigi tespit edilmistir (Kognoff,

1993; Sezen, 2013).

Bir baska deney fareleri calismasinda oral yoldan kommensal bakteri verince

IL- 10 sentezi ve diizeyinde artis goriilmiistiir (Macpherson ve Uhr, 2002).

Yapilan bir c¢alismada 50 sirozlu hastaya Bifidobacterium, Lactobacillus
acidophilus, Bacillus subtilis ve Enterococcus faecium’u igeren iki tip probiyotigin
kapsiil seklinde iki hafta siireyle verilmesinin, kandaki amonyak seviyesi, fekal
pH, fekal amonyak ve plazma endotoksin seviyelerine etkileri arastirilmistir.
Calisma sonucunda, kolondaki bifidobakterilerin sayisinda artis, kan ve fekal
amonyak seviyeleri ile plazma endotoksin miktarinda disis oldugu

gozlenmistir (Zhao vd., 2004; Sezen, 2013).

Atopik rahatsizliklar (astim gibi), genetik yatkinlik, deri ve gastrointestinal
mukozada anormallikler ve cevresel antijenlere immiin yanitta bozukluklardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Prematiire ve sezeryanla dogan bebeklerin
kalin bagirsak florasi ge¢ olustugu icin mukozal immiin sistemin gelismesi de
gecikmektedir. Bu nedenle de atopik egzama bu c¢ocuklarda daha sik
gorilmektedir. Atopik egzamali cocuklarin kolon florasinda Laktobasil ve
Bifidobakter seviyesi diisiiktiir. Probiyotik bakterilerin verilmesi ile deri
lezyonlarinin geriledigi goriilmektedir. Hamile bayanlar hamilelikleri siiresince
ve emzirme donemlerinde probiyotik alimiyla birlikte bebeklerinde atopik
egzama gorulme riski %50 oraninda azalmaktadir. Bu nedende hamile
bayanlara diyetlerine probiyotik iiriinleri almalar1 6nerilmektedir (Ozden, 2013;

Bubnov vd., 2015).
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Bayanlarda yaygin olarak goriilen meme kanseri ve siit bezleriyle iligkili immiin
hiicreler iizerine yapilan bir ¢alismada; Lactobacillus helveticus R389 susunun
fermente ettigi siit irini ile beslenen disi Balb/c fareler; timoér hiicreleri
enjekte edilen, edilmeyen ve kontrol grubu olarak gruplandirilmistir. Enjekte
edilmis L. helveticus R389 ile beslenen farelerde diger gruplara kiyasla IL-10
artisi ve IL-6 azalis1 gozlemlenmistir. Kontrol grubu farelerde bagisiklik hiicresi
ve sitokin sayilarinda herhangi bir degisiklik gorilmemistir. Oral olarak
uygulanan fermente iriinler, uzak mukozal bolgelerdeki bagisiklik hiicresi
aktivasyonunu degistirmek ve bu hiicrelerin uyanik kalmasini saglamak i¢in
kullanilabilir, bagisikhik endokrin iliskisini modiile edebilir seklinde
yorumlanmistir (LeBlanc vd., 2005).

Vinderola vd. (2006) kefir mikroflorasinin immiin sistemleri tizerinde etkilerini
in vivo olarak inceledikleri bir calismada 6-8 haftalik disi Balb/c fareler
kullanmislardir. Deney farelerinin giinliik diyetlerine ilave olarak 200 ul/giin
kefir gavaj yoluyla verilmistir (2, 5 ve 7.glin). Kontrol grubu farelerine ise ayni
dengeli beslenme ve su verilmistir. 7.glin sonunda sakrifiye edilen farelerin
sitokin profilleri ince ve kalin bagirsak o6rneklerinden elde edilen intestinal
sivilar ile Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) Kkitleriyle
belirlenmistir. IgA ve IgG hiicreleri ince ve kalin bagirsaklarin histolojik
dilimleri lizerinde belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda Kkefir
mikroflorasi B hiicreleri i¢in gerekli olan IL-6 salgilanmasini arttirmistir. Kalin
bagirsak tizerine etkisi ince bagirsakta belirlenen etkisinden daha az
belirlenmistir. IgA hicrelerinin sayisi, kontrol farelerine kiyasla, kefir
uygulamasindan 7 giin sonra belirgin bir sekilde artarken, IgG hiicreleri 5. ve
7.giinde artmistir. Sitokin hiicreleri igin, IL-4 ve IL-10 hiicreleri, tim
periyotlarda belirgin bir sekilde artarken, IL-6 ve IFN hiicreleri sirasiyla 2. ve

5.glinlerde artis géstermistir (Vinderola vd., 2005; Vinderola vd., 2006).

Lactobacillus casei ile probiyotik ilavesinin antifosfolipid sendromuna etkisinin
arastirilldigi bir calismada; beta-2-glikoprotein (B2GPI) ile bagisiklandirilan
Balb/c farelerine iki hafta siireyle 108 ml L.casei’den olusan bir ticari {iriin gavaj

yoluyla verilmistir. Bir deney grubuna yogurt ve kontrol grubu farelerine de
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soliisyon sivilar verilmistir. Iki hafta siire sonunda lenf nodullarindan ¢ikarilan
lenfositlerin siipernatantlari alinarak incelenmistir. Her iki siit iriind ile
beslenen farelerde IFN-y salinimi1 657 + 47.09 pg / mL'den 896 + 78.1'e ve 933 +
76.7'ye yiikseltmistir. B2GPI'ye karsi otoantikor seviyesi, L. casei ve yogurt ile
beslenen farelerde belirgin bir sekilde bastirilmistir. Ayrica L.casei sadece IFN-y
sekresyonunu arttirmakla kalmayip, ayni zamanda IL-10 tiretimini de inhibe
ettigi tespit edilmistir. Probiyotik fermente siit iirtinlerinin birgok immiinolojik
mekanizmay1 modiile etme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir (Amital vd.,

2007).

Salmonella enteritidis enfeksiyonu, son yillarda diinya capinda yayginhgi
nedeniyle dikkatleri lizerine ¢eken bir bakteridir. Yapilan bir ¢alismada erkek
Swiss albino fareler tizerinde Salmonella enteritidis enfeksiyonuna Kkarsi
probiyotik o6zellikleri bulunan Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus
casei’nin koruyucu etkisi incelenmistir. 7 giinliik besleme sonucu probiyotik ile
beslenen farelerde belirgin bir sekilde IgA antikoru salgisi artarken, S. enteritidis
infekte edilen farelerde lenfosit ¢ogalmasi gozlemlenmistir. Yapilan analizler
sonucu IL-2, IL-6 ve IFN-y liretimi probiyotik ile beslenen farelerde 6nemli
derecede artarken, IL-4 seviyelerinde onemli ol¢iide bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Ayrica S. enteritidis enfeksiyonu ile [(-galaktosidaz, [-
glukuronidaz aktiviteleri ile bagirsak, karaciger ve dalaktaki aktiviteleri
azalirken, probiyotik ile beslenen farelerde diskilarindaki toplam laktobasiller
artis gostermistir. Sonuc¢ olarak probiyotiklerin S. enteritidis enfeksiyonuna

kars1 immiin sistemi stimiile ederek iyilestirdigini gostermistir (Jain vd., 2008).

Livingston vd. (2010) tarafindan Lactobacillus reuterinin immiin hiicreleri
tarafindan sitokin liretimini diizenleyebildikleri belirtilmistir. Yapilan calismada
disi Balb/c farelere L. reuteri gavaj yoluyla ili¢ hafta siireyle verilmistir.
Dendritik hiicreler tarafindan anti inflamatuar sitokin interlokin (IL)-10
tretimini baslatmistir. Bu hiicreler, L. reuteri ile muamele edildiginde ve
ovalblimin T hiicreleriyle inkiibe edildiginde, IL-2 iiretimi azalmis ve transforme
edici blyiime faktori-f (TGF-) ilretimi ise muamele edilmeyen hiicrelere

kiyasla artmistir.
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Hong vd. (2011) 6 haftalik disi Balb/c farelere 32 giin stiresince oral yoldan
gavaj yontemiyle verilen Lactobacillus kefiranofaciens ve Lactobacillus kefir’in
toplam IgE, IL-12, IL-6, IL-1, TNF-alfa ve IFN-y miktarlarina etkisini ELISA
yontemiyle belirlemislerdir. Deney farelerine uygulanan gavaj miktar1 200
uL’dir. Gruplar; 32 giin boyunca beslenen(A), 14 giin siire ile beslenen (B), son 3
giin siire ile beslenen (C) ve kontrol grubu fareleri olmak tlizere ayrilmistir. 32
gilinliik (A) besleme yapilan farelerde; IL-4, IL-13, IL-6 ve TNF-a liretiminde
kontrol grubu farelerine kiyasla 6nemli bir inhibisyon goriilmiistiir. Diger iki
besleme prosediirleriyle (B ve C) muamele edilen fareler arasinda,
proinflamatuar sitokinlerin salgilanmas1 (IL-6 ve TNF-a) belirgin sekilde

azalmis, ancak seviyelerde anlamli bir farklilik tespit edilememistir.

