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1. OZET

RAMAZAN ORUCUNUN PREDIYABET HASTALARININ METABOLIK
PARAMETRELERI VE MiKROBiYOTA DEGIiSIMLERI UZERINE ETKIiSi

Diyabet, prevalans: giin gectikge artan metabolik bir hastaliktir. Genellikle insiilin
direncine bagli olarak gelismektedir. Son yillarda metagenomik arastirmalarin
gelismesiyle mikrobiyota analizleri yayginlagmistir. Yapilan bir¢ok calismada
mikrobiyota ve diyabetin iliskisi lizerinde durulmustur. Ayrica aglik tedavisi de
giiniimiizde diyabet tedavisinde giindemde olan ve terapétik etkileri {izerine yayin
sayist gittikce artan konulardandir. Yapilan bu tez ¢alismasinda uzun siireli aghigin
mikrobiyota degisimi ve kan parametreleri iizerine etkisi incelenmek {tizere 17
prediyabet tanis1 almis hastadan Ramazan Oncesi, Ramazan sonrasi ve Ramazan
bitiminden 5 ay sonra kan ve gaita Ornekleri toplanmigtir. Toplanan kan
orneklerinden lipit ve glukoz ile ilgili parametrelere bakilmis, gaita 6rneklerinden ise
mikrobiyota degisimi yeni nesil sekanslama yontemi ile incelenmistir. Sonug olarak
Ramazan orucunun hastalarin glukoz, HbAlc, HOMA-IR gibi parametrelere olumlu
etkileri olmadigi ancak LDL, HDL, total kolesterol, trigliserit gibi yag
metabolizmasiyla ilgili parametrelere olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir.
Mikrobiyota analizi sonucunda Ramazan bitiminde Oncesine gore anlamli bir
degisim goriilmemis olmasina ragmen probiyotik potansiyeli olan Eubacterium hallii
gibi bakteri tlirlerinde artis goriilmistiir. Uzun siireli agligin etkilerinin daha net
anlasilabilmesi i¢in, daha fazla katilimciyla yapilan ve bireylerin daha yakindan takip
edildigi, belirli bir diyet ve egzersiz programina uygun olarak dizayn edilmis

projelere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calisma literatiirde uzun siireli aclik, prediyabet ve mikrobiyota konularinin

birbiriyle olan iliskisine 151k tutmasi yoniinden bir ilki tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: prediyabet, mikrobiyota, uzun siireli aglik, 16s rRNA analizi.



2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF RAMADAN FASTING ON PREDIABETES PATIENTS’
MICROBIOTA AND METABOLIC PARAMETERS

Diabetes mellitus is a metabolic disease that is increasing in prevalence day by day.
It usually develops due to insulin resistance. In recent years, the development of
metagenomic research has led to widespread microbiota analysis. Many studies have
focused on the relationship between microbiota and diabetes. In addition, starvation
therapy is a topic that is increasingly on the agenda in the treatment of diabetes and
the number of publications on therapeutic effects is increasing. In this thesis study,
blood and stool specimens were collected before the Ramadan, after Ramadan and 5
months after the end of Ramadan in the patient who had received 17 prediabetes
diagnoses to investigate the effect of the longterm hunger on microbiota exchange
and blood parameters. Parameters related to lipid and glucose were collected from
collected blood samples, and microbiota exchange from stool samples was examined
by a new generation sequencing method. As a result, it was found that Ramadan
patients had no positive effects on parameters such as glucose, HbAlc, HOMA-IR,
and positive effects on parameters related to fat metabolism such as LDL, HDL, total
cholesterol, triglyceride. As a result of microbiota analysis, although there was no
significant change at the end of Ramadan compared to the preliminary, there was an
increase in bacterial species such as probiotic potential Eubacterium hallii.
In order to better understand the effects of long-term hunger, there is a need for
projects designed to fit a specific diet and exercise program, with more participants

and individuals being followed up more closely.

This study carries a link in the literature regarding long-term hunger, prediabetes and

microbiota relations.

Keywords: prediabetes, microbiota, long-term fasting, 16s rRNA analysis.



3. GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus yasam tarzinin degismesi ve yasam siliresinin uzamasi nedeniyle
siklig1 giderek artan metabolik bir hastaliktir (1). 2040 yilina kadar yaklasik 600
milyon kisinin bu hastalikla birlikte yasayacagi tahmin edilmektedir. 2015 yilinda
bes milyon insanin diabetes mellitusa bagli nedenlerden hayatin1 kaybettigi
bildirilmistir. Prediyabet, diyabetin gelismesinden Onceki asamadir. Diyabet
gelisimini dnlemek veya yavaslatmak icin subklinik kronik inflamasyonu gidermek

ve insiilin direncini kirmaya yonelik basit terapotik stratejilere ihtiyag vardir (2).

Yasam tarzi degisiklikleriyle dogrudan ilgisi olan diyabetin tedavisinde temel amag,
en erken donemde metabolik kontroliin saglanmasidir. Tip 2 diyabetlilerin 20 yil
izlendigi United Kingdom Diabetes Study (UKPDS) calismasi sonuglarma gore,
metabolik kontrol gostergesi olan HbAlc diizeyinde %]1°lik iyilesme saglanmasiyla
diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlarin riski %35 oraninda azalmaktadir (3). Tip
2 diyabet ve metabolik sendromlularin %80-90’inda, bu hastaliklara obezite eslik
etmektedir. Obez diyabetlilerde yag dokusundan kaynaklanan ve kronik bir
inflamasyona neden olan bulgular gosterilmistir. Uzun stireli aglik ve o6zellikle
orucun, oksidatif hiicresel hasar1 gidermesi, inflamasyonu azaltmasi ve viicutta
optimal enerji kullanimi saglayarak hiicresel korumayi saglamasi, olasi tedavi
secenekleri agisindan bu alandaki c¢alisma sayisini artirmistir (4). Orug ve orug
benzeri diyetlerin makromolekiiller (niikleik asitler, proteinler, karbonhidratlar ve
lipitler) iizerindeki hasar1 azaltti§i ve model organizmalarda omrii uzattifi da
goriilmistiir (5). Metabolik hastaliklarin klinik sonuglarinin olusumunda subklinik
kronik bir inflamasyon sorumlu tutulmakla beraber, ramazan orucunun subklinik
kronik inflamasyona olan etkisinin varlig1 ve boyutlar1 halen tartismalidir. Bu etkinin

hangi mekanizmalar iizerinden oldugu da heniiz yeterince acik degildir.

