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OZET

Deney hayvanlarinda yapilan calismalarda fruktozun neden oldugu metabolik sendrom
tablosunda fekal mikrobiyotanin degistigi saptanmistir. Ancak fekal mikrobiyotanin
metabolizmasi1 sonucu olusan organik asit diizeylerinin fruktozun olusturdugu metabolik
sendromda Onemi bilinmemektedir. Bu calismada, fruktoz metabolizmasi ile metabolik
sendromun gelisimi arasindaki molekiiler baglantilarin anlasilabilmesi i¢in yliksek fruktoz
diyetiyle beslenen siganlarin feges drneklerinde bazi organik asitlerin diizeylerinin 6l¢iilmesi
amaglanmustir. Ayrica kefir takviyesinin etkisi de incelenmistir. Sicanlara 15 hafta siireyle
icme suyu igerisinde %20’lik fruktoz soliisyonu verilmistir. Fruktoz verilen bir grup sigana
kefir (1 ml/100 g), son alt1 hafta boyunca giinde bir kez gastrik gavaj yoluyla uygulanmigtir.
Feges orneklerinde organik asit miktarlart LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir. Yiiksek
fruktoz diyeti ile beslenen siganlarin fegeslerinde; 2-OH-fenilasetik asit, 3- fenillaktik asit,
fumarik asit, homogentisik asit, 4-OH-fenillaktik asit, 2-OH-glutarik asit, sitrik asit,
glutakonik asit diizeylerinin istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldig: tespit edilmistir.
Kefir takviyesi, yliksek fruktozla beslenen siganlarda glutakonik asit ve etilmalonik asit
diizeylerinde anlamli artisa neden olmustur. Bu tez ¢aligmasinin bulgulari, yiiksek fruktoz
diyetinin sicanlarin feges orneklerinde bazi organik asitlerin diizeyinde anlamli azalmalar
olusturdugunu gostermektedir. Bu degisimlerin, fruktozun neden oldugu metabolik sendrom
tablosunda patogeneze neden olan biyokimyasal yolaklarin ve potansiyel biyobelirteglerin
tanimlanmasinda 6dnemli olabilecegi ve ileri caligmalara 151k tutabilecegi diistiniilmektedir.
Kefir takviyesinin organik asit diizeyinde olusturdugu degisiklikler metabolik sendrom
tedavisinde dnemli olabilir.
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ABSTRACT

In studies performed on experimental animals, it was determined that the fecal microbiota
has changed in the fructose-induced metabolic syndrome. However, organic acid production
due to metabolism of fecal microbiota is not determined in fructose-induced metabolic
syndrome. In this study, we aimed to measure the levels of certain organic acids in fecal
samples of rats fed a high-fructose diet to understand the molecular links between fructose
metabolism and the development of metabolic syndrome. The effect of Kkefir
supplementation was also examined. Rats were given 20% fructose solution in drinking
water for 15 weeks. Kefir (1 ml/100 g body weight) was administered by gastric gavage once
daily for the last six weeks. Organic acid amounts in the fecal samples were analyzed by
using LC-MS/MS. The decreased levels of 2-OH-phenylacetic acid, 3-phenyllactic acid,
fumaric acid, homogentisic acid, 4-OH-phenyllactic acid, 2-OH-glutaric acid, citric acid and
glutaconic acid were measured in the feces of high-fructose fed rats. Kefir supplementation
caused a significant increase in glutaconic acid and ethylmalonic acid levels in the feces of
high-fructose fed rats. The findings of this thesis show that high-fructose diet decreased the
level of certain organic acids in the fecal samples of rats. These changes could be important
in understanding of the biochemical pathways and potential biomarkers in the metabolic
syndrome induced by fructose as well as planning for further studies. Also, the alteration in
the organic acid levels produced by kefir supplementation could be important in the
treatment of metabolic syndrome.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida sunulmustur.
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1. GIRIS

Giinliik diyet igerisinde toplam seker ve Ozellikle fruktoz alimindaki fazlaligin obezite,
dislipidemi, karaciger yaglanmasi, hipertansiyon, insiilin direnci ve diyabet dahil olmak
tizere metabolik sendrom gelisimine neden oldugu bilinmektedir. Metabolik sendrom
tanimlar1 i¢in kullanilan kriterler farklilik gosterdiginden (WHO 1999, NCEP (National
Cholesterol Education Program) ATP3 2005, IDF (International Diabetes Federation) 2006)
prevalans tahminleri de degismektedir (Saklayen, 2018). Fruktozdan zengin hazir gidalarin
damak tadina uygunlugu, kolay erisilebilirligi, maliyetinin ekonomik olarak uygunlugu
nedeniyle kullaniminin artmasi ve metabolik sendromun goriilme sikligindaki artis
arasindaki paralellik dikkat ¢ekmektedir (Stanhope, 2016). Bir¢ok deneysel ve klinik
calismada yiiksek fruktozun metabolik sendroma yol agtigi gosterilmistir (Hannou ve
digerleri, 2018).

Diyet icerigindeki yag veya fruktoz igeriginin degisimiyle bagirsak mikrobiyotasi
bilesiminin farklilagabilecegi bir¢ok insan ve hayvan ¢alismalarinda gosterilmistir (Akar ve
digerleri, 2021; Lambertz ve digerleri, 2017; Volynets ve digerleri, 2017). Konuyla ilgili
arastirmalarda, diyet igerigi ve yasam tarzi degisikligine bagli olarak mikrobiyota igeriginin
farklilagtig1 saptanmistir. Mikrobiyota igerigindeki bu degisimin metabolik sendrom dahil
birgok hastalifin gelisiminde 6nemli rolii oldugu ileri siirlilmektedir. Arastirmalar, diyet
icerigindeki probiyotik ve prebiyotik bilesenlerin sagligin siirdiiriilmesinde 6nemli besin

faktorleri oldugunu gostermektedir.

Bagirsak mikrobiyotasindaki organizmalar ve metabolitleriyle konakgi arasinda bir
etkilesim oldugu kabul edilmektedir. Teknolojinin gelismesiyle insanlarin metabolomik
profili ¢ikarilmakta ve hastaliklarin olusumuyla metabolitler arasinda bir iliski kurulmaya
calisilmaktadir. Fegesteki metabolit analizi, mikrobiyota aktivitesinin yansimasi olarak
kabul edilebilir (Marcobal ve digerleri, 2013). Metabolik sendrom gelisiminde feges
metabolit icerigindeki degisimlerin incelenmesi, tedavi acisindan yararli olabilir. Yiiksek
fruktozla beslenmenin siganlarin fekal metabolomuna etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
fegeste kisa zincirli yag asitleri, gliseraldehit, gliserol, D-piroglutamik asit, L-piroglutamik
asit, 5-aminovalerik asit gibi metabolitlerin miktarlarinda 6nemli derecede degisiklik oldugu
gosterilmistir (Wei ve digerleri, 2015). Yapilan bir arastirmada, fruktoz diyetiyle beslenen

farelerde isaretli fruktozun glukoz, gliserat ve bazi organik asitlere doniistiigii gosterilmistir



(Jang ve digerleri, 2018). Yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen farelerin feges 6rneklerinde
yapilan bagka bir ¢aligmada ise, fekal organik asitler ve amino asitlerin diizeyinde 6nemli
degisiklikler oldugu saptanmstir (Silva ve digerleri, 2018). Bagirsak mikrobiyotasi, diyet
bilesenlerinin metabolizmasina, fermentasyonuna, dolayisiyla da metabolitlerin {iretimine
katkida bulundugundan, fecesteki metabolitlerin incelenmesi onemli bulunmustur. Bu
degisikliklerin, yiiksek fruktoz alimiyla diyabet ve yagli karaciger hastaligi gibi hastaliklarin

baslangicindaki biyokimyasal yolagin aydinlatilmasinda 6nemli oldugu goriilmektedir.

Son yillarda, probiyotikler ile bagirsak mikrobiyotasinin giiclendirilmesinin yiiksek fruktoz
diyetiyle beslenen siganlarda bazi saglik parametrelerini iyilestirebilecegi gosterilmistir
(Sumlu ve digerleri, 2022; Yildirim ve digerleri, 2020). Kefir, fermente bir siit tiriniidiir ve
metabolik sendrom semptomlarinda diizelme sagladigi smirli sayida hayvan ve insan
caligmalarinda gosterilmistir (Akar ve digerleri, 2021; Bellikci-Koyu ve digerleri, 2019;
Rosa ve digerleri, 2016). Bu bulgulardan hareketle, kefirin potansiyel ve ucuz bir alternatif

olarak metabolik sendrom tedavisine yardimci olmasi dngoriilebilir.

Bu tez calismasinda, fruktoz tiiketimiyle metabolik sendromun gelisimi arasindaki
baglantilarin aydinlatabilmesi i¢in fecesteki bazi organik asitlerin yiiksek fruktoz diyetinden
sonraki diizeylerinin 6lgiilmesi amaglanmigtir. Ayrica, yeni bir tedavi alternatifi olabilecegi
gorlisli ile kefir takviyesinin de fecesteki organik asit diizeylerine etkisi incelenmistir.
Belirtilen amag¢ kapsaminda, feces drneklerinde organik asit diizeylerinin degisimi LC-
MS/MS yontemi ile tayin edilerek degerlendirilmistir. Yapilan literatiir taramasinda, yiiksek
fruktozun neden oldugu metabolik sendromda fecesteki birgok organik asit diizeyinin
incelenmedigi goriilmiistiir. Bu calisma, metabolik sendrom gelisimindeki yolaklarin
aydinlatabilmesi i¢in mikrobiyota metaboliti olarak sentezlenen organik asitlerin katkisinin

anlasilmasi acisindan 6nemli olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fruktoz

Fruktoz, bir¢ok meyve, sebze ve balda dogal monosakkarit olarak; sakkaroz yapisinda ise
glukozla birlikte disakkarit olarak bulunan 6 karbonlu keton yapisinda bir sekerdir.
Glinlimiiz gidalarinda 6nemli bir seker olan yiiksek fruktozlu misir surubu (YFMS),
gidalarin raf 6mriiniin uzatilmasi ve enerji igerigine katkida bulundugu gibi lezzet ve uygun

doku da saglamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. (Keim ve digerleri, 2015).

Diyette aldigimiz fruktozun temel kaynagi yiyecek ve iceceklere eklenen sekerlerdir.
Glinlimiizde sakkaroz veya YFMS ile tatlandirilan alkolsiiz igecekler, meyve sulari,
sekerlemeler, unlu mamiiller yoluyla diyette fruktozun alimi1 6nemli 6lgiide artmistir (Softic
ve digerleri, 2016). YFMS, sakkaroza gore diisiik maliyeti, yiiksek hidrasyon 6zelligi, lezzeti
ve rengi, stabilitesi gibi nedenlerden dolay: giinimiizde siklikla kullanilmaktadir (White &
Nicklas, 2016). Bununla birlikte YFMS’daki serbest monosakkaritlerin iceceklerde, unlu
mamiillerde, sekerlemelerde daha iyi doku, renk ve kivam sagladigi belirtilmistir (Moeller
ve digerleri, 2009).

Fruktozun metabolize edilmesi i¢in insiilin gerekmediginden 1960’11 yillarda diyabetin
tedavisinde olumlu etkileri oldugu gosterilmistir. Fruktoz, diyabet hastalarinda kan
glukozunu normal aglik seviyelerine gore dengeleyerek, asir1 aseton tiretimini engelleyerek,
azot dengesini geri kazandirarak ve su kaybini azaltarak kullanish bir terapdtik ajan olarak
tanimlanmistir (Moorhouse & Kark, 1957). Benzer sekilde diyabetik ketozis hastalarinin

tedavisinde intravendz fruktoz uygulanmistir (Nabarro ve digerleri, 1955).

YFMS, musirdaki nisastanin a-amilaz ve glukoamilaz kullanilarak glukoza hidroliz
edilmesiyle iiretilmektedir. Hidroliz esnasinda glukoz ve fruktoz karisimi verecek sekilde
glukoz izomeraz ile isleme tabii tutmaktadir. Bu islem sonucunda tipik olarak %42 fruktoz,
%50 glukoz ve %8 diger sekerlerden olusan bir YFMS (%42’lik) iiretilmektedir.
Fraksiyonlama ile %90 fruktoz i¢eren konsantre YFMS (%90°11k) da izole edilebilmektedir.
%42’lik ve %90’lik YFMS harmanlanarak %50’lik YFMS iiretilebilmektedir. %55°lik ve
%42’lik YFMS, Amerika Birlesik Devletleri’'nde ve birgok iilkede mesrubat endiistrisi

tarafindan en yaygin kullanilan tatlandiricilardandir (Keim ve digerleri, 2015).



Sekerle tatlandirilmig igeceklerin standart bir tanimi bulunmamaktadir. Bu igecekler,
sakkaroz, YFMS veya yapay tatlandirici igeren meyve suyu konsantreleri eklenmis igecekler
olarak bilinmektedir. Yetiskinlerde sekerle tatlandirilmis igeceklerin tiikketimiyle ilgili 187
iilkede yapilan ¢alisma sonucu orta gelirli tilkelerde, yiiksek gelirli ve diisiik gelirli iilkelere
gore tiikketim oraninin daha yiiksek oldugu saptanmustir (Singh ve digerleri, 2015). Ozellikle
son yillarda sedanter yasam kosullarina ek olarak sekerle tatlandirilmis igeceklere erisim
kolaylig1 ve tiiketimin artmasi, obezitenin ve kronik hastaliklarin goriilme sikligimin
artmasina neden olmustur. Gida igeriginde YFMS kullanan iilkelerde obeziteden bagimsiz
olarak tip 2 diyabet goriilme prevalansi %20 daha yiliksek bulunmustur (Goran ve digerleri,
2013). Bunedenle iilkelerin 6zellikle YFMS igeren islenmis gidalarin tiiketimini azaltmaya
yonelik tedbirleri biiyiik onem tasimaktadir (Malik & Hu, 2022). Paketli gidalarin
ambalajlarinda igerik bilgisi net verilmediginden, tiiketicilerin bilingli se¢imler yapmasina
yonlendirmek i¢in paketli gidalardaki etiketlendirme sisteminin diizenlenmesi

gerekmektedir (Muller & Ruffieux, 2020).

2.1.1. Fruktozun kimyasal yapisi

Fruktoz ile glukoz ayni kimyasal formiile (CeH1206) sahip olmalarima ragmen
konfigiirasyonlar1 farklilik gostermektedir. Glukoz aldehit yapida, fruktoz ise keton

yapidadir. Bu durum absorpsiyon ve metabolizma yolaklarini etkilemektedir.

Fruktoz ve glukozun kimyasal yapisi Sekil 2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Glukoz ve fruktozun kimyasal yapilari

2.1.2. Fruktozun absorbsiyonu

Diyetteki fruktoz hem basit monosakkarit olarak hem de disakkarit sakkarozun pargasi
olarak alinmaktadir. Sakkaroz, sakkaraz enzimiyle bagirsak firgamsi yiizeyinde hidroliz
edilerek bir molekiil glukoz ve bir molekiil fruktoza pargalanmaktadir. Glukoz, sodyum
glukoz kotransporter (SGLT-1) araciligiyla bagirsak fircamsi yiizeyden absorbe olmakta ve
portal dolasim yoluyla karacigere ulagsmaktadir (Patel ve digerleri, 2015). Fruktoz
absorbsiyonu ise fruktoza 6zgii heksoz tasiyicist GLUT (fructose transporter) 5 araciligiyla
kolaylastirilmig difiizyonla gerceklestirilmektedir. (Keim ve digerleri, 2015). Ayrica
GLUTS5’in ekspresyonu, luminal fruktoz konsantrasyonun artisiyla yiikselmektedir. Luminal
fruktoz  konsantrasyonu  yiiksekliginde  fruktoz ~ve  metabolitleri, GLUTS'in
transkripsiyonunu, translasyonunu ve ayrica fruktolitik enzimleri uyarmaktadir. GLUTS5,
Rabl1a bagli endozomlar yoluyla apikal membrana iletilmekte ve limen fruktoz diizeyleri
yiiksek oldugunda transapikal fruktoz tasinmasini arttirmaktadir (Ferraris ve digerleri,
2018). Enterositlere alinan fruktoz ve glukoz, bazolateral membranda yer alan GLUT2
araciligiyla kan dolasimina gegmektedir. Fruktoz ve glukoz absorpsiyonunun ince bagirsak

enterositlerindeki sematik gosterimi Sekil 2.2°de yer almaktadir.
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Sekil 2.2. ince bagirsak epitelinde fruktoz ve glukoz absorbsiyonu (Ferraris ve digerleri,
2018) (Kisaltmalar: ER, endoplazmik retikulum; GLUT, kolaylastiric1 glukoz
tasiyicisi; KHK, ketohekzokinaz; Rabl1a, Ras ile iliskili protein 11a; SGLT-1,
sodium glucose transporter-1)

2.1.3. Fruktozun metabolizmasi

Glukoz metabolizmasi, glukozun 6. karbonu pozisyonunda fosforilasyonu, ardindan tersinir
izomerizasyonuyla fruktoz-6-fosfata (F-6-P) donilismesiyle baslayan glukoliz siirecinde
gerceklesmektedir. F-6-P, fosfofruktokinaz-2 enzimi ile fruktoz 2,6 bifosfata doniismektedir
(Elliott ve digerleri, 2002). Insiilin, glukagon ve adrenalin hormonlarmin fosfofruktokinaz-
2 enzimini fosforilleyerek glukolizi kontrol edebildigi bilinmektedir (Heinz ve digerleri,
1968).

