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1. GIRIS VE AMAC

Bagirsak mikrobiyotasinin besinlerin metabolize edilmesi, immiinmodiilasyon, bagirsak
bariyerinin biitiinliigiiniin korunmas1 gibi birgok farkli gérevi bulunmaktadir.>? Mikrobiyal
ekosistemi bozacak sekilde, mikrobiyotada kompozisyonel ve fonksiyonel bir degisim
meydana gelmesi “disbiyozis” olarak tanimlanmaktadir.® Disbiyozisin, hem lokal hem de
sistemik inflamasyonu tetikleyerek, farkli klinik &zelliklere sahip bir¢ok hastalikla iliskili

oldugu gosterilmistir.*

Diinya genelinde en yaygin goriilen kronik inflamatuvar hastaliklardan biri olan
romatoid artrit (RA); agrili sinovyal inflamasyon, kemik erozyonlari, immiin sistem
aktivasyonu ve otoantikorlarin varlig1 ile karakterize, kronik, otoimmiin bir hastaliktir.>®
Hastalarda genellikle yakin zamanda baslamis eklem tutuklugu, sisligi ve hassasiyeti gibi
sikayetler bulunmaktadir. Patogenezinde meydana gelen immiin yanitlar ilerleyici kikirdak
ve kemik hasarina yol a¢tigindan, hastaligin erken tani ve tedavisi olduk¢a 6nemlidir.
Tedavide basta hastalik modifiye edici antiromatizmal ilag (DMARD)’lar olmak {izere
bircok farkli ila¢ kullanilabilmektedir.>’

Romatoid artritin kesin nedeni bilinmemekle birlikte, etiyolojisinde genetik ve ¢evresel
bir¢ok risk faktdriiniin rol oynadig: diisiiniilmektedir.> Giiniimiizde mikrobiyal faktdrlerin
ve mukozal inflamasyonun da patogenezde rol oynayabilecegi bildirilmistir.® Yapilan
birgok ¢aligmada, RA gibi otoimmiin hastaliklarda intestinal mikrobiyota
kompozisyonunun degistigi ve cesitliliginin azaldig1 gosterilmistir.>'% Saglikli kontrollerin
ve RA’lilarin bagirsak mikrobiyotalarinin karsilastirildigi calismalarda, yeni tani almis
hastalarda 6zellikle Prevotella copri (P.copri)’nin arttig1 belirlenmistir.*1213 Bacteroides,
Bifidobacterium, Lactobacillus gibi cinslerin RA ile iliskisi hakkinda ise ¢eliskili yayinlar

bulunmaktadir.*

Romatoid artrit tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniilen ¢esitli terapotik maddelerin
mikrobiyotay etkiledigi deney hayvanlarinda gosterilmistir.* Ayrica tedavi edilmis RA
hastalariyla yapilmis sinirli sayida ¢calismada, bazi DMARD’larin yararh
mikroorganizmalar yoniinde degisim sagladigi ve mikrobiyotay1 kismen diizeltebildigi

bildirilmistir.!**® Yapilan literatiir taramasinda, yeni tan1 konmus ve tedavi baslanmis RA



hastalarinin tedavi siirecindeki mikrobiyota degisimlerinin incelendigi ¢ok az sayida

prospektif ¢alisma oldugu goriilmiistiir.

Bu ¢aligmada yeni tan1 almig RA’l1 hastalarda, hastalikla iligkisi oldugu bildirilmis
P.copri, Bacteroides fragilis (B.fragilis), Bifidobacterium bifidum (B.bifidum) ve
Lactobacillus salivarius (L.salivarius) tiirlerinin tedaviye bagl degisiminin kantitatif
olarak arastiritlmasi amaglanmustir. Literatiir taramasina gore, bu ¢alisma diinya genelinde
RA hastalariin tedavi takibi yapilarak mikrobiyal degisimlerinin incelendigi nadir
calismalardan biri olma 6zelligi tasimaktadir. Ulkemizde ise bu konu ile ilgili yapilmus ilk
calisma olup, elde edilen sonuglar; RA hastaliginda disbiyozisin roliinii ve uygulanan ilag
tedavilerinin bagirsak mikrobiyotasini nasil etkiledigini anlamamiza yardimci olacaktir.
Ayrica ilerleyen zamanlarda, bagirsak mikrobiyotasini degistirmeye yonelik yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine de katki saglayabilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikrobiyota

Insan viicudu say1s1z mikroorganizmay1 barindiran ekolojik bir nis olup, viicudumuzda
yasayan temel mikrobiyal topluluklar bakteriler, arkealar, viriisler ve mantarlardan
olusmaktadir.’®* Kommensal olarak yasayan bu mikroorganizmalarin tamamina
“mikrobiyota”, genlerine ise “mikrobiyom” adi verilmektedir.!” Iceriginde 100 trilyonun
tizerinde mikroorganizma bulundugu ve agirhginin yaklasik 1.5 kilogram oldugu
diisiiniilmektedir.'®'® Giiniimiizde oldukca fazla mikroorganizma iceren mikrobiyotanin
insan fizyolojisini 6nemli sekilde etkiledigi bilinmekte ve bir “organ” olarak

tanimlanmaktadir.!

Mikrobiyota insan viicudunun dis ¢cevreye maruz kalan hemen hemen tiim yiizeylerinde
bulunmaktadir. Sindirim sistemi, oral kavite, deri, genitoiiriner sistem ve solunum sistemi
gibi bolgeler mikrobiyotanin bulundugu baslica viicut bdlgeleridir.’® Hem mikrobiyal
kolonizasyon i¢in genis bir alan hem de mikroorganizmalarin {ireyebilmesi i¢in zengin bir
besi ortami1 saglamasi nedeniyle en yogun kolonizasyon gastrointestinal sistemde
olmaktadir. Sadece kolonda insan viicudundaki mikroorganizmalarin %70’inden fazlasinin

bulundugu tahmin edilmektedir.®

Mikrobiyota ¢alismalarinda kiiltiire dayali veya kiiltiirden bagimsiz yontemler
kullamilabilmektedir.?® igerigindeki mikroorganizmalarin biiyiik gogunlugu bakterilerden
olugmaktadir ve bu bakterilerin biiyiik bir kismi anaerobik 6zellik gostermektedir.
Anaerobik bakterilerin iiretilmeleri oldukca zordur.?! Ayrica iiretilen bakterilerin
ozelliklerini incelemek zahmetli ve zaman alicidir. Bu nedenle bu yontemle
mikrobiyotanin sadece %30-50’si tespit edilebilmektedir.? Son yillarda mikrobiyota
arastirma yontemleri, icerigindeki bilesenlerin ayrintili ve eksiksiz karakterizasyonunu
saglayacak sekilde gelisme gostermistir. Giinlimiizde ¢alismalarda polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR), 16S ribozomal riboniikleik asit (rRNA) gen dizilemesi gibi kiiltiirden
bagimsiz molekiiler mikrobiyolojik yontemler tercih edilmektedir.22°2? Bakteriyel genlerin
diziliminde 16S rRNA'y1 kodlayan deoksiriboniikleik asit (DNA) bolgesinin metagenomik
analizi yapilmaktadir. Tiir ayrimi1 saglayan 16S rRNA gen bolgesinde yiiksek oranda

korunmus, hipervariable bolgeler bulunmaktadir. Bu bolgelere gore dizileme yapilmakta



ve daha 6nceden olusturulmus kiitiiphanelere gore biyoinformatik analiz ile

degerlendirilmektedir.?

Mikrobiyota analizi i¢in yapilan ilk kapsamli ¢alisma 2007 yilinda Amerika Ulusal
Saglik Enstitiisii tarafindan baslatilan insan Mikrobiyom Projesi’dir. Bu projede
metagenomik yontemler ile insan viicudundaki mikrobiyal taksonlarin ve genlerin
tanimlanmasi, mikrobiyotanin karakterizasyonunun belirlenmesi amaglanmistir.?® insan
Mikrobiyom Proje’si ve sonrasinda yapilan bir¢ok kapsamli ¢alisma ile gliniimiizde
mikrobiyotanin kompozisyonu ve hastaliklarla iligkisi hakkinda oldukga fazla bilgi
edinilmistir.?* Buna ragmen halen belirsizligini koruyan ve arastirilmaya ihtiya¢ duyulan

bir¢ok konu bulunmaktadir.
2.2. Bagirsak Mikrobiyotasi

Gastrointestinal sistemde yer alan mikroorganizmalarin tamami bagirsak mikrobiyotasi
olarak adlandirilmaktadir ve biiyiik bir kismi bakterilerden olusmaktadir.>*® Yetiskin bir
insanin bagirsaginda yaklasik 10 bakteri hiicresi ve 500-1000 arasinda bakteri tiirii
bulundugu tahmin edilmektedir.'® Farkli bir calismada ise, bagirsak mikrobiyotasinda

35.000’den fazla bakteri tiiriiniin var oldugu gosterilmistir.?2?

Gilinimiizde bagirsak mikrobiyotasinda yer alan 50’den fazla bakteriyel filum
tanimlanmistir.’® En yogun bulunan filumlar Gram pozitif Firmicutes ve Gram negatif
Bacteroidetes’tir.?? Bu iki filum, bagirsak mikrobiyotasinin %90’m1 olusturmaktadir.
Firmicutes filumu, Clostridium cinsi (%95) basta olmak {izere, Lactobacillus, Bacillus,
Enterococcus ve Ruminicoccus gibi 200°den fazla farkli cinsten olugsmaktadir.
Bacteroidetes filumunda ise Bacteroides ve Prevotella cinsleri baskin olarak
bulunmaktadir.?® Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria ve VVerrucomicrobia

nispeten daha az bulunan diger énemli filumlardir.?’

Filumlar arasindaki denge, insan sagligin1 6nemli sekilde etkilemektedir. Yapilan
caligmalar, mikrobiyal denge bozukluklarinin obezite, diyabet gibi ¢esitli hastaliklarla
iliskili oldugunu gostermektedir.>!” Calismalarda en sik Firmicutes ve Bacteroidetes
filumlar1 arasindaki oran aragtirilmigtir. Bu oranin 6zellikle bireylerin beslenme seklinden

(bat1 tipi veya sebze agirlikl) etkilendigi gosterilmistir.?®



2.2.1. Bagirsak Mikrobiyotasimin Sekillenmesi

Mikrobiyal tiir kompozisyonu bireyler arasinda biiyiik farkliliklar géstermekte ve her
birey zaman i¢inde oldukga stabil, benzersiz bir bakteri koleksiyonuna sahip olmaktadir.
Bu siirecte dogum sekli, yas, beslenme, kullanilan ilaglar gibi bir¢ok faktdr mikrobiyotanin

sekillenmesini etkilemektedir. 2?2

Mikrobiyotanin ilk olarak dogum sirasinda olustuguna inanilmasina ragmen giiniimiizde
intrauterin donemde de kolonizasyonun basladigini gdsteren kanitlar saptanmistir. Yapilan
sekanslama ¢aligmalari, mekonyumun Escherichia, Shigella, Enterococcus, Leuconostoc,

Lactococcus ve Streptococcus gibi cinsler agisindan zengin oldugunu gdstermistir.?

Dogum sekli, bakteri profilinin sekillenmesini etkileyen onemli faktérlerden biridir.?
Vajinal yolla dogan bebeklerin bagirsag ilk olarak, 6zellikle maternal vajinada bulunan,
Lactobacillus ve Prevotella cinsleriyle kolonize olmaktadir. Sezaryenle doganlarda ise,
¢ogunlukla maternal deri florasinda bulunan Streptococcus, Corynebacterium ve
Propionibacterium cinsleri baskin olarak bulunmaktadir.* Olusan ilk kolonizasyonun insan

sagligini yasam boyu etkiledigi diisiiniilmektedir.®

Dogum sonras1 mikrobiyotanin sekillenmesini etkileyen bir diger 6nemli faktor bebegin
beslenme seklidir. Formiil mama ile beslenen bebeklerde Enterococcus, Enterobacteria,
Bacteroides, Clostridia cinslerinin ve diger anaerobik streptokoklarin, anne siitityle
beslenen bebeklerde ise Bifidobacterium ve Lactobacillus cinslerinin baskin oldugu
belirlenmistir. Bifidobacterium ve Lactobacillus cinsleri insan siitii oligosakkaritleri olarak
adlandirilan sindirilemeyen glikanlarin kolayca parcalanmasini sagladigindan, anne siitiiyle

beslenme insan fizyolojisini olumlu yonde etkilemektedir.?

Yetigkinlik doneminde beslenme aligkanliklari, yasam sekli, antibiyotik kullanimi gibi
birgok faktér mikrobiyotay: etkilemeyi siirdiirmektedir.? Bu faktdrlerden mikrobiyal
cesitliligin ve zenginligin olusmasinda en etkili olan1 diyettir.?® Genel olarak meyve, sebze
ve lif acisindan zengin bir diyet, bagirsak mikrobiyotasinin daha yiiksek zenginlik ve
cesitlilikte olmasini saglamaktadir.? Bu tiir bir diyetle beslenen bireylerde, sindirilemeyen
karbohidratlarin metabolize edilmesini saglayan, Ruminococcus bromii, Roseburia ve
Eubacterium rectale gibi Firmicutes filumunda yer alan tiirler daha bol bulunmaktadir.

Hayvansal gidalarla beslenenlerde ise Firmicutes filumunun azaldig1, Bacteroidetes



filumundan Alistipes spp. ve Bacteroides spp., Proteobacteria filumundan Bilophila spp.
gibi safraya toleransli mikroorganizmalarin arttig1 gosterilmistir. Cografi ve mevsimsel
degisiklikler de, beslenme aligskanliklarini etkilemesi nedeniyle, mikrobiyota tizerinde etkili
olabilmektedir.?® Oregin, kirsal Afrikali gocuklarda Prevotella cinsi daha fazla iken,
Avrupa'daki ¢gocuklarda daha yiiksek oranlarda Bacteroides cinsi bulundugu

gosterilmistir.?

Antibiyotik kullanim1 bagirsak mikrobiyotasinin mikrobiyal bilesimini olumsuz yonde
etkileyebilen bir faktordiir. Konu ile iligkili en yaygin goriilen hastaliklardan biri
Clostridium difficile (C.difficile) enfeksiyonudur. Bazi genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullanimi1 ile mikrobiyotadaki bakteriyel gesitlilik azalmakta, boylece C.difficile agir1

diizeyde cogalarak psddomembrandz kolite yol agabilmektedir.30-3t

2.2.2.  Bagirsak Mikrobiyotasinin Fonksiyonlari

Bagirsak mikrobiyotasi icerdigi fazla sayida bakteri ve sinir hiicreleri nedeniyle
giiniimiizde “ikinci beyin” olarak tanimlanmaktadir.! Mukoza ile simbiyotik bir iliski
icerisinde olan bagirsak mikrobiyotasinin besinlerin metabolize edilmesi, antimikrobiyal
aktivite, immiinmodiilasyon, bagirsak bariyerinin biitiinliigliniin korunmasi ve ilaglarin

metabolize edilmesi gibi bircok gorevi bulunmaktadir.?

Lipitler, proteinler, polisakkarit yapida karbohidratlar gibi karmasik yapidaki
molekiillerin metabolize edilmesinde mikrobiyotanin nemli katkilar1 bulunmaktadir.3?
Mikrobiyotadaki bakteriler, besin ihtiyaglarinin biiyiik bir kismin1 diyetle alinan
karbohidratlardan sagladiklar1 i¢in, karbohidrat metabolizmasini1 daha fazla
etkilemektedirler.? Proksimal bolgede sindirilmeyen karbohidratlar ve sindirilemeyen
oligosakkaritler kolonda bulunan Bacteroides, Roseburia, Bifidobacterium,
Fecalibacterium ve Enterobacteria cinsleri gibi mikroorganizmalar tarafindan fermente
edilebilmektedir. Boylece insan fizyolojisini olumlu yonde etkileyen biitirat, propiyonat ve
asetat gibi kisa zincirli yag asitleri (KZYA) sentezlenebilmektedir.? Olusan KZYA’lar
gastrointestinal epitel hiicreleri tarafindan alinmakta ve gen ekspresyonu, enerji
metabolizmasi, hiicre farklilagmasi, istahin diizenlenmesi gibi birgok genetik ve fizyolojik
olaya katki saglamaktadirlar.®? Ayrica KZY A’lar makrofajlar1 ve dendritik hiicreleri

modiile eden regiilatoér T hiicrelerinin (Treg) fonksiyonunu artirarak anti-inflamatuvar etki



olusturmaktadirlar.®® Bagirsak mikrobiyotasi, karbohidrat metabolizmasina ek olarak,
adipositlerde lipoprotein lipaz aktivitesinin inhibisyonunu 6nleyerek lipit metabolizmasini
da olumlu yonde etkilemektedir. Ayrica mikrobiyota bakteriyel proteinazlar, peptidazlar
gibi ¢esitli enzimler aracilifiyla proteinlerin metabolize edilmesine de katki

saglamaktadir.?