Son yillarda insan mikrobiyotas: iizerine yapilan bilimsel caligmalar bagirsak
mikrobiyotasindaki homeostatik dengenin bozulmasi (disbiyoz) nedeniyle subklinik
kronik inflamasyonun olustugu ve bunun da yag-glukoz metabolizmasinin

bozulmasinda rol aldig: ileri siiriilmektedir (6). Bu diisiince bagirsak mikrobiyota



modiilasyonunun, diyabet tedavisinde bir strateji olarak diisiiniilebilecegi tezlerini

giindeme getirmistir.

Bu tez calismasinin amaci ramazan orucunun bagirsak mikrobiyotasi iizerindeki
etkisini gormek ve bu etkinin diyabet hastaliginin regiilasyonunda sebep oldugu
metabolik degismeleri arastirmaktir. I¢ hastaliklar1 klinigine basvuran prediyabet
tanist almis 17 hastadan ramazan 6ncesi, ramazan sonu ve ramazan bitiminden 3 ay
sonra gaita ve kan Ornekleri toplanmistir. Kan 6rneklerinden total kolesterol, LDL,
HDL, trigliserit, aclik kan sekeri (AKS), HbAIC, iirik asit, C-peptid gibi
parametreler c¢aligilmistir. Gaita Orneklerinden ise bagirsak mikrobiyotasindaki
degisimler, mikrobiyota ve metabolik belirteglerin iligkisi 16S rRNA ve ITS (Internal
Transcribed Region) amplikon dizinlemesi, biyoinformatik ve istatistiksel analizlerle
degerlendirilmistir. Yapilan bu calismayla prediyabetli hastalarda ramazan orucunun
bagirsak mikrobiyotasi lizerindeki etkisi ilk kez arastirilmistir. Bu bakimdan ¢alisma

Ozglndiir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), birgok nedene bagli olarak ortaya gikabilen, pankreasin
yeterli miktarda insiilin  {iretememesi veya viicudun iretilen insiilini
kullanamamasindan ~ kaynaklanan ~ ve  karbonhidrat, protein ve lipit
metabolizmasindaki diizensizlik ve buna bagli olusan hiperglisemi ile karakterize

kronik metabolik bir hastaliktir (7).

17. ve 18. yiizyillarda diyabetin obezite ile iligkisi daha iyi anlasilir hale gelmistir.
Obez bireylerin Once idrarlarinda, sonrasinda ise kanlarinda glukoz varligi tespit
edilmigtir. 19. yiizyilin sonlarinda ise geng yetiskinlerde kisa siireli ketoasidoz
olusmasi ve yash bireylerde obeziteden sonra ketoasidoz goriilmesiyle iki c¢esit
diyabet olabilecegi diisiiniilmiistiir. Tip 1 diyabet pankreasta insiilin salgilayan 3
hiicrelerinin yok olmasi sonucunda insiilin {iretilememesinden kaynaklanmaktadir.
Genellikle ¢ocukluk caginda baslamaktadir. Hastalar insiilin kullanarak kan glukoz
dengelerini saglamaktadirlar (8). Tip 2 diyabet ise insiilin direncine bagl olarak
ortaya c¢ikan ve genellikle insiiline bagimlilik gerektirmeyen bir diger diyabet
¢esididir (9). Yapilan ¢alismalarda Tip 2 diyabet prevelansinin son 30 yilda hizla
yiikseldigi belirtilmistir (7).

4.1.1. Tip 2 Diabetes Mellitusun Epidemiyolojisi

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gore diyabet hastalarmin yarisi
hastaliklarinin ~ farkinda  degillerdir. Erken tani, diyabette olusabilecek
komplikasyonlart énlemek i¢in en iyi sanstir (10). Diinyadaki diyabetli hasta sayisi
2013 yil1 itibariyle 382 milyon iken, 2035 yilinda bu saymin %55 oraninda artarak
592 milyona ulasacagi ongoriilmektedir (10). Diinya saglik orgiitiiniin (WHO) 2016
verilerine gore 422 milyon yetiskin diyabet hastasidir. 2012 yilinda 1,5 milyon 6liim
diyabetten kaynaklanmistir (7). Tirkiye Diyabet Epidemiyoloji Calismasi
(TURDEP) 2013 verilerine gore Tiirkiye genelinde 20 yas ve lizeri 26499 kisi

incelenmis olup, tip 2 diyabet sikliginin 6nemli derecede arttigt ve %13,7’ye



yiikseldigi belirtilmistir (11).

4.1.2. Tam

Glukoz toleransi; normal glukoz homeostazi, Diabetes Mellitus, bozulmus aglik

glukozu ve bozulmus glukoz toleransi olarak 4 kategoride siniflandirilabilir (12).

2016 yilinda diizenlenen Amerikan Diyabet Dernegi’nin (ADA) diyabet tani

kriterleri sunlardir:

1. Diyabet semptomlar1 ile beraber giiniin herhangi bir saatinde ve son yenen
yemekten sonra gecen zaman dikkate alinmaksizin plazma glukozunun > 200mg/dL

(> 11,1 mmol/L) olmasi veya

2. En az 8 saat aglik sonrasi plazma glukozunun 2 kez > 126 mg/dl (> 7,0 mmol/L)

olmasi veya

3. Oral Glukoz Tolerans1 Testinde (OGTT) 2. saat plazma glukozunun > 200 mg/dl

(> 11,1 mmol/L) olmasi veya

4. HbAlc degerinin > %6,5 olmasi.

Bozulmus Glukoz Toleransi ve Bozulmus Ac¢chk Glukozu:
Aglik plazma glukoz diizeyi ;

< 100 mg/dl (<5.6 mmol/l) = Normal glisemi

100-125 mg/dl (5.6-6.9 mmol/l) = Bozulmus ag¢lik glukozu (BAG)

>126 mg/dl (7.0 mmol/l) = Diabetes mellitus

75 gr. OGTT’de 2. Saat plazma glukoz diizeyi;



<140 mg/dl = Normal Glisemi

140-199 mg/dl = Bozulmus Glukoz Toleransi (BGT)
>200 mg/dl = Diabetes Mellitus

Diyabet Riski Yiiksek:

HbA1c: %5,7- %6,4

Uluslararas1 Diyabet Uzmanlar Komitesi, 2008 yilinda diyabet tanis1 i¢cin HbAlcC
diizeyini %6,5 olarak belirlemislerdir (13).

