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3T3-L1 hiicrelerinin adipojenik farklilasma siirecinde Kkefirin probiyotik iceriginin
rolii

Ogrencinin Adi: Sabiha Gokgen Zeybek

Damisman: Prof. Dr. Seving Yiicecan

Anabilim Dali: Beslenme ve Diyetetik

OZET
Amag: Kefir obeziteyi onleme gibi saglik iizerine olumlu etkileri olan geleneksel
fermente siit iirliniidiir. Bu ¢alismanin amaci, kefirin adiposit hiicrelerindeki farklilagsma

stireci ve adipositlerdeki lipid birikimi tizerindeki etkisini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Kefir siit ile kefir tozunun karistirilarak fermentasyon igleminin
saglanmasi ile hazirlandi. Kefirin hiicreler lizerindeki sitotoksik etkisi, MTT analizi ile
olgiildii. Oil Red-o boyama yontemi ile lipid birikimi saptandi. Anti-adipojenik etkinin
belirlenmesi amaci ile indirekt immumoperoksidaz teknigi kullanilarak ANGPTL-4,
leptin ve PPAR-y’nin dagilimi arastirildi. Buna ek olarak, TNF-a, IL-1pB, IL-6 ve LPL
ekspresyonlart ELISA teknigi kullanilarak incelendi.

Bulgular: MTT analizi sonucunda 0.1 mg/dl her iki kefir fraksiyonu iginde etkili
bulundu. 3T3-L1 adipositlerinde kefir fraksiyonlarinin inkiibasyonu ile lipid birikimi
azald1. Immunohistokimyasal boyama sonuglarina gére, ANGPTL-4 immunoreaktivitesi
her iki kefir fraksiyonunun inkiibasyonunda da anlamli derecede artig gdsterdi. Buna ek
olarak, leptin immunoreaktivitesi kefir pellet ile miidahale edilen olgun adiposit
hiicrelerinde anlamli derecede azaldi. Tiim gruplarda PPAR-y, LPL, IL-6, TNF-a ve IL-
1B ekspresyonunda herhangi bir fark saptandi.

Sonug: Kefir hiicre yapisini koruyarak lipid birikimini 6nlemistir. Ayrica ANGPTL-4

seviyelerini artirmasi nedent ile kilo aliminin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir.

Anahtar kelimeler: Kefir, Obezite, Leptin, ANGPTL-4, LPL



The role of probiotic content of kefir in the adipogenic differentiation process of
3T3-L1cells

Name of Student: Sabiha Gokgen Zeybek

Advisor: Prof. Dr. Seving Yiicecan

Department: Beslenme ve Diyetetik

ABSTRACT
Objective: Kefir is traditional fermented milk that is reported to have various health
benefits such as preventing obesity. The aim of this study was to investigate the effect of

kefir on lipid accumulation and cell differentiation in adipocytes.

Materials and Methods: Kefir was prepared from milk and kefir powder fermentation.
Cytotoxic effect of kefir on the cells was measured by MTT assay. Lipid accumulation
was detected by Oil-red O staining. Anti-adipogenic activities were investigated
distribution of ANGPTL-4, leptin and PPAR- y in mature 3T3-L1 adipocytes using
indirect immunoperoxidase technique. In addition, TNF-o, IL-1p, IL-6 and LPL

expression were investigated by using ELISA technique.

Results: In the MTT assay, 0.1 mg/dl dilutions of kefir fractions were found to be
effective. Lipid accumulation was reduced by both kefir fractions. As a result of
immunohistochemical staining, ANGPTL-4 immunoreactivity was significantly
increased in 3T3-L1 cells. Additionally, leptin immunoreactivity was also decreased
significantly in the mature adipocytes after treated with kefir pellet. There were no
differences in expression of PPAR- vy, LPL, IL6, IL1B and TNF-a in all groups.

Conclusion: Kefir fractions have prevented lipid accumulation by preserving the cell
structure. Moreover, kefir may play important role in preventing weight gain due to

increased ANGPTL-4 level.

Keywords: Kefir, Obesity, Leptin, ANGPTL-4, PPAR-Y



1. GIRiS
1.1. Kuramsal Yaklasimlar ve Kapsam

Obezite, kompleks, multifaktoriyel ve genis capta Onlenebilir bir hastaliktir.
Giliniimiizde hafif sisman siniflamasina giren bireyler diinya popiilasyonun iigte birini
olusturmaktadir. Obezite prevalansindaki artisin bu sekilde devam etmesi durumunda,
2030 yilina kadar diinyadaki yetigkin niifusun tahmini %38’1 hafif sigman, %20’sinin ise
obez olacagi on goriilmektedir (Hruby ve Frank, 2015). Beden kiitle indeksi, hafif
sismanligin ve obezitenin tanimlanmaasinda en sik kullanilan Glgiittiir. Ancak beden
kiitle indeksi direkt olarak viicut yag yiizdesini 0lgmemekte ve yag ile kas kiitlesi
ayirimini yapamamaktadir. Bu nedenle viicut yagmi direkt tanimlayacak oOlgiitler
kullanilmalidir (Schienkiewitz ve ark, 2017).

Yapilan bilimsel ¢aligmalar hafif sisman ve obezite gelisimine bir ¢ok faktoriin
katki koydugunu tanimlamistir. Bu faktorler, beslenme, fiziksel aktivite, mental saglik
ve duygu durum, uyku, hijyen ve medya kullanimidir (Williams ve Greene, 2018).
Bunlara ek olarak, bagirsak mikrobiyomu son 10 yilda obezitenin gelisiminde etkili
onemli faktor olarak tanimlanmistir. Obez ve zayif kisilerde bagirsak mikrobiyomundaki
bakteriyel ¢esitliligin degistigi ve bu degisimin obezite, tip 2 diyabet gibi bir ¢ok
hastaligin patogenezi ile yakindan iligki icerisinde oldugu savunulmustur (Castaner ve
ark 2018).

Fermente siit iirlinleri, metabolik bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar,
bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklar veya biligsel gerileme gibi farkli hastalik
risklerinin azaltmasi ayni zamanda epidemiyolojik calismalarda obeziteyi Onleme ile
olan iligskisinden dolay1 6zel ilgi gormektedir (Gonzalez ve ark, 2019). Kefir, probiyotik
icerigi zengin fermente bir besin olarak bilinmektedir (Macori ve Cotter, 2018). Kefir,
mikrobiyota iizerindeki module edici etkisi ve obeziteden koruyucu potansiyel etkilerini
fermentasyon siirecinde olusan ve bagirsak mikrobiyotasindaki mikrobiyal ¢esitlilige
destek veren bir cok biyoaktif bilesik sayesinde veya bu bilesiklerden bagimsiz olarak
gostermektedir (Leite ve ark, 2013; Bourrie ve ark 2016).



Sonug olarak, bagirsak mikrobiyotasi ekosistemindeki degisiklikler sonucunda bir
cok fizyolojik degisim gerceklesmekte ve bunun sonucunda obezite ve diger metabolik
hastaliklarin gelisimine zemin hazirlanmaktadir. Degismis bagirsak mikrobiyotasi, kisa
zincirli yag asitleri iiretim araciligi ile enerji eldesinin artiritlmasi, AMPK regiilasyonu
ile lipogenezin artirilmasi ve yag asit oksidasyonunu azaltmasi, FIAF/ANGPTL-4
regiilasyonu ile adipositlerde lipid birikimini regiile etmesi vb etki mekanizmalari ile

obezitenin gelisiminde rol oynamaktadir (Boulange ve ark, 2016).

Kefir ise mikrobiyota iizerindeki bu degisiklikleri olumlu yonde modiile etmekte
ve obeziteden koruyucu potansiyel etki gostermektedir. Kefirin literatirde ANGPTL-
4/FIAF ekspresyonunun regiilasyonu iizerine yapilan herhangi bir calismaya
rastlanmamistir ayni zamanda inflamatuar belirtecler iizerindeki etkisini agiklayan
caligmalar ise smirli sayidadir. Yapilan bu ¢alisma ile kefirin bu yolaklar iizerinden

obezite tizerindeki etki mekanizmalarinin anlagilmasi igin yol gdsterici olacaktir.

1.2. Amacg

Bu ¢alisma ile probiyotiklerin adipositlerin farklilasmasi ve lipid birikimi iizerine
etkisinin belirlenmesi amaclanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda obezite ve iliskili
hastaliklara iligkin etki mekanizmalarinin anlagilmasinda in vitro ortamda kullanilan
3T3-L1 hiicreleri kullanilmistir. Probiyotiklerin bu etkilerini gozlemlemek amaciyla
probiyotik icerigi zengin olan kefirin kullanilmasi planlanmstir.

Bu galisma ile;

1. 3T3-L1 preadipositlerinin adiposit hiicrelerine doniisiimiiniin gdzlemlenmesi

2. 3T3-L1 hiicrelerinde PPAR gama, ANGPLT-4/ FIAF, leptin transkipsiyon

faktorlerine bakilarak yag birikiminin olusum zamanina ve miktarina bakilmasi
3. TNF alfa, IL-6, IL-lbeta ve LPL’nin ELISA y&ntemi ile diizeylerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.



1.3. Hipotez

Kefir zengin probiyotik icerigi ile 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin farklilasmasini
etkileyebilecegi ve adipositlerin icerisindeki lipid birikimini azaltacagi dngoriilmektedir.
Lipoprotein lipaz inhibitorii olan ANGPLT4’diin transkripsiyonunu artirarak yag
hiicrelerinin birikimini azaltacagi ve buna bagli olarak ANGPTL-4 transkripsiyonunun
artmasi ile liporprotein lipaz ekspresyonunun baskilanacagi diistiniilmektedir.

Bunlara ek olarak, TNF alfa, IL-6, IL-1 beta gibi belirteclerin miktarini azaltarak

inflamatuar siireci azaltacig1 hipotezi ile proje planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obezitenin Tanim

Diinya Saghk Orgiiti (WHO/DSO), morbidite ve mortalite riskini artiracak,
fiziksel, psikolojik veya sosyal refah1 degistirecek diizeydeki yag kiitlesi artisini obezite
olarak tanimlamaktadir (WHO, 2000). Diinya Obezite Federasyonu ise giiniimiizde
obezitenin kronik tekrarlayici ve direngli bir hastalik oldugunu tartismaktadir (Bray,
Kim, Wilding & World Obesity Federation 2017).

Klinik degerlendirilmesinde ayrintili dykii/anamnez, fiziksel muayene, yasam
tarzinin  ve aligkanliklarin  sorgulanmasi, fizyolojik durum ve laboratuvar
degerlendirmeleri bulunmaktadir. Anamnez bireydeki pre-Obezitenin obeziteye gecis
siirecini anlamaya yardimci olmaktadir ve obezitenin tedavisinde ilk basamagi
olusturmaktadir. Fiziksel muayene ile g¢esitli Olglimler alinmakta ve obezitenin
degerlendirilmesi yapilmaktadir. Viicut agirligi, beden kiitle indeksi (BKI), bel gevresi,

vb. 6l¢iimler bu degerlendirmenin i¢inde bulunmaktadir (Schutz ve ark, 2019).

Beden kiitle indeksi, boya gore olmasi gereken agirligin belirlendigi basit bir
formiildiir. Bu formiil, yetiskinlerde obezite ve hafif sigmanligin tanimlanmasi igin
kullanilmaktadir (WHO, 2018). Beden kiitle indeksi, viicut agirliginin, boy uzunlugunun
karesine boliinmesi ile hesaplanmakdir. Tablo 2.1.1°de beden kiitle indeksine gore

kiginin kilo durumunu siniflandirmasi sunulmaktadir (Weir ve Jan, 2019).

Tablo 2.1.1. Yetigkinler icin beden kiitle indeksi (kg/m?) siniflamasi

BKI Simiflama
<16,5 kg/m? Cok Zayif
<18,5 kg/m? Zayif
18,5 — 24., kg/m? Normal
25,0 — 29,9 kg/m? Hafif Sisman
30,0 kg/m? Obezite
30,0 — 34,9 kg/m? Obezite- 1 derece
35,0 — 39,9 kg/m? Obezite- 2 derece
40,0 kg/m? Obezite- 3 derece (Asir1 derecede

obezite)




Cocuk veya addlesanlarda obezitenin tanimlanmasi i¢in ise BKI persentil
degerlerinin kullanilmasi Onerilmektedir (Nehus ve Mitsnefes, 2019). Cocukluk ¢agi
obezitesinin tanimlanmasinda, DSO’niin, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nin
(CDC) ve Uluslararast Obezite Calisma Grubu’nun (IOTF) gelistirmis oldugu biiyiime
degerlendirme araglar1 kullanilmaktadir (Butte ve ark., 2007). Bu kuruluslarin hafif
sisman ve obeziteye yonelik siniflandirmalar1 Tablo 2.1.2.’de verilmistir (CDC, 2002);
Barlow ve Expert Comittee, 2007; Aggrawal ve Jain, 2018; Kuczmarski ve ark., 2000;
Cole ve ark., 2000; WHO, 2007; Wang ve Wang, 2002). Diinya Saglik Orgiitii’niin
yaymlamis oldugu c¢ocuk biiyliime standartlar1 optimum c¢evresel kosullarda normal
biliylimeyi tanimlamaktadir ve etnik kdken, sosyoekonomik durum ve beslenme sekli ne

olursa olsun her yerde ¢ocuklar1 degerlendirmek i¢in kullanilabilmektedir (WHO, 2007).

Tablo 2.1.2. Cocuk ve adélesanlar icin beden kiitle indeksi persentil degerlerine
gore hafif sisman ve obezite referans siniflandirilmasi

Referans Metodoloji ve kesisim noktalari

CDC* e  Orneklemin temelini yaslar1 2 — 20 arasinda degisen Amerikali
¢ocuklar olusturmaktadir.
e Hafif sisman tanimlamasi i¢in kesisim noktasi 85. persentil

kullanilmaktadir.
e (Obezite tantmlamasi i¢in kesigim noktast 95. persentil
kullanilmaktadir.
IOTF** e 6 farkli iilkeden (Brezilya, Amerika, Singapur, ingiltere, Hong

Kong, Hollanda) yaslar1 2 ile 18 yas arasinda degisen yaklagik
200.000 ¢ocuk calismaya dahil edilmistir.

e (alismada 18 yasina kadar olan ¢ocuklarda obezite kesisim noktasi
beden kiitle indeksinin 95. yiizdesi olarak kabul edilmistir.

e 18 yasindan biiytikler i¢in ise hafif sisman ve obezite
smiflandirmasina yonelik BKI kesisim noktalari sirast ile 25 kg/m?
ve 30 kg/m?’dir. Bu kesisim noktalarmin ¢ocuklar icinde
kullanilabilecegi 6n goriilmiistiir.




Tablo 2.1.2. Cocuk ve addlesanlar icin beden kiitle indeksi persentil degerlerine
gore hafif sisman ve obezite referans siniflandirilmasinin devami

WHO*** e (Calismanin 6rneklemini, biiyiimesi kisitlanmamus, belirtilen
kriterlerde emzirilme siiresi ve tamamlayici beslenmeye baglamis
cocuklardan olugmaktadir.

e Biiyiime referanslarina gore, BKI yaklasik 25 kg/m? karsilik olarak
>+1SD’ise hafif sisman; yaklasik 30 kg/m? karsilik olarak >+2 SD
ise obez tanimlamasi yapilmaktadir.

e Beden kiitle indeksi persentil degerlerine gore 85 — 95 persentil
aralig1 hafif sismanligi, 95. Persentil iizeri ise obeziteyi
tanimlamaktadir.

*CDC: Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
**|OTF: Uluslararasi Obgzite Calisma Grubu
***WHO: Diinya Saglik Orgiitii

Bununla birlikte, viicut yag kiitlesinin degerlendirilmesinde hafif sisman ve
obezitenin tanisinin konulmasinda BKI kullaniminin belirli kisitlamalar1 bulunmaktadir
(Miiller ve Geisler, 2017). Bu hesaplama ile yag kiitlesi ile kas kiitlesi birbirinden
ayrilamamakta ve viicut yag yiizdesi tam olarak 6n goriilememektedir. Bu nedenle,
viicut yag ylizdesi ve bel ¢evresi Ol¢climii obezitenin tanimlanmasinda kullanilan diger
pratik araglardir. Yetigkin kadinlarda viicut yag yiizdesinin %35’in, erkeklerde ise
%?25’in lizerinde olmasi obezite olarak tanimlanmaktadir. Bel g¢evresi Ol¢iimii ise
abdominal obezitenin varligin1 belirlemektedir. Bu 6l¢iim BKI’ne goére insulin direnci,
dislipidemi ve non-alkolik yagli karaciger hastaligi ile daha giiglii bir iligkiye sahiptir
(Aggarwal ve Jain, 2018). Normal bel ¢evresi referansi kadinlarda <80 cm, erkeklerde
ise <94 cm’dir. Kardiyometabolik risk i¢in kesim noktalar1 ise kadinlarda >88 cm,

erkeklerde ise >102 cm olarak gosterilmistir (Schutz ve ark, 2019).

2.2. Obezitenin Goriilme Sikhg

Diinya genelinde obezite prevelans1 1975 yilindan 2016 yilina kadar neredeyse 3
katina ¢ikmigtir. Daha Onceki yillarda yiiksek gelirli, sosyo ekonomik diizeyi yiiksek
olan iilkelerin saglik problemi olarak tanimlanan obezitenin goriilme siklig1 giiniimiizde

diisiik ve orta gelirli iilkelerde artis gdstermektedir (Greydanus ve ark., 2018).



DSO’niin 2016 verileri incelendigi zaman 41 milyon bes yas alt1 cocugun hafif
sisman veya obez oldugu goriilmektedir. Cocuk ve adodlesanlarda (5 — 19 yas) ise bu
oran 340 milyon olarak belirlenmistir. Bu yas grubunda hafif sisman ve obezite gériilme
sikligi dramatik bir sekilde artig gostermistir. 1975 yilinda %4 olarak belirlenen hafif
sisman ve obezite oran1 2016 yilinda %18 olarak saptanmistir. Bu artis her iki cinsiyette
de benzer sekillerde gergeklesmistir. 2016 yilindaki, hafif sigsmanlik orani kizlarda %18,
erkeklerde ise %19’dur. Obezite goriilme sikligi ise 1975 yilinda %]1°den azken, 2016
yilinda bu oran kizlarda %6, erkeklerde ise %8 olarak saptanmistir. Yetiskin
populasyonunda hafif sigmanligin gériilme orant %39, obezitenin ise %13’tir (WHO,

2018).

Amerika’da gergeklestirilen Ulusal Saghk ve Beslenme Inceleme Anketi
(NCHS) sonuglarma gore 2015 — 2016 yillarinda yetigkinlerdeki obezite prevalansi
%39,8, ¢ocuk ve adodlesanlarda ise %18,5 olarak belirlenmistir. Yas gruplari arasindaki
farkliliklar incelendigi zaman yetiskinlerde obezite en sik orta yas grubunda (40 — 59
yas) (%42,8) ve bunu takiben geng yetiskin grubunda (20 — 39) (%35,7) goriilmektedir.
Cocuk ve adolesanlarda obezite goriilme sikliginin yaglara gore dagilimi ise 2 — 5 yas
(%13,9), 6 -11 yas (%18,4) ve 12 — 19 yas (%20,8)’dir. Tiim yas gruplarinda obezitenin
anlamli derecede arttig1 yapilan bu ¢aligma ile gosterilmistir (Sekil 2.2.1) (Hales ve ark,
2017).
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Sekil 2.2.1. Ulusal Saghk ve Beslenme inceleme Anketi (NCHS) verilerine gore
yetiskin ve genclerde obezite goriilme sikhiginin yillara gore degisimi.

Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi Caligmasi -1 (TURDEP-1)’e gore 20 yas tizeri
yetiskinlerde obezite prevalanst %22,3 (erkek: %12,9; kadin: %29,9) olarak
belirlenmistir. Bolgesel analizler incelendigi zaman kentsel bolgede (%23,8) kirsal
kesimlere gore (%19,6) daha yiiksek obezite prevalansi oldugu saptanmistir (Satman ve
ark, 2002). TURDEP-2 c¢alismasinda ise her iki cinsiyet grubunda da obezite
prevalansinin artig gosterdigi belirlenmigstir. Erkeklerde obezite prevalanst %27,3,
kadinlarda %44,2, toplamda ise %35,9 olarak bulunmustur (Satman ve ark, 2011).
Tiirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi (TBSA) 2010 yili raporuna gore yetigkinlerde
obezite goriilme siklig1 %30,3’tiir. Bu oranin cinsiyete gore dagilimina bakildigi zaman
erkeklerde %20,5, kadinlarda ise %41,0 oldugu goriilmektedir. Cocuk ve addlesan
grubunda obezite goriilme siklig1 0 — 5 yas ve 6 — 18 yas grubunda sirasi ile %8,5 ve
%8,2°dir. Sifir — 5 yas grubu kiz ¢ocuklarinda obezite goriilme orani %6,8, erkeklerde
ise %10,1°dir. Alt1 — 18 yas grubu kiz ¢ocuklarinda ise bu oran %7,3, erkeklerde ise
%9,1 olarak saptanmustir (TBSA, 2010). Tiirkiye Saglik Arastirmasi (TUIK)-2016
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verilerine gore 15 yas lizeri bireylerde obezite orani %19,6 olarak saptanmistir. Cinsiyet
farkliligina bakildigr zaman kadinlardaki obezite goriillme oran1 %23,9, hafif sigmanlik
goriilme oran1 %30,1°dir. Erkeklerde ise bu oranlar siras1 ile %15,2 ve %38,6 dir (TUIK,
2016).

Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde (KKTC) yaslar1 9 ile 18 arasinda degisen
298 cocuk ve adodlesanlarda yapilan ¢alisma sonucunda hafif sismanlik oram1 %18.6,
obezite oran1 %16,2 olarak saptanmistir. Bu ¢alismaya gore kiz ¢ocuklarda bu oranlar
sirasi ile %17,2 ve %24,3’tiir. Erkek cocuklarin ise %20,0’si hafif sisman, %8,7’si ise
obez siniflamasma girmektedir (Seray ve ark, 2012). KKTC’de yapilan baska bir
calismadan yaslar1 18 ile 33 arasinda degisen 300 kiside hafif sismanlik orant %12,7,
obezite orani ise %4,7 olarak saptanmistir (Ozduran, 2017). Kadinlar {izerinde yapilan
bir caligmada ise hafif sismanlik orami %20,6 olarak saptanmistir. Obezite goriilme
siklig1 detaylandirildigi zaman %35,3’1 birinci derece obez, %2,4’di ikinci derece obez

smiflamasinda saptanmistir (Nazif, 2012).

