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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DIYABET FARE MODELINDE MISIR, YONCA VE CAYIROTU KAYNAKLI FERMENTE
BiTKi SIVILARININ (PFJ) BAGIRSAK MiKROBiYOTASI PROFILi UZERINDEKI
ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

ASLI NUR AYDEMIR

HARRAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
GENETIK ANA BIiLiM DALI

Yil: 2025, Sayfa : 58

Bu calismada, diyabet fare modelinde misir, yonca ve ¢ayirotu bitkilerinden elde edilen fermente bitki
sivilarinin - (PFJ)  bagirsak  mikrobiyotast  {izerindeki etkileri —metagenomik ydntemlerle
degerlendirilmistir. Calismada 30 erkek Balb/c fare, bes gruba (Kontrol, Pozitif Kontrol, Cayirotu
PFJ, Misir PFJ ve Yonca PFJ) ayrilmistir. Tip 2 diyabet modeli Streptozotosin (STZ) uygulamasiyla
olusturulmus, deney siiresince PFJ’ler icme suyuna ilave edilerek uygulanmistir. Deney sonunda
bagirsak orneklerinden DNA izolasyonu yapilmig, 16S rRNA geninin V3-V4 bolgeleri yeni nesil
dizileme (NGS) yontemiyle analiz edilmistir. Alfa ve beta ¢esitlilik analizleri, PFJ uygulamalarinin
bagirsak mikrobiyotasinda dengeleyici etkiler olusturdugunu gostermistir. Kontrol grubunda
mikrobiyal gesitlilik en yiiksek diizeyde iken, Pozitif Kontrol grubunda belirgin azalma gbézlenmistir.
PFJ uygulamalar1 ozellikle Misir ve Caywrotu PFJ gruplarinda cesitliligin yeniden arttigim
gostermistir. Taksonomik analizlerde bagirsak mikrobiyotasinda temel subeler olan Firmicutes ve
Bacteroidota’nin baskin oldugu ve PFJ uygulamalarinin bu dengeyi korudugu belirlenmistir. Buna ek
olarak, metabolik parametrelerin degerlendirilmesi Yonca PFJ grubunun diger tiim gruplara kiyasla en
yiiksek insiilin diizeyini gosterdigi ve kan glukozunun anlamli bi¢cimde diistiiglinii gostermistir. Bu
bulgular dogrultusunda, PFJ uygulamalarinin diyabete bagli mikrobiyal disbiyozisi hafiflettigi,
bagirsak mikrobiyotasinin yapisal ¢esitliligini destekledigi ve potansiyel bir biyoterapotik ajan olarak
degerlendirilebilecegi sonucuna varimustir.

ANAHTAR KELIMELER: Bagirsak mikrobiyotas1, Diyabet, PFJ, Metagenomik analiz



ABSTRACT

MASTER THESIS

EVALUATION OF THE EFFECTS OF FERMENTED PLANT JUICES (PFJ) DERIVED
FROM CORN, ALFALFA, AND MEADOW GRASS ON GUT MICROBIOTA PROFILE IN A
DIABETIC MOUSE MODEL

ASLI NUR AYDEMIR

HARRAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE EDUCATION
DEPARTMENT OF GENETICS

Year: 2025, Page : 58

In this study, the effects of fermented plant juices (PFJs) obtained from corn, alfalfa, and meadow
grass on the gut microbiota in a diabetic mouse model were evaluated using metagenomic methods.
Thirty male Balb/c mice were divided into five groups (Control, Positive Control, Meadow Grass PFJ,
Corn PFJ, and Alfalfa PFJ). The type 2 diabetes model was induced by streptozotocin (STZ)
administration, and PFJs were administered by adding them to the drinking water throughout the
experiment. At the end of the experiment, DNA was isolated from intestinal samples, and the V3-V4
regions of the 16S rRNA gene were analyzed using next-generation sequencing (NGS). Alpha and
beta diversity analyses showed that PFJ treatments exerted a balancing effect on the gut microbiota.
Microbial diversity was highest in the Control group, whereas a significant decrease was observed in
the Positive Control group. PFJ treatments particularly increased diversity in the Corn PFJ and
Meadow Grass PFJ groups. Taxonomic analyses revealed that the dominant phyla in the gut
microbiota were Firmicutes and Bacteroidota, and PFJ treatments helped maintain this natural
balance. Furthermore, metabolic parameter evaluations indicated that the Alfalfa PFJ group exhibited
the highest insulin levels and a significant reduction in blood glucose compared to all other groups.
Overall, these findings suggest that PFJ treatments alleviate diabetes-related microbial dysbiosis,
support the structural diversity of the gut microbiota, and may be considered potential biotherapeutic
agents.

KEYWORDS: Gut microbiota, Diabetes, PFJ, Metagenomic analysis
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GIRIS A. Nur AYDEMIR

1. GIRIS

Diyabetes mellitus (DM), insiilin salgisindaki yetersizlik ya da viicudun
insiiline yanit verebilme 6zelliginin bozulmasi ile ortaya ¢ikan, kan glukoz diizeyinin
stirekli yiiksek seyretmesiyle tanimlanan bir metabolik hastaliktir (Petersmann vd.,
2019). Diinya genelinde giderek artan goriilme sikligi nedeniyle 6nemli bir halk
saglig1 sorunu haline gelen diyabet, yalnizca bireylerin yasam kalitesini diisiirmekle
kalmayip saglik sistemlerine de ciddi ekonomik ytikler getirmektedir (American
Diabetes Association [ADA], 2023). Uluslararast Diyabet Federasyonu’nun 2021
verilerine gore diinya genelinde yaklasik 537 milyon yetiskin diyabet hastasi
bulunmaktadir ve bu saymin 2030 yilina kadar 643 milyona ulasacagi
diistiniilmektedir (International Diabetes Federation [IDF], 2021). Uzun doénemli
komplikasyonlar arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar, noropati, nefropati ve

retinopati gibi bir¢ok sistemik sorun yer almaktadir (ADA, 2023).

Geleneksel diyabet patofizyolojisi ¢ogunlukla pankreatik fonksiyonlar ve
glukoz metabolizmasi {izerinden degerlendirilmis olsa da, son yillarda bagirsak
mikrobiyotasinin bu siireglerde diisiindiigiimiizden ¢ok daha 6nemli bir yere sahip
oldugu anlagilmistir (Qin vd., 2012). Bagirsak mikrobiyotasi, bagisiklik
diizenlenmesi, enerji dengesi ve metabolik homeostaz gibi pek ¢ok temel islevde rol
almaktadir (Sommer ve Bickhed, 2013). Ancak diyabet gibi kronik hastaliklar bu
mikrobiyal dengeyi bozarak disbiyozis adi verilen duruma neden olur. Bu da yararh
bakteri tiirlerinin azalmasi, patojen tiirlerin ¢ogalmasi, bagirsak bariyer biitiinliigiiniin
zayiflamasi ve sistemik inflamasyonun artmasi gibi sonuglara yol acgabilir (Cani ve
Delzenne, 2009).

Bu mikrobiyal degisimlerin anlasilmasi, diyabetin 6nlenmesi ve tedavisinde
mikrobiyotaya yonelik yeni yaklagimlarin Oniinli a¢mustir. Son yillarda,
probiyotikler, prebiyotikler, simbiyotikler ve fermente bitkisel iirlinler {izerine
yapilan calismalar dikkat ¢ekmektedir (Zmora vd., 2019). Bitki bazli fermente
tirtinlerin igcerdigi canli mikroorganizmalar ve biyolojik olarak aktif bilesenlerin,
Ozellikle mikrobiyota dengesini destekleme ve bagisiklik sistemini diizenleme
yoniinde olumlu etkiler saglayabilecegi bildirilmektedir (Sonnenburg ve Béckhed,
2016).

PFJ (Plant Fermented Juice) olarak adlandirilan fermente bitki sivilari,
probiyotik ve prebiyotik 6zellikleri bir araya getirme potansiyeli tasir (Rezac vd.,
2018). Misir, yonca ve caywrotu gibi bitkiler fermente edildiginde ortaya ¢ikan

polifenoller, flavonoidler ve laktik asit bakterileri, bagirsak mikrobiyotasini

1
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destekleyici yonde etkiler olusturabilir (Zhang vd., 2018). Ancak PFJ’lerin diyabetle
iliskili mikrobiyal degisimler {izerindeki etkilerini inceleyen ¢alisma sayis1 oldukca
sinirlidir. Bu konudaki mevcut bilgiler umut verici olsa da yeni aragtirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

1.1. Diyabet

DM, insiilinin yetersizligi ya da dokularin bu hormona yanit verememesi
sonucunda gelisen ve kalici hiperglisemi ile seyreden metabolik bir bozukluktur.
Uzun siireli yiiksek glukoz diizeyleri yalnizca karbonhidrat metabolizmasini degil,
aynt zamanda yag ve protein metabolizmasini da etkileyerek genis kapsamli
fizyolojik hasarlara yol agabilir. Siireg ilerlediginde sinir sistemi, renal yapi, retina ve
kardiyovaskiiler sistem {iizerinde geri doniisii zorlasan hasarlar goriilebilir. DM,

klinik 6zellikleri ve nedenleri temel alinarak dort ana kategoriye ayrilir (ADA, 2023).

1.1.1. Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet, bagisiklik sisteminin pankreastaki beta hiicrelerini hedef almasi
sonucunda geligir ve insiilin iiretimi biliyiik 6l¢iide ortadan kalkar. Genellikle erken

yasta baslar ve yasam boyu insiilin uygulamasi gerektirir.

1.1.2. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet, hiicrelerin insiiline duyarliliginin azalmasiyla ortaya ¢ikar ve
zaman i¢inde insiilin liretiminin gdérece yetersiz hale gelmesiyle ilerler. Baglangicta
pankreas iiretimi telafi etmeye caligsa da siire¢ icerisinde bu kapasite zayiflar.
Hastaligin gelisiminde obezite, sedanter yasam, beslenme aligkanliklar1 ve genetik
faktorler 6nemli rol oynar. Erken donem belirti vermeden ilerledigi i¢in tan1 ¢ogu

zaman gecikir ve bu da komplikasyon gelisimini kolaylastirir (Zheng, 2018).

Son yillarda bagirsak mikrobiyotasi ile Tip 2 diyabet arasindaki iligkiye
dikkat c¢ekilmis; mikrobiyal dengenin bozulmasinin inflamasyon ve metabolik
endotoksemi yoluyla insiilin direncine katki saglayabilecegi oOne siiriilmiistiir.
Tedavide yasam tarzi degisiklikleri temel yaklagim olup, gerektiginde farmakolojik
tedaviler uygulanir. Giincel olarak probiyotiklerin, prebiyotiklerin ve bitkisel
fermente iiriinlerin destekleyici biyoterapotik segenekler olarak kullanimina yonelik
arastirmalar artmaktadir (Qin vd., 2012).

1.1.3. Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel diyabet, gebeligin ilerleyen donemlerinde ortaya c¢ikan glukoz

2
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tolerans bozuklugudur. Genellikle dogum sonrasinda geriler ancak hem anne hem de

cocuk icin gelecekte Tip 2 diyabet gelistirme riskini artirir.

1.1.4. Diger Spesifik Tipler

Bu grupta monojenik kdkenli diyabetler (6rnegin MODY), ekzokrin pankreas
patolojilerine bagli diyabetler ve bazi ilaclarin (kortikosteroidler gibi) tetikledigi

diyabet tiirleri yer alir.

1.2. Probiyotikler

Probiyotikler, yeterli miktarda alindiklarinda konak canli {izerinde yararli
etkiler olusturabilen mikroorganizmalardir. En sik kullanilan probiyotik tiirler
arasinda Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Saccharomyces ve bazi
Bacillus tiirleri bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalar, patojenlere karsi rekabet
ederek  bagirsakta kolonizasyon dengesini  korur, Dbagisiklik sisteminin
diizenlenmesine katki saglar ve mukozal bariyerin biitiinliiglinii destekler. Bazilar1
ayrica antienflamatuvar molekiillerin iiretimini artirabilir ve kisa zincirli yag asitleri
olusturarak bagirsak hiicrelerine enerji saglar. Metabolik hastaliklarla iligkili
caligmalar, belirli probiyotik takviyelerin Tip 2 diyabet dahil bazi bozukluklarda
olumlu etkiler yaratabilecegini gostermektedir (Hill vd., 2014).

