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TURKCE OZET

Bagirsak mikrobiyotasinin besinlerin metabolize edilmesi, immiinmodiilasyon ve
bagirsak bariyerinin biitiinliigiiniin korunmasi gibi bir¢ok farkli gérevi bulunmaktadir.
Dogum sirasinda bakterilerin nesiller arast gecisi, memelilerde bagirsak
mikrobiyotasinin gelisimini baslatir. Bu siireg, antibiyotik maruziyeti ile degisebilir ya
da bozulabilir. Bu bozukluklar ‘’disbiyozis’’ olarak adlandirilir. Erken yasamda
mikrobiyotada meydana gelen disbiyoiz organizmanin gelisimini ve ileri yasta
fizyolojik, patofizyolojik ve immiinolojik mekanizmalarini etkileyebilir.

Son caligmalar, bagirsak mikrobiyotasinin hem lokal, hem de sistemik olarak
dogal ve adaptif bagisikligin tepkilerini sekillendirerek uzak organlar1 da
etkileyebilecegini gostermistir.

Calismamizda, maternal disbiyozisin ve fekal mikrobiyota transplantasyonunun
(FMT) otoimmiin bir hastalik olan romatoid artritin fare modeli olan kolajenle
indiiklenen artrit (CIA) modeli iizerinde etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
amacla gebe Balb/c farelere gebeligin son haftasindan itibaren yavrularin 8 haftalik
yasina kadar amoksisilin vankomisin karisimi antibiyotik tedavisi uygulanmistir. FMT
grubundaki farelere antibiyotik tedavisi bittikten sonra oral FMT tedavisi
uygulanmistir. Mikrobiyota degisikligi deneyleri tamamlandiktan sonra farelerin
bagirak mikrobiyotasindaki bakteriyel profillerin sekanslanmistir. Sonrasinda kontrol
grubu, disbiyozis grubu ve FMT gruplarindaki farelere CIA olusturulmustur.

Sonug olarak maternal disbiyoizisin farelerde bagirsak mikrobiyotasindaki bakteri
popiilasyonunu 6nemli Slglide diisiirdiigi, FMT’ nin ise bakteri populasyonlarinin
tekrar cogalmasini sagladigi goriilmiistiir. Bununla birlikte disbiyozun CIA modelinde
artrit siddetini arttirdig1 ve FMT ile bu hasarin geriletilebilecegi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: maternal disbiyozis, fekal transplantasyon, romatoid artrit,
bagirsak mikrobiyotasi

Vi



INGILIZCE OZET

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MATERNAL DYSBIOSIS ON THE
DEVELOPMENT OF COLLAGEN-INDUCED ARTHRITIS IN MICE

The gut microbiota is essential for nutrient metabolism, immunomodulation, and
maintaining gut barrier integrity. During birth, intergenerational bacterial transfer
initiates gut microbiota development in mammals, a process that can be disrupted by
antibiotic exposure, causing dysbiosis. Early-life dysbiosis may influence
development and long-term physiological and immunological mechanisms.

This study examines the effects of maternal dysbiosis and fecal microbiota
transplantation (FMT) on collagen-induced arthritis (CIA), a mouse model of
rheumatoid arthritis. Pregnant Balb/c mice received an amoxicillin-vancomycin
antibiotic regimen from late pregnancy until their offspring were 8 weeks old. After
antibiotic treatment, oral FMT was administered in the FMT group. Gut microbiota
alterations were assessed by sequencing bacterial and archaeal profiles. CIA was then
induced in control, dysbiosis, and FMT groups.

Maternal dysbiosis significantly reduced bacterial populations in the gut
microbiota, while FMT partially restored them. Dysbiosis exacerbated arthritis
severity in the CIA model, whereas FMT alleviated some of the damage. These
findings indicate that maternal dysbiosis disrupts microbial balance, increasing
arthritis susceptibility, and suggest FMT as a potential therapeutic strategy for
mitigating the adverse effects of dysbiosis on immune-related diseases.

Key words: Maternal dysbiosis, Fecal transplantation, Rheumatoid arthritis, Gut
microbiota
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1. GIRIS

Bagirsak ve bagirsak mikrobiyotasinin organizma sagligi agisindan Onemi
hipokrattan bu yana bilinmektedir (Myers & Hawrelak, 2004). Son yillarda, bagirsak
ortamindaki bakterilerin etkisine iliskin arastirmalarin ¢ogu gastrointestinal
populasyona ve onlarin hastaliklara neden olma bi¢imlerine odaklanmistir (Sekirov,
Russell, Antunes & Finlay, 2010). insan viicudunda ¢ok sayida bakteri, arke, viriis ve
tek hiicreli okaryot bulunmaktadir. Konakgilariyla barig i¢inde bir arada yasayan
mikroorganizma topluluguna mikrobiyota, mikroflora veya normal flora adi
verilmistir (Kunz, Kuntz & Rudloff, 2009). insan mikrobiyotasinin 10 * kadar bakteri
hiicresi i¢erdigi tahmin edilmektedir; bu sayi, viicudumuzda bulunan insan hiicresi
sayisindan 10 kat daha fazladir (Ley, Peterson & Gordon, 2006). Mikrobiyota, insan
viicudunun dis ortama maruz kalan hemen hemen her yiizeyini kolonize eder.
Mikroplar cildimizde, genitoiiriner, gastrointestinal ve solunum yollarinda gelisir
(Chiller, Selkin, & Murakawa, 2001) Simdiye kadar en yogun kolonize olmus organ
gastrointestinal sistemdir (GIS); kolonun tek basina insan viicudundaki tiim
mikroplarin %70'inden fazlasimi igerdigi tahmin edilmektedir. Insan bagirsaginin
tahmini yiizey alan1 bir tenis kortu kadardir (200 m?) ve bu kadar biiyiik bir organ
olarak mikrobiyal kolonizasyon i¢in dnemli bir yiizey olusturur (Ley, Peterson &
Gordon, 2006). Bagirsak mikrobiyotasinin ¢ogunlugu, fakiiltatif anaerobladan,
aeroblardan ve bunlardan 2-3 kat daha fazla olan zorunlu anaeroblardan olusur.
(Gordon & Dubos, 1970). Bugiine kadar 50'den fazla bakteri subesi tanimlanmis
olmasina ragmen, insan bagirsak mikrobiyotasina bunlardan yalnizca 2'si hakimdir:
Bacteroidetes ve Firmicutes. Buna karsin Proteobacteria, Verrucomicrobia,
Actinobacteria, Fusobacteria ve Cyanobacteria daha az oranda mevcuttur. insan
bagirsaginda bulunan bakteri tiirlerinin sayis1 farkli caligmalar arasinda biiyiik 6l¢lide
degisiklik gostermektedir, ancak genel olarak yaklasik 500 ila 1.000 tiir icerdigi kabul
edilmistir (Eckburg ve ark., 2005). Bagirsak mikrobiyotasinin besinlerin metabolize
edilmesi, immiinmodiilasyon ve bagirsak bariyerinin biitlinliigiiniin korunmasi gibi
birgok farkli gérevi bulunmaktadir (Sender, Fuchs & Milo, 2016). Ayrica bagirsakta
yasayan kommensal bakteriler baslica mukus, antibakteriyel ve antifungal peptidlerin

saliniminda, bagirsakta bulunan patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonunun



engellenmesinde ve bagirsak ile iliskili lenf nodiillerini uyararak mukozal
immiinoglobulin-A {iretimini arttirmada rol oynar (Groschwitz & Hogan, 2009).
Bagirsak mikrobiyotasi kolonizasyonu dogum oncesi donemde baslar (Stiemsma ve
ark., 2016). Son c¢alismalar amniyon sivisi, plasenta, gobek kordonu Kkani,
mekonyumda bakteri varligimi kanitlamistir (Ling ve ark., 2014). Annenin hamilelik
oncesi ve sirasindaki diyeti, kullandig ilaglar, ¢evresel faktorler cocugun bagirsak
mikrobiyotasinin gelisimini etkiler (Barker, 1995). Mikrobiyotanin olusumundaki bir
sonraki adim dogumdur. Dogum yontemi (vajinal do§um ve sezeryan gibi) de
mikrobiyota kolonizasyonu i¢in biiyiik nem tasir. (Wampach ve ark., 2018).

Mikrobiyal ekosistemi degistirecek sekilde, mikrobiyotada kompozisyonel ve
fonksiyonel bir degisim meydana gelmesi “disbiyozis” olarak tanimlanmaktadir.
Disbiyozisin, hem lokal hem de sistemik inflamasyonu tetikleyerek, farkli klinik
ozelliklere sahip bir¢cok hastalikla iliskili oldugu gosterilmistir (Jernberg, Lofmark,
Edlund & Jansson, 2010). Son zamanlarda bir¢ok bilim insani, otoimmiin hastaliklarin
da bu gruba dahil oldugunu gostermis ve hastaliklarin patogenezinde kommensal
bakterilerin 6nemine odaklanmustir (Jernberg, Lofmark, Edlund & Jansson, 2010).
Bagirsak disbiyozuna erken bebeklik doneminde antibiyotik kullanimiyla ve annenin
dogum Oncesi veya dogum sirasinda antimikrobiyal ilag kullanimiyla meydana
gelebilecegi gosterilmistir. Bu durumun da yenidogan bagirsak mikrobiyotasin
degistirebilecegi, immiinolojik olgunlagsma tizerinde uzun vadeli etkilere yol
acabilecegi ve kronik hastalik potansiyelini artirabilecegi diisiiniilmektedir (Francino,
2015). Rahimde antibiyotiklere maruz kalan yenidoganlarda diisiik bakteri gesitliligi,
ozellikle bebeklikte insan bagirsagini kolonize ettigi bilinen ilk mikroplar olan ve
hayati bir bagisiklik ekosistemini baglattifindan siiphelenilen Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirlerinin diisiik seviyeleri bulunmustur. Antibiyotiklerin dogumda
veya sonrasinda kullanimi, anneden yenidogana maternal bagirsak, vajina, cilt ve/veya
anne siitiindeki saglikli mikrobiyotanin gegisini bozabilir (Walker, Clemente, Peter &
Loos, 2017). Mikrobiyom ve metabolom iizerindeki etkilere ek olarak, antibiyotikler
epigenetigi ve fetal gelisimi degistirebilir (Vidal ve ark., 2013). Bu bilgiler 1s1ginda
giiniimiizde 6nemli bir soru, anne-fetiisiin antibiyotiklere maruz kalmasinin bu
mekanik iligkiler yoluyla, bagisiklik aracili hastalik riskini artirip artirmadigidir
(Mueller, Bakacs, Combellick, Grigoryan, & Dominguez-Bello, 2015).



Bagirsak mukozal ve sistemik bagisiklik sistemlerinin gelisiminde bagirsak
mikrobiyotasinin 6nemi, GF (Germ Free: mikrobiyota eksikligi olan) hayvanlar
tizerinde yapilan caligmalardan kolayca anlasilabilir. GF hayvanlar, anormal sayida
cesitli bagisiklik hiicresi tipi ve bagisiklik hiicresi iirlinii icerir ve ayrica lokal ve
sistemik lenfoid yapilarda eksiklikler vardir. GF farelerinin dalaklari ve lenf diigiimleri
zay1f bir sekilde olugsmustur (Bouskra ve ark., 2018). GF farelerinde ayrica Peyer
plaklar1 (PP) ve olgun izole lenfoid folikiillerinin sayisinda azalma vardir. IgA iireten
plazma hiicrelerinin sayisi, salgilanan immiinoglobulinlerin (hem IgA hem de 1gG)
seviyeleri gibi azalir. Ayrica sitokin seviyelerinde ve profillerinde diizensizlikler
gosterirler (Ishikawa ve ark., 2008). GF hayvanlar tarafindan sergilenen 6nemli bir
bagisiklik yetersizligi, CD4+ T hiicre popiilasyonlarinin geniglememesidir. Bu
yetersizlik, GF farelerinin Bacteroides fragilis 'in polisakkarit A 's1 ile tedavisi ile
tamamen tersine g¢evrilebilir (Mazmanian, Liu, Tzianabos & Kasper, 2005). Ayrica
bacteroidetes filumuna ait 6nemli oranda bakteri igeren karmasik bir mikrobiyal
toplulugun, inflamatuar Th17 hiicrelerinin farklilagsmas1 icin gerekli oldugu
gdsterilmistir (Ivanov ve ark., 2008). GIS (gastorintestinal sistem), hem lokal hem de
sistemik olarak asir1 zararl bagisiklik aktivasyonu indiiklenmeden, lizerinde bulunan
yogun bakteri halisiyla bir arada var olmalidir. Bagirsak mikrobiyotasindan gelen
sayisiz bakteriye karsi asir1 bagisiklik tepkisinin onlenmesi, bakterilerin ve konak
hiicrelerinin fiziksel olarak ayrilmasi, mikrobiyotanin antijenik kisimlarmin daha az
immiinojenik hale getirilmesi icin degistirilmesi veya lokalize konak bagisiklik
tepkisinin toleransa dogru modiile edilmesi yoluyla saglanabilir. GIS'deki yerlesik
bagisiklik hiicreleri genellikle sistemik olarak bulunan ayni soydan gelen hiicrelerden
farkl bir fenotipe sahiptir. Ornegin, bagirsak mukozasida bulunan Dendritik Hiicreler
(DH) yerlesik T hiicrelerinin Th2 (yardimci t hiicresi 2) ve Treg (diizenleyici T
hiicreleri) alt gruplarina farklilagsmasini oncelikli olarak baslatir ve sonug olarak GIT'
de daha toleransli bir durumu tesvik eder (Kelsall & Leon, 2005).

Tam da bu sebeplerle maternal disbiyoz, bagisiklik fonksiyonunu bozarak
bagisiklik sisteminin enfeksiyonlarina, hassaslagmasina ve otoimmiin hastaliklara
neden olur (Stanisavljevi¢ ve ark., 2016). Otoimmiin hastaliklar, bir kisinin bagisiklik
sisteminin kendi dokularina saldirmasindan kaynaklanir. Bu durumun temeli de

kaybolmus veya hasara ugramis bagisiklik toleransidir. Diinya genelinde en yaygin



goriilen kronik inflamatuvar hastaliklardan biri olan romatoid artrit (RA); agrili
sinovyal inflamasyon, kemik erozyonlari, immiin sistem aktivasyonu ve
otoantikorlarin varlig1 ile karakterize, kronik, otoimmiin bir hastaliktir (Mazmanian,
Liu, Tzianabos & Kasper, 2005). Bir¢ok ¢alismada bagirsak mikrobiyotasindaki
periodontitis popiilasyonu ve RA arasinda bir iligki bulmustur. Ayrica kollajenle
indiiklenen artrit (CIA) fare modelinde artritin immiin hazirlik fazi sirasinda
Bacteroidaceae'de bir azalma; Firmicutes, Proteobacteria (Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae) ve Desulfovibrinocaceae'de bir artis bildirilmistir. (Ivanov ve ark.,
2009).