Laktik asit bakterilerinin bir ovalbiimin (OVA) ile indiiklenmis alerjik Balb/c
farelerinde yapilan bir calismada, 39 erkek Balb/c faresi, normal kontrol, alerji
kontrolii, Kefir 1 (L. acidophilus, L. plantarum, Bifidobacterium longum, L.
fermentum, L. bulgaricus, , Streptococcus thermophilus, L. cremoris), Kefir 2 (Kefir
1’e ek olarak L. paracasei, L. rhamnosus GG ), GM0O80 (L. paracasei 33, L.
fermentum, L. acidophilus, bebek siitli, glikoz, maltodekstrin) ile tedavi edilen
fareler olarak 5 gruba ayrilmistir. Bu farelerden ¢ikarilan sol ventrikiildeki
miyokard yapisi ve apoptotik molekiiller arastirilmis ve tedavi sonrasi etkiler
degerlendirilmistir. TLR4, fosfat-Jun-N-terminal kinaz (p-JNK), JNK1/2 ve TNF-«a
ve mitokondriye bagimh apoptozis fosfolat-p38, Bcl-2 (Bad) ile iliskili ve aktive
edilmis kaspaz 3'Uin alerji farelerinin kalplerinde o©nemli ol¢iide arttig
bulunmustur. Kefir 1 veya 2 tedavi edilen alerji grubunda fosfolat-niikleer
faktor-kB (p-NFkB), TNF-a, p-p38 ve Bad protein iiriinlerinin ekspresyonu
azalmistir. Bu sonuglar LAB'nin iltihaplanmay1 azaltabilecegini ve OVA'nin
neden oldugu alerji farelerinin kalbinde kardiyomiyositlerin apoptozunu

onleyebilecegini gostermektedir ( Wang vd., 2012).

Lactococcus lactis H61, yash (14 aylik) farelerin hiicresel immiin yanitlarini
artirabilir. H61 ve 13 nolu suslarin tiim hiicreleri ya da hiicre duvarlarinin

direnci, hiicre duvarini distiriicii bir enzim olan lizozim ile farklilik géstermistir.
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2 susun hiicre duvarlarindaki de-O-asetilat muramik aside sodyum hidroksit
muamelesi, muamele edilmemis hiicre duvarlarina kiyasla lizozim direncini
azaltmistir, lizozim ilave edildikten 3 saat sonra, muamele edilmemis ve NaOH
ile muamele edilmis hiicre ¢eperinin lizozim direnci incelenmistir. Indirgeme,
H61 susunda daha yiiksek bulunmus, bu da H61 susunun hiicre duvarlarinin
yiksek derecede O-asetillenmis oldugunu gostermistir. Trikloroasetik asit
tedavisi, teikoik asitler gibi duvara bagh polimerleri ¢cikarmak i¢in, her iki susun
hiicre duvarlarinin lizozim direncini benzer hale getirmistir. H61 susunun hiicre
duvarinin modifiye edilmesi, IL-12'yi indiikleme Kkabiliyetini diizenlemek icin
yararl bir yol olabilir. Yapilan ¢alisma ile bagisikligin uyarilmasindan sorumlu
olan faktorleri karakterize ederek H61 tiirii tarafindan tretilen siit lirtinlerinin

degerinin arttirilmasina yol agabilecegi diisiintilmiistiir (Kimoto-Nira vd., 2012).

Probiyotikler ile kolit arasindaki iliskiyi arastirmak icin bagisiklig1 inhibe
edilmis deney hayvanlar kullanilarak bir calisma yapilmistir. Lactobacillus
kefiranofaciens M1, kefir danelerinden izole edilen bir probiyotik sustur. 4
haftalik disi fareler, intragastrik olarak L. kefiranofaciens M1 ile giinde bir kez
veya 2 gunlik araliklarla 14 gin boyunca i¢gme sularina ilave edilerek
verilmistir. Yapilan calisma ile L. kefiranofaciens M1'in immiin diizenleyici, anti-
allerjik, anti-astim ve anti-kolit yetenekleri tespit edilmistir. Lactobacillus
kefiranofaciens M1, kemokin CCL-20'yi arttirarak, antiinflamatuar sitokin IL-10
tiretimini artirmis ve TLR2 yoluyla proinflamatuvar sitokinlerin salgilanmasini
baskilayip, bagirsakta gecirgenligi azaltarak DSS(dekstran sodyum siilfat)'ye
baghh hasara karsi bagirsak gecirgenligini azaltmistir. Ayrica IL-10 sitokin
diizeyini artirmasi1 sonucu ile bagirsak rahatsizliklar1 igin fermente siit
trtiinlerinde alternatif bir terapi olarak uygulanma potansiyeline sahiptir (Chen

vd., 2012).

Starter kilttr ile tiretilmis kefir (6 hafta boyunca giinde 200 ml) ile beslenen
saglikli insanlarda yapilan bir ¢alismada serum o6rneklerinde TNF-q, IL-1, IL-5,
IL-8 ve TGF-B diizeyleri ticari ELISA kitleri kullanilarak incelenmistir. Kefir
tliketimin IL-8 diizeyinde diisiise neden olmasi, noétrofil kemotaksisi ve

aktivasyonunu baskilayarak inflamasyonun kontrol altina alinmasini, IL-5
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diizeyinde artisin ise salgisal IgA diizeylerini artirarak gastrointestinal sistem
limenindeki immiin yanitin daha etkili calismasini saglayabilecegi belirtilmistir

(Adiloglu vd., 2013).

Laktik asit, dogal immiin yamitin modiilasyonunda sorumlu mikrobiyal
metabolik iirlin olarak tanimlanir. Kefir fermente siit iirtintinde bulunan laktik
asit, interlokin-1f, tiimor nekroz faktor-a veya flagellin ile tetiklenen bagirsak
epitel hicrelerinin aktivasyonunu inhibe etmektedir. Ayrica laktik asit
muamelesi hiicrelerde, NF-kB sinyalini ortadan kaldirir ve bu hiicrenin gorevi
olan iltihaplanma reaksiyonlarinda sorumlu olabilmektedir (Iraporda vd.,

2014).

Probiyotikler, bagirsak epiteline baghh proteinlerinin ekspresyonunu
arttirmanin yani sira inflamatuvar yaniti ve oksidatif stresi de azaltmaktadir. Bu
etkisiyle, instilin duyarliligini arttirir ve otoimmiin yaniti azaltmaktadir (Bubnov

vd., 2015).

Carasi vd. (2015) calismasinda, saghkli, 4 haftalik, erkek Swiss farelerine, kefir
danesinden izole etmis olduklar1 Lactobacillus kefiri CIDCA 8348 tiiriinii gavaj
yoluyla vermis ve sonrasinda etkisini incelemislerdir. Probiyotik 0zelligi
bulunan bu mikroorganizma ile muamele edilen farelerin diskilarinda IgA
diizeyinde bir artis gozlenirken, lenf nodiillerinde proinflamatuvar
medyatorlerin ekspresyonundaki azalis ile IL-23, IFN-y, ve IL-6 miktarlarinda
azalma, IL-10 seviyesinde ise 6nemli bir artis gézlenmistir. Elde edilen bilgiler
dogrultusunda sonug¢ olarak L.kefiri’ nin bagirsak iltihapli hastaliklarda

kullanilmak tizere iyi bir ajan oldugu bulunmustur (Cizelge 2.7).

