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Son zamanlarda, direncli nisasta ve nigasta benzeri yapilar, kalin bagirsakta biitirat {iretimini ve
faydali mikroorganizmalar1 tesvik etme yeteneklerinden dolay1 gida, beslenme ve saglik alaninda biiytlik
ilgi gérmektedirler. Nisasta benzeri yapilarin biitirat iireten bakterileri destekleme yetenekleri, esas olarak
benzersiz baglanti bilesimlerine, ozellikle sahip olduklar1 a-1,4 ve a-1,6 glikoz baglantilarina
atfedilmektedir . Ancak a-1,4 ve a-1,6 glikoz baglantilarinin oranindaki degisikliklerin kolon mikrobiyotasi
lizerine etkileri hala tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci, farkli oranlarda a-1,4 ve a-1,6
glikozidik baglara sahip, biyokatalitik yontemler ile sentezlenmis sindirilmeyen a-glukanlarin kolonik
mikrobiyota ve mikrobiyal metabolitler iizerindeki etkilerini belirmektir. Bu c¢alismada, Neisseria
polysaccharea'dan elde edilmis amilosiikraz ve Rhodothermus obamensis'ten elde edilmis olan glikojen
dallanma enzimleri kullanilarak sentezlenmis yapisal olarak farkli (farkli dallanma noktalarina sahip)
toplam dért farkli a-glukan kullanilmistir . Ornekler iist sindirim sistemi enzimleri ile muamele edilmis ve
akabinde dallanma yogunluklar1 ve molekiiler boyutlari sirasiyla gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi
(GC/MS) ve yiiksek performansli boyut diglama kromatografisi kullanilarak belirlenmistir. a-Glukanlarin
kolonik mikrobiyota bilesimi ve fonksiyonu iizerindeki etkileri, sekiz farkli bireyden elde edilen fekal
mikrobiyota kullanilarak, in vitro fekal fermantasyon metodu ile arastirilmis ve kolon mikrobiyota
kompozisyonlarindaki ve mikrobiyal metabolitlerdeki (kisa zincirli yag asitleri - KZYA' lar) degisiklikler,
sirastyla 16S rRNA dizileme teknolojisi ve GC ile belirlenmistir. Sonuglarimiz, iist sindirim enzimleri ile
muamele edilmis olan enzimatik olarak sentezlenmis a-glukanlarin dallanma yogunluklarmin %0,10 ila
2,80 arasinda degistigini ortaya koymustur. KZY A analizi, biitirat olusumunun yapisal 6zelliklerine gére
degiskenlik gosterdigini ortaya ¢ikarmustir. Genel olarak, daha az dallanma oranina sahip olan a-glukanlar,
daha yiiksek mikrobiyal biitirat iiretimini saglamaktadir. Ilging bir sekilde, KZYA analizi, bu calismada
test edilen tiim a-glukanlarin, direngli nigasta kontrollerine kiyasla, daha yavas bir hizda fermente edildigi
onerisinde bulunmaktadir. Amplikon dizilimi, kolonik mikrobiyota kompozisyonu agisindan bireyler arasi
farkliliklar olsa da, a-glukanlarin genellikle kolonda faydali mikrobiyal gruplar oldugu bilinen
Lachnospiraceae ve Ruminococcus bromii ile iligkili OTU' larin gelisiminin tesvik ettigini ortaya
koymustur. Buna karsilik, direncli nisasta kontrollerinin (a-1,4 ve a-1,6 glikoz baglantilarindan olusan)
Blautia ile iliskili OTU' larin gelisimini tesvik ettigi tespit edilmistir. Bu sonug, glikozidik baglant: tipine
(kimyasal yapiya) ek olarak, diger yapisal 6zelliklerin de (6rn. morfolojik ve fiziksel), diyet liflerinin
kolondaki spesifik bakteri gruplarmi tesvik etme yeteneklerinin belirlenmesinde énemli rol oynadigini
gostermektedir. Sonug olarak, bu ¢aligmada elde edilen sonuglar, sindirilemeyen a-glukanlarin kolondaki
faydali mikroorganizmalar1 ve mikrobiyal metabolitleri tesvik edebildigini, ancak tesvik etme derecesinin
yapiya bagli oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: a-glukanlar, biitirat, biitirojenik bakteri, kisa zincirli yag asitleri, mikrobiyota,
prebiyotik etki, 16S rRNA dizilimi, diyet lifi
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In recent years, resistant starch and starch-like structures have been of great interest in food,
nutrition and health due to their ability to promote butyrate production and beneficial microorganisms in
the colon. The ability of starch-like structures to promote butyrate-producing bacteria is mainly attributed
to their unique linkage composition, particularly their a-1,4 and a-1,6 glucose linkages. However, the
effects of changes in the ratio of a-1,4 and a-1,6 glucose linkages on colonic microbiota are still unknown.
The aim of this study was to determine the effects of non-digestible a-glucans synthesized by biocatalytic
methods with different ratios of a-1,4 and a-1,6 glycosidic linkages on colonic microbiota and microbial
metabolites. In this study, a total of four structurally different a-glucans (with different branching points)
synthesized using amylosucrase from Neisseria polysaccharea and glycogen branching enzymes from
Rhodothermus obamensis were used. The samples were treated with upper gastrointestinal tract digestion
enzymes and subsequently their branching densities and molecular sizes were determined using gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) and high-performance size exclusion chromatography,
respectively. The effects of a-glucans on colonic microbiota composition and function were investigated
by in vitro fecal fermentation using fecal microbiota from eight different individuals and changes in colonic
microbiota composition and microbial metabolites (short-chain fatty acids - SCFAs) were determined by
16S rRNA sequencing technology and GC, respectively. Our results revealed that the branching densities
of enzymatically synthesized a-glucans treated with upper gastrointestinal digestive enzymes ranged from
0.10 to 2.80%. SCFA analysis revealed that butyrate formation varied according to their structural features.
In general, a-glucans with lower branching ratios resulted in formations of higher microbial butyrate.
Interestingly, the SCFA analysis suggests that all a-glucans tested in this study fermented at a slower rate
compared to the resistant starch controls. Amplicon sequencing revealed that although there were inter-
individual differences in colonic microbiota composition, a-glucans generally promoted the development
of Lachnospiraceae and Ruminococcus bromii related OTUs, which are known to be beneficial microbial
groups in the colon. In contrast, resistant starch controls (consisting of a-1,4 and a-1,6 glucose linkages)
were found to promote the growth of Blautia related OTUs. This suggests that in addition to the type of
glycosidic linkage (chemical structure), other structural characteristics (e.g. morphological and physical)
also play important roles in determining the ability of dietary fibers to promote specific bacterial groups in
the colon. In conclusion, the results obtained in this study reveal that non-digestible a-glucans can promote
beneficial microorganisms and microbial metabolites in the colon, but the degree of promotion depends on
the structure.

Keywords: a-glucans, butyrate, butyrogenic bacteria, short-chain fatty acids, microbiota,
prebiotic effect, 16S rRNA sequencing, dietary fiber
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1. GIRIS

Insan kalin bagirsagi, insan saghginda &nemli bir rol oynayan metabolik,
immiinolojik ve koruyucu islevler saglayan ¢ok c¢esitli mikroorganizmalari1 biinyesinde
barindirmaktadir (Holscher, 2017). Bu mikrobiyal topluluklarin bilesimi ve dengesi,
insan saglig1 ve hastaliklari i¢in 6nemli bir belirleyici faktordiir (Rauf vd., 2022). Kalin
bagirsak mikroflorasinin simbiyoz durumu s6z konusu oldugunda (diger bir ifade ile
mikrobiyal toplulugun bir dengede olmasi durumunda), bagisiklik sisteminin gelisimini
saglayabilmekte, bireyleri obeziteye, diyabete ve kansere kars1 koruyabilmektedir. Diger
taraftan disbiyoz durumunda (Proteobacteria tiirleri gibi zararli mikroorganizmalarin
sayist yiiksek oldugunda) ise bu topluluk patojen duyarliligini artirabilir ve inflamasyon,
kolon kanseri ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimini tetikleyebilir (Davis, 2018; Flint
vd., 2012a; Scott vd., 2008; Zhao, 2013).

Bagirsak mikrobiyotasinin saglik tizerindeki 6nemli etkilerinden dolayi, son
zamanlarda, kolon mikrobiyotasinda zararli mikroorganizma gelisimini baskilayarak
faydali mikroorganizma sayisini artirabilecek yontemlerin gelistirilmesine yonelik
caligmalar giderek artmaktadir (Porter ve Martens, 2017). Son yillarda yapilan ¢aligsmalar,
diyet liflerinin insan kalin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu etkileyen en énemli
faktorlerden birisi oldugunu koymustur, ¢iinkii kalin bagirsakta bulunan
mikroorganizmalar ¢ogalabilmek ve faaliyet gosterebilmek icin enerjiye ihtiya¢ duyarlar
ve bu enerji ihtiyaglarinin biiyiik kismini sindirilmeden kalin bagirsaga ulasan diyet
bilesenlerinden (genellikle diyet liflerinden) karsilarlar (Hamaker ve Tuncil, 2014).
(Porter ve Martens, 2017; Rezende vd., 2021; Scott vd., 2008)Ayrica, diyet liflerinin
secici tiiketiminin kolonda hangi mikroorganizmalarin veya mikrobiyal gruplarin tercih
edildigini belirledigi ve kolondaki tiirlerin dengesini etkiledigi artik iyi bilinmektedir.
Bunun nedeni, diyet liflerinin kimyasal yapilarinda farklilik gostermesi ve bagirsak
mikroorganizmalarimin lif kullanim kabiliyetinin, belirli lif tiirleri i¢in karbonhidratlar
kodlayan gen icerigine bagl olmasidir (Koropatkin vd., 2012). Ornegin, B-(1,4) ksiloz
baglari ile ve arabinoz dallanma noktalarina sahip olan arabinoksilanin (Sekil 1a) ,
insanlastirilmig farelerin kolonunda biitirojenik bakterilerin (Roseburia intestinalis,
Eubacterium rectale ve Anaerostipes caccae) gelisimini arttirdigi tespit edilmistir (Van
den Abbeele vd., 2011). Benzer sekilde ayni etki, iniilin (f-(2,1) baglantili fruktoz
tinitelerinden olusan yap1) (Sekil 1b) takviyeli diyetle beslenen insanlarin kolonunda da
gozlenmistir (Barcenilla vd., 2000). Bacteroides-Prevotella bakteri grubunun ise, p-(1,3)

glikoz molekiilii ile doniisiimlii olarak iki B-(1,4) glikoz tinitesinden olusan tekrarlayan



dogrusal bir polimer olan B-glukanlar (Sekil 1c) tarafindan desteklendigi kanitlanmigtir
(Hughes vd., 2008).
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Sekil 1. a) Arabinoksilan (Tuncil vd., 2017a), b) iniilin ve ¢) B-glukanin (Porter ve Martens, 2017)
kimyasal yapilari.

Yukarida da bahsedildigi iizere farkli yapilardaki diyet liflerinin, farkli tiir
mikroorganizmalari tesvik etmesinin yani sira, diyet lifi yapilarindaki ince farkliliklar da
kolonik mikrobiyota bilesimini etkilemekte ve biiyiik 6l¢iide degistirmektedir (Zhang vd.,
2021a). Ornegin; ¢oziiniir bir polisakaritteki ince yapisal varyasyonlarm, kolon
mikrobiyotasinin topluluk yapisi iizerine etkilerini test eden bir ¢alismada, farkli bugday
smiflarindan ekstrakte edilen arabinoksilanlarin (AX' ler) [sert kirmizi bahar (AXHgs),
sert kirmizi kis (AXnrw) ve ilkbahar kirmizi kis (AXsrw)] karbonhidrat analizleri
sonucunda ince yapilarindaki farkliliklar goézlemlenmistir. Spesifik olarak, AXsrw,
AXurw Ve AXHRs' ye kiyasla daha kisa bir omurgaya sahip olmasi ve daha fazla dallanmis
olmastyla 6ne ¢ikmaktadir. Ilging bir sekilde, daha uzun omurgalara ve daha az dallanma
noktasina sahip olan AXnrs Ve AXurw' nin Prevotella’ y1 destekledigi bulunurken,
AXsrw' nin insan diskisinda in vitro olarak Bacteroides ve Roseburia tiirlerini tercih ettigi
belirlenmistir. Bu veriler, diyet liflerinin kolonik mikrobiyota bilesimini ve fonksiyonel
sonuglar1 etkileyen en etkili araglardan biri oldugunu agik¢a gostermektedir (Tuncil vd.,
2020).

Diyet lifi (DL) takviyesiyle, kolon mikrobiyotasi bilesiminin modiilasyonunun
(probiyotik ozellikteki yararli mikroorganizmalarin gelisimini destekleyerek) insan
saglig1 acisindan yararh etkiler gosterdigi epidemiyolojik ve klinik ¢aligmalar ile ortaya
konulmustur (Azcarate-Peril vd., 2017; Bishehsari vd., 2018; Neyrinck vd., 2011; Zou
vd., 2018). Bu sagligi gelistirici etkilerden bazilari, kolon fermantasyonu sonucu;
bagirsak pH' 1 degistirebilen ve probiyotikler i¢cin uygun bir ortam yaratabilen, boylece
patojenik bakteri oranini azaltan, ayrica bagirsak mikrobiyotasi i¢in bir enerji kaynagi
saglayan ve bagirsak bozukluklarinin 6nlenmesine yardimci olan mikrobiyal asetik,
biitirik ve propiyonik asitler gibi kisa zincirli yag asitleri (KZYA)’ ne atfedilmektedir
(Wu vd., 2023). Bu mikrobiyal metabolitler arasinda, biitirik asit (biitirat); kolonik epitel

hiicrelerinin ana enerji kaynagi olmast (Ruemmele vd., 2018), histon deasetilaz



aktivitesinin bir inhibitorii olarak, obezite ve metabolik sendrom dahil olmak iizere farkli
hastaliklarda gen ekspresyonunu epigenetik olarak diizenlemesi (Daly ve Shirazi-
Beechey, 2006; Mollica vd., 2017), timor nekroz faktor alfa (TNF-a) iiretimini
baskilayarak ve niikleer faktor kappa B' nin (NF-xB) aktivitesini inhibe ederek anti-
inflamatuar etki gostermesi (Liihrs vd., 2001), bagisiklik sisteminin diizenlenmesi
(Furusawa vd., 2013), epitel bariyerinin korunmasi (Peng vd., 2009; Ruemmele vd.,
2018) ve fare modellerinde bagirsak hormonlarina aracilik etmesi, gida alimini azaltmasi
ve diyete bagli obeziteye karsi korumas: (Lin vd., 2012) gibi bir¢ok yararli saglik
etkisinden dolay1 son zamanlarda biiyiik ilgi gérmistiir.

Biitiratin bu yararli saglik etkilerinden dolay1, kolonik ortamda biitirat miktarini
artirabilecek biitirojenik bakterileri tesvik etmenin yollarin1 bulma konusunda artan bir
talep olmustur. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, diyet lifleri i¢inde, direngli nisasta
ve/veya insanlarin st gastrointestinal sisteminde sindirilemeyen direngli nisasta
tiirevlerinin en yiiksek biitirojenik etkiye sahip oldugunu gostermistir (Baxter vd., 2019;
Yu vd., 2019). Direngli nisasta ve tiirevlerinin kolonda, spesifik olarak, Ruminococcus
bromii, Eubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii ve Lachnospiraceae dahil
olmak tizere biitirojenik bakterileri tesvik ettigi hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarla
gosterilmistir, bu da daha yiiksek biitirat olusumuna neden oldugu ve konak¢1 sagligini
iyilestirmeye 6nemli bir katkida bulundugunu gostermektedir (Appert vd., 2020; Maier
vd., 2017; Ze vd., 2012).
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Sekil 2. Direngli nisastanin kimyasal yapis1 (Rezende vd., 2021).

Direngli nisasta ve direngli nisasta tiirevlerinin biitirojenik etkileri, esas olarak, o-
(1,6) glikozlart ile dallanmis lineer a-(1,4) glikoz birimlerinden olusan kimyasal
yapilarina (Sekil 2) atfedilmektedir (Laurentin & Edwards, 2004; Louis vd., 2021,
Mahadevamma vd., 2003; Ze vd., 2012). Nisasta, gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmasima ragmen, gida iirlinlerinin tat ve dokusunu degistirebilen istenmeyen
yapistirma ve jellesme 6zelliklerinin yani sira kararsizligi, bircok gida uygulamasinda

prebiyotik (veya biitirat lireten) bir bilesen olarak uygulanmasinmi kisitlamaktadir. Bu



nedenle, kimyasal olarak nisastaya benzeyen ve direncli nisasta kadar yiiksek biitirojenik
etki gosterebilen, ancak nisastanin istenmeyen teknolojik 6zelliklerine sahip olmayan
fonksiyonel bilesenlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Son yillarda, nisasta/glikojen benzeri yapilara sahip farkli polisakkarit tiirleri
biyokatalitik olarak sentezlenmis ve bunlar genellikle enzimatik olarak sentezlenmis a-
glukanlar olarak adlandirilmaktadir (Lee vd., 2013; Sorndech vd., 2016; Tsusaki vd.,
2009). Yakin zamanda siikrozun amilosiikraz enzimi (E.C. 2.4.1.4) ile islenmesiyle lineer
0-(1,4) glukanlar {iretilmistir (Hong vd., 2019). Ilaveten, Dr. Lee ve grubu bu lineer a-
(1,4) glukani bir adim daha ileri gotiirerek, ikili bir tedavi yontemi kullanarak a-(1,6) dalli
a-glukanlari enzimatik olarak sentezlemistir. Bu yontemde, lineer a-(1,4) glukanlari elde
etmek ve glikoz zincirini uzatmak i¢in 6nce siikroz, amilosiikraz (rekombinant Neisseria
polysaccharea’ dan elde edilen bir enzim- burada NpAS olarak anilacaktir) ile muamele
edilmis, ardindan dallanma noktalar1 eklemek icin glikojen dallanma enzimleri
(Rhodothermus obamensis' ten elde edilen bir enzim - burada GBE olarak anilacaktir) ile
dallanma reaksiyonlarina tabi tutulmustur (Sekil 3). Ayrica, bu enzimatik olarak
sentezlenmis dalli glukanlarin dallanma yogunluklarinin ve molekiiler agirliklarinin,
NpAS ve GBE arasindaki farkli oranlarla isleme kosullarin1 degistirerek
diizenlenebilecegini gostermistir (Ryu vd., 2022).
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Sekil 3. Cok dalli a-glukanlarin {iretimi i¢in es zamanli tek kap reaksiyonu (Dr. Byung-Hoo Lee
tarafindan 6rneklendirilmistir).

Ek olarak, bu tiir glukanlarin biiyiik bir kisminin insan sindirim enzimlerine kars1 direncli
oldugu bulunmustur (Hong vd., 2022; Ryu vd., 2022; Sorndech vd., 2018); bu,
tiketilmeleri ~ durumunda  {ist  gastrointestinal  sistem  geg¢isi  sirasinda
sindirilemeyeceklerini ve emilemeyeceklerini ve burada yerlesik mikroorganizmalar
tarafindan kullanilabilecekleri kolona gideceklerini gostermektedir. a-glukanlar, O-6
konumlarinda dallanmis a-(1,4) ile baglanan dogrusal glikoz zincirlerinden olusan nisasta
benzeri kimyasal yapilara sahip olmalarindan dolayi, potansiyel olarak yararli saglik

etkileri saglayabilecek biitirojenik etkiler (nisasta gibi) gostermeleri beklenmektedir.



Bununla birlikte, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin biitirojenik (prebiyotik)
potansiyellerini test etmek icin yapilmis bir ¢aligma bulunmamaktadir. Ek olarak, o-
glukanlarin ince yapilarindaki (dallanma orani, zincir uzunlugu, molekiiler agirligi vb.)
farkliliklarin  kolonik mikrobiyota bilesimini ne yonde etkiledigi heniiz agikliga
kavusturulmamistir. Bu ¢alismada, sabit miktarda NpAS ve farkli miktarlarda ROGBE
sukroz ile reaksiyona sokularak farkli dallanma yapilarina sahip 4 farkli a-glukan
sentezlenmis ve akabinde in vitro fekal fermentasyon metodu ile bu yapilarin kalin
bagirsak mikrobiyota kompozisyonu ve mikrobiyal metabolit olusumlarina etkileri

sirastyla yeni nesil dizileme teknikleri ve gaz kromatografisi ile belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Diyet Lifi, Tiirleri ve Fizikokimyasal Ozellikleri

"Diyet lifi" (DL) teriminin ilk olarak 1953' te Hipsley tarafindan ortaya
atilmasinin ardindan, 1970' lerden itibaren, bununla iliskili saglik yararlarina dair artan
kanitlar 15181nda resmi tanimlar saglamaya yonelik girisimler devam etmistir (Gill vd.,
2021; Mackowiak vd., 2016). 1999' da Seattle, WA, ABD' de diizenlenen AACC
(American Association of Cereal Chemists) Yillik Uluslararasi1 Toplantisinda,
diizenlenen son calistayda, AACC komitesi tarafindan diyet lifi “kalin bagirsakta tam
veya kismi fermantasyon ile insan ince bagirsaginda sindirime ve emilime direngli,
bitkilerin veya benzer karbonhidratlarin yenilebilir kisimlaridir. Diyet lifi terimi
sindirilemeyen polisakkaritler, oligosakkaritler, lignin ve ilgili bitki maddelerini igine
almaktadir.

Diyet lifleri, laksasyon (diskilama, bagirsak temizligi) ve/veya kan kolesteroliiniin
zayiflamasini ve/veya kan glikozunun zayiflamasini iceren faydali fizyolojik etkileri
tesvik eder” seklinde tanimlanmis ve kabul edilmistir (McCleary, 2007). Yillarca siiren
diyet lifi tanimi tartigmalarmin ardindan Diinya Saghk Orgiitii (DSO) ve Codex
Alimentarius Komisyonu (CAC) tarafindan 2009 yilinda kiiresel olarak yayginlastirilmis
ve glincellenmig bir tanim saglanmistir (Ferjan¢ic¢ vd., 2022; Gill vd., 2021; McCleary
vd., 2015). Bu yeni tanima gore diyet lifi “insanlarin ince bagirsaginda endojen enzimler
tarafindan hidrolize edilmeyen ve asagidaki kategorilere ait on veya daha fazla
monomerik birim (MB) igeren karbonhidrat polimerleri olarak tanimlanmistir (FAO,
2021):

— Tiketilen gidalarda dogal olarak bulunan yenilebilir karbonhidrat
polimerleri,

— gida hammaddesinden fiziksel, enzimatik veya kimyasal yollarla elde
edilen ve genel kabul gormiis bilimsel kanitlarla yetkili makamlar
nezdinde sagliga yararli fizyolojik bir etkiye sahip oldugu kanitlanmis
karbonhidrat polimerleri,

— yetkili makamlara genel kabul gérmiis bilimsel kanitlarla gosterildigi gibi,
sagliga yararli fizyolojik bir etkiye sahip oldugu gosterilen sentetik
karbonhidrat polimerleri (FAO, 2021; Gill vd., 2021).
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Sekil 4. Polimer uzunluguna gore diyet lifi alt tipleri. Bu, diyet lifi 6rneklerinin kapsamli bir listesi
degildir. O’Grady vd. (2019) tarafindan verilen veriler dogrultusunda tekrar ¢izilmistir.

3-9 monomerik birim sayimlarinin dahil edilip edilmeyecegi karar1 her ne kadar
ulusal makamlara birakilmis olsa da Avrupa’ da minimum 3 monomerik birim sayisi
kabul edilmekte ve direngli (sindirilemeyen) oligosakkaritleri, nisasta olmayan
polisakkaritleri ve direngli nisastayr igermektedir. Ayrica lignin ve bitki hiicre
duvarlarindaki polisakkaritler ile iliskili diger bilesikler, oligosakkarit veya polisakkarit
fraksiyonu ile iliskili kaldiklar1 siirece tanima dahil edilmektedirler (Sekil 4) (O’Grady
vd., 2019). Diyet lifi tanimindaki degisiklik, diyet lifi tayini i¢in yeni analitik yontemlerin
gelistirilmesine de yol agmistir (McCleary vd., 2015).
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Sekil 5. Diyet lifinin ¢6ziiniirliik, viskozite ve fermantasyon ile ortiisen 6zellikleri. O’Grady vd. (2019)
tarafindan verilen veriler dogrultusunda yeniden ¢izilmistir.



Diyet liflerinin farkli fizikokimyasal ozelliklerine (viskozite ve fermente
edilebilirlik) gore smiflandirilmast da yapilabiliyorken (Gill vd., 2021; O’Grady vd.,
2019), genel olarak suda c¢oziiniirliiklerine gore ¢oziinir diyet lifleri (CDL) ve
¢oziinmeyen diyet lifleri (N-CDL) olarak siniflandirilabilmektedirler (Sekil 5) (Hu vd.,
2023). Diyet liflerinin ¢ogu, bitki hiicre duvarlarinin ana yapisal polisakkarit
bilesenleridir (Sekil 6) (George vd., 2020). Bu bilesenlerin islevlerinin agiklanmasindaki
karmasiklik, ¢esitli kaynaklardan ve bunlarin hiicre i¢indeki islevlerinden (6rn. yapisal ve
fonksiyonel 6zelliklerinden) kaynaklanmaktadir (Fuller vd., 2016; Gill vd., 2021). Bu
durum, en ¢ok polimer alt birimlerinin bilesimini i¢eren molekiiler yapilarindaki
varyasyonda belirgindir, ancak ayni zamanda polimer baglantilarina ve yan zincirlerine
(esterlesme) kadar uzanmaktadir. Diyet lifleri fraksiyonlarinin, molekiiler yapisindaki bu
farkliliklar, fizikokimyasal Ozelliklerini ve gastrointestinal sistemdeki davranislarini
onemli Slciide degistirebilir. Ornegin, bagirsak sindirimine kars1 direngleri, polimer alt
birimlerinin uzamsal yoneliminden, dallanmasindan veya yan zincirlerin varligindan

kaynaklanabilmektedir (Gill vd., 2021).
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Sekil 6. Diyet lifinin fizikokimyasal 6zellikleri ve bitki hiicresi igindeki yerleri. Gill vd. (2021)referans
almarak tekrar ¢izilmistir.

Liflerin, ¢oziiniirliik, fermentasyon derecesi/hizi, viskozite ve jel olusumu gibi
klinik etkinligi saglayan 4 ana o6zelligi bulunmaktadir (McRorie, 2015; McRorie ve
Fahey, 2013). Coziiniirliik, bir diyet lifinin suda ¢6ziiniip ¢éziinmeyecegini veya gizli

¢cozlinmeyen parcaciklar olarak kalip kalmayacagini tanimlamaktadir (McRorie, 2015;



O’Grady vd., 2019). Bir diger ozellik viskozite, bazi ¢oziiniir liflerin hidratasyona
ugradiginda konsantrasyona bagli bir sekilde "yogunlasma" kabiliyetini ifade eder. Jel
olusumu ise, ¢oziiniir viskoz liflerin bir alt kiimesinin, hidratasyona ugradiginda
viskoelastik bir jel ile sonuglanan ¢apraz baglar olusturma yetenegini ifade etmektedir
(Sekil 7) (Dikeman ve Fahey, 2006; McRorie, 2015). Son olarak fermantasyon, ince
bagirsakta enzimatik sindirime direngli olan diyet liflerinin, kalin bagirsak mikrobiyotas1
tarafindan substrat olarak kullanilarak pargcalanmasi sonucu kisa zincirli yag asitleri ve

gaz gibi fermentasyon yan {iriinleri iiretme hizi ve derecesi anlamina gelmektedir

(Dikeman ve Fahey, 2006; Makki vd., 2018).
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Sekil 7. Viskoz ve jel olusturan lineer polimerler. Viskoz lineer polimerleri (iistte) ve jel olusturan lineer
polimerleri (altta) temsil eden ¢izimlerdir. Uzun zincirli dogrusal polimerler, bitisik liflere paralel
yonlenir ve konsantrasyona bagli bir sekilde viskoziteyi artirir. Bazi uzun zincirli dogrusal polimerler
ayrica konsantrasyona bagli bir sekilde (viskoelastik bir kat1 gibi davranan) bir jel olusturan ¢apraz baglar
olusturabilir. McRorie (2015) referans alinarak tekrar ¢izilmistir.

