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OZET

REBOKSETIN KULLANIMININ BAGIRSAK FLORASI UZERINE ETKIiSININ
BIYOINFORMATIK ANALIZI
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Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2019
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Hiillya KARACA GENCER
Ikinci Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Ceren OZKUL KOCAK

Mikrobiyom insan viicudunun en karmasik bilesenleri arasinda yer almaktadir.
Ikinci beyin olarak adlandirilan bagirsak florast en fazla sayida ve cesitlilikte
mikrorganizma barindirmaktadir. Hastaliklar ve hastaliklarin tedavisine olanak saglayan
ilaglar mikrobiyata cesitliliginde ve metabolizma iizerinde etki gostermektedir. Bu tezde
ise diyabetle birlikte sik¢a gelisen depresyon tedavisinde kullanilan antidepresanlardan
secici noradrenalin geri alim inhibitdrii bir antidepresan olan Reboksetinin farkli iki doz
kullanimimin ve saglikli-diyabetik kontrol gruplarimin bagirsak florasinin iizerindeki
etkisinin biyoinformatik analizle ortaya koymay1 amag¢lamaktadir. Bu amacla diyabetik
ve saglikli farelere 8 mg/kg ve 16 mg/kg reboksetin uygulmasi sonrasi gaita
orneklerinden DNA izole edilmistir. Amplikasyon islemi i¢in 16S rRNA bdolgesine
spesifik V3-V4 primerler kullanilmig ve Illumina Miseq ile sekanslama yapilmistir.
Onislemlerden sonra QIIME 1.90 biyoinformatik analiz programi kullanilmis olup alfa
metrikler agisindan fark gozlenmemistir. Beta ¢esitlilik tiim deney gruplarinda,
diyabetik-saglikli kontrol gruplarinda, diyabetiklere uygulanan ilag dozlarinda
(p<0,005) istatiksel olarak anlamli bulunmustur. LefSe Analizleri sonras1 Lactobacillus,
Turicibacter, Streptococcus anlamli (p<0,05) olarak ilagsiz grupta artis gosterirken,
Prevotella, Parabacteroides, Bacteroides, Flexispira, Desulfovibrio anlamli olarak
(p<0,05) reboksetin ilact uygulanmis grupta artig gosterdigi ortaya konmustur. Sonuglar
dogrultusunda reboksetinin mikrobiyotada diyabetik vakalara benzer disbiyozise neden
olabilecegi ortaya koyulmustur.

Anahtar Sozciikler: Reboksetin, Bagirsak florasi, Biyoinformatik mikrobiyata

analizi.



ABSTRACT

IMPACT OF USING REBOXETINE ON GUT FLORA WITH
BIOINFORMATIC ANALYZE
Sinem TEKINKOCA
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2019
Supervisor: Hiillya KARACA GENCER
Co-supervisor: Ceren OZKUL KOCAK

Microbiome is one of the most complex components of the human body. The
intestinal flora called the second brain contains the largest number and variety of
microrganism. Drugs that enable the treatment of diseases and diseases have an impact
on microbiology and metabolism. The aim of this thesis is to reveal the effects of two
different doses of reboxetine, one of the selective noradrenaline reuptake inhibitors, and
the effect of healthy-diabetic control groups on the gut flora with bioinformatics
analysis. After the administration of 8 mg/kg and 16 mg/kg reboxetine to diabetic and
healthy rats, DNA was isolated from stool samples. VV3-V4 primers specific to the 16S
rRNA region were used for the application procedure and sequencing was performed
with Illumina Miseq. After the preprocesses, alpha diversity beta diversity and relative
taxa distributions were determined by using QIIME 1.90 bioinformatics analysis
program. There was no difference in alpha metrics. Beta diversity was found
statistically significant in all experimental groups, diabetic-healthy control groups, and
in drug doses administered to diabetics (p<0,005). After the LefSe analyzes,
Lactobacillus, Turicibacter, Streptococcus significantly increased (p<0,05). The analyze
showed that Parabacteroides, Bacteroides, Flexispira and Desulfovibrio increase
significantly (p<0,05) in the group treated with reboxetine. According to the results, it
was shown that reboxetine may cause dysbiosis similar to diabetic cases in microbiota.

Keywords: Reboxetin, Gut flora, Bioinformatics microbiata analysis.
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1.GIRIS

Mikrobiyom, florada bulunan bakteri, arkea, virus, mantar ve diger tek hiicreli
okaryotlarin genomlarini ve bunlarin bulundugu ortami ifade etmektedir. Insan
viicudunda bulunan mikrobiyal hiicrelerin sayisinin toplam insan hiicreleri sayisindan
10 kat fazla oldugu ortaya konulmustur. Metabolom iiretme ve proteom kodlama
acisindan insan genomundan daha yiliksek potansiyele sahiptir (Goodacre, 2007).
Mikrobiyotadaki bakteriler sindirime yardimci olmak, bagisiklik sisteminin
diizenlenmesi, patojenlere karsi koruma, vitamin iiretilmesi gibi bircok metabolik
fonksiyonda rol oynamaktadir (Giindogdu, 2016). Bagirsak mikrobiyotasi insan
viicudunda en fazla say1 ve cesitte mikroorganizma barindiran flora bolgesidir. Bu
nedenle bilim diinyasinda unutulmus organ olarak ifade edilmektedir. Gastrointestinal
sistemin kolonizasyonu dogumdan hemen sonra baslar. ilk bakteriyel kolonizasyon
dogum sekline bagli olarak normal ise anne vajina/digki florasi ve oral beslenme tiiriine
bagli olarak sekillenir. Saglikli bagirsak florasinda 1000°den fazla bakteri tiirii
bulunmaktadir. Firmicutes 250’den fazla cinsle (Lactobacillus, Mycoplasma, Bacillus,
Clostridium vb.), Bacteroidetes yaklasik 20 cinsle floraninin %90’1n1, Actinobacteria,
Verrucomicrobia bagirsak florasinin temellerini olusturmaktadir (Qin vd., 2010). Flora
genetik faktorler, yaslanma, beslenme sekli (pre-pro biyotik kullanimi), cevresel
kosullar, stres ve ilag (antibiyotik vb.) kullanimi gibi faktorler altinda degisiklik
gostermektedir (Gerritsen vd., 2011). Bagirsak mikrobiyotasi saglik ve hastalikta kritik
rol oynamaktadir. Bagirsak florasinda meydana gelen g¢esitlilik ve sayisal acidan
degisiklik obezite, tip 2 diyabet, IBS ve daha birgcok metabolik hastalikla
iliskilendirilmektedir (Guarner ve Malagelada, 2003). Yapilan diger ¢alismalarda ise
ila¢ kullanimlarinin flora {izerine etkisi arastirilmaktadir. Sinirli galismalarla antibiyotik
kullaniminin bagirsak florasi lizerine etkisini gosterilmistir. Bu tezde ise diyabetle
birlikte sikca gelisen depresyon tedavisinde yaygin kullanilan antidepresanlardan segici
noradrenerjik geri alim inhibitorlerinden olan reboksetinin farkli iki doz kullaniminin ve
saglikli-diyabetik  kontrol gruplarinin  bagirsak florasinin  iizerindeki etkisinin
biyoinformatik analizle ortaya konmasi amaglanmaktadir. Yiiksek verimli methotlarin
ortaya cikis1 ve sofistike biyoinformatik analiz sistemlerin detaylandirilmasi mikrobiyal

bilesimin detayli tanimlanmasina olanak saglamstir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Mikrobiyom
2.1.1. insan genom projesi

Insan genom haritasinin olusturulmasina yonelik baslatilan insan genom projesi
devlet girisimi ve uluslararasi is birliginin basarisi olarak gosterilmistir. 1990 yilinda 20
kurumun katilimi ve 3 milyar dolar biit¢eyle baslatilan bu projede ABD, Fransa,
Ingiltere, Japonya ve Cin’den uzmanlar yer almis olup projenin amac1 insan genomunun
tamamini dizilemekti. Hedef 20000—25000 aras1 genin yani yaklasik olarak 3 milyar baz
ciftinin sirasim1 kesfetmekti. Arastirmaya dair sonuglar Londra’dan Sanger Genetik
Arastirmalar Merkezi ve Wellcome Vakfi tarafindan analiz edildi. Pahali ve teknik
acidan zor olan bu projenin %99’ unun tamamlandigi 2000 yilinda duyuruldu. Yapilan
arastirmalar sonucu genlerin %97’sinin ¢oziilebildigini ve %85’inin dogru sekilde
siralandigini gosterdi (http-1). Elde edilen sonuglar kanser, kalp hastaliklari, astim,
alzheimer ve diger bir¢ok hastaligin teshis ve tedavisinde devrim niteligi tasimaktadir
(http-1).

Bu farkliliklarin  hastaliklar a¢isindan degerlendirilmesi, yeni tani1 test
sistemlerinin gelistirilmesi, gen fonksiyonlarin belirlenmesi, kisiye 6zgii tedavilerin
gelistirilmesini saglamak gibi bircok yeni amaca hizmet edecegi diisiiniilmektedir
(Bagc1, 2002).

Sonug olarak Insan Genom Projesi genomdaki baz ciftlerinin dizilisini bulmay1 ve
verileri sanal ortama sunmayi amaglamistir. Proje sonucunda da dizilerin hangi
proteinleri kodladig1 ve bu proteinlerin hiicrede hangi fonksiyonlarda rol oynadigini
bulmak buna bagli olarak da hastaliklarla iligkisi ve ila¢ teknolojisine katki saglamasi

amaclanmustir (http-2).

2.1.2. Mikrobiyom projesi

Insan Genom Projesi ve Insan Mikrobiyom Projesi birbirini tamamlar sekilde
biiyiik iki proje niteligi tasimaktadir. Insan genom projesinin insanda var olan
mikroplarla etkilesimi anlagilana kadar eksik olacagi savunmuslar (Davies, 2001).
Relman ve Falkow (2001) agiz, bagirsak, vajina ve deri olmak iizere dort ana
mikrobiyal kolonizasyon bdlgesinin insanda var oldugunu savunmuslar ve bu genlerin

haritasinin ¢ikarilmasi i¢in ikinci insan genom projesi olarak adlandirilan mikrobiyom



projesi cagrisinda bulunmuslardir. Insan hiicrelerine nazaran c¢ok kii¢iik olan
mikroorganizmalarin ¢esitlilik agisindan insan genomunu olusturan genlerden daha
fazla oldugu diistiniiliiyordu. Bu durumun mikrobiyal ¢esitlilik ve fonksiyon agisindan
daha da 6nemli hale gelmesiyle; 2007 yilinda “Insan Mikrobiyom Projesi” Amerikan
Saglik Enstitiisii liderliginde insanda var olan mikroorganizmalarin genetik dizilimlerini
ortaya koymak, insan saglig1 iizerine etkilerini gérmek icin baglatildi. Interdsipliner
projedeki asil dort amag;
o Her insana 6zgili temel mikrobiyom olup olmadigini belirlemek,
o Mikrobiyotada meydana gelecek degisikliklerin hastaliklara neden olup
olmadigini ortaya koymak,
o Biyoinformatik teknikleri gelistirmek,
e Projeyi etik, hukuki ve sosyal agidan degerlendirmekti (Bozok vd.,
2014).

