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Calismanin amaci, 3 farkli kaynaktan (anne siitii, yeni dogan bebek fegesi, tursu suyu)
izole edilen laktik asit bakterilerisinin (LAB) adiposit farklilasmasi i¢in karakterize
edilen onciil adiposit 3T3-L1 (ATCC CL-173) hiicre hatt1 iizerindeki adipogenezi
diizenleyici etkisinin belirlenmesidir. Caligmada kullanilan suslarin 6nciil adipositlerde
adipogenezi diizenleyici etkisi; adiposit hiicre farklilasmasi boyunca, lipid depolanmasi
ve bu yolda oOnemli bazi genlerin ifade seviyelerinin arastirilmasi neticesinde
degerlendirilmistir. Hiicre canlilik sonuglar1 olgun adipositlerde; kontrol ile P.
pentosaceus OZF, L. plantarum OZF, L.plantarum OZT uygulanan hiicreler arasinda
onemli bir fark olmadigini gostermistir. Adiposit farklilasmasi boyunca, 13 giin i¢inde
P. pentosaceus OZF, L. plantarum OZF, L.plantarum OZT varliginda hiicre canlilik
oranlar1 sirasiyla % 91.15, % 88.30 ve % 85.05’in iizerinde oldugu belirlenmistir.
LAB’nin lipid akiimiilasyon {izerine inhibitor etkisi Oil Red O boyama ile 6lgtilmiistiir.
Sitoplazmik yag damlaciklar1 {izerinde inhibitor etki P. pentosaceus OZF 'de, L.
plantarum OZF ve L. plantarum OZT suslarindan daha etkili oldugu belirlenmistir.
Adiposit farklilasmasinin, hiicre i¢i doza bagli inhibisyonu molekiiler seviyede rt-PCR
ile degerlendirilmistir. Adipogenezde 6nemli rol oynayan bazi genlerin (transkripsiyon
faktorleri PPARy, C/EBP-a. genleri, terminal adipojenik isaretleyici GPDH ve sitokin
TNF-a geni) mRNA ekspresyon seviyeleri kontrolle karsilastirildiginda, P. pentosaceus
OZF uygulanan hiicrelerde, L. plantarum OZF ve L. plantarum OZT’ye kiyasla anlaml
derecede azalma gostermistir (p<0.05). Sitokin geni adiponektinin, P. Pentosaceus
OZF ile muamele edilen hiicrelerde diger suslara oranla daha fazla eksprese edildigi
gozlenmistir (p<0.05). Tiim sonuglar birlikte ele alindiginda, verilerimiz toksik olmayan
konsantrasyonlarda P. pentosaceus OZF'nin onciil adipositlerin farklilasmasini diger
suglara oranla daha fazla inhibe ederek potansiyel anti-obezite etkileri
sergileyebilecegini gostermektedir.

Ocak 2019, 48 sayfa
Anahtar Kelimeler: Adipogenez, probiyotik, obezite, 3T3-L1



ABSTRACT

Master Thesis

ANTI-OBESITY EFFECTS of CERTAIN STRAINS of LACTIC ACID BACTERIA
Gamze Eda YILDIRIM

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU

The aim of this study was to determine the adipogenesis regulating effect of lactic acid
bacteria (LAB) isolated from three different sources (breast milk, newborn baby feces,
pickle juice) on the preadipocyte 3T3-L1 (ATCC CL-173) cell line specifically
characterized for adipocyte differentiation. The adipogenesis regulating effect of the
strains in the preadipocytes was evaluated as a result of the lipid storage during
adipocyte cell differentiation and the investigation of the expression levels of some
important genes in this pathway. Results of cell viability have shown that there is no
significant difference in mature adipocytes between control and the cells treated with P.
pentosaceus OZF, L. plantarum OZF, L.plantarum OZT. During adipocyte
differentiation, cell viability in the presence of P. pentosaceus OZF, L. plantarum OZF
and L.plantarum OZT was found to be above 91.15%, 88.30% and 85.05% respectively
in 13 days. The inhibitory effect of LAB on lipid accumulation was measured by Oil
Red O staining. The inhibitory effect of P. pentosaceus OZF on cytoplasmic oil droplets
was found to be more effective as compared to L. plantarum OZF and L. plantarum
OZT strains. Intracellular dose-dependent inhibition of adipocyte differentiation was
assessed at the molecular level by rt-PCR. When the mRNA expression levels of some
genes that play an important role in adipogenesis (transcription factors PPARy and
C/EBP-a genes, terminal adipogenic marker GPDH gene and cytokine TNF-a gene)
were compared with control, cells treated with P. pentosaceus OZF showed a significant
decrease as compared to L. plantarum OZF and L. plantarum OZT treated cells
(p<0.05). Adiponectin, a cytokine gene, was shown to be more expressed in P.
Pentosaceus OZF treated cells than the other strains (p<0.05). Taken together, our
results suggest that, at non-toxic concentrations, P. pentosaceus OZF may exhibit
potential anti-obesity effects more than other strains by inhibiting the differentiation of
preadipocytes.

January 2019, 48 pages
Key Words: Adipogenesis, probiotic, obesity, 3T3-L1



TESEKKUR

Bu calisma ’Pediococcus pentosaceus OZF susunun obeziteye karsi potansiyel
etkisinin in vitro kosullarda belirlenmesi’’ adli hizli destek projesi ile Ankara
Universitesi-BAP (Bilimsel Arastirma Projeleri) tarafindan desteklenmistir. Tezimin
basarili bir sekilde sonuglanabilmesi igin gerekli destegi saglayan BAP’a tesekkiir
ederiz.

Yiiksek lisans tezim boyunca bilimsel ve sosyal yoniiyle bana 1sik tutan, her zaman daha
dogru diistinmeye ve daha saglam adimlarla ilerlememe yardimci olan, c¢alismam
boyunca karsilastigim her problemde beni sabirla dinleyip destegini esirgemeyen,
sosyokiiltiirel yoniiyle de cok kez bana yol gosteren degerli hocam Prof. Dr. Ozlem
OSMANAGAOGLU’na,

Tezimin arastirma kisminda analizleri degerlendirmemde biiyiik destek olan degerli
hocam Prof. Dr. irfan KANDEMIR’e, ¢alismamin basindan sonuna kadar destegini
esirgemeyen, her agidan olumlu ve yapici yoniiyle beni yonlendiren degerli hocam Ars.
Gor. Dr. Harun ONLU’ye, deneylerim siiresince bana her tiirlii imkanlarini ve
yardimlarin1  sunan saygideger hocam Dog¢. Dr. Erkan YILMAZ’a ve bilimsel
tecriibelerini benimle paylasan degerli hocalarim Dog. Dr. ilker BUYUK ve Ars. Gor.
Giilizar AYDOGDU’ya, tezimin deney asamalarinda bana gostermis olduklar1 yakin ilgi
ve anlayis i¢in Atlas Biyoteknoloji Laboratuvari ve ¢alisanlarina,

Calismam boyunca bana her daim yol arkadashg: yapan, destegini bir an igin bile
esirgemeyen degerli arkadasim Kemal KAYASLI'ya, varligi ve destegiyle tezim
boyunca beni yalniz birakmayan sevgili adasim Eda AKDAG’a,

Hayattaki her zorlugu sevgileriyle astigim, her zaman en biiyiik destek¢im, en biiyiik
sansim olan canim annem, canim babam ve en kiymetlim ablama..

TESEKKURLER..

Gamze Eda YILDIRIM
Ankara, Ocak 2019
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri insan viicudunda vajina, agiz, mide ve gastrointestinal sistemde
yer alan, patojen olmayan giivenilir bakterilerdir. Ozellikle fermente gidalarin tiiketimi
neticesinde yiizyillardir insana yararh etkilerinin olduguna inanilan bu bakteriler, son
yillarda hastaliklardan korunma ve tedavi edici 6zellikleriyle probiyotik olarak tercih
edilmektedirler. Dogal beslenmeden uzak, yiiksek yag ve seker oranina sahip sagliksiz
beslenmenin neticesinde, mikrofloranin bozulmasi ve adipositlerin asir1 artis1 ile
sonuclanan obezite ve diger metabolik hastaliklar (Tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar vb. gibi) tiim diinyada hizli bir artig sergilemektedir. Son yillarda yapilan
calismalar ise Ozellikle probiyotiklerin 6nemini vurgulamakta olup, konu iizerinde
yapilan ¢aligmalar 6nem kazanmaktadir. Asirt lipid artis1 ile karakterize edilen obeziteyi
onlemeye etken temel yaklasimlardan biri, laktik asit bakterilerinin hiicre farklilasma

basamaklarinda lipid depolanmasini diizenleyici etkisinden faydalanilmasidir.

Obezitenin temel etmeni olarak dikkat ¢eken adipositlerin hacim ve say1 olarak artisi;
adiposit farklilagsmasi olarak tanimlanmaktadir. Adipogenez ise Onciil adipositlerin
olgun adipositere doniistimiinii igeren ¢ok yonlii bir siiregtir ve onciil adipositlerin
cogalmasi, farklilagmasi, hiicre i¢i lipid depolamasi ve ilgili genlerin ifadesindeki
degisim siirecini olusturmaktadir. Calismamizda adiposit farklilagsmasimi karakterize
etmek i¢in en sik kullanilan, fareden izole, embriyonik fibroblast hiicre hatt1 olan 3T3-
L1 &nciil adipositler kullanilmistir. Onciil adipositlerden (3T3-L1) olgun adipositlere
farklilasma basamaklarinin belirlenmesi ve laktik asit bakterileri ile bu asamanin
kontrolii ¢alismamiz ig¢in kilit rol oynamaktadir. Gastrointestinal bolgede
mikrobiyotanin dengede tutulmasina yardimci etkileri bulunan probiyotikler, obezite
icin ila¢ kullanimmin yerini alabilecek dogal ve alternatif bir yaklasim olarak
degerlendirilmektedir. Probiyotiklerin dahil oldugu son c¢alismalarda laktik asit

baktrilerinin obeziteyi onleyici etkisi ¢ok kez belirlenmistir.