Memelilerde fruktoz fosforilasyonu, ketohekzokinaz (Khk) enzimi tarafindan katalize
edilerek fruktozun 1. karbonu konumunda gergeklesmektedir. Fruktoz-1-fosfat (F-1-P),
dogrudan ii¢ karbon birimine bdliinebildiginden ilk fosforilasyonun glukozla farkli
karbonlardan gergeklesmesi ¢ok onemli bir fark olarak tespit edilmistir (Mayes, 1993).
Glukoz metabolizmasi sirasinda agiga ¢ikan F-6-P, boyle bir islemden 6nce fosfofruktokinaz
enzimi tarafindan 1. karbon konumunda fosforile edilmektedir. Fruktozun metabolizmasinda

Khk enzimiyle glukozdan farkli karbondan fosforile olarak glukolizdeki ilgili basamaklari



atlamasi, hormonal olarak diizenlenmesini bozmaktadir (Jang ve digerleri, 2018). F-1-P,
aldolaz B enzimi tarafindan gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfata (DHAP) doniismektedir
(Mayes, 1993). Yani fruktoz metabolizmasi, glukoz metabolizmasindan farkli olarak
DHAP’a ek olarak, gliseraldehit formunda fosforile edilmemis iic karbonlu bir birim
iretmektedir (Heinz ve digerleri, 1968). Son adimda ise gliseraldehit, trioz kinaz enzimi
katalizorliigiinde adenozin trifosfat (ATP) tarafindan fosforile edilerek gliseraldehit-3-fosfat
olusturmaktadir (Mayes, 1993). Fruktoz metabolizmas1 Sekil 2.3’te sematize edilmistir.
Gliseraldehit-3-fosfat, trikarboksilik asit dongiisiine girerek ATP, asetil koenzim A, piriivat

ve laktat olusturabildigi bildirilmektedir (Merino ve digerleri, 2019).

Fruktoz katabolizmasi (fruktoliz), glikolizden farkli olarak glikoliz ve glukoneogenezin
fosfofruktokinaz ve fruktoz-1,6-bifosfataz olarak bilinen ana diizenleyici basamaklarini
atlamakta ve negatif feed-back ile diizenlenmemektedir (Mayes, 1993; Underwood &
Newsholme, 1965). Fruktoliz, niikleotitlerin ve niikleik asitlerin de novo sentezi igin pentoz
fosfat yolundan G-6-P ve F-6-P olusumu basamaklarini atlamaktadir. Bu nedenle diyet
icerisinde yiliksek fruktoz aliminda Khk enzimi araciligiyla gergeklesen fruktolizin,
glukoneojenik ve lipogenik substratlarin (pirtivat, laktat, asetil-koenzim A ve gliserol-3-
fosfat gibi) kaynagi olan gliseraldehit, DHAP ve gliseraldehit-3-fosfat iiretiminde artisa ve
dolayisiyla glukoneogenezis, glikojenezis ve lipogenezisin artmasina yol agmasi
beklenmektedir (Merino ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.3. Glukoz ve fruktoz metabolizmasi

Krebs dongusi (Trikarboksilik asit (TCA) dongiisi, Sitrik asit dongtlisi)

Krebs dongiisii, karbonhidrat ve yaglarin nihai katabolizmasi sonucu ortak bir yolak
saglamaktadir. Karbonhidrat metabolizmasinda asetil-koenzim A, koenzim A'nin dahil
edilmesiyle pirlivatin tiyoester asetil-koenzim A'ya donistiriilmesi yoluyla glikolize
baglanmaktadir. Bu doniisiim, piriivat dehidrojenaz kompleksi tarafindan bir dizi asamada
katalize edilmektedir (Clarke, 2013). Krebs dongiisiiniin sematik gosterimi Sekil 2.4.’te yer

almaktadir.
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Sekil 2.4. Krebs dongiisii

De-novo lipogenez (DNL) tizerine fruktozun etkisi

De novo lipogenez (DNL), diyetteki fazla karbonhidratlardan yag asitlerini sentezleyen
metabolik yolak olarak tanimlanmustir. Trigliseritler de enerji depolamas: icin ilgili yag
asitleri arasinda olabilmektedir. Lipogenik yolaklarda diizensizlikler, viicutta lipit
homestazinin bozulmast, viral enfeksiyonlar gibi etkenler DNL gelisimi etkileyebilmektedir
(Ameer ve digerleri, 2014). Bunlarla birlikte fruktoz, DNL iizerinde giiglii bir etkiye sahip
bir monosakkarit olarak tanimlanmistir (J. M. Schwarz ve digerleri, 1994). Fruktozun DNL

yolagina etkisinin sematik gosterimi Sekil 2.5.’te yer almaktadir.



10

Karbonhidratlar (Fruktoz) | Serbest yag asitleri | | Proteinter |

v

Elongasyon

ELOVLE

i ]—[euicon | —»[ Malonitcos || Palmitat (16:0) |9 Stearat (18:0) [ TG
ACLY ~» ACCl - 5 FAS : l 5 lg
. e = o _‘
L i L/ esatiirasyon
Y /
o idi i o /I Palmitolat
| Yag asidi sentezi | | . | G ] it
o (16:1) (18:1)
A"'/ ¥ '
—>  G3P LPA PA DAG ——— TG TG
GPAT AGPAT LIPIN1 DGAT2

T
I Trigliserit sentezi I

Sekil 2.5. De-novo lipogenez (Softic ve digerleri, 2016). (Kisaltmalar: ACC, Asetil-COA
karboksilaz; ACL, ATP sitrat liyaz, AGPAT, l-agilgliserol-3-
fosfatagiltransferaz; DAG, 1,2-diagilgliserol; DHAP, Dihidroksi asetonfosfat;
DGAT, Diagilgliserol agiltransferaz; ELOVL6, Cok uzun zincirli yag asitlerinin
elongasyonu; GAS3P, Gliseraldehit-3-fosfat; G3P, Gliserol-3-fosfat; GPAT,
Gliseraldehit-3-fosfat aciltransferaz; FAS, yag asidi sentaz; LPA, Lizofosfatidik
asit; LPIN1, Lipinl; PA, fosfatidik asit; SCD1, stearil-coA desatiiraz; TG,
Trigliserit).

Asirt kilolu ve obez deney hayvanlarina 10 hafta boyunca giinliik kalori alimlarinin %25’ini
karsilayacak sekilde glukoz veya fruktozla tatlandirilmis igecekler verilmistir. Deney
sirasinda her iki grupta da benzer kilo artis1 goriilmesine karsilik, sadece fruktozla beslenen
hayvanlarda abdominal yaglanma, DNL gibi dlgiitlerin belirgin 6lgiide arttigi goriilmistiir.
Ayrica c¢alisma sonucunda diyet fruktozunun DNL’yi arttirdigi, lipogenik genlerin
ekspresyonundaki artigla dislipidemi gelisimini hizlandirdigy, insiilin duyarliligini azalttigi
gosterilmistir (Stanhope ve digerleri, 2009). Bagka bir caligmada ise, sekiz saglikli erkege 9
giinliik periyotlarda giinliik kalori alimlarinin %25’ini igerecek sekilde yiiksek fruktoz diyeti
uygulanmis ve DNL gelisiminin daha yiiksek oldugu saptanmistir (J.-M. Schwarz ve
digerleri, 2015). Bu da kisa siireli dahi yiiksek fruktoza maruz kalmanin akut ve giiglii bir
sekilde lipogenik yolaklarin aktivasyonu ile DNL gelisimini ve karaciger yaglanmasini
arttirabilecegi gosterilmistir. Ayrica, fruktoz insiilinden bagimsiz bir sekilde yeni protein-

kinaz C (PKC) izoformlarin1 aktive ederek ve NAFLD’ nin ilerlemesini destekleyebilecek
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lipit ara maddeleri iireterek insiilin direncini indiikklemektedir. Bu nedenle diyet
modifikasyonlar ile birlikte fruktoz metabolizmasi ve hepatik DNL yolagini hedefleyen
farmakolojik tedaviler NAFLD’ nin ilerlemesini yavaslatabilmektedir (Softic ve digerleri,
2016).

Fruktozun metabolik etkileri

Khk enzimi, fruktoz metabolizmasindaki ilk adimi katalize etmektedir (Herman & Samuel,
2016). Khk enzim aktivitesi ATP tarafindan inhibe edilmemektedir (Adelman ve digerleri,
1967). Fruktozdan tiiretilen trioz fosfatlar (DHAP ve gliseraldehit), fosfofruktokinazin
distalindeki glikolitik yola girmektedir. Khk knock out farelerde yapilan ¢aligmada yiiksek
fruktozlu diyet sonucu enterosit GLUT5 ekspresyonundaki artigsin azaldigi gézlenmistir
(Patel ve digerleri, 2015). Khk enzimi, Khk-A ve Khk-C olmak tizere iki ugbirlestirme
izoformuna sahiptir ve Khk-C, diisiik Km’si nedeniyle ana fosforilasyon enzimi olarak
bulunmustur. Khk-C, bagirsak, karaciger, bobrek ve pankreasta eksprese edilmektedir.
Bununla birlikte, Khk knock out farelerde yapilan ¢alismada kanda ve idrarda ¢ok yiiksek
fruktoz diizeyleri gosterdiginden Khk’nin fruktoz metabolizmasi igin gerekli oldugu
belirtilmistir (Ishimoto ve digerleri, 2012). Khk-C, karacigerde en yiiksek diizeyde eksprese
edilmistir. Yiiksek fruktoz alimmin karaciger ile ilgili patolojilere neden oldugu birgok
caligmada gosterilmistir (Akar ve digerleri, 2021; Lanaspa ve digerleri, 2013; D.-M. Zhang
ve digerleri, 2017). Ayrica, fruktoz metabolizmasinin diger organlardaki roliinii inceleyen
az calisma oldugundan karaciger, fruktoz metabolizmasinin birincil bdlgesi olarak ifade

edilmektedir.

Fruktoz metabolizmasinda gorevli bir diger enzim olan Aldolaz B, kronik fruktoza maruz
kalma ile indiiklenmektedir (Koo ve digerleri, 2008). Aldolaz B knock out farelerde yapilan
caligmada farelerin diisiik miktar fruktozla karsilastiklarinda bile mortalite ve belirgin
karaciger toksisitesi gelistirdikleri gézlemlenmistir ve bu toksisitenin birikmis F-1-P veya
diger metabolitlerle iligkili oldugu disiinilmektedir (Oppelt ve digerleri, 2015). Bununla
birlikte yiiksek fruktoz konsantrasyonunda, Khk enzimiyle fosforilasyon hizli
gergeklesmesine ragmen aldolaz B reaksiyonu yavas olacagi i¢in ortamda F-1-P birikmesi
beklenmektedir. Biriken F-1-P, yag asidi sentaz gibi lipogenik enzimleri uyararak trigliserit
diizeyini arttirmaktadir. Fruktoz metabolizmasinda fosfofruktokinaz basamaginin

atlanmasiyla, fruktozun asir tiikketiminin ATP’yi kontrolsiiz bir sekilde tiiketmesi; enerji
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yiikiiniin azalmasina, AMP birikimine ve AMP deaminaz tarafindan piirin tiikketimine ve
nihai {irik asit tiretimine yol agmasi beklenmektedir (Johnson ve digerleri, 2013). Khk
enziminin yiiksek fruktoz kaynakli hizli reaksiyon sonucu hiicre i¢i fosfat ve ATP’yi
tilketmesi, hepatositlerde AMP birikimine yol agmaktadir. Hiicre icinde AMP artisi, AMP
deaminazi aktive ederek piirin degradasyonu ve iirik asit olusumuna sebep olmaktadir. Hiicre
icindeki {irik asit miktarindaki artis, Krebs dongiisiinde sitrat1 izositrata ¢eviren akotinaz
enzim aktivitesindeki diislisle birlikte sitratin birikerek sitozole salinmasina neden
olmaktadir (Borges ve digerleri, 2010). Caliceti ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada,
fruktozla beslenme sonucunda hepatositlerde AMP deaminaz akisini aktive ettigi ve viicutta
iirik asit diizeyini arttirdign gsterilmistir (Caliceti ve digerleri, 2017). Urik asit diizeyindeki
artts metabolik sendrom gelisiminde bir belirteg olarak kabul gormeye baglamistir (Billiet
ve digerleri, 2014; Viazzi ve digerleri, 2014). Sitratin sitozoldeki bu artisi, yag asidi sentaz
gibi enzimleri aktive ederek de novo trigliserit sentezi i¢in substrat gorevi gormektedir

(Nakagawa ve digerleri, 2006).

Akut yiiksek fruktoz aliminin, fruktoz karbonlarinin lipogenik 6nciil molekiillere dontigiimii
yoluyla lipit sentezine katkida bulundugu, kronik fruktoz aliminin ise lipogenezisi aktive
ettigi ve bu kapasiteyi daha da arttirabilecegi bilinmektedir. Yiiksek fruktoz diyetiyle lipit
sentezindeki bu artis arasindaki iliski i¢in farkli mekanizmalar One siiriilmektedir. Bunlardan
biri yiiksek fruktoza maruz kalma ile GLUTS in up regiilasyonu ve enterositlerin fruktozu
absorbe etme kapasitesinin arttirilmasidir. Boylece enterositlerde lipit sentezinin arttirilmasi
beklenmektedir (Haidari ve digerleri, 2002). Son zamanlarda yapilan bir g¢aligmada,
karacigerin yani sira ince bagirsagin da fruktoz metabolizmasinda fonksiyonel rolleri oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismada diisiik doz ve yliksek doz fruktozun metabolizmasinin farkh
oldugu, disiik doz fruktozun ince bagirsakta %90 oraninda klerens edildigi, yiiksek doz
fruktozun 6nemli dl¢lide (>%30) karacigere gectigi; bunun ise bagirsak fruktoz klerensinin

doygunlugunu yansittig1 belirtilmektedir (Jang ve digerleri, 2018).

2.2. Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom, abdominal obezite, insiilin direnci, dislipidemi ve arteriyel
hipertansiyon gibi sonuglari olan patolojik bir durum olarak tanimlanmistir (Alberti, 2009).
Metabolik sendromun sebep oldugu bu durumlar Tip 2 Diyabetes Mellitus ve

kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi igin risk faktorii olarak bilinmektedir. 2010 yilinda
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yayimlanan bir meta-analiz caligmasina gore, metabolik sendromlu bireylerde
kardiyovaskiiler hastalik riskinin iki kat, tim mortalite nedenlerinde bir buguk kat artis
saptanmustir (Mottillo ve digerleri, 2010). Ayrica, metabolik sendromun proinflamatuvar
durum, protrombotik durum, NAFLD, kolesterol safra tas1 hastaligi ve tireme bozukluklar
dahil olmak tizere diger komorbiditelerle de iliskili oldugu bildirilmistir (Grundy, 2004,
2016; Koster ve digerleri, 2010; Stenholm ve digerleri, 2010). Diinya ¢apinda asir1 kilo ve
obezite prevalansi son kirk yilda neredeyse ii¢ katina ¢ikmistir ve 21. yiizyilin en ciddi
karsilanmamis halk sagligi sorunlarindan birini temsil etmektedir. Diinyanin dort bir
yanindan popiilasyona dayali ¢alismalardan toplanmig tahminler 1975 ile 2016 yillar
arasinda obezite prevalansiin ¢ocuklarda <%]1'den %6-8'e, erkeklerde %3'ten >%11'e ve
kadimlarda %6'dan %15'e yiikseldigini bildirmektedir (Abarca-Gomez ve digerleri, 2017).
Metabolik sendrom, genetik faktorler, diyet, fiziksel aktivite, yasam tarzi faktorleri ve
cevresel faktorleri iceren gok faktorlii bir etiyolojiye sahiptir (Elder ve digerleri, 2009;
Stancakova & Laakso, 2014).