Esansiyel vitaminlerin ve amino asitlerin de novo sentezlenmesi mikrobiyotanin bir
diger 6nemli gorevidir. Laktik asit tireten bakteriler ve bifidobakteriler B vitaminlerinin ve
K vitaminin sentezlenmesine katki saglamaktadirlar. Viicuttaki lizinin yaklasik %2-20’si
bagirsak mikrobiyotas: sayesinde sentezlenmektedir.3* Bakteri hiicre duvarinin
peptidoglikan bilesiminde kullanilan ve biyofilm olusumunu etkileyen D-amino asitler de

bagirsak mikrobiyotasi tarafindan iiretilmektedir.*®

Bagirsak epiteli limenden kalin ve fizikokimyasal olarak karmasik bir mukus tabakasi
ile ayrilmaktadir.® Bu mukus tabakasi, patojen mikroorganizmalarin girisini dnleyen bir
bariyer gorevi gormektedir.? Mikrobiyotada yer alan kommensal bakteriler patojen tiirlerin
invazyonunu &nleyerek bariyer etkisine katki saglamaktadirlar.?? Bagirsak bariyer
biitiinliglindeki bozulmalar, mikrobiyotaya karsi immiin toleransin bozulmasina ve

inflamatuvar reaksiyonlarin olusmasina yol acabilmektedir.®®

Hem mukozal hem de sistemik bagisikligin gelismesinde mikrobiyota olduk¢a 6nemli
bir role sahiptir. Mikrobiyota icermeyen (germ free) fareler ile yapilan ¢aligmalarda,
bagirsak epitel hiicrelerinin ve iliskili bagigiklik sistemi hiicrelerinin normal igleyisinin
bozuldugu, mikrobiyal tanima reseptorlerinin, defensinlerin, antimikrobiyal peptitlerin
ekspresyonunun azaldig1 gosterilmistir.X® Ayrica bu farelerde bagirsak iliskili lenfoid
dokularin ve lenfoid folikiillerin gelisiminin kusurlu oldugu, antikor {iretiminin bozuldugu,
Peyer plaklarinin ve mezenterik lenf nodlarinin sayilarinda ve boyutlarinda azalma oldugu

tespit edilmistir.??

Bagirsak mikrobiyotasinda bulunan mikroorganizmalar ve bunlarin metabolik iiriinleri,
immiin sistemi silirekli uyarmasina ragmen saglikli kisiler bu uyarilara karsi tolerans
gelistirebilmektedir. Bagirsaktaki mikrobiyal tanima ve iligkili pro-inflamatuvar yolaklar
hem insan hem de bakteri tarafindan iiretilen bir¢cok inhibitér molekiil araciligryla

baskilanmaktadir.?2 Kommensal bakteriler Treg’ler araciligiyla immiin toleransin



gelismesine katkida bulunmaktadirlar. Ayrica kommensal bakterilerin immiin sistemi
stirekli olarak uyarmasi pro-inflamatuvar sitokinlerin baskilanmasini saglayabilmektedir.
Patojen bakteriler ise bagirsak epitel bariyerini asarak gii¢lii inflamatuvar reaksiyonlarin
ger¢eklesmesine neden olabilmekte ve immiin toleransi olumsuz yonde

etkileyebilmektedir.?2
2.2.3.  Bagirsak Mikrobiyotasi ve Probiyotikler

Probiyotikler, uygun miktarda kullanildiginda insan sagligina fayda saglayabilen canli
mikroorganizmalar olarak tamimlanmaktadir.® Probiyotik olarak kabul edilen temel
bakteriler Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsileridir.*® Bu bakteriler inflamatuvar
bagirsak hastaliklari, irritabl bagirsak sendromu, antibiyotik iliskili ishal gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Galaktooligosakkaritler ve iniilin gibi
sindirilemeyen oligosakkaritleri igeren gida bilesenleri olarak tanimlanan prebiyotikler de
probiyotik tedavilerine eklenebilmektedir. Prebiyotikler yararli etkileri oldugu bilinen
KZY A’larin bakteriler tarafindan sentezlemesini ve tedavi etkinliginin artmasini

saglamaktadirlar.?*’

2.2.4. Disbiyozisin Hastahklarla Iliskisi

Mikrobiyal gesitlilik, stabilite ve yenilenme gibi parametrelere bakilarak mikrobiyotanin
saglikli olup olmadig1 degerlendirilebilmektedir. Bu 6zelliklere gore, mikrobiyal
ekosistemi bozacak sekilde, mikrobiyotada kompozisyonel ve fonksiyonel bir degisim
meydana gelmesi “disbiyozis” olarak tamimlanmaktadir.® Dishiyozis hem lokal hem de
sistemik inflamasyonu tetikleyerek bir¢ok hastalikta rol oynayabilmektedir.* Bununla
birlikte bugiin hala disbiyozisin hastaliklarin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu kesin

olarak bilinmemektedir.®

Disbiyozis patobiyontlarin artmasi, kommensal mikroorganizmalarin kaybi, mikrobiyal
cesitliligin azalmasi olarak ii¢ sekilde meydana gelebilmektedir.* Patolojiye neden
olabilme potansiyeline sahip mikrobiyota iiyeleri olarak tanimlanan “patobiyontlar”
normalde mikrobiyotada diisiikk miktarda bulunmaktadirlar. Mikrobiyal ekosistemdeki
bozulmalar sonucunda patobiyontlar baskin hale gegebilmektedir.? Inflamatuvar bagirsak

hastaliginda Enterobacteriaceae’nin ¢ogalmasi bu duruma 6rnek verilebilir. Mikrobiyal



cesitliligin azalmasi, tip 1 diyabette oldugu gibi, disbiyozisin hastaliklarla iligkisini
gdsteren bir durumdur.® Baz1 kommensal bakterilerin mikrobiyotadaki bollugu hastaliga
gore degisiklik gosterebilmektedir. Prevotella cinsi bakterilerin multipl sklerozlu

hastalarda azaldig1, RA’l1 hastalarda ise arttig1 gosterilmistir.*

Genetik, beslenme, enfeksiyonlar, ksenobiyotikler, hijyen gibi bir¢ok faktor mikrobiyal
bozulmalara yol agabilmektedir (1.Cizim).® Bu bozulmalarin, farkli klinik dzelliklere sahip
birgok hastalik ile iligkili oldugu saptanmustir. Disbiyozisle iligskilendirilmis baz1 hastaliklar

ve baglantili temel mikrobiyal degisimler 1.Cizelge’de 6zetlenmistir.>*
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1.Cizim. Mikrobiyal bozulmalara yol acan faktorler ve disbiyozis ile iliskili hastaliklar.?



1.Cizelge. Disbiyouzis ile iliskili bazi hastaliklar ve iliskili temel mikrobiyal degisimler.

Hastahk Adi Hastalik ile iliskili Mikrobiyota Degisimi Kaynak
Romatoid Bacteroides cinsinde azalma (yeni tan1 almis hastalarda) 38
Artrit Prevotella copri tiiriinde artma (yeni tan1 almis hastalarda)

. Firmicutes filumunda artma
Obezite 39

Bacteroidetes filumunda azalma

Clostridium, Bacteroides ve Veillonella cinslerinde artma a0

Tip 1 Diyabet Firmicutes/Bacteroidetes oraninda azalma

Inflamatuvar | Firmicutes filumunda azalma
Bagirsak Bacteroidetes filumunda ve Enterobacteriaceae ailesinde
Hastaliklarn artma

41

Alerii Lactobacillus cinsinde ve Bifidobacterium adolescentis, N
] Clostridium difficile, Helicobacter pylori tiirlerinde azalma
, Bacteroidetes ve Proteobacteria filumunda artma 17
Otizm

Firmicutes ve Actinobacteria filumunda azalma

2.3.  Romatoid Artrit
2.3.1.  Klinigi ve Komplikasyonlari

Romatoid artrit; agrili sinovyal inflamasyon, kemik erozyonlari, immiin sistem
aktivasyonu ve otoantikorlarin varlig1 ile karakterize, kronik, otoimmiin bir hastaliktir.®
Hastalik siirecinde, sinovyum, kikirdak ve kemik gibi bdlgelerde bulunan 6z antijenlere
kars1 antikorlar olugsmakta ve eklem yikimi, fonksiyon kaybi gibi hasarlar meydana
gelmektedir.*? Eller ve ayaklardaki sinovyal eklemler hastalikta ilk etkilenen yapilardir.
Hastaligin neden oldugu sistemik inflamasyon birgok organ sisteminde de hasar olusumuna
yol agabilmektedir.** Romatoid nodiiller, pulmoner tutulum, vaskiilit gibi eklem dis1
tutulumlar da hastaliga eslik edebilmektedir. Ayrica olusan bu kronik inflamatuvar durum,;
sekonder amiloidoz, lenfoma, kardiyovaskiiler hastalik ve mortalite i¢in de risk

faktoridiir.®
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Romatoid artrit baz1 hastalarda otoantikorlar olmadan da gelisebilmektedir. Anti
sitriillenmis protein antikorlarin (ACPA) ve romatoid faktoriin (RF) varligina gore hastalik
seropozitif ve seronegatif olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.® Seropozitif hastalarda
saptanan ACPA’lar hastaligin patogenezinde dnemli bir rol oynamaktadir ve radyografik
progresyon ile iligkilendirilmektedir. Bu nedenle otoantikorlarin varligi hastalik i¢in kotii
prognostik bir faktor olarak kabul edilmektedir ve bu hastalarda daha yogun bir tedavi
uygulamasi gerektigi diistiniilmektedir. Radyolojik karsilastirma disindaki hastalik
aktivitesi 6lgtimlerinde ise iki grup arasinda farklilik olup olmadig1 heniiz belirsiz olan bir
konudur.** Yapilan bazi calismalarda seropozitif RA’nin daha siddetli seyrettigi ve
hastalarda daha fazla fonksiyon kaybi gelistigi saptanmigtir. Bu durumun aksine
seronegatif olanlarda daha siddetli inflamatuvar aktive ve daha kotii radyografik sonuglar

oldugunu belirten ¢alismalar da bulunmaktadir.**
2.3.2.  Etiyolojisi

Romatoid artritin kesin nedeni bilinmemekle birlikte, etiyolojisinde ¢evresel ve genetik
bircok risk faktdriiniin rol oynadig diisiiniilmektedir.® Hastalik riskini artiran ve azaltan

cesitli faktorler 2.Cizelge’de dzetlenmistir,83343

Genetik yatkinlik RA’nin olusmasinda énemli bir role sahiptir.** Gelisen teknolojik
yontemler sayesinde hastaligin genetik etkileri daha anlasilir hale gelmistir.® Giiniimiizde
RA etiyolojisinde 100°den fazla genetik lokusun rol oynadig: bilinmektedir.*® Genetik riski
artiran en dnemli faktorler insan 16kosit antijenleri (HLA) polimorfizmleridir®. Romatoid
artritin 6zellikle HLA-DRBI1 allelleri ile iligkisi tiim 1rksal ve etnik popiilasyonlarda
gozlenmistir.® Birkag HLA-DRBI alleli (DRB1 zincirinin iigiincii bolgesinde yer alan ve
ortak epitop olarak adlandirilan genler) daha fazla nem tasimaktadir. Ozellikle HLA-
DRB1 0401/0404’iin birlikte varlig1 hastalik icin yiiksek risk gostergesidir.>® Bu aleller
ayrica hastaligin siddetini de etkilemektedir.® Sitokin sinyali, lenfosit reseptérii aktivasyon
esigi gibi diger genetik lokuslarin ise daha kiigiik fonksiyonel etkileri bulunmaktadir.®
Ortak epitop alelleri 6zellikle ACPA pozitif RA ile iliskilendirilmektedir.® Genetik
faktorlerin etkilerine ragmen, yapilan ¢alismalarda monozigotik ikizlerde dahi hastaligin
birlikte goriilme ihtimalinin %15 diizeyinde oldugu belirtilmektedir. Bu durum, hastalik
gelisiminde genetik faktorlerin yani sira gevresel risk faktorlerinin de 6nemli rol

oynadigin1 gdstermektedir.*®

11



Hastaligin etiyolojisinde sigara, hormonlar, beslenme, enfeksiyonlar gibi bir¢ok ¢evresel
risk faktorii sorumlu tutulmaktadir.®® Bu faktorler igerisinde en dnemli olani tiitiin
maruziyetidir.*> Ayrica, yiiksek kirmiz1 et, doymus/trans yag, rafine karbohidrat tiiketimi
ve diisiik omega3/omega6 orani ile karakterize bati tipi beslenme tarzi da RA riskini

artirmaktadir.®®

Otoimmiiniteye bagli olarak olusan ACPA, RF gibi otoantikorlar, immiin sistemin ve
inflamatuvar yanitin uyarilmasina neden olarak, hastaligin olusumuna katkida
bulunmaktadirlar.*’ Yapilan son calismalara gore, artrit baslangicindan birkag yil
oncesinde bile otoantikorlar tespit edilebilir diizeyde olabilmektedir.*® Bu durum, hastalik
ile ilgili immiin yanitin cok dnceden basladigini gdstermektedir.*® Ayrica hava kirliligi,
toz, diyet (0zellikle tuz alim1), enfeksiyonlar gibi ¢esitli gevresel faktorlerle de

otoantikorlarin neden oldugu inflamatuvar yanit tetiklenebilmektedir.*’

Genetik ve gevresel faktorlerin yani sira, giiniimiizde mikrobiyal faktorlerin ve mukozal
inflamasyonun da patogenezde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.® Epstein-Barr virus,
Parvovirus gibi viral patojenlerin ve Proteus spp. Mycoplasma spp. gibi bakteriyel
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlar RA olusumunu tetikleyebilmektedir.*® Yapilan bir
calismada, RA hastalarinin agi1z ve bagirsak mikrobiyotalarinda, kontrol grubuna gore
farklilik oldugu saptanmustir.® Scher ve ark., yeni tan1 almis RA hastalarinin bagirsak
mikrobiyotasinda P.copri tiirliniin arttigini, Bacteroides cinsi bakterilerin ise azaldigini
gostermistir. Hentliz neden-sonug iliskisi net olarak agiklanamamuis olsa bile, periodontal
hastalik varliginda RA riskinin arttig1 digiiniilmektedir. Periodontitte rol oynayan bir
bakteri olan Porphyromonas gingivalis, arjinini sitriilline doniistiiren bir enzim olan
peptidil arginin deiminaz 4 araciligiyla sitriillinasyonu anormal bir sekilde stimiile ederek

RA olusumunu tetikleyebilmektedir.>4%°
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2.Cizelge. Romatoid artrit riskini artiran ve azaltan faktorler.

RA Riskini Artiran Faktorler RA Riskini Azaltan Faktorler
Spesifik HLA alellerine sahip olmak Balik ve omega 3 tliketimi
Kadin olmak Orta derecede alkol alimi
Sigara dumanina maruziyet Saglikli beslenme

Mesleki toz (Silica) Statin kullanimi1

Yiiksek sodyum, kirmizi et ve demir Oral kontraseptif kullanim1 veya hormon
tiikketimi replasmani

Hava kirliligi

Obezite

Diistik D vitamini

Cesitli viral ve bakteriyel enfeksiyonlar

2.3.3.  Patogenezi

Hastaligin kesin nedeni halen bilinmemektedir, ancak son yirmi yilda patojenik
yolaklarla ilgili edinilen bilgiler oldukca artmistir.>! Dogal ve kazanilmig immiin yanit
arasindaki etkilesimlerin, antijen sunan hiicrelerin, otoreaktif T hiicrelerinin, RF ve ACPA

gibi otoantikorlarin RA patogenezinde rol oynadig1 bilinmektedir.’