4.1.3. Diabetes Mellitus’un Patogenezi ve Evreleri

Diyabet i¢cin en onemli risk faktorleri yas, obezite, ailenin saglik Oykiisi, fiziksel
inaktivite, yiiksek enerjili ve yiiksek yag igerikli beslenme diizeni, diisitk miktarda

sebze-meyve tiiketimi olarak siralanabilir (14).

Tip 2 diyabet hem genetik hem de edinilmis faktorlere baglhidir. Patogenezinde beta
hiicre disfonksiyonu ve insiilin direnci rol oynar (15). Tip 2 diyabetin gelismesindeki
temel neden insiilin direncidir. Insiilin direnci genetik yatkinligi olan bireylerin
yasam tarzi degisiklikleriyle ortaya c¢ikan ve zamanla insiilin salgilanmasinin
azalabilmesiyle seyreden bir tablodur (16). Insiilin direnci sonucu postprandiyal
glukoz seviyesi artar. Daha sonra preprandiyal glukoz seviyesinde de artis olur.
Yetersiz insiilin salimimi glukagon salgisinin artmasina, bu da hepatik glukoz
{iretiminin artmasina neden olur. Insiilin direnci lipolize neden olur ve viicutta yag
asidinin artistyla sonuglanir. Karacigerde yag akiginin artmasi da hiicrelerde insiilin
duyarliliginin ve insiilin salgilanmasinin azalmasiyla birlikte hepatik glukoz
liretiminin artmasina neden olmaktadir. Gelisen kronik hiperglisemi, uzun donemde
cesitli organlarda (6zellikle goz, bobrek, sinir sistemi, kalp ve damar sistemi) hasara

veya fonksiyon bozukluguna sebep olabilmektedir (16).

4.2. insiilin Direnci



4.2.1. insiilin Metabolizmasi

Insiilin, tiim viicut fonksiyonunu dogrudan veya dolayli olarak etkileyen ve 51
aminoasitten olusan bir peptittir (6). Pankreasin B hiicrelerinden salgilanmaktadir.
Insiilinin islev gdrebilmesi igin hiicrelerde integral membranda bulunan glikoprotein
yapidaki reseptdre baglanmasi gerekmektedir (17). Insiilinin direnci; obezite, tip 2
diabetes mellitus (DM) gibi patofizyolojik durumlarin gelismesinde 6nemli islevleri
bulundugundan dolay1 6zellikle karaciger, kas ve yag dokular: iizerindeki metabolik
etkileri cok dnemlidir. Insiilinin asil gorevi hiicreye besin dgesi alimimi, kullanimi ve
depolanmasin1 kontrol etmek, kandaki glukozun 6zellikle kas ve yag dokusundaki
hiicreler tarafindan alinarak glikojen ve trigliserite doniistiiriilmesini saglamaktir.
Ayrica karacigerde glukoneogenez, glikojenoliz ve ketogenesizi inhibe ederek,

cogunlukla kas dokuda protein sentezini saglar (18,19).

Insiilin cogu zaman iki ana yolakla aktive olarak islev gormektedir (Sekil 4.3.1.).
Bunlardan ilki metabolik aktivitelerden sorumlu olan fosfatidilinositol-3-kinaz
(PI3K)/Akt yolagi, ikincisi ise gen ekspresyonunu ve insiilinle ilgili mitojenik
aktiviteleri diizenleyen mitojen-aktivasyon protein kinaz yolagi (MAPK/Ras)’dir
(20). PI3K/Akt yolagi glikojen sentezi, glukoz transportu, adipogenez ve protein
sentezi gibi metabolik faaliyetleri diizenlemektedir. MAP/Ras yolaginin
aktivasyonuyla gen ekspresyonu, hiicre biliylimesini, farklilagsmasini1 ve ¢ogalmasini

diizenler (21).
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Sekil 4.2.1. Insiilin reseptdr sinyal yolaklar1 (18).

Hiicrenin homeostazini saglayan reseptor diizeyinde bir¢ok farkli mekanizma vardir.
Bunlar; GLUT-4, PI3K, Akt yolaklarin1 da igeren insiilin reseptor siibstrat1 (IRS) ve

daha alt basamaklarda yer alan proteinlerdir (22).

4.2.2. insiilin Direnci

Insiilin direnci; pankreasin beta hiicrelerinden iiretilen ve peptit yapida olan insiilin
hormonuna, hiicrelerin normal yanit veremedikleri bir durumdur (18,23). Molekiiler
diizeyde insiilin direnci, bu hormonun sinyal yolaklarindaki degisikliklerinin,
reseptOriin veya daha alt basamaklarinda yer alan efektor proteinlerinin mutasyonlari
ya da translasyon sonras1 modifikasyonlar: sebebiyle olusur (18). Insiilin direncini
bircok i¢ ve dis faktdér etkilemektedir. Igsel hiicre sinyal yolaklar1 arasinda

mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres ve endoplazmik retikulum (ER)



stresi, adipokinler ve yag asitleri diizeylerindeki degisiklikler ve metabolik dokudaki
inflamasyon varlig1 insiilinin periferik etkilerini diizenleyen baskin digsal

mekanizmalardir (24).