Amerikan Ulusal Kolesterol Egitim Programi Yetiskin Tedavi Paneli 3 (NCEP ATP I1II),
Diinya Saglk Orgiiti (WHO), Amerikan Endokrinologlar1 Birligi (AACE), Uluslararasi
Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan metabolik sendrom igin farkli tani olgiitleri
onerilmistir. Kriterlerin harmonizasyonu sonucu yapilan toplanti sonucu, Cizelge 2.1°de
verilen metabolik sendrom igin tan1 dlgiitleri belirlenmistir. Bu bes 6l¢iitten en az ti¢iiniin bir

kiside bulunmasi, metabolik sendrom tanis1 koymak icin yeterli bulunmustur.

Cizelge 2.1. Metabolik sendrom tani1 6lgiitleri (Alberti, 2009)

Tan Olgiitleri Degerler

Plazma aglik glukoz diizeyinin artis1 >100 mg/dL

Plazma trigliserit diizeyinin artis1 >150 mg/dL (1.7 mmol/L)

Plazma HDL diizeyinin azalmasi Erkeklerde: <40 mg/dL (1.0 mmol/L);
Kadinlarda: <50 mg/dL (1.3 mmol/L)

Kan basincinin artmasi Sistolik >130 ve/veya diyastolik >85 mm Hg

Bel ¢evresi Erkekte >102 cm; Kadinda >88 cm

Farkli kuruluslarin metabolik sendrom tanimlar1 degisse de bu tanimlar abdominal obezite,
dislipidemi, insiilin direnci ve hipertansiyonu icermektedir. Tanimlardaki bireysel risk
faktorlerinin tanimi1 ve sinirlart degisiklik gostermektedir. Metabolik sendrom iizerinde

caligmalar yapildik¢a ek risk faktorleri ve veriler ortaya ¢ikmaktadir. Bu tanimlamalar
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yapilirken bagirsak mikrobiyotasi tamamen goz ardi edilmistir. Ancak son yillarda yapilan
caligmalardan elde edilen veriler metabolik sendrom risk faktorlerine yol agan

mekanizmalarin bagirsaktan kaynaklanabilecegini gostermistir (Dabke ve digerleri, 2019).

2.3. Fruktoz-Metabolik Sendrom Iliskisi

Metabolik sendrom, bir¢ok sistemde bozukluktan olusan karmasik bir hastaliktir. Metabolik
sendromun o&zelliklerini kapsayan birka¢ sigan modeli bulunmaktadir. Bazi modeller,
metabolik sendromun altinda yatan bir veya daha fazla 6zellik igin segilen ayni soydan
irklardir. Bu modellerin bir kism1 metabolik sendrom 6zellikleri igin genetik risk tagiyan
popiilasyon modelleridir, diyet gibi ¢evresel faktorler tarafindan indiiklenir. Bir kismi ise
spontan monogenik mutant modellerdir veya bu modellerin bir kombinasyonundan tiiretilen
konjenik irklardir (Kwitek, 2019). Laboratuvarimizda ve diger bilim insanlar1 tarafindan
yapilan ¢aligmalarda deney hayvanlarinin diyetine (%60-66) ya da igme suyuna (%10-30)
eklenen saf fruktozun, 3. haftadan baslayarak; insiilin rezistansi, hipertrigliseridemi,
hipertansiyon ve karaciger yaglanmasiyla karakterize metabolik sendrom tablosu
olusturdugu saptanmistir (Ackerman ve digerleri, 2005; Akar ve digerleri, 2012;
Babacanoglu ve digerleri, 2013; Hwang ve digerleri, 1987; Pektas ve digerleri, 2015; Reaven
ve digerleri, 1989; Sadi ve digerleri, 2015; Verma ve digerleri, 1994).

2.4. Bagirsak Mikrobiyotasi

Bagirsak mikrobiyotasi, insan bagirsak sisteminde yasayan ve arkeler, bakteriler, mantarlar,
helmintler ve digerlerinden olusan bir dizi mikroorganizmadan olusmaktadir. Mikrobiyom
ise mikrobiyotanin toplu genom igerigi olarak tanimlanmistir (Dominguez-Bello ve
digerleri, 2019). Saglikl bir yetiskin bireyde 10**ten fazla mikroorganizmadan olustugu &ne
stirilmektedir (Thursby & Juge, 2017). Cocukluk déneminde bagirsak mikrobiyotasinin
olusumunun, alerjiler, ndrolojik bozukluklar ve obezite gibi insan hastaliklarinin gelisiminde
kilit bir faktér olduguna inanilmaktadir, bu da saglikli bir yasam icin bagirsak
mikrobiyotasinin ¢ok énemli bir rolii oldugunu gostermektedir (Milani ve digerleri, 2017;
Zhuang ve digerleri, 2019). Bagirsakta aktif ve dogal mikroorganizma gesitliliginin olmasi
saglik durumunu iyilestirmektedir (Bell ve digerleri, 2018). Yararli bakteriler; enzimler,

vitamin sentezinin arttirtlmasi ve besin maddelerinin korunmasi yoluyla besinleri daha
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sindirilebilir hale getirmektedir. Ayrica, tathi isteklerini azaltmaya ve genel bagirsak

sagligina fayda saglamaya yardimci olmaktadir (Hashemi ve digerleri, 2017).

2.4.1. Bagirsak mikrobiyota bilesimi

Diinya capinda 6ne ¢ikan morbidite ve mortalite nedeni olarak goriilen obezite, diyabet,
kanser, kardiyovaskiiler hastalik gibi durumlarla bagirsak mikrobiyotasi iliskilendirilmistir
(de Vos & de Vos, 2012; Tilg ve digerleri, 2018; L. Zhao, 2013). Bagirsak mikrobiyotasinin
insan saglig1 ve hastaliklarindaki roliine agiklamak igin Insan Mikrobiyom Projesi (HMP)
ve su anda devam etmekte olan MyNewGut projesi dahil olmak iizere yeni ¢alismalar
baslatilmistir (Chaplin ve digerleri, 2018). Saglikl1 bir bagirsak mikrobiyota bilesimini neyin
olusturdugu hala tartisilsa da, bireyin normal bagirsak mikrobiyotasinin miktarinda ve/veya
bilesiminde bir bozulmaya isaret eden disbiyozisin birgok hastalikla giiclii bir sekilde iliskili
oldugu bir¢ok caligmada bildirilmistir. Firmicutes ve Bacteriodetes subeleri insan bagirsak
mikrobiyotasinin yaklasik %90’1m1 olusturmaktadir. Firmicutes subesi mikrobiyotada en
cesitli bakteriyi igeren sube olarak tanimlanmistir (Arumugam ve digerleri, 2011). Kolonik
mikrobiyota, Firmicutes (agirhikli olarak Ruminococcaceae ve Lachnospiraceae),
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria ve Verrucomicrobia (Akkermansia)’nin ana
filumlar1 arasinda dagitilan binlerce tiir ve milyonlarca gen dahil olmak iizere esas olarak
anaerobik bakteriler tarafindan yonetilmektedir (J. Li ve digerleri, 2014; Zoetendal ve
digerleri, 2008).

2.4.2. Bagirsak mikrobiyotasi-metabolik sendrom iliskisi

Yag ve fruktoz gibi diyet bilesenleri ile bagirsak mikrobiyotas1 bilesiminin degisebilecegi
daha onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (Lambertz ve digerleri, 2017; Volynets ve digerleri,
2017; Wei ve digerleri, 2015). Lambertz ve arkadaglar tarafindan hazirlanan derlemede,
diyet igerigi ve yasam tarzi ile mikrobiyota i¢eriginin yiiksek dlciide etkilendigi ve metabolik
hastaliklar i¢in major faktdr olabilecegi belirtilmistir. Ayn1 calismada bagirsak
mikrobiyotasinin diyet lifleri, probiyotik ve prebiyotik icerigi ile zenginlestirilmesinin
metabolik hastaliklar ve NAFLD’de etkili bir tedavi secenegi olabilecegi o6ne siiriilmektedir.
Bagirsak mikrobiyotasi ile metabolik sendrom gelisiminde nedensel bir iligki oldugunu 6ne
siiren galigmalar bulunmaktadir (Turnbaugh ve digerleri, 2006). Bagirsak mikrobiyotasi

dahil biitiin mikroorganizmalarindan arindirilmis aksenik farelerin geleneksel mikroflorayla
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kolonizasyonu viicut agirligini hizla arttirmistir (Backhed ve digerleri, 2005). Aksenik
fareler ve mikrobiyota transferi yapilmis farelerde yapilan benzer ¢alismalar da
monosakkaritlerin bagirsaktan emiliminde 6nemli rol oynadigini 6ne siirmektedir (Béackhed
ve digerleri, 2007). Enerji metabolizmasimin kontroliinde bagirsak mikroflorasinin roli,
glukoz ve lipid metabolizmasinda yer alan genlerin artan ekspresyonu ile iliskilendirilmistir
(Béckhed ve digerleri, 2007). Arastirmacilar, bir lipoprotein lipaz inhibitérii olan Aglikla
Indiiklenen Adiposit Faktoriiniin bagirsak mikroflorasinin kontrolii altinda salindigimi
belirlediler. Bu protein, daha sonra lipoprotein lipaz aktivitesini ve dolayisiyla

lipoproteinlerden serbest yag asitlerinin salinimini kontrol etmektedir.

Yiiksek yagl diyet uygulanan farelerde yapilan bir ¢calismada, bagirsak liimen igeriginin
(g1da antijenleri, bakteriler, bakteriyel metabolitler) ve bakteriyel lipopolisakkaritlerin (LPS)
gecisini kolaylastiran intestinal bariyer hasari olustugu goériilmistiir. Metabolik sendromda
diisiik dereceli kronik inflamasyon durumu, bagirsak disbiyozunun bir sonucu olan
metabolik endotoksemi ile agiklanmuistir (Burcelin ve digerleri, 2009; Cani ve digerleri,
2007). Metabolik hastaliklarin gelisiminin erken déneminde bir tetikleyici faktor olarak
onerilen plazma LPS’leri, insiilin direncinin gelisiminin temel indiikleyicileri olan birkag
sitokinin salimimin gii¢lii bir uyaricisi olarak bulunmustur (Cani ve digerleri, 2007). Ayni
calismada, yiiksek yagli beslenmenin neden oldugu plazma LPS konsantrasyonundaki artis,
metabolik endotoksemiyle iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, hayvan ve insan
caligmalarinda obezite ve insiilin direnci gelisiminin bagirsak mikrobiyotasindaki
Firmicutes ve Bacteroidetes orani ile iligkili oldugu 6ne siirilmiistiir (Akar ve digerleri,
2021; Indiani ve digerleri, 2018; Jumpertz ve digerleri, 2011). Ayrica, bagirsak
mikrobiyotasinin konakg¢1 enerji metabolizmast ve bagirsak bariyer biitlinliigii izerindeki
etkileri de gosterilmistir. Bu kapsamda bagirsak mikrobiyotasi, metabolik sendrom
kosullarma katkida bulunan risk faktorlerini degistirmek i¢in potansiyel hedef olarak

onerilmistir.

2.4.3. Yiiksek fruktoz diyetinin bagirsak mikrobiyotasina etKisi

Son yillarda yapilan caligmalar, yiiksek fruktoz diyetinin kolon mukus kalmligimi ve
intestinal bariyer fonksiyonunu azalttigini, plazma LPS diizeylerini arttirdigini; buna bagh
olarak da bagirsak gec¢irgenligini arttirdigini gostermistir (Akar ve digerleri, 2021; Montrose
ve digerleri, 2021; Volynets ve digerleri, 2017). Yiiksek fruktoz diyetiyle beslenmenin
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kolon mukus kalinligin1 azalmasi ve boylece kolon epiteline bakteriyel erisimin artmast ile
iliskilendirilmistir. Mukus yapisin1 bozdugu bilinen Akkermansia muciniphila bakterisinin
ve kolitle iliskilendirilen Citrobacter rodentium bakterisinin miktarinin yiiksek fruktoz
diyetiyle beslenen hayvanlarda artis1 ve yararl bir bakteri tiirii olan Lactobacillus johnsonii
ve Bifidobacterium psedolongum gibi bakterilerin de miktarinin azalmasi; bu diyetin
bagirsak mikrobiyotasin1 konak aleyhine degistirdigini gostermektedir (Montrose ve
digerleri, 2021). Bununla birlikte diyet faktorleri bagirsak bakteri popiilasyonlarinin
bilesimini etkiler, mikrobiyal besin kaynaklariyla birlikte belirli bakteri tiirleri igin az

elverisli veya ¢ok elverigli ortamlar sagladigi diisiiniilmektedir (Fujisaka ve digerleri, 2018).

2.4.4. Bagirsak mikrobiyotasi-feces metabolit iliskisi

Bagirsak mikrobiyotasindaki organizmalar ve metabolitleriyle konak¢i arasinda bir
etkilesim oldugu kabul edilmektedir. Feces metabolitleri, mikrobiyotanin bilesimini
diizenleyen besin maddeleri (Oliphant & Allen-Vercoe, 2019) veya konakg1 ve bakteri besin
metabolizmasinin yan iriinleri olabilir (M. Li ve digerleri, 2008; Nicholson ve digerleri,
2012). Fegesteki metabolit analizi, mikrobiyota aktivitesinin yansimasi olarak kabul
edilmektedir (Marcobal ve digerleri, 2013). 16S ribozomal RNA (rRNA) sekanslamayla
mikrobiyota profili c¢ikarilabilmesine ragmen, bu yontem genlerin transkripsiyonel
aktivitesini belirleyememektedir (Frias-Lopez ve digerleri, 2008). Ancak feges metabolomik
analizi, konake¢i, diyet ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki metabolik etkilesimi
raporlamakta ve mikrobiyoma sekanslama temelli yaklasimlar sunmaktadir (Marcobal ve
digerleri, 2013).

Bagirsaktaki bakterilerin diyet bilesenlerini kullanarak enerji ve metabolitler iirettigi ve
boylece konak metabolizmasini etkiledigi gosterilmistir (Pedersen ve digerleri, 2016).
Bakteri kaynakli metabolitlerin konak metabolizmasi iizerinde faydali veya zararh etkileri
olabilmektedir. Sindirilemeyen liflerden iiretilen kisa zincirli yag asitlerinin (Short Chain
Fatty Acids, SCFA) obezite ve diyabet onleyici faydali etkileri bulunmustur (Chang ve
digerleri, 2014; Kimura ve digerleri, 2013; Tolhurst ve digerleri, 2012). Ayrica, diyet
proteinlerinden bakteriler tarafindan iiretilen N-nitrozo bilesikleri, amonyak ve hidrojen
stilfiir gibi metabolitler reaktif oksijen tiirlerini ve DNA hasarini indiikleyebilir ve boylece
inflamatuvar yollar1 aktive edebilir (Kim ve digerleri, 2013). Ilgili ¢alismalarda, bagirsak

mikrobiyotas1 bakterileri, iirettikleri metabolitler ve konakgi reseptorleri ve fenotipik
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cevaplari arasinda mekanik baglar oldugu 6ne siiriillmektedir (Dominguez-Bello ve digerleri,

2019).