Buna gore diyet lifleri, yukarida agiklanan 4 diyet lifi 6zelligi gbz Oniinde
bulundurularak, klinik olarak anlaml1 4 kategoride diisiiniilebilir:

1. Coziinmeyen, zayif fermente edilen lifler (bugday kepegi, seliiloz,
lignin): Diyet lifi partikiilleri yeterince biiyiik ve kaba ise sekresyon
(salgilama) ve peristaltizmi (kaslarin kasilma ve gevsemesi) artirmak igin
bagirsak mukozasini uyararak ve tahris ederek miishil etki gosterirler.
Kiigiik piiriizsiiz pargaciklarin 6nemli bir miishil etkisi yoktur (McRorie,
2015; O’Grady vd., 2019). Suda ¢6ziinmedikleri igin jel olusturmaz veya
viskoziteyi degistirmezler ve fermantasyon smirhidir. Bu nedenle
jellesmeye bagli olan saglik yararlarin1 saglamazlar (Kang vd., 2022;
McRorie, 2015). Coziinmeyen formlarin ¢ogu (bilyiik ve kaba diyet lifi
partikiilleri), kolona ulastiklarinda, bagirsak mikrobiyotas1 tarafindan
sindirilmedikleri veya ¢ok yavas sindirildikleri i¢in disk1 hacminin artmasi
ve gecis siiresinin uzamasi lizerinde daha biiyiik bir etkiye sahiptir (MakKki

vd., 2018; O’Grady vd., 2019).
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2. Coziiniir, viskoz olmayan, kolaylikla fermente edilebilen lifler (iniilin,
oligosakkaritler, bugday dekstrin, direncli nisastalar): Suda ¢oziiniir
ve hizli bir sekilde ve tamamen fermente olurlar (O’Grady vd., 2019).
Viskozitede Oonemli bir artis olmamaktadir. Hizli fermente olmalarina
bagli olarak hizli gaz olusumu ve fermentasyon yan {irlinlerinden
(6zellikle KZY A’lerinden) enerji hasadi (kalori alimi) ger¢eklesmektedir.
Jellesmedigi veya viskozitede bir degisiklige neden olmadig: i¢in buna
bagl yararli saglik etkilerini (kolesterol diisiirme veya glisemik kontrolde
iyilesme) saglamazlar (Makki vd., 2018; McRorie ve Fahey, 2013).
Prebiyotik etki gostererek kolondaki spesifik bakteri sayisini etkileyebilir
(Gill vd., 2021; McRorie, 2015).

3. Coziiniir, viskoz/jel olusturan, kolaylikla fermente edilebilen lifler (p-
glukan [yulaf, arpa], zamklar, pektin): Suda ¢o6ziinerek jel benzeri bir
kivam olusturmaktadir. Artan kimus (mideden ince bagirsaga gecen yari
sindirilmis haldeki besin maddeleri) viskozitesi, karbonhidrat yikimini ve
glikoz emilimini yavaslatarak glisemik kontrolii iyilestirir ve metabolik
olarak aktif peptitleri (GLP-1 [kan sekeri diisiirticii etkili], PYY3.3s [istah
azaltici], GLP-2 [bagirsak fonksiyonunu artirici], inkretin [kan sekeri
seviyesini diisiirmek i¢in uyarici] ve oksintomodulin [istah bastirici])
serbest birakmak i¢in mukozal L-hiicrelerini (aktif peptit hormonlarini
salgilayan enteroendokrin hiicreleri) uyarmak iizere besinleri distal ileuma
(ince bagirsagin, kalin bagirsaga baglandigi son kismi) iletir (McRorie ve
Fahey, 2013; O’Grady vd., 2019). Ayrica viskoz kimus safray1
yakalayarak ortadan kaldirarak, safra {iretimini uyararak, yiikselmis serum
kolesteroliinii diistiriici etki gostermektedir. Kolonik bakteriler tarafindan
kolayca fermente edilir (gaz olusumu, fermentasyon yan {riinlerinden
[KZYA] enerji hasadi [kalori alimi]) ve fermantasyon sonrasinda
viskoz/jel Ozelliklerinin kaybolmasi nedeniyle 6nemli bir miishil etki
gostermemektedir (McRorie, 2015; McRorie ve Fahey, 2013; O’Grady
vd., 2019).

4. Coziiniir, viskoz/jel olusturan, yavas fermente edilen lifler (psilyum):
Suda ¢oziinerek viskoz jel olustururlar ve artan kimus viskozitesi,
yukaridaki gibi besin emilimini yavaslatarak glisemik kontrol saglar ve

serum Kkolesteroliinii diistiricii etki gosterirler. Fermantasyon sinirl



11

(yavas) oldugu icin su ile etkilesime girme kapasitesi kolon boyunca
korunmaktadir. Bu sebeple sert diskiy1r yumusatarak kabizligi 6nlemekte
ve ishalde gevsek/sivi  diskiyr sikilastirarak ishal Onleyici etki
gostermektedir (McRorie, 2015; McRorie ve Fahey, 2013; O’Grady vd.,
2019).

2.2. Diyet Liflerinin Saghk Uzerine Etkileri

Giliniimilizde diyetten veya takviye yoluyla diizenli ve yeterli toplam diyet lifi
(TDL) aliminin bir¢ok saglik yarar1 iyi bilinmektedir (Goff vd., 2018). Diyet lifi a¢isindan
zengin gidalarin tiiketimi; obezite, tip 2 diyabet (T2D), kardiyovaskiiler hastaliklar
(KVH), koroner kalp hastaligi (KKH), hipertansiyon, yagli karaciger hastalig1 ve iilseratif
kolit (UK) gibi hastaliklarin olusma riskini azaltirken veya &nlerken; ayni zamanda
bagirsak gecisinin/hareketlerinin diizenlenmesi, serum lipid konsantrasyonlarinin
iyilestirilmesi, glisemik kontrolin (kan sekeri diizeyi) iyilestirilmesi ve bagigiklik
kontroliiniin gelistirilmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Buttriss ve Stokes, 2008;
Jayachandran vd., 2023; Katagiri vd., 2020; Moreno-Chamba vd., 2022; Reynolds vd.,
2022; Timm ve Slavin, 2022). Wei vd. (2018), giinliik 10 g ve tizeri (10,20,30,40 g diyet
lifi/giin) toplam diyet lifi aliminin, metabolik sendroma yakalanma olasiligint %12
oraninda azalttigin1 géstermistir.

Farkli yapilara sahip diyet lifleri, insan viicudunun saglik mekanizmasinin
diizenlenmesinde hayati bir rol oynayan farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir. Yapilan
calismalar, diyet liflerinin su tutma kapasitesi (STK), su sisme kapasitesi (SSK), yag
tutma kapasitesi (YTK), glikoz adsorpsiyon kapasitesi (GAK) ve kolesterol adsorpsiyon
kapasitesi (KAK) vb. gibi fizikokimyasal o6zelliklerinin fizyolojik fonksiyonlarla
yakindan iligkili oldugunu gostermistir (He vd., 2022; Tan vd., 2017). Diyet lifleri, su
tutma kapasitesi ve su sisme kapasitesi ozellikleri ile suyu absorbe ederek; bagirsak
peristaltizmini ve bagirsak hareketliligini artirmakta ve bu sayede kabizlig1 gidermektedir
(Chao vd., 2008). Ayni zamanda disk1 hacmini artirarak kanserojenleri uzaklastirirken
digskilamay1 tesvik edebilir (Kudou vd., 2022). Yiiksek su tutma kapasitesi ve su sisme
kapasitesi’ ya sahip ¢oziiniir lifin (CL) gida alimini azaltip azaltmadigini ve bunu tokluk
veya doygunlugu veya her ikisini birden tesvik ederek yapip yapmadigimi anlamak igin
bu o6zelliklere sahip farkli ¢oziiniir liflerin, siganlarda gida alimi iizerindeki etkileri
aragtirtlmistir. 4 esit gruba ayrilan otuz iki erkek Sprague-Dawley sigani; kontrol diyeti
veya %?2 konjac unu (KU) igeren diyet, dnceden jelatinize edilmis mumsu misir nigastasi

+ guar sakizi (MNG) ve onceden jelatinize edilmis mumsu misir nigastasi + ksantan
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sakizi (MNK) iceren diyetlerle 3 hafta beslenmistir. KU ve MNG gruplari, 6giin
sayisindaki azalma ve Oglinler aras1 araliklarin artmastyla belirtildigi gibi, esas olarak
beslenme davranisindaki azalma ve toklugun artmasi nedeniyle gida alimini azalttig1 ve
dolayisiyla bireyleri obeziteye kars1 korudugu sonucuna varilmistir. (Tan vd., 2016). Yag
tutma kapasitesi sayesinde ise yagi absorbe ederek viicutta asir1 kalori alimini azaltabilir,
bu da obezite olusumunu 6nleyebilmektedir (Li vd., 2023a). Diyet liflerinin glikoz
adsoprsiyon kapasitesi, glikoz metabolizmasi isleviyle ilgilidir.Diyet liflerinin sekerleri
adsorbe etmesi ve bu sayede viicutta fermantasyon sonucunda KZYA’ lar1 iiretmesi ile
diyabeti onleyebilecegi yapilan galismalar ile ortaya konmustur (Kovatcheva-Datchary
vd, 2015; Ylonen vd., 2003). Son olarak kolesterol adsorpsiyon kapasitesi ise diyet lifi
yiikii ve hidrofobik grup ile ilgilidir. Diyet lifi, safra asitlerini ve kolesterolii baglayarak
veya adsorbe ederek kolesterolii diisiiriicii etki gostermektedir (Luo vd., 2017). Liu vd.
(2016)’ nin yaptig1 ¢alismada; soya kabuklarindan ekstrakte edilen ¢oziinir lifin, uygun
viskoziteye ve yag tutma kapasitesine sahip oldugu bulunmus ve bunun da kolesterol
adsorpsiyon kapasitesini artirabildigini ve boylece kan kolesterol seviyelerini
diisiirdiigiinii gdstermistir. Iyi bir kolesterol adsorpsiyon kapasitesine sahip diyet lifleri,
kolesterolii adsorbe ederek ve fermantasyon sonucu KZYA’ lar iireterek dislipidemiyi
iyilestirmektedir (Mandimika vd., 2012).

Insan viicudunun saglik mekanizmasinin diizenlenmesinde diger bir 5nemli faktor
ise kolon mikroflora dengesidir. Kolon mikroflorasinda bulunan mikroorganizma tiirleri
arasindan bazilar1 konakg¢1 sagligi igin faydali olarak hareket etmekte ve besin emilimi,
metabolizma, doku gelisimi, bagisiklik homeostaz1 ve genel sagligin korunmasi gibi
cesitli fizyolojik siireclerde 6nemli rol oynamaktadir (Ali vd., 2022). Bu siiregleri; diyet
liflerinin, bagirsakta mikrobiyal fermantasyona ugrayarak saglik tizerinde 6nemli etkileri
olan KZYA'’ lar [o6zellikle asetat (%60), propiyonat (%25) ve biitirat (%15)] gibi farkli
mikrobiyal metabolitlerin olusumunu tesvik ederek diizenlemektedir (Koh vd., 2016;
Kumar vd., 2020). Bagirsak mikrobiyotasinin disbiyoz durumunun obezite, tip 2 diyabet,
koroner kalp hastaligi, kanser gibi ¢esitli hastaliklarla iligkili oldugu bulunmustur (Jia vd.,
2023a). Diyet lifi agisindan diisiik bir diyetle beslenme, kolonik mikrobiyal gesitlilikte ve
KZYA iretiminde azalmaya yol agarken, diger yandan bagirsak mikrobiyal
metabolizmasini, konak¢r icin zararli olabilecek daha az uygun olan substratlarin
(0zellikle diyet veya endojen olarak tedarik edilen proteinler, lipidler ve konakg1
miisinleri gibi) kullanilmasina yonlendirmektedir (Makki vd., 2018). Bu nedenle diyet lifi

takviyesi, faydali mikroorganizma seviyelerini tesvik etmekte, toksik mikrobiyal
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metabolitlerin seviyelerini diisiirmekte ve KZY A’ larin {iretimini artirmaktadir (Koh vd.,
2016). Bu ylizden son yillarda ilgi, degistirilmis bagirsak mikrobiyotasi ve KZY A’ larin
iretiminin artirilmasi uygulamalari iizerinde yogunlasmistir. Bu uygulamalar konak¢inin
beslenme durumunu iyilestirebilir, insiilin direncini azaltabilir ve inflamasyonu
hafifletebilir, boylece diyabet ve komplikasyon olusma riskini azaltabilmektedir (Fu vd.,
2022). Ornegin, KZYA’ lar, bagirsak epitel hiicreleri (BEH) igin énemli yakitlardir ve
enteroendokrin hiicreler (peptid hormon {iretici hiicreler) gibi alt popiilasyonlarin
poliferasyonunu (gogalmasini), farklilasmasin1i ve fonksiyonlarmi modiile etmek,
bagirsak hareketliligini ve bagirsak bariyer fonksiyonlarini diizenlemek ve ayrica konakgi
metabolizmasini gliglendirmek i¢in farkli mekanizmalar araciligiyla BEH fonksiyonlarini
diizenlemektedir (Martin-Gallausiaux vd., 2021). Calismalar yiiksek lifli diyetlerin tip 2
diyabetli hastalarda glisemik kontroldeki faydalarin1 kanitlamistir (Ojo vd., 2020; Silva
vd., 2013). Zhao vd. (2018)’ nin yaptig1 ¢calismada, yiiksek lifli diyet tiiketiminin, KZYA
tireten mikroorganizmalarin ¢esitliligini ve bollugunu arttirmis ve glukagon benzeri
peptit-1 (GLP-1) iiretimi yoluyla hemoglobin Alc (HbAlc) seviyelerinde daha iyi bir
tyilesmeyi tesvik etmistir. Bu KZYA iireten bakterilerin hedeflenen restorasyonu, T2D’
yi hafiflettigi sonucunu goéstermektedir.

Diyet lifleri ve kolonda fermentasyonu sonucu olusan KZYA’ lar, anormal
bagisiklik tepkilerine bagli olarak gastrointestinal sistemin kronik iltihaplanmasi ile
karakterize edilen inflamatuar Bagirsak Hastaliklar1 [(IBH); Ulsratif Kolit (UK) ve Crohn
Hastaligi (CH)] ve bagirsak mikrobiyotasinin disbiyoz durumu ile iligkili olan
Kardiyovaskiiler Hastaliklar (KVH)’ i 6nlenmesi veya tedavi edilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (Suwannaporn vd., 2013; Tang vd., 2019). Dekstran siilfat sodyum (DSS)
ile indiiklenen kolitli farelerle yapilan bir ¢alismada, aligtan izole edilen polisakkaritin
(HAW1-2) iilseratif kolit tizerindeki olumlu etkileri arastirilmis ve ¢alisma sonucunda
HAWZ1-2’ nin, kolondaki patolojik lezyonlar restore ettigini ve IL-1p, IL-6 ve TNF-a
dahil olmak iizere inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ettigi gézlemlenmistir.
Ayrica, bagirsak mikrobiyota bilesiminin degistirildigi ve Alistipes ve Odoribacter dahil
Bacteriodes’in 6nemli 6l¢giide arttigi bulunmus; Alistipes ve Odoribacter' in asetik asit ve
propiyonik asit ile pozitif, inflamatuar sitokinlerle negatif korelasyon gosterdigi
gozlemlenmistir. HAW1-2' nin anti-inflamasyon aktivitesinin asetik asit tarafindan
indiiklenebilecegini  kanitlanmigtir.  Mevcut  veriler, HAW1-2' nin bagirsak
mikrobiyotasini, dzellikle Bacteroides i¢in, dogrudan degistirebilecegini ve koliti inhibe

etmek i¢in KZYA' lar iiretebilecegini ortaya koymustur (Guo vd., 2021). Epidemiyolojik
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calismalar, diyet lifi aliminin kardiyovaskiiler hastalik olugma riskini ve buna bagli 6liim
riskini azaltigini;; KZYA’ larin, hipertansiyon, miyokard enfarktiisii (kalp krizi),
ateroskleroz (damar sertligi), kalp yetmezligi ve iskemik reperfiizyon (kanlanma sonucu
doku veya organlarda olusan hasar) gibi hastaliklar1 diizenlemede veya olusma riskini
azaltmada etkili oldugunu ortaya koymustur (Hu vd., 2022; Kwon vd., 2022).
2.2.1. KZYA biyosentezi, absorbsiyonu, dagilimi ve fonksiyonel mekanizmasi

Diyet liflerinin potansiyel saglik yararlariin Onemli bir kismi, bagirsak
mikrobiyotas1 tarafindan {iretilen mikrobiyal metabolitlerle, 6zellikle KZYA’ larla,
ilgilidir (Cai vd., 2020). Kalin bagirsakta mikroorganizmalar tarafindan olusturulan en
onemli kisa zincirli yag asitleri asetat (C2) (Sekil 8A), propiyonat (C3) (Sekil 8B) ve
biitirat (C4) (Sekil 8C)’tir(Pan ve Liu, 2023). KZYA’ lar, konak immiin olgunlagmasini,
enerji metabolizmasini, immiin homeostazi ve mukozal biitlinliigli olumlu yonde
etkilemesinin yan sira (Ali vd., 2022), konakg1 iizerinde anti-inflamatuar, anti-obezite,
anti-diyabet, anti-kanser, kardiyovaskiiler koruyucu, hepatoprotektif ve noéroprotektif
etkiler gibi gesitli biyolojik etkiler de gostermektedir (Xiong vd., 2022).

A) 0 B) O) o
| | NS on |
/\OH |c|) OH
Asetik asit Propiyonik asit Biitirik asit

Sekil 8. (A-C) 3 ana KZY A kimyasal yapis1 (Xiong vd., 2022).

Diyet liflerinin bagirsakta monosakkaritlere mikrobiyal doniisiimii ve KZYA’
larin Uiretimi, bagirsak mikrobiyotasinin belirli {iyelerinin enzimatik repertuarinin aracilik
ettigi bir dizi reaksiyonu icermektedir (Sekil 9) (Ali vd., 2022). KZY A’ larin {iretimi igin
baslica yollar, monosakkaritleri fosfoenol piriivata (PEP) dontistiiren ve Bifidobakteriler
tarafindan yiiriitiilen glikolitik yol (EMP) ve pentoz fosfat yoludur (Cizelge 1). PEP daha
sonra alkollere veya organik asitlere donistirtlir (Ali vd., 2022; Zhang vd., 2021a).
Baglica KZY A’ lardan biri olan asetat, pek cok bagirsak bakterisi tarafindan piriivattan
ya Asetil-CoA yoluyla ya da asetatin iki dal yoluyla sentezlendigi Wood-Ljungdahl yolu
ile tretilmektedir; 1) Ci-govde dali (Dogu subesi olarak da bilinir); CO2’ nin formata
indirgenmesi yoluyla, 2) karbon monoksit dali (Bati subesi), CO2’ nin asetil-CoA tiretmek
i¢in bir metil grubuyla birlestirilerek CO’ ya indirgenmesi yoluyla (Koh vd., 2016). Diger
bir ana KZY A olan propiyonat, siiksinat yolu araciligi ile siiksinatin metilmalonil-CoA’

ya doniistiirilmesinden iiretilir. Ayrica, akrilat yolundan ve deoksiheksoz sekerlerinin
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(fukoz ve ramnoz gibi) substrat olarak kullanildig1 propandiol yolundan bir dncii olarak
laktat ile akrilattan sentezlenebilmektedir (Koh vd., 2016; Scott vd., 2006). Son olarak
biitirat ise, iki asetil-CoA molekiiliniin yogunlastirlmasindan ve ardindan
fosfotransbiitirilaz ve biitirat kinaz tarafindan klasik yol denilen yolla biitirata
doniistiiriilebilen biitiril-CoA’ ya indirgenmesinden olusmaktadir. Biitiril-CoA ayrica

biitiril-CoA:asetil-CoA transferaz yoluyla da biitirata doniistiiriilebilmektedir (Koh vd.,

2016).
Cizelge 1. Kolon mikrobiyotasi tarafindan KZYA’ larin iirerimi.
KZYA Reaksiyonlar Uretici Mikroorganizmalar Referans
Asetat Asetil-CoA yoluyla piriivattan Enterik bakterilerin ¢ogu; 6rn., Louis vd., 2014;
Akkermansia muciniphila, Bacteroides Rey vd., 2010
spp., Bifidobacterium spp., Prevotella
spp., Ruminococcus spp.
Wood-Ljungdahl yolu Blautia hydrogenotrophica,
Clostridium spp., Streptococcus spp.
Propiyonat  Siiksinat yolu Bacteroides spp., Louis vd., 2014;
Phascolarctobacterium succinatutens, Scott vd., 2006
Dialister spp., Veillonella spp.
Akrilat yolu Megasphaera elsdenii, Coprococcus
catus
Propandiol yolu Salmonella spp., Roseburia
inulinivorans, Ruminococcus obeum
Biitirat Fosfotransbiitirilaz/biitirat kinaz Coprococcus comes, Coprococcus Duncan vd.,
yolu eutactus 2002; Louis vd.,
Biitiril-CoA:asetat CoA transferaz Anaerostipes spp. (A, L), Coprococcus 2014
yolu catus (A), Eubacterium

rectale (A), Eubacterium hallii (A, L),

Faecalibacterium

prausnitzii (A), Roseburia spp. (A)
A: Asetat, biitirat tiretimi i¢in substrattir; L: Laktat, biitirat iiretimi igin substrattir.

Bakteriler, KZYA iiretme kapasitelerinde oldukca heterojendir. Yiiksek oranda
diyet lifi tiikketimi ve iyi saglik tarafindan tegvik edilen kommensal bakterilerin optimal
cesitliligi, KZYA fireticilerinin zenginlesmesine yol agar (Kim, 2021). Bu bakteriler,
karmasik karbonhidratlari taniyan ve pargalayan enzimleri (karbonhidrat aktif enzimleri
[CAZymes]) kodlayan polisakkarit kullanim lokuslarina (PUL’ ler) sahiptir. PUL gen
kiimeleri, bakterilerin diyet lifleri ve diger karbonhidratlardan mono- ve disakkaritler
olusturmasina izin verir. Bu sakkaritler, KZYA' lar iiretmek i¢in bakteriler tarafindan
kullanilmaktadir (Feng vd., 2022; Galvez vd., 2020; Kappelmann vd., 2019). Diyet lifleri
kullanan bakteri tiirleri, diyet lifi-parcalayan CAZymes’ i ifade eder ve DL agisindan
zengin diyetler, bakterilere bagl olarak farkli substrat 6zgiilliigiine sahip mikrobiyom
kodlu CAZymes’ in ekspresyon seviyesini artirir. Bu nedenle, kolondaki KZYA iiretim
diizeyi biiyiik 6lclide mikrobiyal bilesim ve diyetteki DL tiirleri ve miktar1 tarafindan
belirlenir (Kim, 2023).
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Sekil 9. Diyet liflerinin bagirsakta mikrobiyal fermentasyonu ve iic ana KZYA’ nin, asetat,
propiyonat ve biitiratin sentezinde yer alan enzimatik yollar. Asetat, piriivattan asetil-CoA yoluyla ve
ayrica Wood-Ljungdahl yolu araciligiyla iiretilir. Biitirat, iki asetil-CoA molekiiliinden sentezlenerek
asetoasetil-CoA 'y1 verir ve bu, B-hidroksibiitiril-CoA ve krotonil-CoA yoluyla daha sonra biitiril-CoA' ya
doniistiiriiliir. Propiyonat, siiksinat yolu veya laktatin propiyonata indirgendigi akrilat yolu ile PEP' den
olusturulabilir. Bakteriler ayrica propandiol yoluyla fukoz ve ramnoz gibi deoksiheksoz sekerlerinden
propiyonat tiretebilirler. PEP; fosfoenolpiriivat, DHAP; dihidroksiasetonfosfat Bhatt ve Gupta (2023) ve
Koh vd. (2016) referans alinarak tekrar ¢izilmistir.

KZYA’ lar, bagirsak epitel hiicreleri tarafindan absorbe edilerek ve kana girerek
birgok doku tarafindan alinip kullanilmakta ve sonugta konakg¢1 metabolizmasi tizerinde
yararli bir etkiye sahip olmaktadirlar (Chen vd., 2021a). KZYA’ lar hiicrelere,
¢oziinmemis KZYA’ larin pasif difiizyonu ve ¢oziinen tasiyicilar ile aktif tasima yoluyla
iki sekilde absorbe edilir ve kana tasinir. Ug¢ mekanizma, KZYA anyonlarmnin
kolonositlerin apikal zar1 yoluyla tasinmasini desteklemektedir (Ali vd., 2022; Canfora
vd., 2015). Ik mekanizmada, tasiyic1 KZY A anyonlari bikarbonat (HCO3)’ a, vezikiilde
KZYA- HCOs degisimi olusturmak i¢in tanitir ve ardindan onu bagirsak liimenine
salgilar. Yani bu degisim Na* tasiyicisindan ve CI-HCOz degisiminden bagimsizdir.
Ikinci mekanizma, KZYA anyonlarinin katyonlarla kimyasal reaksiyonunu artiran
monokarboksilat tasiyict (MCT) ailesinin {iiyelerini igerir. Monokarboksilat tasiyici-1
(MCT-1; SLC16Al olarak da bilinir), KZYA’ lar1 enterositlerin apikal zarinda H*
bagimli elektronotr bir sekilde tasir. Bunun yani sira MCT-1, lenfositlerde KZYA

tasinimindaki rollinii  gdsteren yiiksek ekspresyon gosterir. Tagmimin igiincii
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mekanizmasinda KZY A anyonlari, sodyuma bagli monokarboksilat tasiyici-1 (SMCT-1,
SLC5AS8 olarak da bilinir) tarafindan taginir (Ali vd., 2022; Dalile vd., 2019).

Kolonositler tarafindan emildikten sonra KZYA' lar, hiicreler i¢in ATP ve enerji
tiretmek lizere mitokondride sitrik asit dongiisiine girmektedir. Kolonositlerde metabolize
olmayan KZYA’ lar, portal ven aracilig ile dolasima tasinmaktadir. Karacigerde, li¢
KZYA' nin tiimii, hepatositler i¢in enerji substratlar1 olarak kullanilmaktadir (Dalile vd.,
2019). Uc ana KZYA' dan biitirat, dncelikle kolonositler i¢in dogrudan bir enerji kaynagi
olarak hareket ederek kolonik sagligin korunmasinda en 6nemli KZYA olarak kabul
edilmektedir. Biitirat neredeyse tamamen kolonositler tarafindan metabolize edilir ve bu
nedenle periferik kanda sadece kiigiik miktarlarda bulunmaktadir (van der Beek vd.,
2017). Biitirik asit istah1 azaltabilmekte ve kolit gelisimini iyilestirmek i¢in kolonik
diizenleyici T hiicrelerinin farklilasmasini indiikleyen bagirsak-beyin noral devresi
yoluyla kahverengi yag dokusunu aktif etmektedir (Luu vd., 2018; van der Beek vd.,
2017). KZYA’ lardan en yiiksek miktarda bulunan asetatin ¢ogu proksimal kolonda hizla
emilir ve portal vene tagiarak kan-beyin bariyerini gecerek istahi kontrol edebilmektedir.
Asetat tarafindan saglanan enerji, insan viicudunun toplam enerji harcamasinin yaklasik
%10" unu olusturmaktadir (Zhang vd., 2021a). Ayrica asetat, kolesterol ve yag asidi
sentezi i¢in bir substrattir (Dalile vd., 2019). Propiyonat esas olarak bagirsak epitel
hiicreleri tarafindan karaciger metabolizmasi i¢in bir enerji kaynagi olarak emilir ve yag
asidi Giretiminin bir inhibitori ve glukoneogenez i¢in bir 6ncii olarak gérev yapar (Dalile
vd., 2019; Zhang vd., 2021a). Ayrica hafifletilmis sistemik inflamasyonu, énemli 6lgiide
zayiflatilmig kardiyak hipertrofiyi, islev bozuklugunu ve hipertansiyonu ve kan-beyin
bariyerinin korunmasini i¢eren yararlh etkileri de bulunmaktadir (Bartolomaeus vd., 2019;
Liu vd., 2021; Yang vd., 2022).
2.2.2. Diyet liflerinin ve KZYA’ larin konak iizerindeki etkisi
2.2.2.1. Mukus tabakasi ve intestinal bariyer fonksiyonu

Bagirsak biitlinliigli, mukozal homeostazin korunmasinda 6nemli bir faktordiir.
Bagirsak biitiinliigli, bagirsak luminal icerigi ile konak¢i arasinda kismen etkili bir
epitelyal bariyerden kaynaklanan etkili bir ayrim ile saglanmaktadir (Tan vd., 2014).
Gastrointestinal (GI) yolunun mukozal yiizeyi, bagirsak epitelinin korunmasinda kritik
bir rol oynayan bir mukus tabakasi ile kaplidir. Mukus, kolonda zirve yapan bagirsagin
proksimal-distal ekseni boyunca sayilar1 artan goblet hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir (Branca vd., 2019). Konak tarafindan mikroorganizma istilasini ve

enfeksiyonlara yatkinligt onlemek i¢in kullanilan mekanizmalardan biri, 1yi
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yapilandirilmis ve bozulmamis mukus tabakasini korumaktir. Aksi takdirde mukus
tabakasinin zarar gormesi bagirsak epitel biitiinliigiiniin bozulmasina sebebiyet verecek
ve bunun sonucunda kronik diisiik dereceli inflamasyona neden olabilen sistemik
endotoksemi, IBH, irritabl bagirsak sendromu, Kolorektal kanser (KK) gibi gesitli
hastaliklarin gelismesine neden olacaktir (Makki vd., 2018; Tan vd., 2014; Tan vd.,
2023b). Van der Sluis vd., (2006)’ nin yaptig1 bir calismada, Kolonik mukus tabakasinin
yapisal bileseni olan miisin Muc?2 eksikliginin (Muc2™) farelerde, kolonda inflamasyona
yol ag¢tig1 ve 5. haftadan itibaren siddetli kolitin baslamasina sebep oldugu ve ilerleyen
slirecte artarak devam ettigi gézlemlenmistir. Yine prediyabetik Obez Olmayan Diyabetik
(NOD) fareler ve saglikli C57BL/6 fareleri ile yapilan bir ¢alismada, prediyabetik NOD
farelerin bagirsak mukus tabakasinda ve plazmasinda bulunan ve hiicre boliinmesi ve
biiylimesini destekleyen fosfatidilkolin seviyelerinin azalmasi ve bunun yaninda g¢ekal
igerikte KZY A iireten bakteri oranlarinin azalmasinin bagirsak bariyer disfonksiyonuna
ve T1D’ ye katkida bulundugu sonucuna varilmistir (Mensted vd., 2023).

