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OZET:

Amacg Meyve tiiketimi, daha iyi saglik ve bagirsak mikrobiyotasinda (GM) daha yiksek
bakteri gesitliligi ile yakindan iliskilidir. Camu camu (Myrciaria dubia) benzersiz bir
fitokimyasal profili, gliclii antioksidan potansiyeli ve iddia edilen antienflamatuar potansiyeli
olan bir Amazon meyvesidir.

Tasari 16S rRNA gen bazl taksonomik profilleme ve fekal mikrobiyal transplantasyon (FMT)
ile birlikte metabolik testleri kullanarak, Camu camu (CC) 'nin ham ekstraktinin, yiiksek yag /
yuksek stikroz (HFHS) ile beslenen farelerde obezite ve iliskili imminometabolik bozukluklar
Gzerindeki etkisini degerlendirdik.

Sonuglar HFHS ile beslenen farelerin CC ile tedavisi, kilo alimini, yag birikimini ve kdrlesmis
metabolik iltihabi ve endotoksemiyi 6nlemistir.CC ile tedavi edilmis farelerde glukoz
toleransi ve insilin duyarliliginin artmis oldugu ve ayni zamanda hepatik steatoza karsi da
tamamen korundugu goriilmustir. Bu etkiler, artan enerji harcamasi ve CC ile muamele
edilmis farelerin kahverengi adipoz dokusunda (BAT) ayristirma proteini 1 mRNA
ekspresyonunun dizenlenmesi ile baglantiliydi; bunlar, membran safra asidi (BA) reseptori
TGR5'in mRNA ekspresyonu ile giiclii bir sekilde iliskilendirildi. Ustelik, CC ile muamele
edilmis fareler, degismis plazma BA havuz biylkligi ve bilesimi ve GM'de sert degisiklikler
(6rn., Akkermansia muciniphila'nin gigegi ve Lactobacillus'un kuvvetli bir azalmasi) gosterdi.
CCile muamele edilmis farelerin GM'si ile yeniden olusturulan germ icermeyen (GF) fareler,
daha az agirlik kazanmis ve HFHS kontrollerinin FM'si ile kolonize edilen GF farelerinden
daha ylksek enerji harcamasi sergilemistir.

Varilan Sonug Sonuglarimiz, CC'nin GM'e bagimli olan ve BA havuzunun buyukIligi ve
bilesimindeki blylik degisikliklerle baglantili bir mekanizma olan BAT aktivasyonu ve artan
enerji harcamasi yoluyla viseral ve karaciger yag birikimini 6nledigini géstermektedir.
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Bu galismanin 6nemi
Bu konuda zaten bilinen ne?

- Meyve ve sebzelerin tiketimi daha iyi saglik durumu ve disiik obezite prevalansi ile glicll
bir sekilde iliskilidir.

- Polifenol bakimindan zengin gidalarin diyet alimi, insanlardaki yliksek bakteri zenginligi ve
cesitliligi ile 6nemli dlglide iliskilidir ve hayvan galismalari, diyet polifenollerinin metabolik
faydalari ve bagirsak mikrobiyotasindaki 6nemli degisiklikler arasinda acik bir iliski oldugunu
gostermistir.

- Beslenme fitokimyasallarinin metabolik faydalari icindeki bagirsak mikrobiyotasinin roli
acisindan nedensellik tespit edilmekle birlikte, bu bilesiklerin viicut agirhgi ve bagirsak
mikrobiyotasi lizerindeki etkilerinin altinda yatan mekanizmalar daha fazla arastirma
gerektirmektedir.

Yeni bulgular nelerdir?

- Camu camu (CC) diyetle ilgili obez farelerde beslenme ile ilgili essiz bir karisimin doyurucu
bir dozunu saglayarak, artan enerji harcamasi yoluyla diyet kaynakli obez farelerde obezite
ve metabolik sendromu 6nlemistir.

- CC, metabolik endotoksemiyi 6nledi ve Lactobacillus spp'nin bollugunu biyik 6l¢lide
azaltarak ve Barnesiella spp, Turicibacter spp ve Akkermansia muciniphila'nin genislemesini
tesvik ederek bagirsak mikrobiyotasini yeniden sekillendirdi.

- CC dolasimdaki safra asitleri ve safra asidi kompozisyonunun alt konjuge primer safra
asitlerine ve daha yiliksek konjuge olmayan sekonder safra asitlerine dogru degistirilmis safra
asidi kompozisyonu seviyelerini dislirmuistur.

- Mikropsuz farelerin CC ile muamele edilmis farelerin fekal mikrobiyotalari ile kolonizasyonu
kismen ve gecici olarak CC ile muamele edilmis geleneksel farelerde goriilen metabolik
faydalar yeniden ozetledi.

Bu ¢alismanin 6nemi
Ongériilebilir gelecekte klinik uygulamalari nasil etkileyebilir?

- Verilerimiz, CC ve diger fitokimyasal yonden zengin meyvelerin, metabolik sendromun bazi
zararh ozelliklerini hafifletmek igin A. muciniphila ve bagirsak mikrobiyotasindaki potansiyel
olarak yararl bakterilerin genislemesini tetiklemek igin glivenli ve kolay uygulanabilir bir
beslenme stratejisi olarak kullanimini tesvik eder.

Giris

Sismanlik ve fazla kilo prevalansi diinya capinda son derece yiiksektir1 ve endise verici
tahminler 2030'a kadar 1 milyardan fazla insanin obez olacagini gostermektedir. hastaliklar.3
Obezite ve komorbiditelere yol agan mekanizmalarin desifre edilmesi, yeni tedaviler ve
onleyici stratejiler igin arastirmalara rehberlik etmek igin biiyiik nem tasimaktadir. Onceki



cahismalar, bagirsak mikrobiyotasinin konak metabolizmasini kontrol etmedeki rolini
gostermistir.4 5 Diyet, bagirsak mikrobiyal topluluk yapisini nemli derecede etkilerken, 6
metagenom capinda iliski calismasi, meyve tiketiminin ve diger bitki besin bakimindan
zengin gidalarin en giiclii faktorler arasinda oldugunu ortaya koymustur. insan fekal
mikrobiyotasindaki degisiklikleri aciklama.7 8 Buna gbre, son zamanlarda yapilan hayvan
¢ahismalari polifenol bakimindan zengin meyve 6zlerinin viicut agirhg1 kazancini azalttigini ve
bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerle birlikte insiilin direncini azalttigini géstermistir.9
10 Bununla birlikte, bu bagirsak mikrobiyal degisikliklerinin metabolik faydalara ne oél¢lide
katkida bulunduklari belirsizligini koruyor.

Camu camu (Myrciaria dubia), kendine 6zgii fitokimyasal profilil1 ve giclii antioksidan ve
antienflamatuar aktivitesi oldugu iddia edilen Amazon meyvesidirl1. C vitamini, camu camu
ve ellagik asit gibi flavonoidlerin konsantrasyonu bakimindan bol miktarda bulunur.
ellagitanninler ve proantosiyanidinler de bu meyvede yiikselir.12 13 Camu camu, potansiyel
olarak saglikh fitokimyasallarin Gretken bir toplulugudur, ¢linkii camu camularin ham
Ozitlerinin uygulanmasinin etkisini (buradaki bitkilerin toplaminin iyi oldugunu taklit eden)
beslenme kaynakli obez farelerde obezite ve iliskili immiinometabolik bozukluklar Gzerine
beslenme ile ilgili dozlar. Camu camu'nun konak metabolizmasi Gizerindeki etkilerine aracilik
etmede bagirsak mikrobiyosunun rollini iyice arastirmayi amacladik.

Malzemeler ve yontemler

Hayvanlar

8 haftalik (Jackson, ABD) yastaki C57BI / 6J erkek fareler, Beslenme Enstitiisii'niin hayvan
tesisinde yer alan yiyecek ve su ad libitumu ile kontrol edilen bir ortamda (12 saat giin isigl
dénguisii, 18:00 de isiklar kapatildi) ayri ayri muhafaza edildi ve islevsel yemekler. Normal
yemek diyetinde (Teklad 2018, Harlan) 2 haftalik iklimlendirme sonrasinda, fareler rastgele
olarak dort gruba (n = 12) ayrildi ve yemek veya yiiksek yaglh yiksek sakarozlu (HFHS) diyetle
beslendiler (bkz. Cevrimigi ek) tablo 1).Tedavi, HFHS diyetinin baslatilmasiyla birlikte
baslamistir ve ginlik oral dozlarda (200 mg / kg) tekrar stispansiyon haline getirilmis ham
ekstre camu camu (Sunfood, San Diego, ABD), C vitamini (6.6 mg / kg) veya kullanilan
aragtan olusmustur. 6zi ve C vitamini (yani, hayvan tesisinin icme suyu) 8 hafta boyunca
tekrar siispanse edildi. Camu camu ve C vitamini ekstresi ile tedavi edilen gruplar, baki metni
boyunca sirasiyla CC ve VitC olarak adlandirilirken, aragla tedavi edilen gruplar Chow ve HFHS
olarak tanimlanir. Camu camu 6zitinin fitokimyasal profili tablo 1 ve ¢evrimigi ek tablo 2'de
mevcuttur. Vicut agirligi artisi ve yiyecek alimi haftada iki kez degerlendirildi. 8. haftada,
hayvanlar izofluran ile doygun hale getirilmis odalarda anestezi uygulandi ve daha sonra kalp
delinmesi ile sakrifiye edildi. 2 IU heparin iceren tlplere kan alindi ve plazmayi hiicrelerden
ayirmak icin hemen santrifiijlendi. Kahverengi, deri alti ve visseral yag pedleri gastrocnemius
kasl, karaciger, bagirsaklar, pankreas ve kalp ile birlikte dikkatlice toplandi.