Bu calismanin amaci; insan ve gida kaynakli lic farkli laktik asit bakterisinin 3T3-L1

hiicre hattinda adipogenez iizerine etkisinin belirlenmesidir. Bu yaklasimda belirlenen




laktik asit bakterilerinin etkili sonug¢ verebilmeleri igin lipid depolanmasinda

diizenleyici etki olusturabilmeleri beklenmektedir.

Calisma kapsamindaki temel hedeflerimiz: Kullanacagimiz suslarin;

e Adiposit farklilasmasi boyunca 3T3-L1 hiicreleri iizerinde toksik etki
gostermeyen konsantrasyonlarinin belirlenmesi,

e 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmasini diizenlemesi,

e lipid depolanmasini diizenlemesi ve

e adipositlerin farklilasma yolaginda etkili bazi gen ifade seviyelerini

diizenlemesidir.

Sonug olarak in vitro hiicre hatt1 kullanilarak hem molekiiler seviyede hem de genetik

yaklagimlar dahilinde amaca yonelik sonuglarin elde edilmesi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Probiyotiklerin Tanimi

Probiyotikler ‘yasam ig¢in’ anlamina gelen, uygun miktarda tiiketildiklerinde insan
sagligina yararli etkileri olan mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadirlar. FAO
(Food and Agriculture Organization, BM Gida ve Tarim Teskilati) ve WHO (World
Health Organization; Diinya Saghk Orgiitii) ise probiyotikleri "yeterli miktarda
alindiginda, konaga yararli etkileri olan yasayan mikroorganizmalar’> olarak

tanimlamaktadir (FAO/WHO 2002).

2.1.1 Probiyotiklerin sahip olmasi gereken kriterler

Genis incelemeler sonrasinda, 6zellikle laktik asit bakterileri gibi uzun yillar fermente
gida triinleri yapiminda kullanilan probiyotiklerin, intestinal floraya diizenleyici etkide

bulundugu, konaga ve cevreye faydali oldugu belirlenmistir. Tiim probiyotik bakteri

tirlerinin ve suslarinin farkli 6zellik ve etkilere sahip olduklarinin belirtilmesi

gerekmektedir. Ancak her birinin iyi bir probiyotik olarak kabul edilebilmeleri igin

tasimalart gereken bazi kriterler vardir. Bunlar; (i) patojen gelisimini engelleyebilecek
bakteriyosin, hidrojen peroksit ya da asit tiretme, (ii)hiicrelere (6zellikle bagirsak epitel
hiicrelerine) tutunabilme ve kolonize olabilme, (ii1) patojenik tutunmayi engelleme ya
da azaltma, (iv) patojen, kanserojen veya invasif olmama, (v) normal dogal flora iiyeleri

ile koagre olabilme, (vi) giivenli olma gibi temel 6zelliklerdir (Indu vd. 2002).

2.1.2 Probiyotiklerin saghk iizerine etkileri

Fermente gidalarin sagliga yararlart yiizyillardir biliniyor olmasmna ragmen,
mikroorganizmalarin ve sagliga yararli uygulamarinin etkileri, bir ylizyildan fazla siire
once bilimsel popiilasyonla ilgili probiyotik kavramini ilk kez Nobel laureate Elie
Metchnikoff tanitti (Metchnikoff, 1908). Bu temel gdzlemlerden beri, probiyotikler
daha genis bir alanda kesfedildi, arastirildi, onayland1 ve diinya c¢apinda tiiketilmeye



baslandi. Probiyotiklerin aktiviteleri; mikrofloranin olumlu yodnde diizenlenmesinin
stirdiiriilmesi, firsat¢1 patojenlerin kontrolii, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, epitel
hiicre ¢ogalmasinin tesvik edilmesi ve farklilasma, intestinal bariyer biitiinliigiiniin
giiclendirilmesi seklinde 6zetlenebilmektedir. Lactabacilli ve Bifidobacteria probiyotik
olarak en yaygin calisilan ve tiiketilen cins olmus olmasina ragmen, diger bakteriyel
cinslerin bazi tlir/suslar1 da cesitli raporlarda probiyotik olarak etiketlenmistir (Fijan,
2014). Bununla beraber, probiyotiklerin ve suslarimin saglhiga yararlar1 etkilerinin
spesifik ozellikleri daima vurgulanmaktadir (Azais-Braesco vd. 2010). Sayisiz hayvan
ve insan deneyleri, risk onleme, ¢esitli hastaliklarin azaltilmasi ve yonetimi konusunda

belirli probiyotik suslarin sagliga faydalarini ortaya koymaktadir.

Probiyotiklerin yararli olduklarina dair belirlenen terdpatik hedeflerden bazilari;
bagirsak homeostasisi, ishal, bagirsak, hassas bagirsak hastaligi (Inflammatory bowel
disease, (IBD)), kabizlik, laktoz intolerans1 (laktoz intole nekrotizan enterokolit),
hiperkolesterolemi, hipertansiyon, alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi
(NAYKH), tip 2 diyabet ve viral iliskili akciger hasar1 seklinde o6zetlenmektedir.
(Yadav vd. 2007, McFarland 2007, Doron vd. 2008, Chmielewska ve Szajewska 2010,
Choi vd. 2011, Johnston vd. 2011, Kumar vd. 2011, Wilhelm vd. 2011, Yadav Kumar
vd. 2012, Hemsworth vd. 2012 Kumar vd. 2013, Lee vd. 2013, Mohania vd. 2013,
Serban, 2013, Orlando ve Russo 2013, vd. 2013, Bernardo vd. 2013, Fitzpatrick 2013,
Hemalatha vd. 2014, Zelaya vd. 2014).

2.2 Obezite ve Risk Faktorleri

Giliniimiizde gelismis ve gelismekte olan tilkelerin en 6nemli saglik sorunlarindan biri
haline gelen obezite, genetik ve gevresel faktorlerin sebep oldugu ¢ok kaynakli kronik
bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitiine gore obezite ve asir1 kilo, yag depolanmasinin
agir1 artistyla tanimlanmaktadir. 2014 yilinda, diinya gen¢ popiilasyonunun yaklasik %
13’niin obez, % 39’nun ise asir1 kilolu birey oldugu tespit edilmistir (WHO, 2015).
Dogal beslenmeden uzak, yiiksek oranda seker ve yag igeren besin tiiketimiyle asiri
kalori alim1 gergeklesmekte ve giinliik alinan enerji ile harcanan enerji arasindaki bu

fark yag hiicrelerinde lipid depolanmasiyla sonu¢lanmaktadir. Obezite sonucu meydana



gelen asirt lipid depolama; kardiyovaskiiler hastaliklar, Tip 2 diyabet, kanser gibi

metabolik hastaliklar1 da beraberinde getirmektedir.

Obeziteyi 6lgmeye yonelik farkli methodlar bulunmakta, Viicut kitle endeksi (Body
Mass Index, BMI) ise en fazla tercih edilen method olarak tanimlanmaktadir. BMI,
agirhigin, metre kare cinsinden uzunluga (kg/m?) bolinmesiyle elde edilmekte ve sonug
olarak indeks disiik kilolu, asir1 kilolu, obez veya asirt obez olarak
siniflandirilabilmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Viicut Kitle Indeksi Siniflandirilmasi
(http://www.scientificpsychic.com/fitness/diet.html.)

Anoreksiya

2.2.1 Obezite ve adipogenez

Obezitenin temel etmeni olarak dikkat ¢eken adipositlerin hacim ve say1 olarak artisi;
adiposit farklilagmasi olarak tanimlanmaktadir. Adipogenez ise Onciil adipositlerin
olgun adipositere doniisiimiinii iceren ¢ok yonlii bir siirectir ve Onciil adipositlerin
cogalmasi, farklilagmasi, hiicre i¢i lipid depolamasi ve ilgili genlerin ifadesindeki

degisim siirecini olusturmaktadir.

Adipogenez oldukca karmasik ve koordineli gen ifade programina sahiptir. Bu siirecte

Peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARy) ve CCAAT/enhancer binding
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proteins-a (C/EBP-a) genleri erken diizenliyici olarak kilit rol oynamaktadir (Moseti vd.
2016).

C/EBP ailesi, adiposit farklilasmasinda onemli bir rol oynadigi dogrulanan ilk
transkripsiyon faktorleri arasindadir. C/EBP'nin izoformlari, lipid ve kolesterol ile
iliskili bilesikleri metabolize etmekte ve karaciger gibi dokularda eksprese edilmektedir
(Christy vd. 1989). C/EBP-a, adiposit spesifik olmamasina ragmen, ¢ogu adiposit
spesifik genlerin transkripsiyonunun baslamasindan 6nce ifade edilmekte ve bazi
durumlarda farklilasmay: indiikleyebilmektedir. C/EBP-a, C / EBP-$ ve C/EBP-8
izoformlardir; Her birinin adiposit farklilasmasi sirasinda, belirgin sirali ve birbirleriyle
koordineli ifadesi vardir. C/EBP-a, farklilasmada onciil adipositlerde  ve 6’ya nispeten
daha ge¢ eksprese edilmekte ve farklilasma boyunca seviyesi artmaktadir (Cao vd.
1991).