2.3. Obezite Gelisim Nedenleri

Obezitenin gelisim nedenleri halen tartisilmaktadir. Genetik, kiiltiirel yap1 ve
sosyoekonomik durum gibi faktorleri igeren biyolojik, psikososyal, ve davranigsal
faktorler arasindaki karmasik iliski obezitenin gelisim nedenlerini agiklamaya
calismaktadir (Apovian, 2016). Boylelikle obezitenin kisisel secimlerden veya
toplumdan dolay1 degil bireyin c¢evresi ile arasindaki iliskiden kaynaklandig
sOylenebilmektedir. Obezitenin gelisimi, besin alimi, fiziksel aktivite, cinsiyet,
mikrobiyota, uyku, ila¢ kullanimi vb. daha bir ¢ok faktorden etkilenmektedir. Bu
faktorlerin listesi Sekil 2.3.1.’de gosterilmistir (Blither, 2019).
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Metabo\'\lm
harcamas‘!('_i_,,-f-—'f

ave ciziksel akivite

Nedenleri
Asiri yemek yeme Diisiik enerji harcamasi Yetersiz fiziksel aktivie
+ Sosyokdlturel * Yaslanma * Sosyokiiltirel
* Bilgi yetersizligi * Cinsiyet * Fiziksel engeller
+ Akran baskisi * Genetik ve epigenetik faktorler * Kronik yorgunluk
+ Kontrolsiiz yemek yeme istegi * Noroendokrin faktorler * Kas agrisi
* Achk * Prandial termogenez * Eklem agrisi
* Duyusal yeme * Kahverengi yag dokusu * Dusiik fitnes seviyesi
*  Atistirma * Sarkopeni * Duyural engeller
*  Uyku yetersizligi * Mikrobiyota + syeri
« ilag kullanimi « ilag kullanimi + ilag kullanimi

Sekil 2.3.1. Obezitenin en temel nedenleri artan enerji alim, diisiik fiziksel aktivite
ve diisiik enerji harcamasmnin birlikteligidir. Sekil, kronik pozitif enerji dengesini
etkileyebilecek faktorler ve obezite gelisim nedenlerini aciklamaktadir (Bliiher,
2019°dan uyarlanmustir).

Temel nedenler arasinda olan artmis enerji alim1 ve azalmis enerji harcamasina
ek olarak obezitenin gelisimine neden olan farkli faktorlerde tanimlanmistir. Bu faktorler
Tablo 2.3.1’te listelenmistir (Wright ve Aronne, 2012; Lu ve ark, 2019; Khan ve ark,
2009; World Obesity Federation Position Statement, 2017).

Tablo 2.3.1. Obezite gelisimine katki saglayan diger faktorler.

Yemegin yenildigi ortam

Uyku stiresi

[lag ile indiiklenmis kilo kazanimi

Endokrin bozukluklar (hiptiroidizm, biiylime hormonu eksikligi, direngli
hiperinsiilinemi vb)

Etnik koken ve yas dagilimindaki degisiklikler

Intrauterin yasam

Yetersiz anne siitii kullanim1

Enfeksiyonlar

Fazla alkol kullanim1
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Tablo 2.3.1. Obezite gelisimine katki saglayan diger faktorler devam.

Gastrointestinal sistem sorunlari

Psikiyatrik bozukluklar

Hormonal veya kan sekeri yiikselmeleri
Fizyolojik degisiklikler

Besin fiyatlarinin pahali olmasi

Egzersiz yapmak i¢in gilivenli alanlarin eksikligi
Toksinler ve virlisler

2.4. Obezitenin Tedavisi

Obezitenin yonetiminde ve tedavisinde temel hedefler hastayr metabolik yonden
saglikli tutmaya calisarak komplikasyonlar1 6nlemektir. Bununla birlikte obeziteye eslik
eden farkli hastaliklarin gelisimini 6nlemek ve herhangi bir hastaliga sahipse tedavi
etmektir. Daha sonra beden imajinin iyilestirilmesi ve Ozgiivenin saglanmasi
hedeflenilmelidir. Obez bir hastanin tedavisinde multidisipliner yaklagim 6nemli bir yer
tutmaktadir. Tedavisinde etkin disiplinler arasi ekipte doktor, hemsire, fiziksel aktivite
uzmani ve psikolog veya psikiyatrist bulunmalidir. Obezitenin yonetimine ve tedavisine

yonelik algoritma ilkeleri Sekil 2.4.1.te agiklanmistir (Schutz ve ark, 2019).
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Hastalar viicut agirligi denetimi ve tedavisi igin
konsiltasyona geliyor.

~ =

Herhangi bir damgalamadan kaginilmali

= =

Konsiiltasyona, empatik ve saygil bir ortamda
baslanmali. Yargilayici olmayan bir iliski ve
motivasyonel gortismeyi kullanarak hasta ile

ortakhk iliskisi kurlw

Hastalarin beklentilerini degerlendirilmeli ve
degisime motive edilmelidir.

g

Kisisel, ailesel 6ykiiyl ve yasam tarzini (yeme
ahskanliklari, fiziksel aktivite ve inaktivite,
psikolojik durum) degerlendirilmelidir. Kilo
kaybina kisi motive edilmelidir.

S

Klinik muayene, boy uzunlugu, viicut agirligi
dlciilerek BKI (kg/m?) hesaplanmali, obezite
derecesi saptanmali, bel ¢evresi 6lglilmeli

Komorbiditeleri belirlemek igin genel durumu ve

laboratuvar muayenesi degerlendirilmeli.

Obezite Yonetimine Genel Bak@&

Hasta farkli bir saglik sorununun denetim
ve tedavisi icin konsliltasyona geliyor

:

Herhangi bir damgalamadan kaginilmali

'

Hastaya kilosu hakkinda konusmak isteyip
istemedigi sorulmahdir.

Eger cesitli yeme bozukluklari veya
psikolojik bozukluklar (tikinircasina yeme,

gece yeme sendromu, depresyon vb), eger
obezitenin etiyolojisi kompleksse, eger
geleneksel tedavi yontemi yanit

vermiyorsa, hasta multidisipliner ekibe sevk
edilmelidir.

Bariatrik cerrahi; eger geleneksel tedavi
yontemleri sonug vermiyorsa; BKI >40
kg/m? veya >35 kg/m? BKl ile
komorbiditeler eslik ediyorsa; veya BKI >30
kg/m? be tip 2 diyabeti varsa tercih edilir.

Bunlara ek olarak uzun sire ilag tedavisi
kullananlarda eklenmektedir.

Once komorbiditeleri tedavi edilir.

B =

koyulma

Hastalara yasam stilini ve davranislarini degistirebilmeleri icin ulasilabilir gercekgi hedefler

= =

Tedavi edici hasta egitimi

&~

Yeme davranigi / Fiziksel aktivite: haftada

Psikolojik durum, kognitif Farmakoterapi,

yemek yeme bilincinde
olunmasi (aglik, tokluk,
atistirma, yemek yeme
hizi, duyusal yeme,
yemekten haz alma)

150 dk orta diizeyde
aerobik egzersiz, 2-3 kez
agir egzersiz seanslari ile
kombine edilebilir, fiziksel
inaktiviteyi azaltmasi
saglanir

yasam tarzi
degisikligi, BKI >30
veya >27 kg/m?
komorbidite de eslik
ediyorsa gerekebilir.

bilissel terapi, benlik
saygisi Uzerinde ¢alisma,
0z olumlama, psikoterapi,
iyi olma halini ve yasam
kalitesini artirir.

Dizenli araliklar ile, yasam tarzi degisikligi, bel cevresi, komorbiditelerin gelisimi ve yasam kalitesi

degerlendirilmelidir.

Sekil 2.4.1. Obezitenin yonetimine ve tedavisine yonelik algoritma
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Klinik muayene sonucu elde edilen BKI ve bel ¢evresi sonuglarina gore hastaya
uygulanacak olan tedavi protokolii belirlenmekte ve bunlar yasam tarzi degisikligi
(diyet, fiziksel aktivite), cerrahi (bariatrik cerrahi) ve ilag kullanim1 olarak
degigsmektedir. Elde edilen o6l¢iim verilerine gore degisen tedavi protokolleri Tablo
2.4.1’te sunulmaktadir (Yumuk ve ark., 2015).

Tablo 2.4.1. BKI ve bel cevresi élciimlerine gore degisen tedavi protokolleri

BKI (kg/m?) Bel Cevresi ( cm) Komorbiditeler
Erkek: <94 cm Erkek: >94 cm
Kadin: <80 cm Kadin: >102 cm
25.0 - 29.9 L L L+D
30.0-34.9 L L+D L+D+S*
35.0-39.0 L+D L+D L+D+S*
>40.0 LE+D+£S* L+D+S* L+D+S*

L: Yasam tarz1 degisikligi (diyet, fiziksel aktivite).
D: Tlaglar diisiiniilebilir.

S: Cerrahi islem diisiiniilebilir.

*Hastalar tip 2 diyabetlidir.

Diinya Saglik Orgiitii ise tedavi uygulamalarim ii¢ gruba ayirmaktadir. Bunlar,
genel, secici ve hedef miidahale gruplaridir. Onleme programlar ise davramislara
yonelik (bireysel miidahale) veya topluluk/cevreye yonelik (¢evresel miidahale) olmak
tizere iki baslik altinda incelenmektedir. Genel koruma (primer koruma) miidahale
grubunda hedef halktir ve amag obezite gelisiminin 6nlenmesidir. Bu amag
dogrultusunda alinan 6nlemler; bir hastalik olarak obezite bilincini olusturmak, saglikli
cevreler olusturmak, giindiiz bakim evleri, okullar, kitle iletisim araclar ile egitim ve
davranis egitimi vermek, okullarda ve topluluklarda fiziksel aktivite imkanlarini

gelistirmek, saglik politikalar1 gelistirmek ve ilgili gruplarin isbirligini saglamakdir.

Secici miidahale (ikincil koruma) grubunda hedef potansiyel risk gruplaridir ve
amac eslik eden komorbiditeler ile birlikte obezite gelisiminin énlenmesidir. Bu amag
dogrultusunda alinan 6nlemler; cocuk doktorlari, halk sagligi merkezleri, aile hekimleri

tarafindan risk gruplarinin belirlenmesi ve tartisilmasi, aile odakli egitimler ve rutin
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kontrollerin saglanmasidir. Hedef miidahale (ii¢iinciil koruma) grubunda hedef yiiksek
saglik riskleri olan veya obez ve hafif sisman ¢ocuk ve addlesanlardir ve amag viicut
agirliginin olmasi gereken diizeye getirilmesi ve komorbiditelerin iyilestirilmesidir. Bu
amag dogrultusunda alinmasi gereken 6nlemler; disiplinlerarasi programlar, dnlemler ve
Olgtimler ve genel saglik tesvikinin yani sira obezitenin dnlenmesi i¢in birincil ve ikincil

koruma oOnlemlerinin alinmasidir.

Davraniglara yonelik 6nleme programlarinda bireysel Olgiimler gergeklestirilir.
Bu ol¢timler arasinda bireysel davranis ve aligkanliklar bulunmaktadir. Davraniglarin
degistirilmesine yonelik beslenme egitimleri ve okul derslerinde hemde egitimsel
programlarda fiziksel aktiviteyi artirict girisimlerde bulunulmalidir. Topluluk ve ¢evreye
yonelik dnleme programlarinda saglikla ilgili karar vermek kolaylastirilir. Tiim bunlarin
gerceklestirilebilmesi igin okul igi tesisler artirilmali ve beslenme egitimleri, egitsel
programlarin gelistirilmesi, fiziksel aktivitenin artirilmasina yonelik ekipmanlarin
kolaylastirilmasinin gerekliligi vurgulanmalidir (Blither ve ark., 2018; Hoelscher ve ark
2013).

2.5. Kefirin Tanimi ve Hazirlanisi

Kefir, Kafkasya, Tibet, Mogolistan kokenli bir icecektir. M.O. 2000 yilindan itibaren
glinimiize kusaktan kusaga aktarilarak gelmistir. Kefir, iyi olmak veya iyi yasamak
anlamina gelen ‘keyif” sdzciligiinden tiiretilmistir ve tiikketen kisilerin genel saglik ve iyi
olma duygularinin gelistigine inanilmaktadir (Farnwoth, 2005). Kefir, probiyotik igerigi
zengin fermente bir besin olarak bilinmektedir. Fermente siit ve siit iiriinleri, kompleks
fermente edici mikrobiyal topluluklarin etkilesimi tarafindan tretilmektedir. Bu kiiltiirler
s1v1 veya tane yapida olabilir ve simbiyotik yasam siiren maya ve bakterilerin kompleks

ve spesifik yapisindan olugsmustur (Macori ve Cotter, 2018).

Geleneksel kefir, taze siit ile kefir tanelerinin karistirilmasi ve siit ile fermentasyonu
araciligi ile yapilmaktadir. Kefir yapiminda genellikle inek siitii kullanilmaktadir ancak
keci veya koyun siitii de kullanilarak iiretilebilmektedir. Kefir ayni zamanda siit ve

tiriinleri haricindeki iceceklerden ceviz siitii, soya siitii, hindistan cevizi siitii, piring siitii
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veya fistik siitii gibi i¢ecekler kullanilarakta yapilabilir. Bu iiriinlerden yapilacak olan
kefirde laktik asit bakterilerinin stimiilasyonuna yardimci olmasi, mayalarin
biliylimesinin saglanmasi ve laktik asit ile etanol iiretiminin saglanmasi i¢in %1 glukoz,

laktoz veya siikroz eklemesi yapilmalidir (Nielsen ve Giirakan, 2014).

Kefir taneleri ve siit hazirlanir. Kefir yapiminda kefir taneleri ile siit arasindaki ideal
orant1 1:30 veya 1:50’dir. Belirtilen oranlarda Kkefir tanesi ve siit karistirilir ve
fermentasyona birakilir. Fermentasyon islemi 8 ile 25°C arasinda degisen kismen kapali
bir kapta gerceklestirilir. Fermentasyon siiresi ise 8 — 40 saat arasinda degissede
genellikle inkiibasyon siiresi olarak 24 saat kullanilmaktadir. Daha sonra kefir taneleri
hazirlanan icecekten siizgec aracilig ile ayrilir. Bu ayrilan kefir taneleri tekrar kefir
yapmak icin substrat olarak kullanilabilir. Hazirlanan kefir taneleri 4°C’de soguk
ortamda saklanabilir (Rosa ve ark, 2017; Otles ve Cagindi, 2003).

2.6. Kefirin Besin Ogesi Kompozisyonu

Kefirin besin 0gesi icerigi genis Olgiide degismektedir ve kullanilan siitiin
kompozisyonu ile kullanilan kefir tanelerinin koken ve kompozisyonundan,
fermentasyon siire/sicakligindan ve saklanma kosullarindan etkilenmektedir (Rosa ve
ark, 2017).

Kodeks alimentarius komisyonunun (Codex Stan 243-2003) raporuna gore, Kefir
taneleri ile fermente edilerek elde edilmis kefir en az %?2.7 protein, %0,6 laktik asit ve
%10’dan az yag icermelidir. Alkol yiizdesi ile ilgili herhangi bir rakam belirlenmemistir.
Fermentasyon sonucunda toplam mikroorganizma sayis1 en az 10’ CFU/ml ve mayalarin

miktart ise 10* CFU/ml’den az olmamalidir.

Ulusal gida kompozisyon veri tabanina gore kefirin (Ankara kefiri) besin 6gesi

igerigi Tablo 2.6.1’te verilmistir (TURKOMP, 2019).
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Tablo 2.6.1. 100 gram kefirin besin ogesi icerigi (TURKOMP,

2019)

Bilesen Birim Ortalama
Enerji kcal 58

Su g 89.13
Protein g 3,29
Yag (toplam) g 3,65
Karbonhidrat g 3,11
Tuz mg 96
Demir mg 0,42
Kalsiyum mg 119
Fosfor mg 69
Magnezyum mg 10
Sodium mg 38
Tiamin mg 0,06
Riboflavin mg 0,16
Triptofan mg 48
Lizin mg 363
Losin mg 278
1zol6sin mg 149

Kefir taneleri, bakteri ve mayalarin sinbiyotik iligkisi tarafindan olusturulan essiz bir
ekosisteme sahiptir. Bu ekosistem igerisinde 50 cesitten fazla bakteri ve maya tiirii
bulunmakta ve yapisindaki kompleks mikrobiyal toplulugu olusturmaktadir (Pogacic ve
ark, 2013; Otles ve ark, 20003). Yap1 olarak karnabahara benzeyen kefir taneleri, elastik,
diizensiz, jelatin yapida, fildisi veya beyaz renktedir. Tanelerin biiyiiklikleri 0.3 — 3.5
cm arasinda degiskenlik gostermektedir (Leite ve ark 2013). Kefir taneleri genellikle
%4.4 yag, %]12.1 kiil, %45,7 mukopolisakkarit, %34.3 total protein (%27 ¢oziinmeyen,
%1.6 ¢oziinebilir ve %4.6 serbest aminoasit) ile K ve B vitaminleri, triptofan, kalsiyum,
fosfor ve magnezyum icermektedir (Rosa ve ark 2017). Kefirin yapisindaki polisakkarite
kefiran adi verilmektedir. Kefiran’in yapisi Sekil 2.6.1’te verilmistir (Prado ve ark
2015). Kefiran’in kompleks yapisinda d-glukoz ve d-galaktoz orani 1:1°dir. Bu yapisi

sayesinde mikroorganizmalar arasindaki iletisimi saglamaktadir (Pogacic ve ark, 2013).
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Sekil 2.6.1. Kefiran’in yapisi.

Kefirin mikroflorasinda ¢ok fazla c¢esitte sinbiyotik iliski icerisinde bulunan
mikroorganizma  bulunmaktadir. Bunlar mayalar (Kluyveromyces, Candida,
Saccharomyces ve Pichia), laktik asit bakterileri (LAB) (Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Streptoccous) ve nadiren asetik asit bakterileridir (Plessas ve ark 2017).
Kefir tanelerinin bir ¢ok orjini rapor edilmistir. Bu nedenle tanelerin igerisinde bulunan
baskin mikroorganizma tiirlerinde de degisiklik s6z konusudur. Ornegin Tiirkiye kokenli
kefir tanelerinin igerisindeki baskin mikroorganizma tiirii Lactobacillus kefiranofaciens
ve Lactococcus Lactis’dir (Kesmen ve Kagmaz, 2011). Kodeks alimentarius
komisyonunun (Codex Stan 243-2003) raporuna gore kefir tanelerinin igerisinde
Lactobacillus kefiri, Leuconoctoc tiirleri, Lactococcus ve Acetobacter giiclii bir iligki
icerisinde bulunmaktadir. Ayni zamanda hem laktozu fermente edebilen mayalar
(Kluyveromyces marxianus) ve laktozu fermente etmeyen mayalar (Sacchoromyces
unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguous) kefir tanelerinin
yapisinda yer almaktadir. Kefir probiyotik 6zelligini igerisinde bulunan Bifidobakteri
tirleri (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus sallivarious ve Sacchprmyces boulardii), Bifidobacrerium Bifidum, bir
cok laktik asit bakterisi ve mayalar sayesinde gostermektedir (Giizel-seydim ve ark
2011).



20

Kefirin yapilis asamasindaki soguma adiminda, alkolik fermentasyon CO3 (%0.0.08
—0.2), etanol (%0.5 — 2.0) ve B grubu vitaminlerinin birikimine 6nciiliikk eder (Rosa ve
ark 2017). Bu olgunlagma siirecinde, laktoz igerigi azalmaktadir. Bununla birlikte pH
diismekte (4.2 — 4.6) ve kivam artmaktadir. Siit laktozunun yaklasik %30’u -
galaktosidaz enzimi tarafindan glukoz ve galaktoza hidrolize edilmektedir. Buna ek
olarak laktik asit bakterileri laktozu laktik asite ¢evirerek laktoz igerigini azaltmaktadir
(Hertzler ve Clancy, 2003).

Fermentasyon iglemi sirasinda, asit koagiilasyonu ve proteoliz nedeniyle proteinler
kolay sindirilebilir hale gelmektedir. Fermente olmayan siit {rlinleri ile kefir
karsilastirildigi zaman serin, lizin, alanine, treonin, triptofan, valin, lizin, metionin,
fenilalanin ve isolosin miktarlarinin kefirde daha fazla oldugu goriilmiistiir (Arslan,

2015).

Kefirin lipid igerigini monoagilgliseroller, diacilgliseroller, triagilgliseroller ve
esterlesmemis serbest yag asitleri olugturmaktadir. Ancak yag icerigi kullanilan siitiin
icerigine gore degiskenlik gostermektedir. Igerigindeki serbest yag asitleri

sindirilebilirligin kolay olmasina katki saglamaktadir (Rosa ve ark 2017).

Kefir zengin vitamin bilesimine sahiptir. Kullanilan siit ¢esidine gore, kefir
tanelerindeki mikroorganizmalarin ¢esidine ve kefirin hazirlanma sekline gore vitamin
igerigi degiskenlik gostermektedir. Kefir yapisinda B1, B2, Bs, C, A ve K vitaminleri
olduk¢a fazla miktarda bulunmaktadir. Fermentasyon islemi sonrasinda ise pridoksin,
B> vitamini, folik asit, biotin, tiamin ve riboflavin konsantrasyonlarnin artist
goriilmektedir (Otles ve Cagindi 2003).

Mineral igerigi incelendigi zaman kefirin magnezyum, kalsiyum ve fosfor igeriginin
zengin oldugu gorilmistiir. Bu minerallere ek olarak bakir, ¢inko, manganez, demir,

kobalt ve molibden de belirli miktarlarda bulunmaktadir (Ahmed ve ark 2013).

