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GPI: Glikozilfosfatidilinozitol (Glycosylphosphatytinositol)

HbAlc: Glikozile hemoglobin (glycated hemoglobin)

HCV: Hepatit C virtsi (hepatitis C virus)

HGP:Insan genom projesi (human genome project)

HMP: Insan mikrobiyom projesi (human microbiome project)
HPRT1: Hipoksantin fosforibozil transferaz 1 (hypoxhine-guanine
phosphoribosyltransferase 1)

HSP: Isisok proteinleri (heat shock proteins)

IBD: Inflamatuvar bgirsak hastag (inflammatory bowel disease)

IEC: Bagirsak epitel Hicresi (intestinal epithelial cell)

IFN: interferon

IgA: Immunoglobulin A

IKK: B kinaz inhibitéru (kB kinase)

IL: Interl6kin (interleukin)

IL-1R: Interlokin 1 reseptor (interleukin-1 receptor)

IRAK-1: IL-1R iliskili kinaz (interleukin-1 recepteassociated kinase 1)
IRAK-4: IL-1R iliskili kinaz (interleukin-1 recepteassociated kinase 4)
IRF: IFN Regulator Faktor (interferon regulatorgtiars)

KV: Kanamisin - Vankomisin (kanamycin — vancomycin)

KVLB: Kanamisin-vankomisin lize kanli agar (kanantywancomycin laked blood
agar)

LAM: Lipoarabinomannan

LBP: Lipopolisakkarid baglayan protein (lipopolysharide binding protein)
LPDC: Lamina propria dentritik hiicresi (Lamina priepdentritic cell)
LPS: Lipopolisakkarit (lipopolysaccharide)
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LRR: Losinden zengin tekrarlar (leucine-rich repeat

LTA: Lipoteikoik asit (lipoteichoic acid)

MALDI-TOF: Matriks Yardimli Lazer iyonizasyon Kiitle Spektrometre (matrix-
assisted laser desorption ionisation time-of-flight

MD-2: Lenfosit antijen 96 (lymphocyte antigen 96)

MeV: Kizamik virisu (measles virus)

MHC: Temel doku uygunigu kompleksi(major histocompatibility complex)

MKK: Mitojen active edici protein kinaz kinaz (mgen-activated protein kinase
kinase)

MMC: Migrating motor complex

MRNA: Haberci RNA (messenger RNA)

MS: Multiple skleroz (multiple sclerosis)

MTEC: Medullar timik epitelyal hiicre (medullar thysiepithelial cell)

mV: Mega volt

MyD88: Miyeloid farklilasma birincil yanit faktorii 88 (myeloid differentiati primary
response gene 88)

NDC: Sindirilemeyen karbonhidratlar (non-digestibbohydrates)

NF-kB: Nuclear factorkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer ofivatéd B
cells)

NGS: Yeni jenerasyon sekanslama (Next generatiqneseing)

NIH: Amerikan ulusal sglik enstitiist (national institutes of health)

NK: Dogal éldirtct huicre (natural killers)

NLR: NOD benzeri reseptorler (NOD-like receptor)

NLRP6: NOD benzeri resepttr pirin bolgesi 6 (NOKelireceptor family pyrin domain
containing 6)

NOD: Nukleotid baglayan oligomerizasyon bélgesideotide-binding oligomerization
domain)

PAMP: Patojen ikkili molekuler yapilar (pathogen-associated molacplattern)

PEA: Fenil etil alkol agar (phenylethy alcohol ggar

PGN: Peptidoglikan (peptidoglycan)

PRR: Patern tanimlama reseptdru (pattern recogniéiceptor)

PZR (PCR): Polimeraz zincir reaksyonu (polymerdsarcreaction)

gPZR (qPCR): kantitatif PZR (quantitative PCR)
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RA: Romatoid artrit (rheumatoid arthritis)

RANK: NFkB reseptor aktivatort (receptor activator of nucleatorkB)

Reg llly: Yeniden olgturulan adacik protein 3 gan(@generating islet-derived protein
3 gamma)

RIG-I: Retinoik asit indikleyici gen 1 (retinoic-Atinducible Gene 1)

RIP1: Reseptor gkili protein 1 (receptor-interacting protein 1)

RIPK2: Reseptor igkili serin/treonin kinaz 2 (receptor-interactingrise/threonine-
protein kinase 2)

RNA: Ribonukleik asit (ribonucleic acid)

RogA: Rogosa agar

rRNA: Ribosomal RNA

RSV: Respiratuar sinsityal virtis (respiratory syradyirus)

S.T.A.R.: Dski numuneleri transport ve geri kazanim solusyostod| transport and
recovery buffer)

SCFA: Kisa zincirli yg asitleri (short-chain fatty acid

SLE: Sistemik lupus eritematozus (systemic lupythematosus)

SP-A: Surfaktan protein A (Surfactant protein A)

spp : Bir cinse ait tim tarler

sSRNA: Tek-iplikli RNA (Single strand RNA)

STAT: Sinyal iletici ve transkripsiyon aktive edigrotein (Signal transducer and
activator of transcription)

SYK: Dalak tirozin kinaz (Spleen Tyrosine Kinase)

T1DM: Tip 1 diyabetes mellitus (Type 1 diabeteslined)

T2DM: Tip 2 diyabetes mellitus (Type 2 diabeteslined)

TAB: TAK1-baglayici protein (TAK1-binding protein 1)

TAK: TGFp-aktive kinaz (TGB-activated kinase)

TANK: TRAF ailesi tUyesi NFkB aktivatori (TRAF fangiilmember-associated NF-
kappa-B activator)

TBK1: TANK-baglayici kinaz 1 (Serine/threonine-protein kinase 1)

TCR: T hicre reseptoru (T cell receptor)

Twm: Foliktler yardimci T hicresi (Follicular helpercélls)

TGF{3: Transforming growth faktor be{g&ransforming growth factor beta)

TGGE: Isitici gradyent jel elektroforezi (temperatgradient gel electrophoresis)
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Th: Yardimer T hicresi (T helper cell)

TIR: Toll/IL-1 reseptoru (toll/interleukin-1 recep)

TIRAP: TIR domaini iceren adaptér protein (tollenfeukin 1 receptor (TIR) domain
containing adaptor protein)

TJ: Siki bglanti (tight junction)

TLR: Toll benzeri reseptor (Toll-like reseptor)

TNF: Tumor nekroz Faktor (tumor necrosis factor)

TRAF: TNF reseptori igkili factor (TNF receptor-associated factor)

TRAM: Trif iliskili molekul (Trif-related adaptor rmalecule)

TRAPS: Tumor nekroz faktor reseptorkili periyodik ate sendromu (tumor necrosis
factor receptor associated periodic fever syndrome

Treg DUzenleyici T hucreleri (T regulatory cell)

TRIF: TIR domain iceren adaptor protein uyaran IB@&a (TIR-domain-containing
adapter-inducing interferof)



XXi

OZET

Demirci M. Eriskin Tip 1 diyabetli ve s@ikli kisilerin digski florasindaki Bacteroidetes
ve Firmicutes grubu bakteri miktarinin konaktaki R2/TLR4 gen ekspresyonlari
uzerine etkisi.istanbul Universitesi $hk Bilimleri Enstitusi, Cerrahga Tip Fak.
Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi.istanbul. 2015.

Tip 1 diyabet, insulin Ureten pankreatik beta hignee vicudun kendi immun
sisteminin saldirisi ile odan otoimmun bir hastaliktir. Gercek patagonezi
bilinmemektedir ancak genetik ve gevresel faktinldrastalgin gelsmesinde 6nemli
etkileri vardir. Son yillarda gki mikrobiyotasinin diyabet gglminde rolii oldgu 6ne
surulmekte ve yapilan catnalarda, sgikli kisilere gore tip 1 diyabetli hastalarinskii
mikrobiyotasindaBacteroidetesmiktarinda aryy Firmicutes miktarinda ise diils
saptandil bildirilmektedir. Toll-like reseptorler (TLR) gep bir alanda eksprese
edilebilen transmembran proteinleridir. TLR4, Graegatiflerin dg¢ membraninin ana
komponenti olan lipopolisakkaritler (LPS) ve gyasitleri ile uyarilir, plazma LPS
seviyeleri ise d¢ki mikrobiyotasi tarafindan dizenlemektedir. TLRihe bakteriyal,
fungal ve viral antijenleri tanir ve gal immunitede makrofajlari uyarir. Bunun insulin
direncine kayi koruyucu etki yap@i distnulmektedir. Yine son yillarda yapilan
calismalarda TLR2 ve TLR4 gen ekspresyonlarinin 6zelitdre modellerinde gki
mikrobiyotasinin kompozisyonu ile gistigi gosterilmitir. Calismamizda tip 1 diyabet
tanisi almg 28 erkek ve 25 kadin toplam 53 bireyden alingkidirnekleri ile ayni ya
gruplarinda sglikh 28 erkek ve 25 kadin olmak Uzere toplam 5&¥yin dski 6rnekleri
Bacteriodetes, Firmicutes, B.fragilis, L.acidoplsilue L.casei miktarlari bakimindan
gPZR ile kantitatif olarak incelenmmve sonuclar gruplar arasinda gksstiriimistir.
Ayrica hasta ve kontrol grubundaki tim bireylerimkd 6rnekleri alindil sirada
EDTA’'ll kan 6rnekleri de alinmgive hicrtesel TLR2 ile TLR4'Gin gen ekspresyonu
duzeyleri gPZR ile kantitatif olarak incelenmive sonuglar gruplar arasinda
karstlastiriimistir.

Calismamiza katilan tim T1DM’lu erkek ve kadin hastadasdptanaBacteroideteve
Firmicutes miktari, s&likh kontrol grubu ile kagilastirildiginda, hasta grubunda
Bacteroidetesniktarinin istatistiksel olarak ileri derecede yuksek @duFirmicutes

miktarinin ise istatistiksel olarak ileri derecediastk oldusu saptanngtir (p<0,001,
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p<0,001) Ayrica T1DM’lu erkek ve kadin hastalardeal@maFirmicutes/Bacteroidetes
oranlari sglikli kontrollere goére ¢ok ileri derecedegik bulunmytur.

T1DM’lu hasta kadinlarin ve erkeklerin 1 gramskisinda bulunarB.fragilis
miktarinin  tum kontrollerde saptanan miktarlara egdstatistiksel olarak anlamli
dizeyde yliksek oldw (p<0,01), buna kam L.acidophilusve L.casei miktarlari
bakimindan T1DM’lu hastalar ve @&kl kontroller arasinda istatistiksel olarak amla
bir fark bulunmadii belirlenmitir.(p>0,05).

T1DM’lu hasta grubunda saptanan ortalama TLR4 dgapresyon diuzeylerinin,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ileri eleede ylksek, ortalama TLR2 gen
ekspresyon diizeylerinin, kontrol grubuna gore istisel olarak ileri derecede glik

oldugu saptannstir.

T1DM'lu erkek ve kadin hastalard@acteroidetesse Firmicutes miktarlari ile
yine ayni grupta saptanan TLR2 ve TLR4 gen ekspresiiizeyleri arasindaki gki
incelendginde, Bacteroidetesdiizeyinin, TLR4 gen ekspresyon dizeyi ile olan
ili skisinin ¢cok gucli oldgu (rs: >0,85), TLR2 gen ekspresyon dizeyi ile olagkiinin
ise istatistiksel olarak zayif olgu saptanmstir (rs 0,25-0,50).Firmicutesdiizeyinin
TLR4 gen ekspresyon duzeyi ile olanskinin zayif (g 0,25-0,50), TLR2 gen
ekspresyon duzeyi ile olangkinin ise ¢ok gticlt oldgu (rs: >0,85) belirlenmytir

Anahtar Kelimeler: Tip 1 diyabet, ki Mikrobiyotasi, gPZR, TLR, Anaerop bakteriler

Bu calsma, Istanbul Universitesi Bilimsel Asirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklennitir. Proje N0:37749
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ABSTRACT

Demirci M (2015). Bacteroidetes and Firmicutes ratios on Gut Micr@biand effects
of hosts TLR2 / TLR4 gene expression levels betw&éualt type 1 diabetes patients
and healthy people. Istanbul University, InstitafeHealth Science, Cerrahy@aSchool
of Medicine. Microbiology. Doctorate Thesis. Istahb

Type 1 diabetes is an autoimmune disease causednbyne systems attacks to its own
pancreatic insulin producing beta cells. Real pgéinesis still unknown but genetic and
environmental factors have major effects for depelent of the disease. At last
publications, Gut Microbiota have been proposedptay important role in the
development of the disease and in these studiesgased amount ddacteroidetes
decreased amount Birmicuteshave been reported at type 1 diabetes patienlislikieo
receptors (TLR) are transmembrane proteins whichbeaexpressed widely. TLR4 are
stimulated via fatty acids and plasma lipopolysacices (LPS) which is main
compartment of gram negative outer membrane. Pla$tBalevel is regulated with gut
microbiota. TLR2 also recognizes bacterial, fungat viral antigens and stimulates
macrophage on natural immunity. It's believed twehgrotective effects on insulin
resistance. Also, recent studies on mouse modearsthat TLR2 and TLR4 gene
expression pattern have changed with compositicthefyut microbiota. In this study,
we investigate the amount &acteriodetes, Firmicutes, B.fragilis, L.acidoplsiland
L.caseifrom 53 type 1 diabetes patient (28 male and Btafe) and 53 healthy control
(28 male and 25 female) fecal samples via qPCR taedresults were compared
between the groups. Also, EDTA whole blood samptikected from these groups and
TLR2 & TLR4 gene expression level were measuredh yfRCR and the results were
compared between these groups.

In our study, the amount dacteroidetesand Firmicutes compared between type 1
diabetes patients and healthy control group. Theouan of Bacteroidetesand
Firmicuteswere found significantly higher and lower respeslly than healthy control
groups (p<0,001, p<0,001).

Besides, both male and femdtmicutes / Bacteroidetestios of type 1 diabetes were

found significantly lower than healthy controls.
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The amount oB.fragilis were found significantly higher than healthy corgr(p<0,01)
in both male and female paticipants but no sigaiftcdifferences were found for the
amount ofL.acidophilusandL.caseiin both sexes (p>0,05).

In Type 1 diabetes patients, TLR2 and TLR4 geneaeasgion levels were found to be
statistically lower and higher respectively, conguhto healthy controls.

Relationship between the amount Bdicteroidetes & Firmicuteand TLR2 & TLR4
gene expression level in male and female patienth wype 1 diabetes were
investigated. We determined that tRacteroidetedevel relationship with TLR4 gene
expression level is very strong (rs: >0,85) whihe trelationship with TLR2 gene
expression level were found to be statistically kv@a.25-.50). Thd-irmicuteslevels
relationship with the TLR4 gene expression levelvisak (r: 0.25 to 0.50), but the
relationship with TLR2 gene expression level ispgrong (r:> 0.85).

Key Words: Typel diabetes, Gut Microbiota, qPCRRTRnaerobic bacteria

The present work was supported by the Research &urgdanbul University. Project
No. 37749



1. GIRIS VE AMAC

Tip 1 diyabet, dinya ¢capinda sorun olan multifagabbir otoimmun hastaliktir
(1). Genetik ve cevresel faktorlerin kompleks iatesiyonu sonucu ofur (2).
Bagirsaklar, viicudun en genylzeyini olgturan, mikroplar, antijenler ve toksinlerle
surekli temas halinde olan sindirim sistemi organi@agirsak epiteli, patojenik ve
nonpatojenik  mikroorganizmalari  birbirinden ayited® 06zellgine  sahiptir.
Bagirsaklar, patojenik olmayan kommensal bakterileterans gosterip, patojenik olan
bakterilere kayi mukozal immuniteyi uyararak yanit vermektedir.y@hikle basirsak
epiteli, mukozal immunite ve Basazin kommensal florasi, tip 1 diyabet, ¢olyak
hastalgl, Ulseratif kolit, romatoid artrit, multiple skiez ve chron hastah gibi bircok
otoimmun hastalik ve metabolik sendromdan sorunibilir (3, 4). Bairsak florasi
yaklasik 1000 farkl tir ve 11 kadar bakteri iceren, klasik yontemlerle iiretileerey
mikroorganizmayi barindirmaktadir (5, 6, 7).gBaak florasinin, diyabet ajumu igin
cevresel nedenlerden biri olgluone surilmgtar (8, 9). Bairsak florasi incelendinde
2 bakteri ailesi Gram negatfacteroideteggrubunun ve Gram pozitif diik % Guanin
+ Sitozin (GC) oranlFirmicutesgrubu bakterilerin baskin olgu goérilmektedir (10,
11, 12, 13, 14, 15). Son yillarda yapilan gahlarda kontrol gruplarina gore tip 1
diyabetli hastalarin gki florasinda artnyi Bacteroidetesgrubu oranlari ve dinis
dizeydeFirmicutes grubu oranlarinin oldiu isaret edilmgtir (2, 3, 4, 10). Toll like
reseptorler (TLR) geribir alanda eksprese edilebilen transmembran ppietair.
Dogal basiklik aracilgiyla sitokin Gretimini uyararak, patojen skili molekuler
yapilarin (PAMP) taninmasini garlar (12). TLR’ler mikrobiyal ajanlara yanitta ve
dogal immun vyanitin dizenlenmesinde inflamatuvar ydda Onemli rol
oynamaktadirlar (16, 17). TLR4 Gram negatiflerig chembraninin ana komponenti
olan lipopolisakkaritler (LPS) ve yaasitleri ile uyarilir, plazma LPS seviyeleri
ise dski mikrobiyotas! tarafindan duzenlemektedir (12). IBLR2, yine bakteriyal,
fungal ve viral antijenleri tanir ve gdal immunitede makrofajlari uyarir. Bunun insulin
direncine kag1 koruyucu etki yapgi disintlmektedir (12). Yine son yillarda yapilan
calismalarda TLR2 ve TLR4 gen ekspresyonlarinin 0zellfidre ve sican modellerinde
digki florasinin kompozisyonu ile @estigi gorilmektedir (18, 19, 20, 21, 22).

Bu calsmada, Tip 1 diyabet tanisi alninastalarin ve ghkh kisilerin digki

florasinda bulunamacteroidetesse Firmicutes miktarlarinin, ayni bireylerde saptanan



TLR2 ve TLR4 mRNA gen ekspresyon dizeyleri Uzerkndekisinin gosterilmesi
amaclanmgtir. Ayrica ileride yapilacak agarmalara yol gosterici bir 6n gerlendirme
olabilecgi dustincesi ile son yillarda otoimmun hastaliklarlgkiliendirilen Bacteroides
fragilis'in hasta ve kontrol grubu bireylerinin st florasindaki miktarinda bir fark
bulunup bulunmadginin belirlenmesi, bunun gnda probiyotik 6zellikleri ile konakta
koruyucu rolleri oldgu distnulenLactobacillus acidophiluse Lactobacillus casénin
miktarlarinda hasta ve kontrol gruplari arasinda fark bulunup bulunmagdinin
saptanmasi amaclanmaktadir. Elde edilen vesgigrnida, beslenme akanliklarimiz,
cografik konumumuz ve mevsimsel faktorler vgmda ulkemiz insanlarinda tip 1

diyabet ve bgirsak mikrobiyotasi ikkisine iligkin ilk defa kesitsel bir veri sunulngtur.



2. GENEL BILGILER

2.1.Normal Mikrobiyal Flora

Salikli insan vicudunda, eeli bdlgelerinde gruplgmis olarak bulunabilen,
kisiye zarar vermeden denge icindesgyan mikroorganizma topluluklari normal flora
olarak tanimlanabilirinsan viicudunun icinde ve tzerinde bulunan nornwahfiin
cesitlili gi, yas, cinsiyet, diyet, hormonal durum, @& ve kisisel hijyen gibi dgisik
faktorlere bglidir (23). Gelgen molekuler ardirma teknikleri, insan vicudu,
okyanuslar, atik sular ya daska bir ortamda toplu yayan mikrobik topluluklar
hakkinda kapsaml agmrmalar balatilmasina imkan vermektedir (24). Son vyillarda
bakteri topluluklarinin roli ygun sekilde calgiimaktadir. Bu cabmalar sonucunda
normal flora, mikroflora ve mikrobiyota terimleri ebzer sekilde kullaniimaya
baslanmstir (25, 26). Mikrobiyota, esas olarak belli birlpédeki bakteri topluluklarini
anlatirken, mikroflora veya normal florada bakirilyaninda virtsler, mantarlar ve
protozoonlarinda bulungu toplulusu belirtmektedir (25). Bicevreyle temas halinde
olan her ylzeyde normal mikrobiyal flora bulunmakta(26). Normal flora veya
mikroflora 2 grupta ele alinir.

2.1.1.Kalici Flora

Belirli bolgelerde ve belirli yglarda, genellikle d@smeyen, kisa sireli ortadan
kaldirilsa bile yeniden obabilen, genellikle sabit kabul edilen, sureklilikbsgeren
mikroorganizma toplulgudur (27).

Bu floranin b@&irsaktaki bazi Uyeleri K vitamini sentezi ve besiim
absorbsiyonunda rol alirlar. Mukozalar ve deridaKteriyal interferans” mekanizmasi
ile patojen bakterilerin kolonizasyonunu engellerldBakteriyosin Ureterek bazi
bakterilerin Gremesini engellerler. Patojen bakternle; besinler, yerlgne yeri, hiicre

yuzey reseptorleri ve ger ba&lanma yerleri icin yagirak kiside etki gosterirler (27).

2.1.2.Gegici Flora
Kalici floranin yaninda, gu hastalik olgturmayan, bazen patojen olabilen ve
belirli vicut bolgelerinde birka¢ saatten bir kagftaya kadar d@sebilen sirelerde

kalan mikroorganizma toplugwdur. Ortadan kaldirildiklarinda geri dénmezler,(27



28). Kalici florada sorunlar ojtugunda gecici flora Uyeleri konakta kolonize olur,
cogalir ve hastalik yapici 6zellik kazanabilirler (28)

2.2.Insan Viicudunda Normal Mikrobiyal Floranin Bulundu gu Bélgeler

Insan vicudunun gl ¢cevreyle temas halinde olan her yilzeyinde flora
bulunmaktadir (26). Normal floranin bulun@u bu bélgeler; deri, burun, goz, ust
solunum yollari, Grogenital sistemlegia, mide ve bgirsaklar gibi sindirim yollaridir.
Vicudun dgisik bolgelerinde farkl icegie sahip floranin okmasinin nedenleri, pH
farkhligi, nem farklilgi, sekresyonlarin biyokimyasal ve antimikrobiyaleimindeki
farkhliklardir  (27). Deride, siklikla koagulaz retg Staphylococcus spp.
Corynebacteriumspp. ve Propionibacteriumspp. yer alir. G6z florasi, kaygal
deriden alirS.epidermidisCorynebacteriunspp. goz florasinda siklikla yer almaktadir.
Agiz baslugu flora agisindan mikroorganizmalarin en heterdgelundwu bolgelerden
birisidir. Urogenital sistemde, Uretranin Ust kigim mesane, testisler, uterus ve
ovariumlar steril kabul edilirler. Urogenital sistén geri kalan kisminda ise normal
flora bulunmaktadir (26, 27). Sindirim sistemi #sr, mikroorganizma ggli, toplam
sayisi bakimindan en kalabalik ve en katkndlora veya mikrobiyota olarak kabul
edilir (26). Kolon tek bgina insan vicudundaki tum bakterilerin %70’'ine ahipligi
yapmaktadir (29). Jejenum, ileum ve kolon’da buturakterilerin miktarlari Tablo
2.1'de gorulmektedir (26, 30).

Tablo 2.1 Jejenum, ileum ve kolonda bulunan bakterileriktar dailimi (26, 30).

Mikroorganizma (cfu/gr) Jejenum ileum Kolon

Toplam say1 0-10 10" - 16 10'°- 10'

Aerobik organizmalar

Streptococcus spp. 0-1d 107 - 1d 10°- 10
Enterococcus spp. 0-10G 167 - 1d¢ 10° — 10°
Staphylococcus spp. 0-10 107 - 10 10° - 1¢

Enterobactericeae 0-1C 10— 10 10* - 10°




Candida spp. 0-1CG 107 — 1df 107 - 10
Anaerobik organizmalar

Peptostreptococcus spp. 0-10 107 - 16 10'° - 102
Bifidobacterium spp. 0-10 10° - 16 10° — 10*
Lactobacillus spp. 0-1d 107 - 10 100 - 16
Clostridium spp. Nadir 1¢ - 1d 10° — 107
Eubacterium spp. Nadir Nadir 10° — 102
Veilonella spp. 0-10 167 - 1d¢ 10° - 10
Fusobacterium spp. 0-10 10° - 1df 10 - 16
Bacteroides spp. 0-10 10° - 10 10— 10
Prevotella spp. 107 - 1d¢ 10° - 1df 10* - 10

Farkli dg faktorlerin etkisi ile insanlarin farkli flora bgglerinde yer alan
mikroorganizmalarin sayisinda ve tirgdeminda meydana gelen glgimlerin, bazi
hastaliklarin gedmesini tetikleyebilecg konusundaki goérilerin giderek artmasi
sonucu son yillarda flora ve mikrobiyotanin haktaha iliskisine yonelik argiirmalar
hiz kazandirmgtir (31, 32, 33). Kolon mikrobiyotasinin, insan udandaki yerlgik
tum bakterilerin %70’ini icermesi (29), pasak mikrobiyotasinin, hem dal, hem de
kazaniimg immun sistemin normal geiminde ana rol oynamasi (34, 35), birey icin
gerekli ¢aitli metabolik fonksiyonlara etki etmesi (36), ims&e hayvan modellerinde
metabolik hastaliklarin gelninde dnemli rol oynaginin gittikce fazla oranda gosteren

veri alinmasi (34) dolayisiyla dikkatlergesak mikrobiyotasinda yganlasmistir.

2.3.Insan Basirsak Florasi ve Gelsimi

Dogum sirasinda steril olan gastraintestinal sisten5)YGnikrobiyotasi annenin
vajinasindan ve fekal mikrobiyotasindan alinan bi&ro ve anaerobik
mikroorganizmalarla saatler icinde kolonize olur,(38, 39). Karmgk bir olay olan bu



kolonizasyon sureci geli faktorlerin etkilesimi ile olusur (40). B&irsak iliskili lenfoid
doku (GALT) nedeniyle 6mur boyu suren kolonizaasgtireci 4 dénemde incelenebilir
(41)

1. Dogum sirasi dénemi: BRngi¢ kolonizasyonu olarak glindlebilir ve anneden

Ozellikle aerobik bakterilerinEnterobacteriaceagb.) alinmasiyla okur.

2. Dogum sonrasi donemi: Ozellikle emzirme ile ghagsa alinan kompleks
karbonhidtratlari seven aerobik ve anaerobik bd#d&te(Lactobacillalesvb.)

tarafindan dgum sonrasi 2. haftadan itibaren ilk floraninsohasidir.

3. Normal beslenme donemi: Sutsehda gidalarin alinmasi 0Ozellikle anaerop
bakterilerin hakimiyetinde c¢ok sayida mikroorgansm kolonizasyonu ile

gelisen durumdur, 6zellikle yekin donem buna 6rnek verilebilir.

4. Yashhk Donemi: Yalihkla beraber bozulan fizyolojik denge sonrasinda

anaeroplardaflostridiumspp. sayisinda agtile gézlenen dénemdir.

Normal beslenme déneminde 1000 farkli bakteri tieliyaklaik 10" hiicre/gr
oraninda bakteri iceren insan godak mikrobiyotasinin, insan vicudunda bulunan
hiicre sayisindan yaklk 10 kat daha fazla bakteri iceren bir toplulukdugu
bilinmektedir (5, 42, 43). Barsak mikrobiyotasindaki bakterilerin @ kommensaldir.
13'den fazla sayida, farkh bakteri ailesi bulurgtom amaFirmicutesve Bacteroidetes
sayica baskin ailelerdir. (44). Demografik nedenler c@rafik bolgeler bgirsak
mikrobiyotasinin mikrobiyal icegini etkileyebilir. Lokal cevre, kalitim, beslenme v
yasam tarzlarindaki farklliklar Qarsak ekolojisinde farkhfiin potansiyel nedenidir
(45, 46, 47).

2.4.Insan Bairsak Florasinin Immun Sistemlelli skisi

Bagirsak mikrobiyotasi mukoza ile siki skidedir. Bunun yaninda @asak
mikrobiyotasi ve onun urunleri kogia ayni sekilde konakta barsak mikrobiyotasini
mutlaka etkiler. Burada bulunan bakterilergivaak epitel hicreleri (IEC) ile siki bir
iliski icindedirler, bu durum kor@an immun sisteminin uyariimasi ve desak
batanlgu icin cok 6nemlidir. Bu ikki dengeli bir sisteme dayanir. Konak, kommensal
bu bakteriler ile surekli temas halinde alduicin inflamasyona neden olmamalidir,
yoksa bgirsak butinlgi bozulacak ve surekli bir inflamasyon hali @oaktir, dger

taraftan bakteriyel invazyona karimmun yaniti her zaman tetikleyebilmelidir. Bu



nedenle konak hucreleri, fgasak mikrobiyotasinda bulunan bakteriler arasindan
kommensal bakterileri mutlaka ayirabilmesi gereakli§d8). Konain kommensal
bakterileri ayirarak tanimasi ve normalglddi dokularda bu bakterilere kar
inflamatuvar yaniti tetiklememesi “kommensal pakeioolarak tanimlannstir (49).
Epitel hucreleri ve dentritik hicrelerin patojemskili molekuler paternleri (PAMP)
taniyan reseptorleri vardir. Peptidoglikanlar (PGNjpoproteinler, flagellinler,
lipopolisakkaritler (LPS) ve Teikoik asitler PAMRidir. Bu sayede konak hiicreleri,
bakterileri, farkli komponentlerine gore gesak mikrobiyotasindan ayirirlar. Epitel
hicreleri tzerinde bulunan ve PAMP’lar taniyan riegeptorler Toll-like reseptérler
(TLR) ve nukleotid bglayici oligomerizasyon bolge (NOD) benzeri reseptiir
(NLR) (48). TLR’ler epitel hiicrelerinin giytizeylerinde ve endosomal membranlarinda
bulunurken, NOD benzeri reseptérler (NLR) sitopla@a bulunur (50). TLR’ler
mikrobiyal ajanlara yanitta ve @gal immun yanitin dizenlenmesinde inflamatuvar
yollarda 6nemli rol oynamaktadirlar (16). GenelddRTveya NOD benzeri reseptdorlere,
PAMP’lar bglandiginda nikleer faktor kappa B (NEB) ile ilgili sinyal kaskati
baslatilir. Bunu izleyen yanit hangi tip PAMP veya balnin ba&landigina balidir.
TLR veya NOD benzeri reseptorlerin aktivasyonu sonproinflamatuvar sitokinleri
uyaran kaskadin fosforilasyonu, sonucunda da itdribkappa B kinaz (IKK)'nin
bozulmasi gercek$e, bu NF«B ile iligkilidir ve bunun nikleusa transloke olmasina
neden olarak burada proinflamatuvar genler icimgkaipsiyon faktor olarak gorev
yapar (48). Bu reaksiyon pasakta surekli gercekje. Bifidobacterium breve
Bacteroides thetaiotaomicrove Ruminococcus gnavugbi kommensal bakteriler NF-
kB aktivitesini etkilemezkenCollinsella aerofaciensNF«B aktivitesini inhibe eder
(51).

Immun sistemin kendi hiicrelerine saldiriyr enge#&nicin immunolojik tolerans
olarak tanimlanan 6zegli vardir. Bu 6zellikle immun sistem, kendi hiicred@kularina
saldirabilecek veya kendi hicrelerinekaeaktif olabilecek T ve B hiicrelerini elemine
eder. Tolerans’in gelebilmesi icin bu hicreler, kopm kendisine ait bazi molekiillere
karsl, hem timis’da (merkezi tolerans), hemde periféeafoid organlarda (periferal
tolerans) gelitirilir (52). Merkezi tolerans mekanizmasi, timia’'gok aamali ve farkh
kontrol noktalari olan birslemdir. Hemapoetik kdk hicrelerden kaynaklanan Tréi
oncduleri kemik ilginden timis’e gelir. Timis’e ggleri sirasinda, T hiicre dnctlerinde,
T hicre reseptor (TCR) zinciri, kiime farkiisuct (CD)4 ve CD8 molekul



ekspresyonlari eksiktir. Bu T hucreleri “cift nefjatDN) hicreleri olarak bilinir.
Timus hacreleri, bu DN hicrelerinin, hem CD4+, hen@@D8+ koresptorlerini eksprese
etmelerini s@layarak “cift pozitif’ (DP) hicre haline gegnisaglar. Timiusta TCR
zinciri de eksprese olunca, bu DP hicreleri pozigf negatif olarak adlandirilan 2
onemli secim glemine tabi tutulur. Pozitif segcimde DP hicrelamiis hicrelerinde
CD4 veya CD8 hucrelerini ofturur ve TCR-CD3 komplesi icerirler. Sadece ufak bi
kisminda kendi molekuillerine kar temel doku uyguniEu kompleksi (MHC)
molekdlleri vardir (53). Negatif secimde, MHC koreks$i ve kendi molekilleri igin
TCR afinitesi intiva eden hicreler tespit edilirhticreleri korteksten timis medullasina
geck yapar. Burada timis epitel hicreleri (mTEC) ve digik hicreleri (DC) ile
baglanti kurar. Konakta kendi molekillerine kagiksek afinite gosteren TCR ihtiva
eden T hucreleri, antijen sunan hicrelere (APCyadityollayarak apoptosis’e gecer
fakat bu sinyali sunamayan ik afiniteli TCR iceren T htcreleri elemine edilBuna
karsin konakta kendi molekullerine kardistik afinite gosteren TCR ihtiva eden T
hicreleri, timis’dan sekonder lenfoid organlara gderler. mTEC'ler ile karlasma
sirasinda olgan gen ekspresyonlari, otoimmun dizenleyici (AIR#arak bilinen
transkripsiyon faktorleri tarafindan duzenlenir X5&imusde ki merkezi toleransin
etkilenmesi ile kendi molekullerine kartolerans kaybedilir ve otoimmun hastalaliklar
olusabilir. Tim bu fonksiyona kam disik afiniteli T hicreleri negatif segimden
kacabilir (55). Periferal tolerans burada devreyergk diguk afiniteli TCR ihtiva eden
T hucrelerini dizenler. Bunun ana mekanizmalari rjgnelelesyon ve immun
baskilamadir. Anerji, yanit vermeyen T hicrelerinidenmesi durumu olarak
tanimlanirken, delesyon programli hicre o6lumunumcegdsstiriimesidir (53, 55).
Bagirsakta bulunan @arsak iliskili lenfoid doku (GALT) vicudun en buydk immin
sistem komponentidir. GALT'In fizyolojik roli bederle alinan patojenlerden korunma
ve onemli molekulerislemedir. Burada peyer plaklari olarak isimlendmikdan immun
yanitin gelgimi icin 6nemlidir. Peyer plaklarinda bulunan mikigota 6nemli bir
antijenik uyari kayn@dir. Burada bulunan 6ze$iis epitel hiicreleri M hticreleri adini
alir. Tek tabakall bu epitel hicreleri immun sistiem bg&irsak mikrobiyotasini ayirir.
Antijen mutlaka mukus tabakasindan ve hicre bangen gecmelidir. Mukozal
antijenlere kayn olusan immun yanit, diizenleyici T hucreleridg tarafindan olur (56).
Epitel tabakasinin homeostazi da TLR ve NOD benzeseptorlerin yerkemi

tarafindan etkilenebilir. Orggn TLR4 epitel hicresinin bazolateral tarafinda



lokalizedir. Sadece IEC’nin bazolateral tarafinasah bakteriler ve PAMP’lar TLR4'U
uyarabilir. Ayni sekilde NOD benzeri reseptorlerin aktive edilmesn ibakteri veya
PAMP’larin sitoplazmaya uanasi gerekir. Buna kan bakteri epitel bariyerisaiysa,

immun yanit her zaman ayacaktir (48).

2.4.1.Ince Bairsak Florasi

Ince ba&irsak, duodenum, jejenum ve ileum'’u iceren, besimlenzimatik yikim
ve emiliminin yapildgl immun sistemin ana parcasidir. Inceslbsggin Ust kisminda
safra, pankreatik sekresyonlar,sdk pH ve hizli gegi stresi bakteriyal ygunlugu
engellemektedir (57). Buna kamn ince bg&irsazin distal kisminin bakteriyel icerive
yogunlugu fazladir. (58). Numune alimindaki teknik zorlukieedeniyle ince Qarsazin
insanlarda  mikrobiyotasi iyi  ag@rilmamstir.  Firmicutes  Bacteroidetes
Proteobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobige Actinobacteria'ninince ba&irsak
mukozal mikrobiyotasinda ol@u belirtiimistir (59). Ince bgirsak |[iUmeninin analizi
yapildginda yalilarda Lactobacillusspp Streptococcuspp Enterococcuspp vey-
Proteobacterigbaskin turlerdir (58).

2.4.2.Kalin Bagirsak Florasi

Insan’da kolon, yawa geck zamani ve zengin besleyici cevre nedeniyle
fermentasyonun ana alanidir. bakterigyolugu fazladir (57). Taksonomik seviyede
bakildgindaFirmicutesve Bacteroidetedaskindir (60, 61). §akli bireylerde kolonik
ekosistemdeProteobacteria’lardaufak farklliklar gorilmektedir (60). Son dénemde
belirtilen verilere gore probiotik bakterilerin téimesi bakteri ¢@tlili gini
arttirmaktadir (62)Sekil 2.1'de bgirsak florasi bakteriler ve sayilari gorilmektd@o,
63).
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Duodenum
Mide

10%-10° cfu ml \
b

2104-10° cfu ml
J,r"r Lactobacillus
/  Streptococcus

Lactobacillus % Bifidobacterium
Streptococcus 5 Enterobactericeae
Staphylococcus Staphylococcus
Enterobactericeae

Kolon
ilenm ve Cekum

-
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% Bacteroides
Bifidobacterium s, Eubacterium
Baocteroides Clostridium
Lactobacillus Peptostreptococcus
Streptococcus Streptococcus
Enterobactericene Bifidobacterium
Staphylococcus Fusobacterium
Clostridium A Lactobacillus
Yeast Enterobactericeae

Staphylococcus
Sekil 2.1: Bagirsak florasi ve bakterilerin bolgeselgdani (30, 63).

2.4.3.Fekal Flora

Toplanmasinin ve ugaminin kolaylgl nedeniyle bairsak mikrobiyotasi ile ilgili
cogu insan ¢cakmasi fekal veya dki mikrobiyotasindan yapilgtir. Fekal mikrobiyota
mukozal bakteriler ile [imene ygmayan mikrobiyota bakterilerinin karmini temsil
eder (64). Kolonik mukoza #kili mikrobiyal icerigin diski iceriginden farkli oldgu
gosterilmitir (65). Tam olarak bilinmemesine kar, ince bgirsak mukozasina benzer
sekilde dgkida da ayni baskin tirlerin glu nedeniyle fekal mikrobiyotanin kanalin
mikrobiyotasinin aynasi ol@una inanilmaktadir. Insan fekal mikrobiyotasinin
aragtirlimasi icin son yillarda sekans yontemleri ilapyan cakmalarda elde edilen
DNA dizilerinin %90’dan fazlasininFirmicutes ve Bacteriotedes’e ait oldusu
saptanmytir (66).

2.5.1nsan Basirsak Mikrobiyotasinin islevleri

Bagirsak mikrobiyotasininsievleri 3 balik altinda toplanabilir. Bunlar; koruyucu

islevler, immunolojik glevler ve metaboliksievlerdir.
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2.5.1.Koruyucu Islevler

Bagirsak yuzeyinde bulunan mikrobiyota, konakta katenolabilen potansiyel
patojenlerden kor@a korur. Epitel ve immunolojik hicreler arasindakiyi saglar.
Ayrica, gerekli substrat ve mukozal adezyon bélgalgn dis kaynakl bakterilerin
kolonizasyonu sirasinda onlarla yari Bakteriler intestinal mukozaya farlgekillerde
baglanabilir (67). Hidrojen peroksit, nitrojen oksiibg antimikrobiyal maddeler ve
farkli antimikrobiyal peptitler salabilirler (68,99. Gastrointestinal sistemde tek kath
epitel hicresi hatti, vicutta luminal igarayirir. Siki bglantilar (TJ), enterositlerden
apikal yapgma gosteren dinamik protein kompleksleridir. Buniftar, paraseliler
diffuzyonu ve bazolateral kompartiman ile direkgki icin gelen luminal icerikteki
mikroorganizmalarin ve makromolektllerin korunmigg efektif bir bariyerdirler (70).
Bunun yaninda proinflamatuvar sitokinleri icerenrkfa uyarilar, ekspresyonunu
arttirabilir, 6rngin zono occludens 1 ve occludin, TJ yapisinin pargaolup,
gecirgenlgin desismesine neden olur (71). Yuksek gha besinlerle beslenen
kemirgenlerde, beslenmeyenlere gdwactobacillus spp, Bacteroidesspp. Prevotella
spp. canli bakteri sayilari glatsttir. Denature edici gradyent jel elektroforezi (DBG
analizi bu kemirgenlerde TJ proteinlerini kodlaygen ekpresyon oranlarinin disini
ve bairsak gecirgendi artisi ile birlikte basirsak mikrobiyotasinin ggsmis oldugunu
gostermgtir (72). Basirsak gecirgengii oral olarak laktuloz, mannitol, sukraloz
solusyonlarinin  uygulanmasi sonrasi idrardan bumlaatiminin kontroli ile
degerlendirilebilir. Laktuloz/mannitol orani ince giasak bariyer fonksiyonlari icin bir
belitecken, laktuloz/sukraloz orani ise distalgibsak bariyer fonksiyonlarinin bir
belirtecidir (73). Florasans izotiyosiyonat (FIT@@kstran ayrica oral uygulanimi
sonras! plazmatik tespitle @iasak gecirgendiinin tespiti icin kullanilabilir (74).
E.coli'nin etkiledigi bagirsak gecirgenginin, L.plantarum DSM9843le tedavi edilen
sicanlarda inhibe oldw gorulmigtir (75). L.plantarum DSM9843ayrica hem
bagirsakdaki, hemde sistemik immuniteyi etkileyerdkcoli ile balanma ve
kolonizasyon icin yasir, tek bainaE.coli verilen sicanlara gore.coli ve L. plantarum
DSM9843verilen sicanlarda immunglobulin A (IgA) konsangyrasunun daha yuksek
oldugu bildirilmistir. Kommensal bakterilerin vaginin konakta pozitif etki gostergli
gorulmektedir (76). Barsak mikrobiyotasinin obezitede gigigi bilinmektedir (77,
78). Obez insanlarda inflamatuvar belirteclerden bian C-reaktif proteini (CRP),

seviyesi artmy olarak saptanmgiir. Bu bairsak gecirgengiinin degismesi sonucudur
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(73). Interleukin (IL)-6, timor nekrosis faktor (F\o ve interferon (IFN)y plazma
konsantrasyonlari gibi sistemik inflamasyon begiteinin desisimi artan b&irsak
gecirgenlgi ile benzer bulunmgiur (79). Probiyotikler bariyer fonksiyonu
gostermektedirlerin vitro ve in vivo olarak probiyotik_.plantarum WCFSIalimi
sonrasi sgikl bireylerin duodenumlarinda bariyer fonksiyanhda arty gosterilmgtir
(80). Sonucgta Rkarsakta kolonize olan kommensal bakterilering dkaynakli
enteropatojenlere kgr direnc hatti olgturarak ve bgirsakta bulunan epitelyal
yuzeylerdeki bglayici alanlar kapatarak koga bu patojenlere k@irsavunmada katki
yaptiklari bilinmektedir. Ayrica bu kommensal baker, besin kaynaklarini tiiketerek,
spesifik bakterosidinler Ureterek, intraliminal pHitsirerek ve dy kaynakh veya
normalde bgirsakta kolonize olabilen firsatci patojenleringglmasini kontrol altinda
tutarak koruyucu etki gosterirler (81, 82, 83, 84).

2.5.2.immunolojik Tslevler

Dogumda, yenidgan mikrop icermeyen intrauterin cevreyi birakarak
antijenden zengin ekstrauterin boélgeye gecer. Bmeniile, vicudun potensiyel
patojenleri ve kommensal bakterileri taniyarak mwasi cok dnemlidir. Boylelikle bu
bakterilere kan uygun yanit vererek kogiahastaliklardan korur (85). 300-400 m2'yi
bulan yizey alani nedeniyle gastrointestinal sisbesinsel antijenler, ¢evresel ajanlar
ve patojenik mikroorganizmalarla kdasmakta fakat bunlara karintestinal epitelyal
bariyer, mukozal immun sistem ve gwsak mikrobiyotasi aracgl ile savunma
yapmaktadir (86, 87, 88). Konak ghaklik sistemi ve di cevre arasinda ana arayiz
bagirsak mukozasidir. Barsak iliskili lenfoid doku (GALT) mezenterik lenf nodlari ve
payer plaklari gibi viicudun en buyuk organize airtenf dokusudur (89). Mikrobiyota,
payer plaklarinda yernen bu bgirsak iliskili lenfoid doku gelgimini etkiler (84).
Bagirsaklar vicutta dokan lenfositlerin %70’ini icerir, bu nedenle GALT drilyuk
immunolojik organdir. Barsak mikrobiyotsina ait canli ve cansiz antijenleayer
plaklarinin tzerinde bulunan 6zel M hicreleri tavdn alinarak lokal dentritik
hucrelerle glenir ve CD4+ regulator T hicrelerine 4 sunulur, bu sirada IL10 ve
TGF3 gibi sitokinler aracilgiyla antijenlere tolarans ganmasi @retilir (86). Bazirsak
mikrobiyotasindaki bakteriler, toll benzeri resefdd (TLR) gibi epitelyal hicre
transmembran reseptorleri ile sinyal giuarak daha kompleks olan hucre i¢i sinyal
yollarini aktive edebilirler (90). Bircok TLR eplyal hiicre ylzeyinde ofgurulabilir ve
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bunlarin tercih ettikleri ligandlari farkli olabikektedir. Gram negatif bakterilerin
lipopolisakkarit (LPS) sinyali TLR4 aractiyla (91), Gram pozitif bakterilerin
lipoteikoik asit sinyali TLR2 aracgiyla (92) etki etmektedir. Foétal immun sisten2T
fenotipi yonundedir. Dgru uyarim sonrasiyL ve T,2 yanitlari arasinda denge go6zlenir.
Allerji, immun sistemin J2 yonune gidii sonrasi hicrelerden IgE uretiminin grtile
gelisir (85). Yogun uyarimi engelleyerek, mikrobiyal komponentleakglayan salgisal
IgA, bagirsak humoral immun sistemin 6énemli komponentlegmdirisidir. Salgisal
IgA seviyelerinin yaamin ilk yilindaBifidobacteriumspp. csitlili gi ile benzer oldgu

ve alerji riskini azalt@ii saptanmtir (93). Bairsak mikrobiyotasindaki bakteriler,
immun sistem htcrelerini farkli uyarirlar, 6gme Gram pozitif bakteriler 1L-12 ve IFN-
gama'’yl uyarirlarken, Gram negatif bakteriler IL¥-8 ve IL-10’u uyarirlar (94).
Farkli immun yanitlarin okmasina uyarimin ve farkli antijen tiplerinin katigzladig
ifade edilmektedir. Konak immun sistemi ile go@ak mikrobiyotasi arasinda c¢ok
kompleks bir capraz reaksiyon durumu bulunmakt&olinesin B.fragilis, LPS’e sahip,
Gram negatif bir bakteridir. Polisakkarit A etkig ayrica regulatuar hticrelerde anti-

inflamatuvar sitokinlerin uyarimini g@maktadir (90).

2.5.3.Metabolik islevler

Bu islevler; insanlarda bulunmayan biyokimyasal yolaiklave enzimlerin
konak icin mikroflora tarafindan gnmasidir. Kongan metabolik glevleri icin gerekli
olan kisa zincirli yg asitlerinin (SCFA) korunmasi, Vitamin K yapimi, soesel
sindirilemeyen karbonhidratlarin (NDC) sindirilmésibu glevler arasindadir (95, 96).
SCFA Ureten bakteriler Ozellikle kolon epiteliniarkhilasmasi icin trofik etkilidir.
NDC’ler arasinda asetat, propionat, butirat ve daldibi trtnler kolon epiteli igin
onemli bir besin kayrmadir ve konak metabolik fonsiyonlari icin gerektid{97).
Vitamin K, lipofilik bir vitamindir ve b&irsak’daki bakteriler tarafindan sentezlenir. Bu
vitamini B.fragilisin ve E.colinin sentezleyebildii, Bifidobacterium spp’nin ise
sentezleyemegi gosterilmigtir (98, 99). Bu vitamin enzimler igin esansiyelr bi
kofaktordir. Eksikigi yeni dgzanlarda hemorajik hastaliklarlaskilendirilmistir. Yeni
doganlarda endojen vitamin K yoktur ve anne sutindemrls miktarda alir (99).
Vitamin B12, yine bairsaktaki bakterilerin trefti vitaminlerden biridir. Bu ince
bagirsakta absorbe olur. Beslenme ile almalidirlatalfyasamda ve yeni dganda
vitamin B12 biydme ve sinir sisteminin g@hi icin gereklidir (100). Bairsak
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bakterileri Gre ve amonyumdan amino asitleri sdayebilirler (101). Lactobacillus
spp, Lactococcusspp, Bifidobacterium spp, Pediococcusspp, Enterococcusspp,
Streptococcuspp vePropionibacteriumspp gibi kommensal bakteriler linoleik asit
gibi esansiyel ya asitlerini ve bunlarin izomerlerini Uretebilirlgd02, 103).Ince
bagirsakta enzimatik yikiimdan kacarak sindirilemeyarbonhidratlari barsaktaki
bakteriler fermente edebilirler ve kisa zincirligyasitleri (SCFA) olan asetik asit,
propionik asit ve butirik asite cevirebilirler (104Besinsel proteinler, pankreatik
enzimler, mukus, parcalangniepitel htcreleri ve 06lu bakteriyal hicreler gibi
substratlarda @arsak bakterileri tarafindan SCFA’ya ceuvrilir (5I04). Kolon hticreleri
icin butirik ast ana enerji kaypalir ama SCFA dokama girer ve dier dokularda
metabolize olur (104). Bdutirat, T hicrelerinin @paza girgini arttirirken, fas geninin
dizenlemesini arttirarak, inflamasyon halinde olkaonik mukozaya T hicrelerin
akisini azaltir (105). Anne sutunde bulunan oligosaitlear Bifidobacteriumspp ve
Bacteroidesspp gibi bakteriler tarafindan fermente edilirgL0

2.6.Bagirsak Florasini Etkileyen Faktorler

Bagirsak florasini (mikrobiyotasini) etkileyen fak&rlic ve dg faktorlerdir. ic
faktorler (ya, cinsiyet, kongin genetik yapisi vb.) ve diaktorler (stres, ila¢ kullanimi,
beslenme akanliklari, c@rafik yerlesim..vb.) gastrointestinal mikrobiyotadaki

kolonizasyonun c¢gtlili gini etkileyebilmektedir (107).

2.6.1.Yas

Yeni dagzanlarin gastrointestinal yollarinda bakteriyel ko#asyon, dgum
sekli, erken dgum, beslenmegekli, (anne situ, hazir gidalar), cocuklarin vegaeain
antibiyotik kullanmasi, yyamsekli ve yganilan lokasyona gore etkilenebilir (108, 109,
110, 111, 112, 113, 114). En erken kolonize oldtidyder genelde fakultatif anaerobik
olan Enterobacteriaceae Streptococcusspp ve Staphylococcusspp’dir Daha gec¢
kolonize olma giliminde olan bakteriler zorunlu anaerop ol&ifidobacteriumspp,
Clostridium spp veBacteroidesspp.’lerdir (108, 115, 116, 117, 118). Normakdm
yapan annelerin yeni g@an bebeklerinde, goamdan sonra ilk 24 saatte rektal
mikrobiyota, bebgin dogum sirasinda annesinden &ldivajinal mikrobiyotaya
benzemektedir. Ozellikle baskin tirlekactobacillus spp ve Prevotella spp.’dir.
Sezeryanla dgum yapan annelerin yenigan bebeklerinde, bep@ rektal

mikrobiyotasi, derideki bakterilere benzemektediOzellikle baskin tipler
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Staphylococcusspp., Corynebacteriumspp. ve Propionibacterium spp.’dir (119).
Bagirsak mikrobiyotasi incelenginde, sezeryanla @gmus bebeklerin, normal d@n
bebeklere gordifidobacteriumspp. seviyesi diiik, Bacteroidesspp. seviyesi yiksek
saptanmytir. 1 yaina geldiklerinde toplam Karsak mikrobiyotasindaki bakteri sayisi
normal d@an bebeklerde, sezeryanlagda bebeklere gore yuksektir (108, 120). Erken
dogan bebeklerdeki garsak mikrobiyotasi, zamaninda ve normagmios bebeklerdeki
bagirsak mikrobiyotasina gére daha azittelir. Ana bakteriyel gruplarEnterococcus
spp., Streptococcuspp, Staphylococcuspp veClostridium spp.’dir. Bifidobacterium
spp, Bacteroidesspp. velLactobacillusspp. miktarlari daha duktir (110, 113, 121,
122, 123). Cok sayida cshnada Bifidobacterium spp’nin anne sutl ile beslenen
bebeklerde, beslenmeyenlere gére baskingoldwelirtimektedir (108, 114, 125, 126,
127, 128).