PPAR'lar, retinoid X reseptorii (RXR) ile heterodimerleri olusturur ve bu baglanma
yoluyla transkripsiyonu diizenlemektedir. PPARy, biiylimeyi tesvik etmek ve
adipogenezi baslatabilmenin yani sira adiposit farklilagsmasini regiile edebilecek kritik
bir role sahip en 6nemli adiposit spesifik genlerdendir. PPARY, onciil adipositlerden
olgun adipositlere farklilagma siiresince adipositleri indiikleyip bu siirecin temelini
olusturmaktadir. Etkinligi olmamasi halinde farklilasma gerceklestirilemez (Gregoire
vd. 1998).

PPARy ekspresyon ifadesi dogrudan C/EBP-B ve d‘nin birlikte eksprese edilmesiyle
indiiklenir. Adiposit farklilagsmasi boyunca C/EBP-a ve PPARY seviyeleri yogun olarak
artmaktadir. Bu, belirli bir seviyenin {izerindeki C/EBP-B artisinin PPARYy
ekspresyonunu indiikledigini diistindiirmektedir. PPARy'nin C/EBP-a ile ligand
aktivasyonu tam olarak adiposit farklilasmasina yol a¢maktadir (Cao vd. 1991).

Adipogenez agamalarina genel bakis sekil 2.2'de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2 Adipogenezde asamalar (Gregoire vd. 1998)

2.2.2 Obezite ve inflamasyon

Adiposit hiicreleri, besin alimini, insiilin duyarliligimi ve enerji metabolizmasini
dogrudan diizenleyen “adipositokinler” veya “adipokinler” olarak adlandirilan ¢esitli
biyoaktif maddeleri salan, endokrin hiicreler olarak aktif bir role sahiptir (Kuroyanagi
vd. 2008). Son zamanlarda arastirmalar, kronik diisiik dereceli sistemik inflamasyon
olarak obezitenin insiilin direncini ve inflamatuar biyobelirteclerin iiretimini tesvik

ettigi kavramina odaklanmistir (Kim vd. 2012).

Adipositler, leptin, adiponektin, tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), resistin, interlokin-

6 (IL-6), plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1), makrofaj kemoatraktan protein-1
(MCP-1) dahil olmak iizere adipokin ve biyoaktif peptidler salgilamaktadir (Kim vd.
2012).



2.2.3 Adipokinler

Adiponektin; sadece adipositlerden salinmakta (Rocha vd. 2011), yag asidi
oksidasyonunu arttirirken glikoz iretimini azaltmaktadir. Aymi zamanda anti-

inflamatuar rol oynamaktadir (Shah vd. 2008).

Bircok calisma, obez olmayan kisilerde obez bireylere gore daha yiiksek adiponektin
konsantrasyonunu gosteren plazma adiponektin seviyesini belirlemekte ve bu
konsantrasyonla obez bireylerin negatif korelasyonunu ortaya koymaktadir (Arita vd.
1999). Arita ve dig. erkek ve kadinlarda adiponektin ve BMI'nin plazma konsantrasyonu
arasinda negatif bir korelasyon buldular. Plazma adiponektini diisiik konsantrasyonlarda
olan bireylerde insiilin duyarliligi azalmis ve Tip II diyabet gelismistir (Lindsay vd.
2002). Dusiik BMI sahip; diyabetik ve diyabetik olmayan deneklerde plazma

adiponektin seviyesinin artmis oldugu gézlemlenmistir (Hotta vd. 2000).

TNF-0, adipoz dokuda ekspresyonu artis gosteren, obez ve insulin direngli bireylerin
dolagiminda yiiksek oranda bulunan bir sitokindir (Hotamisligil vd. 1995). TNF-o'nin
tiim viicut lipit ve glikoz metabolizmasi iizerinde 6nemli bir etkisi vardir (Hotamisligil
vd. 1996). TNF-o dogrudan proinflamatuar hiicre-alt1 yollarin aktivasyonunda rol
oynamakta ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini indiiklemektedir (Schenk vd.
2008).

2.2.4 Probiyotiklerin obezite iizerine etkileri

Diinya saglik orgiitiine gore obezite her yil 2,8 milyon insanin §liimiine yol agmaktadir.
2014 yilinda, 1,9 milyardan fazla yetiskinin asir1 kilolu, 600 milyon bireyin ise obez
oldugu bildirilmistir. Diinya popiilasyonunun ¢ogu iilkelerinde asir1 kilolularin 6ltim
oranlari, zayiflara oranla daha fazladir. 1980 yilindan itibaren katlanarak artan
obeziteden daha dnceki yillarda yliksek gelirli lilkelerin daha fazla etkilendigi diisiiniilse
de yakin zamanda diisiik ve orta diizeyli iilkelere de sigramistir (WHO 2015).



Probiyotiklerin fonksiyonel etkilerinin, obezite ve bagirsak mikrobiyotasi iizerindeki
degisimlerin degerlendirilmesi kritik bir konu haline gelmistir. Farklit LAB suslarinin
islevsel etkileri farklilik gosterip, doz ve hastalik durumlar1 da buna ek olarak bagirsak
mikrobiyotas1 ve obezite iizerine etkisini degistirmektedir. Cevresel faktorler, diyet ve
yas; bagirsak mikrobiyotasinda Onemli bir etkiye sahiptir. “’Obez bagirsak
mikrobiyotas1’” profilinde obez insanlara uygulanan laktik asit bakterilerinin etki

mekanizmasi agagidaki gibi 6zetlenebilmektedir:

v Mikrobiyata igerigini degismekte; Bifidobacteria, Lactobacillus, Bacteriodetes,
Proteobacteria, Peptococcaccae miktarimi artirirken Firmucutes, Clostridium,
Actinobacteria, Rikenellaccae miktarini azaltmaktadir.

v Monosakkaritlerin emilimini tesvik etmekte ve enerji emilimini artirmaktadir.

v Olgun adipositlerde kisa zincirli yag asidi (Short Chain Fatty Acid; SCFA)
miktarindaki artig, mikrobiyotadaki enerji dengesini saglamakta yag asitleri
oksidasyonu ile lipid depolanmis farklilasmis yag hiicresinde obeziteyi
engelleyici etki gdstermektedir.

v’ Bagirsak gecirgenligini diizenlemektedir.

v" Lipopolisakkarit salinimi azaltmakta, inflamatuar sitokinleri ( TNF-a, I1L-6, IL-
1B ve MCP-1) baskilamakta, bu sayede diisiik dereceli inflamasyonu azalmakta

ve obeziteye kars1 onleyici etki gostermektedir.

Adipositlerde asir1 yag artis1 ile karakterize edilen obezite icin lipid mekanizmasi
oldukga kritik bir agsamadir. LAB’nin iirettigi antimikrobiyal bilesenlerden biri olarak
tanimlanan SCFA, bu mekanizmada oOnemli aktivitelere sahiptir. Cogunlukla
karbonhidratlar1 kaynak olarak kullanan laktik asit bakterileri, hidrolitik enzim aktivitesi
sayesinde biiyiik molekiilleri pargalayarak SCFA agiga ¢ikarmaktadirlar. Bundan dolay1
SCFA, GI bolgede lipid metabolizmasi ig¢in biiyiikk rol oynamaktadir. Bakterinin
fermentasyon sonucu olusturdugu SCFA asetat, propiyonat ve biitirat olmak iizere ii¢
siifa ayrilmaktadir. Biitirik asit epitel hiicrelerde enerji kaynagi icin son derece idealdir
ve bu yondeki aktivitesi kolon kanseri riskini azaltmaktadir. Kolonik liimende artan
SCFA bu bolgede uygun ph’t korumaya yardimcidir. Engelleyici mekanizmalariyla da

gesitli zararhi ajanlarin metabolizmalarin1 6nleyici aktiviteye sahiptirler (Candela vd.



2008). Ayrica fazla artis gosteren kolesterolun sentezini diizenlemekte ya da plazmadaki

yoniinii karacigere yonlendirerek kandaki lipid seviyesini diigiirmeye yardimci

olmaktadir (De preter vd. 2006). ilave calismalar mikrobiyotada artan SCFA nin

konagin enerji dengesini olumlu yonde etkiledigini rapor etmektedir (Samuel vd. 2008).

Son yillarda katlanarak artan obeziteye karsi gerceklestirilen ¢alismalar hiz ve 6nem

kazanmaktadir. Potansiyel probiyotik suglarin obezite iizerindeki ¢alismalar1 suglarin

lipid depolanmasi tizerindeki diizenleyici etkisi iizerine yogunlasmaktadir. Bu amaca

yonelik gergeklestrilen benzer literatiir calismalari asagida 6zetlenmistir:

Tsai vd. (2008, 2010), Lee vd. (2013), L. paracasei subsp. paracasei NTU 101
susunun obez fareler lizerinde mikrobiyotadaki degisimleri, metabolizmaya
etkileri ve obeziteyi diizenleyici etkisini arastirmislar, konagin mikrobiyotasinda
Bifidobacteria ve Lactobacilli orani artarken, C. perfringens oraninda azalma
tespit etmisler. Susun adiposit farklilasmasini engelledigi, lipoliz aktivitesini
artirdig1 ve serbest asit depolanmasini azalttigi, TNF-a ve trigliserit miktarini
diisiirdligiinii belirtmisler. Obeziteye olan iyilestirici etkisini ise adipositlerin
azaldigi, kiigiik adipositlerin arttigi, viicut agirligi ve viicut yag agirliginin
azaldig1 seklinde rapor etmislerdir.

Esposito vd. (2009), L. gasseri BNR17 susunun fareler iizerinde metabolik
aktivitesini aragtirmiglar ve bagirsak mikrobiyotasint SCFA ile hormon
basamaginda GLP-1 (Glukagon benzeri peptit-1)’in salinimini gergeklestirerek
diizenledigini, oksidasyonu ve inflamasyonu Onleyici aktivite gosterdigini ve
gen ifadelerini azalttigini belirlemisler. Bu yolakla susun konak iizerinde besin
alimimini azalttigini ve glukoz toleransini diizenledigini rapor etmislerdir.

