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OZET

GURER, E.E. Allojenik K&k Hiicre Nakillerinde Mikrobiyotanin Etkisi: Engrafman ve
GVHD. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji AD, Yiiksek
Lisans Tezi, Istanbul. 2021.

Allo- hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) sonrasi alloreaktif verici T hiicreleri, deri,
karaciger, bagirsak, timus, merkezi sinir sistemi, yumurtalik veya testis dahil olmak
tizere konagin hedef organlarina ve hematopoetik sisteme saldirabilir ve bu duruma akut
graft-versus host hastaligt (aGVHD) adi verilir. Insan viicudunda, genellikle
“mikrobiyota” olarak adlandirilan ¢ok sayida mikroorganizma kolonize olmustur. Allo-
HKHN ile kullanilan ila¢ tedavilerine bagli olarak mikrobiyotanin degistigi ve aGVHD
gelisimi  sirasinda  mikrobiyotanin hastaligin  6nemli bir diizenleyicisi oldugu
bilinmektedir. Calismaya HKNH olmus 25 hasta/verici dahil edilmistir. Hastalarin
%16’sinda niiks veya aGVHD gelistigi tespit edilmistir. Alict ve vericilerde yiiksek
siklikta saptanan HLA (Human Leukocyte Antigen), alelleri; HLA-A*02:01, B*51:01, -
C*06:02,-DRB1*15:01,-DQB1*03:01 “‘dir. Vericilerin bagirsak mikrobiyotasinin
%70’ini Firmicutes filumu olustururken, %24 {inii Bacteriodetes filumu olusturuyordu.
Hastalarin nakil oncesi bagirsak mikrobiyotasinin %63’tinii Firmicutes filumu, nakil
sonrast bagirsak mikrobiyotasinin %54’tnii Firmicutes filumu oldugu saptanmistir.
Allo-HKHN oncesi alinan digki 6rnegi ile engrafman saglandiktan sonra alman digki
ornegi  karsilagtirlldiginda, Roseburia  (p=0,01), Bifidobacterium (p=0,05),
Faecalibacterium (p=0,04) ve Dorea (p=0,05) cinslerinde istatistiksel olarak anlamli
azalma oldugu gozlemlenmistir. Allo-HKHN’ni takiben aGVHD gelistiren hastalarda
Enterococcus (p=0,3) cinsinde artis gbzlenmis, Genis spektrumlu beta laktamaz (GBSL)
pozitif olan hastalarda Klebsiella (p=0,4) cinsinin artmis oldugu goézlenmistir fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu tez ¢alismasinda alici/verici arasinda
mikrobiyota flora farkliliklar1 incelenmistir. Ayrica tam uyumlu HLA vericilerin de
mikrobiyota ile iliskisi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: bagirsak mikrobiyotasi, kan hastaliklari, hematopoetik kok hiicre

nakli, MHC

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 35398
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ABSTRACT

GURER, E.E. The Effect of Microbiota in Allogeneic Stem Cell Transplants:
Engraftment and GVHD. Istanbul University, Institution of Health Sciences,
Department of Medical Biology, Master Thesis. 2021. Istanbul.

After allo-hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), alloreactive donor T cells
can attack target organs and hematopoietic system of the host, including skin, liver,
intestine, thymus, central nervous system, ovary or testis, resulting in acute graft-versus
host disease (aGVHD) is called. A large number of microorganisms, often called the
"microbiota”, have been colonized in the human body. It is known that the microbiota
changes depending on the drug treatments used with Allo-HSCT and that the microbiota
is an important regulator of the disease during the development of aGVHD. 25
patients/donors who had HSCT were included in the study. It was found that 16% of the
patients developed relapse or aGVHD. HLA (Human Leukocyte Antigen), alleles
detected with high frequency in recipients and donors; It is HLA-A*02:01, B*51:01, -
C*06:02, -DRB1*15:01,-DQB1*03:01. Firmicutes phylum constituted 70% of the
donors' gut microbiota, while Bacteriodetes phylum constituted 24%. It was determined
that 63% of the pre-transplant intestinal microbiota of the patients was Firmicutes
phylum, and 54% of the post-transplant intestinal microbiota was Firmicutes phylum.
When the stool sample taken before Allo-HSCT was compared with the stool sample
taken after engraftment, Roseburia (p=0,01), Bifidobacterium (p=0,05),
Faecalibacterium (p=0,04) and Dorea (p=0,05) was observed to be a statistically
significant decrease in breeds. An raise in Enterococcus (p=0,3) genus was observed in
patients who developed aGVHD following Allo-HSCT, and an raise in Klebsiella
(p=0,4) genus was observed in patients with broad-spectrum beta-lactamase (GBSL)
positive, but no statistical significance was found. In this thesis study, the microbiota
and flora differences between the donor/receiver were examined. In addition, the
relationship of fully compatible HLA donors with the microbiota has been revealed.

Key Words: Intestinal microbiota, hematological malignancies, hematopoietic stem cell
transplantation, MHC



1. GIRIS VE AMAC

Kok hiicreler, 6zellesmis hiicre soylarii olusturmak icin kendilerini yenileyen
ve sinirsiz boliinme 6zelligine sahip farklilasmamis hiicrelerdir. Hematopoetik kok
hiicreler (HKH), embriyonal gelisim sirasinda dnce yolk kesesine sonra fetal karacigere
son olarak da dalak ve kemik iligine go¢ ederler. Eriskinlerde, sayica az kok hiicre
periferal kanda dolasir ve biiyiime faktorleriyle bu say1 artirilabilir (Bryder ve ark.,
2006).

Kan hastaliklarin1 siniflandirmanin ana prensibi; morfoloji, immiinofenotip,
genetik, molekiiler ve klinik 6zelliklerine gore hastaliklarin tanimlanmasina dayanir.
Hiicre soylarina ve ek olarak oncii veya olgun lenfoid hiicrelerden tiiretilmelerine gore
smiflandirilmaya tabi tutulurlar (Harris ve ark., 1994).

Hematopoetik Kok Hiicre Nakli (HKHN), malign hematolojik hastaliklar veya
malign olarak bilinmeyen konjenital ve edinilmis hastaliklar dahil olmak {izere bir¢ok
durum icin en iyi bilinen tedavi ydntemidir (Gratwohl ve ark., 2013). HKH’ler,
miyeloablasyon saglanan hastalara kemoterapi ve/veya radyoterapi ile birlikte
verildiginde adezyon molekiilleri gibi molekiiller sayesinde kemik iligine yerlesir ve
yeni kan hiicrelerini olusturur, yani engrafman 6zelligi gosterirler (Trowbridge ve ark.,
2006).

Otolog veya allojenik hematopoetik kok hiicre naklinden sonra niiks, nakil

basarisizliginin en sik nedeni haline gelmistir (Horowitz ve ark., 2018).
HKHN sonrast gelisebilen akut graft-host hastaligi (aGVHD), konaktaki antijenleri
yabanci olarak taniyan T hiicrelerinin alloaktivasyonu nedeniyle olur. Yapisal olarak
aGVHD ve kronik GVHD olarak tanimlanir, ancak bu iki hastalik patolojisi bazi
noktalarda ortlisebilir (Martin ve ark., 1990; Sullivan ve ark., 1991).

Insanlarda, sindirim ve gidalarin emilmesi siireci gastrointestinal sistemde (GIS)

gerceklesir (Wang ve Kasper, 2014; Rea ve ark., 2016; Fleck ve ark., 2017).
Insan viicudunda, genellikle “mikrobiyota” olarak adlandirilan ¢ok sayida
mikroorganizma kolonize olmustur. GIS, yaklasik 100-150 farkli tiirde tahminen 100 x
10° bakteri icerigi ile en biiyiik mikrobiyal toplulugu olusturur (Faith ve ark., 2013).
Buna bagirsak mikrobiyotas1 adi da verilir. Liflerle beslenen bakteriler, asetat, propionat
ve Ozellikle biitirat gibi kisa zincirli yag asitlerini (KZYA) kalin bagirsakta tiretir (Koh
ve ark., 2016).



Tim memelilerde, konagin islevlerinin siirekliligi icin gerekli olan
mikroorganizma topluluklar1 bulunur. Bunlar; hiicresel kompozisyon, genetik cesitlilik
ve metabolik kapasite acisindan, konak ile dinamik ve simbiyotik dengede calisan
mikrobiyal hiicrelerden olusur. Viicutta bulunan ¢esitli bakteri, arkea, mantar, protozoa,
viriisler ve bunlarin kolektif genomuna ‘mikrobiyom’ adi verilir. Diger bir yandan tim
bu topluluk, melez organizma olarak da kabul edilir (Shreiner ve ark., 2015; Turnbaugh
ve ark., 2007).

Genel olarak, insan bagirsagi mikrobiyotast beslenme degisikliklerine hizla
adapte olabilir. Bunun nedeni ise bagirsak mikrobiyotasi cesitliliginin ¢ok yiiksek
olmasidir (Biackhed ve ark., 2012; David ve ark., 2014).

Bagirsak mikrobiyotasi, metabolizmayr ve mevcut enflamasyon diizeyini
etkileyebilir. Gut disbiyozu endotoksemi, bagirsak/sistemik iltihaplanma ile iliskili
olabilir ve noroenflamasyonu tetikleyebilirken saglikli bir bagirsak mikrobiyotasi ise,
enflamasyonu, anti-enflamatuar molekiillerinin tiretimini indiikleyerek enflamasyonu
azaltabilir (Riccio ve ark., 2011; Riccio ve Rossano, 2013, 2015).

Allo-HKHN sonrasi hastalarin mortalitesi ve GVHD ile bagirsak mikirobiyotasi
iligkisi (Murphy ve Nguyen, 2011; Zama ve ark., 2017), bagirsak mikirobiyotasinin
insan immiin sistemini etkiledigine dair giderek artan kanitlar ile son donemlerde allo-
HKHN sonrast mikrobiyotanin onemini arttirmistir (Round ve Mazmanian, 2009;
Postler ve Ghosh, 2017).

‘HLA (Human Leukocyte Antigen)’, insan kromozomun 6.bdlgesinin kisa
kolunda bulunan bir gen kompleksidir. Bu genler tiim insan genomunun %0,1’ini ve
fonksiyonlar1 bilinen genlerin de %0,6’sin1 olustururlar (Trowsdale, 2011).

HLA genleri de dahil olmak {izere konagin immiin sistemi ile ilgili genetik
faktorleri, bagirsak mikrobiyal kompozisyonu iizerinde gii¢lii bir etkiye sahiptir (Eric ve

ark., 2015).

Bu caligmaya, HLA-A-B-C-DR-DQ tam uyumlu kardes vericilerden allojenik
hematopoetik kok hiicre nakli olmus 25 alici-25 verici dahil edilmistir. Hastalarin (nakil
oncesi ve nakil sonrasi) ve saglikli vericilerinin mikrobiyota profil analizi erime egrisi
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ve yeni nesil dizileme yontemleriyle yapilmistir.
Bu analiz sonuclariyla nakil sonrasi engrafman, GVHD gelisimi, HLA doku tipi-
mikrobiyota iliskisi incelenmistir. Vericilerden diski 6rnekleri, hiicre toplama islemi

igin yapilan asilama oncesi alinmistir. Hasta 6rnekleri ise, nakil igin gerekli olan tedavi



rejimi (kemoterapi, radyoterapi, immiin siipresifler, antibiyotikler vs.) dncesi alinmistir.
Bu sekilde mikrobiyotanin herhangi bir dis etkene maruz kalma ihtimalinin en aza
indirilmesi hedeflenmistir. Hastalardan nakil Oncesi ve nakil sonrasi aliman ornekler
arasinda bakteri flora degisikligi saptanmistir. Bu degisiklik nakil sonrasinda degisen
mikrobiyota ile hastaligin seyri, engrafman, GVHD gelisimi arasinda iligki olabilecegini
disiindiirmektedir. Ayrica saglikli kontrol grubu sonuclari arasinda da farkliliklar
saptanmistir. Doku tipi-mikrobiyota iliskisi de kurulmustur. Hastaligin tedavisi ve
engellenmesi igin fekal nakil, probiyotik destegi ve gut mikrobiyotanin regiilasyonu ile
terapotik tedavilere umut dogmustur. Tiim bu caligma iilkemizde 16semi ve lenfoma
hasta grubunda, nakil Oncesi ile nakil sonrasi takipli ve karsilastirmali olacak sekilde

yapilan ilk galismadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Allojenik Hematopoetik Kok Hiicre Nakli (HKHN)

Kok hiicreler, 6zellesmis hiicre soylarini olusturmak i¢in kendilerini yenileyen
ve sinirsiz boliinme 6zelligine sahip farklilasma yasamamis hiicrelerdir. Hematopoetik
kok hiicreler (HKH), embriyonal gelisim sirasinda once yolk kesesine sonra fetal
karacigere son olarak da dalak ve kemik iligine go¢ ederler. Eriskinlerde, sayica az kok
hiicre periferal kanda dolasir ve biiyiime faktorleriyle bu say1 artirilabilir (Bryder ve
ark., 2006).

HKH’ler, miyeloablasyon saglanan hastalara kemoterapi ve/veya radyoterapi ile
birlikte verildiginde adezyon molekiilleri gibi molekiiller yoluyla kemik iligine yerlesir
bdylece yeni kan hiicrelerini olusturur ve engrafman 6zelligi gosterirler (Trowbridge ve
ark., 2006).

HKHN, segilmis malignitelerin (Ornegin; multipl miyelom, akut ve kronik
16semi, lenfoma) yani sira immiin yetmezlik, kemik iligi yetmezligi ve amiloidoz gibi
infiltratif bozukluklarin tedavisinde de etkili oldugu gosterilmis 1iyilestirici bir
yontemdir (Gratwohl ve ark., 2013).

Klasik olarak, birincil hastalik kontrolii saglandiktan sonra, HKHN'deki ilk
adim, kalan malign hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in yliksek doz kemoterapi ve/veya
radyasyon tedavisini igerir. Kok hiicre {riiniiniin inflizyonu, hematopoetik ve
immiinolojik iyilesmeye yol agar. Immiinolojik iyilesme aylar veya yillar gerektirebilir.
Yogunlugu azaltilmis rejimlerin gelistirilmesi, yash hastalarin ve miyeloablatif tedavi
icin uygun olmadigint diigiiniilen komorbiditeleri olan hastalarin basarili bir sekilde
tedavisine olanak saglamistir. Siddeti azaltilmig rejim, allojenik-HKHN’nin (allo-
HKHN) toksisitesini azaltir ancak niiks riskini artirabilir. Allo-HKHN’den sonra
hastaligin niiksetmesi 6liimle sonuclanabilir. Otolog veya allojenik hematopoetik kok
hiicre naklinden sonra niiks, tedavi basarisizliginin en sik nedeni haline gelmistir
(Horowitz ve ark., 2018).

HKHN’de, tamamen veya kismen miyeloablatif bir rejimi, otolog (alicidan
tiiretilmis) veya allojenik (vericiden tliretilmis) hematopoetik hiicrelerin inflizyonu izler.
Bu hazirlik rejimi, kotii huylu veya sayica az olan hematopoetik hiicrelerin yani sira
saglikli hematopoetik hiicreleri de tiiketirken, otolog veya allojenik hiicrelerin

inflizyonu hastay1 yeni bir saglikli hematopoetik sistemle yeniden olusturur. Allo-



HKHN sonrast aGVHD gelisimi de kotii huylu hiicreleri dldiirerek malignitenin
niiksetmesini dnlemeye yardimci olur. HKHN bir¢ok hasta i¢in hayatta kalma olasiligini

artirmis olsa da, bu tedavi risksiz degildir (Jagasia ve ark., 2012).

2.2. Akut Graft Versus Host Hastaligi (GVHD)

Allo-HKHN sonrasi allojenik verici T hiicrelerin, rezidiiel tiimor hiicrelerine
saldirmasi1 graft-versus timor (GVT) aktivitesi ile sonuglanabilir. Bununla birlikte, bu
alloreaktif verici T hiicreleri, deri, karaciger, bagirsak, timus, merkezi sinir sistemi,
yumurtalik veya testis dahil olmak iizere konagin hedef organlarina ve hematopoetik
sisteme saldirabilir ve bu duruma aGVHD adi verilir. aGVHD, allojenik hematopoetik
kok hiicre naklinden sonra ortaya c¢ikabilecek en 6nemli komplikasyonlardan biridir

(Martin ve ark., 1990; Sullivan ve ark., 1991) (Sekil 2.1) (Shono ve ark., 2010).
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Sekil 2.1: Allo-HKHN ve GVHD

aGVHD i¢in standart tedavi kortikosteroidlerden olusur, ancak optimal doz ve
program konusunda fikir birligi yoktur. Standart steroid tedaviye yanit vermeyen
aGVHD gelistiren hastalarin tedavisi zordur (Zeiser ve ark., 2016; Martin ve ark., 2012;
Westin ve ark., 2011). Kortikosteroidlere yanit, hastalarin yaklagik %50'sinde goriiliir
(Martin ve ark., 1990) ve baslangi¢ tedavisinde basarili sonug¢ alamayanlarda %95'e
varan Oliim oranlar1 vardir (Arai ve ark., 2002). Yogun transplant hazirlama rejimleri,

immiinsiipresif ajanlarla profilaktik tedaviye ragmen, alicilarin %20-%80'i aGVHD



gelistirir. aGVHD'nin goriilme sikligt ve siddeti cesitli risk faktorlerine baglidir
(Flowers ve ark., 2011).

