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Yaglanma siireci, bagirsak mikrobiyotasinin disbiyozisine ve bu
durumun ¢esitli  hastaliklarla iliskilendiriimesine neden
olmaktadir. Bu baglamda, aralikli orug ve geng kan plazmasi
transflizyonunun, senesens hiicrelerinin yenilenmesi tizerindeki
etkileri literatirde 6nem arz etmektedir. Mevcut ¢alisma,
yaslanma baglaminda bu iki miidahalenin bagirsak mikrobiyotasi
Gzerindeki kiimulatif etkilerini degerlendirmeyi
amaglamaktadir. Arastirma, 24 aylik erkek Sprague-Dawley
ratlar izerinde gergeklestirilmis olup, 30 glinlik bir aralikli orug
protokolli esnasinda geng¢ kan plazmasi transfizyonunun
mikrobiyota Uzerindeki etkilerini incelemistir. Dort farkh grup
tanimlanmistir: kontrol (Cnt, n=7), yalnizca aralikl orug tutanlar
(Fst, n=7), sadece geng plazma transflizyonu alanlar (Pls, n=7),
ve hem aralikli orug tutan hem de geng plazma transflizyonu
alanlar (FstPls, n=7). Aralikli orug rejiminde, ratlara giinde 18
saat boyunca yiyecek erisimi kisitlanmis, ardindan 6 saatlik bir
beslenme penceresi tanimlanmistir. Geng plazma transfiizyonu
uygulanan gruplarda, her bir hayvana gilinlik 0.5 ml plazma
kuyruktan damar yolu ile verilmistir. Metagenomik analiz
sonuglari, Shannon ve Simpson alfa cesitlilik indeksleri ile
Firmikutes/Bakterioidetes (F/B) oraninda anlamli gruplar arasi
farkhliklar ortaya koymustur. Ancak, tir cesitliligi agisindan
anlamli bir artis gézlemlenmemistir. Ozellikle, gen¢ plazma
transfizyonu sonrasi F/B oranindaki disus, mikrobiyota
yapisinda olumlu bir yeniden diizenlenmeye isaret etmektedir.
Bu sonuglar, vyaslanan bagirsak mikrobiyotasinin saghgi
Gzerindeki mudahalelerin potansiyel etkilerini derinlemesine
anlamak igin dnemli bir katki saglamakta olup, bu iki yaklagimin
zamanlamasinin optimizasyonunun, sinerjik faydalar
sunabilecegini 6ne stirmektedir.

Anahtar Kelimeler Mikrobiyota, Aralikli Orug, Geng Plazmasi,
Metagenom, Sprague-Dawley.
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Abstract

The aging process leads to dysbiosis of the gut microbiota, which
is associated with various diseases. In this context, the effects of
intermittent fasting and young blood plasma transfusion on the
renewal of senescent cells hold significant importance in the
literature. The current study aims to evaluate the cumulative
effects of these two interventions on the gut microbiota within
the context of aging. The research was conducted on 24-month-
old male Sprague-Dawley rats, examining the effects of a 30-day
intermittent fasting protocol coupled with young blood plasma
transfusion on the microbiota. Four distinct groups were
defined: control (Cnt, n=7), those only undergoing intermittent
fasting (Fst, n=7), those receiving only young plasma transfusion
(Pls, n=7), and those undergoing both intermittent fasting and
young plasma transfusion (FstPls, n=7). In the intermittent
fasting regimen, rats were restricted from accessing food for 18
hours a day, followed by a 6-hour feeding window. For groups
receiving young plasma transfusion, each animal was
administered 0.5 ml of plasma daily via the tail vein.
Metagenomic analysis results have shown significant inter-
group differences in Shannon and Simpson alpha diversity
indexes and the Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) ratio. However,
no significant increase in species diversity was observed.
Notably, the decrease in the F/B ratio following young plasma
transfusion indicates a positive restructuring of the microbiota
composition. These results contribute significantly to
understanding the potential effects of interventions on the
health of the aging gut microbiota, suggesting that optimizing
the timing of these two approaches could offer synergistic
benefits.

Keywords  Microbiota, Intermittent
Metagenome, Sprague-Dawley.

Fasting, Young Plasma,

1. Giris

Yetiskinlik doneminde bagirsak mikrobiyotasinin nispeten
sabit bir yapida oldugu kabul edilse de, yaslanma sireci,
mikrobiyota kompozisyonu ve islevselliginde o6nemli
degisikliklere yol agar ve bu degisiklikler cogunlukla
mikrobiyal cesitlilikteki azalma ile iliskilendirilir. Bagirsak
sinyallerle sirekli etkilesim

mikrobiyotasi, cevresel

halinde olup, bu sinyallere zaman igerisinde dinamik

adaptasyonlar gosterir. Diyet aliskanliklari, ilag kullanimi,
fiziksel aktivite diizeyleri ve sosyal cevre gibi faktorler,
bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi ve islevselligi Gzerinde
siregelen etkilere sahiptir (Aleman ve Valenzano 2019).
Yasa bagli olarak gelisen disbiyoz, yani mikrobiyal topluluk
yapisindaki dengesizlikler, cesitli yasa bagli rahatsizliklarin
faktordur.
mikrobiyotasi, degisen kosullara, hem bakteriyel tirlerin

ortaya c¢ikisinda o6nemli  bir Bagirsak

kompozisyonundaki hem de metabolik islevlerdeki
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adaptasyonlar yoluyla dinamik bir yanit gelistirir. Bu
adaptasyon sireci, zararli mikroorganizmalari segici bir
sekilde elimine ederken veya notralize ederken, faydali
bakterilerin gelisimine ve mukozal nislerde yerlesimine
olanak tanir (DeJong vd. 2020).