Insan mikrobiyomu yas, cinsiyet, beslenme kosullar1, genetik faktorler, cevre, ilag
kullanim1 gibi faktorlere bagh degisiklik gostermektedir. Hastalikla birlikte normal
mikrobiyom florasinda degisiklik hastaliklarin mirobiyota acisindan olusum
nedenlerinin anlagilmasima ve tedavi gelistirilmesine olanak sunacaktir (Peterson ve
Garges, 2009). Deri, bagirsak, agiz vajina gibi insan viicudunun farkli bolgelerinde
bulunan kommensal, simbiyotik ve patojenik mikroorganizmalara “mikrobiyota”, bu
mikroorganizmalarin genomu ise “mikrobiyom” olarak ifade edilmektedir. Insan
mikrobiyomu ifadesi ilk kez Joshua Lederberg tarafindan kullanilmistir (Lederbeg ve
McCray, 2001). insan hiicreleri ile mikrobiyal hiicreler arasinda giiclii simbiyotik bir
iliski vardir. Insan viicudunda bulunan viriis, bakteri, arke ve 6karyotik mikroplar hem
sagligt hem de hastalik fizyolojisini etkilemektedir. Mikrobiyal flora metabolik
fonksiyonlara katki saglamakta, bagisiklik sistemine destek olmakta, patojenlerden
korumakta ve daha bircok islev de dolayli veya dogrudan rol oynamaktadir. Insan
viicudu say1 olarak aslinda %90 mikroorganizma hiicrelerinden ve sadece %10 insan
hiicrelerinden olusmaktadir. Mikrobiyomun protein kodlama potansiyelinin insan
genomundan ¢ok daha fazla oldugu ortaya konmustur (Giindogdu, 2016).

Yapilan ¢ogu calismada mikrobiyal komposizyonun bakteriyel bilesenlerini
tanimlamak i¢in tlirlere ait 16S rRNA kodlayan gen sekanslanmakta ve sonrasinda
bilinen bakteriyel sekans veri tabanlariyla karsilagtirilmasi ile yapilmaktadir. Tim

mikrobiyal DNA'nin sekanslanmasiyla yapilan metagenomik analiz, mikrobiyal
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popiilasyonun genetik potansiyelinin degerlendirilmesini saglamaktadir (Friedricks,
2013). 16S rRNA gen dizileme teknigi kullanilarak mikroplarin sayisini ve filogenetik
iligkileri belirlenebilmistir (Botero vd., 2016). Bu alanda bir¢ok ¢alisma yapilmakla
birlikte ve bu ¢alismalar hiz kazanmistir. Yapilan ¢alismalar ile bebeklerde mikrobiyom
evrimi (Palmer vd., 2007) obez ve zayif bireylerde flora farklilig1 ortaya konulmustur
(Ley vd., 2006). Bunun yani sira 16S rRNA gen dizileme teknigiyle birey bagirsak
florasindaki ¢esitlilik (Eckburg vd., 2005), agiz i¢i (Faveri vd., 2008), deri (Gao vd.,
2007) ve vajinadaki florasal degisiklik ve ¢esitlilik ortaya konmustur (Hyman vd.,
2005).

2.1.3. Bagirsak florasi

Bagirsak florast insan viicudunda en fazla bakteri barindiran flora bolgesidir
yaklasik 10 kadar mikroorganizma kolonize olmustur (Turnbaugh vd., 2007).
Dogumdan hemen sonra sekillenmeye baslayan bagirsak florasi genetik, yaslanma,
beslenme sekli (pre-pro biyotik kullanimi), cografi kosullar, stres ve ila¢ (antibiyotik
vb.) kullanim1 gibi cevresel ve genetiksel faktorler altinda degisiklik gdstermektedir

(Gerritsen vd., 2011), (Sekil 2.1).

MIKROBIYATA

. MODULATORLERI
3 Antibiyotikler g
Probiyotikler
. Prebivotikler _
Fekal
MIKROBIYATA
GENETIK DIiYET
2 CEVRESEL a
IMMON KONAKCT FAKTORLER BESLENME
SISTEM KOSULLART
HORMONLAR STRES
—<€ =5

Sekil 2.1. Mikrobiyota, konak¢: ve cevresel faktorlerin etkilesimi (http-3)

Bagirsagin farkli boliimlerinde pH ve anatomik degisikliklerden dolay1 tiirlerin

cesitliligi ve sayilart farklilik gostermektedir. Incebagirsak kalin bagirsaga nazaran
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mideye daha yakin olmasi ve pH kosullarindan etkilenmesinden dolay1 daha az sayida

bakteri barindirmaktadir (Sekil 2.2).

Mide Bakteri: 10° hiicre /mL

(Asit) ::> Or: Helicobacter pylori

Ince Bagirsak Bakteri: 10" -10° hiicre/g

(Safra ve pankreatik salgilar) :> Or: Lactobacilli,

Bakteri: 10" hiicre/g
Kalin Bafirsak .
|::> Or: Bifidobacteria, Lactobacilli,
(Saftra ve pankreatik salgilar)

Bacteroides, Enterobacteria,

Sekil 2.2. Bagirsak florasinin bolgesel dagilimi (Gerritsen vd., 2011)

Homeostazi halindeki bagirsak mikrobiyotasinda dominant olarak Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria ve Proteobacteria filumlari bunun yani sira bir¢ok alt tiir
bulunmaktadir (Khanna ve Tosh, 2014). Bagirsak florasinda yer alan bakteri gruplarina
ait taksonomik siiflandirma proksimalden distale, epitelden liimene, dogumdan 6liime

kadar farklilik gostermektedir (Sekirov vd., 2010), (Sekil 2.3).

Bagirsak florasinda bulunan mikroorganizmalarin bir¢ok gorevi bulunmaktadir
Ornegin potasyum mineralini {liremek, metanogenesiz, nitrat-siilfat rediiksiyon
tepkimelerini  yapmak, selilloz sindirimine yardimci olmak, bagirsak —sinir
fonksiyonlarin1 diizenlemek, immiin sisteme patojenlere bariyer olusturmak ve
antijenlerin taninmasini saglayarak destek olmak bu gorevlerin baslicalaridir (Zhang

vd., 2015).



Proksimal B

GIS
. . Epitel Mukus Bagirsak Gaita
= Lactobacillus Eptel Yizeyi Tabakas| Lameni
Mide 10" > Veillonefla
Helicobacter \ y J \ y J
1 Clostridium Bacteroides
Lactobacillus Bifidobacterium
Duedonum  10° Enterococcus Streptococeus
Enterobacteriacea
Bacilli Enterococcus
Streplococcaceae Cfosmdxqm
Jejenum  10* % Actinobacteria Lactobacillus
Actinomycinaeae C Fuminacoccus
Corynebacteriaceae
e 107 Dogum 1 yas// Olim
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Tar cesitliliginde arug . Sayi korunur |
12 i )
MRKGGA 102 Lachnospiraceae Eiilr: igerlk daima degigikik gosterir
Bacteroidetes : )
Maternal Kolonlzasyon
Hilcre/gam Diyet
QSVI‘859| faktorler
Distal Antibiyotik tedavisi
GlIs

Sekil 2.3. Bagirsak mikrobiyotasinin proksimalden distale (A), epitelden liimene (B), yasa gore (C)
degisimi (Sekirov vd., 2010).

Bagirsak florasinda bulunan bakteriler aktif metabolitler tiretmektedirler ve bu
metabolitler homeostazi de biiyiik rol oynamaktadir. Ornegin Lactobacillus ve
Bifidobacterialar monosodyum glutamattan gama amino butirik asit (GABA)
sentezleyebilmektedir (Barrett vd., 2012). Bacilllus ve Sacromicesler noradrenalin,
Streptococus ve Escherichia serotonin iiretirken Bacillus ve Serracialar dopamin
tiretmektedir (Lyte, 2011).

2.1.4. Bagirsak florasi ve hastahiklarla iliskisi

Mikrobiyotanin viicutta bagisiklik, inflamasyon, beslenme, hormonal sistem,
epitel doku olgunlagsmasi gibi daha bircok fonksiyonu oldugundan hastalik
patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.

Mikrobiyotanin yapisinin igsel veya dissal faktorler nedeniyle degismesi veya
bozulmas1 disbiyozis olarak adlandirilmaktadir. Disbiyozis olusumu, kiside ciddi
metabolik ve inflamatuvar patolojilere yol acarak birgok hastaligin olusmasina neden
olmaktadir (Guarner ve Malagelada, 2003).

Bagirsaklarda bulunan bakterilerle insan hiicreleri arasinda etkilesim vardir ve bu
etkilesim IL-10 (Interleukin 10) ve TGF-B (transforming growth factor B) gibi gesitli

sitokinlerin {iretimini diizenlemektedir (Neish, 2009). Bagisiklik sisteminde olan TLR
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toll-like receptor), PRR (pattern recognition receptor) reseptorlerdendir noronlarda
yaygin olarak bulunmaktadir ve sitokin iiretimin ilk kademesinde yer almaktadir
(Evrensel ve Ceylan, 2015). inflamatuvar sitokinlerden interferon alfa depresyona
neden olmaktadir (Udina vd., 2012). Antidepresanlarla tedavi edilebilen bozukluklar
immunoregulator sitokin IL-10 aktivitesiyle inflamasyonu baskilayarak da antidepresan
rolii oynamaktadir (Maes vd., 2005). Probiyotikler ise IL-10 seviyesini arttirmaktadir
(Levkovich vd., 2013).

Yapilan c¢alismalarla bir¢ok hastaligin olusmasina neden olan stres; ¢esitli
sekillerde olusturularak bagirsak florasinda yarattigi degisiklik gosterilmistir (Shreiner,
Kao ve Young, 2015). Ornegin rhesus maymunlarini annelerinden ayirarak olusturan
stresin bagirsak florasinda Bifidobakter ve Laktobasillerin azalmasina neden oldugu
gosterilmistir (Bailey ve Coe, 1999).

Obezite, tip 2 diyabetli, tip 1 diyabetli hastalarin bagirsak florasinda Firmicutes ve
Bifidobacterium’lar azalirken Bacteriodetes filumlarinda artis gostermektedir (Zhang
vd., 2015), (Tablo 2.1).

Tablo 2. 1. Diyabet gruplarinda disbiyosiz (Zhang vd.,2015)

Hastahk Kaynak/6rnek Disbiyosiz

Tip 1 Diyabet Cocuk/Gaita Lactobacillus l
Bifidobacterium l
Blautia coccoides !
Eubacterium rectal l
Prevotella l
Clostridium 1
Bacteroides i
Veillonella T

Tip 2 Diyabet Insan/Gaita Clostridia !
Firmicutes l
Betaproteobacteria 1

Bakteriler sayesinde sindirilemeyen fiberlerden iiretilen KZYA (Kisa zincirli yag
asitleri), insiilin duyarliligini artirir. KZYA ligantlari ve GPR-41 ve GPR-43 (G protein
aracili reseptor) reseptorlerine baglandiginda enteroendokrin hiicreler uyarilir, bagirsak
hareketleri yavaslar, bagirsaktan yapilan emilimlerin hizi artar. Emilimin azalmasina
bagli olarak enerji tiretimi diiser, glukagon benzeri peptid (GLP)-1 insiilin duyarlilig
artar ve lipoprotein lipazi (LPL) bloklar, aglik durumunda devreye giren aglikta

indiiklenen adipdz faktorii (Fiaf) de yag birikimini ve insiilin sinyalini azaltir. Bu



yolakla  bagirsak  florasindaki  mikroorganizmalar ~ konak  metabolizmasini

diizenlemektadir (Hur ve Lee, 2015), (Sekil 2.4).