1.3. Silaj

Silaj, taze ve nemli yem bitkilerinin oksijensiz bir ortamda fermente edilerek
uzun siire saklanmasini saglayan bir yem yontemidir (McDonald vd., 1991). Bu
yontem 6zellikle ruminant beslenmesinde yaygin olup yesil yemlerin besin degerini
korumay1 amagclar. Misir, sorgum, yonca ve ¢ayirotu gibi bitkiler silaj {iretiminde en
sik tercih edilen tiirlerdir (Kung vd., 2018).

Fermente yemler kuru madde, ham protein, lif i¢erigi, laktik asit bakterileri ve
organik asitler gibi bilesenlerden olusur (Muck ve Shinners, 2001). Silajin kalitesi
kullanilan bitki materyalinin besin yapisina, hasat zamanina, dograma uzunluguna,
sikistirilma derecesine ve fermantasyon siirecindeki mikrobiyal aktiviteye bagh
olarak sekillenir (Weinberg ve Muck, 1996).

Ruminant beslenmesinde silaj 6onemli bir enerji ve protein kaynagidir. Siit
sigirlarinda laktasyon performansini desteklemek, yem tiiketimini dengelemek ve
maliyeti azaltmak icin sik¢a tercih edilir (Kolver ve Muller, 1998). Diizenli silaj

kullanim1 rumen mikrobiyal dengesinin korunmasina ve sindirimin daha verimli



GIRIS A. Nur AYDEMIR

olmasma katki saglar (Filya, 2003). Ayrica yesil yem eksikliginin goriildigi

donemlerde hayvanlarin beslenme siirekliligini korur (Baytok vd., 2005).

Silaj tiretimi sirasinda olusan laktik asit gibi organik asitler pH’nin diigmesine
katki saglar ve bu durum {riiniin bozulmasimi geciktirir. Bu yoniiyle silaj, hem
stirdiiriilebilir hayvancilik hem de kaliteli yem tiretimi agisindan 6nemli bir yer tutar
(Kung vd., 2018).

1.4. Fermente Edilmis Laktik Asit Sivis1 (PFJ)

Fermente bitki bazli laktik asit sivis1 (Pressed Fermented Juice — PFJ), belirli
bitkilerin, uygun ¢evresel kosullar altinda laktik asit bakterileri (LAB) ile fermente
edilmesiyle elde edilen ve canli mikroorganizmalarla birlikte ¢esitli metabolitleri
iceren biyolojik olarak aktif bir sividir (Matsuoka vd., 2016). Bu iirlin yalnizca
probiyotik bakterileri degil, ayn1 zamanda bu bakterilerin sentezledigi iirettigi SCFA,
enzimler ve antioksidan 6zellik tagiyan postbiyotik bilesenleri de barindirir (Marco
vd., 2017). Bu bilesiklerin birlikte bulunmasi hem bagirsak mikrobiyotasinin
desteklenmesinde hem de konak sagligi lizerinde olumlu etkilerin ortaya ¢ikmasinda
etkilidir.

Fermentasyon silirecinde karbonhidrat igeren bitkisel bilesikler LAB
tarafindan organik asitlere doniistiiriiliir. Bu donilisim fermente edilen iriinlerin
yalnizca mikrobiyal stabilitesini ve raf omriinii artirmakla kalmaz, ayni zamanda

biyolojik islevselligini de zenginlestirir (Rezac vd., 2018; Saulnier vd., 2013).

PFJ’lerin igerdigi biyolojik bilesenlerin tiiri ve miktar1 fermantasyonda
kullanilan bitkinin yapisma bagl olarak degiskenlik gosterir. Ornegin misir, yonca
ve cayirotu gibi bitkiler yiiksek lif, fenolik madde ve flavonoid igerikleriyle bilinir.
Bu maddeler fermentasyon siireciyle daha biyoyararli formlara doniiserek bagirsak
tarafindan daha kolay emilebilir hale gelir (Zhang vd., 2018). Bu 6zellik PFJ’leri
probiyotik etkiler ile bitkisel biyoaktif bilesenlerin yararlarmmi bir araya getiren

fonksiyonel bir iiriin haline getirir (Choi vd., 2020).

Bagirsak sagligina yonelik etkileri baglaminda degerlendirildiginde, PFJ’lerde
bulunan LAB kaynakli organik asitlerin bagirsagin pH dengesini diisiirerek zararl
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelledigi ve buna karsilik faydali bakterilerin
tutunmasimi kolaylastirdigi goriilmektedir (Hill vd., 2014). Ayrica postbiyotik
bilesenlerin bagirsak bariyerini gliclendirebildigi ve inflamatuvar siirecleri
azaltabildigi bildirilmistir (Sonnenburg ve Bickhed, 2016).
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Metabolik hastaliklarla iliskilendirilen arastirmalar 6zellikle tip 2 diyabet gibi
durumlarda bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasmin insiilin direnci, glikoz
metabolizmast ve sistemik inflamasyon iizerinde olumsuz sonuglara yol
acabilecegini ortaya koymustur (Gurung vd., 2020). Bu ¢ercevede PFJ gibi hem
probiyotik hem de postbiyotik yonii giiclii tiriinlerin, mikrobiyal dengeyi yeniden
kurma ve metabolik yanitlar1 iyilestirme konusunda potansiyel tasidigi
degerlendirilmektedir. Ozellikle SCFA’larin bagirsakta Glukagon benzeri peptid-1
(GLP-1) hormonunun salgilanmasini artirarak glukoz kontrolii ve insiilin

hassasiyetini olumlu etkiledigi ifade edilmistir (Yadav vd., 2013).

PFJ, icerdigi mikroorganizmalar ve biyoaktif bilesenler sayesinde bagirsak
odakli biyoterapdtik stratejilerde dikkat ¢eken dogal bir alternatiftir. Veteriner ve

insan saglig1 alaninda degerlendirilme potansiyeli tasimaktadir.

1.5. Yeni Nesil Dizileme (Next-Generation Sequencing, NGS)

Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing — NGS), deoksiriboniikleik
asit (DNA) ve riboniikleik asid (RNA) orneklerinin ¢ok kisa siirede ve yliksek
verimle dizilenmesini saglayan ileri bir molekiiler biyoloji teknolojisidir. Geleneksel
Sanger dizileme yontemine gore cok daha fazla miktarda veriyi kisa stirede
tiretebildigi i¢in genetik arastirmalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Goodwin
vd., 2013).

NGS yonteminde biyolojik materyalden elde edilen niikleik asitler pargalanir,
kiitiiphane olusturulur ve ¢ok sayida kiiciik DNA pargasi ayni anda dizilenir (Mardis,
2017). Bu yontem mikrobiyal ¢esitlilik calismalarinda biiyiik avantaj saglar (Liu vd.,
2012; Scholz vd., 2012).

Veteriner hekimlikten insan tibbina kadar birgok alanda uygulama bulan
NGS, o6zellikle bagirsak mikrobiyotasi caligmalarinda 16S ribozomal RNA (rRNA)
gen bolgesinin dizilenmesinde yaygindir. Prokaryotlara 6zgii ve evrimsel olarak
korunan bu gen mikroorganizmalarin taksonomik diizeyde tanimlanmasina olanak
saglar (Janda ve Abbott, 2007). V3-V4 gibi bolgelerin amplifikasyonu icin
kullanilan 6zgiil primerler mikrobiyal kompozisyonun dogru sekilde belirlenmesine
katk1 saglamaktadir (Klindworth vd., 2013). Elde edilen dizilim verileri,
biyoinformatik analizlerle islenerek mikrobiyal cesitlilik, baskin tiirler, genetik
varyasyonlar ve potansiyel islevsel farkliliklar gibi parametrelerin ayrintili bigimde

incelenmesine olanak tanimaktadir (Ranjan vd., 2016; Slatko vd., 2018).
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NGS teknolojilerinin sundugu yiiksek dogruluk orani ve giivenilir veri ¢iktisi,
Ozellikle Illumina tabanli platformlari mikrobiyota arastirmalarinda 6ne ¢ikarmistir
(Glenn, 2011; Mardis, 2013). Bu sayede, bagirsak mikrobiyotasinda PFJ gibi
uygulamalarin neden oldugu mikrobiyal degisimlerin tiir diizeyinde tespiti ve

karsilastirmali metagenomik analizlerle degerlendirilmesi miimkiin hale gelmistir.

1.6. Metagenomik Analiz

Metagenomik, cevresel orneklerden elde edilen mikrobiyal DNA’nin kiiltiir
asamasina ihtiya¢ duyulmadan analiz edilmesine olanak saglayan bir yontemdir.
Klasik mikrobiyolojik tekniklerin erisemedigi, kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalari
da kapsayarak mikrobiyal c¢esitliligin ¢ok daha genis Dbir c¢ergevede
degerlendirilmesini  miimkiin  kilar ~ (Handelsman vd., 1998). Boylece
mikroorganizmalarin dogal ortamlarinda sahip olduklar1 genetik icerikler, yap1 ve

islev acisindan biitiinciil bir bigimde analiz edilebilmektedir.

Ozellikle bagirsak gibi cok sayida mikroorganizma barindiran karmasik
ekosistemlerde metagenomik yontemlerin kullanimi 6n plana ¢ikmistir. Yeni nesil
dizileme teknolojileri sayesinde ayni Ornek igerisinde bulunan binlerce farkli
mikroorganizmanin genomik igerigi eszamanlt olarak ayritili bigimde incelenebilir.
Bu sayede yalnizca mikrobiyal tiirlerin oranlar1 degil, genetik ¢esitlilik ve potansiyel
metabolik aktiviteler de belirlenebilmektedir (Qin vd., 2012).

Metagenomik analizler genel olarak iki temel yontemle yapilir. Ilki olan 16S
rRNA gen dizilemesidir. Bu yontem Ozellikle bakteriyel topluluklarin
siiflandirilmasi ve filogenetik analizleri i¢in tercih edilmektedir. Diger yontem olan
shotgun metagenomik dizileme ise Ornekte bulunan tim DNA’nin rastgele
dizilenmesine dayanir ve tiir dlizeyinin 6tesinde gen, protein ve metabolik yolak gibi

islevsel diizeyde bilgi saglar (Sharpton, 2014).

Bu teknikler basta diyabet olmak {izere c¢esitli metabolik hastaliklarin
mikrobiyal bilesenlerle iligkisini aragtirmak ic¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Diyabetli bireylerde yapilan calismalar yararli bakteri tiirlerinin azalabildigini ve
inflamasyonla iligkili tiirlerin artabilece§ini gdstermistir (Qin vd., 2012). Bu
mikrobiyal degisimlerin sistemik inflamasyonun artis1 ve insiilin direnci gelisimi gibi

olumsuz sonuglara yol acabilecegi diisiiniilmektedir.

Metagenomik yontemler sadece mikrobiyal ¢esitliligi degil, ayn1 zamanda bu

organizmalarin hangi biyokimyasal yollar1 aktive ettigini de ortaya koyar. Ornegin,
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bagirsak mikrobiyotasinda yer alan genlerin enerji metabolizmasi, kisa zincirli yag
asitlerinin liretimi ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi gibi siireglere nasil katki
sagladig1 bu sayede belirlenebilir (Gill vd., 2006).

Metagenomik analizler mikrobiyal topluluklarin kompleks yapisinit molekiiler
diizeyde anlamamiza olanak taniyarak, kronik hastaliklarin altinda yatan mikrobiyal
etkilesimleri ortaya ¢ikarmada etkili bir ara¢ sunmaktadir. Bu sayede gelecekte kisiye
0zgl tan1 ve tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglanabilir (Qin
vd., 2012).