Plazma degisim calismalari, geng kan plazma faktorlerinin
yaslanma sirecine midahale edebilecek potansiyel bir
ctkmaktadir.  Ozellikle,
geng
maruziyetin, insan kok hiicre aktivitesini kas, karaciger,

strateji olarak ©6n plana

heterokronik  parabiosis  yontemiyle kana

omurilik ve beyin gibi cesitli dokularda iyilestirdigi

gozlemlenmistir  (Villeda vd. 2011). Bu bulgular,
yaslanmanin tersine cevrilebilir olduguna dair 6nemli
kanitlar ~ sunmaktadir.  Ayrica, vyash  bireylerde

gerceklestirilen arastirmalar, gen¢ kanin nérojenez ve
sinaptik plastisite (zerindeki olumlu etkilerini ortaya
koymustur. Bu etkiler, 6zellikle beyinin hipokampus
bolgesinde bilissel islevlerde iyilesmeler ve potansiyel
terapotik faydalar ile iliskilendirilmistir (Villeda vd. 2014).
Fare modelleri tzerinde yapilan calismalar, genc¢ plazma
tedavisinin kisa sureli hafizayr guglendirdigini, uzamsal
ogrenme ve hafiza kapasitesini artirdigini  ve
noroinflamasyonu azalttigini géstermistir (Zhao vd. 2020).
Bununla birlikte, yasl plazmanin, geng¢ parabiyontlarin
beyin fonksiyonlari lizerindeki merkezi aracili davranislari
ve iliskili histolojik yapilari olumsuz yonde etkileyebilecegi
tespit edilmistir (Villeda vd. 2011). Bu, yash plazma
faktorlerinin  yaslanma  siirecinde  olumsuz  rol
oynayabilecegini ve geng¢ plazma faktorlerinin olumlu
etkilerini notralize edebilecegini gostermektedir. Son
olarak, gen¢ kan transferinin

plazma bagirsak

mikrobiyotasinda alfa c¢esitliligini artirarak olumlu
degisikliklere yol actigi gozlemlenmistir (Ceylani ve Teker
2022; Teker ve Ceylani 2022). Bu bulgu, geng kan plazma
faktorlerinin  sadece norolojik ve somatik dokular
Gzerinde degil, ayni zamanda mikrobiyota lizerinde de
genis kapsamli etkilere sahip oldugunu gostermektedir.
Bu calismalarin toplami, geng¢ kan plazma faktoérlerinin
yaslanma siirecine miidahalede potansiyel bir arag olarak

degerlendirilmesi gerektigini vurgulamaktadir.

Genis capta yurutilen arastirmalar, aralikl achgin saglik

Uzerindeki  potansiyel olumlu etkilerini

Aralikh
donemlerde kismen veya tamamen kisitlanmasi esasina

ortaya

koymaktadir. orug, gida tiketiminin belirli
dayanan, diyetle ilgili bir uygulamadir. Bu uygulama, 16 ila
24 saat arasinda gida tiketiminin diizenli olarak
kisitlanmasini icerir ve cesitli terapoétik, sosyal veya dini
amaglarla benimsenmistir (Meehan ve Beiko 2014; de
Cabo ve Mattson 2019). Hayvan modeli c¢alismalari,
aralikh orucun bagirsak mikrobiyotasinin ve mikrobiyal

metabolitlerin  kompozisyonlarinda degisikliklere yol

acarak insilin direncini azaltabilecegini, yag dokusunun
esmerlesmesini tesvik edebilecegini, merkezi sinir sistemi
otoimmdiinitesini engelleyebilecegini ve diyabetle iliskili
retinopatiyi iyilestirebilecegini gdstermistir (Li vd. 2021).
Ayrica, alternatif gin orucu veya aralikh orug
uygulamalarinin hayvan modellerinde néroinflamasyonu
azalttigl, beyin vyapisini ve vyaslanma ile Alzheimer
hastaligina bagli bilissel islevleri iyilestirdigi bilimsel olarak
(Silva vd. 2020). Son

tamamlanan bir calisma, aralikh oru¢ uygulamasinin

kanitlanmistir zamanlarda

bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun

dengelenmesinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya
koymustur (Teker ve Ceylani 2022). Bu baglamda, yasli
birlikte gencg

mikrobiyotasi  Gzerindeki

ratlarda aralikh orug ile plazma

uygulamasinin  bagirsak
etkilerini inceleyen mevcut calisma, bu alandaki bilgi

birikimine 6nemli bir katki saglamaktadir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Model organizma segimi

Bu arastirmada, model organizma olarak 24 ayhk erkek
kullanildi.  Erkek
hayvanlarda gorilebilecek

Sprague-Dawley ratlar ratlarin
secilmesinin nedeni, disi
hormonal degisikliklerin ¢calisma sonugclari lizerinde olasi
etkilerinin 6nline gegcmektir. Ratlar, farelere gore daha
biyik hacme sahip olduklariigin, hem plazma transferinin
saghkli bir sekilde yapilmasi hem de deneysel uygulamalar
sonucunda elde edilecek doku o6rneklerinin yeterli
biyuklikte