Kefir taneleri 4°C’de en fazla 8 — 10 giin saklanabilirken, liyofilizasyon iglemi veya

kurutma islemi ile oda sicakliginda 36 — 48 hafta saklanabilir (Pogacic ve ark, 2013).
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2.7. Kefirin Saghk Uzerine Etkileri

Kefir fizyolojik, hastaliklar1 onleyici ve tedavi edici 6zellikleri sayesinde saglik
tizerine olumlu etkilere sahiptir. Bu etkileri fermentasyon siirecinde olusan ve bagirsak
mikrobiyotasindaki mikrobiyal cesitlilige destek veren bir ¢ok biyoaktif bilesik
sayesinde veya bu bilesiklerden bagimsiz olarak gostermektedir (Sekil 2.7.1.) (Leite ve
ark, 2013; Bourrie ve ark 2016).

| Antimikrobiyal || Gl saglik
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Sekil 2.7.1. Kefir ve kefirin icerisindeki bilesenlerin saghk iizerindeki olumlu
potansiyel etkileri. GI: Gastrointestinal; LAB: Laktik asit bakterileri; ACE: anjiotensin
doniistiiriicii enzim.

Kefirin saglik iizerinde timor baskilayict ve oOnleyici etki (Gao ve ark 2013;
Maalouf, Baydoun ve Rizk, 2011; Melo, Mendonga ve Castro, 2018; Yamane ve ark,
2018; Bennour ve ark, 2018), gastrointestinal bagisiklig: artiric1 (Davras, Tas ve Guzel-
seydim, 2018; Tas ve ark 2019; ), anti-allerjenik (Hong ve ark 2011; Lee ve ark 2007,

Liu ve ark 2006b), yara iyilesmesini hizlandirict (Oryan, Alemzadeh ve Eskandari,
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2018), anti-hiperlipidemik (Bourrie, Cotter ve Willing, 2018; Liu ve ark 2006;
Shemmari, Altaee ve Hassan, 2018; Wang ve ark 2009; Gomes ve ark 2018), anti-
hipertansif (Brasil ve ark 2018, Cuttini ve ark, 2019; Amorim ve ark 2019), anti-
mikrobial/bakteriel (Iraporda ve ark 2017; Miao ve ark, 2016; Rodrigues ve ark 2005),

laktoz sindirimini ve toleransimi iyilestirici (Hertzler ve Clancy, 2003), kan glukoz
kontroliinii saglayici (Lin ve ark, 2016; Nikbakht ve ark, 2018; Ostadrahimi ve ark

2015), mide sagligin1 koruyucu (Barboza ve ark 2018) ve anti-obezojenik (Choi ve ark,

2017) potansiyel etkiler olarak siralabilir. Bu etkilerin etki mekanizmalar1 sematik olarak
Sekil 2.7.2.’da gosterilmistir (Rosa ve ark, 2017).
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Sekil 2.7.2. Kefirin insan saghg iizerine potansiyel etki mekanizmalarinin sistemik
diagrami. ACE: anjiyotensin doniistiiriicii enzim; KZYA: kisa zincirli yag asitleri; LPS:
lipopolisakkarit; GIT: gastrointestinal sistem



23

2.8. Kefirin Obezite Yonetimindeki Olas1 Etki Mekanizmalari

Trilyonlarca mikrop bagirsaklarimizda yasam siirmektedir. Bu mikroplarin toplu
haline ise bagirsak mikrobiyotas1 adi verilmektedir. Bagirsak ekosistemimiz konakg1
fizyolojisinde esansiyel rol oynamaktadir. Bu ekosistemdeki degisiklikler diisiik dereceli
inflamasyon, metabolik hastaliklar, artmig lipid birikimi, azalmig insulin duyarlilig1 gibi
degisen bir ¢ok fizyolojik bozukluga neden olarak metabolik hastaliklarin gelisim riskini

artirmaktadir (Boulange ve ark, 2016).

Bagirsak mikrobiyotasi, bagirsaktaki kilcal damarlarin yogunlugunu artirmasi ile ve
bagirsak fizyolojisi ile bagirsak motilitesini etkileyerek bagirsak epitelini gelistirir.
Boylelikle diyetten kalori ekstraksiyonunu tesvik eder (Boulange ve ark, 2016).

Polisakkaritler ince bagirsakta sindirilmeden kolona gegerler ve burada bagirsak
mikrobiyotasi tarafindan asetat, propiyonat ve biitirat kisa zincirli yag asitlerine (KZYA)
dontstiiriilirler. Bu bilesikler kolonositler tarafindan enerji substrati olarak kullanilirlar.
Bu durum giinliik enerji ihtiyacina %10 katkida bulunmaktadir. Kronik enerji hasati ise
viicutta artmig yag birikimine sebep olmaktadir (Boulange ve ark, 2016; Khan ve ark,
2016; Brusaferro ve ark 2018; Sahabana, Shahid ve Irfan, 2018).

Bagirsak mikrobiyotasi, intestinal hiicrelerden salgilanan aclikla indiiklenen adipoz
faktor (FIAF) regiile eder. FIAF ayni zamanda angiopoetin benzeri protein-4 (ANGPTL-
4) olarakta bilinmektedir. Bu faktor, adipoz dokulardaki lipoprotein lipaz (LPL)
inhibitoridiir. FIAF aktive edilmesi ile birlikte LPL triagilgliserolii serbest yag asitlerine
doniistiirerek kas ve yag doku tarafindan kullanilmasii saglar. Bununla birlikte, FIAF
inhibe edilmesi trigliseritlerin adipositlerde birikimine Onciiliik etmektedir. FIAF,
peroksizom proliferator- aktive reseptorler (PPARs) igin hedef gendir ve kalin
bagirsaklardaki epitelyal hiicreler ve karaciger tarafindan tretilmektedir (Sekil 2.8.1)
(Boulange ve ark, 2016; Khan ve ark, 2016; Mazloom, Siddiqi ve Covasa, 2019; Englar,
Barlow ve Mathur, 2019).
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KZYA, bagirsak ve diger organlardaki hormonlarin dengesini degistirmesi araciligi
ile enerji metabolizmasini etkileyebilmektedir. Obez bireylerde glukagon benzeri peptit-
1 (GLP-1) sekresyonu azalmaktadir. Bunun sonucunda insulin direnci ve buna bagli kilo
artiglart goriilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasi, GLP-1 Onciilerinin ekspresyonunu
etkileyerek GLP-1 regiilasyonunu saglamaktadir. KZYA, G proteine bagli reseptorlerin
(GPCRs) (0rnegin: bagirsak veya endokrin hiicrelerinden eksprese edilen GPR41,
GPR43 ve GPR109A) ligandlaridir. KZYA {iretimi ile GPCRs peptit YY (PYY) ve
GLP-1 saliimi stimiile etmektedir. GPR43, enerji harcamasini ve viicuttaki artmis
enerji homeostasin1 regiile etmektedir. GPR41 ve 43 insiilin duyarliligin1 artirarak
adipoz dokudaki artmis enerji depolanmasini Onler ve karaciger ile kaslardaki enerji
harcamasini artirmaktadir (Sekil 2.8.1.) (Boulange ve ark, 2016; Khan ve ark, 2016;
Brusaferro ve ark 2018; Mazloom, Siddiqgi ve Covasa, 2019; Englar, Barlow ve Mathur,
2019; Ang ve Ding, 2016).
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Sekil 2.8.1. Bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler sonucu olusan bagirsak
hormonal eksenindeki degisiklikler ve etki mekanizmalari. FIAF: acghkla indiiklenen
adipoz faktor; ANGPTL-4: angiopoetin benzeri protein-4; LPL: lipoprotein lipaz; GLP-1:
glukagon benzeri peptit-1; GPR43/41: G proteine bagimh protein 43/41; KZYA: kisa
zincirli yag asitleri; PYY: peptit YY; (-): inhibitor etki; (+) stimiile edici etki.
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Bagirsak mikrobiyotasi, adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinazin
(AMPK) salinimimi baskilar. AMPK temel olarak iskelet kaslarindan, beyinden ve
karacigerden metabolik strese (0r: hipoksi, egzersiz) cevap olarak salinmaktadir.
Bagirsak bakterileri AMPK inhibisyonuna Onciiliik etmektedir. Bunun sonucunda,
mitokondrial yag asit oksidasyonu, ketogenezis, glukoz alimi, insulin sekresyonunun
reglilasyonu azalirken, lipogenez, kolesterol ve trigliserit sentezinin regiilasyonu ise
artmaktadir (Sekil 2.8.2) (Boulange ve ark, 2016; Mazloom, Siddiqi ve Covasa, 2019;
Pimenta ve ark 2018).

Yag asit oksidasyonunu@

Dokularda yag birikimi4ir

Sekil 2.8.2. Bagirsak mikrobiyotasinin, adenozin monofosfat ile aktive olan protein
kinaz (AMPK) ve adiposite iizerine etkisi.

Bagirsak mikrobiyotasi, yiiksek yagli diyetin indiikledigi obezitenin gelisimine
katki koymaktadir. Bunu safra asitlerinin sentezinden ve hepatik trigliserit birikiminin
regiilasyonundan sorumlu Farnesoid x reseptorii (FXR)in regiilasyonu araciligi ile
yapmaktadir. FXR, hepatik de novo lipogenezis, ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein
trasnsportu ve plazma trigliserit doniisiimiiniin kontroliinde temel rol oynayarak lipid ve
glukoz metabolizmasinin iyilestirilmesine onciiliik etmektedir (Boulange ve ark, 2016;
Khan ve ark, 2016; Brusaferro ve ark 2018).
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Kolin, mitokontrial membranlarin ve hiicre duvarlarinin temel bileseni olan
fosfoditilkolinin sentezi i¢in elzem besin Ogesidir. Fosfoditil kolin ayni zamanda ¢ok
diisiik dansiteli lipoproteininde (VLDL) temel bilesenidir. VLDL, trigliseritlerin
organlara transfer edilmesinden sorumludur. Bagirsak mikrobiyotasi kolini trimetilamine
doniistiirme yetenegine sahiptir. Boylelikle, karacigerde trigliseritlerin depolanmasini

indirekt olarak etkilemektedir (Boulange ve ark, 2016).

Sonug olarak, bagirsak mikrobiyotasi ekosistemindeki degisiklikler sonucunda bir
cok fizyolojik degisim gerceklesmekte ve bunun sonucunda obezite ve diger metabolik
hastaliklarin gelisimine zemin hazirlanmaktadir. Bu degisiklikler i¢in potansiyel etki

mekanizmalar1 6zet olarak Sekil 2.8.3.’da verilmistir (Boulange ve ark, 2016).

Sindirim sistemi fizyolojisindeki etki
« Bagirsak motilitesi degistirir
» Enerji eldesini artnir

Polisakkarit sindirimindeki etki
* Enerji eldesini artirir

FiAF regiilasyonundaki etki
* Adipositlerde trigliserit depolanmasini artirir

Degismis AMPK reglilasyonundaki etki
bagirsak < * Lipogenezi artirir

mikrobiyotasi * Yag asit oksidasyonunu azaltir

GPR41, GPR43, GPR109A reglilasyonundaki etki
e Konake¢l immunitesini aktiflestirir
* Aclik glisemisini regiile eder
» insilin duyarliigini etkiler
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FXR regiilasyonundaki etki
* Safra asit sentezinin regiilasyonu
* Hepatik trigliserit birikimi
Kolin biyoyararlihgi
* VLDL tasinimini azaltir
* Hepatik trigliserit birikimi

Sekil 2.8.3. Degismis bagirsak mikrobiyotasinin obezite ve metabolik hastaliklarin
gelisimi iizerindeki potansiyel etki mekanizmalari. FIAF: a¢hkla indiiklenen adipoz
faktor; AMPK: adenozin monofosfat ile active olan protein kinaz; GPR43/41/109A: G
proteine bagimh protein 43/41/109A; FXR: Farnesoid x reseptorii; VLDL: cok diisiik
dansiteli lipoprotein.
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2.9. Kefirin Inflamatuar Siirecin Yonetimindeki Olas1 Etki Mekanizmalari

Obezite ve obezieye Dbagli komplikasyonlarmn patolojisinin  belirleyici
Ozelliklerinden biri de kronik diisiik dereceli inflamasyonun ortaya ¢ikmasidir (Boulange
ve ark 2016). Leptin, TNFa ve IL-6 gibi adipoz dokudan salgilanan inflamatuar
adipokinlerin sekresyonu araciligi ile immun disfonksiyona neden olmaktadir (Khan ve

ark, 2016).

Endotoksinler olarak da bilinen LPS Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlarinin
parcalanmasi araciligl ile olugmaktadir. LPS olusumunun, obezite ile birlikte goriilen
diisiik dereceli kronik inflamatuar siireg ile iliskili oldugu distiniilmektedir (Brusaferro
ve ark., 2018; Clercq ve ark., 2016). LPS yapisinda lipid A igermektedir ve sizintili
intestinal siki1 baglantilar veya trigliserit ve kolesteroliin emiliminden sorumlu
silomikronlar aracilig1 ile gastrointestinal mukozay1 gecerek plazmaya ulasir. Sistemik
sirkiilasyon sonucu LPS karaciger veya adipoz doku gibi dokulara ulasir ve bagisiklik
sistemi yanitin1 baglatir (Ceasar, Fak ve Backhed, 2010). Bir kisim LPS ise plazmadaki
LPS- baglayict protein (LBP) baglanarak makrofajlarin plazma membranindaki CD14
reseptOr proteinini aktive eder. Bu reseptor makrofajlarin yiizey alanindaki toll benzeri
protein-4 (TLR-4) baglanir ve nukleer faktor kB (NF-Kf) ve aktivator protein 1 (AP-1)
salinimini artirarak inflamatuar siireci baglatir (Boulange ve ark 2016; Mazloom, Siddiqi
ve Covasa, 2019). LPS ayni zamanda niikleotid baglayici oligomerizasyon (NOD)-
benzeri reseptorleri regiile ederek NF-Kf salinimimi indiiklemektedir (Boulange ve ark
2016).

Saglikl1 bireylerde LPS miktar1 diisiik konsantrasyonlardadir ancak obez kisilerde
LPS konsantrasyonlari yiiksektir ve bu durum endotoksemi olarak adlandirilir (Clercq ve
ark 2016). Obez kisilerde metabolik endotokseminin gelismesi igin ¢esitli baglantilar
One siiriilmigstir. Bu baglantilara 6rnek olarak yiiksek yagli diyet ve bagirsak
mikrobiyotasinin modifikasyonu sonucu bagirsak gecirgenliginin artmasi ile LPS gibi
bakteriyel {irlinlerin plazma konsantrasyonunda artis1 verilebilir. Sirkiilasyondaki

endotoksin seviyeleri ayni zamanda adipositlerde tumor nekrozis faktor alfa (TNF-ao) ve
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interlokin-6 (IL-6) konsantrasyonlarinin yiikselmesi ile de iligkilidir. Bu proinflamatuar
sitokinler, lipogenik ve inflamatuar genlerin ekspresyonunun baglatilmasi ile iligkili olan

kinazlar aktive ederek inflamasyonun ve adipogenezin artigina neden olmaktadir (Sekil
2.9.1.) (Khan ve ark, 2016).
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Sekil 2.9.1. Inflamasyonun olusumunda LPS’in rolii ve obezite ile olan iligkisi.

Sonu¢ olarak, bakteri, virus, mantar ve protozoa gibi trilyonlarca
mikroorganizmanin  intestinal  florada  toplanmasi  bagirsak  mikrobiyotasini
olusturmaktadir. Mikrobiyota kompozisyonu ise yasamin ilk an1 olan dogumdan itibaren
bir cok cevresel faktorden etkilenmektedir. Degistirilebilir ¢evresel faktorler arasinda
bulunan beslenme ise dikkati ve ilgiyi en ¢ok iizerine ¢eken konu olmustur. Sekil
2.9.2.°de beslenmenin bagirsak mikrobiyotast iizerindeki etkisi Ozetlenmistir.

Mikrobiyotanin diizenlenmesine anne siitii, diyetsel posa, prebiyotikler vb bir ¢ok
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konunun yanisira diyetle alinan canli mikroorganizmalar olan probiyotikler dikkat
cekmektedir. Probiyotiklerin diyet araciligi ile en kolay alimi ise fermente besinlerdir.
Fermente besinler ile ilgili yapilan c¢aligmalarin basinda kefir bulunmakta ve
mikrobiyota iizerindeki etkileri anlasilmaya g¢alisilmaktadir. Ancak bu olumlu etkilerin
sonuglarini dneriye dokmek icin daha fazla calismaya ihtiyag bulunmaktadir (Ozdemir

ve Demirel, 2017).
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Sekil 2.9.2. Beslenmenin bagirsak mikrobiyotas: iizerindeki etkisi. KZYA: kisa
zincirli yag asitlleri; Tip 2 DM: Tip 2 diyabet; KVH: Kardiyovaskiiler Hastaliklar
(Boulange ve ark 2016’dan uyarlanmistir).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kefirin Hazirlamsi

Kefir mayas toz seklinde Danisco (CHOOZ-IT™ Kefir DGLYO 1000 |, 1284649)
firmasindan temin edilmistir. Kefir taneleri kullanilmadan 6nce -18°C’de saklanmustir.
Kullanilan tozun kompozisyonunda Lactococcus lactis subsp., Leuconoctoc sp,
Lactobacillus sp., Streptococcus thermophiles gibi laktik asit bakterileri, kefir mayalar

bulunmakta ve kefir tanesi mikroflorasi 6zelliklerini tasimaktadir.

Kefirin elde edilmesi igin steril cam saklama kabi igerisine 500 mL pastorize inek
stitii ve 2.5 mg kefir mayasi eklenmistir. Miktarlar hassas tartida olgiilerek belirlenmis
ve karigtirma iglemleri herhangi bir kontaminasyona neden olmamak igin tahta kasik ile
gerceklestirilmistir. Siit igerisine kefir tozu eklenip karistirildiktan sonra fermentasyon
islemi i¢in 16 saat boyunca, oda sicakliginda (25°C), kapali ve serin ortamda
inkiibasyona birakilmigtir. Tamamlanan inkiibasyon siiresi sonunda kefir plastik
stizgecten gegirilerek icerisindeki tortular ortamdan uzaklagtirilmigtir. Hazirlanan kefir
15 mL’lik falkon tiipler igerisine yerlestirilmistir ve daha sonra 4500 RPM’de 30 dk
boyunca oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda kefirin kati
kismui (kefir pellet) ile sivi kism1 (kefir supernatant) birbirinden ayrilmistir. Kefir pellet
icin 17 gram, kefir supernatant i¢in 80 gram ornek elde edilmistir. Calisma gruplar
olarak belirlenen kefir pellet ve kefir supernatant farkli falkon tiipler igerisinde
yerlestirilerek liyoflizasyon islemi dncesinde dondurulmustur. Dondurulan 6rneklere 48
saat boyunca liyoflizasyon (Freeze dry) islemi uygulanmistir. Bu islem sonucunda
ornekler kurutularak toz haline getirilmistir. Daha sonra kurutulan ornekler liyoflize
makinasindan alinmis ve net miktarlar hassas tartida Sl¢iilmiistiir. Liyofilizasyon islemi
sonrasinda kefir supernatant ve kefir pellet gruplarindan bir miktar 6rnek daha sonra
kullanilmak tizere -80°C’de dondurularak muhafa edilmistir. Geriye kalan 6rnekler ise
kullanilmak i¢in phosphate-buffered saline (PBS; Frederick, MD217104, USA) ile dilue

edilerek 4°C’de saklanmustir.
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3.2. Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiirii
3.2.1. Hiicre agma protokolii

Agcilacak hiicreler 2 flaskta ¢ogaltilacak sekilde 6n hazirliklar yapilmistir. Hiicrelerin
ekim yapilacag: flasklar hazirlanarak hiicrelerin daha iyi gogalmasi ve tutunmasi igin
flasklara yuvarlak lamel konulup besiyeri olusturmasi i¢in fetal bovin serum (FBS)
eklenerek 15 dk bekletilmistir. - 80°C’de dondurulmus olarak viyal igerisinde bulunan
hiicreler once 37°C’lik su banyosunda ¢ozdiiriilmiistiir. 37°C’ye getirilen hiicreler 4
mL’lik vasat igerisine eklendi ve homojen dagilimin saglanmasi igin alt-iist edilerek
karistirllmistir. Daha sonra, Dimetil siilfoksit (DMSQO) etkisini ortadan kaldirmak icin
1000 RPM’de 5 dk boyunca santrifiij edilerek hiicreler dibe ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij
sonrasinda hiicrelerin {lizerindeki iist vasat alinip atilmis ve ilizerine 4 mL yeni vasat
konulmustur. Bu siire¢ igerisinde hiicrelerin ekim yapilacagi flasklardan FBS alinip
atilarak yerine 3 mL vasat eklenmistir. Hiicrelerin vasat igerisinde homojen bir dagilim
gostermesi i¢in alt — {ist yapilarak dagilimi saglanmis ve her flaska 2 mL eklenmistir.

Flasklar %5’lik CO2 ortaminda 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
3.2.2. Hiicreler ve vasat hazirhg

Calisma kapsaminda 3T3-L1 (ATTC: CL-173 Rockville, MD, USA) hiicre hatti
kullanilmigtir. 3T3-L1 hiicreleri fare embriyosundan tiiretilmistir. Bu hiicreler diyabet,
obezite ve bu hastaliklar ile iligkili bozukluklara iliskin etki mekanizmalarinin
anlasilabilmesi i¢in 6nemli bir yer tutmaktadir. 3T3-L1 hiicreleri fibroblast benzeri bir
morfolojiye sahiptir. Ancak uygun kosullar ve ortam saglandigi zaman adiposit
fenotipine farklilagsmaktadir. Adiposit morfolojisinde, trigliseritlerin sentezini ve

birikimini artirir ve adipoz hiicreler halka goriiniimiinii alir.