1.7. Mikrobiyota

Mikrobiyota, belirli bir ekosistemde bir arada bulunan bakteri, arkea, mantar
ve virlislerden olugsan mikrobiyal topluluklari ifade eder. Bu mikroorganizmalar,
konak canliyla karsilikli yarar iliskisi i¢cinde olup, konak fizyolojisinin bir¢ok yoniinii

etkileyen diizenleyici roller tistlenir (Marchesi ve Ravel, 2015).

Insan mikrobiyotas1 yalnizca bagirsaklarla smirli olmayip agiz boslugu, cilt,
solunum sistemi ve lirogenital yollar gibi ¢esitli anatomik bolgelerde 6zel mikrobiyal

topluluklar i¢erebilir (Sommer ve Béackhed, 2013).

Gastrointestinal ~ sistemde  bulunan  bagirsak  mikrobiyotasi, insan
mikrobiyotasinin en yogun ve islevsel pargasi olarak kabul edilir. Viicut hiicreleriyle
yaklasik esit sayida mikroorganizma igerdigi one siiriilmektedir (Sender vd., 2016).
Bu topluluklar, enerji iiretiminden bagisiklik sisteminin sekillenmesine kadar pek

cok siirecte 1slev goriir (Sommer ve Biackhed, 2013).

Bagirsak mikrobiyotas1 6zellikle kompleks karbonhidratlarin fermantasyonu
sonucu SCFA’lar {iretir. Asetat, propiyonat ve biitirat gibi bilesikler, kalin bagirsak
hiicreleri icin enerji saglarken, aynt zamanda inflamatuvar siire¢lerin baskilanmast,
epitel biitiinliigiiniin korunmasi ve glikoz metabolizmasinin iyilestirilmesinde rol
oynar (Wang vd., 2021).

Mikrobiyal ¢esitlilik; genetik yapi, dogum sekli, erken donem beslenme
bicimi, c¢evresel kosullar, antibiyotik kullanimi, yasam tarzi, yas ve beslenme
aligkanliklar1 gibi bir¢cok faktorden etkilenmektedir (Rodriguez vd., 2015). Bu
degiskenlerin etkisiyle olusan dengesizlikler, yani mikrobiyal cesitliligin azalmasi
veya zararli mikroorganizmalarin artmasi “disbiyozis” olarak adlandirilir ve bu

durum ¢esitli kronik hastaliklarla iliskilendirilmistir (Cani, 2018). Disbiyotik
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mikrobiyota Oriintiilerinin 6zellikle diyabet gibi metabolik hastaliklarla baglantili

oldugu goriilmektedir.

Diyabetli bireylerde yapilan c¢alismalar, iltihap yapict 0Ozellik tasiyan
bakterilerin oraninda artis, buna karsin antiinflamatuvar tiirlerde azalma oldugunu
ortaya koymustur (Qin vd., 2012). Bu degisim, bagirsak gecirgenliginde bozulmaya,
dolasima zararli maddelerin gecisine ve sistemik diizeyde inflamasyon artisina yol

acarak insiilin direnci gelisimini tetikleyebilir.

Bu nedenlerle, son yillarda mikrobiyotanin diizenlenmesine yd&nelik
yaklasimlar 6n plana ¢ikmistir. Probiyotik, prebiyotik, postbiyotik ve simbiyotik
bilesenlerin kullanimi, bu alanda basvurulan stratejiler arasinda yer alir. Ayrica,
PFJ’lardaki biyoaktif maddeler, mikrobiyal dengeyi olumlu yonde etkileyerek konak
sagligin1 destekleyici potansiyele sahiptir (Zmora vd., 2019).

Mikrobiyota, sadece sindirim sistemiyle sinirli kalmayip genel saghk
durumunun korunmasinda da 6nemli bir rol iistlenmektedir. Saglikli mikrobiyal
dengenin siirdiiriilmesi, bagisiklik sisteminin isleyisinden metabolik bozukluklarin
onlenmesine kadar bir¢ok fizyolojik siirecin diizenlenmesinde belirleyici olmaktadir.
Bu kapsamda, mikrobiyotanin hem yapisal hem de islevsel ozelliklerinin daha
ayrintilt bicimde anlasilmasi, kisisellestirilmis tip uygulamalar1 agisindan biiyiik

Oonem tasimaktadir (Cani, 2018).

1.8. 16SV3F ve 16SV3R Primerleri

NGS teknolojilerinde mikrobiyal topluluklarin belirlenmesinde en yaygin
kullanilan hedef gen, prokaryotlara 6zgii 16S rRNA genidir (Janda ve Abbott, 2007).
Bu gen evrimsel olarak korunmus ve ayn1 zamanda degisken bolgeler (V1-V9)
icermesi sayesinde, bakterilerin hem siniflandirilmasina hem de tiir diizeyinde
ayrimina olanak tanir (Clarridge, 2004). V3 bdlgesi mikrobiyal cesitlilik
calismalarinda sik tercih edilir ve 16SV3F (ileri primer) ile 16SV3R (geri primer)
primer ¢ifti bu bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilir (Klindworth vd., 2013).

16SV3F ve 16SV3R, 16S rRNA geninin V3 bolgesini hedefleyerek yaklagik
200-250 baz cifti uzunlugunda bir DNA parcasinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile ¢ogaltilmasini saglar (Muyzer vd., 1993). Bu uzunluk Illumina platformlari
gibi kisa okuma teknolojileri i¢in idealdir ve dizileme verilerinin yiiksek dogrulukla

elde edilmesini kolaylastirir (Caporaso vd., 2012).
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Primerlerin 6zgiilliigii, bakteriyel DNA {izerinde yliksek baglanma verimliligi
saglarken, Okaryotik ya da g¢evresel kontaminantlara kars1 diisiik ¢apraz baglanma
egilimi gosterir. Boylece dizileme sonuglari, bakteriyel toplulugun gercek yapisini
daha dogru yansitir (Klindworth vd., 2013).

16SV3F ve 16SV3R primerlerinin kullanimiyla elde edilen veriler, mikrobiyal
alfa ve beta cesitliligi, taksonomik dagilim ve probiyotiklerin etkilerinin izlenmesi
gibi konularda detayli analizler yapilmasina olanak tanir. Ozellikle bagirsak
mikrobiyotasina yonelik caligmalarda, bu primerler yardimiyla belirlenen bakteri
gruplart {izerinden probiyotiklerin etkisi, disbiyozis diizeyi ve mikrobiyal yanitlar
degerlendirilebilir (Lloyd-Price vd., 2016).

Bu calisma, diyabetle iliskili bagirsak mikrobiyotasindaki degisimleri daha
biitlinciil bir yaklagimla ele alarak misir, yonca ve ¢ayirotundan elde edilen PFJ’lerin
mikrobiyal c¢esitlilik iizerindeki etkilerini karsilastirmali bi¢cimde incelemeyi
amaglamaktadir. Boylece hem bitkisel kaynakli fermente {iriinlerin diyabet
modelinde olusturabilecegi yapisal iyilesmeler degerlendirilmis hem de PFJ’lerin
klasik probiyotik uygulamalara alternatif olabilecek biyolojik potansiyeli ortaya
konmustur. Calismada kullanilan ileri metagenomik analizler, mikrobiyal
kompozisyondaki farkliliklarin daha ayrintili sekilde belirlenmesine olanak saglamis
ve PFJlerin bagirsak mikrobiyotasini hedefleyen yeni tedavi yaklasimlarinda
degerlendirilebilecegine dair kapsamli bir zemin sunmustur. Bu ydniiyle arastirma,
hem mevcut literatiirdeki eksikliklerin tamamlanmasina katki saglamis hem de
metabolik hastaliklarin yonetiminde mikrobiyota odakli stratejilerin gelistirilmesine

yonelik dnemli bir adim olusturmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Diyabetes mellitus ile bagirsak mikrobiyotas: arasindaki iligkiyi inceleyen
calismalar, Ozellikle son yillarda belirgin bi¢cimde artis gostermistir. Metagenomik
analizlere dayali arastirmalar, tip 2 diyabetli bireylerde ve deneysel hayvan
modellerinde mikrobiyal cesitliligin  azaldigini; Firmicutes ve Bacteroidota
oranlarinda meydana gelen degisimlerin diisiik dereceli inflamasyon ve insiilin

direnci ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Qin vd., 2012; Gurung vd., 2020).

Bagirsak mikrobiyotasin1 modiile etmeye yonelik yaklasimlar kapsaminda
ylriitiilen calismalarda, probiyotikler, prebiyotikler ve fermente gidalarin glukoz
metabolizmast ve mikrobiyal denge iizerinde olumlu etkiler olusturabildigi
bildirilmistir (Hill vd., 2014; Sonnenburg ve Bickhed, 2016). Ozellikle bitkisel
kaynakli fermente triinlerin, igerdikleri laktik asit bakterileri ve biyoaktif bilesenler
araciligryla bagirsak mikrobiyotasini destekledigi ve metabolik parametreler {izerinde
tyilestirici etkiler gosterebildigi belirtilmektedir (Rezac vd., 2018; Zmora vd., 2019).

Fermente bitki sivilar1 (PFJ) iizerine yapilan ¢alismalar ise agirlikli olarak
hayvan besleme, silaj kalitesi ve probiyotik Ozellikler cercevesinde ele alinmustir.
Misir, yonca ve cayirotu gibi bitkilerden elde edilen PFJ’lerin mikrobiyal aktiviteyi
artirabildigi bildirilmekle birlikte, bu iirlinlerin diyabet modeli baglaminda bagirsak
mikrobiyotast ilizerindeki etkilerinin metagenomik diizeyde degerlendirildigi

caligmalarin sinirli oldugu goriilmektedir.

Bu baglamda, mevcut caligma; misir, yonca ve ¢ayirotu kaynakli PFJ’lerin
diyabet fare modelinde bagirsak mikrobiyotasi profili tizerindeki etkilerini yeni nesil
dizileme temelli metagenomik analizler kullanarak inceleyerek literatiirdeki 6nemli

bir bosluga katki sunmay1 amaglamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Geregler
3.1.1. Deney Hayvanlari ve Gruplar

Calisma igin gerekli deney hayvanlari Harran Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (HRU-HADYEK) tarafindan saglanmistir. Etik kurul onay1 (Karar
No: 2024.05.09) almmis olup, c¢alisma Harran Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi’nin 24144 numarali projesi kapsaminda desteklenmistir.

Calismada, her biri 30-35 g agirliginda olan 6'sar adet erkek Balb/c fareden
olusan toplam 5 grup (30 hayvan) kullanilmistir (Eleazu vd., 2013). Birinci grubu,
saglikli farelerden olusan Kontrol grubu (n=6) olusturmustur. Ikinci grup olan Pozitif
Kontrol (PK) grubu (n=6) ise diyabet olusturulmus ancak probiyotik uygulamasi
yapilmamis farelerden olusmaktadir. Kalan ti¢ grup, ilgili bitkilerden elde edilen PFJ
uygulanmig fareleri igermektedir: Cayirotu PFJ grubu (n=6), Misir PFJ grubu (n=6)
ve Yonca PFJ grubu (n=6).

3.1.2. PFJ’lerin Hazirlanmasi

Fermente laktik asit bakteri sivilari, Aydin ve Denek (2022), Aydin (2024) ile
Hatipoglu vd. (2024) tarafindan bildirilen yontemler esas alinarak modifiye
edilmistir. Bu amacla, 1000 g taze bitki materyali (¢ayirotu, yonca ve misir silaji)
ayr1 ayr1 1000 ml steril su ile karistirilmis ve 2 dakika boyunca pargalanmigtir. Elde
edilen kanigimlar tiilbentten siiziilerek steril falkon tiiplerine aktarilmistir.
Cayirotundan elde edilen bitki sivi karisimina %3 oraninda melas, misir silajindan
elde edilen karisima %3 oraninda melas ve yoncadan elde edilen karisima ise %3
oraninda glikoz ilave edilerek 30 °C’de 5’er giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda elde edilen fermente sivi kiiltiirleri, deneme siiresince 04

°C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Yontemler
3.2.1. Diyabet Modelinin Olusturulmas: ve Ornek Toplama

Calismada Kontrol grubundaki hayvanlar saglikli birakilirken, diger 24
hayvanda Streptozotosin (STZ) uygulamasi ile tip 2 diyabet modeli olusturulmustur
(Shu vd., 2009; Shen vd., 2009).