Diyet fiberi

Mikrobiyota

Mikrobiyal
fermentasyon

l l \ Silomikron Fiaf
PYY GLP—1 VLDL @| J
GPR& . B
l insalin sényali
! vag birikimi

Sekil 2.4. Mikrobiyatanin iirettigi metabolitlerin konak metabolizmasu iizerindeki etkisi
(Hur ve Lee,2015)

Yapilan bagka bir ¢alisma gostermistir ki diyet yag bakimindan yiiksek igerikli
oldugunda bagirsak florasinda disbiyosize neden olur. Disbiyosiz bagirsak
gecirgenligini etkiler, bariyer fonksiyonunu ¢esitli yolaklar1 etkileyerek bozar insiilin
direnci ve tip 2 diyabetin patogenezini olusturur. Mikrobiyota da Akkermansia
muciniphila arttiginda metabolik endotokseminin azalmasi ve insiilin direncini diigmesi
tedavi olanaklar1 sunmaktadir. Bu amacla obezite ve tip 2 diyabet tedavisi i¢in bu

bakteri umut vericidir (Hur ve Lee, 2015), (Sekil 2.5).

Mikrobiyota bagimli yolaklarin kardiyovaskiiler hastaliklarin tanisinda ve
terapotik potansiyelinde etkili oldugu yapilan bazi c¢aligmalar ile ortaya konmustur.
Kirmizi et, yumurta ve ¢ok yagl iriinlerle beslenenlerde yaglarin sindirimi sirasinda
ortaya ¢ikan metabolik yan tirtiin TMAO (trimetilamin N-oksit) olup kalp hastaliklariyla
iligkilidir. DMB (3,3-dimetil-1-butanol) adli bir inhibitéor, TMAO seviyesini
diisiirmektedir. Yapilan bir ¢alismada ilk olarak, TMAO ve kommensal mikrobik
trimetilamin (TMA) iretimini DMB kullanarak yiiksek kolin ve karnitin igerikli
beslenen farelerde engellenmistir. Bu caligmada beslenme kaynakli kalp hastaliklarinda

mikrobiyoma ilag (DMB) vererek ve floraya zarar vermeden bagirsak bakterileri
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L
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i
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|

Tip 2 Diyabet

Sekil 2.5. Yag oram yiiksek diyetin olusturdugu disbiyosizin bagirsak gegirgenligini etkileyerek
diyabet patogenizi olusumu (Hur ve Lee, 2015).

tarafindan TMAOQ yan iriliniin olusumu engellenmistir. Bagirsak mikrobik yolunu hedef
alarak kalp hastaliklarinin bu agidan da tedavi edilebilecegi ortaya konmustur (Koeth,
Wang ve Levison, 2013).

[rritabl bagirsak sendromunda (IBS) beslenme degisiklikleri, probiyotikler ve
antibiyotiklerle mikrobiyotay1 degistiren tedaviler yararli sonuglar vermistir (Simren,
Barbara ve Flint, 2013). IBS’li az sayida Avustralyali hastada klasik Avustralya diyeti
yerine diisik FODMAP (mayalanabilir oligosakkaritler, disakkaritler, monosakkaritler
ve polioller) igeren diyetle beslenenlerin IBS semptomlarinin diizeldigi raporlanmigtir
(Halmos, Christophersen ve Bird, 2014). IBS'de, bagirsaktaki degisiklikleri merkezi
sinir sisteminde iletildigi yoOniinde yapilan c¢alismalarda tedavi ve tami ig¢in yeni
olanaklar olusabilecegini gostermistir (Tillisch, Labus ve Kilpatrick, 2013).

Clostridium difficile enfeksiyonu (CDE), bagirsak florasindaki kompozisyonun
bozulmas1 sonucu olusan mikrobiyota bazli tedavi ile kontrol edilebildigini gdsteren

hastaliklardandir (Britton ve Young, 2014). Tekrarlanan CDE'lerin 6nlenmesi igin fekal



mikrobiyota transplantasyon (FMT) kullaniminin standart vankomisin antibiyotik
tedavisine ve bagirsak lavajina nazaran yaklasik %90 etkinlik sagladig: tespit edilmistir.
FMT sonrasi yapilan metagenomik analizde donor mikrobiyatasina benzer mikrobiyom
olustugu, cesitliligin arttigi Firmicutes ve Bacteroidetes'in arttig1 ve Proteobacteria ise

azaldig1 gézlenmistir.

2.1.5. Bagirsak florasi ve ilaclar

Insan viicudunun kompleks bilesenlerinden olan mikrobiyata ila¢ kullanimindan
etkilenmektedir. Son donemlerde kullanimi artan antibiyotiklerin mikrobiyom
kompozisyonunun 6zellikle de bagirsak florasini etkiledigi gosterilmistir. Bu duruma en
popliler 6rnek antibiyotik kullanimina bagli olusan diyaredir. Sinirli sayida yapilan
calismalarda bagta beta laktam antibiyotikler olmak iizere bir¢cok antibiyotik
mikrobiyatayr  etkilemistir. ~ Antibiyotik  kullamim1  &zellikle  Actinobacteria,
Proteobacteria, Bacteroidetes ve Firmicutes tiirlerini etkilemektedir. Antibiyotik
spesifik yapilan c¢aligmalarda ise amoksisilin ve klindamisin Fusabakteria grubuna
Kinolonlar Firmicutes ve Proteobakteria grubuna, Sefalosporin ve seftriakson
Verrucomicrobia grubuna (Panda vd., 2014) polimiksin ve sulfonomaidelerin
Firmicutes ve Bakteroidetes grubuna etkili oldugu gosterilmistir (lapichino vd., 2008).
Antibiyotik kullanim1 sonras1 azalan mikroorganizmalar patojenlere karsi bariyer
gbrevini yerine getirememekte ve hastaliklarin olusumuna neden olmaktadir. Bagirsak
florasinda az sayida bulunan Clostridium difficile genis spektrumlu antibiyotik kullanim
sonrasi florada baskin hale gelmekte ve pseudomembrandz kolite neden olmaktadir
(Bartlett, 2002). Bu anlamda yapilan ¢aligmalar artis gostermektedir. Metagenom ve
metaproteomik analizlerle antibiyotik tedavisinin kisa ve uzun vadede etkileri ve bu
etkilerin hangi metabolizmalar etkileyebilecegi ortaya konmaktadir.

Bagirsak florasindaki antibiyotik kaynakli disbiyosizin etkilerinin eski forma
donmesi birka¢ haftayr bulmaktadir ama bazi gruplarin geri donilisiimii miimkiin

olmadig1 gozlenmistir (Gosalbes, Vazquez-Castellanos ve Angebault, 2016).

2.2. Major Depresyon ve Diyabet
2.2.1. Major depresyon

Major depresyon (MD) diinya genelinde yaygin olarak goriilen ciddi ama tedavi

edilebilen bir bozukluktur ve birgok rahatsizligin sebebi olarak gosterilmektedir
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(Kessler ve Bromet , 2013). Yaygin olarak goriilen bu hastaligi yasamlar1 boyunca bir
donemde her bes kisiden biri gecirmektedir. Herhangi bir zamanda toplum iginde
yapilan kontrollerde her 100 erkekten iigiinde, her 100 kadindan altisinda depresyon
goriilmektedir. Veriler kadinlarin erkeklerden iki kat daha fazla depresyonla karsi
karsiya kaldigin1 gostermektedir (Mete, 2018).

Yapilan bir aragtirmada seker ve kalp yetmezligi kronik rahatsizliklar1 olan 890
yetigkin telefonla aranip depresif belirtileri sorgulanmis ve %51 major depresif
bulgular1 agisindan pozitif degerlendirilmis ve eczane kayitlar1 sorgulandiginda
aragtirilan her dokuz kisiden ikisinin antidepresan tedavisi aldigi goriiliip depresif
bulunmustur (Ackermann, Rosenman ve Downs, 2005).

Depresyon sozciigli ¢okkiin, kederli hissetme, fiziksel ve psikolojik aktivitenin
azalmas1 gibi duygularin1 igeren duygusal bir yasam halidir. Kelimenin kdkeni olan
“depress” latince kokenlidir “algakta olmak, bastirmak™ anlamina gelmektedir (Isik, Isik
ve Taner, 2013).

Uzun ve yiiksek oranda yinelenme ataklari olan, psikolojik ve fiziksel yeti
kaybina neden olan bir rahatsizliktir. Depresif bozuklugun olusumunda biyolojik,
genetik ve psikososyal ii¢ faktdor rol oynamaktadir. Biyolojik etmenler biyojenik
aminler, serotonin, ndradrenalin, dopamin, glutamerjik sistem, néroanatomik bulgular,
norotrofinler, ndropeptitler baslig1 altinda toplanmaktadir (Helvact ve Hocaoglu, 2016).
Hastaligin seyrinde mide rahatsizliklari, kilo kaybi, kusma gibi semptomlar
gozlenmektedir. Yasam boyunca goriilme siklig1 %1,5 ile %19 arasinda degisen klinik
bozukluk tedaviye yanit vermediginde ya da uygun tedavi saglanamadiginda yiiksek
olim ve morbidite yiizdeleriyle toplumsal problemlere neden olmaktadir (Olchanski
vd., 2013).

Belirtileri uyku bozuklugu, konsantre olmakta zorluk ¢ekme, yorgun hissetme
hali, ¢okkiin duygu durumu, enerji diisiikliigli, yeme sorunlari, degersiz hissetme,
0zsaygiy1 yitirme, 6liim istegi seklinde siralanir.

Major depresyon psikoterapi ve farmakoterapi ile tedavi edilebilen bir
bozukluktur. Tedavi temel olarak psikoterapiler, 151k tedavisi, elektro konviilsif tedavi

ve ilag tedavileri bagliklar1 altinda toplanmaktadir.

11



2.2.2. Diyabet

Diyabet giinlimiizde toplum sagligim1 tehdit eden en 6nemli hastaliklardan birisi
olarak kabul gormektedir. Goriilme sikligi ve hasta sayisi her gegen giin artis
gostermektedir (http-4). Gerekli blinglendirme ve tedaviler saglanmadiginda daha fazla
insan1 tehdit etmeye devam edecegi diisliniilmektedir bu nedenle Birlesmis Milletler
(BM) Genel Kurulu 2006 yilinda diyabeti salgin olmayan bir hastalik olmamasina
ragmen kiiresel bir tehdit olarak gérmiis ve tim {ilkere miicadele plani Onerilmistir.
Hedefte iyi ve erken tanilama, 6nleme, komplikasyonlari en aza indirgeme vardir (http-
5).

Diyabet kanda bulunan glukoz diizeyinin yiiksek olmasi ile kronik olarak ortaya
¢ikan akut ve kronik komplikasyonlarin eslik ettigi bir rahatsizliktir. Diger bir ifadeyle
pankreas tarafindan salgilanan insiilin hormonunun yeterli salgilanamamasi ya da bazi
problemler nedeniyle insiilinin islevini yerine getirememesine bagli olarak hiicrelerin
karbonhidrat, yag ve proteinden yeterli diizeyde yararlanamamasina bagl olarak olusan
metabolik bir hastaliktir (http-6).