Mikrobiyota ve metabolitler arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alismada, aralikli kanonik
korelasyon analizi (CCA) ve ikili Spearman’s siralama korelasyonu yontemleri
kullanilmistir. Bu analiz sonucunda mikrobiyota ve metabolit iliskisinin zaman iginde
degistigini, fonksiyonel redundant (genetik kodda ayni amino asitler i¢in ¢oklu kodonlar
bulunmasi) ve sus diizeyi degiskenligi gibi faktorlerin karmasikligr nedeniyle konakg¢1 ve
bakteri metabolizmas: iliskisinde spesifik mikrobiyal etkilerin tespitinin zorluklar igerdigi
anlasilmistir (Nguyen ve digerleri, 2021). Morishima ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada, ragbi oyuncularinin sulu digkilama sikliginin artmasi nedeniyle bagirsak
mikrobiyotasinda bir disbiyoz olabilecegi diisiiniilmiis ve feceslerindeki mikrobiyota
bilesimi ve organik asit miktarlart karsilastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, ragbi
oyuncularinin fegeslerindeki siiksinat konsantrasyonu bes kattan daha yiiksek bulunmustur.
Bu durum bagirsak inflamasyonuyla iliskilendirilmistir. Ayrica, faydali 6zellikleri bilinen
izobutirat ve izovalerat konsantrasyonlar1 da 6nemli 6l¢iide diisiik bulunmustur (Morishima
ve digerleri, 2021). Farkli dozlarda radyasyona maruz birakilan farelerde feges metabolomu
ve metagenomik degisikliklerinin degerlendirildigi bir ¢alismada (Goudarzi ve digerleri,
2016), fegeste radyasyon dozunun artisiyla diizeyi azalan metabolitler gliserik asit,
homogentisik asit, glutakonik asit ve pipekolik asit olarak gosterilmistir. Hippurik asit, taurin
ve Urobilinojen diizeylerinin ise radyasyon dozunun artisi ile arttigi gosterilmistir. Ayrica,
bu calismada farkli zaman noktalarinda feges ornekleri toplanmis ve yapilan analizde
metabolitlerin miktarinin farkli zaman noktalarinda degistigi gozlenmistir. Fekal bakteri
cesitliligi ve karsilagtirmali topluluk yapisinin tespiti i¢in, 16S rRNA sekanslama testi ve
ardindan Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) ve Phyloseq paketleri
kullanilarak biyoinformatik analiz yapilmstir. Istatiksel olarak anlamli iliskiye sahip 20 adet

metabolit ve mikrobiyotadaki bakteri topluluklar1 arasinda interomik baglanti kurulmustur.

Zierer ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, feges metabolomunun yas, cinsiyet,
obezite, genetik etkiler ve bagirsak mikrobiyomundaki tek ve ¢ok degiskenli baghliklar ile
iligkisi incelenmistir. Bu ¢alismada olgiilen 1.116 adet feges metabolitinin 647 tanesi ayni
platformda profillendirilen ayn1 bireylerin kan 6rneklerinde tespit edilmemistir. Bu durum,
feces metabolomunun kan metabolomiklerine tamamlayict  bilgi  sagladigim

diistindiirmiistiir. Ayrica, bu ¢alismada feges metabolomunun bagirsak mikrobiyotasiyla
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iligkilerini degerlendirmek i¢in hem fekal metabolomik hem de 16S rRNA sekanslama
verileri olan denekleri kullanarak yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, 6rnek saklama siiresi ve
ailesel yap1 gibi degiskenler ayarlanmistir. Shannon alfa gesitliligine karsi metabolit
konsantrasyonlar1 regresyonu yapilmistir. Feges metabolit konsantrasyonunu mikrobiyal
betacesitlilige kars1 regrese ederek mikrobiyota tarafindan bagimli olan her bir metabolitin
varyans oranlari tahmin edilmistir. Fekal metabolom ve mikrobiyom arasindaki ¢ok
degiskenli baglliklar1 degerlendirmek i¢in 6rneklerin en az %80’inde saptanan ve bilinen
kimyasal kimlige sahip 423 metaboliti; cinse tam taksonomi atanan 241 Operasyonel
Taksonomik Birimler (OTU) ile birlestiren bir grafik model ¢ikarilmistir. Visseral
yaglanmayla ilgili bagirsak mikrobiyotas1 ve iliskili metabolitler belirlenmis ve Sekil
2.6.°daki sekilde gosterilmistir. Feges metabolitleriyle mikrobiyata arasindaki iliskiler,
visseral yaglanmayla ilgili iliskilerine karsilik gelmektedir. Bu da mikrobiyal metabolik
profilin, taksonomiden ziyade konak fenotipiyle daha yakindan iliskili oldugunu

gostermektedir (Zierer ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.6. Bagirsak mikrobiyotasi ve visseral yaglanma ile iliskili metabolitler. (Zierer ve
digerleri, 2018) (Bu ¢alismada visseral yag kiitlesi 43 fekal amino asitle pozitif;
32 OTU ile pozitif veya negatif (6 tane turuncu renk pozitif, 26 tane yesil renk
negatif) iliskilendirilmistir. Kirmiz1 kareler, bu metabolitler ile OTU'lar ($>0)
arasindaki pozitif iligkileri ve mavi kareler negatif iliskileri (<0); gri karolar,
anlamli olmayan iliskileri gosterir (FDR>%5))

2.4.5. Yiiksek fruktoz diyetinin bagirsak metabolitlerine etkisi

Jang ve arkadaslar tarafindan yapilan bir caligmada, farelere glukoz ve fruktozu isaretli (Ci3
glukoz, Cis fruktoz) verilmis olup fruktozun glukozdan daha kapsamli metabolitlere
doniistiigii ortaya ¢ikarilmistir. Oral yolla verilen isaretli fruktoz, dolasimda glukoz olarak
bulunmus olup fruktozun glukozdan 11 kat daha fazla gliserat iirettigi tespit edilmistir.

Ayrica fruktoz karbonlarnin TCA ara iirlinlerine, glutamat, glutamin ve alanin gibi
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aminoasitlere ve tire dongiisii metabolitlerine (ornilin ve sitriilin) énemli 6l¢iide katkida
bulundugu gosterilmistir. Ilgili c¢alismada laktat, glukonat ve serinde higbir fark
gozlenmemistir. Bu sonuglar, diyette alman fruktozun glukoz, gliserat ve cesitli diger
organik asitlere doniistiiriildiigti gostermektedir (Jang ve digerleri, 2018). Ayrica, bu
caligmada Ci3 fruktozun farelerde intravendz sondasiyla karacigerde kiigiik miktarda F-1-P
ortaya ¢ikmasiyla birlikte ince bagirsakta yogun bir sekilde F-1-P birikimiyle
sonuglanmistir. Ayni1 sekilde fruktoza 6zgii metabolit olan etiketli gliserat da ince bagirsakta
diger organlardan daha yiiksek oranlarda tespit edilmistir. ince bagirsakta bununla birlikte
fruktoz metabolitleri arasindan gliserol-3-fosfat ve birkag¢ organik asit de bulunmustur. Ci3
glukozdan olusan G-6-P yogunlugu ince bagirsakta minimum diizeyde saptanmistir. Bu
kapsamda, ince bagirsagin glukozu pasif olarak ilettigi, fruktozu ise aktif olarak metabolize
ettigi anlagilmaktadir. Ayn1 ¢alismada fegeste yapilan analizde yiiksek fruktoz diyetinin
fegesteki yiiksek miktarda sindirilmemis fruktoz tespitine yol agtig1 goriilmistiir. Ayrica
TCA ara iirlinleri, esansiyel amino asitler ve kisa zincirli yag asitlerinin miktarindaki
degisim, bagirsak mikrobiyotasindaki bakterilerin fruktoz karbonlarini kullanmasiyla
iligkilendirilmistir. Antibiyotik verilen farelerde mikrobiyotadaki bakteri yogunlugu azalmis
ve bu metabolitlerin miktarinda degisim gozlemlenmemistir. Bu durum, ilgili degisimlerin
bakteri yogunlugu ve aktivitesiyle iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, bagirsagin
metabolizma kapasitesini asan ylksek miktarda fruktozun karacigere ve bagirsak
mikrobiyotasina yayildig1 ve buralarda fonksiyon ve bilesimi etkileyerek hastaliklarin

gelisimine neden olabilecegi One siiriilmektedir (Jang ve digerleri, 2018).

Yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin fegeslerinde kisa zincirli yag asitleri,
gliseraldehit, gliserol, D-piroglutamik asit, L-piroglutamik asit, 5-aminovalerik asit gibi
metabolitlerin miktarlarinda 6nemli derecede degisiklik oldugu bir calismada gdsterilmistir.
Fruktoz diyeti sonucu fekal mikrobiyotanin degisimiyle metabolitlerdeki degisimler
iliskilendirilmistir. Calisma gruplari arasinda 6nemli degisiklikler gozlemlenen metabolitler
arasindaki iligkiyi anlamak i¢in 38 metabolit, Ingenuity Pathway Analysis (IPA) sistemine
gonderilmistir. 38 metabolitten 31'1 IPA veri tabaninda eslestirilmistir. Siikkinik asit, laktik
asit, malik asit gibi eslesen metabolitlerin cogunlugu inflamatuvar hastaliklar ve tepkilerle
ilgili bulunmustur. Ayrica, bu ¢alismada yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen hayvanlarda
fruktoz tiiketiminin artistyla karbonhidrat substratinin artmasi ve buna bagli olarak feceste
kisa zincirli yag asitlerinin artmast beklense de bu yag asitlerinin miktarinda diisiis

gozlemlenmigtir. Bu duruma, yliksek fruktoz diyeti sonucu biitirat lireten bakterilerinin
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azalmasiin neden oldugu belirtilmistir. Ayrica, uzun zincirli yag asidi olan margarik asit
miktarimin fruktoz diyeti uygulanan hayvanlarin fegeslerinde arttigi gdzlenmistir. Margarik
asidin yalnizca bakteriler tarafindan iiretildigi bilinmektedir. Bu nedenle, uygulanan diyetle
bagirsak mikrobiyota bilesiminin degistigi ve bunun da margarik asit iireten bakterilerin
artigina neden oldugu 6ne siriilmistiir. Bununla birlikte, fegesteki analizde artan ve azalan
amino asitler tespit edilmis olup bu amino asitlerin mikrobiyotadaki bakterilerin substrati
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Feceste gbézlemlenen iire miktarindaki artig ise bagirsaktaki
bakterilerin metabolizmasinin bozulmasiyla iliskilendirilmistir. Malik asit, TCA
dongiisiiniin bir ara iriiniidiir ve bahsedilen ¢alismada fegeste yiiksek fruktoz diyetiyle
beslenen hayvanlarda diizeyi 6nemli 6l¢iide artmistir. Ayrica anaerobik bakteriler tarafindan
tiretildigi bilinen 5-aminovalerik asit diizeyinde gbzlemlenen artma, bu bilesigi {ireten
bakterilerin  yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen hayvanlarda sayisinin arttigini
diistindiirmiistiir. Yapilan bu ¢alisma, fegesteki metabolitlerin anlamli degistigi durumlarla
glikoliz ara iriinii olan gliseraldehit ve DNL ile iliskisini bildirmistir. Ayrica, fegesteki
piroglutamik asit miktarinda gdzlemlenen anlamli artis, bagirsak mikrobiyotasinin
degismesi sonucu glutatyon metabolizmasinin bozulmasiyla iligkilendirilmistir. Biitiinciil
degerlendirildiginde bu ¢alisma, diyetle iligkili fekal metabolik profilini ortaya ¢ikarmis olup
potansiyel biyobelirteclerin belirlenmesi i¢in yol gostermektedir (Wei ve digerleri, 2015).

Silva ve arkadaslar tarafindan bir ¢alismada, yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen farelerde 2
haftaya bir feces 6rnegi toplanarak H:-NMR spektrometresi ile analiz yapilmis olup fekal
organik asitler ve amino asitlerde bazi degisiklikler goriilmistiir. Bu ¢alismada, Principal
Component Analysis (PCA) ve Partial Least-Squares Discriminant Analysis (PLS-DA)
yontemleri birim varyans Olgeklendirilmesinden sonra gergeklestirilmistir. PCA
skorlamasiyla yiiksek fruktoz diyeti grubunda kontrol grubu ve diger ¢alisma grubuna
(yliksek glukoz diyeti) gore iki farkli yone egilim goézlenmistir. Fruktoz, siiksinat,
fenilalanin, tirozin ve ksiloz, diger diyetlerle beslenen farelere gore fruktozla beslenen
farelerde daha yiiksek diizeyler sergiledigi goriilmiistiir. PLS-DA skorlamasinda, fruktoz
diyetiyle beslenen hayvanlarin verilerindeki sapmanin, fegesteki absorpsiyonu
tamamlanmayan friikktozdan kaynaklandigi oOne siiriilmistiir. Ayrica, fruktoz diyetiyle
beslenen farelerin fegeslerinde Lactobacillus yogunlugunun artmasi, bu tiiriin fruktofilik
(fruktozu fermente edebilen) bakteri olmasiyla bagdastirilmistir (Silva ve digerleri, 2018).
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2.5. Fermente Gidalar, icerikleri ve Saghk Etkileri

Fermente gidalarda meydana gelen faydali mikroorganizmalar, bagirsakta da canliligini
siirdiirebilmektedir. Ulkemizde peynir, kimiz, kefir, yogurt gibi fermente siit iiriinleriyle
birlikte tursu, salgam gibi bitkisel kaynakli fermente iirlinler bulunmaktadir. Yapilan
caligmalarda fermente gida ve igeceklerin, bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini
degistirebilecegi, bagirsak gecirgenliginin kontroliinii iyilestirebilecegi, intestinal bariyer
islevini artirabilecegi, sindirim enzimlerini aktive edebilecegi ve kisa zincirli yag asitleri ve
vitaminlerin liretimine yardimci olabilecegi gosterilmistir (Bell ve digerleri, 2018; Kok &
Hutkins, 2018; Sanlier ve digerleri, 2019). Ek olarak bu ¢aligsmalarda, fermente gidalarin
prebiyotik, antimikrobiyal, antiinflamatuvar ve antioksidan aktiviteleri olan biyoaktif
bilesiklere ve peptitlere sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, fermente gidalarin
tilkketiminin metabolik sendrom, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi belirli
hastaliklarin goriilme riskini azalttig1; laktoz intolerans1 semptomlarini hafiflettigi; ve genel

olarak bagisiklig1 gii¢lendirdigi belirtilmektedir.

Giintimiizde fermente gidalar arasinda probiyotikler 6ne ¢ikmaktadir. Probiyotikler, yeterli
miktarlarda uygulandiginda konakg¢iya saglik agisindan fayda saglayan canh
mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. Prebiyotikler, konak¢iya saglik acisindan fayda
saglayan canli olmayan bir gida bileseni olarak tanimlanmaktadir (Hill ve digerleri, 2014).
Laktik asit bakterilerinden Lactobacillus ve Bifidobacteria tiirleri insan sagligina katkilari
onemli olan probiyotikler olarak kanitlanmistir (Kok & Hutkins, 2018). Giinliik diyetin
prebiyotik ve probiyotikler kullanilarak zenginlestirilmesi, bagirsak mikrobiyotasinin
modiilasyonu yoluyla metabolik sagligr iyilestirmek i¢in yararli bir strateji olarak
onerilmistir. Bu baglamda, probiyotik susun icerigi, formiilasyonu, hedeflenen sonug,
uygulama siiresi, konak¢r metagenomu gibi degiskenler nedeniyle elde edilen sonuglar
tutarsiz olarak bulunmustur (Cani & Van Hul, 2015; Le Barz ve digerleri, 2015). Dolayisiyla
cesitli bakteri suslariyla konakg1 arasindaki mekanizma karmasik olarak degerlendirilmistir.
Ayrica, farkli bakteri suslarinin bagirsagin farkli kisimlarimi hedef almasi ortaya ¢ikan

etkinin de farkli olmasin1 saglayacaktir (Cani & Van Hul, 2015).

Sinbiyotik terimi, probiyotikleri ve prebiyotikleri bir sinerjik bir etkiyle birlestiren gida
takviyelerini ifade etmektedir. Yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen si¢anlarda Lactobacillus

fermentum CECTS5716 ve fruktooligosakkaritlerden olusan sinbiyotik kombinasyonunun
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etkisi arastirilmistir. Sinbiyotik takviyesinin, siganlarda fruktozun neden oldugu diisiiniilen
disbiyozis, hepatik steatozis, endotoksemi, insiilin direnci, bagirsak bariyer fonksiyonunda
hasar gibi patolojik etkileri onledigi tespit edilmistir (Rivero-Gutiérrez ve digerleri, 2017).
Yiiksek fruktozla beslenen siganlarda Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus helveticus
tiirlerini igeren takviyenin, testis dokusunda bazi protein diizeylerinin ekspresyonununda
degismeye yol actig1 goriilmiistiir. Bu durum, ilgili bakteri tiirleriyle probiyotik takviyenin,
fruktozla indiiklenen apoptozu azaltabilecegini gostermektedir (Yildirim ve digerleri, 2020).
Bagka bir ¢alismada, yiiksek diizeyde fermente edilebilir diyet lifi iceren bir diyetle beslenen
sicanlarin, diyete bagli obeziteye ve ilgili metabolik hastaliklara kars1 korundugu
goriilmiistir (Cani ve digerleri, 2005). Bu ¢alismada, 35 giin boyunca bir diyet lifi olan
oligofruktoz ile 6n isleme tabi tutulan sicanlar, yiiksek yagh diyet yapildiginda hiperfaji, kilo
artis1 veya serum trigliseritlerinde artis sergilememistir. Boylece liflerin mikrobiyal
fermentasyonu ile iiretilen metabolitlerin, endojen peptitler olan glukagon benzeri peptit-1

(GLP-1) ve GLP-2'nin iiretimini uyardigi 6ne siiriilmiistiir.