Genellikle bu tir deneysel calismalarda Wistar veya

olmasi agisindan tercih edilmektedir.
Sprague-Dawley rat tirleri kullanilir. Bu iki tiir birbirine
yakin ozellikler gosterir ve arastirma laboratuvarlarinda
bakimlari daha ekonomik oldugu icin siklikla tercih
edilirler. Sprague-Dawley ratlarinin segilmesinin bir diger
nedeni de, calismamizda ihtiya¢ duydugumuz yas ve

cinsiyet kriterlerine (23-25 aylik) uygun olmalaridir.
2.2. Aralikli orug ve plazma uygulamasi

Arastirmanin hedeflerine uygun olarak dort farkli grup
olusturuldu: bir kontrol grubu (n=7), yalnizca geng plazma
yapilan grup (n=7),
uygulanan grup (n=7) ve hem aralikh orug¢ uygulamasi

transferi sadece aralikli orug
hem de geng plazma transferi yapilan grup (n=7). Aralikli
orug protokoli kapsaminda, hayvanlarin yiyecek erisimi
18 saat siireyle kisitlanmis ve sadece 09:00 ile 15:00
arasinda alti saatlik bir sdre

saatleri icin yiyecek

erisimlerine izin verildi. Bu slirecte su tiketiminde
herhangi bir kisitlama uygulanmadi. Deneyde, standart
hayvan yemi kullanilmis ve gen¢ kan plazmasi temini igin
bes haftalik erkek Sprague-Dawley ratlar tercih edildi.

Arastirma sliresince tim hayvanlar, standart kosullar
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altinda bakimlari saglanarak tutuldu. Deney grubundaki
hayvanlara, kuyruktan damar yoluyla giinde 0.5 ml kan
plazmasi transfer edildi. Aktarilan kan plazmasi geng ve
yash  hayvanlarin  sahip oldugu kan plazma
miktarinin1/10’nuna gore belirlendi (Villeda vd. 2014).
Kontrol grubuna ise herhangi bir miidahalede
bulunulmadi. Deney sonunda, hem deney hem de kontrol
gruplarindaki ratlar feda edilerek, bagirsak dokusunun
¢ekum kismindan alinan ornekler kuru buz (zerinde
soklanmis ve etiketlenerek analiz edilmek tizere -80°C'de
saklanmistir (Ceylani ve Teker 2022; Teker ve Ceylani
2022). Bu calisma, Saki Yenilli Deneysel Hayvanlari Uretim
Etik Kurulu tarafindan

ve Uygulama Laboratuvari

onaylanmistir (onay numarasi: 03/05/2022).
2.3. Plazmanin toplanip hazirlanmasi

Kan ornekleri alinmadan 6nce, hayvanlari bilingsiz hale
getirmek icin kisa siireli eter ile muamele yapildi. Kalpten
enjektor yardimiile toplanip EDTA’l tiplere aktarilan tim
kan 1.000 g'de (+4°C'de 15 dakika) santriflij edildikten
sonra plazmasi elde edildi. Plazma 6rnekleri, 95°C'de iki ila
Uc dakika isitilarak ve ardindan 1.000 g'de kisa bir
dondirme ile denatlre edildi. Tum plazma alikotlari
kullanilacagi  zamana  kadar -80°C'de  tutuldu.
Uygulamadan 6nce EDTA, PBS icinde 3.5-kDa D-tip
diyalizorler (EM Milli-pore)
uzaklastirildi (Villeda vd. 2014).

kullanilarak plazmadan

2.4. DNA izolasyonu

Genomik DNA'yi ¢cekum iceriginden izole etmek igin
"Quick DNA TM Fe-cal/Soil Microbe Miniprep Kit, Cat. No.
D6010" kullanildi. Ekstre edilen DNA'nin miktarini ve
safligini 6lgmek igin Qubit florometre kullanildi (Ceylani
vd. 2023).

2.5. 16S rRNA V3-V4 bolge amplifikasyonu

Bir SimpliAmp Termal Donglileyici ve evrensel primer
dizileri 341F (CCTAC-GGGNGGCWGCAG) ve 805R (GAC-
TACHVGGGTATCTAATCC) kullanarak, tarleri tanimlamak
icin 16S rRNA geninin V3-V4 bolimlerini gliclendirildi
(Ceylani vd. 2023).

2.6. 16S V3-V4 bolgeleri igin gegerli PCR kosullari

PCR kosullari: 95°C 10 dakika, baslangi¢c denatiirasyonu
(Tag DNA Polimeraz enzimi kullanildi), 35 déngii: 95°C 45
saniye — denatirasyon, 50-55°C 45 saniye —yapisma, 72°C
60 saniye, uzama, 72°C, 3 dakika — son uzama, sicaklik
4°C'ye disurulda ve PCR tamamlandi (Ceylani vd. 2023).

2.7. Kiitiphanenin hazirlanmasi ve siralama

16S rRNA V3-V4 amplikon drinlerine yonelik kitaplik,
[llumina'dan "Nextera XT DNA Library Prep Kit, Cat. No:

FC-131-1096" kullanilarak hazirlandi ve "TG Nextera XT
Index Kit v2 Set A ( 96 indeks, 384 Numune), Katalog No:

TG-131-2001." PCR saflastirma islemi, Beckman
Coulter'dan temin edilen AMPure XP boncuklari
kullanilarak gergeklestirildi. Veriler, Illumina MiSeq

teknolojisi kullanilarak eslestirilmis u¢ (PE) 2x150 baz
okumalari olarak siralandi. Gegerli sayilmasi icin, her
ornek icin en az 30.000 okuma saglandi (Gurbanov vd.
2022).
(FicusBio, Ankara, Turkiye) tarafindan gerceklestirildi.