Insiilin, 51 aminoasitli, 6000 Dalton molekiiler agirliginda olan bir polipeptidtir.
Pankreastaki Langerhans adaciklarinda bulunan beta hiicresi 84 aminoasitli tek zincir
seklinde bir 6n hormon olarak pro-insiilini olusturmaktadir. Pro-insiilin islenir ve insiilin
haline getirilirerek hiicre zarina yakin yerde tutulur. Sik idrara ¢ikma, bol su i¢me,
sinirli olma hali, kilo kayb1 gibi klinik belirtilerle ortaya ¢ikmaktadir. Diyabetle ortaya
¢ikan akut ve kronik komplikasyonlar sakatlik ve 6liimlere yol agabilmektedir (http-5).

Diyabet, tip 1, tip 2, gestasyonel diyabet (GDM) ve diger spesifik tipler olmak
tizere 4 farkli grupta incelenmektedir.

Tip 1 diyabet pankreastaki langerhans adaciklarinda iretilen beta hiicre hasarina
bagli olarak genellikle otoimmiin kaynakli ortaya ¢ikan insiilin eksikligidir. Yaygin
olarak ¢ocuk ve genglerde goriiliir. Tip 1 diyabet i¢in major sorumlu gen kromozom
6bp'de yer alan HLA bolgesindedir. MHC genleri ¢ok 6nemli olsa da poligenik kalitim
dolayisiyla tek basina yeterli degildir (Cetinkalp, 2010).

Tip 2 diyabet insiilin rezistansi ve insiilin sekresyon bozuklugu ile ortaya cikar.
En yaygin goriilen tipi %90-95 ile bu grup olusturmaktadir. Hareketsiz yasam, doymus
yag ag¢isindan zengin beslenme tip 2 goriilme sikligini artirmaktadir.

Gestasyonel diyabet ise gebelik sirasinda ortaya g¢ikmaktadir. Dogum sonrasi

ortadan kalkabilir ancak ilerleyen siireglerde tip 2 diyabet olma olasilig1 yiiksektir.
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Diger spesifik tip diyabet ise insiilin hormonu salgilayan pankreasa etki eden
bir¢ok faktorle (endokrin hastaliklari, ila¢ ve kimyasal maddeler, enfeksiyon, insiilin ve
beta hiicre fonksiyonunda genetiksel rahatsizliklar) kan sekerinin yiikselmesi olarak
tanimlanir.

Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi (TUDEP) tarafindan yapilan ¢aligmaya gore
diyabetin goriilme siklig1 20-80 yaslar1 arasinda %7,2 bozulmus glikoz tolerans1 (IGT)
orani ise %6,7 olarak belirlenmistir (http-7).

Diyabet tan1 ve tedavisi agisindan dogrudan maliyetinin yani sira dolayli olarakta
gider olusturan bir metabolik rahatsizliktir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore
2025 yilinda tiim diinyada 300 milyondan fazla diyabetli bireyin olacagi tahmin
edilmektedir. Tip 1 diyabet tiim diyabet vakalarinin yaklagik %25’ini olusturmaktadir
(Satman vd., 2002). insiilinin kesfinden &nce diyabet beslenme ana tedaviyi
olustururken, insiilinin ve oral anti diyabetiklerin kesfinden sonra beslenme ikinci plana
atilmig ancak son zamanlarda beslenme de es deger tedavi olarak goriilmektedir

(Pastors, Warshaw ve Daly, 2002).

2.2.3. Diyabet ve depresyon arasindaki iliski

Diyabet yasam boyu siiren kronik komplikasyonlara, diyet sinirlamasina, uzun
donemde bobrek ve goz hastaliklari riskinin artmasina, yasam kalitesinin diismesine
neden olur. Diyabete bagli gelisen bu komplikasyonlarla kiside isyan, keder, 6fke
patlamalar1, anksiyete gelisir ve depresyona yatkinlik yaratabilir. Stres ve mutsuzluk
hali hem noroendokrin mekanizmalar1 hem de diyabetli bireyin yasam sekli haline
gelmesi gereken beslenme, egzersiz programlarina uymay1 zorlastirarak hastaligi negatif
yonde etkiler. Diyabet ve depresyon arasinda nedensel birliktelik s6z konusudur. Ayrica
diyabetle depresyon arasindaki iligkiyi 17.yy’da Dr. Thomas Willis diyabet siklikla
oncesinde stres ve liziintli yasamis kisilerde ortaya cikar diyerek ortaya koymustur
(Willis, 1971).

Ruhsal durumda olusan degisiklikler kan sekerini, kan sekerindeki degisiklikler
ise kisinin ruh halini etkiler. Hipoglisemi ataklarini sik yasayan bireylerde kan sekeri
diisiikliigii ile bilissel fonksiyonlari bozarak bayilacak gibi olma hissinde artma, bas
agrist gibi semptomlar artar ve bu semptomlar kan sekerini yiikselterek insiilin
ithtiyacint artirir. Kan sekeri ve ruhsal belirtiler birbirini etkiler. Yani anksiyete ve

depresyon kan sekerini yiikseltip insiilin gereksinimini arttirabilir. Depresyon
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tedavisinde kullanilan antidepresanlar diyabetik noropati agrilari i¢in de kullanilabilir.
SSRI (Segici Serotonin Gerialim Inhibitorleri) antidepresan gruplarinin diyabetik

noropatide etkin olduguna yonelik ¢alismalar yapilmistir (Mete, 2018).

2.3. Antidepresanlar
2.3.1. Antidepresan ilaglar ve tiirleri

Antidepresan ilaglarin etki mekanizmasi monoaminlerin geri alimlar1 engelleyip,

reseptor ya da enzimleri inhibe ederek ¢alismaktadir (http-8), (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6.Antidepresanlarin etki mekanizmasi (http-8)

Tedavinin yaniti 3-4 hafta i¢cinde goriilebilir ama tedavi siireci ve iyilesme durumu
onceden depresyon gecirip gecirmedigine eger gecirdiyse atak sayisina bagli olarak
yanit ve iyilesme siireci degisiklik gosterir (Mete, 2018). Antidepresanlarin etki
mekanizmalart monoaminler lizerinde 3 ana baglikta toplanabilir. Enzim inhibitorleri
(Monoaminoksidaz  inhibitérleri-MAOI), Geri alim inhibitorleri  (Trisiklik
Antidepresanlar (TSA), Serotonin-Noradrenalin Gerialim Inhibitorii, Noradrenalin
Gerialim Inhibitorii, Noradrenalin- Dopamin Gerialim Inhibitdrii), Reseptor blokorleri
(Noradrenerjik-Spesifik Serotonerjik Antidepresan (NaSSA), Serotonin-2 Reseptor
Antagonisti ve Gerialim Inhibitdrleri ) (Westernberg, 1999). Bu kategorilerde yer alan

antidepresanlardan Tiirkiye satis1 olanlara iliskin etken maddeler listelenmistir (Tablo
2.2).
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Tablo 2.2. Antidepresanlarmn Tiirkiye 'de var olan etken maddeleri ait simiflandrilmasi (Stahl, 2000)

Antidepresan gruplari Etken madde
Secici Serotonin Gerialim Inhibitérleri Sertralin
Fluoksetin
Paroksetin
Fluvoksamin
Sitalopram
Essitalopram
Alfa 2 adrenoreseptdr antagonistleri Mianserin
Mirtazapin
Secici Noradrenerjik Gerialim Inhibitorleri (NRI) Reboksetin
Maprotilin
Noradrenalin ve Dopamin Gerialim Inhibitdrleri Bupropion
(NDGI)

Serotonerjik ve Noradrenalin Gerialim  Venlafaksin
Inhibitérleri (SNRI)
Milnasipran
Duloksetin

MAOI  gelistirilen ilk  antidepresan  gruplarindandir  (Orsel,  2004).
Monoaminoksidaz enzimi ndrotransmitterlerden dopamin, serotonin ve noradrenalini
beyinden uzaklastirir, MAOI’nin gorevi ise bunu engellemektir. Monoaminoksidaz
enzimi geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz monoaminoksidaz inhibitdrleri tarafindan
inhibe edilerek biyojenik aminlerin yikimlarini yavaslatir. Beslenmeyle birlikte
alimlarinda ani tansiyon degisikligi yapma durumu nedeniyle kullanim1 sinirlidir bu yan
etkinin azaltilmas1 adina geri doniisiimlii MAOI gelistirilmistir. Potansiyel yan etkileri
ag1z kurulugu, bas agrisi, mide bulantisi, ishal veya kabizlik, insomnia, bag donmesidir.

TSA grubu serotonin, dopamin ve noradrenalin geri alim pompalarini inhibe eder.
Kilo artig1, bulanik gérme, bas donmesi gibi yan etkileri ilacin dezavantajidir. Trisiklik
antidepresanlar noropatik kaynakli agri, fibromiyalji gibi rahatsizliklarda etkili
bulunmustur (O'Malley vd., 2000). TSA gruplar1 SSRI gruplarindan daha avantajl
oldugu yapilan galigmalarda gosterilmistir (Fishbain, 2000).

Secici serotonin geri alim inhibitorleri yan etkilerinin kisa siirmesi, az ilag
etkilesimi nedeniyle depresyon tedavisinde daha fazla kullanilmaya baslanmistir (Carter
ve Sullivan 2002).

Secici noradrenalin gerialim inhibitorleri diger antidepresanlara etkinlik agisindan
benzer Ozelliklere sahiptir. NRI grubu enerji azligi, dikkat daginikligi gibi durumlara
daha iyi gelmesi beklenir (Orsel, 2004). NDGI grubu depresyon tedavisinden daha ¢ok
sigara birakma tedavisinde kullanilir. SNRI benzer etki profili gosterdigi TSA lardan

farki diger reseptor yolaklarinmi etkilememektedir bu durum da az yan etki gostermesini
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saglar. NaSSA’nin monoamin geri alim gruplardan farki serotonin ve noradrenalin
seviyelerini artirirken monoaminleri-monoamin geri alim pompalarin1 inhibe etmez.
Serotonin geri alim inhibitorleri (SGAI) serotonin 2A reseptorlerini ve serotonin

gerialimi baskilar.