Omar vd. (2012), L. amylovorus ve L. fermentum suslarimin bagirsak
mikrobiyotasini diizenleyerek viicut agirligma etkisini arastirmiglar ve asiri
kilolu bireyler iizerinde denenen bu suslarin mikrobiyota ve enerji dengesini
diizenleyerek viicut agirligr iizerinde azaltici etkide bulundugunu rapor

etmislerdir.
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Park vd. (2012), 3T3-L1 hiicreleri tizerinde L.plantarum LG42 susunun hiicre igi
lipid depolarmi Onemli miktarda azalttigi ve adipogenez ile ilgili genlerin
(PPARYy, C/EBP-0, GPDH, aP2) ifadelerinin diizenlendigini rapor etmislerdir.
Park vd. ( 2013), L. curvatus HY7601 ve L. plantarum KY1032 suslarinin obez
fare lizerinde bagirsaktaki mikrobiyal degisimleri ve metabolizmaya olan
etkisini arastirmiglar, viicut agirhgi ve yag depolamada azalma ile insulin, leptin
ve toplam kolesterol miktarinda ise azalma rapor etmislerdir, ayrica
mikrobiyotanin olumlu yonde degistigi vurgulanmistir.

Park vd. (2014), L. brevis OPK-3 susunun 3T3-L1 hiicre hatt1 ile adipogenez
tizerine etkisini aragtirmislardir. L. brevis OPK-3 adiposit farklilasmasini
engelledigi, hiicre ici trigliserit depolarinin azaldigi, ilgili transkripsiyon
faktorlerinin (PPARy, C/EBP-a) ve sitokin geni olan TNF-a ifadelerinde 6nemli
derecede azalma belirlemislerdir. Adiponektinin Mrna eksoresyon seviyesinde

artis gézlemlemislerdir.

Qiao vd. (2015), L. reuteri L3 ve L. reuteri L10 iki farkli susun obez fareler

tizerinde yag depolarindaki etkisi arastirilmig ve L. reuteri L3 susunun (L.
reuteri L10 dahil degil), obez fareler ilizerinde 6nemli miktarda viicut agirligini
ve lipopolisakkaritleri azalttigini, enerji  harcanimini ise  artirdigini
gozlemlemislerdir. Ayn1 zamanda adipositlerde mRNA basamaklarinin (PPARY,
FAS, Accl) 6nemli derecede baskilandigini1 ve ayn1 probiyotik bakteri tiiriiniin
farkli suslarinin obezite iizerinde farkl etkilere sahip oldugunu vurgulamislardir.
Wu vd. (2015), L. plantarum K21 susunun 6nceki ¢aligmalarda 3T3-L1 hiicre
hatt1 iizerinde adipogenezi engelledigini belirlemisler, ayni susun in vivo ¢alisma
kosullarinda obez fare {lizerindeki obeziteyi onleyici etkisini aragtirmiglar, viicut
agirhigindaki artist ve yag depolanmasini Onledigini, PPARy gen ifadesini
engelledigini ayrica bagirsak mikrobiyotasini diizenledigini rapor etmislerdir.

Chen vd. (2015), L. reuteri GMNL-263 susunun in vitro kosullarda 3T3-L1
onciil adipositlerinde farklilasmaya etkisini aragtirmiglar ve adiposit
farklilasmas1 boyunca yag damlaciklarinin olugsmasmi o©nledigini rapor
etmiglerdir. Ayni susun in vivo kosullarda obeziteyi engelleyici etkisini

arastirmiglar, kontrol grubuyla karsilastirdigi obez fare grubunda viicut
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araliginda ve toplam kolesterol, trigliserit basamaklarinda 6nemli miktarda
azalma rapor etmislerdir.

e Park vd. (2015), L. plantarum FH185 susunun in vitro ¢alisma kosullarinda
adiposit farklilasmasini engelleyici etkisini arastirmislar ve lipid depolanmasini
Onledigini belirlemislerdir. In vivo go6zlemlerde ise kontrol grubuyla
karsilagtirilan yiiksek diyet uygulanmis farelerde adipositlerin boyutu ve
bagirsaktaki  mikrobiyal degisimleri aragtirmiglar, sakrifiye farelerin
adipositlerinin boyutlarinda azalma, mikrobiyotanin diizenlenmesine katki

sagladigini rapor etmislerdir.

2.3 3T3-L1 Hiicre Hatt1

Adiposit biyolojisini degerlendirmek ve anlamak i¢in birgok model beraberinde teknik
kullanilmaktadir (Poulos vd. 2010). 3T3-L1, murin swiss 3T3 hiicrelerinin klonal
geniglemesinden koken alan ve sadece tek bir hiicre tipi i¢eren bir adipoz hiicre dizisi
olarak tanimlanmakdir (Green ve Kehinde 1974). Bu hiicre dizisi, fibroblasttan
(embriyo) olgun adipositlere farklilagsma potansiyeli sayesinde, son 30 yildir adipogenez
ve adipositlerin biyokimyasi tizerine 5000'den fazla yaymlanan makalede yaygin olarak
kullanilmaktadir (Zebisch vd. 2012). 3T3-L1 hiicre hatt1 adiposit farklilagmas1 sirasinda
transkripsiyon faktorleri ve gesitli yollar dahil olmak tizere Onemli molekiiler
belirteglerin belirlenmesine imkan sagladigi igin arastirmalarda tercih edilmektedir
(Poulos vd. 2010).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kiiltiirleri ve hiicre hatti

Calismamizda 3 farkli kaynaktan izole edilen laktik asit bakteri kiiltiirti kullanilmis olup
kullanilan kiiltiirler A.U.F.F. Biyoloji B&l. Mikrobiyal Genetik Lab. Kiiltiir
Kolleksiyonundan temin edilmistir. Kiiltiirlerin gelisme kosullar1 ve suslarin kaynaklari

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Hiicre kiltir calismamizda kullanilan 3T3-L1 hiicre hatti Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu’'ndan (American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD))
tedarik edilmistir.

3.1.2 Hiicre kiiltiirii ve bakteri kiiltiir ortami

Laktik asit bakterilerinin gelisimi i¢in kullanilan MRS besiyeri ile hiicre kiltiiriinde

kullanilan besiyerlerinin bilesenleri ve hazirlaniglart EK 1°de belirtilmistir.

3.1.3 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ve iiretici firmalar1 EK 2°de verilmistir.

3.1.4 Cozelti ve malzemelerin sterilizasyonu

Calisma stiresince kullanilan tiim cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in pastor firmni
(Nive, Tiirkiye; (185 °C, 3 saat)), soliisyon ve besi ortamlarmnin sterilizasyonu igin ise

otoklav (Niive, Tiirkiye) kullanilmistir (121 °C, 15 dk).
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Laktik Asit Bakterileri, Gelisim Kosullar1 ve izole
Kaynak

Mikroorganizma kiiltiirleri Gelisim Kosullar1 Izole Kaynak

Pediococcus pentosaceus OZF MRS 37° C 18 saat Anne siitii
Lactobacillus plantarum OZF MRS 37° C 18 saat Bebek fegesi
Lactobacillus plantarum OZT MRS 37° C 18 saat Tursu suyu
3.2 Yontem

3.2.1 Bakteriyel hiicre ekstraktlarinin hazirlanmasi

Laktik asit bakterileri, MRS (de Man, Rogosa and Sharpe; Merck, Darmstadt, Germany)
besiyerinde 37 °C’de 18 saat gelistirilmistir.

Hiicre ici ekstrakt; 10000 g, 10 dk, 4 °C’de santrifiij (Sigma, Germany) ile kiiltiir {ist

stvist uzaklastirilan hiicreler steril distile su ile 3 kez yikanmistir (5000g, 8dk, 4 °C).
Yikama sonrasinda elde edilen hiicreler, %100 amp, 59 sn, 1 dk arayla 5 kez sonike
edilmis (Sonics, A.B.D) ardindan 5000 g, 8 dk, 4 °C’de santrifiij edilerek elde edilen iist
faz filtreden (0.45um) gecirilmistir. 1 gece -80 °C’de (Thermo, Revco, A.B.D)
dondurulan hiicreler liyofilize edilmis (Thermo, Heto Power Dry LL3000, Cek

Cumhuriyeti) ve elde edilen lizatlar kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Hiicre kiiltlir uygulamasinda, hiicre i¢i ekstrakt uygulamasinin paralelinde hiicre disi

ekstrakt eldesi de ¢alismaya dahil edilmistir. Hiicre disi ekstrakt; MRS besiyerinde 37

°C’de 18 saat gelistirilen hiicrelerden elde edilen iist faz ph 7’ye ayarlanmis, 1 gece -
80°C’de dondurularak liyofilize edilmis ve kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2.2 Hiicre kiiltiiri