Bagirsak mikrobiyotas1t ve diyet, bagirsak mukusunun normal yapisin1 ve
tiretimini siirdiirmek i¢in iki 6nemli bilesendir. Diisiik lifli bir diyetten kaynaklanan
degismis bir bagirsak mikrobiyotasi, mukus tabakasinda ciddi bir bozulmaya yol acarak
enfeksiyonlara duyarlilig1 ve kronik inflamatuar hastaliklarin gelisimini artirabilmektedir
(Desai vd., 2016; Johansson vd., 2008; Zou vd., 2018). Diyet lifleri ve KZY A’ lar, mukus
tiretimini ve salgilanmasini uyarir, epitel bariyer fonksiyonunu iyilestirir ve mukozal
bagisiklign modiile eder. Ornegin biitirat, ana enerji kaynagi olarak viicudun yabanci
enfeksiyonlara karsi ilk savunma hatt1 olan bagirsak epitel hiicreleri tarafindan yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bagirsak epitelyal kriptleri, kok hiicre deposudur ve biitirat,
bunlarin donisiimiinii stirdiirmede rol oynamaktadir (Liu vd., 2016). Asetat ve biitirat,
mukus tiretimi ve salgilanmasi igin bir denge saglar. Asetat {ireticisi olan Bacteroides
thetaiotaomicron, goblet hiicresi farklilagsmasini ve miisin ile ilgili genlerin
ekspresyonunu desteklemektedir. Aksine, asetat tliketicisi ve biitirat ireten
Feacalibacterium prausnitzii ise asetatin mukus tizerindeki etkisini azaltarak mukusun
asir1 Uretimini Onler, bdylece bagirsak epitelyumun uygun yapr ve bilesimini
korumaktadir (Wrzosek vd., 2013).
2.2.2.2. immiin sistem

Saglikli bir bagirsak mikrobiyotasi, esas olarak KZYA metabolitleri iireterek
bagisiklik sisteminin olgunlagsmasina ve gelismesine katkida bulunmaktadir (Rescigno,

2014). Konak bagisiklik sistemi, inflamatuar sitokinler iireterek bagisiklik sistemini
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olumsuz etkileyen patojenleri engellemekte ve bu sekilde bagisiklik sistemini
diizenlemektedir. Ancak sitokinlerin gereksiz salgilanmasi sistemik inflamasyona neden
olmaktadir. Burada KZY A’ lar immiin hiicre sitonkinleri, reaktif oksijen tiirlerini (ROT)
ve kemotaksis salinimini modiile ederek sistemik inflamasyonu diizenlemektedir (Ali vd.,
2022). KZYA’ lar kolon ve ileum hiicrelerinin ana enerji kaynagidir ve ilgili gen
ekspresyonunu diizenleyerek bagirsak epitel bariyerini ve savunma fonksiyonlarin
etkilemektedir. Makrofajlar, monositler, notrofiller ve dendiritik hiicreler gibi dogustan
gelen bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu ve bagisiklik sistemine katilma islevini
diizenlemektedir. Ayrica bagisiklik hiicreleri olan T ve B hiicrelerinin farklilagmasini ve
aracilik ettikleri antijene Ozgii adaptif bagisikligi da diizenleyebilmektedir(Corréa-
Oliveira vd., 2016; Yao vd., 2022).

Notrofiller kemik iliginden kaynaklanir ve dogustan gelen bagisiklik sisteminin
onemli bir pargasini olusturan en bol graniilosit (akyuvar) tiiriidiir (Rodrigues vd., 2016).
Inflamasyon bélgesine ilk ulasan hiicrelerdir ve burada enfeksiyoz ajanlara kars1 bir yanit
olustururlar ve makrofajlar ve hatta daha fazla nétrofil dahil olmak tizere diger hiicrelerin
toplanmasini1 ve aktivasyonunu diizenleyen sitokinleri iiretirler (Corréa-Oliveira vd.,
2016). KZYA’ lar HDAC inhibisyonu yoluyla TNF gibi inflamatuar sitokinlerin
tiretimini diizenleyerek notrofilleri dogrudan etkiler ve CXCL1 ve CXCL8 gibi
kemokinlerin tiretimini diizenleyerek nétrofil kemoatraktanlari olarak hareket ederler. Ek
olarak, KZYA’ larin nétrofillerde FFAR2 aktivasyonunun kemotaksisi indiikledigi
gosterilmistir (Corréa-Oliveira vd., 2016; Dalile vd., 2019). Nétrofillerde, KZYA' larin
(biitirat) varligi, hiicre modelinde kemotaktik reseptorler CSAR ve CXCR2' nin
ekspresyonunu azaltir. Bu nedenle, KZYA' lar (biitirat), nétrofillerin bagirsaga alinmasini
azaltmaktadir (Maslowski vd., 2009).

Monositler ise doku homeostazi ve bagisiklikta ¢ok Onemli rol oynayan
mononiikleer fagositik beyaz kan hiicreleridir ve o6zellikle inflamasyon ve patojen
meydan okumalarinda énemlidirler (Dalile vd., 2019; van de Wouw vd., 2019). Bir doku
veya organin enfeksiyonu iizerine, monositler kan dolasiminmi terkederek etkilenen
bolgeye yonelir ve makrofajlara ve dendiritik hiicrelere faklilasirlar (van de Wouw vd.,
2019). KZYA’ lar monositlerin, makrofajlarin ve dendiritik hiicrelerin olgunlagsmasini
engelleyerek antijenleri yakalama yeteneklerini degistirir ve 1L-12 ve TNF gibi pro-
inflamatuar sitokinleri iiretme yeteneklerini azaltirlar (Dalile vd., 2019). KZYA’ lar
(biitirat), monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)’ in ekspresyonunu ve vaskiiler hiicre

adezyon molekiili-1 (VCAM-1)’ in salinimini azaltabilir, bdylece makrofajlarin
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bagirsaga alinmasini ve gociinii diizenlemeye katilabilmektedir. Ayrica biitirat, insan
monositlerinde tiiretilen dendiritik hiicrelerde kemokinlerin ekspresyonunu azaltarak elde
edilen makrofajlarn ve DH’ lerin alimimi inhibi ederek I6kosit trafigini de
diizenleyebilmektedir (Yao vd., 2022). Nastasi vd., (2015)’ nin yaptig1 ¢alismada, biitirat
ve propiyonat hem olgunlasmamis hem de olgun insan monosit tiirevli dendiritik
hiicrelerde gen ifadesini giiglii bir sekilde modiile etmistir. KZY A’ larin (propiyonat ve
biitirat); CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL10 ve CXCL11 dahil olmak iizere ¢esitli
pro-inflamatuar kemokinlerin salintmini giiglii bir sekilde azalttigi ve bu sekilde 16kosit
trafigini modiile ettigi gozlemlenmistir. Ayrica biitirat ve propiyonat, iiclii bir anti-
inflamatuar etki gostererek IL-6 ve IL-12p40 gibi lipopolisakkarit ile indiiklenen
sitokinlerin ekspresyonunu inhibe etmistir.

Son olarak, KZYA’ lar T ve B hiicresi farklilasmasi ve proliferasyonunun
dogrudan veya dolayli modiilasyonu yoluyla adaptif immiin yanitlari modiile etmektedir.
T diizenleyici hiicreler (Treg), anti-mikrobiyal bagisiklik ve doku iltihabinin
diizenlenmesinde merkezi roller oynamaktadir (Kim vd., 2014). Molekiiler seviyedeki bu
hiicreler (Treg)’ ler, Treg farklilasmasinin ve gelisiminin diizenlenmesinde vazgeg¢ilmez bir
rol oynayan ana diizenleyici transkripsiyon faktorii Forkhead box protein P3' {in (FoxP3)
ifadesi ile karakterize edilen CD4" T hiicrelerinin immiinosupresif alt kiimeleridir (Saleh
ve Elkord, 2020). Kolon hiicrelerinin iltihaplanmasinin inhibisyonunda merkezi bir rol
sergileyen interlokin-10 (IL-10) iiretebilen veya iiretemeyen hem FoxP3* T hiicrelerini
hem de FoxP3 T hiicrelerini igeren heterojen bir yapiya sahiptir (Kim, 2021). IL-10, Treg
hiicrelerinin uyarilmasi ve korunmasinda hayati 6neme sahiptir (Bhatt ve Gupta, 2023).
Diyet lifleri ve KZYA’ lar IL-10 {ireten Treg hiicrelerin aktivitesini tesvik ederek 1L-10
tiretimini artirmaktadir (Kim, 2023). Kolajen kaynakli artrit (KKA) fare modelinde,
farelere 5 hafta boyunca oral biitirat (100 mM) uygulamasi yapilmis ve biitiratin artrit
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Biitirat, IL-1f3, IL-6 ve IL-17A gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin ifadelerini 6nemli 6l¢iide inhibe ederken, IL-10 ifadesini tesvik etmistir.
Ayrica sistematik Treg hiicrelerinin olusumunu artirmig ve T yardimei hiicresi 17 (Thl7)
hiicrelerini azaltmis oldugu tespit edilmistir. Bu veriler biitiratin, kolajen kaynaklr artrit
fare modelinde artriti inhibe ettigi ve inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
baskiladiginmi gostermistir (Hui vd., 2019).

2.3. Diyet Liflerinin Kalin Bagirsak Mikrobiyotas1 Uzerine Etkileri
Kalin bagirsak (kolon); insan genomundakinden 150 kat daha fazla gen igeren,

yaklastk 1000’ e kadar farkli tiir ve toplamda icerik grami basma ~10 bakteri



21

hiicresinden olusan karmasik ve dinamik bir mikrobiyal ekosistemdir (Kristek vd., 2018;
Payling vd., 2020). Saglikli yetiskinlerin bagirsak mikrobiyotasi, iki baskin filum olan
Firmicutes ve Bacteroidetes (%90) ve bunun yaninda Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Fusobacteria ve Proteobacteria’ dan olusmaktadir (Cizelge 2) (Kristek vd., 2018; Wang
vd.,, 2021). Firmicutes filumu Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus ve
Ruminococcus gibi 200’ den fazla cinse sahiptir. Bacteriodetes filumu baskin olarak
Bacteriodes ve Prevotella cinslerine sahipken Bifidobacterium cinsi ise Actinobacteria
filumunu temsil etmektedir (Leung vd., 2016; Ranganathan ve Anteyi, 2022). Bu
mikrobiyal popiilasyonlar arasinda insan sagligi icin faydali olanlar kadar zararli
(patojenik) olabilecek bakteriler de beraberinde bulunmaktadir. Kolon mikrobiyotasinda
bulunan bu mikrobiyal popiilasyonlardaki denge, yani konakg1 ile saglikli mikrobiyota
arasindaki simbiyotik iliski, insan biyolojik siireclerinde ve sagligin korunmasinda
onemli bir rol oynamaktadir (Davis, 2018; Makki vd., 2018). Konak¢inin bagisiklik
homeostazinin korunmasi, sindirilemeyen diyet bilesenlerinin fermentasyonu yoluyla
bagirsakta enerji lretimi verimliliginin artirilmasi, B12 ve K gibi vitaminlerin
sentezlenmesi, bagirsak epitel hiicre poliferasyonunun kontrol edilmesi, immiinolojik
savunmanin uyarilmasi, koruyucu bir bariyer olusturulmas: ve potansiyel patojenlerin
gelisiminin engellenmesi gibi saglik iizerindeki faydali etkiler, dengeli bir bagirsak
mikrobiyotas: sayesinde saglanmaktadir (Cai vd., 2020; Kristek vd., 2018). Bagirsak
mikrobiyota bilesiminde patojenik bakteri popiilasyonundaki artis sonucu dengesizlik
(disbiyozis) olusmasi durumunda, patojenik bakteriler bagirsak mukus tabakasinin
spesifik glikanlarin1 pargalayarak ve metabolize ederek enerji kaynagi olarak
kullanmaktadirlar ve bu sekilde bagirsak epitel biitiinliigiiniin bozulmasma neden
olmaktadirlar (Schroeder vd., 2018). Ayrica koruyucu mukus tabakasi ve epitel dokudaki
hasar sonucu kolonda bulunan patojenik bakteriler ve iirettikleri toksik metabolitlerin
dolasima girmesi ile inflamatuar hastaliklar, kolorektal kanser, obezite, kolon kanseri,
diyabet, alerji, astim ve norogelisimsel bozukluklar dahil olmak {izere bir¢ok hastaligin
gelismesine de yol agabilmektedir (Cai vd., 2020; Sharma vd., 2022). Bu nedenle dengeli
bir mikrobiyotanin saglanmas1 6nem arz etmektedir.

Kolon mikrobiyota bilesimi, ¢esitliligi ve islevi; genetik, konak fizyolojisi (yas,
cinsiyet, stres, hastalik vb.), yasam tarzi, ila¢ kullanim1 ve 6zellikle diyet gibi ¢evresel
faktorlerden etkilenmektedir ve buna bagli olarak her bireyde farklilik gostermektedir
(Ranganathan ve Anteyi, 2022; Yang vd., 2018). Mikrobiyal topluluk bilesimindeki
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bireyler arast dnemli farkliliklara ragmen; diyet bilesiminin, 6zellikle diyet liflerinin,

mikrobiyota bilesimine ve metabolik islevine aracilik eden 6nemli bir ¢evresel faktor

Cizelge 2. Bagirsak mikrobiyota lokasyonu, bilesimi ve islevi (Sharma vd., 2022).

Gi Bélgesi Baskin Mikrobiyota Referans
Mide Firmicutes?: Lactobacillus, Veillonella Buffie ve
Proteobacteria*: Helicobacter Pamer (2013);
Frank vd.
(2007);
Duodenum Firmicutes: Bacilli, Streptococcaceae Lopetuso vd.
Actinobacteria®: Actinomycinaeae, Corynebacteriaceae (2013); Nava
vd. (2011);
Navab-
Jejunum Firmicutes: Bacilli, Streptococcaceae Moghadam
Actinobacteria: Actinomycinaeae, Corynebacteriaceae vd. (2017);
Picard vd.
(2005);
ileum Firmicutes: Bacilli, Streptococcaceae Sekirov vd.
Actinobacteria: Actinomycinaeae, Corynebacteriaceae (2010); N. R.
Shin vd.
(2015); P. M.
Kolon Firmicutes: Lachnospiraceae Smith vd.
Bacteroidetes!: Bacteroides (2013);
Thomas vd.
Epitelyal yiizey Firmicutes: Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus (2011); Walter
ve Ley (2011)
Mukus tabakasi Firmicutes: Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus
Bagirsak liimeni Bacteroidetes: Bacteroides

Actinobacteria: Bifidobacterium

Firmicutes: Streptococcus, Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus,
Ruminococcus

Proteobacteria: Enterobacteriaceae

!Bacteroidetes: Kompleks polisakkaritleri sindirir, kompleks O-glikanlari pargalayarak konake igin enerji kaynagi
olan ugucu Kisa Zincirli Yag Asitleri (KZYA' lar) verir, bagirsak epitel hiicre biiylimesini ve farklilagmasini
diizenler, bagisiklik sistemini uyarir.
2Firmicutes: Son iiriin olarak biitirat salgilar, bagirsak epitel sagligin1 ve konakg1 bagisiklik homeostazini destekler.
3Actinobacteria: Bazilan probiyotik etkilere sahiptir, rekabetgi dislama, bagisiklik modiilasyonu, safra tuzu hidrolaz
aktivitesi yoluyla patojenlere kars1 koruma saglar, ayrica bagirsak epitelinin yan1 sira mukusa yapigma kabiliyetine

sahiptir.

4Proteobacteria: Daha az saglik yarari ile iligkilidir, disbiyoz ve hastalik riskinin potansiyel bir teshis imzas1 olarak

hizmet eder.

oldugu yapilan ¢alismalar ile kanitlanmis ve son zamanlarda gittik¢e bu konu tizerinde

yapilan arastirmalar yogunlagmistir (Louis vd., 2014). Diyet lifi miidahalesi, mikrobiyal

gelisme i¢in substratlar saglayarak ve farkli lif kaynaklarmi kullanan g¢esitli bakteri

tirlerinin (probiyotik/patojenik) gelisimini tesvik ederek veya siirlandirarak bagirsak

mikrobiyal ekosistemini degistirmektedir (Ranganathan ve Anteyi, 2022). Ornegin; 30

C57BL/6 faresi ile yapilan bir ¢alismada; fareler rastgele 3 gruba ayrilarak 8 hafta

boyunca kontrol (normal diyet), yiiksek yagl (kalorinin %60’ 1 yagdan gelen diyet) ve

yiiksek yagli misir unu (%20 oraninda tam yagl siyah misir unu eklenmis yiiksek yaglh

diyet) diyetleriyle beslenmistir. 16s rRNA dizilimi analizi sonucunda siyah misir unu
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[(Black corn (Zea mays L.)] ilavesinin Ruminococcus, Roseburia ve
Prevotellaceae_UCG-001" nin nispi bolluklarmi artirdigini  ve Bacteroides ve
Faecalibaculum’ u azalttigin1 géstermistir. Ayrica siyah musir unu tiiketimi, goblet
hiicrelerinin sayisini artirarak ¢ekal morfolojiyi iyilestirdigi gézlemlenmistir (Verediano
vd., 2022). Yine Alves-Santos vd. (2023) tarafindan, Baru (Dipteryx alata Vog.)
meyvesinin islenmesi sonucunda olusan bir yan iiriin olan ve yiiksek oranda ¢éziinmeyen
diyet lifi igeren baru posasi (%20), frukto-oligosakkarit (FOS, %?20) ve substrat
igcermeyen bir ortam (negatif kontrol) ile yapilan in vitro insan kolonik fermantasyon
calismasinda, sonuglar baru posasinin FOS’ a kiyasla Bifidobacterium animalis ve
Lactobacillus acidophilus’ un gelisimini daha ¢ok artirdigini ortaya koymustur. Ayrica
fermantasyon sonunda baru posasi igeren ortamda, Lactobacillus-Enterococcus,
Bifidobacterium ve Bacteroides-Prevotella’ nin nispi bolluklarinda artis, Eubacterium
rectale, Clostridium coccoides ve Clostridium histolyticum’ da ise azalma
gbzlemlenmistir.

Diyet lifleri, kolonda bakteriyal fermantasyona tabi tutularak bakteri
topluluklarinin bilesimini degistirmenin yaninda, ayrica mikrobiyal metabolitlerin
(6zellikle KZY A’ lar) tiretimini de gerceklestirerek ve dolayisiyla her bir metabolit
tretimi {izerinde farkli etkiler gostererek mikrobiyal metabolik aktiviteleri de
etkilemektedirler (Holscher, 2017). Bu metabolitler arasinda saglik agisindan yararl olan
KZYA’ lar, 6zellikle biitirat, kalin bagirsak homeostazinin korumasinda ve hastaliklarin
onlenmesinde oldukg¢a 6nemlidirler (Cai vd., 2020; Xu vd., 2022b). Kleessen vd. (2001)’
nin yaptig1 bir ¢alismada; fermente edilebilir, sindirilemeyen fruktanlarin (oligofruktoz
ve iniilin) diyete dahil edilmesinin, KZY A’ lar ve mikrobiyota bilesimi tizerindeki etkileri
aragtirtlmistir. 5 haftalik 24 erkek mikropsuz Wistar sigan rastgele dort gruba (n=6)
ayrilmig ve her biri saglikli bir erkek denekten (30 yas) alinan taze insan diskisi ile (3 ml,
1:10 oraninda seyreltme) inokiile edilmistir. Inokiilasyonun ardindan (10 giin + 7 giinliik
adaptasyon donemi) insan diski florasi ile iliskili mikropsuz sicanlar; kontrol olarak ticari
standart diyet (Con), Con+50 g kisa zincirli oligofruktoz/kg (OF), Con+50 g uzun zincirli
iniilin/kg (IcIN) ve Con+50 g OF-IcIN/kg (Mix OF-IcIN) igeren diyetlerle beslenmistir.
Sonuglara gore kolondaki biitirat miktari; OF (18,6 umol/g yas agirlik), ICIN (18,1 pmol/g
yas agirlik) ve Mix OF-IcIN (22,3 umol/g yas agirlik) iceren diyetlerde Con (9,3 pmol/g
yas agirlik) grubuna kiyasla artis gostermistir. Biitirattan farkli olarak propiyonat miktart,
Con (18,2 umol/g yas agirlik) grubuna gore, OF (17,8 umol/g yas agirlik) ve Mix OF-
IcIN (16,8 umol/g yas agirlik) iceren diyetlerde miktarin azaldigy, 1IN (21,3 pmol/g yas
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agirlik) grubunda ise arttig1 gézlemlenmistir. Son olarak toplam KZY A miktarinda, Con
(68,6 umol/g yas agirlik) grubuna kiyasla diger gruplarda degisen oranlarda artis
gozlemlenmistir.

Diyet liflerinin kolon mikrobiyotasi tarafindan kullanimi lifin kaynagina, molekiil
tipine ve bilesimine, anomerik konfigiirasyonlara, baglant1 tiirlerine, dogrusal zincir
uzunluklarina, dalli yap1 bilesimi ve indirgeyici terminal eklerine baglidir. Diyet lifleri
bilesim ve yap1 bakiminda oldukc¢a heterojen ve karmasik molekiil gruplarindan biridir.
Dolayisiyla mikrobiyal bakteriler basit sekerler elde etmek i¢in bu karmagsik molekiillerin
yapisindaki baglari par¢alama konusunda farkli yeteneklere sahiptir (Hamaker ve Tuncil,
2014; Louis vd., 2021). Mikrobiyotanin bu yetenegi, kompleks diyet liflerinin
pargalanmasi i¢in gerekli olan, karbonhidrat aktif enzimleri (CAZymes) kodlayan gen
icerigine baghdir (Aakko vd., 2020). Kolon bakterileri, olduk¢a rekabetci bir ortamda
karbonhidrat bazli substratlar1 kullanmaktadirlar, dolayisiyla spesifik bir substrati
par¢alama yetenegine Sahip olanlar; enzim aktivitelerindeki farkliliklar, karbonhidrat
baglayict kisimlarin baglanma etkinligi, lif partikiillerine ulasilabilirlik ve hiyerarsik
tercih farkliliklar1 ve/veya oncelikleri gibi faktorlerle ilgili olarak rekabet etme yollarina
sahiptirler (Hamaker ve Tuncil, 2014).

Insan genomunda kodlanan ve karbonhidratlarin sindiriminde yer alan CAZymes’
lerin ¢ok sinirli olmasina karsin kalin bagirsak mikrobiyota genomlari, diyet liflerini
kullanmalarin1 saglayan oldukca genis bir CAZymes’ repertuarint kodlamaktadir
(Hamaker ve Tuncil, 2014). Bazi bakteri tiirleri substrat olarak c¢ok cesitli farkli
karbonhidratlar1 kullanabilirken (genelciler), bazilar1 nispeten daha az karbonhidrat
kullanmaktadirlar (uzmanlar) (Louis vd., 2021). Buna oOrnek olarak Bacteroidetes
filumuna ait Bacteroides tiirleri ¢ok sayida (>100) genetik polisakkarit kullanim lokuslari
(PULSs) igermektedir. PUL’ lar belirli karbonhidratlarin pargalanmasi igin gereken
CAZymes’ leri kodlayan gen kiimeleridir (Ndeh ve Gilbert, 2018). Bu, bakterilerin birgok
farkli karbonhidrat tliriiniin varligini algilamasini ve bunlarin parcalanmasi ve alinmasi
icin karsilik gelen iglevleri indiiklemesini saglamaktadir. Bu nedenle Bacteroides tiirleri,
birgok farkli substrata erisebilen “genelciler” olarak kabul edilmektedirler (Briggs vd.,
2021; Cockburn ve Koropatkin, 2016). Ortiisen substrat spektrumlarina sahip Bacteroides
tiirlerinin, bir substrat karisimi {izerinde birlikte biiytlidiiklerinde farkli karbonhidratlara
oncelik vererek birbirleriyle rekabeti sinirladigi goriilmektedir (Patnode vd., 2019).
Bacteroides ovatus ve Bacteroides thetaiotaomicron’ un her ikisinin de bozunabilecegi

alt1 farkli glikan i¢eren bir ortamda her biri ayr1 ayr1 inkiibasyona tabi tutuldugunda, her



25

bir ayr tiir bazi glikanlari dncelik sirasina gore digerlerinden dnce kullanmistir, ancak her
tiir icin farkli dncelikler s6z konusudur ve bu da tiire 6zgii hiyerarsik tercihler hakkinda
fikir vermektedir. Genel olarak, yiiksek 6ncelikli glikanlarin varligi, daha diisiik 6ncelikli
besinlerin kullaniminda yer alan genlerin transkripsiyonunu baskilamistir. Bununla
birlikte, baz1 glikanlara kars1 transkripsiyonel duyarlilik ortamdaki kalinti
konsantrasyonuna gore degisiklik gostermis, yiiksek dncelikli substratlar1 hedef alan bazi
PUL' lar, hedef glikanlar1 ¢ogunlukla tiikendikten sonra bile yliksek oranda ifade
edilmeye devam etmistir (Tuncil vd., 2017). Liu vd. (2020b)’ nin yaptigi benzer bir
calismada ise insan bagirsak mikrobiyota iiyeleri olan bes bakteri tiiriinden (Bacteroides
ovatus, Bifidobacterium longum subspecies longum, Megasphaera elsdenii,
Ruminococcus gnavus ve Veillonella parvula) olusan bir kokiiltiir tarafindan 4 farkli bitki
polisakkarit (arabinoksilan, ksiloglukan, B-glukan ve pektin) karisiminin ne 6l¢iide ve
hangi tercih sirasina gore kullanildigi incelenmistir. B. ovatus glikanlari; B-glukan,
pektin, ksiloglukan ve arabinoksilan sirasina gore kullanirken; B. longum subsp. longum
ise oncelikli olarak arabinoksilani ve ardindan sirasiyla arabinan, pektin ve f-glukan’ 1
kullanmistir. Sonug¢ olarak bu c¢alismalar, insan homeostazini korumak ve insan
fizyolojisini faydal bir sekilde etkilemek amaciyla farkli yapilarda diyet lifi miidahalesi
ile bagirsak ekosisteminin ortaya ¢ikan 6zelliklerindeki degisiklikleri tahmin etme firsati
tanimaktadir.
2.3.1. Diyet lifleri kimyasal yapilarimin kalin bagirsak mikrobiyota bilesimi ve
metabolitler iizerindeki etkileri

Bircok faktor, karbonhidratlarin yapisini ve dolayisiyla bagirsak mikrobiyotasi ve
sonrasindaki ¢apraz besleme aglar1 tarafindan metabolizmasini etkilemektedir. Yapisal
hiyerarsi, makro yap1, mezo yap1 ve molekiiler yap1 olmak {izere li¢ kategoriye ayrilabilir.
Makro yap1, epidermis parcalari, kepek tabakasi, vaskiiler doku ve diger tanimlanabilir
bitki dokular1 gibi ¢iplak gozle goriilebilen yaklasik 0,2 mm' den daha biiyiik yapilari
aciklamaktadir. Genellikle bu yapilara erigim i¢in uyarlanmis uzman bakteriler tarafindan
pargalanmaktadirlar (Payling vd., 2020). Ornegin; R. bromii, saf kiiltiirde biiyiime igin
malto-oligosakkaritleri kullanabilirken, maltozu kullanma yetenegi sinirlidir ve glikozu
kullanamamaktadir. Ayni zamanda birincil ayristirict ve kilit tagi tiirii olarak bilinen R.
bromii direngli nisastaya {istiin erisim saglayan benzersiz amilaz kompleksleri
tiretebilmekte ve diger bazi bakteri tiirleri (Eubacterium rectale, Bacteroides
thetaiotaomicron, Bifidobacterium adolescentis) tarafindan direngli nisasta kullanimini
tesvik etmektedir (Kim vd., 2017; Ze vd., 2012).