Gida katki maddeleri, probiyotik ve prebiyotik alimi, insiilin direncini 6nleme ve
tedavi icin katkida bulunan maddeler olarak oOnerilmektedir. Toll benzeri
reseptor 4 (TLR4) insiilin faaliyetleri icin hedeflenen dokularda bulunur.
Probiyotik tiiketimi bagirsaktaki bifidobakterlerin sayisini arttirir ve adezyon
proteinlerinin artmis ekspresyonu bagirsak gecirgenligini azaltarak, bakteriyel

lipopolisakkarit ile TLR-4'lin aktivasyonunu zayiflatmaktadir. Sonug¢ olarak
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NFkB aktivasyon yollar1 engellenir, TH17 hiicrelerinin indiiksiyonu da inhibe
edilmektedir ve CD8 + T hiicrelerinin pankreas infiltrasyonunu énlemektedir

(Gomes vd., 2014; Bubnov vd., 2015).

Bifidobacterium infantis yenidogan bebek bagirsaginda ve probiyotik ilaclarda
bulunmaktadir. Antidepresan etki gostermesi sebebiyle bu bakteri psikobiyotik
olarak tanimlanmistir (Dinan ve Quigley, 2011; Evrensel ve Ceylan, 2015).

Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda tartisilan kolon kanseri risklerinde
probiyotiklerin  koruyucu roliinii aydinlatan ¢esitli ~mekanizmalar,
Bifidobacterium spp., L. helveticus, L. bulgaricus, S. thermophillus gibi
probiyotiklerin  kullaniminin  kolon kanseri riskini o6nleyebilecegini

gostermektedir (Bubnov vd., 2015).

Kefirin icerdigi proteinlerin de tiimér karsiti etkinligi gosterilmistir. Ozellikle
stlfiir iceren aminoasit grubunun kefir ve benzeri triinlerin antikarsinojenik
etkilerinde onemli rollerinin oldugu tespit edilmistir (Giizel-Seydim vd., 2003;
Koéroglu vd., 2015). Son donemlerde arastirmacilar insanlarda bulunan
timorlerde kefir calismalarina hiz vermistir. Maalouf vd. (2011), kefirin HTLV-1
negatif malign T lenfositler iizerinde cogalmay1 o6nleyici ve programlanmis
hiicre 6ltimiinii hizlandirici etkiler gosterdigini kanitlamislardir (Maalouf vd.,

2011).

Genellikle kefir, kefir fraksiyonlar1 veya kefirden izole edilen organizmalarda
yapilan in vitro ya da in vivo ¢alismalar sonucunda, Th1 bagisiklik tepkisinden
Th2 tepkisine gecisin dlizenlenmesinde rol aldig1 tespit edildigi gibi, IgA

diizeylerinde de artis gézlenmistir (Bourrie vd., 2016).

Lactobacillus acidophilus La-5 susu ile 2 hafta beslenen (5 g/glin) Wistar
sicanlarinin antioksidan aktivitesi, lipid profili, genel biyokimyasal ve bagisiklik
sistemi yanitlar1 degerlendirilmistir. Probiyotik 6zelligi gosteren bu sus ile
beslenen gruplarda o©nemli oranda serumlarinda LDL Kkolesteroli ve

triacilgliserolii azalttigi, HDL kolesterolii artirtigl tespit edilmistir. 15 giinliik
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tedaviden sonra aspartat amino transferaz, alanin aminotransferaz, toplam
protein, alblimin, 1s1 soku proteinleri ve bagisikhik sistemi yanitlan
etkilenmemistir. Genel olarak, probiyotikler kan lipid profilini gelistirmek icin
uygulanabilir ve antioksidan savunmalarini iyilestirmek icin kullanilabilme

sonuglarina ulasilmistir (Moura vd., 2016).

Yeni dogan bir bebek anne siitii yoluyla birgok bileseni de viicuduna almaktadir.
Annenin probiyotik almasi bu a¢idan ¢ok 6nemlidir. Kolostrum bilinen en giiglti
dogal immiin giiclendiricidir. Laktasyon stiresince yavruyu enfeksiyonlara karsi
koruma, idrar yolu enfeksiyonu, neonatal septisemi ve nekrotizan enterokolit
dahil olmak tizere, akut ve uzamis diyare, solunum yolu enfeksiyonlarina karsi
koruma gorevindedir. Laktasyonun erken evrelerinde IgA, anti-inflamatuvar
faktorler ve immiinolojik agidan aktif hiicreler yeni doganin immiin sistemi icin

destek saglamaktadir (Palmeira ve Carneiro-Sampaio, 2016).

Maciel vd. (2016) Lactobacillus spp. Lactococcus lactis spp., Streptococcus
termophilus, Leuconostoc spp. gibi probiyotikleri iceren kefir kiiltiirii ile yapilan
kefirin metabolik parametreler ve sitokinler iizerine etkisinin arastirdiklar bir
calismada, Wistar sicanlari, dort gruba ayrilmislardir; Kontrol (CTL); Kontrol
Kefir (CTLK); Diyabetik (DM); Diyabetik Kefir (DMK). Seker hastaliginin 5.
glinlinde baslanip 8 haftalik siire boyunca kefir 6rnekleri farelere 1.8 mL/giin
miktarda gavaj yoluyla verilmistir. DM, CTL'ye kiyasla su alimindaki artis1 (133
+7vs. 28 £+ 1 mL), besin alimi (40 + 2 vs. 16 = 1 g), Glisemi (567 + 12 vs. 84 + 3
mg/dL). DMK grubunda tiim bu metabolik parametreler azalmistir (sirasiyla 96
+14; 36 +1; 86 + 7 ve 407 = 19). DMK grubu DM grubuna kiyasla, viicut kiitle
indeksleri (42 £ 5 vs. 16 * 4), insiilin seviyeleri (0.3 + 0.8 vs. 0.1 + 0.04 ng/mL),
Sitokin analizleri pg/mL olarak IL-10 (926 + 69 vs. 556 + 92),TNF-a (178 + 20
vs. 109 + 20), IL-17 (33 £ 1 vs. 9 + 1), IL-1b (102 * 14 vs. 70 £ 5) bulunmustur.
Diyabetik gruplarin kontrollere kiyasla lipid profilleri artma egilimi
gostermistir. Bu sonuclar, kefirin diyabetik hayvanlarda bagisiklik tepkisini
modiile edip periton makrofajlarin1 aktive etme potansiyeline sahip oldugunu
ve bu da seker hastaligindan etkilenen hastalarin immiin yeterliligini

artirabilecegini gostermektedir. Bu probiyotigin hipoglisemik etkisi glisemiyi
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kontrol etmek icin bir ara¢ olarak kullanilabilir, bu hastalikla iliskili

komplikasyonlarin azaltilmasinda kullanilabilmektedir.

Tibet kefir danesinden izole edilen Lactobacillus kefiranofaciens XL10, yliksek
ekzopolisakkarit (EPS) verimi ile insan sagligina faydali potansiyel probiyotik
ozellikli oldugu diisiiniilmektedir. Susun probiyotik fonksiyonu, asit ve safra
tuzu toleranslari, hiicre ylizeyindeki hidrofobiklik ve otoagregasyon, bagirsak
mikrobiyotik modiilasyonu incelenmistir. 2 hafta siireyle XL10'un oral yolla
verilmesinden sonra deney farelerinde Bifidobacteriace familyasinda artis
gozlenirken, Proteobakteri susunda diisiis gozlenmistir. XL10 pH 3.5'te ve %
79.9 hiicre yuzeyi hidrofobisitesi ve % 27.8 otomatik agregasyonda 3 saatlik
inkiibasyon siiresince aktivasyon gostermistir. Bitirik asit ilireten bakteriler
olarak bilinen Butyrivibrio ve Pseudobutyrivibrio, sirasiyla 7. ve 14. giinlerde
tespit edilmistir. Ek olarak, XL10'un mukoza dokusuna basariyla yapistigini ve
floresan goriuntileme, akis sitometrisi ve qPCR’a bagl olarak fare ince
bagirsagini kolonize ettigi tespit edilmistir. Sonug¢lar, XL10'un mikemmel
probiyotik ozelliklere sahip oldugu ve yeni fonksiyonel gidalarin gelisiminde de

faydalanilabilecek bir alternatif olabilecegi bildirilmistir (Xing vd., 2017).
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Cizelge 2.7. Kefir danesinde bulunan probiyotik mikroorganizmalarin bagisiklik
sistemi lizerine etkisi