Table 1 Chemical characterisation of the camu camu extract

extract content Daily intake*
(mg/100 g dry (mg/kg body
weight) weight)
Total polyphenols 6550+140 13.10
Anthocyanins nd
Proanthocyanidins 1854.9716.53 3.7
Flavanols/flavonols 110.8+10 0.22
Quercetin 33.5+1.25 0.06
Quercetin-glucoside 5.6+0.51 0.01
Quercetin-galactoside 2.04+0.83 0.004
Quercetion-3-xyloside 3.5+0.96 0.007
Quercetion-3-arabinoside 0.7+0.39 0.001
Myricetin 74.3£1.96 0.14
Myricetin-glucoside/galactoside ~ 8.4+1.63 0.01
Coumaroyl-glucosides 1.0+0.26 0.002
Phenolic acids 100.0+0.001 0.20
4-Hydroxybenzoic acid 1.1+0.31 0.002
p-Coumaric acid 4.6+0.30 0.009
Ferulic acid 0.3+0.03 0.0006
Protocatechuic acid 0.4+0.12 0.0008
Gentisic acid 0.2+0.12 0.0004
Ellagitannins 450.0+110 0.90
Ellagic acid 44.0+£0.001 0.08
Casuarictin 7.0£0.14 0.01
Ellagitannin B 117.146.70 0.23
Ellagic acid 44.0+0.001 0.08
Gallic acid 26.1+0.76 0.05
Sugar
Glucose 1110+0.08 2.22
Fructose 1790+0.11 3.58
Polysaccharides 7280+5.04 14.56
Fibres 34290+685.8 68.58
Insoluble 8092.44+161.8 16.18
Fibres 3669.03+73.3 7.33
Vitamin C 3330+90.8 6.66

Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur.

* GUnlUk alim, farelere 8 hafta boyunca s6zIU olarak verilen 200 mg camu camu 6z / kg
vicut agirhgr dozu esas alinarak hesaplandi.

nd, algilanmadi.

Metabolik kafesler

5. haftada, fareler ayri ayri metabolik kafeslere yerlestirildi (Kapsamli Laboratuvar Hayvan
izleme Sistemi, CLAMS, Columbus Instruments, Columbus, Ohio, ABD). Tiim metabolik
¢alismalar igin oda sicakhgl, fareleri termon-nétralitede tutmak igin 28 ° C'de tutuldu (15, ve
12 saatlik bir aydinlik / karanlik dongiisti).Metabolik viicut buytklugi (vicut agirligr 0.75)
hesaplanirken Kleiber’in spesifik 6zel kitle katsayisi (0.75) kullanilarak metabolik hiz ve viicut
kitlesi arasindaki iliski normallegtirilmistir.



Mikropsuz fareler ve fekal mikrobiyota nakli

ilave bir kohortta, aracla muamele edilmis ve CC ile muamele edilmis geleneksel farelerin
diski topaklari, 6. haftada toplandi ve fosfat tamponlu salin (PBS) (110 mg diski / 350 uL PBS)
icerisinde yeniden siispansiyon haline getirilmesi icin anaerobik haznelere aktarildi. Taconic,
ABD'den 8 haftalik yasta on dort adet mikropsuz C57BI / 6N erkek fare alindi ve varis
glna steril kaplar mikropsuz bir laminer akis kaputu altinda acildi ve fareler taze hazirlanmis
diski stispansiyonlari ile tomurcuklandi ( 350 uL). Aragla muamele edilmis HFHS ile beslenen
farelerin fekal mikrobiyotasiyla yeniden olusturulan mikropsuz farelere HFHS alicilari (n = 7),
buna karsilik CC muameleli HFHS ile beslenen farelerin diski camuru ile yeniden olusturulmus
olanlara CC alicilari denir (n = 7) yazinin tamaminda. Alici fareler baslangicta 4 giin boyunca
(Columbus Instruments) metabolik kafeslerde tutuldu ve daha sonra 10 giin boyunca
havalandirilmis steril kafeslere aktarildi ve galisma boyunca disik yagl bir diyet (Arastirma
diyetleri, D12450H) ile beslendi.

Kapsul ici sicaklik, glukoz homeostazi, plazma safra asitleri (BA), protein ve gen ekspresyonu
ve bagirsak mikrobiyal profilini degerlendirmek igin kullanilan yontemler ¢evrimigi
tamamlayici materyalde mevcuttur. Primer dizileri cevrimici ek tablo 3'te mevcuttur.

istatistiksel analiz

Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi. Bonferroni post hoc testi ile (parametrik veri
setleri i¢cin) tek yonli varyans analizi (ANOVA) veya Dunn ¢oklu karsilastirma testi ile
(parametrik olmayan veri setleri icin) Kruskal-Wallis testi (GraphPad) Prizma, usa). iki yonlii
tekrarlanan oOlclimler Zaman degisken olarak kabul edildiginde Bonferroni son testiyle
ANOVA (Sigmaplot, ABD) kullanildi. Tim sonuglar p <0.05'te istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

iki farkli biyolojik durum arasinda diferansiyel olarak bol ve biyolojik olarak ilgili taksonomik
biyobelirteglerin istatistiksel 6nemi, dogrusal bir ayirici analiz etki blyUklugiu (LEfSe)
kullanilarak él¢tlmustir.

Sonuglar
CC, ancak C vitamini degil, diyetle indiiklenen obez farelerde obezite ve
karaciger steatozunu onler

Gunlik oral CC uygulamasi, 14. giinden itibaren diyetle indiiklenen kilo alimini énledi (sekil
1A, B) ve bu bulgular enerji aimindaki degisikliklerle iliskili degildi (sekil 1C). CC, viseral (yani,
epididim, retroperitoneal ve mezenterik), deri alti (yani, kasik ici) ve yildizlararasi kahverengi
yag (sekil ID) dahil olmak lizere tiim yag depolarinda yag birikmesini &nledi. Bagirsak
uzunlugu ve gastrocnemius, pankreas, kalp ve caecum iceriginin agirhg CC uygulamasindan
etkilenmedi (bkz. Cevrimigi ek sekiller 1a-f). C vitamini diyete bagh obeziteyi engellemedi
(sekil 1A — D), ekstrakttaki diger bilesenlerin gozlemlenen anti-obezite etkilerinden sorumlu
oldugunu one sirdu. Karaciger agirligi, CC ile tedavi edilen farelerde (Sekil 1E) hafifce, ancak
anlamli bir sekilde azalmadi (Sekil 1E); diyetle indiiklenen hepatik steatoz ve dislipidemi, hem
karacigerde hem de CC ile tedavi edilen dolasimdaki diistik trigliserit birikimi ile gosterildigi
gibi CC tedavisi ile tamamen 6nlendi fareler HFHS kontrol farelerine karsi (sekil 1F, G). CC ve