Disbiyozis kavrami nasil bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasini ifade ediyorsa
bunu geri dondiirmeye ¢aligmak da miimkiindiir. Probiyotikler, prebiyotikler, saglikli
beslenme bunlarin arasinda yer almaktadir. Bunun disinda son zamanlarda Fekal
mikrobiyota transplantasyonu (FMT) de disbiyozisin geri dondiiriilmesinde 6nemli bir
yer almaktadir. FMT tibbi literatiirdeki diger isimleriyle fekal bakteriyoterapi, gaita
transplantasyonu veya fekal transfiizyon, saglikli dondrden alinan gaitanin, alicinin
gastrointestinal sistemine (GIS) yerlestirilmesi islemidir. Modern tipta ilk olarak 1958
yilinda, Eiseman ve arkadaslari tarafindan kullanilmistir (EISEMAN, Silen, GS, & AJ,
1958). Bagirsak mikrobiyotasindaki bakterilerin ¢ok biiyliik bir kismi kiiltiirii
yapilmayan bakterilerdir. Bununla beraber saglikli mikrobiyal populasyon tam olarak
tanimlanabilmis degildir. Bu sebeple sagiklt mikrobiyotaya sahip bireyden digerine
mikrobiyota transplantasyonu yapmak umut verici bir yaklagim olarak gériilmektedir.

Bu literatiirler 1s181nda organizmanin saglikli gelisimi ve ¢esitli hastaliklara kars1
bagisiklik sisteminin modiilasyonu ve hatta otoimmiin hastaliklarin gelisimi agisindan
saglikli bir bagirsak mikrobiyotas: biiyiik bir 6éneme sahip oldugu bilinmektedir.
Saglikli bir bagirsak mikrobiyota kazaniminin daha maternal yasamdan bagladig1 goz
Oniine alinarak, calismamizda bir ilk olarak ototimmiin kronik bir hastalik olan RA
gelisimi acisindan maternal olarak kazanilan bagirsak mikrobiyotasinin dneminin
gosterilmesi amacglanmistir. Bu amacla ¢alismamizda deneysel olarak maternal
yasamdan baglanarak bagirsak mikrobiyotast disbiyozunun ve disbiyozis sonrasi
FMT’nin farelerde kollajenle indiiklenen artritin seyri ve siddeti tizerinde etkilerinin

arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Mikrobiyota

Mikrobiyota, insan viicudunda yasayan ve genellikle konak¢iyla simbiyotik bir
iliski kurarak onun saghigina katki saglayan mikroorganizmalardan olusan bir
topluluktur. Bu mikroorganizmalar, genellikle bagirsak, deri, agiz, solunum yollar1 ve
tirogenital sistem gibi farkli viicut bolgelerinde yogunlasir (O'Hara & Shanahan,
2006). Insan viicudu, yaklasik 10 trilyon insan hiicresine karsilik, 100 trilyon
mikroorganizma ile evrimsel bir iliski i¢indedir, bu da mikrobiyotanin viicutta énemli
bir yer tutmasmi saglar (Sender, Fuchs & Milo 2016). Organizmaya yerlesen
mikroorganizmalarin biiylik ¢ogunlugu dogum sonrasi erken yasamda kolonize olarak
canliin immiin sisteminin gelismesinde rol almaktadir (Sudo ve ark., 1997). Genetik
(Goodrich ve ark., 2016), diyet (Carmody ve ark., 2015- David ve ark., 2014), yasam
tarzi (Allen ve ark., 2015) ve cografya (Kang ve ark., 2014) bagirsak mikrobiyomunu
sekillendiren faktorler arasinda bulunmaktadir. Gebelik siiresince korunakli bir
ortamda bulunan fetiisiin mikroorganizmalarla ilk temast dogum sirasinda olmaktadir.
Normal dogumla dogan yavrularin bagirsak mikrobiyomunda Lactobacillus ve
Prevotella tiirleri agirlikli olarak bulunurken; sezaryen ile doganlarda Staphylococcus
ve Corynebacterium tiirlerinin yaygin oldugu bildirilmektedir (Backhed ve ark., 2015-
Dominguez-Bello ve ark., 2010). Yetiskinlik doneminde ise bagirsak
mikrobiyomunun %99’unu, Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ve Actinobacter
grubuna ait bakteriler olusturmaktadir (Ley ve ark., 2008). Bagirsak mikrobiyotasi
olarak bilinen, bagirsak sisteminde yasayan bakteri, viriis, mantar ve 6karya toplulugu,
fizyolojik bireyler arasi degiskenlige katkida bulunan en dnemli 6zelliklerden birini
temsil etmekle birlikte (Halpern, Cifaldi & Kvien, 2009) gelismekte olan bagirsak
mikrobiyotasi, yasamin erken doneminde endokrin, bagisiklik ve metabolik yollarin
eszamanli olgunlagmasinda ayrilmaz ve birbirine bagimli bir sekilde yer aldig1 one

stirilmektedir (Tran, Lundy & Fox, 2005).

2.1.1. Mikrobiyotanin fonksiyonlar1

Mikrobiyota, insan saglifinda onemli rol oynayan bir dizi biyolojik islevi
gerceklestirir. Bagirsakta yasayan kommensal bakteriler baslica mukus, antibakteriyel
ve antifungal peptidlerin saliniminda rol oynar. Ayrica bagirsakta bulunan patojen

mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engellenmesi ve bagirsak ile iligkili lenf



nodiillerini uyararak mukozal immiinoglobulin-A (IgA) iiretimini de arttirmaktadirlar
(Bischoff ve ark., 2014). Sindirim siirecinde gorev alarak besinlerin pargalanmasina
yardimci olur ve viicuda enerji saglarlar. Mikrobiyota, bagirsaklarda kisa zincirli yag
asitleri (short chain fatty acid SCFA) iiretir ve bu asitler bagirsagin epitel hiicrelerini
besler, inflamasyonu engeller ve bagisiklik sistemini diizenler (Hooper, Littman, &
Macpherson, 2012). Mikrobiyotanin bu metabolik rolii, bagisiklik fonksiyonlartyla
yakindan iliskilidir. Bagisiklik sistemi, mikrobiyota ile siirekli etkilesim halindedir ve
bu etkilesim bagisiklik yanitlarini diizenlemekte O6nemli bir yer tutar. Toll-like
reseptorler gibi oriintii tanima reseptorleri (PRR Pattern Recognition Receptors),
mikrobiyota ile etkileserek bagisiklik hiicrelerini aktive eder ve bagisiklik sistemini
egitir. Bu siire¢, mikroplarin patojenik tiirlerden ayirt edilmesine ve viicudun onlara
karsi dogru yanit1 vermesine yardimci olur. Mikrobiyota, ayn1 zamanda bagisiklik
toleransini saglamak igin Treg hiicrelerinin (diizenleyici T hiicreleri) aktivasyonunu
destekler (Rakoff-Nahoum, Paglino, Eslami-Varzaneh, Edberg, & Medzhitov, 2004).

2.1.2. Mikrobiyotanin gesitliligi ve saglik tizerindeki etkisi

Mikrobiyotanin cesitliligi, saglikli bir bagisiklik yanitinin ve genel saglik
durumunun korunmasinda kritik 6neme sahiptir. Mikrobiyota ¢esitliligi yiiksek olan
bireylerde, genellikle daha saglam bir bagisiklik sistemi ve daha diisiik inflamasyon
seviyeleri gozlemlenir. Bu ¢esitlilik, viicudun saglikli isleyisi i¢in gereklidir, ¢linkii
tek bir mikroorganizma tiiriiniin baskin oldugu bir mikrobiyota, hastaliklarin
gelisimine yol agabilir. Mikrobiyota ¢esitliligi, metabolik hastaliklar, bagisiklik
bozukluklar1 ve inflamatuvar hastaliklar gibi pek ¢ok hastalikla iligkilendirilmistir
(Lozupone, Stombaugh, Gordon, Jansson & Knight, 2012). Cesitliligin azalmasi,
genellikle disbiyoz olarak tanimlanir ve bu durum, bir¢ok saglik sorununun temel

nedeni olabilir.

2.1.3. Disbiyoz

Disbiyoz, mikrobiyota bilesiminin dengesizlesmesi durumunu ifade eder.
Normalde viicutta bulunan mikroorganizmalar arasinda bir denge vardir; ancak
cevresel faktorler, beslenme aligkanliklari, genetik faktorler, antibiyotik kullanimi gibi
etmenler bu dengeyi bozabilir. (Jernberg, Lofmark, Edlund, & Jansson 2010)

Disbiyoz, genellikle faydali bakterilerin azalmasi ve patojenik mikroorganizmalarin



artisiyla karakterizedir. Bu durum, viicudun savunma mekanizmalarini zayiflatabilir,

bagisiklik yanitlarini bozar ve bir dizi hastaliga yol agabilir (Ley, Turnbaugh, Klein,
& Gordon, 2006).

2.1.4. Disbiyozun nedenleri

Antibiyotik Kullanimi: Antibiyotikler, sadece patojenik mikroorganizmalari
degil, ayn1 zamanda bagirsaktaki faydali bakterileri de 6ldiirebilir. Uzun stireli
veya agir1 antibiyotik kullanimi, mikroflora ¢esitliliginin azalmasma ve
disbiyozun gelismesine neden olabilir (Frohlich ve ark., 2016). Bu,
patojenlerin yerlesmesini kolaylastirabilir ve bagisiklik sisteminin etkinligini
azaltabilir.

Dengesiz Beslenme: Yiiksek yagl, islenmis gida ve disiik lifli diyetler,
bagirsak mikrobiyotasinin dengesini bozabilir. Lif, bagirsak bakterilerinin
saglikli bir sekilde biiyiimesini ve SCFA'lar iiretmesini saglayan temel bir
besin kaynagidir. Bu tiir diyetler, 6zellikle Firmicutes tiirlerinin artmasina,
Bacteroidetes tiirlerinin ise azalmasina yol agabilir (Ley, Turnbaugh, Klein, &
Gordon, 2006). Ayrica, sekerli ve yiiksek karbonhidrath diyetler, patojenik
mikroorganizmalarin proliferasyonunu tesvik edebilir.

Stresten Etkilenme: Kronik stres, bagisiklik sistemi tizerinde olumsuz etkiler
yaparak mikrobiyota dengesizligine yol agabilir. Stres, bagirsak peristaltizmini
etkileyebilir ve bagirsak mikrobiyotasinda inflamasyonu artirabilir, bu da
disbiyozun gelismesine neden olur (Molina-Torres, Rodriguez-Arrastia,
Roman, Sanchez-Labraca & Cardona, 2019).

Genetik Faktorler: Genetik faktorler de mikrobiyotanin kompozisyonunu
etkileyebilir. Bireylerin genetik yapilari, onlarin mikrobiyal topluluklarinin
cesitliligini ve kompozisyonunu belirleyebilir. Bu, disbiyozun bazi genetik

egilimlerle daha belirgin hale gelmesine yol agabilir (Frank ve ark., 2007).



2.1.5. Disbiyoz ve saglik tizerindeki etkileri

Disbiyoz, c¢esitli saglik sorunlarinin gelismesine zemin hazirlayabilir.
Mikrobiyota ¢esitliliginin azalmasi, bagisiklik yanitlarinin bozulmasina, metabolik
bozukluklara, sindirim sorunlarina, otoimmiiniteye ve hatta ruhsal hastaliklara yol

agabilir.

e inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar1 (IBD): Disbiyoz, inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinin (Crohn hastaligi, {lseratif kolit gibi) gelisimine katk1
saglayabilir. Bu hastaliklarin patogenezinde, Ozellikle Firmicutes ve
Bacteroidetes arasindaki denge kaybi1 ve patojenik bakterilerin artis1 6nemli rol
oynar (Frank ve ark., 2007). Bagirsak mikrobiyotasindaki dengesizlik,
bagisiklik sisteminin asir1 reaksiyon vermesine ve bagirsaklarda kronik
iltihaplanmalara yol acar.

e Obezite ve Metabolik Sendrom: Bagirsak mikrobiyotasindaki dengesizlik,
enerji metabolizmasini etkileyebilir ve obezite gibi metabolik bozukluklarin
gelismesine neden olabilir.  Firmicutes bakterilerinin  fazla olmasi,
bagirsaklardan daha fazla yag asiti sentezlenmesine yol agabilir ve bu da kilo
alimina zemin hazirlar (Béckhed ve ark., 2004). Ayrica, disbiyoz, insiilin
direncine ve metabolik sendroma da yol agabilir.

e Kardiyovaskiiler Hastaliklar: Disbiyoz, Trimethylamine-N-oxide (TMAO)
gibi pro-inflamatuar metabolitlerin {iretimini artirabilir, bu da damar sertligi ve
kalp hastaliklar1 riskini artirir (Rath ve ark., 2021). Mikrobiyota, lipid
metabolizmasina da etki eder.

e Psikiyatrik Bozukluklar: Bagirsak mikrobiyotasi1 ve beyin arasindaki iliski,
bagirsak-beyin ekseni olarak bilinir. Disbiyoz, depresyon, anksiyete ve diger
psikiyatrik bozukluklarla iliskilendirilebilir. Mikrobiyotadaki dengesizlik,
beyindeki norotransmitterlerin liretimini etkileyerek ruh hali bozukluklarina
neden olabilir (Dinan & Cryan, 2012). Ozellikle, bagisiklik sistemi araciligiyla
beyinle etkilesen mikrobiyal metabolitler, bu hastaliklarin patogenezine

katkida bulunabilir.

e Otoimmiin Hastaliklar: Mikrobiyota dengesizligi, bagisiklik sisteminin

kendine kars1 asir1 reaksiyon gostermesine neden olabilir, bu da otoimmiin



hastaliklarin gelisimine yol agabilir. Bagirsak mikrobiyotasi, bagisiklik
toleransin1 saglamak icin gereklidir; dolayisiyla, disbiyoz, bu toleransin

kaybolmasina yol agabilir (Lima-Junior ve ark., 2021).