Insiilin direnci ve inflamasyon: Inflamasyon, fiziksel, kimyasal veya biyolojik
agregasyonlar1 kontrol etmek i¢in olusan fizyolojik bir yanittir. Bu yanit sonucunda
dolasimdaki beyaz kan hiicreleri (White blood celll WBC) ve proinflamatuar
sitokinler artmaktadir (25). Obezitenin karaciger, kas ve yag dokularinda diisiik
diizeyde inflamasyonu tetikledigine ve insiilin direncine sebep olduguna dair klinik
ve deneysel ¢alismalar mevcuttur. Obezitede, adipoz hiicre sayist ve biiyiikliigiinde
artis meydana gelmektedir. Buna bagli olarak da proinflamatuar sitokinlerin ve
adipokinlerin salgilanmasi, ayn1 zamanda ortaya serbest yag asitlerinin (SYA)
cikmasi sebebiyle lipit birikimi olmaktadir. SYA ve proinflamatuar sitokinler,
hepatik ve kasli dokular gibi metabolik dokular iizerinde etkide bulunarak lipit
metabolizmasinin yani sira inflamatuar cevabi modifiye eder, dolayisiyla metabolik
sendroma katkida bulunurlar. Obezitenin, obeziteye yanit olarak sitokin {iretimine ve
salgilanmasina biiyiik 6l¢iide katkida bulunan yag dokusu makrofaj infiltrasyonunu

arttirdig1 gosterilmistir (25,26).

Adipoz dokuda makrofajlar tarafindan resistin, timor nekrosiz faktor a (TNF-a),
interlokins (IL) 6, 18 ve 1B, monosit kemoatric protein 1 ve Ang II salgilanmaktadir

7).

Insiilin direncinde mitokondri disfonksiyonu: Son birka¢ yildir mitokondrideki
degisikliklerin insiilin direnciyle iliskili olabilecegi 6ne siiriilmiis, ancak tam olarak
hangi mekanizmalarla etkiledigi tartisma konusu olmustur (18). Farkli arastirmacilar
tarafindan tartismali olmasina ragmen mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun tanimi
genelde, karbonhidrat ve lipit dahil olmak {izere siibstratlarin azalmasi sonucunda
oksidatif fosforilasyondaki genel azalmayr isaret etmektedir. Bunun sonucunda
mitokondriyal ~ fonksiyon  bozuklugu, organelin  biyogenezinde azalma,
mitokondrideki protein igeriginde azalma ve oksidatif siirece katilan enzim

aktivitesinde azalmanin sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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Mitokondri; yag asitleri, glukoz oksidasyonu ve metabolizmasi i¢in birincil organel
oldugundan, mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun, insiilin direnci gelismesini
destekleyen serbest yag asidi ve lipit birikimine katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir (28). Serbest yag asidindeki artis seramid ve diagilgliserol (DG)
seviyelerinde artigsa sebep olarak insiilin sinyalini inhibe etmektedir (Sekil 4.3.2.).
Farelerin karaciger ve iskelet kas dokusundaki IRS-1 ve IRS-2 gibi insiilin sinyalinin
cesitli bilesenlerindeki genetik manipiilasyonlarla, insiilin direnci ve glukoz
intoleransi olusturulmasi, mitokondri seviyesinde azalmaya, mitokondriyal fonksiyon
kontrolii ve biyogeneze katilan genlerin degistirilmis diizenlemesi ve oksidatif
fosforilasyon ve ATP seviyesinde degisiklik oldugunu gostermistir (29,30). FoxO1,
IRS-1 ve IRS-2 knock-out farelerde aktiftir. Ancak FoxOl, IRS-1 ve IRS-2
genlerinin li¢linlin de knock-out yapildig: farelerde mitokondri fonksiyon bozuklugu
gelismemistir. Bu sonuca gore FoxO1’in, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile

ilgili genlerin diizenlenmesinden sorumlu oldugu distiniilmiistiir (29).

Serbest yag asitlerinin katabolizmasi1 sonucunda fazla miktarda ATP {iiretilmektedir.
ATP seviyesi ¢ok fazla miktarda ise, insiilin kaynakli glukoz alimini1 azaltmak i¢in

adenosin monofosfat (AMP) ile aktive olan, AMP-kinaz ATP iiretimini azaltir (31).

Mitokondriden {iretilen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), tip 2 diabetes mellitus
patogenezinde ve diyabetin uzun donem komplikasyonlarinda onemli bir rol

oynadig1 konusunda deneysel kanitlar giin gectikge artmaktadir.
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Sekil 4.3.2. Insiilin Direnci ve Mitokondriyal Disfonksiyon (18).

ROS olusumu, mitokondriyal DNA oksidatif hasari, protein birikimi ve lipit
peroksidasyonu da dahil olmak iizere mitofajiye sebep olabilecek veya yiiksek
diizeyde stresten apoptoza kadar hiicresel hasara sebep olabilecek bir¢ok farkl
duruma onciiliik eder. Mitofaji sonucunda mitokondri sayisi azalir ve subsrattaki
oksidasyonun azalisina bagl olarak lipit birikimi gozlemlenir. ROS olusumu,
pankreastan insiilin salinim1 ve insiilin duyarliliginm etkilemesinin yaninda, IKK-p,
JNK ve PKC de dahil olmak iizere Ser/Thr kinaz aktivasyonuna neden oldugu
bilinmektedir. Ser/Thr aktivasyonu IRS proteinlerinin fosforilasyonunu artirarak

insiilin direncine sebep olmaktadir (28,32).

Insiilin Direncinde Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi: Endoplazmik retikulum
(ER) birgok hiicresel fonksiyonda gorevlidir. ER liimeninde yiiksek oranda Ca®
bulunur ¢ilinkii limen, disiilfit baglarmin olusumu ve salgilanan ya da hiicre
yiizeyinde bulunan proteinlerin katlanmasi i¢in kritik olan oksidatif bir ortamdir (33).
Glukoz yoksunlugu, proteinlerin tasinmasindaki azalma, Ca?* deposunun azalmasi
gibi ¢esitli sorunlar ER stresi olarak adlandirilmaktadir (33,34). ER stresine ve yanlig

katlanmig proteinlere karsi telafi edici bir mekanizma olarak organelde yanlis
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katlanmis protein cevabt (UPR) olarak bilinen bir mekanizma aktif olur. Bu
mekanizma protein sentezini inhibe ederek hem saperon ve kalsiyum seviyelerinin
artistnt hem de ER proteinlerinin degredasyonunu saglayarak ER homeostazinin
yeniden kurulmasini saglar (35). UPR 3; stres sensor kinazi aktive eder (Sekil 4.3.3.);
protein kinaz RNA-benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), inositol-bagimli
kinaz/endoriboniikleaz 1 (IRE-1) ve yanlis katlanmis proteinleri tespit edip UPR’yi
aktive eden aktivasyon transkripsiyon faktorii 6 (ATF-6) stres sensor kinazi aktive
etmektedir (Sekil 4.2.3.) (36).