Kemoterapi tedavisi, epitel hiicrelerinin ve bunlarin biitiinliigliniin yok olmasina
yol acar. Hasar gormiis epitel, iirik asit ve ATP salgilar ve bu da proinflamatuar
sitokinlerin tiretimiyle sonuglanir. ‘Toll benzeri reseptorler’ (TLR), ‘NOD benzeri
reseptorler’ (NLR) ve P2XR'ler gibi patojen tanima reseptorleri, ‘patojen ile iliskili
molekiiler motifler (PAMP) ve ‘hasar ile iliskili molekiiler motifler’ (DAMP)
tarafindan etkinlestirilir. Bu sinyaller verici T hiicresi aktivasyonuna yol agan antijen

sunan hiicreleri (ASH) aktive eder (Sekil 2.2) (Penack ve ark., 2010).
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Sekil 2.2: Graft-versus host hastahginin baslamasi

Avrupa Kemik ligi Nakli Birligi (EBMTR) derecelendirme sistemine gore,
aGVHD derecelendirmesi su sekilde yapilir;



e Derece A - Karaciger veya gastrointestinal tutulum olmadan tek basina 1.

Asama cilt tutulumu (makiilopapiiler dokiintii).

e Derece B - Evre 2 cilt tutulumu; Asama 1 ile 2 bagirsak veya karaciger

tutulumu.

e Derece C - Herhangi bir organ sisteminin Asama 3 tutulumu (genellestirilmis

eritrodermi; bilirubin 6,1 ila 15,0 mg / dL; ishal 1500 ila 2000 mL / giin).

e Derece D - Herhangi bir organ sisteminin 4. Asama tutulumu (biill6z olusumlu
genel eritrodermi; bilirubin> 15 mg / dL; ishal> 2000 mL / giin veya agr1 veya ileus)

(EBMT, 2012).

Derece | (A) GVHD hafif hastalik, derece II (B) GVHD orta, derece III (C)
siddetli ve derece IV (D) yasamu tehdit edici olarak karakterize edilir (Przepiorka ve
ark., 1995; Cahn ve ark., 2005).

En siddetli ve yasami tehdit eden vakalarda, cilt, bagirsak ve karaciger tutulumu
ticliisiine gastrointestinal GVHD hakimdir. Deri tutulumlu aGvHH’de hem sistematik
hem de topikal tedaviler etkili oldugundan genellikle yasami tehdit etmez (Leisenring
ve ark., 2006). aGVHD, dermatit, enterit veya hepatik disfonksiyonu igerebilen ve
genellikle HKHN'den 100 giin sonra gelisen enflamasyon ile karakterizedir. Tipik
belirtiler arasinda makulopapiiler dokiintii (deri); bulanti, kusma ve ishal (bagirsak); ve
yukselen bilirubin (karaciger) yer alir. Kronik GVHD, oral ve okiiler sikka, genis bir
organ yelpazesini etkileyen fibrotik komplikasyonlar, gastrointestinal lezyonlar veya
yiikselen bilirubin ile karakterizedir, genellikle nakilden 1 ile 2 yil sonra baglar

(Glucksberg ve ark., 1974; Sullivan ve ark., 1991).

Alicidan koken alan miyeloid hiicreler, gastrointestinal GVHD (Gl GVHD)
gelisimine katki saglar. Notrofiller ve enflamatuar monositler de dahil olmak iizere
dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin, allo-HHKN'den kisa siire sonra bagirsaga hiicum
ederek buradaki doku hasarini arttirabilir (Schwab ve ark., 2014; Socié ve ark., 2004;
Giroux ve ark., 2011; Klambt ve ark., 2105).

Bagirsak tutulumlu GVHD'nin iki farkli fenotipi tanimlanabilir. Ust bagirsak ve
orta-alt bagirsak; sunum, dogal seyir, tedaviye yanit ve olim riski agisindan farklilik
gosterir. Ust bagirsak fenotipi genellikle orta-alt bagirsak fenotipine ilerlememektedir

(Hockenbery ve ark., 2007; Baehr ve ark., 1995).



GVHD’de iist gastrointestinal tutulumunun sonucu olarak yiyecek intoleransi,
bulanti, anoreksi, dispepsi ve kusma goriilebilir. GVHD'nin orta-alt bagirsak fenotipi,
bagirsak distansiyonundan kaynaklanan sekretuar, protein agisindan zengin diyare,

abdominal agr1 ve rektal hemoraji ile kendini gosterir (Schwartz ve ark., 2001; Ross ve

Couriel, 2005).

Tiim bunlarin yan1 sira aGVHD gelisimi, HLA uyumlu kardes vericilere kiyasla
HLA 6zdes olmayan veya akraba olmayan vericilerden yapilan HKHN’lerinde daha sik
goriiliir ve daha siddetlidir. aGVHD'nin siddeti, Keystone Consensus 1994 kriterlerine
(Przepiorka ve ark., 1995) veya Uluslararas1 Kan ve Ilik Nakli Arastirma Merkezi
(CIBMTR) kriterlerine (Rowlings ve ark., 1997) gore derecelendirilmelidir.

2.3. Mikrobiyota Kompozisyonu
Insan viicudu, hayatta kalmamizin anahtar1 olan binlerce farkli mikrobiyal tiir

tarafindan kolonize edilmistir (Marchesi ve ark., 2016).

Insan mikrobiyotasi, organizmalarin yiizeylerinde ve belirli nislerinde (bagirsak,
deri, agiz vb.) yasayan simbiyotik, komensal ve patojenik mikroorganizmalarin

(mikrobiyal taksonlar) ekolojik toplulugudur (Lederberg ve McCray, 2001).

Mikrobiyota bilesimi, GIS’in gesitli boliimlerinde farklilik gosterir ve pH, konak
salgisi, substrat varlig1 gibi etkenlerden etkilenir, boylece aerobik kraniokaudal (agizdan

aniise) progresif bir azalma ve anaerobik bakteri tiirlerinde bir artis ile sonuglanir (Flint

ve ark., 2012).

Insan bagirsaklarindan alinan diski &rneklerinde 1000'den fazla farkli bakteri
tiirli tanmmmlanmustir, ancak tiir seviyesindeki bilesim bireyler arasinda biiyiik Olclide
degisir. Mikrobiyota; dis etkenlerden (beslenme, yasam tarzi, g¢evresel faktorler, ilag
kullanim, stres) etkilenir (David ve ark., 2014; Obregon ve ark., 2015) ve bu sebeple
bir bireyde bulunan tiirlerin sayis1 160’a kadar diisebilir (Qin ve ark., 2010).

Gastrointestinal sistem, besin proteinleri, bakteriler (Ley ve ark., 2008), viriisler
(Duerkop ve Hooper, 2013) ve mantarlar gibi ¢evresel faktorlere siirekli maruz kalan en
biiylik mukozal yiizeyi saglar (Underhill ve Iliev, 2014). Bakteriler, insan bagirsak
mikrobiyotasinin (Qin ve ark., 2010) biiyiik ¢gogunlugunu olusturur. Kolon ve jejunum
icinde 10'-10' bakteri bulunur. ileumda ise bu sayr 10°-10° arasinda degiskenlik

gosterir (Koren ve ark., 2012; Cox ve Blaser, 2015).



Bu organizmalarin biiyiik ¢ogunlugunu cesitli bakteriler olusturmakla birlikte,
floradaki viriisler ve mantarlarda da bu c¢esitlilik mevcuttur (Qin ve ark., 2010; Ott ve

ark., 2008; Reyes ve ark., 2010).

2.4. Mikrobiyota Kolonizasyonu

Bagirsak mikrobiyota kolonizasyonunun in-utero donemde basladigi ve
kompozisyonunun, hem g¢evresel hem de beslenme faktorlerine bagl bir siire¢ olan,
yasamin ilk birkag¢ yilinda siirekli degistigi bilinmektedir (Koren ve ark., 2012; Cox ve
Blaser, 2015). Ug yas civarinda mikrobiyal kompozisyon stabil hale gelir (Sekil 2.3)
(Cox ve Blaser, 2015; Yatsunenko ve ark., 2012; Harmsen ve ark., 2000; Sghir ve ark.,
2000).
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Sekil 2.3: Dogustan gelen mikobiyal kolonizasyon

Anormal ve saglikli bagirsak mikrobiyota popiilasyonu ¢ok genistir ve bu
cesitlilige genelde anaerobik bakteriler hakimdir (Eckburg ve ark., 2005; Human

Microbiome Project Consortium, 2012).

Spesifik bakteri suslarindaki biiylik cesitlilige ragmen, metabolik yollarda yer
alan mikrobiyal genlerin varhigi saghkli bireylerde nispeten aynidir (Human

Microbiome Project Consortium, 2012).

Saglikli insan bagirsaga birka¢ filum hakimdir: Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria ve Verrucomicrobia. Ilk iki filum,
bagirsak mikrobiyotasmin yaklasik %90'1n1 olusturur. Clostridium, Lactobacillus ve

Enterococcus en bol bulunan Firmicutes sinifindayken, Bacteroides ve Prevotella en
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bol bulunan Bacteroidetes sinifinda yer alir. Bifidobacterium ise en bol bulunan
Aktinobacteria sinifindadir (Arumugam ve ark., 2011). Lactobacillus, Escherichia,

Streptococcus ve Ruminococcus diger enterotiplerdendir (Conlon ve Bird, 2014).

2.5. Mikrobiyota Fizyolojisi

Bir¢ok fizyolojik etkisinden dolayi, bagirsak mikrobiyotast “unutulmus organ”
olarak tamimlanmaktadir. Son arastirmalar bagirsak mikrobiyotasinin hematopoezi
etkileyebilecegini gostermektedir (Balmer ve ark., 2014; Khosravi ve ark., 2014;
Josefsdottir ve ark., 2017; Iwamurave ark., 2017).

Bagirsak ayn1 zamanda viicutta en ¢ok sinirlerle iliskili ikinci organdir ve beyin

ile iletisimi kolaylastirir (Furness ve ark., 2014).

GIS’de ince bagirsak (ileum, duodenum ve jejunum) ve kalin bagirsak (kolon),
yap1 ve bilesimleri bakimindan farklidir. Ornegin; goblet hiicreleri, proksimal kolon,
Peyer plaklari ise esas olarak ince bagirsakta bulunur (Nguyen ve ark., 2015; Atuma ve
ark., 2001).

Buna ek olarak, kolonda miisin katmanlar1 daha incedir ve daha fazladir. Bu
cesitlilik, konak-mikrobiyota etkilesimlerinde Onemli fonksiyonlarla iligkilidir.
Bagisiklik hiicrelerinin yaklagik %70'1 bagirsakta bulunur; bu hiicreler bagirsak
mikrobiyotas1 ile beraber bagisiklik aktivasyonu ve tolerans dengesinde rol oynar

(McDermott ve Huffnagle, 2014) (Sekil 2.4) (Balkaid ve Harrison, 2017).
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Sekil 2.4: Bagirsak mikrobiyotasi ve bagisiklik aktivasyonu
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Bagirsak mikrobiyotasi bazen bagirsak mikrobiyomu olarak da adlandirilir, buna
bagirsak mikrobiyal kolonizasyon bolgesi denir, ancak bagirsak mikrobiyomu daha ¢ok

mikroorganizmalarin kendisinden ziyade mikrobiyotanin toplam genetik yapisimi ifade
eder (Backhed ve ark., 2005).

Bagirsak mikrobiyomu insan fizyolojisiyle iligkili rollere sahiptir: besin
sindirimine katkida bulunur, bagirsak mukozal bariyerinin yapisal biitiinliglinti korur,
boylece patojenlerin kolonizasyonunu engeller, bagirsak-beyin ekseni iletisimine katilir
ve bagisiklik sistemini hazirlar ve bdylece saglikli durumun korunmasina yardimci olur.
Bunlarin yani sira, KZYA’lar sayesinde ATP iiretimine katkida bulunur, B ve K
vitaminlerini (B5, B12) iiretir, makrofaj gibi hiicreleri regiile ederek patojenlerle savasa

katki saglar, tanima ve modiilasyonda gorev alir (Kho ve Laf, 2018).

Her birey kendi bagirsak mikro floralariyla simbiyotik birliktelige sahiptir. Bu
simbiyotik yasam, konag1 patojenik bakterilerin kolonizasyonundan korur ve bagirsak
bakterileri i¢cin konagin besinlerinden enerji saglar. Ek olarak, ortaya ¢ikan arastirmalar
bagirsak mikrobiyotasinin ayni zamanda bagisiklik homeostazi, bagirsakla iliskili
lenfoid dokunun gelisimi, otoantijenlere tolerans gelisimi ve uyarlanabilir bagisiklik
tepkilerini sekillendirme icin de gerekli oldugunu gostermektedir (Hooper ve ark.,

2012).

Ayn1 zamanda bagirsagin karmasik vaskiiler yapisi, besinlerin ve suyun verimli
bir sekilde emilmesini ve gastrointestinal sistem boyunca bir oksijenasyon gradyanini

saglar (Zheng ve ark., 2015).

Bagirsak, i¢ yiizeyinde yer alan ve liimene maruz kalan karmasik bir mukozal
bagisiklik sistemi ile viicuttaki en biiyiik bagisiklik organidir. Lenfositler ve makrofajlar
ve dendritik hiicreler gibi dogustan gelen bagisiklik hiicreleri epitel tabakalar1 boyunca
bulunur. Mukozal bagisiklik, kan ve bagirsak lenfleri arasinda bir arayiiz olusturan, ayri
ayr1 boliimlere ayrilmis bagirsakla iliskili lenfoid dokular (‘Gut Associated Lymphoid
Tissue=GALT"’) ile karakterize edilir. Bu yapisal 6zellik, GALT'in, mukozal bagisiklik
tepkileri ve tolerans gelistirmek i¢in bagirsak mikrobiyotasi ile etkilesime girdigi
bagirsak epiteline ve lamina propriaya siirekli olarak olgun bagisiklik hiicreleri
saglamasina olanak tanir (McDermott ve Huffnagle, 2014). GALT, bir bileseni olan
mukoza ile iliskili lenfoid doku ile beraber ¢alisir (‘Mucosa Associated Lymphoid

Tissue=MALT’). Fizyoloji ile uyumlu bu immiinolojik yanitlar, bagirsak ve sistemik
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homeostazi saglar. Bagirsak mikrobiyotast bu nedenle sadece yerel bagisiklikta degil,
ayn1 zamanda sistemik fizyolojinin siirdiiriilmesinde de kritik bir role sahiptir (Chow ve

ark., 2010).

Hiicreler; ¢evre, beslenme, mevcut komensal flora gibi faktorlerle ve konak
metabolizmasi tarafindan saglanan mikro cevrelerindeki molekiillerle degisikliklere
stirekli olarak adapte olur ve bunlara yanit verir. Hiicresel ortamdaki degisiklikleri tespit
etmede birden fazla reseptor katilir. Bunlardan biri ligandla aktive edilen transkripsiyon
faktorti aril hidrokarbon reseptoriidiir (AHR). AHR ve oksijen seviyelerini, redoks
potansiyelini ve sirkadiyen ritimdeki degisiklikleri algilamaya dahil olan PAS (‘Periodic
circadian protein-PER, AHR nuclear translocator-ARNT, single-minded protein —SIM”)
stiper ailesinin diger liyeleri, hiicresel ortama adaptasyonu kontrol eder (Mclntosh ve

ark., 2010).

Bazi komensal bakterilerin iirettigi KZYA kolonda iiretilen, ince bagirsakta
sindirimi  kolaylastiran, besin lifi gibi emilmesi gii¢ ve nisasta, insiilin gibi
sindirilemeyen karbonhidrat molekiillerinin par¢alanmasina yardim eden organik yag
asitleridir. Glintimiizde 6nemli bir KZYA olarak bilinen iniilin, bir¢ok tibbi durumda
umut verici bir nutrasétiktir. Iniilin, bifidobakterilerin ve laktobasillerin biiyiimesini
destekleyerek kalin bagirsakta sakarolize katilir (Wasim ve ark., 2019). ince bagirsakta
bulunan bakteriler, bakteri fermantasyonuna katilmak i¢in kolona giderler. Olusan
KZYA'’lar, kolondaki en baskin anyon olan asetat (iki karbon birimi) ve ardindan
propiyonat (ili¢ karbon birimi) ve sonra biitirat (dort karbon birimi) olmak {izere bir ile

yedi karbon birimi igerir (Sekil 2.5) (Darzi ve ark., 2011).

OH OH OH

ASETAT PROPIYONAT BUTIRAT

Sekil 2.5: KZYA’larin yapisi
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Propiyonik asit iireten ince bagirsak bakterileri, kobalamin (B12) emilimini
degistirebilir ve yag asidi aracili enflamatuar tepkileri etkileyebilir. Bu nedenle
kobalamin, bagirsak mikrobiyomu, metilasyon kofaktorleri ve kisa zincirli (propiyonik
asit) ve ¢oklu doymamis yag asitleri (n-3 PUFAS) ile epigenetik bir sekilde benzersiz bir
etkilesim gosterir (Joan, 2017). Ornegin Clostridium tiirii bakterilerden iiretilen
KZYA’lar ve biitiratlar, Foxp3 + T regiilatér (Treg) hiicrelerinin indiiksiyonunu

destekler (Furusawa ve ark., 2013).