Diyabet indiiksiyonunu takiben Misir PFJ, Yonca PFJ ve Cayirotu PFJ

gruplarina, igme sular1 araciligryla PFJ probiyotigi verilmistir. Her bir grubun igme
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suyuna, 1 L suya 0,5 mL olacak sekilde PFJ eklenmistir.

PFJ’lerin bagirsak mikrobiyotasi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla,
deney sliresi sonunda fareler eksanguinasyon yontemiyle sakrifiye edilmistir.
Sakrifiye sonrasi aseptik kosullarda abdominal bolge agilarak bagirsak dokulari
dikkatlice ¢ikarilmistir. Her bir ornek, steril Eppendorf tiiplerine yerlestirilmis ve

DNA izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Doku Homojenizasyonu ve DNA izolasyonu

Orneklerin DNA Ayristirma, EurX GeneMATRIX Tissue & Bacterial DNA
Piirifikasyon Kiti (Kat. No. E3551) yardimiyla, kitin kullanim kilavuzu belgesi
gerceklestirilmistir.

Doku homojenizasyonu i¢in ¢ikis dokulari sogutulmus havan ve tokmak
yardimiyla sivi nitrojen altinda ince toz haline getirilir, elde edilen toz (25 mg'a
kadar) 2 mL'lik Eppendorf tiipiine aktarilir. Tiipiin ¢cokmesi saglandiktan sonra 350
uL Lyse T tamponu eklenmis ve ¢ozeltiler karistirilmistir. Yiiksek DNA verimi i¢in
dokularin tamamen o&giitiilmesi saglandi. 25 mg'a kadar doku ornegi 2 mL'lik
Eppendorf tiipiine baglandi, tizerine 100 pL Fosfat Tamponlu Tuz ¢oziileltisi (Fosfat
Tamponlu Salin - PBS) eklenmis ve mekanik homojenizatér homojenize edilmistir.
Daha sonra 250 uL Lyse T tamponu eklenmistir. Her 6rnege 2 pL Riboniikleaz A
(RNaz A) ve 20 uL Proteinaz K eklenmis, tiipler vortekslenerek karistirilmistir.
Doku tamamen parcalanana kadar 56 °C'de 3 saat inkiibe edilmis ve her 15-30

dakikada bir vorteksleme islemi tekrarlanmistir.

Niikleik asit izolasyonu asamasinda her tiip 200 pL. Sol T tamponu eklenmis
ve vortekslenmistir. Karisim 70 °C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. 200 pL %96-100
etanol eklenmis ve birkag kez ters gevrilerek karistirilmistir. Karigim 12.000 x g'de 1
dakika dondiiriilmiistiir. Hiicre artiklar1 tist fazdan 600 pL'ye kadar olan kisim, DNA
koruyucu spin kolona aktarilmistir. Spin kolonu 11.000 x g'de 1 dakika
dondiiriilmiistiir. Kolon ¢ikarilmis ve alt kismi atilmis, kolon yeniden toplama
diizenegi yerlestirilmistir. Kalan lizat1 da ayn1 sekilde siituna aktarilmis ve 11.000 X
g'de 2 dakika dondiirtilmiistiir. Kolon ¢ikarilmis, sivi kismi1 atilmis ve kolonun tekrar
toplama tinitesi yerlestirilmistir. 500 pL Wash TX1 tamponu eklenmis ve 11.000 x
g'de 1 dakika dondiiriilmiistiir. Kolon yeniden toplama diizenegine yerlestirilmis ve
stvt kisimlar atilmistir. 500 uL Wash TX2 tamponu eklenmis ve 11.000 x g'de 1
dakika dondiiriilmiistiir. Wash TX2 tamponunun kalintilarin1 gidermek i¢in kolon ek
olarak 11.000 x g'de 1 dakika dondiiriilmiistiir. DNA baglayici spin kolon, 1,5 mL'lik
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yeni bir Eppendorf tiipe aktarilmistir. Kolona 50-150 pL Eliisyon tamponu eklenmis
ve verimi arttirmak amaciyla tampon 80 °C'ye kadar pargalara ayrilmistir. Kolon, tiip
icindeki oda igerisinde 2 dakika inkiibe edilmistir. Kolon 11.000 x g'de 1 dakika
dondiirilmiistiir. Elde edilen DNA ¢o6zeltisi -20 °C'de, analiz asamasina kadar

saklanmustir.

DNA miktariin arttirilmast  amaciyla Qubit 3 Florometre cihazi
kullanilmigtir. Metagenom c¢alismalar1 i¢in 6rnekler DNA miktar1 ve kalitesi belli
standartlarda olmalidir. Bu standartlar dokudan elde edilen DNA oOrnekleri icin
beklenen konsantrasyonu 50 ng/uL'dir ve DNA'larin A260/A280 oranlarinin 1,8-2,0
araliginda olmasi saflik gostergesi olarak kabul edilmistir. DNA sicakligt 50
ng/uL'den diisiik izolasyon tekrarlanmstir. Izole edilen siiriintii érneklerinin DNA

bilesimleri Cizelge 3.1' de verilmistir.

Cizelge 3.1. Izole edilen siiriintii drneklerinin DNA konsantrasyonlari.

Ornek Numaras: A260/A280 Konsantrasyon (ng/pL)
Kontrol 235
Pozitif Kontrol 320
Cayirotu PFJ 324
Misir PF] 248
Yonca PFJ 298

3.2.3. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Amplifikasyonu

PZR islemi icin tiir tespitinde en sik kullanilan degisken bolge, 16S rRNA
geninin V3 ve V4 bolgeleridir. V3 ve V4 boélgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan
ileri ve geri yonlii primer dizileri Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Bu primer ¢ifti
yaklagik 460 bazlik bir bolgeyi cogaltir. Farelerin bagirsaklarindan alinan doku
orneklerinden elde edilen DNA izolatlari, bakteri ve arkeler i¢in evrensel
metabarkodlama baglaticit dizileri olan 16SV3F ve 16SV3R kullanilarak PZR

yontemiyle cogaltilmistir.

Hazirlanan her bir PZR karisimi 25 pL’lik reaksiyon karigimi sunlari
icermektedir: Microbial DNA (5 ng/pL) 2,5 pL, Forward Primer 1 uM 5 pL, Reverse
Primer 1 uM 5 pL ve 2X KAPA HotStart PCR Mix 12,5 pL.

Hiperdegisken bolgeler olan 16S V3 rDNA genleri, belirtilen 6zgiil baslatici
diziler kullanilarak ¢ogaltilmistir.
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PZR islemi; 95 °C’de 3 dakikalik ilk 1sitma adimimi takiben, 95 °C’de 30
saniye denatiirasyon, 55 °C’de 30 saniye baglanma (tavlama) ve 72 °C’de 30 saniye
uzama adimlarindan olusan 25 dongii ile gerceklestirilmistir. Reaksiyon, 72 °C’de 5

dakikalik son uzatma adimi ile tamamlanmstir. Ornekler 4 °C’de saklanmistir.

Cizelge 3.2. PZR i¢in kullanilarn primerlerin niikleik asid dizileri.

Ada Primer Niikleik Asid Dizisi
165 PCR TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCW
Forward
. GCAG

Primer
165 PCR GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTA
Reverse

Primer TCTAATCC

3.2.4. PZR Uriinii Temizligi ve DNA Kiitiiphanesi

PZR iiriinii temizligi i¢in AMPure XP (Beckman Coulter) manyetik boncuklar
kullanilarak primer dimerler ve serbest primerler uzaklastirilmistir. Bu asama iki
adimda gerceklestirilmistir. ilk adimda her 6rnege 20 uL AMPure XP manyetik
boncuk eklenmis ve pipetleme ile karistirllmigtir. Manyetik stand kullanilarak PZR
iiriinlerinin manyetik boncuklara tutunmasi saglanmustir. Ikinci adimda ise
kontaminasyonu onlemek amaciyla manyetik boncuk ekli 6rnekler, 200 pL %80’lik
etanol ile iki kez yikanmistir. Yikama sonrasi saf PZR firiinii, 50 puL 10 mM pH 8.5

Tris soliisyonunda saklanmustir.

Calismada kullanilacak DNA  kiitliphanesinin  olusturulmasi amaciyla
ornekler, indeksli baslatict diziler araciligiyla PZR islemine tabi tutulmustur. PZR
sonrasinda Uretici firmanin protokoliine uygun olarak DNA Kiitiiphanesi
hazirlanmistir. Elde edilen DNA kiitiiphanesi, 6rnek basina yaklasik 100.000 okuma
hedefiyle Illumina NextSeq 550 cihazi kullanilarak dizilenmistir (Johnson vd., 2019).

PZR tabanli DNA Kiitiiphanesi olusturulurken uygun enzim, 1s1 kosullar1 ve
ornek seyreltme oranlar1 dikkate alinmis; segilen baslatici dizilere [llumina NextSeq
550 dizileme sistemine uygun adaptor dizileri eklenmistir. Bu asamada indeksli PZR
uygulanmistir. Elde edilen PZR iiriinleri %2 oraninda agaroz jel iizerine yliklenmis
ve 120 volt gerilim altinda 45 dakika boyunca elektroforez islemine tabi tutulmustur.
Bantlar UV goriintiileme sistemi ile degerlendirilmis ve negatif kontrol durumu
incelenmistir. Ayni saha calismasina ait PZR {irtinleri birlestirilmis, DNA kalitesi ve

miktar1 Qubit™ 3,0 Florometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
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Kiitiiphane olusturma asamasinda Illumina Nextera DNA Prep Library Prep
Kit kullamlmigtir. Amplifikasyon sonrast PZR fdriinleri %2 agaroz jelde
degerlendirilmis; bant boyu ve negatif kontroller UV goriintiilleme sistemiyle
incelenmistir. indeksli PZR fiiriinlerinin temizligi, iiretici protokoliine uygun olarak
AMPure XP Beads kullanilarak yapilmistir. Aynmi saha ¢alismasina ait iiclii PZR
tirlinleri birlestirildikten sonra kalite ve miktar 6l¢timleri Qubit™ 3,0 Florometre ile
gergeklestirilmistir. Dizileme kiitiiphaneleri, Nextera DNA Prep Kiitiiphane Hazirlik
Kiti (Illumina, San Diego, CA, ABD) ile olusturulmus ve indeks kodlar1 eklenmistir.
Ornekler, 2 x 50 bp PE (cift yonlii) dizileme kimyas1 kullanilarak Illumina NextSeq

550 platformunda dizilenmistir.

3.2.5. Biyoinformatik Analizler

Biyoinformatik analizler, Linux/Unix tabanli isletim sistemi terminali
araciligiyla yiiriitiilmistiir. [llumina NextSeq 550 cihazindan elde edilen ileri ve geri
yonlii okuma dosyalart (“.fastq” formatinda) FASTQC programi ile kalite
kontroliinden geg¢irilmistir. Kalite kontrolii sonrasinda 16S V3F-R baglatici
dizileriyle ¢ogaltilan diziler i¢in olusturulan is akist QIIME2 platformuna (Bolyen
vd., 2019) benzer sekilde yapilandirilmistir. ilk olarak “Illuminapairedend” komutu
kullanilarak kalitesi 30’dan yiiksek olan ¢ift uglu diziler hizalanmis ve
birlestirilmistir. Birlestirilemeyen okumalar “Obigrep” komutu ile filtrelenmis,
ardindan “Tagcleaner” programi kullanilarak ileri ve geri yonli baslatict diziler, en
fazla ii¢ yanlis eslesmeye izin verilerek cikarilmigtir. “Obiuniq” komutu ile
tekrarlayan veriler temizlenmis, “Obiannotate” komutu araciligiyla ise Ornek

basliklarinda yer alan gereksiz veriler silinmistir.