RA, birden ¢ok eklemin sinovyal membraninda inflamasyon ile karakterize ve degisen
derecelerde yikima yol acan kronik otoimmiin bir hastaliktir. Ozellikle kikirdak yikimna,
eklem boslugunun daralmasina ve sonunda kemik hasarina yol agan bu inflamatuvar
siiregten viicuttaki her doku etkilenebilmektedir.>?° Hastaligin progresyonunda sinovyal
doku kalinlagarak, sinovyumda siv1 artigi ve inflamatuvar hiicrelerin birikimi meydana
gelmekte ve pannus olarak adlandirilan yap1 olusmaktadir. Pannus tarafindan tiretilen
enzimler kikirdagi tahrip etmekte, bunun sonucunda inflamatuvar siire¢ daha da

ilerlemektedir.53

Artrit patogenezinde oncelikle endotelyal hiicrelerin aktivasyonu meydana
gelmektedir.>® Boylece ¢ok sayida hiicre, cesitli yapisma molekiillerini eksprese eden

endotelyal hiicreler araciligryla sinovyuma girmektedir. Dogal bagisiklik sisteminin antijen
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sunma Ozelligine sahip dendritik hiicreleri, ylizeylerinde tasidig1 Toll-benzeri reseptor
(TLR) gibi patern tanima molekiilleriyle yabanci (bakteriyel veya viral peptitler gibi) veya
0z antijenleri tanimakta ve aktive olmaktadirlar. Aktive olmus dendritik hiicreler bu
antijenleri ortak epitop tasiyan major doku uygunluk kompleksi (MHC) sinif II molekiiller
ile naif T hiicresine sunmaktadirlar. T hiicreleri aktive oldugunda yardimer T1 (Tnl), Thl7
veya folikiiler T (T) hiicrelerine farklilasmaktadirlar. Aktive T hiicreleri, makrofajlari ve
B hiicrelerini uyaran lenfokinler salgilamaktadirlar.®? T hiicreleri, B hiicrelerinin plazma
hiicrelerine farklilasmasini uyararak otoantikor iiretimini de indiikleyebilmektedirler.
Otoantikorlar otoantijenlere baglanarak immiin kompleksler olusturmakta ve sinovyumda
birikmektedirler.>? Biriken immiin kompleksler, Fc reseptorleri ve kompleman reseptorleri
araciligiyla makrofajlara ve diger hiicrelere baglanabilmekte ve hiicrelerden tiimor nekroz
faktorti (TNF), interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuvar sitokinlerin ve diger inflamatuvar
mediatorlerin salinmasina yol agmaktadirlar. Proinflamatuvar sitokinlerin varliginda
niikleer faktor kappa - ligand reseptor aktivatoriinii (RANKL) eksprese eden fibroblastlar,
preosteoklastlarin osteoklastlara doniisiimiinii ve kemik yikimini1 uyarmaktadirlar. Bu
sitokinler ayrica kikirdak hasarinda rol oynayan enzimleri salgilayan kondrositleri de
aktive etmektedirler.>® Neovaskiilarizasyon ve sinovyumdaki fibroblast ve makrofaj
benzeri hiicrelerin gogalmasi RA patogenezinin diger dzellikleridir.>? Bu hiicreler
prostaglandinler, matriks metalloproteinazlar gibi inflamatuvar mediatorler salgilayarak

kikirdak ve kemik hasarinda rol oynamaktadirlar.>

Romatoid artrit patogenezinde TNF-a ve IL-6’nin merkezi bir rolii bulunmaktadir. TNF-
a; sitokinleri, kemokin ekspresyonunu ve endotel hiicre yapisma molekiillerini aktive
etmekte, ayrica anjiyogenezi desteklemektedir. Fibroblastlar1 korumak, Treg’leri
baskilamak ve agriy1 artirmak gibi etkileri de vardir.*® IL-6; 16kosit aktivasyonunu ve
otoantikor iiretimini tesvik etmektedir. Anemiye, bilissel islev bozukluguna ve lipid
metabolizmasinin bozulmasina neden olmaktadir.** Ayrica, B hiicrelerinin antikor
tiretimini indiiklemekte, T hiicrelerini, makrofajlar1 ve osteoklastlar1 aktive etmektedir.

Ayni1 zamanda IL-6 hepatik akut faz reaktanlarmin da ana aktivatoriidiir.>

Sinovyumdaki hiicrelerin akisini, genislemesini ve aktivasyonunu artiran, klinik olarak
eklem sigsmesi ve eklem yikimi gibi bulgularin ortaya ¢ikmasina yol agan, hastaligin

inflamatuvar ve yikic1 etkileri 2.Cizim’de 6zetlenmistir.>%?
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2.Cizim. Romatoid artrit patogenezi.>?

2.3.4. Tanisi

Hastalar genellikle yakin zamanda baslamis eklem tutuklugu, sisligi ve hassasiyeti gibi
sikayetlerle klinige bagvurmaktadir. Laboratuvar bulgularinda C-reaktif protein (CRP)
diizeyinde ve eritrosit sedimentasyon hizinda (ESR) yiikselme saptanabilmektedir. Bu
bulgular hastaliga 6zgii olmadig1 i¢in, RA’nin reaktif artrit, osteoartrit, psoriatik artrit,
enfeksiydz artrit gibi diger artritlerden ayrimi1 yapilmalidir.® Hastaligin tamsinda fizik
muayene bulgularindan, laboratuvar tetkiklerinden ve radyolojik tetkiklerden

yararlanilmaktadir.>*

Giiniimiizde RA tanisinda erken donemde tan1 ve tedavi olanagi saglayan, Amerikan
Romatoloji Dernegi/Avrupa Romatizma Birligi (ACR/EULAR) 2010 kriterleri
kullanilmaktadir.® Bu kriterler 3.Cizelge’de gosterilmistir.>* Belirtilen kriterlere gore; en az
1 eklemde sinovit olmas1 ve sinoviti daha iyi agiklayan baska bir tan1 olmamast
durumunda, 6 ve {izeri puan saptanmasiyla kesin RA tanis1 konmaktadir. Bu Kkriterler
hastaligin erken tan1 ve tedavisini saglamak ve komplikasyonlar1 6nlenmek amaciyla

kullanildigindan, eklem erozyonlar1 tan1 kriteri arasinda yer almamaktadir.>* Distal
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interfalangeal, birinci karpometakarpal eklemler ve birinci metatarsofalangeal eklemler

osteoartrit ile iliskilendirilmeleri nedeniyle tanida degerlendirilmemektedir.*

Otoantikorlar tan1 esnasinda hastalarin %50-70’inde saptanan ve hastalik seyri boyunca
varligmni siirdiiren 6nemli tan1 paremetreleridir.’ Hastalik i¢in daha spesifik olan otoantikor
ACPA’dir. RF ise yaglilik, diger otoimmiin hastaliklar veya enfeksiyon gibi ¢esitli

durumlarda da pozitiflesebilmektedir.*

3.Cizelge. ACR/EULAR 2010 kriterleri.>*

Eklem Tutulumu? Puan Degeri
1 biiytik eklem 0 puan
2-10 biiytik eklem 1 puan

1-3 kiigiik eklem (biiyiik eklem tutulumu ile birlikte veya tek bagina) | 2 puan

4-10 kiigiik eklem (biiyiik eklem tutulumu ile birlikte veya tek basina) | 3 puan

>10 eklem (en az 1’1 kii¢ilik eklem olmalr) 5 puan

Serolojik Tetkikler? (en az 1 test sonucu olmal)

RF ve ACPA negatifligi 0 puan
RF veya ACPA diisiik pozitifligi 2 puan
RF veya ACPA yiiksek pozitifligi 3 puan
Akut Faz Reaktanlar1 (en az 1 test sonucu olmal)

Normal CRP ve ESR 0 puan
Anormal CRP veya anormal ESR 1 puan

Semptomlarin Siiresi

<6 hafta 0 puan

>6 hafta 1 puan

! Eklem tutulumunda belirtilen biiyiik eklemler omuzlar, dirsekler, kalgalar, dizler ve ayak bileklerini,
kiiciik eklemler ise metakarpofalangeal, proksimal interfalangeal, 2.,3.,4.,5. metatarsopfalangeal, bagparmak

interfalangeal ve el bilegi eklemlerini ifade etmektedir.

2 Serolojik tetkiklerde belirtilen diisiik pozitiflik normalin {ist limitinden fazla ancak {ist limitin <3 kat

degerleri, yiiksek pozitiflik ise normalin {ist limitinin >3 kat degerleri ifade etmektedir.
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2.3.5.  Tedavisi ve Takibi

Romatoid artrit patogenezinde meydana gelen immiin yanitlar hastalarda ilerleyici
kikirdak ve kemik hasarina yol agmaktadir.>’ Erken tan1 ve tedavi hem inflamasyonun
kontrol altina alinmasini saglamakta hem de hasar olusumunu &nlemektedir. Ozellikle
yiiksek hastalik aktivitesine sahip, otoantikorlarin pozitif oldugu ve erken déonemde eklem

hasar1 gelisen hastalarda optimal tedavi basarisi erken tani ile elde edilebilmektedir.®

Giliniimiizde RA tedavi protokolleri, farkli uygulama yollarina sahip farkli ilag
smiflarindan ve beraberinde farmakolojik olmayan uygulamalardan olugsmaktadir.”
Farmakolojik tedavide non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar, glukokortikoidler,
konvansiyonel sentetik DMARD’lar, IL-6 reseptor inhibitorleri, Anti-CD20 antikoru, janus
kinaz (JAK) inhibitorleri gibi bircok farkli ilag kullanilabilmektedir.>> RA tedavisinde
kullanilan ilaglar 4.Cizelge’de dzetlenmistir.>>>®>" Farmakolojik olmayan uygulamalar
icerisinde ise en onemlileri; hasta egitimi, egzersiz ve fiziksel terapilerdir. Ayrica
hastalarda koroner ateroskleroz riski arttigindan, sigara kullanimi, hiperlipidemi,
hipertansiyon ve obezite gibi ateroskleroz riskini artiran diger faktorlerin 6nlenmesine

yonelik uygulamalar da tedavide yer almalidir.’
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4.Cizelge. Romatoid artrit tedavisinde kullanilan ilaglar.

fla¢ Grubu flac Adr

Asetilsalisilat
Naproksen

Non-steroid anti-inflamat ilacl
Inflamatuvar ilaclar Etodolak

Prednizolon
Kortikosteroidler Metilprednizolon

Metotreksat

Sulfasalazin

Leflunomid

Hidroksiklorokin

Hedefe yonelik sentetik DMARD’lar Tofasitinib

(JAK inhibit6rii) Barisitinib

Etenersept (TNF inh.)
Infliksimab (TNF inh.)
Adalimumab (TNF inh.)
Biyolojik DMARD’lar Tosilizumab (IL-6 reseptor inh.)
Rituksimab (CD20 inh.)
Abatasept (CD80/86 -kostimiilatér inh.)

Konvansiyonel sentetik DMARD’lar

Tedavide amag; agrilarin hafifletilmesini, iltihabin kontrol altina alinmasin1 ve hastalarin
remisyonda veya en azindan diisiik hastalik aktivitesinde olmasini saglanmaktir.” Bu
nedenle, tedavi protokolleri hastaligin aktivite diizeyine gére belirlenmektedir.’ EULAR’1n
Onerilere gore, tan1 konuldugunda tedaviye konvansiyonel sentetik DMARD’lar ile
baslanmali ve bu grup igerisinde ilk olarak metotreksat (MTX) tercih edilmelidir.’
Intolerans veya kontrendikasyon gibi nedenlerle MTX in kullanilamadig1 durumlarda ise,
leflunomid veya siilfasalazin ile tedaviye baslanmalidir. Glukokortikoidler kombine
sekilde kullanilmak iizere baslangi¢ tedavisine eklenebilen ilaglardir. Akut hastalik
alevlenmelerinde agriy1 ve sisligi hizli bir sekilde gidermek ve inflamasyonu kontrol altina
almak amaciyla tercih edilmektedirler.” Glukokortikoidlerin kullanim sekli oral veya
intraartikiiler enjeksiyonlar seklinde olabilmektedir. Oral kullanimin bir¢ok sistemik yan

etkisi bulundugundan genellikle kisa siireli (3-4 aya kadar) kullanilmasi tercih
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edilmektedir. Uzun vadede inflamasyonu kontrol altina almak i¢in ise DMARD’lar
kullanilmaktadir. Biyolojik DMARD’lar 6zellikle akut faz reaktanlarinda yiikselme, ¢ok
sayida eklemde sisme veya erken donemde eklem hasar1 olusma gibi kotii prognostik

faktorlerin bulundugu hastalarda tercih edilmektedir.’

Hastalarin prognozu, hastaligin ciddiyetine ve tedavinin etkinligine gore
degismektedir.*® Tedavi ile hastalarin remisyonda olmas: hedeflenmektedir. Takiplerde
hastalik aktive diizeyine bakilmakta ve hastalik aktivitesi yiiksek/orta/diistik aktiviteli veya
remisyon seklinde siniflandirilmaktadir.> Remisyon, iltihaplanmanin énemli belirti ve
semptomlarinin olmamasi olarak tanimlanmaktadir. Tedavi edilmeyen hastalarda %20
veya daha az diizeyde remisyon saglanirken, tedavinin devamli uygulanmasi halinde

yaklasik %75 oraninda remisyon/diisiik hastalik aktivesi saglanabilmektedir.*®

Aktivite diizeyi; hastalik aktivite skoru 28 (Disease Activity Score 28-DAS28),
basitlestirilmis hastalik aktivite indeksi, klinik hastalik aktivite indeksi gibi farkli
skorlamalar kullanilarak degerlendirilmektedir.> Bu skorlamalardan biri olan DAS28 icin
degerlendirilmesi gereken eklemler 3.Cizim’de ve 5.Cizelge’de gosterilmistir.>® DAS28
diizeyinin hesaplanmasinda kullanilan parametreler ve sinir degerleri 6.Cizelge’de

gdsterilmistir.
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5.Cizelge. DAS28’de degerlendirilen eklemler.

Eklem Adi Sayisi
Omuz 2
Dirsek 2
El Bilegi 2
Diz 2
Metakarpofalangeal 10
Proksimal interfalangeal 10
Toplam Eklem Sayis1 28

3.Cizim. DAS28’de degerlendirilen eklemler.

6.Cizelge. DAS28 degerlendirme parametreleri ve sinir degerleri.

DAS28 Degerlendirme
Parametreleri

Sinir Degerler

Remisyon

Diisiik

Orta

Yiiksek

DAS28-ESR

Hassas eklem sayis1 (28)

Sis eklem sayis1 (28)

ESR (mm’de)

Genel saglik degerlendirmesi
(Visual analog scale-VAS)
(0-100 mm)

<2.6

2.6-3.2

>3.2-<5.1

>5.1

DAS28-CRP

Hassas eklem sayis1 (28)

Sis eklem sayis1 (28)

CRP (mg/dL)

Genel saglik degerlendirmesi
(0-100 mm)

<2.6

2.6-3.2

>3.2-<5.1

>5.1
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2.3.6.  Epidemiyolojisi ve Prognozu

Diinya genelinde en yaygin goriilen kronik inflamatuvar hastaliklardan biri RA’dir.>
Popiilasyonlara gore degisiklik gostermekle birlikte prevalansinin %1-2 civarinda oldugu
tahmin edilmektedir.3® Kuzey Yarim Kiire’de Giiney Yarim Kiire’ye gore ve kentsel alanda
kirsal alana gore daha yaygin saptanmaktadir. Baz1 Amerikan yerlilerinde oldukca sik
goriilmektedir.’> Cin ve Japonya ise hastaligin en diisiik diizeyde (%0,2-%0,3) goriildiigii
tilkelerdendir. Prevalanstaki farkliliklarin etiyolojide rol alan genetik veya ¢evresel

faktorlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.*®

Hastaligin goriilme siklig1 genetik, cinsiyet, yas, sigara kullanimi, oral kontraseptif
kullanim gibi cesitli faktorlere gore degisiklik gosterebilmektedir.*® Aile dykiisiiniin
varhig1 hastalik riskini kabaca 3-5 kat artirmaktadir.® Hastaligin goriilme siklig1 kadinlarda
erkeklere gore 2-4 kat fazladir ve genellikle 35-60 yas araliginda baslamaktadir.?%% Aktif
olarak oral kontraseptif kullanan kadinlar, hi¢ oral kontraseptif kullanmamis kadinlara
veya daha 6nceden kullanmis olanlara kiyasla daha diisiik RA insidansina sahiptir.*® Sigara
kullanim1 6zellikle seropozitif RA ile iliskili olup yapilan ¢aligsmalar sigaranin RA riskini 2

kattan fazla artirdigin1 gdstermektedir.®

Romatoid artrit, karmasik patofizyolojisiyle sinovyal hiperplaziye, kikirdak hasarina ve
kemik erozyonuna yol agmaktadir ve genellikle tanidan sonraki bir y1l i¢inde hastalarin
%80’ini etkilemektedir. Hastalarin {igte biri hastalik baglangicindan sonraki iki y1l iginde
ve yaklasik yaris1 on yil sonra is giicii kayb1 yasamaktadir.*® Hastaligin yiikii, sadece
etkilenen eklemler ve fiziksel etkisi ile sinirl tutulmamalidir. Etkileri hastalik siireciyle
iligkili bir dizi sistemik komplikasyona bagli olarak da gerceklesmektedir. Eklem dis1 RA

belirtileri olan 6zellikle erkek hastalarda daha yiiksek mortalite goriilmektedir.*?
2.4. Mikrobiyota ve Romatoid Artrit

Yiizyil kadar 6nce, RA bulasici bir hastalik olarak kabul edilmistir. Yirminci yiizyilin
sonlarina dogru, bazi1 klinik antibiyotik denemeleri etkinlik gostermesine ragmen, bu
hipotezden uzaklasilmistir. Gliniimiizde ise RA’da mikrobiyal tetikleyicilerin olduguna
dair artan kanitlar bulunmaktadir.!® Mikrobiyota ve artrit patogenezi arasindaki iliski ilk
kez 1970’lerin sonunda yapilmis bir hayvan deneyi ile gosterilmistir. Bu ¢aligmada;

mikropsuz siganlarda, normal bagirsak mikrobiyotasi olan siganlara kiyasla, daha siddetli
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artrit olustugu gozlenmistir.%° Yapilan bircok ¢alismada RA gibi otoimmiin hastaliklarda
intestinal mikrobiyota kompozisyonunun degistigi ve cesitliliginin azaldigi

gosterilmistir.>1° RA ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki iliskiyi gosteren ¢alismalarin

bazilar1 7.Cizelge’de 6zetlenmistir.

