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OZET

LAKTIK ASIT BAKTERI FILTRATLARININ OBEZITE VE KOLESTEROL
UZERINE ETKILERININ /N VITRO YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Burcin GULER
Biyoloji Anabilim Dali
Genel Biyoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019
Danisman: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL
(Ikinci Danisman: Prof. Dr. Merih KIVANC)

Obezite, asir1 miktarda yag kitlesine neden olan enerji alimiyla enerji harcamalari
arasindaki dengesizlikten kaynaklanan bir hastalik olup, yiiksek kolesterol, koroner kalp
hastalig1, hipertansiyon, tip 2 diyabet, kanser, solunum komplikasyonlar1 ve osteoartrit
gibi cesitli hastaliklarla iligkili bir risk faktoriidiir. Kolesterol ise, hayvansal kaynakl
besinlerle alinan, kanda ve safra kesesinde bulunan sterol bir bilesiktir. Viicut dokular1
icin énemli bir yap1 tas1 olsa da kanda kolesterol miktarinin yiikselmesi, koroner kalp
hastaliklar1 i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Son zamanlarda antidiyabetik, antipatojenik,
antikanser, serumdaki kolesterol diizeylerinin diisiiriilmesi ve bagisiklik sisteminin
uyarimini igeren sagliga yararl etkileri nedeniyle laktik asit bakterilerine (LAB),
ozellikle laktobasillere ilgi artmistir. Bu bilgiler 1s181nda, secilen laktik asit bakterilerinin
adipojenez ve obezite ile tizerine etkilerini arastirmak i¢in 3T3-L1 (preadiposit) hiicreleri
kullanilmistir. Bu amagla bakterilerin canlandirilmasi, safliklarinin kontrol edilmesi ve
stoklanmasi, bakterilerin kolesterol gideriminin test edilmesi ve filtratlarin elde edilmesi,
bakterilerin Gamma Aminobiitirik Asit tiretiminin belirlenmesi, 3T3-L1 hiicrelerinin
yetistirilmesi ve farklilastirilmasi, hiicre Kiltiirii yontemi ile in vitro sitotoksik etki
belirlenmesi, Oil-Red-O boyamay: iceren deneysel asamalar takip edilmistir. Sonug
olarak, secilen bakterilerin kolesterol giderici ve 3T3-L1 hiicre hattinda adipojenez

baskilayici etkileri belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: 3T3-L1, Laktik Asit Bakterileri, Anti-Obezite, Anti-Kolesterol,
GABA



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LACTIC ACID BACTERIAL FILTRATES
ON OBESITY AND CHOLESTEROL BY IN VITRO METHODS

Burgin GULER
Department of Biology
Programme in General Biology
Anadolu University, Graduate School of Sciences, August 2019
Supervisor: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL
(Co-Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC)

Obesity is a disease caused by an imbalance between energy intake and energy
expenditure, which leads to excessive amounts of fat and it is also a risk factor associated
with the emergence of various diseases such as coronary heart disease, hypertension, type
2 diabetes, cancer, respiratory complications, and osteoarthritis. Cholesterol is a sterol
compound that is taken with animal-derived nutrients and is found in the stomach and
bile ducts. Although it is an essential element for body tissues, elevated cholesterol levels
are an important risk factor for coronary heart disease. Recently there has been increased
interest in LAB’s, especially for lactobacilli, due to antidiabetic, anti-pathogenic, anti-
cancer effects, as well as lowering of serum cholesterol levels and stimulation of the
immune system. Based on the information, 3T3-L1 (preadipocyte) cells used for
investigating the effects of selected lactic acid bacteria to adipogenesis and obesity. For
this purpose, experimental steps followed are bacterial population growth, control of
purity and storage, testing of cholesterol removal of bacteria and filtrates, determination
of Gamma-Aminobutyric Acid production of bacteria, cultivation and differentiation of
3T3-L1 cells, in vitro cytotoxic action determination studies (MTT Measurement), QOil-
Red-O dyeing (Microscopic Detection by Qil Cells staining). As a result, cholesterol-
lowering and adipogenesis repressing effects of selected bacteria on 3T3-L1 cell line were

determined.

Keywords: 3T3-L1, Lactic Acid Bacteria, Anti-Obesity, Anti-Cholesterol, GABA



TESEKKUR

Tez ¢alismam boyunca destegini higbir zaman esirgemeyen, her tiirlii imkani sunan

danigsman hocam Prof. Dr. A. Tansu KOPARAL ’a,

Yiiksek Lisans egitimime basladigim giinden itibaren, her tiirli bilgi birikimini
benimle paylasan, motivasyonumu her zaman yiiksek tutmami saglayan, bana

mikrobiyolojiyi ¢ok sevdiren danigman hocam Prof. Dr. Merih KIVANC’a,

Tezim siiresince 2210-C Oncelikli Alanlar Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs programi
kapsaminda destek saglayan TUBITAK Egitim Burslar1 Miidiirliigii’ne,

Laboratuvar ¢alismalarimda bilgi ve tecriibeleriyle desteklerini esirgemeyen sevgili
arkadaslarrm Serkan DERELI, Reyhan VAROL, Gizem ARIK, Burcugiil ALTUG
TASA, Banu BARUTCA ve Sinem DABAGOGLU’na,

Ideallerimi gerceklestirmem icin maddi manevi hep yamimda olan Senay

YALCINBAYIR, Alper YALCINBAYIR ve Murat DIKINCI’ye,

Her zaman arkamda duran, desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeyen canim annem,
babam ve kardesime sonsuz tesekkiir ediyorum. Tezimi hayattaki en biiyiik destek¢im

olan annem Figen GULER’e armagan ediyorum.

Bur¢in GULER

Vi



26/08/2019

ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu g¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “Bilimsel Intihal Tespit Programi’yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Bur¢in GULER

vii



ICINDEKILER

Sayfa

JURI VE ENSTITU ONAYL ...ttt iii
OZET ... \Y
ABSTRACT ...ttt ettt ettt b bt b e re e Y
TESEKKUR .......cooooiiitiieieece oo s st sas sttt enas st an st enen s Vi
ETIK iILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI........cc..ccovvniunnn. vii
ICINDEKILER .........coovoviiiieeceeeeeee ettt viii
TABLOLAR/CIZELGELER DIZINT ........cccccooovoiiiiiiceceeeceeeeeeeee s X
SEKILLER DIZINI ..o Xi
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINT ........ccccoooiviiiiiiicecccee e Xii
T €] 1 21 1T 1
(I I © ] 0 1-.4 | (-SSP P PRSP 3
1.2, Obezite Prevalans..............cccccoiiiiiiiiiiiiiiii e 4
1.3. Obeziteye Sebep Olan EtMeNIer..........cccoiiiiiiiiiiiiieee e, 5
1.4. Laktik Asit Bakterilerinin OzelliKIeri...................c.c.cocoovieeerieeeeceeeeeeens 6
1.5. Laktik Asit Bakterilerinin ETKIeri ........ccccocooviiiiiiiiiiiiie e, 9
1.6. Probiyotik Mikroorganizmalarin OzelliKleri......................cccccevvrrrrrnnnnne, 10
1.7. Gama-Aminobiitirik Asit (GABA)............cccoooiiiiiii e 11
1.8. GABA’nmin Obezite ile THSKISi ................cccooveviviriiiiieieeeeee e, 12
I R 0] (-] ] o] PSSR 13
1.10. Laktik Asit Bakterilerinin Kolesterol Uzerine Etkileri............................... 14
1.11. 3T3-L1 Hiicre Hattl...........ocoveiiiiiiiie e 15
1.02. AQIPOSIT ..ot 15
1.13. Adipojenez ve 3T3-L1 Hiicre Hattl............cccocoooviieniieie e 16

2. MATERYAL-YONTEM.........cccoooitiiiriiniiniieseseiieiee s 17
2.1. Bakteri Kiltlirleri.................cccccoooi i 17
2.2, HUCIe Hattl.........ccooi i 17
2.3. Besi Ortamlari ve Kimyasallar.................ccccooiiiiiiiiiiieee, 17
2.4. Mikrobiyoloji Deneylerinde Kullanilan Kimyasallar ..................ccccoooen. 19

2.5. Hiicre Kiiltirii Cahsmalarinda Kullamlan Kimyasallar ve

BESIYEIIET L. ... 19

viii



2.6. Bakterilerin Canlandirllmasi..............ccocooiiiiiiiiiiiieie e 20
2.7, Gram BOYama .......ooiiiiiiiiie ettt 21
2.8. Bakterilerin Molekiiler Tanmlanmasi ..............ccocovevininienenenenescseeeenen, 21
2.9. Bakterilerin GABA Uretim Kapasitelerinin Ince Tabaka
Kromotografisi Yontemi Kullanilarak Belirlenmesi............c.ccoccooviinnnn. 22
2.10. Kolesterol Giderimi TESti......cccoveiiiiiiiriieiee e 22
2.11. Bakteri Filtratlarimin Liyofilize Edilmesi..................ccccccviiiniiiiiine, 23
2.12. Bakteri Filtratlar1 Icerisindeki GABA Varhgmm LC-MS/MS
Yontemiyle Belirlenmesi ...............cccooooiiiiiii 24
2.13. Hiicrelerin Pasajlanmasi..............cccocooiiiiiiiiiiiniieec e 25
2.14. Hiicrelerin StoKIanmasl ...............coooiiiiiiiiiii e 25
2.15. Hiicrelerin Stoktan C1Karillmasl.............cccoooivviiiiiiiieniiie e 26
2.16. 3T3-L1 Hiicrelerinin MTT Testi icin Hazirlanmasi....................cccocoeeneee 26
2.17. Hiicre Kiiltiirii Yontemi ile /n-Vitro Sitotoksik Etki Belirlenmesi
(MTT OIGUI.......ocvovvreieeeeiseee ettt es sttt en e 26
2.18. Oil-Red-O Boyama (Yag Hiicrelerinin Boyanmasi ile Mikroskobik
Olarak Saptanmast)............cccooiviiiiiiiiiiie e 27
3. BULGULAR. ..ot bbb 28
3.1. Anne Siitiinden Elde Edilen Bakteri izolatlarinin Analizleri..................... 28
3.2. Kefirden Elde Edilen Bakteri izolatlarin Analizleri ....................c..cc.c........ 28
3.3. Bakterilerin Molekiiler Tanillama Bulgulari..................c.coooiiiiinnn, 29
3.4. Bakteri Filtratlarimin GABA Uretim Kapasitelerinin Ince Tabaka
Kromotografisiyle Analizi Bulgular: ... 30
3.5. LC-MS/MS Yontemiyle GABA Miktarinin Belirlenmesi.......................... 31
3.6. MTT Sitotoksisite Testi Bulgulari.............cccccoviniiiiininiiinecsc e 34
3.7. 1lzolatlarin Kolesterol Giderim Testi Bulgulari................c..ccococoooevruenennnn. 38
3.8. Oil Red O Boyama Bulgulari............cccccocoiiiiiiiiiiiiieee e, 38
4. TARTISMA .. ..ottt et sbe et e re e beenbesneenreas 43
5. SONUQ ...ttt 48
KAYNAKCA ...ttt te st e s te et e st e steenteeneenneeaenneenreas 49
EKLER
OZGECMIS



Tablo 1.1.
Tablo 2.1.
Tablo 2.2.
Tablo 2.3.
Tablo 2.4.
Tablo 2.5.
Tablo 2.6.
Tablo 2.7.
Tablo 3.1.

Tablo 3.2.

Tablo 3.3.

Tablo 3.4.

Tablo 3.5.

TABLOLAR/CIZELGELER DiZiNi

Sayfa
Viicut Kitle Indeksi (BMI) siniflandirma tabloSu..........ccceevevvceerevereeeccnnnns 4
MRS Agar (Merck) DESIYEIT ICETIZH .....vevvvrveriiriiriieieieie e 17
MRS Broth (Merck) besiyeri iGeTiZi . ..evververriririririieriesiesiesiesiesiesieeeseeeas 18
M17 Agar (Merck) besiyeri iGeTiGi....cuviuiiiuarriieiieriesieseeiesee e eeesae e 18
MZ17 Broth beSiyeri 1GETIZH ....vuuveueereeieiiiririesiesieeieeee et 19
Fosfat Buffer Saline (PBS) 1GEIIZ1 .. .cevvvriiieriiiiiie e 20
Fosfat Buffer Saline-EDTA (PBS-EDTA) iGeIiZi ...covverververienienienieniiaeeeenns 20
GABA 1¢in MRM KOSUIIATT v.ooivvviiiiiiiiiii i 25

Anne siitiinden elde edilen izolatlarin gram boyanma ve morfolojik
Fa)/<1 1§14 (<3 5 RO TPP PR 28
Kefirden elde edilen izolatlarin gram boyanma ve morfolojik
OZEIIKICTI. . .veiiiiii s 28
Stipernatant (hiicre dis1) 6rneklerde en fazla GABA iceren filtratlar ve
GABA derigim mMiKtarlart ........occcoooveiiiiiiiiiieiiceeeee s 33
KM2-7 Filtratinin 3T3-L1 hiicrelerinde konsantrasyona bagli yiizde
canlilik degisim etKiSi ......cccoviiiiiiiiiii i 36
KM3-14 filtratinin 3T3-L1 hiicrelerinde konsantrasyona bagli yiizde
canlilik de@iSim tKiST ........ccuviriiieiieie i 37



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa
Sekil 1.1. Bazi laktik asit bakteri tiyeleri ve morfolojileri..........cooovviiiiiiiiiiiiciicen 6
Sekil 1.2. Laktik asit bakterilerinin biyoteknolojik kullanim alanlari...............ccccevuveenne. 8
SekKil 1.3. GABA SeNteZ reakSIYONU ......ccecveiieiiieieieesie e e et sre e 11
Sekil 3.1. KM3-14 (A) KM2-7 (B) izolatlarinin 151k mikroskobu goriintiisii ................ 29
Sekil 3.2. TLC Analiz GOTUNTEST .....veeiveeieieeiiie ettt 31
Sekil 3.3. GABA standart ¢ozeltisinin MRM + Mod ig¢in kiitle spektrumu.................... 31
Sekil 3.4. GABA derisim kalibrasyon grafigi .........ccccoovviiiiiiiiiiiii e 32
Sekil 3.5. KM2-7 ve KM3-14 filtratlarindaki GABA’ya ait MS spektrum pikleri........ 34
Sekil 3.6. KM2-7 filtratinin 3T3-L1 hiicre hatt1 lizerine MTT sitotoksisite testi........... 35
Sekil 3.7. KM3-14 filtratinin 3T3-L1 hiicre hatt1 iizerine MTT sitotoksisite testi. ........ 37
Sekil 3.8. izolatlarin yiizde kolesterol giderim SIGHMII. .......ccevvervevererericeieeieeeccenens 38
Sekil 3.9. KM2-7 6.giin Oil Red O boyama inverted mikroskop goriintiileri................. 40
Sekil 3.10. KM2-7 8.giin Oil Red O boyama inverted mikroskop goriintiileri............... 41

Sekil 3.11. KM3-14 6. ve 8.giin Oil Red O boyama inverted mikroskop goriintiileri ... 42

Xi



SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

LAB :Laktik Asit Bakterileri

TLC :Ince Tabaka Kromatografisi (Thin Layer Chromatography)
MS :Kiitle Spektroskopisi (Mass Spectrophotometry)

DMEM :Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

DMSO :Dimetil Stlfoksit

FBS :Fetal Sigir Serum

GABA :Gama Aminobutirik asit

IBMX :3-isobutil-1-Metil-ksantin

K2HPO4 :Potasyum Fosfat Dibazik
KH2PO4 :Potasyum Fosfat Monobazik

MTT :3-(4,-dimetil-thiazol-2-il)-2,-dipfenil-tetrazoliumbromid
PBS :Fosfat Buffer Saline

PBS EDTA :Fosfat Buffer Saline EDTA

BMI ‘Viicut Kitle Indeksi (Body Mass Index)

xii



1. GIRIS

Insan viicudu ve bakteriler arasindaki iliski, patojeniteden simbiyotik alisverise
uzanan uzun bir gecmise sahiptir. Bu siirecte, firsat¢1 patojen tiirler insan viicudunda
kolonize olmaya calisarak hastalik etmeni haline gelmislerdir ve halen glinlimiizde ¢ogu
hastaligin olusmasinda etkilidirler. Ote yandan, bu tek tarafli ve faydaci iliskiye karsilik
zaman igerisinde alternatif olarak bazi bakteri tiirleriyle insan viicudunun simbiyotik bir
iliski sagladiklar1 anlasilmistir (Eloe-Fadrosh ve Rasko, 2013). Insan mikrobiyom
calismalarina gore insan viicudu igerisinde yaklasik 10-100 trilyon kadar simbiyotik
mikrobiyal tiirlerin bulundugu ve tiirlerin ¢ogunlugunun gastro-intestinal sistem
igerisinde olduklar1 bilinmektedir (Ursell vd., 2012). Mikrobiyolojik tiplendirme
caligmalarindan elde edilen verilere gére bu organizmalarin biiyik bir kisminin
Lactobacillus genusuna ait olduklari (6zellikle Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus,
Streptococcus iiyeleri) literatiirde bildirilmis olup ayn1 zamanda bu tiirlere “probiyotik”
tanimi getirilmistir (Fijan, 2014).