HFHS fareleri arasinda glnlik diski enerjisi ¢iktisinda bir farklilik bulamadik, bu durum CC'nin
gida sindirimini veya bagirsak emilimini degistirmedigini distndurdi (Sekil 1H). CC, enerji
harcamalarini arttirdi ve artiriimis fiziksel aktivite ile ilgisi yoktu (Sekil 11 ve ¢evrimici ek
rakamlar 1g — 1), bu da depolama i¢in daha az enerji elde edilmesine neden oldu (sekil 1J).
Artan oksijen tiiketimine paralel olarak, CC ile muamele edilmis fareler, aracla muamele
edilmis HFHS ile beslenen farelere kiyasla daha yiksek damar ici sicakliga karsi bir egilim (p =
0.08) gostermistir (Sekil 1K, HFHS 35.66 ° C + 0.09; CC 35.97 ° C + 0.08). Birlikte alindiginda,
bu sonuglar CC'nin enerji harcamasini ve termojenezi artirarak diyete bagli kilo alimini ve
yaglanmayi 6nledigini gdstermektedir.
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Camu camu (CC) uygulamasi, ancak C vitamini (VitC) degil, diyet kaynakli obeziteyi 6nler. Fareler standart bir
yemek yemi diyeti (Chow, n = 12) veya yiiksek yag / yiiksek sakaroz (HFHS, n = 12) diyeti ile beslendi ve giinliik
bir CC (n = 12) veya VitC (n =) ekstraktinin giinliik dozlariyla tedavi edildi. 12) 8 hafta boyunca. (A, B) Viicut
agirhg artigi; (C) kiimulatif enerji alimi. (D) Epididimal (e WAT), retroperitoneal (rpWAT), mezenterik (mMWAT)
ve inguinal (iWAT) beyaz adipoz dokular (WAT), inkapkapiiler kahverengi adipoz dokusu (iBAT) ile birlikte
toplandi ve nekropiler sirasinda tartildi. (E) Karaciger agirhgi; (F) hepatik trigliserit igerigi; (G) dolagimdaki



trigliseritler (6 saatlik ag fareler). 5. haftada, fareler gegici olarak metabolik kafeslere yerlestirildi ve (H) fekal
enerji ¢iktisi ve (1) enerji harcamasi degerlendirildi. Fareler, 3 giinliik bir siire boyunca izlendi (1 giinliik
iklimlendirme, ardindan 2 giinliik 6lgiimler). Metabolik hiz ile viicut kiitlesi arasindaki iligki, metabolik viicut
buyukliigi kullanilarak normallestirilmistir (yani viicut kiitlesi 0.75). (J) Enerji bélimlemesi. (K) Yildizlararasi
sicaklik. Veriler ortalama * SEM olarak ifade edildi. (A, 1) iki yonlii tekrarlanan 6lgiimlerde Bonferroni post hoc
testi ile varyans analizi (ANOVA). (B — H, K) Bonferroni post hoc testi ile tek yonlii ANOVA. * Chow vs HFHS igin
P <0.05, ** p <0.01 ve *** p <0.001; HFHS'ye karsi CC igin # p <0.05, p <0.01 ve p <0.001.

CC, adipoz doku iltihabini koreltir, metabolik endotoksemiyi hafifletir
ve diyetle indiiklenen obez farelerde glukoz homeostazini gelistirir

CC tedavisi, yag dokusunda metabolik enflamasyonu 6nleyerek interlokin-1pB (IL-1B) 'e
indirgenme yoniinde gigcli bir egilim (p = 0.07) yol agmistir. Vaskiiler endotel biyiime
faktoru (VEGF), IL-6, interferon-y (INF-y) ve aktivasyona bagl normal T hiicresi seviyeleri, CC
tedavisi ile eksprese edilmis ve salgilanmis (RANTES) seviyelerde degismezken, disik
monosit seviyeleri bulduk. CC ile muamele edilmis, aracla muamele edilmis HFHS ile
beslenen farelerde kemoatraktan protein-1 (MCP-1) (sekil 2A-F). Adipoz dokusunda makrofaj
infiltrasyonunun énemli bir orkestratorii olan azalmis MCP-1 ile paralel olarak, Adgre'nin
distk mRNA ifadesi (F4 / 80 icin kodlar) ve epididimal adipoz dokusunda (eWAT'de dusik
tag benzeri yapi (CLS) yogunlugu bulduk CC farelerinin) (sekil 2G ve cevrimigi ek sekil 2a-c, f).
Gelistirilmis yag dokusu iltihabi ile uyumlu olan CC fareleri, adiposit buyikliginin azaldigini
gosterdi (bakiniz cevrimici ek sekiller 2a-e). CC tedavisi, dislik dolasimdaki LPS seviyeleriyle
gosterildigi gibi metabolik endotoksemiyi de 6nledi (sekil 2H).

Aclik glisemisi, CC ile tedavi edilen ve HFHS kontrol fareleri arasinda farkli degildi (Sekil 21),
CC uygulamasi, aclik hiperinstlinemisini (sekil 2J) 6nledi ve diisik HOMA-IR (Sekil 2K)
tarafindan onerildigi gibi aclik insilin direncini arttirdi. Glikoz sonrasi zorluk, CCile
giclendirilmis glikoz klirensi (sekil 2L, M) ve sinirli diyetle indiklenen hiperinsilinemi (sekil
2N, 0), HFHS kontrol farelerine karsi CC farelerinde insiilin enjeksiyonundan 10 dakika sonra
(sekil 2P) instlin duyarliligi gelistirildi. Bu sonuglar, CC'nin HFHS'nin indikledigi obezite ve
viseral yag birikimi ve enflamasyonu {izerindeki 6nleyici etkisinin, glukoz homeostazi ve
instlin duyarlihiginin artmasina neden oldugunu gostermektedir.
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Camu camu (CC), yag dokusu iltihabini kéreltir, metabolik endotoksemiyi hafifletir ve diyetle indiiklenen obez
farelerde glukoz homeostazini gelistirir. (A) interlokin-1p (IL- miktarini belirlemek igin Chow (n = 12), yiiksek
yag / yiksek sakaroz (HFHS) (n = 12) ve CC (n = 12) epididimal yag pedlerinden (eWAT) protein lizatlari
kullanildi 1B), (B) interl6kin-6 (IL-6), (C) interferon--(INF-y), (D) aktivasyonunda diizenlenen ve normal T hiicresi
aktivasyonunda diizenlenen (RANTES), (E) vaskiiler endotel biiyiime faktori (VEGF) ve (F) monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1). (G) Adgre'nin gPCR analizi (F4 / 80 icin kodlar) eWAT'deki mRNA ifadesi. (H)
Dolasan lipopolisakaritler (LPS) (6 saatlik ag karneler). 6. haftada, fareler (n = 12) gece boyunca ag¢ birakildi (12



saat) ve oral glukoz tolerans testlerine (OGTT) génderildi. Testten 2 saat 6nce CC oral yolla verildi ve CC'de
mevcut sekerler ile iligkili glisemideki olasi degisiklikleri izlemek i¢in CC uygulamasindan 15 dakika sonra
glisemiyi degerlendirdi. (1) Aglik glisemisi; (J) aglik insiilinemisi; (K) instlin direnci igin homeostatik model
degerlendirmesi (HOMA-IR); (L, M) OGTT. (N, O) OGTT sirasinda kan alindi ve glukoz tehdidinden sonra
insiilinemiyi degerlendirmek icin kullanildi. 7. haftada, fareler 6 saat boyunca ag birakildi ve intraperitoneal
insiilin enjeksiyonlarindan (0.65 IU / kg) sonra (P) insiilin tolerans testleri (ITT) yapildi. Veriler ortalama £ SEM
olarak ifade edildi. (L, N ve P) iki yonlii tekrarlanan él¢iimler Bonferroni post hoc testi ile varyans analizini
(ANOVA) olger. (A — K, M ve O) Bonferroni post hoc testi ile tek yonliit ANOVA. * Chow vs HFHS igin P <0.05, **
p <0.01 ve *** p <0.001; HFHS'ye karsi CCigin # p <0.05, p <0.01 ve p <0.001. AUC, egrinin altindaki alan.

CC uygulamasi, sismanliga bagh dysbiosis'i onler

Diski 6rnekleri, calisma sonunda (yani, 8. haftada) ve ¢alisma baslangicinda mikrobiyal
profilin tek bigimliligini dogrulamak igin bir Chow diyeti Gizerinde iklimlendirme periyodunun
sonunda toplandi. Temel koordinat analizi, tim numunelerin baslangigta benzer sekilde
kiimelenmesine ragmen (butin fareler standart bir yemek yemi yediginde), 8 haftalik HFHS
beslemesini, gut mikrobiyal profilini blylk 6l¢lide degistirdi (sekil 3A). Bununla birlikte, CCile
muamele edilmis fareler, kismen, CCT bagirsak mikrobiyal profilinde (Sekil 3A) dnemli
degisikliklere isaret eden, aracla muamele edilmis HFHS ile beslenen fareler 6rneklerinden
kismen ayrilmistir. CC tedavisi, mikrobiyal zenginlikteki diyetin neden oldugu dislsi (sekil 3B)
ve iki obezite odakli dysbiosis belirtisi olan (Sekil 3C, D) artisi engelledi (Sekil 3C, D).
Bifidobacterium ve Barnesiella'da azalma (Sekil 3E ve ¢evrimici tamamlayici sekiller 31, n) ve
daha sonra HFHS'ye kiyasla CCM mikrobiyotasindaki tespit edilen Firmicutes'daki azalmanin
¢ogunu aciklayan Lactobacillus'un goreceli bollugunu azaltmistir (Sekil 3E ve ¢evrimigi
tamamlayici sekil 3a ).