Probiyotik Uygulama Deney grubu Bagisiklik Etkisi Kaynaklar
mikroorganizma  sekli
B. lactis 21giinsiireile Insan (Saghkl, B.lactisve Paineau vd.,,
L. acidophilus 1x 1010 cfu/ 18-62 yas) L.acidophilus tiilketen 2008
kapsiil olarak kisilerde kontrol
grubuna kiyasla
serum IgA,IgG ve IgM
diizeylerinde artis.
L. acidophilus 1 mL 107 Fare Immiin yetmezlikli Wagner vd.,
L. reuteri cfu/mL farelerde IgG, I[gAve 1997
L. casei probiyotik ve IgM diizeylerini artis.
Candida
albicansile
oral yoldan
L. acidophilus 8 hafta siireile  Balik-Nil Hematokrit Alyvd., 2008
Bacillus subtilis diyete ek tilapisi degerlerinde ve
olarak 1x107 (Oreochromis serum bakterisidal
cfu/g bakteri niloticus) aktivitede artis,
ilavesi ile Probiyotik ile
muamele edilen
gruplarin hepsinde
nitroblue
tetrazolyum (NBT)
tahlil, notrofil
yapisma ve lizozim
aktivitesinin
degerlerinde artis.
L. acidophilus 2 hafta stireile  Balb/c fare IL-4-nitrik oksit Clancy, 2003;
1x108cfu/g (6-8 haftalik) parakrin Elahi vd.,
Candida dongiisiiniin 2003
albicans ile uyarilmasi,
oral yoldan Lenf diiglimlerinde
hem IL-4 hem de
[FN-y liretiminin
artmasi ve tiikiiriikte
IFN-y ve nitrik oksit
salinimu.
L. acidophilus 3 haftasiireile Insan Grantlositlerin ve Schiffrin vd.,
B.bifidum 1x10%0cfu/giin  (Saglikl;,23-62  monositlerin 1995
yas) fagositik
kapasitelerinde artis.
L. acidophilus 28 giin siireile  Insan Beslenen grupta Marteau vd.,
1x108cfu/g serum IgA dizeyinde 1997
hafif artis, ancak
mukozal IgA dizeyi
etkilenmemis
L. acidophilus Oral yoldan Insan Kontrol grubuna Link-Amster
B.bifidum 1x107-108 (19-59 yas) kiyasla anti vd., 1994
cfu/g Salmonella typhi
antikor yanitinda
artis,
Serum IgA diizeyinde
artis
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Cizelge 2.7. Kefir danesinde bulunan probiyotik mikroorganizmalarin bagisiklik

sistemi iizerine etkisi (Devam)

L. casei Oral yoldan Swiss Bagirsak salgilarinda IgA Pertigon vd.,
1,2x10%cfu/giin  albino fare anti-patojen antikor 1991
(25-30g) diizeyleri artis, IgG anti-
Salmonella ve Escherichia coli
degerleri, tiim gruplardaki
degerlerine benzer

L. casei 2 hafta stire ile Fare Makrofaj liretimini aktive Tomioka vd.,
0,1 mg ederek fagositozu artisi. 1992

L. casei Yogurtveyasiit  Fare L.casei ile beslenen farelerde ~ Paubert-
karisimi ile oral IgA diizeylerinde, (3- Braquet
yoldan glukoronidaz ve fagositoz vd. 1995

aktivite de artis

L. casei Igme sularina Balb/c IgA+ve IL-6 iireten Maldonado
ilave olarak 108  fare (25- hiicrelerde artis, Galdeano ve
cfu/mL 30g6 Perdigon,

haftalik) 2006;
Shah, 2007

L. rhamnosus 28 giin stire ile Balb/c LAB gruplarinda periferik Gill vd., 2000

L. acidophilus 10° cfu/glin fare (6-7 kan l6kositleri ve peritoneal

B. lactis haftalik) makrofajlarin fagositik

aktivitesinde artis,

IFN-y cevabinda artis,
Serum antikor cevabinda
artis.

L. rhamnosus Oral yoldan Insan IgA diizeyinde artis, Fangvd.,

L. lactis 4x1010cfu/giin,  (20-50 2000
3x1010cfu/gilin yas)

L. rhamnosus 7 giin siire ile Balb/c Anti-E coli IgA yanitina ve Shu ve Gill,
oral yoldan fare (6-8 kan 16kosit fagositik 2002
3x108cfu/g haftalik) aktivitesinde artis.

B. breve Oral yoldan Balb/c B. breve ve L. plantarum Hougee vd.,

L. rhamnosus 109 cfu/giin fare (5-8 metakolin yanitini inhibe 2010

haftalik) ederek, eozinofil sayisinda
azalis, hem ovalblimine 6zgi
IgE hem de IgG de azals, IL-
4, 1L-5 ve IL-10 diizeylerinde
azalis

B. lactis Oral yoldan Balb/c B. lactis ile beslenen Shu vd., 2000
109 cfu/giin fare (6-8 farelerde splenik lenfosit

haftalik) cogalmasi tepkisi, kan ve
peritonel hiicre fagositik
aktivitesi ve bagirsak
mukozal anti-Salmonella
antikor diizeylerinde artis.
L. rhamnosus Oral yoldan 101° insan Probiyotik tiiketen Gill, 2003; De
L.paracasei cfu/giin (Saglikly, hastalarda polioza spesifik Vrese vd.,
20-30yas) serum IgG ve IgA antikor 2005
diizeyinde artis

L. 2 hafta stire ile Fare IL-10 diizeyinde artis, Chen vd.,

kefiranofaciens icme sularina (4 Hasara kars1 bagirsak 2012
ilave haftalik) gecirgenliginde azalis
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Cizelge 2.7. Kefir danesinde bulunan probiyotik mikroorganizmalarin bagisiklik

sistemi iizerine etkisi (Devam)

L. kefiri Gavaj yoluyla Swiss fare Diskilarinda IgA diizeyinde  Carasivd,,
(4haftalik)  artis, 2015
IL-23, IFN-y, IL-6
seviyelerinde azalis,
IL-10 seviyesinde artis
L. acidophilus 2 haftastureile 5 Wistar fare Serum LDL kolesterol ve Moura vd.,
g/gln triacilgliserolde azalis, 2016
HDL kolesterol artis
L. 32 giin stire ile Balb/c fare  IL-6 ve TNF-a azalis Hong vd.,
kefiranofaciens  gavaj yoluyla (6 haftalik) 2011
L. kefir 200uL
Kefir 7 giin siire ile, Balb/c fare  IgA ,IgG ,IL4, IL6, IL10, Vinderola
(6 haftalik)  Hiicrelerinde artis vd.,2006
Kefiran Oral yoldan Balb/c fare  Lamina propriadaki IgA Medrano
(6 haftalik)  hiicrelerinin sayisinda artis  vd., 2011
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kefir Uretimleri

Pastorize siit Siileyman Demirel Universitesi Unsiit Siit Isletmesi (Isparta,
Tiirkiye)’'nden temin edilmistir. Kefir danesi Siilleyman Demirel Universitesi
Goller Bolgesi Teknokent’inde bulunan Danem Siit ve Siit Uriinl. Gida Amb. Egt.
Dan. Tic. ve San. Ltd. Sti (Isparta, Tiirkiye)'den, eXact KEFIR 2 (kod:
3185139;710295) starter kefir kiltiirii (Debaryomyces hansenii, Leuconostoc,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus diacetlylactis,
Lactobacillus cremoris) CHR Hansen (istanbul, Tiirkiye)’'dan temin edilmistir.
Kefir tiretiminde pastorize siit 25 °C’ye sogutulmus, %2 oraninda kefir danesi ve
%2 starter kiltir inokiilasyonu ile 25 °C’de inkiibatoérde fermantasyon islemi
uygulanmistir. Fermantasyon pH 4.6’da sonlandirilmistir. Kefir daneleri aseptik
kosullarda ayirilmistir. Uretilen kefir 6rnekleri 4 °C'de depolanmistir. Gavaj
uygulamasinda kullanilan kefir 6rnekleri giin asir1 hazirlanmis ve Kkefir

mikroorganizma icerikleri kaydedilmistir.