Calismamizda kullanilan fare embriyonik fibroblast klon hiicre tipi (beyaz yag onciilii)
olan 3T3-L1 hiicre hatt1 ¢izelge 3.2’de gosterilen oncii adipositlerin gelisme besiyerinde
(Preadipocyte expansion medium; PEM) % 70-80 doygunluk seviyesine ulasana kadar
T75 flask (Sunub, Cin) icerisinde kiiltiire edilmis, 37 °C % 5 CO; atmosfer basincinda
CO; alan inkiibatorde (Niive, Tiirkiye) gelistirilmistir. istenilen doygunluk seviyesine
gelen hiicreler PBS ile yikanmig, 600 ul tripsin eklenerek 4 dakika etiive kaldirilmistir.
Tripsinize edilen hiicreler artik flask yiizeyinden kaldirilmis olup iizerine tripsinin 3 kat1
kadar besiyeri eklenmistir. Flasktan toplanan hiicreler 1500 rpm, 4dk, rt’da (room
temprature; oda sicakligr) santrifiij (QLS, Iso-Fuge 1416R, Ingiltere) edilmis, iist faz
atilarak elde edilen pellet 1 ml besiyerinde ¢6ziilmiistiir. Hiicreler thoma laminda
sayilmak tiizere; 20 pl tripan blue ile 20 pl hiicrelerden alinirak, ependorf igerisinde
hiicre boya karigimi hazirlanmistir. Hazirlanan hiicre+boya karisimindan 20 pl alinarak
Thoma lamt ile mikroskop altinda sayim gergeklestirilmistir. 1 ml°de 1.54x10° sayilan
hiicreler, kuyu basma 5x10” hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina
(Sunub, Cin) ekilmis ve PEM besiyerinde gelistirilmistir. 2 giin sonra % 100 doygunluk
seviyesine gelen hiicreler ¢izelge 3.2°de gosterilen farklilastirma besiyerinde
((Differentiation Medium; DM) 37°C, % 5 CO, atm’de her iki giinde bir degistirilmek
tizere 4 giin gelistirilmistir. 4. giinlin sonunda farklilastirma besiyeri tamamen ¢ekilerek,
farklilasmanin devam edebilmesi ve tamamlanabilmesi igin hiicreler her iki giinde bir
degistirilmek iizere adiposit gelisiminin devamini saglayan besiyeri (Adipocyte
Maintenance Medium; AMM) ile 37 °C’de % 5 CO; atm’de inkiibe edilmis, 6nciil
adipositlerin olgun adipositlere farklilasmasi saglanmistir (Calisma boyunca Nuaire
(NU-425-400E, A.B.D) hiicre kiiltiir kabini kullanilmistir).
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Cizelge 3.2 Hiicre Kiiltiir Calismasinda Kullanilan Bhesiyeri Formiilasyonlari

Besiyeri Formiilasyon

PEM % 90 Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM (Yiiksek Glukoz)),
% 10 Fetal Bovine Serum, Sigir Serumu

(FBS)

DM % 90 DMEM, % 10 FBS,

1.0 uM Deksametazon (DEX),

0.5 mM Izobutilmetilksantin (IBMX),
5.0 pg/ml Insulin (Yiiksek Insulin)

AMM % 90 DMEM, % 10 FBS,
0.5 pg/ml Insulin (Diisiik Insulin)

3.2.3 Adipogenez aktivitenin diizenlenmesi

Calismada kullanilan lizatlarin miktarlart 6nciil adipositler iizerinde yapilan canlilik
testi sonucu belirlenmistir. Pediococcus pentosaceus OZF 2.8 mg/ml, Lactobacillus
plantarum OZF 4.2 mg/ml, Lactobacillus plantarum OZT 4.0 mg/ml konsantrasyonlari
hiicreler ilizerinde toksik etki gostermis olup ¢izelge 3.3°de verilen konsantrasyonlar
caligmaya dahil edilmistir. Belirlenen konsantrasyonlardaki lizatlar 24 kuyulu plakalara
(Sunub, Cin) farklilagma besiyeriyle uygulanmis, bakterilerin farklilasma iizerine
etkileri asagida belirtilen galismalarla gézlemlenmistir. Inokiilasyonun gergeklesmedigi

kontrol olarak baz alinmustir.
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Cizelge 3.3 Calismada Kulanilan Bakteri Konsantrasyonlari

Mikroorganizma Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2

Pediococcus pentosaceus OZF 1.0 mg/mi 2.0 mg/ml
Lactobacillus plantarum OZF 1.8 mg/mi 3.6 mg/ml
Lactobacillus plantarum OZT 1.5 mg/ml 3.0 mg/ml

3.2.3.1 Hiicre canlilik testi

24 kuyulu plakalarda kiiltiire edilen hiicrelerin tizerinden 100 pl ¢ekilerek 96 kuyucuklu
plakalara aktarilmis, kuyu basma 10 pl MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5
difeniltetrazolyum bromiir) soliisyonu (Biotium, A.B.D) eklenerek 4 saat 37 °C, % 5
CO; atm’de inkiibe edilmistir. Ardindan kuyu bagina 200 ul DMSO eklenerek ELISA
plaka okuyucusu (Heales, MB-530, Cin) ile 570 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmustir.
Elde edilen absorbans degeri kullanilarak uygulanan bakterilerin farklilasma boyunca

hiicre canliligina olan etkisi;

(Blank: Besiyeri, Kontrol: Farklilastirilmis  Hiicre, Ornek: Farklilastiriimis

hiicre+bakteri)

Ornek — Blank

x 100
Kontrol — Blank

Hicre canliligt =

denklemi ile hesaplanmistir.
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3.2.3.2 Oil Red O boyama ile lipid depolanmasinin belirlenmesi

Boyama islemi uygulanirken iiretici firmanin protokolii takip edilmistir (Biovision,

A.B.D).

60 mg Oil Red O boya, 20 ml % 100 izopropanol igerisinde ¢o6ziilerek, stok soliisyon
hazirlanmistir. Hazirlanan stoktan 18 ml boya 12 ml distile su ile (3’e 2 oram
uyarlanarak) homojen karisimi saglanmistir. Ardindan karisim 0.45um filtreden

gecirilerek caligma sollisyonu elde edilmistir.

24 kuyulu plakalarda bulunan hiicrelerden besiyeri ¢ekilmis, plakada bulunan hiicreler
PBS ile 2 kez yikanmigtir. Ardindan hiicrelere % 10 formalin eklenerek 55 dk. inkiibe
edilmistir. Ardindan 2 kez distile su ile yikanan hiicreler, her kuyuya 2 ml olacak
sekilde % 60 izoproponal ile muamele edilmis, 5 dk. 37 °C, % 5 CO; atm’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda alkol uzaklastirilarak, hiicrelerin agik bir sekilde
havada kurutulmasi saglanmistir. Tamamen kuruyan hiicrelerin tizerine kuyu bagina 1
ml oil red o boya eklenip, inkiibatérde 20 dk. inkiibe edilmistir. Ardindan boya ¢ekilmis
ve 4 kez distile su ile yikanan hiicreler boyadan arindirilmisg ve inverted mikroskop

(Euromex, Hollanda) altinda goriintiileri alinmustir.

Gortintiisii alinan hiicreler; ilk olarak 3 kez % 60’lik izoproponal ile ardindan % 100°liik
izoproponal ile yikanmis, 492 nm dalga boyunda hiicrelerin absorbans degerleri

Olctilmiistiir. % 100 izoproponal blank olarak kullanilmistir.

Kontrol ile karsilastirilan 6rneklerin hiicre ici lipid depolama ylizdesi, elde edilen

absorbans degerleri kullanilarak;

(Ornek)492 nm
X
(Kontrol)492nm

Lipid Depolama =

denklemi ile hesaplanmustir.
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3.2.3.3 Ters transkripsiyon ve es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (rt- PCR) ile
bazi gen ifadeleri seviyelerinin belirlenmesi

RNA izolasyonu: Farklilasma sonrasi elde edilen 3T3-L1 hiicrelerinden RNA

izolasyonu, kit (Geneall, Hybrid R, Cat no: 106-101, Almanya) kullanimi ile iretici

firmanin 6n gordiigli basamaklar takip edilerek gerceklestirilmistir.

13. giin sonunda besiyerinden arindirilan hiicreler, PBS ile yikanmis ve tripsinize
edilmistir. 1500 rpm, 4 dk, rt’de santrifiij edilmis ve ist faz uzaklastirilmistir. Elde
edilen pellet ilizerine 1 ml Ribo-ex uygulanmis 5 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.
Uzerine 200 ul kloroform eklenerek 12000g, 15 dk, 4 °C santrifiij edilmistir. Ust fazda
seffaf olarak goriinen RNA; DNA, protein ve membran artiklarindan ayrilmis ve
tizerine 600 ul RB1 buffer eklenmistir. Ardindan 10000 g, 1dk, rt’de santrifiij yapilmus,
kolon dokiilerek 500 ul SW1 buffer eklenerek, 10000 g, 1 dk, rt’de santrifiij edilmistir.
Kolon dokiilerek RNW buffer’dan 500 pl tiiplere konularak ayni derecede santrifiij
edilmistir. Kolon dokiilerek tekrar ayni derecede santrifiij edilmistir. Kolon atilarak yeni
ependorfa tiipler konulmus iizerine 50 ul nuclease free water ekleyenerek ayni drecede

santrifiij edilmistir. Izole edilen RNA -80 °C’de muhafaza edilmistir

cDNA Izolayonu: izole edilen RNA iiretici firmanm (Geneall, Hyper Script, Cat no:

601-005, Almanya) protokolii takip edilerek asagida belirtilen basamaklar izlenerek
cDNA’ya ¢evrilmistir.

3 ng RNA, 50 uM Oligo dT primer, 1 mM dNTP, 9 ul su eklenerek; 65 °C de 5 dk
inkiibe edilmis, ardindan buz {izerine alinmistir. 10x RTase reaction buffer, 0.1 M DTT,
200 U/uL HyperScriptTM Reverse Transcriptase, 1uL ZymAIlITM RNase Inhibitor
eklenerek ilk olarak 55 °C’de 60 dk ardindan, 85 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir. cDNA s1
elde edilen 6rneklerin miktarlar kit kullanimi ile (Molecular probes,qubit sSDNA Assay
Kit, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, A.B.D) ol¢iilmiistiir. cCDNA miktarlari
Olgiilen orneklerin rt-PCR ile ekspresyonlarina bakilmistir (Thermo Fisher, Applied
Biosystems, StepOnePlus, A.B.D).
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SYBR Green temelli rt-PCR ile ¢aligma yapilmistir. RealAmp SYBR Green Master mix
(High ROX Dye, Cat n0:801-051, A.B.D) kullanilmistir. Verilerinin normalizasyonu
2AACT yontemine gore yapilmistir. Asagida belirtilen PCR Dbilesenleri ve kosullar1 (40

dongii) saglanarak rt-PCR gergeklestirilmistir.