2.6. Kefir

Kefir; laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri, laktozu fermente eden maya ve fermente
olmayan mayadan olusan tek bir kiiltiirin olusturdugu fermente bir siit tirtiniidiir (Bengoa ve
digerleri, 2019; Rosa ve digerleri, 2017). Kefir, igerigindeki ekzopolisakkaridazlar, biyoaktif
peptitler ve konjuge yag asitleri ve birgok bakteriyosinle fonksiyonel potansiyele sahip,
diisiik maliyetli ve kolay ulasilabilir bir gida iirlinlidiir. Ayrica kefirin mikrobiyal igerigi;
kefir tanelerinin cinsine, siitlin cinsine ve bilesimine, kiiltiir ortamina, fermentasyon siiresi

ve sicakligina, saklama kosullarina bagli olarak degismektedir (Rosa ve digerleri, 2017).

2.6.1. Kefirin saghk iizerine etkileri ve deneysel calismalar

Son arastirmalar kefir takviyesinin saglik durumu tizerine faydali etkilerini gostermektedir.
Kefiran ~ matriksinin,  antitimor, immiinomodiilatér, antifungal, antibakteriyel,
antiinflamatuvar ve antioksidan etkinlik tasidig1 da gosterilmistir. Yiiksek yag ve yiiksek
fruktoz igerikli diyetle obezite, tip 2 diyabet ve hiperlipidemi tablosu olusturulmus
sicanlarda, 90 giin boyunca 10 mL/kg (viicut agirlig1) kefir uygulamasinin histolojik toksisite
gostergesi degisimleri tersine g¢evirdigi ve pankreatik lipaz ve alfa amilaz diizeylerini

diistirdiigii tespit edilmistir (Tiss ve digerleri, 2020). Metabolik sendrom olusturulmus
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sicanlarda yapilan bir calismada, giinliik 1 ml kefir verilen grupta 10 haftalik bir uygulama
sonucunda plazma ve karaciger trigliseritleri, insiilin direnci, aclik glukoz ve ac¢lik insiilin
degerleri, pro-inflamatuvar sitokin ekspresyonunda azalma ve anti-inflamatuvar sitokin
ekspresyonunun artma gozlenmistir. Boylece, kefir uygulamasimin metabolik sendrom
tablosunu iyilestirdigi sonucuna varilmistir (Rosa ve digerleri, 2016). Bir baska ¢alismada,
saglikli farelere Lactobacillus kefiri oral gavaj yoluyla 21 giin boyunca uygulanmis olup
anti-inflamatuvar etki ¢esitli parametrelerle gosterilmistir (Carasi ve digerleri, 2015). Alt1
hafta boyunca i¢cme sularma %20 a/h fruktoz eklenerek metabolik sendrom tablosu
olusturulan farelerde yapilan bir diger ¢calismada, 6 haftalik siiregte iki giine bir siit i¢erisinde
Lactobacillus kefiri uygulanmistir. Fegesteki mikrobiyota bilesimine bakildiginda yiiksek
fruktoz diyeti sonucu Lactobacillus tiirlerinin miktarinin azaldigi ve Bacteroidetes fragilis
miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, L. kefiri uygulamasi sonucu yiiksek fruktoz
diyetiyle beslenen ve beslenmeyen farelerde Firmicutes ve Bacteroidetes filumlarinda ve
Lactobacillus murinus ve Bacteroides fragilis tiirlerinin yogunlugunun arttig1 goriilmiistiir
(Zubiria ve digerleri, 2017).

2.6.2. Kefirle ilgili klinik ¢calismalar

Metabolik sendrom, tip 2 diyabet, obezite, hiperkolesterolemi hastaligina sahip insanlarda
kefir takviyesi ile galismalar yapilmis olup birtakim olgiitler degerlendirilmistir (Bellikci-
Koyu ve digerleri, 2019; Fathi ve digerleri, 2016; Ostadrahimi ve digerleri, 2015; Praznikar
ve digerleri, 2020; St-Onge ve digerleri, 2002). Ostadrahimi ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢caligmada, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacteria tiirlerini
iceren 600 ml/giin kefir tiikketiminin, tip 2 diyabetli hastalarda aglik kan glukoz degeri ve
glukozile hemoglobin iizerinde faydali etkileri oldugunu bildirmislerdir (Ostadrahimi ve
digerleri, 2015). Hiperkolesterolemi tanili insanlarda yapilan bir ¢alismada, dort hafta
boyunca 500 ml/giin kefir tiikketiminin kandaki lipit profili iizerinde higbir etkisi olmadigini
gostermistir (St-Onge ve digerleri, 2002). Ancak, ayni tiiketimin fegesteki toplam bakteri
icerigini ve kisa zincirli yag asitlerinin miktarini arttirdig1 bulunmustur. Obez ve fazla kilolu
premenopozal kadinlarda yapilan ¢aligmada, sekiz hafta boyunca giinde iki porsiyon kefirin
hem lipit profilinde hem de kilo ydnetiminde siite benzer bir iyilesmeye yol actigini
gostermistir (Fathi ve digerleri, 2016). Metabolik sendromlu hastalarda yapilan ¢alismada,
12 hafta boyunca, 180 ml/giin Lactococcus lactis subsp. laktis, Lactococcus lactis subsp.

cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subsp.
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cremoris, Lactobacillus kefir, Kluyveromyces marxianus ve Saccharomyces unisporus
tirlerini igeren kefir tiikketimi fegesteki Actinobacteria miktarinda artisa yol agmugtir
(Bellikci-Koyu ve digerleri, 2019). Aym calismada aglik insiilin degeri ve HOMA-IR
(Insiilin Direncinin Homeostatik Modeli Degerlendirmesi) degerlerinde artis gériiliirken,
TNF-a ve IFN-y gibi proinflamatuvar sitokinlerin degerinde azalma tespit edilmistir. Ilgili
calisma, bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerle biyokimyasal durum ve antropometrik
Ol¢timler arasindaki iliskiyi ortaya koymustur. Ayrica, viicut yag kiitlesiyle Bacteroidetes
miktar1 arasinda negatif bir korelasyon, Firmicutes ve Actinobacteria miktariyla da pozitif
bir korelasyon gdzlemlenmistir. Insanlarda kefir tiiketimiyle saptanan tepkilerdeki
degisiklik, kefir bilesimindeki degisikliklerden, farkli ¢alisma diizenleri, katilimecilarin
calisma baglangicindaki metabolik profilindeki farkliliklardan kaynaklanabilmektedir. Bir
calismada, probiyotiklerin, baslangi¢ toplam kolesterol diizeyleri yiiksek (251-300 mg/dL)
hastalarda, baslangi¢ toplam kolesterol diizeyleri diisiik (200-250 mg/dL) olan hastalara gore
daha etkili oldugunu gostermistir (Fuentes ve digerleri, 2013). Benzer sekilde bagka bir
calismada, probiyotik takviyesinin yalnizca baslangigtaki aclik kan sekeri diizeyi 7 mmol/L
ve lizerinde olan hastalarda etkili oldugunu gostermistir (Nikbakht ve digerleri, 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Diyet

Bu tez calismasinin protokolii Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan G.U.ET-22.028 kodu ile onaylanmistir. Siganlarda metabolik sendrom modeli
olusturulmasiyla ilgili uygulanan asamalar ve fegesteki organik asit tayini i¢in yontem

asagida yer almaktadir.

Yiiksek fruktoz divetiyle metabolik sendrom modeli olusturulmasi:

4 haftahk erkek Wistar sicanlar Ankara Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Merkezi'nden temin edilmistir. Hayvanlar, 12/12 saat aydmlik-karanlik periyoduna
ayarlanmig, sicaklik (22°C) ve nem kontrollii odalarda standart yem ve suya serbestge
ulasabilecek sekilde yerlestirilmistir. Bir haftalik akomodasyon periyodunun ardindan farkl
gruplara ayrilmistir. igme suyu iginde siganlara fruktoz verilerek metabolik sendrom tablosu
olusturulmustur. Fruktoz ve kefirin dozu ve siiresi Oon deneylerle tespit edilmistir.
Hayvanlarin baslangi¢ ve siire¢ i¢indeki viicut agirliklari, tiikettikleri yem ile igtikleri s1vi
miktarlar1 haftalik 6lgiimlerle kaydedilmistir. Deney hayvanlari, standart sigan yemi (%62
nigasta, %4 yag, %23 protein, %7 seliiloz ile vitamin ve mineral karigimi) ile beslenmistir.
Deney siiresi sonunda hayvanlar ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile Gtenazi

edilmistir.

Gruplar

1. Kontrol: Hayvanlar, 15 hafta boyunca igme suyu almaya devam etmistir. 10. haftadan
baslayarak gavaj ile placebo (igme suyu (1 ml/100 g); 6 hafta) verilmistir (n=6).

2. Fruktoz: Hayvanlara 1. haftadan itibaren 15 hafta boyunca %20 fruktoz i¢eren icme suyu
verilmistir. 10. haftadan baglayarak gavaj ile placebo (igme suyu (1 ml/100 g); 6 hafta)

verilmistir (n=6).

3. Fruktoz+Kefir: Hayvanlara 1. haftadan itibaren 15 hafta boyunca %20 fruktoz igeren igme
suyu verilmistir.10. haftadan itibaren gavaj ile kefir (1 ml/100g; 6 hafta) olarak verilmistir
(n=6).



28

Fruktoz icerikli soliisyon hazirlanmasi

Sicanlarda metabolik sendrom tablosu olusabilmesi i¢in, igme suyu igerisinde %20 fruktoz,
15 hafta boyunca verilmistir. Igme suyu igerisinde %20 a/h fruktoz igeren soliisyon haftada
iki kez hazirlanmistir. Soliisyon +4°C de saklanmistir. Bu soliisyon, hayvanlara verilmeden

once calkalanip su kaplarina eklenmistir.

Kefirin mayalanma siireci ve hazirlanmasi

Hayvanlara uygulanan kefir, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi'nden temin edilen tam
yagl giinliik siitiin %5 kefir daneleri ile 22°C'de, 24 saat siire boyunca mayalanmast ile elde
edilmigstir. Her iki glinde bir yeni kefir {iretimi yapilmistir. Hayvanlara kefir intragastrik

sondayla 1 ml/100 g olarak uygulanmustir.

Sicanlardan feces orneklerinin alinmasi

Deney siiresi sonunda hayvanlar ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile Gtenazi
edilmigtir. Rektal feges Ornekleri steril tiiplere alinmistir. Sivi  nitrojen iginde

dondurulmustur ve analize kadar -85°C'de saklanmustr.

3.2. Kimyasal Maddeler

Tez calisgmasinda kullanilan fruktoz,  Danisco Sweeteners OY  (Finlandiya)’dan
saglanmistir. Organik asit analizi deneylerinde Jasem Kantitatif Organik Asit LC-MS/MS

analiz kiti kullanilmistir.

3.2.1. Kullanilan ¢ozeltiler

Feces Orneklerinin hazirlanmasinda kullanilan ¢cozeltiler

e 500 pul ekstraksiyon reaktifi: Distile su:asetonitril, 50:50
e Kararli izotop etiketli internal standart karigimi

e Organik asit reaktif-1
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3.3. Arac ve Geregler

Jasem Kantitatif Organik Asit LC-MS/MS analiz kiti (Sem Laboratuar Cihazlar1 Pazarlama
San. ve Tic. A.S., Istanbul, Tiirkiye) kantitatif tayinler i¢in kullanilmustir. Kit igeriginde
analitik kolon, kalibrantlar, kararl1 izotop etiketli internal standart karisimi ve 6rnek hazirlik
reaktifi bulunmaktadir. Ayrica hassas terazi, -85 C derin dondurucu, vorteks, LC-MS/MS
cihazi (Agilent HPLC sistemine bagli Ultivo tandem kiitle spektrometresi; 6465B, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) kullanilmistir.

3.4. Yontemler

Fekal matriksin heterojen ve karmasik yapisi nedeniyle feges drnegi hazirlamak igin farkl
yontemler bulunmaktadir. Olgiimii yapilmak istenen metabolite gore secilen yontemle analiz
yapilabilmektedir. Feges oOrneklerinde metabolomik analiz calismasi ig¢in, Ornekteki
metabolitleri ekstrakte etmek ve LC-MS/MS veya NMR gibi analitik platformlarda erisilir
hale getirmek gerekmektedir (Moosmang ve digerleri, 2019; Xu ve digerleri, 2015).
Metabolomik galismalarda tercih edilen spektroskopik teknikler, NMR spektroskopisi ve
GC veya LC ile birlestirilmis kiitle spektroskopisi yontemleridir. GC-MS yontemiyle
yapilan ¢aligsmalarda 100 civarinda metabolit tanimlanabilirken, LC-MS ydntemiyle yapilan

caligmalarda 500’e yakin tanimli metabolit 6l¢iilebilmektedir (Zeki ve digerleri, 2020).

Bu tez ¢alismasi i¢in, daha once fegeste yapilan metabolomik analiz ¢alismalar (Liao ve
digerleri, 2019) dikkate alinarak LC-MS/MS yontemi segilmistir. Bu ¢aligmada tercih edilen
su ve asetonitril karigimi, fekal metabolomun LC-MS yontemiyle analiz yontemlerinin
arastirildigr bir ¢aligmada optimal ekstraksiyon ve pik diizeyi saglayan ¢oziicli karisimi
oldugu saptanmistir (Xu ve digerleri, 2015). Kullandigimiz yontemde, fegces matriksindeki
kompleks yapidan kaynakli interferansi engellemek i¢in ise izotop etiketli internal standart

kullanilmustir.

3.4.1. Feceste organik asit analiz yontemi

Ornek analizleri, Agilent HPLC sistemine bagl Ultivo tandem kiitle spektrometresinde
(6465B, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) gergeklestirilmistir. Organik asit
tayini, Conformity European In Vitro Diagnostic (CE-IVD) sertifikali valide edilmis Jasem
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Kantitatif Organik Asit LC-MS/MS analiz kiti (Sem Laboratuar Cihazlar1 Pazarlama San.
ve Tic. A.S., Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak yapilmustir. lgili analiz kitinin T.C. Saglik
Bakanligi Uriin Takip Sistemi (UTS) kayd: bulunmaktadir. Kullanilan yontemle ilgili

validasyon parametreleri Ek-2’de verilmistir.

Analitik caligma stireci, ilgili ticari iirline ait mobil fazlar (mobil faz A ve B), analitik kolon,
kalibrantlar, kararli izotop etiketli internal standart karisimi ve ornek hazirlik reaktifi
kullanilarak tamamlanmistir. Her bir organik asit i¢in farkli konsantrasyon degerlerinde
(Level 1-6) hazirlanmis kalibrantlar analizlenerek organik asitler i¢in kalibrasyon egrileri
olusturulmaktadir. Bu kalibrasyon egrisinin x ekseni konsantrasyon (ppm biriminde), y
ekseni ise kiitle dedektoriinden alinan sinyal cevabini gostermektedir. Bu konsantrasyon
degerleri ve bazi organik asitlerin alti noktali kalibrasyon egrileri Ek-3’te verilmistir.
Kantitatif tayin i¢in bu degerler kullanilmakta olup, matris etkisini kompanse etmek adina
kararli izotop etiketli internal standart karistmindan yararlanilmistir. Tayini yapilmak istenen
analitler (organik asitler) i¢in LC-MS/MS yonteminin parametrelerinin detaylar1 asagida

verilmistir.

Feces orneklerinin hazirlanmasi

Feges orneginden 20 mg alinarak 500 ul ekstraksiyon reaktifi (distile su:asetonitril, 50:50)
eklenmistir ve 15 dakika boyunca oda sicakliginda karistirilmistir. Santrifiij isleminin
ardindan elde edilen ekstrakt, kit protokolleri takip edilerek ilgili kit bilesenlerinin
uygulanmasiyla LC-MS/MS analizlerine hazir hale getirilmistir.