26

Makro yapilar, insan beslenmesinde bitkisel gidalardan elde edilen direngli
nisasta, seliiloz ve bazi hemiseliilozlar1 i¢eren gida bilesenlerinden alinmaktadir. Bu
bilesenler mezo ve molekiiler dlgekte yapilara ayrilabilir; ancak diyet, makro yap1 olarak
alinmayan oligosakkaritler ve sekerler gibi mezo yapilar da saglayabilir (Flint vd.,
2012a). Gida islemenin yapisi lizerinde etkili oldugu mezo yap1 ise nisasta graniilleri ve
bitki hiicreleri gibi 151k mikroskobu altinda goriilebilen mikrometre boyut araligindaki
yapisal ozelliklerle ilgilidir (Payling vd., 2020). Molekiiler yapr ise, atomlarin ve tekrar
eden polimer birimlerin nasil diizenlendigini tanimlamaktadir. Fermantasyon, substrat
Ozgilliigiiniin kimyasal bir bag veya amino, fosfat veya metil gruplar1 gibi fonksiyonel
bir grupla iliskili oldugu enzimatik hidroliz tarafindan ydnlendirildiginden dolayzi,
molekiiler yapi tiim bakterilerin metabolizmasini etkilemektedir (Zhang vd., 2016).

Bir substratin makro yapisi, c¢oziniirlik, yapisal diizen, viskozite, suyun
baglanmasi, iyonlar, organik molekiiller, mikroorganizmalar ve fermantasyon o6zellikleri
dahil olmak tizere fiziksel ozelliklerle ilgilidir (Payling vd., 2020). Karbonhidratlarin
¢Oziiniirligli bakteriyel enzimatik bozulmayi ve dolayisiyla fermantasyon hizimi ve
kapsamini etkilemektedir. Yiiksek c¢oziiniirlige sahip ve yapisal olarak diizensiz
karbonhidratlar proksimal kolonda hizli bir sekilde fermente edilebilirken, daha az
¢Oziiniirliige sahip ve daha diizenli karbonhidratlarin pargalanmasit daha uzun
stirebilmektedir. Bu nedenle kolonun distal bolgelerinde bakteri popiilasyonu tarafindan
kullanilabilmektedir (Koropatkin vd., 2012). Buna 6rnek olarak; Bacteroides bollugu,
genellikle, ¢Oziinmeyen substratlarin ¢Oziiniir substratlara kiyasla daha fazla
fermantasyonunun oldugu distal kolonda daha yiiksektir, ancak nisleri, bu tiir substratlar
icin rekabet edecek gelismis sistemlere sahip oldugundan, ¢Oziiniir substratlarin
kullanimina daha fazla yonelik goriinmektedir (Lopez-Siles vd., 2012).

Viskozitenin mikrobiyota bilesimi {izerindeki etkisinin arastirildig bir calismada
ise farkli agar konsantrasyonlar1 (%0, %0,30 %,.45 ve %0,60) ile fekal mikrobiyota
astlanmig ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda, viskozitenin Clostridium spp.’ nin gelisimini
destekledigi gozlemlenmistir. Aksine, Enterococcus cinsi iiyeleri ise viskozite artisi ile
negatif korelasyon goOstermistir. Bu sonuglar viskozite farkliliklarinin mikrobiyota
modiilasyonunda etkili olabilecegini gostermektedir (Tamargo vd., 2018).

Mezo yapi, polimerlerin mikrometre boyutundaki yapilar halinde ii¢ boyutlu
olarak diizenlenmesini ifade etmektedir. Seliiloz, insan beslenmesinde yaygin olan bir
polimerdir ve bagirsak mikrobiyotas: tarafindan kullanimini etkileyen belirli mezo

yapilarda diizenlenmigstir. Seliilozun bireysel polimerleri hidrojen bagi yoluyla
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mikrofibriller halinde bir araya getirilir (Flint vd., 2012a). Mikrofibril yapist yari
kristaldir, yani makro yapilarda tartisildig1 gibi diizenlilik agisindan degisen hem amorf
hem de kristal fazlar icerir. Kristalin bolgelerde polimerler tekrar eden homojen bir
diizende sikica paketlenirken, amorf bolgelerde polimerler rastgele dagilir ve bu da
kristalin bolgelere gore daha az mekanik gii¢ ve direngle sonu¢lanmaktadir (Zhang,
2014). Mikrofibrillerin bu organizasyonu mikrobiyal ¢apraz beslenmeyi etkiler ¢iinkii
yuksek kristalli seliiloz, amorf seliilloza kiyasla enzimatik hidroliz i¢in ¢ok daha az
erisilebilirdir. Amorf seliiloz daha hizli fermente edilir ve yiiksek kristalli seliiloza kiyasla
substrat ve metabolik capraz besleme i¢in daha yliksek konsantrasyonda son iiriin iiretir
(Flint vd., 2012a).

Nisasta, mezo yapinin mikrobiyota ¢apraz besleme zincirini nasil etkilediginin bir
baska Ornegidir. Nisasta, dogal graniil nisastanin 1sitildig1 jelatinlestirilmis nisasta da
dahil olmak tizere ¢esitli formlarda (DN1, DN2, DN3, DN4, DNs) bulunabilir, graniiller
suyu emer, siser ve polimerleri siizerek nisasta polimerlerini sindirime oldukga erisilebilir
hale getirir. Bu yapisal farkliliklar nisastanin bakteriyel fermantasyon igin
kullanilabilirligini etkiler; ancak yine de her direncli nisasta tiirii icinde yapisal ¢esitlilik
vardir (Granfeldt vd., 1995). Mezo yapidaki farkliliklar, farkli bakteri gruplarinin,
islevselliklerine bagli olarak direncli nisasta formasyonlartyla iligki kurmalarina neden
olur. Kristalite bakimindan farklilik gésteren ili farkli DN3 polimorfu ile yapilan in vitro
kesikli fermantasyon caligmasinda, iki substratin farkli bakteri gruplarinin bol miktarda
arttigl gozlemlenmistir. Polimorf A Atopobium bollugunu artirirken, polimorf B ise
Bifidobacteria bollugunu artirmigtir. Bu durum mezo yapidaki farkliliklarin tek bir DN
tiiriinde bile mikrobiyal fermantasyon ve ekolojiyi nasil etkileyebilecegini agiklamaktadir
(Lesmes vd., 2008).

Makro ve mezo yapilarin yaninda karbonhidratlarin mikrobiyota tarafindan
spesifik kullanimini etkileyen 6nemli diger bir faktor ise karbonhidratlarin molekiiler
(ince yap1) yapisidir. Karbonhidratlarin dallanma orani, polimerizasyon derecesi ve
molekiiler agirligi, glikozidik baglantilar, seker kompozisyonu ve esterlesme derecesi
mikrobiyota tarafindan kullanilma onceligini ve oranini etkilemektedir (Payling vd.,
2020). Bu etki, bakterilerin karbonhidrat kullanim lokuslari (PUL) ile karbonhidratlarin
nasil eslestigine baghdir.
2.3.1.1. Dallanma yapis1

Dallanma, dogrusal bir formun aksine dallanma noktalar1 i¢eren polimerlerin

organizasyonunu ifade etmektedir. Bu hem molekiiler yapiy1r hem de makro yapiyi
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etkilemektedir. Dallanma yapisi, bir polimerin fermente edilebilirligini artirabilir ya da
azaltabilir. Ornegin arabinoksilanlar (AX), arabinoz dallar1 olan bir ksiloz omurgadan
olusmaktadirlar. Taze insan diski materyali kullanilarak yapilan in vitro fermentasyon
modeline gore, yliksek derece dallanma oranina sahip AX’ lerin, daha diisiik derece
dallanma oranina sahip AX’ lerden daha az fermente edilebilirlige sahip oldugu ortaya
koyulmustur (Amrein vd., 2003). Diger taraftan, dallanmalar substrat mezo yapisi ile
etkilesime girerek kristal olusumuna miidahale edebilir ve kristalligi azaltabilir. Yukarida
da bahsedildigi lizere, nisastanin amorf bolgeleri, kristalin bolgelere kiyasla daha az
diizenli ve daha fazla dallanmig bolgelerden olusmaktadir. Bu durum, daha fazla
dallanmaya sahip molekiillerin daha diisiik kristallige sahip oldugu ve dolayisiyla daha
fermente edilebilir oldugu beklentisini dogurmaktadir (bkz. 2.3.1) (Lesmes vd., 2008).
Polimer dallanmasinin fermente edilebilirlik tizerindeki etkisi, s6z konusu spesifik
polimere; dallar arasindaki baglantilara ve kristallik duyarliligmmin yani sira mevcut
bakteri popiilasyonuna ve dallanma noktalarini hidrolize etmek icin sahip olduklari
enzimatik repertuara baghdir (Payling vd., 2020). Centanni vd. (2017)’ nin yaptig1 bir
caligmada Yeni Zelanda keteni (YZ keteni) tarafindan iiretilen yiiksek oranda dallanmis
bir ksilan kullanilarak bir kommensal bakteri koleksiyonu kiiltiirde biiyliime agisindan
taranmig ve kayin agacindan elde edilen ksilan ve bugdaydan elde edilen arabinoksilan
ile karsilastirilmustir (Sekil 10). Yapilan analizler sonucunda bazal ortam (karbonhidrat
kaynagi igermeyen)’ a kiyasla YZ keten ksilan1 B. ovatus ATCC 8483 ve B. xylanisolvens
DSM 18836’ nin gelisimini énemli dl¢lide tesvik etmistir. Fakat bugday arabinoksilani
sus diizeyinde keten ksilanina kiyasla B. ovatus ATCC 8483’ u daha fazla tegvik ederken,
B. xylanisolvens DSM 18836’ y1 birbirine yakin oranlarda tesvik etmislerdir. Ayni
zamanda aralarinda onemli farklar olsa bile bugday arabinoksilani ve kayin agaci
ksilaninin B. cellulosilyticus DSM 14838’ un gelisimini 6nemli oranlarda tesvik ettigi
gbzlemlenmistir. Sonug olarak, bakteri tiirlerinin, dallanma oranlar1 ve yapilarina bagh
olarak farkli oOzellikteki karbonhidratlar1 kullanma yetenegi; bu karbonhidratlar

pargalayan enzimleri kodlayan farkli PUL gen kiimelerine bagl oldugu kanitlanmistir.
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Sekil 10. A) Kaym agacindan elde edilen ksilan, B) bugdaydan elde edilen arabinoksilan ve C)
Yeni Zelanda keteninden elde edilen ksilan. Semboller: ksiloz (mavi kare), glukuronik asit (kirmizi
elmas), arabinoz (yesil daire). Centanni vd. (2017) referans alinarak tekrar ¢izilmistir.

2.3.1.2. Polimerizasyon derecesi ve molekiiler agirhk

Polimerizasyon derecesi (DP) bir polimer zincirindeki seker sayisini ifade eder,
bu nedenle dogrudan molekiiler agirlikla (MA) iliskilidir. Dolayisiyla yiiksek
polimerizasyon derecesine sahip molekiiller ayni zamanda daha yiiksek molekiiler
agirliga sahiptir. Bakteriyel kullanim i¢in 6nemli bir faktordiir ve daha diisiik bir DP,
bakteriyel tiikketim ve bilylime i¢in genellikle daha uygundur (Payling vd., 2020).

Bu strateji, 6zellikle Bifidobacterium' un bagirsak popiilasyonlarini tesvik etmek
icin prebiyotik konseptinde kullanilmaktadir. Daha kisa frukto-oligosakkarit zincirleri
(FOS) (¢ogunlukla DP < 20) Bifidobacterium tarafindan daha biiyiik 6l¢iide fermente
edilir ve daha uzun zincirli FOS' a (DP > 20) gore daha fazla laktat ve asetat iiretir, bu
nedenle daha yiiksek bir polimerizasyon derecesi fermente edilebilirligi azaltabilmektedir
(Perrin vd., 2002).

Diisiik polimerizyon derecesine sahip (Sl, DP < 10) ve polimerizasyon derecesi >
10 olan yiiksek polimerizyon derecesine sahip iniilinin (HI, DP > 10) yiiksek yagl diyetle
(YYD) beslenen tip 2 diyabetik farelerde miyokard hasari lizerindeki etkileri ve bunun
altinda yatan mekanizma arastirilmistir. Tip 2 diyabetik farelere alt1 haftalik HI takviyesi,
SI ile karsilagtirlldiginda kan glikozu, insiilin ve trigliserit seviyelerini énemli 6lgiide
tyilestirmistir. HI, TNF-a, IL-1p ve CK-MB' yi baskilayarak ve SDF-1p' y1 tesvik ederek
miyokardiyal hasari iyilestirmede SI' ya gore daha avantajli etkilere sahip oldugu
bildirilmistir. SI ile karsilastirildiginda, HI, YYD ile beslenen tip 2 diyabetik farelerde
Firmicutes bollugunu %60,5' ten %36,3' e diislirmiis ve cins diizeyinde Muribaculum,
Blautia ve Ruminococcaceae_ UCG-011 bollugunu artirmistir. Metabolomikler hem

diisik performanshi iniilin hem de yiiksek performansli iniilin takviyesinin triptofan
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metabolizmasini, safra asidi metabolizmasini, sfingolipid metabolizmasini ve aragidonik
asit metabolizmasin1 diizenledigini, HI takviyesinin ise SI ile karsilastirildiginda
prostaglandin h2' yi artirdigimi ortaya koymustur. Ozetle, yiiksek polimerizasyon
derecesine sahip iniilin, disik polimerizasyon derecesine sahip iniilin ile
karsilagtirildiginda miyokardiyal hasar ve bagirsak mikrobiyota disfonksiyonunun {istiin
pozitif diizenlemesini sergilemistir (Jia vd., 2023b).

Tahil tanelerinden elde edilen 6nemli bir diyet lifi olan arabinoksilan (AX), esas
olarak kalin bagirsakta bagirsak bakterileri, 6zellikle de bifidobakteriler tarafindan
metabolize edilmektedir. Buna istinaden, tek karbon kaynagi olarak AX ile iyi
biiyiiyebilen bir Bifidobacterium longum susu tarafindan bugday AX' inin alimi ve
metabolizmasi arastirilmistir. Farkli stirelerde (10, 30 ve 60 dk) hidrolizasyon sonucu elde
edilen AX hidrolizatlarin (AX-10, AX-30, AX-60) molekiiler agirliklart (MA) ile
bakteriyel biiylime oranlart nemli bir korelasyon gostermistir. Genel olarak, AX (MA ~
359,829 Da), AX-10 (MA ~ 39,499 Da) ve AX-30 (MA ~ 8,650 Da) dahil olmak iizere
nispeten yiikksek MA’ a sahip orta derecede hidrolize edilmis tirtinleri, B. longum gelisimi
icin disik MA” I AX-60 ve AX’ in bilesen monosakkaritlerinden ¢ok daha elverisli
oldugu gozlemlenmistir. Tek siibstitiisyonlu ve yeterince yiiksek molekiiler agirlikli
dogal veya kismen hidrolize AX' in tercih edilmesi, bakteri hiicreleri tarafindan yapiya
bagli alim oldugunu gostermistir (Song vd., 2020).

Konjak glukomannan (KGM), ¢ok ¢esitli molekiiler agirliklara sahip
hipoglisemik bir polisakkarittir. Farkli molekiiler agirliklara sahip konjak
glukomannanlar ile yapilan ¢aligmalarda hipoglisemik etkisi oldugu kanitlanmistir (Deng
vd., 2020). Bunun iizerine yapilan bir c¢alismada, tip 2 diyabetik (T2D) siganlarin
hipoglisemik etkileri iizerindeki olasi mekanizmay1 arastirmak igin orta molekiiler
agirlikli (KGM-M; 757,1 kDa) ve diisiik molekiiler agirlikli (KGM-L; 87,3 kDa) KGM'
ler kullanilmistir. Sonuglar, KGM-M' nin aclik kan sekerini diisiirme, insiilin direncini
azaltma ve inflamasyonu iyilestirme konusunda KGM-L'den daha iyi etkilere sahip
oldugunu ortaya koymustur. Daha ileri mekanizma analizi, KGM-M' nin bagirsak florasi
cesitliligini  ve  Ruminococcus ve Lachnoclostridium  bollugunu daha iyi
zenginlestirdigini, buna artan kisa zincirli yag asitleri (KZYA’ lar) iiretimi ve G-
proteinine bagl reseptdrlerin (GPCR' ler) ekspresyonunun eslik ettigini ve safra asidi
sentezi izerinde iyilestirilmis diizenlemenin eslik ettigini gostermistir. Ayrica, KGM-M,
Actinobacteriota’ y1 asagi regiile edip Bacteroidota’ y1 artirirken, KGM-L ise

Bacteroidota iizerinde ¢ok az etkisi olmus ancak Actinobacteriota’ y1 artirmigtir. KGM-
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M, muhtemelen bagirsak mikrobiyotasi, KZYA {iretimi, GPCR ekspresyonu ve safra
asidi sentezi inhibisyonu {izerindeki daha iyi etkileri nedeniyle KGM-L' den daha yiiksek
hipoglisemik aktivite gostermistir (Deng vd., 2023).

2.3.1.3. Glikozidik baglantilar

Glikozidik baglantilar, monosakkaritler arasindaki baglanti bagmin dogasini
tanimlar. Monosakkaritler birden fazla hidroksil grubuna sahiptir, bu da ¢esitli glikozidik
baglantilarin miimkiin oldugu anlamina gelmektedir (Berg vd., 2002). Baglant1 yapisi,
anomerik karbon ve glikozidik baglantinin yapildigi oksijen tarafindan belirlenmektedir.
Baglantilar anomerik merkezler arasinda da olabilir (Sinnot, 2007). Bu faktorler
bakteriyel enzimlerin 6zgiilliiglinii etkilemektedir. Tiim bakteriler tiim enzimleri liretme
yetenegine sahip olmadiklar1 i¢in spesifik glikozidik baglanti, tamamlayic1 enzimi
tiretebilen bakteriler tarafindan hedeflenmektedir (Payling vd., 2020).

Glikozidik bag ozgiilligli, Bifidobacterium' un prebiyotik biiylimesini tesvik
etmek i¢in kullanilan kilit faktorlerden biridir. Frukto-oligosakkaritlerdeki -(2,1) bagt,
Bifidobacterium tarafindan tiretilen B-fruktofuranosidaz enzimleri tarafindan pargalanir.
Ancak arastirmalar, Bacteroides, Lactobacillus ve Clostridium tiirleri de dahil olmak
tizere diger tiirlerin de bu bag1 bozabildigini ortaya koymustur (Casci vd., 2005).

Farkli glikosidik baglantilar iceren yulaf B-glukan (YG), yulaf direngli nigasta
(YDN) ve tam yulaf gidalarimin (TY) faydali etkilerini karsilastirmak ve yiiksek yagh
diyetle T2D olusturulan si¢anlarda bagirsak mikrobiyotasinin temel filotipleri ile tip 2
diyabet (T2D) indeksleri ve inflamasyon indeksleri arasindaki iliskilerin aragtirilmistir.
YG, YDN ve TY bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu degistirerek Clostridium ve
Butyricoccus cinslerini  artirrken  Bacteroides, Lactobacillus, Oscillospira ve
Ruminococcus cinslerini azaltmistir (Yingying vd., 2020).

[zomaltodextrin (IMD), nisastanin molekiiler zincir yapisinin glikoziltransferazlar
kullanilarak yeniden yapilandirilmasiyla enzimatik olarak iiretilen yeni bir diyet lifidir.
Farkli glikozidik baglara ve molekiiler agirhigma sahip IMD' lerin 24 saatlik in vitro
fermantasyonundan sonra mikrobiyal kompozisyondaki degisiklikler 16S rRNA gen
dizilimi ile filum ve cins seviyelerinde arastirilmistir. IMD’ nin, yapisinda a-(1,2) baglar
icermesi Bacteroidetes’ in nispi bollugunu artirmistir. a-(1,6) dogrusal ve a-(1,3) dall
IMD' ler B. longum, B. breve, B. adolensentis ve B. animalis subsp. lactis iizerinde -
(1,2) ve a-(1,2/3) dalli IMD' lerden daha giiglii biiylimeyi tesvik edici etkiler sergilemistir.

Ayrica, E. faecalis’ in IMD’ ler iizerindeki biiylimesi yavagken, E. coli” 'nin bliyliimesinin
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6 saatte durdugu goriilmiig, bu da IMD' leri bir enerji kaynagi olarak kullanamadigini
gostermistir (Wei vd., 2022).
2.3.1.4. Seker kompozisyonu

Seker bilesimi, bir polimerin monosakkarit ve disakkarit bilesimini ifade
etmektedir. Homopolimerler, sadece glikozdan olusan nisasta veya seliiloz gibi tek bir
monosakkarit tiiriinden olusurken, heteropolimerler ise birka¢ farkli monosakkaritten
olusmaktadir. Arabinoksilanlar ve galaktomannanlar iki tiir monosakkaritten olusurken,
pektin cok daha karmasiktir ve galaktoz, arabinoz, ramnoz ve ksiloz igeren yan zincirlerle
birlikte galakturonik asit veya ramnogalakturonan omurgasina sahiptir (Flint vd., 2012a;
Onumpai vd., 2011).

Bazi mikroorganizmalar hiyerarsik yapida farkli sekerleri tercih etmektedir.
Ornegin, Escherichia coli tercihen laktoz yerine glikozu kullanacaktir, ancak bu tercihli
hiyerarsi ¢ok biiyiik fenotipik varyasyona sahiptir. Bir E. coli susu i¢inde bile, caligmalar
tek hiicreli tepkileri ve seker kullanim tercihiyle ilgili alt popiilasyonlarin farkliligini fark
etmis, bu da karbonhidrat kullaniminin alt susa 6zgii olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu
nedenle, seker bilesiminin c¢apraz besleme {zerindeki etkisi, farkli sekerlerin
mevcudiyetinden ve bunlarin s6z konusu susun bir kullanim hiyerarsisi ile ilgili olup
olmadiklarindan etkilenmektedir (Beisel ve Afroz, 2016).
2.3.1.5. Esterlesme

Birgok bitki hiicre duvar1 polimeri O-asetillidir, burada polimer omurgasi ve/veya
yan zincirlerdeki bir oksijen atomuna bir asetil grubu eklenir. Bu ikameler seliiloz,
glikoproteinler ve bazi ¢im glukanlari hari¢ tiim hiicre duvari polimerlerinde bulunabilir
ve asetilasyonun derecesi tiire, doku tipine ve gelisim durumuna baglhdir. Asetilasyon
polisakkaritin yapisal karmagikligin1 artirmakta ve bakteriyel enzimlerin 6zgiilligiini
etkilemektedir (Gille ve Pauly, 2012).

Insan bagirsak kommensal B. thetaiotaomicron' da bulunanlar gibi esterazlar
asetil gruplarm1 parcalayarak polisakkaritin daha sonra parcalanmasina izin
verebilmektedirler (Flint vd., 2012a). Asetillenmis sialik asitlerde, Bacteroides spp' den
esterazlar yan zincir karbon pozisyonu 9' da bulunan asetil grubu {izerinde aktiftir, ancak
pozisyon 7' de aktif degildir. Bu durum, substrata erisilebilirligin asetil grubunun
varhigiyla sinirlandirilmasindan dolayr mikrobiyotanin ¢apraz besleme zincirini
etkilemektedir. Karbonhidrat par¢alanmasini baslatmak icin asetilesteraz aktivitesine
sahip bir bakterinin gerekliligi ve diger bakterilerin substrat kullanma kabiliyetindeki

gecikme, bakterilerin substrat icin rekabet ortamini degistirebilir ve asetillenmis bir
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substrata kiyasla farkli bakteriler tarafindan metabolizmay:1 tesvik edebilir (Payling vd.,
2020). Aymi zamanda asetil grubu parcalandiginda asetik asit salinimi bakteri
metabolizmasin1  etkileyebilmektedir. Ornegin, Firmicutes metabolizma sirasinda
substrat olarak asetat1 kullanabilirken, diger bazi bakteriler pH’ daki diisiis nedeniyle
inhibe edilebilirler (Helle vd., 2003). Yani bu durum, diisiik pH’ 1 tercih ederek asetati bir
substrat olarak kullanabilen bakterilerin metabolizmasini segerek ¢apraz besleme
zincirini etkileyebilmektedir. Hemiseliilozlarin NaOH kullanilarak ekstraksiyonu asetil
gruplarinin  tamamen kaybma neden oldugu i¢in asetilasyonun bu etkileri
polisakkaritlerin kullanildig1 ¢alismalarda nadiren géz oniinde bulundurulmaktadir (Fu
vd., 2018). Ekstrakte edilmis ve dogal diyet lifleri arasindaki bu fark, ekstrakte edilmis
diyet liflerinin mikrobiyota ¢apraz beslenme zinciri tizerinde tiim bitkilerden elde edilen
dogal liflere kiyasla onemli 6lgiide farkli etkilere sahip olabilecegini ve diyet lifinin
mikrobiyota iizerindeki yapisal etkilerini degerlendirirken bunun dikkate alinmasi
gerektigini gostermektedir.

Farelerdeki kolite kars: farkli esterlesme derecelerine (H121, L13 ve L102) sahip
pektinlerin 6nleyici etkileri ile bagirsak mikrobiyomu iizerindeki etkisinin arastirildigi bir
calismada; H121, L13 ve L102’ nin esterlesme dereceleri sirasiyla %68,01, %41,61 ve
%38,09’ dur. Prevotella ve Bacteroides tiirleri, 6zellikle yiiksek dozaj altinda L13 pektine
(L13-H) aktif olarak yanit vermistir. Buna ek olarak, kolitle iligkili anormal Akkermansia
bollugu, dekstran siilfat sodyum (DSS) tedavisinden once ii¢ pektinden herhangi birinin
verildigi farelerde goriilmemistir. Ozellikle, L102 pektin dozu Bifidobacterium' un
zenginlesmesiyle pozitif yonde iligkiliyken Lactobacillus' un zenginlesmesiyle negatif
yonde iliskili oldugu gozlemlenmistir. Prevotella, diisik doz H121L grubu hari¢ tim
pektin gruplarinda asagi regiile edilmistir. Kolitli farelerde azalan Ruminococcus,
sirasiyla orta ve yiiksek dozda H121 ve L102 pektinleri ve orta dozda L13 pektini ile 6n
muamele edilenlerde hafifge iyilesmistir. Ayrica, 6zellikle H121 ve L13 pektin 6n
miidahalesi, kolit olusumu sirasinda Turicibacter' in uyarilmasi ile pozitif bir dozaj
korelasyonu gdstermistir. Bu sonuclar asetillenme derecesinin ve asetillenmis pektinlerin
dozunun bakteriler tlizerindeki etkilerini ortaya koymustur (Wu vd., 2022). Diger bir
calismada; propiyonik asit (PA) ve prebiyotik frukto-oligosakkaritleri (FOS) baglamak
icin ester baglarini kullanarak PA' y1 kolona iletebilen propiyonil-FOS gruplar1 (P-FOS,
AP-FOS) olusturulmustur. Sonuglar, kimyasal olarak sentezlenen propiyonil-FOS' un
(AP-FOS) enzimatik olarak sentezlenenlerden (P-FOS) daha yiiksek derecede propiyonil

esterlestigini gostermistir. Elde edilen esterlerin bagirsak mikrobiyota modiilasyonu ve
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metabolit iiretimi iizerindeki etkisini incelemek ic¢in in vitro simiile bagirsak
fermantasyonu kullanilmigtir. Kontrol (CON) grubu ile karsilastirildiginda, enzimatik
olarak elde edilen propiyonil-FOS (P-FOS) grubu Bacteroidetes, Firmicutes ve
Actinobacteria’ da 6nemli artiglar gosterirken, Proteobacteria ve Fusobacteria énemli
Olgiide azalmistir. Ayrica; P-FOS grubu, FOS grubundan daha yiiksek, sindirilemeyen
prebiyotiklerin pargalanmasina yardime1 olabilecek, miisin sentezini tesvik edebilecek ve
bagirsak mukozasinin gegirgenligini azaltabilecek Prevotella 9 icerigi gOstermistir.
Bifidobacterium AP-FOS grubunda yavas gelisme gostermistir ve bu durum bozunan AP-
FOS miktarinin diisiik oldugunu dogrulamistir. Genel olarak, bagirsak mikrobiyota
modiilasyonundaki yetenek agisindan, P-FOS, pozitif kontrol FOS ve diger ester AP-
FOS' tan daha iyi performans gostermistir (Tan vd., 2023a).
2.4. Enzimatik Olarak Sentezlenmis Glukanlarin Kalin Bagirsak Mikrobiyotasi
Uzerine Etkileri

Glikojen benzeri partikiiller (GBP’ ler) in vitro enzimatik reaksiyonlar yoluyla
siikroz, dekstrin ve nisastadan, dallanma enzimleri (DE) kullanilarak tiretilmektedir.
Dallanma enzimi, glikojen benzeri partikiilleri enzimatik olarak sentezleyebilmek i¢in
glikojen benzeri partikiil yapisinda a-(1,6)-bagl dallanma noktalar1 olusturan 6nemli bir
biyokatalizordiir (Jin vd., 2023). Dallanma enzimi, a-(1,4)-bagli maltooligomerleri baska
bir glukan zincirine aktarir ve a-(1,4)-baglar hidrolize ederek yeni bir a-(1,6)-glikozidik
bag araciligiyla boliinmis glukoz kalintisini terminusa baglar. Dallanma enzimi igin bir
substrat olarak kullanilan lineer o-(1,4)-glukan, cesitli yontemler kullanilarak
tiretilebilmektedir. a-(1,4)-glukan; glikojen benzeri partikiil iiretiminde siikroz fosforilaz-
a-glukan fosforilaz-dallanma enzimi (SF-GF-DE) yonteminde, siikroz fosforilaz ve a-
glukan fosforilaz-kullanilarak (Ryoyama vd., 2004), izomaltaz-dallanma enzimi-
amilomaltaz (IM-DE-AM) yonteminde ise tiim o-(1,6)-glikozidik baglantilar nisastanin
izoamilaz islemi yoluyla ¢ikartilarak iretilmektedir (Kajiura vd., 2008). Ancak bu
yontemlerin ¢ok adimli ve enzimatik siireclerin karmasikligindan dolayr endiistriyel
uygulamalar i¢in uygun olmamaktadir. Bu nedenle bu sorun amilosiikraz kullanilarak
¢oziilebilmektedir. Amilosiikraz, tek substrat olarak siikroz kullanarak lineer a-(1,4)-
glukan sentezini katalize eder ve siikrozun glukoz kismini yeni bir a-(1,4)-glikozidik bag
olusturacak sekilde ardisik olarak bir alict molekiile aktarir. Dogrusal a-(1,4)-glukan
tiretmek i¢in amilosiikraz kullanmanin avantaji, herhangi bir girisim olmaksizin dallanma

enzimi ile eszamanl reaksiyonlara izin vermesi ve diger yontemlere gore daha fazla
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glikojen benzeri partikiil {iriinii verimi iiretmesidir (Albenne vd., 2007; Jung vd., 2009;
Jung vd., 2019; Ryu vd., 2022).