11,12,13

7.Cizelge. Romatoid artrit ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki iligkiyi gésteren bazi

caligmalar.

Popiilasyon

Azalan Bakteriler

Artan Bakteriler

Kaynak

Yeni tant RA (n = 51)
Fibromyalji (n = 40)

Bifidobacteria
Bacteroides
Porphyromonas
Prevotella,
Bacteroides fragilis,
Clostridium coccoides

61

Yeni tan1 RA (n = 15)
Saglikli kontrol (n =15)

Lactobacillus

62

Yeni tant RA (n = 17)
Saglikli kontrol (n =14)

Prevotella copri

63

Yeni tan1 RA (n = 94)
Saglikli kontrol (n =97)

Lactobacillus salivarius

Haemophilus

15

Yeni tan1 RA (n = 44)
Kronik RA (n = 26)
Saglikli kontrol (n = 28)

Bacteroides

Prevotella copri

38

Preklinik RA (n =83)
RA hastalarinin 1.derece
akrabalari (n = 50)

Prevotellaceae
Prevotella

64

RA (n =82)
Saglikli kontrol (n =42)

Prevotella

65

RA (n =66)
Saglikli kontrol (n =60)

Lactobacillus
Alloprevotella
Enterobacter
Odoribacter

Bacteroides
Escherichia-Shigella

66

RA (n =9)
Osteoartrit (n =9)

Bacteroides
Bifidobacterium
Bacteroidetes/Firmicutes

Lactobacilli
Prevotella

67

RA (n =20)
Saglikli kontrol (n =30)

Clostridium leptum

Bacteroides
Prevotella

10

RA: Romatoid artrit
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Romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarda, Th17 ve Treg arasindaki dengede bozulma
siklikla gozlenmektedir. Th17 hiicreleri, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara karsi koruma
saglamasina ragmen multipl skleroz, inflamatuvar bagirsak hastaligi, RA gibi otoimmiin
hastaliklarin olusumunu tetikleyebilmektedir.®® Cesitli hayvan deneylerinde, bagirsak
mikrobiyotasindaki bakterilerin immiin sistemi etkiledigi ve TH17 hiicrelerinin
uyarilmasina yol agarak artrit gelisimini tetikleyebilecegi gosterilmistir.?’ Regiilator T
hiicreleri inflamasyonun baskilanmasinda, doku hasarinin ve otoimmiinitenin

onlenmesinde gorev almaktadir (4.Cizim).%®

Bozulmus Eklem Patoloiisi
Immiin Yamt

Tul7 11 ‘ /
TLR ile Tetiklenme
Treg || . \ ’

4.Cizim. Bozulmus bagirsak mikrobiyotasinin RA patogenezindeki immiinolojik etkileri.

68

2.4.1.  Bacteroides fragilis ve Romatoid Artrit

Bacteroides cinsi igerisinde yer alan B.fragilis diskida baskin olarak bulunan, zorunlu
anaerop bir bakteridir. Firsatg patojen bir bakteri olmasina ragmen, bagirsakta bulunan
immiin sistem hiicrelerinin dengesinde 6nemli rolii bulunmaktadir.®® B.fragilis yapisal
olarak farkli en az sekiz kapsiiler polisakkarit iiretebilmektedir. En fazla eksprese edileni
polisakkarit A (PSA)’dir.”° Bu kapsiiler polisakkarit dendritik hiicrelerin yiizeyinde
bulunan TLR-2’ye baglanmakta ve CD4+T hiicrelerine sunulmaktadir.*® Boylece CD4+T
hiicrelerinin IL-10 tireten Foxp3+Treg’lere donlismesi saglanmaktadir. Foxp3+Treg’ler
bagirsaktaki Tr17 hiicrelerini ve proinflamatuvar bir sitokin olan IL-17"yi
baskilamaktadir.%®"* Bu bilgiler 1s181nda PSA’nin gesitli otoimmiin hastaliklar iizerinde

koruyucu etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir.”* Kapsiiler polisakkaritine bagli olusan
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diizenleyici etkisine ragmen B.fragilis’in otoimmiin hastaliklar i¢in tetikleyici olabilecegini
gosteren bir galisma da bulunmaktadir. Calismada B.fragilis’in normal dkaryotik hiicre
fonksiyonu igin gerekli olan ubiquitinin homologu bir protein kodlayabildigi ve insan
ubiquitini ile ¢arpraz reaksiyon olusturarak immiinglobulin (Ig) G yanitina yol agabildigi

bildirilmistir.5®

B.fragilis’in RA ile iligkisini gosteren ¢aligmalarda birbirinden farkli bulgular elde
edilmistir.}%6! Vaahtovuo ve ark.%!, RA hastalarinda kontrollere kiyasla Bacteroides-
Porphyromonas-Prevotella grubunun, B.fragilis alt grubunun, Eubacterium rectale-
Clostridium coccoides grubunun ve Bifidobacteria cinsinin 6nemli 6lglide azaldigini
bildirmislerdir. Scher ve ark.*®, yeni tan1 almis tedavi edilmemis RA hastalarinda P.copri
artiginin yani sira Bacteroides cinsinde azalma oldugunu saptamislardir. Aksine, 2019’da
Cin’de yapilan bir calismada Bacteroides ve Escherichia-Shigella cinslerinin kontrol
grubuna kiyasla RA hastalarinda daha fazla oldugu gosterilmistir.®® Farkli bir ¢alismada da

RA hastalarinda Bacteroides ve Prevotella cinsleri daha fazla saptanmustir.t°
2.4.2.  Bifidobacterium bifidum ve Romatoid Artrit

B.bifidum (Lactobacillus bifidus) ilk olarak bebeklerin intestinal sisteminden izole edilen
probiyotik bir bakteridir. Kolon mikrobiyotasinin 6nemli bir iiyesi olan B.bifidum ozellikle
anne siitii ile beslenen bebeklerde ve ¢ocuklarda yaygin olarak bulunmaktadir.’
Vaahtovuo ve ark.®!, RA hastalarinda kontrol grubuna gore Bifidobacteria cinsinin
azaldigim saptamislardir.5! Yapilan bir hayvan deneyinde, artrit olusumuna yatkin
farelerde Clostridiales ailesi ile benzerlik gosteren ¢ok sayida bakteri, artrit olusumuna
direngli olanlarda ise bol miktarda Bifidobacteria oldugu saptanmstir. Bifidobakterilerin
varlhig1 bagirsaktaki Th17 ekspresyonu ile negatif korelasyon gostermistir. Bu durum bu
gruptaki kommensal bakterilerin artritten korunmada 6nemli bir role sahip olabilecegini
diisiindiirmiistiir.”® RA hastalig1 ile ilgili yapilan cesitli insan ve hayvan deneylerinde bazi
probiyotik bakterilerin terapétik etkinligi arastirilmistir.>® RA hastalarma Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei ve B.bifidum’dan olusan bir probiyotik karisimin verildigi
randomize ¢ift kor, plasebo kontrollii bir calismada, probiyotik takviyesi verilen grubun
DAS28’inde diizelme oldugu saptanmistir. Ayrica bu grubun CRP konsantrasyonlari

plaseboya gore onemli 6lgiide azalmistir.>® Yukarida bahsedilen ¢alismalarin aksine, bir
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hayvan deneyinde ise B.bifidum tarafindan kolonize edilen farelerin hizla artrit gelistirdigi

gdzlenmistir.”*
2.4.3. Lactobacillus salivarius ve Romatoid Artrit

Laktobasiller immiin fonksiyonlarin diizenlenmesinde ve intestinal mukozadaki epitel
hiicrelere yapisarak patojen mikroorganizmalara kars1 bariyer olusmasinda gorev alan
probiyotik bakterilerdir.>® Bununla birlikte ¢esitli alismalarda RA hastalarinda
laktobasillerin sayisinin arttig1 gosterilmistir.®>%? Liu ve ark.%?, erken RA hastalarinda
saglikli bireylere gore Lactobacillus cinsinin 6nemli derecede arttigini saptamislardir. Bu
durumun belirli laktobasil tiirlerinin artrit gelisiminde rol almasindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmiistiir.>® Osteoartrit ve RA hastalarinin karsilastirildig: bir calismada, RA
hastalarinda Lactobacillus cinsi daha fazla bulunmustur.®” Zhang ve ark.'®, saglikl
kontrollere kiyasla RA’l1 hastalarin diski, dis ve tiikiiriik 6rneklerinde L.salivarius tiiriiniin
daha fazla sayida bulundugunu bildirmislerdir. Ayni ¢alismada yiiksek hastalik aktivitesi
ile L.salivarius sayis1 arasinda pozitif korelasyon oldugu saptanmustir. L.salivarius’un,
niikleer faktor-kappa B (NF-kB) aktivasyonuna yol agarak, IL-6, IL-1f gibi
proinflamatuvar sitokinlerin salinimina yol agmasiyla hastalik patogenezinde rol
oynayabilecegi bildirilmistir.” Laktobasillerin fazla olmasini agiklayan farkli bir hipotez
ise, bakteri sayisindaki artisin RA progresyonundan kaynaklanabilecek olmasidir.
Patojenlere kars1 daha kalin bir mukozal bariyer olusturmak icin laktobasil sayisinin artmis
olabilecegi diisiiniilmiistiir.>® RA hastalarinda laktobasil sayisinin patolojik olarak arttigin
gosteren ¢alismalarin aksine, artrit olusumuna kars1 koruyucu etkileri oldugunu gdsteren
caligmalar da bulunmaktadir. Yapilan bir hayvan deneyinde RA’l1 hastalardan izole
edilmis L.salivarius’un oral yoldan farelere uygulanmasi sonucunda hem Treg hem de IL-
10 diizeyinde artis oldugu, ayn1 zamanda artrit siddetinde, kemik erozyonlarinda ve
sinovyal infiltrasyonda azalma oldugu gosterilmistir.’® L.salivarius disinda farkli laktobasil
tiirlerinin de terapétik amacgh kullanilabilecegi ile ilgili hipotezler bulunmaktadir.>®

Lactobacillus casei gibi bazi tiirlerin RA semptomlarini hafiflettigi gsterilmistir.*"’

2.4.4.  Prevotella copri ve Romatoid Artrit

Prevotella copri, ilk olarak Japonya’da insan digki 6rneklerinden izole edilmis, zorunlu

anaerop, sporsuz, gram negatif bir bakteridir.?! Mikrobiyotanin bir iiyesi olan P.copri’nin
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yeni tan1 almis RA’l1 hastalarda, kronik RA’l1, psoriatik artritli ve saglikli insanlara kiyasla
daha bol oldugu belirlenmistir.*® Otoantikorlar olmayan birinci derece akrabalar ile
preklinik RA hastalarinin karsilastirildigi bir ¢alismada, RA hastalarinda Prevotellaceae
ailesinin, dzellikle Prevotella cinsinin, arttig1 gosterilmistir.®* Osteoartrit ve RA
hastalarinin karsilastirildigi farkli bir ¢alismada da, RA hastalarinda Lactobacillus ve

Prevotella cinsleri (6zellikle P.copri) daha fazla bulunmustur.®’

Yeni tan1 almig RA hastalarinda P.copri’nin fazla miktarda olmas1 patogenezdeki
immiin mekanizmalarla heniiz net olarak iligkilendirilememekle beraber, farelerle yapilan
bir ¢calismada disbiyozisin bagirsaktaki otoreaktif T hiicrelerinin aktivasyonuna yol agarak
artrit gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir.®>’® Pianta ve ark.’®, P.copri'nin
insanlarda immiinojenik olabilecegini belirlemislerdir. Calismada, hastalarin sinovyal
dokularinda veya periferik kandaki mononiikleer hiicrelerinde, T hiicrelere sunulan
peptitler arasinda P.copri’ye ait 27-kD proteinin (Pc-p27) varligini gostermislerdir. Bu
peptid ile in vitro maruziyet sonrasinda RA hastalarinin %42’sinde T hiicrelerden
interferon-gama tiretimi gozlenmis, saglikli kontrollerde ve Lyme artritli hastalarda ise T
hiicre yanit1 saptanmamustir. Ayrica RA hastalarinda, P.copri’nin hem peptidine hem de
kendisine kars1 artmig IgA antikor yanitinin oldugu ve olusan antikorlarin inflamatuvar
sitokinlerle de korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen bu veriler, P.copri’nin yeni
tani almig RA hastalarinda sadece sayisinin artmadigini ayni zamanda immiin reaksiyonlari

da tetikledigini gostermektedir.®®
2.4.5. Romatoid Artrit Tedavisi ve Mikrobiyota

Konakg1 bagisiklik sistemi ile etkilesimleri nedeniyle mikrobiyota RA i¢in 6nemli
cevresel tetikleyicilerden biridir. Bu nedenle bagirsagin mikrobiyal kompozisyonunu ve
immiinolojik dengesini eski haline getirebilecek ¢esitli immiinosupresif ajanlarin tedavide
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.}! Bagirsak mikrobiyal bilesimi, DMARD alan RA
hastalari ile saglikl1 kontroller arasinda oldukga farklilik gostermektedir.’%4%° Rodrigues
ve ark.1°, saglikli kontrollere kiyasla DMARD alan RA hastalarinda Bacteroides ve
Prevotella tiirlerinin daha fazla, Clostridium leptum’un ise daha az oldugunu
saptamiglardir. Zhang ve ark.®, MTX’in mikrobiyota bilesimini etkileyebilecegini ve
kismen hastalikla iliskili disbiyozisin tersine dondiirebilecegini bildirmistir. Farkli

DMARD tedavileri uygulanan hastalarla yapilan bir ¢alismada, MTX ile tedavi edilenlerde
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Enterobacteriales ailesinin, etanersept ile tedavi edilenlerde Deltaproteobacteria ve
Clostridiaceae ailelerinin tedavi edilmemis RA hastalarina gére azaldigi belirlenmistir.*
Birgok hayvan deneyinde de RA tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniilen ¢esitli terapotik
maddelerin mikrobiyotay1 degistirebildigi gosterilmistir.!* Ote yandan mikrobiyotadaki
bakteriler RA tedavisinde kullanilan ilaglarin metobolizmasini etkileyebilmekte ve
farmakolojik transformasyon, biyoyararlanim ve absorbsiyon gibi olaylarda kilit rol
oynayabilmektedir. Buna bagl olarak disbiyozisin tedavi basarisizligina neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Yeni tan1 almis ve MTX tedavisi baglanmis hastalarin takip edildigi
calismada, tedavi basarisi elde edilenlerde bakteriyel ¢esitliligin az oldugu, tedavi
basarisizlig1 olanlarda ise Clostridia’nin daha bol ve Bacteroidia’nin daha az bulundugu
saptanmustir.” Sonug olarak tiim bu bilgiler, RA tedavisinde kullanilan ilaglarin

mikrobiyota ile karsilikli olarak etkilestigini gdstermektedir.”™
2.5. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (kGZ PZR); elde edilen iiriiniin
goriiniir hale gelmesini ve monitdrizasyonunu saglayan floresans isaretli prob ve boyalarin
kullanildig1 ve floresans miktarinin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir PZR
yontemidir.”® Bu yontemde, DNA amplifikasyonu ve elde edilen iiriiniin saptanmast tek bir
testte gerceklesmektedir. Boylece konvansiyonel PZR’de amplifikasyon tiriinlerinin
saptamast icin kullanilan jel elektroforezi basamagina ihtiya¢ duyulmamaktadir.2° Bu
yontem, patojenlerin tespitinden onkolojik ¢aligmalara, dogum 6ncesi tani galismalarindan

ilag endiistrisine kadar bir¢ok farkl1 alanda kullanilmaktadir.”