Ozellikle anne sutii ile beslenen 3-6 haftalik bédrele Bifidobacteriumspp.
sayllarn fazladir. 3-6 haftalik ama hazir gidabéslenen bebeklerin mikrobiyotasi hazir
gida ile beslenenlere gore dahaithieoldugu saptanngtir. Bifidobacteriumspp. miktari
disUk, Bacteroidesspp,Lactobacillusspp.veC. difficile miktarlari yuksektir (108, 111,
114, 127, 128). Anne sltu ile beslenen 2iny@aki ¢cocuklarda hazir gida ile beslenen
cocuklara gore yuksek sayi@anterococcusspp. bildirilmitir (112). Yagamlarinin ilk
yili veya yillarinda antibiyotik alan c¢ocuklarin kmpflorasinda, Enterococcusspp.,
Lactobacillus spp,, Bacteroidesspp ve Bifidobacterium spp. miktarlari antibiyotik
almayanlara gore daha gk saptanmtir (111, 112). Ygam tarzi bairsak
mikrobiyotasinin gefimi ile iliskili goralmustir. Kisitli antibiyotik kullanan, sebze
tuketimi fazla olarak ygyan “antroposofik” ¢ocuklarda ki pasak mikrobiyotasinda,
hereyi yiyen cocuklara ve ciftlikte hayvanlarla tenfedinde yaayan taze sit tiiketimi
fazla olan cocuklara gore daha yiksek bakteriysitlité bildirilmi stir. Taze sit
tuketimi fazla olan c¢ocuklarin Basak mikrobiyotasi, antroposofik ve keyi yiyen
cocuklara gore en duk bakteriyel cgtlilik goralmustar (129).

Yeni dgzanlarin bgirsak mikrobiyotasi, annenin gom sirasindaki kilosu ve
hamilelik sirasinda algh kilo ile de iligkilidir. Anneleri airi kilolu, 6 aya kadar olan
bebeklerde, anneleri normal kilolu ve hamfelsirasinda normal oranda kilo alan
annelere gore ghkida Bacteroidesspp veStaphylococcuspp. miktarlarinin yiksek,

C.difficile miktarinin ise dgik oldusu belirtilmistir (130). 1 yainin sonunda ve
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erigskinler ile ayni yemgi yiyen ¢ocuklarda barsak mikrobiyotasi egkinler ile benzer
olmaya balamistir (116, 131). Fekal bakteriyel gdilik bu donemde dglktir (132). 2.
yasinin sonunda olan ¢ocuklarda ise filogenetik @egriskin benzeri hal alngtir (133,
134). Agiz bakimi, tukrik fonksiyonlari, sindirim, yavabasirsak geg suresi,
beslenmenin dgsmesi ve fiziksel aktivite gastrointestinal mikrobtgy! yagla birlikte
etkileyebilir. Y&l bireylerde daha sabit bir mikrobiyota ofgubildirilmistir (135, 136,
137). Buna ka#in, mikrobiyotalari daha eglidir ve ana gruplar genc bireylere gére
fark icerebilir (135, 136, 138). ¥h bireylerin ¢cgunun mikrobiyotalarinda, gencg
bireylere gore bifidobakteriler daha @ik oranda bildirilmgtir (136, 137, 139, 140).
Bifidobakterilerin digukligu vitamin ve proteinlerin sentezi, sindirim ve emiie
suplementler gibi farkli fonksiyonlari ve immun teim fonksiyonlarini etkileyebilir
(140, 141). Fransaltalya, isveg, Hollanda ve Finlandiya gibi llkelerden bildin
calismalarda Bacteroides spp. — Prevotella spp. grubu ygi bireylerin ba&irsak
mikrobiyotasinda bulunan bakteri sayisinin, gemclgdre dgiuk, Almanya ve
Avusturya’dan bildirilen caémalara gore ise yuksek sayida @dwgorilmektedir (126,
135, 139).

2.6.2.Cinsiyet
Cinsiyetin  b&irsak mikrobiyotasina etkisini inceleyen fazla gak

bulunmamaktadir ancak bazi granalarda cinsiyete gore saptanan farklar
belirtiimistir. Diskida Bacteroides spp.— Prevotellapp. bakterilerinin miktarinin
erkeklerde kadinlara gore daha yuksek gldgdsterilmgtir (139, 142). Anatomik,
hormonal ve dier fizyolojik farklar gibi karsgtirici faktérlerin olmasi dolayisiyla
cinsiyetler arasi farklliklari tespit etmek koldggildir. Hatta sg@likli kadinlar arasinda
stres ve hormonal fark yaratabilecek, premenepeggbost menepozal durum olmasi

fark olwsturabilecek faktérler olabilirler (143).

2.6.3.Genetik Ozellikleri

Genetik, b&irsak mikrobiyotasini etkileyen faktorlerden bidisi Ozellikle tek
yumurta ikizlerinin birbiri ile ilgkisi olmayan bireylere gb6re benzer fekal
mikrobiyotasinin oldgu bildirilmistir. Hatta ikizler ve onlarin annelerinin, akraba
olmayan bireylere goére daha benzer fekal mikroligotoldgu goézlenmgtir. Bu
bulgular b&irsak mikrobiyotasini ve [garsaktaki bakteriyel kompozisyona kgma
genotipik etkisi oldgu sonucunun ¢ikarilmasina neden ojtuu(144, 145, 146, 147).
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2.6.4.Cografik konum

Genetik faktorler yaninda, kogia casrafik konumuda barsak mikrobiyotasi
iliskisi icin incelenmgtir. Avrupada bazi Ulkeler arasinda farkliliklarldmilmi stir.
italyan erkin calsma grubunda der avrupa Ulkelerinin c¢aima gruplarina gore 2
veya 3 kat fazla orandBifidobacteriumspp. saptanmgiir. Diger bakteriler yoninden
anlamh fark saptanmaugtir (45, 139). Kuzey avrupa ulkelerindeki bebekidgzirsak
mikrobiyotasinda, glney avrupa Ulkelerindeki bebefl bairsak mikrobiyotasina
kiyasla daha fazlaBifidobacteriunspp. bildirilirken, glney avrupa ulkelerindeki
bebeklerde iseBacteroidespp. sayisi ve mikrobiyota g#ili ginin fazla oldgu
gosterilmitir (108). Farkh kitalar icinde bu cainalar yapilarak durum incelengtir.
Avrupa ve kuzey amerika kitasindan katillan biregletiski mikrobiyotasi, giiney
amerika, afrika ve c¢inli bireylerin fekal mikrobitasindan farkhdir (46, 133, 142).

2.6.5.Beslenme

Genellikle sglikh yetiskinlerde mikrobiyal topluluklarin kompozisyonunu
etkileyen balica dg faktorler blyuk besinsel @siklikler ve antibiyotik tedavisidir.
Beslenmenin mikrobiyota tzerindeki etkisi timuylgkadesildir. Buna kagin normal
kontrolli diyet dgisimleri nedeniyle bazi bakteri gruplarindagdgmler gozlenmgtir.
Yuksek proteinli diyet (148, 149), prebiyotikler50, 151, 152), probiyotikler (153,
154, 155, 156, 157), kilo kaybettiren beslenme (AR, 159) ve cilekle (160) beslenme
durumu argtinlmistir. Besinsel faktorler, karsak mikrobiyotasi ve konak
metabolizmasinin  interaksiyonunun  k@ma hemostazinin  ve  gaginin
korunmasindaki rolinin giderek 6nem kazgmdi belirtiimektedir (161, 162).
Beslenme bakteriyel metabolizmay etkileyebiliresiiik besinlerle beslenme @i
icin fark yaratabilir. Orngin, yiksek stir etiyle beslenen bireylerin gk florasinda,
etsiz beslenen bireyleringtt florasina goreBacteroidesspp.B.vulgatus B.fragilis ve
Clostridium spp’lerin  miktarlarinin artg, Bifidobacterium adolescentis’inise
miktarinin  digtigti gosterilmgtir (162, 163, 164). Yuksek @r etiyle beslenen
bireylerde, sulfit konsantrasyonu ytksektir,.3Hkolon epitelinde bazi sulfit kullanan
bakterileri secici olarak @altarak toksik etki yapabilmektedir (162, 163, 164)
Alisilagelen beslenme gkanliklari bairsak mikrobiyotasini etkileyebilir. Orgm
yuksek karbonhidratla beslenen Japonya, HindiserJganda’'li bireylerin barsak
mikrobiyotasi batili toplumlardaki bireylerle kdastinldiginda Bacteroides spp
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miktarinin  dguk, E.coli ve Enterococcus spp. miktarinin ise yiksek olgw
gorulmistdr (165, 166). Dunyanin farkh bdlgelerinin sllagelms beslenme
aliskanhklarinin da barsak mikrobiyotasini etkileyebilgi belirtiimektedir. Nsasta, lif

ve bitki polisakkartilerinden zengin, §ave hayvansal proteinlerden fakir beslenen
africa’li cocuklarin bgirsak mikrobiyotasinda, quk lifli, yiksek hayvansal protein,
yag, seker ve ngasta iceren besinlerle beslenen Avrupa’li ¢cocukiging,Bacteroidetes
ve Actinobacteria’larin yiksek, Firmicutes ve Proteobacteria’larinin disiik sayida
oldugu belirtilmistir (46). Siki vejeteryanlarin, hayi yiyen kkilere gore bairsak
mikrobiyotasindaE.rectale — B.coccoidesgrup ve C.ramosumgrubu bakterilerin
oraninin yuksek oldiu gorulmektedir. (167).

Probiyotikler, sindirim sisteminde belirli sayidaulbnan ve tiketildiinde
bireyin bairsaklarindaki bakterilerin sayica dengesinglagarak sindirim sistemi ve
bagirsak sgligini koruyan canl mikroorganizmalar ve/veya taleleri tanimlamaktadir
(168). En o6nemli probiyotiklerl.actobacillus spp veBifidobacteriumspp. ttrleridir
(169). Bazi cabmalar probiyotik kullaniminin @arsak mikrobiyotasini etkilegdini
belirtmektedir. Orngin probiyotik etkili L.rhanmosus GGle beslenme sonrasi, yeni
doganlarin bgirsak mikrobiyotasinin bakteriyel g#ili ginin, beslenmeyenlere gore
artms oldugu bildirilmistir (154, 170). Erken dgan bebeklerBifidobacterium animalis
subs lactis Bpl2e beslenmeleri durumunda, bu bebeklerigitssak mikrobiyotasinda,
bu sekilde beslenmeyen bebeklere gameterobacteriaceaee Clostiridium spp sayisi
dismstur (155). Prebiyotikler, barsaklarda ygayan yararli bakterilerin sayisini,
aktivitesini ve probiyotiklerin etkisini arttiraningliriimeyen bilgenlerdir (171).Su an
bu tanimlamaya uyan prebiyotikler; inulin, fruktgusakkaritler (FOS),
galaktooligosakkaritler (GOS) ve laktulozdur (1 72\ prebiyotiklerin Bifidobacterium
spp. populasyonu véactobacillus spp. bakterilerini arttirgina yonelik cakmalar
vardir (152, 172, 173).

2.6.6.Antibiyotik kullanimi
Antibiyotik tuketimi, kon&in mikrobiyotasini etkileyen gl faktérlerden

birisidir. Farkh tip antibiyotikler, farklh etki rakanizmalari ile barsak
mikrobiyotasinda farkli etki gosterirler, ayricanadin yanitida burada farkli olabilir
(174, 175).
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2.6.7.Saghk Durumu, Yasam Sartlari ve Stres

Bagirsak mikrobiyotasini etkileyen ghr faktorler; salik durumu, kongin
yasam sartlari ve kongin stres durumuduiskogyada hastanede yatarlyireylerin
bagirsak mikrobiyotasindaki bakteriler, @&kl yash bireylerle kasilastirildiginda
Bacteroidesspp — Prevotella spp grubu bakterilerin mikrobiyotada siik oldusu,
Enterococcus faecalis’imlse mikrobiyota’da ytksek olgu saptanngtir. Tabi burada
antibiyotik kullanimi ile birlikteBifidobacteriumspp’de de d§ils gozlenmgtir (176).
Streste bgairsak mikrobiyotasini etkileyebilir. Sinirsel sties diskida bulunan
Bacteroides thetaiotaomicrosayisini arttir@yi, duygusal stresin ise gtida bulunan
Lactobacillusspp. veBifidobacteriumspp sayisini diirdigt bildirilmistir (177, 178).

2.7.Hijyen Hipotezi ve Hastaliklarla iliskisi

1989 vyilinda Strachan tarafindan bildirilen hijyemipotezine gore;
mikroorganizmalara az maruz kalarsikarde T2 yanitinin artmasi veyT ile iligkili
hiicresel immun yanit seviyesinin azalmasinglibalarak ilerleyen sirecte immun
sistemle ilgkili hastaliklarda ary gorilmektedir (179). Bu hipoteze gore kazarglmi
immun sistemin gedimi, hijyen dizeyinin art ile direkt iligkilidir yani asiri temiz ve
hijyenik ortamda yegen bireylerdeki immun sistem ilerleyen surecteskagacaklari
mikroorganizmalara kar deneyimsiz ve yetersiz kalmaktadir (90, 179, 18B)
hipotez, astim, allerjik dermatit, TADM ve IBD gihastaliklarin ekonomik ve gk
alaninda ge$mis Ulkelerdeki prevelanslarinin, Peru, Kosta RikagZflya ve Glney
Afrika gibi Ulkelerden daha yuksek olmasina da blie aciklama olabilmektedir
(181, 182, 183).

Kazanilmg immun sistemin ana komponentlerinden biri CD4+ Ucreleridir.
Bagirsakta lamina propria’da lokalizedirler. Saf CD4r hicreleri uyari sonrasi,
yardimci T hucreleri ({j1, Th2, T3, Tu9, Tnl7, duzenleyici T hucreleri (&) ve
immunmodulatérlerin salinmasi icin aktive edilirlef31, 105, 184, 185). ;I T
lenfositleri, IL-2, interferon (IFN)-g ve TNF-a dibhicre aracili immunite ile
ili skiliyken, Tp2 T lenfositleri, IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-13 uretekeIgE Uretimine ve
allerjik yanitla ilgkilidir (186). 1980’li yillardan beri otoimmun etpatogenezi bilinen
T1DM’'da cevresel faktorlerin etkisi ile MHC sinif inolekulleri, makrofaj ve antijen

sunan hcrelerin ylzeyinde gair ve CD4 hicre yuzey reseptorleri ile bjdeek
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pankreas beta hticrelerine faptoimmun aktivasyon Bkar (187). Bunun sonucunda T
hicre ylzeyindeki CD3 ile MHC sinif Il molekullebirleserek T lenfositlerinin
aktivasyonu ve IL-f, TNF{ ve IFNy salinimi ile insulin Ureten beta hucrelerinin
yikimi gerceklgir (188, 189). Hijyen hipotezini destekleyen guchrgimanlar
infeksiyon hastaliklari gortlme sigliile allerjik ve otoimmun hastaliklarin goértlme
sikligi arasindaki ters oranli verilerden gelmektedir0(1291). Hijyen durumu ve
T1DM gorulme sikig arasinda da negatif bir korelasyon gostegilmi Kuzey
irlanda’da yapilan bir ¢aimada en dilk TIDM gorilme sikii, hijyen diizeyi en
disik durumda bulunan noktada ofgu goérulmektedir (192). Ayrica cocuklarda
yapilan bir caimada da, en guk infeksiyon oraninin saptargdi noktada T1DM
gorulme sikiginin fazla oldgu bildirilmistir (179). Hayvan modellerinde yapilan
calismalarda da tek bir kommensal bakteri grubunun CDgHhucrelerinden J17’nin
lamina propria’da IL-17 ve IL-22 Gretimini arttigel ve mikrobiyotay! etkiledii
gostermgtir (184, 193). Hatta ilgin¢csekilde ba&irsak mikrobiyotasinda bulunan
Candidatus arthromitugyibi segmente filamant6z bakterilerin TIDM'dan kdugu
belirtiimistir (194). Hijyen hipotezi ve otoimmun hastalikiarasinda tim bu bilgilere
ragmen kesin kanitlar bulunamagtir. Gelismis Ulkelerde, TLDM frekansinin agtiicin

infeksiyonlarin sikiginin azalmasi ana aciklamalardan sadece biridir)(19

2.8.Bagirsak florasinin immun sisteme etkisi

Insan bgirsak mikrobiyotasi hem @al, hemde kazanilmi basisiklig
etkilemektedir (31). Bu ve immun sistemin gtini sekil 2.2'de gorebiliriz (195).
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Sekil 2.2: Floranin ve immun sistemin zaman icindgigieni

(Koyu Mavi — yetersiz, mavi — gekn ve aclk mavi — gslinis seviyeyi
gostermektedir.) (195).

2.8.1.Dogal Immun Sistem ve Bgirsak Florasi

Antijen sunan hucreler, notrofiller, monositler, knafajlar, NK hicreleri, mast
hicreleri ve bgirsak epitel hicreleri, arsaktaki dgal basisikligin 6nemili
hicreleridir (31). Payer plaklarinda bulunan antigunan hicrelerden olan dentritik
hicreler (DC), yuksek seviyede IL-10 dretiminigigalar. DC’ler ba&irsaklarda,
PAMP’larla kasllastiginda TLR’leri uyarmak icin proinflamatuar sitokimielyarmadan
bunu yapabilen tek makrofaj grubu olargivaak makrofajlarini uyarirlar (196). DC’ler
ayrica bakteri kaynakli adenozin trifosfatlarla @®Tkagilastiginda ylzeyinde eksprese
ettigi CD70 ve CXCRL1 ile T htcrelerinin T17'ye farklilggmasini sglayabilirler. Mast
hicreleri b&irsgzin  lamina propriasinda bulunan hicrelerdir ve diega
fonksiyonlari vardir. Ozellikle Harsak epitel hicrelerinin elektrolit dengesini
kurmasini sglarlar (31). Dgal baisiklikta bazi hicrelerin gaimi direkt olarak
bagirsak mikrobiyotasindaki bakterilere ghalir, 6zellikle dikkat gekici olan arsak
epitel hucrelerdir (IEC), cunkd bu hicreler farlditokin tretimlerine neden olan
makrofajlar gibi b#&isiklik sistemi hicreleri ile dgrudan ilskilidir (10). Ornesin
yapillan bir cakmada mikrobiyotasi olmayan farelerdeki I1EC’lerin,ormal
mikrobiyotali farelerdeki IEC’lere gbre daha yavgem yaptgl gbzlemlenmgtir (197).

IEC’ler antijen sunumunda ve antijenlerin icerinaliak glenmesinde goérevleri olan
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hiicrelerdir, boylelikle CD8+T hiicrelerinin aktifleresini (10,198), dentritik hiicrelerin
(DC) IL10 gibi faktorler dretimini sglayarak tolorogenik DC yanitinin alonasini
sagilar (199). Tum bu gorevleri dolayisiyla IEC, @b basisiklikta cok dnemli bir rol
Ustlenmgtir, bunun dgismis bagirsak mikrobiyotasi sonucu hatall veya eksiksgadisi
sonrasi otoimmunite gekcektir (10). D@gal baiisiklik, bakterilere spesifik reseptor
tastyan hucrelerdeki, patern tanimlama reseptorldgRiRPve lizozim, komplement veya
antimikrobiyal peptidlerden olan defensinler gibiolekillere dayanir (200, 201).
PRR’ler bagirsak limenindeki patojen gkili molekiler yapilari (PAMP) taniyarak
dogal baisikhg baglatir. Bircok calymada PRR, TLR olarak belirtilir (43). Bunlar
birlikte patojenlerin istilasi durumunda inflamaguv yaniti tetikleyerek sinirlama
sgilarlar. Patojenlerin hizlica yok edilmesi yanindagal basisiklik, mikrobiyota ile
konagin simbiyotik iliski gostermesine katki gkr. Myeloid farklilgma faktori 88
(MyD88) eksik farelerde yapilan bir ¢gha bairsak mikrobiyotasi ile mutualizm’in
dogal baisik yanit icin ne kadar onemli oldunu gosternstir. TLR sinyal yolundaki
adaptor proteinlerin eksilgi oldugu icin mikroplari taniyamayan MyD88 eksik fareler
bagirsak inflamasyonuna yatkin hale gedlardir (200). Ayrica MyD88 ve TLR5 eksik
olan farelerde bakteriyel topluluklarin normal fare gore farkli oldgu bildirilmistir
(202, 203). Dier dazal bazisikligl tetikleyebilecek ligant NOD benzeri reseptorlerdi
(NLR). NLR sinyalinin defekti de mikrobiyota kompiegonunu etkiler. Orngn,
NODL1 eksiklgi Clostridium spp.,Bacteroidetesre Enterobacteriaceaailelerinin ince
bagirsggin alt segmentinde sayilariningilgnesine neden olur (204). NOD2 eksikli
ise Bacteroidetes’lerinasiri ¢ogalmasina, bu da IL-6'nin surekli Gretiminigsayarak
bagirsagsin  neoplastik d@simlerine ve Uulserasyonuna neden olur. NOD2, panet
hiicrelerinde eksprese olur eksgifide alfa defensin ve yeniden giurulan adacik
protein 3 gama (Reg ¥f) gibi antimikrobiyal etkinlgi olan peptidlerin ekspresyonunda
disis meydana gelmektedir (205, 206). Antimikrobiyal ielikleri olan bu peptitler
bagirsak mikrobiyotasinin icetinin sekillendirilmesi icin 6nemlidir. a-defensin
eksikliginde bairsak mikrobiyotasindaki bakteri dengé&srmicutes’leredogru kayar,
Firmicuteslerde artis ve Bacteroidetesle disiis meydana gelecektir (207). Regyill
MyD88 aracili sinyali bgatir ve Gram pozitif bakterilerin kontrolint gar (208).
Diger NLR proteini, inflamazom adi verilen sitoplaznmk&mpleks icegiinde yer alan
cesitli NLRP Uyeleridir. Farelerin kolon epitelinde NP6 eksiklgi sonucunda IL-18

seviyesinde azalma ve fekal mikrobiyotada 6zellikBacteroidetes ailesinden
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Prevotellaceaeiin artgi gorulur (209). Sonug olarak gal basisiklik, sadece harsak
patojenlerinin elemine edilmesindegile ayrica sglik icin bagirsak mikrobiyotasinda

mikrobiyal topluluklarin ekolojik dengesinin korumsinda énemli rol oynar (201).

2.8.2.Kazaniimis immun Sistem ve Bgirsak Florasi

Kazanilmg immun sistemde Igasak florasi tarafindan etkilenmektedir (10,
210). Kazanilmg immun sistem veya adaptif immun sistemin ana kamepderi, T ve
B hicre reseptorleri, onlarin ko-reseptorleri, ME&si Uyeleri veya Rag genini iceren
transposable elementlerdir (211). CD4+ T hlcrekazaniimg immun sistemin ana
komponentlerinden biridir. Barsakta lamina propria’da lokalizedir. Saf CD4+ T
hicreleri uyari sonrasi Yardimci T hucrelerip)@ Th2, T:3,T.9, Tyl7, folikiler
yardimci T hticreleri () ve dizenleyici T hiicreleri (&) olmak tzere farkli alt tiplere
doniglr. Thl ve T,17 uyarimi otoimmun hastaliklarlashilidir (31, 105, 184, 185).
Bagirsakta IL17 sekrete edenIi7 htcreleri, b@rsak mikrobiyotasinin gaimi igin
gereklidir. (184, 193, 212, 213). Infeksiyonlararskaetkili bir B hicre yaniti igin,
CD4+T yardimci hicrelerinin B hiicrelerine yardirmesi gerekir. § hicreleri ise bu
CD4+T yardimci hicreleri icinde, antijen spesifiknBcrelerine yardim eden T hiicre
grubudur. T, hdcreleri antijenlere kar humoral immun yanitin uzun sdreli canli
kalmasini sglar (185). Tegler, agizdan alinan antijenlerin ve mikroplarin immundtoji
toleransin sglanmasinda anahtar hucrelerdir. Bunun fonksiyonukaybi otoimmun
hastaliklara yol acar (31, 214, 215)4ler, uyarildiklarinda, 1L10 ve TGR- gibi
antiinflamatuvar sitokinlerin salgilanmasini daglagarak, hem dgal, hemde
kazanilmg bagisiklikta yer alirlar (10, 210, 216, 217). 8esak mukozasinda yesgken
FoxP3+ Teg hucreleri  ozellikle T1DM gibi  otoimmun  hastalikiar
ili skilendirilmektedirler. Lamina propria’da bulunan @08+CD11c+ dentritik hiicreler
(LPDC) FoxP3+ Tgq hiicrelerinin gekimini dizenler (218). Barsakta bu hicrelerin
hatali dgisimi sonrasinda GALT ve lgrsak mukozalari ile direkt #kili dokularda
immunolojik tolerans kaybedilir (219). CD+8 T hilee, basirsazin intraepitelyal
kisminda dier T hicrelerine gore yon oranda bulunan hicrelerden birdir.gBaak
mikrobiyotasinda, periferal immun sistem hicreléein B hicrelerinin, dentritik
ana kommensal bakterilere etkisi tam olarak bilinmaktedir (201, 220). @er 6nemili
bir komponent olan Rarsak iliskili B htcreleri payer plaklarinda bulunurlar veAlg
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salgilayan plazma hicreleridir (31). @esaktaki dentritik hucrelerinin (DC), B
hicreleri uyarimi sonrasi bu B hucrelerinin Urégtik bu salgisal IgA (sIgA) ile
mukozal immunitenin sganmasinda anahtarslev yapmaktadir. sIgA l@arsak
patojenlerinin epitele yagmasini ve konga giris yapmasini veya toksinlerini
kullanmalarini engeller (201). Ayrica sIgA gwesak mikrobiyotasini kaplayabilir.
Sikhklar sIgA2 alt sinifi bu slevde baskindir. sIgA2 bakteriyel proteazlarin
degregasyonuna daha direnclidir. TLR’ler arg@cyla uyarilan IEC’ler ¢g@almayi
arttirici ligand (APRIL)'1I arttirarak slgA2'yi, sismik slgA1 formuna cevirebilir. Bu
mekanizma barsakta dolgan mikrobiyotaya yanitin arttirilarak sistemik immyanita
gecke engel olur (221).

2.9.Toll-Like Reseptorler (TLR)

Toll-like reseptorler (TLR), vicuda giren mikroorgamalar tarafindan tretilen
PAMP’lari taniyan, bgaisik yanit araciigiyla dazal immun cevabin olimasini sglayan
tip 1 transmembran proteinleridir (222). 1985 ydhnToll geni ilk kez Nobel 6dullu
Christiane Nusslein-Volhard, Eric Weischaus ve d&iari tarafindan Drosophila
melanogaster'de tanimlanghr. Bu sineklerin embriyogenezinde o6nemli bir rol
oynadgl mutant olan sineklerin fungal infeksiyonlara yatkldusu ortaya konulmgtur
(223). Yillar sonra 1997 yilinda insanda hongoldarif edilebilms ve dgal immun
sistemin bir pargasi olgu anlgilimistir (224).

Patojenler Uzerinde bulunan korurgnmolekiler yapilarak “patojen gkili
molekiler yapilar” (PAMP) ve bunlari gdal immun sistem hicreleri Gzerinde taniyan
reseptorlere de “Patern tanima reseptdrleri” (P&R)verilir (225, 226). 3 gruba ayrilan
PRR’ler; salgilananlar, endotoksik olanlar ve sinlgenlerdir. TLR ailesi sinyal ileten
reseptor grubunu ofturmaktadir (227). TLR’ler, immun mekanizmalari ve
inflamasyonu dizenleyen énemli bir PRR ailesid282229). Toll benzeri reseptdrler
(TLR), vucuda giren mikroorganizmalar tarafindastien PAMP’lar taniyan, Qasik
yanit araciglyla dgzal immun cevabin okmasini sglayan tip 1 transmembran
proteinleridir (21, 222, 228, 230, 231, 232). TL&;| ekstraselliler domain (LRR),
transmembran domain ve sitoplazmik domain olarérid1 domain icerir. (226). LRR
domainleri, ligand baglama ve sinyal iletiminde efralan l6sinden zengin tekrarlar
iceren kisimdir (224, 233). @i ligantlar tarafindan uyariimasi sonucunda,ysin

kaskatlari bglayarak sitokin dretimi Gzerinden kazangmmmun yaniti bgatirlar
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(228, 229). Sitoplazmik sinyal domaini interlokin reseptor (IL-1R) ile benzer
Ozelliktedir. Bu Toll/IL-1R reseptori (TIR) bélgeslarak adlandirilir. TIR domaini
sinyal olwumu icin gereklidir (226, 227). TLR, mikroorganiziaalaki PAMP ile
baglaninca, TIR domaini ile bir dizi sinyal iletim yohu aktive eder ve antimikrobiyal
protein, inflamatuvar sitokinlerin sentezi ve deatkr hiicrelerin matirasyonunu
sglayarak, dogal immun sistem, kazangmmmun sistemi yOnlendirir (234, 235).
TLR’lerin PAMP’lar ile aktive olmasi ile TIR domaiinceren adaptor protein (TIRAP),
TIR domain iceren adaptor protein uyaran IFN-beERIF), TRIF iliskili molekul
(TRAM), myd88 adaptor proteinleri ara@liile NFkB, mitoz aktive edici protein
kinaz, Sinyal iletici ve transkripsiyon aktive edigrotein (STAT) ve Aktive edici
protein 1 (AP1) proteini aktive olur (236). Bu sahyyolaklarinin aktive olmasi ile
interferon, timor nekroz faktor alfa (TNF-a), int&in (IL4, IL8, 1L12) gibi cesitli
proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler saliniBu sitokinlerin  salinimi
sonrasindaB-hlicre lenfoma x (Bcl-x), apoptoz c bitér protein-1 (c-IAP-1) ve
apoptoz c inhibitor protein-2 (c-1AP-2) gibi ant@potik proteinler glev kazanir $ekil
2.3) (237).
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Sekil 2.3: TLR sinyal yola (237).

(dsRNA, cift iplikli RNA; IKK, NF-xB kinaz inhibitért; LPS, lipopolisakkarite; MKK,
MAP kinaz kinaz; RIP1, reseptorgkili protein 1; rRNA, ribosomal RNA; ssRNA, tek-
iplikli RNA; TAB, TAK1-baglayici protein; TAK, TGH3-aktive kinaz; TBK1, TANK-
baglayici kinaz 1).

Canlilarda TLR ailesinde 13 Uye saptanirken, inaahitl TLR saptanabilrtir
(225, 226, 233). insanlarda bulunan bazi TLR’lekawsiliklarinin diger hayvanlarda
bulunmamasi, deney hayvanlarinin gdlb immunite modeli olarak kullanimini
zorlastirmaktadir (238). Hucre yizeyinde sunulup fagoarmioc eden TLR-1, 2, 4, 5,
6 ve 10’'a kag1 TLR-3, 7, 8 ve 9 0Ozellikle endozomlar ve endopidzretikulum bata
olmak Uzere hicre i¢ci kompartmanlarda sunulur (239)R’ler ligandlarinin
yoklugunda nonkovalent dimerler otururlar (240). Her bir TLR’nin ligand
spesifisitesi farkhdir. Bunlardan TLR1-TLR9 ara® TLR11'in ligandlari belirlenmis;
TLR10, TLR12 ve TLR13'lUn ligandlari ise hentz biiemektedir $ekil 2.4) (Tablo
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2.2) (238). Patojensiz obez olmayan diyabetik &anelToll-like reseptdrlerinin (TLR)
eksilgi
becerememeleri nedeniyle diyabet gelinin olmadgl gozlemlenmgtir (203, 241).
TLR’ler arasinda TLR2 ve TLR4, insulin direncindiyabette ve aterosiklerozda kritik
rol oynarlar (231, 242). TLR2 ve TLRA4, lipopolisakk (LPS), peptidoglikan (PGN) ve
lipopeptidler gibi bakteri hiicre duvar komponentietanimaktadir. Dgal basisiklik

adaptor proteinlerinin durumunda bakteryel ligandlara gdh@nmayi

hiicrelerinde bulunan reseptdrlerin aktivasyonu higcre ytzeyindeki molekdller,
sitokin ve kemokinlerin dizenlenmesinde samiur (228). Yine son yillarda yapilan

calismalarda TLR2 ve TLR4 gen ekspresyon seviyeleriraallixle fare modellerinde

diski mikrobiyotasinin icegi ile degistigi gorulmektedir (18, 19, 20).

Tablo 2.2: TLR ailesi ve ligandlari (238)

TLR Klasik Ligand Hucre Sitokin induksiyonu
Lokalizasyonu

TLR1 Mikobakteri:tri-agil Hucre yuzeyi inflamatuar sitokinler
peptidler (TNF-a, IL-6 vs.)

TLR2 Gram-pozitif bakteri: Hucre ylUzeyi inflamatuar sitokinler
peptidoglikan, lipoprotein, (TNF-a, IL-6 vs.)
IS1 sok proteinleri

TLR3 Virusler: ¢ift sarmal DNA Hucre igi inflamatuar sitokinler
(dsDNA) (TNF-a, IL-6 vs.), IFN-1
Sentetik:polinosik polisitilik asid

TLR4 Gram-negatif bakteri LPS Hucre yuzeyi inflamatuar sitokinler

(TNF-a, IL-6 vs.), IFN-1
TLR5 Bakteri flajellini Hucre yuzeyi inflamatuar sitokinler
(TNF-a, IL-6 vs.)

TLR6 Mikoplazma: diagil Hucre ylzeyi inflamatuar sitokinler
. . (TNF-a, IL-6 vs.)
lipoproteinler

TLR7 Virusler: tek sarmal RNA Hucre igi inflamatuar sitokinler
Sentetik: imidazoquinolinler IR, By, 1A

TLRS8 Virtsler: tek sarmal RNA Hucre ici inflamatuar sitokinler
Sentetik: imidazoquinolinler (TNF-a, IL-6 vs.), IFN-1

TLR9 Virusler ve bakteri: ¢ift sarmal DNA Hucre igi inflamatuar sitokinler
SentetikCpG olidodeoksiniikleotidle (N, (), (=R

TLR10  bilinmiyor Hucre yuzeyi Bilinmiyor
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TLR11  Toxoplasma gondii profilin Hucre yuzeyi inflamatuar sitokinler
Uropatojen bakteri (=, 6 sy
TLR12  Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor

TLR13  Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor

Lipotekoik asit -
Triagil Lipopeptid

Porin

PhOEaR Flagellin
- Fosfolipomannan
B-glikan Zymosan
LPS PGN Diagil Lipopeptidler
=FMD-2 TLR1 TLR2 LR5 TLR6

CD14 == TLR4

i n D Mal CpGDNA

AR\ Y

l

A p38N':'iBJNK PI3K-Akt | IRF3 (_

Sekil 2.4: TLR’lerin uyariimasi (238).

2.9.1.TLR2

TLR2, insanda 4. Kromozomun 4qg31-32 bdlgesinde &uwahh, 734
aminoasitlikbir proteindir. 84kDa molekulegidiktadir. TLR2 haberci RNA (mMRNA)
ekspresyonu beyin, kalp,akciger ve dalak dokularigdzlenir ve 6zellikle 16kositlerde
en yuksek seviyededir (243). TLR2, gemlukla bakterilerdeki PAMP’larin genibir
aralgini tanir (22, 244). Bunlar lipoarabinomannan (LAMipopolisakkarid (LPS),
lipoteikoik asit (LTA), peptidoglikan (PGN) ve diggikolipidler, glikoproteinler ve
lipoproteinlerdir. TLR2'nin ligandlari tanimasi venyaliletimi oluturabilmesi igin
diger TLR’ler ile dimerize olmasi gerekmektedir.p@doglikan, TLR2 ve TLR6'nin
dimer olwturdusu reseptor aracgi ile sinyal iletirken, lipoproteinler, TLR6’ya ihyac
duymadan TLRZ2'yi aktive edebilmektedir. Benzer tki TLR2 ve TLRG6 birlikte
mikoplazma lipoproteinin taninmasi icin gereklidieram negatif ve Gram pozitif

bakterilerin lipoproteinleri tek basina TLR2 ilentamaktadir (245). TLR2, bakteriyal
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antijenler yaninda, fungal ve viral antijenleri @air ve dgal immunitede makrofajlari
uyarir. Bu reseptoriin insulin direncine fakoruyucu etki yapg distinulmektedir
(12). TLR2 kompleksleri ayni zamanda kizamik vili#eV), insan sitomegalovirus
(CMV) ve hepatit C viris (HCV) gibi virtsleri veraobsan iceren mantar PAMP’larini
taniyabilir (246).

2.9.2.TLR4

Drosophila’larda kgfedilen Toll'unun insan homologu olarak tanimlanamilk
insan Toll'u (hToll) olarak adlandirilan TLR'dur.LR4, insanda 9 kromozomun 9q32-
33 bolgesinde kodlanan, 90 kDa molekiler agirhgi889 aminoasitlik bir proteindir.
In vivo olarak TLR4 mRNA'sI tek bir transkriptolarakinulur ve en yiilksek seviyelerde
dalak ve lenfositlerde bulunur. TLR4; B hicreleentitik htcreler, monositler,
makrofajlar, grantlositler ve T hiicreler tarafindamulur (243).

TLR4, Gram negatiflerin d membraninin ana komponenti olan
lipopolisakkaritler (LPS) ve ymasitleri ile uyarilir. Plazma LPS seviyeleri ishski
mikrobiyotasi tarafindan dizenlemektedir (12, 13)LR4 uyarimi sonrasi bir
homodimer olgturur ve Lenfosit antijen 96 (MD-2) ile bige. MD-2, LPS’nin TLR4
aracilgl ile taninmasinda gereklidir. MD-2 birliktgli olmamasi nedeniyle TLR2
kompleksleri LPS'’yi taniyabilmesine gaen, TLR4 genellikle LPS reseptort olarak
distndltr. LPS, ilk soluble olarak LPS baglayan pnotiBP) ile baglanir. LBP'de ya
soluble veya glikozil fosfatidil inozitol (GPI)-bagCD14 ile baglanir. Buna LPS
tanima kompleksi diyebilegamiz CD14, TLR4 ve MD-2'yi iceren kompleks bu
sekilde olyur. TLR4 ve MD-2 sirekli olarak birbirleriyle bikie iken CD14 LPS
baglandiktan sonrakomplekse Kkatilir. Kesin mekaammheniiz ant@mamasina
ragmen LBP’nin LPS'yi CD14’e transfer ettigi ve TLR4il aktive oldugu
disinulmektedir. TLR4 ile LPS taninmasinda CXCR4, GRRED55, cesitli 1sI sok
proteinleri (HSP70, HSP90) ve kompleman reseptditer (CR) gerekli oldugu
dusunulmektedir (94). TLR4 kompleksleri ayni zamam@spiratuar sinsityal virls
(RSV), HCV gibi virtsleri tanir. TLR4 kompleksi; H&er, fibrinojen, fibronektin,
surfaktan protein A (SP-A) ve beta defensinler gidlojen ligandlari taniyabilir (247).
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2.10.Diyabetes Mellitus

Diyabetes Mellitus (DM) insilin sekresyonunda vaysiilin etkisindeki yetersizlik
sonucunda ortaya cikan, hiperglisemi ile gozlemienkronik seyirli endokrin ve
metabolik bir hastaliktirinsiilin hormonu pankreasin beta hiicrelerinden siemiez
diyabet hastalarinda insulin hormonunun mutlak wéyatif eksikligi karbonhidrat, ya
ve protein metabolizmalarinin bozulmasina sebep @u4, 9, 248, 249). Pankreasin
langerhansp hucrelerinin primer hasarina ga olarak gelgen insilin eksikki ile
kendini gosteren tip 1 diyabetes mellitus (T1DM) imsulin sentezi ve saliniminda
sorun yokken, insulin direnci sonucu dokularin lmsukullanamamasi ile kendini
gosteren tip 2 diyabetes mellitus (T2DM) bilindilyabet tipleridir. Bu iki grup genetik,
patolojik, klinik ve prognoz acisindan birbirindawklilik gosterirler (250).

Diyabetes mellitusta (DM) etyolojik siniflamaagida goérulmektedir (251).
l. Tip 1 diyabet (Beta hiicre hasari sonucu insulinkélgs)
a.Otoimmun, Hdiyopatik
Il. Tip 2 diyabet (kombine insulin eksiglive insulin direnci)
a.Tipik, b. Atipik
[l. Beta hiicreslevinde genetik kusurlar
a.MODY sendromlari, b.Mitokondrial DNA mutasyari,c.Wolfram
sendromu (DIDMOAD), d.Tiyamine cevapsiz diyasemellitus
V. Ilag ve kimyasal ajanlara gladiyabet
a.Siklosporin,b.Glukokortikoidler,c.Beta adegik blokerler
V. Ekzokrin pankreas hastaliklari
a.Kistik Fibroz, b.Travma — Pankreatektorfankreatik iyonize radyasyon
VI. Enfeksiyonlar
a.Konjenital rubella,b.Sitomegaloviris,c.Hdititolremik sendrom
VII.  Tip 2 diyabet varyantlari
alnsulin etkisindeki genetik kusurlar:Robson-Mendédihha

sendromu,Leprechaunism,Lipoatrofik diyategtdsomlari, Tip A insulin
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direnci sendromlari - Akantosiz
binsulin etkisinde edinsel kusurlar:Endokrin timdgreti-insulin reseptor

antikorlari

VIII.  Insulin direnci & insulin eksikdi ile giden genetik sendromlar
a.Prader-Willi sendromu, b.Down sendromiliumer sendromu,
d.Klinefelter sendromu, e.Bardet-Biedel sentl, f.Alstrom sendromu,
g.Werner sendromu

IX. Gestasyonel diyabet
Yeni dgan diyabeti: a.Gegici, b.Kalici — Pankreas agemeziHomozigot
glukokinaz eksikgdi

DM tanisi koymak icin asagida siralanan kriterlarderhangi birinin bulunmasi
yeterlidir (249):

* En az 8 saat aclik sonrasi bakilan plazma glikagedein 126 mg/dl veya
ustiinde bulunmasi,

e 75 gr glukoz ile yapilan Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT) 2. Saatinde
plazma glukozunun 200 mg/dl veya Ustlinde olmasi,

* Glikozillenmis Hemoglobin (HbA1c) degerinin %6.5ye&elstiinde olmasi.

* Rastgele ol¢ulen kan glikozunun 200 mg/dL’nin (zée olmasi ve diyabeti

destekleyen polilri, polidipsi gibi Klinik bulgular olmasi.

2.10.1.Tip 1 Diyabetes Mellitus (T1DM)

En sik rastlanilan metabolik hastaliklar arasindaalan T1DM; yasam boyu
suren, her yastaki bireyi ve yakinlarini dogrudégilendiren, organ ve fonksiyon
kayiplarina yol acarak insanin fiziksel, psikolojik sosyal yapisinda degisime neden
olan bir hastaliktir (248, 252). Birgok am@amaciya gore diyabet otoimmin, genetik ve
cevresel faktorlerin etkisiyle ggén otoimmun bir hastaliktir (123, 163). TLDM’dadet
hicrelerinin yikimi sonucu insulin Uretiminde stkigasanir (3, 4, 9, 248, 254). Bu
hasar genellikle HLA tipleri ile kQ@#antili olarak htcre aracilikli otoimmun sireg
nedeniyle olmaktadir ve beta hicrelerineskatusan otoantikorlarin kanda o6lgtlmesi
ile gosterilebilir. Diyabetin bu formu ¢ocukluk déminde bgladigi bilinmekle birlikte
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her yata oluabilir. Insilin eksiklgi katabolik metabolizmayaggim, kilo kaybi ve
diyabetik ketoasidoza neden olur (255). Tum ulldderT1DM insidansi giderek
artmakta olup, ortalama % 3 yillik olarak hagaliarttsi belirtiimektedir. Hastagin %
95'i 25 yaIn altinda ortaya cikmakla beraber, 5-% yee adtlesan doneminde pik
yapmaktadir (252).

2.10.1.1 Etyoloji ve Patogenez

Tip 1 diabetes mellitus (T1DM) etyolojisinde gehketcevresel ve otoimmun
faktorler sorumlu tutulmaktadir (8, 9, 251, 256).
2.10.1.1.1. Genetik Faktorler:

T1DM’a yakalanma riski irktan irka @siklik gostermektedir. TIDM genetik
bir hastalik olmasina kan diyabete kan yatkinligi belirler. Bildirilen diyabete
yatkinligin kalitim sekli basit genetik kurallarn ile aciklanamamaktadwonozigot
ikizlerde bu oran %20-50 arasindadir. Monozigotléideki bu % 100’e varmayan
birliktelik, genetik olarak programlangbireylerde hastalin gelsebilmesi icin viris,
bakteri, toksin ve gidalar gibi cevresel faktomegerekli oldgunu digtndartr (144,
257, 258, 259).

T1DM gelisme riskini artiran bazi genler saptagmm En Onemlisi 6.
kromozomun kisa kolu (6p21) tzerinde bulunan “Mdpstocompatibility complex”
(MHC) kodlayan tiplerdir, bu kromozom Uzerinde yan HLA bdolgesi, makrofaj gibi
antijen sunucu hucrelerin yuzeyinde bulunan MHC sKla molekiillerini kodlayan
genleri icerir. Antijenin MHC’ye bglanmasi ile otoimmiin sirecin ana htcreleri olan T
hiicrelerinde bulunan antijen reseptorlerine buj@m#rin sunulmasina neden olur. Tip
1 diyabete yatkinlik yaratan ve diyabete skatoruyucu olan HLA allelleri ggida
verilmistir. Beyaz irkta T1DM hastalarinin %95'inden fazldé A-DR3 DQA1*0501 -
DQB1* 0201 ve/veya DR4 DQA1*0301 - DQB1* 0302 aefij tgimaktadir. DR3 ve
DR4'e ilave olarak DR1, DR8 ve DR16 antijenleriendilDM’a yatkinhkta, DR2
DQA1*0102 - DQB1* 0602’ye sahip olmanin ise koruyuml oynadg gozlenmgtir
(260). DR3, DR4 pozitifinin diyabet olgumunda direkt neden olmaua fakat
buradaki pozitiflgin insanlardaki bakteri, viris ve gir cevresel faktorlerle birlikte,
beta hicrelere karimmun cevapta dsiklige yol actg bunun sonucu olarak hticre
nekrozuna neden olg@u, béylece T1DM olgturdugu disunulir (257, 258, 259).
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2.10.1.1.2. Cevresel Faktorler
Enfeksiyonlar, kimyasal maddeler,gafik bélgeler, gidalar gibi géli cevresel

faktorler genetik yatkingin varliginda diyabet gedimini etkilemektedir. TLDM ortaya
ctkisindaki mevsimsel farkliliklarin nedeni enfeksiyamtamevsimsel daliminin bir
etkisi olarak dgtnulmektedir. Mevsimsel d@esiklikler daha ¢ok adolesan glarinda
goralur (251, 261).
2.10.1.1.3. Otoimmunite

T1DM'un; tani sirasinda adacik hucrelerini cevreleylenfosit infiltrasyonu,
adacik hucrelerine ksrolusan otoantikorlarin ve dojanda aktive olmg lenfositlerin
varhgi ile ayrica belirli HLA tiplerinin yatkinga neden olmasi nedeniyle otoimmun bir
hastalik oldgu disinulmektedir. Otoimmun etyoloji dindidren dier nokta ise
T1DM'un, hipotiroidi, graves hast&l, addison ve célyak hastaligibi diger otoimmun
hastaliklarla birlikte gorulebilmesidir. TADM’lu Btalarda antikor okumuna yol acgi
bilinen antijenler; pankreatik siyalokonjugatlansiilin, glutamat dekarboksilaz,gsi
serum albumini, karboksipeptidaz H, beta hicresparteri, 37, 38, 40, 52 ve 69 kd
adacik hucre proteinleridir (251, 262).

2.11.Floradaki bakteriyel degisimlerin otoimmun hastaliklarla ili skisi

Immun sistemin bireyde sorun yaratan patojenles#glikli dokular arasinda ne
kadar 6nemli bir denge ol@u aciktir. Buna kar otoimmun hastaliklarda bu denge
bozulmakta ve immun sistem yaghlkla sglikli dokulara zarar vermektediS€kil 2.5)
(263, 264, 265). Barsak mikrobiyotanin hem @al, hemde kazanilmibasisikhig
etkiledigi gosterilmi ve ayrica bazi tyelerinin otoimmun hastaliklatigkili oldugu
son yillarda yapilan c¢amalarla anlgilmaya calgilmistir (31, 32, 33). bircok farkli
hayvan ve insan modeli Gzerinde Inflamatuvagitsak hastafn (IBD) (266, 267),
Romatoid artrit (RA) (268, 269, 270), Tip 1 dialsetmellitus (TIDM) (4, 203, 241
271), Multiple skleroz (MS) (272), Ankilozan spohid(AS) (273). Otoimmun gastrit
(73) ve sistemik lupus eritomozosus (SLE) (274) i gdtoimmun hastaliklar
incelenmgtir. Bu calsmalar mikrobiyotada ki di@simlerin belli oranlarda otoimmun
hastaliklarla ilgkili olabilecesini bize gb6sternytir. Bu ve bunlar gibi cagmalar
Ozellikle otoimmun hastaliklarla gastrointestinalistamin iligkili olabilecegini
distinduren 3 noktayi belirtmektedir (275). Bunlar;
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1. Otoimmun hastaliklar, d@l ve kazanilny bagisiklik arasindaki iletimsizlik

kaynakhdir.

2. Molekuler benzerlik (mimicry) tek Baa bu hastaliklarin ggiminin
aciklanmasi icin yeterli gddir. Tanimlanamayan antijenlerin sirekli uyarimi

icin kompleks bir dy uyarima ihtiyac vardir.

3. Mukozal bariyerlerin koruyucu gorevlerinin kaylde btoimmunite gefiminde
Ozellikle gastrointestinal ve akk@r mikrobiyotasi kaynakh gifaktorlerin roli

bulunmaktadir

Proteaz Aktivasyonu

TNF-a Heparan
HMGB-1 Suifan
-1 ' Hyaluronik
ke : asit
s L : Fibronektin
e A ' Is1Soku
e, — - Proteinler
Insult S ; Fibrinojen
== W Sulfaktan A
LPS, LTA, PGN, Flagellin Endojen Aktivatdrier
| mr | [ nopbirr | [ RLH
PMN Monosit Lenfosit Dentritik Hiicreler Endotel Epitel Eritrosit Platelet
NF-kB < > Kaspaz-1
— ——— NADPH Oksidaz
v MPO
inflamatuar Sitokinler Anti-inflamatuar Sitokinler Enzimler i’:\‘ogs
Sitokinler & ROS/RNS O%E
Adezyon Molekiilleri RAGE "ROCK PARP PAR PI3K/Akt
Potansiyel Dengesizlikler
inflamasyon Anti-inflamasyon
Koagiilasyon Anti-koagiilasyon
Oksidasyon Anti-oksidayon
Apoptoz Anti-apoptoz
Vazodilasyon Edema Permeabilite Eritrosit Depormasyonu

iskemi /Reperfiazyon

- Mitokondriyal Disfonksiyon

Nekroz Apoptoz intirinsik Hiicre Depresyonu

Hipoksi/Reoksijenasyon

Organ Disfonksiyonu

Sekil 2.5: Organ disfonksiyonuna yonlendiren molekiler mekanailar (264, 265)

2.12.Toll-like Reseptorler (TLR) ve Tip 1 Diyabet iliskisi

T1DM insulin Ureten beta hucrelerinin kaybi sonugelisen bir otoimmun
hastaliktir (276). T1DM’un son samasl olan beta hicrelerinin kayblr basgma
bilinmesine kagin, bunu olgturan d@al basisikliktaki “baslangic adim” veya “bgatici
olay” net deildir (277, 278). Diyabet ve onun komplikasyonlanrproinflamatuvar
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sitokinlere dayangu, C-reaktif protein (CRP) ve IL-1, TNF-a, IL-6 gikitokinlerin
plazma seviyelerinin arfit gosterilmgtir. Ayrica TLR’ler, ve Ozellikle TLR2 ve
TLR4'Un hem T1DM, hemde T2DM patogenezinde ©6nemir bol oynadgi
bildiriimektedir. TLR’lerin, T1DM'un patogenezindedénemli roli oldgunun
disinulmesi esas olarak bu reseptorlerin 2 yeaiemdan antijen sunan hcrelerin
gelisimini induklemesi ile sitokinler ve inflamatuvar tkekinleri Gretmesi nedeniyledir
(276). Farkh yazarlar, dentritik htcrelerdeki (DCyLR2’lerin beta hucrelerinde
bulunan hasar gkili molekuler paternleri (DAMP) taniyarak sunmasindiyabet
gelisiminde dagal basisikligin “baglangic adim” oldgunu 6ne sirmektedir (277, 278).
Yapilan bircok cabma da, TLR2 ve TLR4'Un T1DM odumu ile iliskili oldugu
bildiriimektedir (241, 279, 280, 281, 282, 283, 2285, 286, 287). Monositlerde TLR2
ve TLR4'Un mRNA ekspresyonlarinin ve MyD88, TRIF NEKB gibi alt hedeflerinin
artisi kontrol gruplarina gére T1ADM’lu hastalarda bilbhristir (228). Ayrica, TLR2 ve
TLR4 ekspresyonlarinin gilisemi ile gkili olarak arttgl gosterilmgtir. TLR2 ve TLR4
genlerinin susturulmasi sonucu yuksek glikoz sesrijte iligskili NF-kB yanitinda %76
disUs oldugu gorulmigtar (229, 279). Diyabetgdimli farelerde, TLR2 baskilaninca
otoimmun diyabetin geliminin baskilandii bildirilmistir (279). Bir bgka calsmada
obez olmayan farelerde LPS'ye verilen yanitta ®B;- TLR2 ve TLR4 gen

ekspresyonlarinin benzer ofglugdsterilmgtir (280).