3.2. Deney Hayvanlar1 Deneme Deseni

Projenin deney hayvanlar ¢alismasi icin Silleyman Demirel Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma birimi tarafindan Etik Kurul onayr alinmistir. Balb/c
fareleri Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma biriminden temin
edilmistir. Dogal kefir mayasindan ve ticari kefir mayasindan iiretilen kefir
ornekleri deney hayvanlarina verilmistir. Fare kullanilmasinin sebebi
metabolizmalarinin hizli olmasindan, dolayisiyla kisa siire igerisinde degisimleri
gozlemleyebilmektir. Balb/c fareleri immiin sistem c¢alismalarinda sikca
kullanilan fare tiirtidiir (Akira vd., 1998; Verdua vd., 1999; Diosma vd., 2014).
Deney hayvanlarinin giinliik normal yem ve su ihtiyac¢lar karsilanmistir. 12 saat
karanlik ve 12 saat aydinlik kosullarda gelisimi izlenmistir (Vinderola vd.,
2005). Gavaj veriminden 1 saat once yemler onlerinden alinmistir. Deneme
deseni 3 grup ve her grupta erkek 6-8 haftalik / 20-25 gr Balb/c fareleri yer
almaktadir. 1. Grup; kontrol grubu olarak placebo verilen grup 300 pl/giin
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olarak, 2. Grup; dogal kefir danesinden tiretilen kefir ile beslenen grup 300
ul/giin olarak, 3. Grup; ticari kefir kiiltiirden tiretilen kefir ile beslenen grup 300

ul/giin olarak uygulanmistir. Gavaj dozu ve verilis siklig1 Cizelge 3.1'de ayrintili

olarak verilmistir.
Cizelge 3.1. Gavaj dozu ve verilis siklig
Ad Dozu Verilis Verilis Etki
Yolu Siklig Siiresi
Placebo verilen fare 309 Oral 1kez/giin 2 Hafta
grubu ul/gin
Dogal kefir
danesinden turetilen 300 ,
kefir ile beslenen ul/giin Oral lTkez/gin 2 Hafta
fare grubu
Starter kefir
kiltiirden tretilen 300 ,
kefir ile beslenen ul/giin Ora Lkez/gin 2 Hafta
fare grubu

3.3. Kefir Orneklerinin Mikrobiyolojik Analizlerinin Yapilmasi

Kefir 6rneklerinden 1 mL alinarak 9 mL peptonlu su igerisinde diliisyonlari
yapilmistir. 10%’e kadar diliisyonlar hazirlanmistir. On ¢alismalar ile belirlenmis

diliisyonlardan steril petrilere 1 mL 6rnekler aktarilmistir.

Lactobacillus spp. icerigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL 6rnek steril petri
kutularina pipetlendikten sonra, 45°C’ ye kadar sogutulmus 15 mL Rogosa Agar
(Merck) petri kutusuna ilave edilmis, inkiibasyon 37°C’de 3 giin %6’lik CO2
inkiibatérde (CO-150, New Brunswick Scientific, ABD) inkiibe edilmis, 30-300

koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.

Kok grubu icerigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL 6rnek petri kutularina
pipetlendikten sonra, 45°C’ ye kadar sogutulmus 15 mL M17 Agar (Merck) petri
kutusuna ilave edilmis, inkiibasyon 37°C'de 3 giin %6’lik CO: inkiibatérde

gerceklestirilmis 30-300 koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.
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L. acidophilus icerigi: Kefir 6rneklerinde L. acidophilus kolonilerini saymak
amaciyla MRS-sorbitol (Sigma) agar kullanilacaktir. %10 ‘luk hazirlanan sorbitol
0,43 pm olan steril filtreden gecirilerek ve 50°C’ ye kadar sogutularak MRS agar
icerisine ilave edilip karistirlmistir. Hazirlanan dilisyonlardan 1 mL o6rnek
steril petri kutularina alinarak tizerine 15 mL MRS-sorbitol agar petri kutusuna
ilave edilmis, inkiibasyon 37°C ’'de 3 gin %6’k CO:2 inkiibatérde
gerceklestirilmis, 30-300 koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.

Bifidobacterium spp. icerigi: Kefir orneklerinde Bifidobacterium spp.
kolonilerini saymak amaciyla MRS- NNLP, TOS-MUP, TOS-NNLP, RCA agar

besiyerleri karsilastirilmistir. MRS-NNLP ve RCA agar ile yapilan sayimlar daha
net ve dogru olmustur. NNLP karisimi, Neomisin stlfat (Merck) (100 mg/L),
nalidisik asit (Merck) (50 mg/L), lityum Kklorit (Merck) (3000 mg/L),
paronomisin siilfat (Merck) (200 mg/L) tartilarak, tizerine 100 ml saf su ilave
edilmis ve 35°C Kkaristiricida c¢oziindirilecek, steril filtereden 0,43 pm
gecirilerek, %20 oraninda MRS agar igerisine ilave edilecektir. Hazirlanan 6rnek
diliisyonlarindan 1 mL steril petri kutularina alinarak ve 45°C’ ye kadar
sogutularak, 15 mL MRS-NNLP agar inokiile edilmistir. inokiilasyon 37°C 'de 3
gin %6’k CO: inkiibatorde gerceklestirilerek 30-300 koloni bulunduran

petrilerde sayimlar yapilmistir.

Maya icerigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 ml 6rnek petri kutularina alinarak,
45°C’ ye kadar sogutulmus PDA (Potato Dextrose Agar, Merck) %10’'luk
hazirlanan laktik asit ilave edilerek karistirilmistir; 15 ml petri kutusuna ilave
edilerek; 25 °C 'de 5 giin inkiibe edilerek, 30-300 koloni bulunduran petrilerde

sayimlar yapilmistir.

Toplam mezofilik aerob bakteri icerigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 ml
ornek petri kutularina alinarak, 45°C’ ye kadar sogutulmus PCA (Plate Count

Agar, Merck) 'dan 15 ml petri kutusuna ilave edilerek; 35 °C 'de 2 giin inkiibe

edilerek, 30-300 koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.
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Enterobacteriaceae icerigi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 ml 6rnek petri
kutularina alinarak, 45°C’ ye kadar sogutulmus MAC (MacConkey Agar, Merck)
‘dan 15 ml petri kutusuna ilave edilerek; 37 °C’de 1 giin inkiibe edilerek, 30-300

koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.

3.4. immiinolojik Analizler

3.4.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Sakrifiye edilen Balb/c farelerinden alinan ince bagirsak doku o6rnekleri fosfat
buffer soliisyonu (PBS) ile yikanmis ve intestinal siv1 elde edilmistir (Sekil 3.1.).
Calismaya ait 6rnek kodlan Cizelge 3.2’ de tanimlanmistir. Bagirsak drnekleri
doku pargalayici (Janke & Kunkel Ultraturrax T-25, Almanya) ile par¢alanmistir
(Sekil 3.2). 10000 xg de 4 °C de 10 dakika santrifiij edilmis ve elde edilen tist siv1

alinarak -80 °C de depolanmistir.

Cizelge 3.2. Ornek kodlari

Ornek Adi Kod
Placebo grubunun bagirsak dokulari CNI
Dogal kefir danesinden tretilen kefir ile beslenen
o KGI
grubun bagirsak dokulari
Starter kefir kiiltiirden tretilen kefir ile beslenen STI

grubun bagirsak dokulari

immiinolojik analizler, Elabscience Mouse IgA, IgG, IL-4, IL-10, IL12 ve TLR-4
ELISA kitleri (Elabscience Biotechnology Co., Ltd., Vuhan, Cin Halk Cumhuriyeti)
prosediirlerine gore BioTek Synergy HT (Winooski, Vermont, USA) ile

Olgiilmusttr.
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Sekil 3.1. Ince bagirsak doku érneklerinin alinmasi ve yikanmasi

Sekil 3.2. Ince bagirsak doku 6rneklerinin par¢alanmasi

3.4.2. Immiinoglobiilin A Analizi

Elabscience kit protokole uygun hazirlanmistir (Elabscience Biotechnology Co.,
Ltd.). Yikama tampon ¢ozeltisi, konsantre yikama tamponundan 30 ml alinip,

750 mL distile su ile ¢oziindiirerek hazirlanmistir.

Stok standart ¢ozeltinin hazirlanmasi igin standart iizerine 1 ml referans
standart ¢ozelti eklenir ve 10000 Xg de 1 dakika santrifiij edilir. 400 ng/mL stok
standarttan farkli konstrasyonlarda 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve 0 ng/mL

olarak hazirlanmistir. 10 dakika ¢alkalanip ve pipetleme ile de karistirilmistir.
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Farkli konsantrasyonlardaki standart, kor ve ornekler kuyucuklara 100 pL
eklenmistir. Kuyucuklarin iizerine 100 pL Biotinylated Detection Ab eklenmistir
ve kapatildiktan sonra hafif¢e sallanmistir. Bir saat 37°C de inkiibe edilmistir.
Tim hicreler havalandirilmistir ve 350 pL yikama tamponu ile 3 kez
yikanmistir. Her yikama arasi 1 dakika beklenmistir. Yikamadan sonra her bir
hiicreye 100 puL. HRP ilave edilmis ve lzeri kapatilmistir. 30 dakika 37°C de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir.
Yikama isleminden sonra her bir hiicreye 90 pL substrat soliisyonu ilave edilmis
ve lzeri kapatilmistir. 15 dakika 37°C inkiibe edilmistir. Hiicrelere 50 pL
durdurucu soliisyon ilave edilmistir ve 450 nm’de okuma yapilmistir. Birimi

ng/mL’dir (Elabscience Biotechnology Co., Ltd.).