Organik asitlerin tayini icin ornek hazirlig

Ekstraktan 100 pL alinarak bir HPLC viyaline aktarilmistir ve tlizerine 25 pL organik asit
internal standart karisimi eklenerek 5 saniye boyunca vortekslenmistir. Daha sonra, 275 uLL
Organik Asit Reaktif-1’i eklenerek 5 saniye daha vortekslenmistir. Ornek hazirlik islemlerini
takiben, analiz kit metotlarinin parametrelerine gore ayarli LC-MS/MS sistemine

enjeksiyonlar gergeklestirilmistir.
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Organik asitlerin LC-MS/MS sistemi ile analizi

Kromatografik aywrma islemi, farkli analitlerin yer aldigi iki panel seklinde
gergeklestirilmistir. Panel 1 i¢in kosullar su sekildedir; 0.4 ml/dk'lik bir akis hizinda gradyan
elisyonu ile mobil faz A ve B kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda 2 dakika
boyunca mobil faz A %100’de sabit tutuldu, 2-5 dakika arasinda mobil faz A %65'e
diistirtildii, 5-8 dakika periyodunda ise mobil faz A %35’¢ indirildi, sonrasinda mobil faz A
baslangi¢c kosulu olan %100°e geri dondiiriilmiistiir. Analiz siiresi toplam 12 dakikadir.
Analitik kolon ve otomatik numune alma cihazinin sicakliklar1 sirasiyla 40°C ve 8°C'de
tutulmustur. Panel 2 i¢in ise; 0.5 ml/dk'lik bir akis hizinda gradyan eliisyonu ile mobil faz A
ve B kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda 3 dakika boyunca mobil faz A %98’de
sabit tutuldu, 3-9 dakika arasinda mobil faz A %80'e diistirtildii, sonrasinda mobil faz A
baslangi¢ kosulu olan %98’e geri dondiiriilmiistiir. Analiz siiresi toplam 12 dakikadir. Her
iki panelde de pozitif ve negatif elektrosprey iyonizasyon (ESI) modu, organik asitler ve
internal standardin deprotonlanmis formu (m/z = [M-1]-) ve protonlanmis formu (m/z =
[M+1]+) seklinde saptanmas1 i¢in uygulanmustir. Iyon kaynag kurutma gazi sicakligs 150°C,
kurutma gaz1 akist 10 1/dak, nebulizator basinci 40 psi, kilif gaz1 sicakligr 400°C, kilif gazi
akist 10 1/dak ve kapiler voltaj hem pozitif hem de negatif polarite i¢in 2500 V olarak
ayarlanmigtir. MS/MS dedeksiyonu, her bir 6nciil iyon-iiriin iyon kiitle ge¢isi igin ortak
degeri temsil eden voltaj biriminde her {iriin iyonu igin 6zel bir degere sahip optimum
carpisma enerjileri ile elde edilmistir. Tlgili protokole gore yapilan analizle organik asidin
hedeflenen internal standarda pik alan orani, hedeflenen organik asit konsantrasyonunun
tespitinde degerlendirilmistir. Sistemin isletilmesi i¢in Agilent MassHunter Data
Acquisition yazilimi, kantitatif ve kalitatif islemler icin ise sirasiyla MassHunter

Quantitative Analysis ve Qualitative Analysis yazilimlari kullanilmistir.

3.4.2. istatistiksel analiz:

Sonuglar, ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Sonuglarin istatistiksel
analizi, one-way ANOVA kullanilarak hesaplanmistir. p degeri 0.05’den kiiciik ise, bulgu
anlamli olarak degerlendirilmistir. Istatiksel analizler ve grafik ¢izimlerinde GraphPad Prism

(versiyon 8.0.2) programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Feceste Organik Asitlerin LC/MS-MS ile Analizi

Calisma gruplarindaki siganlar i¢in feges oOrneklerinde 31 adet organik asit miktari
incelenmistir. Sicanlarin feges drnekleri i¢in tespit edilen degerler pg/ml cinsinden Ek-4’te
verilmistir. Fruktoz ve Fruktoz+Kefir gruplarindan birer adet sicanin feceslerindeki organik

asit miktarlarinin 6l¢iimii teknik sorunlar sebebiyle yapilamamustir.

Yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen grupta kontrol grubuna gore; 2-OH-fenilasetik asit, 3-
fenillaktik asit, fumarik asit, homogentisik asit, 4-OH-fenillaktik asit, 2-OH-glutarik asit,
sitrik asit ve glutakonik asit olmak iizere sekiz organik asit diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma saptanmustir. 3-OH-2-metil biitanoik asit, 3-metil glutakonik asit, glikolik
asit, N-asetiltirozin, oksoprolin, sebasik asit, 2-OH-izovalerik asit, 2-OH-3-metilpentanoik
asit, 2-OH-izokaproik asit, 3-OH-izovalerik asit, 3-OH-propanoik asit, 3-OH-glutarik asit,
adipik asit, etilmalonik asit, glutarik asit, metilmalonik asit, suberik asit, piriivik asit ve
siiksinik asit diizeyleri ise azalma egilimi gostermistir. N-asetilaspartik asit ve laktik asit
diizeyleri artma egilimi gostermistir. Malik asit ve 3-OH-pentanoik asit diizeylerinde ise

herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir.

Kefir takviyesiyle beslenen grupta yiiksek fruktoz grubuna gore; glutakonik asit ve
etilmalonik asit diizeyleri anlamli derecede artmistir. 2-OH-fenilasetik asit, 3-metil
glutakonik asit, fumarik asit, homogentisik asit, malik asit, N-asetiltirozin, oksoprolin,
sebasik asit, suberik asit, 2-OH-glutarik asit, 3-OH-izovalerik asit, 3-OH-propanoik asit, 3-
OH-glutarik asit, 3-OH-pentanoik asit, adipik asit, sitrik asit, glutarik asit ve piriivik asit
diizeyleri artma egilimi gostermistir. Laktik asit ve siiksinik asit diizeyleri azalma egilimi
gostermistir. 3-OH-2-metilbiitanoik asit, 2-OH-3-metilpentanoik asit, 3- fenillaktik asit,
glikolik asit, N-asetilaspartik asit, 4-OH-fenillaktik asit, 2-OH-izovalerik asit, 2-OH-
izokaproik asit ve metilmalonik asit diizeylerinde ise herhangi bir degisiklik tespit

edilmemistir.
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4.1.1. Feceste 2-OH-fenilasetik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges orneklerinde 2-OH-fenilasetik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore anlamli Gl¢iide azaldigi belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 2-OH-fenilasetik asit diizeyinin fruktoz grubuna goére artis egilimi gosterdigi

saptanmuigtir.
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2-OH-fenilasetik asit (ug/ml)

0.00- .

Kontrol Fruktoz Fruktoz+Kefir

Sekil 4.1. Siganlarin feges 2-OH-fenilasetik asit diizeyleri

Degerler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6. *p<0.05 kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farkliligi géstermektedir.

4.1.2. Feceste 3-fenillaktik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges drneklerinde 3-fenillaktik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamh 6l¢iide azaldigi belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feces drneklerinde 3-

fenillaktik asit diizeyinde fruktoz grubuna gore herhangi bir degisiklik saptanmamustir.
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Sekil 4.2. Siganlarin feges 3-fenillaktik asit diizeyleri

Degerler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6. *p<0.05 kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilig1 gostermektedir.

4.1.3. Feceste fumarik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges Orneklerinde fumarik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamli 6lgiide azaldigi belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feces 6rneklerinde

fumarik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi saptanmuistir.

20

Fumarik asit (ug/ml)

T
Kontrol Fruktoz Fruktoz+Kefir

Sekil 4.3. Siganlarin feges fumarik asit diizeyleri
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Degerler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6. *p<0.05 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilig1 gostermektedir.

4.1.4. Fegeste glikolik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges orneklerinde glikolik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges orneklerinde

glikolik asit diizeyinde fruktoz grubuna goére herhangi bir degisiklik saptanmamustir.
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Sekil 4.4. Sicanlarin feges glikolik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.5. Fegeste homogentisik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges 6rneklerinde homogentisik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamli dlgiide azaldig1 belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges 6rneklerinde

homogentisik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi saptanmistir.
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Sekil 4.5. Sicanlarin feges homogentisik asit diizeyleri

Degerler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6. *p<0.05 kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilig1 gostermektedir.

4.1.6. Feceste 4-OH-fenillaktik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges orneklerinde 4-OH-fenillaktik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide azaldigi belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 4-OH-fenillaktik asit diizeyinde fruktoz grubuna gore herhangi bir degisiklik

saptanmamistir.
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Sekil 4.6. Siganlarin feges 4-OH-fenillaktik asit diizeyleri
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Degerler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6. *p<0.05 kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

4.1.7. Feceste 2-OH-izovalerik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen si¢anlarin feges orneklerinde 2-OH-izovalerik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 2-OH-izovalerik asit diizeyinde fruktoz grubuna goére herhangi bir degisiklik

saptanmamigstir.
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Sekil 4.7. Sicanlarin feges 2-OH-izovalerik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.8. Fegeste 2-OH-glutarik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen si¢anlarin feges Orneklerinde 2-OH-glutarik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore anlamli Glglide azaldigi belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 2-OH-glutarik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi

saptanmuigstir.
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Sekil 4.8. Siganlarin feges 2-OH-glutarik asit diizeyleri

Degerler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6. *p<0.05 kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.
4.1.9. Feceste 3-OH-izovalerik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges orneklerinde 3-OH-izovalerik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 3-OH-izovalerik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi

saptanmigtir.
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Sekil 4.9. Sicanlarin feges 3-OH-izovalerik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
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4.1.10. Fegeste 3-OH-propanoik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen sicanlarin feges orneklerinde 3-OH-propanoik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 3-OH-propanoik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi

saptanmuigtir.
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3-OH-propanoik asit (ng/ml)

Sekil 4.10. Sig¢anlarin feges 3-OH-propanoik asit diizeyleri
Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
4.1.11. Feceste adipik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen sicanlarin feges Orneklerinde adipik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore disiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges orneklerinde

adipik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi saptanmistir.
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Sekil 4.11. Siganlarin feges adipik asit diizeyleri
Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
4.1.12. Feceste sitrik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges 6rneklerinde sitrik asit diizeyinin kontrol grubuna
gore anlamli 6l¢iide azaldig1 belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges 6rneklerinde sitrik asit

diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4.12. Sicanlarin feges sitrik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6. *p<0.05 kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farkliligi gostermektedir.
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4.1.13. Feceste etilmalonik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges orneklerinde etilmalonik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore diisiis egilimi gosterdigi belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges 6rneklerinde
etilmalonik asit diizeyinin fruktoz grubuna goére anlamli diizeyde artis gosterdigi

saptanmuigtir.
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Sekil 4.13. Sicanlarin feges etilmalonik asit diizeyleri

Degerler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6. #p<0.05 fruktoz

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

4.1.14. Feceste glutakonik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen si¢anlarin feges 6rneklerinde glutakonik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamli dlgiide azaldig1 belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges 6rneklerinde

glutakonik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore anlamli diizeyde artig gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4.14. Sicanlarin feges glutakonik asit diizeyleri

Degerler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6. *p<0.05 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1; #p<0.05 fruktoz grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

4.1.15. Fecgeste laktik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen si¢anlarin feges oOrneklerinde laktik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore artis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feces drneklerinde laktik

asit diizeyinin fruktoz grubuna gore diislis egilimi gosterdigi saptanmastir.
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Sekil 4.15. Sicanlarin feges laktik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.



44
4.1.16. Fecgeste siiksinik asit diizeyi
Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges orneklerinde siiksinik asit diizeyinin kontrol

grubuna gore distis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges 6rneklerinde

siiksinik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore diisiis egilimi gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4.16. Sicanlarin feges siiksinik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.17. Fegeste 3-OH-2-metilbiitanoik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges Orneklerinde 3-OH-2-metilbiitanoik asit
diizeyinin kontrol grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feces
orneklerinde 3-OH-2-metilbiitanoik asit diizeyinde fruktoz grubuna gore herhangi bir

degisiklik saptanmamaistir.
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Sekil 4.17. Sicanlarin feces 3-OH-2-metilbiitanoik asit diizeyleri
Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
4.1.18. Feceste 3-metilglutakonik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feces 6rneklerinde 3-metilglutakonik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 3-metilglutakonik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi

saptanmigtir.
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Kontrol Fruktoz Fruktoz+Kefir

Sekil 4.18. Siganlarin feges 3-metilglutakonik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
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4.1.19. Fegeste malik asit diizeyi
Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges Orneklerinde malik asit diizeyinde kontrol

grubuna gore herhangi bir degisiklik saptanmamustir. Kefir takviyesiyle feges 6rneklerinde

malik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4.19. Sicanlarin feges malik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.20. Feceste N-asetilaspartik asit diizeyi

Fruktoz diyeti beslenen siganlarin feges drneklerinde N-asetilaspartik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore artis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesi ile feges 6rneklerinde N-

asetilaspartik asit diizeyinde fruktoz grubuna gore herhangi bir degisiklik saptanmamastir.
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Sekil 4.20. Siganlarin feces N-asetilaspartik asit diizeyleri

Degerler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=>5-6.

4.1.21. Feceste N-asetiltirozin diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges orneklerinde N-asetiltirozin diizeyinin kontrol
grubuna gore diistis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feces drneklerinde N-

asetil tirozin diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4.21. Sigcanlarin feges N-asetiltirozin diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
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4.1.22. Fegeste oksoprolin diizeyi
Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges Orneklerinde oksoprolin diizeyinin kontrol

grubuna gore distis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges 6rneklerinde

oksoprolin diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi saptanmistir.

T

Oksoprolin (ng/ml)

T
Kontrol Fruktoz Fruktoz+Kefir

Sekil 4.22. Siganlarin feges oksoprolin diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.23. Feceste sebasik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges Orneklerinde sebasik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feces 6rneklerinde

sebasik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi saptanmistir.
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Sebasik asit (ug/ml)

Kontrol Fruktoz Fruktoz+Kefir

Sekil 4.23. Siganlarin feces sebasik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.24. Feceste suberik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges Orneklerinde suberik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feces orneklerinde

suberik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artig egilimi gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4.24. Siganlarin feges suberik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
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4.1.25. Fegeste 2-OH-3-metilpentanoik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen sicanlarin feges orneklerinde 2-OH-3-metilpentanoik asit
diizeyinin kontrol grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 2-OH-3-metilpentanoik asit diizeyinde fruktoz grubuna gore herhangi bir

degisiklik saptanmamustir.
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Sekil 4.25. Siganlarin feges 2-OH-3-metilpentanoik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.26. Feceste 2-OH-izokaproik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges 6rneklerinde 2-OH-izokaproik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore diistis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 2-OH-izokaproik asit diizeyinde fruktoz grubuna gére herhangi bir degisiklik

saptanmamistir.
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Sekil 4.26. Siganlarin feges 2-OH-izokaproik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.27. Fegeste 3-OH-glutarik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges Orneklerinde 3-OH-glutarik asit diizeyinin
kontrol grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges
orneklerinde 3-OH-glutarik asit diizeyinin fruktoz grubuna gore artis egilimi gosterdigi

saptanmigtir.
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Sekil 4.27. Sicanlarin feges 3-OH-glutarik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
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4.1.28. Feceste 3-OH-pentanoik asit diizeyi
Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges orneklerinde 3-OH-pentanoik asit diizeyinde

kontrol grubuna gore herhangi bir degisiklik saptanmamustir. Kefir takviyesiyle feges

orneklerinde 3-OH-pentanoik asit diizeyinin artis egilimi gosterdigi saptanmuistir.
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3-OH-pentanoik asit (ng/ml)

Sekil 4.28. Siganlarin feges 3-OH-pentanoik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.29. Feceste glutarik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen si¢anlarin feges Orneklerinde glutarik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feces orneklerinde

glutarik asit diizeyinin artis egilimi gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4.29. Siganlarin feges glutarik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.

4.1.30. Fegeste metilmalonik asit diizeyi

Fruktoz diyetiyle beslenen si¢anlarin feges drneklerinde metilmalonik asit diizeyinin kontrol
grubuna gore disiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges 6rneklerinde

metilmalonik asit diizeyinde herhangi bir degisiklik saptanmamastir.
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Sekil 4.30. Sicanlarin feges metilmalonik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
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4.1.31. Fegeste piriivik asit diizeyi
Fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges orneklerinde piriivik asit diizeyinin kontrol

grubuna gore diisiis egilimi oldugu belirlenmistir. Kefir takviyesiyle feges orneklerinde

piriivik asit diizeyinin artis egilimi gosterdigi saptanmustir.