LEfSe yaklasimi, Barnesiella spp ve Turicibacter spp ile birlikte, Lactobacillus spp'ye HFHS
kontrol farelerinden fekal bakteri topluluklari ayiran temel 6zellikleri olarak operasyonel
taksonomik birimlerde (OTU) 6nemli bir disis gosterdi (Sekil 3G ve ¢evrimigi ek sekil 3a, k, 1).
Barnesiella ve Turicibacter'in bollugu, aragla muamele edilmis HFHS farelere kiyasla (Sekil 3F)
kiyasla Chow farelerinde de fark edildi. CC farelerinde Akkermansia muciniphila'nin
genislemesine yonelik bir egilim buldugumuzdan (sekil 3E ve ¢evrimici tamamlayici sekil 3m),
bu bakteriyi gPCR ile 6lctiik ve CC farelerinde bollugunda buyuk bir artis tespit ettik (sekil 3H).
Her ne kadar OTU'lar Delftia, Roseburia, Anaerostipes, Anaerotruncus ve Parabacteroides
cinslerine ve siniflandirilmamis cinslere tahsis edilmis olmasina ragmen, Christensenellaceae
ve Erysipelotrichaceae familyalarinda siniflandiriilmamis cinsler LEfSe tarafindan CC ve HFHS
kontrol fareleri arasinda belirgin bir sekilde ayirici taksonlar olarak tanimlanmis olsalar da,
(Sekil 3), diisiik sayidaki dnemsiz olarak, (sekil 3E). Bu nedenle, dzellikle Barnesiella,
Turicibacter, Bifidobacterium, A. muciniphila ve Lactobacillus gibi CC ile ilgili ana etkilere
odaklanmaya karar verdik.



A B # C F/B ratio D Taxonomic profile
[ 300 1001 = — H
—_ *x #
‘ : B
k% g
400 £ £200 I
— 53
[Flchow bs 5 ‘ 88 7541 .
[E]chow_ws ) [ ] ]
g HFHS bs 2 ‘ [ 28 2,
H flimete  E — \ [ e 3100 g
& [Elcc bs o %0 o 3
3 [Slcc_we s L [ = <
o F w °
e o = 2
* baseline _ré‘u 50
A week 8
REE 2
2001 O O ]
bs week8 «
: 25
Verrocumicrobia
: ; . . G & B A G Q =
%, %, % & o e
PCoA1 [21.1%] O,P o,p /;3, /;3, % % % "‘o - Tenericutes'’ B
\% g, \6@ \"0 Proteobacteria’
¢ Actinobacteria
= Bacteroidetes* * 0SS
% Firmicutes™ * & O O
irmicutes’ O‘\OS‘Q\ Io)
Bifidobacterium* *
Coriobacteriaceae_g E F
mm  Adlercreutzia Taxonomic profile
i #
Barnesiella * 100 [ Chow_ws N HFHS_ w8
mmm  Parabacteroides — | | . | | \ |
f_Ruminococcaceae_g_2 I
= S24-7_g™ = " g_Oscillogpira I
- f_Peptostreptococcaceae_g N
Planococescede. g o_Angerotrncys EE———
Oscillibacter NG
Enterococ_caceae_g 80 %:Auubaculum
== Lactobacillus * g_Delftia I
o g_ Parabacteroides
Turicibacter _ Anaeroplasma
Clostridiales_f g & o_Jlostridiales .9
_f_ Q 52479
Christensenellaceae_g 260 g _ﬁ?ce‘goasct;gss
== Clostridiaceae_g 8 q”Bifidobacterium
== Clostridium 3 r _ame . ' i
Dehalobacterium 5 -60 -48 -36 -24 -12 00 12 24 36 48 60
Lachnospiraceae, {3 [— LDA SCORE (log 10)
S g = G
= Anaerostipes £ 404 —
== Coprococcus ° - EEN CC_w8 NN HFHS_w8
Dorea ' ' ) g_Lactbbacjllus—
g_Farabacteroides I——
Roseburia Anaerotruncus. W
rod-4 g~ Roscburia
20{mm = P Lachnospiraceae_g
Peptostreptococcaceae_g** C—Sidiales {9
2 j—f i ‘Anaerostipes
Ruminococcaceae_g * ?7 T[Jyri;‘;'f;%:tgshaceae,g
== Anaerotruncus ** | §—Barnesiclla
-6.0 —-4.8 0.0 1.2 2.4 3.6 4.8 6.0
Oscillibacter ** 0 LDA SCORE (log 10)
i P—_—
Oscillospira & Q\% C;c’
Ruminococcus N Qg
mm  Mogibacteriaceae_g
=== Anaerovorax
Erysipelotrichaceae_g
mm Allobaculum*
mm  Coprobacillus
mm  Delftia H
= i
F16_g Akkermansia muciniphila
== Anaeroplasma** 3 .
T Akkermansia (P=0-09 HFHS vs cc) 31.5x10 *
g
2 1x108
&
g
s
3§ 5x107
S
£
=
3
H 0 N20
8
c}‘%@‘b <)

sekil 3

Camu camu (CC), yiiksek yag / yiiksek sakaroz (HFHS) ile beslenen farelerde sismanlhiga bagh
bagirsak mikrobiyota dysbiosis'i 6nler. Chow beslemeli (Chow, n = 9), HFHS (n = 11) ve HFHS ile
beslenen CC ile muamele edilmis (CC, n = 11) farelerin diski 6rnekleri, 8. haftada toplandi. HFHS
diyet veya CC tedavisine baglamadan 6nce, bir Chow diyeti lizerinde iklimlendirmenin (baz (bs)).
Genomik DNA digkidan ekstrakte edildi ve ardindan 16S rRNA bazh bagirsak mikrobiyal profillemesi
yapildi. (A) Agirliksiz UniFrac mesafe matrisinde ana koordinat analizi (PCoA), (B) Chaol endeksi
(OTU seviyesinde), (C) Bacteroidetes Firmicutes (F / B) orani (toplam Firmicute / toplam Bacteroidet
sayisi). Taksonun (D) filum ve (E) en diisiik taksonomik seviyede goreceli bollugu. Taksonlari (F)
Chow - HFHS ve (G) CC - HFHS bagirsagi mikrobiyotasi arasinda daha kuvvetli bir sekilde ayirt
edebilecek en diisiik taksonomik seviyedeki taksonlari arastirmak icin dogrusal ayirici analiz (LDA)



etki biiyukliugii (LEfSe) hesaplandi. (H) 3 x 109 kopya 16S (toplam bakteri) ile normalize edilmis fekal

“_n

Akkermansia muciniphila'nin qPCR miktarinin belirlenmesi. Taksonun sonunda “f” ve “g”, sirasiyla
siniflandirilmamis ailesi ve cinsi belirtir. (B — E) Dunn’in ¢oklu karsilastirma testiyle Kruskal-Wallis testi.
(H) Bonferroni post hoc testi ile tek yonli varyans analizi. * P <0.05, ** p <0.01 ve *** p <0.001 Chow
- HFHS; HFHS ve CCigin # p <0.05, p <0.01 ve p <0.001.

CC uygulamasi, plazma safra asidi havuzunu degistirir ve kahverengi
yag aktivasyonu ve beyaz adipoz dokusunun esmerlesmesi
markorlerinin mRNA ekspresyonunu yiikseltir.

BA'nin enerji homeostazi ve kahverengi adipoz doku aktivitesini diizenledigi gosterilmis
oldugundan, 21-23 BA havuzundaki degisikliklerin CC ile tedavi edilmis farelerde goériilen
etkilerle baglantili olup olmayacagini degerlendirmeye calistik. Dolasimdaki
tauro-a-murokolik asit (TaMCA) ve tauro-mu-murokolik asit (TBMCA) goreceli bollugu CC
farelerinde daha diisikken, mu-murokolik asit ve mu-murokolik asit (WMCA) orani daha
yuksekti. Bu fareler (Sekil 4B ve ¢evrimici ek tablo 5). Ayrica, chenodeoksikolik asit (CDCA),
deoksikolik asit (DCA), hyodeoksikolik asit ve ursodeoksikolik asit (UDCA) goreceli bollugu,
HFHS kontrol farelerine karsi CC farelerinin plazmasinda daha yiiksek oldugunu gostermistir
(Sekil 4B ve ¢evrimici ek tablo 5). paralel azalmis dolasimdaki BA (sekil 4A ve ¢evrimigi ek
tablo 5) ve CC farelerinin plazmasindaki ikincil ve konjuge olmayan BA oraninin artmasi (sekil
4B, cevrimigi ek tablo 5 ve ¢evrimici ek sekil 4a-d).Diski BA konsantrasyonu, aragla tedavi
edilen ve CCile tedavi edilen fareler arasinda benzerdi (sekil 4A, ¢evrimici tamamlayici
sekiller 4e-h ve ¢evrimigi tamamlayici tablolar 4 ve 5), CC farelerinde degistirilmis
dolasimdaki BA'nin BA sentezindeki farkliliklara kiyasla daha fazla oldugunu ortaya koydu
bosaltim / yeniden alim. BA havuzunun boyutunun kiglttilmesiyle uyumlu olarak, NrOb2'nin
(Shp1 icin kodlar) ileal mRNA ifadesi CC farelerinde asagi dogru diizenlenmistir; bununla
birlikte, bu, BA tasiyicilari organik ¢6zlinen tasiyici-a (Osta, Slc51a) ve Ost® (faresioid X
reseptori (FXR) kontroli altindaki farnesoid X reseptori (FXR) kontrol altindaki diger
genlerin mRNA ekspresyonunu etkilemek icin yeterli degildi. Slc51b), CC farelerinin
ileumunda (sekil 4C). Bu bulgular, CC farelerinin karacigerindeki Cyp7al'in mRNA
ekspresyonunda HFHS ile beslenen kontrol farelerine kiyasla (Sekil 4D) degisikliklerle ilgili
degildi. Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar, CCile tedavi edilmis farelerde plazma BA havuz
blylkligindeki ve bilesimdeki sert degisiklikleri vurgulamaktadir.
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Sekil 4