2.13.Anaerop bakterilerle, Tip 1 diyabet iliskisi:

Tip 1 diyabet, cok yonll, pankreas beta hicrelerigavg ve ilerleyici bir
bicimde yikimi ile insulin tretiminin kaybina nedetan T hucre ikkili otoimmun bir
hastaliktir (288, 289). Patofizyolojisi hentiz armamstir (2). Ozellikle b&irsak
mikrobiyotasinda bulunan anaerop bakterilerin T1iMiliskili oldugunu karet eden
hayvan ve insan modelli ¢gttnalar bulunmaktadir (4, 290, 291, 292, 293, 294, 29
296). Obez olmayan diyabetik farelerin ve biydajretilen diyabet @limli sicanlarin
(BB-DP) 6zellikleLactobacillusspp. Lactobacillus caseve Lactobacillus acidophilus
agirhkh probiyotikler ile beslenmesi sonucu bu hawarda diyabetin klmasinin
geciktirildigi ve oOnlendgi gosterilmitir (292, 293, 294, 297). Ber bir calgmada
diyabet duyarli BB-DP ve biyolojik olarak uretilelyabet direncgli (BB-DR) sicanlarin
digki floralari incelendiinde diyabet direncli olan BB-DR si¢anlarin miknpdiiasinda

probiyotik benzeriLactobacillus spp ve Bifidobacterium spp. miktarlarinin diyabet
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duyarli BB-DP sicanlarinin mikrobiyotasina gore sgk oldgu, buna kagin BB-DP

sicanlarinin mikrobiyotasinda i&acteroidesspp, Eubacteriumspp. veRuminococcus
spp. miktarinin BB-DR sicanlara gore yuksek @ldusaptanmgtir (295, 297). Bir
calismada isel.johnsonii N6.2swu ile beslenen diyabetgd@mli BB-DP sicanlarinda
diyabet gekiminin engellendii gozlemlenmgtir (298). TIDM’lu ¢ocuklarda yapilan
bir calsmadaBacteroideteggrubu icindeBacteroides ovatus’ukontrol grubuna gore
%24 daha yuksek olgu gozlenmgtir (4). Yine T1DM’lu 16 cocuk ve kontrol
grubunda yapilan bir camada daFirmicutes grubunda azalma amBacteroidetes

grubunda argigozlendgi bildirilmi stir (2).

2.13.1.Bacteroidetes

Gram negatif bakteriler arasinddacteroidetessubesi Bacteroidesspp. ve
Prevotella spp. cinsi gibi tibbi acidan 6énemli anaerob Graegatif cins bakterileri
iceren 6nemli bir bakteriyedubedir (299). Busube icinde klinik 6rneklerde en sik
rastlanan anaeropBacteroides fragilis grubudur, bunlar antibiyotiklere gar

anaeroplara gore her gecen gun artan bir dirertgigsktedir. (300).

2.13.1.1 BacteroidesSiniflandirmasi

Gunumizde Bacteroides cinsi, safraya duyarli ve safraya direngli olarak
ayrilabilir. Eskiden safraya duyarl turler pigmiene pigmentsiz tirler olarak ayrilirdi.
Fakat ¢gu pigmentli safraya duyarBacteroides spp., Porphyromonas Prevotella
genusu icinde yeniden siniflandiridi. Birgcok pignsez Bacteroidestirt Prevotella
genusuna transfer edildi. Safraya direlgcteroides sppB.fragilis grup ve 2 dier tir

(B. splanchnicuse B.eggerthi) olarak tanimlanir (301).

2.13.1.2 Bacteroides fragilisgrubu

Bacteroides fragiliggrubu tyeleri 6zellikle harsak ve kolon mikrobiyotasinda
bol miktarda bulunan bakterilerdir. gfz, Ust solunum vyollari, genital mukoza
mikrobiyotasinda da bulunabilen bu bakteriler, wioiekirilan kkilerde tek balarina
veya dier aerop ve fakultatif anaerop bakteriler ile dekd& apse, gangren, sepsis gibi
enfeksiyonlara neden olabilirler (302).

Bacteroidedurleri diger anaeroplar gibi genellikle firsatci olarak vigndarkli

bolgerinde infeksiyon okturabilirler. Miks infeksiyonlari, en sik intraabahnal bolge
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olmakla beraber pléropulmoner bdlge ve 0zellikledikéarda urogenital bélgelerde
gorulur (303).

Bacteroides fragilisgrubu bakteriler 20’'nin Gzerinde tir iceren buyuk b
gruptur. Bacteroides fragilisgrubu bakteriler arasinda florada en c¢ok izoleleedi
B.fragilis, B. ovatus, B. vulgatus, B. thetaiotaoran, B. uniformmis, Bacae'dir (304,
305). Yakin zamana kadBacteroides fragiligrubu icinde florada siklikla izole edilen
Bacteroides distasonis, Bacteroides goldstersiBacteroides merdad,6S rRNA dizi
analizi yontemleri sonuclarina goérearabacteroides distasonis, P. goldsteine
P.merdaeolarak yeniden isimlendirilnglerdir (306) B.fragilis, basirsak florasinin
ayrilmaz bir parcasidir. Floranin kiguk bir kismtemsil etmesine kain, klinik
vakalarda siklikla izole edilen organizmalardandnin307). Proteolitik enterotoksinler
gibi enzimleri ile siki bglanti bdlgelerinin (TJ) yikimi sonrasi, $esakta
mikrovilluslarin kaybi, hiicre hasar ve lokal inflasyonla paraseliler permeabilitenin
arttirlmasi 6nemli patojenik aktivitelerinden ldiin. Bunlarin sonucunda viicudun kendi
hiicrelerine olan toleransin kaybi tetiklenerek Tcriklerinin dengesizli sonrasi
bagirsakta inflamasyon ve pasak dgi inflamatuvar yanit ikkili TIDM'a neden

olabilecgi 6ne surtulmektedir (308).

2.13.1.3.Bacteroides fragilisgenel ozelliklert

0.8-0.13 pm’den 0.8-1.6 pm uzuplu kadar d@sebilen buyuklikte, Gram
negatif, hareketsiz, zorunlu anaeroptur. Huicreisgete vakuoller bulunabilir, gayet
soluk boyanir, Bazi kokenler kapsulli olabilir. Agglizeyinde koloniler 1.3 mm
capinda konveks, yariopaktir wega tutunca koloni ¢cevresinde i¢-ice halkalar goralur
Baz turler ise hemolitik olabilir ancak ¥gLhemoliz yapar. Buyyonda ise bulanik bir
cOkelti seklinde Urer. Ancak hemin iceren ve Ehgéenin 100 mV civarinda oldiw
besiyerinde Uretilebilirler, Grediklerinde kuvvedisit olgtururlar, bu nedenle kultirleri
kisa zamanda pasajlanmaz ise Urettikleri bu asiemgle oOlurler, frajil (kinlgan) ismi
buradan gelmektedir. %20 safraya direnclidirler, -4%8C de (ureyebilirler.
Uretimlerinde Vit K; yerine Vit By, de kullanilabilir. 3 atmosfer basingli saf oksijen
gazina 18 saat dayanabilirler. pH=8,0 da cok zé&yefler. Hemin hem Ureme icin
gereklidir, hem de dremeyi artirir. Hemin olmayain ficrenin boélinme zamani 8
saattir ve yavru hiicrede sitokrom tespit edilngimiHemin olan besiyerinde bélinme

zamani 6 saattir ve yavru hicreler sitokrom igerirODrtamda glukoz + hemin var ise
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hiicre bélinme zamani 60 dakikadir. Hiicrede sfipgtdr, demir iceren bir stiperoksit
dismutaz ve nodraminidazlar tespit edgtmi Hem %15 hem de %38, ile yapilan
testlerde katalaz pozitif bulunurlar (309). Pemsdirencdirler vep laktamaz Uretirler.
Bircok sefalosporinlere direnclidirler, plazmid gdic tetrasiklin, eritromisin ve
klindamisin diren¢ mekanizmalari tespit edgimi RNA sentezini baskilayan
bakteriyosinleri vardir. Apandisit, peritonit, kakapak infeksiyonlari, rektal abseler ve
pironidal kistler, postoperatif yaralar, Urogenikanal, &z ve bazen vagina da izole
edilirler. Normal bgirsak florasinin daimi konakgisidip-laktamaz inhibitorleri ile
kombine edilmg penisilin ve doksisiklin tedavisinde siklikla teexilen ilagtir (302,
304).

2.13.2.Firmicutes

Gram pozitif bakteriler guanin+sitozin (G+C) oramtea goreFirmicutes ve
Actinobacteriaolarak iki bakteriyekubeye ayrilmgtir. Firmicutes’ler disik G+C orani
ihtiva eden bakteriyel gruptuEirmicutes'lerbilinen en gery bakteri grubudur. 200'e
yakin cinsi icerir (19, 290). Byube icinde spor okturan Clostridium spp, Bacillus
spp., tibbi agidan énemli olgBtaphylococcuspp., Streptococcuspp., Enterococcus
spp.,Mycoplasmaspp ile laktik asit Uretimi ile dnemli bir yer aut Lactobacillaceae

ailesi veLactobacilluscinsi yer almaktadir (299).

2.13.2.1 Lactobacillaceaailesi bakterileri

Lactobacillaceae ailesi sekeri fermente edebilen, Gram pozitif, spor
olusturmayan, katalaz negatif, sitokroma sahip olmayasidi tolere edebilen ve
karbohidrat fermantasyonu sirasindglica son drind laktik asit olan ¢ubuk ve kok
biciminde olan bakterilerdir (310).actobacillaceaenilesi icerisinde, biyokimyasal ve
ekolojik 6zellikleriyle birlikte filogenetik olaralbirbirine yakin olan Carnobacterium
spp, Enterococcusspp Lactobacillus spp Lactococcusspp Leuconostocspp
Oenococcus spp Pediococcus spp  Streptococcusspp  Tetragenococcusspp
Vagococcus spp Vve Weissella spp” yer almaktadir. Bu bakteriler, zorunlu
homofermentatif ve zorunlu heterofermentatif olar&k ana gruba ayriimaktadir.
Lactobacillaceaeailesi taksonomik olarak, morfolojik yapilarinajzt asit ve alkali
toleranslarina, yaasitleri bilgimine ve DNA baz dizisi gibi genetik kriterlerleg®re

siniflandinlabilmektedir (311).actobacillaceaeilesi icindeLactobacillusspp. 6nemli
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bir yer tutmaktadir. Bu cins icindeki bakteriler, gasitestinal sistemden ke fermente
gidalardada bulunabilmektedirler (312).
2.12.2.1. 1 actobacillusspp.

Lactobacillus spp. comakseklinde hcrelere sahiptir. Hicreler dizgin veya
hafif kivrik, bazi tirlerde T, Y ve Vseklindedir. Comaklarin uclari dizgiince
yuvarlanmg, uzun kenarlar birbirine paralel durumdadir. Cakiz veya ssun dsinda,
hareketsizdirler. Hicreler tire goére tek veya gifirak bulunabilmekte, bazilarinda kisa
veya uzun zincirlere rastlamak da mimkin olmaktady6-0,9 x 1,5-6 um
boyutlarindadir. Lactobacillus spp. optimum geyme sicakliklari ise 35-38 °C
arasindadir. Optimum pH’larn 5,5-6,2'dir. Bununidikte gelismenin 5,0 veya altindaki
pH'larda gercekigdigi gorultr. Alkali pH'larda gelime yetenekleri diiiktiir. Heksoz
sekerlerinin homofermentasyon yolu ile laktik asfermente ederPatojen 6zellik
gostermezler. Hatta ajturduklari antibakteriyel 6zellikteki maddeler sayele patojen
bakterilerin gekmesini engellerler (310).

Insan gastrointestinal sisteminde 17 farkhctobacillus spp tirii molekiler
teknikler kullanilarak tespit edilmi olmasina katn, gastrointestinal sistem bu
bakterilerin esas yedam yeri desildir. L. acidophilus, L. casei, L. paracasei, L.
rhamnosus, L. delbrueckii, L. brevis, L. johnsorii, plantarumve L. fermentum
bagirsak florasinin sabit tyeleri gigdir. Bu tiurler siklikla fermente gidalarda bulunu
ve oral kavitenin florasinda gozlemlenirler (313).

20. yuazyilin balarindan Metchnikoff'unLactobacillusspp. ile Uretilen fermente
sut drunund kullanan #lerin daha uzun 6murlu olgunu iddaa etmesinden sonra
Lactobacillusspp. iceren Urlnlere ilgi artgtwr. 1921 yilindal.acidophilusiceren st
Amerika’da piyasaya surulmive iyilestirici 6zelliklere sahip oldgu disUnulmustar
(314).Lactobacillusspp., insan ve hayvanlarin@d mikrobiyotasinin bir parcasidir ve
bircok Uriinde “guvenli bakteri” olarak tanimlanRrobiyotik olarak en sik kullanilan
mikroorganizmalarin, konakta immunomodulator etkisiargtiriimasina olan ilgi son
yillarda artmgtir (316, 317, 318, 319).
2.12.2.1.1.1Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus, Lactobacilluspp. igcinde bulunan Gram pozitif
bakterilerdir. Homofermentatif, mikroaerofilik tirdir. Sekerleri fermente ederek

laktik asit olgtururlar, buyameleri icin diilk pH’lari tercih ederler (320).actobacillus
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spp. turleri arasinda.acidophilusilk kez bebek dkisindan izole edilngtir (310). Bu
bakteriler probiyotik 6zellikleri gosterirler, 192¥%linda L.acidophilus iceren st
Amerika’da piyasaya surulmive iyilestirici 6zelliklere sahip oldgu disUnulmustar
(314). Son yillardd..acidophilusiceren probiyotik kagimlarin oral olarak aliniminda
immun sistem ve konak Uzerinde etkisi siklikla Ieoenektedir (321, 322, 323, 324,
325). Yuksek fruktozla beslenen diyabetik sicanl&racidophilus iceren ygurt
verildiginde, HbAlc ve karyeker seviyesini diiirdigti belirtilmistir (321). Bir diger
calismada 30 guin boyunch.acidophilusiceren probiyotik kasimi alan diyabetik
bireylerin kanseker seviyesinin difiligii gosterilmgtir (323). Bir bgka calsmada 4
hafta boyuncd..acidophilusiceren probiyotik kagimi alan 45 diyabet hastasi bireyde
insulin duyarllginin kontrol grubuna gére korungiw gosterilmgtir (324).
2.12.2.1.1.2Lactobacillus casei

Lactobacillus casei, Lactobacillusspp. iginde bulunan Gram pozitif
bakterilerdir. Homofermentatif, mikroaerofilik tirdir. Sekerleri fermente ederek
laktik asit olgtururlar, blyumeleri icin diilk pH’lar1 tercih ederler (320). Bu bakteriler
probiyotik 6zellikleri gosterirler (314). @er probiyotiklerle kombine olarak.casei
verilen, antibiyotik ilgkili ishal ve C.difficile infeksiyonu olan bireylerde bu hastaliklara
karsi Onleyici etkisi gosterilngtir (322). Son yillarda..acidophilusiceren probiyotik
karisimlarin oral olarak aliniminda immun sistem ve Worizerinde etkisi siklikla
incelenmektedir (321, 325, 326). Yiksek fruktozéslenen diyabetik sicanlarcasei
iceren y@urt ile beslendiinde, HbAlc veseker seviyesinin didigt belirtilmistir
(321). Diyabetli farelerde yapilan birgka calsmada da 5 hafta boyuntacaseiiceren
ve L.caseiicermeyen diyet verilngive bu farelerde dgsimler incelenmgtir. insuline

direnc gelsiminin L.caseiile engellendii sonucu bildirilmitir (326).

2.14.Mikrobiyom

Mikrobiyom; belirli bir ¢cevrede bulunan tim mikraanizmalari, bu canlilarin
genomlarini ve bulunduklarn cevre ile olargkllerini kapsayan kavramdir. Burada
bilinmesi gereken d@er bir kavram metagenomdur. Metagenom isgati@Gevreden
dogrudan alinan genetik materyal olarak tanimlanabBonu¢ olarak varolan gen
havuzu, o ¢evrede bulunan tim genleri icermeki@&v, 328).

Yeni gelsen molekdler biyolojik tekniklerle yapilan gtamalar sonrasinda insan

viicudunda insan genom projesinde saptanan insaerigén kiyaslandiinda, insan
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mikrobiyomunun (mikrobiyal genlerin) 100 kat dahazla gen icerebilege insan
vilcudundaki mikrobiyal hiicre sayisinin, insan higchee gore 10 kat fazla olgu
distincesi bu mikroorganizmalarin gorevlerinin ve fag&slarinin aratiriimasi
acisindan hep merak kagnaolmuwtu (329), fakat mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilan klasik yontemlerle kultiri yapilabilenakierilere y@unlasiimakta ve
laboratuvarda uretilemeyen mikroorganizmalarin gtih edilmesi nedeniyle bu merak
giderilememekteydi. 16S rRNA DNA dizileme tekniklgn gelismesi ile artik bu
mikrorganizmalarin ~ dgal ortamlarindan  drneklerden  direkt incelenmesini
sazlanabilirdi, bu goréler isiginda 2007 yilinddnsan Genom Projesinin (HGP) devami
olarak Insan Mikrobiyom Projesi (HMP) planlangnibu Amerika Ulusal Sgik
Enstitist (NIH) gigimi ile mikrobiyal florada bulunan mikroorganizmala tespit
edilmesi amaciyla B&atiimistir (327, 329, 330).

insan genomu ve birlikte yadigl mikroorganizmalara ait genomu barindiran
mikrobiyom, metagenomik bir yapidir. Bu metagenorgdpinin incelenmesiinsan
mikrobiyom projesi ile hastalik etiyolojisindekipein belirlenmesine dnculik etgtir.
Ilk asamada alinan sonuclarda, 16S rRNA dizi analizleriyapilan ¢cakma sonuclari
bagirsaktaBacteriodetesve Firmicuteslerin iki buyuk bakteri filum’'u olarak floranin
%90'Indan fazlasina hakim olan aileler qgidau gosternstir. Ayrica bairsakta
bulunan bakteri profilinin, sadece bebekkergilleeriskin yasta da ksiden kkiye
degisiklik gosterdigi ortaya konmstur (327, 331).

2.15.Mikrobiyota ¢ali smalari igin kullanilan teknikler

Bagirsak mikrobiyotasini agarmak igin kullanilan tekniklerin l3anda
mikrobiyolojik kultir kullaniimaktaydi. Buna kan yeni gelgen molekuler tekniklerle
kaltara yapilamayan mikroorganizmalarin saptanameadvakteri cgitlili ginin daha iyi
anlgilmasi bu alanda devrim yaragnr. Guavenilir dizi datalarinin agi bu calsmalari
farkll bir asamaya gecirmtir (332). Burada kullanilan teknikleri, kultir gianh ve

kultdr bgzimsiz olarak 2'ye ayirabiliriz.
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2.15.1.Kudltar ba gimh teknikler

IIk calismalar yeni dganlarin dski mikrobiyotasini argirirken, farkli tirlerin
kiltare edilmesine ve Uretilen kolonilerin kolorayisi ve biyokimyasal metodlar gibi
tekniklerle identifiye edilmesine dayaliydi (333343. Bairsak mikrobiyotasindaki
bakterilerin sadece %20’si kultire edilebilmekte@d). Mikroorganizmalarin Barili
kaltarleri  fenotipik, metabolik kapasiteleri ve glarindaki davraglarinin
incelenmesine izin verir. gastrointestinal yollatmidunan bakterilerin pasaj ¢cahalari
farkli bakteriler ile sintrofik 6zellikler olgturan yeni ekolojiler gosterstir. Ornegin
siyanolitik Roseburia intestinalisse H, kullanan Ruminococcus hydrogenotrophicus
birlikte pasajlanirsa butirat Gretimleri anlanpdkilde arttgi bildirilmistir (335). Kultur
bagimli yaklasimin bairsak mikrobiyotasininin tam gdili gini kesfetmek icin yetersiz
oldugu kabul edilse de secici besiyerleri ve anaerobkubasyon uygulamasi ile bu
teknigi diger tekniklerle birlgtirilerek gelistirme cabasi bulunmaktadir. Ogie kiitle
spektrometri tekr@i, MALDI-TOF ile birlestirilerek kultir sonrasi elde edilen ¢ok

sayidaki koloninin identifikasyonu icin gerekli zamkisaltiimgtir (336).

Arastirmalarda,0nemli noktalara kalturin girmesi icialdn yeterli gerekceler
bulunmaktadir. Orngin disiik bakteri yiklu hastada kiltiirle, yeni jenerasgekans
(NGS) 454 pirosekanslamaya goére daha fazla bakteriyir identifiye edildgi
bildirilmi stir (337). Bunun dunda, molekuller tekniklerden edinilen bilgi sayen

onceden kuiltire edilemeglidistinulen organizmalarin Gretilme imkani dglasamstir.

2.15.2 Kultar ba gimsiz teknikler

1990’dan beri molekiler teknikler klinik atamalarda uygulamaya konulmu
ve kultar bg&mh tekniklere gére mikrobiyal topluluklari kalastirmak acisindan daha
buyuk bir veri sglamistir (338). Molekuler teknikler Barsak mikrobiyotasini icegi ve
yapisi hakkinda on bilgimiz olmaksizin tanimlamak takip etmeye izin vermtir.
Molekuler tekniklerin temeli, numunelerden nukledsitlerin (DNA ve/veya RNA)
izolasyonudur (339). Hem deoksiribonukleik asit @Nemde ribonikleik asit (RNA)
molekiler yaklaimlarda dskida mikrobiyal topluluklarin analizi igin kullambilir.
DNA analizleri RNA'nin calyma sirasinda potansiyel pargcalanmasi ve zorluklari
nedeniyle daha siktir. §i@na sirasinda numunelerdeki RNA'nin parcalanmasinin
onlenmesi icin RNA sabitleyici solusyonlar kullabllir (340). Ekstrakte RNA’dan
analizlerin yapilmasi 6zellikle metabolik olaraktibkopluluklarin aratiriimasina izin
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verir. Bu, O0zellikle etyoloji argirmalarinda metabolik olarak aktif patojenin
arggtirimasi icin onemlidir (341). Mikroorganizmalarait nikleik asit izolasyonu

sonrasl, ardirmalarda, gagida siralanan tekniklerden yararlanilabilmektedir.
2.14.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) molekuler biyalej en geni kullanimi olan
tekniklerden biridir. Mullis ve ark. tarafindan 1®8ilinda tanimlanmtir (342). Bu
teknik, molekiler yaklgmlarda kullanilan molekiler parmak izi tegnive yeni
jenerasyon sekans sistemi gibi bazi tekniklere teahgsturmaktadir. PZR kisaca
donguler boyunca uygulanan sicaklikgdenleriyle, bir tip icerisinde bulunan kalip
DNA'nin (template, ana DNA), isiya dayanikli DNA lipgeraz enziminin (Taq
polimeraz), @it konsantrasyonda A, T, G ve C bazlarinin (dNTP'l®eoksi
ribondkleosid trifosfatlar), katalizor amach uygiki degerli katyonlarin (Mg ve Mn
gibi), tamponlarin (Tris-Cl) ve tek zincirli arandredefe spesifik oligontkleotidlerin
(primer) varlginda, istenen DNA veya RNA dizisinin in vitro «dlarda ¢@altiimasi
islemidir. PZR, istenen hedef diziye komplementelgatiukleotid primerleri, DNA
kalibi, her bir deoksinukleozit trifosfatl (INTPA@P, dCTP, dGTP, dTTP), polimerazi
ve kofaktorleri iceren bir reaksiyondur. Polimeraiarak siklikla Taq polimeraz
kullantlir, bu thermofilik Thermus aquaticudan elde edilmgtir. Reaksiyon prensip
olarak birbirini takip eden 3 isI g@gimi ile gerceklgir. 1. Yuksek 1sida DNA’nin
denatlrasyonu, 2. RQuk i1silarda primerlerin @ganmasi, 3. Orta dizey i1sida dNTP’ler
ile komplementer dizinin okiurulmasi. Olgan elde edilen Grinin (amplikon)
uzunlysu forward ve reverse primerler arasindaki fragmasogutuna bglhidir. Elde
edilen drundn (amplikon) miktari eksponansiyel akaartar ve reaksiyondaki dongi
sayisina bgidir (342). Tum teknikler gibi sinirlari ve kisathalar vardir. Hedefin
bilinmesi gerekir. Yalanci pozitiflikler, heterodefzs formasyonlar ve kimerik diziler
dolayisiyla olgabilir. Heterodupleks formasyon, PZfeimi sirasinda birbirinden farkli
dizilerin birbiri Gzerinde katlanarak varolmayamgein gorunttlenmesidir (343).
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2.14.2.2. Kantitatif PZR (Gercek Zamanl PZR)

Kantitatif PZR (qPCR) veya gercek zamanl PZR (t&alke PCR), bir bgka
PZR tabanli tekniktir ve hedef genin kantitasyongeecek zamanl olarak firsat verir.
gPZR, sélam, oldukca guvenilir, tekrarlanabilir ve duyabsir metoddur. Mikrobiyoloji
de bu yontem bakterilerin, virslerin gla bigimde kantitasyonu igin kullanilir. Bu
teknik florasans tespitine dayanir. Tamamlananbiesiklusta amplikonlarin sayisina
bagll olarak olgan florasan sinyal toplanir. Aranan DNA'nin mikiagercek zamanl
PZR (qPZR) sistemleri tarafindan gatia sirasinda oyan florasan sinyalin 6lcimu ile
olusturulan amplifikasyon gilerinde saptanan Ct (Cq veya Cp)gdderi lzerinden
hesaplanir (344). gPZR'da florasans sinyalin tomplasi icin 2 farkli teknik
kullaniimaktadir. Hedef spesifik olmayan birinci kbikte, SYBR green |
kullaniimaktadir. SYBR green |, reaksiyon sirasiotlgan tum cift zincirli DNA’lara
(dsDNA) balanmakta ve sinyal vermektedir. Bu boya en sik kadam non spesifik
boyadir (345). Her turlt cift zincirli DNA'ya danabilecgi igin iyi optimize edilms
olmasi 6nemlidir. Ayrica amplikonlarin gaulugu bu amplikonlarin erime geisi
kontrol edilerek konfirme edilmelidir (346). Hedsipesifik olarak cailan ikinci
teknikte ise raporlayici ve baskilayici ihtiva ed&rel boyalar kullaniimaktadir. Bu
teknikte kullanilan boyalar gercek zamanl PZR’kiaci siklikta kullanilan boyalardir.
Tagman veya hidroliz problari olarakta adlandiwrBu boyada bulunan raporlayici boya
5 ucuna, baskilayici boya ise 3’ bdlgesinezlbair. Hedefe spesifik olarak dizayn
edilirler. Raporlayici ve baskilayici birbirine yak oligonukleotidlerde dizayn
edilmistir. Yan yana oturduklarinda florasans tespit edin346). Yeni dizi olgtugu
sirada Taq polimeraz 5’ ekzonukleaz aktivitesigteb’u 5’ ucundan keser boylelikle
raporlayici ve baskilayici birbirlerinden ayriiRaporlayici tarafindan djturulan
yogun florasans tespit edilebilir hale gelir (344).Z68 mikrobiyota cakmalarinda
siklikla bakterilerin kantitasyonunun yapilmasi, rieg kultir ile Uretilemeyen
bakterilerin tespiti icin siklikla kullaniimaktadirMaliyetlerinin dger yodntemlere
kiyasla daha uygun olmasi, elde edilen verinin k¢duduyarli olmasi, gerlendirme
icin biyoinformatik gereksinimlere ihtiya¢ duymamasedeniyle son vyillarda bu
teknikle yapilmg bircok mikrobiyota ¢cabmasi bulunmaktadir (2, 9, 11, 12, 13, 14, 15,
176).



45

2.14.2.3. Molekuler parmak izi tekngi

llk jenerasyon molekuler parmak izi teknikleri dama edici gradyent jel
elektroforezi (DGGE) ve isitici gradyent jel eleftarezidir (TGGE). Bu teknikler
sadece 500 baz ciftini gegmeyen kisa amplikonlaymimasi icin kullanilir (347). Bu
teknik, G-C ve A-T baz ciftleri arasinda farkli hoaen b&lari olmasina ve bunun
sayisinin kontroline dayanir. G-C bazlan 3, A-Tzlka arasinda 2 hidrojen @ia
bulunur. G-C baz ciftinin denatlre olarak ayrilmasin daha fazla denatiran
konsantrasyonuna ihtiya¢c vardir. Denatlre edici yiasallarla birbirinden ayrilan
komplementer DNA iplikcikleri elektroforez sirasmdelde go¢ edecek fakat bu sirada
jele artan konsantrasyonda kimsayal eklenecekptikcik denatire olunca goc¢
duracaktir. Yiksek G-C iceii olan iplikcikler daha zor denatiire olarak jeldiged
iplikciklere gbre daha uza gidebilecektir (348). Jel boyanabilir ve mor o{&sV) 1sik
altinda amplikonlarin pozisyonlari gorulebilir. Tete tek baz farkinin bile
ayrilabilecegi disinulmekteyken, pratikte jelde bu ayrimin géruntél@mesi sinirhdir
(349).

2.14.2.4. Yeni Jenerasyon Dizileme (NGS)

Yeni jenarasyon sekans sistemleri metagenomik rad@ni mikrobiyal
topluluklarin tespitinde devrim nitgindedir. Onceden miimkiin olmayan derinlikte ve
keskinlikte, verinin sunulabilmesi en buyuk avartaj (350). Yeni jenarasyon sekans
sistemlerinin temeli, DNA polimeraz aktivitesiniekiliminesan bir enzim ara@iyla
tespitine dayanmaktadir. Dizileme reaksiyonu, dimcek DNA'nin, tek sarmalli DNA
(ssDNA) uzerinde, bunun tamamlayicisi olan kompiaere DNA (cDNA)'nin
sentezlenmesjeklindedir. Oncelikle cift zincirli DNA'nin (dsDNApebulizasyonu ile
400-800 baz ciftlik (b¢) kiicik fragmanlara ayriBu fragmanlara dizileme primerlerini
tastyan adaptorler eklenir. Adaptorleristgan DNA parcaciklarinin,6zel kuyucuklar
icerisinde emdulsiyon bazl klonal amplifikasyonum@®ZR) yontemi ile ¢galtimi
gerceklatirilir. Bu asama sonrasinda, yaklia olarak 10 milyon kopyaya cikarilmi
DNA fragmanlari,6zel pleytlere alinir,ou DNA Uzegiardgik olarak akan A, C, G, T
bazlari,DNA dizisininin tamamlayicisi olmasi durumda ortamda birsik olusturur. Bu
IsIgl yaratan kemiliminesan sinyalin hangi bazigl&@amasi sirasinda aliwgu tespit
edilir. Bu kemiliminesan sinyaligiddeti bazlarla dgru orantilidir, bu sayede ayni dizi

Uzerindeki nikleotid tekrarlan tespit edilebilirrt@ya cikan busik yeni jenerasyon
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sekans platformlarindaki kameralar tarafindan keiude ve bilgisayar program
yardimiyla dizi verilerine (flogram) dostiirtlir (350). Bu yontem kullanilarak, 7.5
saatte 100-500 milyon bazlik buyik boélgeler iciildime yapmak mumkindir (350,
351). Farkli yeni jenerasyon platformlari mevcuttBu platformlar kullandyl enzim,
kimya, yuksek ¢ozunurliklt optik gibi farklar icear. Her bir numune icin spesifik
adaptor kullanimi ile biyoinformatik siregte numiemdasru bicimde haritalanabilir
(352). Son yillarda, bu yontem ile mikrobiyom veknobiyota Gizerine bircok ¢cama
yapilmstir (4, 5, 10, 133, 146, 147, 170, 296). Kapsarati elde edilmesi dolayisiyla,
Ozellikle mikrobiyom ve mikrobiyota caginalarinda bu yontem tercih edilse de,
malzeme, cihaz ve bilgisayar maliyetlerinin yuksgklyetismis eleman gereksinimi,
biyoinformatik  degerlendirme  surecinin  zorfw  nedeniyle her zaman

kullanilamamaktadir (353).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calsma, olgu kontrol temelli capraz kesitsel olarakalb@014 - Ekim 2014
tarihleri arasinda,istanbul Universitesi Cerrahgga Tip Fakiltesi Endokrinoloji
Anabilim dali poliklinigine bgvuran ve tip 1 diyabet tanisi anolan 53 egkin
hastadan ve 53 gkkl bireyden alinan gaita ve kan ornekleri ile riadpaga Tip
Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali labotavarlarinda gerceksérildi.

Istanbul Universitesi, Cerrahga Tip Fakiltesi Etik Kurulu'nun onayr alinarak
(Karar No: 83045809/30339) fatilan bu cakmaya katilmayi kabul eden tim
hastalara ve gakli bireylere, calgmayl anlatan bilgilendirilngi hasta onam formu

verilmis ve katilmcilarin imzal onaylari alingtir.

3.1.Cahisma Gruplarinin Olu sturulmasi

3.1.1.Hasta grubu
Calsmaya dahil olacak hasta grubgagdaki kriterler dikkate alinarak randomize
olusturulmustur.
a. Tip 1 diyabet tanisi algnolmak.
Hastalar tip 1 diyabet tanisinigagida belirtilen kriterlerden en az birine sahip
olmalari ile almglardir (249).
* En az 8 saat aclik sonrasi bakilan plazma glikagedein 126 mg/dl veya
ustinde bulunmasi,
* 75 gr glukoz ile yapilan Oral Glikoz Tolerans Taesti(OGTT) 2. Saatinde
plazma glukozunun 200 mg/dl veya Ustlinde olmasi,
* Glikozillenmis Hemoglobin (HbA1c) degerinin %6.5yeelstiinde olmasi.
» Rastgele dl¢ilen kan glikozunun 200 mg/dL’nin (zde olmasi ve diyabeti
destekleyen polilri, polidipsi gibi Klinik bulgular olmasi.
b. Tip 1 diyabet dyinda bir hastagn olmamak.
c. Obez olmamak. (Uluslararasi Obezite Gorev Gucu HOVe Dinya Sgik
Orgutiti (WHO)'nun belirledii kritere gére VKI'nin >30 kg/m2 olmamasi) (354,
355).
d. Son iki hafta icinde antibiyotik kullanmagmolmak.
e. Son bir ay icinde probiyotik kullanmagwlimak.
f. Ergen olmak (>18 ya.
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g. Anne ve babanin tip 1 diyabet tanisi almgatmasi.

3.1.2.Kontrol grubu

Calismaya dahil olan kontrol grubu bireylerinirsagidaki kriterleri sglamis
olmasina dikkat edildi. Kontrol grubu bireylerinihasta grubu randomize alindiktan
sonra, ya ve cinsiyet dgilimi yoninde hasta grubu ile birebiglesmesine dikkat
edildi.

Salikli olmak (Bata diyabet olmak tzere hicbir hasgatin bulunmamasi)

Son iki hafta icinde antibiyotik kullanmagolmak.

Son bir ay i¢inde probiyotik kullanmagolmak.

Ergen olmak (>18 yg.

Obez olmamak.(Uluslararasi Obezite Gorev Gucu ([OV& Dunya Sgik
Orgltiniin (WHO) belirledi kritere gére VKI'nin >30 kg/m2 olmamasi) (354,
355).

f. Anne ve babanin tip 1 diyabet tanisi almaahmasi.

® 2 0 T ®

3.2.0rnekler ve Yapilan Analizler

3.2.1.Gaita 6rneklerinden yapilan analizler
* Tip 1 diyabetli hastalarin ve @&l kisilerin taze gaita (gdki) drneklerinden
Bacteroidetes Firmicutes Bacteroides fragilis, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus caseihin qPZR ile kantitasyonu yapildi.

3.2.2.Kan orneklerinden yapilan analizler
e Tip 1 diyabetli hastalarin ve @&l kisilerin tam kan 6rneklerinden htcresel
TLR2 ve TLR4 mRNA dizeylerinin belirlenmesi icin rgeifadelerinin

kantitasyonlari yapildi

3.3.GERECLER
Calsma sirasinda kullanilan besiyerleri, stok soliiyQ test kitleri, ayiraglar ve

diger malzemelersagida belirtilmitir.
3.3.1.Kullanilan Besiyerleri

3.3.1.1.Bakterilerinin Uretimi ve Tanimi icin Kullanilan Be siyerleri
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Rogasa Agar Besiyer(Lactobacillusspp. secici agar)

Kazein pepton 10 gr
Maya 0zU Sor
D(+) gliukoz 20 gr
Potasyum dihidrojen fosfat 6 gr
Amonyum sitrat 29r
Sodyum asetat 15 gr
Magnezyum stuilfat 0,575 gr
Ferr6z stilfat 0,034 gr
Mangandz silfat 1Dgr
Agar 15gr
Distile su 1000 ml

73 gr Rogasa Agar icegii1000 ml distile su icinde ¢ozulir. Bunun Gzerit@® ml steril
%10 Tween 80 soliusyonu ilave edilir. Hazirlananiyees 1.32 ml glasial asetik asit
kullanilarak pH=5.5 olacakekilde ayarlandi. 121 °C’de 15 dakika steril edilHetri
kutularina dokuldd. Bu besiyeri pozitif kontrol cd& kullanilan L.acidophilus ve
L.caseiATCC kokenlerini cgaltmak ve bu kodkenlerle plazmid eturularak gPZR’da
standart gri olusturulmasi icin kullanildi.(356)

Zenginlestirilmi s Tiyoglikolath Sivi Besiyeri

Maya ozutu 59
Tripton 159
Glikoz 550
Sodyum tiyoglikolat 0,59
Sodyum klorit 25409
L-sistein 0,59
Resazurin 0,001 g
Hemin stok sollisyon 1ml
Agar 0,759
Distile su 1000 ml

Besiyeri (Oxoid) 1000 ml distile suda isitilaraktiltikten sonra pH 7,1 £ 0,2'e
ayarlandiigine 1 ml hemin stok soliisyonu ilave edildi ve &ipl 10 ml dgitildi. 121
°C'de 15 dakika otoklavlandiktan sonra 45° C 'ydirgeye kadar sgutuldu. Bu
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besiyeri parafilm ile kapatilip 4 °C’'de saklandi74]l 326).Bu besiyeri pozitif kontrol
olarak kullanilan ATCC kdkenlerinin Zengigteilmis Schaedler ve Rogosa agar
besiyerine ekimi sirasinda sispansyon hazirlanvagpasajlar icin kullanildi (356,
357).

Zenginlestirilmi § Schaedler Agar Besiyeri
Schaedler agar 45 g
Distile su 1000 ml

45 g Schaedler agar (Oxdi€lripton Soya Agar (10 g), pepton (5 g), maya 045td),
glikoz (5 g), hemin (0,01 g), tris buffer (0,75 g)gar (13,5 g)], 1000 ml distile suda
eritildikten sonra 250 ml'lik balonlara bélindi. pH4 + 0,2’e ayarlandi 121 °C’de 15
dakika steril edildi. Kullanilaga zaman 250 ml'lik besiyeri eritilip, 45 °C’ye kada
sogutuldu. S@uyunca igine;

Vitamin K1 solisyonu 0,25 ml
Koyun kani 12,5 ml

llave edildi, iyice kastirildiktan sonra 4 mm kaliinda olacaksekilde Petri
kutularina daitildi. Bu besiyeri pozitif kontrol olarak kullamuh B.fragilis ATCC
kokenini ¢galtmak ve bu kokenlerle plazmid standartlar shlwularak gPZR’da
standart gri olusturulmasi igin kullanildi. (356, 357, 358).

Cukulatamsi Agar Besiyeri

Agar base (oxoid) 40 g
Defibrine koyun kani 50 ml
Distile Su 1000ml

Uretici firmadan (Oxoid) toz besiyeri 500 g'lik ke hazir olarak alindi 1000 ml distile
suda 40 gr toz besiyeri [(Tripton (14 g), nétralzepton (4,5 g), maya ozt (4,5 g),
sodyum klorit (5 g), agar (12 g)] eritildi . pH 7480,2'e ayarlandi ve 121 °C'de 15
dakika otoklavlandiktan sonra 45 °C’ye kadaggaldu. 50 ml defibrine koyun kani
ilave edilerek iyice kagtirildi. 2 dakika boyunca kaynayan suda tutuldyice

karistirlldiktan sonra 4 mm kalinhkta olacajekilde Petri kutularina dokuldi. Bu
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besiyeri anaeropsartlarda Uretilen kontrol kokenlerinin aerotolerakentroli icin
kullanildi (356, 357).

3.3.1.2.Stok Solitsyonlar

Vitamin K1 Stok Soliisyonu (10 mg/ml)

K1 vitamini 0,1¢g
Saf etanol 100 ml

K1 vitamini (Sigma) saf etanol ile katwrilarak koyu renkli birsisede buzdolabinda

saklandi (356).Zengindérilmi s schaedler agar besiyerinin hazirlanmasi icin kuilia
Tween 80 (%10) solusyonu

Tween 80 1ml

Distile su 9ml

%10 Tween 80 (Sigma) solusyonu icin gerekli dilisydistile su ile yapildi (356).

Rogosa agar besiyerinin hazirlanmasi icin kullanild

Sodyum Fosfat Tamponu (PBS) (pH=6,8)

A Eriyigi=0,2 M monobazik sodyum fosfat stok ¢ozelti:

NaH2P0O4.2H20 31,2 gr

Saf su ile 1000 ml'ye tamamlanarak eritildi.

B Eriyigi=0,2 M dibazik sodyum fosfat stok ¢ozelti:

Na2HPO4.2H20 28,39 gr

Saf su ile 1000 mI'ye tamamlanarak eritildi.

A cozeltisinden 51 ml, B ¢ozeltisinden 49,0 ml kinlarak pH=6,8’e ayarlandi (357,
358). Ependorf tuplerde, dretilen kontrol kokemari sivi stspansiyonlarinin
hazirlanmasi icin kullanildi (358).

Diski numuneleri transport ve geri kazanim soliisyonu$.T.A.R. buffer)

Diski numuneleri transport ve geri kazanim solusyo®uT.A.R.buffer) (Roche

Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) edetik asibdigum dihidrat tuzu ve sodyum
sitrat iceren hazir ticari bir solisyondur. Bu sgiin, dskidan DNA izolasyonu igin

gereken 6n hazirliklarda kullanildi.
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3.3.2.Test kitleri

1.

Magna Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kiti ¢éhe Diagnostics
GmBH, Mannheim Almanya). Bu kit,hasta ve kontrobgjarindaki bireylerin
digski orneklerinden bakterilere ait DNA’larin eldegin kullanildi (359).

Magna Pure 96 Cellular RNA Large Volume kiti (Rodbegnostics GmBH,
Mannheim Almanya). Bu kit, hasta ve kontrol grupldeki bireylerin kan
orneklerinden RNA eldesi icin kullanildi (360).

Fast Start Essential Probe Master kit (Roche Disgeed GmBH, Mannheim
Almanya). Bu kit gPZR reaksiyonlarinin gercekiéimesinde mastermiks
olarak kullanildi (361).

Transcriptor First Strand cDNA synthesis kit (Rocbeagnostics GmBH,
Mannheim Almanya). Bu kit olgulardan alinan kan ekierinden elde edilen
RNA’dan komplementer DNA (cDNA) yapimi igin kullddi (362).

Universal Probe Library probe #10 kiti (Roche Diagiics GmBH, Mannheim
Almanya). Bu kit cDNA'lardan TLR4 mRNA dizeyinin g@anmasi
icinkullanildi (363).

Universal Probe Library prob#14 kiti (Roche Diagims GmBH, Mannheim
Almanya). Bu kit cDNA’lardan TLR2 mRNA dizeyinin g@nmasi icin
kullaniimistir (363).

Universal Probe Library prob#73 kiti (Roche Diagims GmBH, Mannheim
Almanya). Bu kit cDNA’lardan hipoksantin ribozil ansferaz 1 (HPRT1)
MRNA dizeyinin saptanmasi icin kullanildi (363).

3.3.3.Diger malzemeler

3.3.3.1.Primerler.

Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de bunlar gortlmektedir.

Bacteroidetes F ve Bacteroidetes R primerleri Bacteroidetes’in gPZR

calismalari icin kullanildi.

Firmicutes F ve Firmicutes R primerleri Firmicutes’in gqPZR c¢akmalari icin
kullanildr.
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B.fragilis F ve B.fragilis R primerleri B.fragilis'in qPZR c¢akmalari igin
kullanildr.

L.acidophilus F ve L.acidophilus R primerleri L.acidophilus’'un gqPZR
calismalari igin kullanildi.

L.caseiF vel.caseiR primerleriL.caseinin gPZR calsmalari icin kullanildi.

TLR2 F ve TLR2 R primerleri TLR2’nin mRNA’sinin gifZile tespiti igin
kullanildr.

TLR4 F ve TLR4 R primerleri TLR4'Un mRNA’sinin gPZiRe tespiti icin
kullanildi.

HPRT1 F ve HPRT1 R primerleri referans gen olarakakilan HPRTZ1'in
MRNA’sIinin gPZR ile tespiti i¢in kullanildi.

3.3.3.2.Problar (florasan boya iceren spesifik oligonukleatller)

Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de bunlar gortlmektedir.

Bacteroidetegrob, Bacteroidetes’in Firmicutesprob, Firmicutes’in, B.fragilis

prob B.fragilisin, L.acidophilusprob, L.acidophilusun ve L.caseiprob, L.caseinin

gPZR ile tespitinde reaksiyonlardaki spesifik bayadlarak kullanildi.

Tablo 3.1: Bacteroidetes, Firmicutes, B.fragilis, L.acidoplsijuL.casei miktarinin

gPZR ile belirlenmesinde kullanilan primer setleri.

Primer adi Sekans Referans
Bacteroidetes F 5’AACGCTAGCTACAGGCTTAACA’3 364
Bacteroidetes R 5’ACGCTACTTGGCTGGTTCA’3 364
Bacteroidetes Prob Fam’CAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTATamra 364
B.fragilis F S5’ CACTTGACTGTTGTAGATAAAGC’3 365
B.fragilis R 5'CATCTTCATTGCAGCATTATCC’3 365
B.fragilis Prob FamTGTGCTTGCTTCCAGTCGTCTATG Tamra 365
Firmicutes F 5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG'3 366
Firmicutes R 5 ATTACCGCGGCTGCTGG’3 366
Firmicutes Prob Fam'CTGATGGAGCAACGCCGCGT Tamra 366
L.acidophilus F 5" ATGGAAAAGGTTGGCCA'3 367

L.acidophilus R 5" TCAGTTACCATGTATTGTGACA’3 367
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L. acidophilus Prob  FAM'TCGAAGATTCACGTGGTATCAATAC Tamra 367

L.casei F 5'CTATAAGTAAGCTTTGATCCGGAGATTT'3 368
L.casei R 5'CTTCCTGCGGGTACTGAGATGT'3 368
L.casei Prob Fam'ACAAGCTATGAATTCACTTGC Tamra 368

F: Forward (ileri) primer ve R: reverse (geri) pem
Tablo 3.2: TLR2, TLR4 mRNA gen ekspresyon diuzeylerinin gPER lhelirlenmesinde

kullanilan primer setleri.

Primer Sekans Pozisyon Amplikon Tm Ref.
boyu

TLR2 (NM_003264*) F  5’cgttctctcaggtgactgctc’3  39-59 63 60 363
TLR2 (NM_003264*) R  5’cctttggatcctgcttgc’3 84-101 59 363
TLR4 (NM_138554*) F  5’cctgcgtgagaccagaaag’'3 347-365 76 59 363
TLR4 (NM_138554*) R 5'ttcagctccatgcattgataa’3 402-422 59 363
HPRT1 (NM_000194*) F 5’tgaccttgatttattttgcatacc’'s 218-241 102 59 363
HPRT1(NM_000194*) R 5’cgagcaagacgttcagtcct’'3  300-319 60 363

F: Forward (ileri) primer ve R: reverse (geri) pem

* NCBI Gene veritabani afim numaralari

3.3.3.3.16S rRNA kantitasyon standartlari

Diski numunelerinden elde edilen DNA’lardaBacteroidetes, Firmicutes,
Bacteroides fragilis, L.acidophilusre L.casei miktarinin belirlenmesi icin qPZR
calismalarinda standartgglerin olusturulmasinda kullanilan miktari bilinen plazmid

standartlardir. Bu standartlar Bioeksen firmasingamn edilmgtir.

3.3.3.4.Pozitif kontroller
B.fragilis ATCC 25285, L.acidophilus ATCC 4356 vel.casei ATCC 393
standart kdkenleri.

Digkilardan elde edilen DNA'larla yapilan gPZR e¢aialarinda B.fragilis,
L.acidophilus ve L.casei sonuclarinin kontrolGi icin pozitif kontrol olarakyrica
plazmid standartlarin ojturulmasindaB.fragilis icin ATCC 25285 .acidophilusigin
ATCC 4356 ve..caseiicin ATCC 393 standart kokenleri kullanildi.
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3.3.3.5.Sarf malzemeler

a.

g.

PAXgene Blood RNA tupleri; mRNA’larin  $ama gamasinda
parcalanmasini Onleyecek koruyucu icermesi ned&nigén ekspresyonu

calismalari icin hasta ve kontrol numunelerinin toplarasinda kullanildi.

Diski kaplari;Bacteroidetes, Firmicutes, Bacteroides fragilisadidophilus

ve L.caseimiktarlarinin tespitinde kullanilacak, DNA eldesin kullanildi.

Steril petri; B.fragilis L.acidophilusve L.caseiATCC kdkenlerinin plazmid

olusturulmasinda kullanilmak tzere bu kokenlerin tretgm kullanildi.

Lightcycler 480 cok kuyucuklu pleyt; tim gPZR reigkslarinda cihaza

calisma yukleme amaciyla kullanildi.

Anaerobik ortam s#ayici (Gas-Pak); kontrol kokenlerinin Uretimi snada

jarlarda anaerobik ortaminganmasi igin kullanildi.

Steril filitreli pipet uclari; 0,5-1Qul, 10-100pul ve 100-1000ul tim gPZR

islemleri sirasinda kullanildi.

Steril 1,5 ml Ependorf tlpleri; tim gPZReamleri sirasinda kullanildi.

3.4.YONTEMLER
Calismamizda numune alimindan sonuglarin elde edilméesauar olan gamalarda

kullandigimiz yontemler gagida 6zetlenngtir.

a.
b
C.
d.
e. Gercek zamanli PZR (gPZR) ile elde edilen DNA’lardBacteroidetes,

Hastalara ve kontrollere ait bilgilerin yer adformlarin doldurulmasi

. Hastalardan ve kontrollerden gaita ve kan orneklgnplanmasi

Kontrol kdkenlerinin tretimi ve plazmid standarttan oluturulmasi

Gaita’dan bakterilere ait DNA izolasyonlarinin gekigstirilmesi

Firmicutes, B.fragilis, L.caseieL. acidophiluskantitasyonunun yapilimasi

Kan drneklerinden RNA izolasyonunun yapilmasi

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezinin yapilmasi

TLR2 ve TLR4 mRNA gen ekspresyon miktarlarinin tesp
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3.4.1.Hastalara ve Kontrollere Ait Bilgilerin Yer Aldi g1 Formlarin Doldurulmasi

Calismamiz sirasindéstanbul Universitesi Tibbi Etik Kurul Yonergesi'gére
hastalara ve kontrol grubunungs&li bireylerine bilgilendirilmg onam formu verilmy
ve onaylari alinmgtir. i.U. Cerrahpga Tip Fakiltesi Endokrinoloji anabilim dali
polikliniklerine gelen hastalardan ayrica kontgoubundaki bireylerden kan ve gaita
numuneleri alinmadan 6nce gatia icin hazirladsimiz formlar dolduruldu ve aranan
kriterleri saglayanlar cagmaya dahil edildi. Bu formlarda bireylerin gyacinsiyet, boy,
kilo, vicut kitle indeksi (VKI), aclk serum glukadiizeyi, serum glikozile hemoglobin
(HbA1C) seviyeleri, antibiyotik ve probiyotik kulam durumu, hastalik
varhgi/yoklugu bilgileri i¢in sorular yer aldi (Form 1). Hasta kontrol grubunda yer
alan bireylerin yg araliklarina goére gruplandiriimasinda CDC’ninatigt tanisi alma
oranina gore belirlegi yas araliklan dikkate alindi (369). Yalnizca gatia
kriterlerimize uyan bireylerin numuneleri gahaya dahil edildi.

Tablo 3.3: CDC'’nin belirledgi yas araliklari ve diyabet tanisi alma orani (369).

Diyabet Tanisi Diyabet Tanisi
Yas Araligi Oran (%)
18-29 4.3
30-34 4.5
35-39 6.8
40-44 8.9
45-49 10.9
50-54 14.2
55-59 15.4
60-64 13.8
65-69 9.5
70-74 7.1
75-79 4.7

3.4.2.Hastalardan ve Kontrollerden Gaita ve Kan drneklerin toplanmasi

Ornek toplamagamasinda hasta ve kontrol grubundaki bireylerdéignga igin
gaita ve tam kan ornekleri alindi. Alinan gaitagkieri, plastik dgki toplama kaplarina
alinarak derhal anaerop jar icinde, anaerop ortdatstaatuvara getirildi. Bakterilere ait
DNA izolasyon §lemleri yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. Alingam kan
ornekleri, “PAXgene blood RNA” kan tiplerine (Bent®ickinson, Franklin Lakes,
NJ) alinarak TLR2 ve TLR4 mRNA gen ekspresyon diizeglismalarinin

gerceklatiriimesi icin gereken RNA izolasyonsglémine kadar -80°C’de saklandi.
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3.4.3.Kontrol Kékenlerinin Uretimi ve Plazmid Standart Ol usturulmasi

B.fragilis ATCC 25285, L.acidophilus ATCC 4356 vel.casei ATCC 393
kontrol kokenleri Uretimi icin laboratuvarda, zenigstiriimi s schaedler agar besiyeri ve
rogosa agar (RogA) (Fluka, Sigma isvicre) besiyeréeekimler yapildi. Bu besiyerleri
anaerop jarlarda anaerop ortanglagcilar (Oxoid Anaerogélf, BD GasPak EZ
Anaerobe Container System) ile 37°C'de 72 saathekédildi. Anaerop ortamda 72
saat inkibe edilen zengigtgilmis schaedler agar ve rogosa agar besiyerlerinde

gozlemlenen farkli morfolojideki koloniler inceleneé not edildi.