2.3.2. Reboksetin

Reboksetin major depresyonun ilk basamakta kullanilan segici noradrenalin geri

alim inhibitorleri grubunda yer alan ilk antidepresandir (http-9), (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Reboksetin kimyasal yapist (http- 9)

Etki mekanizmasi noradrenalin tasiyici molekiiliine baglanarak ekstraseliiler
noradrenalin geri alimmini engellemeye dayalidir. In vitro ve in vivo farmakolojik
caligmalar reboksetin etken maddesinin noradrenalin tasiyicisi serotonin ve dopamin
tizerinde yiiksek etki ve segicilige sahip oldugunu gostermistir. noradrenalin tasiyicisina
kars1 segici olan reboksetin, serotonin (5-HT) tasiyicilari ve monoamin, histamin ve
asetilkolin igin diigiik etkiye sahiptir. Geleneksel grup tedavilerden SSRI, TSA ve
monoamin oksidaz inhibitorlerine vb. direngli hastalar i¢in alternatif sunmaktadir
(Hajos vd., 2004). Segiciligi sayesinde diger grup ilaglarla karsilastirildiginda
kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve iirogenital acidan yan etkilerinin daha az oldugu
gdsterilmistir (Wong, Sonders ve Amara, 2000). ilk olarak 1997 yilinda Ingiltere de
onaylanan reboksetin sonrasinda Avrupa iilkelerinde de onay almistir. Etkin giinliik doz
8-10 mg arasindadir (Scates ve Doraiswamy, 2000). Diyabetik hastalarda antidepresan
ilaglardan regete edilen grupta yer almaktadir. Yapilan klinik arastirmalar sonrasi
yaygin gorilen yan etkiler uykusuzluk, kabizlik, agiz kurulugu, terleme olarak
siralanmigtir.  Fluoksetin ile karsilastirildiginda ise ishal, bulanti ve sersemlik yan
etkilerine reboksetinde daha az rastlanmaktadir.
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2.4. Mikrobiyom Analiz Yontemleri

Bagirsak mikrobiyatasi fazla sayr ve tiirde mikroorganizma igerdiginden
geleneksel kiiltiir yontemleriyle izole etmek ve tanimlamak zordur. Bagirsak florasi
anatomik yapisi itibariyle anaerobik mikroorganizmalar i¢in elverislidir. Anaerop kiiltiir
yontemlerinin gelismesiyle bazi baskin tiirler belirlenmistir. Ornegin; Bacteroides,
Clostridium ve Bifidobacterium filumlar1 bagirsak florasinda dominant olduklar: kiiltiir
caligmalariyla gosterilmistir (Lagier vd., 2015). Mikrobiyotanin kompleks yapisi
mikroskobik ve kiiltiire dayali yotemlerin identifikasyonda yetersiz kalmasi nedeniyle
genoma dayal1 molekiiler yontemler gelistirilmistir (Siiziik, 2015).

Bagirsak flora caligmalarinda gaita Ornekleri toplanip onlardan DNA izole
edilmelidir. DNA ekstrasyonu sonrasinda yeterli miktar ve saflikta elde edilen DNA
sekanslama islemine girer. Kiiltiir bagimli olmayan molekiiler teknolojiler qPCR,
DGGE/TGGE, T-RFLP, FISH, Mikroarray, Flow sitometri, 16S rRNA olarak
Ozetlenmistir (Siiziik, 2015), (Tablo 2.3).

Tablo 2. 3. Kiiltiir bagimli olmayan molekiiler tekniklerin ozeti (Siiziik, 2015)

Yontem Avantaj Dezavantaj
gPCR *Fiologenetik tanimlama *PZR bias
*Hizh *Yiiksek duyarlilik
*Yiiksek duyarlilik
DGGE/TGGE *Yar1 kantitatif *PZR bias
*Hizlh *Fiologenetik tanimlama yok
T-RFLP *Yar1 kantitatif *PZR bias
*Hizli, maliyet etkin *Fiologenetik tanimlama yok
FISH *Fiologenetik tanimlama *Prob bagimli
*Yar1 kantitatif *Bilinmeyen tiirlere
*Yiksek duyarlilik uygulanamaz
*In situ taninlamali *PZR bias yoktur
Mikroarray *Fiologenetik tanimlama *Capraz hibridizasyon
*Yar1 kantitatif *PZR bias
*Digiik diizeydeki bakteriler igin
diistik duyarlilik
16S rRNA *Fiologenetik tanimlama *PZR bias
*Kantitatif *Zahmetli,pahali

Flow Sitometri

*Kantitatif ve kalitatif
*Metabolik analiz

*Zaman etkin

*DNA izolasyonu gerekli degildir

*Klonlama bias

*Kompleks analize ihtiya¢ duyar
*Hiicre boyutu bias
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16S rRNA gen sekansi fonksiyonel olarak korunmustur ve tiim bakterilerde
bulunur. Bu 06zelligi sayesinde cins veya tiir seviyesinde identifikasyon saglar ve
kantitatif sonuglar verir (Baker, Smith ve Cowan, 2003). Elde edilen 16S rRNA gen
sekans1 veritaban1 ile karsilagtirilarak mikroorganizma tayinini saglar. Sanger
sekanslama ya da yeni nesil sekanslama teknolojileri (pirodizileme, geri doniistimlii
termibator dizileme, ligasyon, ion torrent dizileme) ger¢ek zamanli sekans kullanilarak

mikrobiyata analizleri yapilir (Stiziik, 2015), (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Sekanslama yontemlerinin avantaj ve dezavantajlart (Siiziik, 2015)

Yonterm (Uretici Firma) Avantaj Dezavantaj
Prodizileme (454 GS FLX+, Roche)  *Okuma siiresi uzun *Kisa sekans okuma
*Yiiksek verimlilik, duyarl *Homopolimerlerde hata oram
*Es zamanli birden fazla yiiksek
ornek *Yiiksek maliyet
*Koloni biasi yok *Kapsaml biyoinformatik

analiz ihtiyaci

Geri doniisiimlii terminator dizileme *Yiiksek verimlilik *QGelistirilme agamasinda
(HiSeq2000/2500, HHlummina) *Etkili *Uzun ¢alisma siiresi
*Manuel is azlig1 *Kisa okuma uzunluklari
Ligasyon (5500x1 SOLID Life *Disiik hata orani *Cok kisa uzunluklar
Technologies) *Yiksek verimlilik *Uzun ¢aligma siiresi
Gercek zamanli sekans (PacBio RS, *Ornek hazirlamasi kolay *Sistem maliyeti yiiksek
Pasific Bioscience) *Cok uzun okuma uzunlugu *Hata orani yiiksek
*Reaktif maliyeti diisiik *Sistemkurulumu zor
lon Torrent dizileme (lon torrent, *Kisa okuma siiresi *Gelistirilme asamasinda
Life Technologies) *Esnek ¢ip reaktifler

[llumina sekanslama teknolojisi, geri donilisiimlii terminatdr dizilemesi grubunda
yer almaktadir. DNA molekiilleri slide iizerinde bulunan spesifik primerlere baglanip
cogaltilir. Her bir yikama sonrasi bir niikleotid uzar. Florasanla isaretlenmis
niikleotidler belirlenir ve 3' ucundaki teminator kimyasal yolla ¢ikartilir bir sonraki

siklusa geger (Shendure ve Ji, 2008), (Sekil 2.8).
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ARTATCAGAG...-5 - y(izeyj

1. FL1-dATP-ploken) + FL2-dGTP-( bloker) +
FL3-dCTP-{bloker) + FL4-dTTP-(bloker)

2. Dort Kanalda Floresan Goruintiileme
3. Teminatdr Kimyasal Yolla Cikartilir

Sekil 2.8. Geri doniisiimlii terminator dizilemesi genel ¢alisma mekanizmast (Shendure ve
Ji,2008)

Sekanslama sonrasi elde edilen veriler hayali okumalar igerir, biiyiik hacimlidir.
Biyoinformatik analizler kontamine halde olan irilinlerin temizlenmesini ve
identifikasyona uygun hale gelmesini saglar. Sekans verilerinin istatiksel analizi
yapilarak ayni bireyde tiir farkliligini ifade eden alfa gesitililik ve bireyler arasinda tiir
farkliligin1 tanimlayan beta gesitlilik ortaya konur (Jandhyala vd., 2015).
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3. YONTEMLER
3.1. Deneylerde kullanilan hayvanlar

Calismaya ait etik kurul onay1 Anadolu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan alinmastir.

Deneyler; aymi yasta Sprague-Dawley erkek siganlar (300-350 gram) ile
gerceklestirilmistir. Deney hayvanlar1 12 saat karanlik 12 saat aydinlik donglisiinde
yasatilmig, bulunduklari odanm 24+1°C sicaklikta olmasi ve iyi havalandiriimas:
saglanmistir. Hayvanlar standart hayvan yemi ile beslenmislerdir. Deneyler siiresince su
ya da yem kisitlamasi uygulanmamis, her hayvanin yiyecege ve suya rekabete gerek
duymaksizin ulasabilmesi saglanmistir. Hayvanlar deneye alinmadan en az 48 saat
once, deney siiresince bulunacaklar1 bakim odasina getirilerek ortam kosullarina
adaptasyonlar1 gergeklestirilmistir. Islemler Farmakoloji Anabilim Dali tarafindan
yapilmustir.

Etik Kurul onay1 EK-1’de sunulmustur.

3.1.1. Deneylerde kullamlan hayvanlarda diyabetin olusturulmasi

Diyabet olusturulacak sigan gruplari igin, kuyruk veninin i¢ine (IV) 50 mg/kg tek
doz streptozotosin (STZ, Sigma, St. Louis, MO, ABD) uygulanmistir. Uygulanan STZ,
pH = 4,5, 0,1 M sitrat tamponu igerisinde hazirlanmistir (Ugel vd., 2015). Enjeksiyon
yapildiktan 72 saat sonra kuyruk veninden alinan kan Orneklerinden Accu-Chek
Performa Nano® glukoz 6l¢iim cihazi (Roche, Basel, Isvicre) ile kan glukoz &lgiimleri
yapilmistir. Kan glukoz diizeyi 300 mg/dl {izerinde olan hayvanlar diyabetik olarak
kabul edildi. Islemler Farmakoloji Anabilim Dali tarafindan yapilmustir.

3.1.2. Deneylerde kullanmilan diyabetik hayvanlara reboksetin uygulamasi

Diyabetik hayvanlarda goriilmesi beklenen mikrobiyota ve davranis parametreleri
degisimlerinin ortaya ¢ikmasi amaciyla 4 hafta beklenmesinin ardindan ila¢ uygulamasi
gerceklestirilmistir (Yan vd., 2012). Reboksetin (Edronax ®) (Pfizer, NY, ABD),
diyabet olusturulan deney hayvanlarina, iki hafta siire ile 8 ve 16 mgkg (p.o.)
dozlarinda uygulanmistir (Cegielski-Perun vd., 2014). Saglikli kontrol ve diyabetik
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kontrol gruplarinda tedavili gruplarin ¢d6ziiclisi olarak kullanilacak olan serum
fizyolojik ayn1 siire boyunca p.0. olarak uygulanmustir. Islemler Farmakoloji Anabilim

Dali tarafindan yapilmistir.

3.1.3. Kullanilan deney hayvanlarindan gaita 6rnek alinmasi

Deney hayvanlarina yiiksek dozda anestezi uygulamasi yapildiktan sonra
diseksiyon islemleri gerceklestirilmistir. Sicanlarin ince bagirsak ve kalin bagirsaklar
steril kosullar altinda c¢ikarilarak ayr1 ayri steril tiiplere yerlestirilmistir ve hemen
ardindan bu tiipler siv1 azot iceren kaplara alinmistir. Deney hayvanlarindan bagirsak
numuneleri alimimi tamamlandiktan sonra bu ornekler DNA izolasyon islemleri
gergeklestirilinceye kadar -80 °C sicakliktaki dondurucuda kadar saklanmustir. Islemler

Farmakoloji Anabilim Dal1 tarafindan yapilmustir.