3T3-L1 preadiposit hiicreleri, preadiposit medium (ZenBio, PM-1-L1) igerisinde
kiiltiire edilmigtir. Hiicre hattinin vasat hazirliginda, %10 1s1 ile inaktive edilmis FBS
(Capricorn Scientific, FBS-11B), %1 penisilin- streptomisin (Biochrom, A2213) ve %1

glutamin (Millipore, K0282) kullanilmistir. Hazirlanan karisim steril olmasi igin
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filtreden gegirilerek 50 mL’lik falkon tiiplere yerlestirilmistir. Hazirlanan karigim vasat
degisimlerinde kullanilmak iizere 4°C’de muhafaza edilmistir ve her 1 haftalik siirede
%1’lik glutamin eklemesi yapilmistir. Hiicre hattinin vasat degisimi 48 saatte 1
yapilmistir. Vasat degisiminde, flaskin igerisindeki {ist vasat alinip atilmig ve yerine 5
mL yeni vasat eklenerek hiicreler 37°C’de %5 CO:2 ortamda tekrar inkiibasyona

birakilmigtir. Hiicre sayma islemi Thoma lamu ile gergeklestirilmistir.
3.2.3. Hiicre pasajlama protokolii

3T3L1 hiicrelerin yogunluk orani %90 — 100’a ulastigi zaman hiicre pasajlama islemi

yapilmustir.

Flasklarin igerisindeki hiicrelerin {izerinden iist vasat toplanmistir. Flaskin her goziine
2.5 mL Tripsin EDTA (Capricorn, Scientific, FRY-1B) eklenerek 37°C’de %5 CO:
ortaminda 10 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibatorden alinan hiicrelerin
tizerine her 1 mL tripsin i¢in 4 mL vasat ekleyerek tripsinin etkisi ortadan kaldirilmistir.
Hiicreler alt iist edilip homojenize edildikten sonra 1000 RPM’de 5 dk boyunca santrifiij
edilerek hiicreler dibe ¢oktiiriilmiistiir. Dibe ¢oktiiriilen hiicrelerin {izerinden iist vasat
alinip atilmistir ve iizerine 2.5 mL yeni vasat eklenmistir. Uzerine yeni vasat eklenen

hiicreler alt iist edilerek hiicrelerin vasat i¢erisinde homojenize olmasi saglanmaistir.

3T3L1 preadiposit hiicreler ekim yapilmadan 6nce flaskin her goziine cam lamel
yerlestirilmis ve her goze FBS eklenerek 15 dk boyunca besiyeri olusturmasi igin
beklenmistir. Daha sonra her goze hazirlanan vasat — hiicre karisimindan 100 pL
eklenmis ve tlizerine 300 pL vasat eklenerek 37°C’de %5 CO2 ortaminda inkiibasyona

birakilmustir.
3.2.4. Hiicre dondurma protokolii

Hiicre dondurma protrokoliiniin ilk asamasi hiicre pasajlama protokoliiniin dibe

coktiiriilen hiicrelerin {ist vasatlarinin alinip atilmasina kadar aynidir.
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Hiicre dondurma protokolii ilkelerine gore hiicrelerin  kristallenmesini
engellemek i¢in 1:9 oraninda Dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma- Aldrich) ve FBS
karistmi  eklenerek hiicreler siispanse edilmesi gerekmektedir. iki viyal hiicre
dondurulacag i¢in dondurma soliisyonu i¢in bu oranlar 200 uL. DMSO ve 1800 pL FBS
olacak sekilde hazirlanmistir. Her viyal tiipe 1 mL dondurma soliisyonu eklendikten

hemen sonra hiicreler -80°C’de dondurulmustur.
3.2.5. Hiicre farkhlastirma protokolii

Hiicrelere pasajlama protokolii uygulandiktan sonra flaskin igerisine yerlesip
cogalan preadiposit hiicreleri igin farklilastirma protokoliine gecilmistir. Hiicrelerin
tizerinden PM-1-L1 alinip atilmistir. Uygun farklilagma ortaminin saglanmasi igin
hiicrelere farklilasma mediumu (ZenBio, #cat DM2L1) eklenerek kiiltiire edilmistir.
Hiicre hattinin farklilastirma vasati hazirliginda DM-2-L1 farklilastirma medium ve %1
penisilin- streptomisin (Biochrom, A2213) kullanilmistir. Hazirlanan karisim steril
olmasi i¢in filtreden gecirilerek 50 mL’lik falkon tiiplere yerlestirilmistir. Hazirlanan
karisim vasat degisimlerinde kullanilmak tizere 4°C’de muhafaza edilmistir. Hiicre
hattinin vasat degisimi 21 giin boyunca olgun adiposit farklilagmasini saglamak i¢in 48
saatte bir yapilmistir. Vasat degisiminde, flaskin icerisindeki iist vasat alinip atilmis ve
yerine 400 pL yeni vasat eklenerek hiicreler 37°C’de %5 CO: ortamda tekrar

inkiibasyona birakilmistir.

Hiicrelere 3, 7, 14 ve 21 kiiltiir glinlerinde fiksasyon protokolii uygulanmistir. Bu
protokol sonrasinda hiicrelerin adipojenige farklilasma zamani belirlenmistir. Hiicreler
adipojenik hiicrelere farklilastigi zaman DM-2-L1, 3T3-L1 adipojenik medium (AM-1-
L1) ile degistirilmistir. Hiicreler medium degisikliginden sonra 37°C’de %5 CO:

ortamda yeniden inkiibasyona birakilmistir.
3.3. Hiicre Fiksasyon Protokolii

Hiicrelerin yapisal durumlarini sabitlestirmek icin yapilmistir. Oncelikle 100 mL su

ve bir tablet phosphate- buffered saline (PBS) beher igerisine konularak ¢ozdiirilmistiir.
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Daha sonra %4’liik paraformaldehid hassas terazide tartilip PBS icerisine eklenerek
orbita shaker makinesinde 45 dk boyunca ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilme esnasinda erime
1s1s1 60°C, pH 7.2 — 7.4 olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan karisim fiksasyon
islemlerinde kullanilmak iizere 4°C’de muhafaza edilmistir. Bu karigim bir haftanin

sonunda tekrar hazirlanmastir.

Hiicreler 3, 7, 14 ve 21 gilinlerde fikse edilmistir. Fiksasyon gilinlerinde 24 gozli
ekim kablar1 deske ¢ikartilarak {ist vasatlar1 alinip atilmistir. Daha sonra her géze 500
uL PBS eklenmistir. Eklenen PBS toplandiktan sonra 500 uL paraformaldehid (%4)
eklenerek, 30 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda list vasat
toplanip atilmistir. Fikse edilen hiicreler PBS ile tekrar yikanmistir. Daha sonra her goze
tekrardan 500 pL PBS eklenip, parafilimlenip 4°C’de muhafaza edilmistir. Bu islem, her

fiksasyon gilinlinde tekrar edilmistir.
3.4. Oil Red-O Protokolii

Hiicrelere fiksasyon islemi uygulandiktan sonra 3T3-L1 hiicrelerinin igerisindeki
lipid dropletlerini boyamak amaci ile yapilmistir. %0.5 Oil Red-O (Chem-cma SC,
203749A), isopropanol (2-propariol) (Sigma Aldrich, 19516) igerisinde ¢6zdiirtilmiistiir.
Hazirlanan karisim igerisinde kalan partikiillerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in karisim
filtre kagidindan gegirilmistir. Daha sonra hazirlanan oil red-o karigimi distile su ile 3:2
oraninda seyrelerek falkon tiipline yerlestirilmistir. Falkon tiipiinlin etrafi folyo ile

sarilarak 24 saat boyunca 4°C’de bekletilmistir.

Boyama islemi yapilmadan 6nce karisim igerisinde olusabilecek kiiciik partikiillerin
uzaklastirilmast i¢in 0.45um c¢apindaki filtreden gecirilerek tekrar siiziilmiistiir. Stizme
islemi gergeklestirilen Oil Red-O’dan 1 mL fikse edilmis hiicrelerin {izerine konularak
15 dk boyunca bekletilmistir. Bu siirenin sonunda hiicreler nazikce distile su ile
yikanmistir. Boyanan hiicreler mounting medium ile kapatildiktan sonra 151k mikroskobu

(Olympus BX40, Tokyo, Japan) ile goriintiilenip fotograflanmistir.
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3.5. Hiicre Canlihgi ve Biiyiime Analizi

Kefir supernatant ve kefir pellet fraksiyonlar1 PBS igerisinde diliie edilmistir ve
final diliisyonu 100 mg/mL olarak belirlenmistir. Daha sonra, hazirlanan ¢ozelti, kiiltiir
vasatinda 5 farkli konsantrasyona seyreltilmistir. Bu dozlar, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.2
mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.05 mg/mL ve 0.02 mg/mL’dir. Bu dozlar kefir igin uygulanabilir

optimal dozu bulmak i¢in belirlenmistir.

3T3-L1 adiposit hiicreleri toplanmis ve vasat igerisinde siispanse edilmistir ve her
gdzde 100 pL vasat icerisinde 5 x 10° yogunlukta hiicre olacak sekilde 96 gozlii kiiltiir
kaplarmna ekilmistir. Hiicre hatti, 24 ve 48 saat siire ile 37°C’de %5 CO2 ortaminda

inkiibasyona birakilmistir.
3.6. Hiicre Canlih@: Testi ve MTT Analizi

Kefir fraksiyonlarmin sitotoksisite etkisinin belirlenmesi i¢in MTT (3- (4,5-
dimethylthiazol-2ly)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Biotium, #30006) analizi
yapilmistir.  MTT analizi, 3- (4,5- dimethylthiazol-2ly)-2,5-diphenyltetrazolium
bromiiriin mor formazon iirlinlerine indirgenmesiyle yapilan kalorimetrik bir analizdir.
MTT analizi i¢in, 96 gozli ekim kabina bir giin dnceden hiicre ekimi yapilmistir. EKim
yapildiktan sonra ilk gilin 48 saat uygulanacak olan kefir pellet ve kefir supernatant
fraksiyonlarinin, ikinci giin ise 24 saat uygulanacak olan kefir faksiyonlarinin
inkiibasyonu yapilmistir. Bunun sonucunda 24 ve 48 saatlik ekimler i¢in pozitif ve
negatif kontrol degerleri elde edilmistir. Negatif kontrol siitunu sadece kiiltiir vasatini
igermistir Ve bu silitunda hiicre veya kefir fraksiyonu bulunmamaktadir. Pozitif kontrol
stitunu ise sadece 3T3-L1 hiicreleri bulunmaktadir ve yine bu siitunda herhangi bir kefir

fraksiyonu bulunmamaktadir.

MTT soliisyonu 1:9 oraninda PBS ve thiazolyl blue tetrazolium karistirilip
homojenizasyonu saglanarak elde edilmistir. Hazirlanan soliisyonun igerisinde kalan
partikiillerin uzaklastirilmasi igin soliisyon 0.22 um capindaki filter ile stiziilmistiir ve

151k gérmesi engellenebilmesi i¢in folyo icerisine sarilmistir. Daha sonra hazirlanacak
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olan her 10 mL karistim i¢ci 9 mL MTT soliisyonu ve 1 mL vasat eklenerek MTT
uygulama hazirligl tamamlanmistir. 24 ve 48 saatlik ekim yapilan hiicrelerdeki iist vasat
toplanip atildiktan sonra her bir géze 10 pL hazirlanan karisimdan eklenerek 4 saat

boyunca 37°C’de, %5 CO; ortaminda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin iizerindeki iist vasat alinip atilmis ve formazon
kristallerinin ¢6ziinmesi amaci ile 200 uL DMSO eklenerek alt tist edilip karistirtlmistir.
Bunun sonucunda Olglimler absorbans sinyali 570 nm’de alinmistir (Versa Max,
Molecular Device, Sunnyvale, USA). Tiim deneyler her bir fraksiyon i¢in ii¢ kez tekrar

edilmistir.
3.7. Immiinositokimya Protokolii

3T3-L1 adipositlerindeki ANGPTL-4, leptin ve PPAR-y ekspresyonlarinin dagilimi
indirekt immiinperoksidaz teknigi kullanilarak analiz edilmistir. 3T3-L1 adipositleri 24
saat kefir pellet ve kefir supernatant ile inkiibe edildikten sonra paraformaldehid (%4) ile
fikse edilmistir. Daha sonra hiicreler PBS ile iki kez yikanmistir her bir yikama i¢in 30
dk siire ayrilmistir. 3T3-L1 adiposit hiicreleri permabilize edilmistir. Permeabilizasyon
islemi hiicre membran gecirgenliginin saglanmasi ve antikorun gegirgenliginin
saglanmasi i¢in yapilmistir. Bunun saglanmasi icin her goze PBS ile 1:1000 mL
oraninda seyreltilmis triton-x 100 (Sigma Aldrich, 9002931) soliisyonundan 10 damla
eklenmistir ve 15 dk boyunca buz iizerinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda hiicreler li¢ kez 5 dk boyunca PBS ile iyice yikanmistir. Permabilizasyon
islemi sonrasinda endojen peroksidaz enzim aktivitesini inhibe etmek i¢in H202 (%3)
(Sigma Aldrich, D30926) her goze 10 damla eklenerek ve 10 dk boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Bu islem sonucunda hiicreler ti¢ kez 5 dk boyunca PBS ile iyice
yikanmigtir. PBS ile yikama isleminden sonra ortamdaki diger proteinlerin bloke
edilerek primer antikorun istenilen antijene baglanmasini saglamak i¢in bloke edici
serum (blocking serum) (Histostain- Plus Kit HRP, 859043, Thermo Fisher) hiicrelere
eklenmistir. Bloke edici serum her goze 10 damla eklenerek bir saat boyunca oda

sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyon sonrasinda PBS ile yikama islemi
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uygulanmayarak hiicrelerin etrafi immunositokimya kalemi ile ¢izilmistir. Bir sonraki
asama icin uygulanacak olan primer antikorlarin diliisyonlar1 belirlenerek hazirlanmistir.
Bloking serum her gozden alindiktan sonra kontrol grubuna sadece PBS diger gruplara
ise primer antikor uygulamasi yapilmistir. Primer antikor uygulamalart her géze 100 puL
leptin (1:50) (Prointech, 17436-1-AP), ANGPTL-4 (1:100) (Prointech, 18374-1-AP) ve
PPAR-y (1:50) (Prointech, 15540-1-AP) olacak sekilde eklenmis ve ekim kaplar

parafilmlenerek 4°C’de 24 saat nemli ortamda inkiibasyona birakilmistir.

Primer antikorlarin inkiibasyonu sonrasi hiicreler 3x5 dk boyunca PBS ile iyice
yikanmistir ve biyotinlenmis sekonder antikor (Histostatin-Plus Kit HRP, 859043,
Thermo Fischer) 5 damla ilave edilerek 30 dk boyunca inkiibasyona birakilmigtir ve
daha sonra 3x3 dk olacak sekilde PBS ile yikanmistir. Primer antikorun goriiniirliigliniin
artmasini saglamak i¢in 5 damla avidin-biotin peroksidaz enzim kompleksi (Histostain-
Plus Kit HRP, 859043, Thermo Fisher) eklenerek 30 dk siireyle inkiibasyona
birakilmistir. PBS ile yikanan hiicrelere 100 pL 3,3’diaminobenzidin (DAB) kromojen
(ScyTek Laboratories, ACKI125) ilave edilerek 5 dk inkiibe edilmistir ve
immiinorektivite seviyeleri gézlemlenmistir. DAB ¢ozeltisi daha sonra distile su (dH20)
ile 1yice yikandiktan sonra cekirdegi gormek i¢in Mayer’s hematoxylien (Merck
Millipore, 109249) ile boyama yapilmustir. Bir dakikalik inkiibasyon sonrasinda hiicreler
dH20 ile yikanmuistir. Son olarak ekim kaplari igerisinde bulunan yuvarlak lameller
mounting medium (Merck Millipore, 107961) ile sabitlenerek lam iizerine ters

kapatilmig ve 151k mikroskobu (Olympus BX40, Tokyo, Japan) ile incelenmistir.

Leptin, ANGPTL-4 ve PPAR- y antikorlarinin immunoreaksiyon yogunluklarini
belirlemek amaci ile histolojik skorlama yontemi olan HSKOR yontemi kullanilmagtir.
Analizinde XPi (itl) formiili kullanilmaktadir. Formiil igerisindeki (i)
immunositokimyasal analizler lizerindeki boyamalarin yogunluklarini ifade etmektedir.
Boyama yogunluklar1 kendi igerisinde 1, 2 veya 3 olmak iizere smiflandirilmistir. Bu
siiflandirmalardan 1 hafif, 2 orta ve 3 siddetli boyamay: ifade etmektedir. Formiil
icerisindeki (p) ise boyanmis hiicrelerin ylizdeliklerini temsil etmektedir. Yiizde

degerleri %0- 100 arasinda degigmektedir.
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3.8. ELISA Protokolii

3T3-L1 adipositlerindeki IL-6, TNF-o, IL-1p ve lipoprotein lipaz (LPL)
aktivitelerinin belirlenmesi amaci ile enzim baglantili immunoassay (ELISA) deneyleri
yapilmustir. 3T3-L1 adipositleri 24 saat kefir pellet ve kefir supernatant ile inkiibe
edildikten sonra {ist vasatlar1 toplanarak ELISA deneylerinde kullanilmak {izere

muhafaza edilmistir.

Muhafaza edilen kefir pellet ve kefir supernatant -80°C’den alinarak proteinlerin
denature olmasini engellemek amaci ile buz iizerinde ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra 2000
rpm 5 dk santrifiij edilerek kullanilmak tizere hazirlanmistir. ELISA deneyleri igin
Human IL-6 ELISA kit (cat no: BMS213-2 / BMS213-2TEN), Human TNF alpha
Platinum ELISA (cat no: BMS223/4 /| BMS223/4TEN), Human IL-1 beta Platinum
ELISA (BMS224/2 | BMS224/2TEN) ve Human LPL ELISA kit (cat no: E-EL-H2287)

kullanilmastir.

Deneylere baslamadan once deneyler icin gerekli olarak wash buffer, assay buffer
sollisyonlar1 hazirlanmigtir. Wash buffer yikama sollisyonu her kitin igerisinde
bulunmaktaydi ve 1000 mL distile su ile diliie edilerek hazirlanmistir. Assay buffer
sollisyonu da ayni sekilde her kitin igerisinde bulunmaktadir ve son konsantrasyonun
elde edilmesi i¢in 100 mL distile su ile diliie edilerek hazirlanmistir. Her iki sollisyonun
hazirlanmas1 sirasinda kopiik olmamast i¢in dikkatlice mix edilmistir. Deney sirasinda

artan soliisyonlar daha sonra kullanilmak tizere 2 - 8°C’de muhataza edilmistir.

Ikinci adim olarak standart soliisyonlar hazirlanmistir. Her ELISA Kkitinin
icerisindeki standart viyaller belirtilen oranlarda distile su ile diliie edilmis ve standart
konsantrasyonlari elde edilmistir. Standart soliisyon oranlari TNF-alfa, IL-1 beta, IL-6
ve LPL soliisyonu i¢in sirast ile 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 200 pg/mL ve 2000
pg/mL’dir. Hazirlanan standart homojen olmasi i¢in 10 — 30 dk arasi bekletilmistir.
Daha sonra elde edilen standartlar diliie edilerek ELISA ekim kabina uygulanarak 7

farkli konsantrasyon elde edilmistir.
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ELISA ekim kabma ekim yapilmadan once ekim yapilacak kuyucuk sayisi
belirlenmis ve fazla kuyucuklar daha sonra kullanilmak iizere 2 — 8 °C’de folyo
icerisinde tekrar muhafaza edilmistir. Daha sonra ekim yapilacak kuyucuklar 400 pL
wash buffer ile 2 x 15 sn olacak sekilde automated washer ile yikama islemi
gerceklestirilmistir. TNF- alfa, IL-6 ve IL-1 beta antikorlar1 ig¢in belirlenmis olan
standart kuyucuklara 100 pL standart soliisyonlar, blank well olarak belirlenmis
kuyucuklara 100 pL sadece assay buffer veya sample diluent, 6rnek kuyucuklara ise 50
uL kefir pellet, kefir supernatant ve kontrol grubu soliisyonlar1 ile 50 pL assay buffer
veya sample diluent eklenmistir. Kuyucuklara drnekler yerlestirildikten sonra biotin ile
konjuge edilmis soliisyon hazirlanmistir ve her kuyucugua 50 pL eklenmistir. Biotin ile
konjuge edilmis soliisyon 1:1000 oraninda assay buffer ile diliie edilerek elde edilmis ve
30 dk igerisinde hazirlanan soliisyon kullanilmistir. Bu islemin sonunda antikorlar 2 saat
siire boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Buharlasmay1 dnlemek amaci
ile ekim kaplar1 paraflim/plate sealer ile kaplanmistir. LPL antikoru i¢in daha farkli bir
protokol uygulanmistir. LPL i¢in protokol 100 uL standart, ornek ve blank well
sollisyonlarinin eklenmesi sonrasinda 90 dk boyunca 37°C inkiibatérde inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra st vasatlar almip atilmistir ancak yikama islemi
uygulanmamistir ve 100 pL olacak sekilde biotin ile konjuge edilmis soliisyon eklenerek

37°C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda tiim antikorlarin protokoliinde serbest kalan antikor- antijen
kompleksinin ortamdan uzaklastirilmasi igin 3 kez 400 uL wash buffer ile yikama islemi
gerceklestirilmistir. Primer antikorun gorliniirliiglinlin artmasini saglamak i¢in 100 pL
avidin-biotin peroksidaz enzim kompleksi eklenerek 30 dk siireyle LPL, 37°C’de, diger
antikorlar ise oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda 5 kez
400 pL ile yikama islemi yapildi ve 100 uL tetramethyl- benzidine (TMB) eklenerek
karanlik ortamda 15 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir. TMB inkiibasyonunun amaci
substrati ¢oziiniir hale getirip ve agik mavi renge boyanmasini saglayarak
spectophtometrically’de okunur hale getirmektir. Son olarak {ist sollisyon almimip

atilmadan ve yikama islemi uygulanmadan durdurma soliisyonu Yyani fosforikasit
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eklenerek antikor stabil hale getirilmistir. Uygulama sonrasinda renk degisikligi olur

olmaz mikro plate 450 nm ile 6lgliim yapilmistir.