Elde edilen tiim dizilerde “uniq” ifadesi kullanilarak benzersiz diziler
belirlenmistir. Bu diziler iizerinde ii¢ asamal1 bir filtreleme siireci uygulanmustir. ilk
asamada, okuma tekrar1 10’dan fazla olan “uniq” diziler “c10” olarak kaydedilmistir.
Ikinci asamada, PZR ve dizileme hatalarindan armndirilmis “unig.clean” diziler elde
edilmis, Ttclincli asamada ise “cl0” dizilerden hatasiz “cl0.clean” dizileri
olusturulmustur. Kalite ve filtreleme adimlarinin ardindan dizilerin kimerik kokenli

olup olmadiklar1 kontrol edilmis ve kimerik sekanslar analizden ¢ikarilmistir.

Filtrelenmis ve yiiksek kaliteli diziler, Operasyonel Taksonomik Birimler
(Operational Taxonomic Unit, OTU) veya Amplikon Sekans Varyantlar1 (Amplicon
Sequence Variant, ASV) olusturmak amaciyla %97 benzerlik esigi ile kiimelenmistir
(Edgar, 2013). Kiimelenen diziler, Greengenes referans veritabani kullanilarak

taksonomik olarak smiflandirilmistir (DeSantis vd., 2006). Bu smiflandirma,
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mikrobiyomda yer alan tiirlerin zenginligi ve ¢esitliligi hakkinda kapsamli bilgi elde
edilmesini saglamistir. Caligma boyunca olas1 kontaminasyonlarr tespit etmek
amactyla steril distile su Ornekleri negatif kontrol olarak kullanilmis ve verilerin

gorsellestirilmesi i¢in Krona grafikleri olusturulmustur.

Her 6rnek i¢in uniq, c10, uniq.clean ve c10.clean olmak iizere dort veri seti
olusturulmustur. Ayn1 baslatic1 ve filtreleme basamaklarindan gecen veriler, ¢cevrim
i¢i analiz platformu SILVAngs sistemine yiiklenmistir. Yiiklenen diziler hizalama,
kalite kontrolii, tekrarli dizilerin temizlenmesi ve %98’den fazla benzerlige sahip
dizilerin gruplanmasi islemlerinden gecirilmistir. Gruplandirilan diziler BLASTN
veri tabami ile karsilastirilmig, dizileme verilerine ait 6zet sonu¢ dosyalari
olusturulmus ve negatif kontrol orneklerinde tespit edilen diziler analizlerden
cikarilmistir. Son olarak, Krona pasta grafikleri olusturularak gorsellestirme
yapilmigtir.

3.2.6. Deneysel Siirece Ait Gorsel Kayitlar:

Bu caligmada uygulanan gere¢ ve yontem asamalarina iliskin bazi1 gorseller,
siirecin biitiinliglinii ve Ozgiinligiinii belgelemek amaciyla asagida sunulmustur

(Sekil 3.1-3.3). Tiim fotograflar calisma sirasinda ¢ekilmistir.

Sekil 3.1. Deney hazirliklar1 —STZ ¢ozeltisi hesaplanmasi ve hazirlanmasi (a-d),
gruplandirmanin yapilmasi (e), PFJ lerin hazirlanmasi (f-h).
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Sekil 3.2. Deney uygulamast — STZ enjeksiyonu (a,b), PFJ uygulamasi (c-¢),
diseksiyon oncesi hazirliklar (f-h), diseksiyon (1-k) ve 6rneklerin analiz i¢in kuru buz
ile firmaya gonderimi (1).
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Sekil 3.3. Glukoz 6l¢iimleri sirasinda kullanilan glukometre ile kan sekeri
Ol¢limiiniin yapilis1 (a), cihaz ekranina yansiyan dl¢iim sonuglari (b—e), 600 mg/dL
iizerinde kaydedilen bir deger 6rnegi (e) ve biyokimyasal analizlerde kullanilmak
tizere alinan kan ornekleri (f, g).
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4. BULGULAR
4.1. Molekiiler Bulgular

Bu calismada, 6rneklerden izole edilen DNA’lar 16S rRNA geninin V3-V4
bolgesine 6zgii primerlerle ¢ogaltilmis ve kiitiiphane hazirlanmistir. indeksleme
asamasinda Illumina Nextera XT Index Kit kullanilmis, kiitiiphaneler normalize

edilerek pooling yontemiyle birlestirilmistir.

Sekanslama, Illumina NovaSeq platformunda 2 x 250 bp okuma uzunlugu ile
sequencing by synthesis (SBS) teknolojisine dayali olarak gerceklestirilmistir. Elde
edilen ham veriler FASTA formatina doniistiiriilmiis, FastQC ile kalite kontrolii
yapilmis ve QIIME2 ortaminda DADA2 algoritmas1 kullanilarak filtreleme ile

kimerik diziler ayiklanmistir.

Taksonomik smiflandirma QIIME2 ile yapilmis, alfa ve beta cesitlilik
analizleri uygulanarak mikrobiyal topluluklarin kompozisyonu degerlendirilmistir.
Calismada, dizilerin %97 benzerlik esigine gére OTU gruplandirmasi esas alinmis,

ayrica ASV yaklasimi ile daha yiiksek ¢oziintirliiklii analizler ger¢eklestirilmistir.
4.1.1. Alfa Cesitliligi

Cizelge 4.1. Denek gruplarina gore giris yiizdeleri (%) ve diger degerler.

. .. Kimerik
Filtrelenen Ciri Girigin Kimerik Olmav

Denek  Sayisal Filtrelenmis Giris = Birlesim iz e
e i i ' Yiizdesi 2 . Olmayan Giris

Kodu Giris Giris Yiizdesi Yiizdesi s = :

(%) (%) (%) Giris Yiizdesi
(%0)
Kontrol = 110855 59330 89.60 96371 76.67 74151 66.89
e 44887 40617 89.48 18634 33.49 31049 69.17

Kontrol

g;}““t“ 85355 76533 89.66 74402 63,95 55061 69.19
;%}“" 61280 54994 89.74 54411 46,98 41990 68.52
;’F"E““ 72936 63777 87.44 61682 74.83 82957 74.93

Her bir denek grubu icin sayisal girislerin filtrelenmesiyle elde edilen giris
yiizdesi belirtilmis ve kimerik olmayan girislerin ylizdesi de gosterilmistir (Cizelge
4.1).

Cizelge 4.2. Alfa ¢esitliligi indekslerine gore gruplarin degerleri.
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Grup Guz!fnen Chaol Shannon Simpson Faith PD Coad
Tiir Kapsama

Kontrol 397 52227 7.13 0,98 23,40 0.94

ot 333 412,06 6.83 0.98 25,5 0.95

Kontrol

Cayirotu o

PEJ 353 409,64 6.87 0,98 17,711 0,95

Msir PEY 302 345,88 6,41 0,97 18,74 0,96

Yonca PFJ 122 232,63 5,53 0,95 7.36 0,91

Alfa g¢esitliligi degerlendirmeleri i¢in Go6zlenen Tiir (Observed features)
Zenginligi, Chaol Zenginlik Indeksi, Shannon Cesitlilik indeksi, Simpson Cesitlilik
Indeksi, Faith Filogenetik Cesitlilik indeksi (PD = Phylogenetic Diversity) ve Good
Kapsama Indeksi (Good’s Coverage) kullanilmistir (Cizelge 4.2). Ornek gruplarina
ait alfa cesitliligi indekslerinin sayisal degerleri grafiksel olarak sunulmus olup, bu
gosterimler Sekil 4.1-4.6’da yer almaktadir. Grafikler, gruplar arasindaki alfa

cesitliligi farkliliklarinin gorsel olarak degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir.

Kontrol grubunda tiim indekslerde en yiiksek ¢esitlilik degerleri
kaydedilmistir (G6ézlenen Tiir = 397, Chaol = 522,27, Shannon = 7,13).

Pozitif Kontrol grubu, Kontrol grubuna kiyasla daha diisiikk cesitlilik
sergilemistir (Gozlenen Tiir = 333, Chaol = 412,06). Shannon ve Simpson

indekslerinde de azalma gozlenmistir.

Probiyotik uygulanan gruplar incelendiginde, Cayirotu PFJ grubunda
(Gozlenen Tiir = 353, Chaol = 409,64, Shannon = 6,87) ve Misir PFJ grubunda
(Gozlenen Tiir = 302, Chaol = 345,88, Shannon = 6,41) cesitlilik degerlerinde

artiglar saptanmastir.

Yonca PFJ grubunda ise (G6zlenen Tiir = 122, Chaol = 232,63, Shannon =
5,53) tiim indekslerde en diisiik degerler elde edilmistir.

Faith PD degerleri Pozitif kontrol grubunda 25,5, Kontrol grubunda 23,40
olarak bulunmustur. Good Kapsama degerleri tiim gruplarda %90’in {izerinde

Olclilmiistiir.
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Sekil 4.1. Ornek gruplarina ait gdzlenen tiir (Observed Features) zenginligi.
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Sekil 4.2. Ornek gruplarimnin tahmini tiir zenginligi (Chaol Zenginlik indeksi).
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Sekil 4.3. Ornek gruplarnin gesitlilik diizeyi (Shannon Cesitlilik indeksi)
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Sekil 4.4. Ornek gruplarmin gesitlilik diizeyi (Simpson Cesitlilik indeksi).
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Sekil 4.5. Ornek gruplarmin filogenetik cesitliligi (Faith Filogenetik Cesitlilik (PD)
Indeksi).
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Sekil 4.6. Ornek gruplarmin érnekleme yeterliligi (Good Kapsam indeksi (Good
coverage)).

4.1.2. Beta Cesitliligi

Beta cesitliligin degerlendirilmesi amaciyla Temel Koordinatlar Analizi
(Principal Coordinates Analysis, PCoA) analizi yapilmigtir. Analiz sonucunda, PCI
ekseni toplam varyansin %41,69’unu, PC2 ekseni %34,52’sini ve PC3 ekseni
%23,79’unu  agiklamaktadir. Bu bulgular, Ornekler arasindaki mikrobiyota

farkliliklarinin biiyiik Sl¢iide ilk {i¢ bilesen tarafindan agiklandigini gostermektedir.
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PCoA grafiginde, Ornek gruplarinin birbirinden farkli konumlarda kiimelendigi
gozlenmistir (Sekil 4.7).

Filogenetik analiz sonuglarina gére gruplar arasindaki mikrobiyal farkliliklar
ortaya konmustur. Kontrol grubunun, Misir PFJ ile ayn1 dal iizerinde kiimelenmesi,
bu iki grubun mikrobiyal topluluk yapilarinin benzerligini gostermektedir. Buna
karsilik Pozitif Kontrol grubu ve Cayirotu PFJ grubu farkli bir kolda yer almakta ve
birbirine daha yakin bir iliski sergilemektedir. Pozitif kontrol grubunun uzun dal
mesafesi ise, mikrobiyal profilinde diger gruplara kiyasla daha belirgin bir

farklilasmaya isaret etmektedir (Sekil 4.8 ).

PC2 (34.52 %)

PC3 (23.79 %)

. e PCT41.69 %)
. Pozitif Kontrol
. Cayirotu PFJ

Misir PFJ

Sekil 4.7. Ornek gruplarmin mikrobiyal topluluk yapilarmin PCoA analizi (PC1:
%41,69; PC2: %34,52; PC3: %23,79).
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Sekil 4.8. Filogenetik agac.