3.4.3. immiinoglobiilin G Analizi

Elabscience kit protokole uygun hazirlanmistir (Elabscience Biotechnology Co.,
Ltd.). Yikama tampon ¢ozeltisi, konsantre yikama tamponundan 30 ml alinip,

750 mL distile su ile ¢oziindiirerek hazirlanmistir.

Stok standart ¢ozeltinin hazirlanmasi igin standart iizerine 1 ml referans
standart ¢ozelti eklenir ve 10000 Xg de 1 dakika santrifiij edilir. 100 ng/mL stok
standarttan farkl konstrasyonlarda 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56 ve 0
ng/mL olarak hazirlanmistir. 10 dakika c¢alkalanip ve pipetleme ile de

karistirilmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki standart, kor ve ornekler kuyucuklara 100 pL
eklenmistir. Kuyucuklarin iizerine 100 pL Biotinylated Detection Ab eklenmistir
ve kapatildiktan sonra hafif¢e sallanmistir. Bir saat 37°C de inkiibe edilmistir.
Tim hiicreler havalandirilmistir ve 350 pL yikama tamponu ile 3 kez
yikanmistir. Her yikama aras1 1 dakika beklenmistir. Yikamadan sonra her bir
hiicreye 100 puL. HRP ilave edilmis ve tlzeri kapatilmistir. 30 dakika 37°C de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir.
Yikama isleminden sonra her bir hiicreye 90 pL substrat soliisyonu ilave edilmis

ve lzeri kapatilmistir. 15 dakika 37°C inkiibe edilmistir. Hiicrelere 50 pL
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durdurucu soliisyon ilave edilmistir ve 450 nm’de okuma yapilmistir. Birimi

ng/mL’dir (Elabscience Biotechnology Co., Ltd.).

3.4.4. interlokin-4 Analizi

Elabscience kit protokole uygun hazirlanmistir (Elabscience Biotechnology Co.,
Ltd.). Yikama tampon ¢ozeltisi, konsantre yikama tamponundan 30 ml alinip,

750 mL distile su ile ¢oziindiirerek hazirlanmistir.

Stok standart c¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in standart iizerine 1 ml referans
standart ¢ozelti eklenir ve 10000 Xg de 1 dakika santrifiij edilir. 2000 pg/mL
stok standarttan farkli konstrasyonlarda 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31.25
ve 0 pg/mL olarak hazirlanmistir. 10 dakika calkalanip ve pipetleme ile de

karistirilmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki standart, kér ve o6rnekler kuyucuklara 100 pL
eklenmistir. Kuyucuklarin iizerine 100 pL Biotinylated Detection Ab eklenmistir
ve kapatildiktan sonra hafif¢e sallanmistir. Bir saat 37°C de inkiibe edilmistir.
Tim hicreler havalandirilmistir ve 350 pL yikama tamponu ile 3 kez
yikanmistir. Her yikama arasi 1 dakika beklenmistir. Yikamadan sonra her bir
hiicreye 100 puL. HRP ilave edilmis ve lzeri kapatilmistir. 30 dakika 37°C de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir.
Yikama isleminden sonra her bir hiicreye 90 pL substrat soliisyonu ilave edilmis
ve lzeri kapatilmistir. 15 dakika 37°C inkiibe edilmistir. Hiicrelere 50 pL
durdurucu soliisyon ilave edilmistir ve 450 nm’de okuma yapilmistir. Birimi

ng/mL’dir (Elabscience Biotechnology Co., Ltd.).
3.4.5. interl6kin-10 ve interlékin-12 Analizleri
Elabscience kit protokole uygun hazirlanmistir (Elabscience Biotechnology Co.,

Ltd.). Yikama tampon ¢ozeltisi, konsantre yikama tamponundan 30 ml alinip,

750 mL distile su ile ¢oziindiirerek hazirlanmistir.
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Stok standart c¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in standart lizerine 1 ml referans
standart ¢ozelti eklenir ve 10000 Xg de 1 dakika santrifiij edilir. 1000 pg/mL
stok standarttan farklh konstrasyonlarda 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.625 ve 0 pg/mL olarak hazirlanmistir. 10 dakika calkalanip ve pipetleme ile

de karistirilmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki standart, kér ve ornekler kuyucuklara 100 pL
eklenmistir. Kuyucuklarin tizerine 100 pL Biotinylated Detection Ab eklenmistir
ve kapatildiktan sonra hafif¢e sallanmistir. Bir saat 37°C de inkiibe edilmistir.
Tim hicreler havalandirilmistir ve 350 pL yikama tamponu ile 3 kez
yikanmistir. Her yikama aras1 1 dakika beklenmistir. Yikamadan sonra her bir
hiicreye 100 puL. HRP ilave edilmis ve tlzeri kapatilmistir. 30 dakika 37°C de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir.
Yikama isleminden sonra her bir hiicreye 90 pL substrat sollisyonu ilave edilmis
ve lzeri kapatilmistir. 15 dakika 37°C inkiibe edilmistir. Hiicrelere 50 pL
durdurucu soliisyon ilave edilmistir ve 450 nm’de okuma yapilmistir. Birimi

ng/mL’dir (Elabscience Biotechnology Co., Ltd.).

3.4.6. Toll Like Reseptor-4 Analizi

Elabscience kit protokole uygun hazirlanmistir (Elabscience Biotechnology Co.,
Ltd.). Yikama tampon ¢ozeltisi, konsantre yikama tamponundan 30 ml alinip,

750 mL distile su ile ¢oziindiirerek hazirlanmistir.

Stok standart c¢ozeltinin hazirlanmasi icin standart lizerine 1 ml referans
standart ¢o6zelti eklenir ve 10000 Xg de 1 dakika santrifiij edilir. 10 ng/mL stok
standarttan farkl konstrasyonlarda 10, 5, 2,5, 1,25, 0,63, 0,31, 0,16 ve 0 ng/mL

olarak hazirlanmistir. 10 dakika calkalanip ve pipetleme ile de karistirilmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki standart, kor ve ornekler kuyucuklara 100 pL
eklenmistir. Kuyucuklarin tizerine 100 pL Biotinylated Detection Ab eklenmistir
ve kapatildiktan sonra hafifge sallanmistir. Bir saat 37°C de inkiibe edilmistir.

Tim hicreler havalandirilmistir ve 350 pL yikama tamponu ile 3 kez
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yikanmistir. Her yikama aras1 1 dakika beklenmistir. Yikamadan sonra her bir
hiicreye 100 puL. HRP ilave edilmis ve tlzeri kapatilmistir. 30 dakika 37°C de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir.
Yikama isleminden sonra her bir hiicreye 90 pL substrat soliisyonu ilave edilmis
ve lzeri kapatilmistir. 15 dakika 37°C inkiibe edilmistir. Hiicrelere 50 pL
durdurucu soliisyon ilave edilmistir ve 450 nm’de okuma yapilmistir. Birimi

ng/mL’dir (Elabscience Biotechnology Co., Ltd.).

3.5. istatiksel Analizler

Tiim istatiksel analizler IBM SPSS v. 23.0 (Statistical Packages for Social
Sciences) bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir. Veriler, fare doku
gruplari ve arastirilan parametrelere gore gruplandirilmistir. Gruplar arasi fark
analizlerinde, parametrik kosullarda One-Way ANOVA testi, nonparametrik
kosullarda ise Kruskal Wallis testi uygulanmistir ve p<0,05 anlamhi kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.Kefir Orneklerinin Mikroflora icerigi Sonugclar

Dogal kefir danesinden yapilan kefirin ve starter kefir kiiltiirlinden yapilan

kefirin mikroorganizma icerigi Sekil 4.1 'de gosterilmistir.