Bagirsakta tiretildikten sonra, KZY A’lar sistemik dolasima superior mezenterik
ven (SMV) veya inferior mezenterik ven (IMV) yoluyla ulasabilir. Asetat, periferik
dolasimda bulunan baslica KZYA'dir. insanda asetat konsantrasyonu kanda birkag yiiz
mikrolitreye (pl) ulasabilirken, propiyonat ve biitirat konsantrasyonu ihmal edilebilir
diizeydedir (birka¢ mikron) (Wolever ve ark., 1997). Ayrica, serbest KZYA'lar kan-
beyin bariyerini monokarboksilat tasiyicilar araciligiyla gecebilir (Vijay ve Motris
2014), bu da KZYA'larin bagirsaktaki mikrobiyota ¢esitliliginin beyne iletilmesi i¢in

sinyal molekiilleri olarak islev gorebilmesini saglar (Nagashima ve ark., 2010).

Ayrica, bagirsak mikrobiyotasindan tiiretilen bu metabolitler, yani kisa zincirli
yag asitleri, patojenik mikroorganizmalarin biiyiime inhibisyonu yoluyla c¢oklu ilag
direncine sebep olan Enterobacteriacae’nin kolonizasyonunu engellemeye yardimci
olabilir (Sorbara ve ark., 2019).

Insan genetik ve fizyolojik cesitliliginin kapsamini  anlamak igin
mikroorganizmalarin dagilimini ve evrimini etkileyen faktorler karakterize edilmelidir.
Bu ‘Insan Mikrobiyom Projesi' kapsamimda (HMP) ana hedeflerden biridir. HMP, Insan
Genom Projesinin mantiksal, kavramsal ve deneysel bir uzantisidir. HMP tek bir proje
degildir. Bu, Amerika Birlesik Devletleri (Ulusal Saglik Enstitiileri Tibbi Arastirma Yol
Haritasinin bir sonraki agamasinin bir pargasi olarak), Asya ve Avrupa iilkelerinin de
dahil oldugu global gapta eszamanli olarak baglatilan birden fazla projeden olusan
disiplinler arasi bir ¢aligmadir. Yeni metagenomik alani, bu topluluklardaki genomlarin
ve bunlara karsilik gelen mRNA, protein ve metabolik iiriinlerin karakterizasyonunu
icerir (The Committee on Metagenomics, Washington DC, 2007). Devam eden
projenin ilerleyen yillarinda Birlesik Devletler Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH), HMP
ile, baz1 klinik fenotipler ile ribozomal 16S rRNA dizilenmesi sayesinde mikrobiyota
bilesimi arasindaki iliskileri bildirmistir (NIH HMPAT, 2019).
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Insan mikrobiyotasi, insan sagligmin bircok yoniine énemli bir katkida bulunur
ve biiyilik 6lgiide beslenmeden etkilenir. Bagirsak disbiyozunun (bagirsakta mikrobiyal
dengesizlik) enflamasyonlu ve bagisiklik aracili hastaliklarla (6rnegin iltihapl bagirsak
hastalig1) iligkili oldugu diistiniilmektedir. Diizenli fermente gidalarin tiiketimi (6rnegin
kefir vb.), bagirsak disbiyozunun proinflamatuar etkilerine kars1 koymak i¢in potansiyel
bir koruyuculuk olusturabilir (Leah ve ark., 2020). Bifidobacterium ve Lactobacillus
gibi yararli mikroorganizma gruplarinda azalma ve Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Fusobacterium niikleatum ve Clostridium spp gibi firsat¢i patojenlerin artis

ile birlikte disbiyoz arasinda iligki bulunmaktadir (Garrett-Bakelman ve ark., 2019).

Flora, tiim viicuttan bagirsak veya bagirsak igindeki bir bdlge gibi belirli bir
yiizey alanina kadar gesitli 6lgeklerde tanimlanabilir. Cekirdek insan mikrobiyomu,
insanlarin tamaminda veya biiylik ¢cogunlugunda belirli bir florada bulunan genler
kiimesidir. Degisken insan mikrobiyomu, daha kiigiik bir insan alt kiimesinde belirli bir
florada bulunan genler kiimesidir. Bu varyasyon, konak genotipi, konagin fizyolojik
durumu (dogustan gelen ve uyarlanabilir bagisiklik sistemlerinin 6zellikleri dahil),
konak patobiyolojisi (hastalik durumu), konagin yasam tarzi (beslenme dahil), konak
ortam1 (evde ve / veya calisma) ve bir habitat1 kalict olarak kolonilestiremeyen gegici
mikroorganizma popiilasyonlarinin varhigi ile iliskilidir. Cekirdegin rengindeki
derecelendirme, insan mikro evrimi sirasinda yeni genlerin ¢ekirdek mikrobiyoma dahil
edilebilecegi, diger genlerin ise dislanabilecegi olasiligin1 gosterir (Sekil 2.6) (Lowe ve
ark., 2012).
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insan mikrobiyom gesitliligi

Konak )
yasam tarzi Konak genotip

Konak patobiyoloji GeKirdakiinsan Konak psikoloji

mikrobiyomu

Konak gevre T \ Konak imm(in sistem
Gegici topluluk tiyeleri \

1

Sekil 2.6: Cekirdek insan mikrobiyomu kavrami

Bagirsak bagisiklik sistemi ise, tabakalandirma ve bdliimlendirme yoluyla
konagin patojenik bakterilere maruz kalmasini engeller. Beslenme ve enfeksiyonlar gibi
cevresel faktorler mikrobiyal ekosistemdeki belirli taksonlarin bulunma sikligim
degistirir. PEPT 1 (Peptit Tasiyict Protein 1)’in ifadesi, Ostrojen tarafindan modifiye
edilir (Der-Boghossian ve ark., 2010), bdylece cinsiyete 6zgii etkiler saglar. Genetik
olarak yatkin bir konakta, bir enfeksiyon veya bir olay, patojenik mikroorganizmalarin
artmasina veya yararli komensallerin yok olmasina yol acarak bagirsakta disbiyoz ve
pro-enflamatuar kosullara yol agabilir. Bagirsaktaki enflamasyon, siki baglanti
proteinlerinin ekspresyonunun azalmasina, bagirsak gecirgenliginin artmasina ve
ardindan bagirsak biitiinliiglinlin  bozulmasina neden olabilir. Bu sebeple artan
gecirgenlik sonucunda, komensallerin ve mikrobiyal iriinlerin, ASH’lar tarafindan
sunulmalar1 ve pro-enflamatuar yanit1 arttirmalari ile sonuglanabilir. Saglikli ve dengeli
bir mikrobiyota, dengeli bir mukozal bagisiklik tepkisinin olusmasina yol agarken,
disbiyoz, T hiicrelerinin aktivasyonuna ve bagirsak limeninde bulunan mikrobiyal
riinler icin spesifik antikorlarin iiretimine neden olur. Bagirsakta, adaptif immiin
yanitin aktive edilmis hiicreleri, enflamatuar kaskadi daha da aktive edebilen pro-
enflamatuar sitokinler Uretecektir. Bagirsak adaptif bagisiklik sisteminin hiicreleri

bagirsak disinda patolojiye neden olabilir (Sekil 2.7) (Eric ve ark., 2015).
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Sekil 2.7: Bagirsak bagisiklik sistemi

Bazi durumlarda, mikroorganizmalarin yapisal molekiilleri, immiinomodiilator
etkilerden sorumludur. Bacteroides fragilis'ten tiiretilen polisakkarit A (PSA) ve
glikosfingolipidler boyle bir 6rnektir (Surana ve ark., 2014). B. fragilis'ten tiiretilen
glikosfingolipidler, lamina propria'da bagirsak dogal o6ldiiriicii T hiicrelerinin (Nature
Killer T Cell=NKTC) proliferasyonunu inhibe ederek hayvan modellerinde Kkolitin
siddetini azaltmistir (An ve ark., 2014). Mekanik olarak PSA, dendritik hiicreler
tizerinde TLR2 (Toll-Like Receptor 2)'yi devreye sokmak icin dig zar vezikiilleriyle
birlesir ve bu da CD4 + CD25 + Treg hiicrelerinde IL-10 ekspresyonunu indiikler
(Mazmanian ve ark., 2008; Shen ve ark., 2012; Dasgupta ve ark., 2014). Bunun yani1
sira IL-1 ve IL-6 gibi sitokinler ise sadece bagirsak mikrobiyotasi kompozisyonunu
dogrudan degistirmekle kalmaz, ayn1 zamanda 6nemli MHC (Major Histocompatibility
Complex) immiin kostimiilator molekiillerin artig1 ile GVHD'nin gelisimi i¢in en uygun
kosullar1 yaratir. Doku hasarinin neden oldugu artan bagirsak gecirgenligi,
endotoksinlerin bagirsak mukozasi1 boyunca translokasyonuna izin vererek, konagin
dogal bagisiklik sisteminin aktivasyonunu ve sitokin salimimini daha da gili¢lendirir

(Teshima ve ark., 2002). Mikrobiyota tarafindan DAMP’lardan ve PAMP’lardan
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salian bir dizi molekiil, bu aktivasyon kaskadi igin alternatif yollar saglar (Ramadan ve
Paczesny, 2015).

Son yillarda, bagirsak mikrobiyotasinin bagisiklik sistemi iizerindeki etkisi, Treg
ve Thl7 hiicrelerinin mukozal hiicre yanitlarinin diizenlenmesindeki roliiniin
anlasilmastyla 6nemini arttirmustir (Xu ve ark., 2019). Oregin, komensal Bacteroides
fragilis'in kolon i¢inde indiiklenebilir Treg hiicreleri tesvik ettigi gosterilmistir (Round

ve Mazmanian, 2010)

Son on yilda, gidalar (probiyotikler ve prebiyotikler dahil), mikroorganizmalar
ve bunlarin metabolitleri ile mukozal ve sistemik bagisiklik sistemleri arasindaki
etkilesimi insan veya hayvan modelleri kullanarak degerlendiren ¢aligmalarda dnemli

artiglar olmustur (Han ve Xiao, 2020).

Anatomik olarak bagirsaga bagli organlar, ozellikle pankreas ve karaciger,
mikrobiyotaya bagli otoimmiiniteden etkilenebilir ve c¢esitli bagirsak dis1 organlarda

sistemik otoimmiin hastalik i¢in amplifikator gorevi gorebilir (Fine ve ark, 2020).

Konak-mikrobiyota etkilesimleri, bagisiklik sisteminin gelisimi igin esastir. Son
zamanlarda yasam tarzlarinda meydana gelen keskin degisiklikler, evrimsel siiregte bir
dengesizlige yol agmistir ve otoimmiin, alerjik ve kronik inflamatuar bozukluklar gibi
immiin aracili hastaliklarda ani bir artisa sebep olmustur. Hiicresel mekanizmalar
(otoantijenlerle capraz reaktivite ve bunlarin modifikasyonu gibi) sonucunda simbiyotik
iliski icerisindeki bakteriler pathobiontlara doniigebilir. Bununla birlikte, konak genetigi
ve epigenetik faktorler, immiin aracili hastaliklarda hangi komensallerin patolojenlere
dontisecegini belirler. Bu, neden bazi bakterilerin bir hastalikta yararli, digerinde

patojenik olabilecegini aciklamaya yardimci olur (William ve ark., 2020).

Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri, GIS dengesini geri kazanmak i¢in en
cok calisilan tiirlerdir. Bifidobacterium tiirleri B. longum, B. B. animalis, B. bifidum ve
B. breve ile Lactobacillus tiirleri L. acidophilus, L. plantarum, L. rhamnosus, L.
fermentum, L. reuteri, L. bulgaricus, L. lactis, L. casei, L. paracasei, L. curvatus ve L.
sakel, insanlar tarafindan tiiketim igin genellikle giivenli (GRAS) kabul edilmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (FDA) ve Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) nin tanidig1 nitelikli giivenlik karinesi (QPS) statiisiine sahiptir (FDA,
2020).
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2.6. Major Histocompatibility Complex (MHC) (Biiyiik Doku uyum Kompleksi)
‘MHC’ insanda 6. kromozomun kisa kolunda konumlanan ve yaklasik 4000
kilobazlik biiyiik bir gen kompleksidir. MHC genleri, insandaki tiim genomunun
%0,1’ini ve fonksiyonlar1 bilinen genlerin %0,6’sm1 kapsar. Gen agisindan oldukca
zengin olan bu bolgede toplam yaklasik 283 lokus tanimlanmigtir (Sekil 2.8)

(Trowsdale, 2011) (Genome Reference Consortium Human Build).
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Sekil 2.8: HLA genomik bélgesi gen haritasi

HLA {i¢ ana lokusu igerir. Bu lokuslar, sentromerden telomere dogru HLA Sinif
II, HLA Siuf IIT ve HLA Smuf I’dir. TAP molekiillerini kodlayan genler, HLA Sinif
II’'de HLA DP, DM, DQ, DR ve TAP molekiillerini kodlayan genler vardir. Antijen
sunumundan sorumlu molekiilleri HLA DP, DQ ve DR kodlar (Shiina ve ark., 2017).

Insanlar; nakil, kan transfiizyonu veya hamilelik sirasinda allojenik HLA
molekiilleri ile karsilagir. Olusan anti-HLA antikorlari, ¢ok az sayida baska HLA alel
irlinii tarafindan paylasilan "G6zel" epitoplarla veya bircok HLA aleli tarafindan

kodlanan "genel" epitoplarla reaksiyona girebilir (Van Rood ve Van Leeuwen, 1963).
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HLA Sinif T molekiilleri, antijen sunumu sirasinda T hiicre koreseptdrii olan
CD8 — ile etkilesim olusturur ve CD8 - sitotoksik T hiicre yanit1 gelisir. Benzer olarak,
CD4 + koreseptorii ile HLA Sinif II molekiilleri baglanir. Sonug olarak CD4 + yardimci
T hiicre cevab1 meydana gelir (Rudolph ve ark., 2006).

Yabanci antijenler olarak immiin sistem tarafindan allojenik HLA
molekiillerinin fark edilmesiyle alloreaktif T hiicreleri harekete geger. Bu olay,
dogrudan ya da direkt gerceklesir. Vericiye ait ASH’larin ylizeyindeki HLA molekiilleri
kendi MHC molekiillerine yapis1 bakimindan benzer ise direkt olarak alloreaktif T
hiicreleriyle etkilesim olusturabilir ve sonucunda birden fazla T hiicresi aktif hale gelir.
Diger alternatif yol ise, ASH’lar tarafindan allojenik HLA molekiilleri yakalanarak
islenir ve T hiicrelerine sunulur. Dogrudan gerceklesen bu sunumda ise 6zgiin T hiicre

cevabi olusur (Nagy, 2012).

Konagin bagisiklik sistemi bir ekosistem yoneticisi olarak calisir ve mikrobiyal
bilesimi ve gesitliligi kontrol etmede kritik bir rol oynar. HLA genleri de dahil olmak
tizere konagin immiin sistemi ile ilgili genetik faktorleri, bagirsak mikrobiyal
kompozisyonu tizerinde giiglii bir etkiye sahiptir. Pek ¢ok durumda, HLA alelleri,
genom iligkili ¢alismalarda belirlenen diger genetik faktorlerden daha fazla hastaliklara
yatkinlik saglar. Bazt HLA alellerinin, otoimmiin hastaliklara yatkinlik ile iliskili
oldugu da bilinmektedir. Buna DQ*2/8 iliskili Colyak Hastalig1 (Sanz ve ark., 2011;
Sellitto ve ark., 2012) veya HLA-DRB1*04:01/04:02 iliskili Romatoid Artrit (Eric ve
ark., 2015) gibi hastaliklar 6rnektir (Gough ve Simmonds, 2007).

2.7. 16S rRNA

Prokaryotik canlilarin ribozomlarinda 30S ve 50S’lik alt birimlere sahiptir ve
30S’lik ribozom alt biriminde 16S rRNA geni yer alir (Fukuda ve ark., 2016). Bu genler
organizmalarda ¢ok iyi korunmustur ve mRNA’dan protein translasyonunda rol
oynarlar. rRNA dizilerinin ilk kullaniminda filogenetik analizler yapilirken canlilar
Eubacteria, Archaebacteria, Eukaryotes seklinde {i¢ gruba ayrilmistir (Woese ve ark.,
1990). Ozel rRNA primerleri ile ribozomun kiigiik alt birimlerinin hepsi ya da bir kism1
kullanilarak rRNA dizileri olusturulmus ve tiirler aras1 yakinlik iligskileri matriks metodu
ile incelenmistir. 1k filogenetik agaclarda Escherichia coli (eubacterium),
Halobacterium volcanii (archeabacterium), Mus mus (eukaryote), Dictyostelium

discoideum (eukaryote), Zea mays (eukaryote), Saccharomyces cerevisiae (eukaryote),
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Xenopus laevis (eukaryote) tiirlerinde yakinlik iligkileri anlagilmaya ¢alisilmistir (Lane
ve ark., 1985).