PCR BILESENLERI Miktar
2X SYBER MASTER | 10 ul
MIX

F primer (10pm) 1pl

R primer (10pm) 1pl
ROX 1ul
Cdna 2 ul

Su 5ul
Toplam 20 ul
PCR KOSULLARI

95°C 10 dakika
95°C 15 saniye
60°C 40 saniye

rt-PCR: Bu asamada kullanilacak hedef ve housekeeping gen boélgeleri i¢in tasarlanan

primerler (Sentegen Biyoteknoloji, Ankara) ¢izelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.4 rt-PCR galismalarinda kullanilan primer sekanslari

Gene ILERI GERI

4-actin 5'- 5'-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-
TGTTACCAACTGGGACGACA | 4
_3’

PPAR’Y 5'- 5'-
CAAGAATACCAAAGTGCGA | GAGCTGGGTCTTTTCAGAATAA
TCAA-3' TAAG-3'

C/EBP-a | 5. 5-TGTTTGGCTTTATCTCGGCTC-
AGCAACGAGTACCGGGTAC | 4
G-3'

GPDH 5 5
CTCTTCTTGCCGCTTCAGTTT | CATGTAGGCCATGAGGTCCACC
-3 AC-3'

TNF-a 5'- 5'-
AGGCCTTGTGTTGTGTTTCC | ATGGGGGACAGCTTCCTTCTT-3'
A-3'

Adiponekt | 5. 5 TTTCACTTTGTGCTGCTT-3'

In

TGTACCCATTCGCTTTACT-3'

3.2.4 Sonuclarin istatistiksel analizi

Elde edilen tim veriler PAST (PAleontological STatistics) istatistik programi

kullanilarak analiz edilmistir. Hata pay1 a=0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Canhhg

Calismamizda kullanilan laktik asit bakterilerinin, adiposit farklilasmasi boyunca, hiicre
canlilig1 iizerindeki etkisi 13. giinde MTT testi ile analiz edilmistir. Uygulanan
bakterilerin 3T3-L1 hiicreleri {izerindeki canlilik oranlarimi1 belirlemek i¢in her
bakteriden 0 ve farkli 2 konsantrasyon, hiicre icermeyen bos besiyeri (blank) kullanilmig
deney sonunda hiicrelere MTT testi uygulanmistir. Hiicre canlilik sonuglari, kontrol ile

karsilastirilan hiicrelerin canlilik oranlarinin yiizdesi olarak ifade edilmistir.

Gruplar aras1 farklilik asagida belirtilen ANOVA tablosu ile belirlenmistir.

Sum of sgrs df Mean square F p (same)
Between 0,213412 6 0,0355686 465,1 3,311E-21
groups
Within groups | 0,001606 21 7,64762E-05
Total 0,215018 27

Hangi gruplar arasinda farklilik oldugunu gosteren Levene’s testi ( p<0.05)

Levene’ | p(same) 0,004052
s test
Levene’ | p(same) 0,01081
S test
Welch F
test
Tukey
pairwise
L. L. L. L. P. P. Kontrol
plantaru | plantarum | plantarum | plantarum | pentosaceu | pentosaceu
m OZT | OZT (30| OZF (1.8 | OZF (36 |s OZF (1|s OZF (2
(15 mg/ml) mg/ml) mg/ml) mg/ml) mg/ml)
mg/ml)
L. 0,000154 | 0,000688 | 0,000931 | 0,0001547 | 0,9988 0,000154
plantaru 7 1 7
m OZT
(1.5
mg/ml)
L. 24,01 0,000154 | 0,000154 | 0,0001547 | 0,0001547 | 0,000154
plantaru 7 7 7
m OZT
(3.0
mg/ml)
L. 7,433 31,45 0,000154 | 0,0001547 | 0,0003148 | 0,000154
plantaru 7 7
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m OZF
(1.8
mg/ml)
L. 7,204 16,81 14,64 0,0001547 | 0,002573 0,000154
plantaru 7
m OZF
(3.6
mg/ml)
P. 21,73 45,74 14,29 28,93 0,0001547 | 0,000154
pentosa 7
ceus
OZF (1
mg/ml)
P. 0,6861 23,33 8,119 6,518 22,41 0,000154
pentosa 7

ceus
OZF (2
mg/ml)
Kontrol | 43,22 67,24 35,79 50,43 21,5 43,91

4.1.1 Pediococcus pentosaceus OZF susunun hiicre canhihi@ina etkisi

P. pentosaceus OZF susuna ait hiicre canlilik oranlari Sekil 4.1°de gosterilmistir.
Adiposit farklilasmasi boyunca susun doza bagli uygulamalarinda hiicre canlilik
oranlari 1 mg/ml ve 2 mg/ml konsantrasyonlarinda sirayla % 94.2, % 88.1 olarak

hesaplanmis ve bu konsantrasyonlarin hiicreler iizerinde toksik etki gostermedigi

belirlenmistir.
% Hiicre Canlilik
120
e f
100 a C a
b d

80

60

40 4

20

0 -+ T T T T T
L. plantarum L plantarum L plantarum L plantarum P. pentosaceus P. pentosaceus Kontrol
OZT (1.5) OZT (3.0) OZF (1.8) OZF (3.6) OZF (1) OZF (2)

Sekil 4.1 MTT analizi P. pentosaceus OZF susuna ait hiicre canlilik sonuglari
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4.1.2 Lactobacillus plantarum OZF susunun hiicre canliligina etkisi

L. plantarum OZF susuna ait hiicre canlilik oranlar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir. Adiposit
farklilasmas1 boyunca susun doza bagli uygulamalarinda hiicre canlilik oranlari; 1.8
mg/ml, 3.6 mg/ml konsantrasyonlarinda sirayla % 90.3, % 86.3 olarak hesaplanmis ve

bu konsantrasyonlarin hiicreler lizerinde toksik etki gostermedigi belirlenmistir.

% Hiicre Canhilik

120
100
80
60
40
20
0
L. plantarum L plantarum L. plantarum L. plantarum P. pentosaceus P pentosaceus Kontrol
OZT (1.5) OZT (3.0) OZF (1.8) OZF (3.6) OZF (1) OZF (2

Sekil 4.2 MTT analizi sonucu L. plantarum OZF susuna ait hiicre canlilik sonuglari

4.1.2 Lactobacillus plantarum OZT susunun hiicre canlih@ina etkisi

L. plantarum OZT susuna ait hiicre canlilik oranlar1 Sekil 4.3°de gosterilmistir. Adiposit
farklilagsmasi boyunca susun doza bagli uygulamalarinda hiicre canlilik oranlari; 1.5
mg/ml, 3.0 mg/ml konsantrasyonlarinda sirasiyla % 88.3, % 81.8 olarak hesaplanmis ve

bu konsantrasyonlarin hiicreler iizerinde toksik etki gdstermedigi belirlenmistir.
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% Hiicre Canhilik

120
e f
100 a C a
b d

80

60 {

40 4

20

0 -+ T T T T T
L. plantarum L plantarum L plantarum L plantarum P. pentosaceus P. pentosaceus Kontrol
OZT (1.5) OZT (3.0) OZF (1.8) OZF (3.6) OZF (1) OZF (2)

Sekil 4.3 MTT analizi sonucu L. plantarum OZT susuna ait hiicre canlilik sonuglari
4.2 Oil Red O Boyama

Laktik asit bakterilerinin lipid birikimi iizerindeki inhibitor etkisi 13. gilinde
degerlendirilmistir. Hiicre i¢i lipidler tarafindan tutulan boya, izopropanol igerisinde
420 nm dalga boyunda olgiilmiistiir. Inokiilasyon uygulanan hiicreler kontrol ile

karsilastirilmistir. Sonuglar kontroliin yiizdesi olarak ifade edilmistir.

Gruplar arasi farklilik asagida belirtilen ANOVA tablosu ile belirlenmistir.