Camu camu (CC) uygulamasi safra asidi havuzu boyutunu ve kompozisyonunu degistirir ve
kahverengi adipoz doku aktivasyonu, lipoliz ve lipogenezde yer alan genlerin mRNA ekspresyonunu
yiikseltir. (A, B) Plazma ve fekal safra asitleri. (C) ileum, (D) karaciger, (E) epididimal adipoz doku
(eWAT), (F) inguinal adipoz doku (iWAT) ve (G) kahverengi adipoz dokudan (BAT) ekstrakte edilen
Messenger RNA, RT-PCR ile dlgiilmiistiir. Bagil ekspresyon, referans grubu olarak aktris ve referans
geni olarak aktin olarak mCt metodu kullanilarak hesaplandi. (H) BAT ve iWAT mRNA ekspresyon
profilleri arasindaki korelasyon matrisi (koyu degerler istatistiksel olarak anlamli korelasyonlari
gosterir; p = 0.05, 0.404> r> 0.404; p = 0.01, 0.515> r> 0.515; p = 0.001 ise 0.628> r> 0.628) . (1)
Serbest gliserol. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi. Bonferroni post hoc testi ile tek yonlii
varyans analizi. ¥ Chow vs HFHS igin P <0.05, ** p <0.01 ve *** p <0.001; HFHS'ye karsi CC icin # p
<0.05, p <0.01 ve p <0.001.

Bulgularimiz, CC ile muamele edilmis farelerin hem kahverengi (BAT) hem de inguinal (i\WAT)
adipoz dokularindaki ayristirma proteini 1 (Ucp1) ve deiodinaz 2'nin (Dio2) mRNA
seviyelerinde anlamli bir artis oldugunu ortaya koydu (Sekil 4F, G). Ayrica, iWAT beigingini
destekleyen CC fareleri, daha yiksek peroksizom proliferator-aktive edilmis reseptor y-2
(Pparg2) mRNA ekspresyonu, 16 (Prdm16) gen ekspresyonu iceren PR alanini arttirma ve



aragla karsilastirildiginda iWAT'de artan UCP1 protein ekspresyonuna yonelik bir egilim
gosterdiler. ile muamele edilmis HFHS ile beslenen fareler (sekil 4F ve ¢evrimici ek sekil 5a).
Yiiksek BAT aktivitesi ile uyumlu olarak, Pparg2'nin mRNA ifadesi, CC farelerinin BAT'inda
artmis, PPAR koaktivator la (Pgcla) gen ifadesi, CC ile muamele edilmis ve aragla muamele
edilmis HFHS ile beslenen farelerin BAT'inda daha yiksek egilim gostermistir (sekil 4G).
Fgfrd'in mRNA ifadesi, CC farelerinin kasik yaginda (sekil 4F) yukari dogru dizenlenmistir,
ancak bu farelerin eWAT veya BAT'Inda (sekil 4E, G). Hem iWAT hem de BAT'ta Ucp1 ve Dio2
MRNA ekspresyonu ile BAT'de TGR5 (Gpbarl) mRNA ekspresyonu ile BAT aktivasyonunda yer
alan tim anahtar genler (Sekil 4H) arasindaki mRNA ekspresyonu arasinda gli¢li bir
korelasyon bulduk. Analizimiz ayrica, Fgfrd'iin mRNA ifadesinin iWAT'deki Dio2'nin mRNA
ifadesi ile giiglli bir sekilde korele oldugunu (r = 0.86) (Sekil 4H) ortaya koymustur. EWAT'ta
Ucp1 ve Fgfrd mRNA ifadesinde énemli degisiklikler tespit etmedik (sekil 4E). Ozet olarak, bu
veriler deri alti beyaz yag dokusunun kahverengilesmesiyle birlesmis kahverengi yag
aktivasyonunu desteklemektedir.

Safra tuzu hidrolazlarini (BSH) ifade ettigi bilinen Lactobacillus spp, diskidaki birkag¢ konjuge
olmayan BA ile glicli bir sekilde korelasyon gosterdi. Akkermansia, wWMCA ile negatif
korelasyon gosterdi ve dolasimdaki DCA ve UDCA'nin taurin-konjuge formlarinin yani sira
sekonder BA LCA ile pozitif korelasyon gosterdi (Tablo 2). Siniflandiriimamis
Erysipelotrichaceae ve Lachnospiraceae ile Barnesiella gibi diger bakteri gruplari da
plazmadaki sekonder BA'larin hem serbest hem de taurine konjuge formlari ile gigl bir
sekilde korele idi (Tablo 2). Bu sonuglar, CC farelerinin bagirsak mikrobiyotasindaki
anahtar-filotiplerin sekonder BA'larin sentezine katkida bulunabilecegini gbstermektedir.

Daha sonra lipolitik / lipojenik programdaki degisikliklerin, CC farelerinde bulunan yag kitlesi
kazancina da katkida bulunup bulunmadigini degerlendirdik. Plazma icermeyen gliserole
(sekil 41) ve CC farelerinin hem eWAT hem de iWAT'lerinde (sekil 4F, G) artan Ppara gen
ifadesine ek olarak, hem eWAT hem de eWAT'de adipoz trigliserit lipazin (Pnpla2 tarafindan
kodlanan) artan mRNA ifadesi bulduk iWAT (sekil 3E, F). Ayrica, lipoprotein lipaz (LPL)
inhibitori achk kaynakli adipoz faktoriinin (Fiaf) ileal gen ekspresyonu, CC farelerinde (sekil
3C) azalirken, monoasilgliserol lipazin (Mgl1) gen ekspresyonu CC'den etkilenmedi (Sekil 3E).
F). Bu bulgular, daha yiiksek trigliserit klirensi ile beslenen lipoliz ve yag asidi
oksidasyonunun arttigina isaret ederken, Mgll muhtemelen transkripsiyon seviyesinde zayif
sekilde diizenlenir. EWAT'de 36 (CD36) ve yag asidi sentazinin (FAS) farklilasma kiimesinde
protein ekspresyonunun azaldigini bulduk (bkz. Cevrimici tamamlayici sekiller 5h, j) ve
CCW'nin iWAT'Inda dislik yag asidi baglayici protein 4 (FABP4) ve FAS islenmis fareler (bkz.
cevrimici ek sekiller 5b, f). IWAT'de CD36, PPARy (-2 ve toplam) ve asetil-CoA karboksilaz
(ACC) protein ekspresyonu CC isleminden etkilenmedi (bkz. Cevrimici ek rakamlar c - e),
PPAR- (-2 ve toplam protein seviyeleri) ), EWAT'deki FABP4 ve ACC, CC ile tedavi edilen ve
aracla tedavi edilen HFHS ile beslenen fareler arasinda farkli degildi (bakiniz ¢evrimici ek
sekiller g, i, k). Bu veriler, daha yiiksek enerji harcamasina ek olarak, CC farelerinin hem
viseral hem de deri alti yag depolarinda artan lipoliz / yag asidi oksidasyonunu ve azalmis
lipit sentezini gosterdigini ortaya koymaktadir.