Metagenom dizileme, Ficus Biotechnology

2.8. Ham veri biyoinformatik analizi

FastQC v0.10.1, ham sekans verileri (FastQ) Uzerinde
kalite kontrolleri yapmak ve gerekirse mikrobiyal gesitlilik
tahmininin dogrulugunu artirmak ve dusidk kaliteli
okumalar ve kontamine okumalar dahil olmak Uzere
sekanslama yapitlarini kaldirmak icin verileri kirpmak igin
kullanildi.
kiimelenmesi, Kraken Metagenomic System kullanilarak
yapildi (Wood ve Salzberg 2014). GraphPad Prism 9.0.1
(GraphPad Yazilimi, ABD)
olusturuldu. Tim ham okumalar, NCBI'de BioProject ID
PRINA926998 altinda depolandi.

Siralama  verilerinin  OTU  gruplarina

kullanilarak 1s1 haritalar

2.9. Alfa gesitlilik indeksleri

Tir diuzeyinde, alfa cesitlilik indeksleri hesaplandi.
Shannon indeksi 1.5 ile 3.5 arasinda bir degere sahiptir.
Bu deger ne kadar yiiksek olursa tiir zenginligi de o kadar
fazladir. Simpson endeksi, OTU bollugu ve tekdiizeligi
kullanilarak hesaplandi. Simpson cesitlilik indeksi (1-D), 0
ile 1 arasinda bir degerdir ve 1 nihai diizginlGgl temsil

etmektedir (Teker ve Ceylani 2022).
2.10. istatistik

istatistiksel analizler ortalama + ortalamanin standart
hatasi (SEM) olarak verildi. Kontrol (Cnt), aralikh orug
(Fst), plasma (Pls) ve aralikli oru¢ sirasinda plazma
uygulamasi (FstPls) alfa cesitliliklerini ve F/B oranini
karsilastirmak icin One-Way ANOVA testi kullanildi.
Karsilastirma GraphPad Prism 9 (GraphPad Yazilimi, ABD)
yaziliminda yapildi. Onem derecesi * p < 0.05, *** p <
0.001 ve **** p < 0.0001 olarak gosterildi. FstPls
grubunda bulunan en baskin bakteri cinsleri ve tiirlerinin
diger gruplardaki metagenomik sayimlarindan elde edilen
% bulunma oranlarina ait isi haritasi analizi GraphPad
Prism 9’da (GraphPad Yazilimi, ABD) yapildi.

3. Bulgular
3.1. Alfa gesitlilik indeksleri ve F/B orani

Metagenom analizi sonuglari, gruplar arasinda alfa

gesitlilik ve F/B orani bakimindan 6nemli farkhliklar ortaya

koymustur. Kontrol (Cnt), Aralkli Orug¢ (Fst), Geng

3
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Plazmasi (PIs) ve Aralikli Orug sirasinda Geng Plazmasi
uygulanan (FstPls) gruplar arasinda Shannon ve Simpson
cesitlilik indeksleri ile F/B oranlari incelenmistir. Tek
varyansli ANOVA sonuglarina gore Shannon degeri
acisindan, kontrol grubu ile aralikh orug grubu (p= 0.0010)
ve kontrol grubu ile gen¢ plazma grubu (p= 0.0327)
arasinda anlamli farklar gézlenmistir (Sekil 1A). Simpson
degeri acisindan ise kontrol grubu ile aralikh orug grubu

(p= 0.0012) ve kontrol grubu ile geng plazma grubu (p=
0.0026) arasinda anlamli farkhhklar bulunmustur (Sekil
1B). F/B oraninda ise, kontrol grubu ile aralikh orug grubu
(p= 0.0010), kontrol grubu ile gen¢ plazma grubu (p
<0.0001) ve aralikli orug grubu ile geng plazma grubu (p
<0.0001) arasinda anlamli farkliliklar tespit edilmistir
(Sekil 1C). Bu bulgular Cizelge 1'de detayli olarak
sunulmustur.

A B C
ns
ns *
*
* % %k %k ok
* 1
* sk ok k
| * ¥k [ 1
6- *%% NS ns 1.5 I—l 20 *%k ok kk
. e | I Q * % ns ns I |
< = I ] 15
é 4 é 1.0 g
(]
i £ o 104
g S o
c 2+ w 0.5 w
3 £ 5
5 E
7]
0- T T 0.0- 0-
Cnt Fst Pls FstPls Cnt Fst Pls FstPls cnt Fst Pls FstPls

Sekil 1. Aralikh orug (Fst),

geng plazmasi (Pls) ve aralikli orug sirasinda geng¢ plazmasi uygulamasinin (FstPls) vyaslh bagirsak

mikrobiyotasi A: Shannon (H) ve B: Simpson (1-D) indeksleri ile E: Firmicutes/Bacteroidetes orani (F/B orani) tzerindeki etkisi. Tek
yonli varyans analizi ile karsilastirildi. istatistiksel analizler ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak verildi. Onem derecesi
*p<0.05, ** p<0.01, ¥** p < 0.001 ve **** p < 0.0001 olarak gosterildi. Cnt: kontrol, Fst: aralikh orug, Pls: geng¢ plazma transferi,

FstPls: Aralikli orug sirasinda geng plazma transferi.