Enzimatik olarak sentezlenmis glikojenler (ESG), bagisiklik sistemini uyarma ve
diyet lifi benzeri bir etki de dahil olmak iizere ¢esitli saglik yararlar1 gostermektedir.
Bunun {izerine yapilan bir ¢aligmada, enzimatik olarak sentezlenmis glikojenlerin
antiobezite etkileri diyetle indiiklenen obezite modelinde arastirilmistir. Erkek Sprague-
Dawley siganlar1 4 gruba ayrilmis ve 4 hafta boyunca %20 enzimatik olarak sentezlenmis
glikojen igeren veya icermeyen normal veya yiiksek yagl diyetle beslenmistir. Sonuglar,
Enzimatik olarak sentezlenmis glikojenin yiliksek yagli diyetin neden oldugu lipid
birikimini 6nemli Olgiide baskiladigint gostermistir. Ayrica, enzimatik olarak
sentezlenmis glikojen karacigerdeki lipid birikimini énemli dl¢lide baskilamis, ancak
fekal lipid atilimini artirmistir. Bu sonuglar, fekal lipid atiliminin artmasi, enzimatik
olarak sentezlenmis glikoje nin lipid birikimi izerindeki inhibitor etkisine aracilik ettigini
gostermektedir (Furuyashiki vd., 2013).

Mitani vd. (2017)’ nin yaptig1 ¢alismada; nisastadan liretilen enzimatik olarak
sentezlenmis glikojenin C57BL/6 farelerde dekstran siilfat sodyum (DSS) ve 2,4,6-
trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) ile indiiklenen kolit tizerindeki etkileri arastirilmistir.
Oral enzimatik olarak sentezlenmis glikojen uygulamasinin disi farelerde DSS ve TNBS
ile indiikklenen kalin bagirsak kisalmasini baskilamis ve kalin bagirsakta DSS ile
indiiklenen oksidatif stres ve TNBS ile indiiklenen pro-inflamatuar sitokin ekspresyonunu
onemli 6l¢iide azaltmistir. Sonuglar, a-amilaz ile direngli glikojene (DG)’ ye sindirilen
enzimatik olarak sentezlenmis glikojenin, farelerin kalin bagirsaginda HO-1
ekspresyonunu artirarak DSS ve TNBS ile indiiklenen koliti baskiladigini gdstermistir.

Enzimatik olarak sentezlenmis glikojenlerin saglik iizerindeki etkileri, aslinda
mikrobiyota bilesimini etkilemesi sonucu gergeklesmektedir. Enzimatik olarak
sentezlenmis direngli glukanin T2DM farelerde oral gavaj yolu ile alinmasi, lipit
metabolizmasini iyilestirerek kolesterol diisiiriicii etki gostermistir. Lipit seviyelerindeki
diigiisten sonra mikrobiyotada Firmicutes ve Bacteroides’ in oranlarinin bollugunun
azalmasiyla spesifik bagirsak mikrobiyotasinin (Phascolarctobacterium, Prevotella,
Butyricicoccus, Weissella ve Anaerostipes dahil) c¢ogalmasina daha elverisli hale
gelmistir. Bu durum yiiksek yogunluklu lipoprotein sentezini, kolesteroliin koprostanole

dontisiimiinii ve kisa zincirli yag asitleri ile safra asitlerinin iiretimini kolaylagtirmistir (Li

vd., 2023h).
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2.4.1. a-glukanlar ve fonksiyonel 6zellikleri

Bitkiler i¢in karbonhidrat deposu ve insan beslenmesinde Onemli bir enerji
kaynagi olan nisasta, gastrointestinal sistemde tiikiirik ve pankreatik a-amilazlar
tarafindan dogrusal malto-oligosakkaritlere (esas olarak maltoz ve maltotrioz) ve
dallanmis a-sinirhi dekstrinlere (a-LDx) hidrolize edilmektedirler (Hong vd., 2022).
Nigasta gida endistrisinde yaygin olarak kullanilmasina ragmen, sahip oldugu
fizikokimyasal 6zellikleri (jellesme, yapistirma vb.) ve Kararsizligi (sinerezis ve yiiksek
retrogradasyon egilimi) gibi Ozelliklerinden dolay1r gida {iretimindeki uygulamalarini
kisitlamaktadir (Hong vd., 2019). Bu nedenle, kimyasal olarak nisastaya benzeyen ve
direngli nisasta kadar yiiksek biitirojenik etki gdsterebilen, ancak nisastanin istenmeyen
teknolojik ozelliklerine sahip olmayan fonksiyonel bilesenlerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmustur. Birgok arastirmaci, nisasta molekiillerini fizikokimyasal o6zelliklerini
degistirmek ve islevselligini artirmak (yani, retrogradasyonu azaltmak, depolama
stabilitesini iyilestirmek ve termostabiliteyi artirmak) icin fiziksel, kimyasal veya
enzimatik islemlerle modifiye etmistir (Pashkuleva vd., 2005, 2010; Rashid vd., 2019).

Son on yildan beri, nisasta/glikojen benzeri yapilara sahip farkli polisakkarit
tirleri biyokatalitik olarak sentezlenmistir ve bunlar genellikle enzimatik olarak
sentezlenmis a-glukanlar olarak adlandirilmaktadir (Lee vd., 2013; Ryu vd., 2022;
Sorndech vd., 2016). Son yillarda, laktik asit bakterilerinin siikkrozdan biiyiik miktarlarda
a-D-glukan ekzopolisakkarit iiretme kabiliyeti endiistriyel uygulamalar i¢in biyiik ilgi
gormistiir (Li vd., 2020). Direngli a-glukanlar, saglikli bireylerin iist bagirsaginda
amilolitik sindirimden kacarak kolonda ¢esitli ve dengeli bir mikrobiyal tiirler toplulugu
olan mikrobiyota tarafindan fermente edilen nisasta veya nisasta tiirevi a-glukanlari ifade
etmektedir. Direngli a-glukanlarin diyet lifinin bir alt grubunu olusturdugu artik yaygin
olarak kabul edilmektedir (Sorndech vd., 2018). Sakkarozdan elde edilen bu a-D-glukan
polisakkaritler gida, ilag ve kozmetikte genis uygulama alanlar1 bulabilen oldukca degerli
uriinlerdir. Laktik asit bakterilerinin glikozit hidrolaz ailesi 70 (GH70) glukansiikraz
enzimleri, disiik maliyetli siikrozu tek substrat olarak kullanarak bu a-D-glukanlarin
sentezini katalize eder (Li vd., 2020).

Bifidobakteriler, ¢oziinmeyen direngli nisasta (DS) fraksiyonlarimi kolonda
prebiyotik olarak kullanir ve sonug¢ olarak insan bagirsak sagligini iyilestirir. Yakin
zamanda, amilosiikraz (Neisseria polysaccharea’ dan) ve glikojen dallanma enzimi
(Rhodothermus obamensis’ ten) ile ¢oziinmeyen a-glukanlarin ¢esitli a-(1,6) baglanti

oranlar1 (%0, %4) sentezlenmis ve dallanma modellerinin gesitli Bifidobakteriler (B.



37

longum DSM 20219, B. adolescentis DSM 20083, B. adolescentis DSM 24849, B. breve
DSM 20213) kullanilarak Bifidojenik 6zellik iizerindeki etkileri arastirilmistir. Farkl
miktarlarda a-1,6 dallanma oranina sahip enzimatik olarak sentezlenen ¢oziinmez -
glukanlar, fermantasyon siirecinde her bir Bifidobacterium tiirii tarafindan farkli sekilde
kullanilmigtir (6rnegin, %4,0 dallanma oranina sahip o-glukanin %8,8' i ve %59,8' i

sirasiyla B. longum ve B. stercoris tarafindan kullanilmistir) (Sekil 11).
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Sekil 11. Farkli Bifidobakteriyel suslar tarafindan fermantasyon islemi sirasinda NpAS ve ROGBE'nin
kombine etkisiyle sentezlenen ¢dziinmeyen a-glukanlarin kullanim oran1 (Ryu vd., 2022).

Ozellikle, yapilarinda %2,5” lik a-1,6 bag oranina sahip olan NpAS ile 0,01 U/mL
ROGBE reaktifi tarafindan tretilen dallanmis a-glukan, test edilen tiim suglar arasinda
%70" in lizerinde en yiiksek tiiketim oranina sahip olmustur (Sekil 11). Bununla birlikte,
suda coziinmeyen a-glukanlarin Bifidobakteriyel suslar tarafindan kullanimi, suda
coziinmeyen a-glukanlardaki a-1,6 baglarinin %4,0” iinde 6nemli 6l¢iide azalmistir, bu
da o-1,6 dalli yapilarin uygun oraminin kullanim kapasitesini  artirdigini
distindiirmektedir.

Ryu vd. (2022) tarafindan gergeklestirilen ¢alisma sonucunda farkli dallanma
derecelerine sahip enzimatik olarak sentezlenmis olan o-glukanlarin farkh
Bifidobacterium suslar1 tarafindan kullanilabildigi, ancak kullanim oranlarinin o-
glukanlarin kimyasal yapisina gore degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Diger taraftan,
bu yapilarin kalin bagirsakta hangi mikroorganizmalarin gelisimini tesvik ettigi ve hangi
mikrobiyal metabolitlerin olusumunu sagladigi, diger bir ifade ile kalin bagirsak
mikrobiyotasi ile a-glukanlarin kimyasal yapisi arasinda herhangi bir iligki olup olmadigi
aciga cikarilmamistir. Bu c¢alisma ile literatiirdeki bu boslugun doldurulmasi

amaglanmistir (Ryu vd., 2022).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Dallanma yogunluklari ve molekiiler agirhklar: farkl olan a-glukanlarin
temini

Amilosiikraz ve glikojen dallanma enzimleri kullanilarak cesitli dallanma
yogunluklarina ve molekiiler agirliklara sahip enzimatik olarak sentezlenmis 4 farkli a-
glukan Gachon Universitesi Gida Bilimleri Béliimii Ogretim Uyesi Dr. Byung-Hoo Lee’
den temin edilmistir. Temin edilmis olan 4 farkli a-glukan’ in 6ngoriillen kimyasal
bilesimi sonug¢ ve tartismalar kisminda (bkz. 4.1.1) 6zetlenmistir. Amiloskiiraz ve
glikojen dallanma enzimlerinin eldesi ve o-glukanlarin  enzimatik olarak
sentezlendirilmelerini igeren metotlarin detaylar1 daha 6nce yapilan ¢alismada verilmistir
(Ryu et al., 2022).
3.2. Yontem

Onerilen arastirmay1 basarili bir sekilde yiiriitmek icin Sekil 12' de 6zetlenen
adimlar izlenmistir.

‘ Farkli dallanma yogunluklarina
ve molekiler agirliga sahip Fermantasyon islemi
sindirilemeyen a-glukanlarin sonucunda olusan

enzimatik sentezi mikrobiyal kisa zincirli
yag asitlerinin kalitatif ve
‘ kantitatif tayinleri
|

| Enzimatik olarak sentezlenmis
a-glukanlarin kimyasal —
karakterizasyonu

Kolonik mikrobiyota ile En yiiksek biitirojenik
in vitro fermantasyon aktiviteye sahip a-glukan
yapisinin belirlenmesi

| Kolonik mikrobiyota l
kompozisyonu lizerine

etkilerinin belirlenmesi

Sekil 12. Onerilen arastirmay1 gerceklestirmek icin izlenecek adimlarin 6zeti.

3.2.1. a-glukanlarm in vitro GI sindirim enzimleriyle muamele edilmesi

Enzimatik olarak sentezlenen glukanlarin bazi kisimlarmin kolona ulagmadan
once insan sindirim enzimleri tarafindan sindirilmesi muhtemeldir. Bu kisimlar
uzaklastirmak i¢in, daha 6nce Lebet vd., (1998) tarafindan tarif edildigi ve Tuncil vd.,
(2018) tarafindan modifiye edildigi gibi sindirim enzimlerini kullanarak in vitro st
gastrointestinal sistem sindirim prosediirii uygulanmistir. In vitro {ist gastrointestinal

sistem sindirim prosediiriiniin ayrintili akis semasi1 Sekil 13' te verilmistir.
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tamponunda (20 mM, pH 6.9, 10
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Sekil 13. a-glukanlara uygulanacak iist gastrointestinal sistem sindirim yonteminin detayli akis
diyagramu (Tuncil vd., 2018).

3.2.2. a-glukanlarin enzimatik sentezinin kimyasal karakterizasyonlari

In vitro sindirim enzimleri ile muamele sonrasinda, enzimatik olarak sentezlenmis
yiiksek diizeyde dallanmis a-glukanlar molekiiler agirliklart ve dallanma oranlari
asagidaki yontemler dahilinde analiz edilmistir.
3.2.2.1. Yiiksek performansh boyut dislama kromatografisi ile molekiiler
boyutlarin belirlenmesi

Coziinmeyen dallanmis a-glukan numunesi, %90 DMSO (v/v) (dimetil siilfoksit)
i¢inde ¢oziilmiis, 6 hacim EtOH (%99,9) ilave edilerek karistirilmis ve 20 dakika santrifiij
edildikten sonra ¢okelti toplanmistir (4.500 x g, 4 °C). Pelet 5 mM NaOH (1 mL) ile
karistirllmis ve kansgtirilarak 30 dakika kaynatilmistir. Coziinmeyen dalli a-glukanin
molekiiler boyutunu 6l¢mek i¢in, enzimatik olarak sentezlenen iiriinler kirilma indisi (RI)
dedektorii (Shodex RI-101, Showa Denko, Tokyo, Japonya) ile baglantili yiiksek
performansli boyut dislama kromatografisine (HPSEC, ThermoFisher Scientific, San
Jose, CA) enjekte edilmistir. Kromatografik ayirma SephacrylTM S-500 HR (GE
Healthcare, Chicago, IL) kullanilarak gerceklestirilmis ve mobil faz 1,3 mL/dak akis
hizinda 5 mM NaOH olmustur (Kittisuban vd., 2014). Molekiiler boyut belirtegleri olarak
farkli boyutlarda pullulan standartlar1 (Shodex P-82, Showa Denko) uygulanmistir.



40

3.2.2.2. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi ile a-glukanlarin glikozidik bag
tiplerinin belirlenmesi

a-glukanlarin glikozidik bag tiplerinin belirlenmesi igin, enzimatik olarak
sentezlenen a-glukanlarin kismen metillenmis alditol asetatlar1 (PMAA' lar) onceki
aragtirmalara gore hazirlanmig (Pettolino vd., 2012) ve tasiyic1 gaz olarak helyum ile
TraceGOLD TG-5MS GC kolonuna (Thermo ScientificTM; 0,25 um kalinlik; 0,25 mm
ID; 30 m uzunluk) bagli gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS, Thermo
ScientificTM ISQ 7000, Waltham, MA) ile analiz edilmistir. PMAA' lar asagidaki
gradyan modu kullanilarak kromatografik olarak ayrilmistir: 3 dakika boyunca 50 °C,
dakikada 10 °C' de 50 °C ila 300 °C ve 300 °C' de 3 dakika bekletme (Tuncil vd., 2018b).
PMAA pikleri tam tarama modunda (m/z 35-550) analiz edilmis ve pargalanan iyonlar
PMAA' nin Complex Carbohydrate Research Center (Athens, GA) Kiitle Spektral
Veritabani ile karsilagtirilmistir.
3.2.3. Diski toplama ve enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin kolonik
mikrobiyotada in vitro fermantasyonu

Kolonik mikrobiyotanin insan digki orneklerinden elde edildigi in vitro
fermantasyon deneyleri, diyet maddelerinin prebiyotik potansiyellerini test etmek ve
diyet liflerinin kolonik mikrobiyota bilesimi iizerindeki etkilerini 6l¢gmek icin yaygin
olarak kullanilmaktadir (Bussolo de Souza vd., 2019; Tuncil vd., 2017; 2018a; 2018b).
In vitro fermantasyon deneyleri %90 N2, %5 CO2 ve %5 H> atmosferi altinda anaerobik
bir kabinde (Sekil 14) gergeklestirilmistir (Tuncil vd., 2017; 2018a; 2018b). Kisaca, bir
karbonat-fosfat tamponu hazirlanmis ve 121 °C' de 20 dakika boyunca otoklavlanarak
sterilize edilmis, ardindan oda sicakligina sogutulmus ve sistein hidrokloriir (indirgeyici
ajan olarak - 0,25 g/L tampon) eklenmistir. Tampon daha sonra hemen anaerobik kabine
aktarilmig ve muhtemelen kalan oksijeni uzaklastirmak i¢in gece boyunca anaerobik
tutulmustur. Enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlar her bir zaman noktasi i¢in (0, 2, 4,
6, 12, 24, 36 ve 48 saat) 25 mL Balch tiiplerine (Chemglass Life Sciences, Vineland, NJ)
tartilmistir (25+1 mg). Kontrol olarak, a-glukanlar gibi Gist gastrointestinal kanal sindirim
enzimleriyle sindirilen iki farkli direncli nisasta (¢ig patates [toz patates nisastasi, Sigma-
Aldrich #S4251] ve ¢ig misir nisastast [toz misir nisastasi, Roguette, Inc.]) ayni
yontemlerle hazirlanmistir. Substratlar1 iceren tiipler 121 °C’ de 20 dakika boyunca
otoklavlanmis ve ardindan anaerobik kabine aktarilmig, burada her Balch tiipiine 2 ml

karbonat-fosfat tamponu eklenmistir.
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RSN,

Sekil 14. iglsan kolonu gibi tam anaerobik ortam saglamak i¢in kullanilan anaerobik kabin.

Ertesi giin, rutin diyetlerini tiikketen ve bagistan onceki en az 3 ay boyunca
antibiyotik almamis olan saglikli donorlerden diski 6rnekleri toplanmistir. Digkr 6rnekleri
digk1 Ornegi toplama kaplarina sikica kapatilmis, buz iizerinde tutulmus ve hizla
anaerobik kabine aktarilmistir (toplanan tiim digki 6rnekleri toplandiktan sonra 2 saat
icinde kullanilmistir). Toplanan diski 6rnekleri karbonat-fosfat tamponu [digki:tampon
1:3 (w/v)] ile homojenize edilmis, ardindan dort kat peynir bezinden siiziilmiistiir. Her bir
tiipe 0,5 ml siiziilmiis diski bulamaci asilanmistir. Tiipler hemen butil kauguk tipalarla
kapatilmig, aliiminyum contalarla (Chemglass Life Sciences) hava gecirmez sekilde
mihiirlenmis ve 37 °C’ de calkalamali bir inkiibatdrde (150 rpm) inkiibasyona
birakilmistir (Sekil 15). Her bir zaman noktasinda (0, 2, 4, 6, 12, 24, 36 ve 48 saat),
direncli nisasta (25£1 mg) igeren ve karbon kaynagi igcermeyen test tiipleri sirasiyla
pozitif (hizli fermente olan, biitirat lireten) ve bos kontrol olarak kullanilmistir. Tim

analizler her bir donor igin {i¢ tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

| vl . ,
Sekil 15. Anaerobik odaya fekal mikrobiyota asilandiktan sonra numuneler a) aliminyum

contalarla (Chemglass Life Sciences) hava gegirmez sekilde kapatilmig ve b) 37 °C' de galkalamali bir
inkiibatdrde (150 rpm) inkiibe edilmistir.
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Calisma boyunca sekiz (8) farkli saglikli dondrden (4 erkek + 4 kadin) diski
ornekleri toplanmis ve her bir digki mikrobiyotas1 ayn1 fermantasyon prosediiriine tabi
tutulmustur. Digki materyallerinin 8 farkli kisiden (hem erkek hem de kadin) alinmasi,
kolonik mikrobiyota kompozisyonundaki bireyler aras1 farkliliklar1 ortadan kaldirmamizi
(veya en aza indirmemizi) saglamistir. Tuncil vd., (2017)

Her bir zaman noktasinin (0, 2, 4, 6, 12, 24, 36 ve 48 saat) sonunda tiiplerin tipalar1
acilmis ve kisa ve dalli zincirli yag asidi analizi i¢in her bir tiipten 0,8 ml alikot
toplanmustir. Bu 6rnekler hemen 200 pL i¢ standartla (157,5 uLL 4-metilvalerik asit, 1,47
mL %85 fosforik asit ve 39 mg bakir siilfat pentahidratin 25 mL son hacimde ultra saf
suda birlestirilmesiyle hazirlanmistir) karigtirllmis ve asagida agiklanan analize kadar -20
°C' de saklanmistir. Ayrica, fermantasyonun 0, 24 ve 48. saatlerinde, DNA ekstraksiyonu
icin (daha sonra mikrobiyota bilesimindeki degisiklikleri izlemek i¢in) her tiipten ilave
1,5 ml alikot toplanmis ve bir sonraki kullanima kadar hemen -20 °C’ de saklanmustir.
3.2.4. Fermantasyon siireci sonucunda olusan mikrobiyal kisa zincirli yag
asitlerinin kalitatif ve kantitatif tayinleri

a-glukan fermantasyonu sonucunda fekal mikrobiyota tarafindan olusturulan
mikrobiyal kisa ve dalli zincirli yag asitleri daha 6nce agiklandig1 gibi gaz kromatografisi
kullanilarak kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilmistir. Kisaca, kisa zincirli yag asidi
analizleri i¢in toplanan numuneler (bkz. 3.2.3) oda sicakliginda ¢6zdiiriilmiis ve 10.000
rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatantlar (4 pl) gaz kromatografisine enjekte
edilmistir. Kisa zincirli yag asitleri (asetat, biitirat, propiyonat) ve dall1 zincirli yag asitleri
(izo-biitirat ve izo-valerat), alev iyonizasyon dedektdriine (AID) (Agilent GC6890) bagl
bir GC’ deki erimis silika kapiler kolonda (Restek® Stabilwax Colum) kantitatif ve
kalitatif olarak belirlenmistir. GC kosullar agagidaki gibidir: Enjektor sicakligi 230 °C;
baslangi¢ firin sicakligr 100 °C; sicaklik 10 °C/dakika artigla 200 °C' ye yiikseltilmis ve
son sicaklikta 6 dakika bekletilmistir. Tastyic1 gaz olarak 1,1 ml/dak hizinda helyum
kullanilmistir. Sigma Aldrich’ ten satin alinan asetat, propiyonat, biitirat, izo-valerat ve
izo-biitirat harici standartlar olarak ve 4-metilvalerik asit miktar belirleme amaciyla dahili

standart olarak kullanilmistir.
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Sekil 16. Harici standartlar i¢in elde ettigimiz tipik GC kromatogramu. 1) Asetat, 2) Propiyonat, 3)
Izobiitirat, 4) Biitirat, 5) Izovalerat, 6) 4-Metil Valerik Asit (dahili standart).

3.2.5. Kolonik mikrobiyota bilesimindeki degisikliklerin belirlenmesi

Kolonik/digk1 mikrobiyota bilesiminin analizi i¢in en yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri, ayn1 anda binlerce mikrobiyotay1 karakterize etme firsatt veren
Illumina Miseq Teknolojisidir (Bussolo de Souza vd., 2019; Tuncil vd., 2017; 2018a;
2018b), ilgilenilen bir ortamda bulunan binlerce mikroorganizmay1 ayni anda karakterize
etme firsat1 verir (Quail vd., 2012). Boylece, burada enzimatik olarak sentezlenmis o-
glukanlarin  kolonik mikrobiyota iizerindeki etkileri, [llumina Miseq Teknolojisi
kullanilarak 0, 24 ve 48 saatlik fermantasyonda toplanan numuneler analiz edilerek
belirlenmistir.

[llumina Miseq Teknolojisi kullanilarak kolon/digki mikrobiyota bilegiminin
belirlenmesi asagida ayrintili olarak agiklandigi gibi 5 adimda gergeklestirilir: a) DNA
ekstraksiyonu, b) amplifikasyon, ¢) barkodlama, d) dizileme ve e) biyoinformatik (Tuncil
vd., 2017; 2018a; 2018b).
3.2.5.1. In vitro fermantasyon sirasinda farkh arahklarla toplanan 6rneklerden
DNA ekstraksiyonu

Fermentasyonun 0., 24. ve 48. saatlerinde toplanmis olan 6rneklerden, Ferrera vd.
(2010), Lindemann vd. (2013) ve Mackenzie vd. (2015) tarafindan tarif edilen "Fenol-
Kloroform Yontemi" kullanilarak mikrobiyal DNA ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilmis
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olan DNA’ larin saflig1 ve miktart spektrofotometrik yontemle NanoDrop 1000 cihazi
(ThemokFisher Scientific, Waltham, MA, A.B.D.) ile kontrol edilmistir.

Ozetle, fermantasyon isleminin ardindan DNA ekstraksiyonu icin toplanan
numuneler 13000 rpm’ de (+4 °C) 10 dk santrifiijlenmis ve slipernatant uzaklastirilarak
kalan pelet 1 ml 1X PBS (fosfat tampon tuzlu su) ¢ozeltisi ile yeniden siispanse edilerek
yikanmistir. Ardindan tekrar 13000 rpm’ de (+4 °C) 5 dk santrifiijlenmistir. Stipernatant
uzaklastirilarak peletler 85 °C’ de 5 dk 1sitilmis ve siire sonunda oda sicakligina gelene
kadar bekletilmistir. Her bir numunenin {izerine 500 pl Lysozyme soliisyonu (2 mg/ml
PBS) ilave edilerek pipetle karistirilmis ve c¢alkamali inkiibatdrde 37 °C’ de 45 dk
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda her bir numuneye 100 pl Proteinase
K soliisyonu (2 mg/ml %10 SDS i¢inde) ilave edilerek tekrar 56 °C’ de 1 saat inkiibasyona
tabi tutulmustur. Siire sonunda numuneler, her biri 0,3 g silika (0,1 mm silica-zirconia
beads) igeren steril lizis tiipiine (vida kapakli mikrofiij tiipii) aktarilmis ve tizerlerine 500
ul PCI [phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1)] ilave edilmistir. FastPrep 24
homojenizatorde (Sekil 17b) (3740 rpm, 10 sn) homojenize edilmis ve 5 dk buz {izerinde
bekletilmistir. Sonrasinda 500 pl CI [chloroform:isoamyl alcohol (24:1)] ilave edilmis ve
her biri 15 saniye diisiik hizda vortekslenmistir. Oda sicakliginda 3 dk bekletildikten
sonra 13000 rpm’ de (+4 °C) 10 dk santrifiijlenmistir. En tistteki faz (Sekil 17a) dikkatli
bir sekilde baska bir mikrofiij tiipiine (2 ml) aktarilmis ve iizerine 500 ul ClI ilave edilerek
tekrar her biri 15 saniye diisiik hizda vortekslenmistir, ardindan 13000 rpm’de (+4 °C) 10
dk santrifiijlenmistir. Ustteki faz dikkatli bir sekilde baska bir steril mikrofiij tiipiine

aktarilarak DNA ¢oktiirme asamasindan devam edilmistir.