Insan viicudunda habitant ve ¢ogu Lactobacillus genusuna iiye probiyotik tiirlerin
viicuttaki normal biyolojik aktiviteleri sirasinda, diger bakterilerin olusturdugu
enfeksiyonlar1 baskilama, bazi nadir vitaminlerin (K ve B12) iiretiminde rol alma (Gu ve
Li, 2016), laktoz intoleransini azaltma, immiin sistemi destekleme, antifungal etki ve
kolon kanserini Onleme gibi insan biyolojisine yararli etkilerinin oldugu ortaya
cikarilmigtir (Patel ve Goyal, 2012). Cogunlukla gastro-intestinal sistemde yer aldiklar
i¢in besin emilimi ve beslenme tizerine de etkileri bilinmekte olup bu sebeple giintimiizde
obezite ve insan sagligina yonelik etkileri siklikla aragtirilmaktadir.

Obezite giiniimiizde insan popiilasyonunun biiyiik bir kismini etkileyen ve kalori
fazlaligina bagh olarak insan viicudundaki yag birikimi seklinde ortaya ¢ikan kronik bir
sendrom olarak ifade edilmektedir (Hruby ve Hu, 2015). Obezitenin olusum nedenlerini
agiklayabilmek i¢in One siiriilen mekanizmalardan biri adipoz dokuda yag hiicrelerinin
(adipositler) adipojenez yolu ile birikmesinden dolay1r dokuda lipit birikiminin artig
gostermesi olarak ifade edilmistir (Ghaben ve Scherer, 2019). Adipojenez yoluyla
adiposit olusumunun ve bu mekanizmanin laktik asit bakterileriyle olan iliskisini
anlayabilmek i¢in embriyonik hiicre hatt1 olan 3T3-L1 konuyla ilgili caligmalarda siklikla
kullanilmakta olup bu tez ¢alismasinda da bu hiicre hatti temel olarak tercih edilmistir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalara gore, bagirsak florasinin bireyler arasinda farklilik

gosterdigi goriilmiis, obezite hastasi bireylerde bagirsak florasindaki mikrobiyom
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yogunlugunun daha az oldugu, bu durumun sindirim ve besin par¢alanmasi yoluyla kalori
aliniminda bireyler arasi fark meydana getirdigi bildirilmistir (Gao vd., 2018). Ayrica,
bu tiirlerin metabolik aktivitesi sirasinda besin maddelerinin fermentasyonu saglanarak
kisa-zincirli yag asitlerinin meydana getirildigi bilinmektedir (Hove, Nordgaard-
Andersen, ve Mortensen, 1994). Diger yandan, laktik asit bakterilerinin temel besin
maddelerinden biri olan sekeri intestinal sistemde modifiye ederek GABA (Gamma
Aminobutirik asit) tiretimi gergeklestirdigi ve bu molekiilii intestinal sisteme salgiladigi
belirlenmis ve bu sayede bu bakterilerin iirettigi metabolitlerin viicuda direkt metabolik
etkilerinin oldugu anlasilmistir (Dhakal, Bajpai ve Baek, 2012).

Literatiirdeki GABA iireten laktik asit bakterileri iizerinde yapilan diger
caligmalarda, bu bakterilerin kolesterol azaltici etkilerinin oldugu goriilmistiir (Albano
vd., 2018; Lim, Kim, ve Lee, 2004; Ma vd., 2019; Shinobu, Takuya, ve Kenji, 2012).
Ozellikle sindirim sistemindeki laktik asit bakterilerinin metabolizmada kolesterol
diizenleyici mekanizmalara katildigi bilinmektedir. Laktik asit bakterileri ve diger
probiyotik bakterilerin in vitro ve in vivo ortamlarda kolesterol giderici etkisi iizerine
yapilan calismalar, bu etkinin ii¢ farkli mekanizma iizerinden gerceklestigini isaret
etmektedir. Bu mekanizmalardan ilki, sindirim sistemindeki kolesteroliin probiyotik
bakteriler tarafindan dogrudan parcalanmasidir. Diger bir mekanizma ise, sindirim
sistemiyle iliskili NPC1L1 protein diizeylerinin baskilanmasi yoluyla ince bagirsak
kolesterol emiliminin azaltilmasidir. One siiriilen iigiincii mekanizma ise probiyotik
hiicrelerinin safra tuzu hidrolaz enzimleri (BSH) iizerinden katalizlenen safra tuzu
dekonjugasyonu sonucu fekal safra asitleri salgilanma seviyelerinin arttirilmasidir (Ma
vd., 2019). Belirtilen her {i¢ mekanizma i¢in etki diizeyi, probiyotik bakterilerin tiirlerine
ve ortam sartlarina gore farklilik gostermektedir.

Tiim bu mevcut ¢aligmalar ve literatiir bilgisi goz 6niine alindiginda, GABA iireten
laktik asit bakterilerinin obezite ve kolesterol seviyeleri iizerine etkilerinin detayli olarak
arastirilmasi biyoteknoloji ve saglik acisindan giinlimiizde 6nem kazanmaktadir. Bu
noktada, bu ¢alismanin amaci, se¢ilen laktik asit bakteri filtratlarinin olas1 anti-kolesterol
ve anti-obezite etkilerinin ortaya konulmasi olarak belirlenmistir. Bu amag kapsaminda,
embriyonik hiicre olan 3T3-L1 hiicreleri ile hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 gergeklestirilerek
secilen bakteri filtratlarinin adipojenez tizerine olan etkisi ve bunlarin kolesterol giderimi
tizerine etkileri incelenerek obezite ve kolesterol diizenleyici etkiler agisindan anlaml

aktivite ve sus/suslarin elde edilmesi hedeflenmistir.



1.1. Obezite

Obezite, asir1 miktarda yag kitlesine neden olan enerji alimiyla enerji harcamalari
arasinda enerji alimi lehine meydana gelen dengesizlikten kaynaklanir. Bu dengesizlik
sonucu olusan enerji fazlaligi yoluyla viicutta beyaz yag dokusunda asir1 yag birikimi ile
karakterizedir (Ng vd., 2014). Obezite, tip 2 diyabet, kolesterol, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, karaciger hastaligi, kronik bobrek hastaligi, uyku apnesi ve
hipoventilasyon sendromu, duygu durum bozukluklari ve fiziksel sakatliklar gibi kronik
hastaliklarin ortaya ¢ikmasi veya gelisimi ile iliskili bir risk faktorii oldugu diisiiniiliirse,
tipta dnemli bir konudur (Schetz vd., 2019). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 2000
yilinda yayimladig1 “Obesity: preventing and managing the global epidemic. Report of a
WHO consultation” adli bildiri ile obezite diinya genelinde resmi ve salgin bir saglik

problemi olarak kabul edilmistir.

WHO’ya gore bireylerin asir1 kilolu veya obez olarak tanimlanabilmesi i¢in sayisal
bir tanilama sistemi kullanilmaktadir. Viicut Kitle indeksi (BMI) olarak adlandirilan bu
sistemde kisilerin agirhk (kg) ve boyunun metre cinsinden karesi (m?) birbirlerine
oranlanarak sayisal deger elde edilmektedir. Buna gore, BMI degeri 25’ten biiyiik veya
esit bireyler asir1 kilolu, 30 veya daha biiylik olan bireyler ise obez olarak
tanimlanmaktadir. Bu tanimlamalarin ve risk gruplarinin bireyler arasinda daha tutarli
siiflandirmaya imkan verebilmesi i¢cin BMI smiflandirma tablosu da tanimlanmistir

(Tablo 1.1) (James, 2004).

Viicut kitle indeksi degerleri ve risk diizeyi tablosu yetigskin bireyler i¢in kabul
edilmekte olup cocuklarda bu degerler degiskenlik gostermektedir. Buna gore, 5 yas alti
i¢in Diinya Saglik Orgiitii ¢ocuk gelisim standartlari ortalamasindan 2 standart sapma
gosteren cocuklar asir1 kilolu, 3 standart sapma gosterenler obez olarak ifade
edilmektedir. 5-19 yaslar i¢inse bu sapma degerleri 1 ve 2 olarak kabul edilmektedir
(WHO Multicentre Growth Reference Study Group, 2006).

Obezite diizeyinin belirlenmesi i¢in klinik olarak hesaplanan BMI degerleri
degerlendirilirken, BMI degerleri sabit kalmakla birlikte yetiskin bireylerinin boy
uzunlugu ve cinsiyeti géz Oniine alinarak risk diizeyleri tanimlamasi yapilmaktadir.
Ayrica, farkli insan topluluklarinda popiilasyon yapisi, itk ve yas gibi faktorlerin BMI’nin
degerlendirilmesinde gz oniine alinmalidir. Yapilan degerlendirmeler, yliksek BMI'nin

varhiginda yaygin goriilen koroner kalp hastaliklari, diyabet, yiiksek tansiyon gibi
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rahatsizliklarin bireylerin 6liim riskini arttirdigini da gostermektedir (Haslam ve James,
2005).

Tablo 1.1. Viicut Kitle Indeksi (BMI) simiflandirma tablosu (Haslam ve James, 2005)

swnanm | T gy | ovene by | FAke 02 ven o | g
Diisiik Kilolu <18.5

Normal Kilolu 18.5-24.9

Fazla Kilolu 25.0-29.9 Artmig Yiiksek
Obez 30.0-34.9 I Yiiksek Cok Yiiksek
Obez 35.0-39.9 I Cok Yiiksek Cok Yiiksek
Asin Obez 40.0 + II Asin Yiiksek Asin Yiiksek

1.2. Obezite Prevalansi

Diinya Saglik Orgiitii’ne gore, obezite 1980'den bu yana diinya ¢apinda neredeyse
iki katina ¢ikmistir. 20 yas ve istii 1,4 milyardan fazla yetiskin asir1 kilolu olarak
tanimlanmakta bunlarin arasinda 200 milyondan fazla erkek ve yaklagik 300 milyon
kadinin obez oldugu bilinmektedir. Cocuklukta obezite ve genel olarak fazla kilolu olma,
onceki on yilda %80 oraninda artmis ve 5 yasin altindaki 40 milyondan fazla ¢ocuk
2011'de asir1 kilolu olarak belirlenmistir (Tsai, Cheng ve Pan, 2014). Asir1 kilolu veya
obez olmanin bir sonucu olarak yaklasik 2,8 milyon 6liim rapor edilmektedir. Obezite bu
durumuyla hem gelismekte olan hem de gelismis tilkelerde 6nemli bir halk sagligi sorunu
haline gelmistir (Ahirwar ve Mondal, 2019). 1975'ten bu yana sismanlik prevalansi ise
diinya ¢apinda ii¢ katina ¢ikmistir ve artmaya devam etmektedir. Halen tim yas
gruplarini, popiilasyonlar1 ve tiim gelir seviyesindeki iilkeleri etkileyen en biiyiik saglik

sorunlarindan biridir (Sakr vd., 2015).

ABD’de 2001-2002°de 6-19 yaslar1 arasindaki cocuklar ve ergenler arasinda
yapilan bir arastirma, %31,5’inin asir1 kilolu olma riski oldugunu veya asir1 kilolu
oldugunu ve %16,5’inin obez oldugunu gostermistir (Tsai, Cheng ve Pan, 2014).

Ingiltere'de yapilan bir baska calisma, 7-11 yas arasi erkekler arasinda asir1 kilo ve obezite



prevalansinin %17 oldugunu ve ayni yas grubundaki kizlarda, prevalansin %23,6
oldugunu gostermistir (Ahirwar ve Mondal, 2019). Birlesik Arap Emirlikleri'nde 5-17 yas
grubundaki prevalans kilolu tanimlananlar i¢in %21,5 ve obez tanimlilar igin %13,7
olarak belirtilmistir (Sakr vd., 2015). Suudi Arabistan'da 6-18 yas arasindaki erkek
cocuklarda yapilan diger bir ¢alisma ise %11.7'sinin asir1 kilolu ve %15.8'inin obez
oldugunu gostermistir (Alasmari vd., 2017). Tiirkiye’de yapilan ¢alismalar, 2010 yilinda
asir1 kilolu ve obez bireylerin toplumda goriilme oraninin 1990 yilindaki verilere gore 2
kat artis gosterdigini isaret etmektedir (Erem, 2015). Bu durum, obezite ve asir1 kilolu
bireylerin sayisinin artis trendinde oldugunu ve konuyla ilgili yapilacak ¢aligsmalarin

gerekliligini gostermektedir.

1.3. Obeziteye Sebep Olan Etmenler

Obezite, genetik, metabolik, davranigsal ve kiiltiirel faktorlerden kaynaklanir.
Obezite artik tek bir hastalik olarak kabul edilmemektedir, aksine metabolik sendrom da
dahil olmak tizere bir¢ok hastalikla iliskili bir durumdur. Yapilan caligmalar sismanligin
tek basina metabolik hastalik, genetik bozukluk veya mutasyon, yeme aligkanliklarindaki
degisiklikler, egzersiz eksikligi veya diger faktorlerden kaynaklanmadigini
gostermektedir. Buna karsilik, bu faktorlerin yol agtig1 cesitli fizyolojik degisiklikler

obezitenin gelismesine sebep olmaktadir (Kahn, Hull ve Utzschneider, 2006).

WHO’ya gore obeziteye neden olan dokuz ana etmen; fiziksel aktivitesizlik, asirt
beslenme, genetik yatkinlik, basit karbonhidrata dayali beslenme, yeme sikligi, ilag
kullanimi, psikolojik durum, diger hastaliklar ve sosyal etmenler olarak gruplanmustir.
Biyolojik faktorlerin igerisinde metabolizma kaynakli durumlar, hormon bozukluklar
veya eksiklikleri ve genetik yatkinliklar obezitenin engellenmesi icin deneysel arastirma
alanlaridir. Ozellikle enerji dengesizliginin kontrol altina alinmasi ve yag birikiminin
azaltilmasi, obezite diizeylerini baskilama ac¢isindan olduk¢a Onemlidir. Yapilan
calismalar, bireylerin viicut metabolizmasindaki anormallikleri yani sira, viicut
mikrobiyotasindaki bozulma ve tiir cesitliligindeki azalma durumlarinin obezitenin
goriilmesini  ivmelendirdigi anlagilmistir. Bu nedenle insan mikrobiyomundaki
degisimler de belirtilen metabolizma kaynakli etmenler igerisinde degerlendirilmektedir.
(Pothuraju ve Sharma, 2018).