16S rRNA geni, 9 tane yiiksek miktarda degisken (V1-V9) ve kisa
niikleotidlerden olusan bolgeler igerir (Chakravorty ve ark., 2007). Bizim ¢alismamizda
V3 ve V4 bolgeleri kullanilmigtir. Diger bolgeler ise fazla dizi korunumuna sahip
oldugu i¢in ¢ok tercih edilmezler. Jeodezik uzakliga gore farkli bolgelerdeki yakinlik
iligkileri incelendiginde, bakteri filogenetik analizinde V4-V6 bolgeleri biitiin 16S
RNA gen dizisini en iyi temsil ettigi i¢in en giivenilir bolgeler olmustur. Bunun yan
sira V2 ve V8 bolgeleri ise en az giivenilir bolgeler olarak bildirilmistir (Yang ve ark.,
2016). 16S rRNA genlerinin korunmus bolgelere sahip olmasi, bu genleri mikrobiyota
caligmalarinda diinya ¢apinda yaygin olarak caligir hale getirmistir. Bu sebeple, veri
havuzlarinda kayitli 16S rRNA gen dizileri hizla artmaktadir. Bakteri analizinde ve

simiflandirilmasinda gen dizilerine erisimi artirmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Yiiksek miktarda degisken bolgeler ve bu bolgelerin gendeki baslangig ile bitis

pozisyonlari

Degisken bolge numaras1 | Baslangi¢ ve bitis numaralan
V1 bolgesi 66-99
V2 bolgesi 137-142
V3 bolgesi 433-497
V4 bolgesi 576-872
V5 bolgesi 822-879
V6 bolgesi 986-1043
V7 bolgesi 1117-1173
V8 bolgesi 1243-1294
V9 bolgesi 1435-1465
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2.8. Mikrobiyota Analizinde Kullanilan Yéntemler

Son yillarda mikrobiyotaya artan ilgi ile beraber analiz yontemleri de gelisim
gostermistir.  Tim bu yontemlerin avantajlar1 oldugu gibi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. DNA dizileme gibi molekiiler yontemler en giivenilir yontemler olarak
kabul edilmektedir. Bu ¢alismada 16S rRNA boélgei ¢ogaltilarak Yiiksek Coziintirlikli
Erime (HRM) yontemi ve Yeni Nesil Dizileme (YND) yontemi analiz edilerek
mikrobiyota tayini yapilmuistir.

2.8.1. Parmak-izi Analiz Yontemleri (DGGE, TGGE, T-RFLP)

Mikroorganizma topluluklarmin  arastirilmasinda  ‘Terminal  Restriction
Fragment Length Polymorphism’ (T-RFLP), ‘Temperature Gradient Gel
Electrophoresis® (TGGE) ve ‘Denaturing Gradient Gel Electrophoresis’ (DGGE) gibi
molekiiler parmak izi yontemleri sik¢a kullanilmaktadir. Bu ydntemlerin temelinde
DNA fragmentlerinin karsilastirilmast yer alir ve bu yontemlerin hepsinde Polimeraz
Zincir Reasksiyon (PCR) friinleri, kapiller veya jel lizerinde farkli hareket ederek

birbirinden ayrilmaktadir (Gilbride ve ark., 2006).

Mikrobiyota caligmalarinda en ¢ok kullanilan 16S rRNA gen amplikonlari,
elektroforetik bir akim ile formamid denatiire edici bir ajanla poliakrilamid bir jelde
yiritiiliir. DNA pargaciklart molekiiler agirliklarina gére hareket etmeye baslar ve
denatiire ajan sayesinde DNA denatiirasyonu baglar. Nihayetinde DNA’nin tamanu
denatiire olunca jelde olan hareketi durur. Niikleik asit dizilimine bagli olarak erime
sicakliklart olusur ve denatiire eden ajanin farkli bolgelerinde hareketi durur. Farkli
dizilerdeki DNA kisimlar1 birbirlerinden ayrilir ve bdylece bant olusumu gozlenir.
Tiirden tiire DNA’nin dizilimi farklilik gosterdigi i¢in, bu sekilde tiir tayini yapilabilir.
Bu analiz yontemi ile ¢esitli 6rneklerin oldugu havuzdan bile ¢ok fazla sayida 16S tiir
tayini yapilabilmektedir (Fraher ve ark., 2012).

2.8.2. Floresan In-Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

‘Floresan In-Situ Hibridizasyon’ (FISH) yéntemi, kullanilan ilk metagenomik
analizlerden biridir. FISH yonteminde DNA izolasyonu yapilmaz, mikroorganizma
kolonizasyonundaki genler 6zel oligoniikleotid problarla hedeflenerek isaretlenir
(Amann ve ark., 1995). Bu yontem ilk defa Giovannoni ve arkadaslar1 (Giovannoni ve
ark., 1998) tarafindan bulunmustur. Bakteriyoloji alaninda, bakterilerin mikroskop

altinda tespiti igin rRNA komplementer radyoaktif isaretli oligoniikleotid problar ile
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muamale edilmistir. Neredeyse son 15 yilda mikrobiyoloji alanindaki ¢alismalar igin
daha sonralar1 gelistirilen floresan boyalarin kullanimi etkili bir molekiiler yontem
haline gelmistir. FISH yonteminde RNA veya DNA baz ciftlerinin tespitinde
kopyalanmis oligoniikleotid problar veya genomik problar ile ¢alisiimaktadir. Buradaki
amag, oligoniikleotid problar kullanilarak 16S rRNA dizisini komplementer floresan ile
isaretlemektir. Flow sitometri yOntemiyle beraber kullanildiginda detayli sonug

alinabilen bir yontem olmaktadir (Amann ve ark., 1990).

2.8.3. DNA Mikroarray Yontemi

Mikrobiyal topluluklarinin cesitlilik analizlerinde DNA ¢ip ve filogenetik
mikrodizi olarak bilinen hassas array teknolojileri gelistirilmistir. Bu ¢ipler
kolonizasyondaki ~ 16S  rRNA  genlerine = komplementer ve  Orneklerin
karsilagtirilabilmesine  olanak saglayan oligoniikleotid problart icermektedir.
‘Microbiota Array’, ‘PhyloChip’ ve ‘HITChip’ gibi bazi arrayler, bir Ornekteki
cesitliligi bir seferde tayin edebilmektedir (Paliy ve Agans, 2012). Bu genom
arraylerinin suslardan izolasyonlar1 saf kiiltiirlerden tercih edilmektedir. izole edilen
biitiin genomik DNA’lar kullanilarak olusturulmaktadir ve zor veya basit karisimli
suslarin bile tek basina tiirlerinin tayinini yapabilecek sekilde tasarlanmaktadir. (Wu ve

ark., 2004).

2.8.4. Yiiksek Coziiniirliikte Erime (HRM) Analizi

‘Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonunun’ (RT-PZR), 1997°de yaygin
kullanima baslanmasiyla ‘Yiiksek Coziiniirliikte Erime yontemi’ gelistirilmistir. HRM
analizinde DNA’dakicmolekkiilerin erime kinetigine baglik olarak ¢alisan bir
yontemdir. Bu yontem, tamamiyle kapali tiip devresiyle gerceklesir ve bu siirecte
yalnizca DNA’nin interkalasyon problari kullanilmaktadir. Kapali tiip devresi sayesinde
‘HRM’ yonteminde bulasict riski azalir ve bu da avantaj saglamaktadir. Ortamdaki
sicaklik artisina takiben DNA metaryeli ayrisir, boya salinir ve floresan diiser.
Floresandaki bu diisiis DNA’nin denatiirasyonuyla (Tm) dogru orantilidir. Florasan
Ol¢tim, ‘denatiirasyon egrisi’ veye ‘erime egrisi’ isimleriyle islenir. Bu egriler bu
yontemin ham verileridir. Bu ham veriler, diger bir deyisle, belirli bir zaman araliginda,
sicaklik degisimine bagli olarak floresan 1stma miktarindaki degisim olarak da
bilinmektedir. Bu erime egrileri, 0.5°C’lik yiikselmelerle 65°C’den 95°C’ye kadar olan

aralig1 kapsamaktadir. Her 6rnegin HRM analizi, egrilerin pozisyonu ve sekli izlenerek
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cikarilir. Tiim 6rnekler kendi iginde tek bir bazlik degisim var ise bile hizlica saptanir ve

islenir (Ririe ve ark., 1997) (Sekil 2.9) (Dirican ve ark., 2017).

Normal floresan
- >

Sicakhk

Homodupleks denatirasyon egrileri

Heterodupleks denatiirasyon egrileri
........ Heterozigot denatlrasyon egrileri

Sekil 2.9: HRM yoénteminde heterozigot ve homozigot denatiirasyon egrileri

HRM analizinde boyalar (EvaGreen, SYBR Green gibi) kullanilarak floresan
1simalar olusturulur. Bu yontemde birden fazla boya ve gercek zamanli PCR (qPCR)
cihaz1 kullanilir. Bu sebeple cihazin kendi kitine 6zel olan ve toksik etkisi diisiik
boyalar kullanilmaktadir. Bu boyalar; LCGreens (Idaho Technology Inc, Salt Lake City,
Utah), LightCyclers ResoLight Dye (Roche, Indianapolis, IN), Syto9s (Invitrogen;
Carlsbad, CA, United States), SYBR Green BioRad iQ™S5 USA, Eva Greens (Biotum)
(Inc. Corporate Place, Hayward, CA) (Eischeid AC. SYTO, 2011)’dir. Tim bu
boyalarin kullanilmasi ile DNA metaryelinin denatiirasyonu gozlenerek kayit altina
alinmaktadir (Sekil 2.10) (Dirican ve ark., 2017). Boyalarin konsantrasyonundaki
yiiksekliklerin baz1 istenmeyen durumlar tetikleyebildigi kabul edilmektedir (Monis ve
ark., 2005).
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Sekil 2.10: HRM analiz yonteminin reaksiyon mekanizmasi. (a) Sicakliga bagh olarak cift
iplikli DNA’nin denatiirasyonu (b) HRM analizi sayesinde normalize egrilerin olusumu,
(c) Amplikonlarin melting (erime) egrisi ve erime sicakligina gore negatif tiirev egrisi

(dF/dT)

‘HRM analizi’ ile DNA fragmanlarinin dizilerine 6zgii erime profilleri elde
edilmekte, bu egriler normalize edilip fark profilleri olusturuldugunda ise diziler
arasindaki tek niikleotid farklar ortaya konabilmektedir (Wittwer ve ark., 2001).
Boylelikle DNA dizi analizine gerek kalmadan DNA’lar dizilerine gore
gruplandirilabilmektedir. Bu yaklasim metagenomik ¢alismalarda da kullanilmakta, bir
karisgtm halinde bulunan 16S rRNA amplikonlarinin dizi varyasyonlari, bu
amplikonlarin HRM profiline de yansimaktadir. Son yillarda yapilan calismalar,
bakteriyel komiinite profil parmak izi olusturmada sik¢a kullanilan ‘denatiiran gradyan
jel elektorforez (DGGE) yontemi’ yerine HRM analizinin kullanilabilecegini
gostermistir (Hjelmso vd. 2014; Kim ve Lee 2013). Bu durum, ytliksek maliyet ve is
giicii gerektiren c¢ok Ornekli c¢alismalarda, ylizlerce O6rnegin mikrobiyal komiinite
profillerinin bir giinde ortaya konmasini saglayarak bir devrim yaratma potansiyeline

sahiptir.
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2.8.5. Yeni Nesil Dizileme (YND) Yontemi

YND, Sanger DNA dizileme yonteminin ilk olarak 1977'de ortaya ¢ikmasindan
(Sanger ve ark., 1977; Mardis, 2008) birkag¢ on y1l sonra ona paralel gelistirilmis detayl,
yiiksek verimli bir DNA dizileme teknolojisidir. YND yonteminin temelinde, DNA
metaryelinin enzimatik reaksiyonlara girerek kesilmesi, DNA pargaralarinin
cogaltilmasi ve birden fazla DNA boéliimii ile havuz olusturulmasi yatar. Milyonlarca
kisa DNA pargasin1 ayni anda dizilememek miimkiindiir, béylece genomdaki tiim
bazlarin bir ka¢ defa okunmasi saglanir ve olasi varyasyonlar tespit edilerek daha
giivenli sonuglar verilebilir. YND ozetle, caligma yapilacak metaryelin genomik
DNA’smin ¢ikarilmasi ve ondan amaglanan bdlgelerin segilmesi, enzimatik yollarla
DNA’nin kesilerek havuz yapilmasi, havuzu kapsayan DNA’larin ¢ogaltilarak
dizilenmesi ve sonucun ham veri olarak islenmesi, kaynak dizi yardimiyla rita
¢ikarilmasi, degisim var ise yorumlanip tanimlanmasi, YND ya da Sanger sekanslama
yardimiyla dogrulama ve ayrism (segregasyon) analizinin yapilmasi, olasi patojenik
degisimlerin saptanmas1 ve alinan tiim verilerin raporlanmasi islemlerinden olusan bir
stiregtir (Buermans ve den Dunnen, 2014) (Sekil 2.11) (Garrido-Cardenas ve ark.,
2017).

- (Képrii amplifikasyonu ve ~ Amplifikasyonun
Ornek hazrl S s
| ek hazirama & ‘DNA ekleme ﬂ tamamlanmasi ve dizileme
Adaptér
g
DNA pargalan ii i § t
1 Hi
E
i i
Adaptor

Sekil 2.11: YND Temel Prensibi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Arastirmaya Anadolu Saglik Merkezi, Onkolojik Hematoloji Poliklinigi’nde nakil
hazirlik takibinde olan 25 hasta dahil edildi. Hastalardan nakil 6ncesi hazirlik rejimleri
baslamadan once ve nakli takiben 3. haftada olmak {izere toplam 2 kere digki 6rnegi
alind1. Hastalarin diski1 érnekleri kemik iligi vaka sorumlusu ve kemik iligi nakil (KiT)
servis hemsireleri tarafindan steril swap kabina alindi. Kaplardaki 6rnekler ¢alisilmaya
baslanana kadar uygun sartlarda (-80 °C) saklandi. Mikroorganizma DNA izolasyon
islemi 10’lu gruplar halinde Spin Column Niikleik Asit Izolasyon Kiti (Bioeksen,
Tiirkiye) kullanilarak yapildi. Izole edilen DNA’lar daha sonra HRM ve YND islemine
konulmak i¢in uygun sartlarda (-20 °C) saklandi.

3.2. Kontrol Grubu

Calismaya kontrol grubu olarak, hastalarin vericileri olan 25 saglikli birey dahil
edildi. Diski 6rnekleri nakil 6ncesi asilama rejimi dncesi alindi. Ornekler yine kemik
iligi vaka sorumlusu ve KIT servis hemsireleri tarafindan steril swap kabina alindi.
Ornekler ¢alisma baslanana kadar uygun sartlarda (-80°C) muhafaza edildi. Daha sonra
mikroorganizma DNA izolasyonu yapildi. Saglikli kontrol gruplarina da hasta grubu ile
ayni sekilde ve aym1 zamanda HRM ve YND testleri yapildi. Hastalarin ve kontrol
gruplarinin disk1 6rneklerinden niikleik asit izolasyon islemleri Istanbul Tip Fakiiltesi
T1ibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvart ve 16S rRNA ¢ogaltilmasi,
HRM ve YND analizleri Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri LTD.STI Laboratuvari’nda
yapild.

Etik kurul onay1 sonrasinda c¢alismaya dahil edilen goniilliilere (hasta ve saglikli

bireylere) bilgilendirme yapildi ve onam formu imzalatildi.