Table 2 Correlation between key gut microbial taxa and bile acids in CC-treated mice

LCA CDCA DCA HDCA UDCA CA HCA aMCA SMCA wMCA TLCA GCA TC
Faeces
Barnesiella 0.16 0.24 0.11 0.16 -0.01 0.09 0.14 0.01 0.33 -0.37 -0.24 -0.
Turicibacter 0.46 0.36 0.30 0.60 0.45 0.69 0.40 -0.28 0.49 0.11 0.08 -0.
Lactobacillus 0.89 0.67 0.62 0.93 0.82 0.91 0.81 0.11 0.72 0.01 0.44 -0.
Akkermansia 0.04 -0.26 0.04 -0.05 0.13 0.08 -0.07 -0.31 0.18 -0.05 -0.09 -0.
Christensenellaceae -0.22 -0.59 -0.42 -0.28 -0.13 -0.30 -0.48 -0.17 -0.30 -0.40 -0.19 -0.
Roseburia -0.26 -0.30 -0.27 -0.17 -0.22 -0.02 -0.11 -0.34 0.07 0.59 -0.19 -0.
Lachnospiriraceae -0.12 -0.60 -0.68 -0.18 -0.03 -0.31 -0.46 0.22 -0.75 -0.16 0.17 0
Delftia 0.04 0.30 0.39 -0.03 0.04 -0.06 0.16 0.25 -0.03 0.02 0.36 0.
Anaerostipes 0.84 0.50 0.39 0.82 0.75 0.79 0.66 0.09 0.56 -0.12 0.43 -0.
Erysipelotrichaceae -0.13 -0.01 0.18 -0.09 -0.10 -0.18 0.00 0.16 0.13 -0.35 -0.38 -0.
Bifidobacterium -0.34 0.40 0.45 -0.24 -0.40 -0.29 0.06 0.23 0.05 0.01 -0.34 -0.
Plasma

Barnesiella -0.48 0.35 -0.44 -0.16 0.62 0.35 0.34 0.55 -0.04 0.
Turicibacter -0.07 -0.08 0.07 0.47 -0.19 0.08 -0.02 -0.14 -0.15 0.
Lactobacillus 0.08 -0.12 0.05 0.66 -0.02 0.35 0.21 0.08 -0.02 0.
Akkermansia 0.66 -0.29 0.03 -0.14 -0.29 -0.28 -0.35 -0.41 -0.58 0.
Christensenellaceae 0.70 0.01 0.41 -0.19 -0.03 -0.25 -0.21 -0.22 -0.20 0.
Roseburia 0.03 -0.17 -0.32 0.01 -0.47 -0.32 -0.39 -0.48 -0.37 -0.
Lachnospiriraceae 0.45 0.28 0.35 0.12 0.07 -0.31 -0.21 -0.23 0.19 -0.
Delftia -0.15 -0.23 0.30 0.04 -0.08 0.31 0.34 0.30 0.47 0.
Anaerostipes 0.04 -0.04 -0.19 0.43 0.10 0.11 -0.01 -0.01 -0.25 -0.
Erysipelotrichaceae 0.74 -0.41 0.31 -0.30 -0.19 -0.17 -0.18 -0.24 -0.34 0.

Pearson’un kalin harflerle vurgulanmasi r istatistiksel olarak anlamhdir.

CA, kolik asit; CDCA, kenodeoksikolik asit; DCA, deoksikolik asit; GCA, glikolik asit; GCDCA,
glikokenodeoksikolik asit; GDCA, glikodeoksikolik asit; GLCA, glikolitolik asit; GUDCA,
glikolirsodeoksikolik asit; HCA, hyokholic asit; HDCA, hyodeoksikolik asit; LCA, litokolik asit; TCA,
tauro-kolik asit; TDCA, tauro-deoksikolik asit; TLCA, tauro-litokolik asit; TUDCA, tauro-ursodeoxycholic
acid; T MCA, tauro- -murokolik asit; T MCA, tauro- -murokolik asit; T MCA,

tauro- -murokolik asit; UDCA, ursodeoksikolik asit; MC, -murokolik asit; MCA, -murokolik
asit; MCA, -murokolik asit.

Mikropsuz farelerin CC ile muamele edilmis farelerin fekal
mikrobiyotasi ile yeniden olusturulmasi enerji harcamasini arttirir

Daha sonra CC ile tedavi edilen veya aracla tedavi edilen HFHS ile beslenen donér farelerin
diski mikrobiyotasi ile kolonize edilmis germsiz fareler kullanilarak fekal mikrobiyota nakli
(FMT) yaptik. Kolonizasyon sonrasi 1, 2 ve 3 glin boyunca, HFHS alicilari, baslangigtaki viicut
agirliklarinin sirasiyla% 3,% 2 ve% 2.4'tini kazanmistir (sekil 5A ve gevrimigi ek sekil 6a). Buna
karsilik, CC ahcilari, 1 giin sonra kolonizasyon sonrasi% 5 hizl bir viicut agirhigi kaybi,
ardindan 2 ve 3 glinlerinde sirasiyla% 3.7 ve baslangig vicut agirhklarinin% 1.4 kaybi
gosterdi (Sekil 5A). Bu, CC alicilari ve HFHS alicilari arasinda 1. glinde (p <0.001) ve 2 (p =
0.009) postkolonizasyon sonrasi agirlik artisinda ve 3. glinde korunma egiliminde (p = 0.1)
anlamli farkliliklara neden oldu. enerji alimi ya da gruplar arasinda fekal enerji atilimi (sekil
5B ve ¢evrimici ek rakamlar 6b, c). Kolonizasyon sonrasi ilk ginlerde yapilan dolayli
kalorimetri 6lctimleri, 1 ve 2 numarali kolonizasyon sonrasi fiziksel aktivite ile ilgili olmayan
enerji harcamasinda belirgin bir artis oldugunu ortaya koydu. Bu etki 3. glinde azaldi ve 4.
glnde kolonizasyon sonrasi tamamen kayboldu (sekil 5C ve ¢evrimici ek rakamlar 6d - i).
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Sekil 5

Mikropsuz farelerin camu camu (CC) ile muamele edilmis farelerin fekal mikrobiyotasi ile yeniden
olusturulmasi, CC uygulamasinin kilo alimi ve enerji harcamasi lizerindeki etkilerini 6zetlemektedir.
Germ igermeyen fareler, ya yiiksek yag / yiiksek sakaroz (HFHS) ile beslenen aragla muamele
edilmis farelerin (HFHS alicilari, n = 7) veya CC ile muamele edilmis farelerin (CC alicilari, n = 7) diski
karigimlari ile sulandirildi ve saklandi Kolonizasyon sonrasi ilk giinlerde metabolik kafeslerde diisiik
yagh bir diyet. Fareler daha sonra steril kafeslere aktarildi ve spesifik patojensiz (SPF) kosullar
altinda tutuldu. (A) Kilo alimi; (B) enerji alimi; (C) enerji harcamasi (metabolik viicut hizi ile viicut
kiitlesi arasindaki iliski, metabolik viicut biyiikliigii, yani viicut kiitlesi kullanilarak 75.75 olarak
normallestirilmistir). (D, E) HFHS ve CC alicilarinin filum ve en diisiik taksonomik diizeyde
taksonomik profilleri kolonizasyon sonrasi 1, 2 ve 3 giin sonra elde edildi (1. giin — n=3; 2. glin — n
=5; 3. glin — n=4) . (F) HFHS ve CC alicilarinin bagirsak mikrobiyotasinin 1., 2. ve 3. giin
sonrasindaki giinlerinde daha iyi ayirt edilmesi icin miimkiin olan en diisiik taksonomik seviyede
LEfSe takson analizi. (G) HFHS ve CC alicilarinda Firterates / Bacteroidetes (F / B) orani (toplam



sayim Firmicutes / toplam sayim Bacteroidetes). (H — Q) Taksonlar qPCR kullanilarak él¢tilmiis ve
her taksonun kopya sayisi 16 x 3S 109 kopya (normal bakteri) ile normallestirilmistir. (R) CC'nin
ekstraktinda ve HFHS alici ve CC alici fareleri kolonilestirmek igin kullanilan fekal bulamaglarda
bulunan toplam polifenollerin Folin-Cicalteu ile miktar tayini. Veriler ortalama + SEM olarak ifade
edildi. iki noktadan tekrarlanan dl¢iimlerde Bonferroni post hoc testi ile varyans analizi, zaman
noktalari arasindaki farklarin 6Gnemini hesaplamak igin kullanildi. * P <0.05, ** p <0.01 ve *** p
<0.001.