3.2. Gaita Orneklerinden DNA izolasyonu

MP Biyomedikal iretici firmanin Fast DNA Spin Kit for Soil ticari DNA
izolasyon kiti tarafindan saglanan protokol kullanilarak DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir (http-10). Farelerden elde edilen gaita 6rnekleri DNA izolasyonu
yapilana kadar -80 °C saklanmistir. -80 °C den alinan 6rnekler ¢éziinmesi i¢in bir siire
oda sicakliginda bekletilmistir. Her bir gaita orneginden alinip 50 mg tartildi i¢inde
boncuklar bulunan lysing matris E tiiplerine konulmustur. 978 ul sodyum fosfat ve 122
ul MT tampon soliisyonu eklenmistir. Icerisinde seramik boncuk bulunan tiipler MagNa
lyser (Roche) cihazi ile en yiiksek hizda 40 sn vortekslenmis ve boylece hiicreler
mekanik pargalanmaya maruz birakilmistir. Homojenizatér islemi sonrasi Ornekler
14000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant temiz 2.0 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmigstir. 250 pl PPS (Protein Precipitation Soliisyonu) eklenmistir. El ile
10 kere calkalanmistir. 14000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ardindan supernatant
temiz 15 ml tliplere aktarilmistir. Resuspend binding matrix soliisyonu tekrar homojen
hale getirildikten sonra 1.0 mI’i 15 ml tiipte bulunan supernatantin iizerine eklenmistir.
DNA baglanmas: igin 2 dakika boyunca elle invert edilmistir. Silika matriksin
cokelmesi i¢in tiipler 3 dakika boyunca tiipliikte inkiibe edilmigtir. 500 pl supernatant
binding matrikse dokunmadan uzaklastirilmistir. 600 pl supernatant karisimindan

altinda temiz toplama tiipii olan SPIN filtreli tlipe transfer edilmistir.14,000 x g’de 3
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dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi toplama tiipiindeki 6rnek bosaltilmistir. Bu
islem 15 ml tiipteki 6rnek bitene kadar tekrarlanmistir. Konsantre halde bulunan SEWS-
M icine 100 ml %100 ethanol eklenip soliisyon protokole goére hazirlanmistir.
Hazirlanan SEWS-M soliisyonundan 500 pl SPIN filtre tiipiinde kalan peletin tizerine

eklenmistir. Hafifge pipetin ucuyla tekrar ¢ozdiirilmistiir.

SPIN Filtre tiipiin altina temiz toplama tiipii yerlestirdikten sonra 14,000 x g 'de 1
dakikaligina santrifiij edilmistir. Toplama tiipli bosaltilip yenisi yerlestirilmistir. 14,000
X g'de 2 dakikaligina tekrar santrifiij edilmistir. Toplama tiipii atilip yenisi
yerlestirilmistir. SPIN Filtre tiipler 5 dakikalifina hava ile kurumasi i¢in oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. SPIN filtreli tiipteki pellet 50 ul DES (DNase /Pyrogen
free water) ¢oOzeltisiyle hafifce resuspense edilmistir. Verimi artirmak ig¢in 5
dakikaligina sicak su banyosunda 55 °C inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrast SPIN
filtre 14,000 x g’de 1 dakikaligina santrifiij edilmistir. SPIN filtre atildi. DNA toplama
tipiinde toplanmistir. Toplanan DNA Orneklerinden 1 pl Thermo Scientific™
NanoDrop ile 6l¢iilmiistir. DNA miktarlar1 ve safligi belirlenmistir. Safliginda ve
miktarinda sorun olmayan DNA o&rnekleri -20 °C’de PZR islemi i¢in kullanilana kadar

saklanmustir.

3.3.Amplikon Kiitiiphanesi Olusturulmasi ve Yeni Nesil Dizileme

Amplikon kiitiiphanesi olusturmak i¢in 16S rRNA bolgesi V3-V4 bolgesi spesifik
primerlerle ¢cogaltilmistir. Amplifikasyon triinlerinin saflastirilmasit gergeklestirilmis ve
Nanodrop Olgiimleri yapilarak DNA miktarlart belirlenmistir. Sekans i¢in lllumina
Miseq platformu kullanilarak V3-V4 boélgesinin ¢ift yonlii okumasi yapilmigtir.
Orneklerin ¢ogaltilma asamasinda 12 baz ¢ifti uzunlugunda Golay barkodu igeren
primerler kullanildig i¢in sekanslama havuzlanarak yapilmis ve sekans sonrasi barkod
dizilerine gore &rnekler ayrilmistir. Ornek toplanmasindan gesitlilik analizine kadar

izlenilen mikrobiyom analizi biyoinformatik is akis yolu Ozetlenmistir (Sekil3.1).
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Orneklerin toplanmasi

DNA Izolasyonu

* Homojenizasyon+|zolasyon

Amplikon Kitiiphanesi Olugturulmasi

* PCR-165 V3-V4 barkod igaretli primerler - 254 bg
+ Orneklerin havuzlanmas, saflagtirma, kalite kontrol

Sekans
* lllumina Miseq = ift yonlii 2X150 bg

On iglemler

¢ ‘chimeric’-hayali okumalarin filtrelenmesi

* Cift yonlu okumalarin birlestirilmesi

* ‘Demultiplexing’ — okumalarin ilgili barkoda atanmasi

* ‘Quality Filtering’ = barkod ile eglesmeyen okumalarin elenmesi

* ‘OTU Picking’ (open reference) — okumalara uygun OTU'larin kiimelendirilmesi - % 97 benzerlik
» OTU'lara taksa atanmasi-Greengenes veri tabam kullanildi

Mikrobiyota cesitlilik analizleri

» Alpha Cesitlilik

* Beta Cesitlilik

» Relatif taksa dadilim
* Lefse Analizleri

Sekil 3.1. Mikrobiyom analizlerinde kullanilan akis semast

3.4. Mikrobiyota Analizleri

Sekans analizleri sonrasi elde edilen ham fasta sekanslari Quantitative Insights
Into Microbial Ecology-QIIME 1.90 biyoinformatik analiz programi kullanilarak
yapilmistir (Caporaso vd., 2010). Sekans okumalarindan 2000 okumadan daha diisiik
ornekler filtrelenmis ve cikarilmigtir. Daha sonra “chimeri (hayali, yanlis okuma)”
diziler ChimeraSlayer programi kullanilarak tanimlanip elemine edilmistir. Okumalara
en az %97 benzerlik olacak sekilde UCLUST programi ile Greengenes Veri tabani
kullanilarak OTU (operasyonel taksonomik tinite) atanmistir (Gevers vd., 2005).

Onislemlerden sonra QIIME analiz programi kullanilarak alfa cesitlilik
(filogenetik ¢esitlilik, Shannon indeksi, gozlenen OTU), beta ¢esitlilik (unweighted
UniFrac analizleri) ve relatif taksa dagilimlari belirlenmistir (Caporaso vd., 2010).
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3.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Relatif dagilimlar ve baskin taksalar, gruplar arasinda non parametrik Kruskal-
Wallis testi ile karsilastirilmistir. Alfa metriklerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi
cift yonli ANOVA analizleri kullanilarak yapilmistir. Beta g¢esitlilik analizlerinde
calisma gruplari arasinda PCoA (principle coordinate analysis) grafigindeki uzakliklarin
karsilastirilmas1 i¢in non parametrik ANOSIM testi kullanilmistir. Mikrobiyota
analizleri ile ilgili verilerin istatistiksel testi QIIME 1.90 biyoinformatik programi ile
yapilmistir. Gruplara anlamli olarak etki eden bakteriyel gruplari belirleyebilmek i¢in
LeFSe analizleri yapilmis ve LDA (Linear discriminant analysis) etki dereceleri
belirlenmistir (Segata vd., 2011). Verilerin istatiksel degerlendirilmesinde p< 0,05

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Sekans Ozeti

Sekanslama oncesi elde edilen DNA miktar ve saflik agisindan saglikli analiz igin
yeterli oranda elde edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle gaitadan DNA elde etmek igin
kullanilan ticari kitler karsilastirilmistir. Gaita ve bagirsak igeriginden DNA
izolasyonunda DNA miktar ve kalitesi a¢isindan Fast DNA Spin Kit for Soil daha etkili
bulunmustur (Ferrand vd., 2014). 29 6rnege ait izolasyon Fast DNA Spin Kit for Soil ile
yapilmistir. Toplam 29 6rnekte Illumina Miseq platformu ile 756949 okuma yapilmis ve
toplam 3729 OTU gozlenmistir. Sekans 6zeti Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Sekans ozeti

Sonuclar
Ornek sayis1 29
Gozlenen operasyonel taksonomik unite (OTU) sayisi 3728
Toplam okuma 756949
Sayim/ornek 6zeti
Ornek bas1 min okuma 6175
Ornek bas1 maksimum okuma 77553
Ornek basi okuma (ortalama+SD) 26101+13589

4.2. Alfa Cesitlilik Degerlendirilmesi

Alfa g¢esitlilik metrikleri mikrobiyom topluluklar1 icerisinde ve birbirleriyle
arasindaki uzakligi 6l¢mek i¢in kullanilan metriklerdir. QIIME analiz programi
kullanilarak %97 benzerlik olan mikroorganizmalardan 3728 OTU elde edilmistir.
Referans olarak kullanilan veritabani sayesinde de olusturulan OTU’lara filogenetik
siiflar atanmistir. OTU segimleri sonrasinda QIIME analiz programinda da bu

uzakliklar hesaplanmistir. Biyolojik tiir ¢esitliligin gruplar arasinda gosterilmesinde

25



Shannon indeksi kullanilmigtir. Alfa cesitlilik metriklerinin gruplar arasindaki
farkliliklar1 tek yonlii ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Calisma gruplar1 arasinda
alfa c¢esitlilik bakimindan degerlendirildiginde zenginlik, dagilim ve filogenetik
cesitlilik agisindan degerlendirildiginde (p degerleri> 0,05) anlamli fark gézlenmemistir

(Tablo 4.2), (Tablo 4.3), (Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Gézlenen OTU larin gruplar arasinda karsilagtiriimast

Deney gruplan p degerleri
Diyabetik Kontrol-Saglikli Kontrol 0,9816
Diyabetik Kontrol-Diyabetik8mg/kg_Reboksetin 0,9850
Diyabetik Kontrol-Diyabetik16mg/kg_Reboksetin 0,6203
Diyabetik Kontrol-Saglikli 8mg/kg_Reboksetin 0,0586
Diyabetik Kontrol-Saglikli16mg/kg_Reboksetin 0,1818
Saglikli Kontrol-Diyabetik8mg/kg_Reboksetin > 0,9999
Saglikli Kontrol-Diyabetik16mg/kg_Reboksetin 0,9289
Saglikli Kontrol-Saglikl: 8mg/kg_Reboksetin 0,1359
Saglikli Kontrol-Saglikli16mg/kg_Reboksetin 0,3647
Diyabetik8mg/kg_Reboksetin-Diyabetik16mg/kg_Reboksetin 0,9369
Diyabetik8mg/kg_Reboksetin-Saglikli 8mg/kg_Reboksetin 0,1471
Diyabetik8mg/kg_Reboksetin-Saglikli16mg/kg_Reboksetin 0,3815
Diyabetik16mg/kg_Reboksetin-Saglikli 8mg/kg_Reboksetin 0,4202
Diyabetik16mg/kg_Reboksetin-Sagliklilémg/kg_Reboksetin 0,7652
Saglikl1 8mg/kg Reboksetin-Saglikli16mg/kg Reboksetin 0,9966
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Sekil 4.1. Calisma gruplart arasinda alfa cesitlilik metrikleri. A. Gozlenen OTU, B. Shannon
indeksi, C. Filogenetik ¢esitlilik