3.3. Calismaya Dahil Edilme Kriterleri
Bu caligmada asagida belirtildigi gibi mikrobiyotay:1 etkileyen faktorlere sahip
olmayan kisiler se¢ilmistir.
-Hamile olmak
-Kemoterapi ve radyoterapi almiyor ya da yakin zamanda almis olmast
-Gida alerjisi olmasi

-Malabsorsiyon olmasi



-Invazivenfeksiyona sahip olmasi

-3 ay Oncesine kadar antibiyotik kullanmis olmasi

-4 hafta 6ncesine kadar kortikosteroid kullanmis olmasi

-Immiinsiipresif ila¢ kullanmis olmasi

-Siilfosalazin, meselazin kullaniyor ise 4 hafta 6ncesine kadar birakmamis olmasi
-Son 6 ay igerisinde prebiyotik/probiyotik tedavisi almis olmasi

-Calismadan {i¢ ay oncesine kadar kolon temizligi yapilmis olmasi

3.4. Geregler

3.4.1. Cahsmada Kullanilan Genel Cihazlar

3.4.2. Caliymada Kullanilan Sarf ve Kimyasal Malzemeler

Derin dondurucu (-20 °C) (Siemens A++)
Derin dondurucu (-20 °C) (Bosch)
Derin dondurucu (-80 °C) (Sanyo)
Santrifiyj (Mikro) (Heraeus, Biofugo Pico)
Cubee GeneReach Spin Down Centrifuge
Multi Spin (Biosan MSC-600)
Vorteks (IKA, MS2)
Isitmali Calkalayici (Gerhardt)
Isitic1 Blok (Wealtec, HB-1)
Spektrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000)
Roche Lightcycler 96 qPCR Cihazi
Lenovo Bilgisayar
UV Transilliiminator
Elektroforez Jel Tank1
Su Banyosu
Mikrodalga

[llimuna MiSeq YND Cihazi
Ceker ocak

» Otomatik Pipet (10 pl’lik) (Axypet)
e Otomatik Pipet (100 pl’lik) (Axypet)

27
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o Otomatik Pipet (20-200 ul’lik) (Genex Beta)

» Otomatik Pipet (1000 pl’lik) (Hamilton, Axypet)

o Otomatik Pipet Ucu (10, 100 ve 1000 pl’lik) (BioPointe Scientific)
o 1,5 ml’lik ve 2 mI’lik mini santrifiij tlipii

e 0,5 mlI’lik gPCR cihaz tiipleri

3.5. Kullanilan Kitler

3.5.1. Diskidan Niikleik Asit izolasyon Kiti

« gPCR HRM Mix Kiti (Bio-Speedy)

* Biospeedy® Proof Reading DNA Polymerase 2x Reaction Mix

» Biospeedy® PCR Product Purification Kit

« YND ile Bakteriyal Metagenomik Analiz i¢in Kiitiiphane Hazirlama Kiti (16S rRNA
V3-V4 460 bp amplikon kiitiiphaneleri)

« PBS
« TBE

o Etidyiim Bromiir

» Agaroz
« RedSafe™ Niikleik Asit Boyama Cozeltisi

I S

Bio-Speody® Oda Secakivg

Diskidan Nukleik Asit Izolasyon Kiti
(100 Test)

202007 - 2022.00 CE R vy
o & =] 3
L 06-NA.164.100
I;O 2H00T09 1 1880

www.bioeksen.com.tr

Sekil 3.1: Niikleik asit izolasyon kiti



Sekil 3.2: Kit soliisyonlar1

3.5.2. Kullanilan Soliisyonlar

STL-P1 Liziz Tamponu
Pr-K Proteinaz K

GIT2 Kaotropik tuz

IP Baglama tamponu
WBI1 Yikama tamponu
WB2 Yikama tamponu
EB Eliisyon tamponu

3.5.3. Kullamilan Cihazlar ve Malzemeler

Otomatik Pipet (20-200 ul’lik) (Genex Beta)
Otomatik Pipet (1000 pl’lik) (Hamilton)
Otomatik Pipet Ucu (10, 100 ve 1000 pl’lik) (BioPointe Scientific)
1,5 mI’lik ve 2 mI’lik mini santrifiij tiipii
Kolon

Toplama Tiipii

Inhibitiip

Derin dondurucu (-20 °C) (Siemens A++)
Derin dondurucu (-80 °C) (Sanyo)

Santrifiij (Mikro) (Heraeus, Biofugo Pico)
Vorteks (IKA, MS2)

Isitmali Calkalayici (Gerhardt)

Isitic1 (Wealtec, HB-1)
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» Spektrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000)

3.5.4. HRM ile Bakteriyal Metagenomik Analiz Kiti

3.5.4.1. Kullanilan Soliisyonlar
« dH0

« Master Mix

+ Eva Green 50x

e Primer F

e PrimerR

3.5.4.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

« Otomatik Pipet (10, 100 ve 1000 pl’lik) (Axypet)
» Otomatik Pipet Ucu (10, 100 ve 1000 pl’lik) (BioPointe Scientific)
e 1,5 ml’lik ve 2 mI’lik mini santrifiij tiipt

+ Kolon

o Derin dondurucu (-20°C) (Bosch)

e 0.5 mI’lik qPCR cihaz tiipleri

» Roche Lightcycler 96 gPCR cihazi

» Lenovo Bilgisayar

» Cubee GeneReach Spin Down Centrifuge

« Biosan MSC-600 Multi Spin

e (Ceker ocak

3.5.5. YND ile Bakteriyal Metagenomik Analiz I¢in Kiitiiphane Hazirlama Kiti
(16S rRNA V3-V4 460 bp amplikon Kkiitiiphaneleri)

3.5.6. Kullamlan Kitler

» Nextera XT Index Kit

» Biospeedy PCR Product Purification Kit

» Biospeedy Proof Reading DNA Polymerase 2x Reaction Mix

3.5.7. Kullanilan Cihazlar

e Illumina Miseq

3.6. Diskidan Niikleik Asit izolasyonu
flk asamada numunelerden niikleik asit izolasyonu, diskidan niikleik asit izolasyon kiti
(Bioeksen, Tiirkiye) kullanilarak gergeklesmisir. DNA izolasyonu i¢in daha 6nce tanimlanmig

fiziksel (boncukla par¢alama veya sonikasyon), kimyasal (SDS veya CTAB) ve biyokimyasal
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(proteinazK, lizozim) parcalama ydntemleri farkli kombinasyonlarda uygulanmig ve en etkin
yontem belirlenmistir. Parcalanmis hiicrelerdeki DNA ve Protein molekiillerini ayirmak i¢in
silika kolonlar kullanilmig, RNA kontaminasyonu RNAaz uygulamasiyla giderilmistir (Sekil

3.3). Izolasyonun son asamasinda, silika kolonlarda tutunan DNA’lar, DNase/Pyrogen

bulundurmayan su i¢inde ¢6ziildii ve spektrofotometre yardimiyla ¢ikarilan niikleik asit orani ile
Ozgiinligii saptanmigtir. ‘OD260/0OD280° oram1 ‘1.8-2.0°, ‘OD260/0D230° orami ‘2.0-2.2’
olacak sekilde ve en az 10 ng/ul (tercihen 50-300 ng/uL) konsantrasyon araliginda DNA’lar
secilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.3: DNA izolasyon asamalari

Sekil 3.4: Spektrofotometre dl¢iimii

Diskidan Niikleik Asit izolasyonu Kitine ait gerekli 6zellikler;

Pargalama i¢in, CTAB, proteinaz K, Guanidium Tyosiyonat igermelidir.
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Kit ile swab, s1v1 ve kat1 besi yerinden alinan 6rnekler ile ¢alisilabilmelidir.

Silika membran teknolojisine sahip olmali, kit yeterli miktarda kolon ve yakalama tiiplerini
icermelidir.

PCR inhibitor eleme soliisyonu icermelidir.

DNA ekstraksiyon verimi en az 30 ng/mg numune olmalidir.

Elde edilen DNA’nin A260/280 indeksi 1.8-2.0 aras1 olmalidir

Izolasyon islemi 30 dakikadan kisa bir siirede tamamlanabilmelidir.

3.6.1. Uygulama Protokolii

200 mg ornek igerisinde 300 pL tampon (200 mM Tris-HCI, pH 8.0; 20 mM EDTA,
%10 Triton X-100) bulunduran tiiplere alinmistir ve 6000 rpm’de 1 dakika (dk) homojenizasyon
islemi gerceklestirilmistir. Ornegin {izerine, 10 pl Lizozim eklenmistir. 15 dakikada 37 °C’de
inkiibasyonu saglanmistir. Daha sonra numuneye 250 pl pargalama tamponu (0,5 pg/pl
Proteinaz K, %5 Tween® 20, 3M Guanidinium thiocyanate, 20 mM Tris-HCI, pH 8.0) ilave
dilerek 15 dk 37°C’de 5 dk 95 °C’de inkiibatérde bekletilmistir. Bu islemlere takiben 250 ul
izopropanol katilarak santrifiij edilmistir ve asamada silika kolonlar kullanilmigtir (Sekil 3.5).
Silika kolona bagli kalan DNA’lar yikama islemlerine 2 kez tabi tutulur (20 mM NaCl, 2 mM
Tris-HCI pH 7,5, %80 Etanol). DNA eliisyonu 50 pL 100 mM Tris-HCI, pH 8,0 kullanilarak
gergeklestirilmistir. DNA’lar bir sonraki isleme kadar -20 °C de saklanmustir (Sekil 3.6).

B = -

Sekil 3.5: Silika kolonlar
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Sekil 3.6: Saf DNA

3.7. HRM Analizi

HRM oncesi 16S rDNA bolgelerinin ¢ogaltimi PCR ile gerceklesmistir. Yapilan
tim HRM analizlerine dizisi bilinen bir standart DNA, referans HRM profilini elde
etmek i¢in dahil edilmistir. Elde edilen sicaklik-floresan siddeti ham verileri, Reja ve
arkadaglan tarafindan tanimlanan istatiksel yaklasimi temel alan Biospeedy® HRM
Analiz Yazilimi (Bioeksen Ar Ge Teknolojileri Ltd. Sti., Tiirkiye) kullanilarak ile analiz
edilmistir (Reja ve ark., 2010). HRM yazilim1 sicaklik-floresan siddeti ham verilerini
sicaklik - % floresan degisimi olacak sekilde normalize edilmistir. Elde edilen
normalize erime egrisi profillerinin, referans DNA’dan elde edilen erime egrisi
profilinden farklar1 alinarak farklilik profilleri elde edilmistir. Elde edilen farklilik
profilleri proje kapsaminda olusturulacak bir veri bankasinda saklanmaktadir. HRM
yazilimi, analiz edilen yeni numunelerden elde edilen farklilik profillerini, veri
bankasinda mevcut farklilik profilleriyle karsilagtirarak, analiz edilen numunenin HRM
profilinin veri bankasinda olup olmadigi konusunda bilgi vermistir. HRM analizi
sonucu orta g¢ikan profiller, Minitab 17 yazilim programiyla (Minitab, Ingiltere)
yapilarak kendi icinde karsilastirilarak dendrogramlar olusturulmustur. PCA
ordinasyonlariin hesaplanmasi ve korelasyon analizleri Minitab 17 yazilim programi

kullanilarak yapilmistir.

HRM analizleri sonucunda belirlenen gruplar, her grubun DNA’lar1 kendi

igerisinde birlestirilerek analiz edilmistir. 16S rRNA geninin VV3-V4 bélgelerini i¢eren
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ortalama 460 bp’lik bir hedeflemistir Amplikon havuzlarinin yapilmasi igin kullanilacak
primer ¢ifti 16S rRNA geninin V3-V4 bolgesini kapsayan yaklasik 460 bp’lik bir alan
hedeflemistir (Klindworth ve ark., 2013). Amaglanan spesifik primer ikililerinin 5’
ucuna, olusturulacak havuzun Illumina indeks ile dizileme adaptorleri uyumlulugunin

saglanmasi i¢in konnektdr DNA dizileri eklenmistir. 16S rRNA’ya 6zel ve bu bolgeyi

amaglayan primer-konnektor dizileri ileri primer icin
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3’ ve geri primer icin 5°-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’ olarak belirlenmistir.

HRM ile Bakteriyal Metagenomik Analiz Kiti igerisinde kullanilacak DNA

polimeraz enzimine ait gerekli 6zellikler:
Sicak baslangi¢ 6zelligi olmalidir.
Proof reading 6zelligi olmalidir.
Yiiksek aktiviteli flizyon protein icermelidir.
Primer dimer olusturmamalidir.

HRM ile Bakteriyal Metagenomik Analiz Kiti igerisinde kullanilacak olan

floresan boya interkalasyon 6zellikli olmalidir.

Kit igerindeki tampon ¢ozeltide reaksiyonun c¢alismasi igin gerekli iyonlarin yan
sira inhibisyon engelleyici Bovin serum albiimin (1,6 mg/ml) ve DMSO (%2) maddeleri

bulunmalidir.

Kit igerisinde gonderilen primerler 100pmol/uL konsantrasyonunda olmali ve
primerlerin ¢alisma sicakligi ile hedef bolgeye ait bilgiler kullanim klavuzunda

belirtilmelidir.

HRM ile Bakteriyal Metagenomik Analiz Kitinin tiim c¢alisma prensibini,
calisma kosullarin1 ve Real-Time PCR cihazi programin iceren bilgiler kit ile tedarik

edilmedir.

Kit yalnizca bakteriyal organizmalara spesifik olup Okaryotik organizmalari

cogaltmamalidir.
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Kit, bakteriyal 16 rRNA geninde en biiyilik varyasyon oranina sahip olan V3-V4

bolgelerini ¢ogaltmalidir.

Elde edilen sonugclar istenildigi takdirde, kit saglayicis1 tarafindan HRM analiz
yazilimi ile degerlendirilmelidir. Bu nedenle, kit saglayicisi biinyesinde bir HRM analiz

yazilim1 bulundurmalidir.

3.7.1. Uygulama Protokolii

1.S1rastyla her bir 6rnek i¢in SulL Master Mix 2x, 0,0025uL Primer F, 0,0025uL
Primer R, 2,75uL H20 ve 0,20uL Eva green 50x prob hazirlandi. 2.Primer F ve Primer
R 1/60 oraninda sulandirilarak kullanildi. 3.Her bir kuyucuga 8uL karisim ve 2uL. DNA
eklendi 4. Toplamda kisi bast i¢in 2ul 6rnek ve 8uL diger malzemeler olmak iizere
10uL karigim hazirlandr (Sekil 3.7). 5.Kuyular 8’li stripler halinde {izerleri kapatilarak
gqPCR cihazina kondu. 6.Bact342f (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3') ve Bact534r (5'-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3") primer cifti ile hedeflenmistir. PCR 1 dongii 3 dakika
95°C; 40 dongii 20 saniye 95°C, 20 saniye 53°C ve 30 saniye 72°C kosullarinda
gerceklestirilmistir. 7.PCR sonrasinda yapilmis olan standart HRM analizinde sicaklik
65°C’den 95°C’ye 0.05°C/sn hizla ¢ikartilmis, bu sirada araliksiz floresan okunmustur
(Sekil 3.8).

Sekil 3.7: Karisim hazirlama asamalari
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Sekil 3.8: qPCR Cihazi

3.8. Yeni Nesil Dizileme Yontemi

Caligmada kullanilan her iki yontem de niikleik asitlerin mikrobiyal bir 6rnekten
ekstraksiyonu ile baglar. Daha sonra, 16S rRNA geni PCR amplifikasyonuna tabi tutulur
ya da kiiglik DNA fragmanlari (shotgun metagenomikleri) halinde kesilir. Ortaya ¢ikan
16S rRNA gen amplikonlar1 veya kesilmis DNA fragmanlari, YND teknikleri
kullanilarak dizilenir. Son olarak, tiim dizi verileri, arastirmacinin test edilen 6rnegin
taksonomik bilesimini ve/veya fonksiyonel kapasitesini kesfetmesine olanak taniyan
kapsamli bir biyoinformatik algoritmalar dizisi kullanilarak islenir. Operasyonel
taksonomik birimleri (OTU) ¢ok benzer dizilerden olusan bir gruptur (Stefan ve ark.,
2019).

YND, patojenik mikroorganizmalarin tespiti, tanimlanmas1 ve karakterizasyonu,
bulasici hastaliklar i¢in uygun (antimikrobiyal) tedavinin olusturulmasinda 6nemli bir

yontemdir (Lagier ve ark., 2015).

"YND" terimi tek bir teknigi gostermez; son on yilda gelistirilen Sanger sonrasi
dizileme teknolojilerinin toplulugunu ifade eder. Bu yenilikler arasinda sentez yoluyla
siralama (Ronaghi ve ark., 1998), ligasyon yoluyla siralama (Shendure ve ark.,2005),
iyon yari iletken dizileme (Rothberg ve ark., 2011) ve digerleri bulunur. YND
teknolojileri, ¢cok sayida numuneden daha az maliyetle son derece yiiksek verim

saglamasi bakimindan Sanger yonteminden farklidir (Mardis, 2011). Milyarlarca DNA
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niikleotidi dizilenebilir bu da 6nemli dlgiide daha fazla sonug verir ve Sanger dizileme
ile kullanilan parca klonlama yontemlerine olan ihtiyaci en aza indirir (Metzker, 2010).
Ikinci nesil sekanslama yoéntemleri, amplifiye edilmis DNA  klonlarinm
sekanslanmasindan ziyade amplifiye edilmis sekanslama kiitiiphaneleri hazirlama
ihtiyaciyla karakterize edilirken, {igiincli jenerasyon tek molekiiler sekanslama, zaman
alict ve maliyetli amplifikasyon Kkiitiiphanelerinin yaratilmasina gerek kalmadan

yapilabilir. (Thompson ve Milos, 2011).

YND ile Bakteriyal Metagenomik Analiz Kiti igerisinde kullanilacak DNA

polimeraz enzimine ait gerekli 6zellikler:
a. Sicak baslangi¢ 6zelligi olmalidir.
b. Proof reading 6zelligi olmalidir.
c. Yiiksek aktiviteli flizyon protein igermelidir.
d. Primer dimer olusturmamalidir.

e. YND ile Bakteriyal Metagenomik Analiz Kiti igerisinde kullanilacak olan

floresan boya interkalasyon 6zellikli olmalidir.

Kit icerindeki tampon ¢dzeltide reaksiyonun ¢alismasi i¢in gerekli iyonlarin yant
sira inhibisyon engelleyici Bovin serum albiimin (1,6 mg/ml) ve DMSO (%2) maddeleri

bulunmalidir.

Kit igerisinde gonderilen primerler 100pmol/ul konsantrasyonunda olmali ve
amaglanan bolgeye 6zel primer ikililerinin 5’ ucuna, hazirlanan havuzun Illumina
indeks ve dizileme adaptérleri uyumlulugunin saglanmasi i¢in konnektor DNA dizileri

eklenmelidir.

Kit icerisinde PCR’dan elde edilen amplikonlarin saflastirilmasi i¢in gerekli

komponentler bulunmalidir.

Kit igerisinde, Saflastirilan amplikonlara adaptor ekleme amagli ikincil PCR i¢in

gerekli reaktantlar ve illumina sekanslama adaptérleri bulunmalidir.

Kit icgerisinde, llumina platformuna uygun kiitiiphane havuzu olusturmak ve
havuzlanan kiitliphanelerin sekans Oncesi seyreltme ve denaturasyon islemleri igin

gerekli sarflar bulunmalidir.
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YND ile Bakteriyal Metagenomik Analiz Kitinin tim caligma prensibini ve

calisma kosullarini igeren bilgiler kit ile tedarik edilmedir.