1.4. Laktik Asit Bakterilerinin Ozellikleri

Laktik asit bakterileri (LAB), insanlar tarafindan uzun yillardir gida {liretimi ve
korunmasinda ve insan sagligmi gelistirmek igin probiyotik ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Yasama alanlar1 gidalardan topraga, bitkilere, su ortamina ve
hayvanlarin bagirsak sistemine kadar gesitli ekolojik nislerde dagilim gésterir. Laktik asit
bakterileri genis dagilim gosterdikleri ig¢in farkli enerji kaynaklari igeren ortamlarda
yasayabilen bakterilerdir. Bu bakteri grubu genus olarak Leuconostoc, Lactococcus,
Lactobacillus, Pediococcus ve Streptococcus gibi farkli cinslerden mikroorganizmalari
icermekte olup en ¢ok bilinen ve yaygin iiyeleri Lactobacillus genusu igerisinde yer
almaktadir (Sekil 1.1).

L. lactis Streptococcus sp.

Sekil 1.1. Bazi laktik asit bakteri tiyeleri ve morfolojileri (Bakour vd., 2016; Hammes ve Hertel, 2015;
Quilodran-Vega vd., 2016)



Laktik asit bakterileri insanlarda normal mikrobiyal floranin iyeleri olarak
genellikle sindirim ve iireme sistemlerindeki diger baska mikrobiyal tiirlerle birlikte
habite olurlar. Genellikle gram pozitif 6zellik gosteren bu tiirler yaygin olarak spor
olusturmayip aero tolerant olarak siniflandirilirlar ve solunum zincirinde katalaz enzimi
bulundurmazlar. Iki ana gruba ayrilan bu bakterilerin homofermentatif kolu
karbonhidratlar1 laktik asite parcalarken, heterofermantatif koldaki iiyeler laktik asit
yaninda etanol ve asetik asit gibi bilesikler meydana getirirler (Florou-Paneri, Christaki
ve Bonos, 2013).

Homofermantatif laktik asit bakterilerinin  gergeklestirdigi  homolaktik
fermentasyonda Glikoliz Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolagimi takip etmektedir.
Boylece bu grup, ana iiriin olarak laktik asit molekiiliiniin hem D (-) hem de L (+) formunu
meydana getirmektedir. Homofermentatif iiyeler yogurt ve peynir gibi iirlinlerin
tiretiminde kullanilan Lactobacillus delbruckii ve Streptococcus salivarius gibi tyeler
icermektedir. Heterofermantatif tiyeler ise, laktik asit molekiiliiniin yaninda glikozun
fermentasyonu sonucu ikincil bilesikler ve karbondioksit meydana getirirler. Ureme
durumlarina bagl olarak ortamda ¢ok fazla karbondioksit birikmesine neden olabilirler.
Bu grupta bilinen bazi tiyeler Lactobacillus brevis, L. fermentum ve L. reuteri olarak
siralanabilmektedir. Bu tiirleri sadece belli sartlarda ve belli maddelerin ortamda
bulunmasina bagli olarak karbondioksit ve diger ikincil {rlinleri meydana
getirebildiklerinden dolay1 fakiiltatif heterofermentatif olarak tanimlanmistir (Génzle,
2015). ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan genellikle giivenli organizmalar olarak
bilinen bu Gram-pozitif bakterilerin bazi tiirlerinin bagirsaklara ulasip kolonilesme
yetenekleri sayesinde gastrointestinal sistemde hayatta kalabildikleri bilinmektedir

(Cano-Garrido, Seras-Franzoso, ve Garcia-Fruitos, 2015).

Laktik asit bakterilerinin normal metabolik aktivitelerinin sagladigi avantajlaridan
dolay1 biyoteknolojik olarak bazi iirlinlerin {iretilmesi siire¢lerinde kullanimlar
yaygindir. Bu iriinler prebiyotikler, enzimler, vitaminler, antimikrobiyal ajanlar gibi
farkli gruplarda smiflandirilmaktadir (Sekil 1.2) (Florou-Paneri, Christaki ve Bonos,
2013). Giiniimiizde laktik asit bakteri gida endiistrisinde fermente iiriinlerin iretimi
acisindan yaygin olarak kullanilmakta olup 6zellikle yogurt, kefir, peynir tereyagi gibi
trlinlerin liretimine imkan verirler. Bununla birlikte laktik asit bakterilerinin giiclii

bakteriyosinler iiretme Ozelliginden dolayr bu organizmalardan elde edilen



bakteriyosinler gida endiistrisinde koruyucu olarak kullanilmaktadir (De Vuyst ve Leroy,
2007).

Bununla birlikte, intestinal sistemdeki bazi laktik asit bakterilerinin Folat, B12, K
ve Riboflavin gibi insan metabolizmasi tarafindan dogrudan {iretilemeyen vitaminleri
sentezleyebildikleri goriilmustiir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen ve uzun zincirli
polisakkarit molekiillerce zengin EPS (Ekzopolisakkarit) maddesi de mikrofloradaki
diger organizmalar tarafindan kullanilarak kisa zincirli yag asitlerine doniistiiriiliir ve
boylece yag asitleri insanda metabolik olarak kullanilmaktadir (Florou-Paneri, Christaki
ve Bonos, 2013).

Gida

EndUstrisi
1

Laktik Asit Bakterileri

&

| Fonksiyonel Bilesikler ‘

< 4 [ 1 §>
‘ Ekzopolisakkaritler ‘

‘ Vitaminler |

Antimikrobiyal
Ajanlar

Sekil 1.2. Laktik asit bakterilerinin biyoteknolojik kullanim alanlari (Florou-Paneri, Christaki ve Bonos,
2013)

Laktik asit bakterileri yasam ortamlarindaki ¢evresel faktorlere olduk¢a duyarli
organizmalardir. Ozellikle asitlik, oksijen ve sicaklik gibi degiskenlerden oldukca
etkilenirler. Bu ylizden laktik asit bakterileri canli sistemlerde tutunabilmeleri i¢in bazi
adaptasyonlar gelistirmislerdir. Sindirim sistemi epitel dokularina tutunabilme 6zelligi ile
dokuya yerlesen bu bakteriler, kolonizasyon yetenegi ile bu ortamda stabilize olurlar ve
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var olan diger zararli bakteriler ile rekabet ederler. Bu sayede canli sistemlerdeki
mikrobiyotanin dengede kalmasini ve kendilerinin de bu ortamda stabilizasyonunu
saglarlar (Saez-Lara vd., 2016).

1.5. Laktik Asit Bakterilerinin Etkileri

Canli sistemlerdeki antidiyabetik, antipatojenik, antikojenik, antikanser,
gastrointestinal sistemdeki bulasict hastalia karsi dogal direnci arttirma, sindirim
diizeyinin gelistirilmesi, serumdaki kolesterol diizeylerinin diistiriilmesi ve bagisiklik
sisteminin uyarimini igeren sagliga yararh etkileri nedeniyle laktik asit bakterileri ve
ozellikle laktobasiller popiiler arastirma alani haline gelmistir (Lebeer, Vanderleyden ve
De Keersmaecker, 2008; Lievin-Le Moal ve Servin, 2014; Wang vd., 2018; Yun, Park,
ve Kang, 2009). Laktobasiller canli sistemlere bilinen faydali etkilerinden dolay1
probiyotik mikroorganizmalar olarak da tanimlanmaktadir. Bu grup bakterilerin

bulunduklar1 canli sistemlerde farkli kategorilerde olumlu etkileri bildirilmistir.

Insanda genel olarak habite olduklar1 gastrointestinal sistemde laktoz intoleransini
baskiladiklari, viral ve ila¢ kaynakli ishali engelledikleri ve kandaki insiilin diizeylerinin
ayarlanmasin1t  destekledikleri goriilmiistiir. Yine, insanlarda iilser hastaliginin
semptomlarinin azaltilmasi ve tedavisinde etkili olduklari bildirilmistir. Canli sistemlerde
bagisiklik sisteminin desteklenmesini sagladiklar1 ve firsat¢1 patojen organizmalarin
gelisimini ve popiilasyon biiyiikliiklerini kontrol altinda tuttuklar1 goésterilmistir. Son
yillarda, artan antibiyotik direncinden dolayr mikrobiyal kaynakli hastaliklarin kontrol
altina alinmasi i¢in laktik asit bakterilerinin potansiyeli ve kullanimi {izerine ¢aligmalar
bulunmaktadir. Bununla birlikte yapilan arastirmalar sonucunda, giiclii antifungal
etkilerinden dolay: Candida gibi gruplar iizerinde etkili olduklari anlagilmistir. insanlarda
bazi kanser tilirlerinin engellenmesi ve 6zellikle kolon kanserinin olugmasinin oniine
gecilmesinde etkili olduklar1 bildirilmis ve radyoterapi alan hastalarda iyilesmenin
hizlandirilmasini sagladiklari rapor edilmistir. Bununla beraber, viicutta meydana gelen
alerjik reaksiyonlarin azaltilmasi ve kontrol altina alinmalarinda olumlu etki yaptiklarina

dair bulgular literatiirde yer almaktadir (Masood vd., 2011; Vieco-Saiz vd., 2019).

Probiyotik olarak tanimlanan laktik asit bakterilerinin metabolizma agisindan iki

onemli ve faydali etkisi ise serumdaki kolesterol diizeylerinin diisiiriilmesi ve adipoz



dokuda azalma meydana getirmeleridir. Literatiirde farkli ¢alismalarda gergeklestirilen
hayvan deneyleri bulgularina gore, farkli laktik asit bakteri tiirleri ile muamele edilen
deney gruplarinda toplam viicut agirliginin ve yag birikiminin azaldigi, adipositlerin say1
ve biiyliklerinde azalma meydana geldigi, plazma ve karaciger dokularinda toplam
kolesterol miktarinin azalma oldugu, yag asitleri sentez genlerinin ifadelerinde disiis
goriildiigii, adipoz dokuda pro-inflamatuar genler olan TNFa, IL6, IL1p ve MCP1’in
ifadelerinde azalma goriildiigi bildirilmistir (Kobyliak vd., 2016; Mazloom, Siddiqi ve
Covasa, 2019). Tim bu calismalar, laktik asit bakterilerinin potansiyel anti-obezite ve
anti-kolesterol etkilerinin oldugunu isaret etmektedir. Laktobasiller belirtilen bu 6nemli
etkileri sebebiyle sik¢a insan tiiketimi i¢in kullanilmakta olup, bebek mamalarinda,
kiiltiirli siitlerde ve cesitli farmasotik preparatlarda probiyotikler olarak yer almaktadir

(Kumar vd., 2012; Tsai, Cheng ve Pan, 2014).

1.6. Probiyotik Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Etiyolojik olarak probiyotik terimi, “yasam” anlamina gelmektedir, Yunancadan
tiiretilmistir, ancak probiyotiklerin tanimi zaman i¢inde, canli bakteri takviyelerinin
kullanimina olan ilginin artmast ve etki mekanizmalarinin anlasilmasinda kaydedilen
ilerlemenin artmasiyla birlikte degismistir. Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii'niin
Gida ve Tarim Orgiitii tarafindan probiyotikler, yeterli miktarda tiiketildiginde
konakgilarina fayda saglayan patojenik olmayan mikroorganizmalar olarak

tanimlanmstir (Maia vd., 2019).

Probiyotik mikroorganizmalar biyolojileri dolayisiyla genetik olarak stabildirler ve
diisiik pH, safra ve sindirim enzimlerine direng gosterme kabiliyetleri nedeniyle
gastrointestinal kanaldan geciste hayatta kalirlar. Gastrointestinal sisteme ulastiklarinda
hayatta kalmalar1 ve intestinal mukozaya yapismalariyla bagisiklik sisteminin uyarilmasi
gerceklesir ve bu durum kolonizasyonlarina temel olusturur (Roessler vd., 2007). Cesitli
probiyotik tiirlerin bulunduklar1 dokularda farkli etkileri olabilmekle birlikte genellikle
tamamlayict veya sinerjistik bir sekilde etki gosterirler. Ek olarak, probiyotiklerin,
bulunduklar1 dokudan ¢ok uzaktaki sistemlerde bile anti-inflamatuar etkilere sahip

olduguna dair bulgular bulunmaktadir (Jonkers, vd., 2012).
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Mevcut bilgi durumuna gore, insan ve hayvanlarin gastrointestinal kanalindaki
kommensal bakterilerin iiyeleri olan Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi bazi laktik asit
bakterilerinin yani1 sira probiyotikler hem bakterileri (Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Propionibacterium, Bacillus, Streptococcus, Enterococcus tiyeleri) ve
maya gruplarin1 (Saccharomyces) kapsar. Probiyotikler konak sistemlerde Enterococcus
faecalis, Salmonella enterica subsp, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve
E. coli gibi patojenleri immiin, hormonal ve néronal etkilerle baskilamaktadir (Kothari,
Patel ve Kim, 2019). Ayrica bu mikroorganizmalar, gastrointestinal sistemdeki bulasici
hastaliklara karst dogal direncin arttirllmasini, gastrointestinal ~mikrofloranin
stabilizasyonu, dejeneratif hastaligin 6nlenmesi, kanserin baskilanmasini, sindirimin
artmasini, saprojenik {irlinlerin azaltilmasini, obezitede meydana gelen yag birikiminin
azaltilmas1 ve serumdaki kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesini  saglamaktadir

(Anandharaj ve Sivasankari, 2014).

1.7. Gama-Aminobiitirik Asit (GABA)

Amino asit tiirevi bir molekiil olan Gama Aminobiitirik asit (GABA) bakterilerde,
hayvanlarda, bitkilerde ve mantarlarda yaygin olarak bulunur. GABA, merkezi sinir
sisteminin temel bir norotransmitter molekiilii olarak gorev yapar (Zhong vd., 2019).
GABA’nin  canlilardaki iretimi dekarboksilatli L-Glutamatin ~ Glutamik asit
Dekarboksilaz (GAD) enzimi ile dekarboksilasyonu yoluyla gergeklestirilir (Sekil 1.3).

HOOC NH, HOOC \/\/NHz
COOH Glutamat y-Aminobutirik Asit
Glutamat Dekarboksilaz (GABA)

Sekil 1.3. GABA sentez reaksiyonu (Dhakal, Bajpai ve Baek, 2012)

Uretilen GABA molekiilii, 6zgiil GABA-A ve GABA-B reseptorlerine baglanarak
iyon kanallarinin agilmasina, hiperpolarizasyona ve sinirsel iletimin baskilanmasina

neden olarak hiicrelerde sinirsel uyarilabilirligi kontrol etmektedir. Beyin dokusunda
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plazma konsantrasyonunu, biiylime hormonlarini ve protein sentezini destekleyici etki
gdstermektedir. Insan ve hayvan c¢alismalarinda kan basincini diisiirdiigii ve ndrolojik
bozukluklarda etki sagladig1 da bildirilmistir (Watanabe vd., 2002). Sinir dokularinin yan1
sira, pankreasta insiilin {ireten beta hiicrelerinde de iiretimi gergeklestirilen GABA
molekiilli, insiilin iireten beta hiicrelerinden salgilandiginda komsu alfa hiicrelerinin
GABA reseptorlerine hareket ederek bu hiicrelerden glukagon sentezini baskilar ve
boylece insiilin metabolizmasinda diizenleyici bir etki gosterir (Franklin ve Wollheim,
2004)

Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alisma, GABA'nin, sinir hiicrelerinin yaglanmasini
geciktirmek, kan basincini diistirmek, cildi onarmak, akil hastaliklarini tedavi etmek ve
kardiyak aritmi ve hormon salgilanmasini diizenlemek gibi fizyolojik islevlerini
bildirmistir (Chen, 2019). Laktik asit bakterilerinin ise GABA molekiiliiniin potansiyel
tireticisi oldugunu gosteren arastirmalar son yillarda artmistir (Anggraini vd., 2018).
Ozellikle Lactobacillus gruplarinda GABA nin yiiksek miktarda iiretilebildigini gdsteren
biyoteknolojik tiretim denemeleri gergeklestirilmistir. Bu iiretimin gergeklestigi besin
ortamlar1 ise siit, kefir, yogurt gibi ¢esitli gida {irlinleri olarak bildirilmistir (Dhakal,
Bajpai ve Baek, 2012).