Gergek zamanli PZR’de, konvansiyonel PZR’de oldugu gibi sabit sayida dongiiden
sonra biriken DNA miktarinin belirlenmesi yerine, tirtiniin ilk tespit edildigi dongii noktasi
saptanmaktadir. Bu, isaretli boya yogunlugunun esik degerin {izerine ¢iktig1 dongii sayisi
ile tespit edilmektedir ve bu dongii sayis1 esik dongiisii (CT) olarak adlandirilmaktadir. CT
degeri, PZR reaksiyonundaki hedef kopya sayisi ile ters orant1 gostermektedir. Yani, hedef
niikleik asitin baslangi¢ kopya sayisi ne kadar yiiksekse, floresansta o kadar erken

donemde artis gozlenmekte ve CT degeri de 0 kadar diisiik olmaktadir.&

Gergek zamanli PZR’de, amplifiye edilmis DNA fragmanlarinin saptanmasinda spesifik
olmayan floresans boyalar veya spesifik problar kullanilabilmektedir. SYBR Green | gibi

27



spesifik olmayan boyalarin kullanilmasinin avantaji testin daha basit ve diisiik maliyetli
olmasin1 saglamasidir. Bununla birlikte, bu boyalar nonspesifik baglanmalar
olusturabilmeleri nedeniyle belirsiz sonuglara yol acabilmektedirler.®’ Hedefe spesifik
problarda ise hibridizasyon porblari, hidroliz problar, floresans isaretli problar, molekiiler
boncuklar veya Scorpions gibi farkli secenekler bulunmaktadir. Problar PZR'deki sadece
gercek hedefler ile hibridize olmakta, primer dimerlerine veya diger yalanci iiriinlere
baglanmamaktadirlar. Bu durum SYBR Green ile elde edilemeyecek diizeyde spesifite
saglamaktadir. Proba dayali yontemlerin bir diger avantaji da farkli emisyon spektrumuna

sahip boyalar kullanilarak ¢oklu PZR gergeklestirebilme olanagi saglamasidir.®

Gerg¢ek zamanli PZR, kalitatif bir test olarak kullanilabildigi gibi, PCR iiriinii ve floresan
yogunlugu arasindaki dogrusal korelasyona dayanarak kantitatif bir yontem olarak da
kullanilabilmektedir.8® Kantitasyon, standart egri olusturarak veya gergeklestirilen
reaksiyonla birlikte internal kontrol mesajc1t RNA’y1 amplifiye ederek yapilabilmektedir.5!
Standart egri, baslangic hedef kopya sayisi bilinen bir standardin seri diliisyonlartyla
gerceklestirilen PZR reaksiyonuyla olusturulmaktadir. Olusturulan standart egrinin lineer
egimine gore test edilen orneklerin kopya sayist hesaplanmaktadir. Bu yontemde
orneklerden elde edilen kopya sayisinin dogrulugu, tamamen standartlarin dogruluguna
baglidir. Bu nedenle egrinin uygunlugu degerlendirilmeli, egimi hesaplanarak reaksiyonun
verimliligi belirlenmelidir. Standart egriler ile kantitasyonda genellikle yiiksek oranda

spesifik ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilmektedir.5!
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.

Calisma ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi

Calisma grubu Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Romatoloji

Boliimii’ne Aralik 2018- Haziran 2020 tarihleri arasinda bagvuran, yeni tan1 almis RA

hastalarindan olusturulmustur. Hastalar belirlenen kabul ve ret kriterlerine gore se¢ilmistir.

Bu kriterler 8.Cizelge’de gosterilmistir. Kriterleri saglayan 15 hasta ¢alisma grubuna dahil

edilmistir. Hastalar ¢alisma 6ncesinde sozlii olarak bilgilendirilmis ve aydinlatilmis onam

formu ile yazili onamlar1 alinmistir. Tedavi takibi yapilan hastalarin géniilliiliik esasina

dayanarak bu siiregte katilimlarinin devamliligi saglanmaistir.

8.Cizelge. Calisma grubunda yer alan hastalarin belirlenmesinde kullanilan kabul ve ret

kriterleri.

KABUL KRITERLERI

RET KRiTERLERI

Hastalarin 18-65 yas araliginda ve yeni RA
tanis1 almis olmasi

Hastalarin 18 yasindan kiiciik veya 65
yasindan biiylik olmasi

Oncesinde anti-romatizmal bir tedavi
almamis olmasi

Oncesinde anti-romatizmal bir tedavi almis
olmasi

Inflamatuvar bagirsak hastaligy, irritabl
bagirsak sendromu gibi herhangi bir
bagirsak hastaliginin olmamasi

Inflamatuvar bagirsak hastaligs, irritabl
bagirsak sendromu gibi herhangi bir
bagirsak hastaliginin olmast

Farkl1 bir romatizmal hastalik tanisi
almamis olmasi

Farkl1 bir romatizmal hastalik tanis1 almig
olmas1

Gebelik olmamasi

Gebelik olmasi

Son 2 ay igerinde herhangi bir antibiyotik
kullanmamis olmas1

Son 2 ay igerinde herhangi bir antibiyotik
kullanmis olmasi

Son 2 ay igerinde gastroenterit gegirme
Oykiisliniin olmamasi

Son 2 ay igerinde gastroenterit gegirme
Oykiistliniin olmas1

Takviye edici prebiyotik/probiyotik ilag
kullanmamis olmasi

Takviye edici prebiyotik/probiyotik ilag
kullanmis olmasi
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Kontrol grubu, ¢alisma grubuyla benzer yas ve cinsiyet 6zelliklerine sahip saglikli
goniilliilerden olusturulmustur. Bu grupta yer alan bireylerin herhangi bir kronik
hastaliginin ve diizenli ila¢ kullanimlarinin olmamasina dikkat edilmistir. Son iki ay
igerisinde antibiyotik kullanimi, gastroenterit 6ykiisii veya tedavi amagh
prebiyotik/probiyotik ilag kullanim1 olan hastalar kontrol grubuna dahil edilmemistir.
Kriterlere uygun oldugu belirlenen 14 goniillii birey kontrol grubunda yer almistir. Tiim
bireyler ¢alisma oncesinde sozlii olarak bilgilendirilmis ve aydinlatilmis onam formu ile

yazili onamlar1 alinmistir.
3.2.  Tan, Tedavi ve izlem

Hastalarin tanisi, tedavisi ve izlemi Romatoloji Bilim Dal1 tarafindan yapilmistir. Tan1
icin ACR/EULAR 2010 kriterleri kullanilmigtir.>* Hastalarin baslangicta ve kontrol
muayenelerinde DAS28 ile hastalik aktivite diizeyleri belirlenmistir. DAS28 diizeyleri hem
ESR hem de CRP sonuglar1 kullanilarak hesaplanmistir. Tedavide hastalara sadece MTX
veya MTX+kortikosteroid, MTX+kortikosteroid+hidroksiklorokin gibi ilag
kombinasyonlar1 baglanmistir. Takip siireclerinde tedavi degisimi olup olmadig:

degerlendirilmistir.
3.3. Hasta Verileri ve Degerlendirme Formu

Hastalarin laboratuvar verileri hastane bilgi sisteminden, diger bilgiler ise degerlendirme
formu (Ek-1) ile s6zel olarak hastalardan edinilmistir. Formda hastalarin genel bilgilerini,
beslenme aliskanliklarini ve sigara kullanimlarini sorgulamaya yonelik sorular yer almigtir.
Beslenme aligkanliklarinin mikrobiyota iizerinde etkili oldugu bilindiginden, diyetin
etkilerini anlamaya ydnelik daha ayrintili degerlendirme yapilmistir. Bu amagla bireylerin
ne tlir gidalarla beslenmeyi tercih ettigi sorgulanmis ve et agirlikli, sebze agirlikli veya
dengeli beslenme seceneklerinden birini tercih etmeleri istenmistir. Ayrica bireylerin ne
siklikla yogurt, kefir, tarhana, tursu gibi probiyotik iceren gidalari tiikettigi sorgulanmistir.
Tiiketim sikliklarini her giin, haftada birkag kez, ayda birkag kez, yilda birkag kez tiiketme
veya hig tiilketmeme olacak sekilde derecelendirmeleri istenmistir. Sigaranin RA i¢in
onemli bir predispozan faktor oldugu bilindiginden hastalarin sigara kullanimlari

sorgulanmistir. Ayrica RA hastalari igin tedavi ve hastalik aktivitesinin takip edildigi bir
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boliim olusturulmustur. Hastalik aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan DAS28’in

degerlendirilmesinde kullanilan bilgiler forma kaydedilmistir (Ek-1).
3.4.  Diski Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calisma grubunda yer alan hastalardan 0. (< 7 giin), 6. ve 9/12. aylarda olmak tizere
toplam 3 kez, kontrol grubunda bulunan saglikli bireylerden ise herhangi bir zamanda 1
kez disk1 &rnegi almmustir. Ornekler, steril burgu kapakli digki tasima kabina almarak,
bekletilmeden, buz akiisii iizerinde Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na

ulagtirilmustir.

Gelen diski 6rnekleri buz iizerinde tutularak 0.2 gr olacak sekilde tartilmis ve 2 ml’lik
ependorflara porsiyonlanmistir. Ependorflar hasta bilgilerini igerecek sekilde etiketlenerek,
DNA izolasyonu ve PZR testi yapilincaya kadar —80°C’de saklanmustir.

3.5. Diski Orneklerinden DNA Izolasyonu

Diski 6rneklerinden DNA izolasyonunda QlAamp PowerFecal Pro DNA kiti (QIAGEN,
Almanya) kullanilmistir. Izolasyon iglemleri kit protokoliine uygun sekilde oda

sicakliginda gergeklestirilmistir. Uygulanan kit protokolii asagida belirtildigi gibidir.

1. Onceden porsiyonlanmis 0.2 gr’lik disk1 drnekleri kit icerisindeki boncuk iceren
PowerBead Pro tiiplere aktarilmistir.

2. Uzerine 800 ul CD1 soliisyonu eklenerek kisa bir siire vortekslenmistir.

3. PowerBead tiipler vorteks iizerine horizontal bir sekilde sabitlenerek maksimum
hizda 10 dakika boyunca vortekslenmistir.

4. 15.000g’de 1 dakika santriftijlenmistir.

5. Yaklagik 500-600 pl kadar stipernatant temiz 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine

aktarilmistir.

Uzerine 200 ul CD2 soliisyonu eklenerek 5 saniye vortekslenmistir.

15.000g’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

Yaklasik 700 pl’lik siipernatant temiz 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmstir.

Uzerine 600 ul CD3 soliisyonu eklenerek 5 saniye vortekslenmistir.

10. 650 pl lizat MB Spin Column’a aktarilarak 15.000g’de 1 dakika

santrifiijlenmistir.
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11. Alttaki toplama tlipti degistirildikten sonra kalan lizat MB Spin Column’a
aktarilarak 15.000g’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

12. Alttaki toplama tiipii degistirildikten sonra MB Spin Column’un iizerine 500 pl
EA soliisyonu eklenmistir.

13. 15.000g’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

14. Alttaki toplama tlipti degistirildikten sonra MB Spin Column’un {izerine 500 pl
CDS5 soliisyonu eklenmistir.

15. 15.000g’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

16. Alttaki toplama tiipli degistirildikten sonra 16.000g’de 2 dakika tekrar
santrifiijlenmistir.

17. Alttaki toplama tiipti degistirilerek, MB Spin Column 1,5 mI’lik Eliisyon tiipiine
yerlestirilmistir.

18. Uzerine, filtreli membranin ortasia gelecek sekilde, 50 pl CD6 soliisyonu
eklenmistir.

19. Oda 1s1s1nda 2-3 dk inkiibe edildikten sonra 15.000g’de 1 dakika
santrifiijlenmistir.

20. Elde edilen DNA porsiyonlanarak ¢alisma giiniine kadar -80°C’de saklanmustir.
3.6. izole Edilen DNA Miktarmin Belirlenmesi ve Esitlenmesi

Calisma ve kontrol grubunda yer alan bireylerin diski 6rneklerinin DNA miktarlari
nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) ile dl¢iilmiistiir. Cihaza DNA
siispansiyonundan 1 pl pipetlenerek dl¢iim yapilmistir. Orneklerin 260/280 nm dalga
boylarindaki 6l¢iimlerine gore yeterli ve uygun saflikta DNA elde edilip edilmedigi
degerlendirilmistir. Tiim 6rnekler son konsantrasyonlart yaklasik 200 ng/ul DNA olacak

sekilde diliie edilerek esitlenmistir.
3.7.  Standart Egrilerin Olusturulmasi

Bakteri kopya sayilarini belirlemek amaciyla her bakteri igin ayri standart egriler
olusturulmustur. Standart egrilerin olusturulmasinda 20.000 kopya/pl bakteri DNA’s1
igerdigi bilinen bir pozitif kontrol (Microbial DNA positive control-V2-Qiagen, Almanya)
kullanilmigtir. Pozitif kontrolden 5 pl alinarak, 5 pl distile su ile karigtirtlmistir. Boylece

pozitif kontroliin 1/2 diliie olmas1 saglanmistir ve diliisyon sonucunda 10.000 kopya/ul
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pozitif kontrol elde edilmistir. Sonrasinda 10.000 kopya/pul igeren standart soliisyondan 2
ul alinarak 18 pl distile su ile karistirllmigtir. Bu basamak tekrar edilerek logaritmik
sekilde diliisyon yapilmis ve 1000, 100, 10 ve 1 kopya/ul DNA igeren diger standartlar
olusturulmustur. Standartlar i¢in hazirlanan 20 pl’lik PZR karisiminin igerigi
10.Cizelge’de gosterilmistir. Tiim standartlarin amplifikasyonunda 11.Cizelge’de
gosterilen 1s1 dongiileri kullanilmistir. Calismalar RotorGene Q (Qiagen, Almanya) ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gére en uygun degerlere sahip diliisyonlar
kullanilarak standart egriler olusturulmustur. Ornek olarak B.fragilis i¢in kullanilan
diliisyonlarin anplifikasyon egrileri, CT degerleri ve olusturulan standart egri 5.Cizim’de
gdsterilmistir. Standart egrilerin degerlendirilmesinde R?, verimlilik ve egim degerleri

kullanilmistir. Tiim bakteriler i¢in belirlenen degerler 9.Cizelge’de gosterilmistir.
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5.Cizim. B.fragilis’in standart egrisi, standart egrinin olusturulmasinda kullanilan

diliisyonlarin amplifikasyon egrileri ve CT degerleri.
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9.Cizelge. Standart egrilerin degerlendirilmesinde kullanilan verimlilik, egim ve R?
degerleri.

B.fragilis B.bifidum L.salivarius P.copri
R? degeri 0,99762 0,99956 0,99380 0,99417
Egim degeri (M) -3,811 -3,080 -3,743 -4,176
Verimlilik degeri (E) 0,83 1,11 0.85 0,74

3.8. Orneklerin Kantitatif Gercek Zamanh PZR Yontemiyle Cahsilmasi

Kantitatif gercek zamanli PZR testi i¢in B.fragilis, B.bifidum, L.salivarius ve P.copri
tiirlerinin 16S rRNA boélgesine spesifik primerleri ve prob igeren ticari kitler (Microbial
DNA gPCR Assay- QIAGEN, Almanya) kullanilmistir. Her bir reaksiyon i¢in hazirlanan
20 ul’lik PZR karisiminin igerigi 10.Cizelge’de gosterilmistir. Tiim 6rneklerin
amplifikasyonunda 11.Cizelge’de gosterilen 1s1 dongiileri kullanilmistir. Calismalar
RotorGene Q (Qiagen,Almanya) ile gergeklestirilmistir. Yapilan PZR ¢alismalari
sonucunda her reaksiyon i¢in bir esik dongiisii (CT) saptanmustir. Diski 6rneklerinden
kGZ-PZR ile elde edilen CT’ler 6nceden olusturulmus, kopya sayisi bilinen standart

egrilere gore degerlendirilerek test edilen bakteriye ait kopya sayisi belirlenmistir.

10.Cizelge. KGZ-PZR’de kullanilan bilesenler ve bilesenlerin tek reaksiyon hacimleri.

Tiim reaksiyonlar i¢in uygulanan tek

PZR Bilesenleri reaksiyon hacmi (nl)
Mikrobiyal PZR Master mix 10

Primer-prob karigimi

(Mikrobiyal DNA PZR Assay) o8

Distile su 8,2
Standartlar/Ornekler 1

Total hacim 20
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11.Cizelge. KGZ-PZR’de kullanilan 1s1 diingiileri.