Kit yalnizca bakteriyal organizmalara spesifik olup okaryotik organizmalari

¢ogaltmamalidir.

Kit, bakteriyal 16 rRNA geninde en biiyilik varyasyon oranina sahip olan V3-V4

bolgelerini ¢ogaltmalidir.

Elde edilen sonuglar istenildigi takdirde, kit saglayicisi tarafindan YND analiz
yazilimi ile degerlendirilmelidir. Bu nedenle, kit saglayicisi biinyesinde bir HRM analiz

yazilim1 bulundurmalidir.
Yeni nesil dizileme kiti sentez ile dizileme yontemi temelli olmalidir
Kit ile bir isletimde en az 8 Gb data elde edilmelidir.
Elde edilen datanin en az %75 ‘inin QC 30 ve iizerinde olmas1 gerekmektedir.

Kit eslestirilmis u¢ dizilemesi igin kullanilabilmelidir.

3.8.1. Uygulama Protokolii

Bu calismada, HRM analizleri sonucunda belirlenen gruplar, her grubun
DNA’lar1 kendi igerisinde birlestirilerek analiz edilmistir. ilk yapilan PCR isleminde
“Biospeedy® Proof Reading DNA Polymerase 2x Reaction Mix” kullanilmistir ve tiim
primerlerden 200 nm uygulanmistir. Biorad CFX Connect Cihazinda su 1si1l dongii
programi izlenmistir: 95°C’de 3 dakika; 25 dongii 95°C’de 30 saniye, 55°C’de 30
saniye ve 72°C’de 30 saniye; 72°C’de 5 dakika. PCR iiriinii agaroz jelde ytiriitiilerek
boyutu (~550 bp) dogrulanmis, “Biospeedy® PCR Product Purification Kit”

yardimiyla saflastirilmistir.

Saflagtirma islemi ger¢eklesmis PCR numunesinin ikinci PCR basamagi ve
[llumina’nin dizileme adaptorleri Nextera XT Index Kiti (Illumina, ABD) kullanilmigtir.
PCR islemi dongii siralamasi, 3 dk 95°C; 8 dongii 30 sn 95°C’de, 30 sn 55°C’de, 30 sn
72°C son olarak da 5 dk 72°C olarak planlanmistir. ‘PCR’ iiriinii, “Biospeedy® PCR
Product Purification Kit” (Bioeksen, Tiirkiye) yardimiyla saflastirilmistir. Kiitiiphane
hazir hale ‘Bioanalyzer DNA 1000 cipi’ ile boyut (~630 bp) kontrolii yapilarak
getirilmistir. Kiitiiphanenin son hali 10 mM Tris pH 8.5’un 4 nM’e seyreltilerek

getirilmistir. 5 pl’lik pargalar seklinde havuzu olusturmak i¢in bir araya getirilmistir.
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Kimeleme ve dizilme oncesi hazirlik, havuz olusturulan kiitiphanelerin NaOH
kullanilarak denatiirasyonunun saglanmasi, hibridizasyon tamponu yardimiyla
seyreltilerek gerceklesmistir. Sicaklik ile denatiirasyon saglandiktan sonra MiSeq
dizileme yapilmistir. Bu islemde ‘lllumina MiSeq v3 reaksiyon kitleri’ kullanilmustir.

Biitiin reaksiyonlara kontrol amagli %5 PhiX dahil edilmistir.

3.9. Antibiyotik Diren¢ Testi
3.9.1. Kullanilan Coézeltiler ve Hazirlanmislar:

3.9.1.1. Niikleik Asit Boyama Cozeltisi

“RedSafe™ niikleik asit boyama c¢ozeltisi (20.000x)” kullanima hazir ve
kanserojen olmayan bir boya oldugundan calisgmamizda tercih edilmistir. Kullanici
talimatia gore 100 ml %1°lik agaroz jel icin 5 ul RedSafe™ Nucleic Acid Staining

Solution kullanilmustr.

3.9.1.2. %1’lik Agaroz Jel

100 ml 0,5X TBE’ye ve 1 gr agaroz katarak mikrodalga firinda iginde partikiil
kalmayana kadar eritilmistir. Hazirlanan jel, su banyosunda 55 °C’de, 10-15 dakika
bekletildikten sonra 5 pul etidyum bromiir ile muamele edilmistir. Jel, kasete dokiilmiis
ve kuyucuklarin olugmasi igin tarak yerlestirilmistir. Oda sicakliginda donmasi igin

bekletilmistir.

3.9.1.3. X Taq PCR Master Mix
Ticari sekilde mevcut bulunan bu ¢dzelti igerisinde primerler ve DNA hari¢ PCR
icin gereken tiim malzemeler bulunmaktadir. Cozelti direkt 2X olarak sulandirilmadan

kullanilmastir.

3.9.1.4. Primerler
Calismamizda kullanilan primerler Tablo 3.1°de yer almakttadir. Bu primerler
Klebsiella pneumoniae i¢in daha 6nce de kullanilmis olan ve spesifik karbapenem

direncini gostren gen bolgelerini igeren bdlgelerdir.
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Tablo 3.1: Calismada kullanilan primerler

Primer

Primer Ad1 | Primer Dizisi AR

F: 5-CGCTTTGCGATGTGCAG-3'
Dl C T XM e ACCGCGATATCGTTGGT3 550 bp

F: 5-TCTCGACATGCCGGGTTTCGG-3'
blaN DM e ACCGAGATTGCCGAGCGACTT.3 | 472 P

F: 5-TTGGTGGCATCGATTATCGG-3
OXA-48 o 5 GAGCACTTCTTTTGTGATGGC.3 | 3P

F: 5'-TGTCACTGTATCGCGGTC-3'
KPC R: 5'-CTCAGTGCTCTACAGAAAAAC-3' 900 bp

Liyofilize haldeki primerlerine sirastyla primer sentez raporuna gore RNAz,
DNAz igermeyen su ilave edilerek 100 mikron (uM) karigimlar hazirlanmigtir. Bu

karisimlar 10 pmol’e ¢evirilerek ¢alismamizda kullanlmastir.

3.10. DNA Amplifikasyonu

Timii 25 pl olan PCR karisiminda, zaten izole edilmis olan 1 ul DNA
kullanilmustir. Bir 6rnek i¢in 12,5 pl 2X Taq PCR Master Mix, 0,5 ul (10pmol) F ve R
primerleri kullanilarak hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak laboratuvar arsivinde

bulunan kontrol suslar1 kullamismustir.
PCR reaksiyonlar1 gerekli optimizasyonlar sonucunda;

OXA48: 94°C’de 5 dk, 35 dongii 94°C’de 60 s, 56°C’de 45 s, 72°C’de 60 s ve bitis
reaksiyonu i¢in 72°C’de 7 dk seklinde gerceklestirilmistir.
NDM: 94°C’de 5 dk, 35 dongii 94°C’de 45 s, 60°C’de 45 s, 72°C’de 60 s ve bitis
reaksiyonu igin 72°C’de 2 dk seklinde gerceklestirilmistir.
KPC: 94°C’de 5 dk, 35 dongii 94°C’de 45 s, 55°C’de 45 s, 72°C’de 60 s ve bitis
reaksiyonu i¢in 72°C’de 2 dk seklinde gercgeklestirilmistir.

CTXM-1: 95°C’de 2 dk, 30 dongii 95°C’de 60 s, 62°C’de 45 s, 72°C’de 45s ve bitis

reaksiyonu i¢in 72°C’de 5 dk olarak belirlenmistir ve gergeklestirilmistir.
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3.10.1. Elektroforez
10 pl amplifikasyon iirlinii (yiikleme tamponlu mix) 0,5X TBE c¢ozeltisi
icerisindeki “RedSafe™ Niikleik asit boyama ¢ozeltisi ile boyanmis ve %1°lik agaroz

jel kullanilarak 100 volt (V)’da 45 dakika ilerlemesi saglanmstir.

3.10.2. Goriintiilleme
Elektroforezden hemen sonra, jel transliminatére konarak UV varliginda

gorilintiilenme islemi yapilmastir.

3.11. istatistiksel Analiz

Bu tez calismasmin istatistiksel analizi ‘Toplum Bilimleri Istatistik paketi
(Statistical Package for Social Sciences, SPSS) 22.0 paket programi’, Graphpad
programi ve R programlama dili ile yapildi. Verilerde medyan, frekans, oran ve
ortalama ve standart sapma hesaplamalar1 yapilmistir. Bagimli nicel veriler analiz
edilirken Wilcoxon, nitel bagimsiz veriler analiz edilirken de Ki-kare testi secildi.
Spearman Korelasyonu ise korelasyon analizi igin kullanild. Istatistiksel olarak anlam

p< 0,05 degeri alind1.

Mikrobiyota analizinde indeks ve primer sekanslar1 kirpilacak ve sonrasinda
Ozglin sekanslar tanimlanmigtir. Kirpilan 6zgiin sekanslar SILVA rRNA veri tabani
algoritmas1 kullanilarak hizalanmistir. Bu adimdan 6nce SILVA veritaban1 (Pruesse ve
ark., 2007) dizileri kesilerek sadece V3-V4 bolgesinin olmasi saglanmustir. Dizilerin iKi
ucunda bulunan uygun olmayan diziler filtreleme yontemi kullanilarak uzaklastirilmigtir
boylece hata kontrolii saglanmistir. On kiimeleme yapilarak kirlilik engellenmistir.
UCHIME (Edgar ve ark.,, 2011) kodu kullanilarak kimera elemesi yapilmistir.
Siniflandirma, diziler iizerinde Mothur-Bayesian ile yapilmistir. Gerekli bilgiler
(taksonomi dosyalar1 ve referans), SILVA veri tabanindan (Pruesse ve ark., 2007) elde
edilmistir. OTU segildikten ve SILVA rDNA veri tabanina gore taksonomik tayini
yapildiktan sonra OTU’lar filotiplerine gore gruplandirilmistir. Taksonomik
smiflandirma i¢in Bacteria Silva veri bankast ve analiz i¢in QIIME 2 programlari

kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya kan hastalig1 olan ve hematopoetik kok hiicre nakli olmus 25 hasta ve
birinci derece akrabalik iligkisi bulunan 25 hasta yakini (vericileri, kontrol grubu) dahil

edildi. Hastalar ile kontrol grubunun cinsiyet ve yas dagilimi Tablo 4.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1: Calisma gruplarim demografik verileri

Alci Verici
(Ort.ts.s.) (Ort.ts.s.)
Yas Dagilim 46,24+14,86 yil 43,40+13,20 y1l
Cinsiyet Dagilim
(Erkek, Kadin) 15,10 17,8

Calismada yer alan 25 hastanin HKHN sonrasi ilk 100 giinliik sag kalim orani
%80 olarak bulundu. Hastalarin %]16’sinda hastalik tekrar1 ve aGVHD gelistigi
gozlendi. Engrafman olan hastalarin %20’si full kimerikti. HLA uyumu hastalar ve
vericiler arasinda 10/10 ve vericilerin 1 tanesi (erkek kuzen) hari¢ hepsi hastalarin
kardesi (16 erkek kardes, 8 kiz kardes) idi. Kok hiicre kaynaginin %92’si ¢evre kani
olurken, %8’ kemik iligi idi. Hem hasta hem vericiler de 0 RH+ en sik rastlanan kan
grubu olmustur. Hastalara nakil Oncesi ve sonrast kemoterapi, antibiyotik,
immiinsupresif ve antiviral ilaglar kullanilmistir. Hastalarin nakle ait komplikasyonlari

Tablo 4.2°de belirtilmistir.
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Tablo 4.2: Nakle ait komplikasyonlar

Komplikasyonlar n (%)
flk 100 Giinliik Sag Kalim 80
Hastalik Tekrari 16
aGVHD Gelisimi 16
ik 3 Haftada Full Kimerik 20
Graft Rejeksiyonu 0
HLA Uyumu

HLA Tam Uyumlu 100
HLA Kismi Uyumlu 0
Akraba Dis1 0
Kok Hiicre Kaynagi

Cevre Kani 92
Kemik Iligi 8

aGVHD Profilaksisi

Endoxan (Siklofosfamid), Sandimum (Siklosporin), Prograf

(Takrolimus), Cellcept (Mikofenolat mofetil)

Kondisyon Rejimleri
Miyeloablatif (MA) Rejim

Non-Miyeloablatif (NMA) Rejim

Busulfex  (Busulfan), Endoxan  (Siklofosfamid),  Fludara
(Fludarabin), Alkeran (Melfalan), ATG (Anti-insan-t-lenfosit-
immunoglobulini), TBI (Tim beden 1sinlanmasi), Trecondi

(Treosulfan)

Antibiyotikler

Bactrim (Siilfametoksazol, Trimetoprim), Tazocin (Piperasilin
sodyum, Tazobaktam sodyum), Amikozit (Amikasin siilfat),
Targocid  (Teikoplanin), Meronem (Meropenem trihidrat),
Colimycin (Kolistimetat sodyum), Fosit (Fosfomisin sodyum), Cipro
(Siprofloksasin hidrokloriir monohidrat), Zinnat (Sefuroksim),

Triflucan (Flukonazol), Vfend (Vorikonazol), Zyvoxid (Linezolid)
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Calismaya dahil olan 25 hastada toplam 11 adet farkli hematolojik malignite
vardi. Bu gruptaki cesitler arasinda akut miyeloid 16semi (AML), myelodiplastik
sendrom (MDS), multiple myeloma (MM), non-hodgkin lenfoma (NHL), hodgkin
lenfoma (HL), akut lenfoblastik l6semide (ALL), kronik miyeloid losemi (KML),
kronik myelomonositik 16semi (KMML), idyopatik aplastik anemi (IAA), primer
myelofibroz (PMF), kronik miyeloproliferatif hastaliklar (KMPH) bulunuyordu. 25
hastadan 4 kisi aGVHD gelistirdi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: aGVHD dereceleri ve hastalik ¢esitleri

Tam N=25
AML 6
MDS 4
MM 2
NHL 3
HL 1
ALL 2
KML 2
KMML 1
1AA 1
PMF 1
KMPH 2
aGVHD Gelisimi N=4
Derece | 3
Derece 11 0
Derece 111 0
Derece IV 1

Calismada alict ve vericileri arasinda tam HLA doku uyumu bulunuyordu. Alict
ve vericilerde en yiiksek frekansa sahip aleller; HLA-A*02:01, HLA-B*51:01, HLA-
C*06:02, HLA-DR*15:01, HLA-DQ*03:01 olmustur (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: Hastalarda ve kontrol grubunda en ¢ok goriilen HLA alelleri

Alci-Verici HLA Antijeni f

HLA-A*02:01 25
HLA-B*51:01 14
HLA-C*06:02 18
HLA-DR*15:01 14
HLA-DQ*03:01 34

4.1. Mikrobiyota Analizi

Tiim hastalardan nakil 6ncesi ve engrafman sonrasi olmak iizere iki kere diski
ornegi alindi. Her iki 6rnege mikrobiyota analizi yapildi. Allo-HKHN ve aldig1 tedaviler
sonucunda Ornekler arasinda, Oncesi-sonrasi seklinde karsilastirma yapildi. Her bir

ornege ilk olarak HRM analizi yapildi ve bunun sonucunda dendogramlar ¢ikarild:

(Sekil 4.1: A, B, C).

Nakil Oncesi

97,21

98,14

Similarity

99,07 -

100,00 ,—'—s—‘——~— !_Ll_\ ;—‘=~?_ ﬁ‘ﬁ_';—‘_\

} f Y f t
N0 6NO 2:NO 17-NO 7-NO 19-NO 22-NO NG 20-NO 29-NO 30-NO 5NO 14-NO 26-NO 27-NO 24-NO 4-NO 10-NO 1SNO 16-NO 9NO 18-NO 21-NO 23-NO
Variables

A: Nakil oncesi
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Nakil Sonrasi
96,67 -
z 97.78
=
L 1
E
12
98,89
L = =
100,00 — t T ] f T i 1 T T T f 1 T ] i } f j }
1-NS 14-NS 30-NS 21-NS 4-NS 22-NS 6-NS 17-NS 20-NS 2-NS 5-NS 9-NS 16-NS 23-NS 27-NS 29-NS 3-NS 10-NS 18-NS 15-NS 7-NS 19-NS 26-NS 25-NS
Variables
B: Nakil sonrasi
Donér
97,84 -
z 98,56-
T
L]
E
@
99,28 -
100,00 ~ — e e
1D 100 80 14D 1D 190 3D 90 150 B0 170 20 SO 20 4D 160 6D 18D 20 2D 70 0D 140 20 20 20 260 7D WD
Variables

C: Vericiler

Sekil 4.1: HRM analizi sonucu dendogram cizimleri

4.2. Mikrobiyota ile allo-HKHN iliskisi

Dendogram sonuglarina gore en yakin ¢ikan kollar beraber gruplanarak havuzlar
olusturuldu. Toplamda; vericiler igin 4 (Tablo 4.5), nakil oncesi i¢in 6 (Tablo 4.6) ve
nakil sonrasi i¢in 6 (Tablo 4.7) havuz olmak {izere 3 grup, 16 niikleik asit (NA) havuzu

olusturuldu. Hastalarin nakil 6ncesi, nakil sonrast Ornekleri ile vericilerin O6rnekleri

YND yontemiyle detayl analiz edildi.