4.1.3. Taksonomik Dagilim

ad

50
4

Campylobact Desulfobacter

L]

3

Yiizde (%)
=]

2

=]

1

L]

Bactercidota  Firmicutes Digerleri

erota ota
Kontrol 46,12 42,76 4,19 2,38 4,56
Pozitif Kontrol {PK) 39,57 55,24 0,5 0,7 3,99
Cayirotu PFJ 53,01 42,29 0,9 0,2 5,6
Misir PFJ 4462 47,07 3,02 2,25 3,04
Yonca PFJ 52,37 452 0,27 0,13 2,03

B Kontrol @ Pozitif Kontrol (PK) @ Cayirotu PFJ Misr PEl B Yonca PRI

Sekil 4.9. Gruplara gore baskin bakteri subelerinin yiizde (%) dagilimi.

Taksonomik dagilim sube diizeyinde degerlendirildiginde, tiim orneklerde
Firmicutes ve Bacteroidota en baskin gruplar olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol
grubunda (%55,24) ve Misir PFJ grubunda (%47,07) Firmicutes orani daha yiiksek
bulunurken; Cayirotu PFJ grubunda (%53,01), Yonca PFJ grubunda (%52,37)
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ve Kontrol grubunda (%46,12) Bacteroidota baskin olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglar, bagirsak mikrobiyotasinda yaygin olarak baskin subeler arasinda yer alan
Firmicutes ve Bacteroidota’nin ¢alismamizda da temel topluluk bilesenlerini

olusturdugunu gostermektedir (Sekil 4.9).

Cizelge 4.3. Gruplara gore baskin bakteri ailelerinin yiizde (%) dagilim.

RE— Cayirotu Misir Yoneca
Bakteri Ailesi Kontrol PK PFJ PFJ PFJ
Lachnospiraceae 21.88 23.04 19,37 16,74 13,53
Muribaculaceae 21,7 15,3 17,58 10,63 19,62
Lactobacillaceae 10.69 18.97 8.54 21.61 14,88
Bacteroidaceae 8.42 3.38 11.6 925 9,74
Rikenellaceae 7.85 6,21 6.55 5.8 5,68
Oscillospiraceae 4,52 3.45 3.7 3:31 0,27
Helicobacteraceae 4,18 0,68 1,42 3,01 27
Marinifilaceae 4,01 3.65 5,29 4,73 9.74
Prevotellaceae 34 8.76 8.83 9.97 4.74
Desulfovibrionaceae 2.38 1,12 132 225 0,13
Digerleri 10.95 15,44 15,92 127 214

Tim gruplarda en baskin aileler Lactobacillaceae, Lachnospiraceae ve
Muribaculaceae olarak saptanmistir. Kontrol ve PK gruplarinda Lachnospiraceae
yiiksek oranlarda (%21,88 ve %23,04 sirastyla) bulunmustur. Misir PFJ grubunda
Lactobacillaceae en yiiksek orami (%21,61) gostermistir. Yonca PFJ grubunda
Muribaculaceae yiiksek orana (9%19,62) sahiptir. Diger aileler gruplar arasinda
degiskenlik gostermektedir (Cizelge 4.3). Gruplarin bagirsak mikrobiyotasinda en
baskin taksonlarin aile diizeyindeki bagil bolluk dagilimlari Sekil 4.10-4.14’te

sunulmustur.
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Sekil 4.10. Kontrol grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin aile
diizeyinde bagil bolluk dagilimi (%).
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m Bacteroidaceas m Digerleri

Sekil 4.11. Pozitif Kontrol grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin
aile diizeyinde bagil bolluk dagilimi (%).
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Sekil 4.12. Cayirotu PFJ grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin aile
diizeyinde bagil bolluk dagilimi (%).
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Sekil 4.13. Misir PFJ grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin aile
diizeyinde bagil bolluk dagilimi (%).
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Sekil 4.14. Yonca PFJ grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin aile
diizeyinde bagil bolluk dagilimi (%).

Cizelge 4.4. Gruplara gore baskin bakteri cinslerinin yiizde (%) dagilim
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Bakteri Cinsi Kontrol PK Cavirotu | NMasir PFJ Yonca
(%) (%) PFJ (%) (%) PFJ (%0)
Muribaculaceae 21,61 1511 17,18 10,21 1951
Lachnospiraceae; o
Unknown 1 10,06 15,09 979 8. 74 6.1
Bacteroides 842 339 11.6 005 9,76
Lachnospiraceae NK i e
4A136_group 739 5.6 8,14 6.2 7,18
Lactobacillus 5,68 1217 3,28 12.03 799
Alistipes 5,63 5,92 6.2 5,17 5,153
Helicobacter 418 0,68 142 3,01 027
Odoribacter 4.01 3,653 5,29 472 9,76
Ligilactebacillus 4.01 472 446 7.85 5,01
Allpprevotella 0,65 6,84 742 9.06 3,93
Turicibacter 0,93 5,05 Hifify 1] 13,14
Digerleri 27.40 2230 19.67 23,76 122

Bacteroides, Lactobacillus ve Alistipes gibi taksonlar cins diizeyinde
tanimlanmistir. Muribaculaceae ve Lachnospiraceae gibi aile diizeyinde listelenenler
ise alt cins diizeyinde tam tanimlama yapilamadig1 i¢in aile seviyesinde sunulmustur.
Genel olarak degerlendirildiginde Muribaculaceae, Kontrol grubunda ve Yonca PFJ
grubunda en baskin aile olarak 6ne ¢ikmistir. Lachnospiraceae iiyeleri (Unknown_1
ve NK4A136 group) ozellikle Kontrol ve Cayirotu PFJ grubunda dikkate deger
oranlarda bulunmustur. Bacteroides ise tiim gruplarda varligini siirdiirmiis, Kontrol
ve Cayirotu PFJ grubunda daha yiiksek diizeylerde tespit edilmistir. Lactobacillus ve
Ligilactobacillus'un PK ve Misir PFJ gruplarinda belirgin sekilde arttig1
gozlenmistir. Alistipes tiim gruplarda benzer oranlarda bulunarak stabil bir dagilim
sergilemistir. Alloprevotella’nin PK ve Misir PFJ gruplarinda yiiksek seviyelerde
oldugu belirlenmistir. Turicibacter PFJ gruplarinda varlik gosterip, 6zellikle Yonca
PFJ grubunda yiiksek oranda tespit edilirken, Kontrol grubunda oldukg¢a diisiik
seviyede bulunmustur. Helicobacter’in ise Kontrol grubunda daha yiiksek, PFJ
gruplarinda ise diisiik diizeylerde oldugu kaydedilmistir. Ayrica Odoribacter’in
Yonca PFJ grubunda diger gruplara kiyasla daha yiiksek oranda oldugu dikkati
cekmistir. Cins diizeyinde taksonlarin gruplara gore bagil bolluklar1 Cizelge 4.4’te
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verilmig; bu dagilimlarin gorsel temsilleri Sekil 4.15-4.19°da, gruplara ait genel
mikrobiyal kompozisyon ise Krona pasta grafikleriyle Sekil 4.20-4.24’te
gosterilmistir. Mikrobiyota sonuglarimiz PFJ’lerde tiir bazinda incelendiginde Misir
Melas karisiminin - Mikrobiota analizinde Limosilactobacillus panis %91,1,
Lactiplantibacillus plantarum %4, Limosilactobacillus pontis %1, Levilactobacillus
brevis %0,7 ve Latilactobacillus sakei %0,5 olarak tespit edilmistir. Cayirotu melas
karisimida ise Lactiplantibacillus plantarum %31, Enterococcus faecium %28,
Levilactobacillus brevis %17 ve Leclercia pneumoniae %3, Yonca glikoz PFJ
karisimida ise Limosilactobacillus panis %75, Lactiplantibacillus plantarum %16,
Levilactobacillus brevis %3, Latilactobacillus sakei %0,1 ve Limosilactobacillus
vaginalis % 0,5 olarak tespit edilmistir.

Rikenellaceae_RCY9_gut_group Digerleri = Muribaculaceae

2% 20% Muribaculaceae
Oscillospiraceae; 22%
Unknown_2...

m Lachnospiraceas; Unknown_1
B Bocteroides
M Lachnospiraceas_ME4A136 group

Desulfovibrionaceae B Lacihaciius

: Uncultured_1
2%

W Alistipes

m Helicobocter  Lachnospiraceae;

Prevotellaceae Unknown_1
UCG-001 B Qdoribocter 10%
T Bacteroides
8% m Ligiloctobocillus
Ligitoctobacillus
4% m Prevotellaceae_UCG-001
Odkirihoier Lac hnuspiraceae_ﬂ. Besullimlbl:ulna CEdE;
ncultured_
% K4A136 group Crscillospiraceas; Unknown_2
Helicobacter | Alistipes  Loctobaocillus %

4% 6% 6% mRikenellaceae_RCY_gut_group

Sekil 4.15. Kontrol grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin cins
diizeyinde bagil bolluk dagilimi1 (%).
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Sekil 4.16. Pozitif Kontrol grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin
cins diizeyinde bagil bolluk dagilimi (%).

Fo82 Digerleri = Muribaculaceae

Muribaculaceae

2% - 19% 17% _

| Bacteroides
; I | Bacteroides
Lactobacillus 12% = Lachnospiraceae; Unknown_1
3% |
| | m Lachnospiraceae_NK4A136_group
-'.._ |
\ .I m Alloprevotella
h"'- m Alistipes
Ligilactobacill
5% = Turicibacter
|
[ Odoribacter
Odoribacter | ) Lachnospiraceae;
3% Unknown_1 ™ Ligiloctobacillus
Turicibacter | | | A w Lactobacillus
6% Lachnospiraceae_N
isti | Alloprevotella
Alistipes e K4A136_pgroup B2
6% 72 B%
= Digerleri

Sekil 4.17. Cayirotu PFJ grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin cins
diizeyinde bagil bolluk dagilimi (%).
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Sekil 4.18. Misir PFJ grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin cins
diizeyinde bagil bolluk dagilim1 (%).

Romboutsia Digerleri = Muribaculaceae
Fog2 2% - B% _ Muribaculaceae P
3% ) | 19% uricibacter
| : B Bacteroides
Alloprevotella
. 49_‘ B Odoribacter
L'gll'nct;;:aﬂﬂus \ Turicibacter .
\ 13% 8 [gotobacillus
B Lachnospiraceas_NK4A136_gr
Alistipes _ oup
5% ® Lachnospiraceae; Unknown_1
Lachnospiracea = Alistipes
Unknown_1
6% w Ligifactobacillus
n Alloprevotella
| | Bacteroides ® FO82
Lachnospiraceae_N _| . . 10% A
K4A136_group Lactobacillus . Odaribacter B Remboutsia
7% 8% 10%

' Digerleri

Sekil 4.19. Yonca PFJ grubu bagirsak mikrobiyotasinda en baskin taksonlarin cins
diizeyinde bagil bolluk dagilimi (%).
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Sekil 4.21. Pozitif Kontrol grubuna ait Krona pasta grafigi.
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Sekil 4.23. Misir PFJ grubuna ait Krona pasta grafigi.
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i
d__Eukaryota 0%
d__Archaea 0% -

Sekil 4.24. Yonca PFJ grubuna ait Krona pasta grafigi.

Cizelge 4.5. Tespit edilen amplikon dizilerinin uzunluklarina iliskin tanimlayici
istatistikler (bp).

Parametre ' Deger
Toplam ASV sayis1 1363
Minimum uzunluk (bp) 232

i 451
Maksimum uzunluk (bp)
Ortalama uzunluk (bp) 396,7+42.1
Median (50. persentil) 405

%025 — %735 persentil aralig: 403421

Analiz sonucunda toplam 1363 adet ASV elde edilmistir. Temsil dizilerin
uzunluk dagilimi incelendiginde, sekans uzunluklarmin 232-451 bp arasinda
degistigi, ortalama uzunlugun 396,7 £ 42,1 bp oldugu tespit edilmistir. Median
uzunluk 405 bp olarak bulunmus, ayrica %25-%75 araliginda degerlerin 403—421 bp
arasinda yogunlastigr goriilmiistiir (Cizelge 4.5). OTU tablolar1 incelendiginde, her
grubun kendine 6zgii ASV profili oldugu gozlenmistir. Filtreleme asamasinda tekil

diziler (singleton) ve diisiik bolluklu sekanslar ¢ikarilmistir. Temsil diziler, QIIME2
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pipeline’1 kapsaminda SILVA 138 referans veritabani kullanilarak taksonomik olarak

siiflandirilmistir. Atamalarda %97 benzerlik esigi esas alinmistir. Her grubun OTU

sayisi sube, aile ve cins diizeyinde tanimlanmistir (Sekil 4.25-4.27).