Elde edilen ELISA sonuglarinin degerlendirilmesinde her antikorun standart
soliisyonu igin ortalama absorbans degerleri ve standart hata degeri hesaplandi.
Hesaplanan bu degerler araciligi ile standart egriler olusturuldu. Bu standart egrilerin
lizerine grafik denklemleri ve 1? degerleri eklenmistir. Grafik denklemindeki ‘y’ degeri

absorbans degerini ‘x’ ise standart konsantrasyonu ifade etmektedir.
3.9. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi ve Yazilim Programlan

Tiim verilerin ortalama ve standart sapma (SD) degerleri belirlenmistir. Istatistiksel
analiz ve gruplar arasi farkliliklar SPSS paket program-21 (SPSS-21) ile
degerlendirilmistir. Gruplar arasi farklilik degerlendirmeleri Kruskal wallis ve Mann
Whitney U testi yapilarak saptanmistir. Elde edilen sonuglarin istatistiksel anlamlilik

derecesi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Sekil ve tablolarin ¢izimlerinde Microsoft Office programlarindan Excel, Powerpoint

ve Word programlariin 2016 siiriimii ve GraphPad Prism 8 programi kullanilmistir.



41

4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihg: ve Sitotoksisite

3T3-L1 adiposit hiicreleri 24 ve 48 saat boyunca farkli fraksiyonlarda (0.02, 0.05,
0.1, 0.2, 0.5 and 1 mg/mL) kefir supernatant ve kefir pellet ile inkiibasyona birakilmistir.
Hiicre canliligi yukarida belirtildigi yontem dogrultusunda MTT analiz yontemi ile
saptanmustir. 0.2, 0.5 ve 1 mg/mL kefir pellet ve kefir supernatant konsantrasyonlarinin,
3T3-L1 adiposit proliferasyonunu dramatik bir sekilde diismesine neden oldugu
gorilmiistiir (Sekil 4.1.1. ve Sekil 4.1.2.). Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda, 24 saat
boyunca kefir pellet ve kefir supernatant inkiibasyonu yapilan tiim deneylerde 0.1

mg/mL dozu kullanilmistir.

Kefir supernatant ile 24 saat boyunca inkiibe edilen 3T3L1 adipsitlerinde adiposit
proliferasyonun en diisiik oldugu doz 0.5 mg/mL olarak belirlenmistir (%92). 48 saatlik
inkiibasyon siiresinde ise en diisiikk proliferasyon yiizdesi (%63) 0.2 ve 0.5 mg/mL ile
muamele edilen dozlarda goriilmiistiir. Farkli fraksiyonlarda yapilan kefir supernatant
inkiibasyonunda en ideal hiicre canlilik yilizdesi ise hem 24 hemde 48 saatlik inkiibasyon

stirelerin 0.1 mg/mL dozda belirlenmistir. (Tablo 4.1.1.).

3T3L1 adiposit hiicrelerine kefir pellet ile yapilan inkiibasyonda doz arttik¢a
adiposit proliferasyonunun ve canlilifinin azaldigr goriilmiistiir. En diisiik adiposit
proliferasyonu 24 saatlik inkiibasyon sonucunda %82 ile 0.5 mg/mL inkiibasyon
dozunda saptanmistir. 48 saatlik uygulama sonucunda ise benzer sonu¢ 1 mg/mL
inkiibasyon dozunda belirlenmistir. Farkli fraksiyonlarda yapilan kefir pellet
uygulamasinda ise en ideal hiicre canlilik ytlizdesi her iki inkiibasyon siiresinde de 0.1

mg/mL dozda belirlenmistir (Tablo 4.1.2.).
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Sekil 4.1.1. Kefir siipernatantin 3T3L1 adipositlerinin hiicre canlihg: iizerindeki

etkisi. 3T3-L1 adipositleri 24 veya 48 saat boyunca farkh konsantrasyonlarda kefir

supernatant ile inkiibe edilmistir ve MTT analiz yonetimi ile canlhilik dereceleri

ol¢tilmiistiir.
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Sekil 4.1.2. Kefir pelletin 3T3L1 adipositlerinin hiicre canhihig iizerindeki etkisi.

3T3-L1 adipositleri 24 veya 48 saat boyunca farklh konsantrasyonlarda kefir pellet

ile inkiibe edilmistir ve MTT analiz yonetimi ile canlhilik dereceleri 6lciilmiistiir.

Tablo 4.1.1. 3T3L1 adiposit hiicrelerinin farkli dozlarda kefir siipernatant uygulamasi
sonucunda adiposit profilerasyonu ve hiicre canlilik yilizdesi lizerine etkisi

0.02 0.05 0.1 0.2 0.5 1

mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL | mg/mL

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
24 saat | 217,8 227,6 208,6 111,5 92,1 98,7
48 saat | 181,7 170,1 144.6 63,8 64,4 66,1
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Tablo 4.1.2. 3T3L1 adiposit hiicrelerinin farkli dozlarda kefir pellet uygulamasi
sonucunda adiposit profilerasyonu ve hiicre canlilik yilizdesi lizerine etkisi

0.02 0.05 0.1 0.2 0.5 1

mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
24 saat | 1829 183.4 180 914 82.3 87.4
48 saat | 173,7 177,4 149,3 70,0 70,0 66,8
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4.2. Oil Red-O Boyama Sonuglari

3T3-L1 preadiposit hiicrelerine farklilasma protokolii uygulanarak hangi giin
adipositlere farklilastig1 belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 3, 7, 14 ve 21 giinlerde
fiksasyon islemi uygulanarak hiicreler oil red-o ile boyanmistir. Farklilasma protokolii
uygulanan 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinde 3. giin lipid damlaciklariin olustugu
gbzlemlenmistir. Buna ek olarak lipid birikiminin arttig1 saptanmistir (Sekil 4.2.1).
Inkiibasyonun 14. giiniinde (Sekil 4.2.1, G) ve 21. giiniinde (Sekil 4.2.1, H) hiicrelerin
>%95’inde lipid damlaciklarinin varlig1 goriilmektedir. Buna ek olarak benzer sekillerde

oil red-o ile boyanmus lipid damlaciklart gozlemlenmistir.

3T3-L1 adiposit hiicreleri 24 saat boyunca kefir supernatant ve kefir pellet (0.1
mg/mL) ile inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi lipid birikimi incelendigi zaman, kefir
supernatant ve kefir pellet ile inkiibe edilmis 3T3-L1 adipositlerinde, kontrol hiicrelerine
kiyasla daha az hiicre ici lipid birikimi goriilmiistiir. Ozellikle lipid damlaciklarinin

kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman daha kiigiik oldugu fark edilmistir (Sekil 4.2.2.).
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Sekil 4.2.1. Kefir uygulamasi yapilmadan once Kiiltiir ortaminda 3T3L1
adipositlerindeki lipid birikimi (A-D) ve oil red-o ile boyamasi (E-H). 3 giin (A,E), 7
giin (B, F), 14 giin (C, G), 21 giin (D, H) Scala bar=50pum
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Sekil 4.2.2. Kefir siipernatant ve Kkefir pellet inkiibasyonu yapildiktan sonra 3T3-L1
adipositlerinin oil red-o ile boyamasi. Kefir siipernatant (A), Kefir pellet (B) ve
Kontrol grubu (C). Scala bar= 50pum

4.3. Immunositokimyasal Degerlendirme

Kefir siipernatant ve kefir pellet ile 24 saat boyunca inkiibe edilen 3T3-L1
adipositlerindeki ANGPTL-4, leptin ve PPAR-y yogunluklarinin H-SKOR degerleri
tablo 4.3.1.’de verilmistir. 3T3-L1 adipositlerinde kontrol grubu, kefir pellet ve kefir
slipernatant grubuna ait immunboyama sonuglar1 ise Sekil 4.3.1. — Sekil 4.3.2.

verilmistir.

ANGPTL-4 immunoreaktivitesi, kefir slipernatant ile 24 saat boyunca inkiibe edilen
3T3-L1 adipositlerinde kuvvetli ve kefir pellet grubunda ise orta derecede

immunoreaktivite goriilmiistiir. Kefir siipernatant ve kefir pellet ile inkiibe edilen 3T3-
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L1 adiposit hiicreleri kontrol grubundaki adiposit hiicreleri ile karsilagtirildigi zaman her
iki miidahale grubunda da ANGPTL-4 immiinoreaktivitesinin anlamli derecede yiiksek
oldugu gortlmistiir (Sekil 4.3.1. A-C, Tablo 4.3.1.). Kefir siipernatant ile inkiibe edilen
3T3-L1 adiposit hiicrelerindeki ANGPTL-4 immunoreaktivitesi kefir pellet grubuna
gore daha yiiksek olmasma ragmen bu iki deger arasindaki fark istatistiksel agidan

anlamli bulunmamustir ( p>0.005) (Sekil 4.3.1. A-C, Tablo 4.3.1.).

l\\\”’ 3 ¥

Sekil 4.3.1. 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde ANGPTL-4’iin immiinoreaktivitesi.
Kontrol grubu (A), Kefir siipernatant grubu (B), Kefir pellet grubu (C).

Kefir siipernatant (Sekil 4.3.2., B) ve kefir pellet (Sekil 4.3.2., C) ile miidahale
edilen 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde leptinin immun boyama yogunlugu orta derece
bulunmustur. Bu sonuglarin yani sira leptin ekspresyonunun kefir pellet grubunda

dramatik sekilde azaldigi goriilmiistiir ve kefir siipernatant grubu ile karsilagtirildigi
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zaman bu immunoreaktivitenin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir. Kefir
slipernatant grubunun leptin immunoreaktivitesini az da olsa azalttig1 belirlenmistir.

Ancak bu azalig istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir (p> 0.005) (Tablo 4.3.1.).
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Sekil 4.3.2. Kefir siipernatant ve kefir pellet ile 24 saat boyunca inkiibe edilen 3T3-
L1 adipositlerindeki leptin ekspresyonu. Kontrol (A), kefir supernatant (B) and
kefir pellet (C), Skala Bar = 50 pm

Kefir stipernatant (Sekil 4.3.3. B) ve kefir pellet (Sekil 4.3.3. C) ile 24 saat
boyunca inkiibe edilen 3T3-L1 adipositlerindeki PPAR-y ekspresyonu sirasi ile hafif ve
orta derecede oldugu Dbelirlenmistir. PPAR-y’nmin  3T3-L1 adipositlerindeki
immiinoreaktivitesinin kontrol grubunda (Sekil 4.3.3. A) da benzer sekilde orta diizeyde
oldugu saptanmustir. Inkiibasyon gruplari kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman
PPAR-y HSKOR’unun istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmistiir (p>0.005)
(Tablo 4.3.1.).
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Sekil 4.3.3. Kefir siipernatant ve kefir pellet ile 24 saat boyunca inkiibe edilen 3T3-
L1 adipositlerindeki PPAR-y ekspresyonu. Kontrol (A), kefir supernatant (B) and
kefir pellet (C), Skala Bar = 50 pm

Table 4.3.1. Kontrol grubu ile hem kefir supernatant hemde kefir pellet ile inkiibe
edilen 3T3-L1 adipositlerindeki ANGPTL-4, leptin ve PPAR-y i¢cin HSKOR
degerleri

ANGPTL-4 LEPTIN PPAR-Y
Kontrol grubu 265,46 + 25,54 211,37+ 11,39 239,06 + 22,68
Kefir supernatant 374,42 £27,47% 210,63 £ 6,15 229,90 + 16,13
Kefir pellet 317,06 + 45,05b 203,73 + 3,83°¢ 243,13 +£22,98

Veriler ortalama + SD olarak belirtilmistir. Istatistiksel agidan degerlendirmeler Mann-Whitney U testi ile
degerlendirilmistir.

2 Veri kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p = 0.009).

® \eri kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p = 0.047).

¢ Veri kefir supernatant ile inkiibe edilen grup ile karsilagtirildig1 zaman istatistiksel agidan anlamlt
bulunmustur (p = 0.014).
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Kefir silipernatant ve kefir pellet ile 24 saat boyunca inkiibe edilen 3T3-L1

adipositlerinden alinan iist vasatlara ait IL-6, IL-1 beta, TNF-alfa ve LPL antikorlarina

ait ortalama absorbans degerleri Tablo 4.4.1.°de verilmistir. Kefir pellet, kefir

siipernatant gruplar1 kontrol grubu ile karsilagtirildigi zaman degerler arasinda

istatistiksel agidan herhangi bir farklilik bulunamamaistir (p>0,05).

Tablo 4.4.1. Kefir siipernatant ve kefir pellet ile inkiibe edilen 3T3L1 adipositlerindeki IL-6,

IL-1 beta, TNF-alfa ve LPL ortalama absorbance degerleri

Ortalama absorbans (450 nm)

Kefir Pellet Kefir Siipernatant Kontrol
IL-6 0,001 0,001 0
IL-1 beta 0,039 0,005 0
TNF- alfa 0 0 0
LPL 0 0 0

Elde edilen IL-6 ortalama absorbans degerleri 100, 50, 25, 12,5 6,25, 3,13 ve 1,56

pg/mL standartlar ile hazirlanan egrilere yerlestirilerek degerlendirilmistir (Sekil 4.4.1.

ve Sekil 4.4.2.). Kefir fraksiyonlarinin ortalama absorbans degerleri karsilastirildig

zaman degerler benzer bulunmustur.
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Sekil 4.4.1. IL-6’min Microsoft Excel programinda cizilmis standart egrisi, x-ekseni:
konsantrasyon (pg/mL); y ekseni: absorbans (A450)
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Sekil 4.4.2. IL-6’min GraphPad programinda cizilmis standart egrisi, x-ekseni:
konsantrasyon (pg/mL); y ekseni: absorbans (A450)
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IL-1 beta antikoruna ait ortalama absorbans degerleri 250, 125, 62,5, 31,3, 15,6, 7,8
ve 3,9 pg/mL standartlar ile hazirlanan egrilere yerlestirilerek degerlendirilmistir (Sekil
443. ve Sekil 4.4.4.). Kefir fraksiyonlarinin ortalama absorbans degerleri
karsilagtirildigt zaman kefir pellet fraksiyonunun ortalama absorbans degerinin ¢ok az

diizeyde kefir siipernatanta gore yiiksek oldugu bulunmustur.

IL-1 beta
7
; y=0,011x+0,0575
R? = 0,8466
5
4
Q
2 ‘{
1 '|' - '|'
s
0 50 100 150 200 250 300

konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.4.3. IL-1 beta’min Microsoft Excel programinda ¢izilmis standart egrisi, x-
ekseni: konsantrasyon (pg/mL); y ekseni: absorbans (A450)
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Sekil 4.4.4. IL-1beta’nin GraphPad programinda c¢izilmis standart egrisi, x-ekseni:
konsantrasyon (pg/mL); y ekseni: absorbans (A450)

TNF- alfa ELISA sonuclarina gore ortalama absorbans degerleri 500, 225, 125, 62,5,
31,3, 15,6 ve 7,8 pg/mL standartlar ile hazirlanan egrilere yerlestirilerek
degerlendirilmistir (Sekil 4.4.5 ve Sekil 4.4.6.). Kefir fraksiyonlarinin ortalama
absorbans degerleri karsilastirildigi zaman kefir fraksiyonlarinin ortalama absorbans

degerleri arasinda farklilik bulunmamustir.
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Sekil 4.4.5. TNF-alfa’nin Microsoft Excel programinda c¢izilmis standart egrisi, x-
ekseni: konsantrasyon (pg/mL); y ekseni: absorbans (A450)
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Sekil 4.4.6. TNF-alfa’nin GraphPad programinda c¢izilmis standart egrisi, x-ekseni:
konsantrasyon (pg/mL); y ekseni: absorbans (A450)
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Elde edilen LPL ortalama absorbans degerleri 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 ve
31,3 pg/mL standartlar ile hazirlanan egrilere yerlestirilerek degerlendirilmistir (Sekil
447. ve Sekil 4.4.8.). Kefir fraksiyonlarinin ortalama absorbans degerleri

karsilagtirildigr zaman degerler arasinda herhangi bir farklilik bulunmamustir.
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Sekil 4.4.7. LPL’min Microsoft Excel programinda cizilmis standart egrisi, x-
ekseni: konsantrasyon (pg/mL); y ekseni: absorbans (A450)
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Sekil 4.4.8. LPL’nin GraphPad programinda cizilmis standart egrisi, x-ekseni:
konsantrasyon (pg/mL); y ekseni: absorbans (A450)
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5. TARTISMA

Kefir dogal probiyotik igerigine sahip geleneksel fermente siit {rlintdiir.
Hipokolesterolemik, anti-inflamatuar, anti-oksidan etkileri yani sira kilo kontroliinii
saglayarak sagligi olumlu yonde etkilemektedir (Rosa ve ark, 2017; Rosa ve ark, 2016).
Bu arastirmanin sonuglart hem Kkefir supernatant grubunun hem de pellet
fraksiyonlarinin 3T3-L1 adipositlerinde lipid birikimini 6nledigini gostermistir. Ayrica,
ANGPTL-4 ekspresyonunun, hem kefir supernatant hem de kefir pellet ile inkiibe edilen
3T3-L1 adipositlerinde 6nemli oOlglide arttigi saptanmistir. Buna ek olarak leptin
immiinoreaktivitesi, kefir pellet ile inkiibe edilen adipositlerde Snemli diizeyde
azalmistir. PPAR-y immune boyamasinin ise kefir supernatant ve kefir pellet
inkiibasyonlarindan etkilenmedigi belirlenmistir.

3T3-L1 hiicreleri, lipid metabolizmasinin ve adipogenezin daha iyi anlagilmasi i¢in
tercih edilen hiicre ¢esididir. Bu calismada, kefir tanelerinin adipogenez iizerindeki
etkisi immiinositokimyasal ve histokimyasal deneyler araciligi ile belirlenmeye
calisilmigtir. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma zamani kiiltiir edilme zamanma gore
degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle, ilk 6nce olgun adipositlerin elde edilmesi i¢in
preadiposit hiicrelerinin farklilasma zamani belirlenmistir. Daha sonra olgun
adipositlerdeki lipid birikiminin analiz edilmesi i¢in hiicreler oil red-o ile boyanmustir.
Adipositlerdeki lipid birikimi incelendigi zaman, 3T3-L1 adipositlerinin 14. ve 21.
kiiltiir giinlerindeki adiposit birikiminin benzer oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alisma
stiresi boyunca 14 giinliik kiiltiir siiresi ile elde edilmig 3T3-L1 olgun adiposit hiicreleri
kullanilmistir. Ikinci olarak, kefirin molekiiler mekanizmasi arastirilmis ve ANGPTL-4,
leptin ve PPAR-y ekspresyonlart arastirilmistir.

ANGPTL-4, angiopoietin grubuna ait bir proteindir. Temel olarak Kkaraciger,
bagirsak ve adipoz dokudan salgilanmaktadir ve ayni zamanda FIAF olarak
bilinmektedir (Paglia ve ark, 2017). Bu protein peroksizom proliferatorle aktive edilmis
reseptor protein-a (PPAR-a) ve PPAR-y’nin hedef geni olarak tanimlanmaktadir (Kim
ve ark, 2010; Dahiya ve ark, 2017). ANGPTL-4, lipoprotein lipaz aktivitesini diizenler,

adipositlerdeki lipolizini stimiile eder ve glikoz ve lipid metabolizmasint module
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etmektedir (Paglia ve ark, 2017). Elde ettigimiz sonuglar, 24 saat boyunca kefir pellet ve
kefir ~supernatant ile inkiilbe edilen 3T3-L1 adipositlerinde ANGPTL-4
immiinoreaktivitelerinin her iki grupta da Onemli Olgiide arttigini gostermistir. Bu
verilere gore, kefir LPL inhibe ederek adipositlerdeki yag birikimini azaltic1 ve agirlik
kontroliinii saglayic1 potansiyel etkiye sahiptir. Buna ek olarak, kefir supernatant
ANGPTL-4 ekspresyonunu laktik asit bakterileri ve mayalarin olusturdugu probiyotik
icerigi nedeni ile kefir pellet fraksiyonundan daha fazla artirmigtir. Kefir araciligr ile
alinan probiyotigin bagirsak mikrobiyotasi lizerindeki olumlu etkileri sayesinde de
ANGPTL-4 ekspresyonu desteklenmektedir. Sonug olarak, kilo kontrolii iizerinde kefir
supernatant icerisindeki laktik asit bakterileri ve mayalar sayesinde sahip oldugu
probiyotik 6zellik nedeni ile kefir pelletten daha etkili bulunmustur. Her iki kefir
fraksiyonunun ANGPTL-4 {izerindeki etkisi ilk kez yapilan bu calisma ile ortaya
cikarilmistir. Gao ve ark (2019), fareler {izerinde yaptiklar1 calismada Tibet Kefir
tilkketiminin yag depolanmasi iizerine olan etkisini arastirmislardir. Yiiksek yagl diyet
uygulayarak yag depolanmasini ve birikimini sagladiklar1 fare gruplarina 18 mL/kg
Tibet Kefir 8 hafta boyunca vererek yag depolanmasini analiz etmislerdir. Yaptiklar1 bu
calisma sonucunda, yag dokusundaki ANGPTL-4 ekspresyonunu anlamli derecede
artirdigt ve LPL modiilasyonunu saglayarak indiiklenen yag deposunu oOnledigini
bulmuglardir (Gao ve ark, 2019).