Kullanilan | Lactobacillus | Lactococcus | Maya | Lactobacillus | Bifidobacterium
kefirler Spp- spp- acidophilus spp-
A 10,54 10,62 5,69 9,55 8,65
B 8,40 8,76 2,50 7,83 0,12

Sekil 4.1. Kefir danesi kullanilarak tiretilen kefir (A) ve

Starter kiiltiir kullanilarak tretilen kefir (B) (Erdogan, 2016)

Kefir danesi ile yapilan kefirin mikroorganizma icerigi starter kiiltiir ile yapilan
kefirden mikroorganizma iceriginden istatistiksel olarak (P<0,05) o6nemli
diizeyde yiiksektir. Dogal kefir danesi kullanilarak iiretilen kefirin Lactobacillus
spp. icerigi 10,54 log kob/mL, starter kiiltiir kullanilarak tiretilen kefirin ise 8,40
log kob/mL olarak bulunmustur. Dogal kefir danesinden iiretilen kefirin toplam
maya icerigi (5,69 log kob/mL) dikkat c¢ekici sekilde diger kefirden iistiinliik

gostermektedir.

Kefir danesi ve starter kiiltiir kullanilarak iiretilen kefirlerin L. acidophilus ve
Bifidobacterium spp. igerikleri sirasiyla 9,55; 7,83 ve 8,65; 0,12 log kob/mL

olarak tespit edilmistir.

Kefir danelerinde cesitli bakterilere ek olarak, bakteriler ile simbiyotik bir iligki
icerisinde bulunan cesitli maya popilasyonu bulunmaktadir (Simova vd., 2002;
Witthuhn vd.,, 2004; Marsh vd., 2013). Dane kefirinin daha yiliksek
mikroorganizma iceriginin sebebinin bu kompleks floranin simbiyotik bir iligki

icerisinde yasamasindan kaynaklandigi distiniilmektedir. Ayrica kefir danesi
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fonksiyonel gidalarin gelisiminde probiyotik kaynagi olarak da kullanilmaktadir

(Xing vd., 2017).

4.2. immiinolojik Analizlerin Sonuglari

CNI, KGI ve STI gruplarindaki Balb/c farelerinin Immunoglobiilin A (IgA)
degerleri Sekil 4.2 de gosterilmistir.

80 -

60 -

20 A

IgA degerleri (ng/mL)

0 -

CNI KGI STI

Sekil 4.2. CNI, KGI ve STI gruplarinin IgA degerleri

Cizelge 4.1. CNI, KGI ve STI gruplarinin IgA degerleri

Placebo grubu fare Kefir danesi ile Starter kefir kiiltiiri
bagirsak dokulari beslenen fare ile beslenen fare
(CNI) bagirsak dokulari bagirsak dokulari
(KGI) (STI)
IgA 60,87 + 7,62 72,78 + 13,87 55,31+ 3,48

Cizelge 4.1’de KGI grubu farelerin doku 6rneklerinde IgA degerleri CNI ve STI
grubu farelerden yiliksek oldugu tespit edilmistir (P<0,05). CNI, KGI ve STI
bagirsak doku 6rneklerinde IgA degerleri sirasiyla 60,87; 72,78 ve 55,31 ng/mL

olarak tespit edilmistir.

L. acidophilus, L. reuteri ve L. casei Uzerinde yapilan ¢alismada immiin

baskilanmis farelerde IgA diizeylerinde artis tespit etmistir (Wagner vd.,1997).
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Benzer bir calismada kefir uygulamasi ile IgA hiicrelerinin sayisi, kontrol
farelerine kiyasla, kefir uygulamasindan 7 giin sonra belirgin bir sekilde artis

tespit edilmistir (Vinderola vd., 2006).

B. lactis, L. acidophilus tiiketen Kkisilerde kontrol grubuna kiyasla serum IgA

diizeylerinde artis tespit edilmistir (Paineau vd., 2008).

Balb/c farelerine oral yolla kefiran uygulamasi ile 7. gliniin sonunda lamina

propriadaki IgA hiicrelerinin sayisinda artis gérilmiistiir (Medrano vd.,2011).

Carasi vd., 2015, probiyotik 6zelligi bulunan mikroorganizma ile muamale

edilen farelerin diskilarinda IgA diizeyinde bir artis tespit etmistir.

Calisma sonucu elde edilen bulgular yapilan diger calismalar ile paralellik

gostermektedir.

CNI, KGI ve STI gruplarindaki Balb/c farelerinin immunoglobiilin G (IgG)
degerleri Sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. CNI, KGI ve STI gruplarinin IgG degerleri
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Cizelge 4.2. CNI, KGI ve STI gruplarinin IgG degerleri

Placebo grubu Kefir danesi ile Starter kefir kultiiri
fare bagirsak beslenen fare ile beslenen fare
dokular1 (CNI) bagirsak dokulari bagirsak dokulari
(KGI) (STD)
IgG 26,59 £ 5,79 38,90 £ 16,96 29,44 + 6,31

Cizelge 4.2’de KGI grubu farelerin doku 6rneklerinde IgG degerleri CNI ve STI
grubu farelerden yiliksek oldugu tespit edilmistir (P<0,05). CNI, KGI ve STI
bagirsak doku 6rneklerinde IgG degerleri sirasiyla 26,59; 38,90 ve 29,44 ng/mL

olarak tespit edilmistir.

Tiim orneklerde IgG sonuglarina gore onemli diizeyde farklhilik oldugu

belirlenmistir (P<0,05).

L. acidophilus, L. reuteri ve L. casei Uzerinde yapilan c¢alismada immiin

baskilanmis farelerde IgG diizeylerinde artis tespit etmistir (Wagner vd.,1997).

Benzer bir calismada kefir uygulamasindan sonra, uygulanan farelerin kontrol
farelerine kiyasla, IgG hiicrelerinde 5. ve 7.giinde belirgin bir sekilde artis

gozlenmistir (Vinderola vd., 2006).

B. lactis, L. acidophilus tiiketen kisilerde kontrol grubuna kiyasla serum IgG

diizeylerinde artis tespit edilmistir(Paineau vd., 2008).
Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) hastaligina karsi bagisiklik kazandirilmis
kecilerden alinan IgG, farelerde serum ve omurilikte bulunan sitokinlerde

onemli artislar meydana getirmistir (Obal vd., 2016).

CNI, KGI ve STI gruplarindaki Balb/c farelerinin interlékin-4 (IL-4) degerleri
Sekil 4.4 'de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. CNI, KGI ve STI gruplarinin IL-4 degerleri

Cizelge 4.3. CNI, KGI ve STI gruplarinin IL-4 degerleri

Placebo grubu Kefir danesi ile Starter kefir kilttrtii ile
fare bagirsak beslenen fare bagirsak  beslenen fare bagirsak
dokular1 (CNI) dokulari dokulari
(KGI) (STI)
1L4 84,00 + 13,38 40,28 + 4,23 53,28 + 10,42

Cizelge 4.3’'de CNI, KGI ve STI bagirsak doku orneklerinde IL-4 degerleri
sirasiyla 84; 40,28 ve 53,28 pg/mL olarak tespit edilmistir. Tiim 6rneklerde IL-4

sonuglarina gore 6nemli diizeyde farklilik oldugu belirlenmistir (P<0,05).

Salmonella enteritidis enfeksiyonuna karsi deney farelerine probiyotik
uygulamasi ile yapilan bir ¢alismada probiyotik ile beslenen farelerde belirgin
bir sekilde IgA antikoru salgisi artarken, IL-2, IL-6 ve IFN-y liretimi probiyotik
ile beslenen farelerde 6nemli derecede artis, IL-4 seviyelerinde ise 6nemli

Olctide bir degisiklik gozlemlenmemistir (Jain vd., 2008).

B. breve ve L. rhamnosus verilen fare ¢alismasi sonucu IL-4 diizeylerinde azalis

tespit edilmistir (Hougee vd., 2010).

CNI, KGI ve STI gruplarindaki Balb/c farelerinin Interlékin-10 (IL-10) degerleri
Sekil 4.5’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. CNI, KGI ve STI gruplarinin IL-10 degerleri

Cizelge 4.4. CNI, KGI ve STI gruplarinin IL-10 degerleri

Placebo grubu fare Kefir danesi ile Starter kefir kiiltiirt ile
bagirsak dokulari beslenen fare beslenen fare bagirsak
(CNI) bagirsak dokulari dokulari
(KGI) (STI)
IL10 110,98 + 23,93 175,91 + 33,28 134,77 £ 13,26

Cizelge 4.4’de KGI grubu farelerin doku 6rneklerinde IL-10 degerleri CNI ve STI
grubu farelerden yiliksek oldugu tespit edilmistir (P<0,05). CNI, KGI ve STI
bagirsak doku o6rneklerinde IL-10 degerleri sirasiyla 110,98; 175,91 ve 134,77
pg/mL olarak tespit edilmistir.