1.8. GABA’nin Obezite ile liskisi

GABA'nin ( Gamma Aminobutirik asit) beyinde ndronlar arasindaki sinyallerin
iletimini diizenleyerek, yiyecek tiirlinii, miktarin1 ve kalitesini se¢mede anahtar rol
oynadig1 One siirlilmiistiir. Ek olarak, GABA'nin yeme davranisina katilimi, kemirgen
modelleri ve GABA reseptorii agonistleri ve antagonistleri kullanilarak yapilan
deneylerle desteklenmistir. Beyin glikoz konsantrasyonundaki degisiklikler, GABA gibi

norotransmitterlerin salinimini degistirmektedir (Sandoval-Salazar vd., 2016).

Insanlarda prefrontal korteks (PFC), yemek secimi gibi bilissel islevlerde rol alan
bir bolgedir ve bireyler istah agict olmayan besinler yerine istah agici bir besin tercih
ettiginde PFC noronlart aktive olur. Bu nedenle insanlarda, PFC'nin disinhibisyonu ve
asimetrisinin obezitenin gelismesine rol oynayan yeme bozukluklarina neden olabilecegi

diistiniilmektedir. Prefrontal korteks davranisin biitiin olarak kontroliinde, 6zellikle uygun
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olmayan cevaplarin inhibisyonunun gerekli oldugu ¢eliskili durumlarda, GABA

seviyesini modiile ederek 6nemli bir etki gostermektedir (Cohen vd., 2011).

GABA ile obezitenin molekiiler biyolojik iliskisine yonelik arastirmalar obez
hayvan modellerinde GABA ve GABA-BR1 (GABA tip B reseptor altiinite-1)
molekiillerinin kahverengi adipoz dokuda miktarinin arttigini gostermistir. Belirtilen
GABA sinyalinin obez hayvanlarda kahverengi adipoz dokuda ve mitokondrilerde
fonksiyon bozukluklarindan sorumlu olduguna dair veriler, GABA’nin obezitede
metabolik sinyal ve fonksiyon degisikliginde anlamli bir etkisinin oldugunu
gostermektedir (Ikegami vd., 2018).

1.9. Kolesterol

Kolesterol, hayvansal kaynakli besinlerle alinan, kanda ve safra kesesinde bulunan
sterol bir bilesiktir. Canli sistemlerde hiicre zarinin yapisina katilan bu molekiil ¢cogu
zaman viicudun farkli dokularindan sentezlenen temel bir molekiildiir. Viicut dokulari
icin dnemli bir yap1 tasi olsa da, kanda kolesterol miktarinin yiikselmesi, koroner kalp
hastaliklari, ateroskleroz, felg gibi hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktorii olmaktadir
(Epstein vd., 1989). Ozellikle biriken kolesteroliin damar yollarinda birikim gdstermesi
ile dolasim sisteminde bozulmalar goriilmekte, ayrica safra kesesinde var olan bazi
molekiiller ile etkileserek tas olusumuna neden oldugu goriilmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii, 2030 yilina kadar kardiyovaskiiler hastaliklarin diinyanin énde gelen 6liim
nedenleri olarak kalacagini ve diinya ¢apinda yaklasik 23,6 milyon insan etkileyecegini
ongormiistiir (Dehkohneh, Jafari, ve Fahimi, 2019). Bu kardiyovaskiiler rahatsizliklarin
biiyiik kism1 dolasim bozukluklari, damar sertligi, yiliksek kolesterol gibi etmenlerin

etkisiyle ortaya ¢ikmakta ve tedavisi siire¢ almaktadir.

Obezite ile kandaki kolesterol seviyesinin birbiri ile korelasyon gosterdigi,
genellikle obezite tanis1 koyulmus kisilerin kan kolesterol miktarlarinda artislar oldugu
bildirilmistir (Mokdad vd., 2003). Bu durum, farkli sebeplerden dolay1 obezite tanisi
koyulan kisilerde beslenmenin dengesizligi ve yiiksek hayvansal yag igeren besinlerin
tercih edilmesinden dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. Viicuttaki kolesterol sentezine ek olarak
disaridan yogun olarak alinan kolesterol kaynagi besinler ile viicutta kolesterol fazlalig

meydana getirerek kandaki kolesterol seviyesinde artisa neden olmaktadir.
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Kan kolesterol diizeylerini diisiirmek i¢in yapilan son yontemler diyet, davranis
modifikasyonu, diizenli egzersiz ve ilag tedavisini igerir. Yiiksek kolesteroliin tedavisinde
etkili bir sekilde kolesterol diizeylerini diisiiren farmakolojik ajanlar mevcuttur, fakat bu

farmakolojik ajanlar pahalidir ve ciddi yan etkilerinin oldugu bilinmektedir.

Yiksek kolesteroliin gideriminde aktif safra tuzu hidrolaz1 (BSH) veya bunlari
iceren ortamlardaki laktik asit bakterilerinin (LAB), safra tuzu metabolizmasi ile
etkilesim gostererek kolesterolii diistiriicii aktivite gosterdiklerine dair literatiirde bilgiler
mevcuttur (Kumar vd., 2012). Ayrica, laktik asit bakterilerinin veya metabolik
tiriinlerinin ortamda bulunan kolesterol molekiillerine direkt baglanarak kolesterolii

isleme ve parcalamaya yonelik etki gostererek kolesterol diizeylerini diisiirdiigii

bildirilmigtir (Ma vd., 2019).

1.10. Laktik Asit Bakterilerinin Kolesterol Uzerine Etkileri

Laktik asit bakterilerinin kolesterol giderimi i¢in Onerilen bes mekanizma su
sekildedir:

e Fermantasyon iiriinleri kolesterol sentezleyen enzimleri inhibe etmektedir.

e Bosaltimda kolesteroliin uzaklastirilmasini saglarlar.

o Kolesterole baglanarak, geri kazanimini engellerler.

e Bakteriler, safra tuzunun (kolesteroliin metabolik iiriinii) geri doniistiiriilmesine
miidahale eder ve yikimmi kolaylastirir bu da kolesterolden yapilan safra tuzu
ihtiyacini arttirir boylece viicudun kolesterol tiiketimine neden olurlar.

e Laktik asit yikimindan dolay1 kolesterol azalmasina neden olurlar (Lee vd., 2009).

Bu mekanizmalar {izerinden probiyotik bakterilerin anti-kolesterol etkilerinden
yararlanilmaktadir. Bu etkilerin in vitro yontemlerle analiz edilebilmesi i¢in insan hiicre
kiiltiirii sistemleri tercih edilmektedir. Literatiirde son bes yilda yayilanan makalelerin
ticte birine yakin kismi1 adipojenez ve obezite ile ilgili 6zellikleri aragtirmak igin 3T3-L1

hiicrelerinin kullanimi tercih edilmistir.
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1.11. 3T3-L1 Hiicre Hatt1

Adipojenezin transkripsiyonel kontrollerini tanimlayan ¢alismalarin ¢ogu in vitro
olarak yapilmistir. Bu calismalar, &ncelikle Harvard Universitesi'ndeki Dr. Howard
Green'in laboratuvarinda iretilen 3T3-L1 veya 3T3-F442A fare preadiposit hiicre
hatlarinda gergeklestirilmistir (Green ve Kehinde, 1975). Son 35 yilda, bu hiicre hatlar
diinya ¢apinda binlerce arastirmaci tarafindan diyabet, obezite gibi hastaliklarin hiicresel
mekanizmalarinin anlagilmasi i¢in kullanilmistir. Kiltiir hiicreleri in vivo hiicrelerin
Ozelliklerine sahip olmadigindan birgok hiicre tipi in vitro sartlarda yeterli degildir. Bu
nedenle literatiirde kullanimi1 saglanan preadiposit hiicre hatlar1 son derece faydali model
sistemler olmustur. /n-vivo adipositler lipit depolanmast, insiilin duyarlilig: ve endokrin
ozelliklerden olusan ii¢ temel 6zellige sahiptir. 3T3-L1 hiicreleri, yag hiicrelerinin bu
dikkate deger 6zelliklerinin {igiine de sahiptir. Adiposit gelisimini incelemek i¢in yaygin
olarak kullanilmaya ek olarak, bir¢ok adiposit spesifik genin kimligi ve / veya

karakterizasyonu bu hiicre hatt1 kullanilarak tanimlanmistir (White ve Stephens, 2010).

3T3-L1 hiicrelerinin adiposit hiicrelerine farklilagmasi i¢in in vitro kiiltiir ortamina
Dekzametazon, 3-isobutil-1-metilksanthin (IBMX) ve insiilinden olusan farklilagsmay1
indiikleyici maddeler kullanilmaktadir. Farklilasma siiresi genellikle 6-8 giin arasi
sirmekte ve adiposite donilisen hiicrelerde lipid akiimiilasyonu goriilmektedir
(Arsenijevic vd., 2012). Lipid akiimiile eden bu hiicreler Oil Red O adi verilen boya ile

boyanir 6zellik gosterdiklerinden dolay1 morfolojik olarak incelenebilirler.

1.12. Adiposit

Adipositler, beyaz yag dokusunun (WAT) ana hiicresel bilesenleridir. Temel
islevleri, triagilgliserolii depolayarak enerji dengesini kontrol etmek olup ayni zamanda
endokrin ve parakrin organlarda o6nemli rol oynarlar. Adipoz doku, glikoz
metabolizmasini, istahi, immiinolojik tepkileri, inflamatuar tepkileri, kan basincinin
diizenlenmesini ve iireme fonksiyonunu kontrol eden faktorleri kontrol ederek birgcok

fizyolojik ve patolojik siireglere aracilik eder (Ali vd., 2013).

Bir¢ok laboratuvarda yapilan ¢alisma, adipositin normal ve patofizyolojik kosullar
altinda sistemik etkisinin kapsamli bir sekilde anlasilmasi i¢in adipositin metabolizma,

inflamatuar ve kanser fiizerine etkisine odaklanmaktadir. Yakin zamana kadar, yag
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dokusunun trigliseritlerin yalnizca bir saklama alani oldugu distiniilmiistiir. Adipositlerin
genel enerji homeostazinda merkezi bir rol oynayan ve bagisiklik sisteminin bazi
yonlerine 6nemli katki saglayan son derece aktif endokrin hiicreleri oldugu goriilmiistiir.
Bunu sadece sistemik lipit homeostazini etkileyerek degil, ayn1 zamanda bir dizi adiposit
spesifik ve zenginlestirilmis hormonal faktor, sitokin ve hiicre dis1 matriks bilesenlerinin
(genellikle "adipokinler" olarak adlandirilir) iretilmesi ve salinmasi yoluyla

gerceklestirirler (Desruisseaux vd., 2007).

1.13. Adipojenez ve 3T3-L1 Hiicre Hatti

Adipojenez, preadipositler gibi fibroblastlarin lipit yiikli adipositlere
farklilagsmasidir. Hiicrelerin kendileri ile hiicreler arasindaki ve ¢evrelerindeki iletisime
dayanir. Bu siireg, kabaca alti asama igerir; mezenkimal prekiirsorler, islenmis
preadipositler, bliylimeyi durduran preadipositler, mitotik klonal genisleme, terminal
farklilagsmasi ve olgun adipositlere doniisiimdiir. Olgun adipositlere basarili bir doniisiim
saglamak i¢in, preadipositler morfoloji ve gen ekspresyonunda belirgin degisikliklere

ugrarlar (Lefterova ve Lazar, 2009).

3T3-L1 preadiposit ve 3T3-F442A hiicre hatlarin1 igeren in vitro adipojenez
modelleri kullanilarak yapilan deneyler, yag hiicresi farklilasmasini destekleyen
transkripsiyonel olaylar1 gostermek ic¢in kullanilmigtir. Preadiposit farklilagmasini
incelemek i¢in bu modeli kullanmanin avantaj ve dezavantajlari vardir. Klonlamadan
tiiretilen bu hiicre hatti, homojen bir hiicre popiilasyonudur. Bu durum uygulanan
tekniklere kesin tepkiler vermesine olanak tanir. Dezavantaji ise; bir preadiposit hiicre
hattinin farklilagma kabiliyeti ¢ogu zaman artan pasaj sayisiyla azalmaktadir (Ntambi ve
Young-Cheul, 2000). Sahip oldugu avantajlar bu hiicre grubunu in vitro calismalara
uygun hale getirmistir ve bu ¢alismada da 3T3-L1 hiicre hatti deneysel asamalarda

kullanilmustir.
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2. MATERYAL-YONTEM

2.1. Bakteri Kiiltiirleri

Bu calismada, Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na ait kefirden ve anne siitiinden izole edilmis laktik asit

bakterileri kullanilmigtir.

2.2. Hiicre Hatti

In-vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde 3T3-L1 preadiposit hiicre hatt1 kullanilmis olup,
bu hiicreler Amerika Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC) tedarik edilmistir.

2.3. Besi Ortamlar: ve Kimyasallar

Calismada gerekli olan bakteriyel kiiltiirizasyon islemleri i¢in MRS Agar besiyeri
(Tablo 2.1), MRS Broth (Tablo 2.2), M17 Agar (Tablo 2.3) ve M17 Broth (Tablo 2.4)

besiyerleri hazirlanarak deneylerde kullanilmistir.

Tablo 2.1. MRS Agar (Merck) besiyeri icerigi

Kimyasal Miktar
Diamonyum Hidrojen Sitrat 29
Dipotasyum Hidrojen Fosfat 29
Glukoz 20 ¢
Magnezyum Siilfat 02g
Mangan Siilfat 0,044
Et Ekstrakti 89
Pepton 10¢g
Sodyum Asetat 5¢g
Maya Ekstrakti 49
Tween 80 1ml
Agar 14 g
Distile Su 1000 ml
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Tablo 2.2. MRS Broth (Merck) besiyeri igerigi

Kimyasal Miktar
Pepton 109
Et Ekstrakti 8¢
Maya Ekstrakti 49
Glukoz 209
Tween 80 lg
Sodyum Asetat 59
Magnezyum Siilfat 029
Mangan Siilfat 0,049
Diamonyum Hidrojen Sitrat 29
Dipotasyum Hidrojen Fosfat 29

Tablo 2.3. M17 Agar (Merck) besiyeri icerigi

Kimyasal Miktar
Soya Peptonu 59

Et Peptonu 25¢g
Kazein 25¢g
Maya Ekstrakti 2,59
Et Ekstrakti 50
Laktoz Monohidrat 5g
Askorbik Asit 0549
Disodyum-B-Gliserofosfat 199
Magnezyum Siilfat 0,25¢
Agar 12,75¢
Distile Su 1000 ml

MRS Agar Besiyeri 68.2 g/L olacak sekilde distile su ile ¢oziildiikten sonra, erlene
aktarilarak 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. M17 Agar 55 g/L olacak
sekilde distile su ile c¢oziildiikten sonra, erlene aktarilarak 121°C’ de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. M17 Broth besiyeri ise 42,5 g/L olacak sekilde distile su
ile ¢ozildiikten sonra, erlene aktarilarak 121°C* de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.
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Tablo 2.4. M17 Broth besiyeri i¢erigi

Kimyasal Miktar
Soya Peptonu 59

Et Peptonu 259
Kazein Peptonu 2590
Maya Ekstrakti 25¢g
Et Ekstrakti 5¢
Laktoz Monohidrat 5g
Askorbik Asit 0549
Disodyum-B-Gliserofosfat 199
Magnezyum Siilfat 0,25¢g
Distile Su 1000 ml
Soya Peptonu 50

Et Peptonu 259
Kazein Peptonu 2540
Maya Ekstrakti 2540

2.4. Mikrobiyoloji Deneylerinde Kullanilan Kimyasallar

Kristal viyole (Merck), Lugol (Merck), Safranin (Merck), Etil Alkol (Sigma),
Gliserol (%20), Glaciel Asetik Asit (Merck), Ninhidrin Cozeltisi, Biitanol (Sigma),
Oxgall (Sigma), KOH (Sigma), Hekzan (Merck), O-Fitalaldehit (Sigma), GABA (Acros).