Yapilan bircok calisma ER stresi, inflamasyon yanit1 ve insiilin direnci arasinda
yakin iligki oldugunu gostermistir. PERK yolaginin aktivasyonu, NF- kB inhibitorii
(IxB) translasyonunu bastirarak NF- kB aktivasyonunu desteklemektedir (37,38). Bu
durum inflamatuar yolaklarda yer alan TNF-o, IL-1B ve IL-6 gibi inflamasyon
sitokinlerinin ve ¢esitli genlerin ekspresyonunu tesvik ederek JNK, IKK- f PKC- 6
serin kinazlar1 aktive eder (39,40). Bu kinazlarin aktivasyonu, reseptor veya insiilin
direncine yol agan Ser/Thr rezidiilerinde bulunan IRS-1’lerin fosforillenmesini
saglar. IRE kinaz, TNF-a reseptor-iliskili faktor 2 (TRAF-2) ile etkilesime girerek
IRS-1’1 fosforlayan IKK- B ve JNK aktivayonunu saglar. Bu fosforilasyon, IRS’ nin
Tyr fosforilasyon basamaginda azalmasiyla iliskilidir. Bu basamak PI3K/Akt ve
MAP kinazlarin yolaklarinda diger sinyallesme proteinleriyle iliskisini azaltir

(36,41,42).

Obezite ile ilgili yapilan birka¢c hayvan ¢aligmasinda, karacigerde, pankreasin 3
hiicrelerinde, beyinde ve adipoz dokuda retikulum stresi gozlenmistir (42,43). Ayrica
obez bireylerin karaciger ve adipoz dokularinda da bu durum tespit edilmis, ancak
cerrahi girisimle kilo kaybma ugrayan hastalarin ER stresi normal seviyeye
ulagmistir (44,45). Farkli hayvan modellerinde protein veya kimyasal saperonlarin
kullanimi insiilin duyarliliginda bir artisa isaret eden ER stresini azaltir (46,47).
Ornegin, saperon proteininin oksijenle diizenlenmis ekspresyonu hiperglisemi ve

insiilin direnci durumlarini azaltir (47,48).
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Sekil 4.2.3. Retikulum stresi ve insiilin direnci gelismesindeki rolii (18).

Son yillarda, sarko/endoplazmik retikulum Ca*? (SARCA) pompasinin ekspresyon
seviyesindeki degisimlerin, sitozolden kalsiyumun ER’ye pompalanmasi ve daha
sonra geri pompalanmasinin; ER stresi gelisiminde ve insiilin direncinin
gelismesinde iligkisi oldugunu gostermistir (49). Yapilan bir ¢alismada, obez fareler
ile kontrol grubu karsilastirildiginda, obez grupta SERCA pompa ekspresyonunun
azaldig1 gosterilmistir (50). Bir baska calismada ise diyabet hastalarinin, SERCA
ekspresyonunu artiran ¢esitli ilaglarla tedavi edildiklerinde hiperglisemi diizeylerinde
azalma goriilmistiir (51). Tiim bu veriler SERCA pompa miktarmin azalmasi ile
insiilin direnci arasinda bir iliski oldugunu ve ER fonksiyon bozuklugunun metabolik

bozulmaya 6nemli 6l¢iide katkida bulundugunu gostermektedir (18).
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4.3. Prediyabet

4.3.1. Prediyabetin Tamim

1997-2003 yillar1 arasinda Diyabetes Mellitus Tant ve Siniflandirma Uzman
Komitesi glukoz seviyesi diyabet ile eslesmeyen ancak normal diizeyden yiiksek
seyredenler i¢in “prediyabet” grubunu belirtmistir. Prediyabet, bozulmus aclik
glukozu (BAG) ve/veya bozulmus glukoz toleransi (BGT) ve/veya HbAlc %5,7-6,4

(39-47 mmol/mol) arasinda olan bireyler i¢in kullanilmaya baglanmustir (12).

4.3.2. Prediyabetin Prevalansi ve Onemi

Amerika’da yetiskinlerin %40’inda  hiperglisemi, %30’unda ise prediyabet
goriilmektedir. Tiirkiye’de yetiskinlerde ise 1997-98 yillarinda %6,7 oraninda BGT
goriilmekteyken, 2010 yilinda bu oran %8,2’ye yiikselmistir (11,52). BGT
varliginda, diyabet gelisim riski 5-8 kat artmaktadir. Ayrica bu hastalarin %30’unda
10 y1l igerisinde asikar diyabet gelisme ihtimali vardir (53).

4.3.3. Prediyabetin Onlem ve Tedavisi

Toplumda ¢ok sik goriilen prediyabeti olan kisilerde DM ve kardiyovaskiiler hastalik
riski artmistir ve bu kisiler 6nleme programlarinin hedefidirler. Diyet ve yasam tarzi
degisimi ile kilo verme prediyabet i¢in ilk etap tedavi secenekleridir. Bu degisiklikler
yasam boyu devam ettirilmeli ve diizenli olarak takip edilmelidir. Prediyabetik
kisiler yogun yasam tarzi degisimi programina alimmalidir (54). Bu yontemlere ek

olarak etkili ilaglar da 6nerilmistir (55).

4.4. Achik Fizyolojisi ve Etkileri

Viicuda veya organizmaya alinan kalori fazla oldugunda, alinan fazla enerji
metabolizmanin anabolik fazinda glukojen, yag ve protein seklinde depolanir.
Insiilin, kontrainsiiliner hormonlara karsi anabolik faza aracilik eden birincil
hormondur. Bu faz yaklasik 4-5 saat siirer. Yemekten 4-5 saat sonra ise katabolik faz

baglar. Katabolik fazda kontrinsiiliner hormonlar gorev almaktadir ve bu fazda
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glukagon birincil hormondur. Karaciger bu sirada kaslardan gelen piruvat ve laktat
ile ayrica adipoz dokudan gelen gliserolii kullanarak glukoneogenez yoluyla glikoz
olusturmaya calismaktadir. Adipoz dokulardaki hormona duyarli lipoprotein lipaz
enzimi aktiflesir ve depolanan TG’i uzun zincirli yag asitlerine ve gliserole hidrolize
eder. Olusturulan uzun zincirli yag asitlerinin %70lik kism1 dogrudan kullanilirken,
%30’luk kismi karacigerde keto-asetoasetik asit ve B hiroksil biitirik asite oksitlenir
(56). Insan viicudunun agliga uyum yanit1 12-24 saatlik aglik sonunda serum glukoz
diizeyinin diismesi ve hepatik glukojen tiiketiminin artmasi ile olur. Sonrasinda
enerji kaynag olarak keton cisimcikleri ve serbest yag asitleri kullanilir. Hepatik
glukojenin tiiketiminden sonra glukozun yaklasik 80 g/giin kadar1 keton cisimleri,
yag kaynakli gliserol ve aminoasitlerden olusturulan glukoneogenezle

karsilanmaktadir ve ¢ogunlugu beyin tarafindan kullanilir (57).