Piriivik asit (ug/ml)

Kontrol Fruktoz Fruktoz+Kefir

Sekil 4.31. Siganlarin feges piriivik asit diizeyleri

Degerler, ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak belirtilmistir. n=5-6.
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5. TARTISMA

Metabolomik c¢aligsmalar i¢in kesin sonuclu ve yiiksek ¢oziiniirliiklii spektroskopik teknikler
gereklidir. Metabolomik c¢alismalarda tercih edilen spektroskopik teknikler, NMR
spektroskopisi ve GC veya LC ile birlestirilmis kiitle spektroskopisidir. NMR yontemi, kiitle
spektroskopisine gore, yiiksek tekrarlanabilirlik, kolay metabolit tanimlama gibi cesitli
avantajlara sahiptir. Ancak NMR yonteminin diisiik ¢oziiniirliigii ve duyarliligi, milimolar
(mM) diizeyinde metabolitlerin belirlenmesini engellemektedir. GC veya LC ile
birlestirilmis MS, her iki yontemin de giiclii yonlerinden (kromatografik sistemin yiliksek
¢oziiniirligi ve MS dedektorlerinin yiiksek hassasiyeti) yararlanarak metabolomik analizde
kullanilmaktadir. Bu kombine tekniklerde, biyolojik drneklerde bulunan binlerce metabolit,
farkli kromatografik 6zelliklere bagli olarak miimkiin oldugunca birbirinden ayrilir. Béylece
yontemin duyarlilig1 kaybedilmeden MS sistemiyle analiz edilecek metabolit sayisinda bir

artis saglanmaktadir (Zeki ve digerleri, 2020).

Feces Ornegi hazirlanmasi, feges matrisinin kompleks olmasi ve heterojenligi nedeniyle
zorluk tagimaktadir. Fegeste metabolitlerin 6l¢limiinde tam ekstraksiyon, segici olmayan
metabolom kapsaminin tekrar edilebilir sekilde analizi i¢in yliksek verimli bir yontem
gerekmektedir (Moosmang ve digerleri, 2019). Bu tez ¢alismasinda, literatiirde yer alan
fegesteki metabolitlerin kantitatif analizi yontemleriyle uyumlu olarak LC-MS/MS yontemi
secilmistir. Sectigimiz bu yontemde, ayn1 anda birden fazla metabolit miktarinin analizi,
maliyet tasarrufu ve verimlilikteki artis, hizli analiz olanagi ve yiiksek ayirma giicii gibi

avantajlarin bulunmasi dikkate alinmistir.

Fruktozdan zengin hazir gida ve mesrubatlarin tiiketiminin artmasina paralel olarak
metabolik sendrom goriilme sikliginda da diinya ¢apinda bir artig izlenmektedir. Bagirsak
mikrobiyota aktivitesindeki bozulmanin metabolik sendrom etiyopatogenezinde rol
oynadigi belirtilmektedir. Bu kapsamda, yiiksek fruktoz diyetinin bagirsak mikrobiyota
bilesimini degistirdigi ve bagirsaktaki siki baglanti proteinlerinin ekspresyonunu azalttig
cesitli caligmalarda gosterilmistir (Akar ve digerleri, 2021; D.-M. Zhang ve digerleri, 2017;
Kawabata ve digerleri, 2021).

Molekiiler tekniklerin (metagenomik, metabolomik, lipidomik, metatranskriptomik)

gelismesi sonucu, konaker ile mikroorganizmalar arasindaki etkilesim giderek daha iyi
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anlagilmaktadir. Bagirsak mikrobiyota degisiminin, obezite, tip 2 diyabet, NAFLD,
inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 ve ¢esitli kanser tiirleri dahil olmak {izere bir¢ok hastalikla
baglantili oldugu saptanmistir. Mikrobiyota bilesiminde olusan degisikliklere bagli olarak
enerji, lipit ve glukoz metabolizmasinda rol oynayan bir¢ok yolagin etkilendigi one
stiriilmektedir (de VVos ve digerleri, 2022).

Bagirsak mikrobiyotasinin biyoaktif birgok metabolitin  olusumuna neden oldugu
saptanmistir. Bu metabolitler, konak¢inin biyolojik sinyal yollarini aktive veya inhibe
edebilir. Boylece, konakgi sagligini olumlu ya da olumsuz yonde etkileyen bir faktor oldugu
dikkati ¢ekmektedir. Son c¢alismalar, bagirsak mikrobiyotas: tarafindan iiretilen bazi
metabolitlerin metabolik sendrom gelisimindeki inflamatuvar siiregleri tetikledigini
gostermektedir  (Vallianou ve digerleri, 2019). Bagirsak mikrobiyotasinin ve
metabolitlerinin konak¢1 metabolizmasini ne olglide ve hangi mekanizmalarla etkiledigi

heniiz tam olarak anlasilamamuistir.

Glinimiizde biiyik bir artis egilimi gosteren NAFLD’nin metabolik sendrom
komplikasyonlarindan biri oldugu bilinmektedir. Bagirsak mikrobiyotasindaki bozulmanin
NAFLD gelisimindeki inflamatuvar mekanizmalarla iligkili oldugu one siiriilmektedir.
Yiiksek fruktoz tiiketimi sonucu olusan etanol, bakteriyel iriin olarak sentezlenen
lipopolisakkaritler ve bagirsak bariyer biitiinliigiindeki bozulma inflamasyona katkida
bulundugu ileri stiriilmektedir (Solga & Diehl, 2003; Waldram ve digerleri, 2009). Laktik
asit ireten gram pozitif bakterilerden biri olan Weissella confusa takviyesinin, yiiksek yag
ve fruktoz iceren diyetle metabolik sendrom olusturulan si¢anlarin feges drneklerinde kisa
zincirli yag asitleri ve etanol miktarlarinda 6nemli bir artis olusturdugu saptanmistir. Ayrica,
bagirsak mikrobiyotasi tarafindan iiretilen etanoliin, alkol dehidrogenaz ve sitokrom P450
2E1 ekspresyonunu indiikleyerek yag asidi sentezinin artigina bagh steatoza yol ag¢tig1 dne

stirilmektedir (Elshaghabee ve digerleri, 2020).

Yiiksek fruktoz diyetinin neden oldugu metabolik sendromda, mikrobiyal metabolizma
sonucu olusan asetatin hepatik lipogeneze neden oldugu one siiriilmektedir (Zhao ve
digerleri, 2020). Yiiksek fruktoz diyetine bagli bagirsak mikrobiyotasinda ortaya ¢ikan
degisimin, lipogenez artis1 ve bakteriyel metabolitlerin {iretimi sonucu metabolik
bozukluklara neden oldugu farzedilmektedir (Jensen ve digerleri, 2018). Baska bir

calismada, yiiksek fruktoz diyetiyle feceste anlamli olarak degisen metabolitler IPA veri
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tabaninda eslestirilmistir. Siikkinik asit, laktik asit, malik asit gibi eslesen metabolitlerin
cogunlugu, inflamatuvar hastaliklarla iliskili bulunmustur (Wei ve digerleri, 2015). Silva ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada ise yiiksek fruktoz diyetiyle fegeste arttig1 saptanan
stiksinat, fenilalanin, tirozin, ksiloz gibi metabolitler, PCA ve PLS-DA yo6ntemleriyle analiz
edilmistir. Bu maddelerdeki artis egiliminin, absorbe edilmeden fegeste biriken fruktoz
miktarindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Feces metabolomunun bagirsak
mikrobiyotasiyla iligskisini daha iyi anlayabilmek i¢in her bir metaboliti Shannon g¢esitliligi
dahil olmak iizere farkli faktorlerle OTU’lara karsi regrese etmek ve yorumlamak

gerekmektedir.

Probiyotik veya sinbiyotik bakterilerle zenginlestirilmis gidalarin metabolik sendromda
insiilin duyarliligini ve lipit profilini énemli dl¢iide iyilestirdigi gosterilmistir. Bu nedenle,
bu gidalarin mikrobiyota bilesimini veya spesifik biyokimyasal yollar1 hedeflemede islevsel
olabilecegi ileri stirtilmektedir (Croci ve digerleri, 2021). Yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen
sicanlarda yapilan bir calismada, fegesteki Bacteroidetes/Firmicutes oraninin ve kisa zincirli
yag asitleri miktarinin arttigi goriilmistir. Lactobacillus fermentum CECT5716 ve
fruktooligosakkaritlerden olusan sinbiyotik takviyesinin bu bozulmay1 diizelttigi
saptanmistir. Ayrica, Bacteroidetes filumundaki degisimin Bacteroides tiirlerinin fruktozu
metabolize etme ozelligiyle ilgili oldugu 6ne siiriilmektedir (Rivero-Gutiérrez ve digerleri,
2017). Baska bir aragtirmada ise, yliksek fruktoz diyetiyle beslenen si¢anlarda Firmicutes
miktarinin artt1g1, Bacteroidetes ve Actinobacteria miktarinin azaldigi saptanmigtir. Kefir
takviyesi verilen sicanlarda ise bu degisiklikler tersine ¢evrildigi saptanmistir. Ayrica kefir
takviyesiyle, hepatik lipogenik gen ekspresyonunun baskilandigi ve bagirsak siki baglanti
proteinlerinin arttigi gosterilmistir (Akar ve digerleri, 2021). Bu tez ¢alismasinda, yiiksek
fruktoz diyetiyle beslenen ve kefir takviyesi yapilan hayvanlarin feges 6rneklerinde organik

asit diizeylerindeki degisim asagida tartisilmustir.

Glutakonik asit, dikarboksilik asit tiirevi bir bilesiktir. Kalitsal bir metabolik hastalik olan
glutarik asidiiride bireylerin idrarinda glutakonik asit varligi biyolojik gosterge olarak
kullanilmaktadir. Goudarzi ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligmada, radyasyona maruz
kalan farelerin fecesinde doza bagimli olarak glutakonik asit diizeyinin azaldig1 saptanmistir
(Goudarzi ve digerleri, 2016). Bu tez ¢alismasinda, yiiksek fruktoz diyeti alan siganlarin
feces orneklerinde glutakonik asit diizeyinin anlamli &lgiide azaldigi saptanmustir. Ilging

olarak, kefir takviyesinin bu azalmayi tersine cevirerek kontrol diizeyine yaklastirdigi
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goriilmektedir. Fegeste gozlemlenen glutakonik asit degisiminin metabolik hastaliklarla

iligkisini ¢6zebilmek icin ileri caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Homogentisik asit, tirozin ve fenilalanin katabolizmasinda yer alan bir ara iriindiir.
Radyasyona maruz kalan farelerin feceslerinde gozlenen homogentisik asit miktarindaki
azalma, Desulfovibrio bakterilerinin miktarindaki azalmayla iliskili bulunmustur (Goudarzi
ve digerleri, 2016). Yaptigimiz tez caligmasinda, yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen farelerin
feces orneklerinde homogentisik asit miktarinda anlamli bir azalma tespit edilmistir.
Fruktozlu diyet uygulamasi sonucu saptanan homogentisik asit miktarindaki azalma,
bagirsak mikrobiyota igerigindeki Desulfovibrio bakterilerinin miktarindaki azalmayla
iliskili olabilir. Ayrica, kefir takviyesiyle homogentisik asit miktarindaki artis egilimi, bu

bakteri miktarindaki artisa bagl olarak gerceklesmis olabilir.

3-fenillaktik asit, fenilalanin metabolizmasinda yer alan polar bir metabolit oldugu
bilinmektedir. Lactobacillus cinsi bakterilerin metabolizmasi sonucu tretilen 3-fenillaktik
asidin antimikrobiyal ve antifungal etkisi bulunmaktadir (Z. Zhang ve digerleri, 2018). Trost
ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, saglikli katilimcilarin feges 6rneklerinde
tespit edilen polar metabolitler ve lipitlerin kismi korelasyon ag1, Least Absolute Shrinkage
and Selection Operator (LASSO) algoritmasiyla olusturulmustur. Bu ¢alismada, 3-
fenillaktik asidin, metabolitlerle en iyi korelasyon gosteren iiriin oldugu saptanmustir.
Arastirmada, 3-fenillaktik asit olusumunun, 5-oksoprolin, 4-OH-fenillaktik asit, timin, 2-
OH-izokaproik asit olusumu ile pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Trost ve
digerleri, 2020). Bu ¢alismada, yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin fegeslerinde 3-
fenillaktik asit miktarinin kontrol grubuna gére anlamli olarak azaldigi bulunmustur. Fruktoz
tilketimine bagli azalan bu metabolitin, Lactobacillus cinsi bakteri miktarindaki azalmayla

iligkili olabilecegi diisiliniilebilir.

Fruktozlu diyete bagl olarak feces orneklerinde anlamli degisim saptadigimiz 2-OH-
fenilasetik asit, 4-OH-fenillaktik asit, 2-OH-glutarik asit, sitrik asit ve etilmalonik asit
diizeylerinin fegesteki degisimiyle ilgili literatiirde herhangi bir arastirma olmadigini
saptamis bulunmaktayiz. Olgiilen organik asitlerin bakterilerle iliskisinin saptanmasi igin
ileri ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu organik asitlerdeki degisimin, fruktoz diyetine
bagl olarak gelisen metabolik sendromda bir biyobelirte¢ olarak belirlenmesi, hastaligin

teshisinde degerli bir ara¢ olma imkani yaratacaktir. Bununla birlikte, fenilketoniiri
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hastaliginda idrarda 2-OH-fenilasetik asit ve 4-OH-fenillaktik asit miktarinda artis
goriilmektedir (Rampini ve digerleri, 1974). Glutarik asidiiri hastaliginda idrarda 2-OH-
glutarik asit tespit edilmektedir (Muntau ve digerleri, 2000). Fenilketoniiri ve ak¢aagag
surubu idrar hastaliginda idrarda sitrik asit miktarinin arttigi bildirilmistir (Gronwald ve
digerleri, 2008). Malonil-koenzim A dekarboksilaz eksikligi ve kisa zincirli agil-koenzim A
eksikliginde idrarda etilmalonik asit miktarinin arttig1 saptanmistir (Oglesbee ve digerleri,

2007). Bu bulgularin bizim sonuglarimizla iligskisinin nasil oldugu saptanamamustir.

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, laktat bilesiginin Salmonella enterica serovar
Typhimurium gibi patojen bakterilerin miktarin1 arttirabilecegini ortaya koymustur.
Salmonella enfeksiyonu, kolon epitelinde glukozdan L-laktat {iretimini arttirmaktadir (Gillis
ve digerleri, 2018). Bu tez ¢alismasinda, yiiksek fruktoz diyetiyle beslenen sicanlarin feges
orneklerinde laktik asit diizeyinde kontrol grubuna gore artis egilimi gosterilmistir. Yiiksek
fruktoz diyetiyle gozlemlenen bu artis egilimi, patojen bakterilerin biliyiimesi ile
aciklanabilir. Ayrica kefir takviyesiyle laktik asit diizeyinde bir disiis egilimi saptadik.

Kefirin bu etkisi, patojen bakterilerin engellenmesiyle iliskili olabilir.

Siiksinat, Krebs dongiisiiniin ara triinii olarak bilinmektedir. Ayn1 zamanda bakterilerden
iiretilen metabolik bir bilesiktir. Insiilin direnci, obezite ve inflamasyonla siiksinat arasindaki
iliski heniiz aydinlatilmamustir. Yiiksek yag ve yiiksek sakkaroz diyeti uygulanan farelerde
yapilan bir ¢alismada, siiksinatin glisemik kontrol ve enerji metabolizmasinda diizenleyici
rol oynadigi bildirilmistir (De Vadder ve digerleri, 2016). Farelerde yapilan baska bir
calismada ise siiksinat, inflamasyonda interlokin-1b tiretimini artiran bir metabolit olarak
tanimlanmistir (Tannahill ve digerleri, 2013). Connors ve arkadaglari tarafindan yapilan
calismada, siiksinat birikimiyle intestinal liimende osmotik basincin arttigi, bagirsaktaki su
absorpsiyonunun azaldigi, boylece sulu digkilamaya neden oldugu oOne sirilmistiir
(Connors ve digerleri, 2018). Verilerimiz, fruktoz diyetiyle beslenen siganlarin feges
orneklerinde siiksinik asit diizeyinde bir azalma egilimi oldugunu gostermektedir. Siiksinat
diizeyindeki bu diisiis egiliminin fruktozlu diyete bagl olarak gelisen metabolik sendromda

enerji metabolizmasinin bozulmasi ve inflamasyonla iligkili olup olmadig1 bilinmemektedir.