Sekil 17. a) Santrifiijlemeden sonra faz ayrimi b) FastPrep 24 homojenizator.
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Her bir numuneye 100 pl 3M sodyum asetat soliisyonu (2,46 g/10 ml, pH 5,5)
ilave edilmis ve diisiik hizda vorteklenmistir. Uzerlerine 1 ml %100 isopropanol ilave
edilerek diisiik hizda vortekslenmis ve numuneler oda sicaklifinda 20 dk bekletilmistir.
Ardindan 13000 rpm’ de (+4 °C) 30 dk santrifiijlenmis ve siire sonunda siipernatant
uzaklastirilmistir. Pelet lizerine 500 ul %70 soguk etanol (-20 °C) ilave edilerek
vorteklenmis ve 13000 rpm’ de 5 dk santrifiijlenmistir (etanol, polisakkarit birlikte
¢okelme ve tuz tutma riskini azaltir). Siipernatant uzaklastirildiktan sonra bu islem
tekrarlanmis ve ardindan siipernatant uzaklastirilarak mikrofiij tlipleri agz1 acik bir
sekilde kurumaya birakilmistir. Kuruma sonrasinda 50 ul TE Buffer (Tris-EDTA Buffer,
pH 8) ilave edilip DNA ¢6ziindiiriilmiis ve -20 derecede muhafaza edilmistir.

Ekstraksiyondan sonra, DNA NanoDrop kullanilarak o6l¢iilmiis ve 6rneklerin
DNA konsantrasyonunun 53,8 ile 3812,9 ng/uL arasinda oldugu bulunmustur. Bu
bulgular iyi miktarda DNA elde ettigimizi gostermektedir.
3.2.5.2. 16S rRNA geninin amplifiye edilmesi

Ekstrakte edilen mikrobiyotanin genomik DNA' s1, yakin zamanda tarif edildigi
gibi, 16S rRNA genlerinin kisimlarini hedefleyen alan seviyesinde primerler kullanilarak
PCR ile amplifiye edilmistir (Kozich vd., 2013; Tuncil vd., 2018a; 2018b). Kisaca, 16S
rRNA geninin V4-V5 bolgesi, evrensel bakteri primerleri (515FB ve 926R - primerlerin
dizileri Cizelge 3' de verilmistir) kullanilarak PCR ile amplifiye edilmistir.

Cizelge 3. Amplifikasyon adiminda kullanilacak primerler.
Primers  Sequence Length
515FB ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGYCAGCMGCCGCG 52 bp
(forwar GTAA
d)
926R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGYCAATTYMTTT 54 bp
(reverse) RAGTTT

Amplifikasyon islemi i¢in PCR ¢6zeltisi (25 uL' lik bir son reaksiyon hacmi),
reaksiyonda sirastyla 0,8 mM, 4 mM, 4 uM ve %1,6 (wb) son konsantrasyonda Tris-HCI,
KCl, EDTA ve gliserol iceren bir tamponda 2 pl genomik DNA (> 5 ng/ uL. DNA igerir),
her bir primerden 0,625 pmol (515FB ve 926R), 12,5 uL Kapa HiFi hot start hazir
karisimi (Kapa Biosystems, Wilmington, MA) ve 0,016 pg BSA icermektedir. PCR
reaksiyonu asagidaki dongii parametreleriyle yapilmistir (Tuncil vd., 2018a; 2018b): 98
°C' de 3 dakika boyunca bir ilk denatiirasyon, ardindan 98 °C' de 10 saniye boyunca 22
dongii denatiirasyon, 50 °C ' de 30 saniye tavlama ve 72 °C' de 30 saniye uzatma. Nihai

uzatma 72 °C' de 10 dakika gergeklestirilmis, ardindan 4 °C' de tutulmustur.
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22 kez tekrarland) (repeated 22 times)

Baslangig bk denatiirasyon 1 Denatiirasyon i | Hibriditasyon | Uzama i Son Uzama o Bitig
(Initiation) | (initial (] ation) | (Primerannealing); (Extension) : (Final Extension) ;| (Final )
| (98°C,3dakika) !  (98°C,20 1 (50°C,30saniye) : : (72°C,4S5saniye) ! (72°C,10dakika) : ! (4°c, 00)
; 3 saniye) . Vo : Lo
: : ! I H
DMA template l : N 3 : — P ' E,W :

P
I,
Ve H
. :

;

Sekil 18. Amplifikasyon i¢in uygulanan PCR reaksiyon kosullar.

Amplifikasyon isleminin basartyla tamamlandigindan emin olmak i¢in,
reaksiyondan sonra PCR iiriinleri, daha 6nce agiklandig1 gibi jel elektroforezi tizerinde

uzunluklart i¢in analiz edilmistir (Tuncil vd., 2018a; 2018b).

N
;“~.0“—‘0~~“~N R R R RN

-

R T R B R R RO B R R R

Sekil 19. Bazi ¢ogaltilmis PCR iir{inlerinin jel elektroforez resmi. Bu, amplifikasyon islemimizin
basariyla tamamlandigini gostermektedir (ayni sonuglar diger drnekler i¢in de elde edilmistir; bu nedenle
burada yer almamaktadir).

3.2.5.3. Amplifiye PCR iiriinlerinin barkodlanmasi

Amplifiye PCR iirtinleri, Tuncil, vd., (2018a; 2018b) tarafindan agiklandigi gibi
TruSeq ¢ift indeks yaklagimi kullanilarak barkodlanmistir. Kisaca, PCR soliisyonu (25
uL’ lik bir nihai reaksiyon hacmi) reaksiyonda sirastyla 0,8 mM, 4 mM, 4 uM ve %]1,6
(wb) nihai konsantrasyonda Tris-HCI, KCI, EDTA ve gliserol i¢eren bir tampon iginde 2
ul amplifiye PCR {iriinii, her primerden 0,625 pmol, 12,5 uL Kapa HiFi hot start ready
mix ve 0,016 pg BSA icermektedir. PCR reaksiyonu, Sekil 18’ de verilen dongi
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parametreleri ile yapilmistir. Barkodlama igleminin basariyla tamamlandigindan emin
olmak i¢in, reaksiyondan sonra PCR f{iriinleri, daha dnce anlatildig1 gibi jel elektroforezi

tizerinde uzunluklari agisindan analiz edilmistir (Tuncil vd., 2018a; 2018b).

ST IR REE R R RN RN R

oﬂ

Sekil 20. Baz1 barkodlanmig PCR iiriinlerinin jel elektroforez resmi. Bu, barkodlama adimimizin
basariyla tamamlandigini gostermektedir (ayni sonuglar 6rneklerin geri kalani igin de elde edilmistir; bu
nedenle burada yer almamaktadir).

3.2.5.4. lllumina Miseq Teknolojisinde Dizileme

Amplifiye edilmis ve barkodlanmig PCR iiriinlerinin dizilemesi, daha Once
agiklandig1 gibi Purdue Universitesi Genomik Tesisi Merkezi, West Lafayette, IN, ABD'
de yiiriitillen bir Illumina MiSeq iizerinde yapilmistir (Tuncil, vd., 2018a; 2018b). .
Kisaca, temizlenen PCR iiriinleri Qubit dsSDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA)
araciligiyla nicelendirilmis ve havuzlandirilmistir. Havuzlar i¢in kalite kontrolii, Yiiksek
Hassasiyetli Cipli (Agilent, Santa Clara, CA) bir Agilent Bioanalyzer {izerinde her
havuzun 1 pL' si analiz edilerek yapilmistir. Daha sonra, [llumina Platformlari i¢in KAPA
Kitaplik Sayim Kiti kullanilarak havuzlarin miktar tayini yapilmistir. Kantitatif havuzlar,
Minnesota Genomics Core Facility' de 2 x 250 dongii ve V2 kimyasi (Illumina, Inc., San
Diego, CA) ile bir [llumina MiSeq ¢alismasinda sekanslandirilmistir.
3.2.5.5. Mikrobiyolojik topluluk analizi icin biyoinformatik analiz (dizi isleme)

Bir onceki adimdaki sekanslanan o6rnekler, mikrobiyal topluluk bilesimlerini

belirlemek i¢in i¢in mothur (https://mothur.org) tarafindan yayinlanan standart isletim

prosediiriine (SOP) goére "Mothur" yazilim paketi iginde islenmistir (Schloss vd., 2009).
Dizileri simiflandirmak i¢in referans 16S rRNA gen veritabani olarak en giincel SILVA

stirimi kullanilmistir (Tuncil vd., 2017). Ekolojik a-gesitlilik indeksleri Invsimpson,


https://mothur.org/
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Simpsoneven, Chao ve Shannon hesaplayicilart kullanilarak degerlendirilmistir. -
cesitlilik indeksleri, mothur yazilimma goémiilii Bray-Curtis ve Thetayc hesaplayicilar
kullanilarak belirlenmistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA) testleri, sentroidlerin
onemli Ol¢lide farkli olup olmadiginmi belirlemek i¢in Mothur yazilim paketinde
calistirilmistir.

Tiim bu islemlerden sonra elde edilen sonuglara dayanarak, en yiiksek biitirojenik
aktiviteyi ortaya ¢ikaran optimum a-glukan yapisi (faydali mikrobiyotayi tesvik etmede
ve biitirat olusumunu tesvik etmede tistiin) belirlenmistir.

3.2.6. istatistiksel analizler

Sonuglarin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA)
kullanilmistir. Gruplar arasinda 6nemli farkliliklarin analizinde Tukey karsilastirma testi
kullanilmis ve alfa degeri 0,05 alinmistir. Hesaplamalarda ve grafik ¢izimlerinde
GraphPad Prism® (Version 10, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA 92037 USA)

istatistik paket programi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Enzimatik Olarak Sentezlenmis a-glukanlarin Kimyasal Karakterizasyon
Ozellikleri

Enzimatik olarak sentezlenmis o-glukanlarin yapisinda bulunmasi muhtemel
sindirilebilen fraksiyonlarin uzaklagtirilmasi (bir diger ifade ile enzimatik olarak
sentezlenmis o-glukanlarin kalin bagirsaga ulagsan fraksiyonlarinin elde edilmesi)
maksadiyla, 6rnekler iist gastrointestinal sindirim sistemi (agiz, mide ve ince bagirsak)
enzimler ile (tiikiirik amilazi, pepsin ve pankreatin) in vitro sartlar altinda muamele
edilmis ve akabinde Orneklerin dallanma oranlar1 ve molekiiler biiyiikliikleri tespit
edilmek suretiyle kimyasal yapilar1 agiga ¢ikarilmistir. Orneklerin dallanma oranlar1 ve
molekiiler biiyiikliikleri sirastyla boliim 4.1.1 ve boliim 4.1.2°de tartisilmastir.
4.1.1. Enzimatik olarak sentezlenmis a-glukanlarin a-(1,6) / a-(1,4) bag (dallanma)
oranlar

Ust gastrointestinal sindirimi taklit edildikten sonra, enzimatik olarak sentezlenen
a-glukanlarin dallanma oranlarini belirlemek i¢in 6rneklerin i¢ermis olduklart a-(1,4) ve
a-(1,6) glikozidik baglarinin nispi bolluklar1 gaz kromatografisi ve kiitle spektometresi
(GC/MYS) ile belirlenmistir Tablo numaray1 sonra yaz ). Beklendigi gibi, enzimatik
stirecine dahil edilen ROGBE miktar arttikca drneklerde bulunan a-(1,6) glikozidik bag
nispi bollugunun arttigi, bununla birlikte a-(1,4) glikozidik bag nispi bollugunun ise
azaldigi tespit edilmistir. Bu sonug, Ryu vd. (2022) tarafindan yapilan calismaya
benzerlik gostermektedir. Ryu vd. (2022) yapmis olduklari ¢alismada ROGBE 0X,
RoGBE 0,001X, RoGBE 0,0,1X ve RoGBE 0,1X 6rneklerinin i¢ermis olduklari a-(1,6)
glikozidik bag nispi bolluklarmin sirasiyla %0, %0,7, %2,5 ve %4,0 oldugunu rapor
etmislerdir. Bu ¢aligmada ise bu degerler sirasiyla %0, %0,97, %1,51 ve %3,42 olarak
belirlenmistir. Ryu vd. (2022) tarafindan rapor edilen degerler ile kiyaslandiginda bu tez
calismasinda 6zellikle ROGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X ornekleri igin rapor edilen
degerlerin, Ryu vd. (2022) tarafinda rapor edilen degerlerden diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu tez calismasinda glikozidik bag analizleri i¢in iist sindirim sistemi
enzimleri ile muamele edilmis olan 6rnekler kullanilmigsken, Ryu vd. (2022) yaptiklar
calismada glikozidik bag analizleri i¢in iist sindirim sistemi enzimleri ile muamele
edilmemis 6rnekleri kullanmislardir. Dolayisiyla, bu durum ¢alismalar aras1 gozlemlenen
farkli sonuglarin ortaya gikmasina sebebiyet vermistir. Ryu vd. (2022)’ nin rapor etmis
oldugu sonuglar ile bu tez c¢alismasi sonucu elde edilmis olan veriler birlikte

incelendiginde, iist sindirim sistemi enzimlerinin, a-(1,4) glikozidik baglara kiyasla, a-
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(1,6) glikozidik baglarin par¢alanmasim1 daha fazla indiikledigi sonucuna
varilabilmektedir, ¢iinkii iist sindirim sistemi muamelesi sonucu 6rneklerde, Ryu vd.
(2022) tarafindan rapor edilen verilere kiyasla, daha az nispi bollukta a-(1,6) glikozidik
bag tespit edilmistir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Reaksiyona dahil edilen GBE miktarini degistirerek enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin
dallanma oranlari.

RoGBE o-1,4 baglanti (%) a-1,6 baglanti (%) Kategori

(U/m Lreaktant)

ou 99,90 £ 0,01 0,10+0,01 Dallanmamis

0,001 U 99,51 +0,05 0,49 + 0,05 Hafif Dallanmig

0,01 U 98,77 £ 0,40 1,23+0,40 Orta Diizeyde Dallanmig
01U 97,20+ 0,43 2,80 +£0,43 Yiiksek Diizeyde Dallanmig

Bir birim (U) RoGBE aktivitesi , GBE: Glikojen dallanma enzimi

Ust gastrointestinal sindirimi taklit edildikten sonra, enzimatik olarak sentezlenen
a-glukanlarin dallanma oranlarimi belirlemek i¢in 6rneklerde bulunan a-(1,6)/0-(1,4)
glikozidik bag oranlari belirlenmis ve sonuglar Sekil 21° da verilmistir. ROGBE 0,1X,
RoGBE 0,01X, RoGBE 0,001X ve RoGBE 0X o6rneklerinin dallanma oranlari sirasiyla
%2,80 £ 0,43; %1,23 £ 0,40; %0,49 £+ 0,05 ve %0,10 + 0,00 olarak hesaplanmistir (Sekil
21). Ikili karsilastirma testi, ROGBE 0,001X ve RoGBE 0X hari¢ tiim &rneklerin
istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu ortaya koymustur (p < 0,05). Enzimatik
olarak sentezlenen a-glukanlarin dallanma oranlarinda gozlemledigimiz istatistiksel
farkliliklar, dallanma orani ile kolonik mikrobiyota bilesimleri ve mikrobiyal metabolitler
arasindaki iligkiyi anlamamizi saglayabilecektir.
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Sekil 21. GC-MS ile belirlenen, Neisseria polysaccharea’ dan 1 U/mL amilosiikraz reaktani ile
Rhodothermus obamensis’ ten (ROGBE) glikojen dallanma enziminin degisen konsantrasyonlarina bagl
olarak in vitro sindirilen, ¢6ziinmeyen dallanmis a-glukanlarin dallanma oranlar1 (a-1,6/ a-1,4 baglanti
oranlari, %). Degerler {i¢ ayr1 replikanin ortalamasini + standart sapmay1 temsil etmektedir. *p = 0,0154;
**p = 0,0016; ***p = 0,0002; ****p < 0,0001.
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4.1.2. Coziinmeyen dallanmis a-glukanlarin molekiiler boyutlar:

Ust gastrointestinal sindirimi taklit edildikten sonra, enzimatik olarak sentezlenen
a-glukanlarin molekiiler boyutlar1 HPSEC-MALS-RI sistemi kullanilarak tespit edilmis
olup, bu degerler ROGBE 0,1X, RoGBE 0,01X, RoGBE 0,001X ve RoOGBE 0X &rnekleri
i¢in sirasiyla 51.738 £ 2712 Da, 7658 + 47 Da, 7964 & 0 Da ve 7884 & 16 Da olarak tespit
edilmistir (Sekil 22). ikili karsilastirma testi, ROGBE 0,1X’ in molekiiler boyutunun diger
orneklerden daha biiyiik oldugunu (p < 0,05), ancak RoOGBE 0,01X, RoGBE 0,001X ve
RoGBE 0X orneklerinin molekiiler boyutlar1 agisindan, istatistiksel olarak birbirinden

farkli olmadigini ortaya koymustur (p > 0,05).
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Sekil 22. Ust GI kanalinda in vitro olarak sindirilen ¢éziinmeyen dalli a-glukanlarin molekiiler
boyutlar1. Degerler {i¢ ayr1 replikanin ortalamasini + standart sapmay1 temsil etmektedir. ****p < (0,0001.
Molekiiler boyut agisindan RoOGBE 0,01, RoGBE 0,001 ve RoGBE 0,0 arasinda 6nemli bir fark
gbzlenmemistir.

4.2. Enzimatik Olarak Sentezlenen a-glukanlarin Mikrobiyal Kisa Zincirli Yag
Asidi Olusumlar1 Uzerindeki Etkileri

Diyet  bilesiklerinin ~ fermantasyonu  sonucunda, kolonda  yasayan
mikroorganizmalar, toplu olarak mikrobiyal metabolitler olarak bilinen bazi metabolitler
tiretmektedir. Son yillarda, mikrobiyal metabolitler arasinda kisa zincirli yag asitleri,
Ozellikle asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit, (1) sagligr gelistirici etkileri
(Bishehsari vd., 2018; Rios-Covian vd., 2016; Sonnenburg ve Béckhed, 2016) ve (2)
kolonda bulunan toplam mikrobiyal kisa zincirli yag asitlerinin %90-95' ini olusturmalar1
nedeniyle daha fazla dikkat ¢ekmistir (Rios-Covian vd., 2016). Klinik ve klinik 6ncesi
caligmalar, asetatin glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) ve peptit YY (PYY) gibi bagirsak

hormonlarinin salgilanmas1 yoluyla bireylerin enerji ve substrat metabolizmasini olumlu
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yonde etkiledigini gostermistir. Bunlar, tiim viicut lipolizini, sistemik proinflamatuar
sitokin seviyelerini azaltarak, enerji harcamasini ve lipid oksidasyonunu artirarak
bireylerin istahin1 etkilemekte ve bdylece obezite kontroliine katkida bulunmaktadir
(Hernandez vd., 2019). Ote yandan propiyonatin lipogenezi, serum kolesterol seviyelerini
ve farkli viicut dokularinda karsinogenezi azalttig1 diisiiniilmektedir (Hosseini vd., 2011).
Bir diger 6nemli mikrobiyal kisa zincirli yag asidi, kolon epitel hiicrelerinin ana enerji
kaynagi olan biitirattir (Flint vd., 2012b). Ayrica biitirat, timor nekroz faktori alfa (TNF-
o) Uretimini baskilayarak (Bailon vd., 2010) ve niikleer faktor kappa B (NF-kB)
aktivitesini inhibe ederek anti-inflamatuar etki gostermektedir (Liihrs vd., 2002). Ayrica
gen ifadesini diizenleyerek (histon deasetilazi inhibe ederek) antikarsinojenik aktivite
gosterdigi diisiiniilmektedir (Daly ve Shirazi-Beechey, 2006).

Bu calismada, farkli yapisal 6zelliklere sahip enzimatik olarak sentezlenmis a-
glukanlarin kalin bagirsakta olusan mikrobiyal metabolitlere etkilerinin belirlenmesi igin,
iist sindirim sistemi enzimleri ile muamele edilmis olan a-glukanlar, 8 farkli saglikli
dondrden elde edilmis fekal mikroorganizmalar ile fermantasyona birakilmis ve
fermantasyonun 0., 2., 4., 6., 12., 24., 36. ve 48. saatlerinde ornekler toplanarak, kisa
zincirli yag asitleri (asetat, propiyonat ve biitirat) gaz kromatografisi ile kantifiye
edilmistir. Ayrica asetat, propiyonat ve biitiratin molar miktarlarini toplayarak olusan
toplam kisa zincirli yag asitleri de hesaplanmistir (Sekil 23). Calismada negatif kotrol
olarak higbir karbon kaynag: icermeyen ortam kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak ise
patates ve misir nisastalart kullanilmigstir.

Daha once yapilan caligmalar, kolonik mikrobiyota bilesiminin ve mikrobiyal
metabolitlerin bireyler aras1 degisiklik gosterebildigini, dolayisiyla belirli bir diyet lifinin
(prebiyotigin) farkli insanlardan elde edilen fekal mikroorganizmalar ile fermente
edilmesi sonucunda farkli fonksiyonel etkileri (farkli kisa zincirli yag asitleri olusumuna
sebebiyet verebilecegini ortaya koymustur (Liu vd., 2020a; Teichmann ve Cockburn,
2021). Bu sebepten dolay1, bu ¢alisma sonucu elde edilen sonuglar her bir dondr igin ayri
ayr1 incelenmistir.

Ilk olarak, sonuclarimiz enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin, fekal
mikrobiyota tarafindan, direng¢li nisasta kontrollerine kiyasla, daha yavas bir hizda
fermente edildigini ortaya koymustur. Ornegin, kisa zincirli yag asidi (asetik asit,
propiyonik asit ve biitirik asit) olusum sonuglari incelendiginde, direngli nisasta
kontrolleri fermantasyonun ilk yarisinda (neredeyse pletau durumuna ulastiklart) yiiksek

miktarda kisa zincirli yag asidi olusumuyla sonuglanirken, enzimatik olarak sentezlenen



53

a-glukan 6rneklerinde kisa zincirli yag asidi olusumu daha yavas bir hizda ve genellikle
fermantasyon siirecinin ikinci yarisinda gergeklesmistir (Sekil 23). Bunlar, direngli
nisasta kontrollerine kiyasla, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin kolonda daha
yavas fermente edildigini gostermektedir. Bu, saglikli bir diyet lifinden istenen bir
ozelliktir, ¢linkli hizli fermente olma 6zelligine sahip diyet lifleri genellikle proksimal
kolonda fermente olurken, yavas fermente olma 6zelligine sahip diyet lifleri tiim kolon
boyunca sakkarolitik aktiviteyi tesvik edebilir ve 6zellikle kolon hastaliklarinin (kolon
kanseri, inflamasyon gibi) ¢ogunun meydana geldigi kolonun distal kisminda yasayan
mikroorganizmalari besleyebilir (Hamaker ve Tuncil, 2014; Rose vd., 2007; Tuncil vd.,
2017).
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Sekil 23. Fekal mikrobiyota tarafindan enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyon siireci
boyunca kisa zincirli yag asitleri. Daha iyi gorsellestirme saglamak amaciyla, her bir donére ait sonuglar
ayri ayri gosterilmistir. Her satir farkli donorii temsil etmektedir. Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak
ifade edilmektedir. SCFA: Kisa zincirli yag asidi. Toplam SCFA=Asetat + Propiyonat + Biitirat.

Kontrollerle (direngli nisastalar) karsilastirildiginda, kontrol 6rneklerinin daha
yiiksek asetat, propiyonat ve biitirat olusumuyla sonuglandigi goriilse de bu etki dondre
baglidir; 6rnegin, Donér D' de, ROGBE 0,001X, direngli nisasta kontrollerine kiyasla daha
yiiksek biitirat olusumuyla sonuglanmistir, benzer sekilde, Donér E' de, ROGBE 0,001X,
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direngli nisasta kontrollerine neredeyse benzer miktarda biitirat ortaya ¢ikarmistir. Diger
donorlerde, direngli nisasta kontrollerinin daha yiiksek miktarda biitirat trettigi
bulunmustur (Sekil 23). Bu bulgular, bir diyet lifinin KZYA (6zellikle biitirat) tiretim
kapasitesinin sadece glikozidik baglanti tiiriine bagli olmadigi, ¢linkii hem enzimatik
olarak sentezlenen a-glukanlarin hem de direngli nisasta kontrollerinin a-(1,4) ve a-(1,6)
glikozidik baglantilardan olustugu, ancak biitirat iiretim potansiyellerinin tamamen farkli
oldugu gibi 6nemli bir sonucu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, diyet liflerinin morfolojik
Ozellikleri, kolonik mikrobiyota tarafindan fermente edilebilirligi tizerinde 6nemli bir rol
oynayabilir. Ayrica, tiim dondrlerde, daha fazla dallanmis enzimatik olarak sentezlenmis
a-glukan 6rneklerinin (ROGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X), daha az dallanmis muadillerine
(ROGBE 0,001X ve RoGBE 0X) kiyasla daha yavas fermente edildigini tespit ettik. Bu
durum, diyet liflerinin yapisal 6zelliklerinin kolon mikrobiyotasi tarafindan fermantasyon

hizin1 etkiledigini gostermekte ve digerleriyle (Xu vd., 2022a) uyumludur.
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Dallanma yogunlugundaki varyasyonlarin mikrobiyal kisa zincirli yag asitlerini
nasil etkiledigini anlamak i¢in, fermantasyonun sonunda (48 saatlik fermantasyon)
enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonlari sonucunda fekal
mikrobiyota tarafindan olusturulan asetat, propiyonat, biitirat ve toplam KZYA’ lan
Istatistiksel olarak karsilastirdik (dallanma yogunlugundaki varyasyonlarin kisa zincirli
yag asidi olusumlar1 iizerindeki etkilerini gormek icin istatistiksel analizin sadece
enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin sonuglarina uygulanmistir). Sonuglar,
enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin yapisal 6zelliklerinin fekal mikrobiyota
tarafindan olusturulan kisa zincirli yag asidini etkiledigini ortaya koymus ve enzimatik
olarak a-glukanlarin islevsel Ozelliklerinin yapiya bagli oldugunu diisiindiirmiistiir.
Ayrintili olarak, daha diisiik dallanma yogunluguna sahip enzimatik olarak sentezlenmis
a-glukanlar genellikle fermantasyonun sonunda daha yiiksek miktarlarda propiyonat ve
biitirat olusumuyla sonuglanmustir (Sekil 24). Ornegin, hafif dallanmis olan ROGBE
0,001X ve dallanmamis olan ROGBE 0X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X' e kiyasla tiim
donorlerde daha yiiksek miktarlarda propiyonat olusumuyla sonuglanmistir. Burada,
enzimatik olarak sentezlenen a-glukan 6rnekleri arasinda propiyonat olusumu agisindan
istatistiksel farkliliklarin (p < 0,05) sekiz dondrden besinde (A, B, C, G ve H donorleri)
gozlendigini belirtmek gerekir (Sekil 24). Benzer sekilde, ROGBE 0,001X ve RoOGBE 0X,
RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X' e kiyasla tiim dondrlerde (donér F haric) daha yiiksek
miktarlarda biitirat olusumuyla sonuglanmigtir. Burada, enzimatik olarak sentezlenen a-
glukan ornekleri arasinda biitirat olusumu agisindan istatistiksel farkliliklarin (p < 0.05)
sekiz dondrden dordiinde (A, D, E ve F dondrleri) gézlendigini belirtmek gerekir (Sekil
24). Fermantasyon sonunda asetat ve toplam KZYA olusumlart agisindan ayni egilim
gbzlenmemistir. Asetat olusumu agisindan dondrlerin sadece iiciinde (A, C ve F
dondrleri) anlaml farkliliklar (p < 0,05) gdzlenirken, toplam KZY A olusumlar1 agisindan
sekiz donorden sadece ikisinde (C ve H dondrleri) anlamli farkliliklar (p < 0,05)
gbzlenmistir (Sekil 24). Bu sonuglar toplu olarak hem donor (baslangic mikrobiyota
kompozisyonu) hem de glukan (diyet lifi) yapisinin kolon mikrobiyotas: tarafindan

olusturulan metabolitleri (kisa zincirli yag asitleri) etkiledigini gostermektedir.
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Klostermann vd. (2023) tarafindan yapilan ¢alismada, zincir uzunlugu,
molekiiler agirlik dagilimi ve kristal tipi (A/B) bakimindan farklilik gésteren, enzimatik
olarak sentezlenmis a-(1,4) glukanlarin kristallestirilmesi ya da enzimatik modifikasyon
(amilopektinlerin ayristirilmasi) yoluyla elde edilmis 6 yiiksek direngli DN3 substrati
(DNs3, %80-95 DN), yetiskin disk1 inokulumu ile in vitro fermantasyona tabi tutulmustur.
Sonuglar; tiim i¢sel DNz substratlar1 arasindan 6zellikle polidispers a-(1,4) glukanlardan
hazirlanan A tipi kristal yapiya sahip DN3’ iin (N16 A) fermantasyonunun, iiretilen en
yuksek biitirat miktar1 ile sonuglandigini bildirmistir. Tiim DN3 Substratlar1 esas olarak
biitirat oranina (£2,5) fermente edilirken, eser miktarda propiyonat ve laktat olusumu
gbzlemlenmistir. Ayrica, hi¢ siiksinat tespit edilmemistir. Genel olarak dar dagilimhi
molekiiler agirliga sahip i¢sel DN3 substratlar1 benzer miktarlarda KZYA (48 saatte +7
umol/mg substrat) ve asetat biitirat oranina fermente edilirken, polidispers molekiiler
agirlik dagilimina sahip DN3 substratlart daha diisiik miktarlarda KZYA’ ya (£5-5,5
umol/mg substrat) fermente edilmislerdir. Bir baska ¢alismada ise polimorf B DN3’ iin
0,79 mM seviyelerine kadar daha yiiksek biitirat iiretimini indiikledigi bildirilmistir
(Lesmes vd., 2008). Bu ¢alismalar, diyet liflerindeki (direngli nisasta) ince yapi
farkliliklarinin mikrobiyal metabolitler iizerindeki etkilerinin farkli olabilecegini ve bu
etkilerin de her bireyde farklilik gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

4.3. Enzimatik Olarak Sentezlenen a-glukanlarin Mikrobiyal Dall Zincirli Yag
Asidi Olusumlar1 Uzerindeki Etkileri

Kisa zincirli yag asitlerine ek olarak, kolonik mikrobiyota izobiitirat ve izovalerat
gibi dall1 zincirli yag asitleri de tiretebilmektedir. Bu mikrobiyal metabolitler genellikle
zararli mikrobiyal metabolitler olarak kabul edilir ¢iinkii bu metabolitlerin yiiksek
miktarlart inflamasyon ve kolon kanseri gibi baz1 kolon hastaliklariyla
iligkilendirilmislerdir (Rose vd., 2007). Bu nedenle, ideal diyet lifleri bu mikrobiyal dalli
zincirli yag asitlerinin miktarini azaltmalidir.