2.1.6. Disbiyozun dnlenmesi ve tedavisi

Disbiyozun tedavisinde, probiyotikler, prebiyotikler ve diyet degisiklikleri gibi
stratejiler kullanilabilir. Prebiyotikler, bagirsak mikroflorasini besleyen ve saglikli
mikroorganizmalarin biiyltimesini tesvik eden maddelerdir. Probiyotikler ise, bagirsak
mikrobiyotasinda dengeyi yeniden kurmaya yardimci olabilecek canli
mikroorganizmalardir. Ayrica, antibiyotik kullaniminin sinirlanmasi, stres yonetimi ve
saglikli bir diyet, disbiyozun 6nlenmesi ve tedavisinde 6nemli rol oynar (Béckhed ve
ark., 2004)
2.2. Otoimmiinite

Otoimmiinite, organizmanin 6z antijenlerine karsi bagisiklik yaniti gelistirmesi
olarak tanimlanir. Bu durum, T ve B lenfositlerindeki self-tolerans mekanizmalarinin
diizgiin ¢alismamas1 sonucunda meydana gelir. Tolerans mekanizmalarinin kayba,
siklikla ¢oklu genlerin etkisiyle kalitilan bir hastalik grubunu, yani otoimmiin
hastaliklar1 ortaya cikarir. Otoimmiin bir hastaligin olusmasi i¢in, otoreaktif bir
lenfositin merkezi veya periferik tolerans siireclerinden kagarak, bir bagisiklik yaniti
baslatmas1 ve bunun klinik diizeyde hasarla sonu¢lanmasi gereklidir. Bu hastaliklarin
olusumuna inflamasyon, molekiiler benzerlik, bagisiklik sistemi bilesenlerinde
goriilen bozukluklar ve "epitop spreading" gibi mekanizmalarin katkida bulundugu
one siirilmektedir. Genetik yatkinligi bulunan bireylerde, 6zellikle enfeksiyonlarin
basta geldigi cevresel faktdrlerin bu siireci tetikledigi diisiiniilmektedir. Insan I6kosit
antijenleri (HLA) basta olmak iizere, otoimmiin hastaliklara duyarlilik yaratan pek cok
gen tanimlanmistir. Ayrica enfeksiyonlar, hormonlar, ilaglar ve ultraviyole 1sinlar gibi
cesitli cevresel faktorlerle otoimmiinite arasindaki iliski ortaya konmustur (Akca &

Bilginer, 2021).

2.2.1. Immiin tolerans:
Adaptif bagisiklik sisteminin belirli antijenlere yanit vermemesi, bu antijenlere

maruz kalma sonrasinda olusan lenfositlerin inaktivasyonu ya da 6liimiiyle saglanir ve



bu duruma immiin tolerans denir (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022). Kendi
antijenlerine kars1 gelisen tolerans, edinilmis bagisiklik sisteminin temel bir
ozelligidir. Ancak, belirli kosullar altinda yabanci antijenlere karsi da toleransin
indiiklenmesi miimkiindiir (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022). Toleransi indiikleyen
antijenler, bagisiklik olusturabilen immiinojenlerden ayirt edilebilmesi i¢in “tolerojen”
veya “tolerojenik antijen” olarak adlandirilir. Spesifik lenfositler tarafindan taninma
sekline bagli olarak, bir antijen immiinojen ya da tolerogen 6zellik gosterebilir (Abbas,
Lichtman, & Pillai, 2007).

Tolerans, bagisiklik sistemi tiizerindeki genel baskilamadan ya da immiin
yetmezlik durumlarindan farklidir; bu siire¢ tamamen antijene 6zgiidiir (Owen, Punt,
Stranford, Jones, & Kuby, 2013). "Self-tolerans" olarak da bilinen kendi antijenlerine
tolerans, bagisiklik sisteminin diizgiin isleyisi icin hayati bir 6neme sahiptir. Ancak
self-tolerans mekanizmalarinin ¢alismamasi durumunda, bagisiklik sistemi kendi
antijenlerine kars1 reaksiyon gelistirebilir. Bu reaksiyonlar “otoimmiinite” olarak
tanmimlanirken, neden olduklar1 hastaliklar "otoimmiin hastaliklar" olarak adlandirilir
(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022).

Immiin yamt gibi, tolerans da antijene 6zeldir ve hem T hiicrelerini hem de B
hiicrelerini ya da her ikisini birden etkileyebilir (Owen, Punt, Stranford, Jones, &
Kuby, 2013).

2.2.2. T lenfosit toleransi

Transplantlarin ~ kabulii  veya otoantijenlere karst immiin toleransin
olusturulmasina yonelik terapotik stratejiler genellikle T hiicrelerinin baskilanmasi
veya yok edilmesini hedefler. Bu stratejilerin temelinde, patolojik inflamatuar
tepkilerin biiyiik 6l¢iide T hiicreleri tarafindan yonlendirilmesi ve 6zellikle CD4+
yardimc1 T hiicrelerinin, B hiicrelerini zararli antikor {iretimine tesvik etme
potansiyeline sahip olmasi yatmaktadir (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022).

Merkezi tolerans, T lenfositlerinin gelisimi sirasinda timusta, self-reaktif T
hiicrelerinin klonal eliminasyonu ile saglanir. Merkezi tolerans mekanizmasi, en
kapsamli sekilde, gelismekte olan T hiicrelerinin, MHC molekiilleri ile birlikte kendi
peptitlerini tanima kapasitelerine dayanan iki onemli siiregle incelenmistir: pozitif

secim ve negatif se¢cim (Snyder, 2017). Timustaki antijen sunan hiicreler (ASH’ler), T

10



hiicrelerine kendi MHC molekiilleriyle birlikte self-peptitler sunar ve bu siireg, pozitif
secim asamastyla baslar. Timik kortikal epitel hiicreleri, pozitif secim siirecinde,
MHC'ye baglanabilen T hiicrelerinin hayatta kalmasma ve olgunlasmasina izin
verirken baglanamayanlar1 apoptoza yonlendirir (Singh, Dubey, & Pinkhasov, 2013).

Pozitif secimden gegen T hiicreleri daha sonra, negatif se¢im adi verilen bir
asamada, self-MHC ile yiiksek aviditeyle baglanan T hiicrelerinin apoptoza ugradigi
stirecten geger. Negatif se¢cim sirasinda, plazma proteinleri ve hiicresel proteinler gibi
antijenler onemli bir rol oynar. Ayrica, periferik dokulara 6zgii proteinlerin timik epitel
hiicrelerinde iiretimi, otoimmiin diizenleyici (AIRE) proteini tarafindan yonlendirilir.
AIRE, merkezi toleransin saglanmasinda kritik bir rol oynar ve bu proteinle iligkili
genlerdeki mutasyonlar, otoimmiin poliendokrin sendromu (APS) gibi dokuya 6zgii
otoimmiin hastaliklara neden olur (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007).

Bununla birlikte, timusta self-antijenleri tantyan bazt CD4+ T hiicreleri, apoptoz
yoluyla ortadan kaldirilmaz; bunun yerine diizenleyici T hiicrelerine (Treg) farklilagir.
Bu Treg hiicreleri timustan ¢ikarak periferik dokulara yerlesir ve burada immiin yaniti
baskilamak i¢in islev goriir (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022).

Periferik tolerans, olgun T hiicrelerinin periferik dokulardaki kendi antijenlerine
yanit vermesini engelleyen mekanizmadir. Bu tolerans, anerji (fonksiyonel
yanitsizlik), Treg hiicreleri aracilifiyla baskilanma ve apoptoz yoluyla T hiicrelerinin

ortadan kaldirilmasi gibi siire¢lerle saglanir (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022).

2.2.3. Anerji

Anerji; bir lenfositin antijenle karsilasmasinin ardindan islevsel olarak yanit
vermemesi, ancak hiporesponsif (diisiik yanitli) bir durumda uzun siire canli kalmasi
ile karakterize edilen bir lenfosit tolerans mekanizmasidir (Schwartz, 2003). T hiicresi
anerjisi iki temel tiire ayrilir: biri proliferasyonu durduran klonal anerji, digeri ise
proliferasyon ve efektdr fonksiyonlarin genellestirilmis inhibisyonuyla karakterize
olan adaptif tolerans veya in vivo anerjidir (Schwartz, 2003).

T hiicre aktivasyonunun iki sinyalli modeline gore, T hiicrelerinin aktive olmasi
icin antijen sunan hiicrelerin (ASH) T hiicre reseptorlerini (THR, sinyal 1) ve
kostimiilasyonu (CD28/B7; sinyal 2) saglamasi gereklidir. Ancak anerjiyi indiikleyen
mekanizmalardan biri, T hiicre yilizeyindeki CTLA-4 molekiilleri aracilifiyla B7
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molekiilleriyle etkilesime girerek spesifik bir inhibitor sinyalin iletilmesidir. CTLA-4
ile B7 arasindaki bu etkilesim, IL-2 iiretimini bloke eder ve T hiicre aktivasyonunu
engeller. Anerji, bir kez indiklendiginde geri dondiiriilemez bir siirectir (Snyder,
2017). Ayrica, kostimiilator molekiillerin normal dokular tarafindan simirh
ekspresyonu, kendi kendine reaktif lenfositlere kars1 periferik toleransi destekleyen
kritik bir faktordiir. Genel olarak, CD28 dinlenme veya aktivasyon halinde olsun tim
T hiicrelerinde eksprese edilirken, CTLA-4 sadece aktive olmus T hiicrelerinde ifade
edilir (Snyder, 2017).

Anerji indiiksiyonu sirasinda, T hiicrelerinin "eksik" uyarilmasi (kostimiilasyon
olmadan THR aktivasyonu), kalsiyum akisi yoluyla bazi E3 ubikuitin ligazlarin
ekspresyonunu artiran bir gen diizenleme siirecini baglatir. Anerjik T hiicreleri
ASH’lerle temas ettiginde, hiicre i¢i sinyal proteinleri monoubikitinasyon ile
isaretlenir ve lizozomal degradasyona yonlendirilir. Bu siireg, hiicre i¢i sinyal iletimini
azalttig1 gibi, T hiicresi ile ASH arasindaki etkilesimin stabilitesini de diisiiriir (Snyder,
2017).

Treg Hiicreleri Tarafindan Baskilanma: Otoimmiiniteyi diizenleyen veya
baskilayan bir¢ok T hiicresi alt grubu tanimlanmistir. Bu alt gruplarin en ¢ok ¢alisilani,
CD4+ CD25+ Foxp3+ olarak tanimlanan diizenleyici T hiicreler (Treg)'dir ve bu
hiicreler bagka bir boliimde detaylandirilmistir (Singh, Dubey, & Pinkhasov, 2013).
Treg hiicrelerinin baskilayici etkisi, TH1 yanitlarinin ¢apraz diizenlenmesiyle ortaya
cikabilir. Spesifik olarak, IL-4, IL-10 ve TGF-B gibi sitokinler iireten CD4+ CD25+
Treg hiicreleri, lenfosit aktivasyonu ve efektor fonksiyonlarini etkili bir sekilde

baskilayarak Th1 yanitlarim azaltir (Snyder, 2017).

2.2.4. Apoptotik hiicre 6liimii ile T hiicrelerinin silinmesi

Hem timusta hem de periferik dokularda kendine reaktif lenfositlerin elimine
edilmesi, apoptotik hiicre 6liimii ile saglanir. Bu siirecte hem Fas aracilit hem de Bim
aracili apoptoz yollari, periferdeki kendine reaktif lenfositlerin ortadan kaldirilmasinda
kritik bir rol oynar (Xing & Hogquist, 2012). Fas aracili "6liim reseptorii” sinyali ile
BCL-2 ailesi tarafindan diizenlenen apoptotik yolak birbirinden mekanik olarak

farklidir; ancak bu iki yolak koordineli bir sekilde calisarak, kronik olarak kendi
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antijenleriyle uyarilan T lenfositlerinin elimine edilmesine katkida bulunur (Xing &
Hogquist, 2012).

T hiicrelerinin, kostimiilasyon olmaksizin veya dogustan gelen bagisiklik
yanitinin eslik etmedigi bir ortamda kendi antijenlerini tanimasi, Bim olarak bilinen
bir pro-apoptotik proteinin aktive olmasina yol agabilir. Bu, mitokondriyal yolla
gerceklesen apoptotik hiicre 6liimiinii tetikler (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007).
Normal bir lenfosit yanitinda, THR (T hiicre reseptorii), kostimiilasyon molekiilleri ve
biiyiime faktorleri, Bcl-2 ve Bcl-x gibi Bcl-2 protein ailesine ait anti-apoptotik
proteinlerin ekspresyonunu tesvik eder. Bu proteinler, T hiicrelerinin hayatta kalmasini
ve proliferasyonunu destekler (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007).

Lenfositler, bagisiklik sistemi uyarimi sonucunda, Fas (CD95) olarak bilinen,
TNF reseptor ailesine ait bir molekiilii eksprese edebilir. Fas ligand1 (FasL) ise agirlikli
olarak aktive edilmis T Ilenfositlerde bulunur. Fas ile FasL'min etkilesimi, T
hiicrelerinin apoptozu ile sonuglanir. Ozellikle yiiksek diizeyde antijen eksprese eden
dokular, kendine reaktif T hiicrelerinin kalic1 uyarilmasina ve boylece Fas-FasL aracili
apoptotik yol ile silinmesine yol agar (Snyder, 2017).

FAS genindeki mutasyonlar, &zellikle c¢ocuklarda, lenfosit birikimine ve
otoimmiin hastaliklarin gelisimine neden olmaktadir. Otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom (ALPS), bu mutasyonlarla iliskili bir hastaliktir ve malign olmayan
organomegali, immiin sitopeniler, artmis lenfoma riski ile karakterizedir. ALPS,

genellikle FAS aracili apoptotik yolaktaki kusurlar ile iliskilendirilir (Snyder, 2017).

2.2.5. B lenfosit toleransi

T hiicrelerinde oldugu gibi, B hiicreleri de oto-reaktiviteyi onlemek amaciyla
merkezi ve periferik tolerans mekanizmalarina sahiptir. B hiicre toleransi, hem kemik
iliginde merkezi tolerans asamasinda hem de olgunlagma stirecinin farkli asamalarinda
ve olgun B hiicrelerinde periferik tolerans asamasinda saglanir (Singh, Dubey, &
Pinkhasov, 2013). Polisakkaritler ve lipidler gibi T lenfositlerinden bagimsiz 6z
antijenlere yanitsizligin korunmasinda kritik bir role sahip olan B hiicre toleransi, ayni
zamanda protein antijenlerine kars1 istenmeyen antikor tepkilerinin engellenmesine de
katkida bulunur (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022).

Merkezi tolerans stireci kemik iliginde gerceklesir. Bu asamada, hiicre zarlarina
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bagli ya da kat1 yiizeylerle iliskili kendi antijenlerini tantyan gelisen B hiicreleri klonal
silinmeye maruz kalarak elimine edilir. Eger gelismekte olan B hiicreleri ¢oziiniir bir
antijenle karsilasirsa, bu hiicreler anerji durumuna girer. Bu durumdaki hiicreler,
uygun kosullarda yeniden aktive olabilir (Dembic, 2015). BCR (B hiicre reseptorii)
sinyal giiciiniin yani1 sira 6z antijenin ¢oziiniir ya da zar bagli olmas: gibi fiziksel yapisi,
bu secim siirecini diizenleyen kritik faktorlerdir. Daha giiclii BCR sinyalleri, klonal
silinme yoluyla B hiicrelerinin apoptoza yonelmesine neden olurken (Singh, Dubey,
& Pinkhasov, 2013), daha zayif sinyaller B hiicrelerinde fonksiyonel yanitsizlik, yani
anerji olusumuna yol acar. Anerjik B hiicreleri, genellikle erken hiicre 6liimiine daha
duyarlidir.