Gizelge 1. Gruplar arasinda Alfa Cesitlilik indeksleri ve Firmicutes/Bacteroidetes orani karsilastirmasi. Cnt: kontrol, Fst: aralikli orug,
Pls: geng plazma transferi, FstPls: Aralikl orug sirasinda geng plazma transferi.

Gruplar Shannon Degeri (p degeri) Simpson Degeri (p degeri) F/B Orani (p degeri)
Cnt vs. Fst 0.0010 0.0012 0.0010
Cntvs. Pls 0.0327 0.0026 <0.0001
Cnt vs. FstPls 0.1418 0.0126 0.1659
Fst vs. Pls 0.0807 0.3309 <0.0001
Fst vs. FstPls 0.0189 0.0226 0.0171
Pls vs. FstPls 0.7302 0.1049 <0.0001

3.2. Baskin halde bulunan bakteri cinsleri

Aralikh birlikte
degerlendirildigi gruplarda bagirsak mikrobiyotasinda

orug, geng¢ plazmasi ve ikisinin
baskin halde bulunan bakteri cins ve tirlerinin bilylk
Olclide degistigi gorildi (Cizelge 2). Baskin halde bulunan
bakteri

tamamen farklilik gésterdi. Bazi cinsler baskilanirken bazi

cinslerinin bulunma oranlar tiim gruplarda

cinsler ise bazi gruplarda baskin hale geldi. En fazla
farkhhk ise plazma grubunda goéruldi. Turicibacter sadece

Fst grubundaki en baskin cinsler arasinda bulunurken
Prevotella, Butyrivibrio, Flavonifractor cinsleri ise sadece
Pls grubunda baskin hale geldi. Ruminococcus,
Clostridium, Lachnoclostridium, Anaerostipes ve Bacillus
farkh bulunma oranlarinda tim gruplarda baskin halde
bulundu. Sadece Fst grubunda baskin halde bulunan
Blautia ve sadece Pls grubunda baskin halde bulunan
Roseburia cinslerinin ayrica FstPls grubunda da baskin

halde bulunmasi bu cinlerin aralikli orug ve geng plazma
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Lachnoclostridium

En baskin ilk 10 bakteri cinsi

Ligilactobacillus
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Sekil 2. Aralikh orug (Fst), geng plazmasi (Pls) ve aralikli orug sirasinda geng plazmasi uygulamasinin (FstPIs) en baskin ilk on cins
Uzerindeki etkisi. FstPls grubunda bulunan en baskin ilk on bakteri cinse ait % bulunma oraninin diger gruplarda bulunan bakteri
cinslerinin % bulunma oranlari ile karsilastirilmasina ait s haritasi.

Cizelge 2. En baskin ilk 10 bakteri cinsi ve tiiri. Cnt: kontrol, Fst: aralikli orug, Pls: geng plazma transferi, FstPls: Aralikli orug sirasinda
geng plazma transferi.

En baskin ilk 10 bakteri cinsi

Cnt % Fst % Pls % FstPls %
1 Lactobacillus 12,4 Ligilactobacillus 6,71 Ruminococcus 7,51 Ligilactobacillus 13,2
2 Ruminococcus 8,92 Lactobacillus 5,81 Anaerostipes 5,62  Anaerostipes 8,55
3 Ligilactobacillus 4,87  Lachnoclostridium 5,04 Lachnoclostridium 5,03 Ruminococcus 6,20
4 Blautia 4,27  Ruminococcus 4,91 Prevotella 4,07 Lachnoclostridium 5,08
5 Intestinimonas 3,84  Clostridium 4,62 Clostridium 4,04 Blautia 4,99
6 Clostridium 3,39  Anaerostipes 4,42  Butyrivibrio 3,36  Clostridium 3,76
7 Lachnoclostridium 3,28 Blautia 3,75 Roseburia 3,31 Lactobacillus 2,74
8 Anaerostipes 3,04 Bacillus 3,62 Intestinimonas 2,98 Roseburia 2,62
9 Bacillus 3,00 Coprococcus 2,56 Bacillus 2,83  Coprococcus 2,36
10 Coprococcus 2,77  Turicibacter 2,38 Flavonifractor 2,60 Bacillus 2,13

En baskin ilk 10 bakteri tiiri

Cnt % Fst % Pls % FstPls %
1 Ruminococcus  sp. Anaerostipes

JE7A12 9,07 Anaerostipes hadrus 3,23  Anaerostipes hadrus 3,95 hadrus 6,87
2 Intestinimonas Intestinimonas Intestinimonas Anaerostipes

butyriciproducens 5,41  butyriciproducens 3,14  butyriciproducens 3,87 caccae 4,37
3 Candidatus

Saccharimonas Ruminococcus sp.

aalborgensis 3,35  Coprococcus catus 2,70  Flavonifractor plautii 3,58 JE7A12 3,50
4 Lactobacillus Ruminococcus sp. Flintibacter sp.

acetotolerans 3,36 JE7A12 2,67 KGMB00164 3,26  Blautia sp. LZLJ-3 2,73
5 Anaerostipes Flintibacter sp.

hadrus 3,33 KGMBO00164 2,65 Butyrivibrio fibrisolvens 2,98 Coprococcus catus 2,67
6 Ruminococcus sp. Intestinimonas

Coprococcus catus 3,23 Flavonifractor plautii 2,63 JE7A12 2,94  butyriciproducens 2,62
7 Butyrivibrio Ruminococcus Faecalibaculum

Blautia sp. LZLJ-3 2,87 fibrisolvens 2,60 champanellensis 2,85 rodentium 2,38
8 Ruminococcus Ruminococcus

torques 2,53 Bacillus velezensis 2,34  [Clostridium] hylemonae 2,08 champanellensis 2,37
9 Collinsella Faecalibaculum Anaerotignum Butyrivibrio

aerofaciens 2,35 rodentium 2,31 propionicum 2,00 fibrisolvens 2,23
10 Clostridium Flintibacter  sp.