Leptin, beyaz yag dokusundan salgilanmakta (D’souza ve ark, 2017) ve besin alimi
ile enerji harcamasini kontrol etmektedir (Stern ve ark, 2016). Lipoliz (Stern ve ark,
2016) ve POMC noéronlarnin (Friedman, 2016) aktivasyonunu stimiilasyonu ile
lipogenez (Mechanick, Zhao ve Garvey, 2018) ve NPY/AGRP néronlarinin (Friedman,
2016) inhibisyonunu saglayarak kilo kazanimin1 6nlemektedir. Arastirma sonuglar1 kefir
pellet ve kefir supernatant grublar1 ile kontrol grubundaki leptin ekspresyonu arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadigimi gostermektedir (p>0.005). Buna ek
olarak, kefir supernatant grubu kontrol grubu ile Kkarsilastirildigi zaman benzer
ekspresyon seviyelerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak bu ekspresyon orami kefir
pellet grubuna gore daha fazladir. Kefir supernatant bu etkiyi laktik asit bakterileri ve

mayalar sayesinde sahip oldugu probiyotik 6zellik nedeni ile gostermistir. Boylelikle
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kefirin hiicre farklilasmasimni ve adipojenik hiicre karakteristigini koruyarak kilo
kontroliinde etkili oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte kefir pellet ile inkiibe edilen
grubtaki leptin ekspresyonu ile kefir supernatant grubundaki ekspresyona gore anlamli
derecede diisiik bulunmustur (p= 0.014). Kefir tiiketimi ile azalmis leptin ekspresyonu
obez kisilerde leptin direnci iizerinde potansiyel olumlu bir etkiye sahip olacaktir. Rosa
ve ark (2016), monosodyum glutamat ile metabolik sendrom gelistirilen fare modellerine
giinde bir mL kefir suplementasyonu yapmislar on haftalik uygulama sonrasinda kefirin
leptin ekspresyonu iizerindeki etkilerini arastirdiklarinda kefirin leptin diizeylerinde
anlamli sekilde artis sagladigini bulmuslardir. Gezginc ve Maranci (2018); 90 giin
boyunca haftada 3 kez 200 mL kefir ve her giin 200 mL yogurt tiikketen 23 goniillii birey
ile yrittikleri calismada kefir tiiketiminin leptin ekspresyonu iizerindeki etkilerini
incelemisglerdir. Arastiricilar; ¢aligma sonunda leptin seviyelerinin anlamli diizeyde
arttigin1 (uygulama 6ncesi leptin seviyeleri 3138.19+778.59 pg/mL, uygulama sonrasi
leptin seviyeleri 4350.10+154.11) saptamiglardir. Zubira ve ark (2017), fruktoz ile
zenginlestirilmis diyet verilen fare modellerinde Lactobacillus Kefiri uygulamasinin
serum leptin seviyeleri, adipoz doku artis1 ve kilo kazanimi iizerindeki etkileri
arastirmislar; ¢alisma sonucunda, Lactobacillus Kefiri uygulamasinin kilo kazanimi ile
adipoz doku artisin1 Onledigini ve leptin plazma seviyelerinin artigini 6nledigini
bulmuglardir.

Ligand aktive edici traskripsiyon faktorleri, niikleer hormon reseptor ailesinin alt
smiflarindan bir tanesini olusturmaktadir. PPAR ise bu grubun alt ailesidir ve 3 farkli
formda bulunmaktadir. Bunlar PPAR-a, PPAR-  ve PPAR- y’dir (Han ve ark, 2017).
Bu ti¢ form farkli dokularda, farkli ligand 6zgiinliigiine sahiptir ve bunun sonucunda da
farkli fizyolojik etkileri vardir (Janani ve Kumari, 2015). PPAR-y temel olarak adipoz
dokuda salgilanmaktadir (Feng, Reuss ve Wang, 2016). Adipoz dokuda, karacigerde ve
kaslardaki lipid regiilasyonunu artirmasi, adipositokin salinimint module etmesi ve
insulin direncini iyilestirmesi araciligl ile adipogenezde onemli bir rol oynamaktadir
(Hasan, Rahman ve Kobori, 2019). Ayni zamanda, PPAR- y adiposit farklilasmasinin
diizenlenmesinde ve endojen ve sentetik ligandlar araciligiyla lipid metabolizmasinin

diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir (Sabry ve ark 2019). Son olarak leptin ve
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adiponektin seviyelerini diizenleyerek inflamasyonu inhibe etmektedir (Polvani ve ark,
2016). PPAR- y; bu etkileri sayesinde obezitenin yonetiminde 6nemli rol oynamaktadir.
Bu c¢aligmada, kefir pellet ile inkiibe edilen 3T3-L1 adiposit hiicrelerindeki PPAR- y
immunoreaktivitesinin  kontrol grubundaki immunoreaktivite ile benzer oldugu
belirlenmistir. Kefir supernatant grubu ise PPAR- y ekspresyonunda hafif bir diisiis
saglamistir. Bu sonuclara gore, kefir taneleri ile inkiibe edilen ve edilmeyen 3T3-L1
adipositlerinde PPAR- y ekspresyonunun adipogenez siireci boyunca degismedigi
goriilmektedir. Ho ve arkadaslari (Ho ve ark, 2013), yaptiklari c¢alismada kefir
uygulamasi ile 3T3-L1 adipositlerindeki PPAR- y ekspresyonunu anlamli diizeyde
diistirdiigiinii 6ne siirmiislerdir. Choi ve ark (2017), yiiksek yagl diyet ile olusturduklari
obez fare modelleri tizerinde yaptiklari ¢alisma sonucunda Kefir tedavisinin adiposit
caplarinin azalmasii saglayarak viicut agirligimi diistirdiigiinii saptamislardir. Altta
yatan etki mekanizmasinin ise adipogenez ile iliskili genlerin ekspresyonunu azaltmasi
araciligr ile oldugunu savunmuslardir. PPAR- y ekspresyonunun azaldigi tespit
edilmistir. Benzer bagka bir ¢alismada, 15 giin boyunca fareler 5 gruba ayrilmis ve bu
gruplara yogurt, kousmis, kefir ve ticari probiyotik oral olarak verilmistir. Calisma
sonucunda kefir, kousmis, yogurt, ticari probiyotik takviyesi verilen gruplarda PPAR-y
ekspresyonunun arttigi saptanmistir (Sar1 ve ark, 2014). PPAR- y ekspresyonu kefir
icerigine bagl olarak degiskenlik gdstermektedir. Bu ¢alismada diger c¢alismalara gore
farkli kefir fraksiyonlar kullanilmigtir. Bu nedenle kefir uygulamasi PPAR- y
ekspresyonu iizerinde etkili olmamigtir. Buna ek olarak etkinin daha iyi analiz
edilebilmesi i¢in farkli immiinohistokimyasal c¢aligmalar yapilip, mRNA seviyeleri
analiz edilerek degerlendirmeler yapilmalidir. Yapilan bagka bir calismada kefirden elde
edilen laktik asit bakterilerinden Lactobacillus Kefiri’nin adipoz dokudaki PPAR-a
reglilasyonunu artirarak yag asit oksidasyonunu stimiile ettigi dolayisi ile adipositeyi
azalttigr belirlemis farelerin viicut agirliginin anlamli diizeyde azaldigi saptanmistir
(Kim ve ark, 2017).

Yag dokusu sadece enerji deposu degil ayni zamanda birgok biyoaktif peptin ve
protein salgilayan endokrin bir organdir. Bu protein ve peptitlere, sitokinler, hormonlar,

biiyiime faktorleri, prostaglandinler, akut faz proteinleri 6rnek verilebilir ve bunlar
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karaciger, pankreas, bobrek, hipotalamus ve immun cevabi etkilemektedir (Frithbeck ve
ark 2001; Trayhurn ve Wood, 2004). Yag dokusu akut enfeksiyon boyunca dramatik
olarak leptin seviylerini yiikseltebilir ve IL-6, TNF-a ve IL-1B seviyelerinin
yiikselmesine katki koyabildigi ileri stiriilmektedir (Wisse, 2004). Viseral adipoz dokuda
gerceklesen lokal immun yanit sonucu degisen sitokin regiilasyonu obezitedeki kronik
sistemik inflamasyonun kaynagidir (Schmidt ve ark 2014). Olusan kronik diistik dereceli
inflamasyon obez kisilerde immun fonksiyonun etkilenmesine neden olmakta ve
metabolik komplikasyonlarin patogenezinde yer almaktadir (Pereira ve Leite, 2004;
Lumeng ve Saltiel, 2011). Bu ¢alismada, ELISA yontemi ile TNF-o, IL-6 ve IL-1
seviyeleri hesaplanmistir. Arastirma sonuglarina gore IL-6 ve TNF-a degerleri her iki
kefir fraksiyonunda da benzer absorbans degerlerine sahiptir. IL-1 B kefir pellet
fraksiyonunun ortalama absorbans degerinin ¢ok az diizeyde kefir slipernatanta gore
yiiksek oldugu bulunmustur. Seo ve ark. (2018), kefir tanelerinin Caco-2 hiicrelerindeki
TNF-a ekspresyonu iizerine olan etkisini inceledikleri ¢alisma sonucunca kefir
inkiibasyonunun TNF-o mRNA ekspresyonunun inhibe ettigini saptamislardir. 3T3-L1
hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada ise kefirin TNF-o ekspresyonunu dramatik
olarak azalttig1 ancak IL6 seviyelerini etkilemedigi gosterilmistir (Ho ve ark 2013).
Fareler iizerinde immun yanitin degerlendirilmesi amaci ile yapilan bagka bir ¢calismada;
IL-6, IL1 ve TNFa degerleri ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Arastiricilar; giinde
3.6 cc kefir siiplemantasyonunun proinflamatuar sitokinlerin (IL1, IL6 ve TNFa)
ekspresyonunu azalttigint saptamiglardir. Ayrica, IL1 seviyelerinin yaklagik -
18.62+23.59 pg/mL ve IL6 seviyesinin -3.21+7.57 pg/mL oldugunu ve kontrol grubu ile
karsilastirildigi zaman bu degerlerin istatistiksel acidan anlamli  bir azalis oldugunu
saptamiglardir. TNF- o degeri ise 1.65 £4.62 pg/mL azalttigi ancak kontrol grubu ile
karsilagtirildigt zaman azalisin anlamli olmadigi belirlenmistir (Hadisaputro ve ark,
2012). Fareler iizerinde yapilan bagka bir calismada, kolit gelistirilmis farelerde kefir ile
tedavi edilen gruplarin TNF-o ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalttig1 gosterilmistir (Senol ve ark, 2015). Egzersiz ile indiiklenen inflamatuar sitokin
saliimu tizerinde kefirin etkilerinin incelendigi calismada 18 ile 35 yas aras1 67 yetiskin

kisi ile ¢alisilmig, ¢alisma sonucunda, tedavi gruplart ile kontrol grubu karsilastirildigi
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zaman TNF-a ekspresyonlar1 arasinda bir farklilik saptanmadi ve C reaktif protein
degerlerinde onemli bir degisiklik saptamamislardir. Yapilan bu g¢alisma sonucunda
yogun egzersiz antremanlari esnasinda kefir tiiketiminin inflamasyon ve oksidatif stresin
neden oldugu hasar1 diizenlemeye yardimci olabilecegini veya egzersizin olumsuz yan

etkilerini azaltabilecegini gostermislerdir (O’brien, 2015).

Lipoprotein lipaz, lipoproteinlerin serbest yag asitlerine ve monogliseritlere
doniistimiinden sorumlu olan temel enzimdir. Bu durum hidrolize edilen lipoproteinlerin
yag ve kas dokusunun igerisine girisini saglamaktadir (Goldberg ve Merkel, 2001). LPL,
adipoz doku vb bir ¢ok doku tarafindan tiretilmektedir. ANGPTL-4 ise LPL inhibitorii
olarak gorev yapmaktadir (Wang ve Eckel, 2009). Bu ¢alismada, kefir fraksiyonlarinin
LPL ekspresyonuna ait ortalama absorbans degerleri karsilastirildigi zaman degerler
arasinda herhangi bir farklilik bulunmamistir. Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada
Kefir tiketiminin yag depolanmasi iizerine olan etkisi aragtirllmigtir. Bu caligma
sonucunda, kefirin yag dokusundaki ANGPTL-4 ekspresyonunu anlamli derecede
artirdigi ve bu artis aracilifi ile LPL inhibe edilerek yag deposunun Onledigi
bulunmustur (Gao ve ark, 2019).

Tiim bunlara ek olarak, kefir fraksiyonlar1 ile inkiibe edilmis 3T3-L1 adipositlerinde
boyanmis lipid sayisinin azaldigi tespit edilmistir. Kefir supernatant ile inkiibe edilmis
hiicrelerde lipid damlaciklarindaki lipid birikimininde azaldig1 goriilmustiir. Kefir pellet
grubunun ise kefir supernatant grubuna gore lipid birikimi lizerindeki inhibitor etkisinin
daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Kefir inkiibasyonu sonrasinda azalan lipid birikimi,
ANGPTL-4  ekspresyonundaki  yiikselme ile iliskilendirilebilir. =~ ANGPTL-4
ekspresyonundaki artis ile LPL aktivitesi inhibe edilir ve lipid damlaciklar1 icerisindeki
yag birikimi Onlenmektedir. Buna ek olarak, adipogenez gelisimi boyunca olusacak
diger mekanizmalar diger calismalar araciligi ile incelenebilir. Tung ve ark (2018),
farelerde yiiksek yagl diyet ile inkdiilenmis obezite modeli olusturulduktan sonra 8
hafta boyunca kefir uygulamasi yapilmistir. Kefir peptitleri distile su ile ¢6zdiiriildiikten
sonra oral olarak 164 mg/kg olacak sekilde farelere verilmistir. Caligmanin

histokimyasal boyama sonuglarima gore kefir verilen grupta adiposit dokudaki lipid
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birikiminin anlamli diizeyde azaldig1 rapor edilmistir. Fareler tizerinde yapilan baska bir
caligmada 4 hafta boyunca farelere 140 mg/kg kefir verilmistir. Uygulama sonrasinda
hematoksilin ve oil red o boyama sonuglarina gore lipid oksidasyonunun uyarildigi,
lipogenez yolunun ise inhibe edildigi ve yag birikiminin azaldigin1 saptamislardir (Chen
ve ark, 2014). Ho ve ark (2013), kefirin 3T3L1 adipositlerinin farklilasmasi ve
adipositlerdeki lipid birikimi {izerinde bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Bu calisma
sonucunda, adipositlerdeki oil red o ile boyanmis lipid miktar1 anlamli derecede
azalmistir. Buna ek olarak, kefir uygulamasi sonrasinda olgun 3T3-L1 adipositlerindeki
lipid biriliminin azalmasi sonucu adiposit farklilasmasini inhibe etmistir.  Kefir
tilketiminin anti-obezite etkisinin belirlenmesi amaci ile kefirin igerisindeki laktik asit
bakterileri izole edilmis ve obez farelere verilmistir. Farelerdeki obezite yliksek yagh
diyet ile indiiklenmistir. Lactobacillus kefiri verilen farelerde adiposity yari ¢apinin
istatistiksel olarak azaldigi (ilk 6l¢im 65.1 pm, son Ol¢im 42.2 um; p=0.001)
saptanmistir (Kim ve ark, 2017). Lim ve ark (2017), kefir tiiketiminin kilo kontrolii
tizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Yapilan bu c¢alismada kefirin igerisindeki
ekzopolisakkaritlerin 3T3L1 hiicrelerindeki adipogenezi azalttigi saptanmistir. Ayni
zamanda yliksek yagl diyetle ile birlikte kefirden elde edilmis ekzopolisakkarit beslenen
fareler ile kontrol grubu karsilastirildigi zaman farelerin viicut agirliklarinin ve yag

agirliklarinin istatistiksel olarak azaldigini1 bulmustur.



64

6. SONUC VE ONERILER

Obezite, viicudun yagsiz kiitlesine karsilik yag kiitlesinin agir1 miktarda artmasi veya
boya gore agirligin istenilen diizeyin iizerine ¢ikmasi olarak tanimlanmaktadir. Obezite
¢agin en onemli hastaliklar1 arasinda olup hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkeleri
etkileyen saglik sorunu olmay: siirdiirmektedir. Obezitenin tedavisi ise kisinin istegi,
kararligt ve tedaviye etkin olarak katilimi ile gerg¢eklesmektedir. Tedavinin tibbi
beslenme tedavisi basamaginda, temel beslenmenin yami sira sagligt olumlu yonde
etkileyen besin veya besin bilesenlerini de tedavinin bir pargast olarak kullanildigini ve
etkisinin arastirildigini yapilan ¢aligmalarda gormekteyiz.

Son zamanlarda en ¢ok arastirilan ve calisilan konu bagirsak mikrobiyotasinin
obezite gelisimindeki roliidiir. Bu konu ile ilgili yapilan bir ¢cok ¢alisma ve arastirmada
bazi besin veya besin bilesenlerinin mikrobiyota {lizerinde olumlu etkilerinin oldugunu
ve obezitenin dnlenmesinde veya tedavisinde rol oynayabilecegi anlasiimistir. Bu besin
bilesenlerinden ve besinlerden en cok dikkati ¢eken probiyotik ve probiyotik icerigi
zengin besinlerdir. Bu besinler obezite tizerindeki olumlu etkilerini farkli potansitel etki
mekanizmalar1 ile gostermektedir. Ornegin; kisa zincirli yag asitlerinin {iretiminin
artmasi, ANGPTL-4/FIAF ekspresyonunun artirilmasi, enerji dengesinin olusturulmasi,
lipopolisakkarit aracli infalamasyonun baskilanmasi, doygunlugu saglayan hormonlarin
regiile edilmesi vb. etkilerdir. Ancak probiyotik ve probiyotik igerigi zengin besinlerin
popiilerliginin  fazla olmasmma ragmen yapilan c¢aligmalar henliz baz1 etki
mekanizmalarini agiklamaya yeterli olmamuistir.

Bu calismada ilk kez dogal probiyotik kaynagi olan kefirin hem kefir pellet hemde
kefir supernatant fraksiyonlarinin ANGPTL-4/FIAF, Leptin ve PPAR-y eskpresyonlari
ile LPL, TNF-a, IL-6 ve IL-1B ekspresyonlar1 iizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu
arastirma ile kefirin obezite iizerindeki potansiyel etki mekanizmalar1 agiklanmaya
calisilmistir. Lipid metabolizmasinin ve adipogenezin daha i1yi anlagilmasi i¢in de 3T3-
L1 preadiposit hiicreleri adipojenige doniistiiriilerek ¢alisma siiresince kullanilmigtir.

3T3L1 hiicrelerine 0.1 mg/dl kefir supernatant ve kefir pellet inkiibasyonu

yapildiktan sonra her iki fraksiyonunda lipid birikimini 6nledigi belirlenmistir. Elde
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ettigimiz sonuglara gore ANGPTL-4 ekspresyonunu hem kefir supernatant hemde kefir
pellet inkiibasyonunun onemli Ol¢lide artirdigi, bu artis sayesinde LPL aktivitesinin
inhibe oldugu ve adipositlerdeki yag birikiminin baskilandigr saptanmigtirKefir
stipermatant grubunun ANGPTL-4 ekspresyonu iizerinde pellet grubuna gore daha ¢ok
etkili oldugu saptanmustir. Bu etkinin ise supernatant grubundaki bakteri ve mayalarin
olusturdugu probiyotik etki sayaesinde oldugu sonucuna ulasilmistir. Leptin
immiinoreaktivitesini ise kefir pellet fraksiyonu azaltmistir. Bu azalig olusabilecek leptin
direnci tizerinde olumlu etkisinin olabilecegini gostermistir. PPAR-y ekspresyonunun ise
adipogenez siireci boyunca degismedigi goriilmiistiir.

Yapilan bu c¢alisma ile kefirin obezite gelisimindeki etki mekanizmalar1 {izerinde
olumlu etkilerinin oldugunu ve tibb1 beslenme tedavisinde giinliik tiiketilmesi gereken
siit ve tiirevleri porsiyonlar1 ¢ercevesinde Onerilebilecek bir besin olabilecegini
gostermektedir. Elde edilen bu sonuglarin oncelilkle in vivo c¢aligmalarla daha sonra
insanlar iizerinde yapilacak calismalar ile desteklenmesi gerckmektedir. Bu ¢alisma,

gelecekte yapilacak diger ¢alismalar i¢in 6ncii olup rehber niteligi tasimaktadir.

Calisma sonuclarinin desteklenmesi ve beslenmeye yonelik daha somut Onerilerde
bulunulmasi i¢in konu ile iligili aragtirilacak adimlar asagidaki gibidir;
In vitro ¢alismalarda;
e Kefirin diger transkripsiyon faktorleri ve sitokin salmimlari {izerindeki
etkilerinin arastirilmasi.
e Kullanilan kefirin bilesiminin tam olarak belirlenmesi ve hangi iceriginin bu
etki mekanizmalar tizerinde etkin rol oynadig1 daha net agiklanmali.
o Kefirin farkli dozlarda ve farkli siirelerde 3T3L1 hiicrelerindeki lipid

metabolizmasi ve adipogenez lizerindeki etkisi arastirilmali.

In vivo ¢alismalarda;
o Kefirin farkli fraksiyonlarda ve farkli dozlarda adipogenez ve bu siirecteki

metabolik degisiklikler tizerindeki etkisi arastiriimali.
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Obezite tizerindeki olast etki mekanizmlarini bagirsak mikrobiyotasi araciligi ile
gosterdigi icin mikrobiyotadaki flora degisiklikleri tizerindeki etkisinin
belirlenmesine yonelik sekans ¢aligsmalar1 yapilmali.

Farkli diyet modelleri ile indiiklenen obezite siirecinde kefirin adipositlerin
farklilagsma siireci tizerindeki etkisi belirlenmeli.

Farkli diyet modelleri ile indiiklenen obezite siirecinde metabolik ve fizyolojik

degisiklikler iizerindeki etkisi belirlenmeli.

Epidemiyolojik ¢alismalarda;

Kefirin tiiketim sikligt ve miktarminin degisikligine gore viicut agirlig
denetimindeki roliiniin arastirilmasi.

Obez kisilerde kefir tiikketimi ile bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerin
belirlenmesine yonelik sekans ¢aligmalarinin yapilmasi.

Kefir iiretimi sirasinda kullanilan siite bagintili olarak degisen besin 0gesi
icerigin belirlenmesi ve bu etkilerin viicut agirligi, bagirsak mikrobiyotasi

tizerindeki etkilerinin belirlenmesi.
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The role of probiotic content of kefir in the adipogenic differentiation process of
3T3-L1 cells

ABSTRACT

Objective: Kefir is traditional fermented milk that is reported to have various health
benefits such as preventing obesity. The aim of this study was to investigate the effect of

kefir on lipid accumulation and cell differentiation in adipocytes.

Materials and Methods: Kefir was prepared from milk and kefir powder fermentation.
Then, kefir supernatant and pellet fractions were incubated for 24 h and 48 h with
mature 3T3-L1 adipocytes. Cytotoxic effect of kefir on the cells was measured by MTT
assay. Lipid accumulation was detected by Oil-red O staining. Anti-adipogenic
activities of kefir fractions were investigated distribution of ANGPTL-4, leptin and

PPAR- v in mature 3T3-L1 adipocytes using indirect immunoperoxidase technique.

Results: In the MTT assay, 0.1 mg/dl dilutions of kefir supernatant and pellet were
found to be effective on adipocytes growth and differentiation after both 24 h and 48 h
incubations. Lipid accumulation was reduced by both kefir supernatant and pellet in
3T3-L1 adipocytes for 24 h. As a result of immunohistochemical staining, ANGPTL-4
immunoreactivity was significantly increased in 3T3-L1 cells after treated with kefir
fractions. Additionally, leptin immunoreactivity was also decreased significantly in the
mature adipocytes after treated with kefir pellet. There were no differences in expression
of PPAR- v in all groups.