Bazi B hiicrelerinde, rekombinasyon aktivator genleri (RAG) yeniden eksprese
edilir ve reseptor diizenleme adi verilen bir siirecle kendi kendine reaktif reseptorler,
oto-reaktif olmayan reseptorlerle degistirilir (Singh, Dubey, & Pinkhasov, 2013). Eger
reseptor diizenleme oto-reaktiviteyi engelleyemezse, bu olgunlasmamis B hiicreleri
apoptoz yoluyla elimine edilir. Eger kendi antijenlerine karsi zayif bir baglanma
gerceklesirse, bu durum hiicre dliimiinden ziyade fonksiyonel inaktivasyona, yani
anerjiye yol agabilir (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007).

Periferik tolerans, yeni olugsmus potansiyel olarak oto-reaktif B hiicrelerinin, olgun
naif lenfositlere donlismeleri sirasinda devreye girer. Periferde kendi antijenleriyle
karsilagan B hiicrelerinin, mitokondriyal yolak araciligiyla apoptoza daha yatkin hale
gelmesi, hayatta kalma oranlarimi diisliriir (Wardemann, 2003). Kemik iliginden
cikarak periferik lenfoid organlara go¢ eden B hiicreleri, hayatta kalmak i¢in bir dizi
kontrol noktasindan gegmek zorundadir (Jacobi & Diamond, 2005). Ancak bu siirecte
self-antijenlerle karsilasan B hiicrelerinin lenfoid folikiillere go¢ etme yetenegi azalir
(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007).

Lenfoid folikiillerden ayr1 kalan B hiicreleri gerekli yasam sinyallerinden mahrum
kalarak apoptoz gecirir. Periferik dokularda, anerjik B hiicreleri antijene 6zgii yardimci
T hiicreleriyle etkilesime girdiginde, bu hiicreler T hiicreleri {izerinde eksprese edilen
Fas ligand1 (FasL) aracilifiyla, Fas-FasL etkilesimi sonucu apoptoza ugrayabilir

(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007).
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2.2.6. Otoimmiinitenin patogenezi

Oz (self) antijenlere karsi bagisiklik sistemi tarafindan olusturulan yanit,
otoimmiinite olarak tanimlanir ve gelismis toplumlarda prevalanst %5 ila %10
arasinda degismektedir. Ancak patojenik olan otoimmiin hastaliklar bu orana kiyasla
daha nadir goriilir. Otoimmiin hastaliklar, yalnizca bir veya birkag organi
etkileyebilecegi gibi, genis ¢aplt doku hasar1 ve klinik belirtiler ile kendini gdsteren
sistemik bir seyir de izleyebilir. Otoimmiin hastaliklarda meydana gelen doku
hasarmin iki temel mekanizmas1 bulunmaktadir. ilk mekanizma, 6z antijenlere kars1
antikorlarin iiretilmesi; ikinci mekanizma ise, 6z antijenlere yanit veren otoreaktif T
hiicrelerinin olusumudur (Abbas ve ark., 2022).

Otoimmiinitenin gelismesinde etkili olan faktorler arasinda, genetik yatkinlik
(6zellikle otoimmiinite ile iligkili genlerin kalittimi) ve enfeksiyonlar gibi ¢evresel
tetikleyiciler yer alir. Bu faktorlerin, 6z-antijenlere yanit veren T ve B lenfositlerinin
uzun siire hayatta kalmasina katki sagladigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, doku
hasarina ve iltihaplanmaya esas olarak c¢evresel tetikleyiciler neden olur. Bu cevresel
faktorler, otoimmiin hastaliklarda etkili olan efektor T hiicreleri ve otoantikorlarin
olusumuyla sonuglanan 6z-reaktif lenfositlerin aktivasyonunda 6nemli bir rol oynar

(Abbas ve ark., 2022).

2.2.7. Genetik faktorler

Otoimmiin hastaliklarin biiylik bir kismi kalitsal 6zelliklerle iliskilidir ve bu
baglamda en gii¢lii katkiyt MHC (major histocompatibility complex) genleri saglar.
Bu genetik iligki, bir otoimmiin hastaligin belirli bir HLA (human leukocyte antigen)
alelini tagiyan bireylerde tasiyanlara gore daha sik goriilme orani veya rolatif risk ile
ifade edilmektedir. Saglikli bireylerde de polimorfik gen varyasyonlar1t mevcuttur,
ancak bu genlerin her birinin otoimmiinite gelisimindeki katkis1 genellikle kiigiiktiir.
Otoimmiin hastaliklarin olusabilmesi i¢in birden fazla risk allelinin bir arada
bulunmasi gerekmektedir.

Insan ve hayvanlardaki birgok otoimmiin hastalik, MHC genleri ve 6zellikle HLA
allelleri ile iliskilidir. Belirli HLA allelleri tasiyan bireylerde, bu allelleri tasimayanlara
gore bir¢ok otoimmiin hastaligin insidansi ¢ok daha yiiksektir. Bu iliski, 6zellikle

HLA-DR ve HLA-DQ gibi MHC simif Il molekiilleri tarafindan kodlanan HLA genleri
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icin belirgindir. HLA allelleri ve otoimmiin hastaliklar arasindaki bu bag, T
hiicrelerinin bu hastaliklardaki kritik roliiniin erken kanitlarindan biri olarak kabul
edilmektedir.

MHC simif II molekiilleri, CD4+ T hiicrelerini aktive ederek hem hiicresel hem de
hiimoral bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu molekiiller,
HLA-DR, HLA-DQ ve HLA-DP genleri tarafindan kodlanir ve farkli antijenleri
baglama yeteneklerine sahiptir. Belirli HLA allelleri, 6z-antijenleri baglayarak CD4+
T hiicrelerini yanlis bir sekilde aktive edebilir ve bu da otoimmiin yanitlari
tetikleyebilir.

Bunun yani sira, bazi otoimmiin hastaliklarda HLA-dis1 (non-HLA) genler de rol
oynar. Bu genler, 6z tolerans mekanizmalarinin yetersiz igslemesine katkida bulunabilir
ve otoimmiinitenin gelisimini destekleyebilir (Abbas ve ark., 2022).

2.3. Romatoid Artrit (RA)

Romatoid artrit (RA), popiilasyonun yaklasik %0.5-1.0'm1 etkileyen sistemik
kronik inflamatuar bir hastaliktir (Bodkhe, Balakrishnan & Taneja, 2019). Cogu
hastada sinovyum, kikirdak ve kemikte bulunan self antijenleri hedef alan hastalik
nedeniyle eklem yikimina ve fonksiyonel yetersizlige yol acar (Halpern, Cifaldi &
Kvien, 2009). RA patofizyolojisine iliskin 6nemli bilgiler, ¢esitli enflamatuar yollarin,
degismis bir bagisiklik sistemine ve hastaligin baslangicina yol actigin1 gostermektedir

(Burger & Dayer, 2002).

2.3.1. Romatoid artrit patolojisi

RA, T hiicreleri, B hiicreleri ve monositlerle birden fazla eklemde sinovyal zarin
infiltrasyonu ile karakterizedir. Bu siire¢, endotel hiicrelerinin aktivasyonuyla baslar;
neovaskiilarizasyon (yeni kan damarlarinin biiylimesi) RA sinovitinin bir diger ayirt
edici oOzelligidir. Sinovyal fibroblast benzeri ve makrofaj benzeri hiicrelerin
genislemesi, hiperplastik bir sinovyal astar tabakasina yol acar. Genellikle "pannus"
olarak adlandirilan bu genislemis sinovyal zar, kikirdak-kemik birlesimindeki
periartikiiler kemigi istila eder ve kemik erozyonlarina ve kikirdak bozulmasina yol

acar (Aletaha & Smolen, 2018) (Sekil 1).
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Sekil 1. Romatoid artritin immiinopatogenezi (Aletaha & Smolen, 2018 tiirkgeye ¢evrilmistir).

PLASMA

Niikleer faktor kB liganinin reseptor aktivatorii (RANKL), prostaglandinler ve
matriks metalloproteinazlar gibi molekiiller, timdr nekroz faktorii (TNF) ve interlokin
(IL)-6 dahil olmak iizere proinflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenir ve agr1 ve
sislik ve kikirdak ve kemik degradasyonu dahil olmak {izere hastaligin belirti ve
semptomlarina aracilik eder (Wallach, 2016). RANKL, TNF ve IL-6 tarafindan
uyarim, sinovyal membran i¢inde osteoklastlar iiretir ve kemik hasarini tesvik eder.
Bu molekiiler ve hiicresel olaylar klinik hastalik ekspresyonuyla sonuglanir. Eklem
hasarinin ilerlemesi, eklem sismesiyle igsel olarak iliskilidir (Aletaha & Smolen 2011).

RA' in nedeni bilinmemektedir. Ancak, genetik ve gevresel faktorler RA'ya
katkida bulunur. Bir¢ok gen lokusu RA ile iliskilidir (Sekil2). Ancak, HLA-DRB1*01
ve HLA-DRBI1*04 gibi belirli HLA simif II antijenleri, T lenfositlere antijen
sunumundan sorumlu bolgedeki 5 amino asitlik bir uzanti olan "paylasilan" epitopu
icerir ve RA ile en yakin iliskilidir (Poorana Pushkalai & Gayathiri, 2024). Daha zayif
iliskilere sahip genler (sekil 2) da, 6zellikle gen-gen ve gen-cevre etkilesimleri yoluyla
katkida bulunabilir. RA igin cevresel risk faktorleri, sigara igcme, periodontitis ve
bagirsak, agiz ve akciger mikrobiyomunun ozellikleri ile viral enfeksiyonlardir.
Mikrobiyom acisindan, erken RA'da gastrointestinal sistemde ¢ogalan Prevotella

tirleri ve periodontitis ile iligkili olan Porphyromonas gingivalis patogenezde rol
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oynayabilir (Manfredo Vieira ve ark 2018). Yeni veriler, bakterilerin bagirsaktan
dokulara tasmarak inflamasyona ve otoimmiiniteye neden olabilecegini
distindiirmektedir. Genetik ve RA'll hastalarin HLA-DR molekiillerinin RA'da
bulunan komensal bakteri tiirlerinin proteinlerindeki epitoplarla dizi homologisi
gosteren otoantijen peptitleri sunduguna dair son gozlemlere dayanarak, ¢evrenin
belirgin oldugu ortaya ¢ikmistir (Alam, Kim & Choi 2014). Otoantijenlerin amino asit
dizileri ile bakteriyel veya viral proteinler arasinda benzerlikler tanimlanmistir.
Epstein-Barr viriisii enfeksiyonu da su¢lanmistir ve bu durum, transkripsiyon faktorii
EB niikleer antijen 2'nin (EBNA2) RA ve diger otoimmiin hastaliklarla iligkili genetik
lokuslara tercihen baglandigina dair son gozlemlerle daha da desteklenmistir (Poorana

Pushkalai, & Gayathiri, 2024).

Romatoid Artrit Epidemiyolojisi:
Baslica Genetik ve Cevresel Faktorler

Prevalans: ~%0.5
Genetik Iliskiler: HLA-DRB1
T hiicre fonksiyonu: PTPN22 / CTLA4 / CCR6
B hiicreleri: CD40
Diger genler: MMP9 / PADI4 / CCR5
Sitokinler/Reseptorler/Sinyal: TNF/OPG /TRAF1/IL2RA/ IL2RB / IRF4 /
IRF5 / TNFAIP3 / GATA3/ REL
Cevresel Faktorler: Prevotella copri / Viriisler (EBV, Epstein-Barr
Virtisii) / Titin kullanimi /Silika

Sekil 2. Romatoid artrit epidemiyolojisi: Baglica genetik ve ¢evresel faktorler (Aletaha & Smolen, 2018
tirkgeye cevrilmistir).
2.3.2. Romatoid artrit ve mikrobiyota iliskisi

Son zamanlarda arastirmacilar, RA gelisimini etkileyen cevresel bir ajan oldugu
diisliniilen bagirsak mikrobiyotasina odaklanmistir (Maeda, & Takeda, 2017). Biiyiik
aragtirmalar genetik faktorlere odaklanirken, konak¢i mikrobiyotanin ve Ozellikle
bagirsak mikrobiyotasinin RA'nin gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigina
dair artan bir farkindalik vardir. Bagirsakla iliskili lenfoid doku ile uyum iginde olan

bagirsak mikrobiyomu, bagisiklik dengesinin korunmasinda rol alir ve konagin saglik
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durumunun bir gostergesi olarak islev goriir (Mazmanian, Liu, Tzianabos & Kasper,
2005 — lvanov ve ark.,2009).

Bu etkilesimin bozulmasi, sistemik bagisikligin yani sira mukozal bagisikligi da
etkileyebilir ve ¢esitli enflamatuvar ve otoimmiin hastaliklar1 tetikleyebilir (Marietta
ve ark., 2018). Bugiine kadar yapilan arastirmalar, bagirsak mikrobiyomunun konakg¢1
bagisiklik sistemi ve hastaliklarla derin bir iliskisi oldugunu ortaya koymustur
(Marietta ve ark., 2018). Mikrobiyota ile artrit patolojisi arasinda baglanti kuran ilk
rapor 1970'lerin sonunda yayimlanmistir. Calisma, mikropsuz ortamda yetistirilmis
sicanlarda %100 insidansla ciddi artrit gelistigini, oysa geleneksel ydntemlerle
yetistirilen sicanlarda sadece %?20'lik bir insidansla daha az siddetli artrit gelistigini
gostermigtir (Kohashi ve ark., 1979). Saglikli deneklerle karsilastirildiginda RA'lt
kisilerde diisiik cesitlilikte ve disbiyotik bagirsak mikrobiyotasin1 vurgulayan ¢ok az
calisma yapilmistir (Scher ve ark., 2013).

Yapilan bir calismada, saglikli denekler ile yeni baglayan tedavi edilmemis RA
hastalar1 arasindaki mikrobiyal kompozisyonu karsilagtirilmis ve RA hastalarinda
diisiik Bacteroides seviyeleri ile Prevotella copri bollugunun arttigini gosterilmistir ve
bu da P. copri'nin patojenik olabilecegini diisiindiirmiistiir (Scher & Abramson, 2013).
Bagka bir ¢aligsmada ise insan iist bagirsagindan izole edilen prevotella cinsinin yeni
bir tiirii olan Prevotella histicolanin insanlastirilmis HLA-DQ farelerinde artriti
baskiladigin1 gésterilmistir (Pianta ve ark., 2017). Ayrica periodontal hastaliklarin
onemli bir patojenik bakterisi olan Porphyromonas gingivalisin, RA gelisimi ile
iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir, ¢linkii bu bakteri bir peptidilarginin deiminaz
eksprese eden bilinen tek patojendir ve Anti-siklik sitriiline peptit antikoru (Anti-
cyclic citrullinated peptide antibody ACPA) ile iliskili olabilir (Lappin ve ark., 2013).
RA'll hastalardaki mevcut verilere ve hayvan artrit modellerine dayanarak,
degistirilmis bagirsak mikrobiyotasinin hastalik siddetinde kritik bir rolii oldugu
gosterilmektedir (Khanna, Jaiswal & Gupta, 2017).
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Cevresel faktorler Bagirsak mikrobiyotas:
Prevotelia copri

. Sigara Mikrobiyotada baskin hale gelir | o il
+  Hormonlar e /'\
«  Mikeobiyota Frevotella histolica
| >
«- Saglkli < Erken Sinovisit — < Fomatoid Artrit »
Genetik L >
faktbrler Otoantikor Uretimi
A, 12A- ACPA, TgG-ACPA, Romatoid Faktir
HLA-DEEI1
PTPN22 L |
PADI14 etc. Periodontal bakteriler

Paorphyromonas gingivalis

Sekil 3. Romatoid artrit gelisiminde ¢evresel faktdrler ve mikrobiyal popiilasyonun RA geligimine
etkisi. Prevotella copri'nin baskin oldugu mikrobiyota, artrit gelisimine katkida bulunabilirken, P.
histicola artrit baglangicini baskilar (Maeda, & Takeda, 2017 tiirk¢eye ¢evrilmistir).