Bacillus velezensis 2,29  hylemonae 2,10 Anaerostipes caccae 1,82 KGMBO00164 1,93
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En baskin ilk 10 bakteri tiirti

Anaeroslipes hadrus
Anaerostipes caccae
Ruminococcus sp. JETA12
Blautia sp. LZLJ-3

Coprococcus catus
Intestinimonas butyriciproducens
Faecalibaculum rodentium
Ruminococcus champanellensis
Butyrivibrio fibrisolvens

Flintibacter sp. KGMB00164
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Sekil 3. Aralikli orug (Fst), geng plazmasi (Pls) ve aralikli orug sirasinda geng plazmasi uygulamasinin (FstPls) en baskin ilk on bakteri
trd Gzerindeki etkisi. FstPls grubunda bulunan en baskin ilk on bakteri tlrline ait % bulunma oraninin diger gruplarda bulunan ilk on
bakteri turlerinin % bulunma oranlari ile karsilastiriimasina ait isi haritasi.

uygulamasi ile olan glg¢li bagini gostermektedir. FstPls
grubunda bulunan en baskin ilk on cinse ait % bulunma
oraninin diger gruplarda bulunan % bulunma oranlari ile
karsilastiriimasina ait 1s1 haritasi $ekil 2’de gosterildi.

3.3. Baskin halde bulunan bakteri tiirleri

En fazla farkhligin tir seviyesinde oldugu goérulda (Cizelge
JE7A12,
butyriciproducens ve Anaerostipes hadrus tirleri tim

2).  Ruminococcus  sp. Intestinimonas
gruplarda baskin halde bulunmaya devam ettiler.
Flintibacter sp. KGMB00164 ve Butyrivibrio fibrisolvens
turleri kontrol disindaki gruplarda baskin hale gelirken
Flavonifractor plautii ve Clostridium hylemonae sadece
Fst ve Pls gruplarinda baskin halde bulundu. Sadece Fst
grubunda bulunan Faecalibaculum rodentium ile sadece
Pls grubunda bulunan Anaerostipes caccae ile
Ruminococcus champanellensis tirlerinin FstPls grubunda
da baskin hale gelmesi aralikli oru¢ ve geng¢ plazma
uygulamasinin bu tdrler ile olan yakin iliskisine isaret
etmektedir. FstPls grubunda bulunan en baskin ilk on
bakteriye ait % bulunma oraninin diger gruplarda bulunan
ilk on bakteri % bulunma oranlari ile karsilastiriimasina ait

1s1 haritasi Sekil 3’de gosterildi.
4. Tartigma ve Sonug

Bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonu, turler arasi ve
turler ici genis cesitlilik gdstermektedir; bu durum, saglikh
bir bagirsak mikrobiyotasinin ideal yapisina dair kesin bir
tanimin  olmamasina ragmen, tlir cesitliliginin
zenginliginin 6nemli oldugu genel kabul gérmektedir. Bu
cercevede, mikrobiyal topluluklar arasindaki farkliliklari
ayirt etmede, tir cesitliligi ve bu tirlerin bulunma
oranlarina dair bilgiler sunan alfa gesitlilik indekslerinin
analizi, mikrobiyota arastirmalarinda tercih edilen temel

yontemlerden biri haline gelmistir (Matthews 2014).

Mevcut calismada, bagirsak mikrobiyotasi profilinin
detayli bir sekilde incelenmesi amaciyla ¢ekum igerigi
Gzerinde durulmustur. Uygulamalarin etkilerinin ve
bagirsak mikrobiyota alfa cesitliligi Gzerindeki uzun vadeli
etkilerinin izlenmesi icin diski 6rneklerindeki bakteriyel
profillerin karsilastirilmasi 6nemli bulgular sunmustur.
Ozellikle, Shannon indeksi iizerindeki artisin, aralikli orug
uygulamasi sonucunda belirginlestigi gozlemlenmistir. Bu
bulgu, 12 aylik erkek Wistar ratlara uygulanan 35 giinlik
aralikli orug rejiminin alfa gesitlilik indekslerini anlamh bir
sekilde artirdigini ortaya koyan onceki c¢alismalarla
uyumludur (Teker ve Ceylani 2022). Benzer sekilde, geng
plazma transferinin alfa c¢esitlilik Gzerindeki olumlu

etkileri, geng plazma transferi uygulanan 12 aylik erkek

Wistar ratlarda elde edilen sonuglarla paralellik
gostermektedir (Ceylani ve Teker 2022). iki farkh
mudahalenin  bir arada degerlendirilmesi, turlerin

bulunma oranlarinda 6nemli degisikliklere yol agarken,
tir gesitliliginde kayda deger bir artis gbzlemlenmemistir;
bu durum, miidahalelerin etkilerinin zaman iginde farkhhk
gosterebilecegine isaret etmektedir. Ancak, bu ¢alismada
ele alinan hayvan modelinin tird, cinsiyeti ve yasi gibi
degiskenlerin, elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda
dikkate alinmasi gereken kritik faktorler oldugu goz
onlinde bulundurulmalidir.