Her farkh koloniden preparasyon hazirlanarak Graoyama yontemi ile
boyandi ve boyanma 06zellikleri not edildi. Mikro$klo inceleme sonucunda Gram
negatif comak ve Gram pozitif comak gérinimunde dlakteri kolonileri aerotolerans
testine tabi tutuldu. Bunun icin kolonilerden zemegtiriimis schaedler agar besiyeri,
rogosa agar besiyerlerine hem de cukolatamsi agmiydyine pasajlar alindi.
zenginlatiriimis schaedler agar besiyeri ve rogosa agar besiyeatexerop ortamda
37°C'de 72 saat inklibe edildi. Cukulatamsi agaiyeeisise 24 saat 37 °C’de tutuldu.
Bu test sonucunda cukulatamsi agarda Ureme olmaaresrop besiyerlerinde Greme
olmasi durumda aerotolerans testi pozitif olarakedendirilerek, izolatin anaerop
oldugu kabul edildi (370). Plazmid standartlarin grulmasi igin 48 saatlik koloniler
steril bir 6ze ile alinip, ayri ayri ependorf tiqoheleki 1 ml'lik sodyum fosfat tamponu
(PBS) icine inokile edildi. Ygunluklari 1 McFarland'a goére ayarlandi. Uretilen bu
kokenlerden Bioeksen firmasi tarafindan hazirlagBAR plazmid standartlar teslim

alindi.

3.4.4.Diski numunelerinden bakteri DNA’sInIn izolasyonu:

DNA izolasyonu icin kullanilan farkli izolasyon ytamleri kullaniimaktadir.Biz
burada hizli ve bir anda cok ogwe izolasyonuna izin verdi icin manyetik boncuk
teknolojisi ile DNA ve RNA izolasyonu yapabilen Mz Pure 96 (Roche Diagnostics
GmBH, Mannheim Almanya) sistemini sectik. Bu cihnBNA ve RNA'nin yapisindaki
fosfat gruplarindan dolaygaliklari eksi yukle bganabilecek arti yukli manyetik
boncuklar ve bu manyetik boncuklari yakalayabileosknatislara sahip otomatik bir
izolasyon prensibiyle ¢aimaktadir.

Gergcek zamanh PZR (gPZR) cgahalarn icin dgki numuneleri, diki numuneleri

transport ve geri kazanim solusyonu (S.T.A.R. byff&oche Diagnostics GmBH,
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Mannheim Almanya) kullanilarak uretici direktifledogrultusunda gagidaki 6n
asamalardan sonra cihaza aktarilarak izolasy@mine alindi.
1. Steril bir ependorf tiptiine 200 mgkii numunesi alindi.
2. Ependorf tlpleri Gzerine 1000 pl PBS eklendi veaykarstirildi.
3. 14000g'de 1 dakika santriftj edildi. Sivi atilakki yikandi.
4. Yikama slemi 2 kere daha tekrar edilerek PZR inhibitorlerinzaklgtirilmasi
sglandi (371)

Yikama glemi sonrasi ependorf tiplerinin Gzerine 550 pl RRENdi.

m

6. Bire bir oraninda gki numuneleri transport ve geri kazanim solusyonu

(S.T.A.R. buffer) ile kagtirildr.

7. 1 dakika vortex edilerek iyice homojenize olmagiaadi.

8. Tupler 500g’de 5 saniye spin/santrifij edildi.

9. Yeni bir ependorf’a supernatant’'dan 100 ul aktarild

10.100 pl Bakteriyel Lizis buffer (BLB) ve 20 pl Pratez K ilave edildi.
11.850 rpm’de, 65°C’da 10 dakika inkiibasyon gercgkiédi.

Elde edilen 200 pl lizat Magna Pure 96 cihazi kdatuna eklendi ve Uretici
firma direktifleri dggrultusunda Magna Pure 96 cihazinda (Roche Diagreo&§SmBH,
Mannheim, Almanya), Magna Pure 96 DNA/Viral NA Simablume kiti (Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya) ile pathogenversal 200 2.0 protokoli
kullanilarak cakildi. Islem tamamlangginda 100 pl DNA elde edildi. Bki
orneklerinden elde edilen DNAlar nanodrop speldtometre (Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) aragiyla kontrol edilerek 260 nm’de
konsantrasyonlarinin ve 260/280 nm’de safliklar@igumi yapildi. Ornekler cihazdan
ciktiktan sonra 1,5 ml'lik steril ependorf tiplezialinip -20 °C’de gercek zamanli PZR
(gPZR) slemi yapilincaya kadar saklandi.

3.4.5.Tam kan numunelerinden RNA izolasyonu:

Tam kan numunelerinden RNA elde etmek amaciyla MaBore 96 cihazi
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya) ve Madture 96 Cellular RNA
Large Volume kiti (Roche Diagnostics GmBH, Mannhgifddmanya) kullanilmgtir.
Uretici firma direktifleri dgrultusunda PAXgene blood RNA tiplerinden (Becton-
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) 900 pl tam kan Maghare 96 cihaz karjuna
yerlestirildi. RNA Blood LV 400 2.0 protokoli kullanilakacalsma gerceklgtirildi.
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Islem tamamlanginda 100 pl RNA elde edildi. Kan 6rneklerinden eddiden RNA'lar
Nanodrop spektrofotometre (Nanodrop Technologiesjimiigton, DE, USA)
aracilglyla 260 nm’de kontrol edilerek konsantrasyonlae 260/280 nm’dekontrol
edilerek safliklarinin 6lcimi yapildi. Ornekler &ifdan c¢iktiktan sonra 1,5 ml'lik steril
ependorf tuplerine alinip -80 °C’'de gercek zam&#R (qPZR) slemi yapilincaya
kadar saklandi.

3.4.6.RNA’lardan Komplementer DNA (cDNA) Sentezi:

Tam kan orneklerinden RNA izolasyonunun gercgkiémesinin ardindan
Transcriptor First Strand cDNA kiti (Roche DiagnostGmBH, Mannheim, Almanya)
ile dretici firma direktifleri d@rultusunda gagidaki aamalar izlenerek komplementer
DNA (cDNA) sentezi gercekigirildi.

1. T100 Termal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)lgci 65°C'ye gelmesi

salandi.
2. 1,2,3,4,5, 6, 7 numarali tiplergs& blok tzerinde ¢6zulda.
3. Cozulen tupler kisa sureli santriftj/spin edildeKfar sguk blok Gzerine dizildi.
4. Numune sayisi kadar 0,2’lik PZR tup cikarildigslo blok Gizerine dizildi.
5. Ayri bir 0,5’lik ependorf tup icindesagidaki gibi miks hazirlandi.
1 numune i¢in
Random Hexamer Primegige 6).................. 1 pl x (callan numune sayisi + 1)
Oligo dT GISE 5)cevveeeereeiiiiiieeiieeeeeee e flx (calgilan numune sayisi + 1)
Water GIS€ 7).uuuueeeieee e eeieeeeeeiee e o 1 pl x (calgilan numune sayisi + 1)

6. Hazirladgimiz bu miksten numuneler icigaretlenmg 0,2’lik steril ependorf
tuplerine 3 pl dautildi.

7. Her bir tipe 10 pl Total RNA numunelerinden eklendi

8. 65C’de 10 dakika Thermal Cycler’da gallli.

9. T100 Termal Cyclerdan (Bio-Rad, Hercules, CA, US&)nan tupler vakit
kaybetmeden sk blok tzerine dizildi.

10.Ters Transkripsiyonsiemi icingerekli miks gagidaki siraya goére yeni bir
0,5ul'lik tup icinde hazirlandi

1 numune igin

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffese 2) 4ul
Protector RNase Inhibitosige 3) 0,5ul
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Deoxynucleotide Mix gise 4) 2ul
Transcriptor Reverse Transcriptasgd 1) 0,5ul
11. Orneklerin tizerine hazirlanan bu miksten 7 ul pgueti ve pipetajla kagtirildi.
12. Tapler kisa sureli spin/santrifij edildi.
13.Asagidaki termal profilde T100 Termal Cycler (Bio-Radiercules, CA,
USA)'da calgildr,
10 dakika 28C
60 dakika 58C
5 dakika 85C
14.Elde edilen cDNA'lar cabma yapilincaya kadar -20'de muhafaza edildi.

3.4.7.DNA’lardan Bakteri Kantitasyon Cali smalarinin Yapilmasi:

Tum bakterilerin gercek zamanh PZR (qPZR) gahlarinda segida agiklanan
yontemler takip edildi. Sonuclarin hesaplamasingazmid standartlar aradilyla
sistem tarafindan otomatik olarak glrulan standart giler numunelerin
iceriklerindeki bakteri miktarlarinin hesaplanmatnkullanildi. Bu sonuclara goére

kontrol grubu ile hasta gruplar kaestirildi.

3.4.7.1.Bacteroidetesgercek zamanli PZR (gPZR) kantitasyon camasi:

Diski numunelerinden elde edilen DNA’larl8acteroidetes ¢calsmasinin
yapilmasi icin Tablo 3.1'de belirtileBacteroidete® spesifik forward ve reverse
primerleri ile FAM karetli hidroliz (tagman) probu (Integrated DNA Taologies,
Coraville, 1A) uretici firma direktifleri dgrultusunda Fast Start Essential Probe Master
kiti (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanyanaen ¢ikan PZR kalite (grade)
su ile ¢ozuldu ve sulandirildi, primerler icinslaangi¢c konsantrasyonu 0,5 UM, prob igin
baslangi¢c konsantrasyonu 0,1 puM olacgdkilde ayarlandi. Callacak her bir numune
icin mastermiks olgturuldu (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4: Bacteroidetesnastermiks hazirlama protokoli

Malzeme Miktar
PZR kalite su 4,7 pl
Bacteroideteprimer F 0,1 pul
Bacteroideteprimer R 0,1 pl
Bacteroidetegprobu 0,1 pl
Prob Master 10 pl
Toplam Miktar 15 pl

F:Forward, R:Reverse

Olusturulan mastermiks’den LightCycler 480 ¢ok kuyuaukkyaz pleyt’lerinde
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) bulunlmyucuklara 15 pl
mastermiks pipetlemesi yapildi, ilgili kuyucuklarirzerine elde edilen DNA’lardan,
plazmid standartlardan ve negatif kontrolden Saua edildi ve toplam 20 ul'lik gPZR
miks + DNA kargimi olwturuldu. Pipetasyonla iyice katrildi. Hazirlanan pleyt’in
tzeri folyo, (sealing foil - Roche Diagnostics GmBIMannheim Almanya) ile
kapatilarak cajma sirasinda buhaglmanin engellenmesi gandi, sonrasinda pleyt
uretici firma direktifleri dg@rultusunda 2 dakika 1500xg’'de santriflj edildi. Sdi)j
edilen pleyt, LightCycler 480 (Roche Diagnostics Bt Mannheim Almanya) qPZR
cihazinda cagtimaya alindi (Tablo 3.5). Cizdirilen standagrige gore sistem yazilimi

tarafindan numunelere ait otomatik sonuclar ettiielie
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Tablo 3.5: Bacteroidetesgercek zamanl PZR cgina protokolu

Preinkiibasyon Amplifikasyon Soguma
Asama Preinkiibasyon | Denaturasyor| Baglanma | Uzama| Saosuma
Dongii sayisi 1 siklus 45 Siklus 1 Siklus
Sicaklik 95°C 95°C 60°C 72°C a0°c
Siire 10 dk. 10 sn 30 sn 1sn 30 sn
Analiz modu yok Yok yok Okuma yok

3.4.7.2. Firmicutes, gercek zamanl PZR (qPZR) kantitasyon ¢cagmasi:

Diski numunelerinden elde edilen DNA’lariarmicutescalsmasinin yapiimasi
icin Tablo 3.1'de belirtilenFirmicutesye spesifik forward ve reverse primerleri ile
FAM isaretli hidroliz (tagman) probu (Integrated DNA Teologies, Coraville, IA)
uretici firma direktifleri d@rultusunda Fast Start Essential Probe Master Ritiche
Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) icinden cikatRPkalite su ile ¢ozuldi ve
sulandirldi. Primerler icin B&angi¢c konsantrasyonu 0,5 pM, prob icinslaagic
konsantrasyonu 0,1 uM olacgékilde ayarlandi. Sonrasinda gdécak her bir numune

icin Tablo 3.6’daki protokol takip edilerek masteksholusturuldu.



63

Tablo 3.6: Firmicutes mastermiks hazirlama protokolu

Malzeme Miktar
PZR kalite su 4,7 pl
Firmicutes primer F 0,1 pul
Firmicutes primer R 0,1 pl
Firmicutes probu 0,1 pl
Prob Master 10 pl
Toplam Miktar 15 pl

F:Forward, R:Reverse

Olusturulan mastermiks’den LightCycler 480 ¢ok kuyuaukkyaz pleyt’lerinde
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) bulunlmyucuklara 15 pl
mastermiks pipetlemesi yapildiilgili kuyucuklarirzdiine elde edilen DNA’lardan,
plazmid standartlardan ve negatif kontrolden Saua edildi ve toplam 20 ul'lik gPZR
miks + DNA kargimi olusturuldu ve pipetasyonla iyice kamrildi. Hazirlanan pleyt’in
Uzeri folyo, (sealing foil - Roche Diagnostics GmBIMannheim Almanya) ile
kapatilarak cajma sirasinda buhaglmanin engellenmesi gandi, sonrasinda pleyt
uretici firma direktifleri dg@rultusunda 2 dakika 1500xg’'de santriflj edildi. Sdi)j
edilen pleyt, LightCycler 480 (Roche Diagnostics Bt Mannheim Almanya) qPZR
cihazinda cagtimaya alindi (Tablo 3.7). Cizdirilen standagrige gore sistem yazilimi

tarafindan numunelere ait otomatik sonuclar ettiielie
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Preinkiibasyon Amplifikasyon Soguma
Asama Preinkiibasyon | Denaturasyor| Baglanma | Uzama| Saosuma
Dongii sayisi 1 siklus 45 Siklus 1 Siklus
Sicaklik 95°C 95°C 60°C 72°C a0°c
Siire 10 dk. 10 sn 30 sn 1sn 30 sn
Analiz modu yok Yok yok Okuma yok

3.4.7.3.Bacteroides fragilisgercek zamanli PZR (gPZR) kantitasyon cafmasi:

Diski numunelerinden veB.fragilis ATCC 25285 kultirinden elde edilen

DNA'larla, Bacteroides fragiliskantitasyon c¢cajmasinin yapilmasi i¢in Tablo 3.1'de

belirtilen B.fragilise spesifik forward ve reverse primerleri ile FAMaretli hidroliz

(tagman) probu (Integrated DNA Technologies, CdiavlA) Uretici firma direktifleri

dogrultusunda Fast Start Essential Probe Master Riche Diagnostics GmBH,

Mannheim Almanya) igcinden ¢ikan PZR kalite su izi@du ve sulandirildi. Primerler

icin balangi¢c konsantrasyonu 0,5 pM, prob icginglbagic konsantrasyonu 0,1 pM

olacak sekilde ayarlandi. Sonrasinda gdhcak her bir numune icin Tablo 3.8'deki

protokol takip edilerek mastermiks eturuldu.
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Tablo 3.8: B.fragilis mastermiks hazirlama protokolu

Malzeme Miktar
PZR Kalite su 4,7 pl
B.fragilis primer F 0,1 pul
B.fragilis primer R 0,1 pl
B. fragilis probu 0,1 pl
Prob Master 10 pl
Toplam Miktar 15 pl

F:Forward, R:Reverse

Olusturulan mastermiks’den LightCycler 480 cok kuyuaukkyaz pleyt’lerinde
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) bulunkmyucuklara 15 pl
mastermiks pipetlemesi yapildi,ilgili kuyucuklariizerine elde edilen DNA’lardan,
plazmid standartlardan, pozitif ve negatif kontesid5 pl ilave edildi ve toplam 20
pullik gPZR miks + DNA karsimi olusturuldu ve pipetasyonla iyice kairildi.
Hazirlanan pleyt'in Gzeri folyo, (sealing foil - Rlee Diagnostics GmBH, Mannheim
Almanya) ile kapatilarak c¢ama sirasinda buhagi@manin engellenmesi gandi,
sonrasinda da pleyt Uretici firma direktiflerigtaltusunda 2 dakika 1500xg’de santrifd
edildi. Santriflij edilen pleyt LightCycler 480 (Rue Diagnostics GmBH, Mannheim
Almanya) gPZR cihazinda cg@llmaya alindi (Tablo 3.9). Cizdirilen standagrige
gore sistem yazilimi tarafindan numunelere aitmatitck sonuclar elde edildi.
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Tablo 3.9:B.fragilis ger¢cek zamanli PZR cahna protokolu

Preinkiibasyon Amplifikasyon (¢ogaltim) Soguma
Asama Preinkiibasyon | Denaturasyor| Baglanma | Uzama| Saosuma
Dongii sayisi 1 siklus 45 Siklus 1 Siklus
Sicaklik 95°C 95°C 60°C 72°C a0°c
Siire 10 dk. 10 sn 30 sn 1sn 30 sn
Analiz modu yok Yok yok Okuma Yok

3.4.7.4.Lactobacillus acidophilus gercek zamanli PZR (qPZR) kantitasyon
calismasi:

Diski numunelerinden vé.acidophilusATCC 4356 kulturinden elde edilen
DNA’larla L.acidophiluskantitasyon ¢cagmasinin yapilmasi icin Tablo 3.1'de belirtilen
L.acidophilus’a spesifik forward ve reverse primerleri ile FAMaretli hidroliz
(tagman) probu (Integrated DNA Technologies, CdieyvIA) Uretici firma direktifleri
dogrultusunda Fast Start Essential Probe Master Rbche Diagnostics GmBH,
Mannheim Almanya) icinden c¢ikan PZR kalite su izigdu ve sulandirildi. Primerler
icin balangic konsantrasyonu 0,5 pM, prob icinsleagic konsantrasyonu 0,1 uM
olacaksekilde ayarlandi. Sonrasinda gdaicak her bir numune icin Tablo 3.10’daki

protokol takip edilerek mastermiks sturuldu.
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Tablo 3.10:L.acidophilusmastermiks hazirlama protokolt

Malzeme Miktar
PZR Kalite su 4,7 pl
L.acidophilusprimer F 0,1 pl
L.acidophilusprimer R 0,1 pl
L.acidophilusprobu 0,1 pl
Prob Master 10 pl
Toplam Miktar 15 pl

F:Forward, R:Reverse

Olusturulan mastermiks’den LightCycler 480 ¢ok kuyuaukkyaz pleyt’lerinde
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) bulunlmyucuklara 15 pl
mastermiks pipetlemesi yapildiilgili kuyucuklarirzdiine elde edilen DNA’lardan,
plazmid standartlardan, pozitif ve negatif kontesidS pl ilave edilngi ve toplam 20
pllik gPZR miks + DNA kargimi olwsturulmus ve pipetasyonla iyice katirldi.
Hazirlanan pleyt'in Uzeri folyo, (sealing foil - Bloe Diagnostics GmBH, Mannheim
Almanya) ile kapatilarak cama sirasinda buhagi@manin engellenmesi gandi,
sonrasinda da pleyt Uretici firma direktiflerigtaltusunda 2 dakika 1500xg’de santrifi]
edildi. Santriflj edilen pleyt LightCycler 480 (Ruoe Diagnostics GmBH, Mannheim
Almanya) gPZR cihazinda cglmaya alindi (Tablo 3.11). Cizdirilen standagrige

gore sistem yazilimi tarafindan numunelere aitmatitk sonuclar elde edildi.
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Tablo 3.11 L.acidophilusgercek zamanl PZR caina protokoli

Preinkiibasyon Amplifikasyon (¢ogaltim) Soguma
Asama Preinkiibasyon | Denaturasyor| Baglanma | Uzama| Saosuma
Dongii sayisi 1 siklus 45 Siklus 1 Siklus
Sicaklik 95°C 95°C 60°C 72°C a0°c
Siire 10 dk. 10 sn 30 sn 1sn 30 sn
Analiz modu yok Yok yok Okuma Yok

3.4.7.5.Lactobacillus casegercek zamanh PZR (qPZR) kantitasyon ¢cagmasi:

Diski numunelerinden ve.caseiATCC 393 kiltirinden elde edilen DNA'larla
L.casei kantitasyon cagmasinin yapilmasi icin Tablo 3.1'de belirtildncaseiye
spesifik forward ve reverse primerleri ile FAMaretli hidroliz (tagman) probu
(Integrated DNA Technologies, Coraville, 1A) Uretioma direktifleri dgzrultusunda
Fast Start Essential Probe Master kiti (Roche Dhagjos GmBH, Mannheim Almanya)
icinden ¢ikan PZR kalite su ile ¢Ozuldi ve sulamdir Primerler icin bgangig
konsantrasyonu 0,5 uM, prob icinstengi¢c konsantrasyonu 0,1 uM olacgékilde
ayarlandi. Sonrasinda galacak her bir numune icin Tablo 3.12’deki protokakip

edilerek mastermiks ofturuldu.
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Tablo 3.12:L.caseimastermiks hazirlama protokolu

Malzeme Miktar
PZR Kalite su 4,7 pl
L.caseiprimer F 0,1 pul
L.caseiprimer R 0,1 pl
L.caseiprobu 0,1 pl
Prob Master 10 pl
Toplam Miktar 15 pl

F:Forward, R:Reverse

Olusturulan mastermiks’den LightCycler 480 ¢ok kuyuaukkyaz pleyt’lerinde
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) bulunlmyucuklara 15 pl
mastermiks pipetlemesi yapildi, ilgili kuyucuklarirzerine elde edilen DNA’lardan,
plazmid standartlardan, pozitif ve negatif kontesid5 pl ilave edildi ve toplam 20
pullik gPZR miks + DNA kargimi olwturuldu ve pipetasyonla iyice kstrildi.
Hazirlanan pleyt'in Uzeri folyo, (sealing foil - Bloe Diagnostics GmBH, Mannheim
Almanya) ile kapatilarak cama sirasinda buhagi@manin engellenmesi gandi.
Sonrasindapleyt dretici firma direktifleri gaultusunda 2 dakika 1500xg’de santrifij
edildi. Santrifij edilen pleyt LightCycler 480 (Ruoe Diagnostics GmBH, Mannheim
Almanya) gPZR cihazinda cgllmaya alindi (Tablo 3.13). Cizdirilen standagrige

gore sistem yazilimi tarafindan numunelere aitmatitk sonuclar elde edildi.
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Tablo 3.13:L.caseigercek zamanli PZR c¢aitna protokolu

Preinkiibasyon Amplifikasyon (¢ogaltim) Soguma
Asama Preinkiibasyon | Denaturasyor| Baglanma | Uzama| Saosuma
Dongii sayisi 1 siklus 45 Siklus 1 Siklus
Sicaklik 95°C 95°C 60°C 72°C a0°c
Siire 10 dk. 10 sn 30 sn 1sn 30 sn
Analiz modu yok Yok yok Okuma yok

3.4.8.cDNA’lardan gen ekspresyon dizeyi qPZR ¢a¢malarinin yapilmasi:
TLR2 ve TLR4'de elde edilen hedef gen Ct sonucld?RT1'den elde edilen
referans gen Ct sonuglariyla kdastirilarak normalize edildi ve Livak & Schmittgen’in

2001 yihinda yayinlagh 2 %4

T (Delta delta Ct) yontemi izlenerek analizi
gerceklatirildi (372). Hipoksantin-guanin fosforibozil traferaz (HPRT), pdrin
nukleotidlerinin kurtariima yolunda gorev alan valignamizda kullanggmiz bir
referans (housekeeping) gendir (373). Delta dettgd@teminde istenen genin analizi
icin ilgilenilen genin ekspresyon duzeyi, dokulardgspresyonun gemedigi
varsayllan referans (housekeeping) gen olarak rkidia HPRT1 geninin ekspresyon
duzeyine oranlandi. Boylece izole edilen RNA miktaa sentezlenen cDNA miktarinin
getirdigi deneysel hatalar ve farkliliklar normalize edi(8i72, 374). Hasta gruplari ve
kontrol gruplan icin elde edilen rolatif gen ekspyon diuzeyleri arasindaki fark

incelendi.

3.4.8.1.TLR2 gPZR calismasi

Bireylere ait PAXgene blood RNA tam kan tuplerindekimunelerden elde
edilen mRNA’lar, komplementer DNA (cDNA)samasini takiben gPZR cghasi
yapllincaya kadar -2@’'de muhafaza edildi. TLR2 camasinin yapilmasi icin bu
cDNA'lar, Tablo 3.2'de belirtilen TLR2'ye spesifikorward ve reverse primerler
(Integrated DNA Technologies, Coraville, 1A) ve WMeisal Probe Library probe #14
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) uretiirma direktifleri
dogrultusunda kullanildi. Fast Start Essential Probastdr kiti (Roche Diagnostics
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GmBH, Mannheim Almanya) icinden c¢ikan PZR kalite iku primerler ¢ozuldu ve
sulandirildi (tablo 3.2). Uretici firmanin belirliggd sekilde primerler igin bglangic
konsantrasyonu 20 uM, prob icin skengic konsantrasyonu 10 puM olacsékilde
ayarlandi. Cagilacak her bir numune icin master miks @luuldu (Tablo 3.14).

Tablo 3.14: TLR2 gen ekspresyon duzeyi mastermiks hazirlaratokolt

Malzeme Miktar
PZR Kalite su 4,4 pul
TLR2 primer F 0,2 ul
TLR2 primer R 0,2 pul
UPL prob #14 0,2 pul
Prob Master 10 pl
Toplam Miktar 15 pl

F:Forward, R:Reverse

Olusturulan mastermiks’den LightCycler 480 ¢ok kuyuaukkyaz pleyt’lerinde
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) bulunlmyucuklara 15 pl
mastermiks pipetlemesi yapildi, ilgili kuyucuklatizerine elde edilen cDNA’lardan ve
negatif kontrol cDNA’sindan 5 pl ilave edildi veplam 20 pl'lik gPZR miks + cDNA
karisimi olusturuldu. Pipetasyonla iyice katrildi. Hazirlanan pleytin tzeri folyo,
(sealing foil - Roche Diagnostics GmBH, Mannheimmahya) ile kapatilarak cama
sirasinda buhageanin engellenmesi gandi. Sonrasinda da pleyt Uretici firma
direktifleri dogrultusunda 2 dakika 1500xg’de santriflj edildi. 8#iyj edilen pleyt
Tablo 3.15'deki protokol takip edilerek LightCycld80 (Roche Diagnostics GmBH,
Mannheim Almanya) gPZR cihazinda ¢dinaya alindi. Cajmalarin sonucunda
numunelerin gk déngu dgeri (Ct (Cp) = Threshold Cycle) gPZR sistemi tardéin
otomatik hesaplandi. Ayni numunenin referans germegerleri ile sistem tarafindan
otomatik olarak kaulastirilarak delta delta Ct @erleri hesaplandi. Delta delta Ct

degerleri, hedefimiz olan TLR2 geni miktarinin, vieuttdokularda oraninin
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degsismedizi varsayilan referans gen miktari ile $édastiriilma sonrasi normalize
edilerek, TLR2 gen miktarinin normalize edignhialini belirlememize olanak gkadi.

Tablo 3.15: TLR2 gen ekspresyon diizeyi gercek zamanl PZRngalprotokolu

Preinkiibasyon Amplifikasyon (¢ogaltim) Soguma
Asama Preinkiibasyon | Denaturasyor| Baglanma | Uzama| Sasuma
Dongii sayisi 1 siklus 45 Siklus 1 Siklus
Sicakhik 95°C 95°C 60°C 72°C lode
Siire 10 dk. 10 sn 30 sn 1 sn 30 sn
Analiz modu yok yok yok Okuma yok

3.4.8.2.TLR4 gqPZR calismasi

Bireylere ait PAXgene blood RNA kan tuplerindekinmunelerden elde edilen
RNA’lar, komplementer DNA (cDNA) samasini takiben gPZR cghasi yapilincaya
kadar -28C'de muhafaza edildi. TLR4 cainasinin yapilmasi icin bu cDNA'lar, Tablo
3.2'de belirtilen TLR4’e spesifik  forward ve revers primerler
(Integrated DNA Technologies, Coraville, 1A) ve Weisal ProbelLibrary probe #10
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) Uuretiirma direktifleri
dogrultusunda kullanildi.Fast Start Essential Probestitakiti (Roche Diagnostics
GmBH, Mannheim Almanya) icinden c¢ikan PZR kalite ik primerler ¢ozuldi ve
sulandirildi (tablo 3.2). Uretici firmanin belirliggd sekilde primerler igin bglangic
konsantrasyonu 20 pM, prob icin skengic konsantrasyonu 10 pM olacsékilde
ayarlandi. Cagilacak her bir numune icin master miks giuuldu (Tablo 3.16).
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Tablo 3.16: TLR4 gen ekspresyon duzeyi mastermiks hazirlaratokolt

Malzeme Miktar
PZRKalite su 4,4 pul
TLRA4 primer F 0,2 ul
TLR4 primer R 0,2 pul
UPL prob #10 0,2 pul
Prob Master 10 pl
Toplam Miktar 15 pl

F:Forward, R:Reverse

Olusturulan mastermiks’den LightCycler 480 ¢ok kuyuaukkyaz pleyt’lerinde
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) bulunlmyucuklara 15 pl
mastermiks pipetlemesi yapildi. llgili kuyucuklafizerine elde edilen cDNA’lardan ve
negatif kontrol cONA’sindan 5 pl ilave edilgwe toplam 20 pl'lik gPZR miks + cDNA
karisimi olusturuldu ve pipetasyonla iyice kamrildi. Hazirlanan pleyt'in tzeri folyo,
(sealing foil - Roche Diagnostics GmBH, Mannheimmahya) ile kapatildi. Cama
sirasinda buhagemanin engellenmesi gandi. Sonrasinda pleyt (Uretici firma
direktifleri dogrultusunda 2 dakika 1500xg’de santriflj edildi. 8#iyj edilen pleyt
Tablo 3.17'deki protokol takip edilerek LightCycld80 (Roche Diagnostics GmBH,
Mannheim Almanya) gPZR cihazinda ¢dinaya alindi. Cajmalarin sonucunda
numunelerin gk déngu dgeri (Ct (Cp) = Threshold Cycle) gPZR sistemi tardéin
otomatik hesaplandi. Ayni numunenin referans germegerleri ile sistem tarafindan
otomatik olarak kaulastirilarak delta delta Ct @erleri hesaplandi. Delta delta Ct
degerleri, hedefimiz olan TLR4 geni miktarinin, vieuttdokularda oraninin
desismedizi varsayilan referans gen miktari ile $édastiriima sonrasi normalize

edilerek, TLR4 gen miktarinin normalize edignhialini belirlememize olanak gkadi.
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Tablo 3.17: TLR4 gen ekspresyon duzeyi gercek zamanl PZRngalprotokolu

Preinkiibasyon Amplifikasyon (¢ogaltim) Soguma
Asama Preinkiibasyon | Denaturasyor| Baglanma | Uzama| Saosuma
Dongii sayisi 1 siklus 45 Siklus 1 Siklus
Sicakhik 95°C 95°C 60°C 72°C lode
Siire 10 dk. 10 sn 30 sn 1sn 30 sn
Analiz modu yok yok yok Okuma yok

3.4.8.3.HPRT1 qPZR calismasi

Bireylere ait PAXgene blood RNA kan tiuplerindekinmunelerden elde edilen
RNA’lar, komplementer DNA (cDNA) samasini takiben gPZR cghasi yapilincaya
kadar -26C’'de muhafaza edildi. HPRT1 cghasinin yapilmasi icin bu cDNA'lar,
Tablo 3.2’de Dbelirtlen HPRT1'e spesifik forward vereverse primerler
(Integrated DNA Technologies, Coraville, 1A) ve Weisal Probe Library prob #73
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) Uretiirma direktifleri
dogrultusunda kullanildi.Fast Start Essential Probestitakiti (Roche Diagnostics
GmBH, Mannheim Almanya) icinden c¢ikan PZR kalite ik primerler ¢ozuldu ve
sulandirildi (tablo 3.2). Uretici firmanin belirligd sekilde primerler igin bglangic
konsantrasyonu 20 uM, prob icin skengic konsantrasyonu 10 puM olaceékilde
ayarlandi. Cagilacak her bir numune icin master miks gluuldu (Tablo 3.18).
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Tablo 3.18:HPRTL1 gen ekspresyon diizeyi mastermiks hazirlaotakwoli

Malzeme Miktar
PZR Kalite su 4,4 pul
HPRT1 primer F 0,2 ul
HPRT1 primer R 0,2 pul
HPRT1 prob #73 0,2 pul
Prob Master 10 pl
Toplam Miktar 15 pl

F:Forward, R:Reverse

Olusturulan mastermiks’den LightCycler 480 ¢ok kuyuaukkyaz pleyt’lerinde
(Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) bulunlmyucuklara 15 pl
mastermiks pipetlemesi yapildi,ilgili kuyucuklarizerine elde edilen cDNA’lardan ve
negatif kontrol cDNA’sindan 5 pl ilave edildi veplam 20 pl'lik gPZR miks + cDNA
karisimi olusturulmus ve pipetasyonla iyice katirildi. Hazirlanan pleyt’in tzeri folyo,
(sealing foil - Roche Diagnostics GmBH, Mannheinmahya) ile kapatildi, ¢cama
sirasinda buhagemanin engellenmesi gandi. Pleyt dretici firma direktifleri
dogrultusunda 2 dakika 1500xg’'de santrifij edildi. ®8#@i)j edilen pleyt Tablo
3.19'daki protokol takip edilerek LightCycler 480Rdche Diagnostics GmBH,
Mannheim Almanya) qPZR cihazinda gdinaya alindi. Bu ¢ca@gmadan alinan HPRT1
gen ekspresyon duzeyi sonuclari, gahnin referans (housekeeping) geni olarak
kullanildi. Calsmalarin sonucunda numunelerin amplifikasyg@nlerinde gorilen gk
dongu dgeri (Ct = Threshold Cycle) gPZR sistemi tarafindatomatik olarak
hesaplandi. TLR2 ve TLR4 Ct gerleri ile elde etfiimiz HPRT1 Ct dgerleri ile sistem
tarafindan otomatik olarak kalastirildi vegen ekspresyon miktari olarak ifade edile
delta delta Ct deerleri hesaplandi.Delta delta Ctgeeleri, hedefimiz olan TLR2 ve
TLR4 geni miktarinin, vicutta dokularda oraniningigmedisi varsayllan HPRT1
referans gen miktar ile kalastiriimasi sonrasi, TLR2 ve TLR4 gen miktarlarinin

normalize edilmy halini belirlememize olanak gkadi.
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Tablo 3.19:HPRT1 gen ekspresyon diizeyi gercek zamanlh PZggalprotokoli

Preinkiibasyon Amplifikasyon (¢ogaltim) Soguma
Asama Preinkiibasyon | Denaturasyor| Baglanma | Uzama| Saosuma
Dongii sayisi 1 siklus 45 Siklus 1 Siklus
Sicaklik 95°C 95°C 60°C 72°C a0°c
Siire 10 dk. 10 sn 30 sn 1sn 30 sn
Analiz modu yok yok Yok Okuma yok

3.5.istatistiksel analiz

Calsmada elde edilen veriler gerlendirilirken, istatistiksel analiz ve
hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics vers. 20tiSizal Package for the Social
Sciences) paket programi kullanildi. Tamamlayidatistiksel metodlar olarak:
ortalama, standart sapma, standart hata ve ortdaiEaleri hesaplandi. Gruplara ait
ortalamalar arasinda niceliksel verilerin gruplarasa kagilastiriimasinda Mann-
Whitney U Testi kullanildi. Bu testlerde elde edilp deerleri incelenerek p<0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli, p<0.01 ileri deeede, p<0.001 ¢ok ileri derecede
anlamh kabul edildi. Anlamh gruplar icindeki kdasyonlarinin dgerlendiriimesinde
ise Spearman rhogfrkorelasyon testi kullanildi. Elde edilen deserleri incelenerek
r<0,25 dgeri istatistiksel olarak i§ki yok, 0.25-0,5 dgeri zayif iliski, 0,5-0,75 orta
iliski, 0,76-0,85 guclu ikki ve >0,85 ¢ok guclu ki olarak kabul edildi. (375, 376).
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4. BULGULAR

Tip 1 diyabet tanisi almi53 hasta ve 53 §bkli bireyle gerceklgtirdigimiz bu
calsmada, hastalarin 28’inin erkek, 25’inin ise kadindugu belirlenmitir.
Calismamiza katilan hastalarin vesBkli kontrollerin ortalama ygari 32,87+12,68'dir.

Salikli kontrol grubunda ortalama vicut kitle indek@fKI) 20,23 + 1,70
kg/mPiken, TIDM hastalarinda 23,25 + 1,63 kd/mlarak bulunmgtur. Ortalama
HbAlc sglhkh kontrol grubunda % 4,19 = 1,11, T1DM hastalgunda ise %8,69 +
1,91 olarak saptangtir. Diger onemli bir parametre olan aclik kaekeri (AKS)
ortalama duzeyi $hkli kontrol grubunda 91,0 + 5,67 mg/dl'iken, T1DMasta
grubunda 133,4 + 62,44 mg/dl olarak belirlegtimi Hastalarda saptanan VKI, HbAlc
ve AKS duzeylerinin, sgikl kontrol grubuna gore istatistiksel olarak gk dizeyde
anlamh fark gostergdi belirlenmitir (p<0.001) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Calsmamiza dahil edilen hasta ve gBkli kontrollerin demografik

Ozelliklerine ait verilerin kamnlastiriimasi.

Ozellikler Tip 1 Diyabet hastalari  Saglkl Kontrol grubu pr*
S:53 S:53

Erkek S/ Kadin S 28 /25 28125

Yas* 32,87 £12,68 32,87 £ 12,68 1,000

VKI ( kg/n?) 23,25+ 1,63 20,23 £1,70 ,000

HbA1c (%) 8,69 + 1,91 419+1,11 ,000

AKS (mg/dl) 133,4 £ 62,44 91,0 £ 5,67 ,000

*Yas ortalamasi 19-61 yaaralgina gore hesaplangtir, VKI:Vicut kitle indeksi, S:Sayi, AK: Aclik
Kan Sekeri, **; Mann whitney U ile hesaplansgtir.

Hasta ve s#ikli kontrol grubunda yer alan bireylerin her biei ait demografik
veriler yani sira Al§ ve HbA1c gibi biyokimyasal parametrelerin serunzelileri ham

veriler boliminde H1 ve H2 tablolarinda gésterghmi

Amerikan ulusal hastalik kontrol merkezi (CDC)'riliyabet tanisi alma orani
bakimindan bildirilen y@aaraliklarina gére T1DM’lu ve gakh kontrol grubunda yer
alan erkeklerin 3 dgsik yas grubuna ayrildii belirlenmitir. Diyabet tanisi alma orani

en diuk (% 4.3) olan ygaralgina giren ve 15 bireyden glan 19 — 29 yagrubunda
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yas ortalamalarinin 23,2 + 2,88 olg, diyabet tanisi alma orani %10-%13,8s ya
aralgina giren ve 5 bireyden alan 49 — 61 y@grubunda yaortalamalarinin 56,40 *
5,27 oldgu ve yine diyabet tanisi alma orani ortgeafterde (%4,5-%8,9) olan ya
aralgina giren ve 8 bireyden aglan 31 — 44 yagrubunda ygortalamalarinin 37,38 +
4,75 oldgu gorulmektedir (369) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Hasta ve kontrol grubumuzdaki erkeklerdes,y&gKI, AKS ve HbAlc

dizeylerine ait verilerin kaastirmasi.

Ozellikler Tip 1 Diyabet Hastalari Saslikh Kontrol Grubu pr*

S 28 28

Yas*. 33,18 + 13,22 33,18 +£ 13,22 1,000
VKI ( kg/n) 23,21 +1,61 20,47 + 1,51 ,000
HbA1lc (%) 8,98 + 2,05 4,17 +1,28 ,000
AK'S (mg/dl) 128,89 + 62,88 92,04 £ 6,05 ,002

*Yas ortalamasi 19-61 yaaralgina gore hesaplangtir, VKI: Vicut kitle indeksi, S: Sayi, AK Aclk
Kan Sekeri, **; Mann whitney U ile hesaplangtir

T1DM’lu kadin hastalarin ve kontrol grubunda yearals&likli kadinlarin 3
degisik yas grubuna ayrildi belirlenmitir. Diyabet tanisi alma orani engdik (% 4.3)
olan yg aralgina giren ve 12 bireyden glan 19 — 28 yagrubunda yaortalamalarinin
22,3 = 3,50 oldgu, diyabet tanisi alma orani ortagdderde (%4,5 - %8,9) olan ya
aralgina giren ve 7 bireyden glan 31 — 42 yagrubunda ygaortalamasinin 36,0 = 3,51
oldugu, diyabet tanisi alma orani % 8,9 - %15,4s gealgina giren ve 6 bireyden
olusan 43 — 56 yagrubunda yg@ortalamasinin 48,83 £ 4,79 olglugorilmektedir (369)
(Tablo 4.3).

T1DM hasta grubumuzda ve g&li kontrol grubumuzda yer alan kadinlar
incelendginde 25’er bireyi kapsayan gruplarda,syartalamalari hasta ve kontrol
grubunda 32,52 £+ 11,64 dir. Ortalama VKI, TIDM’ladknlarda 23,30 + 1,68 kontrol
grubundaki kadinlarda ise 19,95 + 1,90 olarakrleglmistir. Ortalama HbAlc dizeyi
T1DM’lu kadinlarda % 8,36 + 1,73, kontrol grubund&kdinlarda ise % 4,21 + 0,91
olarak, ortalama AK dizeyi ise TIDM'lu kadin hastalarda 138,44 + 62 Bdntrol
grubundaki kadinlarda ise 89,84 £ 5,09 olaraktasapstir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3: Hasta ve kontrol grubumuzdaki kadinlardas,y&Kl, AKS ve HbAlc
duzeylerine ait verilerin kaastirmasi.

Ozellikler Tip 1 Diyabet hastalari Salikh Kontrol grubu pr*

S 25 25

Yas*. 32,52 +11,64 32,52 +11,64 1,000
VKI (kg/m ?) 23,30 + 1,68 19,95+ 1,90 ,000
HbAlc (%) 8,36 £1,73 4,21 +0,91 ,000
AK'S (mg/dl) 138,44 + 62,84 89,84 + 5,09 ,001

*Yas ortalamasi 19-56 yaaralgina gore hesaplangtir, VKI:Vicut kitle indeksi, S:Sayi, AK:Aclik
Kan Sekeri, **: Mann-Whitney U ile hesaplangtir.

T1DM hasta grubumuzda ve g&li kontrol grubumuzda yer alan erkekler
incelendginde 28'er bireyi kapsayan gruplarda,syartalamalari hasta ve kontrol
grubunda 33,18 £ 13,22 dir. VKI ortalamalari T1DMé¢rkek hastalarda 23,21 + 1,61
saslikh kontrollerde ise 20,47 + 1,51 olarak belinaigtir. Ortalama HbAlc duzeyleri
T1DM’'lu erkek hastalarda 8,98 + 2,05 veslsdi kontrol grubunda ise 4,17 + 1,28
olarak, ortalama aclik kagekeri (AKS) diizeyi iseT1DM’lu erkek hastalarda 128,89 +
62,88 ve sglikli kontrol grubunda ise 92,04 + 6,05 olarak tsapnstir. TLDM hasta
grubumuzda saptanan ortalama VKI, HbAlc ve SAHUzeylerinin sglikh kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak ileri diizeyde sgk oldgu belirlenmitir (p<0.001)
(Tablo 4.4).

Hasta ve s#ikli kontrol grubunda, 19-29 yaaralgindaki erkeklerde VKI,
HbAlc, AKS parametreleri incelenginde; hasta grubunda saptanan VKI ve HbAlc
duzeylerinin, sglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak riledereced yuksek
oldugu belirlenmgtir (p<0.001) (Tablo 4.4).

Hasta grubunda, 31-44 yaralgindaki erkeklerde saptanan VKI, HbAlc, 8K
duzeylerinin, sglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amlli dizeyde yiksek
oldugu belirlenmitir (p<0.01) (Tablo 4.3)

Hasta ve s&ikli kontrol grubunun 49-61 yaaralgindaki erkeklerinde VKI,
HbAlc, AKS parametreleri incelenginde; hasta grubunda HbAlc dizeylerglddi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ileri éyide yiksek bulunurken (p<0.01),

AKS duzeylerinin istatistiksel olarak anlamh diizeyyigksek oldgu belirlenmitir.
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(p<0,05). Hasta ve ghkli kontrol grubunda VKI dgerleri ise gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark géstermatimi(p>0.05) (Tablo 4.4)

Tablo 4.4: Hasta ve kontrol grubumuzdaki erkeklerde, VKI, $\Kve HbAlc

dizeylerine ait verilerin yagruplarina gore kadastiriimasi.

Ozellik T1DM grubu Saglikli Kontrol grubu Istatistiksel
karsilastirma sonuglari
19-29 31-44 49-61 19-29 31-44 49-61 19-29 | 31-44 | 49-61
S:15 S:8 S:5 S:15 S:8 S5 pP* p* pP*
Yas 23,2+2,88 37,38 £ 4,75 56,40 +5,2) 232+2pB87,38+4,75 56,40+527 1,000 1,000 1,0p0
VKI 22,76 + 1,77 23,46 + 1,29 24,17 +1,2/7 19,9+1p?20,23+0,83| 20,58+1,2F ,00( ,001 ,076
kg/ m?
HbAlc 9,21 + 2,30 8,43+1,43 9,16 + 2,37 3,77+1,p2 54225| 524+1,01 ,000 ,00] ,009
(%)
AKS 121,6 +55,55| 154,5+88,08( 109,8+18,61 90,87+5B8 94,046/492,4+6,43 ,212 ,009 ,047
(mg/dI)

VKI:Vicut kitle indeksi, S:Say1, AR:Aclik Kan Sekeri - *Mann-Whitney U testi ile hesaplangtm

Calismamiza dahil olan erkek bireylerdesygruplarina goére VKI ve HbAlc
degerleri tablo 4.5'de gorulmektedir. En yiksek ormaéaVKI nin 46-61 ya grubunda,
en yiuksek ortalama HbAlc dizeyinin 19-29s ygrubunda bulundiu, en yuksek

ortalama AK seviyesinin ise 31-44 yayrubunda bulundiu belirlenmitir (Sekil 4.1,
Sekil 4,2,Sekil 4.3).
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VKI
30

25 22,76 23,46 24,17 23,21
19,9 20,23 19,95 20,47

20
15 ET1DM

m Saglikli Kontrol
10

19-29yas 31-44yas 49-6lyags  Tum yaslar

Sekil 4.1: Hasta ve kontrol grubundaki erkeklerde ortalamd Wik yas gruplarina gore

dagihmi.
HbA1lc
10 | 921 9,16 8,98
9 8,43
8
7
6 5,24
5 4,25 417 ®TIDM
4 3,77 m Saglikh Kontrol
3
2
1
0
19 - 29 yas 31-44vyas 49-61yas  Tim Yaslar

Sekil 4.2: Hasta ve kontrol grubundaki erkeklerde ortalamaAtb (%) dizeylerinin
yas gruplarina gore dalimi.
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AKS
180
160
140
120
100
80
60
40
20

154,5

ET1DM

m Saglikli Kontrol

19-29yas 31-44yas 49-6lyag Tim Yaslar

Sekil 4.3: Hasta ve kontrol grubundaki erkeklerde ortalamaSA#lizeylerinin ya
gruplarina gore dalimi.

Kadinlarda en yiksek ortalama VKI nin  43-56s ygrubunda, en ylksek
ortalama HbAlc dizeyinin 19-28 ygrubunda, en yuksek ortalama 8Kseviyesinin
ise 43-56 yagrubunda oldgu gozlenmgtir (Sekil 4.4,Sekil 4.5,Sekil 4.6, Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Hasta ve kontrol grubumuzdaki kadinlarda, VKI, $\Kve HbAlc
duzeylerine ait verilerin yagruplarina gore kanastiriimasi

Ozellik T1DM grubu Saglikli Kontrol grubu Istatistiksel
karsilastirma sonuglari
19-28 31-41 43-56 19-28 31-41 43-56 19-28 | 31-41 43-56
S:12 S:7 S:6 S:12 S:7 S:6 p* p* p*
Yas 22,3+3,50 36 £3,51 48,83 £4,79 22,3 +3,5( B 48,83 £ 4,79 1,000 1,00 1,00}
VKI 23,30 £1,60 22,13+1,80 24,64 £ 0,21 19,16 +2,00 19,58 +0,77 | 21,97+1,0 ,000 ,009 ,00
kg/ m?
HbAlc 9,21 +2,30 8,41+ 1,46 792+1,14 4,18 + 1,03 HAMN73 4,05 +0,96 ,000 ,002 ,004
(%)
AKS 128,5 + 59,67 143,14 + 75,54 152,83 +61,2 90,B8H48 89,29 +£3,45| 88,67 * 3,9 24 ,00p ,03
(mg/dl)

VKI:Vicut kitle indeksi, S:Say1, AR:Aglik Kan Sekeri - * Mann-Whitney U ile hesaplangtr
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Hasta ve s@ikli kontrol grubunda, 19-28 gagrubundaki kadinlarda ortalama
VKI, HbAlc ve AKS parametreleri incelenginde; hasta grubundaki kadinlarin
ortalama VKI ve HbAlc dizeylerinin, kontrol grubwaid kadinlara gore istatistiksel
olarak anlamli dizeyde yiksek ofgubelirlenmgtir. (p<0.001) (Tablo 4.5).

Hasta ve s#ikli kontrol grubunda, 31-41 yaaralgindaki kadinlarda VKI,
HbAlc ve AKS parametreleri incelenginde; hasta grubundaki kadinlarda saptanan
VKI, HbAlc ve AKS duzeylerinin, kontrol grubundaki kadinlara goréatistiksel
olarak anlamlh duzeyde yuksek offlubelirlenmitir (p<0,001, p<0,01, p<0.001) (Tablo
4.5)

Hasta ve skl kontrol grubunun 43-56 yaaralgindaki kadinlarinda VKI,
HbAlc ve AKS parametreleri incelenginde; hasta kadinlarda VKI, HbAlc ve AK
duzeylerinin, sglikh kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amil dizeyde yiksek
oldugu belirlenmstir (p<0,001, p<0,01, p<0.01) (Tablo 4.5).

VKI
30
25
20
15 ET1DM
m Saglikli Kontrol
10

19 - 28 yas 31-41vyas 43-56yas  Tum Yaslar

Sekil 4.4: Hasta ve kontrol grubundaki kadinlarda ortalamal’'™MK yas gruplarina
gore dailimi.



HbAlc
10 | 921
9
8
7
6
5 4,18
4
3
2
1
0
19 - 28 yas

8,41

4,4

31-41vyas

7,92

4,05

43 - 56 yas

8,36

4,21

Tim Yaslar

ET1DM

m Saglikli Kontrol
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Sekil 4.5: Hasta ve kontrol grubundaki kadinlarda ortalama#® kb (%) duzeyinin yg

gruplarina gore dalimi.

AKS
180
160
140 128,5
120
100 90,75

80

60

40

20

0

19 - 28 yas

143,14

89,29

31-41vyas

152,83

88,67

43 - 56 yas

138,44

89,84

Toplam

ET1DM

m Saghkli Kontrol

Sekil 4.6: Hasta ve kontrol grubundaki kadinlarda ortalamaSA#izeyinin ya

gruplarina gére dalimi.

T1DM'lu hasta ve saikli

kontrol grubundaki erkeklerin ve kadinlarin

diskilarindan izole edilen DNA’larindan yapilan gercaglamanli PZR c¢aimasi

sonucunda her bir bireyin 1 gramskisindan elde edilen lgg Bacteroidetesve

Firmicutes, B.fragilis, L.acidophilus, L.caseniktarlarinin ya gruplarina gore dalimi

ham veriler bolimi H3 ve H5'te, yine hasta vglddi kontrol grubundaki erkeklerin

ve kadinlarin kanindan izole edilen RNA’lardan eéilen her bir bireye ait TLR2 ve
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TLR4 gen ekspresyon duzeyleriningygruplarina gére dalimi ham veriler bolima
H4 ve H6’da gosterilnstir.

T1DM’lu hasta ve gs#ikh kontrol grubundaki erkeklerin gkilarindan izole
edilen DNA’lardan yapilan gercek zamanl PZR gahsi sonucunda 1 gramskida
elde edilen logy Bacteroidetesve Firmicutes miktarlarinin ortalama dgerleri ya
gruplarina gore incelenginde, 19-29 ygaralgindaki erkeklerd@acteroidetesniktari,
salikhl kontrol grubuna gore istatistiksel olarak rilederecede yiksek bulunurken
(p<0,001). Firmicutes miktar1 ise sglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh fark gostermentir (p<0,01). 31-44 y@ aralgindaki erkeklerde ise hem
Bacteroidetes hem de Firmicutes miktarlari sglikli  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, hasta grubundB@acteroidetesmiktarinin istatistiksel olarak ileri
derecede yuksek ol@u, Firmicutes miktarinin ise istatistiksel olarak ileri derecede
disik oldwu saptanmstir. (p<0,001). 49-61 ya aralgindaki erkeklerde ise
Bacteroidetesniktari sglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amili dizeyde
yuksek saptanirken (p<0,01kirmicutes miktarinda sglikli kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamh fark bulunmagtm (p>0,05). Ya gruplarina bakilmaksizin
calsimamiza katilan tim T1DM’'lu erkek hastalarda saptar@acteroidetesve
Firmicutes miktari, s&likh kontrol grubu ile kagilastirildiginda, hasta grubunda
Bacteroidetesniktarinin istatistiksel olarak ileri derecede yuksek @duFirmicutes
miktarinin ise istatistiksel olarak ileri derecedésik olduzu saptanngtir (p<0,001)
(Tablo 4.6 veSekil 4.7).
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Tablo 4.6: Hasta ve kontrol grubundaki erkeklerdgacteroidetesve Firmicutes
miktarlarinin ya gruplarina gore katastiriimasi.

Yas S Tip 1 Diyabet Saglikli p*
Gruplan Hastalari Kontrol grubu

Bacteroidetes| 19-29 Yg | 15 11,45 £ 0,25 10,64 + 0,33 ,000
31-44Yg | 8 11,43 £ 0,36 10,70 £ 0,23 ,001

49-61 ya 5 11,54 £ 0,36 10,96 + 0,14 ,012

Tum yalar | 28 11,45+ 0,25 10,64 £ 0,33 ,000

Firmicutes 19-29Yg | 15 9,43+0,49 9,79 £ 0,57 ,097
31-44 Yy 8 8,81 +£0,49 10,01 £ 0,45 ,002

49-61 ya 5 9,75+0,42 10,25 + 0,36 117

Tum yaglar | 28 9,31 +0,57 9,93 +0,52 ,000

*Mann-Whitney U testi ile hesaplangtir

log,, bakteri
ort.