Tablo 4.5: Vericilerin havuzlar

47

V-Havuz 1

V-Havuz 2

V-Havuz 3

V-Havuz 4

Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Proteobacteria

Actinobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Actinobacteria

Proteobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

Tenericutes

Verrucomicrobia

Verrucomicrobia

Tenericutes

Cyanobacteria

Tenericutes

Tenericutes

Verrucomicrobia

Verrucomicrobia

Cyanobacteria

Elusimicrobia

Kiritimatiellaeota

Kiritimatiellaeota

Cyanobacteria

Synergistetes

Tablo 4.6: Alicillarin nakil oncesi NA havuzlar

NO-Havuz 1

NO-Havuz 2

NO-Havuz 3

NO-Havuz 4

NO-Havuz 5

NO-Havuz 6

Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Verrucomicrobia

Proteobacteria

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Verrucomicrobia

Verrucomicrobia

Proteobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

Tenericutes

Epsilonbacteraeota

Tenericutes

Patescibacteria

Cyanobacteria

Patescibacteria

Synergistetes

Epsilonbacteraeota

Patescibacteria

Fusobacteria




Tablo 4.7: Hastalarin nakil sonrast NA havuzlar
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NS-HAVUZ 1

NS-HAVUZ 2

NS-HAVUZ 3

NS-HAVUZ 4

NS-HAVUZ 5

NS-HAVUZ 6

Proteobacteria

Firmicutes

Bacteroidetes

Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Bacteroidetes

Proteobacteria

Firmicutes

Bacteroidetes

Proteobacteria

Bacteroidetes

Firmicutes

Bacteroidetes

Proteobacteria

Synergistetes

Actinobacteria

Proteobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

Verrucomicrobia

Proteobacteria

Bacteroidetes

Actinobacteria

Epsilonbacteraeota

Actinobacteria

Actinobacteria

Verrucomicrobia

Fusobacteria

Hastalarin nakil oncesi ve nakil sonrasi1 (engrafman) orneklerinde belirgin bir

farklilik vardi. Vericilerilerin mikrobiyotas1 hastalarin nakil 6ncesi mikrobiyota

florasina yakin bulundu. Hastalarda nakil 6ncesi ve nakil sonrasi istatistiksel olarak

anlamli gesitlilik kayb1 oldugu saptandi (p=0,02). Vericilerin bagirsak mikrobiyotasinin

%70’ini Firmicutes filumu olustururken, %24’{inii Bacteriodetes filumu olusturuyordu.

Hastalarin nakil Oncesi bagirsak mikrobiyotasinin  %63’tinti  Firmicutes filumu,

%?24’inli Bacteriodetes filumu ve %11’ini Proteobacteria filumu olusturuyordu.

Hastalarin nakil sonrasi bagirsak mikrobiyotasinin %54’iinii Firmicutes filumu, %25’ini

Bacteriodetes filumu ve %20’sini Proteobacteria filumu olusturuyordu (Sekil 4.2: D, E,

F).
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Sekil 4.2: Mikrobiyotadaki baskin filumlar

Actinobacteria
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Vericilerde Firmicutes (%70), Bacteriodetes (%24), Proteobacteria (%4) ve

Actinobacteria (%1) filumlar1 bulunmustur (Sekil 4.3).

Goreceli Miktarlar (%)

0,8
0,6
0,4
0,2
0,0~ _—— é
Actinnl;acteria Bactar:: idetes Ptntaollnacturia Firrni't:utat

Sekil 4.3: Vericideki baskin filumlar
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4.3. Mikrobiyota ve Engrafman

Allo-HKHN o6ncesi alinan digki 6rnegi ile engrafman saglandiktan sonra alinan
diski Ornegi karsilastirildiginda, Roseburia (p=0,01) (Sekil 4.4), Bifidobacterium
(p=0,05) (Sekil 4.5), Faecalibacterium (p=0,04) (Sekil 4.6) ve Dorea (p=0,05) (Sekil
4.7) cinslerinde istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goézlemlenmistir. Blautia
(p=0.,2) (Sekil 4.8), Lactobacillus (p=0,1) (Sekil 4.9), Ruminococcus (p=0,6) (Sekil
4.10), Akkermansia (p=0,1) (Sekil 4.11), Barnesiella (p=0,2) (Sekil 4.12), Dialister
(p=0,3) (Sekil 4.13) ve Prevotella (p=0,3) (Sekil 4.14) cinslerinde azalma
gozlemlenmistir fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Lachnoclostridium
(p=0,1) (Sekil 4.15), Bacteriodes (p=0,1) (Sekil 4.16) ve Veillonella (p=0,3) (Sekil
4.17) cinslerinde artis oldugu gozlemlenmistir fakat istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

_Roseburia Cinsi igin
Makil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.4: Nakil oncesi ve sonrasi i¢cin Roseburia cinsi seviyeleri



Bifidobacterium Cinsi igin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.5: Nakil oncesi ve sonrasi i¢in Bifidobacterium cinsi seviyeleri

Faecalibacterium Cinsi icin
Makil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.6: Nakil dncesi ve sonrasi i¢cin Faecalibacterium cinsi seviyeleri



Dorea Cinsi igin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.7: Nakil oncesi ve sonrasi i¢in Dorea cinsi seviyeleri

. Blautia Cinsi igin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.8: Nakil onesi ve sonrasi icin Blatuia cinsi seviyeleri
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Lactobacillus Cinsi icin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.9: Nakil oncesi ve sonrasi i¢in Lactobacillus cinsi seviyeleri

Ruminococcus_1 Cinsi igin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.10: Nakil oncesi ve sonrasi icin Ruminococcus_1 cinsi seviyeleri
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Sekil 4.11: Nakil oncesi ve sonrasi icin Akkermansia cinsi seviyeleri

Barnesiella Cinsi igin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.12: Nakil oncesi ve sonrasi icin Barnesiella cinsi seviyeleri



_ Dialister Cinsi icin
Makil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.13: Nakil oncesi ve sonrasi icin Dialister cinsi seviyeleri

Prevotella_9 Cinsi icin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.14: Nakil oncesi ve nakil sonras1 Prevotella_9 cinsi seviyeleri



Lachnoclostridium Cinsi icin
Makil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.15: Nakil oncesi ve sonrasi icin Lachnoclostridium cinsi seviyeleri

Bacteroides Cinsi i¢in
Makil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.16: Nakil oncesi ve sonrasi icin Bacteriodes cinsi seviyeleri



_Veillonella Cinsi icin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.17: Nakil oncesi ve sonrasi icin Bacteriodes cinsi seviyeleri
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4.4. Mikrobiyota ve aGVHD
Allo-HKHN’ni takiben aGVHD gelistiren hastalarda Enterococcus (p=0,3)
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(Sekil 4.18) cinsinde artis gozlenmistir fakat istatistiksel olarak anlam bulunmamistir

Streptococcus (p=0,3) (Sekil 4.19) cinsinde belirgin bir farklilik gériilmemistir.
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Enterococcus Cinsi icin
Makil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.18: Nakil oncesi ve nakil sonras1 Enteroccocus cinsi seviyeleri

Streptococcus Cinsi igin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.19: Nakil éncesi ve nakil sonrasi Streptococcus cinsi seviyeleri

4.5. Mikrobiyota ve Diren¢ Genleri
Nakil sonrasi digki 6rneklerinde genis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) pozitif
bakterilerin varlig1 arastirllmistir. Pozitif olan hastalarda Klebsiella (p=0,4) (Sekil 4.20)

cinsinin artmig oldugu gozlenmistir fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.



__ Klebsiella Cinsi igin
Nakil Oncesi ve Sonrasi Seviyeleri
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Sekil 4.20: Nakil oncesi ve nakil sonrasi Klebsiella cinsi seviyeleri

4.6. Diren¢ Geni Bulgular:

60

Hastalarin nakil sonrasi digki 6rneginden yapilan testte, KPC ve NDM gen
pozitifligi bulunmadi. %16 CTXM-1 geni, %16 CTXM-1/OXA-48 gen birlikteligi

saptand1 (Tablo 4.8).



Tablo 4.8: GSBL pozitifligi

Hasta Grubu

Alcr (Nakil Sonrasi) %

KPC Pozitifligi 0
NDM Pozitifligi 0
OXA-48 Pozitifligi 0
CTXM-1 Pozitifligi 16
OXA 48+CTXM-1

Pozitifligi 16

4.7. Mikrobiyota ve HLA
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HLA alelleri arasinda homozigotluk olan kisilerde mikrobiyota c¢esitliligi

heterozigot olanlara gore daha az oldugu saptanmistir ve bu istatistiksel olarak anlaml

olarak bulunmustur (p=0,02).

Calismamiza dahil olan alic1 ve vericiler de en fazla frekansa sahip HLA aleli
HLA-DQB1*03:01 (f=34) olmustur. Allo-HKHN sonrasi toplamda 5 relaps gelistirmis
hastanin 4’tinde (p=0,1), 5 GVHD gelistiren hastanin 1’inde (p=0,2) ve 7 exitus olan

hastanin 3’iinde (p=0,5) HLA-DQB1*03:01 aleli varlig1 saptanmistir fakat istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir. Bunun yani sira ex olan 1 hastanin ve GVHD gelistiren 1

hastanin DQB1 lokusunda 03:01 homozigotlugu tasidig1 saptanmistir.

Tablo 4.9: HLA DRB1*03:01 ile GVHD/Relaps/Exitus iliskisi

GVHD (+) |GVHD (-) [ Relaps (+) | Relaps (-) | Exitus (+) | Exitus (-)
HLA DQB1*03:01 (+) 1 12 4 9 3 10
HLA DQB1*03:01 (-) 2 9 1 11 4 8

HLA-DRB1*03:01 bulunan bireylerde Ruminococcaceae ailesi iiyelerinin daha

fazla oldugu goriilmiistiir fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,2).
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5. TARTISMA

Mikrobiyota, insan viicudunun en Onemli metabolik diizenleticilerden birisi
oldugu kabul edilmektedir. Mekanizmasi ¢oziilmiis islevlerinin yani sira heniiz
arastirma asamasinda olan mekanizmalarin da viicutta kritik rolii oldugu
disiiniilmektedir. Mikrobiyota genlerle ve immiin sistemle olan iligkileri sonucunda
bir¢cok hastalikla iligkilendirilmistir. ‘MHC” genleri de bu iliskili oldugu genlerden en
onemlisidir. Bagirsak mikrobiyotasinin hastaliklardaki rolii ile ilgili arastirmalar son
yirmi yilda hizla artmistir. Bagirsak mikrobiyotasi ve etki mekanizmalar1 hakkinda bilgi
saglamak, mikrobiyotanin bagirsagin oOtesinde roliiniin anlasilmasini saglamak,
mikrobiyota dayali terapotik tedavilerin gelistirilmesini ilerletmek ve bunlarin klinikte
kullanilir hale gelmesi i¢in caligmalar devam etmektedir. Gelisen teknoloji ve artan
caligma sayist ile mikrobiyotanin insan viicuduna olan etkileri ve hastaliklarla olan
yakin iligkisi giin gectikce daha iyi anlasilmaktadir. Bdylece mikrobiyotanin
modiilasyonu sayesinde heniiz cevap bulamamis problemlerin soru isaretlerini de
gidermesi beklenmektedir.

[k kez Eiseman ve arkadaslar1 1958 yilinda bagirsak mikrobiyotasini tedavide
kullanilmistir (Seki ve Schnabl, 2012). Son 20 yili askin siire igerisinde fonksiyonu
biiylik 6l¢iide agikliga kavusturulan bagirsak mikrobiyotasi, 6nemi anlasildik¢a bir¢ok
hastaligin takibinde ve kliniginde 6nemli degisikliklere sebep olmustur. Giinlimiizde
sik¢a rastlanan hematolojik malignitelerde de mikrobiyotanin rolii ortaya konmustur.
Allo-HKHN, 16semi ve lenfoma gibi hematolojik maligniteleri tedavi etmek ve aplastik
anemi gibi disfonksiyonel hematopoez ile iligkili durumlar1 olan hastalarda kemik iligi
fonksiyonunu eski haline getirmek i¢in hayat kurtaran bir islemdir (D'Souza ve ark.,
2017). Allo-HKHN sirasinda, tedavi rejimi, beslenme, enfeksiyonlar, antibiyotik
kullanimi gibi faktorler, bagirsak florasinin dengesini kaybetmesine neden olur (Taur ve
ark., 2012; Taur ve ark., 2015). Allo-HKHN sirasinda mikrobiyotadaki mikroorganizma
cesitliligi azalir ve bagirsagin mikrobiyal bilesiminde onemli degisiklikler gozlemlenir,
bu da kemoterapi ve radyoterapiden olusan hazirlik rejimlerinin veya naklin bagirsak
disbiyozuna neden oldugunu gosterir (Holler ve ark., 2014; Taur ve ark., 2014;
Chiusolo ve ark., 2015). Disbiyosiz ger¢geklesen hastalarin gastrointestinal sistemlerinde
bir takim degisiklikler meydana gelir. Ornegin, patojen sayisindaki artis, ince bagirsakta

antimikrobiyal peptit lireten Paneth hiicrelerinin kaybindan kaynaklanabilir (Eriguchi ve
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ark., 2015, 2012; Hayase ve ark., 2017). Dahasi, engrafman ile diisiik bagirsak
cesitliliginin iliskili oldugu gosterilmistir, bu da bagirsak mikrobiyotasinin allo-KHN'de
basar1 veya basarisizlikta 6nemli bir faktor olabilecegini diisiindiirmektedir (Taur ve
ark., 2014). Secattle'dan yeni bir rapor, notrofil engrafmaninda bagirsak mikrobiyota
etkisinin allo-HKHN'den sonra siddetli aGVHD hakkinda yol gosterici olabilecegini
bildirmistir (Golob ve ark., 2017). Calismamiza dahil edilen alict ve verici gruplari
arasinda mikrobiyota analizleri sonucuna gore alicilarin nakil dncesi mikrobiyotalar1 ile
nakil sonrast mikrobiyotalar1 arasinda 6nemli bir degisim oldugu gozlemlenmistir.
Vericilerin mikrobiyota analizlerinin, alicilarin nakil oncesi mikrobiyota analizlerine
benzer oldugu saptanmistir. Firmicutes filumunun, tim gruplarin bagirsak
mikrobiyotasinda en fazla saptanan filum oldugu gosterilmistir. Firmicutes orani
vericilerde %70 iken alicilarda nakil Oncesi %63 ve nakil sonrast %54 olarak
bulunmustur.

Bagirsak mikrobiyotasinin GVHD’yi etkiledigine dair ilk ipucu 1970'lerin
baglarina dayanmaktadir (Jones ve ark., 1971; van Bekkum ve ark., 1974). Allojenik
HKHN'yi takiben mikrobiyotanin roliine iliskin ilk arastirmalar, nakil sonrasi
enfeksiyon gelismeyen farelerde rde ve akut GVHD'de 6nemli bir diisiis oldugunu
gostermistir (Jones ve ark., 1971; van Bekkum ve ark., 1974). Pek cok c¢alismada,
bagirsak mikrobiyomunun aGVHD'nin gelisiminde o6nemli bir rol oynadigini ve
mikrobiyota ¢esitlilik kaybinin aGVHD ile iligkili oldugu saptanmistir (Whangbo ve
ark., 2017; Jenq ve ark., 2018; Taur ve ark., 2014). GVHD gelistiren hastalarda
mikrobiyota ¢esitliliginin daha az olmasindan dolay1 hastalik semptomlar1 daha belirgin
hale gelmistir ve mikrobiyota profilinin allo-HKHN'den sonra artan mortalite igin risk
faktorli olabilecegi diislinlilmiistiir (Jenq ve ark., 2012; Holler ve ark., 2014; Taur ve
ark., 2014). Bu calismaya dahil olan haslarin nakil oncesi ve nakil sonrasi alinan
orneklerin mikrobiyota analizinde 6nemli Slgiide ¢esitlilik kayb1 oldugu saptanmistir.
Nakil 6ncesi ve nakil sonrasi okuma degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir disiis
izlenmistir. GI  yoldaki sistemik enflamasyon; GVHD'nin baglamast ve
siddetlenmesinde Onemli bir rol oynar bu sebeple ozellikle GI tutulumlu GVHD,
GVHD’nin diger organ tutulumlu tiirlerine gére daha tehlikeli ilerlemektedir (Ferrara ve
ark., 2009). Bizim calismamizda hastalarda allo-HKHN sonrasi 2 cilt GVHD, 1
cilttkaraciger GVHD ve 1 GIS GVHD gelisimi gozlemlenmistir. GIS GVHD gelisen

hastada exitus bildirilmistir. Bu hastada Enterococcus ve Clostridium cinslerinde artis
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tespit edilmistir fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica,
mikrobiyotadaki kalitatif degisiklikler, 06zellikle kisa zincirli yag asidi {reten
anaeroblarin tiikenmesiyle karakterize edilen mikrobiyota cesitliliginin kaybi allo-
HKHN’nin bir sonucu olarak bilinmektedir (Andermann ve ark., 2018; Mathewsonetal,
2016). Bu nedenle, mikrobiyotanin farkli koruyucu ve patojenik bilesenleri GVHD'yi ve
HKHN'ni takiben hayatta kalmay1 etkiler. Yapilan ¢alismalarda, hastaneden taburcu
olana kadar, bircok HKHN olmus hastanin mikrobiyota gesitliligini yitirdigini ve bu
meydana gelen degisikliklerin hem tedavilerden hem de GVHD'nin gelismesinden
etkilendigini gdstermislerdir (Jenq ve ark., 2012; Holler ve ark., 2014 ; Ubeda ve ark.,
2010). Ek olarak, HKHN hastalarinda anaerobik bakterileri hedef alan genis bir
prospektif ¢aligma, GVHD hasarinda gerileme gostererek mikrobiyotadaki baz1 spesifik
tiirlerin yararl etkileri olabilecegini gostermistir (Beelen ve ark, 1999). Bu veriler goz
oniinde bulunduruldugunda mikrobiyota ve kok hiicre nakli/GVHD gelisimi iligkisinin
takibi i¢in riskli gruplarin belirlenmesi gerekmekte, yeni takip ve tedavi algoritmalarinin
gelistirilmesi graft sagkalimi yoniinden 6nem arz etmektedir. Tam HLA doku uyumlu
allo-HKHN olan hastalarin bile yaklasik %50’sinde akut ve/veya kronik GVHD ortaya
cikar. GVHD diistik siddette (grade I-1I) gelisir ise, hastaligin tekrarlama ihtimali daha
az olur ve bu da yasam siiresini uzatir (Akpek, 2006). Bizim ¢alismamizda aGVHD
goriilme siklig1 %16 (Dort vaka) olarak bulunmustur. Bu vakalardan {i¢ tanesi grade I
iken bir tanesi grade IV olarak saptanmustir.