40000
35000
30000
& 25000
=
L
i 20000
2
=] 15000
10000
5000
0 . i — ——— Ry y—
Kontrol Cayirotu Misir Yonca
B Firmicutes 31701 17150 24974 19766 334
m Bacteroidota 34193 12287 313086 18735 387
M Protecbacteria 336 151 539 125 8
W Actinobacteriota 566 228 136 90 0]

Sekil 4.25. Gruplarin en baskin sube diizeyinde OTU dagilimini1 gésteren gubuk

grafik.

Cizelge 4.6. Gruplarin

Bakteri Ailesi

Lactobacillaceae
Marinifilaceae
Erysipelotrichaceae
Prevotellaceae
Helicobacteraceae
Bacteroidaceae
Desulfovibrionaceae
Lachnospiraceae
Muribaculaceae

Rikenellaceae

Oscillospiraceae

en baskin aile diizeyinde OTU dagilima.

avirotu Masir Yonca
Kontrol PK  © PFJ PFJ PFJ
7926 5890 3044 9072 110
2976 1134 3123 1984 72
726 1598 3290 3 o7
2524 2719 5214 4187 33
3103 213 844 1265 2
6245 1051 6853 3885 72
1767 349 709 044 1
16223 7153 11442 7027 100
16091 4750 10381 4462 145
53821 1928 3870 2435 42
3353 1071 2186 1389 2
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Sekil 4.26. Gruplarin en baskin aile diizeyinde OTU dagilimin1 gésteren ¢ubuk

grafik.
Cizelge 4.7. Gruplarin en baskin cins diizeyinde OTU dagilimu.

Pozitif = Cayirotu

Cins Ada Kontrol Kontrol PFJ
Muribaculaceae 6469 1014 1602
Lachnospiraceae;

Vakiewa 1 3010 1012 913
Bacteroides 5105 168 624
Lachnospiraceae NK4A 5479 1739 480
136 _group

Lactobacillus 4215 3779 1939
Alistipes 4174 1839 3662
Helicobacter 4099 168 412
Odoribacter 2976 1132 3123
Ligilactobacillus 2977 1304 2637
Alloprevotella 482 2124 4382
Turicibacter 708 1569 3280

Misir
PFJ

4442
3804
3388
6260

5052
2172
0
1984
3298
3803
0

Yonca

PFJ
1144
357
572
553
59
38
0
72
37

29
97

Cizelge 4.7'de sunulan gruplarin en baskin cins diizeyindeki OTU dagilimi

incelendiginde, mikrobiyota kompozisyonunda belirgin farkliliklar saptanmistir.

Muribaculaceae (Kontrol: 6,469 OTU), Kontrol grubunda agik ara en yiiksek bolluga
sahipken, bu bolluk diyabet modeli olan Pozitif Kontrol (1,014 OTU) ve Cayirotu
PFJ (1,602 OTU) gruplarinda azalma gostermistir. Ancak Misir PFJ grubunda bu

bolluk tekrar yiikselerek (4,442 OTU), Kontrol'den sonraki
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degere ulasmistir. Lachnospiraceae iiyeleri (Unknown 1 ve NK4A136 group),
ozellikle Kontrol (3,010 ve 5,479 OTU) ve Misir PFJ (3,804 ve 6,260 OTU)
gruplarinda  dikkate  deger  oranlarda  bulunmustur.  Misir  PFJ'deki
Lachnospiraceae NK4A136 group'un bollugu (6,260 OTU), incelenen tiim gruplar
icinde en yiiksek degere sahiptir. Diger yandan, Lactobacillus cinsinin bollugu Misir
PFJ grubunda (5,052 OTU) belirgin sekilde artmistir. Bu artisa, Ligilactobacillus
cinsindeki artis (3,298 OTU) eslik etmistir. Bu durum, ozellikle Misir PFJ
uygulamasinin mikrobiyal kompozisyonda laktik asit bakterileri lehine bir kayma
olusturdugunu disiindiirmektedir. Bacteroides cinsi tiim gruplarda mevcut olmakla
birlikte, Kontrol (5,105 OTU) ve Misir PFJ (3,388 OTU) gruplarinda daha yiiksek
diizeylerde tespit edilmistir. Alloprevotella cinsi ise tam tersi bir dagilim
sergileyerek, Cayirotu PFJ (4,382 OTU) ve Misir PFJ (3,803 OTU) gruplarinda
digerlerine kiyasla ¢ok daha yiiksek bolluga ulasmistir. Yonca PFJ grubu, incelenen
cogu taksonda diger gruplara kiyasla ¢ok daha diisiik OTU sayilar1 ile en diisiik
mikrobiyal yogunlugu gostermistir. Ancak buna ragmen, Turicibacter cinsinin Yonca
PFJ grubunda (97 OTU), Kontrol (708 OTU) ve Cayirotu PFJ (3,280 OTU) harig
diger gruplara kiyasla gorece yiiksek bir bolluk sergilemesi dikkat ¢ekicidir.

7000
6000
w 5000
{%‘ 4000
O 2000
1000
U ||.|IE |.|I|||a|.| M 1.
Kontrol Pozitif Kontrol  Caywrotu PFJ Wisir PFJ Yonca PFJ
# Muribaculaceae # Lachnospiraceae; Unknown_1
Bacteroides Lachnospiraceae NK4A136_group
m | actobacillus = Alistipes
® Helicobacter 8 QOdoribaciter
m [igilactobacillus = Alloprevotella

B Turicibacter

Sekil 4.27. Gruplarin en baskin cins diizeyinde OTU dagilimini gdsteren ¢gubuk
grafik.

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Diseksiyon giinii elde edilen serum glukoz, insiilin, iire, kreatinin, ALT, AST

ve kortizol diizeyleri ortalama + standart sapma (SD) degerleri iizerinden gruplar
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arasinda karsilagtirilmistir. Kontrol grubunda serum glukoz diizeyi 74 mg/dL iken,
Pozitif Kontrol grubunda bu degerin belirgin sekilde artarak 509 mg/dL’ye ulastigi
goriilmiistir. PFJ uygulamalarinin  glukoz  diizeyleri tiizerindeki etkileri
incelendiginde, Cayirotu PFJ grubunda 281 mg/dL, Yonca PFJ grubunda 324 mg/dL
ve Misir PFJ grubunda 566 mg/dL olarak saptanmustir (Sekil 4.28).

Serum insiilin diizeyleri agisindan Kontrol grubunda 0,30 ng/mL olan degerin
Pozitif Kontrol grubunda 0,16 ng/mL’ye diistiigii belirlenmistir. PFJ uygulamalari ile
insiilin diizeylerinde artis gézlenmis olup, 6zellikle Yonca PFJ grubunda 5,18 ng/mL

ile en yiiksek degere ulagilmistir (Sekil 4.29).

Karaciger fonksiyon gostergelerinden ALT diizeyi Kontrol grubunda 52 U/L
iken, Pozitif Kontrol grubunda 536 U/L’ye yiikselmistir. PFJ uygulamalar1 ile ALT
degerleri Cayirotu PFJ grubunda 172 U/L, Yonca PFJ grubunda 64 U/L ve Misir PFJ
grubunda 422 U/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.30). Benzer sekilde AST diizeyi
Kontrol grubunda 56 U/L iken, Pozitif Kontrol grubunda 526 U/L’ye yiikselmis; PFJ
gruplarinda bu degerler sirasiyla Cayirotu, Yonca ve Misir PFJ gruplarinda 400, 228
ve 797 U/L olarak kaydedilmistir (Sekil 4.31).

Serum {ire diizeyleri Kontrol grubunda 36,1 mg/dL iken, Pozitif Kontrol
grubunda 54,2 mg/dL’ye yiikselmistir. PFJ uygulamalar ile iire diizeylerinin arttig1,
en yiiksek degerin Misir PFJ grubunda 66,7 mg/dL oldugu belirlenmistir (Sekil
4.32). Kreatinin diizeyleri gruplar arasinda sinirli degiskenlik gostermis olup, PFJ
gruplarinda 0,43-0,62 mg/dL araliginda dl¢tilmistiir (Sekil 4.33).

Serum kortizol diizeyleri Kontrol grubunda 0,39 pg/dL, Pozitif Kontrol
grubunda 0,71 pg/dL olarak belirlenmis; PFJ gruplarinda ise 0,69-2,27 ng/dL
araliginda degisim gostermistir. En yiiksek kortizol diizeyi Misir PFJ grubunda
saptanmigtir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.28. Gruplara gore diseksiyon giinii elde edilen ortalama + SD serum glukoz
diizeylerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.29. Gruplara gore diseksiyon giinii elde edilen ortalama + SD serum instilin
diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.30. Gruplara gore diseksiyon giinii elde edilen ortalama + SD serum alanin
aminotransferaz (ALT) diizeylerinin karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.31. Gruplara gore diseksiyon giinii elde edilen ortalama + SD serum aspartat
aminotransferaz (AST) diizeylerinin karsilastiriimasi.
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Sekil 4.32. Gruplara gore diseksiyon giinii elde edilen ortalama + SD serum iire
diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.33. Gruplara gore diseksiyon giinii elde edilen ortalama + SD serum kreatin
diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.34. Gruplara gore diseksiyon giinii elde edilen ortalama + SD serum kortizol

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.8. Gruplar aras1 biyokimyasal parametrelerin karsilastirilmasi (Ortalama +

SD). ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma testi sonuglari.

Parametre

Glukoz

AST

Insiilin

Kortizol

Kontrol PE
14£11 S09=+15
36,153 | 542275

0642007 | 0632009 0462006 0432005

52+6 536=20

56+9

52625

0302000 0,1620,04

039005 | 0.71=0,06

Cavirotu
PEJ

324=21

63,3£5

172=20

£00=40

2.00=0,6

0.97=0,1

44

Mz
PET

566=28

66,74 2

42235

197245

0,1520,03

22702

Yonca
FEJ

28122

38,662

0,620 04

G4+15

22330

5.18£0.8

0,65=0,07

ANOVA
(F,p)

F=3521,
p=0,001
F=416,
p0,001

F=124,
p<0,01

F=128.7,
0,001

F=1654,
p<0,001

F=222,5,
0,001

F=08.6,
p<0,001

Tukey Coklu
Karzilastirma

PE, Mzr =
Kontrol, Yonea,
Cayirotu
(p=0,001)
Musir, Cayrotu,
Yonca = Kontrol
(p<0.001)

Musir, Cayrot =
Eontrol, Yonca
(p=0,01)

PE, Mzir =
Eontrol, Yonca
(p<0.001);
Cayirotu orta
ditzeyde
(p=0.05)

hhsir = tim

gruplar
(p<0,001); PK >
Eontrol, Yonca
(p=0,001}
Yonea = tim
gruplar
(p=0,001);
Cayrotu > PE,
Eeontrol (p=0,01})
Mazir = tiim
gruplar
(p=0,001)
Cayrotu =
Kontrol (p=0,05)
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Gruplar arasi1 biyokimyasal parametrelerin karsilastirilmasina iliskin ortalama
+ standart sapma degerleri ile ANOVA ve Tukey coklu karsilastirma testlerinin
sonuglar1 Cizelge 4.8’de sunulmustur. Istatistiksel analizler sonucunda incelenen tiim
parametrelerde gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Glukoz diizeyleri en yiiksek Misir PFJ grubunda, en diisiik ise Kontrol grubunda
bulunmus ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Benzer
sekilde, iire, ALT, AST ve kortizol diizeyleri Misir PFJ grubunda anlamli derecede
ylksek saptanmistir. Buna karsin, insiilin diizeyi Yonca PFJ grubunda en yiiksek
degere ulagsmis, Cayirotu PFJ grubunda ise orta diizeyde artis géstermistir. PK, Misir
ve Kontrol gruplarinda insiilin diizeyleri diisiik kalmistir. Kreatinin degerleri gruplar
arasinda anlamli fark gostermekle birlikte, diger parametrelere kiyasla daha sinirli

degiskenlik sergilemistir.
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5. TARTISMA