4.3. Beta Cesitlilik Degerlendirilmesi

Tiim deney gruplart mikrobiyal yap1 ve kompozisyon bakimindan UniFrac
analizleri kullanilarak yapilan beta cesitlilik Olglimlerinde anlamli olarak farkl

bulunmustur (p-degeri=0.001), (Sekil 4.2).
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Tablo 4.3. Tiim gruplarin alfa ¢esitlilik metriklerinin sayisal degerleri

- Gozlenen Shannon Simpson Filc.)gfer:\etik

Ormek OTU cesitlilik
Diyabetik kontrol DK1 1072,00 7254480782,00 0,981330601  4805726,00
Diyabetik kontrol DK2 776,00 6543732887,00 0,969987686  4004611,00
Diyabetik kontrol DK3 771,00 6311542652,00 0,950311871  3916247,00
Diyabetik kontrol DK4 558,00 6756685534,00 0,970289997  3283738,00
Diyabetik kontrol DK5 754,00 5934012208,00 0,946072866  4026957,00
Diyabetik kontrol DK6 660,00 6699315622,00 0,967956079 360522,00
Saglikli Kontrol K1 916,00 7055782128,00 0,980256003  4479134,00
Saglikli Kontrol K2 899,00 4494680155,00 0,902922744  4599434,00
Saglikli Kontrol K3 1018,00 6471504331,00 0.950081643  4837441,00
Saglikli Kontrol K4 504,00 3785142762,00 0,826988713 281997,00
Saglikli Kontrol K5 857,00 6231417455,00 0,94333173  4083846,00
Saglikli Kontrol K6 470,00 4478234206,00 0,897511701 275133,00
Saghkli Kontrol K7 1141,00 6715997982,00 0,968000686  5238755,00
Diyabetik 8 mg/kg Reboksetin D81 809,00 6252173391,00 0,958284337  4279195,00
Diyabetik 8 mg/kg Reboksetin D82 814,00 6522930036,00 0,962657518  4215292,00
Diyabetik 8 mg/kg Reboksetin D83 750,00 6804450416,00 0,974440956  3854402,00
Diyabetik 8 mg/kg Reboksetin D84 861,00 599228762,00 0,940765571  4252576,00
Diyabetik 8 mg/kg Reboksetin D85 780,00 6505791381,00 0,967112079  4087551,00
Diyabetik 8 mg/kg Reboksetin D86 958,00 6557326683,00 0,960765187  4828496,00
Diyabetik 16 mg/kg Reboksetin D161 1028,00 6559319111,00 0,966532394 495773,00
Diyabetik 16 mg/kg Reboksetin D162 1049,00 6586843574,00 0,963344619  4882062,00
Diyabetik 16 mg/kg Reboksetin D163 790,00 6431368427,00 0,958286336  4028252,00
Diyabetik 16 mg/kg Reboksetin D164 812,00 5639317294,00 0,9243813  4138132,00
Diyabetik 16 mg/kg Reboksetin D165 967,00 6803029528,00 0,97202319  4651917,00
Diyabetik 16 mg/kg Reboksetin D166 861,00 6144890164,00 0,951465559  4404988,00
Saghkli 8 mg/kg Reboksetin N81 1165,00 7318452112,00 0,978199828  5274042,00
Saglikli 8 mg/kg Reboksetin N82 1194,00 707019195,00 0,973645898  5481547,00
Saghkli 16 mg/kg Reboksetin N161 1216,00 6501121439,00 0,934864018 5678507,00

N162 984,00 6453790245,00 0,934401311  4835778,00

Saglikli 16 mg/kg Reboksetin
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Sekil 4.2. Tiim deney gruplart arasinda beta ¢esitlilik, unweighted UniFrac analizleri (p=0.001,
ANOSIM)

Sadece kontrol ve diyabetik gruplar karsilastirildiginda yine beta ¢esitlilik anlaml
olarak farkli bulunmustur (p=0.001, ANOSIM), (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Diyabetik ve saghkli gruplar arasinda beta cesitlilik, unweigted UniFrac analizleri
(p=0.001, ANOSIM)
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Reboksetinin mikrobiyal yap1 ve kompozisyona etkisini degerlendirebilmek
amaciyla diyabetik grupta reboksetin alan ve almayanlar karsilagtirilmis ve yine beta

cesitlilik anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.001, ANOSIM), (Sekil 4.4).

. {13) Kontrol

. (8) 8Bmag/kg Reboksetin
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% »* @
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Sekil 4.4. Kontro/ ve reboksetin alan gruplarda beta ¢esitlilik, unweighted UniFrac analizleri
(p=0.001, ANOSIM)

4.4.Taksa Dagilimlar1 Degerlendirilmesi

Tiim deney gruplarma ait relatif taksa dagilimlar1 Sekil 4.5°de gostergesiyle
birlikte ifade edilmistir.

Saglikli florada diisiik oranda bulunan Bacteroidetes, diyabetik kontrolde artis
gostermektedir (Larsen vd., 2010). Diyabetik ve saglikli gruplarin karsilastiriimasi daha
onceki yapilan caligmalari desteklemektedir. Reboksetin ilacinin bagirsak florasi
tizerindeki etkinliginin aragtirilmasi agisindan 6zgiin bir deger tasimaktadir.

Literatiirde yaygin olarak kullanilan antibiyotigin bagirsak florasi lizerine etkisi
calismalar1 yapilmistir. Farkli antibiyotik gruplariyla yapilan calismalarda amoksisilin
ve klindamisin fusabakteria grubuna Kinolonlar Firmicutes ve Proteobakteria grubuna,
Sefalosporin ve seftriakson Verrucomicrobia grubuna etki ettigi gosterilmistir (Panda
vd., 2014).

Bir bagka antibiyotik grubu ile yapilan ¢alismada Polimiksin ve sulfonomaideler

Firmicutes ve bakteroidetes grubuna etkili oldugu gosterilmistir (lapichino vd., 2008)
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Antibiyotik kullanim1 sonrasi disbiyosizin hastalik patojenitesine neden oldugu bir
bagka calismada gosterilmistir. Bagirsak florasinda az sayida bulunan Clostridium
difficile genis spektrumlu antibiyotik kullanim sonrasi florada baskin hale geldigi ve
pseudomembrandz kolite neden oldugu goézlenmistir (Bartlett, 2002).

Saglikli ve diyabetik gruplara farkli iki doz reboksetin uygulamasinda da
Bacteroidetes arttig1 gézlenmistir. Deney sonuglarinda saglikli kontrol grubunda %11,6
oraninda bulunan Bacteroidetes, saglikli 16 mg/kg reboksetin grubunda %46,2’ye
cikmistir. Reboksetinin 8 mg/kg dozu ile Reboksetinin 16 mg/kg dozu hem diyabetik
hem saglikli da karsilastirildiginda 16 mg/kg Reboksetinin grubunda Bacteroidetes
orani daha fazladir. Reboksetin etkisinin daha net ortaya konulmasi i¢in karsilastirilan
saglikli kontrol ve saglikli gruba farkli iki doz uygulanan reboksetin sonuglari anlamli
farklilik ortaya koymaktadir. Firmicutes %80,9 oraninda saglikli kontrolde bulunurken,
%47,9 oraninda saglhikli 8mg/kg reboksetin grubunda, %40,2 oraninda ise saglikli
16mg/kg reboksetin grubunda bulunmaktadir. Diyabetiklere uygulanan dozlarda da
paralel sonuglar elde edilmistir. Proteobacteria en az %2,1 ile saglikli kontrolde ve
%2,2 diyabetik kontrolde, en fazla oranda ise Proteobacteria %9,5’le diyabetik 8mg/kg
reboksetin gubunda bulunmaktadir. Spirochaetes en az %3,5’le saglikli 8mg/kg
reboksetin grubunda en fazla ise %14,4’le diyabetik 8mg/kg reboksetin grubunda yer
aldig1 gozlenmistir. Cyanobacteria, Fibrobacteres, Actinobacteria toplam florada az
oranda bulunsa da ylizdesel olarak gruplar arasinda az farkliliklar i¢ermektedir.

Reboksetin uygulanan gruplarda %0,1 Planctomycetes bulundugu gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Tiim deney gruplarina ait relatif taksa dagilimlar
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Sekil 4.6. Tiim deney gruplarina ait relatif taksa dagilimlarina ait gésterge

Tim deney gruplarinin cins diizeyinde karsilastirmasi Sekil 4.7°de verilmistir.

kontrolde

Lactobacillus,

Clostridiaceae

fazla

oranda,

Treponema,

Desulfovirgula, Ruminococcaceae, Lachnospiraceaea, Prevotella cinsleri ise diger

gruplara nazaran az oranda bulundugu gosterilmistir.

Diyabetik kontrolle

saglikli kontrol karsilagtirildiginda Lactobacillus ve

Clostridiaceae diyabetik gruplarda azalmistir. Yapilan benzer c¢alismalarda da

Lactobacillus 'un diyabetik kontrolde azaldig1 gosterilmistir (Cani vd., 2008).
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k__Bacteria;p_ Spirochaetes;c_ Spirochaetes;o_ Spirochaetales;f Spirochaetaceae;g  Treponema

. k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacill;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus

. k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _ Prevotellaceae;g_ Prevotella

. k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f _Ruminococcaceae;g_

. k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f _Lachnospiraceae

- k__Bacteria;p__ Firmicutes;c__Clostridia;jo__Clostridiales;f_ Clostridiaceae;g_ SMBS3

. k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Peptococcaceae;g_ Desulfotomaculum_Desulfovirgula

|

o |- -I ‘

. ‘. l. - I ‘

Diyabetik 16 mg/kg

Sekil 4.7. Tiim deney gruplarinda cins diizeyinde relatif taksa dagilimlar

Diyabet ve saglikli kontrol gruplari Kkarsilastirildiginda diyabetik bagirsak
florasinda Firmicutes azalirken, Bacteroidetes, Spirochaetes, Proteobacteria baskinlig

artarak degisiklik gostermistir (Sekil 4.8). Sonuglar yapilan diger c¢alismalarla da
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desteklenmistir. Sagliklt kontroller ve tip 2 diyabet hastalar1 arasinda bagirsak

mikrobiyotas1 farkliliklari tizerinde durulan ¢alismalar yapilmistir. Bu c¢alismalarda da

Bacteroidetes, Proteobacteria, Prevotella, Clostridia and C. coccoides-E. rectale grubu

artarken Firmicutes azaldigi gosterilmistir (Larsen vd., 2010).

Sekil 4.8. Diyabet grubu (A) ve saglikli kontrol grubunda (B) baskin taksalarin dagilim

36.0%

A0

T

il s

10%
Ci%

. Firmicutes

DBactercidetes

. Spirochagtes

. Prolcobactzria

| R
Cyanobactara

I Actiobacteria
Wes 2

. Fibiobacteres

. Planciomycetes
Euryarchaeoa

. Deferihactares
. Others

Reboksetin 8 mg/kg vel6 mg/kg uygulan grupla hi¢ reboksetin uygulanmayan

grubun baskin taksa dagilimlari karsilastirildiginda reboksetin uygulanan grupta

Bacteroidetes, Spirochaetes, Proteobacteria artarken, Firmicutes baskinligi azalmistir

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Reboksetin uygulanan diyabetik grup (A) ve diyabetik kontrol grubunda (B) taksa
dagilimlar.