2.3.4. Mikrobiyota temelli terapiler ve gelecek perspektifleri

Mikrobiyota temelli tedaviler, probiyotikler, prebiyotikler, diyet degisiklikleri ve

fekal mikrobiyom nakli (FMT) gibi farkli stratejilerle yapilabilir. Bu tedavi

yontemlerinin RA tedavisindeki etkinligi, heniiz baslangic asamasinda olsa da, bu

alanda yapilan ¢aligsmalar umut vericidir.

Probiyotikler ve Prebiyotikler: Probiyotikler, bagirsakta yasayan yararli
bakteriler olup, mikrobiyota dengesini diizenlemeye yardimeci olabilir. RA
hastalarinda yapilan bazi ¢caligmalar, probiyotiklerin, 6zellikle Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirlerinin, bagirsak florasini iyilestirdigini ve inflamasyonu
azalttigini  gostermektedir. Bu bakteriler, bagisiklik sistemi {zerinde
diizenleyici etkiler yaparak, RA'nin patogenezindeki rol oynayan
proinflamatuar sitokinlerin iiretimini engelleyebilir (Agaeinezhad Rudbane ve
ark., 2018). Prebiyotikler ise, probiyotik bakterilerin biiylimesini tesvik eden
besin maddeleridir ve bunlar da mikrobiyomun saglikli bir sekilde

stirdiiriilmesine yardime1 olabilir.
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e Fekal Mikrobiyom Nakli (FMT): Fekal mikrobiyom nakli (FMT), bagirsak
mikrobiyotasini degistirmek amaciyla bir kisiden alinan saghkli diski
Orneginin, hasta bireye verilmesi islemidir. RA tedavisinde FMT’nin
potansiyeli iizerinde yapilan erken donem calismalar, bu tedavi yonteminin
bagisiklik tepkilerini dengeleme ve inflamasyonu azaltma agisindan umut
verici sonuglar verdigini gostermektedir (Seida, Shawaf & Mahroum, 2024).
FMT, Ozellikle antibiyotiklere direncli mikrobiyom degisikliklerini

diizeltmeye ve sistemik inflamasyonu azaltmaya yardimci olabilir.

2.4. Fekal Mikrobiyota Transplantasyonu (FMT)

FMT, disbiyoz ile iligkili bir hastaligi olan bir kiside normal bagirsak
mikrobiyotasi ve patojen kolonizasyon direnci ile iliskili mikrobiyal ¢esitliligi yeniden
olusturmak i¢in kullanilan yeni ortaya ¢ikan bir tedavidir. Diski materyalinin saglikli
bir kisiden hasta bir kisiye transferini igerir (Schepici, Silvestro, Bramanti & Mazzon,
2019). Saglikli bir kisiden hasta bir kigiye diski transferi veteriner hekimliginde 17.
yiizyila kadar dayanmaktadir (Choi & Cho, 2016). Bununla birlikte, bu uygulamanin
gida zehirlenmesi veya siddetli ishali olan hastalara agizdan insan digkisi
slispansiyonlart verildigi 4. ylizy1l Cin'ine kadar uzanan kanitlar vardir (Choi & Cho,
2016). Fekal mikrobiyota transferi (FMT), gastrointestinal bozukluklar1 hafifletmek
icin yaygin olarak kullanilan probiyotiklere benzer. Ancak probiyotiklerin aksine,
FMT, yeni bir mikrobiyota olusturan bagirsagin kalic1 kolonizasyonuyla sonuglanir
(Pilla, & Suchodolski, 2020). Bagirsak mikrobiyotasinin kritik iiyelerinin bagisiklik
gelisimini ve otoimmiin hastaliklarin gelisimi ile iliskili fizyolojik tepkileri modiile
ettigi mekanizmalar hakkinda daha fazla bilgi edinmek igin ileri ¢calismalara ihtiyag

vardir (Rodriguez ve ark., 2015).
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3. GEREC ve YONTEMLER

Bu yiiksek lisans tez caligmasi, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu 11.04.2023 tarihli 2023-06/05 no’ lu karar sonucu alinmis izin
sonrasinda gergeklestirilmistir.

3.1. Gerecler

Calismada kullanilan maddeler;

Amoxicillin, Bosthenchem, ABD

Vancomycin hydrochloride, Bosthenchem, ABD

Neofleks %0,9 izotonik sodium kloriir, TTS, Tiirkiye

Kolajen Sigma C7806 10mg

Compleate freud adjuvant CFA, Mycobacterium tuberculosis, heat killed and dried;
Sigma-Aldrich Co. LLC., cat. no: F5881-6X10ML

3.2. Yontem

3.2.1.Hayvan se¢imi ve gruplarin olusturulmasi

Calismamizda 2-3 aylik 12 adet gebe disi Balb/c fare kullanildi. Gebe fareler her
grupta 4 hayvan olacak sekilde kontrol, disbiyozis ve fekal mikrobiyota
transplantasyonu (FMT) grubu olarak ayrildi. Disbiyozis ve FMT grubundaki gebe
farelere bagirsak mikrobiyotasini degistirmek i¢in gebeligin son haftasindan itibaren
dogan yavrularin siitten kesilecegi 4. haftaya kadar toplam 5 hafta siireyle 40 mg/kg
amoksisilin ve 30 mg/kg vankomisin karistmi hayvanlarin icecegi suya katilarak her
giin oral yolla uygulandi. Bu dozu yakalamak i¢in satin alinan amoxsisilin ve
vankomisin ayr1 ayr1 2L suda ¢ozdiiriildii ve 1 farenin giinliik tiikketimi olan amoxsisilin
320 pl, vankomisin ise 1,2 mL olarak belirlendi. 1 farenin giinliik su tiikketimi 3-5 mL
olmasi gerektiginden belirlenen antibiyotik miktarlar: su ile 5 mL‘ ye tamamlandi ve
her giin antibiyotik iceren sular yenilendi. Siitten kesilme zamani olan dogumdan
sonraki 4. haftada yeni dogan erkek hayvanlar; kontrol grubundan doganlar kontrol,
disbiyozis grubundan doganlar disbiyozis grubu ve FMT grubundan doganlar FMT
grubu olarak ayrildi. Disbiyozis ve FMT grubundaki yavru hayvanlara, siitten
ayrildiktan sonra 4 hafta siire ile 40 mg/kg amoksisilin 30 mg/kg vankomisin karigimi
hayvanlarin icecegi suya katilarak oral yolla uygulandi. Boylece maternal olarak 1
hafta ve dogumdan sonra da 8 hafta antibiyotik tedavisi uygulanarak disbiyozis ve

FMT grubundaki hayvanlarda disbiyozis olusturuldu. Disbiyozis olusturulduktan
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sonra, FMT grubundaki erkek farelere, antibiyotiklerin yarilanma 6mrii géz oniine
alinarak son antibiyotik tedavisinden 1 giin sonra FMT tedavisine baglandi ve 10 giin
boyunca devam edildi, disbiyozis grubundaki erkek farelere ise bu silire boyunca
herhangi bir tedavi uygulanmadi (Sekil 4).

Deney boyunca tiim gebe fareler ve gebe farelerden dogan yavrular dezenfekte
edilmis IVC kafes i¢inde uygun yasam kosullar1 saglanarak (12 saat aydinlik/karanlik
22-24 9C sicaklik ve %50-60 nem), bakildi. Hem gebe hayvanlara hem de dogan
yavrulara ad libitum olarak steril pelet yem (PTF fare yemi Yem Arastirma Deney
Ticaret Limited Sirketi) ve otoklavlanmis su verildi ve altllk materyali de

kontaminasyonu 6nlemek i¢in otoklavlandi.

KONTROL GRUBU DiSBIYOZIiS GRUBU FEKAL TRANSPLANTASYON GRUBU
4 Disi gebe 4 Disi gebe 4 Disi gebe
fare, 3 fare : fare,

ebeligin gebeligin gebeligin
gch)nhaghas son haftasi son haftas
oral FTS oral ' oral
tedavisi antibiyotik antibiyotik
‘ B - ‘ tedavisi ‘ tedavisi
Yavrulann Yavrularin Yavrulann

° s"ller‘t < sitten - sitten
kesilecegi kesilecegi 4. kesilecegi 4
4-;aftva a haftaya haftaya
kadar O.ya| kadar oral kadar oral

% - ' antibiyotik antibiyotik
‘ FTS tedavisi ‘ by ‘ e
v |
Yavrularin Yavrularin
stitten sutten
kesildikten kesildikten 10 giin fekal
sonra 4 sonra 4. transplantasyon
hafta oral ha;_tg or‘a‘l( < tedavisi
aviai antibiyoti
FTS tedavisi tedavisi

Sekil 4. Deney prosediiriiniin sematik gosterimi.

3.2.2. FMT uygulanmast

FMT i¢in disbiyozis ve FMT grubundaki hayvanlarla aynm1 yas grubunda olan
kontrol grubundaki erkek hayvanlardan steril bir sekilde her giin taze olarak toplanan
digki peletleri kullanildi. Digki peletleri topanirken ilk 3 pelet atilip 4. ve sonrasindaki
digkr peletleri DNA/RNA free steril tiiplere toplandi. Kontrol grubundaki tiim erkek
hayvanlardan toplanan digki ornekleri birlestirildi ve 100 mg/ml oraninda steril
fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi iginde yeniden siispanse edildi. Digk1 slispansiyonu filtre
edilerek FMT grubunda bulunan farelere 10 giin boyunca giinde bir kez 500 ul gavaj
kullanilarak oral olarak uygulandi (Sekil 5).
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Kontrol grubundan dogan erkek farelerden digki 6rnekleri
steril bir gekilde toplanip tartilir. 100 mg/mL yogunlukta
olacak sekilde fizyolojik tuzlu su ile resiispanse edilip
gavaj yontemi ile FMT grubuna uygulanir.

Sekil 5. FMT yontemi. (biorender kullanilarak olusturulmustur.)

3.2.3. Mikrobiyal popiilasyonun NGS (yeni nesil sekanslama) yontemi ile belirlenmesi

Disbiyozis olusturulup olusturulmadigint ve FMT’nin etkisini belirlemek igin
bagirsak mikrobiyal popiilasyonun sekanslanarak bakteriyel ve arkeal profilin
belirlenmesi amaciyla kontrol, disbiyozis ve FMT gurubundaki hayvanlardan digki
ornekleri toplandi. Diski 6rnekleri toplanirken ilk 3 digki 6rnegi atilip 4. digkl 6rnegi
DNA/RNA free steril tiiplere toplandi. Gruplara gore diski 6rnekleri birlestirilerek 3
ornek olacak sekilde shutgun yontemi ile bakteriyel ve arkeal profil belirlendi. Bu
amagla yeni nesil sekanslama yontemi olan shutgun i¢in Sapiens Genetik Tan1 A.S.
Istanbul’ danhizmet alimi yapildi. Ozetle Shutgun ydnteminde; DNA materyalinin
kiitiphane hazirhiginda, Illumina DNA Prep kiti (Illumina, ABD, #20060059)
kullanildi.  Kiitiphane hazirlik siirecinde sirasiyla, fragmentasyon, index/barkod
dizilerinin eklenmesi, amplifikasyon ve piirifikasyon islemleri iiretici firmanin kit
yonergeleri takip edilerek gergeklestirildi. Ilk fragmentasyon basamaginda, modifiye
edilmis transpozaz enzimleri ile rasgele parcalanmakta ve adaptdrler eklendi. Calisma
sonrasinda, hazirlanan kiitiiphanenin uzunluk dagilim: 2100 Bioanalyzer (Agilent,
ABD, #G2939BA) kullanilarak 6l¢iildii. Dizileme: Dizileme ¢alismasinda Illumina
NovaSeq 6000 yeni nesil dizileme platformu kullanildi. Bu basamakta 150 bp
uzunlukta ¢ift yonlii (paired-end) okuma elde edilmesi planladi. Kiitiiphane 6l¢iimii,
seyreltme ve yiikleme islemleri, iretici firmanin ilgili yonergeleri takip edilerek

gerceklesti.
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3.2.4. Farelerde kolajen ile indiiklenen artrit (CIA) modeli olusturulmasi

Mikrobiyal degisimler gergeklestirildikten sonra farelerde kolajen ile indiiklenen
artrit (CIA) modeli daha 6nce Balb/c farelerde tanimlanan metoda uygun olarak
olusturuldu (Guveng vd., 2018) Tanimlanan metoda gore, Balb/c farelerde CIA
olusturmak i¢in, kollajen emiilsiyonu (Sigma-Aldrich Co. LLC., cat. no: C7806-10
MG) 10 pl hacminde (100 pg sigir tip II kollajen) hayvanin sag bacagina femur ve
tibia kemikleri arasina intraartikiiler olarak enjekte edildi. Hemen ardindan, 100 pl
Complete Freund’s adjuvant (CFA, Mycobacterium tuberculosis) (CFA,
Mycobacterium tuberculosis, heat killed and dried; Sigma-Aldrich Co. LLC., cat. no:
F5881-6X10ML) emiilsiyonu subkutan olarak enjkte edildi. On dort giin sonra ayni
uygulama tekrar edildi. 21. giine kadar artrit gelisimi takibi yapildi. (sekil 6). Her bir
gruptaki hayvanlarin sag bacaklarina artrit indiiklenirken ayni1 hayvanin higbir

uygulama yapilmayan sol bacagi grup ici kontrol olarak degerlendirildi.