Bakterilerin bagirsak mikrobiyotasina katkilari arasinda,
biitirat, propiyonat ve asetat gibi
asitlerinin  (KZYA)
metabolitler, bagirsak epitel hicrelerinin ana ener;ji

kisa zincirli yag
Uretimi ozellikle 6nem tasir. Bu
kaynagi olarak gorev yapar ve kronik enflamasyon ile
katkida
gecirgenliginin korunmasinda dogrudan bir rol oynarlar

yaslanma  sirecine bulunan  bagirsak

(Nagpal vd. 2018). Bagirsak mikrobiyotasinin %90'indan
fazlasi Firmicutes ve Bacteroidetes suslarindan olusurken,
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Proteobacteria,  Actinobacteria, Fusobacteria ve

Verrucomicrobia suslari daha az sayida bulunur.

Firmicutes ve Bacteroidetes bakterileri tarafindan bitirat,
asetatin enteroendokrin

propiyonat ve Uretimi,

hicrelerde bulunan G proteinine bagh reseptorler
(GPCR'ler) araciligiyla konakginin metabolizmasini gesitli
yollarla diizenler. Ozellikle asetat ve biitirat, pankreasta
peptit 1 (GLP-1) kaynakli

biyosentezini ve beyinde peptit YY (PYY) kaynakli tokluk

glukagon benzeri insulin

hissini tetikleyerek 6nemli metabolik etkilere sahiptir (Fan
ve Pedersen 2021).

(F/B)

kompozisyonunun ve saglik durumunun bir gostergesi

Firmicutes/Bacteroidetes orani, mikrobiyota
olarak kullanilir. Yiksek F/B oranlari, disbiyotik bir
mikrobiyota yapisini isaret eder ve yasla birlikte artis
gosterdigi bilinmektedir (Indiani vd. 2018). Sprague-
Dawley ratlari lizerinde yapilan bir galismada, sindirim
sisteminin ¢ekirdek mikrobiyotasi %80 Firmicutes ve %20
diger gruplardan olusan 21 farkh taksonomik grup olarak
tanimlanmustir (Li vd. 2017). Bu ¢alismada, geng plazma
transferinin kontrol grubuna kiyasla F/B oranini énemli
Olglide duslrdigi gozlemlenmis, bu da disbiyotik yapiya
isaret eden bir faktor olarak degerlendirilmistir. Hem alfa
cesitlilik indeksleri hem de F/B orani agisindan yapilan
geng
uygulamalarinin yash bagirsak mikrobiyotasi Gzerindeki

degerlendirmeler, aralikh orug ve plazma
etkilerinin zamanlamasinin énemini vurgulamaktadir. Bu
bulgular, yaslanma siirecinde bagirsak mikrobiyotasinin
yonetimi ve saglk (lzerindeki etkileri konusunda 6nemli

Ongoruler sunmaktadir.

Aralikli orug ve geng plazma uygulamalarinin, bagirsak
mikrobiyotasindaki tir cesitliligi ve tlrlerin bulunma
oranlari Gzerinde farkli etkileri oldugu gézlemlenmistir. Bu
uygulamalarin, Ruminococcus sp. JE7A12, Intestinimonas
butyriciproducens ve Anaerostipes hadrus gibi baskin
tdrlerin mikrobiyotadaki varhgini sirdirmelerine olanak
tanidigi belirlenmistir. Bu tlrler, 6zellikle Intestinimonas
butyriciproducens ve Anaerostipes hadrus'un butirat
bilinen bakteriler  olmasi
(BM) kritik
Ustlendiklerini gostermektedir (Allen-Vercoe vd. 2012;

Uretimiyle bagirsak

mikrobiyotasinin islevselliginde roller
Hanske vd. 2013). Ruminococcus, seliilozu parcalayabilen
ve Clostridia sinifina ait bir tir olup, bazi dyeleri
inflamatuar bagirsak hastaligi ve Crohn hastaligi ile
iliskilendirilmistir ~ (Falalyeyeva vd. 2022). Ayrica,
Flintibacter sp. KGMB00164 ve Butyrivibrio fibrisolvens
tirleri, hem aralikli oru¢ hem de geng plazma transferi
sonrasi en baskin ilk on tiir arasinda yer almaktadir.
Flintibacter, bitirat tiretebilen gubuk seklinde bir bagirsak
bakterisi 2016),
fibrisolvens ise gevis getiren hayvanlarin ve insanlarin

(Lagkouvardos  vd. Butyrivibrio

bagirsak mikrobiyotasinin bir parcasi olarak, selllozun
bozulmasinda énemli bir rol oynayan bir tirdir (Herndez
vd. 2018). Sadece aralikh orug ve geng plazma uygulamasi
ile  baskin hale gelen, saglkh insan bagirsak
mikrobiyotasinin bir Uyesi olan Flavonifractor plauti
Karpat vd. (2021) ve fonksiyonel safra asidi metabolizmasi
yetenegine sahip Clostridium hylemonae Wolf vd. (2021)
gibi 6nemli tlrlerin varligl, bu miidahalelerin mikrobiyota
Uzerindeki etkisini daha da vurgulamaktadir. Ancak, her
iki uygulamanin birlikte degerlendirildigi gruplarda bu
onemli tlrlerin baskin olmamasi, midahalelerin farkh
zamanlarda uygulanmasinin mikrobiyota Uzerinde daha
yaratabilecegi

desteklemektedir. Bu bulgular, aralikh oru¢ ve geng

olumlu etkiler yonindeki  gorisi

plazma uygulamalarinin bagirsak  mikrobiyotasi

Gzerindeki etkilerinin  karmasik dogasini ve bu

mudahalelerin potansiyel sinerjik veya antagonistik

etkilesimlerini ortaya koymaktadir.