16S rRNA gen bazl profillemesinde, HFHS alici ve CC alici farelerde 1. glin kolonizasyon
sonrasi giinde farkli bagirsak mikrobiyal topluluklari tespit edildi (bkz. Cevrimigi ek sekil 6j).
Mikrobiyal topluluklar 2. glinde yapilan kolonilesme isleminde daha da kiimelenmistir, bunu
takiben HFHS-alici ile CC-alici bagirsak mikrobiyotasi arasinda 3. glinde kolonizasyon sonrasi
daha yiiksek benzerlik olmustur (bakiniz ¢cevrimigi ek sekil 6k, 1). Kolonizasyon sonrasi 1.
gunde gorulen farklliklar cogunlukla diisiik Firmicutes / Bacteroidetes oraninin ve
Verrucomicrobia'nin daha yiksek bulunma egilimiyle aciklanmistir (sekil 5D, G ve ¢evrimigi
ek tablo 6). CC alicilarinda Verrucomicrobia'nin artan bollugu, kolonizasyon sonrasi 2. giinde
siddetlendi, istatistiksel olarak anlamli seviyelere ulasti ve 3. glinde kaybedildi (sekil 5D ve
cevrimici ek tablo 6). Verrucomicrobia, yalnizca farelerin ve insanlarin bagirsak
mikrobiyotasindaki A. muciniphila tarafindan temsil edildiginden, ikincisi, kolonizasyon
sirasinda HFHS alicilarina karsi CC alicilarindaki kadar sikti (sekil 5E ve ¢evrimigi ek tablo 7). A.
muciniphila'nin yani sira, 1. postkolonizasyonun 1. glinlinde disilk taksonomik seviyede
yapilan analiz, HFHS alicilarina karsi CC alicilarinda siniflandirilmamis Lactobacillales ve
Lactobacillus ve Turicibacter'de daha disiik miktarda oldugunu ortaya koydu (Sekil 5E, F ve
cevrimici ek tablo 7). Barnesiella, CC alicilarinda post-kolonizasyon sonrasi 1. ve 2. giinlerde
daha yiksek bir egilim gostermistir (sekil 5E, F ve ¢evrimici ek tablo 7). 2. giinde, CC alicilari
daha yuksek oranlarda rc4-4 (Peptococcaceae familyasinda bir cins) ve Bifidobacterium'u ve
Bacteroidales S24-7 ve Allobaculum'un disiik bollugunu (sekil 5E, F ve ¢evrimigi ek tablo 7)
gosterdi. 3. glinde, CC alicilarinda Lachnospiraceae, Dorea, Coprococcus ve Ruminococcus
gibi Firmicutes'un baskinliginin artmasi, CC ile tedavi edilen ve HFHS ile tedavi edilmis
farelerin digki siispansiyonlari ile yeniden yapilandiriimis farelerin bagirsak mikrobiyal
topluluklari arasindaki farklari biyik olgiide azaltmistir (sekil S5E, F, FE ile tedavi edilmis). ve
cevrimici ek tablo 7). HFHS ve CC alicilarinin bagirsak mikrobiyotasi genellikle donér
farelerinkinden farkliydi (Sekil 3D-G). istisnalar, 1. ve 2. giin postkolonizasyonda A.
muciniphila ve Barnesiella bollugu, 1. postkolonizasyonda disiik Lactobacillales ve 2. glinde
postkolonizasyonda yiksek Bifidobacterium, CC alicilarinda goérilen ve CC ile tedavi edilen
donor farelerde gozlenen 6zelliklerdir. Bu veriler, kisa sireli kolonizasyonun donor farelerle
karsilastirilabilir stabil bir bagirsak mikrobiyotasi olusturmak icin yeterli olmamakla birlikte,
CCile tedavi edilmis farelerdeki fekal mikrobiyotada zenginlestirilmis birkag taksonun
modelimizde enerji harcamalarini arttirmak icin yeterli oldugunu gostermektedir.

QFRR'yi, HFHS ve CC alicilarinin fekal 6rneklerinde CC ile tedavi edilmis fareler tarafindan
barindirilan anahtar filotiplerin bollugunu degerlendirmek icin kullandik. Kolonizasyon
sonrasi 1. giinde, HFHS alicilariyla karsilastirildiginda CC alicilarinin diskisinda diisiik
Lactobacillus spp ve yiiksek A. muciniphila bollugu bulundu (Sekil 5H-Q). ilgingtir ki, sadece A.
muciniphila, CC alicilarinin bélgelerinde HFHS alicilariyla karsilastirildiginda, 2. glinde yapilan
kolonizasyon sonrasi anlamli sekilde zenginlesti (Sekil 5Q). gPCR analizi, HFHS alicilarina karsi
CC alicilarinda 1 ve 2 postkolonizasyon sonrasi 16S siralama analizi ile bulunan
Bifidobacterium spp, Barnesiella spp, Allobaculum spp ve Turicibacter spp'deki degisiklikleri
dogrulamamistir (sekil 51 — K, N). Parabacteroides, Anaerostipes, Anaerotruncus ve



Roseburia varligi da kolonizasyon sonrasi ilk 2 glin boyunca farkli degildi (sekil 5L, M, O, P).
Bu sonuglar A. muciniphila ve Lactobacillus spp'nin diyetle indiklenen obez farelerde artan
enerji harcamasi ve CC uygulamasinda kilo aliminda énemli bir etken oldugunu
gostermektedir.

CCile muamele edilmis ve aragla muamele edilmis HFHS ile beslenen dondr farelerden kalan
fekal bulamacglari bir araya toplanmis ve bu numunelerdeki toplam polifenol miktari
Folin-Ciocalteu testi ile degerlendirilmistir. Sekil 5R'de gosterildigi gibi, CC ile muamele
edilmis diskilardan yapilan sispansiyonlarda 4.58 mg polifenol / 100 g diski bulduk. Bu
konsantrasyon, CC ekstraktinda bulunan polifenolik konsantrasyondan 1430x daha disuktir
(yani, 6550 mg / 100 g, sekil 5R ve tablo 1), CC alicilarinda gériilen fenotipin, diski
siispansiyonlarinda bulunan polifenollerden kaynaklanmadigini kuvvetle belirtir.

Tartisma

HFHS ile beslenen farelerin glinliik olarak zengin bir bitkisel gida karisimi iceren bir CC 6zt
ekstresi ile tedavisinin diyetle indiklenen obeziteyi 6nlemek ve metabolik sendromu
iyilestirmek icin yeterli olduguna dair kanitlar sunuyoruz. Calismamiz, CC tedavisinin yararli
etkisinin altinda yatan bazi temel mekanizmalari aciklamaktadir. CC'nin anti-obezite etkisi,
enerji alimindaki veya atilimindaki degisikliklerle iliskili degildir ve daha ¢ok artan eneriji
harcamasi ve uyarlanabilir termojenez ile iliskilendirilir. CC tedavisi ayni zamanda lipogenezi
ve aktive edilmis lipolizi ve yag dokularinda serbest yag asidi oksidasyonunu sinirlandirdi ve
bu da bu farelerde yag kitlesi kazaniminin artmasina katkida bulundu. Verilerimiz degismis
plazma BA havuz biiyikligi ve kahverengi yag aktivasyonu ve deri alti beyaz yagin kizarmasi
ile tutarl kompozisyon icin olasi bir rolli ortaya koymaktadir. Bulgularimiz, bagirsak
mikrobiyotasindaki degisikliklerin, CC tedavisinin anahtar metabolik faydalari ile baglantih
oldugunu géstermektedir. ilging bir sekilde, cevrimici ek sekil 1j, k'de gésterildigi gibi, CC ile
tedavi edilen fareler, aracla tedavi edilen HFHS ile beslenen farelere gore daha erken aktif
hale geldi.

CC bazl Grinler, yiksek C vitamini icerigi ve glicli antioksidan potansiyeli iddia ettikleri icin
yaygin olarak pazarlanmaktadir.13 Farelerin glinliilk 200 mg / kg CC'de (yani 6.6 mg'da
bulunan ayni C vitamini dozu ile tedavi edildigini gosterdik. / kg), aracla tedavi edilen HFHS
ile beslenen farelere kiyasla yag kitlesi kazanci sergiledi; bu da, yalnizca C vitamininin, CC'nin
anti-obezite etkilerine nedensel olarak dahil olmadigini ileri stirliyor. CC 6z, CC isleminin
faydalarina muhtemelen katkida bulunan lifler agisindan da zengindir. Bununla birlikte, CC
farelerinde artmis diski enerjisi atilimi (tipik olarak lif agisindan zengin diyetler 6zelligi)
gorilmemistir ve bu, liflerin kiiclik bir etkisi oldugunu gostermektedir.