IL-10 proinflamatuvar sitokin salgilayan hiicrelerin fonksiyonlar1 ile anti-
inflamatuvar sitokin salgilayan hiicrelerin fonksiyonlarinin dengede kalmasini

saglamaktadir (Abbas vd., 2015).
Benzer bir ¢calismada kefir uygulamasi sonrasi sitokin hiicrelerinden IL-4 ve IL-
10 hicreleri, tim periyotlarda belirgin bir sekilde artarken, IL-6 ve IFN

hiicreleri sirasiyla 2. ve 5.giinlerde artis gostermistir (Vinderola vd., 2006).

L. kefiranofaciens uygulamasi ile fare IL-10 diizeyinde artis tespit edilmistir

(Chen vd.,2012).
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Genellikle probiyotikler interlokin-10 (IL-10) ve TGF-beta gibi intestinal
antiflamatuvar sitokin tiretimini artirirken, IL-8 gibi proinflamatuvar sitokin

tretimini diisiirmektedir. (Maassen vd., 2000; Yesilova vd., 2010).

Probiyotik 06zelligi bulunan mikroorganizma ile muamale edilen farelerin
diskilarinda IgA diizeyinde bir artis gozlenirken, lenf nodiillerinde
proinflamatuar medyatorlerin ekspresyonundaki azalis ile IL-23, IFN-y, ve IL-6
miktarlarinda azalma, IL-10 seviyesinde ise 6nemli bir artis gézlenmistir (Carasi

vd., 2015).

Yine benzer bir calismada kefir aliminin 7. giniinde hayvanlarin bagirsak
mukozasinda IL-10 artisi, bagirsak bagisikhiginin  modiile edilmesi,
makrofajlarin bagirsak homeostazinin kontroliinii sagladigl tespit edilmistir

(Maciel vd., 2016).

CNI, KGI ve STI gruplarindaki Balb/c farelerinin interlékin-12 (IL-12) degerleri
Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. CNI, KGI ve STI gruplarinin IL-12 degerleri

Cizelge 4.5. CNI, KGI ve STI gruplarinin IL-12 degerleri

Placebo grubu fare Kefir danesi ile Starter kefir kiltiru
bagirsak dokulari beslenen fare ile beslenen fare
(CNI) bagirsak dokulari bagirsak dokulari
(KGI) (STID)
IL12 53,90+ 12,86 22,93 + 2,35 24,75 + 3,04
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Cizelge 4.5'de CNI, KGI ve STI bagirsak doku orneklerinde IL-12 degerleri
sirasiyla 53,90; 22,93 ve 24,75 pg/mL olarak tespit edilmistir. Tiim 6rneklerde
IL-12 sonuglarina gore 6nemli diizeyde farklilik oldugu belirlenmistir (P<0,05).

KGI grubunun daha diistik IL-12 diizeyi inflamasyon durumunda kontrol altina
alinmasini kolaylastirarak, IL-10 diizeyinde artisin ise salgisal IgA diizeylerini

artirarak immiin yanitin daha etkili calismasini saglayabilecegi belirtilmistir.

[L-12 ve IFN-y arasindaki etkilesim, mikobakteriler gibi hiicre i¢i bakterileri de
iceren cok sayida patojene karsi etkili bagisiklik tepkileri icin gereklidir.
Rekombinant si8ir IL-12 hiicreleri laboratuvar ortaminda klonlanmis, ekspres
edilmis ve IFN-y indiikleyici aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Hope vd.,
2002).

[L-12 ve IL-2'nin kombinasyonu, pulmoner dokudaki IFN-y ekspresyonunu
arttirmada yardimci1 olabilir, ancak pulmoner dokudaki koloni ytikiinii azaltmaz

veya farenin hayatta kalma oranini arttirmaz (Zhang vd., 2013).

Ayrica IL-10 hiicreleri aktif makrofaj ve dendritik hiicrelerden IL-12 salinimini

inhibe eder.

CNI, KGI ve STI gruplarindaki Balb/c farelerinin Toll Like Reseptoér (TLR-4)
degerleri Sekil 4.7’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. CNI, KGI ve STI gruplarinin TLR-4 degerleri

Cizelge 4.6. CNI, KGI ve STI gruplarinin TLR-4 degerleri

Placebo grubu Kefir danesi ile Starter kefir kiiltiirti
fare bagirsak beslenen fare ile beslenen fare
dokular1 (CNI)  bagirsak dokulari bagirsak dokulari
(KGI) (STI)
TLR4  0,5321+0,16 0,4322 + 0,06 1,3785 0,33

Cizelge 4.6’da CNI, KGI ve STI bagirsak doku orneklerinde TLR-4 degerleri
sirasiyla 0,53; 0,43 ve 1,37 ng/mL olarak tespit edilmistir. Tim o6rneklerde
TLR-4 sonuglarina gére 6nemli diizeyde farklilik oldugu belirlenmistir (P<0,05).
Toll benzeri reseptor 4 (TLR4) insiilin faaliyetleri icin hedeflenen dokularda
bulunur. Probiyotik tliketimi bifidobakterilerin sayisin1 arttirir ve adezyon
proteinlerinin artmis ekspresyonu bagirsak gecirgenligini azaltarak, bakteriyel
lipopolisakkarit ile TLR4'lin aktivasyonunu zayiflatmaktadir (Gomes vd., 2014;
Bubnov vd., 2015).

Dane kefirinin daha yiiksek Bifidobacterium spp. mikroorganizma igerigi ile KGI

grubu farelerin TLR-4 diizeyinde daha etkin bir aktivasyon dislsi

gozlemlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Beslenme durumunun bagisiklik sistemi iizerinde 6nemli bir etkisi vardir.
Ozellikle mikrobiyolojik agidan bagirsak mikrobiyotasi ve saghgl lizerine
etkilerinin anlasilmasina iliskin son gelismeler géz 6ntine alindiginda, beslenme
ve bagisiklik sistemi arasindaki karsilikli etkilesim ve o6zellikle probiyotik
bakterilerinde potansiyel olarak bilylik bir etkisi vardir. Fermente sit
uriinlerinin probiyotik etkileri sadece mikroorganizmalardan degil, aym
zamanda fermantasyon siiresince liretilen metabolitlerden de ortaya

cikmaktadir.

Probiyotik 6zelligi yiiksek olan dane kefirinin bir¢ok immiinolojik mekanizmayi
modiile etme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Kefir danesi kullanilarak
tiretilen kefirin mikroorganizmalar probiyotik 6zellige sahip oldugunun kaniti
oldugu diisiiniilmektedir. Buradaki degisimlerin daha net anlasilabilmesi icin
kefir orneklerinin ve besleme sonrasi alinan gaita Orneklerinde PZR gibi

calismalarin yapilmasi faydalidir.

Salgisal IgA ve IgG diizeylerinin dane kefiri ile beslenen farelerde, placebo ve
starter Kkefir ile beslenen farelere kiyasla daha ytliksek tespit edilmistir. Ayrica
hiimoral bagisiklik sistemi dane Kefiri ile beslenen farelerde daha yliksektir.
Boylece kanda, gastrointestinal ve solunum yollar1 gibi mukozal organlarin
limenlerinde daha etkin bir savunma mekanizmasi olusturmaktadir. KGI
grubunun STI ve CNI grubuna kiyasla yiiksek IL-10 diizeyi ile B hiicre aracilikh
lokal hiimoral yaniti artirarak T hiicre aracilifiyla daha immiin tolerant bir
ortam sagladigr belirlenmistir. Bu sekilde dane kefiri ile Th2 bagisiklik
fenotipini regiile edebilir, timore karsi ve hiicrei¢i patojenik enfeksiyonlara

kars1 hiicre aracili immiin yanitlari gelistirebilir seklinde yorumlanabilir.

Bu calisma dogal kefir danesi kefirinin mikrobiota zenginligini ve immiin
modiilator o6zelliklerinin starter Kkultlir kullanilarak {tretilen kefire gore
ustiinltiklerini in vivo kosullarda belirlemistir. Arastirma bulgular literatiire

katki saglamis 6nct bir arastirmadir.
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