Diyet igerigi ve kalori diizeyi, yaslanma ve yasla ilgili hastaliklarin gelismesini
etkileyen kilit faktorlerdir. 48-120 saat siiren uzamis aglik, insanlarda ve farelerde
toksinlere kars1 hiicre direncini artiran yolaklar1 harekete gecirir.  Diyet
kisitlamasinin biiylime faktorlerinin sinyalini azaltarak oksidatif strese karsi direnci
arttirdig1 ve makromolekiiler hasar1 azaltarak model organizmalarda omri uzatici

etkilere sahip oldugu belirtilmektedir(58).

Kalori kisitlamasi veya a¢ligin mayalar, nematodlar, sinekler, 6riimcekler, baliklar ve
memeliler de dahil genis bir yelpazedeki organizmalar iizerinde olumlu etkilerinin
gozlenmesine karsin, insanlarda diyet kisitlamasinin siirdiiriilmesindeki giicliik,

pratik terapotik kullanimini ciddi 6l¢tide kisitlamaktadir (59).

Uzun siireli aclik dolagimdaki IGF-1 seviyesini azaltir. Ayrica IGF-1 eksikligi olan
farelerin kemoterapinin toksik etkilerine karst daha korunakli olduklar1 goriilmiistiir.
Aclik sikluslar1 kemoterapinin olusturdugu immunsupresyonu ve mortaliteyi
azaltarak ve lenfositleri kemotoksisiteden koruyarak olumlu etkiler géstermektedir.
Aclik, IGF-1/PKA etkinligini azaltarak, hemopoetik kok hiicre iizerinde
prorejeneratif etki gdstermektedir (60). Uc giin veya daha uzun siireli oruc tutan
insanlarda, dolasimdaki insiilin ve glukoz diizeylerinde %30’dan fazla azalma

gozlenmistir. Memelilerde ana biiylime faktorii olan IGF-1 diizeylerinde de hizh
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diisiis gozlemlenmistir. IGF-1 ve insiilin, kanser ve hizlandirilmis yaslanma ile

iliskilendirilmektedir (58).
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Sekil 4.4.1. A¢ligin sinir ve endokrin sistemler iizerindeki etkileri (57).

DNA hasar1 olan hiicreler biiyiik olasilikla apoptozise gider. Aclik DNA hasarin
azaltmanin yaninda prekanserdz hiicrelerin 6liimiini de tetikleyerek antikanserojen

etki gostermektedir (61).

Orug, insanligin varolusundan beri olan bir ibadettir. Biitiin dini inanis ve kiiltiirlerde
igerigi ve uygulanis sekilleri farkli olsa da ibadet gayesi ile tutulan oruglar vardir.

Orug, hem fiziksel hem ruhsal faydalar saglayan ve bir¢ok dinde 6nemli yeri olan bir
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uygulamadir (62).

Aralikli orug¢ tutmanin bilimsel bir tedavi sekli olarak kullanilmasi 1940’lardan beri
bilinmekte olup, giliniimizde de oru¢ ve oru¢c benzeri diyetler ile diyet
kisitlamalariyla ilgili ¢alismalar artmaktadir (63). Antik ¢aglarda da aglik epilepsinin
tedavisinde ketojenik diyet olarak uygulanmigtir (64). Yapilan ¢esitli hayvan
caligmalarinda oru¢ tutmanin kanser, norolojik hastaliklar, sirkadiyen ritim
bozukluklarina ve bunlarin yaninda uzun Omiirlii olma {izerinde de olumlu etki

gosterdigi belirtilmistir (65).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar orucun adaptif hiicresel yanittaki rolii, oksidatif
hasar1 gidermesi, inflamasyonu azaltmasi optimal enerjiyi kullanarak hiicresel

korumay1 saglamasi tizerine yogunlagmistir (57).

Insanlarda, aralikli orug¢ veya kalori kisitlamasmin (haftada 2 giin 500 kkal/giin)
insiilin, glukoz, CRP ve kan basinci lizerine faydali etkilere sahip oldugu cesitli
caligmalarda belirtilmistir. Aralikli kalori kisitlamasi (2710 kj/giin, 2 giin/hafta) ve
devamli kalori kisitlamasi (6276 kj/glin, 7giin/hafta) karsilastirildiginda, deney
grubundaki obez hastalarin metabolik parametreler agisindan birbirine yakin sonuglar
ortaya koydugu belirtilmistir. Aralikli kalori kisitlamasi, aclik insiilin ve insiilin

direnci igin daha etkili bulunmustur (p=0.046) (66).

Giinliik kalori kisitlamasi ile pankreas islevlerinin diizelmesi, trigliserit (TG)
birikiminin azalmasi ve T2DM’nin iyilesmesine yonelik ¢esitli  veriler
yayinlanmigtir. Giinlik 600 veya daha az kalori alimiin, bir¢ok tip 2 diabetes
mellitus (tip 2 DM) hastasi i¢in metabolik parametreler, plazma insiilin diizeyi,
instilin duyarliligini iyilestirici ve diyabetik komplikasyonlarin gelisimini 6nleyici

etki gosterdigi ise yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (67).