14

12

10
M Bacteroidetes TIDM
8
M Bacteroidetes Kontrol
Firmicutes TIDM

M Firmicutes Kontrol

19-29yas 31-44yas 49-61yas Tum Yaslar

Sekil 4.7: Hasta ve kontrol grubundaki erkeklerdgacteroidetesve Firmicutes

miktarlarinin ya gruplarina gore katastiriimasi.

T1DM lu hasta ve gkl kontrol grubundaki kadinlarin gkilarindan izole
edilen DNA’larindan yapilan gercek zamanh PZR ggalisi sonucunda 1 granskida
elde edilen log Bacteroidetes ve Firmicutes bakteri miktarlarirortalama dgerleri
yas gruplarina gore incelenginde, 19-28 ya aralgindaki kadinlardaBacteroidetes
miktari, s&likli kontrol grubuna goére istatistiksel olarak rilederecede yuksek
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bulunurken (p<0,001)irmicutesmiktari ise sglikh kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli fark gostermegtir (p>0,05). 31-41 y@aralgindaki kadinlarda ise hem
Bacteroidetewve Firmicutesmiktari, sglikh kontrol grubu ile kagilastirildiginda, hasta
grubundaBacteroidetesmiktarinin istatistiksel olarak ileri derecede yiksek q@du
Firmicutes miktarinin ise istatistiksel olarak ileri derecedi®tk oldusu saptannstir.
(p<0,001). 43-56 yaaralgindaki kadinlarda is®acteroidetesniktari sglikli kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dizeydésgk saptanirken (p<0,001),
Firmicutes miktarinda sglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amili fark
bulunmamgtir (p>0,05). Ya gruplarina bakilmaksizin c¢gtnamiza katilan tim
T1DM’'lu kadin hastalarda saptanBacteroidetesniktari, s&likli kontrol grubuna goére

istatistiksel olarak ileri derecede yiiksek bulururk(p<0,001),Firmicutes miktari,

salikhi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amlli diizeyde diilk bulunmutur
(p<0,01) (Tablo 4.7 v8ekil 4.8).

Tablo 4.7: Hasta ve kontrol grubundaki kadinlardacteroidetesve Firmicutes

miktarlarinin ya gruplarina gore katastiriimasi.

Yas S Tip 1 Diyabet Saglikli Kontrol pP*
Gruplan Hastalar grubu

Bacteroidetes| 19-28 Yg 12 11,55 + 0,32 10,80 + 0,29 ,000
31-41Ysa 11,64 + 0,38 10,81 + 0,45 ,009

43-56 ya 11,85+ 0,33 10,94 £ 0,22 ,004

Tum yglar | 25 11,65 £ 0,35 10,84 + 0,32 ,000

Firmicutes 19-28 Yg 12 9,25 + 0,56 9,76 £ 0,72 ,106
31-41Ya 8,84 + 0,28 9,76 + 0,34 ,002

43-56 ya 6 9,59 +0,32 10,04 + 0,45 ,109

Tum ysglar | 25 9,22+0,51 9,71 +0,61 ,007

*Mann-Whitney U testi ile hesaplangtir
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log,, bakteri
ort.
14
12
10
M Bacteroidetes TIDM
8
M Bacteroidetes Kontrol
6 Firmicutes TIDM
4 B Firmicutes Kontrol
2
0
19-28 yas 31-41yas 43-56yas Tim Yaslar

Sekil 4.8: Hasta ve kontrol grubundaki kadinlard@acteroidetesve Firmicutes

miktarlarinin ya gruplarina gore kadastiriimasi

Calsmamizda T1DM’lu hasta ve @akli kontrol grubundaki erkeklerin
diskilarindan izole edilen DNA’larindan yapilan gercglamanli PZR cajmasi
sonucunda 1 gram ghida elde edilen log B.fragilis, L.acidophilusve L.casei
miktarlarinin ortalama derleri ya gruplarina goére incelenginde, 19-29 ya
aralgindaki erkeklerde ve 31-44 yaralgindaki erkeklerdeB.fragilis miktari, sa&likl
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak cok ileterecede yiksek bulunurken
(p<0,001), 49-61 yaaralgindaki erkeklerdd.fragilis miktari, sglikli kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak ileri derecede yuksekubotwtur (p<0,001). Hasta erkeklerde
saptanarl.acidophilus ve L.caseniktari tim ya gruplarinda s#ikli kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde fark giwsemitir (p>0,05). Y& gruplarina
bakilmaksizin ¢gagmamiza katillan tim T1DM’lu erkek hastalarda saptaBdragilis
miktari, s&likli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak cdkri dizeyde yiksek
bulunurken (p<0,001)..acidophilus ve L.caseniktarlarinda, sgikli kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmammi(p>0,05) (Tablo 4.8 v8ekil 4.9).
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Tablo 4.8: Hasta ve kontrol grubundaki erkeklef@idragilis, L.acidophilus, L.casei

miktarlarinin ya gruplarina gore katastiriimasi.

Yas S | Tip 1 Diyabet Saglikli p*
Gruplan Hastalar Kontrol grubu

B.fragilis 19-29Yg | 15 8,28 £0,19 7,69 + 0,30 ,000
31-44 Yg 8,58 + 0,26 7,78 £ 0,27 ,001
49-61 ya 8,87 +0,11 7,99 £ 0,25 ,009
Tum yglar | 28 8,28 £ 0,19 7,69 + 0,30 ,000
L.acidophilus | 19-29 Yg | 15 4,86 £ 0,22 4,85+0,21 ,852
31-44Yg 4,93 + 0,08 4,93 +0,12 ,833
49-61 ya 4,96 £ 0,15 4,97 £0,14 ,834
Tum yglar | 28 4,90 +0,18 4,89 +0,18 ,854
L.casei 19-29Yg | 15 4,19 +£0,19 4,23 +0,17 ,361
31-44 Yy 4,18 £ 0,22 4,37 £0,24 ,156
49-61 ya 4,35+0,19 4,33+0,16 ,917
Tum yglar | 28 4,22 + 0,20 4,29 + 0,20 ,125

*Mann-Whitney U testi ile hesaplangtir

log,, bakteri
ort.

10

T1DM Kontrol T1DM Kontrol T1DM Kontrol
B.fragilis L.acidophilus L.casei
W 19-29yas m31-44yas 49-61yas MW Tim Yaslar

Sekil 4.9: Hasta ve kontrol grubundaki erkeklerBdragilis, L.acidophilus ve L.casei

miktarlarinin ya gruplarina gore kadastiriimasi.
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Calsmamizda T1DM’lu hasta ve @akli kontrol grubundaki kadinlarin
digskilarindan izole edilen DNA’larindan yapilan gercglamanhi PZR c¢amasi
sonucunda 1 gram ghida elde edilen log B.fragilis, L.acidophilus ve L.casei
miktarlarinin  ortalama dgerleri yg gruplarina goére incelenginde, 19-28 ya
aralgindaki kadinlardaB.fragilis miktari, s&likh kontrol grubuna goére cok ileri
derecede vyiksek bulunurken (p<0,001), 31-4% yaalgindaki ve 43-56 ya
aralgindaki kadinlarda saptan&nfragilis miktarlari, sghkl kontrol grubuna gore ileri
derecede yuksek bulungtur (p<0,001). Buna kam gerek 19-28 gerekse 31-41 ve
43-56 ya araliklarindaki kadinlarda saptandnacidophilus ve L.caseniktari s&likli
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlanilzelyde fark gostermestir (p>0,05).
Yas gruplarina bakilmaksizin cginamiza katilan tim T1DM’lu kadin hastalarda
saptanarB.fragilis miktari, sglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak co&ri
derecede yuksek bulunurken (p<0,0Ql1gcidophilus ve L.caseniktarlarinda, sgikli
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlanaltkf bulunmanytir (p>0,05, p>0,05)
(Tablo 4.9 veSekil 4.10).

Calsmamizda T1DM’lu hasta ve @akli kontrol grubundaki erkeklerin
kanlarindan izole edilen RNA’larindan yapilan gé&rceamanli PZR camasi
sonucunda HPRT1 referans geni kullanilarak eldeedirtalama TLR2 ve TLR4 gen
ekspresyon duizeyi miktarlari, ygruplarina gore incelenginde, 19-29 yaaralgindaki
erkeklerde saptanan TLR2 gen ekspresyon dizeyitydogrubu ile kiyaslanginda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli lirkfbulunmazken (p>0,05), TLR4 gen
ekspresyon duzeyinin, @&l kontrol grubuna gore istatistiksel olarak caleri
dizeyde yuksek oldw belirlenmgtir. (p<0,001). 31-44 yaaralgindaki erkeklerde ise
hem TLR2, hem de TLR4 gen ekspresyon dizeyleglilda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamh fark bulungiur (p<0.001 ve p<0,01). 49-61 ya
aralgindaki erkeklerin hem TLR2, hem de TLR4 gen ekspyegliizeylerinde, gkl
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlandrkf bulunmanytir (p>0,05). Ya
gruplarina bakilmaksizin cgtnamiza katilan tim T1DM’lu erkek hastalarda saptana
TLR2 gen ekspresyon duzeyleri,gs&li kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ¢ok
ileri derecede diilk, TLR4 gen ekspresyon duzeyleri isglgdi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak cok ileri derecede yuksek aaptstir (p<0,001). (Tablo 4.10 ve
Sekil 4.11).
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Tablo 4.9: Hasta ve kontrol grubundaki kadinlaf@ldragilis, L.acidophilus, ve L.casei

miktarlarinin ya gruplarina gore kadastiriimasi.

Yas S Tip 1 Diyabet | Saglikli Kontrol p*
Gruplan Hastalar grubu

B.fragilis 19-28Yg | 12 8,30 £ 0,15 7,55+ 0,20 ,000
3141 Yga 8,57 +0,21 7,63 +£0,33 ,002
43-56 ya 8,87 +0,11 7,99 £ 0,25 ,009
Tum yalar | 25 8,45+0,24 7,66 0,27 ,000
L.acidophilus | 19-28 Yg | 12 4,95 +0,14 4,98 +0,11 ,664
31-41Ya 4,89+0,11 4,90 + 0,09 ,798
43-56 ya 6 5,01 +0,10 5,06 £0,14 ,196
Tum yglar | 25 4,94 +0,13 4,98 +0,12 454
L.casei 19-28Yg | 12 4,20+ 0,21 4,31+0,28 ,340
31-41 Ya 4,23 £0,28 4,34 + 0,27 ,306
43-56 ya 4,26 + 0,19 4,31+£0,16 , 749
Tum yglar | 25 4,22 +0,22 4,32 +0,24 ,143

*Mann-Whitney U testi ile hesaplangtir

log,, bakteri
ort.
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8
6
4
2
0
T1DM Kontrol T1DM Kontrol T1DM Kontrol
B.fragilis L.acidophilus L.casei
W 19-28yas M 31-41yas 43-56 yas B Tim Yaslar

Sekil 4.10: Hasta ve kontrol grubundaki kadinlar@8dragilis, L.acidophilus ve L.casei

miktarlarinin ya gruplarina gore kadastiriimasi.



Tablo 4.10:Hasta ve kontrol grubundaki erkeklerde ortaldmR2 ve TLR4 gen

ekspresyon diizeylerinin {*“Y) yas gruplarina gére karlastiriimasi.
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Yas S Tip 1 Diyabet Saglikli pP*
Gruplari Hastalari Kontrol grubu
TLR2 19-29 Yg | 15 1,16 £ 0,06 1,21 £0,07 ,093
31-44 Yg 1,09 £ 0,06 1,24 £ 0,06 ,002
49-61 ya 1,21 £ 0,06 1,25+0,04 ,251
Tam yglar [ 28 1,15+ 0,07 1,23 £ 0,07 ,000
TLR4 19-29Yg | 15 1,12+ 0,03 1,05+ 0,04 ,000
31-44 Yg 1,15+ 0,04 1,09+0,11 ,027
49-61 ya 5 1,15+ 0,05 1,10 £ 0,05 ,076
Tum yaglar | 28 1,14 £ 0,04 1,07 £ 0,07 ,000

*Mann-Whitney U testi ile hesaplangtir

gen eksp.
ort.

1,3
1,25
1,2
1,15
11
1,05
1
0,95

19-29 yas

31-44 yas

49-61 yas TUm Yaslar

ETLR2 TIDM ®TLR2 Kontrol TLR4 T1IDM M TLR4 Kontrol

Sekil 4.11: Hasta ve kontrol grubundaki erkeklerde ortalamaRZLve TLR4 gen

ekspresyon diizeylerinin 2*) dagilim.

T1DM’lu hasta ve sgikh kontrol grubundaki kadinlarin kanlarindan lieo
edilen RNA’larindan yapilan gercek zamanli PZRspa#is| sonucunda HPRT1 referans
geni kullanilarak elde edilen TLR2 ve TLR4 gen eksyon dizeyleri yagruplarina
gore incelendiinde, 19-28 yg aralgindaki kadinlarda saptanan TLR2 gen ekspresyon

duzeyi s&hkh kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amili dizeyde farkl
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bulunmamgtir (p>0,05). TLR4 gen ekspresyon dizeyinin iselikl kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak ¢ok ileri diizeyde yuksdtugu belirlenmitir.(p<0,001). 31-41
yas aralgindaki calgmamiza katilan T1DM’lu kadinlarda saptanan TLR2 gen
ekspresyon duzeyleri, @&l kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amlli diizeyde
distik (p<0,01), TLR4 gen ekspresyon duzeyleri isglikla kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli dizeyde ylUksek saptahm (p<0,01). 43-56 wa
aralgindaki kadinlarda da yine @r ya gruplarinda oldgu gibi TLR2 gen ekspresyon
dizeyi salikh kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amlli dizeyde farkli
bulunmazken (p:0,109), ayni yagrubunda saptanan TLR4 gen ekspresyon dizeyi,
salikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarakrilediizeyde yuksek bulunngtwr
(p:0,004). Ya gruplarina bakilmaksizin cgtnamiza katilan tim T1DM’lu kadin
hastalarda saptanan ortalama TLR2 gen ekspresypeyidisglikli kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak ileri derecede sdki saptanirken (p<0,01), TLR4 gen
ekspresyon diizeyi, glakli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak cibéri derecede
yuksek bulunmgtur (p<0,001) (Tablo 4.11 veekil 4.12).

Tablo 4.11:Hasta ve kontrol grubundaki kadinlarda ortalarhRZ ve TLR4 gen
ekspresyon diizeylerinin 12*“") yas gruplarina gore karastiriimasi.

Yas S Tip 1 Diyabet | Saglikl Kontrol p*
Gruplari Hastalari grubu
TLR2 19-28Yg | 12 1,14 £ 0,06 1,21 £ 0,09 ,078
31-41 Ya 1,11 £ 0,05 1,19 + 0,05 ,025
43-56 ya 6 1,17 + 0,05 1,19 + 0,05 ,109
Tum yalar | 25 1,14 £ 0,06 1,21 £ 0,07 ,001
TLR4 19-28 Yg | 12 1,16 + 0,04 1,14 + 0,06 ,000
31-41Ya 7 1,14 £ 0,03 1,05 + 0,07 ,013
43-56 ya 6 1,20 £ 0,05 1,05 £ 0,07 ,004
Tum yglar | 25 1,17 £ 0,04 1,06 £ 0,05 ,000

*Mann-Whitney U testi ile hesaplangtir
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gen eksp.
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Sekil 4.12: Hasta ve kontrol grubundaki kadinlarda ortalamaRZLve TLR4 gen

ekspresyon diizeylerinin (2*") dagilim.

Calsmamizda T1DM’lu hasta grubunda ve kontrol gruburdide ettgimiz
veriler kasilastirildiginda, hasta grubunda 1 gramskida bulunan ortalama
Bacteroidetes ve Firmicutewmiktarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olareri
derecede farkh oldtu belirlenmitir (p<0,001). Cinsiyet ve yagruplari yoninden
incelendginde, erkek hastalarda 1 gramskdda bulunan ortalam&acteroidetes
miktari, tum ya gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel raka yuksek
bulunmutur (p<0,01), buna kam ortalamaFirmicutes miktari yalnizca 31-44 ya
grubu hasta erkeklerde gkl kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amili
bulunmutur (p<0,001). Benzerekilde kadin hastalarda 1 gramskdda bulunan
ortalamaBacteroideteamiktari, tim ya gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak yuksek bulunngtur (p<0,01). Ortalamd&irmicutes miktari ise yalnizca 31-41
yas grubu hasta kadinlarda gs&li kontrol grubuna gore istatistiksel olarak amili
bulunmutur (p<0,001). Hem kadin, hem de erkek hastalaim tyg gruplarinda
Bacteroidetesmiktari, kontrol grubuna gore istatistiksel olargltksek bulunmgtur
(p<0,01).Firmicutesmiktari ise yalnizca 31-44 yagrubu hasta erkeklerde ve 31-4% ya
grubu hasta kadinlarda kontrol grubuna gore isiiedisl olarak dgik bulunmutur
(p<0,01)..

Yas gruplarina bakilmaksizin c¢ginamiza katilan tim T1DM’lu hastalarda

saptanan TLR2 gen ekspresyon dizeylerglikla kontrol grubuna gore istatistiksel
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olarak cok ileri derecede glik, TLR4 gen ekspresyon duzeyleri isgldd kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak cok ileri derexediksek saptansgtir (p<0,001).
Cinsiyet ve ya gruplari yonunden incelerginde, ortalama TLR2 gen ekspresyon
dizeylerinin yalnizca 31-44 yagrubundaki erkek hastalarda, ortalama TLR4 gen
ekspresyon duzeyinin ise hem 19-29 hem de 31-44du erkek hastalarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkld@u saptannstir (p<0,05). Kadin
hastalarda ise ortalama TLR2 gen ekspresyon dimaylgalnizca 31-41 yagrubunda
salikll kontrol grubuna gore istatistiksel olaraksdid (p<0,05) saptanirken, ortalama
TLR4 gen ekspresyon diizeyinin ise tung ymubu kadin hastalarda kontrollere goére
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yuksek @daibelirlenmgtir (p<0,05).

T1DM’lu hasta erkeklerin 1 gram gkisinda bulunam.fragilis miktarinintim
yas gruplarinda, kontrol grubuna gore istatistiksedarak anlamli dizeyde yiksek
oldugu (p<0,01), buna kam L.acidophilusve L.caseimiktarlari bakimindan T1DM’lu
hastalar ve g@ukli kontroller arasinda istatistiksel olarak amla bir fark bulunmadi
belirlenmitir.(p>0,05).Benzersekilde T1DM’lu hasta kadinlarin 1 gramskiisinda
bulunan B.fragilis miktarinin tim ya gruplarinda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli duzeyde yuksek offlu(p<0,01),buna kagin L.acidophilusve L.casel
miktarlari bakimindan T1DM’lu hastalar ve ghél kontroller arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmagli belirlenmsitir (p>0,05). Bdylece tim ya
gruplarindaki T1DM’lu hasta kadinlarin ve erkekferi gram dikisinda bulunan
B.fragilis miktarinin tim kontrollerde saptanan miktarlara egostatistiksel olarak

anlamh dizeyde yuksek olgu belirlenmitir.

T1DM’lu hastalardaBacteroidetes/e Firmicutesmiktarlari ile yine ayni grupta
saptanan TLR2 ve TLR4 gen ekspresyon duzeylerirataki iliski incelendginde, hem
kadin hem de erkek hastalarda ting gauplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli dizeyde yuksek bulurdacteroidetesniktari ile TLR4 gen ekspresyon
dizeyleri arasinda gugcla bir ski bulundgu (rs: >0,85) belirlenmgtir. Buna kagin
Bacteroidetegmiktari ile TLR2 gen ekspresyon dizeyleri arasinda istisist olarak
zayif bir iliski saptanmgtir (rs 0,25-0,50). TIDM’lu hastalarda saptanBimmicutes
Firmicutes miktari ile TLR4 gen ekspresyon duzeyleri arasimgyif bir iligki

bulundgu (rs 0,25-0,50), buna kain Firmicutes miktari ile TLR2 gen ekspresyon
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dizeyleri arasinda gucltu bir gki bulundygu belirlenmitir (rs >0,85) (Tablo 4.12).
(Ayrintih Spearman Rho korelasyon tablosu hamleehélimi H7'dedir.)

Tablo 4.12: TIDM’lu hastalarda saptandacteroidetesve Firmicutes miktarlari ile,

TLR2 ve TLR4 gen ekspresyon diuzeyleri arasindakelesyonu belirten gerler.

*rg TLR2 TLR4
Bacteroidetes | -0,319 0,908
Firmicutes 0,901 -0,283

*rs.Spearman korelasyon ghi, (p<0,05)'dir. £<0,25 dgeri istatistiksel olarak i§ki yok, 0.25-0,5 dgeri
zayif iliski, 0,5-0,75 orta ikki, 0,76-0,85 gticli ikki ve >0,85 ¢ok gucli igki olarak dgerlendirildi.

T1DM’'lu erkek hastalard®acteroidetes/e Firmicutesmiktarlari ile yine ayni
grupta saptanan TLR2 ve TLR4 gen ekspresyon duzeydeasindaki ikki
incelendginde, Bacteroidetesdiizeyinin, TLR4 gen ekspresyon dizeyi ile olan
ili skisinin ¢ok gucli oldgu (rs: >0,85), TLR2 gen ekspresyon dizeyi ile olagkiBinin
ise istatistiksel olarak zayif olgu saptanmgtir (rs 0,25-0,50).Firmicutesdizeyinin
TLR4 gen ekspresyon duzeyi ile olanskinin zayif (i 0,25-0,50), TLR2 gen
ekspresyon duzeyi ile olan skinin ise ¢cok guclu oldgu (rs >0,85) belirlenmitir
(Tablo 4.13). (Ayrintih Spearman Rho korelasyorbldau ham veriler bolimi
H8'dedir.)

Tablo 4.13: TADM’lu erkek hastalarda saptanBacteroidetese Firmicutesmiktarlari

ile, TLR2 ve TLR4 gen ekspresyon diizeyleri arastnklarelasyonu belirten gerler

*rg TLR2 TLR4
Bacteroidetes | -0,325 0,902
Firmicutes 0,967 -0,281

*rs. Spearman korelasyon ghi, (p<0,05)'dir. £.<0,25 dgeri istatistiksel olarak i§ki yok, 0.25-0,5 dgeri
zayif iliski, 0,5-0,75 orta ikki, 0,76-0,85 gticli ikki ve >0,85 ¢ok gucli igki olarak dgerlendirildi.

T1DM’lu kadin hastalard®acteroidetes/e Firmicutesmiktarlari ile yine ayni

grupta saptanan TLR2 ve TLR4 gen ekspresyon duzeydeasindaki ikki
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incelendginde, Bacteroidetesmiktarinin TLR4 gen ekspresyon dizeyi ile olan
ili skisinin ¢cok gucli oldgu (rs: >0,85), TLR2 gen ekspresyon dizeyi ile olagkiBinin
ise istatistiksel olarak zayif olgu saptannstir (rs: 0,25-0,50).Firmicutes miktarinin,
TLR4 gen ekspresyon dizeyi ile olanskisinin zayif (g 0,25-0,50), TLR2 gen
ekspresyon duzeyi ile olan skisinin ise gugli oldgu (rs: 0,76-0,85) bulunmyiur
(Tablo 4.14). (Ayrintih Spearman Rho korelasyorbldau ham veriler bolimi
H9'dadIr.)

Tablo 4.14: TADM’lu kadinlarda saptanaBacteroidetesse Firmicutes miktarlar ile,

TLR2 ve TLR4 gen ekspresyon diuzeyleri arasindakelksyonu belirten gerler

*rg TLR2 TLR4
Bacteroidetes | -0,247 0,921
Firmicutes 0,789 -0,243

*rs.Spearman korelasyon ghi, (p<0,05)'dir. £<0,25 dgeri istatistiksel olarak i§ki yok, 0.25-0,5 dgeri
zayif iliski, 0,5-0,75 orta ikki, 0,76-0,85 gicli ikki ve >0,85 ¢ok gucli igki olarak dgerlendirildi.

Arastirmamizda T1DM’lu hastalardairmicutes / Bacteroidetesrani 0,8029 +
0,047 olarak, saikli kontrollerde ise 0,9134 = 0,061 olarak saptagtir. T1IDM’lu
hastalarda saptanan ortalafmmicutes/Bacteroidetesrani ile sglikli kontrollerde
saptanan Firmicutes/Bacteroidetesorani kagilastirildiginda, hastalarda bu oranin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak cokiilderecede diilk oldusu belirlenmitir
(p<0,0001) (Tablo 4.15).

Tablo 4.15: Hasta ve kontrol grubunda saptanan ortaldfvenicutes/Bacteroidetes

oranlarinin kaglastiriimasi

T1DM Kontrol P*

Firmicutes / Bacteroidetes 0,8029 £+ 0,047 0,9134 + 0,061 ,000

*Mann-Whitney U testi ile hesaplanghr. S:53.
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T1DM’lu erkek hastalardaFirmicutes/Bacteroidetesoranlart ile sglikli
erkeklerde saptanarFirmicutes/Bacteroidetesoranlart kagilastirildiginda, erkek
hastalarda kontrol grubuna goére bu oran istatistikdarak cok ileri derecede gik
bulunmutur (p<0,0001) (Tablo 4.16).

Tablo 4.16: Erkek hasta ve kontrol grubunda saptanan ortalama
Firmicutes/Bacteroidetesranlarinin kaglastiriimasi

T1DM Kontrol P*

Firmicutes / Bacteroidetes 0,8129 + 0,051 0,9287 + 0,0525 ,000

*Mann-Whitney U testi ile hesaplanghr. S:28

T1DM’lu kadin hastalardaFirmicutes/Bacteroidetesoranlart ile sglikli
kontrollerde saptanarFirmicutes/Bacteroidetesoranlari kagilastinldiginda, kadin
hastalarda kontrol grubuna gore bu oran istatistikdarak cok ileri derecede gk
bulunmutur (p<0,0001) (Tablo 4.17).

Tablo 4.17: Kadin hasta ve kontrol grubunda saptanan ortalama

Firmicutes/Bacteroidetesranlarinin kaglastiriimasi

T1DM Kontrol P*

Firmicutes / Bacteroidetes 0,7917 £ 0,04 0,8973 + 0,066 ,000

*Mann-Whitney U testi ile hesaplanghr. S:25

Cinsiyet yonunden aganldiginda T1DM'lu erkek ve kadin hastalarda ortalama
Firmicutes/Bacteroidete®ranlari sglikli kontrollere gore cok ileri derecede ik
bulunmugtur.
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5. TARTI SMA

Dunyada en sik gorilen endokrin hastalik olarakniéganan T1DM, genetik ve
cevresel faktorlerin etkisi ile ojan, multifaktoryal, otoimmun bir hastalik olarak
bilinmektedir (1,2). Son yillarda biyoinformatik lgameler ve ilerleyen molekuler
teknikler toplu yaayan mikroorganizmalar hakkinda kapsamli stnaalarin
baslatilabilmesine imkan tanigtir. Bu sayede lya gastrointestinal sistem (&
olmak Uzere deri, genitolriner sistem ve solunustesiinde kolonize olan ve floramizi
olusturan mikrobiyom adini vergimiz mikrobik topluluklar bu gefimeler sayesinde
arggtinilmaya balanmstir. Bagirsak mikrobiyomu tarafindan dizenlenebilen immun
sistem ve mikrobiyom igkili degisikliklerin saglik ve hastalik arasindaki dengeye etkili
olabildigi bildirilmektedir (24, 105, 214, 215, 217, 327, 832 Ozellikle hayvan
modellerinde yapilan c¢amalar sonucunda mikroorganizmalarla indiklenen TLR
miktarlarindaki dgisimlerin immun sistemin okumunda ve dizenlemesinde 6nemli
rol oynadiklar gosterilngtir (200). GuUnumizde, romatoid artrit, multiple eskdz ve
Ulseratif kolit gibi pek cok otoimmun ve allerjikabtalgin olusumunda yer alg
distinulen bgirsak epiteli ve bairsaktaki kommensal mikrobiyomun, T1DM da da rol
oynadg! distinulmektedir (144, 184, 203, 230).

T1DM, insilinin salgilanmasinda ya da etkisindekteysizlik sonucu geien
karbonhidrat, ya ve protein metabolizmalarinda bozukluklarla kaealkedir.
Diyabetin metabolik kontroli ile bircok komplikagyen ©6nlenebileggé veya
geciktirilebilecei bilinmektedir. Bu nedenle metabolik kontrolii géren glikozile
hemoglobin (HbAlc) testinin 6nemi buyudktur. Ayrieglik kan sekeri duzeyi ile
birlikte bu test diyabet tanisinda kullanilan ereid laboratuvar parametreleri olarak
bilinmektedir (251). Altinova ve arkaglari (377) 2008 yilinda, 62 T1DM lu hasta ve
30 s&likli kontrol ile yaptiklar caymada T1DM hastalarinin ortalamasyartalama
vicut kitle indeksi (VKI), HbAlc ve aclik kagekeri (AKS) deserlerini sirasiyla
27,1+7,4, 21,8+2,6 kg/m2, %8,9+2,2 ve 202,7+96,4dinglarak saptamlar, salikh
kontrol gruplarinda ise ortalama syaortalama VKI ve Al degerlerini sirasiyla,;
26,9+6,4, 22,9+3,3 kg/five 87,5+11 mg/dl olarak belirlegtérdir. Zisser ve ark. (378),
2014 yilinda 27 egkin tip 1 diyabetli hastada ortalamasyartalama VK, HbAlc ve
AKS'ni ; 41 + 11, 24 + 3 kg/fh %7,7 + 0,6 ve 159 + 25 mg/dl olarak bildigheirdir.
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Devaraj ve ark (228) ise 2008 yilindaskim tip 1 diyabetli hastalarda ortalamasya
ortalama VKI, HbAlc ve AK'ni sirasiyla; 32 + 13, 25 + 4 kgin%7,8 + 1,1 ve 131 +
68 mg/dl olarak, g#dikli kontrollerde ise ortalama yaortalama VKI, HbAlc ve
AKS'ni sirasiyla; 32 + 13, 25 + 4 kgfn%5,4 + 0,3 ve 85 + 11 mg/dl olarak
saptamglardir. Bizim ¢alsmamizda 53 kiden olgan T1DM hastalarimizin ortalama
yas, VKI, HbAlc ve AKS sirasiyla; 32,87+12,68, 23,25+1,63 k§/n968,69+1,91,
133,4+£62,44 mg/dl olarak, &kli kontrol grubumuzda ise ortalamasy&/Kl, HbAlc
ve AKS siraslyla; 32,87 + 12,68, 20,23 + 1,70 k§/#4,19 + 1,11, 91,0 + 5,67 mg/dl
olarak saptanmgtir. Gerek ulusal, gerekse uluslararasi sgaét sonuclari dikkate
alindginda aratirmamizdaki hastalarimizda vegbtli kontrol grubumuzda HbAlc,

VKI ve AKS’ nin ulusal ve uluslararasi verilerle benzerlikstgidii gozlenmitir.

Insanda T1DM ve karsak mikrobiyotas! ikkisi tizerine ilk cakma Giongo ve
arkadalan (4) tarafindan 2011 yilinda beta hiicre otoimitasi gosteren 4 Finlandiyali
cocukta 16S rRNA pirosekanslama teknile gerceklgtirilmistir. Arastirmacilar
calismadaki cocuklarin Qarsak mikrobiyotasinda, kontrol gruplari ile kiyagiklarinda
Bacteroidete'sle artg, Firmicutes'de ise azalma saptaghardir. Benzersekilde, de
Goffau ve ark. (15) 2013 yilinda 16S rRNA piroselama teknii ile yaptiklari
calsmada, beta hicre otoimmun pozififli gosteren c¢ocuklarin Basak
mikrobiyotasinda, negatif olanlara gdBacteroidetesoraninin daha yuksek olgunu
bildirmislerdir. Brown ve arkadgarinin (296) 2011 yilinda yine 16S rRNA
pirosekanslama tekgii ile yaptiklari calgmalarinda, T1DM’lu hastalarin pasak
mikrobiyotasindaBacteroidetes’inkontrol gruplarina gore yikselgirmicutes’in ise
T1DM’lu hastalarda kontrol gruplarina goresdiéd oldusunu belirtmsglerdir. Murri ve
arkadalari (2), 2013 yilinda gPZR tekfiile benzersekilde T1DM’lu cocuklarin
diskisindaBacteroidetesmiktarinin kontrol gruplarina gore yuksdkirmicutes’in ise
disik olduzunu bildirilmiglerdir. Her ne kadar yukarida belirtilen gatalar, ya
gruplar ve teknikler agisindan bizim gahamizla kismen benzerlik gosterse de, bu
calismalarda elde edileBacteroidetesve Firmicutes miktarlari, bizim cakmamizda
T1DM’lu hastalarda saptagimiz yuksekBacteroidetesmiktari ve dgik Firmicutes
miktari ile uyum gostermektedir. Bu durum T1DMBacteroidetesniktarindaki argy
ve Firmicutesmiktarindaki dgis arasinda ¢alma yonteminden [gamsiz, fizyolojik ve
ligant reseptor ikkisine dayanan bir anti oldusunu digtindirmigtar. Ulkemizde bu

konuda yapilny bir argtirma henidz bulunmagindan kendi populasyonumuza ait
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verilerimizi kiyaslama sansi bulamadik, bunun yanisira uluslararasi kagpnddl
bulgularimizin aksine bir sonugskdl edebilecek T1DM’lu hastalardBacteroidetes'te
disme, Firmicutes’de artma gdsteren bir yayina da rastlayamadik. Bulsinilgiler

Isiginda bulgularimizin uluslararasi kaynaklardakileele uyumlu oldgunu belirledik.

Bagirsak mikrobiyotasi ve diyabet gkisine dayanan uluslararasi gaialarin
ginimuizde ggunlukla hayvan deneylerisamasinda ilerledi dikkatimizi ¢cekmitir.
Ozellikle kemirgenler ailesinde bulunan fare veasiq bgirsak mikrobiyotasinin 16S
rRNA dizi analizi sonucu %98 oraninda insaninkibEnzerlik gostermesi, insanlardaki
gibi 1000 farkh mikrobiyal ttrt ve temelde insand@ugu gibi 2 baskin filum olan
Bacteroidetesve Firmicutes’i kapsamasi nedeniyle, TIDM vegosak mikrobiyotasi

ile iliskili calismalarda bu hayvan modellerinden de yararlantim(32, 33).

Giongo ve ark. (331) 2011 yilinda 16S rRNA pirosetama ile yaptiklari bir
calismada Firmicutes’lerin diyabete gilimli sicanlarda %76 oranindayken, diyabete
direncli olanlarda %73,15’e dtiiglinli, Bacteroidetes’inse diyabete duyarli olanlarda
%9,42 iken, diyabete direncli olanlarda %11,78eksdldigini belirtmislerdir.
Arastirmacilarin bu cajmada kullandiklari teknik ve kullandiklari canh zion
calismamizdan farkli olsa da, gtamalarinin sonucunda bizim bulgumuzun tam tersine
Bacteroidetese diyme, Firmicutes’te yikselme saptamalari dnemli bir tezagkie
etmektedir.

Son yillarda molekiler tani yontemlerinin galesi ile b&irsak
mikrobiyotasinin yapisinda bulunan ancak konvamsyyontemlerle saptanmasi zor
olan bakterilerin tanisina ve mikrobiyotadaki mikdana yonelik argtirmalar hiz
kazanmgtir. Bagirsak mikrobiyotasinda baskin olan filumlarddfrmicutes ve
Bacteroidetes’inyasamin ¢cocukluk, egkin ve yalilik gibi degisik donemlerinde veya
cinsiyetle birlikte dgisebilecei belirtiimektedir (379). Mariat D ve ark. (379)0@9
yilinda Fransa’da bizim aggrmamiza benzegekilde gercek zamanl PZR ile gesak
mikrobiyotasindaki bakteri miktarlarini belirlemeedefi ile yaptiklari ardirmada
Avrupa popilasyonundaki gakli cocuklarda Firmicutes/Bacteroidete®raninin 0,4
oldugunu ergkinde ise bu oranin 10,9 a yuksegidi yaslilarda ise tekrar 0,6 @tiigiini
belirtmislerdir. Biagi ve ark (380) ise bundan farkli olaritalyan populasyonunda
Firmicutes/Bacteroidetesranini egkinde 3,9 iken, ygilarda giderek yukselerek 5,1 e

ulastigina, yiz yalarinda ise 3,6 ya gtiigini belirtmglerdir. Marathe ve ark. (381),
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2012 yilinda Hindistan’da orta gelir diizeyine saRifarkli ailede, yglari birbirinden
farkll toplam 6 bireyin dki florasinda, ys arttikca Firmicutes miktarinda azalma
Bacteroidetesmiktarinda ise artma olgunu belirlemglerdir. Biz aratirmamizda
sailikl bireylerimizdeFirmicutes/Bacteroidetesranini 0,9134 + 0,061 olarak saptadik.
Bu bulgumuz Biaggi ve arkaglarinin (380)italyan populasyonunun gkinlerindeki
bildirdigi orandan olduk¢ca duktar. Mariat ve arkadgéarinin (379), Avrupa
populasyonundaki eskinler icin 10,9 olarak bildirdii Firmicutes/Bacteroidetes
oranina kagin bizim bulgumuzun yine @ik oldusu saptannstir. Arastirdigimiz
kadariyla, TIDM’lu hastalarin Basak mikrobiyotasindakFirmicutes/Bacteroidetes
oranini  beliten  bir makaleye rastlamadik. T1DM’lu  hastatazda
Firmicutes/Bacteroidetesranini 0,8029 + 0,047clarak saptadik bu oraninings&li

bireylerde saptagimiz orandan cok ileri dizeydegik olduysu belirlenmitir.

Makivuokko ve ark. (382), 2010 yilinda, 16S rDNAzidanalizi yontemi ile saikli
yasllarin dskisinda, egkinlere goreBacteroidetesBacteroidesspp. velLactobacillus
spp.’nin arttgini bildirmisler, Greenhill ve ark (383) ise 2015 yilindaglgdl olan 4
cocuk, 22 ergen ve 89 gkinin diskisinda RT-qPCR ydntemi ile yaptiklari gatiada,
Bacteroidetes Firmicutes ve Lactobacillus spp’nin yagla birlikte disls gosterdgine
dikkat cekmglerdir. De Carcer ve ark. (384) 2011 yilinda 57.5 77 yg
ortalamasindaki 5 gakli kadin ve 54.3 £ 9,9 yaortalamasindaki 5 ghkli erkekten
alinan dskilarda yaptiklari DNA dizi analizi sonucunda mikigota kompozisyonunda
bulunan bakterilerin cinsiyetle birlikte gigebileceini bildirmislerdir. Buna kagin
Greenhill ve ark (382), 2015 yilindagh&l 71 erkek ve 44 kadindan alinarsidiile
yaptiklari RT-qPCR cajmasindaBacteroidetesve Firmicutes miktarlarinin cinsiyete
bagli olarak anlamli dgisim gostermediini belirtmislerdir. Bizim aratirmamizda
salikh kontrol grubunda yer alan bireylerin gitesak mikrobiyotasind®8acteroidetes
ve Firmicutes miktarlarinin cinsiyete @amh olarak dgismedigi belirlenmis ve bu
bulgumuz  kaynaklarla uyum gOstegtm. T1DM’'lu  hastalarin  bgirsak
mikrobiyotasindaBacteroidetesve Firmicutes miktarlarinda cinsiyete aml olarak
gorulebilecek dgisimleri ele alan bir ardgirmaya rastlayamadik. Bizim gtamamizda
T1DM’lu hastalarin  bgirsak mikrobiyotasinda Bacteroidetes ve Firmicutes
miktarlarinin cinsiyete @aml olarak dgismedigi saptanmytir.
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Otoimmun hastaliklarin ofumundaki roll tartilan Bacteroides fragilis’in
bagirsak mikrobiyotasindaki miktarlarini TIDM’lu hadarda sglikli kontrollere gore
fark goOsterip gostermeglnin  belirlenmesi argirmamizin bir dier bolimana
kapsamaktadir. TLDM’lu hastalardago@ak mikrobiyotasindak.fragilis'in oran ve
miktarlarini belirten kapsamli bir agtama hentz bulunmamaktadir. Her ne kadar
eriskinlerde yapilmany olsa da, Murri ve arkadarn (2) 2013 yilinda T1DM’lu
cocuklarin bagirsak mikrobiyotasind8acteroidesspp. miktarinin kontrol grubuna goére
yiksek oldgunu gozlemlemyierdir. Ozellikle T1DMlu hastalarin krsak
mikrobiyotasinda bulunan bakteri turlerine yondiigtirmalar ¢ok kisitli oldgundan
ve yukarida da belirgimiz gibi aragtirmalarin birggu hayvan deneyleri ile
yuratuldigiinden targmamizi zenginlgirmek icin hayvan deneylerine ait verileri de
irdeledik. Roesch ve ark. (295), sicanlarla yaptikbir calsmada T1DM gekiecek olan
BB-DP (Diyabet gilimli sican) sicanlard®acteroidesspp. miktarinin, TLDM direncli
olan BB-DR Diyabet direncli sigcan) sicanlara gonéamli dizeyde yuksek olgunu
belirtmislerdir. Murri ve ark (2) ile Roesch ve ark’nin (298&alsmalarindan, T1DM
varhiginda b&irsak mikrobiyotasinda bulunaBacteroidescinsinde bir art egilimi
oldugu anlgiimaktadir Bu argtirmalarda B.fragilis hakkinda bir bilgi
belirtimediginden,  bulgularimizi  kiyaslayabilecek  yeterli  verielimizde
bulunmamaktadir. AgirmamizdaB.fragilis'in TIDM’lu hastalarda, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde yiksekugh belirlenmgtir. B.fragilis,
Bacteroidescinsinde bulunan bir tir olgundan T1DM’lu hastalarda bu turin argmi
olmasi bugunkisartlarda elimizde olan kaynaklardaki verilere g@ssirtict desildir
(308). Ancak ileride bu alandaki ¢ghalar arttikca bulgularimizin daha fazla anlam

kazanacg kanaatindeyiz.

Ulusal ve uluslararasi kaynaklarda, skim T1DM tanisi almy bireylerin
bagirsak mikrobiyotasindali.caseive L.acidophilusttrleri hakkinda yayinlanmibir
veriye rastlayamadik. Her ne kadarsaranamizdaki veriler egkinlere ait olsa da, bu
konuyu tartgabilecgimiz erigkinlere ait verileri iceren makaleler heniz
bulunmadgindan, verilerimiz c¢ocuklar Uzerine yapiingalsmalarla kiyaslannstir.
Murri ve arkadglar (2) 2013 yilinda T1DM’lu ¢ocuklarin Basak mikrobiyotasinda
Lactobacillus spp. miktarinin kontrol grubuna gore sdid olduzunu, Brown ve
arkadalari (296), ise TIDM’lu 8 cogtun gaita drneklerinde yaptiklari 16S rRNA

analizi sonucundal.actobacillus spp. miktarlarinin, kontrol gruplarina gore yuksek
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oldugunu belirtmglerdir. Bu aratirmacilarin caktiklari olgu sayisi ¢cok diik ve
kullandiklari test yontemi, bizimkinden farkl olgluve tur dizeyinde ¢d de yalnizca
Lactobacilluscinsi diizeyinde bir bilgi sunduklari halde bu koakidyayinlar ¢cok sinirli
oldugundan bu ilgili bu bilgi tarimamiza alinngtir. Bizim verilerimize gére probiyotik
olarak 6nemli olanL.caseive L.acidophilus miktarlarinda hasta ve #&l kontrol
grubu arasinda bir fark olmagltespit edilmgtir.

T1DM’'lu hastalardalLactobacillusttrlerinin miktarlarina ait veriler iceren bir
makaleye rastlamadik. Bu nedenle her ne kadatian@amiz insanlar tGzerine veriler
icersede bulgularimizi yapilgnolan hayvan deneyleri ile kalastirdik. Valladares ve
ark. (298) diyabet direncli BB-DR sigcanlardan izetékleri Lactobacillus johnsoniile
besledikleri diyabet @limli BB-DP sicanlarda normalde 69. ginde sapttaik
T1DM'un 141. gune kadar geihedgini ve bu sicanlarin ileal mukozalarindan aldiklari
orneklerde Lactobacillus turlerini incelediklerinde bu bakteri oranlarinitikgek
saptadiklarini  bildirnglerdir.  Aragtirmacilarin  bu verilerine gore pasak
mikrobiyotasinda baziLactobacillus tirlerindeki arga bali olarak T1DM’un
etkilendigi dustntlebilir. Bizim aratirmamizda inceledimiz Lactobacillus tirleri
farkli olmakla beraber, TIDM'lu hastalarda sapgatiz ortalamal.acidophilusve
L.casei miktarlarinda kontrol gruplarina gore istatistiksdarak anlaml bir fark
bulunmadgini belirledik. Ancak ileride yapilacak hayvan dglee ile L.acidophilusve
L.casei turlerinin uzun sire BB-DP (diyabetgikmli sican) sicanlara verilmesi
sonucunda ne gibi dasimler goérulebilecgini belirlemek icin kapsamli agarmalar

gerekmektedir.

Toll-like Reseptdrler (TLR), hiicre ylzeyinde yadicte icinde bulunabilen ve
cesitli mikrobiyal infeksiyonlarda rol oynayan etkende spesifik patojen gkili
molekiler yapilari (PAMP) veya otoimmun slrecleyge alan hasar gkili molekuler
yapilari (DAMP) taniyan reseptorlerdir (230, 23@erek in vivo, gerekse in vitro
yapilms olan aratirmalarda, inflamasyon ve diyabetin patogenezirdgik rol
oynayan TLR’lerin, Gram pozitif bakteri duvarina gapilar taniyan TLR2 ve Gram
negatif bakteri duvarina ait yapilari tantyan TL&dugu bildirilmistir (21, 22, 231).

Devaraj ve arkadéari (228), 2008 yilinda 18 yaizerinde olan 31 T1DM ve 31
sazlikl kontrolle yaptiklari cakmada, sglikli kontrollerde TLR2 ve TLR4 mRNA gen
ekspresyonu dizeylerinin TLDM’lu hastalara goresghkkold@gunu bildirmglerdir. Bu
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TLR gen ekspresyon duzeylerindeki g¢d) T1DM'la birlikte ba&irsak
mikrobiyotasindaki bakteri metabolik Grtnleringgbhaolarak viicutta artan serbestgya
asitlerinin de etkisi oldgunu belirtmglerdir. Yine Devaraj ve ark (229) 2011 yilinda
yaptiklari bir bgka calsmada da, TIDM’lu hastalarda, gl kontrollere gore artngi
TLR2 ve TLR4 gen ekspresyonu duzeyi buluguhu bildirmglerdir. Benzersekilde
Keizer ve ark. (254) 2007 yilinda yaptiklari galada 43 T1DM’lu ¢ocukta, kontrol
grubuna gore artmiTLR4 gen ekspresyonu diizeyi saptgardir. Ozellikle TIDM’lu
hastalarda gerek TLR2, gerekse TLR4 gen ekspredyarylerinde argi bildiren bu
argtirmalara kagin, Du ve ark’lan (242), 2009 yilinda yartalamasi 45 olan 23
kontrol ve ya ortalamasi 35 olan 18 T1DM’lu hastada yaptiklahsgnada, TLR2 ve
TLR4 gen ekspresyonu dizeylerinin, hasta ve kontgoubu arasinda fark
gostermediini  bildirmislerdir. Bizim argtirmamizda ise T1DM’lu tim hasta
populasyonumuzda saptganiz TLR2 gen ekspresyon dizeyleri,glsidi kontrol
populasyonunda saptanan duzeyler ile kiyasfanda hasta bireylerde TLR2'nin
istatistiksel olarak anlamh derecedesiki ciktigl saptanmgtir. Verilerimiz cinsiyet
yoninden dgerlendirildiginde, TLR2'nin tum kadin ve erkek hastalarda begek&ilde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlizelyde dgik oldusu gorulmigtir
(p<0,001). Ya gruplari yoniinden de 31-44sygrubu erkeklerde TLR2 gen ekspresyon
dizeyinin kontrollere gore istatistiksel olarakaamli derecede diik oldusu, 19-29 ile
49-61 ya grubu erkeklerde ise bu dizeyin kontrol grububeegstatistiksel olarak
anlamh fark gostermegi saptanmygtir. Bunun nedenini kesin olarak tahmin etmek
mumkin olmamakla birlikte bu durum anmamamizda 31-44 ya grubu hasta
erkeklerde bgrsak mikrobiyotasinda bulunafrirmicutes miktarinda sglikhlara
nazaran dgils saptanmasina kan, 19-29 ve 49-61 yagrubu erkeklerde Karsak
mikrobiyotasinda bulunaRirmicutesmiktarinin sgliklilara nazaran fark géstermemesi
ile kismen ilgkili olabilir. Bacteroidetesmiktarinin tim ya gruplarindaki hasta
erkeklerde s@iklilara nazaran yuksek olmasi TLR2 gen ekspresyirzeyindeki
desisimlerin kaynaklara uygun sekilde, yaa ba&mh olmaksizin bgrsak
mikrobiyotasinda bulunan ve Gram negatif baktarilekapsadg bilinen
Bacteroidetesh miktarindan etkilenmegini belirtmektedir. TLR2 gen ekspresyon
dizeyi ya gruplari yonunden kadinlarda géglendirildiginde ise 31-41 ya grubu
kadinlarda TLR2 gen ekspresyon dizeyi kontrollebeegstatistiksel olarak anlaml

derecede dijilk olduzu, 19-28 ile 43-56 yagrubu erkeklerde kontrol grubuna gére
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istatistiksel olarak anlamli fark gostermg@dsaptanmgtir. Bunun nedenini kesin olarak
tahmin etmek mumkin olmamakla birlikte giremamizda 31-41 yagrubu hasta
kadinlarda bgrsak mikrobiyotasinda bulunafrirmicutes miktarinda sgliklilara
nazaran dgils saptanmasina kan, 19-28 ve 43-56 yagrubu kadinlarda karsak
mikrobiyotasinda bulunaRirmicutesmiktarinin sgliklilara nazaran fark gostermemesi
ile kismen ilgkili olabilir. Bacteroidetesmiktarinin erkeklerde oldw gibi tim ya
gruplarindaki hasta kadinlarda daglddilara nazaran yiksek olmasi TLR2 gen
ekspresyon duzeyindeki geimlerin yas gruplari ve Bacteroidetes miktarindan

etkilenmedgini belirtmektedir.

Miura ve Ohnishi, 2014 yilinda yaptiklari bir gahada (385)Bacteroideteve
Firmicutes miktarlan ile TLR2 ve TLR4 gen ekspresyonu dieeylarasinda bir
korelasyon oldgunu bildirilmislerdir.  Bizim calsmamizda Bacteroidetes
miktarlarinin, TLR2 ve TLR4 gen ekspresyon duzeylée olan korelasyonunu
incelendgimizde, T1IDM’lu hem kadinlarda, hem de erkekler@glikli kontrollerde
saptanan miktarlara gore beklegidyibi Bacteroidetes’inTLR4 gen ekspresyon dizeyi
ile olan iliskisinin ¢ok gucli, TLR2 gen ekspresyon dizeyi ilanoiliskisinin ise
istatistiksel olarak zayif oldwnu saptadikFirmicutes miktarlarinin, TLR2 ve TLR4
gen ekspresyon duzeyleri ile olan korelasyonunweledsimizde, TIDM’lu hem
kadinlarda, hemde erkeklerde,gisldi kontrollere gore, beklengi gibi TLR4 gen
ekspresyon dizeyi ile olan gkisinin zayif, TLR2 gen ekspresyon dizeyi ile olan
ili skisinin ise cok gucli oldgu belirledik. Bu veriler, butin kaynaklarda belgti
bilgilerle uyumlu olarak TLR2 gen ekspresyonu Higmicutesiliskisini ve TLR4 gen
ekspresyonu ileBacteroidetedli skisini ifade etmektedir.

Son yillarda bgirsak mikrobiyotasinin bir motor kompleksle (migngt motor
complex, MMC) kumanda edilgi, bu kompleksin etkisiyle @arsakta normal ya da
anormal aktivitenin gedtigi bildirilmistir. Birbiri ile ili skili bir cok fenomenden okan
bir dongu seklinde ifade edilen bu kompleks, bir ¢ok faktorétkisi ile modile
edildiginden, ne zaman Bayaca&l, ne zaman sonlanggave ne kadar devam edgce
konusunda heniiz kesin bir bilgi bulunmamaktadirglBy MMC'yi kumanda eden
mekanizma tam olarak bilinmemekle beraber, hem diicucinden hem de ghridan
gelen etkiler sonucu beyinden noronlar argciile kumanda edilgii seklindeki

gorisler 6ne cikmaktadir. Hormonal gigimler, stres ve beslenme gdanliklarinin
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MMC'yi uyaran 6nemli faktorler oldgu belirtilmistir (386). Bu bilgi bize o6zellikle
T1DM hastalarinda insulin hormonundaki gdgmlerin, MMC’yi uyaran o6nemli

faktorler arasinda yer alabilegei disindirmitar.

Bir yonden vicutta ic ve ghifaktérler etkisiyle ve norolojik uyarilar sonucu
bagirsak motilitesindeki dgsmenin vicudu T1DM’a duyarli hale getigdi gorisu
uzerinde durulurken, ger bir yonden de Rarsak mikrobiyotasinin, [garsak
hareketleri ile ilgkili olarak sirekli dgisim yasadgl gz 6ninde bulundurularak
Ozellikle TIDM’ta gelsen néropatilere kg olarak ba&irsak hareketlerinin yagkadig

ve mikrobiyotanin dinamizminde gigmeler oldgu gorist de desteklenmektedir (387).