KONRTOL GRUBU DISBIYOZISGRUBU ~ FEKAL TRANSPLANTASYON GRUBU

Y

Sag bacakta femur
Freund's adjuvant / ve tibia kemikleri " ) -~ .
emiistyonu =3 i \ arasina QJH’ sonra uygulama tekra
ntraartikler olarak edilecektir
uyguianmasi

kollojan emulisiyonu
uygulanmasi

Sekil 6. Mikrobiyota degisikligi olusturulmus farelerde (kontrol grubu, dizbiyoz grubu ve FMT grubu)
kolajen ile indiiklenen artrit modeli (CIA) olusturulmasi. (biorender kullanilarak olusturulmustur)
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3.2.4.1. Artritin klinik degerlendirilmesi

Hayvanlarin kontrol ve artrit indiiklenmis bacaklarinin eklem kalinlig1 6l¢iilerek
ve eklem inflamasyonunun siddeti skorlanarak artritin klinik olarak degerlendirilmesi
gerceklestirildi. Eklem kalinligin1 6lgmek igin kumpas kullanildi (sekil 7). Eklem
inflamasyon siddeti skorlamasinda Tablo 1’ de gorillen semptomlara gore

degerlendirme yapildi. (Ortmann & Shevach, 2001)

Tablo 1. Artrit klinik skorlama kriterleri

Semptom Skor
Normal 0
Ayak bileginde ve bazi pengelerde hafif kizariklik sislik 1
Ayak bileginde ve bazi pengelerde orta kizariklik siglik 2
Ayak bileginde ve tiim pengelerde siddetli kizariklik sislik 3
Coklu eklem tutulumu ile maksimum iltihapli uzuv 4

Sekil 7. Artrit modelinde eklem 6l¢limleri (biorender kullanilarak olusturulmustur).

3.2.5. Histopatolojik incelemeler

Deney sonrasinda, hayvanlar servikal dislokasyon ile uyutularak O&tenazisi
gergeklestirildi ve artritin gelistigi sol eklem bolgesinden ve sag kontrol ekleminden
doku 6rnekleri toplandi. Koksafemoral eklem bolgesinden dezartikiile edilen bacaklar,
derileri yiizlildiikten sonra %10’luk nétral formalin soliisyonu icinde tespit edildi.
Tespit islemini takiben, %14’liik EDTA (etilendiamin tetraasetik asit, pH 7,2)
soliisyonu igerisinde kemik dokunun dekalsifikasyonu gerceklestirildi ve
dekalsifikasyon siiresince her 3 giinde bir EDTA soliisyonu yenilendi. Dekalsifiye

edilen bacaklar, artikiilasyon genu bodlgesinden yatay diizleme dik agiyla kesilerek
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kasetlere alinmis, rutin doku takip prosediiriinden (70°C, 80°C, 90°C, Absolute alkol
(100°) 1, Absolute alkol (100°) 2, ksilen 1, ksilen 2, parafin 1, parafin 2; her birinde
’er saat) gegirilerek parafine gomiildii. Parafin bloklardan 4 um kalinliginda alinan
kesitler, Hematoksilen&amp;Eozin (H&amp;E) ile boyanarak 1s1k mikroskobu altinda
incelendi. Sinovyal dokularin histopatolojik muayenesinde, Tablo 2’ de belirtilen

kriterler dahilinde degerlendirmeler gerceklestirildi.

Tablo 2. Histopatoloji degerlendirme kriterleri ve skorlari.

Semptom Skor

Synovial hiperplazi Hafif-siddetli

Hafif-orta siddetli

siddetli

Cok siddetli

Pannus olusumu Hafif-siddetli

Hafif-orta siddetli

siddetli

Cok siddetli

Synovial membranda infiltrasyonlar Hafif-giddetli

Hafif-orta siddetli

siddetli

Cok siddetli

Neovaskiilarizasyon Hafif-siddetli

Hafif-orta siddetli

siddetli

Cok siddetli

Kikirdak dokuda hiposeliilarite Hafif-giddetli

Hafif-orta siddetli

siddetli

Cok siddetli

Kikirdak dokuda dejeneratif nekrotik degisiklikler ve fissiir Hafif-giddetli

olusumu Hafif-orta siddetli

siddetli

BlW N RPN PR W N P B NP W PR W N

Cok siddetli

3.2.6. Istatistiksel analiz

Calismadaki tiim sonuclar ortalama + standart hata olarak verildi. Elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesi bagimsiz 6rneklem t-test ile yapildi. Calismadaki tiim
istatistiksel analizlerde p degerinin 0,05 den kiigiik oldugu degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Disbiyozis ve FMT’ nin Bagirsak Mikrobiyotas1 Uzerindeki Etkileri:

Artrit modelinin indiiklenmesinden 6nce toplanan digki 6rneklerinden bagirsak
mikrobiyotasi degisikligini géstermek ic¢in yapilan shutgun analizlerine gore bagirsak
mikrobiyotasinin c¢esitliliginin taniminda alfa cesitliligi kullanildi. Alfa cesitliligi,
ekolojik bir toplulugun mikrobiyal ¢esitliligini tanimlamak i¢in kullanilan 6nemli bir
gostergedir ve mikrobiyotadaki baskin tiirlerin ¢esitliliklerini ifade eder. Alfa
cesitliligin analizinde Shannon endeksi kullanilir. Shannon endeksi degeri sifira ne
kadar yakinsa bagirsak florasinin o kadar tekdiize ¢esitlilige sahip oldugunu ifade eder.
Deger 0’dan ne kadar yiliksekse mikrobiyal cesitlilik o kadar fazladir. Deney
gruplarimizda yapilan analizlerde alfa ¢esitlilik oran1 kontrol grubundaki hayvanlarda
4,02, disbiyozis grubundaki hayvanlarda 1,16 ve FMT grubundaki hayvanlarda 3,68
olarak belirlendi. (Sekil 8). Disbiyozis grubunda bariz bir sekilde bagirsak
mikrobiyotasindaki ¢esitliligin azaldigi, mikrobiyal popiilasyonda daha az bakteri
cinsine rastlandigi gézlendi (Sekil 9).

Kontrol Grubu Dishiyozis Grubu FMT Grubu

ok Dk ik ot L g [0 ol TS g pogak Dok o ok Wik
0 a i m 0 . s e 0 ]

am 136 =

Sekil 8. Bagirsak mikrobiyotasi ¢esitlilik oranlart
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Sekil 9. Kontrol grubunun (A), Disbiyosiz olusturulmus grubun (B) ve FMT yapilan grubun sekans
sonucunda goriilen bakteriyel popiilasyonun cins dagilim oranlari

Ayrica bagirsak mikrobiyotasinda onemli iki bakteri subesi bulunmaktadir.
Bunlar Firmuctes ve Bacteroidetes subeleridir. Bu subelerin bulunma yiizdeleri ve
oranlari canli organizmanin sagligi i¢in oldukg¢a énemlidir. Dishiyozis grubumuzda bu
onemli iki subeden firmuctes yiizdesi azaldi bacteroidates bulunma yiizdesi 6nemli
Olclide artti. FMT grubunda ise firmuctes yiizdesi az da olsa artarken bacteroidates
subesi ylizdesi disbiyozis grubuna goére bir miktar geriletildi (tablo 3). Ayrica
disbiyozis grubunda bagirsakta Onemli polisakkaritlerin yag asitlerine
fermantasyonunda gérev alan Lachnospiraceae siniflandirilmamus tiyelerinde diisiisler
gozlendi. Tiim popiilasyona baktigimizda kontrol grubunda 124 tiir bakteri grubu
tespit edilirken disbiyozis grubunda sadece 12 tiir tespit edilmistir. FMT grubunda ise
bu say1 109’a ulagsmustir.
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Tablo 3. Deney gruplarinda bacteriodes ve firmuctes oranlari

Bacteroidetes subesi bulunma

orani %

Firmuctes subesi bulunma

orani %

Firmuctes/ Bacteroidetes

Kontrol grubu 76,26 16,03 23,22
Disbiyozis grubu | 92,87 4,04 0,04
FMT grubu 88 44 0,05

4.2. Disbiyozis ve FMT’ nin Beden Agirhg Kazanim Uzerindeki Etkileri
Disbiyozis olusturmak i¢in maternal olarak baslanan oral antibiyotik tedavisinin,
Disbiyozis ve FMT grubundaki hayvanlarin siitten kesim esnasinda (0. hafta) kontrol
grubundaki hayvanlara gore daha az beden agirlig1 kazanimina sebep oldugu gézlendi
(Sekil 10). Disbiyozis ve FMT grubundaki hayvanlarin siitten kesimden sonra
gozlenen kilo kazanim farklarinin siitten kesildikten sonraki 4 hafta boyunca devam
eden antibiyotik tedavisi esnasinda da devam ettigi gozlendi (Sekil 10). FMT
grubundaki hayvanlara siitten kesimden sonra 4. haftada baslanan FMT tedavisi, FMT
grubundaki hayvanlarin disbiyozis grubundaki hayvanlara gore beden agirlig
kazanimlarinin arttig1 gozlendi (Sekil 10). Ayrica tiim gruplarda artrit indiiksiyonunda

kilo kazaniminda yavaslama gozlendi (5,5. Hafta sekil 3).

28 A

—&— Kontrol
—(O— Disbiyozis
—¥— FMT

26

24 1

o

22 4

o

Beden Agirligi (gram)

20 -

18 A

— Antibi}'cﬁk tedavisimin sonlandinlmasay

== Artirit 1. indiiksiyonu

16 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10
Zaman (Hafta)

Sekil 10. Beden agirligi kazanim grafigi
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4.3. Disbiyozis ve FMT Tedavisi Uygulanan Hayvanlarda Artrit indiiklenmesinin
Karsilastirilmasi

Disbiyozis ve FMT tedavileri sonrasi tiim gruplarda kolajen ile indiiklenen artrit
modeli (CIA) olusturuldu. Artritin 2. Indiilemesinden 1 hafta sonras1 0. Giin olarak
kabul edildi. Kontrol, disbiyozis ve FMT gruplarindaki tiim farelerin kontrol eklemleri
(artrit i¢i enjeksiyon yapilmayan) ve artrit indiiksiyonu gerceklestirilen eklemleri
kumpas yardimiyla 6l¢iildii. 0, 4, 8 ve 12. giinlerde Ol¢iim tekrarlandi. Disbiyozis
grubun eklem kaliliklarinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gozlendi.
Ayrica FMT grubunun eklem kalinliklarinin disbiyozis grubundan daha diisiik oldugu
gozlendi (Sekil 11). Eklem kalinlik sonuglarimizda, artrit indiiksiyonlu eklem
kalinligindan kontrol eklem kalinliklarini ¢ikartilarak aradaki fark gosterildi (Sekil
12). Tiim gruplarin eklem kalinliklarinin kiyaslanmasi i¢in 6rnek gorseller sekil 13° de
gosterildi. Tiim gruplarda 0. Giin itibari ile eklem inflamasyon siddetini skorladigimiz,
klinik skorlama gerceklestirilmeye baslandi ve 4, 8 ve 12. Giinlerde skorlama

tekrarlandi. Tiim gruplarin klinik skor ortalamalari tablo 3” de ifade edildi.

4,0 1 s Kontrol *
[ Disbiyozis
E FMT *
E 35
é *
2 30 -
c
S
= 2,5
K
4
W 5o
1,5 - ! -
Kontrol Eklemi Indiiklenen Eklem

Sekil 11. Kontrol, disbiyozis ve FMT gruplarinin eklem kalinliklar
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Artiritli-Kontrol Eklem Farki (mm)

N
N

2,0

1,8

1,6

1,4

1,2

1,0

EE Kontrol
[ Disbiyozis

1 B FMT

-

Sekil 12. Kontrol, disbiyozis ve FMT gruplarinin artritli-kontrol eklem farklar1

Tablo 4. Kontrol, disbiyozis ve FMT grubunun klinik skorlar

Kontrol

Disbiyosiz

FMT

Klinik Skor

325+0.25

3,00+ 0,32

3,20+0,20

Sekil 13. Kontrol (A), Disbiyozis (B) ve FMT (C) gruplarinin eklem kalinliklarinin gérsel hali. Tim
gorsellerde sag bacaklar artrit, sol bacaklar kontoldiir.
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4.4. Disbiyozis ve FMT Tedavisi Sonras1 Artrit ile indiiklenen Hayvanlarin
Histopatoloji Sonuc¢larimin Karsilastirilmasi

Kontrol, disbiyozis ve FMT gruplarindaki fareler servikal dislokasyon yontemiyle
Otenazi edilip, nekropsi ve histopatolojik incelemeler gergeklestirildi. Nekropside, sag
arka bacaklar romatoid artrit yoniinden pozitif (Sekil 14-B)., sol arka bacaklar ise
kontrol olarak degerlendirildi ( Sekil 14-A). Kontrol grubunda Tibiotarsal eklem
bolgesinde, kalkaneus, talus ve sentral tarsal kemiklerde hafif-orta derecede sinovyal
hiperplazi ve pannus olusumu dikkati c¢ekti. Sinovyal membranda belirgin
neovaskiilarizasyon, subsinovyal alanlarda c¢ogunlugu mononiikleer hiicrelerden
olusan hiicre infiltrasyonlar1 gozlendi. Tarsal kemiklerin kikirdak dokusunda
kondrositlerde dejeneratif ve nekrotik degisiklikler ile bu bolgelerde fissiir olusumlari
ve osteolizise rastlandi. Dermiste ¢ok sayida, cogunlugu mononiikleer hiicrelerden
olusan infiltrasyonlarin yani sira, deri alti dokulardan kas dokusuna kadar uzanan,
olduke¢a siddetli, aktif-kronik ve yer yer dev hiicrelerin de bulundugu mononiikleer

hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekti. ( Sekil 14- B)

A » B

Sekil 14. Tiim gruplarin eklem goriintiilerinin histapatolojisi A- kontrol eklemi, B- kontrol grubu artrit
indiiksiyonu yapilmis eklem, C- disbiyozis grubu artrit indiiksiyonu yapilmis eklem, D- FMT grubu
artrit indiiksiyonu yapilmis eklem
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Disbiyozis grubunda, tibiotarsal eklem bolgesinde, kalkaneus, talus ve sentral
tarsal kemiklerde cok siddetli sinovyal hiperplazi ve pannus olusumu dikkat ¢ekti.
Sinovyal hiicrelerin yer yer palizatlandigi ve sinovyal membranda belirgin
neovaskiilarizasyon gozlendi. Subsinovyal alanlarda c¢ogunlugu mononiikleer
hiicrelerin olusturdugu infiltrasyonlar mevcuttu. Baz1 boélgelerde kondrositlerde
dejeneratif degisiklikler kikirdak dokuda meydana gelen nekrotik degisiklikler
osteoliz ve superficial erozyonlar ile pannus periartikiiler eklem yiizeyini kaplamisti
ve hiposeliilarite dikkat ¢ekmistir. Eklem boslugunun neredeyse tamamen gozden
kayboldugu goriildii (Sekil 14-C). Gruptaki bazi farelerde tarsal kikirdak dokuda
kondrositlerde dejeneratif ve nekrotik degisikliklerle birlikte osteolizis ve lize olan
kemik dokuda periosteal kemik c¢ikintilar1 saptandi. Bu bolgelerde ayrica fissiir
olusumlar1 da goriildii.