4.5. LefSe Analizleri Degerlendirilmesi

Gruplara anlamli olarak etki eden taksalar1 belirleyerek, istenilen gruba 6zgiil
potansiyel biyobelirtegleri tespit edebilmek amaciyla LEfSe (Linear discriminant
analysis Effect Size) analizleri yapilmistir. LEfSe temel olarak Kruskal-Wallis ve
Wilcoxon rank-sum testi birlestirerek gruplar arasinda anlamli bulunan fonksiyonlarin
etki derecesini belirler (Segata vd., 2011).

Bizim ¢alismamizda hem diyabetik ve kontrol gruplarinda hem de reboksetin
alan ve reboksetin almayan gruplarda LEfSe analizleri yapilarak bu gruplara anlamli
etki eden taksalar belirlenmistir.

Daha o6nce yapilan sinirli sayida ¢aligmada saglikli kontroller ve tip 2 diyabet
hastalar1 arasinda bagirsak mikrobiyotasi1 farkliliklar1 iizerinde durulmustur (Yassour
vd., 2016). Hastalik patojenitesi ile mikrobiyata iliskisi i¢in yapilan ¢alismalar daha ¢ok
obezite ve mikrobiyota iligkisi iizerinde durulmus, ¢alismalarin sonuglarina gore obez
hastalarda saglikli kontrollere gére Bacteroides/Firmicutes azaldigini1 ve musin degrade
eden bir bakteri olan Akkermansia muciniphila azalma oldugu gosterilmistir (Everard
vd., 2013).
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Literatiirde diger bir ¢calismada obezite, tip 2 diyabetli, tip 1 diyabetli hastalarin
bagirsak florasinda Firmicutes ve Bifidobacterium’lar azalirken Bacteriodetes
filumlarinda artis gosterilmistir (Zhang vd., 2015).

Fibrobacter, Klebsiella, Anaerostipes, Phascolarctobacterium anlamli olarak
(p<0,05) diyabetik grubuna etki ettigi belirlenmistir. Lactobasillus, Allobaculum,
Eubacterium, Collinsella anlamli olarak (p<0,05) saglikli gruba etki ettigi gosterilmistir
(Sekil 4.10), (Tablo 4.4).

Lactebacius 4

SUB53 4

Alsbadilorm 1
Streptococtus 1
Eubactirium
Coproceccus 1

Colinsella 1

ncd_41
Lachnespira 4
RFM20 1

vadnCAl14
Uucispiribm 1
Fbrsiella 1

Paabactescides 1

= W = @ " FoL =

-3
s
=
et
=]

Bacterpides 4
YRC22 4
Fibrobacter 4
Fhascolactobactetiam §
Flesspra 4
CF2314
Tiepanermna 1
Frevetella

LDA Skoru

Sekil 4.10. Diyabetik ve saghkli gruplara anlamly olarak etki eden bakteri taksalarinin LDA etki
dereceleri



Tablo 4.4. Diyabetik ve saglikli gruplarda bakteri taksalarimin FDR skorlart

P degeri FDR Diyabetik Saghkh
Fibrobacter 1.06E-05 0,00031868  1.244.333.984 5.771.779.039
Klebsiella 1.72E-05 0,00031868  1.124.631.759 1.223.475.061
CF231 0,00022814  0,0028137 3.242.312.587 9.519.830.396
Anaerostipes 0,0014091 0,010484 1.553.384.188 2.149.671.679
Allobaculum 0,0014168 0,010484 1.345.374.394 6.837.711.292
Collinsella 0,0021985 0,013557 1.150.887.208 1.139.351.223
Phascolarctobacterium 0,0053249 0,027258 1.673.301.111 4.705.273.521
Eubacterium 0,0058936 0,027258 3.844.932.132 2.805.444.875
Lactobacillus 0,011835 0,048657 8.006.037.905 2.748.376.868
Treponema 0,017211 0,06368 1.182.501.986 5.384.255.538
Mucispirillum 0,029843 0,10038 34.988.388 5.563.614.537
Flexispira 0,038683 0,11863 2.494.982.348 5.900.123.937
Bulleidia 0,041681 0,11863 2.076.892.232 5.989.597.696
YRC22 0,053272 0,14079 5.202.807.651 2.555.167.279
Parabacteroides 0,059058 0,14568 5.955.956.276 3.764.643.224
RFN20 0,064508 0,14918 2.787.168.388 5.992.169.158
Streptococcus 0,087641 0,19075 1.459.142.264 5.001.908.653
Prevotella 0,096307 0,19544 2.864.289.764 1.927.909.467
rcd_4 0,1056 0,19544 2.082.986.535 4.973.278.605
SMB53 0,10565 0,19544 225.377.429 7.454.019.566
Bacteroides 0,15035 0,2649 8.816.791.655 6.467.652.304
vadinCA11 0,17453 0,28559 4.883.363.666 2.410.992.032
Roseburia 0,17753 0,28559 1.020.963.096 1.667.823.642
Lachnospira 0,19565 0,30162 3.136.629.965 4.143.744.594
Coprococcus 0,22492 0,33288 154.363.625 3.383.019.458
Dorea 0,24256 0,34518 1.373.762.418 2.131.758.116
Ruminococcus 0,26115 0,35788 2.677.323.812 1.859.059.168
Blautia 0,36845 0,48688 3.916.006.727 3.038.114.306
Sutterella 0,39311 0,50156 7.801.207.473 5.362.136.281
Turicibacter 0,58964 0,67855 2.278.232.544 2.330.034.328
Anaerovibrio 0,58964 0,67855 1.230.110.856 1.849.169.312
Candidatus_Arthromitus 0,60519 0,67855 6.639.957.258 3.517.375.276
Paraprevotella 0,76989 0,83783 104.699.354 728.063.794
LEfSe analizleri sonrast reboksetin uygulanmis grupla ilagsiz  grup

karsilastirilmasinda elde edilen LDA ve FDR skorlarma iliskin sonuglar Sekil 4.11°de
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ve Tablo 4.5’de gosterilmistir. Lactobacillus, Turicibacter, Streptococcus anlamli
(p<0,05) olarak ilagsiz gruba etki etmektedir. Prevotella, Parabacteroides, Bacteroides,
Flexispira, Desulfovibrio anlamli olarak (p<0,05) reboksetin ilaci uygulanmis gruba etki

ettigi gézlenmistir.
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Sekil 4.11. Reboksetin uygulanmis diyabetik grup ve diyabetik kontrol gruplarina anlamli olarak
etki eden bakteri taksalarinin LDA etki dereceleri
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Tablo 4.5. Reboksetin uygulanmis diyabetik grup ve diyabetik kontrol gruplarina anlamli olarak etki

eden bakteri taksalarimin LDA etki dereceleri

p degeri FDR ilacsiz Reboksetin
Parabacteroides 0,0004511 0,0077083 2706522144,00 7089593785,00
Lactobacillus 0,0004511 0,0077083 2602360.53 6757704303,00
Prevotella 0,000625 0,0077083 1618418738,00 3232798518,00
Bacteroides 0,0024794 0,022934  4873653074,00 1040555845,00
Flexispira 0,005007  0,037052  60460193,00 2721249594,00
YRC22 0,0074723 0,046079  1982589394,00 5998982229,00
Desulfovibrio 0,010976  0,050763  1664648319,00 3573252544,00
SMB53 0,010976  0,050763  7000919716,00 1971887258,00
Turicibacter 0,022587  0,092857  3796316194,00 1080403305,00
Streptococcus 0,031651  0,11711 4297668139,00 1588491883,00
Blautia 0,072042  0,24232 2855410887,00 4174189807,00
Oscillospira 0,079411  0,24485 2861548563,00 4152658896,00
vadinCA11 0,1119 0,30235 385278525,00  4020953131,00
Allobaculum 0,1144 0,30235 4858744317,00 2266742948,00
CF231 0,14786 0,36471 170911025,00  2913437922,00
Bulleidia 0,18525 0,4284 3264710689,00 3801774742,00
Anaerovibrio 0,2364 0,50389 1425533267,00 1496932836,00
Fibrobacter 0,24514 0,50389 9599806083,00 6595724688,00
Anaerostipes 0,2727 0,50493 7701113418,00 1269631674,00
Phascolarctobacterium  0,27294 0,50493 1028029276,00 1370677518,00
rcd_4 0,3131 0,52668 2746165458,00 3531229458,00
Sutterella 0,31316 0,52668 6285594087,00 7355781905,00
Mucispirillum 0,34368 0,55052 221645845,00  2517819659,00
Coprococcus 0,3571 0,55052 2867535324,00 1732544208,00
Dorea 0,42991 0,62485 1446620722,00 1835687088,00
Paraprevotella 0,45541 0,62485 7826456659,00 1042511987,00
Ruminococcus 0,45597 0,62485 2196161899,00 2505710924,00
Treponema 0,51067 0,67482 8165740479,00 1037015889,00
Candidatus_Arthromitus  0,5392 0,68795 3085979447,00 6578323928,00
Lachnospira 0,61989 0,76453 3509207043,00 3526302397,00
RFN20 0,7183 0,85085 2254506853,00 1715739249,00
Collinsella 0,74766 0,85085 2949778224,00 6731092962,00
Clostridium 0,75887 0,85085 210293064,00  2835972867,00
Eubacterium 0,86016 0,90994 8391905021,00 1679455933,00
Klebsiella 0,89239 0,91718 7284320838,00 6742008001,00
Roseburia 0,93011 0,93011 1544419938,00 1040371038,00
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5. SONUC VE ONERILER

Sinaptik aralikta noradrenalin geri alimini selektif olarak inhibe eden bir ilag olan
reboksetin antidepresaninin saglikli ve diyabetik gruplarda kullaniminin bagirsak florasi
tizerindeki etkinliginin arastirilmasi agisindan 6zgiin bir deger tasimaktadir.

Bu calismayla elde edilen verilerle reboksetinden yola ¢ikarak antidepresan grubu
ilaglarin  biyoinformatik analizlerden faydalanarak bagirsak florasinda yarattigi
degisikleri ve floradaki varyasyonlarin, baskin gruplarin ortaya konmasini saglamstir.

Calismamizdan elde ettigimiz tiim sonuglar dogrultusunda reboksetin
kullanimmin disbiyozise neden olabilecegi ortaya konmustur. Iki farkli doz
reboksetinde diyabetik florada degisiklik olusturmaktadir. Ayn1 zamanda diyabetin de
bagirsak florasinda anlamli degisiklik yaptig1 gosterilerek bu anlamda yapilan literatiir
calismalarina katki saglanmistir. Lefse Analizleriyle diyabetik grupta ve saglikli grupta
bulunan baskin taksalar diyabet tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilmasi konusunda
yapilacak caligmalara katki saglayacaktir. Reboksetin kullanimi ile olusan disbiyozis
hastalik gelisimine neden olabilir bu nedenle reboksetin kullanimi durumunda saglikli
floraya doniisiimii saglayacak beslenme destekleri (probiyotik kullanimi vb.)
saglanabilmesi icin yeni bir bakis acis1 getirmistir. Antidepresan gruplarin da sik¢a
karsilagan yan etki sorunsalina bagirsak floras1 agisindan da degerlendirilmesine olanak
saglayacaktir. Saglikli bagirsak floras1 baz alinarak antidepresan ilaglarin yan etkileri
azaltmak ve etkinligini artirmak i¢in antidepresan tedavisine ek olarak bagirsak florasini

destekleyecek beslenme veya kombine ilaglar gelistirilmesine olanak saglayacaktir.
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