Sum of sqgrs df Mean square F p (same)
Between 0,0504812 6 0,00841354 4207 5,786E-22
groups
Within groups | 2,8E-05 14 2E-06
Total 0,0505092 20
Hangi fruplar arasinda farklilik oldugunu gosteren Levene’s testi ( p<0.05)
Levene’s p(same) 0,6637
test
Levene’s p(same) 0,9817
test
Welch F
test
Tukey
pairwise
L L L. L. P Kontrol
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plantaru plantaru | plantarum | plantarum | pentosaceu | pentosaceu
m OZT |m OZT | OZF (1.8 | OZF (3.6 |s OZF (1 |s OzZF (2
(15 (3.0 mg/ml) mg/ml) mg/ml) mg/ml)
mg/ml) mg/ml)
L. 0,1246 0,000174 | 0,000174 | 0,0001742 | 0,0001742 | 0,000174
plantarum 2 2 2
ozT (15
mg/ml)
L. 4,082 0,000174 | 0,000174 | 0,0001742 | 0,0001742 | 0,000174
plantarum 2 2 2
OozZT (3.0
mg/ml)
L. 46,13 42,05 0,000174 | 0,0001742 | 0,0001742 | 0,000174
plantarum 2 2
OZF (1.8
mg/ml)
L. 88,18 84,1 42,05 0,0001547 | 0,0001742 | 0,000174
plantarum 2
OZF (3.6
mg/ml)
P. 80,83 76,75 34,7 7,348 0,0001742 | 0,000174
pentosaceu 2
s OZF (1
mg/ml)
P. 153,5 149,4 107,4 65,32 72,67 0,000174
pentosaceu 2
s OZF (2
mg/ml)
Kontrol 36,74 40,82 82,87 1249 117,6 190,2

4.2.1 Pediococcus pentosaceus OZF’nin lipid akiimiilasyonu iizerine etKisi

Susa ait Oil red o boyama sonucunda inverted mikroskop altinda alman fotograf

goriintiileri ve absorbans degerleri sonucu hesaplanan lipid depolama yiizdeleri Sekil

4.4°te gosterilmistir. Doza bagh lipid akiimiilasyon etkisi kontrol ile karsilastirildiginda;

mikroskop altinda yag damlaciklarinda azalma gozlenmistir. Absorbans degerleri

sonucunda ise 1.0 mg/ml ekstrakt uygulanan hiicreler kontrol ile karsilastirildiginda

lipid akiimiilasyonununda % 14 oraninda, 2.0 mg/ml uygulanan hiicrelerde ise % 22

oraninda azalma belirlenmistir.
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(a)

0 (Kontrol) (40X) 1 mg/ml (40X)

2 mg/ml (40X)

(b)
% Lipid Akiimiilasyon
120
10D
80
&0
40
20
o
L. plantarum L. plantarum Lplantarum L. plantarum Kontrol
OZT (1.5) OZT (3.0} OZF (1.8) OZF [3.6] pentos.aneus pentnrsaceus
OZF (1) 0OZF (2)

Sekil 4.4.a. Oil Red O boyama sonucu mikroskop goriintiileri, b. Oil Red O boyama
sonucu lipid akiimiilasyon ol¢limii
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4.2.2 L. plantarum OZF’nin lipid akiimiilasyonu iizerine etKisi

Susa ait Oil red o boyamam sonucu sekil 4.5’te gosterilmistir. Doza baglh lipid
akiimiilasyon etkisi kontrol ile karsilastirildiginda énemli farkliliklar gézlemlenmistir.
1.8 mg/ml ekstrakt uygulanan hiicreler kontrol ile karsilastirildiginda lipid
akiimiilasyonunu % 10.1 oraninda, 3.6 mg/ml uygulanan hiicrelerde ise % 14.7

oraninda azalttig1 gézlemlenmistir.
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(a)

0(Kontrol) (40X) 1.8 mg/ml (40X)

3.6 mg/ml (40X)

(b)
% Lipid Aktimulasyon
120
100
80
&0
40
20
i}
L. plantar'um L. plantarum L plantar'um L. plantarum Kontrol
OZT [1.5) OZT (2.0) OZF (1.8) OZF (3.6) pentc-ianeus pentusaceus
OZF (1) OZF (2]

Sekil 4.5.a.0il Red O boyama sonucu mikroskop goriintiileri, b. Oil Red O boyama
sonucu lipid akiimiilasyon ol¢timii
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4.2.3 Lactobacillus plantarum OZT ’nin lipid akiimiilasyonu iizerine etKisi

Susa ait Oil red o boyamam sonucu Sekil 4.6’da gosterilmistir. Doza bagl lipid
akiimiilasyon etkisi kontrol ile karsilastirildiginda anlamli sonu¢ gozlemlenememistir.
1.5 mg/ml ekstakt uygulanan hiicreler kontrol ile Kkarsilastirildiginda lipid
akiimiilasyonununda % 4.4 oraninda, 3.0 mg/ml uygulanan hiicrelerde ise % 4.8

oraninda azalma gozlemlenmistir.
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0(Kontrol)(40X) 1.5 mg/ml (40X)

3.0 mg/ml(40X)

(b)
Lipid Akiimiilasyon
120
100
a0
&0
a0
20
0
L. plantarum L plantarum L plantarum L. plantarum Eontrol
OZT (1.5) OFT (3.0) OZF (1.8) OZF (3.6] penmsal:\eus perrtﬂsaceus
OZF (1) OZF (2)

Sekil 4.6 a. Oil Red O boyama sonucu mikroskop goriintiileri, b. Oil Red O boyama
sonucu lipid akiimiilasyon 6l¢iimii
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4.3 Ters Transkripsiyon ve Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rt- PCR)

Uygulanan lizatlarin lipid metabolizmasi ile ilgili genlerin MRNA ekspresyon
seviyelerine olan etkisi 13. giin toplanan 6rneklerden elde edilmistir. Doza baglh olarak

gerceklestirilen analizde beta-actin housekeeping gen olarak alinmistir.

4.3.1 Pediococcus pentosaceus OZF’nin mRNA ekspresyon seviyeleri

Susa ait rt-PCR analizi ile elde edilen gen ekspresyon seviyeleri sekil 4.7’de
gosterilmistir. Farklilasmig 3T3-L1 adiposit lizerinde susun doza bagli uygulamalari;
PPARy ve cebp genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini énemli miktarda azalttig
gozlenmistir. Bu ifadelerin ardindan susun toksik olmayan konsantrasyonlari adipojenik
gen GPDH ve sitokin geni olan TNF-o nin mRNA ekspresyon seviyesini onemli

miktarda azalttig1 gozlemlenirken, Adiponektin seviyesini artirdig1 gozlenmistir.

2,5

B Adiponektin
B PPARY
= C/EBPa

TNF-a
m GPDH

L. plantarumL. plantarumL. plantarumL. plantarum P. P.
0OZT (1.5) O0ZT(3.0) OZF(1.8) OZF (3.6) pentosaceus pentosaceus
OZF (1) OZF (2)

Sekil 4.7 P. pentosaceus OZF susunun, 3T3-L1 hiicreleri iizerindeki Adiponektin,
PPARY, C/EBP-a, TNF-a, GPDH gen ekspresyon seviyelerine etkisi
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4.3.2 Lactobacillus plantarum OZF’nin mRNA ekspresyon seviyeleri

Susa ait rt-PCR analizi ile elde edilen gen ekspresyon seviyeleri sekil 4.8’de
gosterilmistir. Farklilasmis 3T3-L1 adipositleri tizerinde susun doza bagli uygulamalari,
PPARYy ve cebp genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini azalttigi gdzlenmistir. Susun
toksik olmayan konsantrasyonlari, adipojenik gen GPDH ve sitokin geni olan TNF-a
nin MRNA ekspresyon seviyelerini azalttigi gozlemlenirken, Adiponektin seviyesini

artirdig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.8 L. plantarum OZF susunun, 3T3-L1 hiicreleri tizerindeki Adiponektin,
PPARYy, C/EBP-a, TNF-a, GPDH gen ekspresyon seviyelerine etkisi

4.3.2 Lactobacillus plantarum OZT’nin mMRNA ekspresyon seviyeleri

Susa ait rt-PCR analizi ile elde edilen gen ekspresyon seviyeleri sekil 4.9’da
gosterilmistir. Farklilagmis 3T3-L1 adipositlerinde susun doza bagli uygulamalari;

PPARYy ve cebp genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini azalttigi gézlenmistir. Susun
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toksik olmayan konsantrasyonlari; adipojenik gen GPDH ve sitokin geni olan TNF-
a’nin MRNA ekspresyon seviyelerini azalttigi gozlemlenmistir. Adiponektin ekspresyon

seviyesinde ise diisiik doz etki gostermezken, yiiksek dozda artis gozlenmistir.
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OZT (1.5) OZT(3.0) OZF(1.8) OZF(3.6) pentosaceuspentosaceus
OZF (1) OZF (2)

Sekil 4.9 L. plantarum OZT susunun, 3T3-L1 hiicreleri tizerindeki Adiponektin,
PPARY, C/EBP-a, TNF-a, GPDH gen ekspresyon seviyelerine etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Obezitenin siddeti, onciil adipositlerin olgun adipositlere farklilagsma derecesi ve adipoz
dokuda adipositlerin genislemesi ile korelasyon gostermektedir. Calismamiz
kapsaminda laktik asit bakterilerinin, temel yolak olarak tercih edilen in vitro kosullarda
obeziteyi baskilamaya yonelik etkilerini belirlemeye calisttk ve 3 farkli susun bu
mekanizmaya etkisini aragtirdik. Kiiltiir koleksiyonumuzda yer alan tiim probiyotik

kriterleri tanimlanmig olan P. pentosaceus OZF susu buna ek olarak, tiim laktik asit

bakteri tiirlerinin ve suslarimin farkli ozellik ve etkilere sahip olduklarin1 belirlemek

adma iki farkli kaynaktan izole edilen L. plantarum tiiriine ait farkli iki sus ¢alismamiza

dahil edilmistir.

Hiicre canlilik testi 3 farkli sus ve her birinden 2 farkli konsantrasyon seklinde kontrol
grubuna karsi test edilmistir. 4 denemenin test gruplari arasindaki fark istatistiksel
olarak farkli bulunmustur (ANOVA p<0.001). Levene’s testi ile her bir grup tekrar
incelenmis, sus ve farkli konsantrasyonlari arasinda kontrole gore istatistiksel farklilik
tespit edilmistir (p<0.05). Istatistiksel olarak suslarm her 2 konsantrasyonda da

farklilagsma boyunca toksik etki gostermedigi belirlenmistir.