Uygulanan miidahalelerin bagirsak mikrobiyotasindaki tiir
cesitliligi ve baskinlik oranlar Gzerindeki etkileri, belirli
iliskilidir. Arahkh
uygulamasi yapilan gruplarda, bagirsak tiimor biyimesini

turlerin varhg ile yakindan orug
engelleyebilen Faecalibaculum rodentium'un Zagato vd.
(2020), baskin oldugu go6zlemlenirken, geng¢ plazma
transferi yapilan gruplarda, kati timorlere karsi etkili anti-
kanser bagisikhk tepkisi saglayabilen Anaerostipes caccae
ve sellilozu pargalayan Ruminococcus champanellensis’in
baskin oldugu tespit edilmistir (Chassard vd. 2011;
Montalban-Arques vd. 2021).

yaklasimin da bagirsak mikrobiyotasi (izerinde olumlu

Bu bulgular, her iki

etkilere sahip oldugunu ve birlikte degerlendirildiklerinde

sinerjik bir etki yaratabilecegini dusindirmektedir.
Literatiirde, aralikh orug ve geng plazma uygulamalarinin
yaslanmanin etkilerini tersine cevirebilecek gcla
yontemler olduguna dair ¢ok sayida kanit bulunmaktadir.
Aralikh orug, 6zellikle otofaji mekanizmalarini tetikleyerek
hiicresel yenilenmeyi baslatir ve bu yenilenme siireci,
doku ve organ seviyesine kadar genisleyebilir (Bagherniya
vd. 2018). Diger yandan, geng plazma, IGF-1, Follistatin,
LIF, Leptin, Cerberus, GDF5, TIMP1, TIMP4 gibi "genclik
proteinleri" agisindan zengindir ve bu proteinlerin
yaslanma ile negatif iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica,
GHRH, GDF11, TIMP2 ve

osteokalsin gibi yaslanma karsiti faktorler icerebilir ve bu

geng plazma, oksitosin,

faktorlerin yaslanma biyobelirteglerini azalttig
bildirilmistir (Tripathi vd. 2021). Bu ¢alismanin sonuglari,
aralikli orug ve geng¢ plazma uygulamalarinin bagirsak
mikrobiyotasindaki tir cesitliligi ve baskinlk oranlari
Uzerinde farkh etkiler yarattigini ve bu mudahalelerin
farkli daha

olabilecegine isaret etmektedir. Ancak, bu sonuglarin

zamanlarda  uygulanmasinin uygun
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daha derinlemesine anlasilabilmesi icin proteomik ve
metabolomik gibi ileri diizey analitik ydntemlerin

kullanilmasi gerekmektedir. Bu yaklasimlar,
miidahalelerin mikrobiyota Uzerindeki etkilerini daha
detayli bir sekilde ortaya koyarak, yaslanma sirecine
miidahalede vyeni stratejilerin gelistirilmesine olanak

taniyabilir.

Sonug olarak bu arastirmada, yash bagirsak mikrobiyotasi
Gzerinde aralikli orug ve geng¢ plazma uygulamalarinin
etkileri incelenmistir. Aralikli orug, gen¢ plazma aktarimi
ve bu iki midahalenin  kombinasyonu, bagirsak
mikrobiyotasindaki bakteri tir cesitliligi ve baskinhk
oranlari Uzerinde farkhh ve onemli pozitif etkiler
yaratmistir. Bulgular, tir gesitliliginin 6zellikle aralikh orug
ile  maksimize oldugunu gostermektedir. Her iki
miidahalenin ayri ayri uygulandigi durumlar, tirlerin
olumlu etkilere

bulunma oranlar Uzerinde benzer

sahipken, gen¢ plazma aktariminin  F/B  oraninin

normallesmesinde daha etkili oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar, bu iki midahalenin yash bagirsak
mikrobiyotasinin sagligi Gzerindeki potansiyel faydalarini
farkli
olabilecegine

ortaya koymakta ve zamanlarda

degerlendirilmelerinin  avantajl isaret
etmektedir. Ancak, hangi miidahale kombinasyonunun
veya tekil uygulamanin daha Ustiin oldugunu belirlemek
bakteri

arasindaki etkilesimlerin daha detayli analiz edilmesi

icin, bagirsak mikrobiyotasindaki gruplari
gerekmektedir. Ornegin, inflamatuar yanitin &lciilmesi,
bagirsak gegirgenliginin degerlendiriimesi ve bagirsak
mikrobiyotasinda bulunan bakterilerin Grettigi metabolik
Urinlerin profillenmesi gibi analizler yapilabilir. Bu tir

detayll analizler, mikrobiyota saghgini iyilestirmeye
yonelik stratejilerin  gelistirilmesinde  kritik 6neme
sahiptir.

Etik Standartlar Bildirgesi

Bu g¢alismanin hazirlanma sirecinde bilimsel ve etik ilkelere uyuldugu ve
yararlanilan tim galismalarin kaynakgada belirtildigi beyan olunur.

Bu calisma, Saki Yenilli Deneysel Hayvanlari Uretim ve Uygulama
Laboratuvari Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (onay numarasi:
03/05/2022).
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Cikar Catigmasi Beyani
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