Basamak Dongii Sayisi Siire Sicaklik (°C)
Baslangi¢ denatiirasyonu 1 10 dk 95
Denatilirasyon 40 15sn 95
Baglanma ve uzama 40 2 dk 60

3.9. istatiksel Analiz

Calismanin planlama asamasinda Power analizi yapilarak minimum hasta sayis1
belirlenmistir. Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA) paket programi ile yapilmistir. Normal dagilima uygunluk testi Kolmogorov-
Smirnov Testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren niimerik degiskenler
ortalama + standart sapma, normal dagilim gostermeyen niimerik degiskenler medyan (25.-
75. persentil) olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olan
niimerik degiskenler i¢in Bagimsiz gruplar T testi ile, normal dagilima sahip olmayan
niimerik degiskenler i¢in ise Mann Whitney U testi ile test edilmistir. Olgiimler arasi
farkliligin arastirilmasinda normal dagilim gdéstermeyen niimerik degiskenler i¢cin
Friedman iki yonlii varyans analizi kullanilmistir. Degiskenler arasindaki iligkiler
Spearman Korelasyon Analizi ile belirlenmistir. iki yénlii hipotezlerin testi i¢in p<0.05

istatistiksel onemlilik i¢in yeterli kabul edilmistir.
3.10. Etik Kurul Onay1

Calisma i¢in Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan etik kurul onay1 alinmistir (Tarih:28/11/2018, Sira n0:2018/311). Proje
giderlerinin karsilanabilmesi i¢in Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’ne bagvurulmustur. Proje, ilgili birim tarafindan onaylanip yiiriirliige
girmistir (Proje No: 2019/007).
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4. BULGULAR
4.1. Demografik Veriler ve Laboratuvar Bulgulari

Calisma grubu 7’si kadin (%46,7), 8’si erkek (%53,3) olmak tizere 15 yeni tani almis
tedavi edilmemis RA hastasindan olusturulmustur. Hastalarin genel yas ortalamasi
44,8+11,5 (25-59 yas aralig1) olarak belirlenmistir. Kontrol grubu ilag kullanimi veya
bilinen kronik bir hastaligi olmayan 7’si kadin (%50), 7’si erkek (%50) 14 saglikli
goniilliiden olusturulmustur. Kontrol grubunun genel yas ortalamasi 43,2+8,5 (31-58 yas
aralig1) olarak belirlenmistir. Hasta ve kontrol gruplari hem cinsiyet hem de yas

ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak farklilik géstermemektedir (sirastyla p=1,000 ve

0,678).

Calisma grubunda yer alan hastalarin 7 (%46,7)’si, tedavi siirecine uyum
gostermemeleri, gebelik veya mikrobiyotay1 etkileyebilecek farkli ilaglar kullanmalart gibi
cesitli nedenlerle takip asamasinda ¢alismadan ¢ikarilmistir. Tedaviye uyum gosteren ve
diizenli kontrole gelen 8 (%53,3) hastanin 0., 6. ve 9/12. aylarda kontrolleri yapilmistir. Bu
grup igerisinde 3 (%37,5) kadin, 5 (%62,5) erkek hasta yer almistir. Hastalarin 29-59 yas

araliginda oldugu belirlenmistir.

Hastalarin laboratuvar tetkiklerinde yer alan ACPA ve RF sonuglarina gore, yeni tani
almig 15 hastanin 13’1 (%86,7) seropozitif, 2’si (%13,3) seronegatif RA olarak
tanimlanmustir. Seronegatif RA olarak tanimlanan bir hasta 9/12 ay boyunca takip

edilmistir.

(Calisma i¢in hazirlanmis formda yer alan sorular yardimiyla hastalarin beslenme
aligkanliklar1 hakkinda bilgi edinilmistir. Elde edilen sonuglara gore, calisma grubundaki
hastalarin 2 (%13,3)’si et agirlikli, 7 (%46,7)’si sebze agirlikli ve 6 (%40)’s1 dengeli
beslendigini belirtmistir. Kontrol grubundaki bireylerin 1 (%7,1)’1 et agirlikli, 4 (%28,6)’1
sebze agirhikli ve 9 (%64,3)’u dengeli beslendigini bildirmistir. iki grubun beslenme

aliskanliklar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir (p degeri 0,482).

Bireylerin yogurt, kefir, tursu, tarhana gibi probiyotik i¢eren gidalar1 ne siklikla
tiikkettikleri sorgulanmistir. Calisma grubundaki bireylerin 4 (%26,7)1 her giin, 9 (%60)’u
haftada birkag giin, 2 (%13,3)’si ayda birkag giin bu tiir gidalar tiikettigini belirtmistir.
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Kontrol grubundaki bireylerin ise 7 (%50)’si her giin, 7 (%50)’s1 haftada birkag giin
tiikettigini bildirmistir. Iki grup arasinda probiyotik iceren gida tiikketim siklig1 agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p degeri 0,281).

Hastaligin etiyolojisinde yer aldig1 bilinen bir faktor olan sigaranin gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedigi bulunmustur (p degeri 0,215). Calisma
grubundaki hastalarin 6 (%40)’s1, kontrol grubundaki bireylerin 2 (%14,2)’si sigara
kullandigini belirtmistir. Hastalara ve saglikli kontrollere ait demografik veriler

12.Cizelge’de gosterilmistir.

12.Cizelge. Yeni tan1 RA hastalarina ve saglikli kontrollere ait demografik veriler.

Yeni Tam1 RA Saghkh Kontrol p degeri
(n=15) (n=14)
Cinsiyet (E/K) 8/7 717 1,000
Yas ortalamasi 448 43,2 0,678
Beslenme! 2/716 1/4/9 0,482
Probiyotik tiiketimi? 4/9/2 7/71- 0,281
Sigara kullanim 6 2 0,215

!Beslenme aligkanliklar et agirlikli, sebze agirlikl ve dengeli olarak siralanmistir.

2Probiyotik tiiketim siklig1 her giin, haftada birkag kez, ayda birkag kez olacak sekilde siralanmistir.

4.2. Takip Edilen Hastalarin Takip Siirecindeki Tedavi ve Hastalik Aktivitesi

Degisimleri

Takibi yapilabilen tiim hastalarin tedavileri, baslangicta ve takiplerde, en az bir DMARD
(temel olarak MTX) icerecek sekilde diizenlenmistir. Takip edilen sekiz hastanin

baslangigta ve devam eden siirecte kullandiklari ilaglar 13.Cizelge’de gosterilmistir.
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13.Cizelge. Takip edilen hastalarin takip siirecindeki tedavileri.

HASTA 0.ay 6. ay 9/12. ay
. Metotreksat Metotreksat Metotreksat
Metilprednizolon Metilprednizolon Metilprednizolon
5 Metotreksat Metotreksat Metotreksat
Metilprednizolon Metilprednizolon Metilprednizolon
Metotreksat Metotreksat
Metotreksat _ ) _ )
3 ] ] Metilprednizolon Metilprednizolon
Metilprednizolon ] ] ] ] ) ]
Hidroksiklorokin Hidroksiklorokin
o Metotreksat Metotreksat Metotreksat
Metilprednizolon Metilprednizolon Metilprednizolon
Metotreksat Metotreksat Metotreksat
5 Metilprednizolon Metilprednizolon Metilprednizolon
Hidroksiklorokin Hidroksiklorokin Hidroksiklorokin
Metotreksat Metotreksat
) ) ) ) Metotreksat
6 Metilprednizolon Metilprednizolon ] )
_ _ ) ] ) ) Metilprednizolon
Hidroksiklorokin Hidroksiklorokin
7 Metotreksat Metotreksat Metotreksat
o Metotreksat Metotreksat Metotreksat
Metilprednizolon Metilprednizolon Metilprednizolon

Takip edilen hastalarin hastalik aktivite skorlar1 degerlendirildiginde, 6. ay

kontrollerinde biiyiik cogunlugunun (7 hastanin), 9/12. ay kontrollerinde ise tiimiiniin

diisiik aktiviteli veya remisyonda oldugu belirlenmistir. Baslangic degerleri ile 6. ay ve
9/12. ay degerleri karsilastirildiginda hem DAS-ESR hem de DAS-CRP ile istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmistir. Hastalarin DAS28-ESR ve DAS28-CRP sonuglarinin

aylara gore ortanca degerleri ve karsilastirmalar1 14.Cizelge ve 6.Cizim’de gosterilmistir.
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14.Cizelge. Takip edilen hastalarin aylara géore DAS-ESR ve DAS-CRP ortanca degerleri

ve karsilagtirmalari.

DAS28-
n=8 ESR

DAS28-
CRP

n=8

DAS28-ESR
p degeri

DAS28-CRP
p degeri

0.ay 4,52

4,37

0.ay-6.ay

0,008

0,026

6. ay 1,68

1,6

0.ay-9/12.ay

0,008

0,002

9/12.ay | 1,68

1,44

6.ay-9/12.ay

1,000

1,000

4,5

3,5

2,5

1,5

0,5

0. AY

—0—DAS28-ESR ——DAS28-CRP

6. AY

—0

9/12. AY

6.Cizim. Takip edilen hastalarin aylara gére DAS-ESR ve DAS-CRP degisimleri.

4.3. lzole edilen DNA’larin Degerlendirilmesi

QlAamp PowerFecal Pro DNA kit ile izole edilen tiim 6rneklerden PZR i¢in uygun

DNA miktar1 elde edilebilmistir. Spektrofotometre ile dl¢iildiigiinde DNA miktarlar
130,05-1337,51 ng/ul araliginda saptanmstir. Elde edilen DNA’nin saflig1 i¢in 260/280

orani degerlendirilmistir. Tiim 6rneklerin 260/280 degeri 1,80-1,90 araliginda

bulunmustur.
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4.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR sonuglari

4.4.1. Hasta Orneklerinin Degerlendirilmesi

Hastalara ve saglikli kontrollere ait KGZ-PZR amplifikasyon egrilerinden elde edilen CT

degerleriyle bakteri kopya sayilar1 belirlenmistir. Ornek olarak baz1 amplifikasyon egrileri

asagida gosterilmistir.

Morm . Fluoro.

[Theshad

5

10 15 2
Cycle

30

40

7.Cizim. Ornek amplifikasyon egrisi (B.fragilis).
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8.Cizim. Calisma boyunca RA hastalarindan alinan tiim 6rneklere ait amplifikasyon

egrileri (B.bifidum).
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9.Cizim. Saglikli kontrollerin amplifikasyon egrileri (B.bifidum).
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4.4.2. Yeni Tam RA’larin ve Saghkh Kontrollerin Bakteri Kopya Sayilarinin

Karsilastirilmasi

Calisma grubunda yer alan yeni tan1 almis ve tedavi edilmemis 15 RA hastasi ile kontrol
grubunda yer alan 14 saglikli kontroliin bakteri kopya sayilari karsilastirilmistir. Yeni tani
almig RA hastalarinda P.copri’nin istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha fazla oldugu
belirlenmistir (p=0,046). Saglikl1 bireylerde ise L.salivarius anlamli olarak daha fazla
saptanmugtir (p=0,047). B.fragilis’in ve B.bifidum’un kopya sayilarinda istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik olmamakla birlikte B.fragilis’in RA hastalarinda yaklasik 4 kat,
B.bifidum’un ise kontrol grubunda yaklasik 25 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Her iki
grubun 200 ng DNA’da belirlenen bakteri kopya sayilarina ait veriler 10.Cizim ve
15.Cizelge’de gosterilmistir.

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00
B.fragilis B.bifidum L.salivarius P.copri

B YENi TANIRA = KONTROL

10.Cizim. Yeni tan1 RA’larin ve saglikli kontrollerin bakteri kopya sayilarinin ortanca

degerleri.
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15.Cizelge. Yeni tan1 RA’larin ve saglikli kontrollerin bakteri kopya sayilarinin ortanca

degerleri.
YENI TANI RA KONTROL
(n=15) (n=14) P degerl
B.fragilis 2304 631 0,217
B.bifidum 59 1523 0,270
L.salivarius 7824 25811 0,047
P.copri 1788 10 0,046
4.43. RA Hastalarinin Tedavi Takiplerindeki Bakteri Degisimleri

Tedavi takibi yapilan hastalarin 0., 6. ve 9/12. aylardaki bakteri kopya sayilarinin
ortanca degerleri karsilagtirilmistir. Dort bakteri igin de istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmiistiir. Hastalarin aylara gore bakteri degisimleri 16.Cizelge ve

11.Cizim’de gdsterilmistir.

B.fragilis’in 0. aydaki ortanca degerinin 1453,5 oldugu, bu degerin 6. ayda yaklasik 3
kat arttig1 belirlenmistir. Son kontrolde alinan 6rneklerde ortanca deger 76,5’e kadar
diigmiistiir. L.salivarius da B.fragilis gibi degisken bir grafik sergilemis olup, en yiiksek
degerler 6. ayda saptanmistir. B.bifidum 0. ayda en diisiik diizeyde bulunmustur.
Takiplerde bakteri sayisinin giderek arttigi, son kontrolde yaklasik 10 kat kadar yiikseldigi
belirlenmistir. Aksine, P.copri’nin en yiiksek kopya sayisi 0. ayda saptanmistir. Sonrasinda
ise bakteri sayis1 giderek azalan bir grafik sergilemistir. Son kontrolde alinan drneklerdeki
bakteri kopya sayisinin baslangi¢c degerine kiyasla yaklasik yar1 yariya azaldigi

belirlenmistir.

16.Cizelge. Takip edilen RA hastalarinin tedavi takiplerindeki bakteri kopya sayilarinin

ortanca degerleri.

n=8 0. ay 6. ay 9/12. ay p degeri
B.fragilis 1453,5 4452,5 76,5 0,093
B.bifidum 17 44 177,5 0,368
L.salivarius 5620 9137 5543,5 0,417
P.copri 1763,5 1208 996,5 0,687
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—o— B fragilis —i—B.bifidum L.salivarius —>P.copri

»/\

1,00E+03 —X

1,00E+04

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00
0. AY 6. AY 9/12. AY

11.Cizim. Takip edilen RA hastalarinin aylara gore bakteriyel degisimleri.

B.fragilis kopya sayilarindaki degisimin gosterildigi 12.Cizim incelendiginde, 5, 6 ve 8
numarali hastalarda en yiiksek kopya sayisi 0. ayda saptanmakla beraber, hastalarin biiyiik

¢ogunlugunun 6. ayda en yiiksek bakteri kopya sayisina sahip oldugu belirlenmistir.

B.fragilis
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6. AY 9/12. AY

mEHASTA1 mHASTA2 mHASTA3 mHASTA4 mHASTA5 mHASTA6 mHASTA7 mHASTAS

12.Cizim. Takip edilen RA hastalarinin aylara gore B.fragilis kopya sayilarindaki

degisimler.
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B.bifidum’un aylara gére kopya sayilar1 degerlendirildiginde, 7 numarali hastanin bakteri
kopya sayisinin diger hastalara kiyasla oldukga yliksek oldugu ve bu hastanin kopya
sayilarinda aylara gore belirgin bir degisim olmadig1 goriilmistiir. En yiiksek kopya sayisi
1 ve 2 numarali hastalarda 0. ayda saptanirken, tam tersi sekilde 3 ve 8 numarali hastalarda

bakteri kopya sayis1 tedavi siirecinde artis gostermistir (13.Cizim).

B.bifidum
© 3 ©
o0 — [ee]
e G S
— i o)) —
©
o
—
§ o 3
(90]
O (o))
I l | 2 1
6. AY 9/12. AY

mHASTAl mHASTA2 mHASTA3 mHASTA4 mHASTA5 = HASTA6 mHASTA7 mHASTAS

13.Cizim. Takip edilen RA hastalarinin aylara gore B.bifidum kopya sayilarindaki

degisimler.

Test edilen diger bakterilerle karsilastirildiginda, L.salivarius’un tiim hastalarda genel
olarak en yiiksek kopya sayisina sahip tiir oldugu belirlenmistir. Iki ve 3 numarali

hastalarda bakteri kopya sayilari tedavi siirecinde azalma gostermistir (14.Cizim).
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L.salivarius
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14.Cizim. Takip edilen RA hastalarinin aylara gore L.salivarius kopya sayilarindaki
degisimler.

Hastalarin P.copri kopya sayilar1 incelendiginde, 6. ayda 3, 4, 5 numarali hastalarin en
yiiksek kopya sayilarina, 7 ve 8 numaral hastalarin ise en diisiik kopya sayilarina sahip

oldugu goriilmistiir (15.Cizim).
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15.Cizim. Takip edilen RA hastalarinin aylara gére P.copri kopya sayilarindaki degisimler.
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4.4.4.

DAS28 ile Bakteri Kopya Sayilarinin Korelasyonu

Takip edilen hastalarin 0., 6. ve 9/12. aylardaki bakteri kopya sayilari ile DAS28

diizeyleri arasinda korelasyon olup olmadigi arastirilmis olup, her iki skorlama yontemi ile

bakteri kopya sayilar1 arasinda korelasyon belirlenememistir. DAS2S ile test edilen

bakteriler arasindaki korelasyon testinin p degerleri 17.Cizelge’de gosterilmistir.