FMT Grubunda Tibiotarsal eklem bolgesinde, kalkaneus, talus ve sentral tarsal
kemiklerde hafif-orta derecede sinovyal hiperplazi ve pannus olusumu dikkat gekti.
Sinovyal membranda belirgin neovaskiilarizasyon, subsinovyal alanlarda ¢ogunlugu
mononiikleer hiicrelerden olusan hiicre infiltrasyonlar1 gozlendi. Tarsal kemiklerin
kikirdak dokusunda kondrositlerde dejeneratif ve nekrotik degisiklikler ile bu
bolgelerde fissiir olusumlar1 ve osteolizise rastlandi. Dermiste ¢ok sayida, ¢ogunlugu
mononiikleer hiicrelerden olusan infiltrasyonlarin yani sira, deri alti dokulardan kas
dokusuna kadar uzanan, olduk¢a siddetli, aktif-kronik ve yer yer dev hiicrelerin de
bulundugu mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekti. Gruptaki bazi
hayvanlarda eklem boslugunun nispeten ortadan kalkmaya basladigi dikkat gekti.
(Sekil 14-D).

Tiim gruplardaki hayvanlar sinoviyal hiperplazi, pannus olusumu, sinoviyal
membrandaki infiltrasyonlar, neovaskiilarizasyon kikirdak dokuda hiposeliilarite ve
kikirdak dokuda dejeneratif ve nekrotif degisiklikler ve fisslir olusumu bakimindan

skorlanarak degerlendirildi. Skor ortalamalari tablo 4’ de gosterildi.
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Tablo 5. CIA modeli olusturulan farelerin histapatolojik skorlamalar1

Kontrol Disbiyosiz FMT

Synovial hiperplazi 2,50+0,24 3,50+ 0,58 3,25+0,48
Pannus olusumu 2,25+0,24 3,25+0,58 3,25+0,48
Synovial membranda infiltrasyonlar 2,25+0,37 3,00 + 0,03 2,75+0,29
Neovaskiilarizasyon 3,00+0,37 2,75+0,33 2,00+0,29
Kikirdak dokuda hiposeliilarite 3,00+0,20 3,00+0,33 2,75+0,41
Kikirdak dokuda dejeneratif nekrotik degisiklikler ve fissiir 3,50+0,20 3,50+0,33 3,00+0,25
olusumu

Skor 1: Hafif siddetli, Skor 2: Hafif-orta siddetli, Skor 3: Siddetli, Skor 4: Cok siddetli
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya c¢apinda her 10 kisiden 1’inin (%7,6-9,4) otoimmiin hastaliklara
yakalandig1 tahmin edilmektedir. Romatoid artrit bu otoimmiin hastaliklardan biridir
ve niifusun%0,5-1" ini etkilemektedir. Su anki tedavilerin tamami immiin sistemin
anormal aktivasyonunu hedefleyen immiinmodiilatér ve immiinsiipresor ilaglardir.
Bunlar hastaligin sonuglarini etkin bir sekilde iyilestirebilseler de ciddi yan etkileri
bulunmaktadir. Spesifik ve tedavi edici degildirler. Bu noktada mikrobiyota ve immiin
sistem etkilesimi son zamanlarda olduk¢a ilgi gormektedir. Romatoid artrit
hastalarindan yapilan mikrobiyom analizlerinde bozulmus mikrobiyal popiilasyonla
kargilasmak konuyu dogru bir noktadan ele aldigimizin gostergesidir. Ayrica
mikrobiyotanin ve bagisiklik sisteminin gebeligin son siireclerinde ve dogumda
yapilanmaya baslamasi bize maternal baslangiglhi durumlar1 ifade eder. Tiim bu
konular ele alindiginda mikrobiyotanin maternal baslangi¢li bozulmasi ve restore
edilmeye c¢alisilmasinin hastalik gelisiminde aydinatici olacagi diisiincesi ile bu

calismay1 gerceklestirdik. Elde ettigimiz bulgulari konu basliklarina gore tartisilmistir.

5.1. Disbiyozis ve FMT’ nin Bagirsak Mikrobiyotas1 Uzerindeki Etkileri:

Deney gruplarimizda yapilan analizlerde alfa cesitlilik oran1 kontrol grubundaki
hayvanlarda 4,02, dishiyozis grubundaki hayvanlarda 1,16 ve FMT grubundaki
hayvanlarda 3,68 olarak belirlendi. Disbiyozis grubunda bariz bir sekilde bagirsak
mikrobiyotasindaki ¢esitliligin azaldigi, mikrobiyal popiilasyonda daha az bakteri
cinsine rastlandigr gozlendi. Ayrica fekal mikrobiyota transplantasyonu (FMT)
yapilan grubumuzda daha fazla bakteri tiirii bulundugu gozlendi. Elde ettigimiz veriler
literatiirle tutarhidir. Yapilan bir ¢alismada (Shi ve ark., 2018) C57BL/6 farelerde
ampisilinin bagirsak disbiyozisine etkisi incelenmis ve bizim sonuglarimiza paralel
olarak ampisilin verilen grubun Shannon ¢esitlilik degerleri kontrol grubuna gore
onemli Olclide diisiik bulunmus. Ayrica ilgili ¢alismada kontrol grubunun shannon
endexi yaklasik 4,3 olarak belirlenmistir. Bu da bizim kontrol grubumuzun shannon
endexi ile olduk¢a tutarlidir. Ayni calismada go6zlenen firmuctes subesinin
yiizdesindeki diisiis de bizim bulgularimizla tutarhidir. Wistar siganlarda yapilan bir
caligmada (Tulstrup ve ark., 2015) farkli antibiyotiklerin etkileri ayri ayri

degerlendirilmistir. Bu calismada amoksisilin uygulanan siganlarda digkida gram
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basina diisen bakteri miktar1 daha fazla bulunmustur. Ancak vankomisin tedavisinin
sonuglar1 bizim ¢alismamizla paralel olarak daha diisiik bakteriyel popiilasyonuna yol
agmistir. 2018 yilinda yayinlanan bir derleme ¢alismasinda (Rosa, Brancaglion,
Miyauchi-Tavares, Corsetti & Almeida, 2018) farkli antibiyotiklerin ve antibiyotik
kokteyllerinin bakteriyel popiilasyon, alfa/beta cesitliligi, kilo kazanimi, kemik agirlig
ve bazi hastaliklarla iligkilerine deginilmisir. Ancak amoksisilin ve vankomisin
antibiyotiklerinin birlikte kullanimima deginilmemistir. Tim kaynaklar gézden
gecirildiginde amoksisilin - ve  vakomisinin  beraber kullaniminin  bagirsak
mikrobiyotasi {lizerindeki etkisi ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Disbiyozisle
ilgili ¢alismalarin g¢ogu direkt antibiyotik tedavisi ile iliskilidir. Bizim projemizde
maternal baslangi¢li antibiyotik tedavisi uygulanmistir. Bu az sayidaki ¢aligmalara
baktigimizda yine vankomisin ve amoksisilin ayr1 ayr1 kullaniminin oldugu
goriilmektedir. Gebelikte vankomisin tedavisi uygulanan bir ¢alismada (Alhasan ve
ark., 2023) balb/c farelerde belirgin bagirsak disbiyozu yasandigini bakteriyel
popiilasyonun diislisliyle gosterilmistir. Ayrica ilgili caligmada antibiyotikle tedavi
edilen annelerde ve yavrularda Lachnospiraceae siniflandirilmamais tiyelerinde azalmis
oranlar gosterilmistir. Lachnospiraceae cinsindeki diisiis ¢alisamamizdaki disbiyotik
grupta da gozlendi. Lachnospiraceae, ¢esitli polisakkaritleri kisa zincirli yag asitlerine
(biitirat, asetat) ve alkollere (etanol) fermente eden Eubacteriales takimindaki bir
bakteri ailesidir. Balb-c farelerde maternal baglangi¢h antibiyotik kullanimini gdsteren
birka¢g makalede (Nyangahu ve ark.,2018- Zhang, Cheng, Wang, Hao & Che, 2021)
bulgularimizla dogru orantili olarak bagirak mikrobiyotasinda diisiis gozlemistir.
Ayrica C57BL/6 farelerde yapilan bir ¢alismada (Pietrasanta ve ark., 2024) gebelik
sirasinda antibiyotik tedavisinin yagamin ilk haftasinda E.coli'nin neden oldugu geg
baslangicli neonatal sepsise (LOS) duyarlilifi artirdiini, anne siitii SIgA' sinin
emziren yenidoganlara gegisini azalttigini ve yavrularin mikrobiyotasini diizenledigi
bulunmustur. Ayrica yenidogan bagirsak bagisiklik sisteminin olgunlagmasini énemli
Olciide bozdugunu, etkilerin yenidogan doneminden sonra da devam ettigi
kesfedilmistir. 2016 yilinda yayinlanan bir derlemede (Francino, 2016) insanlarda
antibiyotik kullaniminin bagirsak mikrobiyotasinin cesitliligini 6nemli 6l¢iide
degistirdiginin vurgulanmistir. Yapilan bir Klinik ¢calismada (Lankelma ve ark., 2017)

erkeklere genis spekturumlu antibiyotikler uygulanmistir. Sonugta yapilan mikrobiyal
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analizde shannon endeksinin 4,9’ dan 1,8 e distiglii gozlenmistir. Maternal
disbiyozisi anlatan bir derlemede ise (Moya-Alvarez & Sansonetti, 2022) gebelikte
disbiyozisin erken ve prematiire dogumu tetikleyebilecegine deginilmistir. Bir baska
derlemede ise (Miyoshi & Hisamatsu, 2022) gebelikteki bagirsak mikrobiyomunun
cogunlukla yavruya aktarildigi ve antibiyotik maruziyetliyle bozulan mikrobiyomun
da bu sekilde aktarilabilecegi vurgulanmistir.

2018 yilinda yapilan bir klinik arastirmada (DeFilipp, Peled, Li, Mahabamunuge,
Dagher, Slingerland, & Chen, 2018) FMT’ nin insan bagirsak mikrobiyal ¢esitliligini
artirdigi ve gilivenilir bir yontem oldugu kanitlanmistir. Benzer bir ¢alismada (Seekatz
ve ark., 2014) sonuglarimizla paralel olarak FMT tedavisi yapilan bireylerde
mikrobiyal popiilasyonda ve shannon endeksinde artigy gdzlenmistir. Yapilan bircok
hayvan modelinde de ¢alismamizla paralel olarak FMT’ nin bagirsak mikrobiyomunu

yeniden sekillendirebildigi gosterilmistir (Wang ve ark., 2022- Tian ve ark., 2016).

5.2. Disbiyozis ve FMT’ nin Beden Agirhg Kazanmim Uzerindeki Etkileri
Bulgularimizda belirttigimiz gibi bagirsak mikrobiyomunun maternal baslangi¢h
disbiyozunun farelerde 0. hafta olarak sayilan siitten kesilme doneminde oldukga
disiik agirhiga sebep oldugu gozlenmistir. Fareler dogumda ve siitten kesme
doneminden 6nce tartilamamaktadir. Ancak siitten kesme donemindeki kilo farki bize
diisiik dogum agirlikli olduklarimi yansitmaktadir. C57Bl/6 farelerde yapilan bir
caligmada (Madany, Hughes & Ashwood, 2022) bulgularimiza parelel olarak dogum
oncesi antibiyotik tedavisine baglanan farelerin diisik dogum agirlikli olduklar
gosterilmistir. Bu sonuglarin aksine yine C57Bl/6 farelerde yapilan bagka bir
calismada (Rosa, Brancaglion, Miyauchi-Tavares, Corsetti & Almeida, 2018)
maternal disbiyozun yavrularda viicut agirhigina etkisi ile ilgili anlaml bir farklilik
bulunamamuistir. Balb/c farelerde yapilan bir arastirmada da (Ceylani, Jakubowska-
Dogru, Gurbanov, Teker, & Gozen, 2018) antibiyotik ile tedavi edilen ve kontrol
hayvanlar1 arasinda viicut agirliginda bir fark gozlenmemis. Klinik c¢alismalara
baktigimizda 2023 yilinda yayinlanan bir derleme calismasinda gebelikte antibiyotik
maruziyeti ¢ok diisitk dogum agirligi ile iliskilendirilmistir (Morreale ve ark., 2023).
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5.3. Disbiyozis ve FMT Tedavisi Uygulanan Hayvanlarda Artrit Indiiklenmesinin
Karsilastirilmasi

Disbiyozis grubun eklem kalinliklarinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
gozlendi. Ayrica FMT grubunun eklem kalinliklarmin disbiyozis grubundan daha
diisiik oldugu gozlendi. 2019 yilinda yapilan vaka analizine dayali bir ¢alismada
(Sultan ve ark., 2019) antibiyotik kullanan kisilerin kullanmayanlara gére romatoid
artrit gelistirme olasiliginin %60 daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica ayni
calismada antibiyotik kullanim doz ve siklig1 da romatoid artrit ile iliskilendirilmistir.
DBAI1 erkek farelerde yapilan bir ¢alismada ise (Dorozynska, Majewska-Szczepanik,
Marcinska, & Szczepanik, 2014) bulgularimizla paralel olarak antibiyotiklerle
olusturulan disbiyozu CIA’ y1 kétiilestirdigi gosterilmistir. C57Bl/6 farelerde yapilan
baska bir calismada da yine siitten kesilme doneminden sonra baslanan antibiyotik
tedavisinin CIA” nin siddetini arttirdig1 gosterilmistir (Yang ve ark., 2018). Maternal
baslangi¢li antibiyotik tedavisi uygulanmis bir ¢alisma olmasa da bu sonuglar
bulgularimizla 6rtiismektedir. Ayrica insanlarda yapilan bir vaka ¢aligmasinda yiiksek
artrit riskli hastalarda artrit 6ncesi bagirsak mikrobiyotasinin degismeye basladig
gosterilmistir (Luo ve ark., 2023). Bu da zaten bozuk olan mikrobiyotanin artrit
hazirlik stirecini hizlandiracagini diisiindiirmektedir. FMT tedavisi heniliz 6nyargil
yaklagilan bir tedavi olsa da romatoid artrit tedavisi i¢in 2021 yilinda yapilan bir vaka
analizi mevcuttur (Dorozynska, Majewska-Szczepanik, Marcinska, & Szczepanik,
2014). Ilgili ¢alismada FMT’ nun artrit icin olumlu etkileri calismamizda ortaya

koydugumuz sonuglarla paraleldir.