2.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerleri

DMEM High Glucose (Sigma), EDTA (Merck), Penisilin-Streptomisin (Gibco),
Amfoterisin-B (Sigma), Sodyum bikarbonat (Sigma), Dimetil siilfoksit (Sigma), NaCl
(Merck), KH2PO4 (Merck), NaoHPO4 (Merck), EDTA (Merck), MTT (Sigma), KCI
(Sigma), Formaldehit (Merck), 2-Propanol (Merck), DMSO (Merck), Dekzametazon
(Sigma), IBMX (Sigma), Oil-Red (Sigma) Fosfat Buffer Saline (Tablo 2.5), Fosfat Buffer
Saline-EDTA (Tablo 2.6), Tripsin-EDTA.

PBS tamponu i¢in, Tablo 2.5’teki kimyasallar belirtilen miktarlarda 30 dakika

boyunca manyetik karistiricida homojen hale getirildikten sonra steril edilmistir.
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Tablo 2.5. Fosfat Buffer Saline (PBS) i¢gerigi

Kimyasal Miktar
NaCl 8¢

KCI 029
Na;HPO, 1,449
KHZPO, 0,249
Distile Su 1000 ml

PBS-EDTA tamponu i¢in Tablo 2.6’daki kimyasallar belirtilen miktarlarda 40
santigrat derecede 30 dakika boyunca manyetik karistiricida homojen hale getirildikten

sonra steril edilmistir.

Tablo 2.6. Fosfat Buffer Saline-EDTA (PBS-EDTA) i¢erigi

Kimyasal Miktar
NaCl 8¢

KCI 029
Na,HPO,4 1,444
KH2PO4 0,24 ¢
Distile Su 1000 ml
EDTA 03724

2.6. Bakterilerin Canlandirilmasi

Bakterilerin canlandirilmast i¢in MRS Broth ve M17 Broth kullanilmistir.
Besiyerleri 121°C’de 1,5 atmosfer basing altinda 20 dakika siireyle otoklavlanmustir.
Besiyerleri 45°C’ye sogutulduktan sonra 5’er ml deney tiiplerine aktarilmis {izerine 100
ul bakteri ekimi yapilmistir. Kiiltiirler anaerobik ortamda 37 °C’de, 2 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan gram boyama yapilarak saf olarak belirlenen kiiltiirler

%20 Gliserol igerisinde- 86°C’de stoklanmustir.
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2.7. Gram Boyama

Bakterilerin hiicre duvarlarinin, fiziksel ve kimyasal yapisina gore gram pozitif ve

gram negatif 6zelliklerinin belirlenmesini saglayan bir boyama seklidir.

Izolatlar, M17 veya MRS Broth kullanilarak 48 saat inkiibe edildikten sonra M17
ve MRS Agar bulunan petri kaplarina ekimi yapilarak ¢ogaltilmistir. Temiz bir lam
ylizeyine bir damla su konulduktan sonra bakteri kiiltiirii 6ze yardimiyla ilave edilip
kurumaya birakilmistir. Ardindan lam 3 kez atesten gecirilerek fikse edilmistir.
Hazirlanan preparatlar ilk olarak kristal viyole ile boyanarak 1 dakika bekletilmistir. Fazla
boyadan arindirilmasi i¢in lam yiizeyi su ile yikanarak iizerine lugol ilave edilerek 1
dakika bekletilmistir. Yine su ile yikandiktan sonra alkol konularak 30 saniye
bekletildikten sonra son asama olarak safranin ilave edilerek 45 saniye bekletilmistir.
Bekleme siiresinin sonunda yikandiktan sonra kurutulan 6rnekler 151k mikroskobunda
100’liik objektifte immersiyon yagi kullanilarak incelenmistir. Mor renkte goriilen
bakteriler gram (+), pembe-kirmizi renkte goriilenler ise gram (-) olarak
degerlendirilmistir. Gram pozitif ve basil formlu bakteriler belirlenerek deneysel

asamalar i¢in secilmistir.

2.8. Bakterilerin Molekiiler Tanillanmasi

Calismada kullanilan KM2-7, KM3-14 ve KM4 kodlu bakterilerin molekiiler
tanilanmasi, 16s TRNA bdlgelerinin dizi analizi yoluyla gerceklestirilmistir. Belirtilen
izolatlarin 16s rRNA dizi analizleri, BM Yaz. Dan. Lab. San. Tic. Sti ’den hizmet alimi
yoluyla saglanmistir. Elde edilen 16s rRNA dizi analizi verileri Bioedit program ile
diizenlenmis ve 27F 1492R evrensel primerleri ile elde edilen okumalar birlestirilmistir.
Olusturulan diziler, National Center of Biotechnology (NCBI) portalinda yer alan
Genebank veritabanindaki diger 16s RNA dizileriyle BLAST programi kullanilarak
karsilastirilmistir. Belirtilen bakterilerin tiir diizeyinde tanilanmasi yiizde benzerlik

orantyla gergeklestirilmistir.
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2.9. Bakterilerin GABA Uretim Kapasitelerinin ince Tabaka Kromotografisi

Yontemi Kullanilarak Belirlenmesi

Izolatlar MRS Broth igerisinde 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
4° C 1100g 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Islem sonunda iistte olusan siipernatant
kisimlar1 alinarak TLC’de kullanilmak iizere +4°C’de saklanmistir. Santrifilij sonrasinda
elde edilen pelet kismui, 3 kez distile su ile 1100 g 4°C 3 dakika siireyle santrifiij edilerek
yikanmis ardindan -86°C’de dondurulmustur. Peletler ¢ozdiiriildiikten sonra darasi alinan
ependorf tiiplere konulmus igerisindeki pelet miktar1 hesaplanmis 10 mg/ml olacak
sekilde distile su ilave edilmistir. Uygun konsantrasyona getirilen peletlere 50 saniye
boyunca 3 kez sonikasyon islemi uygulanmistir. Sonikasyon sonrast 1100 g 4°C 15
dakika santrifiij edilmis siipernatant kismi temiz bir ependorfa alinarak TLC’de

kullanilmak tizere +4°C’de saklanmustir.

Hazirlanan ilk siipernatant 20 pl son siipernatant 20 pl ve standart GABA 20 pl ve
10 pul olacak sekilde plaka tizerine spotlanmistir. Plakanin yiiriitiilecegi tankin igerisine
¢oziicii (Biitanol: Asetik Asit: Su 5:3:3) konulmus, 6rneklerin spotlandigi plaka tanka
yerlestirilerek drneklerin yiiriimesi saglanmigstir. Yiirlitme isleminin tamamlanmasinin
ardindan plaka tanktan c¢ikarilarak kurumaya birakilmistir. Kuruma sonrast %0,2
Ninhidrin igeren etanol plaka tlizerine piiskiirtiilmiis ve 100°C etiivde 10 dakika stireyle
reaksiyon olusumu saglanmistir. Reaksiyon sonucunda olusan bantlara bakilarak GABA

standardinin hizasinda bant olusumu gosteren drnekler se¢ilmistir.

2.10. Kolesterol Giderimi Testi

Bakterilerin canlandirilmasi i¢in 100 ml MRS Broth kullanilmistir. Besiyeri
121°C’de 1,5 atmosfer basing altinda 20 dakika siireyle otoklavlanmigtir. Besiyeri
45°C’ye sogutulduktan sonra 5’er ml deney tiiplerine aktarilmis tizerine 100 pl bakteri
ekimi yapilmistir. Kiiltiirler anaerobik ortamda 37 °C’de 2 giin siireyle inkiibe edilmistir.
Bu islemi takiben bakteriler MRS Agar lizerine ekim yapilarak ayni sartlar altinda

inkiibasyona birakilmistir.

100 ml hazirlanan taze MRS Broth igerisine %0,3 Oxgall ve 100 pg/ml final
konsantrasyonda olacak sekilde kolesterol filtreden gecirilerek ilave edilmistir.

Hazirlanan karisim kolesterol deneyi i¢in hazirlanan 6zel tiiplere Ser ml olacak sekilde
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dagitilmistir. Agar plaklari tizerinde gelistirilen bakterilerden kontrollii sekilde tiiplerin
icerisine aktarimi yapilarak, spektrofotometrik olarak degerleri olgiilerek OD degeri 1
olacak sekilde bakteri ekimi yapilmistir. Kiiltlirler ayn1 sartlar altinda 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan kiiltiirler 9000 g 4°C 15 dakika santrifiij edildikten
sonra olusan siipernatant kismindan 1 ml alinarak bagka tiipe aktarilmistir. Siipernatantin
tizerine %33 oraninda KOH ve %95 oraninda etanol ilave edilerek 1 dakika siireyle
vorteks cihazinda homojen hale gelmesi saglanmistir. Bu islemin ardindan 37°C su
banyosunda bekletildikten sonra sogutulup, 2 ml steril distile su ve 3 ml Hekzan ilave
edilip 1 dakika siireyle vortekslenmistir. Karistirma islemi ardindan iist tabakada olusan
fazin 1 mililitresi yeni tiiplere aktarilmistir. Tipler 65°C su banyosunda Hekzan
buharlasana kadar bekletilmistir. Hekzanin buharlagsmasi saglandiktan sonra tiiplerin
tizerine 2 ml o-fitalaldehit ilave edilerek 10 dakika siireyle oda sicakligindan
bekletilmigtir. Bu islemin ardindan 0.5 ml konsantre siilfirik asit ilave edilerek
spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iilmiistiir (Gilliland, Nelson ve
Maxwell, 1985).

Elde edilen absorbans degerleri, daha once olusturulmus olan standart kolesterol
grafigi baz alinarak olusturulan denklemde kullanilarak &rneklerdeki son kolesterol
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen degerler kontrol grubuna goére degerlendirilerek

asagidaki formiil iizerinden yiizde giderim hesaplanmustir (Pereira ve Gibson, 2013).

Yiizde Giderim (%) = [(Kontrol Kolesterol Miktar1 (ng) — Kiiltiir Kolesterol Miktari
(ng)] / (Kontrol Kolesterol Miktar1 (ug) x 100

2.11. Bakteri Filtratlarinin Liyofilize Edilmesi

MRS Broth ve M17 Broth kullanilarak inkiibasyona birakilan deney tiiplerinden
%1 oraninda kiiltiir alinarak 100 ml MRS Broth bulunan erlenlere aktarilip 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu islem sonunda 6rnekler santrifiij tiiplerine alinarak 1100 g
4°C 5 dakika stireyle santrifiij edilmis ve bu islem her bir bakteri kiiltiirii icin 2 defa
tekrarlanmistir. Santrifiij sonucunda olusan siipernatant kismi Durhan siselere alinarak -
86 °C’de 24 saat dondurulmustur. Orneklerin donmas1 saglandiktan sonra liyofilizatr

cihazina konularak 7 giin siireyle konsantre hale getirilmesi saglanmistir.
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2.12. Bakteri Filtratlar1 Icerisindeki GABA Varhigmm LC-MS/MS Yéntemiyle

Belirlenmesi

GABA'nin stok ¢ozeltisi 1,69 mg saf maddenin 1 ml %0,1 formik asit igeren su ile
¢oziilmesiyle hazirlanmigtir. Metot gelistirme ¢aligmalart bu ¢ozelti derisimine gerekli
seyreltmeler yapilarak gergeklestirilmis ve analizi yapilacak numuneler de ayni sekilde

standardin hazirlandig1 ¢6ziicii i¢erisinde hazirlanmistir.

GABA bilesiginin s1vi kromatografisi ile ¢esitli analitik uygulamalarini yapabilmek
icin LC-MS/MS ile analitik metot gelistirilmesine ihtiyag duyulmustur. Bu amagla
kullanilan etken madde GABA, HPLC dereceli Asetonitril (ACN), formik asit (FA) ve su
Sigma-Aldrich GmbH'den (Almanya) satin alinmistir. Tiim ¢ozeltiler, steril olmayan
seliiloz asetat (CA) siringa filtrelerinden (25 mm id, 0.2 um por ¢apinda, GS Tek, ABD)

enjeksiyondan once siiziilmiistiir.

LC-MS/MS ¢aligsmalar1 igin LCMS-8040 serisi (Shimadzu, Nexera XR serisi) s1vi
kromatografi kiitle spektrometresi kullanilmistir. Cihazin LC kismu, ii¢ yollu gaz giderici
(DGU-20A3R), bir SIL-20AC otomatik numune alicisi, bir CTO-10ASVP kolonlu firna
sahip iki LC-20AD ikili pompa ve CBM-20A haberlesme veri yolu modiiliinden
olusmaktadir. Calisma icin sabit faz olarak Fused-Core tanecikleri ile tiretilmis kolon
(Supelco Ascentis Express HILIC, 2.7 umx10 cm4.6 mm) se¢ilmistir. Mobil faz, su
icinde %0,2 (h/h) Formik asit ve Asetonitril *de %0,1 (h/h) formik asit karigimidir (65:35
(h/h), pH = 2,0). Kolon firin1 ve otomatik enjeksiyonlayici termostati sirasiyla 30.0 + 0,1
°C ve 15 £ 0,1 °C olarak ayarlanmistir. Enjekte edilen numune hacmi 1 pl ve akis hizi
0,10 ml/dk. seklindedir. Bu kosullar altinda maddenin alikonma zaman1 13.0+0,1 dakika

olarak belirlenmistir.