Conclusion: Kefir fractions have prevented lipid accumulation by preserving the cell
structure on 3T3-L1 adipocytes. The increased level of ANGPTL4 expression may be
mediated inhibition of lipid accumulation. Moreover, kefir supernatant may play

important role in preventing weight gain due to reduced leptin level.

Keywords: Kefir, Obesity, Leptin, ANGPTL-4, PPAR-Y
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INTRODUCTION

Obesity is a chronic disease and defined as the accumulation of fat in the human
body beyond the amount [1]. It is known to increase the risk factor of chronic and
serious diseases, such as cardiovascular disease, diabetes mellitus type 2, hypertension,
dyslipidemia and cancer [2]. Obesity is resulted from factors, including genetics and

environmental factors such as gut microbiota.

The gut microbiota plays a strong role in the control of obesity through a more
efficient way for better energy yield from consumed foods and by modulating dietary or
the host-derived compounds [3]. Gut microbiota affects immune cells via microbial
products including metabolites such as short-chain fatty acids (SCFAs) which can affect
adipogenesis. Gut microbiota and obesity contributing mechanism is still unclear.
However, it has been suggested that extra calories, increased lipoprotein lipase (LPL)
activity, lipogenesis, increased intestinal permeability could contribute to gut microbiota
related obesity [1, 4-7]. Probiotics affect these mechanisms by increasing the short fatty
acids [8]. SCFAs induce satiety, decrease liver lipogenesis, increase levels of PYY,
GLP-1, leptin and reduce lipid accumulation in adipose tissue. Thus, the increase in the

amount of short-chain fatty acids makes a strong contribution to weight control [9].

Diet and food components are important factors in regulating the composition
and the function of gut microbiota. Kefir is one of the factors that have regulatory effect
on gut microbiota [10]. It is obtained from kefir grains which are rich in probiotic
content. At the end of the fermentation of kefir grains, lactic acid, bioactive peptides,
exopolycsaccharides, antibiotic, small amounts of alcohol and various bacteriocins are
produced. According to Codex Alimentarius, kefir contains 2.7% protein, 0.6% lactic
acid and less than 10% fat. The total number of microorganisms is at least 10" CFU/mL
and the number of yeasts is minimum 10* CFU/mL. It also has beneficial effects on
lactose digestion, blood pressure, antioxidant activity, cancer prevention, cholesterol and
glucose metabolism [11]. In addition of these effects, kefir is one of the potential dietary

solutions to body weight control due to its probiotic properties [12].
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Fasting induced adipose factor (FIAF) is known as ANGPTL-4 and it has got a
protective mechanism against diet-induced obesity. ANGPTL-4 shows this protective
effect of obesity by inhibiting lipoprotein lipase (LPL) [1, 7, 13]. It is secreted by liver,
intestine and adipose tissue and main regulator of adipocyte. As a result of increased
activity of LPL, the amount of fatty acids and fat storage increases, thus increasing the
risk of developing obesity [14,15]. The probiotics increase the amount of ANGPTL-4
with positive effects on microbiota and inhibit the LPL activity and show a protective

effect against obesity [13,16].

Differentiated 3T3-L1 adipocytes are widely used in vitro model in the study of
adipogenesis. Differentiation of the cells is dependent on culture conditions including
supplements, induction time and number of passage. Treatment of 3T3-L1 preadipocyte
cell line with pro-differentiation agents convert cells into mature adipocytes [17]. In
many in vitro studies related with adipogenic cells are preferred 3T3-L1 cells [18-20].

The role of probiotics in obesity and related diseases has been explained by
reducing fat storage and reduces the inflammatory cytokines. However, the cellular
mechanisms of kefir on adipocyte differentiation and lipid accumulation have remained
unclear. The present study is to determine the effect of kefir on fat accumulation and
ANGPTLA, leptin and PPAR Y expression in 3T3-L1 adipocytes.
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MATERIALS AND METHODS

Sample preparation and reagents

Kefir powder was supplied by Danisco (CHOOZIT™ Kefir DGLYO 1000 I,
1284649). Kefir composition consists of lactic acid bacteries such as Lactococcus lactis
subsp., Leuconoctoc sp., Lactobacillus sp., Streptococcus thermophilus, kefir grains
microflora and kefir grains. Kefir powder was added into pasteurized milk (500 mL
pasteurized milk, 2.5 mg kefir powder). The fermentation was performed for 16 hours at
room temperature. Grains were filtered out from the fermented medium. Then kefir was
centrifuged at 4500 rpm for 30 minutes at room temperature. After centrifugation, kefir
supernatant and pellet fractions were separated from each other. Fractions were then
freeze dried and powered. Dried kefir fractions were diluted in phosphate-buffered
saline (PBS, Frederick, MD217104, USA) and stored at 4°C until used.

Cell culture and adipocyte differentiation

3T3-L1 cells were supplied from ATCC (CL-173 Rockville,MD, USA) and
cultured in preadipocyte medium (ZenBio, PM-1-L1). Culture medium was changed
every two days. After the cells reached to 90-100 % confluency, they were subcultured
using 0.25% trypsin-EDTA solution (Biochrom, L2143). 3T3-L1 preadipocytes were
cultured with differentiation medium (ZenBio, #cat DM-2-L1) to stimulate mature
adipocyte differentiation for 21 days and medium was changed every two days. The
cells were fixed on culture days of 3, 7, 14 and 21. After 21 days, the 3T3-L1
differentiation medium was replaced with 3T3-L1 adipocyte maintenance medium
(ZenBio, #cat AM-1-L1).

Oil Red O staining

Oil Red O staining method was used to stain lipid droplets in the 3T3-L1 cells.
Stok 0.5% Oil red O (Chem-cma SC, 203749A) solution was dissolved in isopropanol
(2-propariol) (Sigma Aldrich, 19516). The mixture was filtered through filter paper,
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diluted with distilled water in a 3:2 dilution and stored at 4°C for 24 h. Fixed cells were
incubated with Oil red O solution for 15 min at room temperature and then, they were
washed with distilled water. Cells were visualized by a light microscope and
photographed (Olympus BX40, Tokyo, Japan).

Cell viabilty

The cytotoxicity effect of kefir fractions were measured using a MTT assay (3 -
(4,5-dimethylthiazol-2-ly)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Biotium, #30006). MTT is
based on colorimetric measurement of reduction of 3 - (4,5-dimethylthiazol-2-ly)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide which is reduced by living cells to yield purple formazan
product. Stock kefir supernatant and pellet fractions were prepared in PBS and final
dilution was 100 mg/ml. After then, and the solution was diluted in culture medium with
five different concentrations (0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 and 1 mg/mL). 3T3-L1 adipocytes
were collected, suspended in medium and seeded in 96-well culture dishes at a density
of 5x10% cells in each well with 100 pl medium. Negative control wells had culture
medium neither contained any cells nor kefir grains, and positive control wells had only
cells with culture medium without kefir grains and incubations were performed for 24
and 48 h. After incubation time, 10 ul MTT solution was added into each well and
incubated for 4 h at 37 °C in 5% CO2, after that, 200 ul DMSO was added into each
well to dissolve the formazan salts. The absorbance was measured at 540 nm with
spectrophotometer (Versa Max, Molecular Device, Sunnyvale, USA). All experiments

were performed in triplicate for each extract.

Immunohistochemistry

Distributions of leptin, ANGPTL-4 and PPAR Y in 3T3-L1 adipocytes were
analyzed using indirect immunoperoxidase technique. 3T3-L1 adipocytes were fixed
with 4% of paraformaldehyde for 30 minutes after 24 h incubation with kefir grains and
they were then washed with PBS for 2 times, each for 30 min. Cells were permeabilized
with 0.1 % Triton-X-100 (Sigma Aldrich, 9002931) for 15 minutes on ice, they were
washed again with PBS. For inhibiting endogenous peroxidase enzyme activity, they
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were incubated with 3% of H.O» (Sigma Aldrich, D30926) for 10 min at room
temperature. At the end of this procedure, cells were washed again with PBS (3x3 min)
and blocking serum (Histostatin- Plus Kit HRP, 859043, Thermo Fischer) was added
and allowed to incubate for 1 hour at room temperature. The blocking serum was
discarded after incubation time and anti-leptin (1:50) (Prointech, 17436-1-AP), anti-
ANGPTL-4 (1:300) (Prointech, 18374-1-AP) and anti PPAR Y (1:50) (Prointech,
15540-1-AP) primary antibodies were added and incubated in a humid environment for
overnight at 4°C. The cells were then washed 3x3 min with PBS and biotinylated
secondary antibody (Histostatin- Plus Kit HRP, 859043, Thermo Fischer) were added
and incubated for 30 min. At the end of this period, cells were washed again with PBS
and streptavidin peroxidase complex (Histostatin- Plus Kit HRP, 859043, Thermo
Fischer) was added and incubated for 30 min. After washing with PBS,
immunoreactivity was observed using 3,3’ diaminobenzidine (DAB) chromogen
(ScyTek Laboratories, ACK125) for 5 minutes. DAB solution was then washed with
distilled water and they were stained with Mayer’s hematoxylin (Merck Millipore,
109249) to counterstain. They were covered with mounting medium and examined
under light microscope (Olympus BX40, Tokyo, Japan). Immunocytochemical staining

was evaluated by H-SCORE analysis method.

Statistical analysis

All data was described as mean + standard deviation (SD). Statistical differences
were determined using by SPSS packet programmed (SPSS-21). The differences
between the groups were analyzed with Kruskal-Wallis and Mann Whitney U test. A p

value of <0.05 was considered as statistically significant.



86

Results

Cell viability and cytotoxicity

3T3-L1 adipocytes were treated with different concentrations of (0.02, 0.05, 0.1,
0.2, 0.5 and 1 mg/mL) kefir supernatant and pellet for 24 and 48 h. The cell viability was
determined as described above by MTT assay. 0.2, 0.5 and 1 mg/mL concentrations of
kefir supernatant and pellet resulted in a dramatic decrease of 3T3-L1 adipocytes
proliferation (Figure 1 and 2). Based on results, kefir supernatant and pellet at 0.1 mg/ml

for 24 h incubation were used in all subsequent experiments.
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Figure 1. Effect of kefir supernatant on cell viability of 3T3-L1 adipocytes. 3T3-L1
adipocytes were treated with different concentrations of kefir supernatant for 24 or 48 h.
Viability was quantitated by the MTT assay.
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Figure 2. Effect of kefir pellet on cell viability of 3T3-L1 adipocytes. 3T3-L1 adipocytes
were treated with different concentrations of kefir pellet for 24 or 48 h. Viability was
quantitated by the MTT assay.

Oil red O staining

3T3-L1 preadipocyte cells differentiation protocol was applied and then the cells
were fixed on days 3, 7, 14 and 21. Lipid droplets were observed on the 3" day of 3T3-
L1 cells and the accumulation of lipid was increased according to incubation time
(Figure 3). On day 14 (Figure 3, G) and 21 (Figure 3, H), >95% of the cells contained
lipid droplets and there was similar oil red positive lipid droplets. Therefore, the mature

adipocytes evaluation in the study was used only for 14 days during culture time.




88

7 i e &

Figure 3. Lipid accumulation in 3T3-L1 adipocytes in culture (A-D) and Oil Red O
staining (E-H) without kefir grains treatment. Day 3 (A, E), day 7 (B, F), day 14 (C, G),
day 21 (D, H) Scala bars = 50 pm.

3T3-L1 adipocytes were incubated with kefir supernatant and pellet (0.1 mg/ml)
for 24 h. Kefir supernatant and pellet treated 3T3-L1 adipocytes showed less
intracellular lipid accumulation decreased versus control cells. Especially, lipid droplets
was smaller in the 3T3-L1 cells when compared to control group (Figure 4).

Figure 4. Oil Red O staining of 3T3-L1 adipocytes with kefir supernatant (A), pellet (B)
and without kefir grains (control, C). Scala bars = 50 pum
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Immunohistochemical evaluation

The H-SCORESs of ANGPTL-4, leptin, PPAR-Y intensities in 3T3-L1 adipocytes
treated with kefir supernatant and pellet for 24 h are given in Table 1. ANGPTL-4
immunreactivity was strong in 3T3-L1 adipocytes treated with kefir supernatant and
moderate in kefir pellet treated 3T3-L1 adipocytes. The immunoreactivity of ANGPTL-
4 was significantly higher in 3T3-L1 adipocytes treated with both kefir supernatant and
pellet compared to control group (Figure 5 A-C, Table 1). While ANGPTL-4
immunoreactivity was higher in 3T3-L1 cells after incubation with kefir supernatant
than kefir pellet group, however, this increased immunoreactivity was not significant
(Figure 5 A-C, Table 1).
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Figure 5. Immunoreactivity of ANGPTL-4 in 3T3-L1 adlpocytes from control (A), kefir
supernatant (B) and kefir pelet (C) groups. Scala Bars = 50 um

Immunolabeling of leptin was mild in both kefir supernatant (Figure 6B) and
kefir pellet (Figure 6C) treated 3T3-L1 cells. Leptin expression was dramatically
decreased in the kefir pellet group, this immunoreactivity was statistically significant

when compared to kefir supernatant group (Table 1).
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Figure 6. Immunoreactivity of leptin 3T3-L1 adipocytes from control (A), kefir
supernatant (B) and kefir pelet (C) groups, Scala Bars = 50 um
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Intensity for PPAR-Y was mild and modarate in 3T3-L1 adipocytes that treated
with  kefir supernatant (Figure 7B) and kefir pellet (Figure 7C), respectively. The
PPAR-Y immunoreactivity was also moderate in control group (Figure 7A). Statistical
analysis showed that PPAR-Y H-SCORE results were not significant when compared

with control group (Table 1).
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Figure 7. Immunoreactivity of PPAR-Y 3T3-L1 adipocytes from control (A), kefir
supernatant (B) and kefir pelet (C) groups Scala Bars = 50 um

Table 1. The H-SCORE datas for ANGPTL-4, leptin and PPAR- Y in control and
treated with either kefir supernatant or kefir pellet of 3T3-L1 adipocytes

ANGPTL-4 LEPTIN PPAR-Y
Control group 265,46 £ 25,54 211,37 £ 11,39 239,06 £ 22,68
Kefir supernatant 374,42 +£27,47% 210,63 + 6,15 229,90 + 16,13
Kefir pellet 317,06 + 45,05° 203,73 + 3,83°¢ 243,13 £ 22,98

Data is expressed as means £ SD and were compared by Mann-Whitney U test.

2 The data was significant when compared with control group (p = 0.009).

b The data was significant when compared with control group (p = 0.047).

¢ The data was significant when compared with kefir supernatant treated cells group (p =
0.014).
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Discussion

Kefir is a traditional fermented milk product with natural probiotic content. It has
numerous beneficial health effects such as hypocholesterolaemic effect, anti-
inflammatory effect, anti-oxidant activity, weight gain control etc. [11, 21]. Our results
showed that both kefir supernatant and pellet fractions inhibited lipid accumulation in
3T3-L1 adipocytes. Also, ANGPTL-4 expression is significantly increased in 3T3-L1
mature adipocytes after treatment with both kefir supernatant and pellet fractions. In
addition, leptin immunoreactivity was significantly decreased after treated with kefir
pellet. PPAR-Y expression was not affected after kefir supernatant and pellet treatment.

3T3-L1 cells are preferred for better understanding of lipid metabolism and
adipogenesis [18-20]. In this study, 3T3-L1 cells were used to determine the effect of
different grains of kefir on adipogenesis via histochemically and
immunohistochemically. Because of the differentiation of 3T3-L1 cells dependent on
culture time, to obtain mature adipocyte, the time manner of the preadipocyte
differentiation was firstly investigated. The mature adipocytes were analyzed with lipid
accumulation after Oil Red O staining. The lipid accumulation was similar in adipocytes
on day 14" and 21" day culture period, therefore, throughout the study 14 day culture
time was used. Secondly, the molecular mechanism of kefir was investigated
expressions of ANGPTL-4, leptin and PPAR- Y in all groups

ANGPTL-4 is a member of angiopoietins that the protein is synthesized mainly
from liver, intestine and adipose tissue which is also known as fasting-induced adipose
factor (FIAF) [22]. It is defined as the target gene of peroxisome proliferator- activated
receptor protein- a (PPAR-a) and PPAR- Y [23,24]. It regulates lipoprotein lipase (LPL)
activity [25,26], stimulates intracellular adipocyte lipolysis [27], modulate glucose and
lipid metabolism [22]. Our results showed that, ANGPTL-4 immunoreactivities were
significantly increased in 3T3-L1 cells after kefir treatment groups for 24 h. According
to these results, kefir may provide weight control by inhibiting LPL and reducing fat

accumulation in adipocytes. In addition, kefir supernatant increased ANGPTL-4
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expression more than kefir pellet through probiotic content. The intestinal microbiota is
improved with probiotic uptake and ANGPTL-4 expression is supported. Consequently,
kefir supernatant is more effective in weight control than pellet. Both grains of kefir on
ANGPTL-4 activity were first revealed by this study.

Leptin is primarily secreted from white fat tissue (WAT) [28] and controls food
intake and energy expenditure [29]. It prevents weight gain by increased lipolysis [29],
decreased lipogenesis [30], activating POMC neurons and inhibiting NPY/AGRP
neurons [31]. In our results, there was no significant difference in kefir pellet and
supernatant fractions compared to the control group. In addition, kefir supernatant has
similar expression levels compared to the control group but more than the pellet. This
effect is demonstrated by its probiotic content. Thus, it has an effective weight gain by
maintained adipogenic cell characteristic and preventing cell differentiation after kefir
incubation. However, leptin expression was significantly lower in the kefir pellet group
than kefir supernatant group. Reduced leptin expression with kefir consumption has a
positive effect on leptin resistance in obese individuals. Rosa et al. [12] was investigated
the effect of kefir on serum leptin levels and they found that it significantly increased
leptin levels. In another study, conducted on 21 volunteer individuals, changes in leptin
levels of individuals consuming kefir were examined. Researchers found a significant

increase in leptin levels in the group consuming kefir [32].

Ligand activating transcription factors are one of the subclasses of the nuclear
hormone receptor superfamily. Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS) are
the subfamily of this group. The PPAR subfamily has got 3 isotopes; PPAR-a, PPAR-
/6, PPAR-y [33]. These three forms are found in different tissues, have different ligand
specificity and have different physiological roles [34]. PPAR- vy is predominantly
secreted in adipose tissue [35]. It plays an important role in adipogenesis by increasing
the regulation of lipids into adipose tissue, liver and muscle; modulation of
adipocytokine release; improving insulin resistance [36]. Also, it is the key regulator in
adipocyte differentiation and effective in lipid metabolism through endogenous and

synthetic ligands [37]. Finally, it inhibits inflammation by regulating leptin and
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adiponectin levels [38]. PPAR- y plays a role in the management of obesity through
these effects. In our study, PPAR- y immunoreactivity was similar in kefir pellet treated
3T3-L1 cells when compared control group. The kefir supernatant group showed a slight
decrease in PPAR- Y expression through probiotic content. According to these results,
PPAR- Y expression did not change during adipogenesis with or without kefir grains.
Ho et al. [39] suggested that PPAR- y expression was significantly reduced after
incubation with kefir. In another study on mice, was also PPAR- y expression decreased
with kefir treatment [40]. The PPAR- y expression may depend on kefir contents, in our
study we have used kefir grains which differ from each other therefore, PPAR- y
expression might not be effective in this study, or different expressions were not

evaluated with immunohistochemically, the mRNA levels could be analyzed.

As a result, 3T3-L1 cells incubated with kefir fractions and reduction in the
amount of stained lipid was detected Kefir supernatant reduced the lipid accumulation in
lipid droplets. The lipid accumulation inhibitory effect was more observed in the kefir
pellet group than kefir supernatant. Decreased lipid accumulation after kefir grains, may
be associated with the effect of enhancing ANGPTL-4 expression. So, this increase
inhibits LPL activity and prevents fat accumulation. In addition, other mechanisms

during adipogenesis could be also investigated in future studies.

Conclusion

In conclusion, the effects of kefir on lipid accumulation and cell differentiation
were investigated. For this purpose, accumulation of lipid was evaluated with Oil red O
staining and the expressions of ANGPTL-4, leptin and PPAR- y were examined
immunohistochemically. As a result, kefir has prevented fat accumulation via inhibiting
of molecular pathways of lipid accumulation. Therefore, kefir may prevent weight gain

and adipogenesis, thus, this study will guide us to explain the role of kefir in obesity.
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The role of probiotic content of kefir in the adipogenic differentiation
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Aim: Kefir is a fermented probiotic milk product. It has various health benefits such as
preventing obesity. The aim of this study was to investigate the effect of kefir on lipid

accumulation and cell differentiation in adipocytes.

Materials and Methods: Kefir was prepared by fermenting kefir grains with milk. Then
mature 3T3-L1 cells were incubated for 24 and 48 hours with kefir supernatant and kefir
pellet fractions. The MTT assay was used to measured the cytotoxic effect of kefir.
Lipid accumulation in adipocytes was determined by oil red-o staining. Anti-adipogenic
activities of kefir fractions were investigated distribution of ANGPTL-4, leptin and

PPAR- v in mature 3T3-L1 adipocytes using indirect immunoperoxidase technique.

Results: The MTT assay showed that 0.1 mg/dl of kefir supernatant and kefir pellet
dilutions were effective on the adipocytes growth and differentiation after both 24 h and
48 h incubations. Kefir supernatant and pellet treated 3T3-L1 adipocytes showed less
intracellular lipid accumulation decreased versus control cells. The H-SCOREs of
ANGPTL-4, leptin, PPAR-Y intensities in 3T3-L1 adipocytes treated with kefir
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supernatant and pellet for 24 h are given in Table 1. As a result of immunohistochemical
staining, ANGPTL-4 immunoreactivity was significantly increased, and leptin
immunoreactivity was significantly decreased in 3T3-L1 cells. There were no
differences in expression of PPAR- vy in all groups.

Conclusion: Kefir fractions inhibit lipid accumulation in adipocytes and prevents weight
gain by increasing expression of ANGPTL-4 and reducing leptin expression. Therefore,

this study will guide us to explain the role of kefir in obesity.