Bagirsak mikrobiyotasinddulunanbakteri miktari 16 - 1 CFU/mI olarak
belirtiimistir ancak vicutta belli patolojilerin gefesine bgli olarak, bakteri transit
geckindeki aksamalar nedeniyle bu miktarin bazen cakafgikselebilecgne isaret
edilmistir (388). B&irsak mikrobiyatasinda bulunan bakteri miktaringklbnenden ¢ok
daha fazla artmasi bu mikrobiyotadaki bakterilefo@sinler icin insan vicudu ile
yarismasina bglanmstir (389). Ozellikle TLDM olan ve kronik ishajikayeti bulunan
kisilerin %43’'Unde bakterilerin @arsakta airi cogaldigina dikkat cekilmgtir (390,
391).

Kaynaklarda yer alan verilerden agilacazi Uzere sglikli bireylerde b&irsakta
bulunan Firmicutes ve Bacteroidetesmiktari ya daFirmicutes/Bacteroidete®rani
hakkinda bu gine kadar standart bir sayl belirlemgtir. Bunun nedeni insan
yasaminin ruhsal ve bedensel dinamikler streci @ltha ve bu dinangin bagirsak

mikrobiyotasini her bedende farkékilde etkiledgi goristine dayandiriingtir (386).
Sonug olarak:

T1DM’lu hem kadin, hem de erkeklerdegbkli kontrollere géreBacteroidetes
miktarinda ileri dizeyde astioldugunu Firmicutes miktarinda ise yalnizca T1DM’lu
31-41 ya grubu kadinlarda ve 31-44ygrubu erkeklerde gakl kontrollere gore ileri
derecede djiis oldugunu belirledik.

T1DM’lu hem kadin, hem de erkek hastalarimizda dmdsi sekilde
Firmicutes'deki disuse bali olarak, TLR2 gen ekspresyon duzeylerindesigu
oldugunu veBacteroidetes’dekartsa bali olarak TLR4 gen ekspresyon diuzeylerinde
yukselme oldgunu belirledik.
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Dunyada ilk defa bu cama ile T1IDM’lu kadin ve erkeklerin asak
mikrobiyotasindaB.fragilis miktarinin sglkl kisilere gére cok ileri derecede argmi

oldugunu belirledik.

Dunyada ilk defa bu ¢aima ile probiyotik 6zellikleri ile taninah.acidophilus
ve L.caseinin TIDM’lu kadin ve erkek hastalarda @&kl kisilere gbre miktar
bakimindan fark gostermegini dolayisi ile T1DM ile bairsak mikrobiyotasinin
birbirini karsilikli tetikleyen dongusu icinde bu bakterilerin ki@rlarinda dgisim

olmadgini belirledik.

T1DM ile basirsak mikrobiyotasi arasinda her ki yonde gl
TIDM/mikrobiyota ve TLR2, TLR4 ilgkisine yonelik 6n bilgiler verebilmek igin
baslangic nitelginde olan bu ¢camanin yapilmasi gerektisonucuna varilngtir. Olgu
sayllarini genieterek ileri molekuler tekniklere dayanan prosgetdlismalarla ortaya

ctkan verilerin desteklenmesi gergktkanisindayiz.



10.

11.

109

KAYNAKLAR

Saleh NM., Raj S.M., Smyth DJ., Wallace C, HowsofMl, Bell L., Walker
N.M., Stevens HE., Todd JA. Genetic associatiorlyaea of atopic illness and
proinflammatory cytokine genes with type 1 diabef@mbetes Metab res rev.
2011: 27; 838 — 843.

Murri M., Leiva I., Gomez J.M., Cardona F., Sorigle, Tinahones F.J., Queipo
M. Gut microbiota in children with type 1 diabetddfers from that in healty
children: a case control studMC Medicine 2013: 11; 46

Giongo A., Athkinson MA., Triplett EW. Microbiologyf Type 1 diabetes,
possible implication for management of the disdasdetes Manage2011 Jan:
(3); 325-331.

Giongo A, Gano KA, Crabb DB, Mukherjee N, Novelo,L.Casella G, Drew JC,
llonen J, Knip M, Hy6ty H, Veijola R, Simell T, Set O, Neu J, Wasserfall CH,
Schatz D, Atkinson MA, Triplett EW. Toward defininthe autoimmune
microbiome for type 1 diabetdSME J 2010; 5: 82-91.

Gill SR, Pop M, Deboy RT, Eckburg PB, Turnbaugh amuel BS, Gordon JI,
Relman DA, Frasser-Liggett CM, Nelson KE. Metagemoranalysis of the
human distal gut microbiom&cience2006 Jun 2; 312 5778:1355-9.

Hooper LV. Bacterial contributions to mammalian gigvelopment.Trends
Microbiol 2004; 12: 129 -134.

Hooper LV, Gordon JI. Commensal host-bacterialti@bhips in the gutScience
2001; 292: 1115-1118

Kort S., Keszthelyi D., Masclee AAM. Leaky gut adibetes mellitus, what is
the link?.Obesity reviews2010: 10;1111, 1467

Luopajarvi K. The development of immune responsed gut microbiota in
children at genetic risk of type 1 diabetBgtioal institute for health and welfare
bookFinland. 2012

Boerner BP., Sarvetnick NE. Type 1 diabetes, rdléntstinal microbiome in
humans and micé&nn NY Acad. Sck011: 1243; 103-118.

Furet JP., Kong LC., Tap J., Poitue C, BasdevantBauillot JL., Mariat D.,
Cothier G., Dore J., Henegar C., Rizkalla S., Cletni¢ Differential Adaptation



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

110

of Human Gut Microbiota to Bariatric Surgery—Inddcé/eight LossDiabetes
2010: 59; 3049-3057.

Hara N., Alkanani AK., Ir D., Robertson CE., Wagmd®., Frank DN., Zipris D.
The role of the intestinal microbiota in type 1 lmB#es.Clinical immunology
2013: 146; 112-1109.

Ismail AN., Ragab SH., Elbaky AA., Shoeib ARS., éd#lary Y., Fekry D.
Frequency of Firmicutes and Bacteroidetes in gutobiota in obese and normal
weight Egyptian children and adulsic Med Sci2011: 7,3; 501-507.

Wu X., Ma C., Han L., Nawaz M., Gao F., Zhang Xy F., Zhao C., Li L., Zhou
A., Wang J., Moore JE., Millar BC., Xu J. Molecul&@haracterisation of the
Faecal Microbiota in Patients with Type Il Diabet€sirr Microbiol. 2010: 61;
69-78.

de Goffau MC, Luopajarvi K, Knip M, llonen J, Ruok T, Harkdnen T,
Orivuori L, Hakala S, Welling GW, Harmsen HJ, Vdar®. Fecal microbiota
composition differs between children witkcell autoimmunity and those without.
Diabetes 2013 Apr;62(4):1238-44.

Reyna SM., Ghosh S., Tantiwong P., Meka CS., Ed@anJenkinson CP.,
Cersosimo E., Defronzo RA. Colletta DK., Sriwijitkal A., Musi N. Elevated
Toll-Like Receptor 4 Expression and Signaling inddie From Insulin-Resistant
SubjectsDiabetes 2008 Jul: 57; 2595 — 2602.

Mansour M., Salam R., Rashed L., Salam H. Roleotifreceptors in diabetic
nephropathy. Journal of Diabetes Mellitys 2014, 4, 26-32. doi:
10.4236/jdm.2014.41005.

Bensussan NC, Routhiau VG. The immune system anduhmicrobiota, friends
or foesNature Reviews2010: 10; 735-744.

Caricilli AM., Saad MJA. The Role of Gut Microbiotan Insulin Resistance.
Nutients 2013: 5; 829-851.

Greiner T., Backhed F. Effects of the gut microbian obesity and glucose
homeostasisTrends in Endocrinology and Metabolisg011 Apr; 22:, 117.

Jialal I, Kaur H, Devaraj S. Toll-like receptor tsts in obesity and metabolic
syndrome: a translational perspectivd. Clin Endocrinol Metab 2014
Jan;99(1):39-48. doi: 10.1210/jc.2013-3092. Epub3Dec 20.



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

111

Beutler, B. Inferences, questions and possibilitie$oll-like receptor signalling.
Nature 2004, 430, 257-263. http://dx.doi.org/10.1038ina®2761

Bilgehan H. Temel Mikrobiyoloji ve Basiklik Bilimi, Baris Yayinlari Fakulteler
Kitabevi Izmir, 1999.

NIH HMP Working Group, Peterson J, Garges S, Giavam, Mclnnes P, Wang
L, Schloss JA, Bonazzi V, McEwen JE, Wetterstramd Real C, Baker CC, Di
Francesco V, Howcroft TK, Karp RW, Lunsford RD, \ltgjton CR, Belachew
T, Wright M, Giblin C, David H, Mills M, Salomon RMullins C, Akolkar B,
Begg L, Davis C, Grandison L, Humble M, Khalsa iitlé. AR, Peavy H, Pontzer
C, Portnoy M, Sayre MH, Starke-Reed P, Zakhari &drJ, Watson B, Guyer
M.. The NIH Human Microbiome Project. Genome R@89; 19: 2317-23.

Tlaskalova-Hogenova H, &ankova R, Kozakova H, Hudcovic T, Vannucci L,

Tuckova L, Rossmann P, Hit T, Kverka M, Zakostelska Z, KlimeSova K,
Pribylova J, Bartova J, Sanchez D, Fundova P, Bod&kSiitkova D, Zidek Z,
Schwarzer M, Drastich P, Funda DP. The role of midrobiota (commensal
bacteria) and the mucosal barrier in the pathogenes inflammatory and
autoimmune diseases and cancer: contribution omdere and gnotobiotic
animal models of human diseas€egll Mol Immunaol 2011 Mar;8(2):110-20. doi:
10.1038/cmi.2010.67. Epub 2011 Jan 31.

Sekirov I, Russell SL, Antunes LC, Finlay BB. Guicrobiota in health and
diseasePhysiol Rev2010 Jul;90(3):859-904. doi: 10.1152/physrev.002d89.
Ceyhan N, Alic H. Barsak Mikroflorasi ve Probiyotikler.Turk Bilimsel
Derlemeler Dergisb (1): 107-113, 2012

UstacelebiS. Temel ve Klinik Mikrobiyolojisi, Ging Kitabevi, Ankara, 975-
7467-77-4, 1999.

Ley RE, Peterson DA, Gordon Jl. Ecological and etrohary forces shaping
microbial diversity in the human intestir@ell. 2006 Feb 24;124(4):837-48.
Tsabouri S, Priftis KN, Chaliasos N, Siamopoulou Kodulation of gut
microbiota downregulates the development of foddrgy in infancy.Allergol
Immunopathol (Madr). 2014 Jan - Feb ; 42 (1): 69 - 77. doi
10.1016/j.aller.2013.03.010. Epub 2013 Jul 1.

Wu HJ, Wu E. The Role of Gut Microbiota in immunenieostasis and
autoimmunity.Gut Microbes2012; 3:1: 4-14. doi:10.4161/gmic.19320.



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.

43.

44,

112

Spor A, Koren O, Ley R. Unravelling the effectstbé environment and host
genotype on the gut microbioméat Rev MicrobioR011; 9:279-290.

Hehemann JH, Correc G, Barbeyron T, Helbert W, €4, Michel G. Transfer
of carbohydrate-active enzymes from marine bacterizapanese gut microbiota.
Nature2010; 464:908-912.

Karlsson F, Tremaroli V, Nielsen J, Backhed F. Assgy the human gut
microbiota in metabolic disease®iabetes 2013 Oct;62(10):3341-9. doi:
10.2337/db13-0844.

Macpherson AJ, Uhr T. Induction of protective Igk imtestinal dendritic cells
carrying commensal bacteriaScience 2004 Mar 12;303(5664):1662-5.
doi:10.1126/science.1091334

Sommer F, Backhed F. The gut microbiota--masterfiast development and
physiology. Nat Rev  Microbiol. 2013  Apr;11(4):227-38. doi:
10.1038/nrmicro2974. Epub 2013 Feb 25.

Collins MD., Gibson GR.. Probiotics, prebiotics biatics: approaches for
modulating the microbial ecoloy of the guAmerican Journal of Clinical
Nutrition. 1999: 69; 1052 — 1057

Goulet O. Potential role of the intestinal micrahion programming health and
diseaseNutr Rev 2015 Aug;73 Suppl 1:32-40. doi: 10.1093/nutrit/d89.

Martin R, Nauta AJ, Amor KB, Knippels LMJ, Knol Garssen J. Early life: gut
microbiota and immune development in infanBgnefic Microbe<010; 1:367—
382.

Yilmaz M. Prebiyotik ve ProbiyotikleiGiincel PediatrR004; 2 142-145.
Finegold SM, Sutter VL, Mathisen GE. Normal indiges intestinal floraicinde
Hentges DJ, editorHuman /ntestinal Flora in Health and Diseas&lewyork,
London, Paris: Academic Press; 1983.

Backhed F, Ley RE, Sonnenburg JL, Peterson DA, @ordl. Host Bacterial
Mutualism in the Human IntestinBcience2005: March; 307 5717: 1915-1920.
Pagliari D, Piccirillo CA, Larbi A, Cianci R. Thenteractions between Innate
Immunity and Microbiota in Gastrointestinal Disesse] Immunol Res.
2015;2015:898297. doi: 10.1155/2015/898297. EpLibMay 20.

Dethlefsen L, McFall-Ngai M., Relman DA. An ecologi and evolutionary

perspective on human-microbe mutualism and disé&sgere 2007, 449:811-8.



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

113

Lay C., Rigottier-Gois L., Holmstrom K., Rajilic MVaughan EE., de Vos WM.,
Collins MD., Thiel R., Namsolleck P., Blaut M., BoiJ. Colonic microbiota
signatures across five northern European countAggl Environ Microbio)
2005, 71:4153-5.

De Filippo C., Cavalieri D., Di Paola M., Ramazedit, Poullet JB., Massart S.,
Collini S., Pieraccini G., Lionetti P. Impact ofediin shaping gut microbiota
revealed by a comparative study in children fronmope and rural AfricaProc
Natl Acad Sci USA2010, 107:14691-6.

Biagi E., Nylund L., Candela M., Ostan R., Bucci Rini E., Nikkila J., Monti D.,
Satokari R., Franceschi C., Brigidi P., De Vos Wirdugh ageing, and beyond:
gut microbiota and inflammatory status in seniang aentenariand®?LoS One
2010, 5:e10667.

den Abbeele PV, de Wiele TV, Werstraete W, Possantte The host selects
mucosal and luminal associations of coevolved gudroorganisms: a novel
concept: The host selects mucosal and luminal gigroorganisms.FEMS
Microbiology reviews35.4, 2011, pp. 681-704.

Tlaskalova-Hogenovéa H, Stepankova R, Hudcovic Tckbua L, Cukrowska B,
Lodinova-Zadnikova R, Kozakova H, Rossmann P, Bartd Sokol D, Funda
DP, Borovskd D, Rehdkova Z, Sinkora J, Hofman Bsiicth P, Kokesova A.
Commensal bacteria (normal microflora), mucosal umity and chronic
inflammatory and autoimmune diseadesmunol Let2004, 93:97-108.

Fukata M, Arditi M. The role of pattern recognitiaceptors in intestinal
inflammation.Mucosal immunolog®.3 (2013), pp. 451-463.

Lakhdari O, Tap J, Béguet-Crespel F, Le Roux KWeuters T, Cultrone A,
Nepelska M, Lefévre F, Doré J, Blottiere HM.ldeiatition of NF«xB modulation
capabilities within human intestinal commensal eaat J Biomed Biotechnol
2011: 282 - 356. doi: 10.1155/2011/282356. Epud2lin 14.

Starr TK, Jameson SC, Hogquist KA. Positive andatieg selection of T cells,
Annu Rev ImmunoR003;21:139-76. Epub 2002 Oct 16.

Takahama Y. Journey through the thymus: stromalegufor T-cell development
and selectionNat Rev ImmunoR006 Feb;6(2):127-35.



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

114

Anderson MS, Venanzi ES, Chen Z, Berzins SP, BénBjsMathis D. The
cellular mechanism of Aire control of T cell tolace. Immunity 2005
Aug;23(2):227-39.

von Boehmer H, Melchers F. Checkpoints in lymphecgevelopment and
autoimmune diseas®&lat Immunal 2010 Jan;11(1):14-20. doi: 10.1038/ni.1794.
Epub 2009 Dec 17.

Mowat AM. Anatomical basis of tolerance and immurtid intestinal antigens.
Nat Rev ImmunoR003 Apr;3(4):331-41.

Guarner F., Malagelada JR. Gut flora in health amskase.Lancet 2003,
361:512-9.

Hayashi H., Takahashi R., Nishi T., Sakamoto M.nBeY. Molecular analysis
of jejunal, ileal, caecal and recto-sigmoidal huncaionic microbiota using 16S
rRNA gene libraries and terminal restriction fragrméength polymorphismJ
Med Microbiol,2005, 54:1093-101.

Wang M., Ahrné S., Antonsson M., Molin G. T-RFLPndained with principal
component analysis and 16S rRNA gene sequencingffantive strategy for
comparison of fecal microbiota in infants of di#at agesJ Microbiol Methods
2004, 59:53-69.

Wang M., Ahrné S., Jeppsson B., Molin G. Comparisbrbacterial diversity
along the human intestinal tract by direct clonargl sequencing of 16S rRNA
genesFEMS Microbiol Ecol 2005, 54:219-31.

Walker AW., Ince J., Duncan SH., Webster LM., HoltrG., Ze X., Brown D.,
Stares MD., Scott P., Bergerat A., Louis P., Mcéhtdé-., Johnstone AM., Lobley
GE., Parkhill J., Flint H. J. Dominant and dietgessive groups of bacteria
within the human colonic microbioteSME J 2011, 5:220-30.

Karlsson C., Ahrné S., Molin G., Berggren A., Palnst I., Fredrikson GN.,
Jeppsson B. Probiotic therapy to men with incipianteriosclerosis initiates
increased bacterial diversity in colon: A randondizecontrolled trial.
Atherosclerosis2010, 208:228-33.

Cavalieri LB. MICROBIOMA E COMPORTAMENTO.
http://www.letiziabernardi.it/index.php?option=cocontent&view=article&id=1
33:microbioma-e-comportamento&catid=8&Itemid=106ewpage on the
internet] Ergim. 01.09.2015



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

115

Eckburg, PB., Bik EM., Bernstein CN., Purdom E. tlidefsen L., Sargent M.,
Gill SR., Nelson KE., Relman DA. Diversity of thaihan intestinal microbial
flora. Science2005, 308:1635-8.

Zoetendal EG., Collier CT., Koike S., Mackie RIl.askins HR. Molecular
ecological analysis of the gastrointestinal micotdi a review.J Nutr, 2004,
134:465-72.

Larsen N., Vogensen FK., van den Berg FW., NielBh, Andreasen AS.,
Pedersen BK., Al-Soud WA., Sorensen SJ., Hansen Ubkobsen M. Gut
microbiota in human adults with type 2 diabete$edsf from non-diabetic adults.
PLoS One2010, 5:e9085.

von Ossowski I, Reunanen J, Satokari R, VesterBndankainen M, Huhtinen
H, Tynkkynen S, Salminen S, de Vos WM, Palva A. bkal adhesion properties
of the probiotic Lactobacillus rhamnosus GG SpaCBAd SpaFED pilin
subunits. Appl Environ  Microbiol 2010 Apr;76(7):2049-57.  doi:
10.1128/AEM.01958-09. Epub 2010 Jan 29.

Stecher B., Hardt WD. The role of microbiota ineddfious diseaseTrends
Microbiol, 2008, 16:107-14.

Valore EV., Park CH., Igreti SL., Ganz T. Antimibial components of vaginal
fluid. Am J Obstet Gynecd002, 187:561-8.

Pacha J. Development of intestinal transport fumctn mammalsPhysiol Rev,
2000, 80:1633-67.

Schneeberger EE., Lynch RD. The tight junction:dtifiunctional complex. Am
J Physiol Cell Physigl2004, 286:C1213-28.

Cani PD., Bibiloni R., Knauf C., Waget A., NeyrindkM., Delzenne NM.,
Burcelin R. Changes in gut microbiota control metabendotoxemia-induced
inflammation in high-fat diet-induced obesity anthlzbtes in miceDiabetes
2008, 57:1470-81.

Brignardello J, Morales P, Diaz E, Romero J, BrunSe Gotteland M. Pilot
study: alterations of intestinal microbiota in obdégimans are not associated with
colonic inflammation or disturbances of barrier dtian. Aliment Pharmacol
Ther. 2010 Dec;32(11-12):1307-14. doi: 10.1111/;.136360010.04475.x.
Epub 2010 Sep 29.



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

116

de La Serre CB, Ellis CL, Lee J, Hartman AL, RujedJC, Raybould HE.
Propensity to high-fat diet-induced obesity in retsassociated with changes in
the gut microbiota and gut inflammatiokm J Physiol Gastrointest Liver Physiol
2010 Aug;299(2):G440-8. doi: 10.1152/ajpgi.000982CEpub 2010 May 27.
Nébot-Vivinus M, Harkat C, Bzioueche H, CartierRichon-Dainese R, Moussa
L, Eutamene H, Pishvaie D, Holowacz S, Seyrig Gh®iT, Theodorou V.
Multispecies probiotic protects gut barrier funatio experimental modelsVorld

J Gastroenterol2014 Jun 14;20(22):6832-43. doi: 10.3748/wjg.i226832.
Herias MV, Hessle C, Telemo E, Midtvedt T, HansoA, LWold AE.
Immunomodulatory effects of Lactobacillus plantaroatonizing the intestine of
gnotobiotic ratsClin Exp Immunal1999 May;116(2):283-90.

Backhed F, Ding H, Wang T, Hooper LV, Koh GY, Na§jy Semenkovich CF,
Gordon JI. The gut microbiota as an environmengaitdr that regulates fat
storageProc Natl Acad Sci U S.2004 Nov 2;101(44):15718-23. Epub 2004 Oct
25.

Ley RE, Turnbaugh PJ, Klein S, Gordon JI. Microbédology: human gut
microbes associated with obesiature 2006 Dec 21;444(7122):1022-3.
Hietbrink F, Besselink MG, Renooij W, de Smet MBaidma A, van der Hoeven
H, Pickkers P. Systemic inflammation increasessimal permeability during
experimental human endotoxemiaShock 2009 Oct;32(4):374-8. doi:
10.1097/SHK.0b013e3181a2bcd6.

Karczewski J, Troost FJ, Konings |, Dekker J, Kédwmzem M, Brummer RJ,
Wells JM. Regulation of human epithelial tight jtina proteins by Lactobacillus
plantarum in vivo and protective effects on thetlegial barrier.Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol. 2010 Jun;298(6):G851-9. doi:
10.1152/ajpgi.00327.2009. Epub 2010 Mar 11.

Bernet MF, Brassart D, Neeser JR, Servin AL. Laatdlus acidophilus LA 1
binds to cultured human intestinal cell lines ankiibits cell attachment and cell
invasion by enterovirulent bacteri@ut 1994 Apr;35(4):483-9.

Silva M, Jacobus NV, Deneke C, Gorbach SL. Antiohtal substance from a
human Lactobacillus straidntimicrob Agents Chemoth&687 Aug;31(8):1231-
3.



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

117

Wilson KH, Perini F. Role of competition for nutns in suppression of
Clostridium difficile by the colonic microflora. Infect Immun 1988
Oct;56(10):2610-4.

Robert A. The role of the gut microbiota in inflamatory diseases of childhood.
Glaskow unv MD thesis, [web page on the internet]sil. 14.09.2014
http://theses.gla.ac.uk/2204/

Levy O. Innate immunity of the newborn: basic metkans and clinical
correlatesNat Rev ImmunoR007 May;7(5):379-90.

Kiltirsay N. Bebeklikte harsak florasi gefimi ve immun sisteme etkileri.
Cocuk Enf Derg2009; 3: 75-78.

Saevedra JM. Use of probiotics in pediatrics: rale, mechanisms of action, and
practical aspect®utr Clin Pract.2007; 22: 351-365.

40. Tezcan E intestinal immun sistenT.urkiye klinikleri J Pediatr Sci2007; 3:
65-67.

Forchielli ML, Walker WA. The role of gut-associdtdymphoid tissues and
mucosal defencdr J Nutr.2005 Apr;93 Suppl 1:541-8.

Round, JL., Mazmanian, SK. The gut microbiota sbap#estinal immune

responses during health and dise&kd.Rev ImmunoR009; 9:313-23.

Hedlund, M., Frendeus, B., Wachtler, C., Hang, Rischer, H., Svanborg, C.
Type 1 fimbriae deliver an LPS- and TLR4-dependstivation signal to CD14-
negative cellsMol Microbiol 2001; 39:542-52.

Grangette, C., Nutten, S., Palumbo, E., MorathH8rmann, C., Dewulf, J., Pot,
B., Hartung, T., Hols, P., Mercenier, A. Enhancatiaflammatory capacity of a
Lactobacillus plantarum mutant synthesizing modifteichoic acidsProc Natl
Acad Sci USR005; 102:10321-6.

Sjogren YM, Tomicic S, Lundberg A, Boéttcher MF, Biétén B, Sverremark-
Ekstrom E, Jenmalm MC. Influence of early gut mimoda on the maturation of
childhood mucosal and systemic immune respon&éis. Exp Allergy 2009
Dec;39(12):1842-51. doi: 10.1111/j.1365-2222.208925B.x. Epub 2009 Sep 3.
Skovbjerg S, Martner A, Hynsjo L, Hessle C, Olseéwhirst FE, Tham W,
Wold AE. Gram-positive and gram-negative bactem@duce different patterns of

cytokine production in human mononuclear cells spective of taxonomic



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

118

relatedness. J Interferon Cytokine Res.2010 Jan;30(1):23-32. doi:
10.1089/jir.2009.0033.

Romagnani S. T-cell subsets (Thl versus T2 Allergy Asthma Immunol
2000 Jul;85(1):9-18; quiz 18, 21.

Rowland IR. Interactions of the gut microflora ahéd host in toxicologyToxicol
Pathol 1988; 16 (2):147-53.

Gassull MA. Review article: the intestinal lumen astherapeutic target in
inflammatory bowel disease. Aliment Pharmacol T2@06 Oct;24 Suppl 3:90-5.
Parker P, Jones G, Smith S. Mixed Cultures of Fgradle Probiotic Bacteria and
Enteric Bacteria Demonstrate Both Synergism andbitibn of Menaquinone
Production Journal of Food Scienc&8(7): 2325-2330. 10.1111/j.1365-
2621.2003.tb05767.x

Shearer MJ. "Vitamin K.The Lancetl995, 345 (8944): 229-234.

Dror DK, Allen LH. Effect of vitamin B12 deficiencgn neurodevelopment in
infants: current knowledge and possible mechanisiNsitr Rev. 2008
May;66(5):250-5. doi: 10.1111/j.1753-4887.2008.0D83

Metges CC, Petzke KJ, El-Khoury AE, Henneman L,nGia Bedri S, Regan
MM, Fuller MF, Young VR. Incorporation of urea amadnmonia nitrogen into
ileal and fecal microbial proteins and plasma fte@no acids in normal men and
ileostomatesAm J Clin Nutr.1999 Dec;70(6):1046-58.

Wall R, Ross RP, Shanahan F, O'Mahony L, O'MahonZ&akley M, Hart O,
Lawlor P, Quigley EM, Kiely B, Fitzgerald GF, StantC. Metabolic activity of
the enteric microbiota influences the fatty acichposition of murine and porcine
liver and adipose tissuesAm J Clin Nutr 2009 May;89(5):1393-401. doi:
10.3945/ajcn.2008.27023. Epub 2009 Apr 8.

Ross RP, Mills S, Hill C, Fitzgerald GF, Stanton GSpecific metabolite
production by gut microbiota as a basis for prabi@inction.International Diary
Journal 2010, 20:269-76.

Blaut M, Clavel T. Metabolic diversity of the intesal microbiota: implications
for health and diseas& Nutr. 2007 Mar;137(3 Suppl 2):751S-5S.

Manzo VE, Bhatt AS. The human microbiome in hemategis and hematologic
disordersBlood 2015 Jul 16;126(3):311-8. doi: 10.1182/blood-20%5574392.
Epub 2015 May 26.



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

119

Marcobal A, Barboza M, Froehlich JW, Block DE, GarmJB, Lebrilla CB, Mills
DA. Consumption of human milk oligosaccharides hy-gplated microbesJ
Agric Food Chem2010 May 12;58(9):5334-40. doi: 10.1021/jf9044205.
Turani, Ozitemiz Ointestinal mikrofloraGuincel Gastroenterolop005; 9: 126-
144

Fallani M, Young D, Scott J, Norin E, Amarri S, Ad&, Aguilera M, Khanna S,
Gil A, Edwards CA, Doré J, Other Members of the MBFO Team. Intestinal
microbiota of 6-week-old infants across Europe: ggaphic influence beyond
delivery mode, breast-feeding, and antibioticBediatr Gastroenterol Nut2010
Jul;51(1):77-84. doi: 10.1097/MPG.0b013e3181d1blle.

Fallani M, Amarri S, Uusijarvi A, Adam R, Khanna Aguilera M, Gil A, Vieites
JM, Norin E, Young D, Scott JA, Doré J, Edwards CIANFABIO team.
Determinants of the human infant intestinal micoddiafter the introduction of
first complementary foods in infant samples fronvefi European centres.
Microbiol 2011;157(5):1385-92 doi: 10.1099/mic.0.042143#utE2011 Feb 17.
Rougé C, Goldenberg O, Ferraris L, Berger B, Ro€éhdtegrand A, Gobel UB,
Vodovar M, Voyer M, Rozé JC, Darmaun D, Piloquet Bytel MJ, de La
Cochetiere MF. Investigation of the intestinal rolwota in preterm infants using
different methods. Anaerobe. 2010 Aug;16(4):362-70. doi:
10.1016/j.anaerobe.2010.06.002. Epub 2010 Jun 9.

Penders J, Thijs C, Vink C, Stelma FF, Snijder&&nmeling I, van den Brandt
PA, Stobberingh EE.Factors influencing the compasitof the intestinal
microbiota in early infancyPediatrics.2006 Aug;118(2):511-21.

Alm JS, Swartz J, Bjorkstén B, Engstrand L, Engstth Kihn |, Lilja G, Mdllby
R, Norin E, Pershagen G, Reinders C, Wreiber K, e$oius A. An
anthroposophic lifestyle and intestinal microflaora infancy. Pediatr Allergy
Immunol.2002 Dec;13(6):402-11.

Schwiertz A, Gruhl B, Lébnitz M, Michel P, Radke Rlaut M. Development of
the intestinal bacterial composition in hospitadizgeterm infants in comparison
with breast-fed, full-term infant$ediatr Res2003 Sep;54(3):393-9. Epub 2003
Jun 4.

Bezirtzoglou E, Tsiotsias A, Welling GW. Microbiofaofile in feces of breast-

and formula-fed newborns by using fluorescenceitm Bybridization (FISH).



120

Anaerobe 2011 Dec;17(6):478-82. doi: 10.1016/j.anaerokEl2TB.009. Epub
2011 Apr 8.

115. Favier CF, de Vos WM, Akkermans AD. Development lmdcterial and
bifidobacterial communities in feces of newborn ibab Anaerobe 2003
Oct;9(5):219-29. doi:10.1016/j.anaerobe.2003.07.001

116. Palmer C, Bik EM, DiGiulio DB, Relman DA, Brown P@evelopment of the
human infant intestinal microbiotBLoS Biol.2007 Jul;5(7):e177. Epub 2007 Jun
26. 10.1371/journal.pbio.0050177

117. Favier CF, Vaughan EE, De Vos WM, Akkermans AD. &tallar monitoring of
succession of bacterial communities in human nesnappl Environ Microbiol.
2002 Jan;68(1):219-26. 10.1128/AEM.68.1.219-2262200

118. Karlsson CL, Molin G, Cilio CM, Ahrné S. The piomegut microbiota in human
neonates vaginally born at term-a pilot studgdiatr Res2011 Sep;70(3):282-6.
doi: 10.1038/pr.2011.507.

119. Dominguez-Bello MG, Costello EK, Contreras M, Magh, Hidalgo G, Fierer
N, Knight R. Delivery mode shapes the acquisitioxd a&tructure of the initial
microbiota across multiple body habitats in newisoRroc Natl Acad Sci U S A.
2010 Jun 29;107(26):11971-5. doi: 10.1073/pnas.a00207. Epub 2010 Jun 21.

120. Huurre A, Kalliomaki M, Rautava S, Rinne M, Salmin§, Isolauri E. Mode of
delivery - effects on gut microbiota and humoralmuomity. Neonatology.
2008;93(4):236-40. Epub 2007 Nov 16.

121. Magne F, Abély M, Boyer F, Morville P, Pochart PyaB8 A. Low species
diversity and high interindividual variability inaéces of preterm infants as
revealed by sequences of 16S rRNA genes and PCpbtamtemperature
gradient gel electrophoresis profildf=MS Microbiol Ecol.2006 Jul;57(1):128-
38.10.1111/j.1574-6941.2006.00097.x

122. Arboleya S, Binetti A, Salazar N, Ferndndez N, $&i Hernandez-Barranco A,
Margolles A, de Los Reyes-Gavilan CG, Gueimonde Bdtablishment and
development of intestinal microbiota in preterm metes.FEMS Microbiol Ecol.
2012 Mar;79(3):763-72. doi: 10.1111/j.1574-6941201261.x. Epub 2011 Dec
15.



123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

121

Hall MA, Cole CB, Smith SL, Fuller R, Rolles CJ. dtars influencing the
presence of faecal lactobacilli in early infancyrch Dis Child. 1990
Feb;65(2):185-8.

Torun MM, Bahar H, Gir E, ktan Y, Alikasifoglu M, Arvas A. Anaerobic Fecal
Flora in Healthy Breast-Fed Turkish Babies Born Dyfferent Methods.
Anaerobe2002, 7 (2) 63-67. doi:10.1006/anae.2002.0415

Méattdé J, Malinen E, Suihko ML, Alander M, Palva Saarela M. Genetic
heterogeneity and functional properties of intedtibifidobacteria.J Appl
Microbiol. 2004;97(3):459-70. 10.1111/j.1365-2672.2004.02340.

Mariat D, Firmesse O, Levenez F, Guides V, Sokol H, Doré J, Corthier G,
Furet JP. The Firmicutes/Bacteroidetes ratio of ihhenan microbiota changes
with age.BMC Microbiol. 2009 Jun 9;9:123. doi: 10.1186/1471-2180-9-123.
Harmsen HJ, Wildeboer-Veloo AC, Raangs GC, WaggnddA, Klijn N,
Bindels JG, Welling GW. Analysis of intestinal ffodevelopment in breast-fed
and formula-fed infants by using molecular identifion and detection methods.
J Pediatr Gastroenterol Nut2000 Jan;30(1):61-7.

Magne F, Hachelaf W, Suau A, Boudraa G, Mangindufflami M, Bouziane-
Nedjadi K, Pochart P. A longitudinal study of infalaecal microbiota during
weaning. FEMS Microbiol Ecol 2006 Dec;58(3):563-71. 10.1111/;.1574-
6941.2006.00182.x

Dicksved J, Floistrup H, Bergstrom A, RosenquistRdyshagen G, Scheynius A,
Roos S, Alm JS, Engstrand L, Braun-Fahrlander @, Mutius E, Jansson JK.
Molecular fingerprinting of the fecal microbiota ohildren raised according to
different lifestyles.Appl Environ Microbiol.2007 Apr;73(7):2284-9. Epub 2007
Feb 9. 10.1128/AEM.02223-06

Collado MC, Isolauri E, Laitinen K, Salminen S. &dft of mother's weight on
infant's microbiota acquisition, composition, ardivaty during early infancy: a
prospective follow-up study initiated in early pregicy.Am J Clin Nutr 2010
Nov;92(5):1023-30. doi: 10.3945/ajcn.2010.2987ulkER010 Sep 15.

Guaraldi F, Salvatori G.Effect of breast and forant@eding on gut microbiota
shaping in newbornsFront Cell Infect Microbiol. 2012 Oct 16;2:94. doi:
10.3389/fcimb.2012.00094. eCollection 2012.



132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

122

Maukonen J, Saarela M. Human gut microbiota: doetsmdatterProc Nutr Soc.
2015 Feb;74(1):23-36. doi: 10.1017/S002966511408068ub 2014 Aug 26.
Yatsunenko T, Rey FE, Manary MJ, Trehan |, DomirzgBello MG, Contreras
M, Magris M, Hidalgo G, Baldassano RN, Anokhin Afeath AC, Warner B,
Reeder J, Kuczynski J, Caporaso JG, Lozupone CAbperaC, Clemente JC,
Knights D, Knight R, Gordon JI. Human gut microbemiewed across age and
geographyNature 2012 May 9;486(7402):222-7. doi: 10.1038/natufsBL
Hentges DJ. The anaerobic microflora of the humaaybClin Infect Dis 1993
Jun;16 Suppl 4:S175-80. 10.1093/clinids/16.SuppieneS175

Rajili¢-Stojanoveé M, Heilig HG, Molenaar D, Kajander K, Surakka Anilt H,
de Vos WM. Development and application of the hurmdastinal tract chip, a
phylogenetic microarray: analysis of universallynserved phylotypes in the
abundant microbiota of young and elderly aduEsmviron Microbiol 2009
Jul;11(7):1736-51. doi: 10.1111/j.1462-2920.2009aLx. Epub 2009 Mar 11.
Claesson MJ, Cusack S, O'Sullivan O, Greene-DinideRWeerd H, Flannery E,
Marchesi JR, Falush D, Dinan T, Fitzgerald G, StanC, van Sinderen D,
O'Connor M, Harnedy N, O'Connor K, Henry C, O'Maydd, Fitzgerald AP,
Shanahan F, Twomey C, Hill C, Ross RP, O'Toole Bdmposition, variability,
and temporal stability of the intestinal microbiatathe elderlyProc Natl Acad
Sci U S A2011 Mar 15;108 Suppl 1:4586-91. doi: 10.1073/@GB0097107.
Epub 2010 Jun 22.

Woodmansey EJ, McMurdo ME, Macfarlane GT, Macfael& Comparison of
compositions and metabolic activities of fecal miotas in young adults and in
antibiotic-treated and non-antibiotic-treated elglesubjects. Appl Environ
Microbiol. 2004 Oct;70(10):6113-22. 10.1128/AEM.70.10.6112:62004

Blaut M, Collins MD, Welling GW, Doré J, van Loo de Vos W. Molecular
biological methods for studying the gut microbiotae EU human gut flora
project.Br J Nutr.2002 May;87 Suppl 2:5203-11.

Mueller S, Saunier K, Hanisch C, Norin E, Alm L, diedt T, Cresci A, Silvi S,
Orpianesi C, Verdenelli MC, Clavel T, Koebnick Qurift HJ, Doré J, Blaut M.
Differences in fecal microbiota in different Eurgpestudy populations in relation
to age, gender, and country: a cross-sectionalystdpl Environ Microbiol
2006 Feb;72(2):1027-33. 10.1128/AEM.72.2.1027-12336



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

123

Hopkins MJ, Sharp R, Macfarlane GT. Age and diseadated changes in
intestinal bacterial populations assessed by adtlie, 16S rRNA abundance,
and community cellular fatty acid profilesGut 2001 Feb;48(2):198-205.
10.1136/gut.48.2.198

Mitsuoka T. Intestinal flora and agindNutr Rev. 1992 Dec;50(12):438-46.
10.1111/.1753-4887.1992.tb02499.x

Li M, Wang B, Zhang M, Rantalainen M, Wang S, ZhduZhang Y, Shen J,
Pang X, Zhang M, Wei H, Chen Y, Lu H, Zuo J, Su®u Y, Jia W, Xiao C,
Smith LM, Yang S, Holmes E, Tang H, Zhao G, NicbolslK, Li L, Zhao L.
Symbiotic gut microbes modulate human metabolicmphges.Proc Natl Acad
Sci U S A.2008 Feb 12;105(6):2117-22. doi: 10.1073/pnas.038205. Epub
2008 Feb 5.

Bertazzoni Minelli E, Benini A, Beghini AM, Cerut®, Nardo G. Bacterial faecal
flora in healthy women of different agedicrobial Ecol Health Dis1993;6:43—
51.10.3109/08910609309141561

Dicksved J, Halfvarson J, Rosenquist M, JarnerotT§k C, Apajalahti J,
Engstrand L, Jansson JK. Molecular analysis ofghtemicrobiota of identical
twins with Crohn’s diseaséSME J2008: 2:716-727.

Zoetendal EG, Akkermans ADL, Akkermans-van Vliet \WBle Visser JAGM,
De Vos WM. The host genotype affects the bacteehmunity in the human
gastrointestinal  tract. Microb Ecol Health Dis 2001;13(3):129-34.
10.3402/mehd.v13i3.8013

Turnbaugh PJ, Hamady M, Yatsunenko T, Cantarel Buncan A, Ley RE,
Sogin ML, Jones WJ, Roe BA, Affourtit JP, Egholm Menrissat B, Heath AC,
Knight R, Gordon JI. A core gut microbiome in obesel lean twinsNature
2009 Jan 22;457(7228):480-4. doi: 10.1038/naturé076pub 2008 Nov 30.
Turnbaugh PJ, Quince C, Faith JJ, McHardy AC, Yatsko T, Niazi F,
Affourtit J, Egholm M, Henrissat B, Knight R, Goml@l. Organismal, genetic,
and transcriptional variation in the deeply seqeeingut microbiomes of identical
twins. Proc Natl Acad Sci U S A2010 Apr 20;107(16):7503-8. doi:
10.1073/pnas.1002355107. Epub 2010 Apr 2.



124

148. Hentges DJ, Maier BR, Burton GC, Flynn MA, TsutakaRK. Effect of a high-
beef diet on the fecal bacterial flora of humabancer Res1977 Feb;37(2):568-
71.

149. Russell WR, Gratz SW, Duncan SH, Holtrop G, Inc&dobbie L, Duncan G,
Johnstone AM, Lobley GE, Wallace RJ, Duthie GGntFIHJ. High-protein,
reduced-carbohydrate weight-loss diets promote loéta profiles likely to be
detrimental to colonic healtPAm J Clin Nutr.2011 May;93(5):1062-72. doi:
10.3945/ajcn.110.002188. Epub 2011 Mar 9.

150. Tuohy KM, Kolida S, Lustenberger AM, Gibson GR.Theebiotic effects of
biscuits containing partially hydrolysed guar gund dructo-oligosaccharides--a
human volunteer studfar J Nutr.2001 Sep;86(3):341-8. 10.1079/BIJN2001394

151. Walton GE, van den Heuvel EG, Kosters MH, Rast#ll Ruohy KM, Gibson
GR. A randomised crossover study investigating #féects of galacto-
oligosaccharides on the faecal microbiota in meth women over 50 years of
age.Br J Nutr. 2012 May;107(10):1466-75. doi: 10.1017/S000711054697.
Epub 2011 Sep 13.

152. Langlands SJ, Hopkins MJ, Coleman N, Cummings JebiBtic carbohydrates
modify the mucosa associated microflora of the huriaage bowel.Gut 2004
Nov;53(11):1610-6.10.1136/gut.2003.037580

153. Tannock GW, Munro K, Harmsen HJ, Welling GW, SmarGopal PK. Analysis
of the fecal microflora of human subjects consumiagprobiotic product
containing Lactobacillus rhamnosus DR2Bppl Environ Microbiol 2000
Jun;66(6):2578-88.

154. Rinne M, Kalliom&ki M, Salminen S, Isolauri E. Profic intervention in the first
months of life: short-term effects on gastrointestisymptoms and long-term
effects on gut microbiotal Pediatr Gastroenterol Nut2006 Aug;43(2):200-5.

155. Mohan R, Koebnick C, Schildt J, Schmidt S, Muel&r Possner M, Radke M,
Blaut M. Effects of Bifidobacterium lactis Bb12 sementation on intestinal
microbiota of preterm infants: a double-blind, @ho-controlled, randomized
study. J Clin Microbiol. 2006 Nov;44(11):4025-31. Epub 2006 Sep 13.
10.1128/JCM.00767-06

156. Gueimonde M, Sakata S, Kalliomaki M, Isolauri EnBe Y, Salminen S. Effect

of maternal consumption of lactobacillus GG on $fan and establishment of



157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

125

fecal bifidobacterial microbiota in neonatdsPediatr Gastroenterol Nutr2006
Feb;42(2):166-70. 10.1097/01.mpg.0000189346.25d72.f

Lyra A, Krogius-Kurikka L, Nikkila J, Malinen E, Kander K, Kurikka K,
Korpela R, Palva A. Effect of a multispecies pratticupplement on quantity of
irritable  bowel syndrome-related intestinal micadbi phylotypes. BMC
Gastroenterol2010 Sep 19;10:110. doi: 10.1186/1471-230X-10-110.

Duncan SH, Lobley GE, Holtrop G, Ince J, Johnstéih, Louis P, Flint HJ.
Human colonic microbiota associated with diet, dgeand weight lossint J
Obes (Lond)2008 Nov;32(11):1720-4. doi: 10.1038/ijo.2008.16pub 2008 Sep
9.

Nadal I, Santacruz A, Marcos A, Warnberg J, Ganagdd, Moreno LA, Martin-
Matillas M, Campoy C, Marti A, Moleres A, Delgado, Meiga OL, Garcia-
Fuentes M, Redondo CG, Sanz Y. Shifts in clostridiacteroides and
immunoglobulin-coating fecal bacteria associatedhwweight loss in obese
adolescentdnt J Obes (Lond)2009 Jul;33(7):758-67. doi: 10.1038/ijo.2008.260.
Epub 2008 Dec 9.

Puupponen-Pimia R1, Seppénen-Laakso T, KankaineMadkonen J, Térronen
R, Kolehmainen M, Leppanen T, Moilanen E, Nohyneldura AM, Poutanen K,
Témas-Barberdn FA, Espin JC, Oksman-Caldentey Kifgcts of ellagitannin-
rich berries on blood lipids, gut microbiota, analithin production in human
subjects with symptoms of metabolic syndronvol Nutr Food Res.2013
Dec;57(12):2258-63. doi: 10.1002/mnfr.20130028QutEp013 Aug 12.

Flint HJ, Duncan SH, Scott KP, Louis P. Interacsi@nd competition within the
microbial community of the human colon: links beémealiet and healtlEnviron
Microbiol. 2007 May;9(5):1101-11. 10.1111/j.1462-2920.2002811x

Magee EA, Richardson CJ, Hughes R, Cummings JHitriDation of dietary
protein to sulfide production in the large intestiran in vitro and a controlled
feeding study in humaném J Clin Nutr 2000 Dec;72(6):1488-94.

Pitcher MC, Cummings JH. Hydrogen sulphide: a bé&dteéoxin in ulcerative
colitis? Gut 1996 Jul;39(1):1-4.

Cummings JH, Macfarlane GT. Colonic microflora: ntidn and health.
Nutrition. 1997 May;13(5):476-8. 10.1016/S0899-9007(97)0024.14



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

126

Drasar BS, Crowther JS, Goddard P, Hawksworth @ Mdl, Peach S, Williams
RE, Renwick A. The relation between diet and themicroflora in manProc
Nutr Soc.1973 Sep;32(2):49-52. 10.1079/PNS19730014

Finegold SM, Attebery HR, Sutter VL. Effect of dien human fecal flora:
comparison of Japanese and American diedsn J Clin Nutr. 1974
Dec;27(12):1456-69.

Hayashi H, Sakamoto M, Benno Y. Fecal microbiakdsity in a strict vegetarian
as determined by molecular analysis and cultivatibhiicrobiol Immunol.
2002;46(12):819-31. 10.1111/j.1348-0421.2002.th@2¢ 6

Mishra S, Mishra HN. Effect of Synbiotic Interacti@f Fructooligosaccharide
and Probiotics on the Acidification Profile, Texaur and Rheological
Characteristics of Fermented Soy Mikood and Bioprocess Technolog913,
6(11): 3166-3176. 10.1007/s11947-012-1021-4

Champagne CP, Ross RP, Saarela M, Hansen KF, @mmgrapoulos D.
Recommendations for the viability assessment obiptits as concentrated
cultures and in food matricegit J Food Microbiol.2011 Oct 3;149(3):185-93.
doi: 10.1016/j.ijfoodmicro.2011.07.005. Epub 2011 14.

Cox MJ, Huang YJ, Fujimura KE, Liu JT, McKean M, B&hey HA, Segal MR,
Brodie EL, Cabana MD, Lynch SV. Lactobacillus cagleundance is associated
with profound shifts in the infant gut microbiom&®LoS One.2010 Jan
18;5(1):e8745. doi: 10.1371/journal.pone.0008745.

Gibson GR, Roberfroid MB. Dietary modulation of thHeuman colonic
microbiota: introducing the concept of prebiotidsNutr. 1995 Jun;125(6):1401-
12.

Gibson GR, Probert HM, Loo JV, Rastall RA, RobedrovMB. Dietary
modulation of the human colonic microbiota: updatthe concept of prebiotics.
Nutr Res Re\2004 Dec;17(2):259-75. doi: 10.1079/NRR200479.

Rinne MM, Gueimonde M, Kalliomaki M, Hoppu U, Salmen SJ, Isolauri E.
Similar bifidogenic effects of prebiotic-supplemedtpartially hydrolyzed infant
formula and breastfeeding on infant gut microbioFEMS Immunol Med
Microbiol. 2005 Jan 1;43(1):59-65. 10.1016/j.femsim.200005 .



174.

175.

176.

177.

178.

179.
180.

181.

182.
183.

184.

185.

186.

127

Kohanski MA, Dwyer DJ, Collins JJ. How antibiotikdl bacteria: from targets to
networks.Nat Rev Microbiol.2010 Jun;8(6):423-35. doi: 10.1038/nrmicro2333.
Epub 2010 May 4.

Sullivan A, Edlund C, Nord CE. Effect of antimiciabagents on the ecological
balance of human microfloraLancet Infect Dis. 2001 Sep;1(2):101-14.
10.1016/S1473-3099(01)00066-4

Bartosch S, Fite A, Macfarlane GT, McMurdo MET. @Gwerization of Bacterial
Communities in Feces from Healthy Elderly Volunteand Hospitalized Elderly
Patients by Using Real-Time PCR and Effects of Batic Treatment on the
Fecal Microbiota.Applied and Environmental Microbiology004;70(6):3575-
3581. doi:10.1128/AEM.70.6.3575-3581.2004.

Wang S-X, Wu W-C. Effects of psychological stresssmall intestinal motility
and bacteria and mucosa in mid&orld Journal of GastroenterologyWJG.
2005;11(13):2016-2021. doi:10.3748/wjg.v11.i13.2016

Mikelsaar M, Zilmer M. Lactobacillus fermentum ME-3an antimicrobial and
antioxidative probioticMicrobial Ecology in Health and Diseas2009;21(1):1-
27. doi:10.1080/08910600902815561.

Strachen DP. Hay fever, Hygiene and household Bigk. 1989: 299; 259 — 260.
Laursen MF, Zachariassen G, Bahl MI, Bergstrom A&sHA, Michaelsen KF,
Licht TR. Having older siblings is associated wght microbiota development
during early childhood. BMC Microbiol. 2015 Aug 1; 15:154. doi:
10.1186/s12866-015-0477-6.

Eder W, Ege MJ, von Mitius E. the asthma epidemiccng J Med2006; 355;
2226 — 2235

Bieber T. Atopic dermatitidN Engl J Med2008; 358:1483-94.

Harjutsalo V, Sjoberg L, Tuomilehto J. Time trendsthe incidence of type 1
diabetes in Finnish children: a cohort stuldgncet2008; 371:1777-82.

Chow J, Mazmanian SK. Getting the bugs out of thenune system: do bacterial
microbiota “fix” intestinal T cell response€Il Host Microbe2009; 5:8-12.

Hale JS, Ahmed R. Memory T Follicular Helper CD4CElls. Frontiers in
Immunology2015;6:16. doi:10.3389/fimmu.2015.00016.

Okada H, Kuhn C, Feillet H, Bach JF. The “hygienpdthesis” for autoimmune
and allergic diseases : an upd&bn Exp Imm2010: 160; 1-9.



187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

128

Drash AL. The etiology of Diabetes mellitud. Eng J Med 1979: 300; 1211 —
1216.

Zucman SC, Garchon HJ, Timsit J, Assan R, Boitar&&ah ID, Bougneres P,
Bach JF. Age-dependent HLA genetic heterogenityygfe 1 insulin-dependent
diabetes mellitus] Clin Invest1992; 90: 2242-2250.

Glisic S, Jailwala P. Interaction between Treg &psig pathways, Treg function
and HLA risk evolves during type 1 diabetes patineges. PLoS One
2012;7(4):e36040. doi: 10.1371/journal.pone.0036&pub 2012 Apr 26.

Bach J-F. The Effect of Infections on Susceptipitd Autoimmune and Allergic
Diseases." New England Journal of Medicin€2002, 347(12): 911-920.
10.1056/NEJMra020100

Bach J-F, Chatenoud L. The Hygiene Hypothesis: Apl&hation for the
Increased Frequency of Insulin-Dependent Diabetésld Spring Harbor
Perspectives in Medicin012;2(2):a007799. doi:10.1101/cshperspect.ad®@779
Patterson CC, Carson DJ, Hadden DR. Epidemiologyghiidhood IDDM in
Northern Ireland 1989-1994: low incidence in aredth highest population
density and most household crowding. Northern trel®iabetes Study Group.
Diabetologia 1996 Sep;39(9):1063-9.

Ivanov Il, Frutos Rde L Manel N, Yoshinaga K, RifkDB, Finlay BB, Litman
DR. Specific microbiota direct the differentiatiari IL-17-producing T-helper
cells in the mucosa of the small intesti@ell Host Microbe2008; 4: 337-349.
Kriegel MA, Sefik E, Hill JA, Wu H-J, Benoist C, Mas D. Naturally
transmitted segmented filamentous bacteria segregith diabetes protection in
nonobese diabetic micBroceedings of the National Academy of Scienceleof
United States of America. 2011; 108 (28): 11548 - 11553.
doi:10.1073/pnas.1108924108.