CC tedavisi, BA havuz buyukliGgi ve bilesiminde HFHS kaynakl artisi dnledi. BA, Shp'yi aktive
eden FXR'ye baglanir ve daha sonra karacigerde kendi sentezini inhibe eder ve ileumda alim
yapar. ileumdaki FXR aktivasyonu ayrica, Fgfrd'e baglanma yoluyla karacigerdeki BA
sentezinin asagi regiilasyonuna katkida bulunan Fgf15 salgilanmasini tetikler. Sonuglarimiz,
CCile tedavi edilen HFHS farelerinde bulunan BA havuzunun boyutunun, muhtemelen bu
farelerin ileumundaki FXR aktivitesinin distrilmesine katkida bulundugunu géstermektedir.
Bu sonug, CC farelerinin ileumundaki diisik Shp mRNA seviyelerine dayanmaktadir, ¢lnkii
Nr1h4'in mRNA ifadesi (FXR'yi kodlar) aktivitesini zayif sekilde yansitmaktadir.24 25 Sasirtici
bir sekilde, hiz sinirlayici enzimin hepatik mRNA ifadesi BA sentezi, Cyp7al, Shp'in mRNA
seviyeleri ile birlikte CC uygulamasindan etkilenmedi. FXR antagonistlerinin (6rn., TAMCA,



TBMCA) bollugu, CC farelerinin BA havuzundaki FXR agonistlerinde (6rn. CDCA) bir artisla
birlestiginde, bu gibi bir FXR uyarici BA profilinin olabilecegini varsaydik azaltiimis BA havuz
boyutunun inhibe edici etkisini telafi eder, bu nedenle CC farelerinde BA sentezini kontrol
eden FXR aracili negatif geri besleme donglisiinii bozar ve dolasimdaki BA seviyelerini aragla
muamele edilmis HFHS ile beslenen farelerden daha disik tutar. Gelecekte yapilacak
¢alismalar, CC'nin BA homeostazini etkileyen mekanizmalari tamamen desifre etmek igin
garanti altina alinmakla birlikte, CC tedavisinin HFHS ile beslenen farelerde plazma BA
profilini azaltmasi blyik ilgi cekmektedir.

Sonuglarimiz, CC farelerinin plazma BA profilinin, CC farelerinde kahverengi yag
aktivasyonunu ve deri alti yaginin esmerlesmesini arttirmakla alakal olabilecegini ve bagirsak
mikrobiyosunun bu etkide rol oynadigini géstermektedir. Akkermansia'nin dolasimdaki
birkac BA ile pozitif korelasyon gostermesi 6zellikle ilgingtir, clinkii CDCA ve 6zellikle ikincil
BA DCA ve UDCA'nin, kahverengi adipositlerin tiroid hormonuna tepkisini gliclendirmek ve
buradaki titreme yapmayan termojenezi aktive etmek icin TGR5 yoluyla etki ettigi
gosterilmistir. Ayni zamanda, CC farelerinin BAT'Inda Ucp1 ve TGR5 mRNA ifadesi arasinda
glcli bir korelasyon bulduk. Dahasi, bagirsak Fgf15 hormonunun Fgfr4 aktivasyonu ile beyaz
yag depolarinin termojenezini ve esmerlesmesini tetikledigi gdsterilmistir. CC'de fareler
Fgf15'e artan yanitla iliskilidir. Enerji tiiketimini arttirmak icin CC farelerinde bulunan BA
havuzunun blyklGginin ve bilesiminin dogrudan katkisi daha fazla arastirmayi garanti etse
de, calismamiz, capraz konusma BA-gut mikrobiyotasinin ve fitokimyasal yonden zenginligin
anti-obezite etkileri ile iliskisine dair yeni gorisler getirdi ekstreler.

Degismis BA profili, CC ile tedavi edilmis farelerde bagirsak mikrobiyotasinin yeniden
sekillendirilmesine katkida bulunabilir. BA, antimikrobiyal molekiller26 ve enterohepatik
dolasimda taurine konjuge edilmis BA'nin varligini destekleyen yiiksek doymus yag
beslemesinde gézlemlenen BA havuzu, bagirsakta BA-direngli bakterilerin (6rnegin, Bilophila
wadsworthia ve Lactobacillus spp) genislemesiyle iliskili ortam.24 27 CC farelerinde bulunan
BA havuz bliytklGginin azaltilmasi, Lactobacillus spp'in rekabet avantajini ortadan
kaldirabilir ve bagirsaktaki varliginin azaltilmasina katkida bulunabilir. CC fitokimyasallarinin
ahmiyla iligkili [imendeki antioksidan potansiyelindeki muhtemel artis, oksijen mevcudiyetini
sinirlayabilir ve Lactobacilli gibi fakiltatif anaerob tirlerinin gigeklenmesini tehlikeye atabilir.
Bu hipotez, antioksidan tempol ile tedavi edilen farelerde gozlenen Lactobacillus spp
bollugundaki bliyik bir azalma ile desteklenir.24

CC, diyet ile indliklenen obez farelerin bagirsak mikrobiyotasindaki A. muciniphila
popiilasyonunu belirgin sekilde arttirdi. Bu, A. muciniphila'nin metabolik faydalarini gosteren
birkac raporla uyumludur.28 29 Ayrica, biz ve baskalari daha 6nce diyet proantosiyanidin
(PAC) -rich berry ozitleri ile A. muciniphila.9 tizerindeki prebiyotik benzeri etki arasindaki
iliskiyi gostermislerdir. 10 30 Daha 6nce bildirildigi gibi, 13 analizimiz CC ekstraktinda kayda
deger miktarda galloylated PAC konsantrasyonunu gostererek, PAC'lerin A. muciniphila
Gzerindeki etkisine isaret etti. CC, ayni zamanda ellagitanninler agisindan da zengindir ve
ellagitannin bakimindan zengin 6zler, in vitro A. muciniphila'nin biylimesini engelliyor gibi
gorinmekle birlikte, bu bakteri, in vivo olarak A. muciniphila'ya rekabet avantaji saglayabilen
ellagitanninler ve ellagik asidi bozabilecek 6zelliktedir.31 Ancak insanlarda ellagitandan
zengin nar suyunun alimi, A. muciniphila'nin varligini arttirmadi, bu da diger polifenollerin ve
A. muciniphila'nin 6nceden var olan bollugunun 6nemli faktorler oldugunu ortaya koydu.32
33 fito-besinler, bagirsak mikrobiyal ortamini, A. muciniphila'nin daha fazla arastiriimasini
garanti altina almak icin modifiye eder, A. muciniphila ve BA arasindaki etkilesim de buyik
Olclide bilinmemektedir. KEGG veri tabanindaki bir arastirma, A. muciniphila genomundaki



BA dekonjugasyon / dehidroksilasyona bagh yolaklarin olmadigini gosterdi, ancak bu mikrop,
bagirsak ortaminda, belirli BA'nin antimikrobiyal etkisine direng saglayabilen ¢ok spesifik bir
nis kaplar. Bu bakterinin BA'ya déniisme ve direncg gosterme yetenegini test etmek icin in
vitro deneyler garanti edilir.

Diski nakli deneyleri, CC ile muamele edilmis farelerin bagirsak mikrobiyotasinin, mikropsuz
alici farelerde gegici olarak ve kismen tekrar 6zetleyebilecegini, CC ile muamele edilmis
geleneksel farelerin fenotipini ortaya cikardigini ortaya koydu. Alici farelere, biiytk bir
obezojenik basinci ¢ikarmak icin distk yagl bir diyet uygulandi ve bu nedenle kisa vadede
FMT'nin viicut agirligi Gzerinde olgllebilir bir etkisinin olmasina izin verildi. Digki
stspansiyonlarinin, bakteri ve / veya mikrobiyal molekiillerin etkisine isaret eden yalnizca
ihmal edilebilir miktarda polifenol icerdigi de belirtilmelidir. Kolonizasyon yaklasimimiz CC
alici farelerde CC donor farelerininkine kiyasla stabil bir bagirsak mikrobiyotasi
olusturmazken, birlestirilmis 16S tabanli siralama ve qPCR analizi, enerji harcamasini
artirmak ve kilo alimini azaltmak icin birka¢ dnemli taksonun yeterli oldugunu
gostermektedir. A. muciniphila, bollugu sirasiyla kolonizasyon sonrasi birinci ve ikinci
ginlerde sirasiyla% 11.6 ve% 36.22 gibi yliksek oldugu igin blyuk bir katki saglar. Bu, A.
muciniphila'nin diyetle indiklenen obez farelere oral yoldan uygulanmasinin, obeziteyi
metabolik sendromun diger 6zellikleri ile birlikte azalttigini gésteren dénceki calismalarla
desteklenmektedir.28 29 34 Ancak, A. muciniphila'nin bollugu tglincl glinde de ylksektir.
Kolonizasyon sonrasi, oksijen tiiketimi ve viicut agirhg degisimi CC alici ve HFHS alici fareler
arasinda benzer hale geldiginde, distk Lactobacillus ve daha yiksek Bifidobacterium gibi
diger bagirsak mikrobiyal 6zelliklerinin de rol oynayabilecegini gosterir. Bu, Lactobacillus ve
obezite 35-37 arasindaki pozitif iliskiyi ve Bifidobacterium ve obezite arasindaki negatif
korelasyonlari gosteren 6nceki calismalarla uyumlu olacaktir.36 38
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