Kiitle spektrometresi, pozitif modda (ESI +) bir elektrosprey iyonizasyonu
kullanarak m/z 100 ila m/z 800 kiitle araliginda ¢alistirilmistir. MS kosullari; kurutma
gaz1 (azot) akisi 15 l/dk., nebiilize edici gaz (azot) akisi 3 I/dk., ¢arpisma gazi (Argon),
CDL sicaklig1 250°C ve 1s1 blogu sicaklig1 450°C olacak sekilde optimize edilmistir. Tim
analizler boyunca Coklu Reaksiyon izleme (MRM) modu kullanilmistir (Tablo 2.7).
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Tablo 2.7. GABA icin MRM Kosullar

Precursor lon Product lon Q1 Pre-Bias (V) CE (V) Q3 Pre-Bias (V)
87.05 -11.0 -15.0 -16.0
103.85 45.05 -17.0 -24.0 -15.0
69.05 -11.0 -19.0 -27.0

2.13. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Satin alinan 3T3-L1 hiicre hatti, DMEM High Glucose igerisine %10 Fetal Sigir
serumu (FBS) ilave edilerek hazirlanan mediumda 37°°C de, %5 CO2 igeren COz
inkiibatériinde kiiltiire edilmistir. Besiyeri miktarlar1 25 cm?’lik flask icin 7 ml, 75 cm?’lik
flask i¢in 15 ml ve 175 cm?lik flask i¢in 50 ml olarak kullanilmistir. Hiicre kiiltiir
yogunlugu flask tabanmin %70’ini kapladig1 zaman pasaj islemi yapilmstir. Ilk olarak
flask icerisindeki medium pasteur pipeti ile aspire edilerek PBS ile yikanmais, kalan hiicre
besiyeri bu sayede uzaklastirilmistir. Ardindan PBS-EDTA ile muamele edilen hiicrelerin
flask tabanindan ayrilma islemi kolaylastirilmistir. Kullanilan flask yiizeyine bagl olarak,
25 cm?’lik hiicre kiiltiir kabi icin 250 ul, 75 cm?’lik hiicre kiiltiir kabi igin 750 pl 175
cm?lik hiicre kiiltiir kab1 igin 1200 pl 1x Tripsin PBS-EDTA konmus, bir dakika
inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yapistiklari flasktan kalkmalar1 saglanmstir. Inverted
mikroskop altinda hiicrelerin kalktiklar1 gézlemlendikten sonra, Tripsin PBS-EDTA ’nin
etkisini inhibe edebilmek i¢in eklenen miktarin 10 kat1 kadar medium, hiicrelerin {izerine
ilave edilmistir. Santrifiij tiiplinde pipetlenerek homojen hale getirilen hiicreler, flasklara

boliinerek iizerlerine gerekli miktarlarda medium ilave edilmistir.

2.14. Hiicrelerin Stoklanmasi

Hiicre kiiltiir yogunlugu %70’e ulastiginda, PBS ve ardindan PBS-EDTA ile
yikanan hiicreler 1X Tripsin PBS-EDTA kullanilarak flask yiizeyinden kaldirilmistir.
Hiicreler santrifiij tiipli igerisine alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda olusan pelet {izerine her bir stok i¢in, 850 pul hiicre besiyeri, 100 pl
Fetal Bovine serum ve 50 pl Dimetilsiilfoksit (DMSO) konulmustur. Pipetlenerek
homojen hale getirilen karisim, her bir stok i¢in vial igerisine 1’er ml olacak sekilde

paylastirilarak  Mr. Frosty (kademeli sogutucu) igerisine konulmus -86°C’ye
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koyulmustur. Bir giin sonrasinda -86°C’den alinan vialler sivi azot tankina (-196°C)

yerlestirilerek, hiicrelerin stoklanmasi saglanmistir.

2.15. Hiicrelerin Stoktan Cikarilmasi

Santrifiij tlipii icerisine, 7 ml DMEM yiiksek glikoz besiyeri ve %10 FBS ilave
edilmistir. Ardindan azot tankindan hiicre c¢ikarilarak, hizli bir sekilde hazirlanan
karisimla pipetlenerek ¢oziinmesi saglanmistir. Santrifiij tiipleri, 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan siipernatant kismi, pasteur pipeti ile aspire
edilerek pelet kisminin kalmasi saglanmistir. Hiicre peleti iizerine 7 ml medium ve %10
FBS ilave edilerek homojen hale getirildikten sonra 25cm?’lik flask icerisine alinmustir.

Hiicreler 37°C’de, %5 COz igeren inkiibatorde, inkiibasyona birakilmistir.

2.16. 3T3-L1 Hiicrelerinin MTT Testi icin Hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklart zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmastir.
Hiicreler Corning tiip igerisine alinarak, pipetleme yardimiyla homojen hale getirilmistir.
Thoma lamina lamel kapatarak, her iki yiizeye 10’ar pl hiicreli medium konulmus,
hiicreler 3 kez sayilmistir. Hiicreler, %10 FBS iceren besiyerinde siispansiyon haline
getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina her bir kuyucuk 5x10° hiicre

olacak sekilde 0,1 ml hiicre siispansiyonu aktarilmistir.

Hiicrelerin yapismasi ve test maddesinin uygulanabilmesi i¢in 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda plaka ters g¢evrilmek suretiyle besiyeri
uzaklastirilmistir. Test maddesi, belirlenen konsantrasyon degerlerinde taze besiyeri ile
karistirilarak 24, 48 ve 72 saat 37°C’de COz inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

2.17. Hiicre Kiiltiirii Yontemi ile /n-Vitro Sitotoksik Etki Belirlenmesi (MTT
Ol¢iimii)
Test maddeleri ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerleri uzaklagtirnlmigtir. Hiicreler 5 mg/ml MTT soliisyonu ile her bir
kuyucuga 0.1 ml olacak sekilde konulmustur. Canli hiicrelerin mitokondriyal metabolik

aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda ¢oziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi

26



icin 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu silire sonunda hiicrelerden MTT boyasi
uzaklagtirllmigtir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢éziinmesi
icin her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik
yogunluklar1 ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile
muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik oran1 %100 olarak kabul edilerek, deney
hiicrelerinin canlilik oranlari yiizde olarak ifade edilmistir (Mosmann, 1983). Hiicrelerin
deney setlerinde her test maddesi konsantrasyonu igin 8 paralel halinde ekildigi deneyler,
birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrarlanmistir. MTT deneylerinin sonuglarinin
istatistiksel degerlendirmesinde SPSS programi kullanilmis ve elde edilen verilerin tek
yonlit ANOVA ile Post-Hoc olarak Tukey testi uygulanarak anlamliliklari belirlenmistir.
Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.

2.18. Oil-Red-O Boyama (Yag Hiicrelerinin Boyanmasi ile Mikroskobik Olarak

Saptanmasi)

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan 3T3-L1 hiicreleri, pasajlandiktan sonra
Thoma laminda hiicre sayimi1 yapilmistir. Bu deney i¢in 24 kuyucuklu plaka kullanilmig
ve her bir kuyucuk igin 4 x10* olacak sekilde FBS ve DMEM yiiksek glukoz besiyeri
kullanilarak hiicre ekimi yapilmigtir. Hiicre yogunluguna bagl olarak 48 veya 72 saat
inkiibasyona birakilan hiicrelerin konfluent hale gelmesi saglanmistir. Inkiibasyon
stiresinin ardindan hiicrelerin lizerindeki medium pasteur pipeti ile uzaklagtirilmistir.
Belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan test maddeleri, indiiksiyon mediumu (0,5 M 3-
izobutil-1-metilksantin (IBMX), 50uM dekzametazon ve 10mg/ml insiilin igceren DMEM
besiyeri) icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra her bir konsantrasyon degerinden 3’er tekrar
olacak sekilde hiicrelere verilmistir (Park vd., 2013). Maddenin uygulandig giin 0. Giin
olarak kabul edilmis, 0-6 ve 0-8 giinlerdeki, maddenin hiicreler {izerinde farklilasmaya
olan etkisi Oil Red O metodu kullanilarak literatiirde belirtildigi gibi boyanmistir (Kasturi
& Joshi, 1982). Hiicreler once PBS ile yikanarak ve %3,7’lik formaldehit ile 10 dakika
fiske edilmistir. Fiksasyonun ardindan hiicreler 3 kez su ile yikanmig ve izopropanolde
¢Oziilmiis (5 mg Oil Red O/ml) 1 ml Oil Red O her kuyucuga eklenerek 2 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Plakalar 2 saat sonra 4 kez distile su ile yikanmis ve

mikroskop analizi yapilarak goriintilenmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Anne Siitiinden Elde Edilen Bakteri izolatlarimin Analizleri

Calismada kullanilan, anne siitiinden izole edilen izolatlarin mikroskobik ve
hiicresel analizlerinden elde edilen sonuglar Tablo 3.1°de gosterilmistir. Buna gore 43
izolat Gram (+) boyanma gostermis olup Kok hiicre morfolojisine sahiptir. 4 izolat

grubunun ise Gram (+) olup Basil morfolojide oldugu goriilmiistiir.

Tablo 3.1. Anne siitiinden elde edilen izolatlarin gram boyanma ve morfolojik ozellikleri

. Gram Hiicre
Izolat numarasi
ozelligi sekli
KM5, TM17, TM8, TM14, K6, TN4, TM3, K17, K16,
TM2, TM6, TM5, TM9, TM16, K14, K2, TN3, TM13, K21, TM11, *) ol
+ 0

TM7, TM15, TM4, K19, K18, K9, K3, KM6, K13, TM1, K7, K15,
TM18, K20, K4, K5, TM12, TM3, K17, TM8, TM9, TM11, TM10
KM1-2, KM1-3, KM1-9, KM2-7 (+) Basil

3.2. Kefirden Elde Edilen Bakteri izolatlarin Analizleri

Calismada kullanilan, kefirden izole edilmis izolatlarin mikroskobik ve hiicresel
analizlerinden elde edilen sonuglar Tablo 3.2°de gosterilmistir. Buna goére, 34 izolatin

tamaminin Gram (+) 6zellikte oldugu ve Basil morfoloji gosterdigi goriilmistiir.

Tablo 3.2. Kefirden elde edilen izolatlarin gram boyanma ve morfolojik ozellikleri

Gram Hiicre

izolat numarasi
ozelligi sekli

K2-21, KM4-1, KM1-2, K2-10, K2-4, K2-11, KM2-7, K2-14, K2-19, K2-2,
K2-20, KM1-3, KM3-14, K2-15, KM1-1, K2-19, K2-7, K2-20, K2-21, KM4-
1, K2-10, KM5, K2-7, K2-13, K2-3, K2-22, K2-1, K2-23, K2-6, K2-16, K2-17,
K2-8, K2-2, KM4-3, KM1-17, KM1-1, KM3-13

(+) Basil

Sonug olarak; Kefir ve Anne siitiinden izole edilmis toplamda 81 izolata gram
boyama ve mikroskobik inceleme yapilmis olup, bu dogrultuda, toplam 47 izolat gr (+)

Kok, 34 izolat gr (+) Basil 6zelligi gostermistir.
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In-vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan KM3-14 ve KM2-7 Gram boyama
yapildiktan sonra 1sik mikroskobunda 100x biiyiitme ile gorintiilenerek koloni

morfolojilerinin basil formda olduklar goriilmistiir (Sekil 3.1).

A

Sekil 3.1. KM3-14 (A) KM2-7 (B) izolatlarinin gtk mikroskobu goriintiisii (100x)

3.3. Bakterilerin Molekiiler Tanilama Bulgulari

Calismada kullanilan bakteri izolatlarindan 3t olan KM2-7, Km3-14 ve KM4’iin

16s rRNA dizi analizi tamamlanmis ve elde edilen sekans bilgileri Genebank

29



veritabaninda diger 16s rRNA sekans verileri ile karsilastirilmistir. Buna gore, hiicre
kiiltiirii deneylerinde kullanilan KM2-7 izolat1 L. brevis (Acs: MN400226.1, benzerlik
%99,72) ve aym sekilde KM3-14 izolat1 da L. brevis (Acs: JQ741972.1, benzerlik
%99,58) olarak tanilanmistir. KM4 izolat1 ise L. plantarum (Acs. MG739434.1 benzerlik
%99,71) olarak belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan her iki KM2-7 ve
KM3-14 izolatinin da L. brevis tiirleri oldugu goriilmiis ve laktik asit bakterileri tiyeleri

olduklar teyit edilmistir.

3.4. Bakteri Filtrattarmm GABA Uretim Kapasitelerinin Ince Tabaka

Kromotografisiyle Analizi Bulgular:

Elde edilen bakteri filtratlar1 icinde GABA ’nin nitel olarak analiz edilebilmesi igin
Ince Tabaka Kromotografisi yontemi kullamlmistir. Silika membran {izerine 20’ser pl
olmak kosuluyla esit miktarda yiiklenen oOrneklerin GABA iiretim kapasiteleri
kiyaslanmistir. Reaksiyon sonucunda olusan bantlara bakilarak GABA standardinin
hizasinda bant olusumu gosteren ornekler belirlenmistir. Sekil 3.2’deki Silika membran
sonucuna gore, kefire ait izolatlardan K2-19, KM3-14, KM2-7 numarali bakteri
filtratlarina ait stipernatant 6rnekleri (hiicre disi) pozitif kontrolle karsilastirildiginda,
GABA'’ya ait giiclii bantlara sahip olduklar1 goriilmistiir. KM1-1 KM1-17, KM3-13
orneklerinde ise zayif bantlar gozlenmistir. Pelet (Hiicre i¢i) 6rneklerinde ise GABA’ya

ait olabilecek bantlar gériilmemistir.
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Kt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 K2

- - 5 _

!

Sekil 3.2. TLC Analiz Gériintiisii. K1: GABA Pozitif Kontrol 1 ul, 1: Km1-1 Hiicre I¢ci Ekstrakt 20 ul, 2: Km1-1 Hiicre
Dusi Ekstrakt 20 ul, 3: K2-19 Hiicre I¢i Ekstrakt 20 ul, 4: K2-19 Hiicre Digi Ekstrakt 20 ul, 5: Km3-14
Hiicre I¢i Ekstrakt 20 ul, 6: Km3-14 Hiicre Dist Ekstrakt 20 ul, 7: Km2-7 Hiicre I¢i Ekstrakt 20 ul, 8: Km2-
7 Hiicre Digsi Ekstrakt 20 ul, 9: Km3-13 Hiicre Digsi Ekstrakt 20 ul, 10: Km1-17 Hiicre Disi Ekstrakt 20 ul,
K2: GABA Porzitif Kontrol 20 ul

3.5. LC-MS/MS Yontemiyle GABA Miktarinin Belirlenmesi

Ince tabaka kromatografisi bulgularina ek olarak, segilen izolatlarda GABA
varligimin Kiitle Spektroskopisi (MS) yontemiyle analiz edilebilmesi i¢in, ticari GABA
standardindan kalibrasyon okutmasi yapilmis olup elde edilen bu standarda ait MS

spektrumu Sekil 3.3’te yer almaktadir.

100,000
1 £JEBTER)

12.996

1.1

Sekil 3.3. GABA standart ¢ozeltisinin MRM + Mod i¢in kiitle spektrumu
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Orneklerdeki GABA’nin Molar derisim yoniinden miktarini elde edebilmek icin
belirlenen konsantrasyonlardaki GABA 6rneklerinin karsilik geldigi MS spektrumdaki
pik alanlar1 kullanilarak Sekil 3.3’teki kalibrasyon grafigi olusturulmus olup, analiz
edilen se¢ilmis izolatlardaki MS kiitle spektrumundan elde edilen pik alanlari kullanilarak

orneklerdeki GABA nin molar derisimi hesaplanmistir (Sekil 3.4).