Keywords: Kefir, Obesity, Leptin, ANGPTL-4, PPAR-Y
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Summary. Objective: Kefir is traditional fermented milk that is reported to have various health benefits such
as preventing obesity. The aim of this study was to investigate the effect of kefir on lipid accumulation and
cell differentiation in adipocytes. Materials and Methods: Kefir was prepared from milk and kefir powder
fermentation. Then, kefir supernatant and pellet fractions were incubated for 24 h and 48 h with mature 37T3-
L1 adipocytes. Cytotoxic effect of kefir on the cells was measured by MTT assay. Lipid accumulation was
detected by Oil-red O staining. Anti-adipogenic activities of kefir fractions were investigated distribution of
ANGPTL-4, leptin and PPAR- y in mature 3T3-L1 adipocytes using indirect immunoperoxidase technique.
Results: In the MTT assay, 0.1 mg/dl dilutions of kefir supernatant and pellet were found to be effective on
adipocytes growth and differentiation after both 24 h and 48 h incubations. Lipid accumulation was reduced
by both kefir supernatant and pellet in 3T3-L1 adipocytes for 24 h. As a result of immunohistochemical
staining, ANGPTL-4 immunoreactivity was significantly increased in 3T3-L1 cells after treated with kefir
fractions. Additionally, leptin immunoreactivity was also decreased significantly in the mature adipocytes
after treated with kefir pellet. There were no differences in expression of PPAR- vy in all groups. Conclusion:
Kefir fractions have prevented lipid accumulation by preserving the cell structure on 3T3-L1 adipocytes. The
increased level of ANGPTL4 expression may be mediated inhibition of lipid accumulation. Moreover, kefir
supernatant may play important role in preventing weight gain due to reduced leptin level.

Keywords: Kefir, Obesity, Leptin, ANGPTL-4, PPAR-y

Introduction

Obesity is a chronic disease and defined as the
accumulation of fat in the human body beyond the
amount (1). It is known to increase the risk factor of
chronic and serious diseases, such as cardiovascular
disease, diabetes mellitus type 2, hypertension, dyslipi-
demia and cancer (2). Obesity is resulted from factors,
including genetics and environmental factors such as
gut microbiota.

The gut microbiota plays a strong role in the con-
trol of obesity through a more efficient way for better

energy yield from consumed foods and by modulat-
ing dietary or the host-derived compounds (3). Gut
microbiota affects immune cells via microbial prod-
ucts including metabolites such as short-chain fatty
acids (SCFAs) which can affect adipogenesis. Gut
microbiota and obesity contributing mechanism is
still unclear. However, it has been suggested that ex-
tra calories, increased lipoprotein lipase (LPL) activ-
ity, lipogenesis, increased intestinal permeability could
contribute to gut microbiota related obesity (1, 4-7).
Probiotics affect these mechanisms by increasing the

short fatty acids (8). SCFAs induce satiety, decrease
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liver lipogenesis, increase levels of PYY, GLP-1, leptin
and reduce lipid accumulation in adipose tissue. Thus,
the increase in the amount of short-chain fatty acids
makes a strong contribution to weight control (9).
Diet and food components are important factors in
regulating the composition and the function of gut mi-
crobiota. Kefir is one of the factors that have regulatory
effect on gut microbiota (10). It is obtained from kefir
grains which are rich in probiotic content. At the end
of the fermentation of kefir grains, lactic acid, bioactive
peptides, exopolycsaccharides, antibiotic, small amounts
of alcohol and various bacteriocins are produced. Ac-
cording to Codex Alimentarius, kefir contains 2.7%
protein, 0.6% lactic acid and less than 10% fat. The total
number of microorganisms is at least 10" CFU/mL and
the number of yeasts is minimum 10* CFU/mL. It also
has beneficial effects on lactose digestion, blood pres-
sure, antioxidant activity, cancer prevention, cholesterol
and glucose metabolism (11). In addition of these ef-
fects, kefir is one of the potential dietary solutions to
body weight control due to its probiotic properties (12).
Fasting induced adipose factor (FIAF) is known
as ANGPTL-4 and it has got a protective mechanism
against diet-induced obesity. ANGPTL-4 shows this
protective effect of obesity by inhibiting lipoprotein li-
pase (LPL) (1, 7, 13). It is secreted by liver, intestine
and adipose tissue and main regulator of adipocyte. As
a result of increased activity of LPL, the amount of
fatty acids and fat storage increases, thus increasing
the risk of developing obesity (14,15). The probiotics
increase the amount of ANGPTL-4 with positive ef-
fects on microbiota and inhibit the LPL activity and
show a protective effect against obesity (13,16).
Differentiated 3T3-L1 adipocytes are widely used
in vitro model in the study of adipogenesis. Differen-
tiation of the cells is dependent on culture conditions
including supplements, induction time and number of
passage. Treatment of 3T3-L1 preadipocyte cell line
with pro-differentiation agents convert cells into mature
adipocytes (17). In many in vitro studies related with
adipogenic cells are preferred 3T3-L1 cells (18-20).
The role of probiotics in obesity and related dis-
eases has been explained by reducing fat storage and
reduces the inflammatory cytokines. However, the cel-
lular mechanisms of kefir on adipocyte differentiation
and lipid accumulation have remained unclear. The

present study is to determine the effect of kefir on fat
accumulation and ANGPTL4, leptin and PPAR- y
expression in 3T3-L1 adipocytes.

Materials and Methods

Sample preparation and reagents

Kefir powderwas supplied by Danisco (CHOOZ-
IT™ Kefir DGLYO 1000 I, 1284649). Kefir composi-
tion consists of lactic acid bacteries such as Lactococ-
cus lactis subsp., Leuconoctoc sp., Lactobacillus sp.,
Streptococcus thermophilus, kefir grains microflora
and kefir grains. Kefir powder was added into pasteur-
ized milk (500 mL pasteurized milk, 2.5 mg kefir pow-
der). The fermentation was performed for 16 hours at
room temperature. Grains were filtered out from the
fermented medium. Then kefir was centrifuged at
4500 rpm for 30 minutes at room temperature. After
centrifugation, kefir supernatant and pellet fractions
were separated from each other. Fractions were then
freeze dried and powered. Dried kefir fractions were
diluted in phosphate-buffered saline (PBS, Frederick,
MD217104, USA) and stored at 4°C until used.

Cell culture and adipocyte differentiation

3T3-L1 cells were supplied from ATCC (CL-173
Rockville,MD, USA) and cultured in preadipocyte
medium (ZenBio, PM-1-L1). Culture medium was
changed every two days. After the cells reached to 90-
100 % confluency, they were subcultured using 0.25%
trypsin-EDTA solution (Biochrom, L.2143). 3T3-L1
preadipocytes were cultured with differentiation me-
dium (ZenBio, #cat DM-2-L.1) to stimulate mature
adipocyte differentiation for 21 days and medium was
changed every two days. The cells were fixed on culture
days of 3,7, 14 and 21. After 21 days, the 3T3-L1 dif-
ferentiation medium was replaced with 3T3-L1 adipo-
cyte maintenance medium (ZenBio, #cat AM-1-L1).

Oil Red O staining

Oil Red O staining method was used to stain li-
pid droplets in the 3T3-L1 cells. Stok 0.5% Oil red
O (Chem-cma SC, 203749A) solution was dissolved in
isopropanol (2-propariol) (Sigma Aldrich, 19516). The
mixture was filtered through filter paper, diluted with
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distilled water in a 3:2 dilution and stored at 4°C for 24
h. Fixed cells were incubated with Oil red O solution
for 15 min at room temperature and then, they were
washed with distilled water. Cells were visualized by a
light microscope and photographed (Olympus BX40,

Tokyo, Japan).

Cell viabilty

The cytotoxicity effect of kefir fractions were
measured using a MTT assay (3 - (4,5-dimethylthia-
zol-2-ly)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Biotium,
#30006). MTT is based on colorimetric measurement
of reduction of 3 - (4,5-dimethylthiazol-2-ly)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromide which is reduced by living
cells to yield purple formazan product. Stock kefir su-
pernatant and pellet fractions were prepared in PBS and
final dilution was 100 mg/ml. After then, and the solu-
tion was diluted in culture medium with five different
concentrations (0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 and 1 mg/mL).
3T3-L1 adipocytes were collected, suspended in medi-
um and seeded in 96-well culture dishes at a density of
5x10* cells in each well with 100 pl medium. Negative
control wells had culture medium neither contained any
cells nor kefir grains, and positive control wells had only
cells with culture medium without kefir grains and incu-
bations were performed for 24 and 48 h. After incuba-
tion time, 10 ul MT'T solution was added into each well
and incubated for 4 h at 37 °C in 5% CO2, after that,
200 pl DMSO was added into each well to dissolve the
formazan salts. The absorbance was measured at 540 nm
with spectrophotometer (Versa Max, Molecular Device,
Sunnyvale, USA). All experiments were performed in

triplicate for each extract.

Immunohistochemistry

Distributions of leptin, ANGPTL-4 and PPAR y
in 3T3-L1 adipocytes were analyzed using indirect im-
munoperoxidase technique. 3T3-L1 adipocytes were
fixed with 4% of paraformaldehyde for 30 minutes after
24 h incubation with kefir grains and they were then
washed with PBS for 2 times, each for 30 min. Cells
were permeabilized with 0.1 % Triton-X-100 (Sigma
Aldrich, 9002931) for 15 minutes on ice, they were
washed again with PBS. For inhibiting endogenous per-
oxidase enzyme activity, they were incubated with 3%

of H,O, (Sigma Aldrich, D30926) for 10 min at room

temperature. At the end of this procedure, cells were
washed again with PBS (3x3 min) and blocking serum
(Histostatin- Plus Kit HRP, 859043, Thermo Fischer)
was added and allowed to incubate for 1 hour at room
temperature. The blocking serum was discarded after in-
cubation time and anti-leptin (1:50) (Prointech, 17436-
1-AP), anti-ANGPTL-4 (1:300) (Prointech, 18374-1-
AP) and anti PPAR y (1:50) (Prointech, 15540-1-AP)
primary antibodies were added and incubated in a hu-
mid environment for overnight at 4°C. The cells were
then washed 3x3 min with PBS and biotinylated sec-
ondary antibody (Histostatin- Plus Kit HRP, 859043,
Thermo Fischer) were added and incubated for 30 min.
At the end of this period, cells were washed again with
PBS and streptavidin peroxidase complex (Histostatin-
Plus Kit HRP, 859043, Thermo Fischer) was added and
incubated for 30 min. After washing with PBS, immu-
noreactivity was observed using 3,3’ diaminobenzidine
(DAB) chromogen (ScyTek Laboratories, ACK125)
for 5 minutes. DAB solution was then washed with
distilled water and they were stained with Mayer’s he-
matoxylin (Merck Millipore, 109249) to counterstain.
They were covered with mounting medium and exam-
ined under light microscope (Olympus BX40, Tokyo,
Japan). Immunocytochemical staining was evaluated by

H-SCORE analysis method.

Statistical analysis

All data was described as mean + standard de-
viation (SD). Statistical differences were determined
using by SPSS packet programmed (SPSS-21). The
differences between the groups were analyzed with
Kruskal-Wallis and Mann Whitney U test. A p value

of <0.05 was considered as statistically significant.

Results

Cell viability and cytotoxicity

3T3-L1 adipocytes were treated with differ-
ent concentrations of (0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 and 1
mg/mL) kefir supernatant and pellet for 24 and 48 h.
The cell viability was determined as described above
by MTT assay. 0.2, 0.5 and 1 mg/mL concentrations
of kefir supernatant and pellet resulted in a dramatic

decrease of 3T3-L1 adipocytes proliferation (Figure 1
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Figure 1. Effect of kefir supernatant on cell viability of 3T3-
L1 adipocytes. 3T3-L1 adipocytes were treated with different
concentrations of kefir supernatant for 24 or 48 h. Viability was
quantitated by the MTT assay.

250

200

150

M 24h
100 -

50 -

0
D 0,02 mg/ml 005mg/ml 01 mg/ml  02mg/ml  05mg/m 1 mg/ml

Figure 2. Effect of kefir pellet on cell viability of 3T3-L1 adi-
pocytes. 3T3-L1 adipocytes were treated with different concen-
trations of kefir pellet for 24 or 48 h. Viability was quantitated
by the MT'T assay.

and 2). Based on results, kefir supernatant and pellet at
0.1 mg/ml for 24 h incubation were used in all subse-
quent experiments.

Oil red O staining

3T3-L1 preadipocyte cells differentiation protocol
was applied and then the cells were fixed on days 3, 7,
14 and 21. Lipid droplets were observed on the 3* day
of 3T3-L1 cells and the accumulation of lipid was in-
creased according to incubation time (Figure 3). On day
14 (Figure 3, G) and 21 (Figure 3, H), >95% of the cells
contained lipid droplets and there was similar oil red
positive lipid droplets. Therefore, the mature adipocytes
evaluation in the study was used only for 14 days during
culture time.

3T3-L1 adipocytes were incubated with kefir su-
pernatant and pellet (0.1 mg/ml) for 24 h. Kefir super-
natant and pellet treated 3T3-L1 adipocytes showed less
intracellular lipid accumulation decreased versus control
cells. Especially, lipid droplets was smaller in the 3T3-
L1 cells when compared to control group (Figure 4).

Immunobistochemical evaluation

The H-SCOREs of ANGPTL-4, leptin, PPAR-y
intensities in 3T3-L1 adipocytes treated with kefir su-
pernatant and pellet for 24 h are given in Table 1. AN-
GPTL-4 immunreactivity was strong in 3T3-L1 adi-

Day 3 (A, E), day 7 (B, F), day 14 (C, G), day 21 (D, H) Scala bars = 50 pm.

Figure 4. Oil Red O staining of 3T3-L1 adipocytes with kefir supernatant (A), pellet (B) and without kefir grains (control, C). Scala
bars = 50 pm
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pocytes treated with kefir supernatant and moderate in
kefir pellet treated 3T3-L1 adipocytes. The immunore-
activity of ANGPTL-4 was significantly higher in 3T3-
L1 adipocytes treated with both kefir supernatant and
pellet compared to control group (Figure 5 A-C, Table
1). While ANGPTL-4 immunoreactivity was higher
in 3T3-L1 cells after incubation with kefir supernatant
than kefir pellet group, however, this increased immu-
noreactivity was not significant (Figure 5 A-C, Table 1).
Immunolabeling of leptin was mild in both kefir su-

pernatant (Figure 6B) and kefir pellet (Figure 6C)

treated 3T3-L1 cells. Leptin expression was dramati-
cally decreased in the kefir pellet group, this immuno-
reactivity was statistically significant when compared
to kefir supernatant group (Table 1).

Intensity for PPAR-y was mild and modarate in
3T3-L1 adipocytes that treated with kefir supernatant
(Figure 7B) and kefir pellet (Figure 7C), respectively.
The PPAR-y immunoreactivity was also moderate in
control group (Figure 7A). Statistical analysis showed
that PPAR-y H-SCORE results were not significant
when compared with control group (Table 1).

Figure 5. Immunoreactivity of ANGPTL-4 in 3T3-L1 adipocytes from control (A), kefir supernatant (B) and kefir pelet (C) groups.

Scala Bars = 50 pm

Bars = 50 pm

Figure 7. Immunoreactivity of PPAR-y 3T3-L1 adipocytes from control (A), kefir supernatant (B) and kefir pelet (C) groups Scala
Bars = 50 pm
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Table 1. The H-SCORE datas for ANGPTL-4, leptin and PPAR- 7 in control and treated with either kefir supernatant or kefir

pellet of 3T3-L1 adipocytes

ANGPTL-4 LEPTIN PPAR- vy
Control group 265,46 + 25,54 211,37 + 11,39 239,06 + 22,68
Kefir supernatant 374,42 + 27,47 210,63 £ 6,15 229,90 + 16,13

Kefir pellet 317,06 + 45,05°

203,73 + 3,83¢ 243,13 + 22,98

Data is expressed as means + SD and were compared by Mann-Whitney U test.

* The data was significant when compared with control group (p = 0.009).

" The data was significant when compared with control group (p = 0.047).

¢ The data was significant when compared with kefir supernatant treated cells group (p = 0.014).

Discussion

Kefir is a traditional fermented milk product with
natural probiotic content. It has numerous beneficial
health effects such as hypocholesterolaemic effect, anti-
inflammatory effect, anti-oxidant activity, weight gain
control etc. (11, 21). Our results showed that both kefir
supernatant and pellet fractions inhibited lipid accumula-
tion in 3T3-L1 adipocytes. Also, ANGPTL-4 expression
is significantly increased in 3T3-L1 mature adipocytes
after treatment with both kefir supernatant and pellet
fractions. In addition, leptin immunoreactivity was signifi-
cantly decreased after treated with kefir pellet. PPAR-y
expression was not affected after kefir supernatant and
pellet treatment.
3T3-L1 cells are preferred for better understanding of li-
pid metabolism and adipogenesis (18-20). In this study,
3T3-L1 cells were used to determine the effect of differ-
ent grains of kefir on adipogenesis via histochemically and
immunohistochemically. Because of the differentiation of
3T3-L1 cells dependent on culture time, to obtain mature
adipocyte, the time manner of the preadipocyte differenti-
ation was firstly investigated. The mature adipocytes were
analyzed with lipid accumulation after Oil Red O stain-
ing. The lipid accumulation was similar in adipocytes on
day 14* and 21™ day culture period, therefore, throughout
the study 14 day culture time was used. Secondly, the mo-
lecular mechanism of kefir was investigated expressions of
ANGPTL-4, leptin and PPAR- y in all groups

ANGPTL-4 is a member of angiopoietins that the
protein is synthesized mainly from liver, intestine and
adipose tissue which is also known as fasting-induced adi-
pose factor (FIAF) (22). It is defined as the target gene
of peroxisome proliferator- activated receptor protein- o

(PPAR-a) and PPAR- vy (23,24). It regulates lipoprotein

lipase (LPL) activity (25,26), stimulates intracellular adi-
pocyte lipolysis (27), modulate glucose and lipid metabo-
lism (22). Our results showed that, ANGPTL-4 immu-
noreactivities were significantly increased in 3T3-L1 cells
after kefir treatment groups for 24 h. According to these
results, kefir may provide weight control by inhibiting
LPL and reducing fat accumulation in adipocytes. In ad-
dition, kefir supernatant increased ANGPTL-4 expres-
sion more than kefir pellet through probiotic content. The
intestinal microbiota is improved with probiotic uptake
and ANGPTL-4 expression is supported. Consequently,
kefir supernatant is more effective in weight control than
pellet. Both grains of kefir on ANGPTL-4 activity were
first revealed by this study.

Leptin is primarily secreted from white fat tissue
(WAT) (28) and controls food intake and energy expend-
iture (29). It prevents weight gain by increased lipolysis
(29), decreased lipogenesis (30), activating POMC neu-
rons and inhibiting NPY/AGRP neurons (31). In our
results, there was no significant difference in kefir pellet
and supernatant fractions compared to the control group.
In addition, kefir supernatant has similar expression levels
compared to the control group but more than the pellet.
This effect is demonstrated by its probiotic content. Thus,
it has an effective weight gain by maintained adipogenic
cell characteristic and preventing cell differentiation after
kefir incubation. However, leptin expression was signifi-
cantly lower in the kefir pellet group than kefir super-
natant group. Reduced leptin expression with kefir con-
sumption has a positive effect on leptin resistance in obese
individuals. Rosa et al. (12) was investigated the effect of
kefir on serum leptin levels and they found that it signifi-
cantly increased leptin levels. In another study, conducted
on 21 volunteer individuals, changes in leptin levels of
individuals consuming kefir were examined. Researchers
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found a significant increase in leptin levels in the group
consuming kefir (32).

Ligand activating transcription factors are one of the
subclasses of the nuclear hormone receptor superfamily.
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are
the subfamily of this group. The PPAR subfamily has got
3 isotopes; PPAR-a, PPAR-B/5, PPAR-y (33). These
three forms are found in different tissues, have different
ligand specificity and have different physiological roles
(34). PPAR- vy is predominantly secreted in adipose tissue
(35). It plays an important role in adipogenesis by increas-
ing the regulation of lipids into adipose tissue, liver and
muscle; modulation of adipocytokine release; improving
insulin resistance (36). Also, it is the key regulator in adi-
pocyte differentiation and effective in lipid metabolism
through endogenous and synthetic ligands (37). Finally, it
inhibits inflammation by regulating leptin and adiponec-
tin levels (38). PPAR- v plays a role in the management of
obesity through these effects. In our study, PPAR- y im-
munoreactivity was similar in kefir pellet treated 3T3-L1
cells when compared control group. The kefir supernatant
group showed a slight decrease in PPAR- y expression
through probiotic content. According to these results,
PPAR- vy expression did not change during adipogenesis
with or without kefir grains. Ho et al. (39) suggested that
PPAR- vy expression was significantly reduced after in-
cubation with kefir. In another study on mice, was also
PPAR- vy expression decreased with kefir treatment (40).
The PPAR- y expression may depend on kefir contents,
in our study we have used kefir grains which differ from
each other therefore, PPAR- y expression might not be
effective in this study, or different expressions were not
evaluated with immunohistochemically, the mRNA levels
could be analyzed.

As a result, 3T'3-L1 cells incubated with kefir frac-
tions and reduction in the amount of stained lipid was
detected Kefir supernatant reduced the lipid accumula-
tion in lipid droplets. The lipid accumulation inhibitory
effect was more observed in the kefir pellet group than
kefir supernatant. Decreased lipid accumulation after ke-
fir grains, may be associated with the effect of enhancing
ANGPTL-4 expression. So, this increase inhibits LPL
activity and prevents fat accumulation. In addition, other
mechanisms during adipogenesis could be also investi-
gated in future studies.

Conclusion

In conclusion, the effects of kefir on lipid accumu-
lation and cell differentiation were investigated. For this
purpose, accumulation of lipid was evaluated with Oil red
O staining and the expressions of ANGPTL-4, leptin
and PPAR- y were examined immunohistochemically. As
aresult, kefir has prevented fat accumulation via inhibiting
of molecular pathways of lipid accumulation. Therefore,
kefir may prevent weight gain and adipogenesis, thus, this
study will guide us to explain the role of kefir in obesity.
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