Bu calismada, farkli yapisal 6zelliklere sahip enzimatik olarak sentezlenmis a-
glukanlarin 0., 2., 4., 6., 12., 24., 36. ve 48. saatlik fermantasyonlarindan sonra fekal
mikrobiyota tarafindan olusturulan dall1 zincirli yag asitleri (izobiitirat ve izovalerat) gaz
kromatografisi ile kantifiye edilmis olup, sonuglar Sekil 25’ de verilmistir. Ayrica
izobiitirat ve izovaleratin molar miktarlarini1 toplayarak olusan toplam dall1 zincirli yag
asitleri hesaplanmistir. Sekilde goriildiigii gibi, dalli zincirli yag asitlerinin herhangi biri
acisindan ornekler arasinda ¢ok fazla farklilik goriilmemistir. ilaveten, fermentasyon

boyunca 6rneklerde 6l¢iilmiis olan dallanmis zincirli yag asitlerinin miktarlarinin negatif
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kontrolde 6l¢iilmiis olan miktarlara benzer oldugu gézlemlenmistir. Bu durum, test edilen
enzimatik olarak sentezlenmis a-glukanlarin dalli zincirli yag asitlerinin (zararl
mikrobiyal metabolitler) olusumunu desteklemedigi (genel olarak fekal inokiilasyon
sirasinda ortama ge¢mis olan fekal maddelerin dallanmis zincirli yag asitleri olusumunu
destekledigi) 6nerisinde bulunmaktadir. Burada, bazi bilim insanlarimin dalli zincirli yag
asitlerinin kolondaki protein fermantasyonunun (6zellikle dalli aminoasitlerden
olusanlarin) gostergesi olduguna inandiklarini belirtmek gerekir (Rios-Covian vd., 2020).
Bu nedenle, fermantasyon ortamimizda protein bulunmamasi, 6érnekler arasinda farklilik

gdérmememizin bir baska nedeni olabilir.
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Sekil 25. Fekal mikrobiyota tarafindan enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyon siireci
boyunca dalli zincirli yag asitleri. Daha iyi gorsellestirme saglamak amaciyla, her bir dondre ait sonuglar
ayr1 ayr1 gosterilmistir. Her satir ayri bir dondre aittir. BCFA: Dall1 zincirli yag asidi. Toplam

BCFA=izobiitirat + Izovalerat.
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4.4. Enzimatik Olarak Sentezlenen a-glukanlarin Fekal Mikrobiyota Uzerindeki
Etkileri
4.4.1. Enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fekal mikrobiyota topluluklar:
uizerindeki etkileri (pB-cesitlilik)

Fekal mikrobiyota topluluklarmin genel yapilari, %97 benzerlik seviyesinde
OTU’ larin nispi bolluklarmma dayanan Bray-Curtis farklilik testi kullanilarak
karsilastirilmistir (Sekil 26). Sonuglar, her bir 6rnegin mikrobiyal topluluklar: buna gore
kiimelendiginden ve toplam varyasyonun %13’ iinii olusturdugundan, dondriin
mikrobiyal topluluk kompozisyonlar1 iizerinde kesin bir etkisi oldugunu ortaya

koymustur.

Bray-Curtis Dissimilarity
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Sekil 26. Bos, kontroller (misir ve patates nigastalari) ve enzimatik olarak sentezlenmis a-glukanlar
(RoGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X) ile 0, 24 ve 48 saat in vitro
fermantasyondan sonra %97 benzerlik seviyesinde OTU' larin goreceli bolluklarina dayanan fekal
mikrobiyal topluluklarin Bray-Curtis farklilig1.

Buna ek olarak, istatistiksel analiz (AMOVA - Analysis of MOlecular VAriance)

hem lif tiirliniin (nisasta ve glukan) hem de zamanin (0, 24 ve 48 saat) mikrobiyal topluluk
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yapilart iizerinde 6nemli etkileri (p < 0,001) oldugunu ortaya koyarak diyet liflerinin
topluluk yapilari {izerindeki dnemini daha da dogrulamustir. Ote yandan, enzimatik olarak
sentezlenen a-glukanlar arasinda yapilan ¢oklu karsilastirmalar, mikrobiyal topluluklar
arasindaki farkliliklarin 6nemsiz (p > 0,05) oldugunu ortaya koymustur; bu da yapisal
ozelliklerden bagimsiz olarak, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin genellikle
yapisal olarak benzer mikrobiyal topluluklar ortaya ¢ikardigini gostermektedir.

4.4.2. Enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fekal mikrobiyota
topluluklarmmin a-cesitliligi iizerindeki etkileri

a-cesitlilik, mikrobiyal topluluklarin zenginliginin ve/veya esitliginin bir
Ol¢timiidiir. Shannon indeksi hem tiir zenginligini hem de esitligi hesaba kattig1 i¢in,
burada ilk olarak Shannon indeksi kullanarak fermantasyonun 0, 24 ve 48. saatlerinde
fekal mikrobiyal topluluklarin a-gesitlilikleri 6l¢iilmiistiir (Sekil 27). Daha yiiksek bir
Shannon indeks degeri, bir toplulugun daha fazla tiire sahip oldugunu ve bolluklarinin
benzer oldugunu gostermektedir (Tuncil vd., 2017a).

Sonuglarimiz, orneklerin Shannon indeks degerlerinin dondre 6zgii oldugunu
ortaya koymustur (baska bir deyisle, farkli donorlerden elde edilen diski topluluklar
farkl1 Shannon indeks degerleri ortaya koymustur). Ornegin, tiim &rnekler arasinda, fekal
mikrobiyal topluluklarin Shannon indeks degerleri A ve H dondrlerinde dnemli dlciide
artmistir (p < 0,05) ; bu da A ve H dondrlerinden elde edilen fekal mikrobiyal
topluluklarin diyet liflerine (a-glukanlar ve direngli nisasta kontrolleri) daha iyi uyum
saglama yetenegine sahip oldugunu gostermektedir. Benzer egilim donér B' de de
gozlenmistir, ancak fermantasyon siiresi boyunca a-cesitlilik degerlerindeki artislar
istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0,05). Ote yandan, 0 ve 48 saatlik fermantasyon
stireleri karsilastirildiginda, fekal mikrobiyal topluluklarin Shannon indeks degerleri C,
E ve F donérlerinde 6nemli 6l¢iide azalmistir (p < 0,05) (E dondriinde, 0 ve 48 saatlik
fermantasyonlar arasindaki 6nemli farklar sadece ROGBE 0X, RoGBE 0,001X ve RoOGBE
0,1X"te gozlenmistir). Buna karsilik, D ve G dondrlerinde lif uygulamalarinin higbiri igin
(a-glukanlar ve direngli nisasta kontrolleri), fermantasyon stireleri arasinda 6nemli bir
fark gozlenmemistir (p > 0,05) (Sekil 27), bu da mikrobiyal topluluklarin zenginliginin
ve esitliginin lif tiiriinden bagimsiz olarak degismedigini gostermektedir. Bu, D ve G
dondrlerinin verilen diyet liflerine kolayca adapte olabilen fazla mikrobiyal topluluklara
sahip oldugu anlamina gelmektedir. Bdyle bir sonug, diyet degisiklikleri altinda, stabil
bir a-cesitliligine sahip bir mikrobiyal toplulugun, mikrobiyal fonksiyonlar
koruyabilmesi nedeniyle arzu edilmektedir.
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Sekil 27. Fermantasyon boyunca fekal mikrobiyal topluluklarin a-gesitlilik degerlerinde Shannon indeksi

EA Oh B3 24h

hesaplayicist ile lgiilen degisimler. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel

te iki yonli ANOVA kullanilarak yapilmistir. Cubuklardaki farkli biiyiik harfler bir

05'
diyet lifi icindeki fermantasyon siiresi arasindaki énemli farkliliklari,

fermantasyon siiresi igindeki diyet lifleri arasindaki onemli farkliliklar1 géstermektedir (p < 0,05).

=0,

analizler o

farkli kiigiik harfler ise bir

Fermantasyon sonunda (48 saat) fekal mikrobiyal topluluklarinin a-gesitlilik

degerleri karsilagtirlldiginda, A, B, D, G ve H dondérlerinde 6nemli bir fark
gbzlenmemistir (p > 0,05). Fermantasyon sonunda, C dondoriinde, ROGBE 0,1X" in a-
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cesitlilik degerinin direncli nisastalar ve ROGBE 0X ve RoGBE 0,001X' ten 6nemli
ol¢iide diisiik oldugu (p < 0,05), ancak RoGBE 0,01X' ten istatistiksel olarak farksiz (p >
0,05) oldugu bulunmustur. Bu durum, yiiksek oranda dallanmis a-glukanin (ROGBE
0,1X) fermantasyonun sonunda dondr C fekal mikrobiyal toplulugunda yalnizca smirl
sayida mikrobiyal tiirii tesvik ettigini gostermektedir. Ancak, E ve F donoérlerinde benzer
bir egilim gbézlenmemistir. E dondriinde, fermantasyonun sonunda (48 saat) ROGBE
0,01X" in a-gesitlilik degeri ROGBE 0X ve RoGBE 0,001X' inkinden 6nemli olgiide
yiiksektir (p < 0,05), ancak ROGBE 0,1X' in a-gesitlilik degerinden istatistiksel olarak
farksizdir (p > 0,05). F dondriinde, fermantasyon siiresinin sonunda ROGBE 0,001X" in
a-gesitlilik degeri diger numunelerinkinden 6nemli 6l¢iide (p < 0,05) diisiik bulunmustur.
Bu sonuglar toplu olarak, sentezlenen a-glukanlarin fekal mikrobiyal topluluklarin a-
cesitliligini farkli sekilde etkileme kabiliyetine sahip oldugunu, ancak bu etkinin biiyiik
Olgiide dondrlere bagli oldugunu gostermektedir. Shannon indeksine ek olarak,
fermantasyon boyunca a-gesitlilik degerleri; gbzlenen tiir sayist (number of species
observed), Chao, Simpsoneven ve Inverse Simspson indeksleri kullanilarak da
Olglilmiistiir. Gozlenen tiir sayis1, Chao, Simpsoneven ve Inverse Simspson indekslerine

ait sonuglar sirastyla Sekil 28, Sekil 29, Sekil 30 ve Sekil 31' de verilmistir.
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28. Fermantasyon boyunca fekal mikrobiyal topluluklarin gdzlenen tiir sayist de

gerlerindeki

Sekil

degisimler. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.
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Sekil 29. Chao' nun indeks hesaplayicisi ile 6l¢iildiigii tizere fermantasyon boyunca fekal mikrobiyal
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Sekil 30. Simpsoneven indeks hesaplayicist ile 6lgiilen fermantasyon boyunca fekal mikrobiyal
topluluklarin a-gesitlilik degerlerindeki degisimler. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade

edilmistir.
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Sekil 31. Simpsoneven indeks hesaplayicisi ile dlciilen fermantasyon boyunca fekal mikrobiyal

topluluklarin a-gesitlilik degerlerindeki degisimler. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade
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edilmistir.
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4.4.3. Enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin mikrobiyal bilesimler
iizerindeki etkileri

Enzimatik olarak sentezlenmis o-glukanlarin fermentasyonu sonucu kalin
bagirsak mikrobiyota kompozisyonu iizerindeki etkileri hakkinda genel bilgi saglamak ve
direngli nisasta kontrolleri ve sentezlenmis a-glukanlarin genel mikrobiyal
kompozisyonu nasil etkiledigini arastirmak icin, oncelikle fermantasyon sonunda (48
saat) elde edilen sonuglar {lizerinde dogrusal diskriminant analizi (LEfSe — Linear
discriminant anlysis Effect Size) etki biiyiikliigii analizi gergeklestirilmistir (Sekil 32).
LEfSe analizi, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlar ve direngli nisasta
kontrollerindeki asir1 uglar1 temsil eden spesifik mikrobiyal taksonlar1 belirlememizi
sagladi. Sekil 32 incelendiginde, Ruminococcus cinsine ait OTU’ larin enzimatik olarak
sentezlenmis a-glukanlar i¢in, Blautia cinsine ait OTU’ larin ise nisasta (pozitif kontrol
ornekleri) icin diskriminant mikroorganizmalar (asir1 temsil edilen taksonlar) oldugu
tespit edilmistir. Bu sonug, enzimatik olarak sentezlenmis a-glukanlarin genel olarak
kalin bagirsakta Ruminococcus cinsine ait mikroorganizmalarin gelisimini tesvik ettigi
diger taraftan benzer glikozidik bag kompozisyonuna sahip olan nisasta drneklerinin ise
Blautia cinsine ait olan mikroorganizmalarin gelisimini daha fazla destekledigi seklinde
yorumlanabilir. Hem Ruminococcus hem de Blautia iiyelerinin biitirat tireticisi oldugu
bilinmektedir (Fu vd., 2019). Dolayisiyla, direngli nisasta kontrol 6rneklerinde (Sekil 23
ve 24) gozlenen yiiksek biitirat olusumu, biitirat iireten Blautia tiyelerini tesvik etme
yeteneklerine baglanabilirken, enzimatik olarak sentezlenen a-glukan 6rneklerinde (Sekil
23 ve 24) gozlenen nispeten yiiksek biitirat olusumu, biitirat tireten Ruminococcus' u
tesvik etme yeteneklerine baglanabilir. Hem direngli nisasta kontrolleri hem de enzimatik
olarak sentezlenen a-glukanlar kimyasal olarak a-1,4 ve o-1,6 glukoz baglarindan
olugmasina ragmen, her ikisinin de fermantasyonu sonucunda farkli mikrobiyal taksonlar1
tesvik etmis olmasi ilging bir bulgudur. Bu durum, diyet liflerinin glikozil baglantilarinin
(kimyasal yap1 yoluyla) toplulukta hangi mikrobiyal taksonlarin tesvik edilecegini tek
basina belirlemedigini, ancak diyet liflerinin diger yapisal 6zelliklerinin (belki de fiziksel
ve morfolojik karakteristiklerin) bagirsakta hangi mikrobiyal taksonlarin tesvik

edilecegini belirlemede 6nemli rol oynadigini géstermektedir.
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Sekil 32. Fermantasyonun 48. saatinde enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlar1 ve direngli nisasta
kontrollerini ayirt eden taksonlarin dogrusal diskriminant analizi (LEfSe). Taksonlarin yanlis
atfedilmesini 6nlemek i¢in ilk topluluklar da analize dahil edilmistir. (a) Enzimatik olarak sentezlenen a-
glukanlarda, direngli nigasta kontrollerinde ve basglangigta asir1 temsil edilen taksonlar1 gosteren
kladogram. (b) LDA skorlar1 > 2.0 olan taksonlar.

Ayrica, farkli dallanma derecelerine sahip enzimatik olarak sentezlenmis a-
glukanlarda temsil edilen asir1 mikrobiyal taksonlar1 belirlemek i¢in (bagka bir deyisle,
farkl1 dallanma noktalarmin farkli mikrobiyal takson ayiricilarinin  olusumuyla
sonuglanip sonu¢lanmadigini belirlemek i¢in) yalnizca enzimatik olarak sentezlenmis a-
glukan 6rnekleri kullanilarak LEfSe anazili de gergeklestirilmistir. Ancak, LEfSe analizi

sonucunda herhangi bir taksonun herhangi bir 6rnek i¢in diskriminant olmadig: tespit
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edilmistir. Bu durum, ¢aligmaya dahil edilen farkli mikrobiyal topluluk yapilarina sahip
yiiksek donoér sayisina (n=8) baglanabilir ve belirli bir a-glukanin farkli fekal mikrobiyal
topluluk (dondr) tarafindan fermantasyonu muhtemelen farkli dondrlerde farkl
mikrobiyal taksonlarin uyarilmasina neden olabilir. Bu sebepten dolayi, mikrobiyota
kompozisyonlar1 her bir dondr i¢in ayr1 ayr1 incelenmistir.

Farkl1 yapisal 6zelliklere sahip a-glukanlarin fekal mikrobiyota kompozisyonlari
tizerindeki etkilerini arastirmak i¢in, fermantasyon deneyleri boyunca (0, 24 ve 48 saatlik
ornekler) OTU diizeyinde taksonomi tabanli karsilastirmalar yapilmistir. Cesitlilik
degerlerinde gozlenen donodre Ozgii etkiler nedeniyle, dondrler Once ayri ayri
incelenmistir. Mikrobiyal taksonlarin nispi bolluklart yigilmis ¢ubuk grafige islenmis ve

24. ve 48. saatlere ait sonuglar sirastyla Sekil 33 ve Sekil 34' te verilmistir.
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B OTU6 Lachnospiraceae

m OTU10 Fusicatenibacter saccharivorans

WOTU7 Succinivibrio dextrinolvens
= OTUL1 Ruminococcus bromii

m OTUS Phocaeicola vulgatus
= OTU12 Holdemanella

= OTU13 Butyrivibrio crossotus = OTU14 Bifidobacterium (100) adolescentis (75) = OTU1S Roseburiainulinivorans (99) OTU16 Lachnospiraceae

= OTU17 Blatuia luti (99) = OTU18 Methanobrevibacter = 0TU19 Ruminococcaceae m OTU20 Lachnospiraceae

® OTU21 Bacteria = 0TU22 Ruminococcaceae B OTU23 Prevotella B OTU24 Bactercides (100) ovatus (53)

w OTU25 Lachnospiraceae 1w OTU26 Bifidobacterium 1 0TU27 Faecalibadillus 0TU28 Bifidobacterium

= 0TU29 Bifidobacterium bifidum = OTU30 Lachnospiraceae mOTU31 Bactercides (100) uniformis (72) W OTU32 Coprococcus eutactus

W OTU33 Lachnospiraceae B 0TU34 Prevotella stercorea W OTU35 Dorea longicatena W OTU36 Romboutsia

= OTU37 Parasutterella excrementihominis = OTU38 Firmicutes = 0TU39 Ruminococcaceae 0TU40 Lachnospiraceae

= OTU41 Lachnospiraceae = OTU42 Clostridiales = OTU43 Lachnospiraceae = OTU44 Ruminococcaceae

= OTU45 Lachnospiraceae = OTU46 Bilophila wadsworthia W OTU47 Phocaeicola massiliensis m OTU48 Bacteria

1 OTU49 Prevotella copri OTUSO Dialister 0TUS1 Holdemanella ‘0TU52 Blautia obeum
OTU53 Firmicutes OTUS4 Firmicutes m OTUSS Clostridiales = OTUS7 Phocaeicola

= OTU6S Bactercides & OTUG6 Faecalibacterium prausnitzii  OTUG9 Ruminococcaceae ® OTU70 Firmicutes

W OTU72 Bacteria B OTU73 Ruminococcaceae W OTU75 Clostridiales B OTU77 Desulfovibrio

W OTUB4 Clostridiales ® OTUE7 Ruminococcaceae ® OTU91 Lachnospiraceae  OTU93 Firmicutes

= OTU94 Clostridiales 0TU98 Clostridiales = OTUL05 Akkermensia muciniphila ® OTU110 Firmicutes

m OTU111 Clostridiales ®OTU115 Firmicutes

Sekil 33’ iin devami. Fermantasyonun 24. saatinden sonra gozlemlenen taksonlarin goreceli bolluklari

(%).

Sekil 33' te goriildiigl gibi, bu ¢calismada kullanilan substratlar farkli mikrobiyal
taksonlarin hem donére 6zgii hem de yapiya 6zgii bir sekilde uyarilmasina neden
donor A'
Lachnospiraceae (OTU6, OTU16 ve OTU30), Ruminococcus bromii (OTU11l) ve
Prevotella (OTU23) iligkili OTU' Ozellikle, OTUG6
Lachnospiraceae’ nin nispi bollugu baslangigta (fermantasyondan dnce) %0,51 iken, 48

olmustur. Ornegin, da enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlar

ile lart tesvik etmistir.
saatlik fermantasyondan sonra bu bakteriyel taksonun nispi bollugu RoOGBE 0X, RoOGBE

0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X 6rneklerinde sirasiyla %7,02, %5,93, %5,26 ve
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%2,78’ e yiikselmistir, bu da nispi bollugunda sirastyla 13,76; 11,63; 10,29 ve 5,45 kat
artiga (0. saate kiyasla) karsilik gelmektedir. Sasirtici bir sekilde, OTU6 Lachnospiraceae
nispi bollugu, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin dallanma yogunlugu ile negatif
korelasyon gostermistir, bu da bir diyet lifinin yapisinin bakteri tesvik kabiliyetini
belirlemede o6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Benzer sekilde, OTUI11
Ruminococcus bromii’ nin nispi bollugu baslangicta (fermantasyondan dnce) %0,16 iken,
48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve
RoGBE 0,1X o6rneklerinde sirasiyla %8,56, %6,11% 9%9,98 ve %10,34° e yiikselmistir.
Bu da goreceli bollugunda sirastyla 53,50; 38,19; 62,38 ve 64,63 kat artisa (0. saate
kiyasla) karsilik gelmektedir. Hem Lachnospiraceae iiyeleri hem de Ruminococcus
bromii, anti-kanserojen ve anti-inflamatuar etkileri oldugu gosterilen biitirat tiretme
yetenekleri nedeniyle insan kolonunda yasayan faydali mikroplar olarak kabul
edilmektedir (Fu vd., 2019). Bir diger ilging bulgu ise, OTU11 Ruminococcus bromii
nispi bollugunun, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin dallanma yogunlugu ile
pozitif korelasyon gosterdigidir. Bu da, yine, diyet lifi yapisinin, bakteri tesvik
kabiliyetini belirlemede 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir.

Dondr B’ de, Donor A' da oldugu gibi, OTU6 Lachnospiraceae ve OTU11
Ruminococcus bromii' nin nispi bolluklarinda artiglar gozlenmistir, ancak artis derecesi
yaptya bagl olmustur. Ornegin, 0. saat zaman noktasinda Donér B' de OTU6
Lachnospiracea' nin nispi bollugu %0,31 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda
RoGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde sirasiyla
%4,45, %5,87, %2,60 ve %3,49° a ylkselmistir, bu da nispi bollukta sirasiyla 14,41,
19,00; 8,41 ve 11,26 kat artisa (0. saate kiyasla) karsilik gelmektedir. Benzer sekilde,
OTU11 Ruminococcus bromii' nin Dondr B' deki nispi bollugu 0. saat zaman noktasinda
%0,96 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE
0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde sirasiyla %10,43, %5,38, %7,20 ve %4,43° ¢
yiikselmistir, bu da nispi bollugunda sirasiyla 10,86, 5,60, 7,50 ve 4,60 kat artisa (0. saate
kiyasla) karsilik gelmektedir. Enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonu
sonucunda Donor B' de tesvik edilen bir diger dnemli mikrobiyal takson, insan kolonunda
bulunan énemli bir biitirat tiretici bakteri olan OTU13 Butyrivibrio crossotus' tur (Fu vd.,
2019). OTU13 Butyrivibrio crossotus’ un 0. saat zaman noktasinda Donor B' deki nispi
bollugu %0,65 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X,
RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde sirasiyla %12,18, %14,25, %13,27 ve
%6,67 ye ylkselmistir; nispi bollukta sirasiyla 18,74; 21,92; 20,42 ve 10,26 kat artis (0.
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saate kiyasla) meydana gelmistir. Ayrica, Donér B’ de OTU31 Bacteroides (100)
uniformis (72)' in nispi bollugu, enzimatik olarak sentezlenen o-glukanlarin
fermantasyonu sonucunda baslangica kiyasla yiiksek oranda artis géstermistir. OTU31
Bacteroides (100) uniformis (72)' in 0. Saat zaman noktasinda Don6r B’ deki nispi
bollugu %0,05 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X,
RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde sirastyla %0,49, %0,71, %0,96 ve %2,64’ ¢
yiikselmistir; bu da nispi bollukta 0. saate kiyasla sirasiyla 9,80; 14,20; 19,20 ve 52,80
kat artisa karsililk gelmektedir. Bacteroides cinsi {iyelerinin gesitli karbonhidrat
yapilarinin par¢alanmasindan sorumlu olan genis bir CAZymes repertuarina sahip oldugu
bilinmektedir; bu nedenle, Bacteroides cinsi iiyelerinin kolondaki ¢esitli diyet liflerinin
ana pargalayicilari olduguna inanilmaktadir (Koropatkin vd., 2012).

Donor A ve B' ye benzer sekilde, OTU6 Lachnospiraceae, OTU11 Ruminococcus
bromii ve OTU31 Bacteroides (100) uniformis (72)' in nispi bolluklarinin, enzimatik
olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonlari sonucunda Dondr C' de asir1 derecede
arttigin1 gozlemledik. OTUG Lachnospiraceae’ nin Donér C* deki baslangigtaki nispi
bollugu %0,16 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X,
RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde sirastyla %2,29, %2,84, %3,41 ve %4,54’ ¢
yiikselmistir. Nispi bolluktaki bu artiglar, baslangica kiyasla, sirasiyla 14,31; 17,75; 21,31
ve 28,40 oranlarinda kat artisina karsilik gelmektedir. OTU11 Ruminococcus bromii' nin
Donor C' deki baslangigtaki nispi bollugu %1,31 iken; 48 saatlik fermantasyon sonrasinda
RoGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde sirasiyla
%9,54, %2,13, %9,95 ve %]12,12 oranlarna yiikselmistir. Bu oranlar goz oniinde
bulunduruldugunda nispi bollugunda, baslangica kiyasla, sirasiyla 7,28; 1,63; 7,60 ve
9,25 kat artig gostermistir. OTU31 Bacteroides (100) uniformis (72)" in ise Donér C' deki
baslangigtaki nispi bollugu %5,62 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X,
RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X 6rneklerinde sirastyla %24,48, %34,98,
%27,51 ve %30,15” e yiikselmistir, bu da nispi bollukta sirasiyla 4,36; 6,22; 4,90 ve 5,36
kat artisa (0. saate kiyasla) karsilik gelmektedir.