HKHN olmus hastalarda goriilen bagirsak cesitliliginin kaybi, genellikle
besinlerden alinan liflerden yararlanarak KZYA irettigi bilinen Clostridia tiirlerinin
kaybu ile iliskilidir (Ganapathy ve ark., 2013). En iyi1 bilinen KZY A’lardan olan biitirat,
bagirsak epitel hiicrelerinin enerji kaynagi olarak bilinir. Fare modelinde yapilan
deneysel bir calismada, HKHN'den oOnce farelerin florasinda bolca bulunan
Lactobacillus tiirleri nakil sonrasi azalmig ve bu durum GVHD ile iliskilendirilmistir.
Lactobacillus tiirlerinin aracilik ettigi GVHD hasarina kars1 koruma ile mikrobiyotanin
bagirsak iltihabinin siddetini kontrol edebilecegi diisiiniilmiistiir (Jenq ve ark., 2012).
Yakin tarihli bir makale, farelerde allo-HKHN'den sonra bagirsak epitel hiicrelerinde
azalmis miktarlarda biitirat bulundugunu ve bu durumun GVHD gelisimine bagli olarak
bagirsak hasarimi arttirabilecegini 6ne siirmektedir (Mathewson ark., 2016). Bu tez

calismasinda allo-HKHN sonrasi Lactobacillus tiirlerinde azalma tespit edilmistir.
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GVHD ile iliskili spesifik disbiyoz, mikrobiyotadaki genel ¢esitliligin kaybiyla
karakterizedir (Eriguchi ve ark., 2012). Fare modellerinde, hem yetiskinlerde hem de
cocuklarda yapilan g¢alisma sonuglarina gore, 6zellikle GVHD baslangict bildirilen
farelerde bu durum, Clostridiales takimindan sagligi gelistirici Faecalibacterium
bollugundaki bir diislis ve yliksek oranda Enterokok ile iliskilendirilmistir (Biagi ve
ark., 2014). Bizim ¢alismamizda da hastalarin nakil dncesi ve nakil sonrasi alinan diski
orneklerinde nakil sonras1 Clostridia tiirlerinde azalma goriilmiistiir fakat istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Calismamiza dahil olan hastalar arasinda nakil sonrasi
GVHD gelistiren hastalarda artmis Enterococcus varligi tespit edilmistir fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Mikrobiyotadaki baskin Enterococcus
popiilasyonun, ciddi aGVHD ile onemli Oolgiide iligkili oldugu c¢alismamizda
gosterilmistir. Bu da GVHD patogenezinde Enterococcus adina nedensel bir role isaret
etmektedir (Stein-Thoeringer ve ark., 2018). Daha biiyiik bir yetiskin kohortu iizerinde
yapilan bir ¢alismada, Lachnospiraceae cinsinin nispi bollugu ve Blautia cinsindeki
azalis, GVHD den 6liim oranlarinin azalmasiyla iliskilendirilmistir (Jenq ve ark., 2015).
Bizim ¢alismamizda alicilarin nakil sonrasi orneklerinde Lachnospiraceae ve Blautia
cinsinlerinde azalis saptanmistir fakat GVHD ve mortalite ile iliskisi saptanmamustir.

Taur ve arkadaglar1 (Taur ve ark., 2014), disiik bagirsak mikrobiyota
cesitliliginin aGVHD ve daha kot mortalite ile pozitif korelasyon gosterdigini
bildirmistir. Nakil sonras1 vakalarin tamamina yakin kisminda diisiik bagirsak c¢esitliligi
goriilmiistiir. aGVHD gelistiren ve mortalite ile pozitif korelasyonu olan alicilarda da
diisiik bagirsak ¢esitliligi saptanmistir. Golob ve arkadaslar1 (Golob ve ark., 2017),
Actinobacteria ve Firmicutesin aGVHD ile pozitif korelasyon gosterdigini,
Lachnospiraceae'nin ise engrafman ile negatif korelasyon gosterdigini bildirmistir. Bu
tez ¢alismasinda Actinobacteria ve Firmicutes, aGVHD ile pozitif korelasyon gostermis
fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. aGVHD ile Lachnospiraceae cinsi
arasinda korelasyon gosterilememis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. GVHD'li
hastalarin disbiyoz semptomlari, benzer inflamatuar bagirsak hastaliklar1 bulunan
hastalarin semptomlariyla benzerdir. Azalmig mikrobiyal zenginlik ve Gram pozitif
bakterilerinin nispi bollugu (6zellikle Clostridium kiimeleri) her iki durumda da
bagirsak iltthabinin yogunlugu ile iliskilidir (Kolho ve ark., 2015). Bagirdak
mikrobiyotast ve HKHN dinamiklerini karakterize eden ¢alismalarin bazilari, belirli bir

bagirsak mikrobiyal popiilasyonunun (Clostridiaceae, Lachnospiraceae familyalarinin
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tiyeleri, Ruminococcaceae ve Eubacteriacea), aGVHD baslangici ve ilerlemesi lizerinde
bir etki mekanizmasina sahip oldugunu diisiindiirmektedir (Simms-Waldrip ve ark.,
2013). Bunun yan1 sira hem Citrobacter hem de Enterobacteriaceae ailesinin iiyeleri,
insanda yaygin olarak bulunan bir mikrobiyota bileseni olarak bilinmemektedir (Naum
ve ark., 2008).

Hastane patojenleri olarak bilinen Citrobacter murliniae, Klebsiella pneumoniae
ve Enterobacter cloacae hematopoetik kok hiicre nakillerinde enfeksiyon riski igin
olduk¢a 6nemlidir. Enterococcus, Citrobacter ve Enterobacteriaceae'nin diger liyeleri
ornegin Enterobacter ve Klebsiella), insan bagirsak mikrobiyotasinin en firsatci
tiyeleridir. Nozokomiyal enfeksiyonlarinda, Citrobacter, Enterococcus, Klebsiella ve
Enterobacter iyi bilinen olas1 kaynaklardir ve morbidite ile mortalite nedeni olarak
bildirilmistir (Evans, 2010). Bu c¢alismada vakalarda nozokomiyal enfeksiyonu
goriilmemistir.

HKHN gerceklesmeden oOnce ortamda bulunan mikrobiyota toplulugunun
cesitliligi, Blautia gibi sakkarolitik kommensallerin veya Fusobacterium nucleatum'un
nispi artist lokalize mukozal hasar i¢in risk faktorlerini igerir. Bu tiir
mikroorganizmalarin HKHN o6ncesi hastaneye yatis ve HKHN prosediirii sirasinda,
hastalarda immiinolojik iyilesmeyi destekleyemeyen bir "patobiyom", yani ‘saglikli hale
adapte olmus patojenik topluluk’ haline gelme sansi daha fazla olabilir (Alverdy ve
Krezalek, 2017).

Akut GVHD gelisimi, HLA uyumlu kardes vericilere kiyasla HLA 06zdes
olmayan veya akraba olmayan vericilerden yapilan HKHN’lerinde daha sik goriiliir ve
daha siddetlidir (Przepiorka ve ark., 1995). Bizim c¢alismamizda allo-HKHN’nin,
tedavilerin ve GVHD gelisiminin mikrobiyotaya dogrudan etkisini gostermek i¢in
GVHD gelismesinde 6nemli bir faktor olan uyumsuz ‘HLA’ nakil faktorii ortadan
kaldirilmistir. Tim vericiler ile alicilar arasinda HLA uyumu, tam uyumlu olarak
secilmistir. MHC’lerde heterozigot avantaj, MHC heterozigotlarinin  MHC
homozigotlarindan daha etkili bir bagisiklik tepkisine sahip oldugu ve sonug olarak
enfeksiyona kars1 direncin arttig1 argimanina dayanan patojen merkezli bir MHC evrim
modelidir (Rodriguez-Concepcion ve Boronat, 2002). MHC polimorfizmini incelemek
icin 16S rRNA gen dizilimi kullanan bir calisma, MHC alelleri ile bagirsaktaki
mikrobiyal kompozisyon arasindaki iligkileri gostermistir (Bolnick ve ark., 2014). HLA

molekiillerinin mikrobiyomun bilesimini bagisiklik aracili eliminasyonla mi, yoksa
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bakteriyel kolonizasyonu dogrudan etkileyerek mi kontrol ettigi heniiz bilinmemektedir.
Pek ¢ok durumda, HLA alelleri, genom iliskili ¢alismalarda belirlenen diger genetik
faktorlerden daha fazla hastalik riski (Colyak, Behget, Uveit gibi) tasir (Gough ve
Simmonds, 2007). Ayrica, hayvan modellerinde yapilan onceki deneysel calismalar,
MHC polimorfizmi ve mikrobiyota bilesimi arasinda bir iligki oldugunu gostermistir.
Ik c¢ahismalarda, kisa zincirli yag asidi profillerini karsilastirmak igin sivi gaz
kromatografi kullanilmistir (KZYA'lar yalnizca bagirsaktaki bakteriyel simbiyontlar
tarafindan iretilir)y ve MHC konjenik fare suslar1 arasinda bakteri florasinin
bilesimindeki farkliliklar gosterilmistir (Toivanen ve ark., 2001). Bazi calismalardan
elde edilen veriler, klasik olmayan MHC Simif Ib (MHCIb) molekiillerinin, T
hiicrelerine antijenleri sunduklari i¢in konak-mikrobiyota arasindaki etkilesimde
dogrudan etkileri olduklarina dair kanit saglar (Linehan ve ark. 2017). Biriken kanitlar
konak-mikrobiyota etkilesimlerinde, klasik ve klasik olmayan MHC genlerinin,
mikrobiyotanin bagisiklik sistemi ile molekiiler ¢apraz etkilesimini kolaylastiran yeni
mekanizmalart temsil ettigini gostermektedir. Arastirmalardan elde edilen sonuglar,
MHC heterozigotlugunun mikrobiyom islevselligini olumlu yonde etkiledigi i¢in tercih
edildigi hipotezini desteklemektedir (Wadud ve ark., 2019). Calismamizda yer alan
gruplarda, HLA alelleri arasinda homozigotluk olan kisilerde mikrobiyota gesitliligi
heterozigot olanlara gore daha az bulunmustur. Calismamiza dahil olan alic1 ve vericiler
de en fazla frekansa sahip HLA aleli HLA-DQB1*03:01 olmustur. Allo-HKHN sonrasi
toplamda 5 relaps gelistirmis hastanin 4’tinde, 5 GVHD gelistiren hastanin 1’inde ve 7
exitus olan hastanin 3’iinde HLA-DQB1*03:01 aleli tasidigi saptanmistir fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bunun yani sira ex olan 1 hastanin ve GVHD
gelistiren 1 hastanin DQB1 lokusunda 03:01 homozigotlugu tasidigi saptanmistir.
Bunlarin yam1 sira HLA-DQB1*03:01 bulunan bireylerde Ruminococcaceae ailesi
tyelerinin daha fazla oldugu goriilmiistir fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir.

Profilaktik antibiyotiklerin eszamanli kullanimi ve atesli nétropeninin (FN)
antibiyotik tedavisi, mikrobiyal c¢esitliligi etkiler ve bu da enfeksiyonlara duyarlilig
artirir (Qin ve ark., 2010; Human Microbiome Project Consortium, 2012). Hastalarin
HKHN'ye hazirlanirken aldiklart hazirlik kemoterapisi, uzamis ndtropeni ve mukozal
ylizeylerde hasarla sonuglanarak, mikroorganizmalarin bu bariyerlerden gecisini

kolaylagtirmaktadir ve kan dolagimi enfeksiyonuna (BSI) yatkinlik yaratmaktadir.
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HKHN alicilarinda en sik goriilen BSI nedenleri enterokoklar ve viridans grubu
streptokoklardir (Castagnola ve ark., 2008; Almyroudis ve ark., 2005). Yapilan bir
caligmadan bildirilen sonuca gore, Tirkiye'deki sekiz hastanenin yogun bakim
tinitelerinden alinan hasta 6rneklerinde, Klebsiella tiirleriyle beraber GSBL genlerinin
pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur (David ve Robert, 2005). Calisma
grubumuzda yapilan direng geni bulgulart sonucu pozitif olan hastalarda Klebsiella
tiirlerinin sayica fazla oldugu tespit edilmistir. Septisemiden 6len bir hastada Enterokok
ve Klebsiella tiirlerinde artis oldugu gorilmiistiir fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir.

Gelecekte, komensal floray1 genisletmeye veya GI metabolomu kontrol etmeye
yarayan hassas probiyotikler gelistirilebilir. Boylece bakteriyemi siipheli hastalarda bu
hassas probiyotikler biyolojik bir kapama anahtar1 olarak kullanilabilir. Patojenik
olmayan mikroorganizmalarla diizenlenen mikrobiyota, HKHN uygulanan ve
bagisikligr baskilanmig hastalarda bile kullanilabilir. Allo-HKHN sonrast disbiyoz,
bakteriyemi ve sepsisin Onlenmesi icin gerekli olan organizmalarin zenginlestirilmesi ile
tedavi edilebilir. Ek olarak, insan ekosisteminin daha iyi anlasilmasi, hastalarin
mikrobiyota kompozisyonunun bir hastalik biyobelirteci olarak kullanilmasina izin
verebilir. Ornegin, bir hastanmin mikrobiyal imzasi, ikincil tedavilere daha erken
baslamasina izin vererek, steroide direncli GVHD ig¢in bir risk tahmincisi olarak hizmet
edebilir. Genel olarak, mikrobiyota bazli terapotikler, HKHN hastalarinda GVHD'nin ve
enfeksiyonlarin onlenmesi ve tedavisi i¢in biiyiilk umut vaat etmektedir. HKHN
hastalarina uygulanabilir hedefli ve bireysellestirilmis disbiyoz 6nleme ve tedavi
rejimlerinin  gelistirilmesine yonelik daha fazla arastirmanin yapilmasi O6nem
tasimaktadir.

Calisgmamiz temelde, allo-HKHN olan kan hastaliina sahip hastalarda nakil,
tedavi ve GVHD gelisimine bagli olarak bagirsak mikrobiyotast degisimini ortaya
koymay1 hedeflemistir. Degisen bakteri florasina karsilik hastanin klinigi takip
edilmistir. Hastanin vericisi ile benzer mikrobiyota profillerinin olup olmadig:
incelenmistir. Engrafman ve degisen mikrobiyota arasinda baglanti kurulmustur.
Hastalara ve vericilere doku uyumu tespiti i¢in HLA doku tipleme testi yapilmistir. Tiim
bunlara ek olarak hastalarin nakil sonrasi digki orneklerinde antibiyotik direng geni

pozitifligi degerlendirilmistir.
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Arastirmaya dahil edilen kisi sayisi arttirilarak her bir kisi i¢in izolasyon sonrasi
YND ile mikrobiyota analizinin yapilmasi literatiire katki saglayacaktir. Tiirkiye igin
elde ettigimiz ¢alisma sonuglar1 benzer ¢alismalar1 yapan Avrupa llkeleri ve Amerika
caligmalarinin sonuglar ile koreledir. Hastaligin tedavisi ve prognozu i¢in fekal nakil,
pre-probiyotik destegi ve gut mikrobiyotanin regiilasyonu ile terapotik tedavilere umut
dogmustur. Tiim bu c¢alisma, 16semi ve lenfoma hasta grubunda, nakil oncesi ile nakil
sonrasi takipli ve karsilastirmali olacak sekilde ilk defa yapilmistir. Intestinal flora
izlemi GVHD koruma ve/veya tedavisinde yonlendirici veri saglayabilir. Bu tez
calismasinda allo-HKHN olgularinda mikrobiyota degisimini oldugu goériilmiistiir.

HLA polimorfizmi ile  mikrobiyota arasinda iliski olabilecegini

diistindiirtmektedir.
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