17.Cizelge. DAS28 ve test edilen bakteriler arasindaki korelasyon testine ait p degerleri.

n=8 B.fragilis B.bifidum L.salivarius P.copri
DAS-ESR 0,156 0,329 0,200 0,180
DAS-CRP 0,087 0,377 0,466 0,322
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5. TARTISMA

Giliniimiizde genetik ve ¢evresel faktorlerin yani sira, mikrobiyotanin da RA
etiyolojisinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.® Bu konuda yapilan galismalar, RA
hastalar1 ve saglikli bireylerin bagirsak mikrobiyotalari arasinda farklilik oldugunu
gostermistir.!! Zaragoza-Garcia ve ark.”’nin yaptiklar: metaanalizde RA nin mikrobiyota
ile iligkisini inceleyen 27 adet basili yayin oldugu bildirmistir. Bu ¢calismalardan
bazilarinda, RA tedavisinde kullanilan MTX, etanersept gibi DMARD’lar ile RA
hastalarindaki disbiyozisin tersine déndiiriilebilecegi bildirilmistir.}%* Bu calismalarda
yontem olarak genellikle belirli tedavileri alan hastalarla, farkli tedavi alan hastalar veya
saglikli bireylerin mikrobiyotalar1 karsilastirilmistir. Literatiir taramasindan edinilen
bilgilere gore, tedavinin bagirsak mikrobiyotasina olan etkilerini incelemek amaciyla hasta
takibinin yapildig1 kohort calismalarin sayisi birkag tanedir.” Bu calisma diinya genelinde
RA hastalarinin tedavi takibi yapilarak mikrobiyal degisimlerinin incelendigi nadir
calismalardan biridir. Ulkemizde ise bu konu ile ilgili yapilmis bir ¢calisma olmadig

belirlenmistir.

Bu ¢aligmanin amaci, RA ile iliskilendirilmis referans bakteriler kullanilarak, yeni tani
almis tedavi edilmemis hastalarla saglikli kontrollerin bagirsak mikrobiyotalarini
karsilagtirmak ve tedavi takibi yapilan hastalarda tedavinin mikrobiyota iizerine etkisini
arastirmaktir. Bu amagla B.fragilis, P.copri, B.bifidum ve L.salivarius tiirlerindeki bakteri

kopya sayilarindaki degisimler KGZ-PZR y6ntemiyle incelenmistir.

Mikrobiyotanin sekillenmesinde dogum sekli, yas, beslenme, kullanilan ilaglar gibi
birgok faktdriin rol oynadigi bilinmektedir.2?? Yetiskinlik dsneminde mikrobiyal
cesitliligin ve zenginligin olusmasinda en etkili faktor ise diyettir.? Bu nedenle ¢alismada
yeni tan1 almig RA hastalarinin ve kontrol grubundaki bireylerin demografik verileri
birbirine benzer 6zellikte se¢ilmistir. Bu sekilde mikrobiyatada degisiklige neden olan yas,
cinsiyet, beslenme aligkanliklar1 ve sigara kullanim1 gibi ¢esitli faktorlerin etkileri
azaltilmaya caligilmistir. Yapilan istatistiksel analizde demografik verilerin gruplar
arasinda anlaml farklilik géstermedigi belirlenmistir. Ornek sayismin istatistiksel veri
olusturacak kadar yeterli olmamasi nedeniyle kadin-erkek arasindaki mikrobiyal

farkliliklar degerlendirilmemistir. Ayni sekilde takip edilen hastalarin biiyiik ¢ogunlugunun
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seropozitif olmasi nedeniyle otoantikorlara bagli olusabilecek mikrobiyal farkliliklar

karsilastiritlamamustir.

Romatoid artritte nihai terapotik hedef hastalarin remisyona girmesini saglamaktir.
Gelismis tedavi stratejileri sayesinde, erken RA’l1 hastalarda %80°’e kadar Klinik remisyon
saglanabilmektedir. Tedavi etkinligini degerlendirmek amaciyla, hastalarin klinik ve
laboratuvar verilerinin kullanildigi, ¢esitli hastalik aktivite skorlari kullanilmaktadir. Bu
amacla en yaygin kullanilan skor DAS28°dir.8? Bu calismada da tedavi etkinliginin
degerlendirilmesinde DAS28 kullanilmistir. DAS28 hem ESR hem CRP kullanilarak
hesaplanmistir. Her iki skorda da hastalarda benzer sonuglar elde edilmistir. Tedavi
baslangicinda DAS28 ortanca degerleri, ESR ve CRP i¢in sirasiyla 4,52 ve 4,37 olarak
belirlenmistir. Yeni tan1 almis hastalarin biiyiik cogunlugunda aktivite diizeyi orta-yiiksek
olarak saptanmistir. Alt1 ay sonra yapilan kontrollerde ise DAS28 ortanca degerleri
strastyla 1,68 ve 1,60 olarak hesaplanmis ve hastalarin biiyiik ¢ogunlugunun diisiik
aktiviteli veya remisyonda oldugu belirlenmistir. Sadece 1 hastanin 6. ay kontroliinde
orta/yliksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Son takip siirecinde ise tiim hastalarin
DAS28’e gore remisyonda oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu veriler uygulanan tedavi

stratejilerinin etkin oldugunu gostermektedir.

Bagirsak mikrobiyotasinin en 6nemli {iyelerinden biri olan B.fragilis, Treg hiicreler
araciligryla immiin sistemin dengelemesinde biiyiik rol oynamaktadir.®® Bakterinin RA ile
iliskisini arastiran ¢alismalarda birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir.1>®* Vaahtovuo
ve ark.®, RA hastalarinda kontrollere kiyasla Bacteroides-Porphyromonas-Prevotella
grubunun ve B.fragilis alt grubunun 6nemli dlgiide azaldigini saptamislardir. B.fragilis
hakkinda tiir diizeyinde bilgi saglayan ¢ok fazla ¢calisma olmamakla birlikte, Rodrigues ve
ark.’®, RA hastalarinda Bacteroides ve Prevotella cinslerinin daha fazla oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda B.fragilis kopya sayisinin ortanca degerleri yeni tan1t RA
hastalarinda 2304, saglikli kontrollerde ise 603 olarak saptanmistir. Hastalardaki deger
kontrol grubundan yaklasik dort kat kadar fazla olmakla birlikte, bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p degeri 0,217). Bu ¢alismada hasta grubunda bakteri kopya
sayisinin daha yiiksek olmasi, immiiniteyi diizenleyici roliiniin aksine Stewart ve ark.®®’nin
da bildirdigi gibi B.fragilis’in antijenik taklit yetenegiyle otoimmiiniteyi tetiklemis

olabilecegini diistindiirmiistir.
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B.bifidum bagirsak mikrobiyotasinda yaygin bulunan probiyotik bir bakteridir.”? Cesitli
calismalarda B.bifidum’un artrit olusumuna kars1 koruyucu oldugu ve tedavi amaciyla
kullanilabilecegi bildirilmistir.>>"® Bu ¢alismada da saglikl1 kisilerde B.bifidum’un kopya
sayisinin daha fazla oldugu saptanmustir. B.bifidum kopya sayisinin ortanca degerleri yeni
tan1 RA hastalarinda 59, saglikli kontrollerde 1523 olarak belirlenmistir. iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememesine ragmen, saglikli bireylerdeki bakteri
sayisinin yaklasik 25 kat fazla oldugu saptanmustir. Bildirilen ¢alismalarin aksine, T hiicre
aracili otoimmiin artrit olusumuna yatkin mikropsuz farelerle yapilan bir ¢alismada,
mikropsuz ortamda biiyiitiilen farelerde hastalik olusmamasina ragmen tek basina
B.bifidum ile kolonize edildiginde hizla artrit gelistigi bildirilmistir.”* Bu modelde
B.bifidum’un Treg ve Th17 arasindaki dengenin bozulmasinda ve TLR2-TLR4 aracili artrit
olusmasinda rol oynadig: diisiiniilmiistiir.%® Bununla birlikte farkl1 bir mikrobiyota iiyesiyle
monokolonizasyonun benzer sekilde artrit gelisimine yol a¢ip agmayacagi
bilinmemektedir. Abdollahi-Roodsaz ve ark.”*nin calismasinda B.bifidum’un artriti
gercekten tetikleyen bir faktor olup olmadigi gosterilemedigi icin, farkli galismalardan ve
calisgmamizdan elde edilen veriler degerlendirildiginde B.bifidum’un artrite kars1 koruyucu

roliiniin oldugu diistiniilmiistiir.

Laktobasiller yararl etkileri oldugu bilinen probiyotik bakteriler icerisinde yer
almaktadirlar.®® Yapilan bir hayvan deneyinde, RA hastalarindan elde edilmis
L.salivarius’un oral yoldan farelere uygulanmasi, farelerde hem Treg hiicrelerinin hem de
IL-10 seviyelerinin artmasini ve artrit siddetinin azalmasini saglamistir.”® Yararh
etkilerinin aksine, bazi calismalar RA hastalarinda laktobasillerin arttigin1 gostermistir.>62
Liu ve ark.%2, erken RA hastalarinda saglikli kontrollere gére Lactobacillus cinsinin énemli
derecede arttigini saptamislardir. Zhang ve ark.!®, RA'l1 hastalarmin agiz ve bagirsak
mikrobiyotalarinda saglikli kontrollere kiyasla L.salivarius tiiriiniin fazla oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda L.salivarius kopya sayisinin ortanca degerleri yeni tant RA
hastalarinda 7824, saglikli kontrollerde ise 25811 olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuglarin istatistiksel olarak da anlamli oldugu belirlenmistir (p degeri 0,047). Bu
calismanin verileri L.salivarius’un insan sagligini olumlu etkiledigini diistindiirmiistiir.
Ayrica, calismanin sonuglarina gore, arastirilan bakteriler arasinda en bol bulunan bakteri
L.salivarius’tur. Bu durumun Tiirk toplumunda yogurt, tarhana gibi probiyotik 6zellikteki

gidalarin siklikla tiiketiliyor olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Toplumlarin
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beslenme aligkanliklarin farklilik gostermesi gibi mikrobiyotay: etkileyebilecek birgok
faktoriin olmasi, ¢alismalarda birbirinden farkli sonuglar elde edilmesine yol
acabilmektedir. Bu nedenle L.salivarius’un RA ile ger¢ekten iliskili olup olmadigini

anlamak i¢in farkli cografik bolgelerde ve topluluklarda da arastirmalar yapilmalidir.

Giliniimiizde yeni tan1 almig RA hastalarinda P.copri’nin daha bol bulundugunu gosteren
bircok ¢alisma bulunmaktadir.!! Bu calismalara ek olarak, Pianta ve ark.”®, P.copri’nin
yeni tan1 almig RA hastalarinda sadece bulunmadigini ayn1 zamanda immiin reaksiyonlari
tetikledigini de gostermislerdir. Calismamizda P.copri kopya sayisi ortanca degerleri RA
hastalarinda 1788, saglikli kontrollerde 10 olarak saptanmustir. Bu degerler istatistiksel
olarak da anlamli bulunmustur (p degeri 0,046). Elde edilen bu bulgu diger ¢alismalarla
benzerlik gostermektedir ve P.copri’nin yeni tan1 RA ile gercekten iliskili olabilecegini

distindlirmiistiir.

Hasta ve kontrol grubunun karsilastirildig: verilerin tiimii degerlendirildiginde;
P.copri’de ve L.salivarius’da istatistiksel olarak anlamli bir degisim saptanmustir.
B.fragilis’de ve B.bifidum’daki farkin ise anlamli olmadigi bulunmustur. Buna ragmen bu
bakterilerin kopya sayilarinda sirasiyla yaklasik 4 ve 25 kat fark oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen bulgular bu agidan degerlendirildiginde, 6zellikle ¢alismada yer alan iki probiyotik
bakterinin de yeni tan1 RA hastalarinda diisiik saptanmis olmasi probiyotik bakterilerin

artrit olusumuna kars1 koruyucu etkiler gosterebilecegini diisiindiirmiistir.

Metotreksat, anti-kanser ve immiinosupresif ajan olarak yaygin kullanilan bir ilagtir.8*
RA tedavisinde kullanilan sentetik DMARD’lar igerisinde ilk tercih edilendir.” DMARD
alan RA hastalarinin mikrobiyotaya etkilerinin arastirildigi fazla sayida ¢alisma
bulunmamakla beraber, yapilan ¢alismalarda saglikli kontrollere kiyasla tedavi almis RA
hastalarinda mikrobiyal farkliliklar oldugu gosterilmistir.**41> Ayrica, Zhang ve ark.®,
MTX tedavisinin mikrobiyota bilesimini etkileyebilecegini ve kismen hastalikla iliskili
disbiyozisin diizeltebilecegini bildirmislerdir. Metotreksat tedavisine bagli olusan mukozal
yan etkilerin arastirildig1 bir hayvan deneyinde de tedavinin farelerdeki mikrobiyal
popiilasyonu ve ¢esitliligi belirgin derecede degistirdigi saptanmistir. En belirgin degisimin
Bacteroidales ailesinde oldugu, bu aile igerisinde yer alan B.fragilis’in 6nemli 6l¢iide
azaldig1 belirlenmistir. Ayn1 galismada, sonda ile farelerin intestinal sistemine B.fragilis

verilmesinin, MTX in indiikledigi inflamatuvar yan etkileri iyilestirdigi gézlenmistir.3*
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Calismamizda tedavi takibi yapilan 8 hastanin tiimiine kesintisiz MTX tedavisi uygulanmis
olup, test edilen bakterilerin kopya sayilarinda degisiklik olmakla beraber kontroller

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir.

Yapilan literatiir taramasinda, MTX tedavisinin B.fragilis {izerine olan etkisini gosteren
tek bir ¢alisma oldugu belirlenmistir. Yukarida da belirtildigi gibi, bu hayvan deneyinde
MTX tedavisi B.fragilis miktarin1 5nemli dlgiide azaltmistir.8* Benzer sekilde
calismamizdaki sekiz hastanin iiciinde en yliksek kopya sayilari tedaviden 6nce saptanmis
ve tedavi sirasinda bakteri sayisinda kismen azalma goriilmiistiir. Takip edilen hastalarin
tim verileri istatistiksel olarak degerlendirildiginde elde edilen sonuglarin anlaml
olmadig1 belirlenmistir (p degeri 0,093). B.fragilis kopya sayilarinin ortanca degeri en
yiiksek 6. ayda saptanirken, 9/12. ayda dramatik bir sekilde diistiigii goriilmiistiir. Sonug
olarak; Zhou ve ark.2*’nin ¢alismastyla uyumlu olarak uzun siireli MTX tedavisinin

B.fragilis kopya sayisinda azalmaya neden olabilecegi diistiniilmiistiir.

Son yillarda deney hayvanlarinda olusturulan artrit modelleriyle yapilan ¢alismalarda,
probiyotik takviyenin hastaligin iyilesmesinde yararl etkiler gosterdigi belirlenmistir.>®
DMARD tedavisine ek olarak terapotik amagli B.bifudum ve bazi laktobasil tiirlerinin RA
hastalarina 2 ay siireyle verildigi bir ¢alismada, probiyotiklerin DAS28 ve CRP
seviyelerinde diizelme sagladig1 gsterilmistir.2® Literatiir taramasinda, B.bifidum’un
miktarinda uzun siireli tedavi takibine bagli degisimini gosteren bir ¢alisma
bulunamamistir. Calismamizdan edinilen bilgiler de B.bifidum’un RA i¢in koruyucu
oldugunu diistindiirmiistiir. Hastalarin tedavi takibi siirecindeki degisimler istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte (p degeri 0,368), B.bifidum’un baslangi¢ kopya sayisina
gore tedavinin 9/12. ayinda yaklasik 10 kat artarak kontrol grubuna yaklastigi
belirlenmistir. Elde edilen bu fark uygulanan tedavilerin mikrobiyotay1 kismen diizeltmis
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ozellikle 3 ve 8 numaral1 hastalarda bu durum belirgin bir
sekilde gozlenmistir. Sonug olarak; B.bifidum’un tedavi basarisini1 gosteren bir belirteg

olabilecegi ve terapotik amagli kullanilabilecegi diigiiniilmiistiir.