Donoér D’ de; A,B ve C dondrlerine benzer sekilde, enzimatik olarak sentezlenen
a-glukanlarin  fermantasyonu sonucunda OTU6 Lachnospiraceae ve OTU1l
Ruminococcus bromii' nin nispi bolluklarinin artis gosterdigi gézlemlenmistir. Dondr D'
de OTUG6 Lachnospiraceae' nin baslangictaki nispi bollugu %]1,16 iken, 48 saatlik
fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X
orneklerinde sirasiyla %3,42, %2,87, %7,89 ve %9,71 oranlarina yiikselmistir. Nispi
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bollugunun gozlemlenen kat artisinda ise baslangica kiyasla sirasiyla 2,95; 2,47; 6,80 ve
8,37 kat artisa karsilik gelmektedir.
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Sekil 34. Taksonlarin 48 saatlik fermantasyondan sonra gozlenen nispi bolluklari (%). Sekil bir sonraki
sayfada devam etmektedir (E, F, G ve H dondrleri i¢in elde edilen sonuglar bir sonraki sayfada
verilmistir).

Ayrica, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonu sonucunda
Lachnospiraceae ile iligkili bagska bir OTU (OTU30) da tesvik edilmistir. OTU30
Lachnospiraceae' nin Dondr D'deki baslangigtaki bagil bollugu %0,96 iken, 48 saatlik
fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X
orneklerinde sirasiyla %5,45, %3,85, %8,62 ve %4,07’ e yiikselmistir; bu da nispi
bollukta sirasiyla 5,68; 4,01; 8,98 ve 4,24 kat artisa (0. saate kiyasla) karsilik gelmektedir.
OTU11 Ruminococcus bromii' nin ise Dondr D' deki baslangigtaki nispi bollugu %5,98
iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve
RoGBE 0,1X orneklerinde sirastyla %29,35, %2799, %12,54 ve %15,12° ye
yiikselmistir. Nispi bolluktaki kat artis1 ise baslangica kiyasla (0. saat) sirasiyla 4,91; 4,68;
2,10 ve 2,53 kat artisa karsilik gelmektedir.
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OTU6

Lachnospiraceae ve OTU11 Ruminococcus bromii' nin goreceli bolluklarinin, enzimatik

Donér E' de, yukarida tartisilan diger dondrlere benzer sekilde,

olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonlari sonucunda asir1 derecede artis
gosterdigini gozlemledik. Dondr E' de OTUG6 Lachnospiraceae’ nin baslangigtaki nispi
bollugu %1,60 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X,
RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde sirastyla %25,61, %25,79, %17,21 ve
%23,79 oranlarina yiikselmistir. Bu da nispi bollukta sirasiyla 16,00; 16,12; 10,76 ve
14,96 kat artisa (0. saate kiyasla) karsilik gelmektedir. OTU11 Ruminococcus bromii’ nin
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m OTU1 Prevotella copri

u OTUS Ruminococcaceae

® OTU9 Collinsella aerofaciens

B OTU13 Butyrivibrio crossotus

= OTU17 Blatuia luti (99)

= OTU21 Bacteria

= OTU25 Lachnospiraceae

u OTU29 Bifidobacterium bifidum
m OTU33 Lachnospiraceae

= OTU37 Parasutterella excrementihominis
= OTU41 Lachnospiraceae

m OTU4S Lachnospiraceae

= OTU4S Prevotella copri

1 OTUS3 Firmicutes

u OTU6S Bacteroides

u OTU72 Bacteria

m OTUB4 Clostridiales

= OTU94 Clostridiales

m OTU111 Clostridiales
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 0TU2 Bacteroidetes
W OTUG Lachnospiraceae
m OTU10 Fusicatenibacter saccharivorans
= OTU14 Bifidobacterium (100) adolescentis (75)
u 0TU18 Methancbrevibacter
= OTU22 Ruminococcaceae
= OTU26 Bifidobacterium
u OTU30 Lachnospiraceae
B OTU34 Prevotella stercorea
= OTU38 Firmicutes
 0TU42 Clostridiales
® OTUA46 Bilophila wadsworthia
0OTUS0 Dialister
OTUS4 Firmicutes.
= OTU66 Faecalibacterium prausnitzii
W OTU73 Ruminococcaceae
® OTUS7 Ruminococcaceae
0OTU98 Clostridiales
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= OTU3 Catenibacterium misuokai (99)

W OTU7 Succinivibrio dextrinolvens

m OTU11 Ruminococcus bromii

= OTU15 Roseburiainulinivorans (99)

W OTU19 Ruminccoccaceae

= OTU23 Prevotella
0TU27 Faecalibacillus

W OTU31 Bacteroides (100) uniformis (72)

W OTU35 Dorea longicatena

= 0TU39 Ruminococcaceae

W OTU43 Lachnospiraceae

W OTU47 Phocaeicola massiliensis
0TUS1 Holdemanella

m OTUSS Clostridiales

®u OTU69 Ruminococcaceae

WOTU7S Clostridiales

= 0TU91 Lachnospiraceae

= OTU105 Akkermensia muciniphila

» OTU4 Agathobacter
m OTUS Phocaeicola vulgatus
= OTU12 Holdemanella
OTU16 Lachnospiraceae
® OTU20 Lachnospiraceae
= OTU24 Bacteroides (100) ovatus (53)
0TU28 Bifidobacterium
W OTU32 Coprococcus eutactus
W OTU36 Romboutsia
0OTU40 Lachnospiraceae
u OTU44 Ruminococcaceae
m OTU48 Bacteria
0TUS2 Blautia obeum
m OTUS7 Phocaeicola
= OTU70 Firmicutes
m OTU77 Desulfovibrio
= OTU93 Firmicutes
= OTU110 Firmicutes

T3

Sekil 34’ iin devami. Fermantasyonun 48. saatinden sonra gozlemlenen taksonlarin nispi bolluklari (%).
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Donér E’ deki baslangic¢ nispi bollugu %0,82 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda
RoGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde sirasiyla
%6,00, %3,80, %8,02 ve %6,20° ye yiikselmistir. Nispi bolluklardaki kat artis1 goz
ontinde bulunduruldugunda ise sirasiyla 7,32; 4,63; 9,78 ve 7,56 kat artisa (0. saate
kiyasla) karsilik gelmektedir. Bunlara ek olarak, Clostridiales ile iliskili OTU' larin
(OTU42) goreceli bollugunun da arttigini gozlemledik. Dondér E' deki OTU42
Clostridiales' in baglangictaki nispi bollugu %0,33 iken, 48 saatlik fermantasyon
sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X o6rneklerinde
strastyla %3,62, %2,54, %2,98 ve %3,24 oranlarina yiikselmistir; bu da goreceli bollukta
sirastyla 10,97; 7,70; 9,03 ve 9,82 kat artisa (0. saate kiyasla) karsilik gelmektedir.
Clostridiales tiyelerinin biitirat {iretme kabiliyetine sahip oldugu bilinmektedir (X. Fu vd.,
2019); dolayisiyla, Clostridiales, Donor E' de enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin
bir sonucu olarak nispeten daha yiiksek biitirat {iretimi gdzlemlememize katkida bulunan
bir faktor olabilir.

Donér F incelendiginde, OTU6 Lachnospiraceae ve OTU11l Ruminococcus
bromii' nin nispi bolluklarinin enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonu
sonucunda arttig1 bir kez daha gézlemlenmistir. Dondr F' de OTU6 Lachnospiraceae’ nin
baslangigtaki bagil bollugu %0,16 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X,
RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X 6rneklerinde sirasiyla %5,96, %9,25,
%?3,24 ve %2,87 ye yiikselmistir. Nispi bolluk kat artiginda ise sirasiyla 37,25; 60,31;
20,25 ve 17,94 oranlarinda kat artisina karsilik gelmektedir. OTUL11l Ruminococcus
bromii' nin Dondr F' deki baglangictaki nispi bollugu %0,85 iken, 48 saatlik fermantasyon
sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X 6rneklerinde
sirastyla %13,52, %9,16, %22,88 ve %]11,14 oranlarina yiikselmistir; yani nispi bollukta
(0. saate kiyasla) 15,91; 10,78; 26,92 ve 13,11 kat artisa karsilik gelmektedir. OTUG6 ve
OTU11l' e ek olarak, F donériinde, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin
fermantasyonu sonucunda OTU13 Butyrivibrio crossotus' un nispi bollugunda yiiksek
oranda artiglar gozlenmistir. Donor F' de OTU13 Butyrivibrio crossotus' un baslangigtaki
nispi bollugu %0,04 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda ROGBE 0X, RoGBE
0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X 6rneklerinde sirasiyla %13,34, %17,85, %9,76
ve %7,98” e yiikselmistir. Bu sonuglara gore nispi bollukta (0. saate kiyasla) sirasiyla
333,50; 446,25; 244,00 ve 199,50 oranlarinda yiiksek bir kat artis1i meydana gelmistir.
Butyrivibrio crossotus insan kolonunda biitirat iiretme kabiliyetine sahiptir (Fu vd.,

2019); dolayisiyla Butyrivibrio crossotus, Donor F' de enzimatik olarak sentezlenen a-
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glukanlarin sonucu olarak nispeten daha yiiksek biitirat tiretimi gozlemlememize katkida
bulunan bir faktor olabilir.

Dondér G' de, yukarida tartisilan diger dondrlere benzer sekilde, OTU6
Lachnospiraceae ve OTU11 Ruminococcus bromii' nin nispi bolluklarinin, enzimatik
olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonlar1 sonucunda arttigini, ancak OTU11
Ruminococcus bromii' de gozlenen artiglarin diger dondrlerde gozlenen kadar asiri
olmadigini gozlemledik. OTU6 Lachnospiracea’ nin 0. saat zaman noktasinda Donér G'
deki nispi bollugu %1,16 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda bu bakteriyel taksonun
nispi bollugu ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X o6rneklerinde
strastyla %7,45, %4,29, %7,23 ve %5,18 oranlarina yiikselmistir, bu da nispi bollukta
strastyla 6,42; 3,70; 6,23 ve 4,47 kat artisa (0. saate kiyasla) karsilik gelmektedir. Diger
taraftan, OTU11 Ruminococcus bromii' nin Dondr G' deki nispi bollugu 0. saat zaman
noktasinda %6,89 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda bu bakteriyel taksonun nispi
bollugu ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde
strastyla %28,15, %37,62, %10,52 ve %23,70° e yiikselmistir. Nispi bolluktaki bu artig
sirastyla 4,08; 5,46; 1,53 ve 3,44 kat artisa karsilik gelmektedir.

Son olarak, yukarida tartisilan diger dondrlerde oldugu gibi, OTU6
Lachnospiraceae ve OTU11 Ruminococcus bromii' nin nispi bolluklariin, enzimatik
olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonlari sonucunda Dondr H' da arttigini
gozlemledik. Dondr H' da OTUG6 Lachnospiraceae’ nin baglangigtaki nispi bollugu %0,58
iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda bu bakteriyel taksonun nispi bollugu ROGBE
0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X orneklerinde sirasiyla %2,42,
%3,53, %1,82 ve %1,71’ e yiikselmistir ve bu da nispi bollukta, baslangica kiyasla,
sirasiyla 4,17; 6,09; 3,14 ve 2,95 kat artisa karsilik gelmektedir. Ayrica, Lachnospiraceae
ile iliskili diger OTU’ lar (OTU16 ve OTU33) da enzimatik olarak sentezlenen o-
glukanlarin fermantasyonu sonucunda tesvik edilmistir. OTU11 Ruminococcus bromii'
nin Dondr H' daki baslangigtaki nispi bollugu %0,58 iken, 48 saatlik fermantasyon
sonrasinda bu bakteriyel taksonun nispi bollugu ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE
0,01X ve RoGBE 0,1X 6rneklerinde sirasiyla %0,69, %1,76, %1,64 ve %1,27 oranlarina
yiikselmistir, bu da nispi bollukta sirastyla 1,19; 3,03; 2,83 ve 2,19 kat artisa (0. saate
kiyasla) karsilik gelmektedir. Bunlara ek olarak, H dondriinde, enzimatik olarak
sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonu sonucunda OTU13 Butyrivibrio crossotus' un
nispi bollugunun da asir1 derecede arttigini gozlemledik. OTU13 Butyrivibrio crossotus'

un Donér H' daki baslangigtaki nispi bollugu %0,04 iken, 48 saatlik fermantasyon
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sonrasinda bu bakteriyel taksonun nispi bollugu ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE
0,01X ve RoGBE 0,1X o6rneklerinde sirastyla %4,69, %3,82, %5,89 ve %4,94° ¢
yukselmistir. Burada nispi bollukta, baslangica kiyasla, sirasiyla 117,25; 95,50; 147,25
ve 123,50 kat artis meydana gelmistir. Donor C' de gézlemlendigi gibi, Don6r H' da da
yukarida belirtilen bakteri taksonlarina ek olarak, OTU31 Bacteroides (100) uniformis
(72)" in goreceli bollugunun enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fermantasyonu
sonucunda arttig1 tespit edilmistir. OTU31 Bacteroides (100) uniformis (72)" in Donér H'
daki baslangictaki nispi bollugu %0,44 iken, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda bu
bakteriyel taksonun nispi bollugu ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X ve RoGBE
0,1X orneklerinde sirasiyla %6,25, %5,33, %5,33 ve %7,32 oranlarina yiikselmistir.
Baslangica kiyasla nispi bollukta sirasiyla 14,20; 12,11; 12,11 ve 45,82 kat artis meydana
gelmistir.

Yukarida detaylandirildigr tizere, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlar genel
mikrobiyota kompozisyonlarin1 dondre bagl bir sekilde etkilemistir. Sasirtict bir sekilde,
tim dondrlerde, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin Ruminoccocus bromii ve
Lachnospiracaea ile ilgili OTU' lar1 tesvik ettigi, ancak tesvik derecesinin yapiya bagh
oldugu bulunmustur. Hem Ruminoccocus bromii hem de Lachnospiraceae iiyeleri, biitirat
tiretme yetenekleri nedeniyle kolonda bulunan faydali bakteriler olarak kabul
edilmektedir. Sonuglarimizdan ortaya ¢ikan bir diger ilging bulgu ise hem direncli nisasta
kontrollerinin hem de enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin a-(1,4) ve a-(1,6)
glukoz baglarindan olustugu, ancak fermantasyonun sonunda farkli bakteri taksonlarini
tesvik ettikleri bulunmustur. Bu durum, glikozil baglarina (kimyasal yap1 yoluyla) ek
olarak, diyet liflerinin diger yapisal 6zelliklerinin (belki de morfolojik ve fiziksel yap1
ozellikleri) kolondaki belirli bakteri gruplarmi tesvik etme yeteneklerini belirlemede
onemli rol oynadigin1 gostermektedir.

Ayrica, daha iyi gorsellestirme saglamak amaciyla, 48 saatlik fermantasyondan
sonra her bir mikrobiyal taksonun nispi bollugunda meydana gelen kat degisiklikleri (0
zamanina gore) de hesaplanmis ve 1s1 haritalarinda gosterilmistir (Sekil 35). Sekil 35' de
goriilebilecegi gibi, dondre 6zgii enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlar, her bir
mikrobiyal taksonun kat degisimlerini hem dondére hem de yapiya 6zgi sekillerde

etkilemistir.
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Sekil 35’ in devami. Enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin ve direngli nisasta kontrollerinin 48
saatlik fekal fermantasyonundan sonra en duyarli mikrobiyal taksonlarin géreceli bolluklarindaki kat
degisikliklerini (0 zamanina goére) temsil eden 1s1 haritalari. Sonuglar her donér igin ayr1 ayri
gosterilmistir.
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Ayrica, tim donoérler i¢in hesaplanan her bir mikrobiyal taksonun kat degisim
degerlerinin ortalamasini alinmis ve substratlarimizin kolon mikrobiyota kompozisyonu
tizerindeki etkilerine iliskin genel bir gériiniim saglamak igin bir 1s1 haritasinda (Sekil 36)
grafiklendirilmistir. Sekil 36" de daha agik bir sekilde goriildiigii tizere hem direngli
nisasta kontrolleri hem de enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlar a-(1,4) ve a-(1,6)
glukoz baglarindan olugsmasina ragmen, fermantasyonun sonunda farkli bakteri
taksonlarin tesvik ettikleri bulunmustur. Ayrintili olarak, direngli nisasta kontrollerinin
Blatuia luti (OTUL17) ve Lachnospiraceae (OTUZ20) ve Blatuia obeum (OTU52) ile ilgili
OTU' lar1 tesvik ettigi bulunmustur (Sekil 36). Ote yandan, enzimatik olarak sentezlenen
a-glukanlarin Lachnospiraceae (OTU6 ve OTU30), Ruminococcus bromii (OTU11),
Butyrivibrio crossotus (OTU13) ve Bacteroides (OTU31) ile ilgili OTU' lar1 tesvik ettigi
bulunmustur. Enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin yukarida belirtilen taksonlar1
tesvik derecelerinin a-glukanlarin yapisina bagli oldugu bulunmustur; ancak, mikrobiyal
taksonlarin higbirinde a-glukanlarin yapilari (dallanma orani) ile kat degisimleri arasinda
belirli bir egilim gozlenmemistir. Burada, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin
dallanma orani ile OTU31 Bacteroides (100) uniformis (72)’ in nispi bollugundaki kat
degisimleri arasinda dogrudan bir iligki var gibi goriinse de (Sekil 36), bunun yalnizca 3
donor igin gegerli olmasi dikkat ¢ekicidir (B, D ve F donorlerinde), enzimatik olarak
sentezlenen o-glukanlarin dallanma orani arttikga OTU31 Bacteroides (100) uniformis
(72)’ in nispi bolluklarinda daha yiiksek kat degisiklikleri gozlenmistir (Sekil 35, donor
B, donor D ve donor F i¢in paneller). Aksine, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin
dallanma orani ile OTU30 Lachnospiraceae’ nin nispi bollugundaki kat degisimleri
arasinda ters bir iligki var gibi goriinse de (Sekil 36), bu sadece 3 dondr i¢in gegerliydi
(A, F ve H donorlerinde), enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin dallanma orami
azaldiginda OTU30 Lachnospiraceae’ nin nispi bolluklarinda daha yiiksek kat
degisiklikleri gozlenmistir (Sekil 35, dondr A, donor F ve dondr H i¢in paneller). Yine,
donorler arasinda gozlemlenen bu farkliliklar, mikrobiyal topluluklarin belirli bir diyet
lifine farkli tepki vermesine neden olan dondrler arasinda gozlemlenen bireyler arasi

farkliliklara baglanabilir.
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Tim Donérlerin Ortalamasi Kat Degisimi (0 zamanina gore)
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Sekil 36. Enzimatik olarak sentezlenmis a-glukanlarin ve direngli nisasta kontrollerinin 48
saatlik fekal fermantasyonundan sonra en duyarli mikrobiyal taksonlarin goreceli bolluklarindaki
ortalama (8 dondriin ortalamast) kat degisikliklerini (0 zamanina gore) temsil eden 1s1 haritasi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Bu c¢alismada , sabit miktarda NpAS ve degisen miktarda ROGBE kullanarak,
farkli dallanma yogunluguna (farkli a-1,4 ve a-1,6 oranina) sahip dort farkli a-glukan
(ROGBE 0X, RoGBE 0,001X, RoGBE 0,01X, RoGBE 0,1X) enzimatik olarak
sentezlenmis ve akabinde iist gastrointestinal sindirim sistemi enzimleri ile muamele
edilmistir. Ust gastrointestinal sindirim sistemi enzimleri ile muamele sonucunda
enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin dallanma yogunluklari %0,10 ila %2,80
arasinda degigmektigi tespit edilmistir. Daha sonra, enzimatik olarak sentezlenen a-
glukanlarin kolondaki mikrobiyota kompozisyonunu ve mikrobiyal metabolitleri modiile
etme yeteneklerini test etmek i¢in, 8 farkli saglikli dondrden elde edilen diski
mikrobiyotas1 kullanilarak anaerobik olarak in vitro fekal fermantasyon deneyleri
uygulanmis ve fermantasyon boyunca (0, 2, 4, 6, 12, 24 ve 48 saatlik fermantasyon)
olusan kisa zincirli yag asitleri izlenmis ve 0, 24 ve 48 saatlik fermantasyondaki
mikrobiyal kompozisyon degisiklikleri degerlendirilmistir. Kisa zincirli yag asitleri
analizi, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin biitirat olusturma yeteneklerinin
yapisal 6zelliklerine siki sikiya bagli oldugunu ortaya koymustur. Genel olarak, daha az
dallanma birimine sahip a-glukanlar (daha yiiksek a-1,4 ve a-1,6 baglanti orani1) daha
yiiksek mikrobiyal biitirat liretimiyle sonug¢lanmistir. Daha sonra, enzimatik olarak
sentezlenen o-glukanlarin kolondaki mikrobiyota kompozisyonunu ve mikrobiyal
metabolitleri modiile etme yeteneklerini test etmek igin, 8 farkli saglikli dondrden elde
edilen digki mikrobiyotasi kullanilarak anaerobik olarak in vitro fekal fermantasyon
deneyleri uygulanmis ve fermantasyon boyunca (0, 2, 4, 6, 12, 24 ve 48 saatlik
fermantasyon) olusan kisa zincirli yag asitleri izlenmis ve 0, 24 ve 48 saatlik
fermantasyondaki mikrobiyal kompozisyon degisiklikleri degerlendirilmistir.

Kisa zincirli yag asitleri analizi, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin
biitirat olusturma yeteneklerinin yapisal 6zelliklerine gore degiskenlik gosterdigi tespit
edilmistir. Genel olarak, daha az dallanma birimine sahip a-glukanlar (daha yiiksek a-1,4
ve 0-1,6 baglanti orani) daha yiiksek mikrobiyal biitirat iiretimiyle sonug¢lanmustir.

Yapilan analizler sonucunda, a-glukanlarin, farkli dallanma oranlar1 ve molekiiler
agirliklarinin kolonik mikrobiyota bilesimi ve kisa zincirli yag asitleri olusumu tizerinde
farkli etkileri oldugu ortaya konmustur. Dallanma oranindaki azalmanin biitirat tiretimi
tizerindeki olumlu etkisi gézlemlenmis, fakat bunun yani sira biitirat iiretimi artiginin tek

sebebinin glikozidik bag orani olmadig1 tespit edilmistir. Ornegin Donér D’ de daha az
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dallanma oranina sahip olan ROGBE 0,001X, direngli nisasta kontrollerine kiyasla daha
fazla biitirat olusumuyla sonuglanirken, Dondr E’ de bu durum kontrollerle neredeyse
ayn1 oranlarda biitirat olusumunu tesvik etmistir. Diger dondrlerde ise bu durum tam
tersine direngli nisasta kontrollerinde daha fazla biitirat olusumuyla sonu¢lanmistir. Yani
bu durumda, biitirat olusumunu tesvik eden tek faktoriin daha az dallanma yapist oldugu
diistinlilmemelidir. Bu durum, her dondriin mikrobiyota bilesimi farkliligi, tiiketim
aligkanlig1 ve mikrobiyotadaki ¢apraz besleme ile agiklanabilir.

Diger bir bulgu ise, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin fekal mikrobiyota
tarafindan direncli nigasta kontrollerine kiyasla daha yavas fermente edildigidir. Boyle
bir durumda diyet lifleri, tiim kolon boyunca bulunan yerlesik mikrobiyota tarafindan
verimli bir sekilde kullanilabilmekte ve kolonun distal kisimlarindan fermantasyon
sonucu olusan mikrobiyal KZYA’ larin emilimi ger¢eklesmektedir. Bu sayede distal
kolonda olusabilecek hastaliklar dnlenebilmekte ve bagirsak epitel hiicrelerinin ihtiyaci
olan enerji karsilanabilmektedir. Ayrica a-glukanlar kendi arasinda karsilastirildiginda,
dallanma yapilarindaki farkliliklardan dolayr hizli ya da yavas sindirilebilirliginin
degistigi gézlemlenmistir. Tiim dondrlerde, daha fazla dallanma yapisina sahip olan a-
glukanlarim (RoGBE 0,01X ve RoGBE 0,1X), daha az dallanma yapisinda olanlara
(RoGBE 0,001X ve RoGBE 0X) kiyasla daha yavas fermente edildigi tespit edilmistir.

Istatistiksel analiz sonuglarma gore, daha diisiik dallanma yogunluguna sahip
enzimatik olarak sentezlenmis a-glukanlar genellikle fermantasyonun sonunda daha
yuksek miktarlarda propiyonat ve biitirat olusumuyla sonuglanmistir. Fakat, hem donor
(baslangi¢ mikrobiyota toplulugu) hem de glukan (diyet lifi) yapis1 kolon mikrobiyotasi
tarafindan olusturulan metabolitleri etkilemistir.

B-cesitlilik sonuglarimiz, dondriin mikrobiyal topluluk kompozisyonlari iizerinde
kesin bir etkisi oldugunu ortaya koymustur. Enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin
ise genellikle yapisal olarak benzer mikrobiyal topluluklar ortaya ¢ikardigini gostermistir.
a-c¢esitlilik sonuglarinda ise; sentezlenen a-glukanlarin fekal mikrobiyal topluluklarin a-
cesitliligini farkli sekilde etkileme kabiliyetine sahip oldugunu, ancak bu etkinin biiyiik
6l¢iide donorlere bagli oldugunu gostermistir.

Enzimatik olarak sentezlenmis a-glukanlarin fermentasyonu sonucu kalin
bagirsakta hangi mikroorganizma gruplarinin gelisimini asir1 derecede tesvik ettiinin
belirlenmesi amaciyla fermentasyonun 0. ve 48. saatlerinde elde edilmis olan verilere
dogrusal diskriminant analizi (LEfSe — Linear discriminant anlysis Effect Size)

uygulanmig ve Ruminococcus cinsine ait OTU’ larin enzimatik olarak sentezlenmis o-
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glukanlar i¢in, Blautia cinsine ait OTU’ larin ise nisasta (pozitif kontrol 6rnekleri) i¢in
diskriminant mikroorganizmalar (asir1 temsil edilen taksonlar) oldugu tespit edilmistir.
LEfSe analizi sonucunda herhangi bir taksonun herhangi bir 6rnek i¢in diskriminant
olmadig1 tespit edilmistir.

Mikrobiyal taksonomik ortalamalar incelendiginde, Prevotella, Ruminococcus,
Bacteroides ve Lachnospiraceae ile iliskili OTU’ larin substratlarimiza 6nemli yanit
verenler oldugunu ortaya koymustur. a-Glukanlarin kalin bagirsak mikrobiyota bilesimi
tizerindeki etkileri, her bir dondriin mikrobiyota bilesim farkliligindan dolayi, farkli
gozlemlenmistir. Buna 6rnek olarak, bu ¢alismada kullanilan substratlar farkli mikrobiyal
taksonlarin hem donére 6zgli hem de yapiya 0zgii bir sekilde uyarilmasina neden
olmustur. Sasirtic1 bir sekilde, tiim donérlerde, enzimatik olarak sentezlenen a-
glukanlarin Ruminoccocus bromii ve Lachnospiracaea ile ilgili OTU' lar1 tesvik ettigi,
ancak tesvik derecesinin yapiya bagli oldugu bulunmustur. 48 saatlik fermantasyondan
sonra her bir mikrobiyal taksonun nispi bollugunda meydana gelen kat degisiklikleri (0
zamanina gore) de hesaplanmis ve 1s1 haritalarinda, dondre 6zgili enzimatik olarak
sentezlenen a-glukanlar, her bir mikrobiyal taksonun kat degisimlerini hem dondre hem
de yapiya 0zgii sekillerde etkilemistir. Hem direngli nisasta kontrolleri hem de enzimatik
olarak sentezlenen a-glukanlar a-(1,4) ve a-(1,6) glukoz baglarindan olugsmasina ragmen,
fermantasyonun sonunda farkli bakteri taksonlarini tesvik ettikleri bulunmustur.

Sonug olarak, bu calismada elde edilen sonuglar, sindirilemeyen a-glukanlarin
kolondaki faydali mikroplari ve mikrobiyal metabolitleri tesvik edebilecegini, ancak
tesvik derecesinin yapiya bagli oldugunu ortaya koymaktadir. Genel olarak bu caligsma,
biyokatalitik reaksiyonlarin, istenen kolonik fonksiyona sahip sindirilmeyen
karbonhidratlar1 sentezleme firsat1 verdigini gostermektedir.

5.2 Oneriler

Bu projede, enzimatik olarak sentezlenen a-glukanlarin kolonik mikrobiyota
bilesimleri ve mikrobiyal metabolitler {izerindeki etkileri in vitro olarak
degerlendirilmistir. Bu nedenle, gelecekteki c¢alismalar, bu projenin sonuglarini
dogrulamak i¢in in vivo ¢aligmalar (Oncelikle hayvan modelleri iizerinde) yapmaya

odaklanmalidir.
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