Hase K, Takahashi D, Ebisawa M, Kawano S, Itoh Kjn® H. Activation-
induced cytidine deaminase deficiency causes osgaciic autoimmune disease.
PL0S One2008; 3:e3033.

Smythies LE, Shen R, Bimczok D, et al. Inflammatiémergy in Human
Intestinal Macrophages Is Due to Smad-inducelol Expression and NkB
Inactivation. The Journal of Biological Chemistry2010;285(25):19593-19604.
doi:10.1074/jbc.M109.069955.



197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

129

Pull, S.L., Doherty JM, Mills JC, Gordon JI, Stappeck TS. Activated
macrophages are an adaptive element of the cokmtbelial progenitor niche
necessary for regenerative responses to injinpc. Natl. Acad. Sci. USA
2005;102 (1): 99-104.

Shao L, Kamalu O, Mayer L. Non-classical MHC classolecules on intestinal
epithelial cells: mediators of mucosal crosstatkmunol Rev2005 Aug;206:160-
76.

Jarry A., Bossard C, Bou-Hanna C, Masson D, EsfigzBenis MG, Laboisse
CL. Mucosal IL-10 and TGF-beta play crucial roles greventing LPSdriven,
IFN-gamma-mediated epithelial damage in human cebglants J. Clin. Invest
2008; 118: 1132-1142.

Rakoff-Nahoum, S., Paglino J, Eslami-Varzaneh Klbdfg S., Medzhitov R.
Recognition of commensal microflora by toll-like ceptors is required for
intestinal homeostasi€ell 2004; 118: 229-241.

Kato LM, Kawamoto S, Maruya M, Fagarasan S. Thee rof the adaptive
immune system in regulation of gut microbiothimmunol Rev 2014
Jul;260(1):67-75. doi: 10.1111/imr.12185.

Vijay-Kumar M, Aitken JD, Carvalho FA, Cullender T®Mwangi S, Srinivasan
S, Sitaraman SV, Knight R, Ley RE, Gewirtz AT. Matéc syndrome and
altered gut microbiota in mice lacking Toll-likeceptor 5.Science 2010 Apr
9;328(5975):228-31. doi: 10.1126/science.11797pLbE2010 Mar 4.

Peng J, Narasimhan S, Marchesi JR, Benson A, W&)gWen L. Long term
effect of gut microbiota transfer on diabetes depeient.J Autoimmun 2014
Sep;53:85-94. doi: 10.1016/j.jaut.2014.03.005. Epab4 Apr 22.

Bouskra D, Brézillon C, Bérard M, Werts C, Varona Boneca IG, Eberl G.
Lymphoid tissue genesis induced by commensals ¢giwroNOD1 regulates
intestinal homeostasis.Nature 2008 Nov 27;456(7221):507-10. doi:
10.1038/nature07450. Epub 2008 Nov 5.

Kobayashi KS, Chamaillard M, Ogura Y, Henegariu l@hara N, Nufiez G,
Flavell RA. Nod2-dependent regulation of innate amlptive immunity in the
intestinal tractScience2005 Feb 4;307(5710):731-4. 10.1126/science.11D49
Vaishnava S, Behrendt CL, Ismail AS, Eckmann L, peroLV. Paneth cells

directly sense gut commensals and maintain honssss the intestinal host-



207.

208.

2009.

210.

211.

212.

213.

214,

215.

216.

217.

130

microbial interface.Proceedings of the National Academy of Scienceth@f
United States of America. 2008; 105 (52): 20858 - 20863.
doi:10.1073/pnas.0808723105.

Salzman NH, Hung K, Haribhai D, et al. Enteric dasies are essential regulators
of intestinal microbial ecology. Nature immunology 2010;11(1):76-83.
doi:10.1038/ni.1825.

Brandl K, Plitas G, Schnabl B, DeMatteo RP, Pam&. B1yD88-mediated
signals induce the bactericidal lectin Reglénd protect mice against intestinal
Listeria  monocytogenes infectionThe Journal of Experimental Medicine
2007;204(8):1891-1900. doi:10.1084/jem.20070563.

Vaishnava S, Yamamoto M, Severson KM, et al. Théaaterial lectin Regli
promotes the spatial segregation of microbiota lapst in the intestineScience
(New York, NY). 2011;334(6053):255-258. doi:10.11stence.1209791.
Campbell D.J, Koch MA. Phenotypical and functiospkcialization of FOXP3
+regulatory T cellsNature reviews Immunolod011; 11: 119-130.

Flajnik MF, Du Pasquier L. Evolution of innate aadaptive immunity: can we
draw a line?Trends Immunol2004 Dec;25(12):640-4. 10.1016/}.it.2004.10.001
Hu Y., Shen F, Crellin NK, Ouyang W. The IL-17 paty as a major therapeutic
target in autoimmune diseas@sin. N.Y. Acad. Sc2011; 1217: 60-76.
Gaboriau-Routhiau,V., Rakotobe S, Lecuyer E, Mulddran A, Bridonneau C,
Rochet V, Pisi A, DePaepe M, Brandi G, Eberl G, ISheKelly D, Cerf-
Bensussan N. The key role of segmented filamerbaggeria in the coordinated
maturation of gut helper T cell respondesmunity2009; 31: 677—-689.

Singh B, Read S, Asseman C, Malmstrom V, MotteSteéphens LA, Stepankova
R, Tlaskalova H, Powrie F. Control of intestinaflammation by regulatory T
cells.Immunol Rex2001; 182: 190-200.

Baumgart DC, Carding SR. Inflammatory bowel diseasmuse and
immunobiology.Lancet2007; 369:1627-1640.

Dubois B., Joubert G, Aguero MG, Gouanvic M, Goubke Kaiserlian D.
Sequential role of plasmacytoid dendritic cells aedulatory T cells in oral
tolerance Gastroenterology009; 137: 1019-1028.

Hand T, Belkaid Y. Microbial control of regulatoand effector T cell responses
in the gut.Curr Opin ImmunoR010; 22:63-72.



218.

219.

220.

221.

222.

223.

224,

225.

226.
227.

228.

131

Badami E, Sorini C, Coccia M, et al. Defective Bintiation of Regulatory
FoxP3+ T Cells by Small-Intestinal Dendritic Cells Patients With Type 1
DiabetesDiabetes 2011;60(8):2120-2124. doi:10.2337/db10-1201.

Turley SJ, Lee J-W, Dutton-Swain N, Mathis D, BetdC. Endocrine self and
gut non-self intersect in the pancreatic lymph so&eoceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of Am&¥h;102(49):17729-17733.
doi:10.1073/pnas.0509006102.

Wei B, Wingender G, Fujiwara D, et al. Commensaktidbiota and CD8+ T
Cells Shape the Formation of Invariant NKT Cellaurnal of immunology
(Baltimore, Md: 1950). 2010;184(3):1218-1226. doi:10.4049/jimmupeD2620.
He B, Xu W, Santini PA, Polydorides AD, Chiu A, Edta J, Shan M, Chadburn
A, Villanacci V, Plebani A, Knowles DM, Rescigno Merutti A.Intestinal
bacteria trigger T cell-independent immunoglobufi2) class switching by
inducing epithelial-cell secretion of the cytokin®PRIL. Immunity 2007
Jun;26(6):812-26.DOI: 10.1016/j.immuni.2007.04.014.

Himanshu Kumar, Taro Kawai, Shizuo Akira Toll-likeceptors and innate
immunity. Biochemical and Biophysical Research Communications
2009;388:621-625.

Lemaitre B, Nicolas E, Michaut L, Reichhart JM, Ho&nn JA. The dorsoventral
regulatory gene cassette spatzle/Toll/cactus cisnttbe potent antifungal
response in Drosophila adul@ell 1996;86: 973-83.

Medzhitov R, Preston-Hurlburt P, Janeway Jr CA. tknn homologue of the
Drosophila Toll protein signals activation of adaet immunity. Nature
1997;388:394-397.

Medzhitov R. Recognition of microorganisms and \atton of the immune
responseNature2007;449: 819-826.

Beutler BA. TLRs and innate immunitglood 2009;113: 1399-1407.

Underhill DM, Ozinsky A. Toll-like receptors: key ediators of microbe
detectionCurr Opin ImmunoR002; 14: 103-10.

Devaraj S, Dasu MR, Rockwood J, Winter W, Griffed, Sialal I. Increased toll-
like receptor (TLR) 2 and TLR4 expression in mortesyfrom patients with type
1 diabetes: further evidence of a proinflammataagesJ Clin Endocrinol Metab
2008 Feb;93(2):578-83. Epub 2007 Nov 20.



229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

132

Devaraj S, Jialal I, Yun JM, Bremer A. Demonstratiof increased toll-like
receptor 2 and toll-like receptor 4 expression ianotytes of type 1 diabetes
mellitus patients with microvascular complicationgVetabolism 2011
Feb;60(2):256-9. doi: 10.1016/j.metabol.2010.01.@)xub 2010 Feb 12.

Wong, FS, Wen, L. Toll-like receptors and diabet&snals of the New York
Academy of Sciences, 2008, 1150, 123-132.
http://dx.doi.org/10.1196/annals.1447.063

Dasu MR, Devaraj S, Park S, Jialal I. Increaseldita receptor (TLR) activation
and TLR ligands in recently diagnosed type 2 diabgiibjectsDiabetes Care
2010 Apr;33(4):861-8. doi: 10.2337/dc09-1799. ERORO Jan 12.

Rojo-Botello NR, Garcia-Hernandez AL, Moreno-Fiardo. Expression of toll-
like receptors 2, 4 and 9 is increased in gingiisaue from patients with type 2
diabetes and chronic periodontitisPeriodontal Res2012 Feb;47(1):62-73. doi:
10.1111/;.1600-0765.2011.01405.x. Epub 2011 Aug 17.

Ahmad R, Al-Mass A, Atizado V, Al-Hubail A, Al-Ghitas F, Al-Arouj M,
Bennakhi A, Dermime S, Behbehani K. Elevated exqoes of the toll like
receptors 2 and 4 in obese individuals: its sigaiice for obesity-induced
inflammation.J Inflamm (Longl 2012 Nov 28;9(1):48. doi: 10.1186/1476-9255-
9-48.

Uematsu, S., Akira, S. Toll-like receptors and tenammunity. Journal of
Molecular Medicing 2006, 84, 712-725. http://dx.doi.org/10.1007/<SI006-
0084-y

Modlin RL. Mammalian toll-like receptorsAnn Allergy Asthma Immunol
2002;88: 543-7.

Kumagai Y, Takeuchi O, Akira S: Pathogen recognitity innate receptorsl.
Infect Chemothe2008; 14:86—-92.

O'Neill LA, Golenbock D, Bowie AG. The history ofoll-like receptors -
redefining innate immunityNat Rev ImmunoR013; 13(6):453-60.

Kaisho T, Akira S. Toll-like receptor function argignaling.J Allergy Clin
Immunol2006;117: 979-87

Cario E. Bacterial interactions with cells of thetestinal mucosa: Toll-like
receptors and NODZut 2005;54: 1182-93.



133

240. Kanzler H, Barrat FJ, Hessel EM, Coffman RL. Thex# targeting of innate
immunity with Toll-like receptor agonists and ardagsts.Nat Med2007;13: 552-
9.

241. Wen L, Ley RE, Volchkov PY, Stranges PB, Avaneskastonebraker AC, Hu
C, Wong FS, Szot GL, Bluestone JA, Gordon JI, Chesiky AV. Innate
immunity and intestinal microbiota in the developef Type 1 diabetedNature
2008; 455:1109-13.

242. Du T, Zhou ZG, You S, Lin J, Yang L, Zhou WD, HuaBg Chao C. Regulation
by 1, 25-dihydroxy-vitamin D3 on altered TLRs exgs®n and response to
ligands of monocyte from autoimmune diabet€din Chim Acta 2009
Apr;402(1-2):133-8. doi: 10.1016/j.cca.2008.12.08pub 2009 Jan 11.

243. Rock FL, Hardiman G, Timans JC, Kastelein RA, BaZzknA family of human
receptors structurally related to Drosophila TBHoc Natl Acad Sci U S A998;
95: 588- 93.

244. Chiu, YC., Lin, CY., Chen, CP., Huang, KC., TongyiKk Tzeng, CY., Lee, TS.,
Hsu, HC., Tang, C.-H. Peptidoglycan enhances ILf6dpction in human
synovial fibroblasts via TLR2 receptor, focal adbaskinase, Akt, and AP-1-
dependent pathwayThe Journal of Immunology2009, 183, 2785-2792.
http://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.0802826

245. Ozinsky A, Underhill DM, Fontenot JD, Hajjar AM, $itm KD, Wilson CB,
Schroeder L, Aderem A. The repertoire for pattexcognition of pathogens by
the innate immune system is defined by cooperdigtween Toll-like receptors.
Proc Natl Acad Sci US2000; 97: 13766-71.

246. Romagne F. Current and future drugs targeting dasscof innate immunity
receptors: the Toll-like receptoiBrug Discov Today007;12: 80-7.

247. Janeway Jr CA., Medzhitov R. Innate immune recagmitAnnu. Rev. Immunol
2002;20: 197-216.

248. Mathis D., Benoist C. The influence of the micrdbhion type-1 diabetes, on the
threshold of a leap forward in our understandimgmunological review2012:
245, 239-249.

249. American Diabetes Association. 2. Classificatiord ddiagnosis of Diabetes.
Diabetes Care015, 38(Supplement 1): S8-S16.



250.

251.

252.
253.

254,

255.

256.

257.

258.

259.

260.

134

Soyucen E: Tip 1 Diyabetes mellitus olan ¢ocuklastammun tiroidit ve gluten
duyarli enteropati birlikte§ii (tez). Trakya Universitesi, Trakya Tip Fakultesi,
2001.

Saka HN. Diabetes mellitus. In: Gundz H, Ocal Gydém N (eds), Pediatrik
Endokrinoloji (1st ed)Pediatrik Endokrinoloji ve Oksoloji Derge Yayinlary
Ankara; 2003: s. 415-457.

Abaci A, Bober E, Bluyikgebiz A. Tip 1 diabet, Glinéediatri 2007; 5: 1-10.
Prazny M, Skrha J, Limanova Z, Vanickova Z, Higead, Prazna J, Jaresova M,
Strizeb.Screening for Associated Autoimmunity in Type 1 DWith Respect to
Diabetes ControPhysiol. Res2005; 54: 41-48.

Kaizer EC, Glaser CL, Chaussabel D, Banchereaastual V, White PC. Gene
expression in peripheral blood mononuclear cetsnfichildren with diabetesl
Clin Endocrinol Metab2007 Sep;92(9):3705-11. Epub 2007 Jun 26.

Dunger DB, Sperling MA, Acerini CL, Bohn DJ, Danem®, Danne TPA,
Glaser NS, Hanas R, Hintz RL, Levitsky LL, Savag® M asker RC. Wolfsdorf
JI ESPE / LWPES consensus statement on diabetadidbsis in children and
adolescentsArch Dis Child2004; 89: 188 194.

Alemzadeh R, Wyatt D.T. Diabetes Mellitus in chddr In: Behrman RF,
Kliegman RM, Jenson HB (eds), Nels®extbook of Pediatric§l7 th ed) W.B.
Saunders Company, Philadelphia; 2000: pp. 1947-1972

Bodansky HJ, Staines A, Stephenson C, Haigh DwEigfit R: Evidence for an
environmental effect in the aetiology of insilinpgadent diabetes in a
transmigratory populatiolBMJ1992; 304: 1020-1022.

Zucman SC, Garchon HJ, Timsit J, Assan R, Boitayds&iah ID et all: Age-
dependent HLA genetic heterogenity of Type 1 imsdipendent diabetes
mellitus.J Clin Invest1992; 90: 2242-2250

Baisch JM, Weeks T, Gilles R, Hoover M, StastnBpra JD: Analysis of HLA-
DQ Genotypes and susceptibility in insulin-dependizyabetes mellitudN Eng J
Med 190; 322: 1836-1841

Hanas, R., Donaghue, K.C., Klingensmith, G., andftSw.G.ISPAD clinical
practice consensus guidelines 2009 compendiunadattion.Pediatric diabetes
2009; 10(12), 1-2.



261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

135

Williams RM, Amin R, Saukkonen T, Dunger D. Recadlvances in diabetes
mellitus. Current Pediatric2003; 13: 128-133.

Devendra D, Liu E, Eisenbarth GS. Type 1 diabetasent developmentBritish

J Med2004; 328: 750-4.

Goodnow CC, Sprent J, Fazekas de St Groth B, Van@&3. Cellular and genetic
mechanisms of self tolerance and autoimmumture2005; 435:590-7.

Akira S, Uematsu S, Takeuchi O: Pathogen recognditd innate immunityCell
2006; 124:783-801

Mollen KP, Anand RJ, Tsung A, et al: Emerging payad Toll-like receptor 4-
sentinel for the detection of tissue dam&gfeock2006; 26: 430-437.

Schultz M, Tonkonogy SL, Sellon RK, Veltkamp C, Geg VL, Kwon J,
Grenther WB, Balish E, Horak |, Sartor RB. IL-2-@&fnt mice raised under
germfree conditions develop delayed mild focal stiteal inflammation.Am J
Physiol1999; 276: G1461-72.

Mazmanian SK, Round JL, Kasper DL. A microbial symsiz factor prevents
intestinal inflammatory diseasdature2008; 453:620-5.

Wu HJ, Ivanov I, Darce J, Hattori K, Shima T, UraksY, Littman DR, Benoist
C, Mathis D. Gut-residing segmented filamentoustdrae drive autoimmune
arthritis via T helper 17 cellsmmunity2010; 32:815-27.

Abdollahi-Roodsaz S, Joosten LA, Koenders MI, DavieRRoelofs MF, Radstake
TR, Heuvelmans-Jacobs M, Akira S, Nicklin MJ, Ribebias F, van den Berg
WB. Stimulation of TLR2 and TLR4 differentially sks the balance of T cells in
a mouse model of arthritig Clin Inves2008; 118:205-16.

Rashid T, Ebringer A. Rheumatoid arthritis is lidki» Proteus—the evidence.
Clinical Rheumatology 20026 (7) 1036—1043.

Alam C, Bittoun E, Bhagwat D, Valkonen S, Saari Jaakkola U, Eerola E,
Huovinen P, Hanninen A. Effects of a germ-free smvinent on gut immune
regulation and diabetes progression in non-obessbetic (NOD) mice.
Diabetologia2011; 54:1398-406.

Lavasani S, Dzhambazov B, Nouri M, Fak F, Buskév8lin G, Thorlacius H,
Alenfall J, Jeppsson B, Westrom B. A novel prolmatiixture exerts atherapeutic
effect on experimental autoimmune encephalomyelitiediated by IL-10
producing regulatory T cell®LoS One2010; 5:€90009.



273.

274.

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

136

Rashid T, Ebringer A, Ankylosing spondylitis is Ked to Klebsiella—the
evidenceClinical Rheumatology2007; 26 (6) 858—864.

Maldonado MA, Kakkanaiah V, MacDonald GC, Chen FapR EA, Balish E,
Farkas WR, Jennette JC, Madaio MP, Kotzin BL, CoRénEinsberg RA. The
role of environmental antigens in the spontaneaw@ldpment of autoimmunity
in MRL-Ipr mice.J Immunol1999; 162:6322-30.

Fasano A, Shea-Donohue T. Mechanisms of diseaseplté of intestinal barrier
function in the pathogenesis of gastrointestingbiaumune diseasedNat Clin
Pract Gastroneterol Hepat@005; 2:416-422.

Santoni M, Andrikou K, Sotte V, Bittoni A, Lanese Rellei C, Piva F, Conti A,
Nabissi M, Santoni G, Cascinu S. Toll like receptand pancreatic diseases:
From a pathogenetic mechanism to a therapeutiettaCgncer Treat Rev2015
Jul;41(7):569-76. doi: 10.1016/j.ctrv.2015.04.08pub 2015 Apr 11.

Lee M-S. Treatment of Autoimmune Diabetes by Irimigi the Initial Event.
Immune Network2013;13(5):194-198. doi:10.4110/in.2013.13.5.194.

Gulden E, Wen L. Toll-Like Receptor Activation iminunity vs. Tolerance in
Autoimmune Diabetes. Frontiers in Immunology  2014;5:1109.
doi:10.3389/fimmu.2014.00119.

Kim DH, Lee JC, Kim S, Oh SH, Lee MK, Kim KW, Lee 3 Inhibition of
autoimmune diabetes by TLR2 tolerandémmunol 2011 Nov 15;187(10):5211-
20. doi: 10.4049/jimmunol.1001388. Epub 2011 Oct 12

Devaraj S, Tobias P, Jialal I. Knockout of tolldikeceptor-4 attenuates the pro-
inflammatory state of diabetesCytokine 2011 Sep;55(3):441-5. doi:
10.1016/j.cyt0.2011.03.023. Epub 2011 Apr 16.

Filippi CM, Ehrhardt K, Estes EA, Larsson P, Oldhdm, von Herrath MG.
TLR2 signaling improves immunoregulation to previgme 1 diabete€uropean
journal of immunology2011;41(5):1399-1409. doi:10.1002/€ji.200939841.

Kim HS, Han MS, Chung KW, Kim S, Kim E, Kim MJ, Jai, Lee HA, Youn J,
Akira S, Lee MS. Toll-like receptor 2 senses bett-@teath and contributes to the
initiation of autoimmune diabetebnmunity 2007 Aug;27(2):321-33. Epub 2007
Aug 16.



283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

137

Karumuthil-Melethil S, Perez N, Li R, Vasu C. Indionn of Innate Immune
Response through Toll-like Receptor 2 and Dectiprdvents type 1 diabetes.
Journal of immunologyBaltimore, Md: 1950). 2008;181(12):8323-8334.

Al Shamsi M, Shahin A, Iwakura Y, Lukic ML, Mens&rewn EP. Pam3CSK(4)
enhanced beta cell loss and diabetogenesis: tee ofl IFN-gamma and IL-17.
Clin Immunol 2013 Oct;149(1):86-96. doi: 10.1016/j.clim.203aD1. Epub
2013 Jun 13.

Aumeunier A, Grela F, Ramadan A, et al. Systemidl-Oike Receptor
Stimulation Suppresses Experimental Allergic Astrand Autoimmune Diabetes
in NOD Mice. Bozza PT, ed. PLoS ONE 2010;5(7):e11484.
doi:10.1371/journal.pone.0011484.

Gulden E, lhira M, Ohashi A, et al. Toll-Like Retep4 Deficiency Accelerates
the Development of Insulin-Deficient Diabetes inNObese Diabetic Mice.
Lynn FC, edPL0oS ONE2013;8(9):e75385. doi:10.1371/journal.pone.00B538
Li M, Song L, Gao X, Chang W, Qin X. Toll-like rgm®r 4 on islep cells senses
expression changes in high-mobility group box 1 eontributes to the initiation
of type 1 diabetesExperimental & Molecular Medicine2012;44(4):260-267.
doi:10.3858/emm.2012.44.4.021.

276. Gianani R., Eisenbarth GS. The stages of ypeliabetes:Immunol. Rev
2005; 204: 232-249.

Harrison LC, Honeyman MC, Morahan G, Wentworth Hkassaby S, Colman
PG Fourlanas S. Type 1 diabetes: lessons for abh@immune diseasesP
Autoimmur2008; 31 (3): 306-310.

Musso G., Gambino R., Cassader M. Interactions BetwGut Microbiota and
Host Metabolism Predisposing to Obesity and Diabétenu Rev Med2011; 62:
361-380.

TEDDY Study Group. The Environmental Determinarft®m@mbetes in the Young
(TEDDY) Study.Ann. N.Y. AcadSci.2008;1150:1-13.

Calcinaro F, Dionisi S, Marinaro M, Candeloro PnBto V, Marzotti S, Corneli
LB, Ferretti E, Gulino A, Grasso F, De Simone C, Bario U, Falorni A,
Boirivant M, Dotta F. Oral probiotic administratiomduces interleukin-10
production and prevents spontaneous autoimmuneetgigbin the non-obese
diabetic mouseDiabetologia2005; 48: 1565-1575.



293.

294.

295.

296.

297.

298.

299.

300.

138

Hsieh F-C, Lee C-L, Chai C-Y, Chen W-T, Lu Y-C, V@uS. Oral administration
of Lactobacillus reuteri GMNL-263 improves insuliesistance and ameliorates
hepatic steatosis in high fructose-fed rédstrition & Metabolism 2013;10:35.
doi:10.1186/1743-7075-10-35.

Atkinson MA, Chervonsky A. Does the gut microbidiave a role in type 1
diabetes? Early evidence from humans and animalelsodf the disease.
Diabetologia 2012 Nov;55(11):2868-77. doi: 10.1007/s00125-@6Z2-4. Epub
2012 Aug 9.

Roesch LF, Lorca GL, Casella G, Giongo A, NaranjdPfonzio AM, Li N, Mai
V, Wasserfall CH, Schatz D, Atkinson MA, Neu J, plett EW. Culture-
independent identification of gut bacteria corretitvith the onset of diabetes in a
rat modelISME J2009; 3: 536-548.

Brown CT, Davis-Richardson AG, Giongo A, Gano KA,aBb DB, Mukherjee
N, Casella G, Drew JC, llonen J, Knip M, Hyo6ty Heipla R, Simell T, Simell
O, Neu J, Wasserfall CH, Schatz D, Atkinson MA plett EW: Gut microbiome
metagenomics analysis suggests a functional mauoleltife development of
autoimmunity for type 1 diabeteBL0oS One2011, 6:€25792.

Brugman S, Klatter FA, Visser JT, Wildeboer-Velo€ AHarmsen HJ, Rozing J,
Bos NA. Antibiotic treatment partially protects agst type 1 diabetes in the Bio-
Breeding diabetes-prone rat. Is the gut flora imedlin the development of type 1
diabetesDiabetologia 2006 Sep;49(9):2105-8. Epub 2006 Jul 1.

Valladares R, Sankar D, Li N, Williams E, MahmouMA3.ai K-K, Abdelgeliel
AS, Gonzales CF, Wasserfall CH, Larkin Il J, SehBt Atkinson MA, Triplett
EW, Neu J, Lorca GL. Lactobacillus johnsonii N6.&igates the development of
type 1 diabetes in BB-DP raBLoS One2010; 5: e10507

Tortora GJ, Funke BR, Case LC. Microbiology anddtrction iginde Hentges
DJ, editor. Firmicutes p.314. Bacteroidetes p.32Rearson Education T1ed.
2013.

Holdeman, L.V., Good, I.J. and Moore, W.E. Humanafeoral: variation in
bacterial composition within individuals and a pbks effect of emotional tres.
Appl. Environ. Microbiol 197631): 359375.



139

301. Rabizedeh S, Rhee KJ, Wu S, Huso D, Gan CM, GdiybWu X, Zhang M,
Sears CL. EnterotoxigeniBacteroides fragilis a potential instigator of colitis.
Inflamm Bowel Dis2007: 13(2): 1475-1483.

302. Fang H, Edlund C, Nord CE, Hedberg M.Selection ddfoRitin- resistant
Bacteroides thetaiotaomicromutants and mechanisms involved in beta-lactam
resistanceClin Infect Dis 2002;35: 47-53.

303. Wexler HM. Bacteroides: the good, the bad, andnitig-gritty. Clin Microbiol
Rev 2007 Oct;20(4):593-621.

304. Snydman DR, Jacobus NV, McDermott LA, Ruthazer Bla@ Y, Goldstein EJC,
et al. National survey on the susceptibility of #moides fragilis group: report
and analysis of trends in United States from 1992Q04.Antimicrob Agents
Chemother2007;51:1649-55,d0i10.1128/AAC.01435-06.

305. Hecht DW. Prevalence of antibiotic resistance iaegobic bacteria: worrisome
developmentsClin Infect Dis2004;39:92-7.

306. Sakamoto M, Benno Y. Reclassification of Bactersidigstasonis, Bacteroides
goldsteinii and Bacteroides merdae as Parabactsradiidtasonis gen. nov., comb.
nov., Parabacteroides goldsteinii comb. nov. andzeteroides merdae comb.
nov.Int J Syst Evol Microbiol. 2006 Jul;56(Pt 7):1599-605. doi:
10.1099/ijs.0.64192-0

307. Surana NK, Kasper DL. The yin yang of bacterial ysatcharides: Lessons
learned from B. fragilis PSA.Immunological reviews 2012;245(1):13-26.
doi:10.1111/j.1600-065X.2011.01075.x.

308. Mejia-Lebn ME, Petrosino JF, Ajami NJ, Domingue2i®BeViG, de la Barca
AMC. Fecal microbiota imbalance in Mexican childreiith type 1 diabetes.
Scientific Reports2014;4:3814. doi:10.1038/srep03814.

309. Johnson JL. Taxonomy of Bacteroides Desoxyribomuieleid homologies among
Bacteroides fragilisand other saccharolytic Bacteroides specibsurnal of
systematic BacteriologlQ78; 28: 245-256

310. Kandler O, Weiss N. Regular nonsporing Gram pasifRods (ed.Sneath, PHA;
Mair Ns, Sharpe ME, Holt JGBergey’s Manual of Systematic bacteriology
Volume 2. Wiliams and Wiliams. Baltimore. 1208 -6021986.

311. Axelsson L. Lactic Acid Bacteria: Classificationda®hysiology. in: Salminen,
S.von Wright, A. and Ouwehand A. (Eds.), Lactic d\Biacteria: Microbiological



312.

313.

314.

315.

316.

317.

318.

319.

320.

140

and Functional Aspects. 3rd rev. and exp. ed. Mdbekker, Inc., New York,
pp.1-66. 2004.

Teuber M., Meile L., Schwarz F. Acquired AntibiofResistance in Lactic Acid
Bacteria From FoodAntonie Van Leewenhoek999; 76, 115-137.

Walter J. Ecological Role of Lactobacilli in the <Baintestinal Tract:
Implications for Fundamental and Biomedical Redear@pplied and
Environmental Microbiology2008;74(16):4985-4996. doi:10.1128/AEM.00753-
08.

Tamime AY., Marshall VME. Microbiology and technglp of fermented milks.
Microbiology and Biochemistry of Cheese and FerraénMilk. B. A. Law,
Springer, US: 57-152. 1997.

Rosaria M., Modesto M., Biavati B. Antibiotic Retsisce of Lactic Acid Bacteria
and Bifidobacterium Spp. Isolated From Dairy And Pharmaceutical Products.
International Journal Of Microbiolog2007; 115, 35-42.

Imani Fooladi AA, Yazdi MH, Pourmand MR, et al. Tigytokine Production
Induced by Lactobacillus acidophilus in BALB/c Midgearing Transplanted
Breast Tumor. Jundishapur Journal of Microbiology 2015;8(4):e17354.
doi:10.5812/jjm.8(4)2015.17354.

Kirjavainen PV, EI-Nezami HS, Salminen SJ, Ahok#&s\Wright PF. The effect
of orally administered viable probiotic and dairgactobacili on mouse
lymphocyte proliferationFEMS Immunol Med Microbiol1999 Nov;26(2):131-
5.doi: 10.1111/}.1574-695X.1999.tb01380.x.

Liévin-Le Moal V, Servin AL. Anti-Infective Activiies of Lactobacillus Strains
in the Human Intestinal Microbiota: from Probiotits Gastrointestinal Anti-
Infectious  Biotherapeutic  Agents. Clinical  Microbiology = Reviews
2014;27(2):167-199. doi:10.1128/CMR.00080-13.

Wells JM. Immunomodulatory mechanisms of lactoliaciMicrobial Cell
Factories.2011;10(Suppl 1):S17. doi:10.1186/1475-2859-1053T-

Baati L, Fabre-Gea C, Auriol D, Blanc PJ. Study tbhé cryotolerance of
Lactobacillus acidophilus: effect of culture andedzing conditions on the
viability and cellular protein levels.Study of tlveyotolerance of Lactobacillus

acidophilus: effect of culture and freezing coradis on the viability and cellular



321.

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

141

protein levels. Int J Food Microbiol 2000 Sep 10;59(3):241-
7.doi:10.1016/S0168-1605(00)00361-5

Yadav H, Jain S, Sinha PR. Antidiabetic effect ebhiotic dahi containing
Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei high fructose fed rats.
Nutrition. 2007;23:62—68.

McFarland LV. Evidence-based review of probioticsg fntibiotic-associated
diarrhea and Clostridium difficile infectiong\naerobe 2009 Dec;15(6):274-80.
doi: 10.1016/j.anaerobe.2009.09.002. Epub 200918ct

Moroti C, Souza Magri LF, de Rezende Costa M, AQawndDC, Sivieri K. Effect
of the consumption of a new symbiotic shake on@ty@ and cholesterol levels
in elderly people with type 2 diabetes mellitl$pids in Health and Disease
2012;11:29. d0i:10.1186/1476-511X-11-29.

Andreasen AS, Larsen N, Pedersen-Skovsgaard T, BdrgMaller K, Svendsen
KD, Jakobsen M, Pedersen BK. Effects of Lactobasikcidophilus NCFM on
insulin sensitivity and the systemic inflammatoegponse in human subjedss.

J Nutr. 2010 Dec;104(12):1831-8. doi: 10.1017/S000711462804. Epub 2010
Sep 6.

Gomes AC, Bueno AA, de Souza RGM, Mota JF. Gut ohicta, probiotics and
diabetesNutrition Journal.2014;13:60. doi:10.1186/1475-2891-13-60.

Naito E, Yoshida Y, Makino K, Kounoshi Y, Kunihi®, Takahashi R, Matsuzaki
T, Miyazaki K, Ishikawa F. Beneficial effect of dradministration of
Lactobacillus casei strain Shirota on insulin re@sise in diet-induced obesity
mice. J Appl Microbiol 2011 Mar;110(3):650-7. doi: 10.1111/}.1365-
2672.2010.04922.x. Epub 2011 Feb 1.

Human Microbiome Project (HMP). Esiin. 14.09.2014
http://nihroadmap.nih.gov/hmp/, http://hmpdacc.org/

Lederberg J, McCray AT. ‘Ome Sweet’ Omics-a gengiakl treasury of words.
Scientist 2001;15:8.

Bozok T,Simsek T, Komir S, Ulu A. Normal Mikrobiyal Floranimsan Sl g
Uzerine Etkisi veinsan Mikrobiyom ProjesiArchives Medical Review Journal
2014; 23 (3) :420-426.

Karacay BIcimizdeki Diinya: MikrobiyomBilim ve Teknik2010; (9) :36 — 43.



331.

332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

142

Giongo A, Crabb DB, Davis-Richardson AG, ChauliacNDobberley JM, Gano
KA, Mukherjee N, Casella G, Roesch LF, Walts B,&A, King G, Triplett EW.
PANGEA: pipeline for analysis of next generation pdicons. ISME J. 2010
Jul;4(7):852-61.

Sutcliffe IC, Trujillo ME, Goodfellow M. A call toarms for systematists:
revitalising the purpose and practises underpinrtimg description of novel
microbial taxa. Antonie Van Leeuwenhaek2012 Jan;101(1):13-20. doi:
10.1007/s10482-011-9664-0. Epub 2011 Oct 30.

Stark PL, Lee A. The bacterial colonization of thege bowel of pre-term low
birth weight neonated. Hyg (Lond).1982 Aug;89(1):59-67.

Westra-Meijer CM, Degener JE, Dzoljic-Danilovic ®ljchel MF, Mettau JW.
Quantitative study of the aerobic and anaerobiccdbdlora in neonatal
necrotising enterocolitiArch Dis Child.1983 Jul;58(7):523-8.

Chassard C, Bernalier-Donadille A. H2 and acetatnsfers during xylan
fermentation between a butyrate-producing Xxylanolytspecies and
hydrogenotrophic microorganisms from the human §EMS Microbiol Lett
2006 Jan;254(1):116-22.

Seng P, Drancourt M, Gouriet F, La Scola B, FourRiE, Rolain JM, Raoult D.
Ongoing revolution in bacteriology: routine ider#tion of bacteria by matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-flighéss spectrometrZlin Infect
Dis. 2009 Aug 15;49(4):543-51. doi: 10.1086/600885.

Dubourg G, Lagier JC, Armougom F, Robert C, HamaBrbuqui P, Raoult D.
The gut microbiota of a patient with resistant tgoéosis is more
comprehensively studied by culturomics than by getamics.Eur J Clin
Microbiol Infect Dis.2013 May;32(5):637-45. doi: 10.1007/s10096-0127t38
Epub 2013 Jan 6.

Petrosino JF, Highlander S, Luna RA, Gibbs RA, ¥krgc J. Metagenomic
pyrosequencing and microbial identificati@®in Chem.2009 May;55(5):856-66.
doi: 10.1373/clinchem.2008.107565. Epub 2009 Mar 5.

Nechvatal JM, Ram JL, Basson MD, Namprachan P, NEB; Badsha KZ,
Matherly LH, Majumdar AP, Kato I. Fecal collectiommbient preservation, and
DNA extraction for PCR amplification of bacteriahch human markers from
human feces] Microbiol Methods2008 Feb;72(2):124-32. Epub 2007 Nov 21.



340.

341.

342.

343.

344.

345.

346.

347.

348.

349.

350.

143

Hernandez GE, Mondala TS, Head SR. Assessing d raa-temperature RNA
storage medium for compatibility in microarray gemegpression analysis.
Biotechniques2009 Aug;47(2):667-8, 670. doi: 10.2144/000113209

Prosser JI, Bohannan BJ, Curtis TP, Ellis RJ, EoresMK, Freckleton RP, Green
JL, Green LE, Killham K, Lennon JJ, Osborn AM, Sold, van der Gast CJ,
Young JP. The role of ecological theory in micrélgieology.Nat Rev Microbiol.
2007 May;5(5):384-92. doi:10.1038/nrmicro1643

Mullis K, Faloona F, Scharf S, Saiki R, Horn G, i&ml H. Specific enzymatic
amplification of DNA in vitro: the polymerase chaieaction.Cold Spring Harb
Symp Quant Bioll986;51 Pt 1:263-73.

Thompson JR, Marcelino LA. Polz MF. Heteroduplexas mixed-template
amplifications: formation, consequence and elimaraby “reconditioning PCR”.
Nucleic Acids Re2002, 30(9), pp.2083-8.

Smith C, Osborn AM. Advantages and limitations oaqtitative PCR (Q-PCR)-
based approaches in microbial ecoldggMS Microbiol Ecol2009, 67(1), pp.6—
20.

Valasek MA. Repa JJ. The power of real-time P@Rv Physiol Educ2005,
29(3), pp.151-159.

Gibson N. The use of real-time PCR methods in DN&gjuence variation
analysisClin Chim Acta 2006 Jan;363(1-2):32-47. Epub 2005 Sep 22.
Temmerman R. Masco L, Vanhoutte T, Huys G, Swing®elelopment and
validation of a nested-PCR-denaturing gradient eJettrophoresis method for
taxonomic characterization of bifidobacterial conmties. Appl Environ
Microbiol, 2003, 69(11), pp.6380-6385.

Muyzer G., de Waal EC, Uitterlinden AG. Profiling eomplex microbial
populations by denaturing gradient gel electropsisr@analysis of polymerase
chain reaction-amplified genes coding for 16S rRM¥pl Environ Microbio)
1993, 59(3), pp.695-700.

Muyzer G, Smalla K. Application of denaturing grewli gel electrophoresis
(DGGE) and temperature gradient gel electrophor€¢$(SGE) in microbial
ecology.Antonie van Leeuwenhqek998, 73(1), pp.127-41.

Siqueira JF, Fouad AF, Roé6c¢as IN. Pyrosequencingaasool for better
understanding of human microbiomé@<ral Microbiol, 2012, 4, pp.1-15.



351.

352.

353.

354.

355.

356.

357.

358.

359.

360.

361.

144

Ustek D, Abaci N, Sirma S, Cakaris A. Yeni NesiN® Dizileme (New
Generation DNA Sequencing). Deneysel Tip siirena Enstitisu Dergisi, [S.l.],
vol.1, n.1, p.11-18, oct. 2011. Em Adresi:
<http://www.journals.istanbul.edu.tr/iudtaed/aicliew/1023008342>.  Kim
Tarihi: 01 Ekim. 2015

Ronaghi M. Pyrosequencing sheds light on DNA seqgugnGenome Re2001
Jan;11(1):3-11.

Schloss PD, Gevers D. Westcott SL. Reducing thediEffof PCR Amplification
and Sequencing Artifacts on 16S rRNA-Based StudeS One 2011, 6(12),
p.e27310.

Xavier Pi Sunyer F, Obesity: criteria and classifion. Proceedings of the
Nutrition Society2000, 59, 505-509

Adapted from WHO, 1995, WHO, 2000 and WHO 2004.
http://apps.who.int/bmi/index.jsp?introPage=intrdtthl [web page on the
internet] Ergim. 30.08.2015.

Summanen P, Baron E.J, Citron D.M, Strong C.A. WeX.M, Finegold S.M:
Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual, 5th ed $tabl.Co. Belmont 1993.

Jousimies-Somer H, Summanen P, Citron DM, BaronVi&ler,HM, Finegold
SM. Wadsworth-KTL Anaerobic bacteriology. Manuath &d, California: Star
Publishing, 43-54. 2002.

Unat EK. Tip Bakteriyolojisi Ve Virolojisi. 2nd. edstanbul:Dergah Yayinlari;
1986.

Mengelle C, Mansuy JM, Prere MF, Grouteau E, Clalidéamar N, Huynh A,
Plat G, Benard M, Marty N, Valentin A, Berry A, et J. Simultaneous
detection of gastrointestinal pathogens with a ipletk Luminex-based molecular
assay in stool samples from diarrhoeic patie@n Microbiol Infect 2013
Oct;19(10):E458-65. doi: 10.1111/1469-0691.12255ukE2013 May 28.

Kalmar A, Wichmann B, Galamb O, et al. Gene-expogssanalysis of a
colorectal cancer-specific discriminatory transcsgt on formalin-fixed, paraffin-
embedded (FFPE) tissue sampleBiagnostic Pathology 2015;10:126.
doi:10.1186/s13000-015-0363-4.

Shaw JL, Monis P, Weyrich LS, Sawade E, Drikas Myoger AJ. Using

Amplicon Sequencing To Characterize and Monitor t8aal Diversity in



362.

363.

364.

365.

366.

367.

368.

369.

370.

145

Drinking Water Distribution SystemsAppl Environ Microbiol 2015 Sep
15;81(18):6463-73. doi: 10.1128/AEM.01297-15. ERGAS5 Jul 10.
Sanchez-Mufioz F, Fonseca-Camarillo G, Villeda-RemMA, et al. Transcript
levels of Toll-Like receptors 5, 8 and 9 correlatigh inflammatory activity in
Ulcerative ColitisBMC Gastroenterology2011;11:138. doi:10.1186/1471-230X-
11-138.

Universal Probe library assay design center.
https://lifescience.roche.com/webapp/wcs/storegs#CategoryDisplay?tab=Ass
ay+Design+Center&identifier=Universal+Probe+Libr&lgngld=-1 [web page
on the internet] Egsim. 14.10.2015

Dick LK, Field KG. Rapid estimation of numbers etcal Bacteroidetes by use of
a quantitative PCR assay for 16S rRNA gergspl Environ Microbiol2004; 70:
5695-7.

Papaparaskevas J, Mela V, Houhoula DP, PantazgtoBetrikkos LG, Tsakris
A. Comparative Evaluation of Conventional and REate PCR Assays for
Detecting Bacteroides fragilis in Clinical Sampl&@<lin Microbiol. 2013; 51 (5):
1593-1595.

Haakensen M, Dobson CM, Deneer H, Ziola B. ReaktiRCR detection of
bacteria belonging to the Firmicutes Phylumt J Food Microbiol 2008 Jul
31;125(3):236-41. doi: 10.1016/j.ijffoodmicro.2008.002. Epub 2008 Apr 12..
Herbel SR, Von Nickisch-Rosenegk M, Kuhn M, Murygai J, Wieler LH,
Guenther S. Specific TagMan Probes for the Ideatiion and Quantification of
Lactobacilli in Pharmaceuticald.Prob Health2014, 2:1

Monique H, Knol J. Quantitative Real-Time PCR Arsidy of
Fecal Lactobacillus Species in Infants ReceivirRrebiotic Infant FormulaApp.
Env. Mic 2006; 4: 2359-2365.

CDC. Distribution of Age at Diagnosis of Diabetem#ng Adult Incident Cases
Aged 18-79 Years, United States, 2011.
http://www.cdc.gov/diabetes/statistics/age/figl.htfveb page on the internet]
Erisim. 26.10.2015.

Finegold SM. Anaerobic bacteria: general conceptsMandell GL, Bennett JE,
Dolin R (eds). Principles and Practice of Infectiaiseases. 5th ed. Pennsylvania:
Churchill Livingstone, 2519-36. 2000.



371.

372.

373.

374.

375.

376.

377.

378.

379.

380.

381.

146

Matsuki T, Watanabe K, Fujimoto J, Takada T, Tandk&se of 16S rRNA gene
Targeted group specific primers for Real-Time PQRilgsis of Predominant
bacteria in human Fece&pp Env Mic 2004 70 (12); 7220-7228.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of Relative GeB&pression Data Using
Real-Time Quantitative PCR and the 22-DDCT MetH@D1: Methods25, 402—
408.

Kang TH, Park Y, Bader JS, Friedmann T. The Housgkg Gene
Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyltransferase {HPRegulates Multiple
Developmental and Metabolic Pathways of Murine Brobic Stem Cell
Neuronal Differentiation. Cooney AJ, ed?LoS ONE 2013;8(10):e74967.
doi:10.1371/journal.pone.0074967.

Pfafft MW. A new mathematical model for relative aquification in real-time
RT—PCR.Nucleic Acids ResearcB001;29(9).e45.

Boyacigh H, Gineri P. Sglik Arastirmalarinda Kullanilan Teméstatistik
Yontemler.Hacettepe Dihekimligi Fakultesi Dergisi(2006), 30:(3); 33-39.

Er F, Peker KOBiyoistatistik. Anadolu Universiteiayin No: 1932. 2009.
Altinova AE, Yetkin I, Akbay E, Bukan N, Arslan Mserum IL-18 levels in
patients with type 1 diabetes: Relations to metabadntrol and microvascular
complicationsCytokine42 (2008) 217-221.

Zisser H., Renard E., Kovatchev B., Cobelli C., gam A., Nimri R., Beck R.
W. Multicenter Closed-Loop Insulin Delivery StudyiRts to Challenges for
Keeping Blood Glucose in a Safe Range by a Coitlgbrithm in Adults and
Adolescents with Type 1 Diabetes from Various Si@sbetes Technology &
Therapeutics16(10), 613—622. 2014itp://doi.org/10.1089/dia.2014.0066
Mariat D, Firmesse O, Levenez F, Guides VD, Sokol H, Doré J, Corthier G,
Furet JP. The Firmicutes/Bacteroidetes ratio of thenan microbiota changes
with age BMC Microbiology2009, 9:123. d0i:10.1186/1471-2180-9-123.

Biagi E, Candela M, Fairweather-Tait S, FrancesehBrigidi P. Ageing of the

human metaorganism: the microbial counterpakge. 2012;34(1):247-267.
doi:10.1007/s11357-011-9217-5.
Marathe N, Shetty S, Lanjekar V, Ranade D, Shoxth€hanges in human gut
flora with age: an Indian familial studyBMC Microbiology 2012, 12:222.
doi:10.1186/1471-2180-12-222



382.

383.

384.

385.

386.

387.

388.

389.

390.

147

Méakivuokko H, Tithonen K, Tynkkynen S, Paulin L, Ranen N. The effect of
age and non-steroidal anti-inflammatory drugs oméw intestinal microbiota
composition. Br J Nutr. 2010, Jan; 103 (2): 227 - 34. doi
10.1017/S0007114509991553. Epub 2009 Aug 25.

Greenhill AR, Tsuji H, Ogata K, Natsuhara K, Mori#g Soli K, Larkins JA,
Tadokoro K, Odani S, Baba J, Naito Y, TomitsukaNemoto K, Siba PM,
Horwood PF, Umezaki M. Characterization of the Glitrobiota of Papua New
Guineans Using Reverse Transcription QuantitatieRPPL0oS ONE 2015,
10(2), e011742 Mttp://doi.org/10.1371/journal.pone.0117427

De Carcer DA, Cuiv PO, Wang T, Kang S, Worthlewthitehall V, Gordon I,

McSweeney C, Leggett B, Morrison M. Numerical egylovalidates a

biogeographical distribution and gender-based effeec mucosa-associated
bacteria along the human colohe ISME journal. 2011;5(5):801-809.
doi:10.1038/ismej.2010.177.

Miura K, Ohnishi H. Role of gut microbiota and TétKe receptors in
nonalcoholic fatty liver diseaséNorld Journal of GastroenterologyWJG
2014;20(23):7381-7391. doi:10.3748/wjg.v20.i23.7.381

Romanski KW. Migrating motor complex in biologicdiences: Characterization,
animal models and disturbancesdian J Exp Biol2009 Apr;47(4):229-44.
Alkanani AK, Hara N, Gottlieb PA, Ir D, RobertsorECWagner BD, Frank DN,
Zipris D. Alterations in Intestinal Microbiota Cefate with Susceptibility to
Type 1 DiabetedDiabetes2015;64:3510-3520, DOI: 10.2337/db14-1847
Quigley EMM, Small intestinal bacterial overgrowtkhat it is and what it is not.
Curr Opin Gastroenterol 2014, 30:141-146, DOI:
10.1097/MOG.0000000000000040

Donaldson RM Jr. Normal bacterial populations @& thtestine and their relation
to intestinal function. N Engl J Med 1964; 270:938-945. DOIl:
10.1056/NEJM196404302701806

Virally-Monod M, Tielmans D, Kevorkian JP, Bouhnik Flourie B, Porokhov
B, Ajzenberg C, Warnet A, Guillausseau PJ. Chratiexrhoea and diabetes
mellitus: prevalence of small intestinal bactemalergrowth. Diabetes Metab
1998 Dec;24(6):530-6.



148

391. Rana SV, Bhardwaj SB. Small intestinal bacteriabrgvowth. Scandinavian
Journal of Gastroenterology 2008, 43:9, 1030-1037. DOI:
10.1080/00365520801947074



149

HAM VER ILER

H1: calsmamiza dahil olan hasta grubunun demografik veriiKl, serum aclik kan
sekeri (AKS) ve HbAlc duzeyleri).

Hasta No Ad Cinsiyet | Yas vl ) ARS HbAle
Soyad kg/m* | (mg/dl) (%)
1 BA K 19 22,21 | 144,00 11,50
2 KK K 19 20,43 | 80,00 6,90
3 BU K 19 24,24 | 90,00 9,00
4 PAS K 20 24,80 | 133,00 8,20
5 GT K 20 | 20,20 | 83,00 13,50
6 SA K 21 | 23,07 | 118,00 9,90
7 HB K 21 24,35 | 152,00 6,60
8 BY K 23 24,80 | 78,00 7,80
9 CK K 23 23,14 | 85,00 8,50
10 EC K 27 24,61 | 96,0( 6,60
11 AB K 28 23,95 | 216,00 7,00
12 YP K 28 23,83 | 267,00 7,20
13 FG K 31 24,22 | 153,00 8,20
14 SED K 33 | 20,96 | 117,00 7,80
15 z0 K 35 19,81 | 90,00 8,10
16 ST K 35 24,54 115,00 10,00
17 AE K 38 22,03 | 108,00 10,50
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Hasta No Ad Cinsiyet | Yas VK ) ARS HbAle
Soyad Kg/m* | (mg/dl) (%)

18 AT K 39 | 22,72 | 110,00 6,10
19 OD K 41 | 20,66| 309,00 8,20
20 AT K 43 | 24,30 | 103,00 7,00
21 AK K 46 | 24,57 | 153,00 7,00
22 MD K 47 | 24,92 | 250,00 7,60
23 CS K 48 | 24,77 | 19500 7,90
24 KD K 53 | 24,67 | 85,00 7,90
25 FT K 56 | 24,62| 131,00 10,10
26 SS E 19| 19,26] 190,00 13,20
27 iy E 20 | 24,80 | 93,0C 8,00
28 BC E 21 | 20,76| 150,00 13,50
29 HK E 21 | 23,36 | 95,00 8,60
30 EB E 22 | 24,62| 71,00 11,20
31 VE E 22 | 21,47| 166,00 7,00
32 OA E 22 | 23,72| 91,0( 7,90
33 SC E 23| 22,60 84,00 7,60
34 HO E 23 | 22,34| 274,00 9,60
35 BO E 23 | 22,84| 122,00 9,30
36 us E 24 | 22,39 87,0C 8,30
37 00 E 25| 24,91| 140,00 12,40
38 EK E 25 | 20,06 | 78,0( 6,70
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Hasta No Ad Cinsiyet | Yas VK ) ARS HbAle
Soyad Kg/m* | (mg/dl) (%)

39 () E 29 24,86| 112,00 6,90
40 VK E 29 23,39 | 71,00 7,90
41 AKR E 31 | 21,80| 104,00 8,50
42 ME E 33| 2459| 120,00 11,30
43 SHS E 34 23,81 258,00 7,30
44 AS E 35 22,10 | 120,00 9,30
45 Ii E 39 | 24,93| 88,0( 8,80
46 BS E 41 22,92 110,00 8,00
47 AA E 42 24,97 | 108,00 7,40
48 SA E 44 22,53 | 328,00 6,80
49 BD E 49 21,91 | 110,00 11,90
50 MK E 53 | 24,84 | 108,00 7,20
51 MAY E 58 24,52 | 140,00 7,00
52 MY E 61 24,80 | 101,00 11,50
53 CT E 61 | 24,77 90,00 8,20

H2: calsmamiza dahil olan kontrol grubunun demografik eri(VKI, serum aclik kan
sekeri (AKS) ve HbAlc duzeyleri).