Laktobasiller immiin fonksiyonlarin diizenlenmesinde ve bagirsak bariyerinin
olusmasinda gérev alan dnemli probiyotik bakterilerdir.>® Yapilan bir metaanalizde RA
hastalarina terapotik amagli probiyotik verilmesi, hastalarin DAS28 diizeylerinde belirgin

bir degisim olusturmamakla beraber CRP diizeylerini 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Bu
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nedenle, probiyotiklerin RA tedavisinde, sinirli da olsa, iyilesmeye katki saglayabilecegi
bildirilmistir.® Calismamizda L.salivarius’un saglikli kisilerde daha fazla bulundugu
saptanmustir. Takip edilen hastalarin takip stirecinde elde edilen verilerde ise istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamustir (p degeri 0,417). Baz1 hastalarin kopya sayilar1 tedavi
sirasinda kismen artarken, bazilarinda azalma goriilmistiir. RA’l1 hastalarin uzun siireli
tedavi takibinin L.salivarius’a etkisinin arastirildigi literatiir bilgisine rastlanmadigi igin
calisma bulgular1 karsilastirllamamistir. Bu nedenle RA tedavisinin probiyotikler ile

iliskisinin daha ayrintili arastirilmasi gerektigi diistiniilm{istiir.

P.copri, saglikli kontrollere gore RA hastalarinin mikrobiyotasinda daha fazla bulunan
ve hastalik patogenezinde rol oynama potansiyeli olan bir bakteridir.6”"® Yukarida
belirtildigi gibi bu ¢alismada da benzer sekilde yeni tan1 alan RA hastalarinda saglikli
kontrollere kiyasla P.copri istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde fazla bulunmustur. Yapilan
literatiir taramasinda ise uygulanan tedavilerin bakteri miktarini ne yonde degistirdigi
hakkinda bilgiye ulasilamamistir. Calismamizda takip edilen hastalarin aylara goére P.copri
kopya sayilarindaki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p degeri 0,687).
Buna ragmen baslangigtaki degerlerin tedavi siirecinde yaklasik %50 oraninda azaldigi
goriilmiistiir. Scher ve ark.8, P.copri sayisinin hastalik siiresi ortalama 72 ay olan kronik
RA hastalarinda saglikli kontrollere yaklagacak kadar azaldigini bildirmiglerdir. RA
kronik, hayat boyu devam eden bir hastalik olmas1 nedeniyle P.copri’de anlamli bir
degisimin meydana gelebilmesi i¢in daha uzun siireli tedavi takibi yapilmasi gerekebilir.
Ayrica hastalik aktivitesini belirlemede kullanilan skorlar her zaman hastaliin prognozunu
yeterince gdsteremeyebilir.8? “Sessiz ilerleme” olarak adlandirilan bu gibi durumlarda
bakteri sayisindaki azalmanin gésterilmesinin, tedavi basarisinin belirlenmesinde yardimci

olabilecek bir belirteg olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Tedavi takibi gerektiren prospektif ¢alismalar zahmetli ve zaman alicidir. Bu tiir
calismalar hasta katilimi ve uyumu ile gergeklestirilebildiginden, elde edilen veriler
oldukca degerlidir. Bu ¢aligmaya yeni tan1 almis 15 RA hastasiyla baglanmasina ragmen,
sekiz hastanin tam takibi yapilabilmistir. Bununla birlikte, bu ¢alisma RA hastalarinda
tedavi takibinin yapildig1 ve bu siirecin RA ile iligkili bakteriler {izerinden mikrobiyotaya
etkilerinin incelendigi nadir ¢alismalardan biridir. Elde edilen verilerin ileride yapilacak

calismalara onciiliik edecegi diistiniilmiistiir.
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6.

SONUC VE ONERILER

1. Giiniimiizde RA’da intestinal mikrobiyota kompozisyonunun degistigini ve

cesitliliginin azaldigini gosterilen bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Fakat tedaviye
bagli olarak mikrobiyotanin degisimini gosteren ¢alismalarin sayisi oldukga
siirhidir. Bu ¢alismada RA ile iligkisi belirlenmis bakteriler araciligiyla, yeni
tan1 almis tedavi edilmemis hastalarin tedavi siirecindeki mikrobiyal degisimleri
arastirllmistir. Bu yoniiyle ¢alisma diinya genelinde nadir yapilmis calismalardan
biri olmas1 ve tilkemizde de ilk kez yapilmis olmasi nedeniyle 6nem

tasimaktadir.

Ozellikle yeni tan1 almis RA hastalarida P.copri’nin arttig1 birgok calismada
gosterilmistir. Bununla birlikte RA ile iliskili diger bakteriler hakkinda ¢eliskili
yayinlar bulunmaktadir. Calismada bagirsak mikrobiyotasinin en 6nemli tiyeleri
olan ve RA ile iliskilendirilmis, B.fragilis, B.bifidum, L.salivarius ve P.copri

tiirlerinin sayisal degisimleri KGZ-PZR yontemiyle arastirilmistir.

Calismanin ilk boliimiinde, yeni tan1 almis RA hastalarinin ve saglikli bireylerin
mikrobiyotalar: referans olarak belirledigimiz bakteriler araciligiyla
karsilastirtlmistir. Daha onceki ¢aligmalarla uyumlu olarak P.copri kontrol
grubuna kiyasla yeni tan1 almis RA hastalarinda istatistiksel olarak anlaml
diizeyde fazla bulunmustur. L.salrvarius’un ise saglikli bireylerde anlaml
diizeyde fazla oldugu belirlenmistir. B.fragilis ile B.bifidum’un kopya sayilar1 iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gostermemekle birlikte B.fragilis’in
hasta grubunda 4 kat, B.bifidum’un kontrol grubunda 25 kat fazla oldugu
saptanmustir. Probiyotik oldugu bilinen B.bifidum ve L.salivarius tiirlerinin
kontrol grubunda daha fazla olmasi, bu tiirlerin RA hastaligina kars1 koruyucu
etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte mikrobiyota toplumsal
beslenme aligkanliklarina bagh olarak degisiklik gosterebildiginden, bu
bulgularin farkli cografik bolgelerde ve toplumlarda yapilan ¢alismalarda

desteklenmesi gerekmektedir.

Calismanin temel amaci olan diger boliimiinde ise tedavi takibinin referans

bakteriler araciliiyla mikrobiyotaya etkileri arastirilmigtir. Tedavi takibi yapilan
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hastalarin 0., 6. ve 9/12. aylarda DAS28 diizeyleri ve bakteri kopya sayilari
belirlenmistir. Hastalarin tamaminda 9/12. ay kontroliinde DAS28 diizeyleri
diigsmiis ve tedavi basaris1 saglanmistir. Bakteri kopya sayilarinin aylara gore
degisimi incelendiginde, 6zellikle yeni tan1 almis hastalarda fazla oldugu bilinen
P.copri’nin tedavi siirecinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma
gostermemesine ragmen, 9/12. ay sonunda yaklasik %50 oraninda azaldigi
belirlenmistir. Bu sonug tedavi takibi uzatildiginda bakteri sayisinin anlamli
diizeyde azalabilecegini ve tedavi basarisinda bir belirteg olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir. B.bifidum’un kopya sayisi1 tedavi siirecinde
10 kat artis gostermis olup, kontrol grubuna yaklagsmistir. Bu bulgu B.bifidum’un
da tedavi takibinde bir belirte¢ olabilecegini veya terapdtik amagl
kullanilabilecegini diislindiirmiistiir. Tedavi siirecinde diger bakterilerin kopya
sayilarindaki degisimleri hakkinda anlamli bir veri elde edilmemis ve bu

bakterilerin daha fazla arastirilmasi gerektigi diistintilmiistiir.

P.copri’nin RA etiyolojisinde yer aldigina dair ikna edici kanitlar olsa da, hala
cevaplanmamis bir¢ok soru bulunmaktadir. Bakterinin ¢ogalmasina neyin yol
act1g1 heniiz bilinmemektedir. Cogalmanin 6nlenmesi hastaligin baglamasini
engelleyip engellemeyecegi veya terapotik bir secenek olarak bakterinin ortadan
kaldirilmasinin kullanilip kullanilamayacagi hakkinda daha fazla ¢aligma

yapilmalidir.

Gilinlimiizde RA tedavisi ile mikrobiyotanin karsilikli etkilesimine deginen
yeterli sayida ¢alisma bulunmamakla birlikte, anormal bagirsak mikrobiyotasini
saglikli hale dondiirmek hastalik igin potansiyel bir terap6tik yaklagimdir. Bu
amagcla RA’da probiyotikler, prebiyotikler veya fekal mikrobiyota
transplantasyonu gibi alternatif yontemler koruyucu veya tedavi edici olarak

kullanilabilecektir.

Tedavi takibinin amaglandig1 bu ¢alismada, yasanan pandemi siireci ve zaman
kisithilig1 nedeniyle istenilen sayida hasta takip edilememistir. Calisma Power
analizine gore uygun sayida hasta ile gergeklestirilmis olsa bile, takip edilen
hasta sayisinin arttirilmasiyla daha tatmin edici sonuclarin elde edilebilecegi

distintilmiistr.
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8. Bu calismanin verileri dogrultusunda, gelecekte takip siiresinin uzatildigi, hasta
sayisinin artirildigi ve tiim mikrobiyotanin incelenebildigi daha kapsamli

calismalarin yapilmasi hedeflenmektedir.
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7. OZET

Romatoid artrit’li hastalarda, bagirsak mikrobiyotasindaki Bacteroides fragilis,
Prevotella copri, Bifidobacterium bifidum ve Lactobacillus salivarius tiirlerinin,

tedaviye bagh olarak degisiminin kantitatif olarak arastirilmasi
Giris ve amacg

Bagirsak mikrobiyotast ve DMARD’lar arasinda etkilesim bildirilmistir, ancak bu
konuda simirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, yeni tan1 almis ve
tedavi edilmemis RA hastalarinin diski 6rneklerindeki belirli bakteri tiirlerinin tedaviye

bagl kantitatif degisimlerini arastirmaktir.
Gereg ve yontem

Bu calisma Aralik 2018- Haziran 2020 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi
Hastanesinde gergeklestirilmistir. Calismaya Romatoloji Béliimii’ne bagvuran, yeni tani
almis RA hastalar1 ve saglikli kontroller dahil edilmistir. Hastalarin 9/12 ay boyunca tedavi
takipleri yapilmig ve DAS28 diizeyleri kaydedilmistir. Takibi yapilan hastalardan
belirlenen aylarda 3 kez, saglikli kontrollerden 1 kez digk1 6rnegi alinmistir. Diski
orneklerinden DNA izole edilerek kGZ-PZR yontemi ile B.fragilis, P.copri, B.bifidum,
L.salivarius’un kopya sayilar1 belirlenmistir. Hem yeni tan1 almis hastalarin ve saglikli
kontrollerin bakteri kopya sayilar1 karsilastirilmis hem de takip edilen hastalarin tedaviye

bagli olarak bakteri kopya sayilarindaki degisimler arastirilmigtir.
Bulgular

Yeni tan1 almis 15 RA hastasi ile 14 saglikli kontrol ¢calismaya dahil edilmis ve sekiz RA
hastasinin 9/12 ay boyunca tedavi takibi yapilmistir. Yeni tan1 almis hastalar, saglikli
kontrollerle karsilastirildiginda P.copri’nin hastalarda, L.salivarius’un saglikli kontrollerde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde fazla oldugu belirlenmistir (sirasiyla p=0,046,
p=0,047). B.fragilis ve B.bifidum kopya sayilarinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir (p=0.05). Takip edilen hastalarin 6. ayda biiyiik cogunlugunda, 9/12. ayda
tamaminda tedavi basarisi elde edilmistir. Tedavisi takip edilen hastalarda P. copri

sayisinda diizenli bir azalma olmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunamamistir. Ayrica B. fragilis, B. bifidum, L. salivarius'un kopya sayilarinda da

anlamli bir degisiklik tespit edilememistir.
Sonu¢

Calismadan elde edilen bulgular P.copri’nin RA etiyolojisinde rol oynama
potansiyenin yiiksek oldugunu destekler niteliktedir. Tedavi takibi siirecinde P.copri kopya
sayisinin azalmasi tedavi basarisini gosteren bir belirteg olarak kullanilabilir. Probiyotik
bakterilerin RA hastaligina kars1 koruyucu olabilecegi belirlenmis olup, probiyotik
bakteriler i¢erisinde yer alan B.bifidum’un tedavi takibinde belirte¢ olarak kullanilabilecegi
ve terapdtik amagli uygulanabilecegi diistiniilmiistiir. Sonug olarak; bagirsak
mikrobiyotas1 ve RA tedavileri arasindaki olasi etkilesim mekanizmalarinin daha fazla

arastirilmasi, RA’nin etkili ve uzun vadeli yonetimi i¢in umut vaat edebilir.

Anahtar Sozciikler: P.copri, B.bifidum, L.salivarius, B.fragilis, Romatoid Artrit
Tedavisi
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8. ABSTRACT

Quantitative investigation of treatment-related changes of Bacteroides fragilis,
Prevotella copri, Bifidobacterium bifidum and Lactobacillus salivarius species in gut

microbiota in patients with rheumatoid arthritis

Introduction and purpose

Interaction between gut microbiota and disease modifying antirheumatic drugs
(DMARDs) have been reported. But there are limited study in this subject. The aim of
present study was to evaluate the treatment-related quantitative changes of certain bacterial

species in stool samples for new onset and untreated patients with RA.
Material and method

This study was carried out between December 2018-June 2020 at the Kocaeli University
Hospital. New onset patients with RA who applied the rheumatology department and
healthy controls were included in the study. For 9/12 months, the patients’ treatments
followed-up and DAS28 scores were recorded. Stool samples were taken from the patients
three times in the specified months and one time from the healthy controls. DNA was
isolated from stool samples and copy numbers of B.fragilis, P.copri, B.bifidum,
L.salivarius were determined by gPCR method. Bacterial copy numbers of both new onset
patients and healthy controls were compared and changes in bacterial copy numbers

depending on the treatment of the followed-up patients were evaluated.

Results

Fifteen new onset patients with RA and 14 healthy controls were included in this study.
Eight of fifteen patients were followed up for 9/12 months. In comparison to healthy
controls, new onset patients with RA had significantly abundant P.copri (p=0,046). It was
determined that L.salivarius was significantly higher in healthy controls (p = 0.047). There
was no significant difference in the copy numbers of B.fragilis and B.bifidum between the
two groups (p>0.05).Treatment success was achieved in the majority of the patients who
were followed in the sixth month and in all of them in the ninth/twelve month. Although

there was a decrease in the copy numbers of P.copri in the patients who were followed up
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no statistically significant difference was found. Also there was no significant change
determined in the copy numbers of B.fragilis, B.bifidum, L.salivarius.

Conclusions

These findings from the study support that P.copri to play a role in RA etiology.
During the treatment follow up, decrease in the abundance of P.copri can be used as a
marker of treatment success. It has been determined that probiotic bacteria can be
protective against RA disease. In the treated patients, the increase in B.bifidum, a probiotic
bacterium, supports that it can be used as a marker in the follow-up of treatment of disease.
It was also thought that this bacterium could be applied for therapeutic purposes. As a
result, further investigation of possible mechanisms of the microbiome may hold promise

for effective and long-term management of RA.

Key words: B.fragilis, P.copri, B.bifidum, L.salivarius, Rheumatoid arthritis treatment
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10. EKLER

Ek 1: Hasta takip formu
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Ek 1.

HASTA TAKIiP FORMU

Tarih: .../.../....

Adi-Soyada:

Yas:

Hasta No:

fletisim:

Cinsiyeti: Kadin ( ) Erkek ()

Oz Gecmis:

Soy Gec¢mis:

Gebelik durumu: Evet () Hayir ()

Beslenme aliskanhgi: Et agirhikh () Sebze Agirhkh ( ) Dengeli ( )
Yogurt, kefir, tarhana, tursu gibi gidalarin tiiketim sikhg:
Her giin ( )

Haftada birkac¢ kez ( )

Ayda birkag kez ()

Yilda birkag¢ kez ( )

Hig ()

Bitkisel veya probiyotik tedavi kullaniyyor musunuz? Evet ( ) Hayir ()

Sigara kullanomi: Evet () Miktarr: ....... Paket/Giin Hayir ()
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Son 2 Ay icerisinde Agizdan Antibiyotik kullandimz mi? Evet ( ) Hayir ()
Son 2 Ay Icerisinde ishal, kusma vb. sikayetleriniz oldu mu? Evet ( ) Hayir ()

Ek Hastaliklar (Inflamatuvar Barsak Hastahklari ve Diger Romatizmal Hastahklar

gibi ek hastali@1 olan hastalar calismaya alinmayacaktir.):

Kullanilan ilaclar:

Tedavi Plani:

RF

Anti-CCP

DAS28 KRIiTERLERI SONUC

Hassas eklem sayisi
Sis eklem sayis1

Eritrosit sedimentasyon hizi
CRP

VAS (Genel saghk degerlendirmesi)

DEGERLENDIRME PUAN DERECELENDIRME
TURU
DAS28
DAS28-CRP
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