Kalibrasyon Grafigi
16000000
14000000 y =2E+13x- 26475 o
R?=0,9993 ..
12000000
£ 10000000
< 8000000 R
= -
& 6000000 .
4000000 o*
o?®
2000000 ¥
0 L
0,00E+00 1,00E-07 2,00E-07 3,00E-07 4,00E-07 5,00E-07 6,00E-07 7,00E-07
Derisim, M

Sekil 3.4. GABA derisim kalibrasyon grafigi

Buna gore, mikroskobik analizleri ger¢eklestirilmis izolatlardan secilen 6rneklerin
GABA varliginin ve bu varliin molar derisim hesabi, MS spektrumu {izerinden
gergeklestirilmis olup, elde edilen bulgulara gore, siipernatant gruplarinda pg GABA/mg
¢ozelti diizeyinde en fazla GABA igeren 5 filtrat KM3-14, K2-20 ve KM2-7, K2-19 ve
KM1-3 olmustur (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Siipernatant (hiicre dist) drneklerde en fazla GABA igeren filtratlar ve GABA derigim miktarlart

Numune Pik Alam Derisim D?:E:ilﬁllflid He cg:}('?z]:f:‘i/mg
KM2-7 13861140 5,88316E-07
KM2-7 13381031 5,67977E-07 5,76417E-07 | 0,050803501
KM2-7 13498604 5,72958E-07 1,06014E-08 | 0,000934372
K2-19 14238679 6,04309E-07
K2-19 14490667 6,14984E-07 6,02923E-07 | 0,050547483
K2-19 13888515 5,89475E-07 1,28107E-08 0,00107402
KM3-14 12674116 5,3803E-07
KM3-14 12748759 5,41192E-07 5,36881E-07 | 0,053233824
KM3-14 12518095 5,31421E-07 4,98609E-09 0,00049439
KMI1-3 11724899 4,97819E-07
KMI1-3 11586850 4,91971E-07 4,89713E-07 | 0,046543044
KMI1-3 11288910 4,79349E-07 9,43955E-09 | 0,000897149
K2-20 12755861 5,41493E-07
K2-20 12506460 5,30928E-07 5,32095E-07 | 0,053168267
K2-20 12339723 5,23864E-07 8,87213E-09 | 0,000886525

Secilen KM2-7 ve KM3-14 filtratlarindaki GABA’ya ait MS Spektrum pikleri ise
Sekil 3.5’te gosterilmis olup bu 6rneklerin GABA igerdikleri MS pikleri iizerinden teyit

edilmistir.

KM3-14, K2-19, KM1-3 ve KM2-7 pelet oOrneklerinde (Hiicre digi) MS
spektrofotometrik analiz sonucunda GABA’ya ait pik elde edilmemistir. Ayni sekilde,
bakterilerin inkiibasyonunda kullanilan MRS besiyerinde, 3T3-L1 hiicre hattinin besiyeri
olan DMEM High Glucose besiyerinde de beklendigi tizere pik elde edilmemistir. LC
MS/MS analizinde elde edilen tiim bu verilerin ile TLC analizi bulgulariyla uyumlu

oldugu goriilmiistiir.
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KM2-7

KM3-14

Sekil 3.5. KM2-7 (A) ve KM3-14 (B) filtratlarindaki GABA ya ait MS spektrum pikleri

3.6. MTT Sitotoksisite Testi Bulgulari

Test maddelerinin konsantrasyonlara bagl olarak hiicre canliligina olan etkisi MTT
testi ile analiz edilmistir. Buna gore, KM2-7 filtratinin 3T3-L1 hiicre hatt1 tizerine MTT
sitotoksisite testi SPSS analizi degerlendirildiginde, 24 saatlik deney sonunda 100, 200,
250, 300, 400, 500, 1000, 2000, 3000, 4000 ug/ml konsantrasyonlarinin tamaminda %
hiicre canlilig1 agisindan sirasiyla -4,7*, -7,5*, -15,5*, -16,1*, -18,5*, -12,5*, -16,8%, -
18,0*, -20,1*, 33,0* yiizde degisim degerleri elde edildigi gortilmiis olup tiim degisimler
istatistiksel olarak anlamlidir. 48 saatlik deney bulgularinda ise ayn1 konsantrasyonlarda
sirastyla -1,28, -6,9*, -15,2*, -17,9*, -18,3*, -14,5*, -23,5*, -30,9*, -47,8*, -68,5* %
canlilik degisimleri goriilmiis olup sadece 100 pg/ml’deki degisim istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir. 72 saatlik son grupta ise, istatistiksel olarak konsantrasyonlarda
sirasiyla -3,0, -2,6, -18,3*, -25,6*, -33,5%, -28,6*, -32,0*, -42,9%, -64,9%, -78,6* yiizde
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canlilik degisimleri elde edilmis ve 100 ile 200 pg/ml’deki degisimler anlamli
bulunmamistir. Buna gore en fazla sitotoksik etki gosteren konsantrasyonlar 3000 ve
4000 pg/ml oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.4) (Sekil 3.6).

- 24 saat
. S0k - 48 saat
100 4 - 72 saat

(=2} o]
o o
1 1

% Hucre Canliligi
8
1

20

0-
Kontrol 100 200 250 300 400 500 1000 2000 3000 4000

Konsantrasyonlar (ug/ml)

Sekil 3.6. KM2-7 filtratinin 3T3-L1 hiicre hatti iizerine MTT sitotoksisite testi. Kontrol grubuna gére anlaml
olan farkliliklar (*) ile gésterilmistir. Veriler ortalama +SE seklinde gosterilmistir. Anlamhilik degeri
p<0.05"tir.
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Tablo 3.4. KM2-7 Filtratimin 3T3-L1 hiicrelerinde konsantrasyona bagl: yiizde canlilik degisim etkisi
(Yiizde degisimler kontrol grubuna gore karsilastiriimis olup kontrol grubuna gore anlamli olan

Sfarklilikiar (*) ile gosterilmistir).

KM 2-7
Konsantrasyonlara Bagh 3T3-L1 % Canlilik Degisimi
Kons. (ng/ml) 24 saat 48 saat 72 saat
100 47 -1,28 -3.0
200 75 6,9 -26
250 15,5 -15,2° 18,3
300 16,1 17,97 25,6
400 18,5 18,3 335
500 125 145 28,6
1000 -16,8° 235 32,0
2000 -18,0° -30,9° 42,9
3000 -20,1° 47,8 64,9
4000 33,0 68,5 78,6

KM3-14 filtratinin 3T3-L1 hiicre hatt1 tizerine MTT sitotoksisite testi SPSS analizi
incelendiginde ise, 24 saatlik deney sonunda 100, 200, 250, 300, 400, 500, 1000, 2000,
3000, 4000 ug/ml konsantrasyonlarinin tamaminda yiizde hiicre canliligi agisindan
sirastyla 17,2*, 22,6*, 11,5, 9,8, 13,2*, 6,3, 17,4*, 25,9*, 31,8%, 21,8* yiizde degisim
degerleri elde edildigi goriilmiis olup 250, 300 ve 500 ug/ml konsantrasyonlarindaki
canlilik degisimleri anlamli olmamigtir. 48 saatlik deney bulgularinda ise ayni
konsantrasyonlarda sirasiyla -0,4, -4,1, -11,6*, -17,2*, -23,5*, -35,4*, -24,7*, -21,4*, -
40,3*, -53,5* yiizde canlilik degisimleri goriilmiis ve 100 ve 200 pg/ml’deki degisim
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. 72 saatlik son grupta ise, konsantrasyona bagli
sirasiyla 7,4, 3,6, 0,8, 8,0, 7,0, 6,6, 4,6, 3,0, -22,1*, -46,6* yiizde canlilik degisimleri elde
edilmis, fakat sadece 1000 ile 2000 pg/ml’deki degisimler anlamli olmustur. Buna gére
hiicre canliligina KM3-14 filtrati, KM2-7 filtratinin aksine, 24 ve 48 saatte genel olarak
hiicre sayisinda artis meydana getirdigi goriilmektedir (Tablo 3.5) (Sekil 3.7). Uygulanan
madde konsantrasyonlar igerisinde hiicre canligina yiiksek sitotoksik etkisi olanlar 3000

ve 4000 pg/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.7. KM3-14 filtratimin 3T3-L1 hiicre hatti iizerine MTT sitotoksisite testi. Kontrol grubuna gore
anlamli olan farkliliklar (*) ile gosterilmistir. Veriler ortalama +SE seklinde gosterilmigtir.

Anlamlilik degeri p<0.05 'tir.

Tablo 3.5. KM3-14 filtratimin 3T3-L1 hiicrelerinde konsantrasyona bagl yiizde canlilik degisim etkisi.
(Yiizde degisimler kontrol grubuna gore karsilastirilmis olup kontrol grubuna gore anlamli olan

farklilhikiar (*) ile gosterilmistir.)

KM 3-14
Konsantrasyona Bagh 3T3-L1 % Canlilik Degisimi

Kons. (ng/ml) 24 saat 48 saat 72 saat
100 17,2* -0.4 74
200 22,6* -4,1 36
250 115 -11,6* 0,8
300 9,8 -17,2* 8,0
400 13,2* -23,5* 7,0
500 6,3 -35,4* 6,6
1000 17 4* -24,7* 4.6
2000 25,9* -21,4* 3,0
3000 31,8* -40,3* -22,1*
4000 21,8* -53,5* -46,6*
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3.7. lzolatlarin Kolesterol Giderim Testi Bulgular

Bakteri izolatlarinin kolesterol giderim aktivitesini belirleyebilmek igin kontrol
grubu ile karsilastirmali yiizde giderim degerleri spektrofotometrik degerler baz alinarak

standart kolesterol formiilii izerinden hesaplanmustir.

Buna gore, elde edilen yiizde kolesterol giderim sonuglar1 Tablo 3.3’te
Ozetlenmistir. Elde edilen bulgulara gore izolatlar, kolesterol giderim kapasitelerine gore
biiyiikten kiigiige olarak K2-4, KM4-1, K2-19, KM1-2, K2-20, KM1-3 KM3-14 ve KM2-
7 seklinde swralanmustir. ik 4 grup %84,57, %81,02, %77,95 ve %75,26 giderim
yiizdelerine sahipken, en yiiksek giderim kapasitesi %84 ile K2-4’te, en diisiik giderim
kapasitesi %29,58 olarak KM2-7 izolatinda gergeklesmistir (Sekil 3.8).
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% Giderim

Sekil 3.8. Izolatlarin yiizde kolesterol giderim olciimii. Ornekler MRS Broth icerisinde %0,3 Oxgall ve
100ug/ml final konsantrasyonda Kolesterol varliginda inkiibe edilmistir. (Degerler, kontrol

grubuna gore kolesterol miktarindaki azalmann yiizde olarak karsiligini géstermektedir.)

3.8. Oil Red O Boyama Bulgulari
KM2-7 ve KM3-14 filtratlarinin 3T3-L1 adipositlerinde adipojenez ve yag birikimi

tizerine etkisinin farkli konsantrasyonlardaki analizi i¢in Oil-Red O boyama
gergeklestirilmistir. Buna gore, KM2-7 filtratinin 6.giindeki yag birikimi iizerine etkisi
incelendiginde, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, konsantrasyon artisina bagli olarak
hiicrelerde adipojenez  baskilanmasina bagli olarak yag birikiminin azaldig:

gozlemlenmistir (Sekil 3.9). KM2-7 filtratinin  8.giindeki yag birikimi etkisi
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incelendiginde ise, kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, konsantrasyon artisina bagl
olarak hiicrelerde adipojenez baskilanmasi ile yag birikiminin azaldig1 inverted
mikroskop goriintiilerinde tespit edilmistir (Sekil 3.10). Yag birikimini baskilama

acisindan en etkili konsantrasyonlar 1000 ve 2000 pug/ml olarak belirlenmistir.

KM3-14 filtratinin yag birikimi {izerine yaptig1 etkiye bakildiginda ise, 6. glinde
250 ve 500 pug/ml konsantrasyonlarda KM2-7 filtratina gére daha az yag birikimi oldugu
gozlenmistir. 250 ug/ml konsantrasyonda 500 pg’a gore daha az yag birikimi oldugu
sonucuna varilmigtir. 8. giinde ise 250 ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinda 6. giine benzer
yag birikimi gorilmistir (Sekil 3.11). Elde edilen sonuglarda, 6. giinde etkili
konsantrasyon 250 ug/ml iken 8. giinde 500 ug/ml olarak belirlenmistir

39



KM2-7 6.Giin Oil Red O Boyama

s Preadiposit

! Adiposit (K) |

500 pg/ml

2000 pg/ml

Sekil 3.9. KM2-7 6.giin Oil Red O boyama inverted mikroskop goriintiileri (40x).
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KMZ2-7 8.Giin Oil Red O Boyama

Preadiposit

Sekil 3.10. KM2-7 8.giin Oil Red O boyama inverted mikroskop goriintiileri (40x).
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Sekil 3.11. KM3-14 6.giin (A) ve 8.giin (B) Oil Red O boyama inverted mikroskop goriintiileri (40x).
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4. TARTISMA

Obezite, asir1 miktarda yag birikimi ile karakterize olan bir durumdur. Ozellikle
beyaz yag dokusunda asir1 yag birikimi ile karakterize edilmektedir (Ng vd., 2014).
Obezitenin ortaya ¢ikis derecesi, hiicresel diizeyde preadipositlerin adipositlere olan
doniistimii ve adipoz dokunun hacim kazanmasi ile belirlenmektedir (Park vd., 2013).
Bununla birlikte, obezitenin tip 2 diyabet, kolesterol, hipertansiyon, kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi kronik hastaliklarin ortaya ¢ikisi veya gelisimi ile dogrudan veya dolayli
olarak iligkisi goz Oniine alindiginda adipojenez ve adipoz dokunun olusumu ile ilgili

yapilan ¢alismalar literatiirde 6nem kazanmaktadir.

Kolesterol ise, hayvansal kaynakli besinlerle alinan, metabolizmada dogal olarak
bulunan sterol bir bilesiktir. Metabolizmada dogal olarak bulunsa bile insan kaninda
kolesterol miktarinin yiikselmesinin koroner kalp hastaliklari, ateroskleroz, felg gibi
hastaliklar icin risk faktorii olusturmaktadir (Blesso ve Fernandez, 2018). insanda
metabolizmada yer alan kolesteroliin dengede tutulmasi veya fazla kolesteroliin viicut

icerisinde giderimi insan saglig1 agisindan ¢ok dnemlidir.

Insanlarda obezite ve kolesterol yiiksekliginin kontrol altina almabilmesi icin
literatlirde farkli ¢aligmalar bulunmaktadir. Obezite i¢in, popiiler olan yaklasim, GABA
tireten Laktik asit bakterilerinin insana probiyotik takviyesi olarak verilmesi veya
besinlere bu bakterilerden katki maddesi eklenmesi ve bunun etkilerinin arastirilmasidir.
Ozellikle GABA’min nérotransmitter bir molekiil olmasi sebebiyle enerji
metabolizmasina etki ettigi bilinmektedir (Dhakal, Bajpai ve Baek, 2012). GABA iireten
laktik asit bakterilerinin (LAB) adipojenez iizerinde etki ederek adiposit olusumunu ve

yag birikimini diizenleyici etki gostermesi beklenmektedir.