Orug ve orug benzeri diyetlerle ilgili calismalarda karaciger, bobrek, kalp agirliklart
ve genel viicut agirhgmmin azaldigr goriilmiistiir. Beyin, dalak ve akciger
agirliklarinda bir azalma tespit edilmemistir. Tekrar eskisi gibi beslenildiginde ise

agirlik kayiplarinin diyet 6ncesi durumlarina geri dondigii gozlemlenmistir (5).
4.5. Ramazan Orucu ve Prediyabet

18



Ramazan orucunun diyabet {izerine etkisinin incelendigi calismalarda degisken
sonuglar ortaya konmustur. Ramazan ve diyabet epidemiyolojisi (EPIDIAR) adi
altinda 13 islam iilkesinde yapilan ¢alisma sonuglarina gore, Tip 1 diyabetli bireyler
(T1D) ‘in yaklasik %43’ ve Tip 2 diyabetli bireyler (T2D)’in yaklasik %79’unun

ramazan ayinda orug tuttuklari bildirilmistir (68).

Miisliiman diyabetik hastalarla yapilan bir ¢alismada, Ramazan oOncesi kontrolsiiz
glisemik diizeyi olanlarda (HbAlc >7%), ramazanda HbAlc’de bir diisiis goriildiugii
ve en yiiksek etkinin %0 >HbAI1C diizeyinde goriildiigii bildirilmistir. Sistolik kan
basincinda minimal bir diisme, LDL ve TG diizeylerinde ise dnemsiz bir azalma
gozlemlenmistir. Ayrica hastalarin kullandiklar1 antidiyabetik ajan tiplerinin glisemik

degisiklikleri etkilemedigi goriilmiistiir (69).

Koroner anjiyografi gegiren hastalarla yapilan bir calismada, diizenli olarak orug

tutan hastalarin diyabet prevelansi, oru¢ tutmayanlara gore daha diisilk bulunmustur
(70).

Ramazan ayinda herhangi bir diyet kisitlamasina tabi tutulmasa da, orug¢ tutan
hastalarn BKI ve viicut agirliklarinda azalma, insiilin duyarhliklarinda artis ve

plazma adiponektin diizeylerinde bir diisiis tespit edilmistir (71).

Tip 2 diyabet tanis1 almis obez kadinlarda yapilan bir bagka calismada ramazan
ayinda HbA1c oraninin %0,8 oraninda diizelmesine karsin LDL ve TG diizeylerinde

artis gézlemlenmistir (72).

Ramazan aymdaki orucun viicut agirligi ve fruktozamin diizeyi tizerine etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada viicut agirhiginda ortalama diisis 0.7 = 1.3 kg ve

fruktozaminde ise 2.29 + 3.09 mmol/L olarak bulunmustur (73).

Ramazan ay1 boyunca tutulan orucun inflamatuar kosullar1 olumlu etkiledigi
hipotezini arastiran kesitsel bir c¢alismada, oru¢ tutmanin inflamasyonu azalttigi,
kanser riskini diisiirdiigi ve Omrii uzattifiyla ilgili sonuglar belirtilmistir.
Proinflamatuar sitokinler IL-1B, IL-6 ve TNF a; sistolik ve diastolik kan basinci,

viicut agirhigr ve viicut yag yiizdesi Ramazan aymda, ramazan oncesine kiyasla
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onemli 6l¢iide diisiik bulunmustur (74).

Toplamda 150 kisinin katildig1 bir calismada, hipoglisemi atagi %10, hiperglisemi
ise %3,3 olarak bildirilmis ve bu hastalarin hastaneye yatislarina gerek
duyulmamistir. Ramazan oncesi doktora gidilmesi ile hipoglisemi atagi arasinda

negatif bir korelasyon bulunmustur (75).

4.6. Bagirsak Mikrobiyotasi (BM)

Hipokrat “biitiin hastaliklarin baslangici bagirsaktir” meshur ifadesiyle insan
viicudundaki pek ¢ok hayati homeostatik fonksiyonda esas roliin bagirsakta
oldugunu vurgulamistir (76). Teknik ve kavramsal ilerlemeler sayesinde bagirsak
mikrobiyotasinin (BM) taksonomik kompozisyonu ortaya ¢ikarilmistir. Bu sayede
mikrobiyotanin metabolik kapasitesinin ve immiinomodiilatér etkinliginin
anlagilmasinda hizli  gelismeler saglanmistir. Bu kazanimlar sayesinde
mikrobiyotanin insan saglig1 ve hastaliklardaki rolii daha kolay agiklanabilmektedir

(77).

Insan bagirsak mikrobiyotas1 yaklasik 10'*-10'* adet mikroorganizmadan
olugsmaktadir. Toplamda 500-1000 tiir icermekte ve en az insan genomunun sahip
oldugu genlerin 100 kati kadar gene sahip oldugu bilinmektedir (78). Ayrica 40 m?
kadar bir yiizey alanini olusturmasi ile de viicudun dis ortam ile yiizlesen en 6nemli

temas noktasidir (79).

BM’nin kolonizasyonu dogumla baslamaktadir ve ilgingtir ki yeni doganlarin
bagirsaklarindaki mikroorganizmalarin kolonizasyon tiirii dogumla iliskilidir. Vajinal

yolla ve sezaryenle dogan bebeklerin BM’da farkliliklar vardir (19).

BM, K vitamini sentezine katki saglar, intestinal epitel hiicreleri {izerinde trofik etki
gosterir ve kisa zincirli yag asitlerinin senteziyle sindirilmeyen besinlerden enerji
saglar. Bunun yaninda patojenlerin biiylimesini ve ¢ogalmasini inhibe eder, intestinal

bariyerin biitiinliigiinii korur ve mukozal immiiniteye katkida bulunur (78,80).

Bagirsaklarda biiyiik miktarda var olan antijenlerin konak tarafindan tolere

edilebilmesi, BM ile immiin sistem arasindaki karsilikli koordinasyonla saglanir
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(83). Saglikli bireylerin bagirsak mikrobiyotasinda simbiyotik ve kommensal
mikroorganizmalar firsat¢i/patojenik denge halindedir. Ancak diyet, c¢evresel
faktorler, hastaliklar veya konak¢inin genetik yapisindan dolayr immiin sistemle
koordineli calisan simbiyotik mikroorganizma sayisi azalmakta ve inflamasyona
sebep olan patojenlerin sayisi artmaktadir. Bu duruma disbiyoz adi verilir ve

subklinik inflamasyonun temel nedeni olarak 6ne siiriilmektedir (84).