5.4. Disbiyozis ve FMT Tedavisi Sonras1 Artrit ile indiiklenen Hayvanlarin
Histopatoloji Sonuc¢larimin Karsilastirilmasi

Antibiyotikle indiiklenen disbiyozis olusturulmus ve CIA modeli gergeklestirilmis
calismalarda eklem patolojisinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Ilgili
calismalarda eklem kalinligt baz alinmis ve degerlendirmeler bu sekilde
gerceklestirilmistir.  Yapilan bir ¢alismada (Zeng ve ark., 2021) klindamisinin
farelerde siitten kesilme zamani olan 0. haftadan 4. haftaya kadar uygulanmasinin CIA
modelinde koruyucu olabilecegini ve klinik skorlamayi gerilettigini gostermistir. Ayni

yayin 0. haftadan 8. haftaya kadar klindamisin uygulamasinin CIA modelinde hastalik
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siddetinin arttirdii ve klinik skorlanmanin da arttifini gdstermistir. Bizim
calismamizda farkli bir antibiyotik kullanilmis ve antibiyotik tedavisi gebeligin son
haftas1 baslanmistir. Bu durumlar goze alindiginda yontemlerimiz farkli olsa da,
kiyaslamak gerekirse bizim ¢alismamizda disbiyozis ve FMT nun klinik skorlara bir
etkisi olmamistir. Bir baska c¢alismada ise artrit hastalarindan farelere FMT
uygulanmis ve bu durumun CIA modelinde siddeti artirabildigi gdsterilmistir. Bu
calismada verilen histolojik sonugta artrit hastalarindan FMT uygulandiktan sonra CIA
modeli olusturulan farelerde eklem bolgesinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun
daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu calismadaki verilerilin sonuglarimizla paralel
oldugunu soylemek miimkiindiir. Ciinkii hasta bireylerden fekal igerik
transplantasyonu da bagirsak mikrobiyotasin1 olumsuz etkileyecek bir durumdur.
Bizim g¢alismamizda da disbiyozis grubunda histopatolojik skorlarin daha yiiksek
oldugunu gordiik.

Calismamizdaki en 6nemli kisitlama gebe farede tedaviye baslandiktan sonra
yeterli sayida yavru dogmamasi ve dogan yavrularin cinsiyet dagiliminin farklh
olmasidir. Az sayida erkek yavru dogmasi gerekli sayilara ulasana kadar deneyin
tekrar edilmesine sebep olmustur. Ayrica vankomisinin yiliksek dozlarda aborta sebep
olmasi durumu da s6z konusudur. Doz iyi ayarlanmasina ragmen farkli gevresel
etmenlerden dolay1 gebe farenin ¢ok antibiyotikli su tiiketmesi durumunda abortla
karsilagilabilir. Bagirsak mikrobiyotasindaki bireysel farkliklar da c¢alismamiz igin
diger bir kisitlayict durumdur. Ayni tedavi bir fare igin yiiksek disbiyozla
sonuglanirken digerinde daha diisiik oranlarda fark olusturabilir. Ayn1 sekilde FMT
tedavisi bir farede daha 1yi sonuglar gosterirken diger bir fareyi daha az etkileyebilir.
Bu sebeple tiim sonuglarimizda ortalama deger alinip, tiim ¢ikarimlar ortalamalara
gore yapilmistir. Literatiirle kiyaslandiginda buldugumuz sonuglarin parellelligi kadar
aykirihigr da s6z konusur. Mikrobiyota ¢alismalarinin ve disbiyoz modellerinin heniiz
bir gold standardi olmadigindan benzer disbiyoz ¢alismlarinda farkli sonuglar
bulunmus gibi gozlenebilir. Ancak antibiyotik tiiriiniin, antibiyotik tedavisinin
stiresinin, antibiyotik uygulanma yasinin, kullanilan fare irkinin ve diger degisebilecek
faktorlerin mikrobiyomu etkileyebilecegini goz ardi etmemek gerekir.

Calismamiz sonucunda bagirsak mikrobiyotasindaki maternal disbiyozun ve

disbiyozun FMT ile tedavisinin farelerde beden agirligi lizerine etkili oldugu, 6zellikle
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diisiik dogum agirligina sebep olabilecegi gosterilmistir. Disbiyozun CIA modelinde
hastalik siddetinin artmasina ve disbiyozun FMT ile tedavi edilmesinin bu siddeti
geriletecegi gosterilmistir.

Mikrobiyom c¢alismalar1 ve mikrobiyom hedefli tedaviler otoimmiin hastaliklarda
gelecek vaadeden bir konudur. Sonuglarimiz dogrultusunda bagirsak mikrobiyotasinin
saglikli ve disbiyoz durumlarinin otoimmiiniteye nasil bir katkisi oldugunu
derinlemesine arastirmak mikrobiyom temelli tedavilerin gelistirilmesi i¢in oldukca

Onemlidir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

ACPA: Anti-Siklik Sitriiline Peptit Antikoru (Anti-Cyclic Citrullinated Peptide
Antibody)

AIRE: Otoimmiin Diizenleyici Protein (Autoimmune Regulator Protein)
ALPS: Otoimmiin Lenfoproliferatif Sendrom

APS: Otoimmiin Poliendokrin Sendromu (Autoimmune Polyendocrine Syndromes)
BCL-2: B Hiicreli Lenfoma 2 (B Cell Lymphoma)

BCR: B Hiicre Reseptii (B Cell Receptors)

CIA: Kolajen Kaynakl1 Artrit (Collagen-Induced Arthritis)

DH: Dendritik Hiicre

EBNA-2: EB Niikleer Antijen 2

FAS: CD95

FASL: CD95 Ligandi

FMT: Fekal Mikrobiyota Transplantasyonu

GF: Mikrobiyota Igermeyen (Germ-Free)

GIS: Gastrointestinal Sistem

HLA: Insan Lokosit Antijenleri (Human Leukoctye Antigen)

HLA-DP: Insan Lokosit Antijeni DP (Human Leukocyte Antigen DP)
HLA-DQ: Insan Lokosit Antijeni DQ (Human Leukocyte Antigen DQ)
HLA-DR: Insan Lokosit Antijeni DR (Human Leukocyte Antigen DR)

IBD: Inflamatuvar Bagirsak Sendromu

Iga: immiinglobiilin-A

IL-6: interlokin 6

MHC: Major Histokompatibilite Kompleksi (Major Histocompatibility Complex)
PP: Peyer Plaklar1

PRR: Patern Tanima Reseptorleri (Patern Recognition Receptors)

RA: Romatoid Artrit

RAG: Rekombinasyon Aktivator Genleri (Recombination-Activating Genes)
RANKL: Niikleer Faktor Kb Liganinin Reseptor Aktivatorii

SCFA: Kisa Zincirli Yag Asitleri (Short Cahin Fatty Acids)

Th2: Yardimer T Hiicre 2 (T Helper 2)

THR: T Hiicre Reseptorii (T Cell Receptors)

TMAQO: Trimethylamine-N-Oxide

TNF: Tiimor Nekrozis Faktor

Treg: Diizenleyici T Hiicre (Regiilator T Cell)
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8. EKLER

T.C.
BURSA ULUDAG (NIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU (HADYEK)

Sayr: B.30.2.ULU.0.8Z.00.00¢ 11.04.2023
Konu: Aragtirma Projeniz

Sayia Prof. Dr. H. Barbaros ORAL

Yordeilelst oldugunuz “Materna! Dishiyozisin Farelerde Kollgfen Ne fndiblenen
Artrit Gellgimine (Wan Etkisinin Aragtnimesn” isimli galismansz Hayvan Deneyled Yerel
Etik Kurulu'sen 11.04.2023 tarihli toplastisends poirilgiimis olup kuril ksmn ekie
supualmusgtur, Bilgilermizi ve geregini rica ederim.

Prof. Dr. Gokhin GOKTALAY
HADYEK Bagkam
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9. TESEKKUR

Oncelikle tez danimganim Prof. Dr. H. Barbaros ORAL’ a stajerligimden tez
calismamin tamamlanmasina kadar olan tiim siiregte bilgisi ve tecriibesiyle bana yol
gosterdigi i¢in tesekkiir ederim.

Tez projemde yer alan ve projemin tasarlanmasinda, deneylerimde ve
analizlerimde bana c¢ok destek saglayan Prof. Dr. Murat YALCIN hocama tesekkiir
ederim. Bu siirecte siirekli yanimda olmasi benim i¢in ¢ok kiymetliydi.

Stajerligimden bu yana bildigi her seyi bana ve tiim ekibimize 6greten ve akademik
anlamda siirekli yanimizda olan Dog. Dr. Digdem YOYEN ERMIS’ e tiim egitim
stirecimdeki ve tez projemdeki destekleri icin tesekkiir ederim. Ayrica kendi BAP
projesi olan TAY-2022-601 nolu proje i¢in alinmis olan 1VC kafes sistemini tezimde
kullanmami sagladigi i¢in ayrica tesekkiir etmek isterim.

Tezimin tiim patolojik c¢aligmalarini {istelenen ve gece, giindiiz, hafta sonu
demeden tiim siiregte yanimda olan tiniversitemiz veteriner fakiiltesi patoloji bolimii
doktora 6grencisi Ezgi YUMUSAK a ¢ok tesekkiir ederim.

Béliimiimiiziin degerli hocalarindan Dr. Ogr. Uyesi S. Haldun BAL’ tiim olumlu
enerjisi ve dinamikligiyle yanimizda oldugu i¢in tesekkiir ederim. Ayrica basta Ceren
ESEN olmak iizere laboratuvar ekimizdeki tiim yiiksek lisans ve doktora
Ogrencilerimize boyle giizel bir ekip oldugumuz i¢in tesekkiir ederim.

Tezimi TYL-2023-1567 kodu ile LTP projesi olarak kabul edip destekleyen
Bilimsel Aragtima Projeleri birimine tesekkiir ederim.

Heniiz 9 yasinda ben bilim insam1 olacagim diyen kiz ¢ocugunu her zaman
yiireklendirdigi, deger verdigim tiim erdemleri ve 6grenme askimi bana kazandirdigi
i¢in ilkokul 6gretmenim Yildiz KARAKAYA’ ya ve biyoloji bilimini ¢ok sevmemi
saglayan lise biyoloji 6gretmenim Ayse AYVAZ’ yiirekten tesekkiir ederim.

Immiinoloji laboratuvarimiza girdigim giinden beri tiim bilgisi ile yanimda olan,
bildigi her seyi 0greten, anlatan, sikilmadan tiim sorularimi yanitlamaya calisan, tim
tez deneylerimde gece, giindiiz, hafta sonu her an yanimda olan kiymetli doktora
ogrencimiz G6zde ARSLAN’ a hem ekip arkadasim oldugu i¢in hem de gercek
anlamda ablam oldugu i¢in, maddi ve manevi tiim destekleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Her zaman yamimda olan aileme, annem Sevim DUNDAR, babam ARIF
DUNDAR ve abim Siileyman Sait DUNDAR’ a sevgileri, emekleri ve destekleri igin
sonsuz tesekkiir ederim.

Son olarak yasadigim tiim zorluklara ragmen yilmadigim, vazge¢medigim i¢in
kendime tesekkiir ederim.
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10. OZGECMIS

Adi- Soyadi: Fatmanur DUNDAR
Dogum Yeri- Tarihi:
Egitim Durumu (Kurum ve Yil)
Lisans: Bursa Uludag Universitesi, Fen ve Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimii (2017- 2021)
Yiiksek Lisans: Bursa Uludag Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tip
Fakiiltesi, Immiinoloji Anabilim Dal1 (2021-Halen)
e-posta:
Adres: Bursa Uludag Universitesi, Tip Fakiiltesi, Immiinoloji Anabilim Dali 16059,
Goriikle Kampiis/Bursa/ TURKIYE
ULUSAL/ ULUSLARARASI SUNUMLAR:
Tissue resident/infiltrated macrophages isolation and their artificial expansion in
3D cells culture
Diindar F., Ozalp E., Etgii O., Oral B., Yoyen Ermis D., 2022, V. International
molecular immunologhy and immunogenetics congress (MIMIC V), Poster Sunumu
Doku Yerlesik/Infiltre Makrofajlarin Izolasyonu ve Organ Nisleri Korunarak
Gergeklestirilen 3 Boyutlu Hiicre Kiiltiirii Ortaminda Biiytitiilmesi,
Diindar F., Etgii O., Esen C., Yagcioglu B., Ozalp E., Oral B., Yoyen Ermis D., 2023,
XXVI. Ulusal immiinoloji kongresi Poster Sunumu
Monocyte/Macrophage Associated Immunmodulatory Function of CD44/CD24
Phenotype in Triple Negative Breast Cancer (TNBC) Subgroups on T Cell Responses
Etgii O., Diindar F., (")zalp E., Oral B., Yoyen Ermis D., 2022, V. International
molecular immunologhy and immunogenetics congress (MIMIC V), Poster Sunumu
Understanding Tissue-resident Macrophage Polarization in Bazal-like Breast
Cancer Metastasis
(")zalp E., Diindar F., Etgi O., Oral B., Yoyen Ermis D., 2022, V. International
molecular immunologhy and immunogenetics congress (MIMIC V), Poster Sunumu
Coklu Gen Modifikasyonlar1 ile Tolerans Indiikleyici Hale Getirilmis Dendritik
Hiicreleri ile Deneysel Allerjik Ensefalomiyelit Tedavisi: MS Tedavisi igin Yeni Bir
Yaklagim
Arslan G., Karagay M., Celik E., Yumusak E., Etgli O., Dombaz F., DUNDAR F.,
Yoyen Ermis D., Ersoy F., Yilmaztepe Oral A., Akko¢ A., Siitlii T., Yal¢in M., Oral
B., 2022, 12. Klinik Néroimmiinoloji Sempozyumu, S6zlii Sunum (En iyi 3. Sozli
bildiri 6diilii)
Therapeutic Use of Bone Marrow-Derived Tolerogenic Dendritic Cells Modified
by Lentiviral Transduction in C57BL/6 EAE Model
Arslan G., Karagay M., Celik E., Yumusak E., Giiven¢ Bayram G., DUNDAR F.,
Yoyen Ermis D., Ersoy F., Yilmaztepe Oral A., Akkog A., Siitlii T., Yal¢in M., Oral
B., 2022, V. International molecular immunologhy and immunogenetics congress
(MIMIC V), Poster Sunumu
A151 ODN Oligoniikleotidini Kullanarak Kemik Iliginden Tiirevlenen
Makrofajin M2 Fenotipine Doniistiiriilmesi
Celik M., Arslan G., Giiveng Bayram G., Diindar F., Yumusak E., Karacay M., Bal
H., Yéyen Ermis D., Giirsel 1., Akko¢ A., Yalgmn M., Oral B., 2023, immuno-
Romatoloji Sempozyum’u, S6zlii Sunum
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Dysbiosis and Hemorhagic Shock: Respiratory Response
Giliveng Bayram G., Semen Z., Arslan G., Diindar F., Yal¢in M., 2024, 7. International
Eurasian Conferenge on Biological and Chemical Science (EurasianBioChem 2024),
S6z1ti Sunum

M2c-like macrophage associated immunomodulatory function on CD44/CD24
phenotype in triple negative breast cancer (TNBC) subgroups
Etgii O., Bal H., Diindar F., Yagcioglu B., Ozalp E., Oral B., Yéyen Ermis D., 2024,
ECI-7. European Congress of Immunology, Poster Sunumu
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