Lipid akiimiilasyonu 3 farkli susun herbirinden 2 farkli konsantrasyon seklinde kontrol
grubuna karsi test edilmistir. 3 denemenin test gruplari arasindaki fark istatistiksel
olarak farkli bulunmustur. (p<0.001). Levene’s testi ile her bir grup tekrar incelenmis L.
plantarum OZT susunun kullanilan iki konsantrasyon arasinda fark olmamasina ragmen
(p>0.05) kontrol grubunda farklilik gostermis ve lipid akiimiilasyonunda azalma
gozlenmistir. Ayni test sonuglarma gore diger bakteri ve farkli konsantrayonlari
arasinda kontrole gore istatistiksel farklilik tespit edilmis (p<0.05) ve lipid

aktimiilasyonunda kontrol diginda tiim gruplarda azalma gozlenmistir (p<0.05).

Adiposit 6zgli PPARy ve C/EBP-a, adiposit farklilasmasimin erken asamasinda yer
almaktadir (Rosen vd. 2000). PPARy ve C/EBP-a hiicrelerde yag birikimini tetikleyen
LPL, leptin, GPDH ve aP2 gibi adipojenik genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir
(Berger ve Moller, 2002; Kawada vd. 2001). Elde ettigimiz sonuglar, uygulanan
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LAB’de ozellikle P. pentosaceus OZF’nin 3T3-L1 adipositlerinin farklilagmasi
sonucunda C/EBP-a ve PPARy'nin mRNA ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide distirdiigiinii
gostermektedir (Sekil 4.7). Yapilan birkag caligma, C/EBP-o gen ekspresyonu ile lipid
birikimi orani arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermistir (Hu vd. 1995; Jiang vd.
2006; Park vd. 2009). Bu sonuglar P. pentosaceus OZF’nin adipojenik transkripsiyon
faktorlerini, nihayetinde GPDH ekresyon seviyesini azalttigini1 gdstermektedir. Sitozolik
enzim GPDH, gliseroliin triagilgliserole doniistiiriilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir
(Wise ve Green, 1979). GPDH aktivitesinin azaltilmasi, yag asitleri ve trigliseritlerin de
novo sentezini yavaslatmakta ve ayn1 zamanda olgun adipositlerde 6nciil adipositlerin
ve lipogenezin erken farklilasma asamasinda farklilasmayi inhibe edebilmektedir.
Verilerimiz, gajami sik-hae'den izole edilen L. plantarum LG42 susu ile muamele edilen
3T3-L1 hiicrelerinde C/EBP-a, PPARy ve GPDH mRNA ekspresyon seviyesini
azalttig1 sonucuyla uyumludur (Park vd. 2013).

Boylelikle P. pentosaceus OZF’nin adiposit farklilagma programinda yer alan énemli
adipojenik  transkripsiyon faktdrlerinin  ekspresyon seviyelerini  diizenleyerek

adipogenez siirecinde baskilayici etki gosterdigi sonucuna varilmastir.

Yag dokusu sadece yag formunda fazla enerji i¢in birincil depolama alani1 degil, ayni
zamanda lipit homeostazinin kontroliine katilan bir endokrin organ olarak da goérev
yapmaktadir. Adipoz dokudan salinan adipositokinlerin  diizensizlestirilmesi,
inflamatuar bir durumun meydana gelmesine bu da insiilin sinyal iletimi ve lipid
metabolizmasinda diizensizlige yol agmaktadir. Kronik inflamasyon, mRNA ekspresyon
seviyesinde TNF-a gibi proinflamatuar adipokinlerin artisi, ardindan adiponektin gibi
antiinflamatuar adipokinlerin azalisi ile karakterize edilmektedir (Hotamisligil vd. 1993;
Wise ve Green, 1979). Serumda yiiksek diizeyde bulunan TNF-o’nin insiilin sinyal
iletiminde tahribata, sonucunda ise insiilin direncine yol agtig1 gosterilmistir (Kershaw
ve Flier, 2004; Ruan vd. 2003). Yapilan calismalarda obez birey ve rodent yag
dokusunda TNF-a seviyelerinin artig gosterdigi belirtilmistir (Cowherd vd. 1999;
Gregoire vd. 1998). Arastirmamiz, 3T3-L1 hiicreleri lizerinde 6zellikle P. pentosaceus
OZF’nin TNF-o. mRNA ekspresyonunu Onemli Olgiide azalttigini ve adiponektin

ekspresyonunu arttirdigimi  gostermistir  (Sekil  4.7). Elde ettigimiz sonuglar
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dogrultusunda P. pentosaceus OZF’nin antiinflamatuar o6zelliklere sahip oldugu ve
insiilin duyarliligini arttirdigi belirlenmistir. Aragtirmamiz sonucu, Kimchi’den izole
edilen Lactobacillus brevis OPK-3 susunun 3T3-L1 adipositlerine uygulanmasi sonucu
Adiponektin ekspresyon seviyesinde gozlemlenen artis ve TNF-a’da ki azalisla uyumlu

sonuclar gostermistir (Park vd. 2013).

P. pentosaceus OZF, hiicre igi trigliserit birikiminde azalma ile birlikte adiposit
farklilasmasinin 6nlenmesi yoluyla anti-adipojenik etkiler sergilemistir. Ayrica 3T3-L1
adipositlerinde adipojenik transkripsiyon faktorlerinde 6nemli seviyede baskilanma
yolagi ile adipojenik 6zgii GPDH mRNA molekiillerinin baskilanmasini saglamistir.
Dahasi, P. pentosaceus OZF’nin, TNF-a ekspresyonunun azaltilmasi yoluyla
inflamatuar yanit1 da diisiirdiigii gézlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, anti-
obezite ve anti-inflamatuar 6zellik gosteren P. pentosaceus OZF’nin obeziteye alternatif

yaklasim olarak in vivo kosullarda da degerlendirilebilecegi 6ngoriilmiistiir.

Sonuglar birlikte ele alindiginda, P. pentosaceus OZF 'nin adipogenezin inhibisyonunda
onemli bir rol oynayabilecegini belirlenmistir. L. plantarum tiiriine ait bebek fecesinden
izole edilen L. plantarum OZF susunun adiposit farklilagmasi boyunca baskilayici
etkisini gozlemlerken, tursu suyundan izole edilen L. plantarum OZT susunun toksik
olmayan konsantrasyonlarda farklilasmaya Dbaskilayict etkide bulunmadigini
gozlemlenmistir (Sekil 4.8 - Sekil 4.9).

Hiicre dis1 ekstrakt, {ist fazdan elde edilerek liyofilize edilen ornekler, ¢alismamiz
boyunca kontaminasyon gosterdigi i¢in adipogenez aktivitesinin diizenlenmesinde

deneylere dahil edilmemistir.
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EKLER

EK 1 Lab ve Hiicre Kiiltiirii Gelisimi igin Kullanilan Kiiltiir Ortamlari
EK 2 Kimyasallar
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EK 1 Lab ve Hiicre Kiiltiirii Gelisimi icin Kullamlan Kiiltiir Ortamlarn

MRS Besiyeri

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein pepton 10
Et Ekstrakti 8
Maya ekstrakti 4
Glukoz 20
Dipotasyum hidrojenfosfat 2
MgSO, 7H2 0.5
MnSO44H20 0.2
Tween 80 1
Triamonyum sitrat 2
Sodyum asetat 5
Ph: 6.8+ 0.2

100 ml’de 5,2 gr hazir besiyeri igerigi ¢oziilerek hazirlanmigtir. Sterilizasyon 121°C’de
15 dk yapilmustir.

DMEM High Glucose (4.5 g/l), with L-Glutamine

Bilesen Miktar (mg/l)
Amino Asitler

L-Arjinin HCI 84.00
L-Sistein 2HCI 48.00
L-Glutamin 584.00
Glisin 30.00
L-Histidin HCI H20 42.00
L-1zolésin 105.00
L-L3sin 105.00
L-Lizin HCI 146.00
L-Metiyonin 30.00
L-Fenilalanin 66.00
L-Serin 42.00
L-Threonin 95.00
L-Triptopfan 16.00
L-Tirozin 2 Na 89.47
L-Valin 94.00
Vitaminler

Kolin kloriir 4.00

D-Kalsiyum Pantotenat 4.00
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Folik Asit

myo-Inositol
Nikotinamid

Piridoksal HCI
Riboflavin

Tiyamin HCI
Inorganik Tuzlar
Kalsiyum Kloriir 2 H20
Demir(I11) Nitrat 9 H20
Magnezyum Siilfat
Potasyum Kloriir
Sodyum Bikarbonat
Sodyum Kloriir

4.00
7.20
4.00
4.00
0.40
4.00

265.00
0.10
97.67
400.00
3700.00
6400.00

Sodyum Fosfat Monobazik Anhidrit 109.00

Diger Bilesenler
D-Glukoz

4500.00

Fenol Kirmiz1 Sodyum Tuzu 15.90

Hiicre kiiltiir ortaminda kullanilan tiim besiyeri ve
geregler kullamimdan o6nce 37°C su banyosunda (Memmert, WNB 7, Almanya)
isitilmistir. %90 DMEM + %10 FBS igerigi ¢alisma boyunca temel besiyeri olarak
kullanilmistir. Farklilastirma ve adiposit gelisimi i¢in kullanilan kimyasallar temel

besiyerine eklenerek toplam karigim 0.45 pum filtreden gegirilmis kullanima hazir hale

getirilmistir.
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EK 2 Kimyasallar

Kimyasal Adx

0.22 ve 0.45 -mikron por ¢apli membran filtre
MRS

DMEM, FBS, Tripsin, PBS

Serolojik pipet

DMSO (Dimethyl Sulfoxide)

DEX (Dexamethasone)

IBMX (Methylisobutylxanthine)

Insulin (Bovine)
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Sartorius

Merck, Germany
Capricorn, Germany
Sarstedt, Germany
Sigma, Germany
GBiosciences,U.S.A
Sigma
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