Ad o VKI AKS HbAlc
Hasta No Cinsiyet | Yas )
Soyad kg/m* | (mg/dl) (%)
1 AP K 19 23,61 | 94,00 3,70
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Hasta No Ad Cinsiyet | Yas VKl 5 ARS HbAle
Soyad kg/m* | (mg/dl) (%)

2 DT K 19 17,91 | 92,00 2,60
3 FK K 19 19,02 | 86,00 3,90
4 SK K 20 18,29 | 89,00 3,70
5 EO K 20 | 16,96| 95,0( 5,70
6 EB K 21 17,44 | 94,00 4,80
7 SY K 21 17,24 | 104,0 5,60

8 FT K 23 17,93 | 94,00 3,90
9 IMS K 23 19,29 | 78,00 2,80
10 NI K 27 21,07 | 87,00 4,60
11 TC K 28 21,37 | 85,00 5,30
12 SD K 28 | 19,82| 91,0(¢ 3,50
13 oS K 31 19,71 88,00 3,80
14 MT K 33 19,98 | 85,00 4,90
15 K K 35 19,05 | 91,00 5,60
16 EA K 35 | 21,09| 93,00 3,90
17 MT K 38 19,27 | 88,00 3,50
18 FK K 39 19,15 | 94,00 4,60
19 SS K 41 18,83 | 86,00 4,50
20 MS K 43 21,26 | 91,00 2,40
21 GB K 46 | 22,28 | 92,00 3,90
22 IA K a7 23,94 | 88,00 4,10
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Hasta No Ad Cinsiyet | Yas VK ) ARS HbAle
Soyad Kg/m* | (mg/dl) (%)
23 GU K 48 21,08 | 83,00 4,90
24 NT K 53 21,37 | 92,00 5,10
25 AY K 56 | 21,91 | 86,00 3,90
26 BD E 19 18,64 | 88,0( 5,50
27 oS E 20 21,97 88,0 5,00
28 MM E 21 19,23 | 86,00 3,30
29 SS E 21 21,27) 92,0 4,20
30 oD E 22 19,57 | 88,0( 1,90
31 AB E 22 20,08 | 90,00 2,40
32 FK E 22 18,62 | 102,00 4,10
33 HiU E 23 | 21,47| 89,0(¢ 2,90
34 DS E 23 22,28 | 105,00 5,70
35 SK E 23 19,80 88,00 2,80
36 HiK E 24 18,83 | 82,00 3,60
37 EE E 25 18,31| 88,00 3,10
38 CY E 25 | 19,25| 92,0(¢ 5,30
39 EH E 29 19,32 94,00 4,40
40 AA E 29 19,92 | 91,00 2,40
41 FO E 31 19,16 85,00 3,70
42 SA E 33 | 21,06 98,00 1,90
43 HA E 34 20,31 | 103,00 5,90
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Hasta No Ad Cinsiyet | Yas VKl 5 ARS HbAle
Soyad kg/m* | (mg/dl) (%)

44 EY E 35 20,45 | 102,00 3,70

45 DA E 39 18,83 | 93,00 5,40
46 AK E 41 | 21,05| 90,00 3,80
47 iB E 42 | 20,80 | 89,0¢ 4,90
48 GK E 44 20,18 | 92,0 4,70
49 AK E 49 20,45 | 98,00 3,50
50 iB E 53 | 23,46| 85,0( 5,80
51 MA E 58 | 23,57 | 86,00 6,00
52 EK E 61 22,49 | 95,0( 5,30
53 KY E 61 22,91 | 98,00 5,60

H3: calsmamiza dahil olan erkeklerde gercek zamanlh PZRmak! sonucunda 1 gram
diskida elde edilen log Bacteroidetes ve Firmicutes, B.fragilis, L.aciddphj L.casei

miktarlarinin yaa gore dailimi

Bacteroidetes Firmicutes B.fragilis L.acidophilus L.casei
Cinsiyet Yas T1DM Kontrol | T1IDM Kontrol | TIDM | Kontrol | T1DM Kontrol | T1DM Kontrol
E 19 11,25 10,81 8,98 9,26 8,62 | 7,36 4,83 4,81 4,08 4,05
E 20 10,94 10,21 9,40 10,19 8,25 7,59 4,85 4,91 4,03 4,03
E 21 11,31 10,41 9,13 9,17 8,39 7,89 4,36 4,53 4,01 4,16
E 21 11,62 10,56 9,60 10,26 8,58 7,85 4,86 4,98 4,20 4,19
E 22 11,78 10,81 9,80 9,95 8,13 | 7,73 4,99 4,95 3,97 4,01
E 22 11,69 11,02 9,26 9,42 821 |77 5,02 4,52 4,38 4,45
E 22 11,51 10,85 9,83 10,46 8,03 | 8,02 4,39 4,41 4,59 4,42
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Bacteroidetes Firmicutes B.fragilis L.acidophilus L.casei
Cinsiyet Yas T1DM Kontrol | TADM Kontrol | TIDM | Kontrol | TIDM Kontrol | TIDM Kontrol
E 23 11,59 10,61 9,92 10,59 8,12 | 8,13 4,81 4,95 4,12 4,03
E 23 11,26 10,05 9,45 10,05 8,09 | 8,15 4,94 4,99 4,39 4,14
E 23 11,19 10,18 9,50 9,59 8,07 | 8,01 4,99 5,02 4,22 4,17
E 24 11,68 10,49 9,14 9,25 8,41 7,42 4,89 4,82 4,01 4,28
E 25 11,82 10,59 10,08 10,38 8,46 7,37 5,12 5,05 4,16 4,26
E 25 11,31 10,81 8,67 8,93 8,39 7,29 5,05 5,10 4,19 4,39
E 29 11,23 10,94 10,15 10,31 8,25 7,34 5,03 4,95 4,02 4,41
E 29 11,52 11,25 8,53 9,05 8,13 7,56 4,81 4,73 4,49 4,53
E 31 11,15 11,02 9,23 10,35 8,35 7,98 4,86 4,97 4,65 4,45
E 33 10,98 10,81 8,81 10,49 8,71 7,53 5,04 5,04 4,13 4,03
E 34 11,59 10,48 8,14 9,25 8,15 7,83 5,01 5,14 4,26 4,08
E 35 11,94 10,53 8,64 9,94 8,59 8,03 4,83 4,73 4,01 4,16
E 39 11,82 10,61 9,51 9,64 8,48 | 8,12 4,86 4,85 4,03 4,42
E 41 11,54 10,86 9,31 10,58 8,56 7,49 491 4,88 3,96 4,67
E 42 11,42 10,91 8,46 9,99 8,82 | 7,86 5,02 4,91 4,19 4,59
E 44 11,02 10,38 8,41 9,82 8,96 7,43 4,90 4,92 4,21 4,52
E 49 11,15 10,84 9,96 10,62 8,75 7,92 4,76 4,75 4,12 4,31
E 53 11,38 11,05 9,12 9,71 8,83 7,58 4,85 4,99 4,26 4,18
E 58 11,95 11,15 9,81 10,54 8,96 8,13 5,05 5,12 4,59 4,25
E 61 11,89 10,94 9,62 10,15 8,82 |8.21 5,12 5,04 4,29 4,32
E 61 11,31 10,83 10,24 10,22 9,01 8,11 5,02 4,97 4,51 4,60




H4: Erkeklerde kandan izole edilen RNA’lardan eddiden TLR2 ve TLR4 gen

ekspresyon duzeylerinin y@ gore dgilimi

TLR4 TLR2

Cinsiyet Yas T1DM Kontrol T1DM Kontrol

E 19 1,106 1,070 1,159 1,152
E 20 1,073 1,004 1,154 1,252
E 21 1,112 1,053 1,122 1,128
E 21 1,131 1,036 1,189 1,284
E 22 1,161 1,068 1,218 1,219
E 22 1,152 1,083 1,129 1,174
E 22 1,136 1,065 1,207 1,296
E 23 1,138 1,058 1,223 1,315
E 23 1,108 0,970 1,161 1,248
E 23 1,098 1,000 1,150 1,179
E 24 1,147 1,031 1,123 1,136
E 25 1,178 1,040 1,248 1,279
E 25 1,112 1,068 1,067 1,096
E 29 1,094 1,075 1,248 1,267
E 29 1,119 1,108 1,047 1,115
E 31 1,096 1,085 1,134 1,291
E 33 1,078 1,062 1,072 1,286
E 34 1,139 1,026 1,000 1,147
E 35 1,185 1,035 1,061 1,224
E 39 1,201 1,042 1,168 1,184
E 41 1,150 1,107 1,143 1,314
E 42 1,195 1,363 1,027 1,268
E 44 1,147 1,029 1,150 1,206
E 49 1,094 1,062 1,224 1,304
E 53 1,124 1,085 1,126 1,192
E 58 1,219 1,195 1,265 1,273
E 61 1,178 1,090 1,194 1,263
E 61 1,123 1,084 1,261 1,239

156
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H5: Kadinlarda gercek zamanli PZR gadasi sonucunda 1 gramskida elde edilen

logip Bacteroidetes ve Firmicutes, B.fragilis, L.aciddphj L.casei miktarlarinin yaa

gore dgilimi
Bacteroidetes Firmicutes B.fragilis L.acidophilus L.casei
Cinsiyet Yas T1DM Kontrol | TADM Kontrol | TIDM | Kontrol | TIDM Kontrol | TIDM Kontrol
K 19 11,04 | 10,49 8,31 7,42 9,12 9,24 5,03 4,99 4,03 4,52
K 19 11,19 | 10,53 8,27 7,47 8,94 9,05 4,71 4,81 4,24 4,13
K 19 11,28 | 10,96 8,26 7,69 8,86 9,58 4,63 4,76 4,09 4,07
K 20 12,06 | 10,71 8,18 7,58 9,95 | 10,69 | 4,84 4,95 4,15 4,09
K 20 11,41 | 11,04 8,39 7,41 8,52 8,93 4,96 5,02 4,41 4,74
K 21 11,59 | 11,19 8,61 7,49 8,98 9,14 4,99 5,08 3,98 4,20
K 21 11,31 | 11,22 8,53 7,92 8,26 9,05 5,03 5,09 4,01 4,48
K 23 11,48 | 10,31 8,12 7,21 9,32 | 10,49 | 5,10 5,02 4,49 4,54
K 25 11,81 | 10,85 8,24 7,36 9,81 | 10,10 | 5,01 4,89 4,20 4,03
K 27 11,85 | 10,58 8,18 7,72 9,75 | 10,51 5,04 4,96 4,12 3,97
K 28 11,86 | 10,94 8,15 7,75 9,96 | 10,82 5,01 5,06 4,01 4,18
K 28 11,73 | 10,81 8,31 7,52 9,53 9,49 4,99 5,14 4,63 4,75
K 31 11,07 | 10,28 8,53 7,47 8,93 9,62 4,91 5,05 4,12 4,25
K 33 12,01 | 10,35 8,34 7,89 8,57 9,38 4,84 4,93 4,81 4,79
K 35 11,24 | 10,51 8,41 7,83 8,92 8,96 4,96 4,82 4,21 4,14
K 35 11,82 | 10,92 8,63 8,02 9,37 9,93 4,93 4,86 4,10 4,59
K 38 11,48 | 10,85 8,85 7,25 8,82 9,26 5,01 4,88 3,99 4,04
K 39 12,04 | 11,31 8,84 7,18 8,78 9,38 4,68 4,79 4,04 4,19
K 41 11,82 | 11,43 8,41 7,76 8,52 8,99 4,92 4,94 4,32 4,39
K 43 11,49 | 11,28 8,24 7,94 9,71 | 10,14 | 4,85 4,82 4,41 4,48
K 46 11,85 | 11,02 8,75 7,63 9,74 | 10,16 | 5,01 5,03 4,51 4,21
K 47 12,32 | 10,95 8,69 8,02 9,96 | 10,31 5,03 5,06 4,02 4,19
K 48 11,95 | 10,88 8,59 8,13 9,28 9,59 4,96 5,18 4,05 4,50
K 53 12,02 | 10,92 8,43 7,78 9,13 9,41 5,15 5,06 4,31 4,35
K 56 11,47 | 10,61 8,93 7,94 9,74 | 10,62 5,03 5,21 4,26 4,10
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H6: Kadinlarda kandan izole edilen RNA’lardan elddilen TLR2, TLR4 gen

ekspresyon duzeylerinin y@ gore dailimi

TLR4 TLR2
Cinsiyet Yas 19-28 T1DM Kontrol T1DM Kontrol
K 19 1,096 1,042 1,129 1,138
K 19 1,104 1,038 1,082 1,173
K 19 1,118 1,086 1,096 1,194
K 20 1,196 1,062 1,103 1,345
K 20 1,138 1,063 1,118 1,110
K 21 1,158 1,089 1,204 1,129
K 21 1,218 1,114 1,018 1,125
K 23 1,205 1,032 1,152 1,294
K 25 1,178 1,059 1,209 1,247
K 27 1,164 1,042 1,208 1,296
K 28 1,206 1,081 1,227 1,354
K 28 1,159 1,067 1,178 1,174
K 31 1,094 1,003 1,095 1,230
K 33 1,179 1,012 1,052 1,163
K 35 1,109 0,969 1,097 1,100
K 35 1,167 0,989 1,118 1,227
K 38 1,145 1,086 1,095 1,164
K 39 1,153 1,135 1,117 1,213
K 41 1,161 1,149 1,216 1,208
K 43 1,117 1,113 1,198 1,267
K 46 1,189 1,043 1,196 1,254
K 47 1,275 1,079 1,236 1,292
K 48 1,193 1,079 1,178 1,170
K 53 1,186 1,074 1,140 1,165
K 56 1,217 0,991 1,096 1,324
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H7. Calismaya katillan tum hasta ve sglikh kontrollerde verilerin korelasyon
degerlendirme tablosu

Correlations®

Spearman's rho TUm Grup (rs) Bacteroidetes | B.fragilis | Firmicutes | L.acidophilus | L.casei | TLR4 TLR2
Correlation 1,000 679" | -317" ,009 -,084 |,908" -,319"
. Coefficient
Bacteroidetes Sig. (2-
9' ,000 ,001 ,926 ,393 ,000 ,001
tailed)
Correlation 679" 1,000 | -323" ,029 -,108" | 655" -,334"
- Coefficient
B.fragilis Sig. (2-
9 ,000 ,001 ,770 ,042 | ,000 ,000
tailed)
Correlation " - - -
o Coefficient -,317 -,323 1,000 ,150 ,037 ,283" ,901
Firmicutes Sig. (2-
g- ,001 ,001 ,125 ,708 | ,003 ,000
tailed)
, Correlation ,009 ,029 ,150 1,000 ,062 | ,065 137
Spearman's . . Coefficient
tho L.acidophilus Sig. (2-
= ,926 770 ,125 527 ,508 ,161
tailed)
Correlation -,084 -,198" ,037 ,062 1,000 | -,053 ,041
. Coefficient
L.casei Sig. (2-
9. 393 ,042 708 527 592 676
tailed)
Correlation ,908" 655" | -283" ,065 -,053 | 1,000 -281"
Coefficient
TLR4 Sig. 2
g- ,000 ,000 ,003 ,508 ,592 ,004
tailed)
Correlation . o o R
Coefficient -319 -,334 901 137 041 | Hgq 1,000
TLR2 Sig. 2
9' ,001 ,000 ,000 ,161 ,676 ,004
tailed)

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*, Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

c. Listwise N = 106
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H8. Calismaya katilan tim erkek hasta ve sglikli kontrollerde verilerin

korelasyon deerlendirme tablosu

Correlations®

Spearman's rho Erkek grubu timu Bacteroidetes | B.fragilis | Firmicutes | L.acidophilus | L.casei | TLR4 TLR2
Correlation 1,000 655" | -339" ,036 -,044 |,902" -,325"
. Coefficient
Bacteroidetes Sig. (2-
9' ,000 ,011 , 791 , 746 ,000 ,015
tailed)
Correlation 655" 1,000 | -327 ,099 -,203 |,610” -,273"
- Coefficient
B.fragilis Sig. (-
9. ,000 ,014 ,469 ,133 | ,000 ,042
tailed)
Correlation * * - o
o Coefficient -,339 -,327 1,000 ,142 ,137 ,281* ,967
Firmicutes Sig. (2-
9- 011 014 297 314 | ,036 ,000
tailed)
, Correlation ,036 ,099 142 1,000 -,027 | ,085 132
Spearman's . . Coefficient
tho L.acidophilus Sig. (2-
= ,791 ,469 ,297 ,845 ,531 331
tailed)
Correlation -,044 -,203 137 -,027 1,000 | ,048 ,160
. Coefficient
L.casei Sig. (2-
9. 746 133 314 845 727 238
tailed)
Correlation ,902" 610" -,281" ,085 ,048 | 1,000 -,238
Coefficient
TLR4 Sig.
9- ,000 ,000 ,036 531 727 077
tailed)
Correlation -,325" 273 | 967" 132 160 | -,238 1,000
Coefficient
TLR2 Si. .
9' ,015 ,042 ,000 331 ,238 ,077
tailed)

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*, Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

c. Listwise N = 56
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H9: Calismaya katillan tum erkek hasta ve sglikli kontrollerde verilerin

korelasyon deerlendirme tablosu

Correlations®

Spearman's rho Kadinlar tim grup Bacteroidetes | B.fragilis | Firmicutes | L.acidophilus | L.casei | TLR4 TLR2
Correlation | 4 599 7277 | -240 -,084 -133 | 9217 -,247
. Coefficient
Bacteroidetes Sig. (2-
9' ,000 ,093 ,560 ,357 ,000 ,084
tailed)
Correlation 727" 1,000 | -352° -,019 -,200 |,705” -,420"
- Coefficient
B.fragilis Sig. (-
9. ,000 ,012 ,898 , 164 | ,000 ,002
tailed)
Correlation -,240 -,352" 1,000 268 -,028 | -,243 789"
o Coefficient
Firmicutes Sig. (2-
9. ,093 ,012 ,060 ,846 | ,090 ,000
tailed)
, Correlation -,084 -,019 268 1,000 146 | 023 196
Spearman's . . Coefficient
tho L.acidophilus Sig. (2-
= ,560 ,898 ,060 312 ,875 173
tailed)
Comelation| ;33 200 | -,028 146 1,000 | -,169 -,067
. Coefficient
L.casei Sig. (-
9. 357 164 846 312 240 643
tailed)
Correlation | - g5y 7057 | -243 023 -,169 | 1,000 -,302°
Coefficient
TLR4 Sig.
9. ,000 ,000 ,090 ,875 ,240 ,033
tailed)
Correlation ok o -
Coefficient -,247 -,420 , 789 ,196 -,067 302" 1,000
TLR2 Si. .
9' ,084 ,002 ,000 173 ,643 ,033
tailed)

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*, Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

c. Listwise N =50
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H10. TLR2 i¢in UPL prob ve primer dizayni

1. NM_003264.3

ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
NM_003264.3 Homo sapiens toll-like receptor 2 {TLR2), mRMNA

Assay rank 1
Use probe #14 (cat. no. 04885130001 )

Primer Length Position Tm BGC Seguence
Left Pt | 3-89 8o 57 cgttototoaggtgackgoto
Rigit 18 B4 - 101 58 58 cotttggatootgobbgo

Amplicon (63 nt)

ogtbctoctcaggtgactactoggagttotoooagtgtitggbgt tgoaagoaggatcocaangg

The search was for intron spanning assays.

This assay has: All crileris met.

Length of infron{s) spanned by this assay: 3553 nt

14
1A 317
colkctotemoulunctigoie Led 1] Euklenkentmputites
ggekgetegpegtbotetoapgt gactge utgg:gttutyﬁttggﬁgt tgceage agaatccaanggmans ckat :E
a9 aL
Jsh3

H11. TLR4 icin UPL prob ve primer dizayni

1. NM_138554.3

ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
NM_138554 3 Homo sapiens tolHike receptor 4 {TLR4), transeript variant 1, mRMNA

Assay rank 1
Use probe #10 (cat. no. ME85021001)

Primer Length Puosition Tm WGEC Seguence
Left 18 347 - 365 5e 58 cotgogigagaccagasag
Right 21 402 - 422 50 3B ttoagotooatgoattgataa

Amplicon {76 nt)
ootgogtgagaccegrangrtgagagooct grgt oqagatogt tocteatat tacttatcantgoatggnactgan

The search was for intron spanning assays.

This assay has: All critera mel

Length of infron{s ) spanned by this assay: 3963 nt
10
1 ﬁlﬂ SA6T

ochgogtomgaccaganag EEDLEDTS aatagttacgtaccteogactt
Jrasgaccng gagcotgogtggaggtggttectantattact tatcantgeataqagetoantttctacan
=z

EEH
=003
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H12. HPRT1 icin UPL prob ve primer dizayni

1. NM_000194.2

ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
NM_000194.2 Homo sapiens hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1), mRNA

Assay rank 1
Use probe #73 {cat. no. 04838061001)

Laft 24 218 -241 50 33 tonocttgatttattttgoatace
Right 20 300 - 319 B0 55 coagoaagacgttocogtoct

Amplicon (102 ntj

tgaccttgattbattttgentacotaatcattatgobgagoatttgoassoogt gt ttattoctcatggact ast batgogacagosct o
amogtotbgotog

The search was for intron spanning assays.

This assay has: All critena mesL

Length of intron(s) spanned by this assay: 1712 nt

73

1 ! I E I Z 1455

AR in3
H13. Magna Pure 96 sistemi Bkidan Bakteriyel DNA izolasyon c¢alsma raporu

Purification Information

1259_201404081404 3 mehmet deneme
Operat Biogenstik 0.3
Internal Control Name: <none 3.0.5.1201

Internal Conirol Barcode: <none:

T oess

Source Plate ID: 0405130000164459 DNA/Viral NA SV 2.0
08-Apr-2014 14:06:09 Pathogen Universal 200 2.0
08-Apr-2014 15:02:54 200
08-Apr-2014 15:14:36 100 ol

Passed

Comment:
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H14. Magna Pure 96 kandan RNA izolasyon ¢aima raporu

Purification Information

1259_201407250939

it

Biogenatik

Internal Control Name:

|

Internal Control Barcode: <none>
Target Plate ID: 0512130000156612
Source Plate TD: 0405130000168730
Start Time: 25-Jul-2014 09:42:49

End Time: 25-Jul-2014 11:14:47
Load Fap Open:

Run State: Passed

25-Jul-2014 11:15:11

-~

i

25.07.2014 mehmet
203
3.0.5.1201

239

Cellular RNA LV 2.0
RMA Blood LV 400 2.0
900

100 u

H15. Bacteroidetegalismasi Light Cycler 480 software deney gorintisu.

5 LightCycler® 480 Software release 150

Instrument:  No active instrument

Database: My Computer (Research)

Window: I mehmet_Bacteroidetes_03062015

System Admin

Analyses [ibs Quant/Fit Points for Hew Subset 2

. Inmnmﬁonjpmgzam: amplificaton, Color Compensstion: OEE

. Subset: [N Subzet 27 '@a‘ I Cycle Range
| [

S rrEETs s i

j User:
18@e@

- ]. T e }‘

11

Fluorescence (483-533)

T
T
T

w oM A B B M B % N B @ oW I C;ﬂ EEEE A
yeles

I™ Show FitPoints Fit Points | 2]

Standard Curve

[ 0

0l
= e
/ Eror, 0123 En
L | dd Efeney: 1154 ;_ﬂ
Slope: 0328 i :
[rps guant resuics e g2
&7

E)

@ Positve (@ Negative @ Standard

Replicate Statistics

12 E] 16 24 28 28 3 32

1B 2 2
Log Concentration

I 1
M=)

NP Qo @k @& ¢

16:47

i € e FANRES

TR .« .
P g gms



165

H16. B.fragilis ¢calismasi Light Cycler 480 software deney goéruntusa.

5 LightCycler® 480 Software reease 15 | O )

Instrument:  No active instrument Database: My Computer (Research)

Window: Imehmal_B.fragilis_mDE'lm5 R User: System Admin

Anaryses|hbs Quant/2nd Derivative Max for B.fragilis

Le |
(&)
@
@
&

)
i — e Armpiitication Carves () 200m)
1213 3567 89110 i b
_ 3
= 2821
8 2
B 1821
£ 13216
§on
2 an
£
3 1 F B B 12 W & A B a h x BD 2 M % B D &4
Cycles
| ERNTTIRETIE
Iy
Standard Curve
40
|Ab Quant 1t j Enor, (10134 Ea&
S RS Elﬁﬂen;yg‘lzﬁ_‘li 2 3%
— — Slope: 3871 3
B Positve @ MNegative g T
B Uncertain ﬁ Standard bries 52
T 2|
w = = ‘ ’ . .
[omeea ] 0 1 . 2z 3
Replicate Statistics Log Concentration
e Mg

637 |
03102015

A e il s

H17. Firmicutescalismasi Light Cycler 480 software deney goruntusa.

5 LightCycler® 480 Software release 150 —_——

Instrument:  No active instrument Database: My Computer (Research)

Window:  [Mehmet Firmicutes 280515 K User: System Adinin

' Analyses[ibs Quanc/Fit Points for New Subset 1 E| sg@@ .

|nfﬂnmﬂm||F:ng:am: arplificaton, Color Cempensation: OFf
n st 1@RABE

NN EA NN AN AN R

— ‘ — 1 = =

1.0E1

1,0E0
1

Fluorescence (183-533)

. |_|_|_|_|_|_|_|_|_|_|_|_ I™ Show FitPoints Fit Points | 2]

(RNNNEERREEEN -

L 2 1
2

Java guant zesucs E| Euor, 0,035 EZA .
= = = Efficiency: 2,205 2|
B Postive [0 Negative (@ Standard Se 231§ .
! T Vinterceps 2733 § 2

Replicate Statistics a1
' Samples | MeanCp | STDCp \Meam;...\STDwm:_H i e
O e O e T Log Concentration

L
!
i

Calculate




H18. Lactobacillus acidophilus ¢alismasi

goruntasa.

166

Light Cycler 480 software deney

g B Sl e 155 T

=

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Database: My Computer (Research)

Window:

|02.12.2E)14 mehmet L.acidophilus

System Admin

j User:

Analyseslkbs Quant/2nd Derivative Max for A1l Samples

|nfnmunn|;m;:an: hpplifikasyon, Color Compensation: Off

28

Subset: IAil Samples

jﬂﬂ@ﬂ'l

=z

Amplification Curves

=
2
Lo 2 T
| Hl &
Zbs Quant results ] it
) - = 15,22,
W Posiive [ Megatve W Uncerain B Standard S-Tm
e .
Samples [ Results g 52
’ . Include Color| Pos Name A e @ on | Stand... 7 & 0229
& 61 : - - - - — - -
= [ o 5 10 15 20 2 30 E3 40
v B 31 sample 17,30 2,66E6 il
z v W A1 staiors 29,69  5,00E2  5,00E2
v W 1 staios 24,30 1,12E4 1,00E4
W Dt stdioxe 16,70  3,99E6  5,00E6 [ ={andand Curve
i @ W Er stdiore 9,57  1,12E9  1,00E9 ]
Enor: 0.0301 £ |
Effciency 2185 &
Slope: 2,345 2
YVintercept: 3754 g
Link: 2033 g 15|
i)
1
‘ | 3

- e

H19. Lactobacillus casegalismasi Light Cycler 480 software deney goruntisu.

fol ]
EE[E] .

5 LightCycler® 480 Software release 150 |

Instrument:  No active instrument Database: My Computer {(Research)

User:

Window:

IMEhme[ﬁL.casei7'2905201 5 j System Admin

Analyses[abs Quanc/2nd Derivative Max for New Subset 1

InfnmmlionlErag:m: amplificaton, Color Compensation: OEE

S B2RR
ul Hew Sibset 1 7| | : o
: Amplification Curves (Select)
(2 5 8 [0 [f0[11[12 .
® 0 ® 000 il = =
o Bz z
00 ® 000
2 50207
se ® sfele i
g @ 00 -Eﬁzu '
2 v
5 10 15 pi .
Cycles
I T
Standard Curve .
—
HE o 1 Eror 00684 E -
[2bs Guant zesalcs El B o "
= == ' Vitercept 2836 § 2| :
@ Positive [ Negative B Unceriain Lnk 300 £ o
B Sstandard 2
| Eome | i 2 18 18 2 22 21 25 28 3
Stafistics ’ ‘ Log Cancentration :
B 7
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H20. TLR2 gen ekspresyonu ¢agmasi LightCycler 480 software deney goruntusi
3 lgher 0ot e SO N |

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)

Window: ||)2052015 TLR run j User: System Admin

Analyseslndvanced Relatvive Quantification for New Subset 1 j @s@a .

un, Abs Quant Type: Abs Quant/2nd Derivative Max

Information |S';k::ec: New Subset 1, Program: amplifikasyen, Refece

Results { Manual Pairing | Target Name
Bar ‘ | Target Name ‘ Target ‘ Reference ‘ Ratios
C'han" Paiing  Sample Name | Targets | ! ‘ Mean Cp ‘ WMean Cp ‘ | ‘Stahﬁ‘
vl 1RH TLR2 hprtl 26,84 25,53 0,4033 1,000
it F1/E1 BL TLR2 hprel 27,04 26,57 0,7211 1,788
It F3/E3 H2 TLR2 nprel 26,79 26,77 0,9842 2,440
Analysis) | ] F5/ES B3 TLR2 hprtl 26,25 26,43 1,129 2,800
vl FT/E7 Ha TLR2 nprel 25,92 26,93 2,006 4,972
¥ F9/E9 N1 TLR2 hprtl 27,00 25,70 0,4062 1,007
Sample View Bar Chart
Relative Quantification Results
1.0BE T,
o . = P —
= Gl Gl = =
= o & o o
i ) im m m
= @ o St @
Result set

H21. TLR4 gen ekspresyonu ¢cagmasi Light Cycler 480 software deney gorunttsu

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)

Window: |()2()52915 TLR run j User: System Admin

Analyses [acvancea selsvive Guantiticasion for New subset 2 12@e@ .

Abs Quant/2nd Deriw

Information |S=;bse:: New Subset 2, B Run, Abs Quant Type:

ram: ampliffkas

Results Manual Pairing Target Name I
Bar | | Target Name ‘ Target ‘ Reference | Ratios | ‘ [*
Chart | Pairing |  Sample Name | Targets | ‘ Mean Cp ‘ Mean Cp | € | | Smns‘
¥ 1RH TLR4 nprel 26,12 24,73 0,3814 1,000
¥ 21/B1 H1 TLR% hprel 28,40 28,05 0,7878 2,066
v A3/B3 H2 TLR¢ hprel 28,22 28,27 1,034 2,712
Il 25/BS H3 TERY nprel 27,07 26,80 0,822 2,173 L
¥ B7/B7 He TLR4 hprel 27,55 26,53 0,4908 1,287
Il n9/B9 N1 TLR4 bprel 27,58 26,11 0,3612 0,963 -
Sample View : Bar Chart |
2 100E]
£ 100 JE— S— —
z : I z
o m i) (il
= & & = @
Result set

p=s
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T1DM Saslikl kontrol Mann
Tam grup Whitney U
degerleri Ortalama + Medyan Ortalama + Medyan - -
Standart sapma (Min - Maks) Standart sapma (Min - Maks)
Yas 32,87 £ 12,68 29 (19 - 61) 32,87 + 12,68 29 (69) 1,000 1,000
VKI 23,25+1,63 23,81 (19,26 - 24,97) 20,23 +1,70 19,98 (16,96 - 23,94) ,000 ,000
HBA1C 8,69+1,91 8,10 (6,10 - 13,50) 419+1,11 ,104(1,90 - 6,00) ,000 ,000
Bacteroidetes 11,55+0,33 11,52 (10,94 - 12,32) /180,31 10,83 (10,05 - 11,43) ,000 ,000
B.fragilis 8,46 + 0,27 8,41 (8,03 -9,01) 7,72 29, 7,73 (7,18 - 8,21) ,000 ,000
Firmicutes 9,27 £ 0,54 9,28 (8,14 - 10,24) 9,83570 9,93 (8,93 - 10,82) ,000 ,000
L.acidophilus 4,92 +0,16 4,96 (4,36 - 5,15) 4,98,36 4,95 (4,41 - 5,21) 681 681
L.casei 4,22 +0,21 4,19 (3,96 - 4,81) 430+0,22 4,25(3,97 - 4,79) ,034 034
TLR4 1,15+ 0,04 1,15 (1,07 - 1,28) 1,07 £ 0,06 61(0,97 - 1,36) ,000 ,000
TLR2 1,15 + 0,07 1,15 (1,00 - 1,27) 1,22 +0,07 21(2,10 - 1,35) ,000 ,000
*Mann-Whitney U test, ** Levene’s T test
T1DM Saglikli kontrol istatisti.ksel
analiz
Tama
Ortalama * Standart ~ Ortalama + Standart P
sapma sapma
Yas 32,87 +12,68 32,87 + 12,68 1,000 1,000
Boy 1,69+ 0,09 1,73+0,09 ,000 ,000
Kilo 66,8 + 9,09 60,66 * 8,10 ,000 ,043
VKI 23,25+ 1,63 20,23+ 1,70 ,000 ,000
HBA1C 8,69+191 419+1,11 ,000 ,000
Aclik Kan Sekeri 133,39 £ 62,44 91,0 £5,67 ,000 ,000
Bacteroidetes 11,55+0,33 10,77 +0,31 ,000 ,000
B.fragilis 8,46 £ 0,27 7,72+0,29 ,000 ,000
Firmicutes 9,27 +0,54 9,83+0,57 ,000 ,000
L.acidophilus 4,92 + 0,16 4,93 +0,16 ,681 ,696
L.casei 4,22 +0,21 4,30 £ 0,22 ,034 ,046
TLR4 1,15+ 0,04 1,07 £ 0,06 ,000 ,000
TLR2 1,15+ 0,07 1,22 £ 0,07 ,000 ,000

*Mann-Whitney U test, ** Levene’s T test,
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Erkek Grubu T1DM Saglikh kontrol
Ortalama + Medyan Ortalama + Medyan p*
Standart sapma (Min - Maks) Standart sapma (Min - Maks)
Yas 33,18 + 13,22 29 (19 - 61) 33,18 + 13,22 29 (19) 6 1,000
VKI 23,21 +£1,61 23,38 (19,26 - 24,97) 20,47 + 1,51 20,25 (18,31 - 23,57) ,000
HBA1C 8,98 + 2,05 8,25 (6,70 - 13,50) 4,17 £1,28 4,19@% 6,00) ,000
Bacteroidetes 11,45 £ 0,25 11,51 (10,94 - 11,82) 10,64 £ 0,33 10,61 (10,05 - 11,25) ,000
B.fragilis 8,28 +0,19 8,25 (8,03 - 8,62) 7,69+ 0,30 7,7Q29%,8,15) ,000
Firmicutes 9,31+ 0,57 9,36 (8,14 - 10,24) 9,93 + 0,52 10,02 (8,93 - 10,62) ,000
L.acidophilus 4,90+0,18 4,91 (4,36 - 5,12) 4,89 +0,18 4,9814,5,14) ,954
L.casei 4,22 £ 0,20 4,19 (3,96 - 4,65) 4,29 £ 0,20 4,27 (4,01 - 4,67) ,125
TLR4 1,14 + 0,04 1,13 (1,07 - 1,22) 1,07 £ 0,07 1,0876,1,36) ,000
TLR2 1,15 + 0,07 1,15 (1,00 - 1,27) 1,23 +0,07 1,24 (1,10 -1,32) ,000
*Mann-Whitney U test,
Bayan Grubu T1DM Saglikl kontrol
Ortalama + Medyan Ortalama + Medyan p*
Standart sapma (Min - Maks) Standart sapma (Min - Maks)
Yas 32,52 +11,64 31 (19 - 56) 32,52 +11,64 31(18) 5 1,000
VKI 23,30+ 1,68 23,89 (19,81 -24,80) 19,95+1,90 19,50 (19,50 - 21,37) ,000
HBALC 8,36 +1,73 7,90 (6,10 - 13,50) 4,21 +£0,91 3,9a@2 5,70) ,000
Bacteroidetes 11,65 + 0,35 11,73 (11,04 - 12,32) 10,84 £ 0,32 10,88 (10,28 - 11,43) ,000
B.fragilis 8,45+ 0,24 8,41 (8,12 - 8,93) 7,66 £ 0,27 7,698%,8,13) ,000
Firmicutes 9,22 +0,51 9,13 (8,26 - 9,96) 9,71+ 0,61 9,58 (8,93 - 10,82) ,007
L.acidophilus 4,94 + 0,13 4,99 (4,63 - 5,15) 4,98 +£0,12 4,9964,5,21) ,454
L.casei 4,22 + 0,22 4,15 (3,98 - 4,81) 4,32 +£0,24 4,21 (3,97 - 4,79) ,143
TLR4 1,17 + 0,04 1,16 (1,09 - 1,28) 1,06 + 0,05 1,0876,1,15) ,000
TLR2 1,14 + 0,06 1,13 (1,02 - 1,24) 1,21 +0,07 1,21 (1,10 - 1,35) ,001

*Mann-Whitney U test,
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19-29 T1DM Saglikli kontrol
Yas grubu Ortalama + Ortalama + Medyan P*
Erkek Standart sapma (Min - Maks) Standart sapma (Min - Maks)
Yas 23,2 +2,88 23 (19 - 29) 23,2 +2,88 23(19-29) 1,000
VKI 2276 +1,77 22,84 (19,26 -24,91) 19,9+ 1,27 19,57 (18,31 -22,28) ,000
HBA1C 9,21 +2,30 8,3 (6,70 - 13,5) 3,77 £1,22 3,60@%,9,70) ,000
Bacteroidetes 11,45 £ 0,25 11,51 (10,94 - 11,82) 10,64 +£ 0,33 10,61 (10,05 - 11,25) ,000
B.fragilis 8,28 +0,19 8,25 (8,03 - 8,62) 7,69 0,30 7,7Q9% 8,15) ,000
Firmicutes 9,43 + 0,49 9,45 (8,53 - 10,15) 9,79 £ 0,57 9,95 (8,93 - 10,59) ,097
L.acidophilus 4,86 £ 0,22 4,89 (4,36 - 5,12) 4,85 %0,21 4,9814,5,10) ,852
L.casei 4,19£0,19 4,16 (3,97 - 4,59) 4,23 +£0,17 4,19 (4,01 - 4,53) ,361
TLR4 1,12 + 0,03 1,12 (1,07 - 1,18) 1,05+ 0,04 1,0870,1,11) ,000
TLR2 1,16 + 0,06 1,16 (1,05 - 1,25) 1,21 +0,07 1,22 (1,10 - 1,32) ,093
*Mann-Whitney test,
31-44 T1DM Saglikli kontrol
Yas grubu Ortalama + Ortalama + Medyan p*
Erkek Standart sapma (Min - Maks) Standart sapma (Min - Maks)
Yas 37,38 +4,75 37 (31 - 44) 37,38 +4,75 37 (31-44) 1,000
VKI 23,46 £ 1,29 23,37 (21,80 - 24,97) 20,23 + 0,83 20,38 (18,83 - 21,06) ,001
HBA1C 8,43+£1,43 8,25 (6,80 - 11,30) 4,25+1,25 4,29@q% 5,90) ,001
Bacteroidetes 11,43 £ 0,36 11,48 (10,98 - 11,94) 10,70 £ 0,23 10,71 (10,38 - 11,02) ,001
B.fragilis 8,58 £ 0,26 8,58 (8,15 - 8,96) 7,78 £0,27 7,883%%,8,12) ,001
Firmicutes 8,81 + 0,49 8,73 (8,14 - 9,51) 10,01 + 0,45 9,97 (9,25 - 10,58) ,002
L.acidophilus 4,93 + 0,08 4,91 (4,83 - 5,04) 4,93 +0,12 4,9234,5,14) 833
L.casei 4,18 + 0,22 4,16 (3,96 - 4,65) 4,37 £ 0,24 4,44 (4,03 - 4,67) , 156
TLR4 1,15 + 0,04 1,15 (1,08 - 1,20) 1,09 +0,11 1,093%t,1,36) 027
TLR2 1,09 + 0,06 1,10 (1,00 - 1,17) 1,24 + 0,06 1,25 (1,15 - 1,31) ,002

*Mann-Whitney U test,
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49 - 61 T1DM Saglikli kontrol
Yas grubu Ortalama + Medyan Ortalama + Medyan p*
Erkek Standart sapma (Min - Maks) Standart sapma (Min - Maks)
Yas 56,40 + 5,27 58 (49 - 61) 56,40 + 5,27 58 (49 - 61) 1,000
VKI 24,17 + 1,27 24,77 (21,91 - 24,84) 20,58 + 1,27 22,91 (20,45 - 23,57) ,076
HBA1C 9,16 + 2,37 8,20 (7,00 - 11,90) 5,24+1,01 5,663 6,00) ,009
Bacteroidetes 11,54 + 0,36 11,38 (11,15 - 11,95) 10,96 £ 0,14 10,94 (10,83 - 11,15) ,012
B.fragilis 8,87 +0,11 8,83 (8,75 - 9,01) 7,99 + 0,25 8,1587,8,21) ,009
Firmicutes 9,75+ 0,42 9,81 (9,12 - 10,24) 10,25 + 0,36 10,22 (9,71 - 10,62) 117
L.acidophilus 4,96 + 0,15 5,02 (4,76 - 5,12) 4,97 +0,14 4,99%4,5,12) 834
L.casei 4,35+0,19 4,29 (4,12 - 4,59) 4,33+£0,16 4,31 (4,18 - 4,60) 917
TLR4 1,15+ 0,05 1,12 (1,09 - 1,22) 1,10 £ 0,05 1,096%,1,20) ,076
TLR2 1,21 £ 0,06 1,22 (1,13 - 1,27) 1,25+ 0,04 1,26 (1,19 - 1,30) ,251
*Mann-Whitney U test,
19-28 Y& T1DM Saglikli kontrol
grubu Bayan Ortalama + Medyan Ortalama + Medyan p*
Standart sapma (Min - Maks) Standart sapma (Min - Maks)
Yas 22,3 +3,50 21 (19 - 28) 22,3 +3,50 21 (19 - 28) 1,000
VKI 23,30 + 1,60 23,89 (20,20 - 24,80) 19,16 £ 2,00 18,66 (16,96 - 23,61) ,000
HBA1C 9,21 +2,30 8,0 (6,70 - 13,5) 4,18 +1,03 3,90@2,6,70) ,000
Bacteroidetes 11,55 +£0,32 11,54 (11,04 - 12,06) 10,80 £ 0,29 10,83 (10,31 - 11,22) ,000
B.fragilis 8,30+ 0,15 8,27 (8,12 - 8,61) 7,55 %0,20 7,521%7,92) ,000
Firmicutes 9,25 + 0,56 9,22 (8,26 - 9,96) 9,76 £ 0,72 9,54 (8,93 - 10,82) 106
L.acidophilus 4,95+ 0,14 5,00 (4,63 - 5,10) 4,98 +0,11 5,0764,5,14) 664
L.casei 4,20+0,21 4,14 (3,98 - 4,63) 4,31 +£0,28 4,19 (3,97 - 4,75) ,340
TLR4 1,16 + 0,04 1,16 (1,10 - 1,22) 1,14 + 0,06 1,003%,1,11) ,000
TLR2 1,14 + 0,06 1,16 (1,05 - 1,25) 1,21 +0,09 1,18 (1,11 - 1,35) ,078

*Mann-Whitney U test,
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31-41 Ya
grubu Bayan

T1DM
Medyan (Min - Maks)

Saglikli kontrol
Medyan (Min - Maks) P*

Ortalama + Ortalama *

Standart sapma Standart sapma

Yas 36 + 3,51 35 (31 - 41) 36 + 3,51 35 (31 - 41)
VKI 22,13+1,80  22,03(19,81-24,54) 1958+0,77 19,27 (18,83-21,09) ,009
HBA1C 8,41+ 1,46 8,20 (6,10 - 10,5) 4,4+0,73 4,50@3,5,60) ,002
Bacteroidetes 11,64 + 0,38 11,82 (11,07 - 12,04) 10,81 +0,45 10,85 (10,28 - 11,43)  ,009
B.fragilis 8,57 +0,21 8,53 (8,34 - 8,85) 7,63 +0,33 7,7687,8,02) ,002
Firmicutes 8,84 + 0,28 8,82 (8,52 - 9,37) 9,76 + 0,34 9,38 (8,96 - 9,93) ,006
L.acidophilus 4,89+0,11 4,92 (4,68 - 5,01) 4,90 + 0,09 4,8894,5,05) ,798
L.casei 4,23 + 0,28 4,12 (3,99 - 4,81) 4,34 + 0,27 4,25 (4,04 - 4,79) ,306
TLR4 1,14 £ 0,03 1,15 (1,09 - 1,18) 1,05 +£0,07 1,0970,1,15) ,013
TLR2 1,11 + 0,05 1,10 (1,05 - 1,22) 1,19 + 0,05 1,21 (1,10 - 1,23) ,025
*Mann-Whitney U test,
43-56 Y& T1DM Saglikli kontrol
grubu Bayan Ortalama + Medyan (Min - Maks) Ortalama + Medyan (Min - Maks) p*

Standart sapma Standart sapma

Yas
VKI
HBA1C

Bacteroidetes

B.fragilis
Firmicutes
L.acidophilus
L.casei

TLR4

TLR2

48,83 £ 4,79
24,64 £ 0,21
7,92 +1,14
11,85+ 0,33
8,61+0,24
9,59 £ 0,32
5,01+0,10
4,26 + 0,19
1,20 £ 0,05
1,17 £0,05

47,5 (43 - 56)
24,65 (24,30 - 24,92)
7,75 (7,0 - 10,10)
11,90 (11,47 - 12,32)
8,64 (8,24 - 8,93)
9,73 (9,13 - 9,96)
5,02 (4,85 - 5,15)
4,29 (4,02 - 4,51)
1,19 (1,12 - 1,28)
1,19 (1,10 - 1,24)

48,83 +£4,79
21,97 £1,06
4,05+ 0,96
10,94 + 0,22
7,91+0,18
10,04 £ 0,45
5,06 £0,14
4,31+0,16
1,05 + 0,07
1,19+ 0,05

47,5 (58)

21,64 (21,08 - 23,94)

4,08@2,5,10)

10,94 (10,61 - 11,28)

7,9637,8,13)

10,15 (9,41 - 10,62)

5,0824,5,21)

4,28 (4,10 - 4,50)

1,0890,1,11)

1,26 (1,17 - 1,32)

1,000
,076
,009
,004
,004
,109
,196
, 749
,004
,109

*Mann-Whitney U test,
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FORMLAR

Form 1:

Tibbi Mikrobiyoloji —Endokrinoloji ve Metabolizma H ast..

HASTA VE KONTROL GRUPLARI
BILGi FORMU

Klinik Tani

TiP 1 Diyabet ...[ ]...... TP 2 Diyabet...[ ]...... S&l. Kontrol...[  ]......

Kan Numunesi Alim Tarihi ...... [oiinii. [.......

Gaita Numunesi Alim Tarihi......... [coii.. [ioiii.

Baska bir hastaliSl VarmMI?..........oouviiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e eeeeenanennnnes
Son 1 haftada antibiyotik Kullandi MI?...........cooii e
Son 1 ayda probiyotik Kullandi MIZ.......c.ooo oo

Mehmet DEMIRCI
Tel: 23046 / 21647



ETIK KURUL KARARI

= T.C A
f‘} 2\ : ISTANBUL UMIVERSITESY ) /@ \
4 %‘}’%} CERRAHPASA TIP FAKULTESI BEKANLIGI o /
‘(«Q&i“: KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU N 2

& '
Sayi : 83045809/ 223 o istanbul ....../ .../
Konu: Temel Tip Bilimleri Bolimii :
Bagkanligina 31 Ekim 7043

ILGI: 02.09.2013 tarihli, 1836 sayil1 yaziniza:
Boliimiiniize bagh Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah 6gretim tiyesi Dog.Dr.Hrisi Bahar TOKMAN’n
danigmanliginda Doktora Ogrencisi Mehmet DEMIRCI'nin yirriiticiiligiinde Prof.Dr.Miicahit OZYAZAR ve
Uzm.Dr.Ela Temeloglu KESKIN’in yardimciliklarinda “Erigkin Tip 1 Diyabetli ve Saghkh Kisilerin Diski
Florasidaki Bacteroidetes ve Firmicutes Grubu Bakteri Miktarimim Konaktaki TLR2/TLR4 Gen
Ekspresyonlar: Uzerine Etkisi” baslikli Doktora Tezi hakkinda ilgi yaziniz ve ekleri 01Ekim 2013 tarihinde
toplanan Fakiiltemiz Klinik Aragtirmalar Etik Kurulunca miizakere edilmis olup; Bilimsel Arastirma Projeleri
(BAP) destegi alinmas: kosuluyla etik agidan uygun olduguna karar verilmistir.
Bilgilerinizi,durumun ad1 gegen anabilim dali bagkanligina bildirilmesini rica ederim.
Prof.Dr.Fatis ALTINDAS
Klinik Aragtirmalar
Etik Kung.\lu Bagkant
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Not: Yamtlarumzda yazimzn giin ve .\‘nylsuuuhl;z;\_iﬁﬂ
Istanbut Universitesi Cervahpasa Tip Fakiiltesi 34303
Telefon 0 (212) 414 32 52 Dahiliz 22300 Faks: 0(212) 632 00 48 ¢ posta

fetikitistanbuledutr.
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Karar No: A-03

Tarih:01 Ekim 2013

Dog.Dr.Hrisi BAHAR TOKMAN'In danismanhiginda Doktora. Ogr.
sorumlulugunda yaptimasi tasarlanar. ve yukanda bagvuru bilgileri verilen klinik aragtirma bagvuru dosyas!
ve ilgili belgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis,
gergeklestirilmesinde etik sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul Gyelerinin oy birligi ile karar
verilmistir.

Mehmet DEMIRCI'nin

GCALISMA ESASI [Tyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu j
ETIK KURUL BASKANI UNVANI/ADISOYADI: Prof. Dr. Fatig ALTINDAS
ETiK KURUL UYELERI T
Unvani/Adi/Soyadi Uzmanhk Alani Kurumu Cinsiyet | lligki * Katilim ** Imza
Prof. Dr. Fatis ALTINDAS | Anesteziyoloji ve | 10 Cerrahpasa K EL] EX A, L
(bagkan) Reanimasyon Tip Fakiiltesi HX HO IAA
Prof. Dr. Oner SUZER Tibbi Farmakoloji | 1U Cerrahpasa | E EQ] EQ] ﬁ“ ara’da
(bagkan yardimcisi) Tip Fakiltesi HKX HKX
Prof. Dr. Ozgilr Cocuk Saghgi ve | U Cerrahpasa | E EC] E
KASAPCOPUR (raportor) Hastaliklari Tip Fakiiltesi HX HO p
| Prof. Dr. Mehmet Riza Ig Hastaliklar! iU Cerrahpasa E EQ] E e
| ALTIPARMAK Tip Fakiltesi HX HO /
| Prof. Dr. Mahmut Reha Ruh Saghg ve |0 Cerrahpasa E EL] E \
| BAYAR Hastaliklar Tip Fakiltesi HX H .
| Prof. Dr. Sebzhattin Néroloji 10 Cerrahpasa E EL] EX ¥ L
SAiP { Tip Fakiltesi HE HO
| pProf. Dr. Fahri Ortopedi ve 1U Cerrahpasa | E EL] E[]
| ERDOGAN Travmatoloji Tip Fakilltesi A (WO YW
Prof. Dr. Mehmet Faik Genel Cerrahi |0 Cerrahpasa | E EQ] EX —
OZGELIK Tip Fakiltesi HR HO . -
Prof. Dr. Nuran Senel Radyasyon 10 Cerrahpasa K ELJ EX /
BESE Onkolojisi Tip Fakiltesi HKX HO
Dog. Dr. Suphi Halk Saghg 10 Cerrahpasa E EL] EX
1 VEHID Tip Fakltesi HE HO
I z o = i/ g
Prof. Dr. Ertan YURDAKOS | Fizyoloji i0 Cerrahpasa | E EQ] E /
| Tip Fakilltesi H HO =
| Prof. Dr. Hatun Hanzade Deontoloji 1U Cerrahpasa K EL] EX 7
| DOGAN Tip Fakilltesi H HO %/
Dog. Dr. Muhlis Cem Ig Hastaliklar! Ist. Egitim ve E ELJ ER “¥ \ﬂ/
AR Arastirma Hast. HEKR HO
Avukat Ayfer Ticaret ve Saghk | Serbest Hukuk | K EL] EQ] 7
DIKMEN Hukuku Biirosu HX HO
Zimrit GAMLI Emekli Ogretmen | Sivil Uye K EQ] EX
HIX HO

*

:Aragtirma ile lligki

{0 Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik
Internet adresi; www.ctf.edu.tr/etikkurul E-posta:

** Toplantida Bulunma

Arastirmalar Etik Kurulu Tel: +90 (212) 414 32 52; 414 30 00/22300.

ctfetik@istanbul.edu.tr Form revizyon tarihi:

16.08.2012
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PATENT HAKKI izNi
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TEL IF HAKKI IZNi
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi Mehmet Soyadi Demirci
Dog.Yeri |Tekirdas Dog.Tar. 23.07.1979

Uyrugu T.C.

TC Kim No 15776103190

Email demircimehmet@hotmail.com | Tel

05337106295

Egitim Duzeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi

Mez. Yil

Doktora Istanbul tinv. S#ik Bilimleri enst. Cerrahpa Mikrobiyoloji

Yuk.Lis. Istanbul tnv. S#ik Bilimleri enst. Cerrahpg Mikrobiyoloji | 2003

Lisans Istanbul Unv. Cerrahga Tip Fak. Tibbi Biyolojik Bilimler | 2000

Lise Istanbul Fatih Davutpa Lisesi

1996

Is Deneyimi (Sondan ge¢nse dasru siralayin)

| Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Uygulama Uzmani Roche Diagnostics Turkey 2006 -
2. Uriim Middiri Pera Medikal 2004 - 2004
3. Arastirma Gorevlisi Cerrahpa Tip Fak. Mikrobiyoloji 2000 - 2003
Yabanci |Okudugunu KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma* Puani Puani
Ingilizce |Cok iyi Cok iyi 66,250
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak dgerlendirin

Sayisal Bit Agirlik Sozel
LES Puani 71.390 71.272 69,877

(Diger) Puani

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Windows 7 Cok iyi
Microsoft Office Cok iyi

Yayinlari/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozelilgi Alanlari (Hobileri):Basketbol, Bilgisayar oyunlari