Diyabetin patogenezinde bagirsak mikrobiyotasinin dengesinin bozulmasi,
literatlirde giiclii kanitlarla desteklenen bir mekanizmadir. Metagenomik ve klinik
temelli ¢aligmalar, tip 2 diyabetli konaklarda mikrobiyal c¢esitliligin ¢ogunlukla
azaldigin1 ve sube seviyesinde Firmicutes/Bacteroidota dengesinin diyabet lehine
degistigini gostermektedir. Bu degisim ilk olarak Qin vd. (2012) tarafindan rapor
edilmis; calismada, diyabetik bireylerde Shannon indeksinin distiigii ve sube
oranlarmin anlamli sekilde ayristigi bildirilmistir. Benzer sekilde Larsen vd. (2010),
hem insanlarda hem de deneysel hayvan modellerinde Clostridiales grubunda azalma
ve Bacteroidetes grubunda artis gibi karakteristik degisimler saptamistir. Gurung vd.
(2020) 1se diyabetle iliskili disbiyoz tablosunda Bifidobacterium, Faecalibacterium
ve Akkermansia gibi metabolik olarak koruyucu kabul edilen cinslerin azaldigini
belirtmis ve bu kaybin glukoz homeostazin1i bozabilecegini gostermistir. Bu
calismalar, bagirsak mikrobiyom degisimlerinin yalnizca lokal bir olay olmadigin;
diisitk dereceli inflamasyon, endotoksemi ve insiilin duyarliligi gibi sistemik

metabolik siireglerle baglantili oldugunu net bicimde ortaya koymustur.

Mevcut c¢alismada da diyabet modeli olusturulan farelerde mikrobiyal
zenginlik ve gesitlilikte belirgin bir azalma goriilmiis; Kontrol grubunda 397 olan tiir
sayisi, diyabetik Pozitif Kontrol grubunda 333’¢ diismiistiir. Chaol (522,27 —
412,06) ve Shannon (7,13 — 6,83) indekslerindeki azalma, arastirmamizin deneysel
modelde tip 2 diyabete 6zgii disbiyoz tablosunu dogruladigini gostermektedir. Bu
profil, diyabete bagli mikrobiyal baskilanmay1 destekleyen gilincel literatiirle

tutarlilik sergilemistir.

PFJ uygulamalarinin mikrobiyal kompozisyondaki etkileri incelendiginde,
Cayirotu PFJ ve Misir PFJ gruplarinda Shannon indeksi yoniinde hafif bir artis tespit
edilmistir. Buna karsin Yonca PFJ grubunda cesitlilik en diisiik diizeyde (Shannon =
6,42; Chaol = 405,11) kalmis olsa da biyokimyasal diizeyde anlamli ve gii¢clii bir
insiilin yanit1 elde edilmistir. Bu sonug, mikrobiyotanin yalnizca tiir sayisi iizerinden
degil; fonksiyonel c¢iktilar1 ve metabolit {iretim kapasitesi {izerinden
degerlendirilmesi  gerektige isaret etmektedir. PCoA analizleri de PFJ
uygulamalarinin mikrobiyal topluluk yapisim1i anlamli sekilde degistirdigini ve
gruplar arasinda belirgin ayrigsmalar olusturdugunu gostermistir. Nitekim, diyabet
modellerinde SCFA {ireten bakterilerin aktivitesinin, kompozisyondan daha kritik
oldugu, bagirsak-beyin—pankreas ekseni g¢alismalarinda siklikla vurgulanmaktadir
(Sonnenburg ve Béackhed, 2016; Zmora vd., 2019; Rezac vd., 2018).
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SCFA’larin bagirsak bariyerini giliclendirme, inflamasyonu baskilama ve
GLP-1 aracili insiilin sekresyonunu uyarma gibi antidiyabetik mekanizmalara katki
sundugu bilinmektedir. Bu fonksiyonel iliskinin en bilinen Orneklerinden biri
Akkermansia muciniphila {izerine yapilan ¢alismalardir. Bu bakteri, bagirsak mukus
tabakasin1 destekleyerek metabolik endotoksemiyi ve insiilin direncini azaltma
kapasitesiyle tanimlanmistir (Everard vd., 2013; Zhai vd., 2023; Ye vd., 2024; Dianti
Sanjiwani vd., 2022). Ye vd. (2024) faj kokteyli miidahalesiyle Lachnospiraceae ve
Muribaculaceae iiyelerinin arttigini ve kan glukozunun anlamli bigimde azaldigini
gostermistir. Bu bakteri ailelerinin SCFA {iretimiyle iligkili olmasi, mikrobiyota

hedefli metabolik iyilestirme kuramini desteklemektedir.

Calismamizda Yonca PFJ grubunda, diyabet profiline 6zgii Firmicutes
oraninda azalma, Bacteroidota oraninda ise artis saptanmistir. Bu, diyabetik
dagilimdan uzaklagsma yoniinde bir yeniden yapilanmaya isaret etmektedir. Ayni
grupta Muribaculaceae liyelerinde ve Odoribacter cinsinde gbzlenen belirgin artis,
PFJ miidahalesinin SCFA iiretim aksini giliglendirdigini diisiindlirmektedir (Rezac
vd., 2018; Zhang vd., 2018). Buna ek olarak Turicibacter cinsindeki yiikselme de
fonksiyonel agidan dikkat ¢ekicidir; bu cins, bagirsak immiin yanit regiilasyonu ve
metabolik saglikla iligkilendirilmekte olup Odoribacter ile sinerjik metabolit iligkisi
kurabilmektedir. Bu iki cinsin es zamanl yiikselisi, Yonca PFJ’nin metabolik etkisini

mikrobiyal fonksiyon diizeyinde destekledigi hipotezini giiclendirmistir.

Cayirotu PFJ grubunda ise, gesitlilik Yonca PFJ’ye gore daha ytiksek olmakla
birlikte, 6zellikle Bacteroides ve Prevotellaceae iiyelerinde artis goriilmiistiir. Bu
mikroorganizmalar, diyet liflerini SCFA 6nciillerine doniistiirebilme yetenekleriyle
metabolik iyilesmeye katki sunabilmektedir. Aymi grupta Alistipes ve
Ligilactobacillus artis1, PFJ’nin genel mikrobiyal dengeyi destekleyen bir etki
sundugunu gostermektedir. Ancak bu gruptaki metabolik yanit, Yonca PFJI’ye

kiyasla daha 1liml seyretmistir.

Metagenomik caligmalarin yorumlanmasinda metodolojik simirhiliklarin da
dikkate alinmasi gereklidir. Mikrobiyom profilleme sirasinda kullanilan DNA
referans reaktiflerinin ve izole DNA materyallerinin farkli taksonlara gore bias
olusturabilecegi, rapor edilmektedir (Anwar vd., Yaymm Asamasinda). Bu durum,
deney gruplarindaki oran degisimlerini yorumlarken g6z oOniinde bulundurulmasi

gereken bir noktadir.

Biyokimyasal veriler incelendiginde, Pozitif Kontrol grubunda yiiksek glukoz
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ve diisiik insiilin profili goriiliirken, insiilin diizeyinin en gii¢lii ve anlaml yiikselisi
Yonca PFJ grubunda (5,51 pU/mL) saptanmis, glukoz diizeyi de bu artigla paralel
sekilde diismiistiir. Bu durum, Yonca PFJ’nin pankreas [-hiicre fonksiyonunu
destekleyici bir etki sunabilecegini, dolayisiyla metabolik dengeyi dogrudan veya
dolayli (mikrobiyal metabolit aracilifiyla) diizenledigini diisiindiirmektedir. Misir
PFJ grubunda gozlenen yiiksek glukoz ve karaciger enzimleri (ALT =422 U/L; AST
= 797 U/L) ise, PFJ’lerin biyolojik etkilerinin bitki kaynagi ve fermentasyon
giivenligi ile degiskenlik gosterebildigini ortaya koymaktadir. Literatiirde, baz1 misir
bazli fermentasyon siireclerinde Aspergillus ve Fusarium gibi mikotoksin iiretici
kiiflerin gelisebildigi rapor edilmistir. Bu bilgi, Misir PFJ grubundaki yiiksek ALT ve
AST degerleriyle iliskilendirilebilir. Bu durum, fermente bitkisel {iriinlerde

biyogiivenlik kontroliiniin kritik oldugunu gostermektedir.

Bulgular, mikrobiyatadaki toplam cesitlilikten c¢ok, belirli fonksiyonel ve
metabolit-liretici cinslerin baskinliginin diyabet yanit1 {izerinde daha belirleyici
oldugunu desteklemektedir. Bu baglamda, Yonca PFJ’nin deney modelimizde en

olumlu etki gosteren fermente bitkisel kaynak oldugu sonucuna varilmstir.
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6. SONUCLAR

Bu calisma, bitki bazli fermente PFJ iiriinlerinin diyabetik fare modelinde
hem bagirsak mikrobiyotas1 hem de biyokimyasal metabolik yanit {izerindeki
etkilerini birlikte degerlendirmesi acisindan literatiire katki sunan biitiinciil bir
deneysel modeldir. Yonca PFJ, insiilin diizeyini 5,51 pU/mL’ye ¢ikararak, kan

glukoz yanitin1 anlamli bigimde 1yilestirmistir.

Cesitlilik diger gruplara gore diisiik olsa da SCFA iiretici Muribaculaceae,
Odoribacter ve Turicibacter artigi, fonksiyonel mikrobiyota yeniden yapilanmasinin

metabolik iyilesmeyle baglantili olabilece§ini gostermistir.

Misir PFJ grubunda, glukoz yiiksekligi ve ALT/AST artis1 (422 ve 797 U/L),
fermentasyon siirecinde gelisebilecek mikrobiyal veya mikotoksin kaynakli olumsuz
ciktilara dikkat ¢ekmis ve bu tiir iirlinlerde biyogilivenligin hammadde se¢imi ve

fermantasyon kosullariyla dogrudan iliskili oldugunu dogrulamistir.

Bu yoniiyle c¢alisma, yalnizca fonksiyonel gidalarin potansiyel faydalarini
degil, iiretim siirecinde goz ardi edilmemesi gereken risk faktorlerini de

vurgulamakta ve literatiire 6zgiin bir katki1 sunmaktadir.
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7. ONERILER

Elde edilen sonuglar, Yonca PFJ’nin diyabet yonetiminde destekleyici bir
fonksiyonel gida olarak degerlendirilebilecegini  gostermektedir. Gelecek
calismalarda, PFJ bilesenlerinin hangi mikrobiyal metabolitler {izerinden etki
gosterdigi ayrintili bi¢imde arastirilmalidir. Ayrica, Yonca PFJ’nin farkli dozlarda
uygulanmasiin, uzun donemli etkilerinin ve klinik diizeydeki gegerliliginin

incelenmesi onemlidir.

Buna ek olarak, Misir PFJ gibi belirli hammaddelerden elde edilen fermente
tirlinlerde mikotoksin olusum riskinin ve toksisite potansiyelinin deneysel olarak
dogrulanmasi gerekmektedir. Fermantasyon kosullarinin optimize edilmesi, uygun
starter kiiltiir se¢imi ve mikotoksin analizlerinin rutin hale getirilmesi, bu tiir

tirtinlerin giivenli kullanimin1 saglamak agisindan kritik 6neme sahiptir.

Bu tiir caligmalar, PFJ’nin terap6tik potansiyelini daha net ortaya koyacak ve
diyabete yonelik yeni, giivenli ve etkin beslenme temelli stratejilerin gelistirilmesine

katki saglayacaktir.
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