Metabolomik caligmalarda, metabolomik profili ortaya ¢ikarmak icin ayni anda bir¢cok
metabolitin kapsamli analizi yapilmaktadir. Bu tez calismasinda, 15 hafta boyunca igme

suyu igerisinde %20 fruktoz verilen ve metabolik sendrom olusturulan siganlarin rektal feges
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orneklerinde metabolit analizleri sadece organik asit icerigi bakimindan LC-MS/MS
yontemi ile incelenmistir. Fruktozun doza bagimli etkilerini organik asit miktart ve kapsamli
metabolit analizi bakimindan degerlendirmek yararli olabilir. Ayrica, farkli zaman
noktalarinda feges 6rneginde analiz yapilmamasi, metabolitlerin zamana bagli degisiminin
olup olmadigint gostermemektedir. Ayrica, metabolomik profilin detaylandirilmasi igin
bagirsak mikrobiyota bilesimiyle serum ve diger dokulardan alinacak 6rneklerdeki metabolit

analizlerinin yapilmasi daha fonksiyonel olabilir.

Metabolik sendromda bagirsak mikrobiyotasiyla metabolitler arasindaki iliskinin daha
kapsamli arastirilmasiyla, biyokimyasal yolaklarin ve potansiyel biyobelirteglerin
belirlenebilecegi diistiniilmektedir. Bu sayede, metabolik sendrom tedavisi igin diyet

onerileri ve mikrobiyota hedefli tedavi alternatifleri giincellenebilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gilinimiizde fruktozdan zengin hazir gida tiiketimindeki artisa paralel olarak metabolik
sendrom sikliginin artigi tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalar, metabolik sendrom
gelisiminin bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasiyla iliskili oldugunu gostermektedir.
Bagirsak mikrobiyotasinin probiyotik gidalarla modifikasyonu hastalik tablosunda umut

verici gelismelere isaret etmektedir.

Bu tez calismasinda, metabolik sendrom etiyopatogenezindeki biyokimyasal yolaklar
aydinlatabilmek ve potansiyel biyobelirtecleri belirleyebilmek igin siganlarin feces
orneklerinde organik asitler tayin edilmistir. Feges diizeylerinde degisim saptadigimiz
organik asitlerin metabolik sendrom patogenezindeki onemi sonraki ¢alismalarda ortaya
konulabilecektir. Bu g¢alismada, kefirin anlamli degisim olusturdugu organik asit sayisi
sinirl olmasina ragmen, daha 6nce yapilmis deney hayvanlari ve klinik ¢aligmalar birlikte
degerlendirildiginde, bu probiyotik karisiminin metabolik sendrom tedavisinde destekleyici

ucuz tedavi alternatifi olabilecegi ileri siiriilebilir.
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EK-2. Agilent 6465B LC-MS/MS Cihazi Validasyon Parametreleri (l¢iilen organik asitler

icin)
. LOQ ; Gerl | Tekrarfanabilirlik
NO | ORGANIK ASITLER Dogrusallik Kazanim
1 | 2-OH-3-metil pentanoik asit 0,08 0,9986 104,2 6,98
2 | 2-OH-glutarik asit 0,37 0,9992 106,6 1,97
3 | 2-OH-izokaproik asit 0,07 0,9992 108,4 5,66
4 | 2-OH-izovalerik asit 0,07 0,9976 90,7 2,59
5 | 2-OH-fenilasetik asit 0,07 0,9994 105,8 1,59
6 | 3-metilglutakonik asit 0,05 0,9987 104,2 2,8
7 | 3-OH-2-metilbiitanoik asit 0,09 0,9856 99,4 13,27
8 | 3-OH-glutarik asit 0,05 0,9996 115 2,7
9 | 3-OH-izovalerik asit 0,11 0,9983 101,8 3,24
10 | 3-OH-pentanoik asit 0,16 0,9996 94,14 6,95
11 | 3-OH-propanoik asit 1,49 0,9983 88,4 4,55
12 | 3-fenillaktik asit 0,06 0,999 115,9 6,34
13 | 4-OH-fenillaktik asit 0,08 0,9968 77,3 10,34
14 | Adipik asit 0,08 0,9993 100,2 6,01
15 | Sitrik asit 0,39 0,9957 101,5 8,85
16 | Etilmalonik asit 0,05 0,9984 86,4 1,98
17 | Fumarik asit 0,06 0,999 75,9 10,75
18 | Glutakonik asit 0,2 0,9992 101,8 11,58
19 | Glutarik asit 0,23 0,9999 93,6 2,45
20 | Glikolik asit 0,72 0,9977 101,6 11,9
21 | Homogentisik asit 0,04 0,9993 78,7 3,19
22 | Laktik asit 3,54 0,9997 106,4 10,8
23 | Malik asit 0,06 0,9952 115 4,04
24 | Metilmalonik asit 0,34 0,9998 87,6 3,27
25 | N-asetilaspartik asit 0,1 0,9994 119 5,89
26 | N-asetiltirozin 0,13 0,9995 86,3 6,03
27 | Oksoprolin 0,05 0,9984 79,5 3,72
28 | Piriivik asit 0,22 0,9965 119 17,09
29 | Sebasik asit 0,07 0,9998 94,5 2,4
30 | Suberik asit 0,08 0,9993 94,9 1,99
31 | Siiksinik asit 0,1 0,9996 92,9 3,25

LOQ: Limit of Quantitation (Tespit limiti); RSD: Relative Standard Deviation (Goreceli

Standart Sapma)
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EK-3. Kalibrasyon agamasinda alt1 noktali kalibrasyon i¢in dedektorde l¢iimii yapilan analit

konsantrasyonlar1 ve baz1 organik asitler i¢in kalibrasyon grafikleri

Panel-1 mg/L (ppm)
Bilesik Ad1
Level-1 Level-2 Level-3 Level-4 Level-5 | Level-6
2-OH-fenilasetik asit 0,1 0,4 1 10
3-metilglutakonik asit 0,1 0,4 1 10
3-OH-2-metilbiitanoik asit 0,1 0,4 1 2 10
3-OH-3-metilglutarik asit 1 4 10 20 50 100
3-fenillaktik asit 0,1 0,4 1 5 10
Fumarik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
Glikolik asit 1 4 10 20 50 100
Homogentisik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
Malik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
N-asetilaspartik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
N-asetiltirozin 0,1 0,4 1 2 5 10
Oksoprolin 0,1 0,4 1 2 5 10
4-OH-fenillaktik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
Sebasik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
Suberik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
Panel-2 Bilesik Adi mg/L- (ppm)
Level-1 Level-2 Level-3 Level-4 Level-5 | Level-6
2-OH-glutarik asit 1 4 10 20 50 100
2-OH-3-metilpentanoik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
2-OH-izokaproik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
2-OH-izovalerik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
3-OH-glutarik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
3-OH-propanoik asit 1 4 10 20 50 100
3-OH-izovalerik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
3-OH-pentanoik asit 0,1 0,4 1 5 10
Adipik asit 0,1 0,4 1 10
Sitrik asit 1 4 10 20 50 100
Etilmalonik asit 0,1 0,4 1 10
Glutakonik asit 0,1 0,4 1 5 10
Glutarik asit 1 4 10 20 50 100
Laktik asit 1 4 10 20 50 100
Metilmalonik asit 1 4 10 20 50 100
Piriivik asit 0,1 0,4 1 10
Siiksinik asit 0,1 0,4 1 2 5 10
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EK-3. (devami) Kalibrasyon agamasinda alt1 noktali kalibrasyon i¢in dedektorde Slgiimii

2-hydroxy
x1017
0.95-

0.9

Relative Responses

yapilan analit konsantrasyonlar1 ve bazi organik asitler i¢in kalibrasyon grafikleri

isovaleric acid - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Paints, 6 Points Used, 0 GCs
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EK-3. (devami) Kalibrasyon agamasinda alt1 noktali kalibrasyon i¢in dedektorde Slgiimii
yapilan analit konsantrasyonlar1 ve bazi organik asitler i¢in kalibrasyon grafikleri

Adipic acid - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
2 Jy=0177318"x

1a R2=088911280 )

17 Type:Linear, Origin:Force, Weight:None
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Citric acid - & Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
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EK-3. (devami) Kalibrasyon agamasinda alt1 noktali kalibrasyon i¢in dedektorde 6l¢iimii
yapilan analit konsantrasyonlar1 ve bazi organik asitler i¢in kalibrasyon grafikleri

Glutaric acid - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
%101 ¥=-0.002201 "% "2 +0.822132"x

R"2 = 099931209

& Type:Quadratic. Origin:Force, Weight None
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EK-3. (devami) Kalibrasyon agamasinda alt1 noktali kalibrasyon i¢in dedektorde Slgiimii
yapilan analit konsantrasyonlar1 ve bazi organik asitler i¢in kalibrasyon grafikleri

M-Lcetyltyrosine - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, & Foints Used, 0 QCs
0 v =0551868"x

R"2 = 0.99984720

5.5 TypeLinear, Origin:Force, Weight:None
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EK-4. Olgiim sonuglar
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Sonuglar (pg/ml)

Kl | K2 | K3| K4 | K5 | K6 |F1L| F2 | F3 | F4 | F5 | FKl1 | FK2 | FK3 |FK4| FK5
3-OH-2-metilbiitanoik | 0,072 | 0,042 0,084 | 0,036 | 0,032 | 0,053 |0,003| 0,014 | 0,023 | 0,051 | 0,045 | 0,027 | 0,028 | 0,038 |0,026| 0,034
gfl(t)H-fenilasetikasit 0,018 | 0,030 | 0,036 | 0,022 | 0,011 | 0,035 |0,003| 0,005 | 0,006 | 0,023 | 0,017 | 0,025 | 0,015 | 0,027 |0,013| 0,019
3-metilglutakonik asit | 0,051 | 0,068 | 0,062 | 0,026 | 0,032 | 0,052 {0,007 | 0,012 | 0,013 | 0,048 | 0,061 | 0,044 | 0,040 | 0,048 |0,025| 0,031
3-fenillaktik asit 0,426 | 0,172 | 0,066 | 0,275 | 0,232 | 0,024 (0,039| 0,016 | 0,042 | 0,065 | 0,023 | 0,062 | 0,030 | 0,053 |0,060| 0,042
Fumarik asit 17,111|15,559(16,667|16,163|14,614|12,188| 1,947 |12,134| 7,859 | 13,309(11,226|21,296|11,806(12,634|7,783| 15,485
Glikolik asit 1536 | 1,504 | 2,733 | 9,876 | 2,528 | 7,209 |0,939| 0,412 | 3,277 | 5,893 | 0,751 | 1,378 | 0,994 | 3,937 |1,982| 4,813
Homogentisik asit 0,024 | 0,024 | 0,027 | 0,014 | 0,010 | 0,019 |0,003| 0,003 | 0,003 | 0,007 | 0,016 | 0,013 | 0,009 | 0,012 |0,009| 0,010
Malik asit 5582 | 8,774 | 8,126 | 3,764 | 7,274 | 5,958 |1,215| 6,937 | 5,253 | 8,164 | 6,036 |18,696| 7,285 | 8,339 |4,805|10,048
N-asetilaspartik asit 0,001 | 0,002 | 0,008 | 0,001 | 0,001 | 0,003 (0,001| 0,002 | 0,002 | 0,007 | 0,017 | 0,012 | 0,006 | 0,008 |0,001| 0,005
N-asetiltirozin 0,006 | 0,030 | 0,016 | 0,012 | 0,003 | 0,049 (0,007 | 0,010 | 0,019 | 0,007 | 0,011 | 0,047 | 0,011 | 0,008 |0,007| 0,011
Oksoprolin 5678|0535 | 1,277 | 2,822 | 2,818 | 0,618 0,389| 0,150 | 0,613 | 1,612 | 1,679 | 0,385 | 1,346 | 4,904 |3,513| 1,145
4-OH-fenillaktik asit | 0,041 | 0,069 | 0,013 | 0,060 | 0,034 | 0,008 |0,009| 0,012 | 0,018 | 0,009 | 0,009 | 0,027 | 0,011 | 0,004 {0,006 0,013
Sebasik asit 0,580 | 0,616 | 0,685 | 0,302 | 0,387 | 0,729 |0,179| 0,234 | 0,215 | 0,582 | 1,102 | 0,816 | 0,602 | 0,913 |0,634| 0,622
Suberik asit 1,196 | 1,391 | 1,843 | 0,735 | 0,892 | 1,212 |0,196| 0,432 | 0,832 | 1,549 | 2,098 | 1,169 | 1,400 | 1,782 |1,448| 3,721
2-OH-izovalerik asit | 1,830 | 0,217 | 0,206 | 0,745 | 0,458 | 0,117 (0,130 0,109 | 0,143 | 0,218 | 0,119 | 0,148 | 0,112 | 0,496 |0,181| 0,132
2-QH-3-metinentanoik 1527 0,338 0,322 | 0,572 | 0,469 | 0,235 |0,244| 0,234 | 0,297 | 0,266 | 0,233 | 0,296 | 0,230 | 0,567 |0,264| 0,235
igH-glumrikasit 10,258|10,363| 4,783 | 2,410 | 3,945 | 2,911 {0,327| 0,730 | 0,671 | 1,623 | 2,132 |10,144| 4,157 | 1,785 |1,717| 2,084
2-OH-izokaproik asit | 1,656 | 0,449 | 0,250 | 1,070 | 0,433 | 0,211 (0,262 0,201 | 0,221 | 0,331 | 0,220 | 0,273 | 0,208 | 0,339 |0,269| 0,213
3-OH-izovalerik asit | 0,108 | 0,075 | 0,156 | 0,100 | 0,089 | 0,135 {0,014 | 0,042 | 0,042 | 0,111 | 0,128 | 0,111 | 0,079 | 0,121 |0,070| 0,094
3-OH-propanoik asit | 0,196 | 1,914 | 0,295 | 0,091 | 0,129 | 1,022 (0,044 | 0,221 | 0,122 | 0,172 | 0,334 | 3,444 | 0,380 | 0,070 |0,111| 0,230
3-OH-glutarik asit 0,152 0,559 | 0,364 | 0,174 | 0,076 | 0,384 0,038/ 0,136 | 0,148 | 0,277 | 0,216 | 1,148 | 0,319 | 0,111 |0,105| 0,341
3-OH-pentanoik asit | 0,033 | 0,011 | 0,012 | 0,006 | 0,026 | 0,008 {0,008 0,008 | 0,016 | 0,046 | 0,012 | 0,231 | 0,015 | 0,011 |0,011| 0,021
Adipik asit 0,117 0,326 | 0,226 | 0,097 | 0,119 | 0,107 0,015 0,038 | 0,003 | 0,131 | 0,277 | 0,175 | 0,143 | 0,171 |0,064| 0,107
Sitrik asit 15,901|13,437(17,646{10,581|14,039|10,979| 1,284 | 9,282 | 9,150 | 5,552 | 6,972 |11,698|12,802(18,403|1,860| 10,743
Etilmalonik asit 0,064 | 0,042 | 0,062 | 0,034 | 0,027 | 0,022 (0,012| 0,007 | 0,012 | 0,039 | 0,052 | 0,083 | 0,056 | 0,080 |0,019| 0,056
Glutakonik asit 0,102 | 0,041 | 0,063 | 0,055 | 0,016 | 0,176 0,028/ 0,008 | 0,007 | 0,018 | 0,015 | 0,083 | 0,065 | 0,080 |0,029| 0,064
Glutarik asit 3,697 | 3,818 | 3,825 | 1,434 | 1,981 | 1,729 0,302| 0,865 | 1,203 | 2,616 | 3,130 | 2,500 | 2,911 | 2,843 |1,424| 2,008
Laktik asit 1,282 | 4,935 2,339 | 5,346 | 1,464 | 1,440 | 2,493|16,274(10,458|10,122| 2,419 | 1,526 | 0,958 | 2,407 |5,001| 5,041
Metilmalonik asit 0,066 | 0,020 | 0,055 | 0,064 | 0,087 | 0,024 (0,012 0,006 | 0,025 | 0,043 | 0,042 | 0,021 | 0,024 | 0,045 |0,011| 0,035
Pirtivik asit 0,295 | 0,357 | 0,530 | 0,214 | 0,259 | 0,867 |0,151| 0,456 | 0,139 | 0,402 | 0,623 | 0,472 | 0,495 | 0,454 |0,604| 0,546
Siiksinik asit 13,438| 8,584 | 4,207 | 9,462 | 8,736 | 3,250 |5,063| 1,653 | 9,608 | 7,743 | 5,283 | 6,874 | 3,325 | 3509 |6,701| 3,257

K: Kontrol; F: Fruktoz; FK: Fruktoz+Kefir.

Seyreltme faktorii: 100 olarak dikkate alinmalidir.
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