Literatiirde yapilan g¢alismalara bakildiginda GABA iireten laktik asit bakteri
suslarinin adipojenezi baskiladig1 ve yag olusumunu engelledigine dair farkli ¢caligsmalar
vardir (Moon vd., 2012; Park vd., 2013; Park vd., 2014; Park vd., 2014). Bu ¢alismalarda
elde edilen bulgular, GABA iireten laktik asit bakterilerinin, hiicre igindeki lipit
birikimini adipojenez baglantili genleri baskilayarak azalttigini gostermistir. Ayrica,
hiicre i¢i trigliserit depolanmasini azalttiklart ve GPDH aktivitesinin baskilayici etki
gosterdikleri bildirilmistir. Bu etki, hiicre i¢i yag birikimini ve obeziteyi baskilama

acisindan onemli bir mekanizma olarak degerlendirilmektedir.
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Calismada  kullanilan ~ bakteri  filtratlarinin =~ mikroskobik  analizleri
degerlendirildiginde, kok ve basil formdaki ornekler dikkate alinmistir. Bu 6rnekler
KM5, TM17, TM8, TM14, K6, TN4, TM3, K17, K16, TM2, TM6, TM5, TM9, TM16,
K14, K2, TN3, TM13, K21, TM11, TM7, TM15, TM4, K19, K18, K9, K3, KM6, K13,
TM1, K7, K15, TM18, K20, K4, K5, TM12, TM3, K17, TM8, TM9, TM11, TM10, KM1-
2, KM1-3, KM1-9, KM2-7 (Anne Siitii Suslar1) ve K2-21, KM4-1, KM1-2, K2-10, K2-
4, K2-11, KM2-7, K2-14, K2-19, K2-2, K2-20, KM1-3, KM3-14, K2-15, KM1-1, K2-
19, K2-7, K2-20, K2-21, KM4-1, K2-10, KM5, K2-7, K2-13, K2-3, K2-22, K2-1, K2-
23, K2-6, K2-16, K2-17, K2-8, K2-2, KM4-3, KM1-17, KM1-1, KM3-13 (Kefir
Kaynakl1) olarak kodlanmis tiim bu suslarin bakteri olduklari teyit edilmis ve bu 6rneklere
ait filtratlarda GABA TLC analizi tamamlanmigtir. GABA’nin filtratlardaki varligi ince
tabaka kromatografisiyle analiz edildiginde elde ettigimiz bant profilleri literatiirdeki
diger c¢alismalar ile uyumlu olmus ve 6zellikle kefir 6rneklerine ait filtratlardan elde
edilen siipernatant 6rneklerinde GABA varligi teyit edilmistir (Moon vd., 2012; Park vd.,
2013). Anne siitii kaynakli 6rneklere ait filtratlarda ise Kefir drneklerinde oldugu gibi
TLC’de GABA varligin1 gosteren kalin bantlarin elde edilmesi beklenmis ise de elde
edilen bulgular bu suslardaki GABA iiretiminin diisiik seviyede oldugunu isaret

etmektedir.

Caligmamizda GABA iiretim seviyeleri en yiiksek olan 5 filtrat KM2-7 (0,050
ug/mg), K2-19 (0,050 pg/mg), KM3-14 (0,053 pg/mg), KM1-3 (0,046 nug/mg), K2-20
(0,053 ug/mg) olarak belirlenmis ve belirtilen siipernatant GABA miktarlar1 yapilan diger
calismalar ile karsilagtirnllmistir. Buna gore, Dhakal ve arkadaslarinin ortaya koydugu
verilere gore farkli laktik asit suslari ve farkli biiylime ortamlar1 kullanilarak
gerceklestirilen ¢aligmalarda 0,015 pug/ mg ile 0,258 pg/ mg arasinda GABA iiretim
miktarlart bildirilmistir (Dhakal, Bajpai ve Baek, 2012). Elde ettigimiz Siipernatant
orneklerindeki GABA iiretim degerleri bu veriler ile karsilastirildiginda, filtrat
orneklerimizin GABA iiretim kapasitelerinin belirtilen degerler ile uyum gosterdigi ve
orneklerimizin bazi suglara gére GABA iiretimi agisindan yiiksek tiretim gosterdikleri

gorilmiistiir.

Calismada secilen 8 adet bakteri filtratlarinin kolesterol giderim kapasitelerinin
belirlenmesi i¢in literatiirde oOnerilen spektrofotometrik yontem takip edilerek yiizde

kolesterol giderim degerlerinin kontrole gore anlamliligi karsilastirilmistir. Buna gore
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ozellikle Km3-14 (%36), Km2-7 (%29), Km1-3 (%36) ve K2-20 (%28) filtratlarinin
yiizde kolesterol giderim kapasiteleri %28 ile %58 arasinda meydana gelmistir.
Literatiirde kolesterol giderimi ile ilgili yapilan benzer caligmalara bakildiginda ise,
Albano ve arkadaslarinin bazi laktik asit suslarinin (L. casei) in vitro kolesterol giderim
kapasitesini belirlemeye yonelik gerceklestirdikleri ¢aligmada, spektrofotometrik
yontemle belirlenen suslarin kolesterol giderim kapasitelerinin %50 ile %20 giderim
yiizdesi arasinda dagilim gosterdikleri bildirilmistir (Albano vd., 2018). Kolesterol
giderimi ile ilgili diger bir ¢alismada, Shinobu ve arkadaslar1 farkli laktik asit suslarinin
kolesterol giderim kapasitesini miktar ve ylizde giderim olarak analiz etmis olup, elde
ettikleri sonuglara gore belirledikleri Lactobacillus suslarinda giderim diizeyleri
maksimum %64 ve minimum %2 olarak bildirilmistir (Shinobu, Takuya ve Genji, 2012).
Lim ve arkadaslarinin gergeklestirdigi diger bir caligmada ise, farkli Streptococcus,
Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarinda in vitro yiizde kolesterol giderimi analiz
edilmis ve elde edilen sonuglara gore oOzellikle Lactobacillus suslarindaki yiizde
kolesterol giderim degerleri %30 ile %50 degerleri arasinda yer almistir (Lim, Kim ve
Lee, 2004).

Farkli ¢alismalardaki belirtilen kolesterol giderim degerleri bulgular1 gbz 6niine
alindiginda, izolatlarimizin Kolesterol giderim seviyeleri i¢in %58 ve altindaki giderim
yiizdelerinin literatiirdeki ¢alismalar ile uyumlu oldugu sonucuna varilmistir. Tim bu
veriler, 6zellikle farkl laktik asit bakteri suslarinin kolesterol giderimi agisindan degisken
yiizde giderim kapasitelerine sahip olduklarini gostermistir. %58’in tizerinde Kolesterol
giderimine sahip filtratlar icin literatiirde destekleyici veri bulunamamistir. Bu
orneklerdeki yilizde giderimlerin yiiksek olmasinin anlamli yiiksek aktiviteden veya
spektrofotometrik  Olclimdeki  muhtemel  artefaktlardan  dolayr  olabilecegi

distiniilmektedir.

Calismada kullanilan bakteri filtratlarininin 3T3-L1 hiicre hatti1 {izerinde olas1
sitotoksik etkisini belirleyebilmek igin uygulanan MTT sitotoksisite testinde, preadiposit
hiicrelerinin bakteri filtratlar1 (KM2-7 ve KM3-14) ile 24-48-72 saat inkiibasyonu
tamamlanmistir. Preadipositlere uygulanan MTT testindeki inkiibasyon siiresi 72 saatle
siirlandirilmig olup bu yontem literatiirdeki baz1 ¢aligmalarla biitiinliik gostermektedir
(He vd., 2013; Kim vd., 2014). Elde edilen sitotoksisite verilerine gore, preadiposit

hiicreleriyle bakteri filtratlarinin 72 saatlik inkiibasyonunda istatistiksel anlam1 olarak
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hiicre sayisinda bir miktar azalma meydana gelmis olsa da 2000, 3000, 4000 ug/ml filtrat
konsantrasyonlari hari¢ diger konsantrasyonlarda ¢ok dramatik diisiisler gozlenmemistir.
KM3-14 filtratlarina ait MTT sitotoksite bulgular1 KM2-7’den farkli olarak hiicrelerde
bir miktar proliferasyon meydana geldigini géstermektedir. Bu durum kullanilan farkli

izolatlarin farkli aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

3T3-L1 preadipositleri konfluent hale geldikten sonra farklilastirma maddeleri ve
belirlenen filtratlar ile 2 giinde bir muamele edilerek hiicrelerin inkiibasyon siireleri 6 ve
8 giin olarak ayarlanmistir. Belirtilen inkiibasyon siireleri icerisinde preadipositlerin
adiposite doniisiimiiniin bakteri filtratlar1 tarafindan etkilenip etkilenmedigi ve adiposit
olusumu Oil Red O boyama ile mikroskobik olarak degerlendirilmistir. Beklenen etki
olarak preadipostlerin adipositlere olan doniisiimiiniin baskilanmas1 6ngoriilmiistiir. Elde
edilen bulgular degerlendirildiginde, her iki deney grubunda 6. ve 8. giinlere ait
mikroskop goriintiilerinde preadipositlerin  adiposite doniisiimiiniin  baskilandig1

goriilmiis olup elde edilen bulgular 6ngoriimiiz ile uyumlu olmustur.

Bakteri filtrat 6rneklerimizin Adipojenez iizerine olan bu etkileri, diger ¢calismalarla
karsilastirildiginda; Park ve arkadaslari, Lactobacillus brevis ve Lactobacillus plantarum
suslar1 kullanarak 3T3-L1 hiicrelerinde adipojenezin baskilanma diizeyini Oil-Red-O
boyama ile farkli madde konsantrasyonlarinda analiz etmis ve her iki ¢aligmada elde
ettikleri bulgular artan 6rnek konsantrasyonunun Adipojenez olusumunu baskiladigini
gostermistir (Park vd., 2013; Park vd., 2014). Elde edilen bu verilere gore, her ne kadar
kullandigimiz madde konsantrasyonlar1 bu ¢aligmalara gore yliksek seviyede uygulanmis
olsa da c¢aligmamizda artan konsantrasyona bagli olarak adiposit olusumunun
baskilanmasi goriilmiis ve 3T3-L1 hiicrelerinde adipojenezi baskilayici etkisi agidan

belirtilen ¢aligmalarla uyumluluk elde edilmistir.

Elde edilen veriler 6zetlendiginde, ¢alismamizda kullanilan kefir 6rneklerine ait
filtratlardan elde edilen siipernatant 6rneklerinde GABA varligi teyit edilmistir. Bu
filtratlar icerisinde GABA iiretim seviyeleri en yiiksek olan 5 filtrat KM2-7 (0,050
ng/mg), K2-19 (0,050 pg/mg), KM3-14 (0,053 pg/mg), KM1-3 (0,046 png/mg), K2-20
(0,053 pg/mg) olarak goriismiis ve bu miktarlarin diger ¢alismalardaki miktarlar ile
uyumlu olduklar1 sonucuna varilmistir.  Yiizde kolesterol giderimi agisindan Km3-14,
Km2-7 Km1-3 ve K2-20 filtratlarinin yiizde kolesterol giderim kapasitelerinin %20 ile

%50 arasinda oldugu ve benzer ¢alismalarla karsilastirildiginda bu yiizdelerin optimal
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aralikta yer aldiklari sonucuna varilmigtir. Filtrat 6rneklerinin adipojenez {izerine etkisi
analiz edildiginde ise artan konsantrasyona bagli olarak adiposit olusumunun baskilandigi
goriilmiis ve 3T3-L1 hiicrelerinde adipojenezi baskilayici etkisi agidan literatiirdeki
caligmalarla paralel sonucglar elde edilmistir. Bu sonuglar, g¢alismada kullanilan
filtratlarin, ongoriilen etkiler agisindan anlamli aktivitelere sahip olduklarini ortaya

koymustur.
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5. SONUC

Bu calismada, laktik asit bakteri filtratlarinin anti-kolesterol ve 3T3-L1 hiicre hatti
tizerindeki anti-obezite etkileri arastirilmistir. Elde edilen bulgular, Lactobacillus brevis
ve Lactobacillus plantarum suslarini da igeren filtratlarin anlamli kolesterol giderim
aktivitelerinin oldugunu gostermis ve anti-kolesterol etkileri ortaya ¢ikarilmistir.
Lactobacillus brevis suslar1 olan KM2-7 ve KM3-14 kodlu izolatlarin 3T3-L1 hiicre
hattinda adipojenez olusumunu ve yag birikimini baskilayici aktiviteleri goriilmiis ve

bdylece anti-obezite agisindan etkileri belirlenmistir.

Giliniimiizde, katki maddesi olarak piyasada bir¢ok sentetik bilesik mevcuttur. Bu
bilesikler adipojenez diizenleyicileri olarak kullanilir, ancak birtakim yan etkileri de
bulunmaktadir. Bu nedenle yeni adipojenik diizenleyicilerin dogal kaynaklardan izole
edilmesi, yeni terapdtik ajanlarin gelistirilmesinde 6nem arz etmektedir. Daha once
yapilan ¢alismalarda bazi probiyotiklerin obezite ve kolesterol {izerine etkilerinin oldugu
bildirilmistir. Gergeklestirilen bu ¢alisma ile, literatiire mengei bakimindan 6zgiin yeni
suglarin  verileri saglanmistir. Elde edilen suslar, gida katki maddesi olarak

degerlendirilme potansiyeline sahip olup biyoteknolojik yonden katki saglayacaktir.
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EKLER

EK-1 MS Analizine Gore Filtratlardaki GABA’nin Molar Derisimi ve Pik Alanlar

Tablosu

Numune Pik Alani Derisim D(zg:ilranr?i/l He (;:i([)\zlil'?l/ me
KM2-7 13861140 5,88316E-07
KM2-7 13381031 5,67977E-07 5,76417E-07 | 0 050803501
KM2-7 13498604 5,72958E-07 1,06014E-08 | 0,000934372
K2-19 14238679 6,04309E-07
K2-19 14490667 6,14984E-07 6,02923E-07 | 0,050547483
K2-19 13888515 5,89475E-07 1,28107E-08 0,00107402
KM3-14 12674116 5,3803E-07
KM3-14 12748759 5,41192E-07 5,36881E-07 | 0,053233824
KM3-14 12518095 5,31421E-07 4,98609E-09 0,00049439
KM1-3 11724899 4,97819E-07
KM1-3 11586850 4,91971E-07 4,89713E-07 | 0,046543044
KM1-3 11288910 4,79349E-07 9,43955E-09 | 0,000897149
K2-20 12755861 5,41493E-07
K2-20 12506460 5,30928E-07 5,32095E-07 | 0,053168267
K2-20 12339723 5,23864E-07 8,87213E-09 | 0,000886525
K2-14 1390140 6,00115E-08
K2-14 1342989 5,80141E-08 5,85328E-08 | 0,005532454
K2-14 1332575 5,75729E-08 1,29943E-09 | 0,000122821
K2-21 11212130 4,76097E-07
K2-21 11340684 4,81543E-07 4,75137E-07 | 0,048703856
K2-21 11015582 4,6777E-07 6,93611E-09 | 0,000710985
K2-11 1317915 5,69519E-08
K2-11 1376787 5,94459E-08 5,82414E-08 | 0,005560976
K2-11 1350363 5,83265E-08 1,24916E-09 | 0,000119272
K2-2 502332 2,24017E-08
K2-2 511227 2,27785E-08 2,26201E-08 | 0,002122458
K2-2 508904 2,26801E-08 1,95442E-10 | 1,83384E-05
KM4-1 1307848 5,65254E-08
KM4-1 1347672 5,82125E-08 5,74733E-08 | 0,005513157
KM4-1 1335148 5,76819E-08 8,62661E-10 | 8,27513E-05
K2-9 1066580 4,63047E-08
K2-9 1083166 4,70073E-08 0,004386751
K2-9 1072616 4,65604E-08 3,34598E-05




K2-10

K2-10

K2-10

K2-4

K2-4

K2-4

KM1-2

KM1-2

KM1-2

KM3-14(1)

KM3-14

KM3-14

K2-19

K2-19

K2-19

KM1-3

KM1-3

KM1-3

508079
513461
522080
1297177
1351168
1349350
1370329
1379822
1379536
930679
907854
930679
652073
645666
645010
656049
661349
668319

2,26451E-08
2,28731E-08
2,32382E-08
5,60734E-08
5,83606E-08
5,82836E-08
5,91723E-08
5,95744E-08
5,95623E-08
4,05476E-08
3,95806E-08
4,05476E-08
2,87451E-08
2,84737E-08
2,84459E-08
2,89135E-08
2,9138E-08
2,94333E-08

0,002326171
3,03666E-05

0,005590279
0,000126118

0,00567507
2,18426E-05

0,003851465
5,34515E-05

0,002898207
1,67783E-05

0,00281568
2,51713E-05
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