Karbonhidratlar insan ve mikroorganizmalar i¢in en O6nemli enerji kaynagidir.
Insanlarmn iirettikleri enzimler, kompleks karbonhidratlar1 ve bitkisel polisakkaritleri
(seliiloz gibi) parcalayamazlar. Diyet lifi gibi kompleks karbonhidratlar, BM
tarafindan oligosakkaritlere ve monosakkaritlere metabolize edilir, daha sonra asetat,
biitirat ve propiyonat gibi kisa zincirli yag asitleri (KZYA)’nin son {iriinlerine
fermente edilir. KZY A bagirsakta absorbe edilir, biitirat bagirsak epitel hiicreleri i¢in
enerji kaynagidir ve asetatla propiyonat karaciger ve periferik organlara ulagarak
burada glukoneogenez ve lipogenez icin substrat olarak kullanilirlar. Enerji kaynagi
olarak kullanilmasinin yaninda KZYA, histon deasetilaz (HDAC) enzimini inhibe
ederek gen ekspresyonunda da gorevlidir. Ayrica GPR41 veya GPR43 gibi G
proteini bagli reseptorler araciligiyla sinyaller gondererek bagirsak gen
ekspresyonunu da kontrol etmektedir. KZY A’nin enerji kaynagi olmasi inflamatuar
modiilator o6zelligi, vazodilator etki gdstermesi, bagirsak motilitesini ve yaralar

iyilestirici etkisi sayesinde bagirsak sagligi tizerinde olumlu etkileri vardir (85).
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Sekil 4.6.1. Bagirsak mikrobiyotasinin konak¢1 metabolizmasi iizerine etkileri (86).

Enerji saglanmasi ve yag depolanmasinda mikrobiyotanin rolii hakkinda dogrudan
kanit, germ-free farelerin bagirsaklarinda KZY A diizeylerinin diisiik bulunmasidir.
Polisakkarit bakimindan zengin ve kalorisi ayni diyetle beslenen konvansiyonel
sicanlarda iki kat daha fazla idrar ve fekal kalori atilimi goriilmiistiir. BM nin
diyetten ve yag depolarindan enerji saglamasinin rolii farelerde agik¢a gosterilmis
olup insanlardaki kanitlarin ¢cogu dolayli arastirmalar sonucunda ortaya c¢ikmustir.
Obez insanlarin nefeslerindeki etanol seviyesi zayif insanlardan daha yiiksek
oranlara sahiptir. Bu da artan mikrobiyal enerji iiretiminin gostergeleri olan
fermentasyon artis1 ve fekal KZYA’nin daha fazla oldugunu gostermektedir (87).
KZYA’leri nétrofiller gibi bagisiklik hiicrelerinde GPR43  sinyali yoluyla
inflamasyonu baskilamaktadirlar. Insiilin sekresyonunu artiran ve distal ince bagirsak
ve kolondaki enteroendokrin L hiicreleri tarafindan antidiyabetik etkilere sahip olan
glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) hormonunun salgilanmasin1i da modiile
etmektedir (88).

Polisakkaritlerin mikrobiyal fermentasyonu cesitli tamamlayic1 mekanizmalar

yoluyla konagin adipoz dokusunu etkileyebilir, bu sebeple mikrobiyotanin
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modiilasyonu ve fermentasyon kapasitesi obezite ve diyabeti yonetmek igin yeni

¢Ozlimler sunabilir.

Kolik asit ve kenodeoksikolik asit primer safra asitleridir ve insan karacigerinde
kolesterolden sentezlenir. Diyetteki yaglardan kolesterol eldesinde ve ince
bagirsaklarda yagda ¢oziinen vitaminlerin ¢oziinebilir ve emilebilir olmasinda rol

alirlar.

Primer safra asitleri karacigerde sentez edildikten sonra glisin ve taurinle konjuge
edilerek, safra tuzlari olarak safraya atilirlar. Konjuge edilen primer safra asitleri BM
yardimiyla dekonjuge ve dehidrolize edilirler. Bu reaksiyonlar sonucunda sekonder
safra asitleri olugmaktadir. Bunlar ileum bagta olmak iizere bagirsagin diger
kisimlarinda geri emilerek vena porta yoluyla tekrar karacigere geri gelir. Buna
enterohepatik dolasim denmektedir. Bu sirkiilasyonda safra asitlerinin safra tuzlarina

doniigsiimiinde basrolii BM oynamaktadir.

Safra asitleriyle metabolizma arasindaki iliskide en ¢ok {izerinde durulan konu
insiilin direnci ve diyabettir. Kontrolsiiz diyabeti olan hastalarda total safra asit

miktar1 ve fekal safra asit atiliminin arttigi gosterilmistir (89).

Bagirsagin ¢esitli fonksiyonlar1t BM da dahil olmak iizere bagirsagin fonksiyonel
unsurlar1 arasindaki ileri etkilesimlerle diizenlenmektedir. Bu mikroorganizmalar Gi
mukoza gecirgenliginde 6nemli rol oynamaktadirlar (76). BM araciligiyla intestinal
permabilite (IP)’nin bozulmasi, metabolik bozukluklardaki subklinik inflamasyonun

baslangi¢ noktasi olarak diistintilmektedir.

BM tarafindan kontrol edilen, enteroendokrin hiicreler ve endokannabionid sistemin,
IP ve metabolik endotoksemiyi kontrol ettigi yapilan ¢alismalarda ileri siiriilmiistiir
(90,91). Bu metabolik bozukluklarda, ince bagirsakta bakteriyel asirt ¢ogalma
(SIBO)’nin artt1§1 ve bunun sonucunda IP’nin bozuldugu tespit edilmistir. kemirgen
hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarda, SIBO sonucu claudin, occludin ve zonula
occludens-1 olarak bilinen sik1 baglantili proteinlerin ekspresyonlarinin azaldigi ve
bunun sonucunda iP’nin arttig1 tespit edilmistir (92,93). BM, IP’nin artmasiyla
liimenden portal dolasim yoluyla karacigere gelen lipopolisakkarid (LPS),
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peptidoglikan ve bakteriyel DNA’nin kaynagidir (94). LPS, Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunan ve metabolik hastaliklarin gelisiminde rol
oynayan gii¢lii bir proinflamatuar molekiildiir (95). Metabolik bakteriyemi, canli
bakterinin konaga translokasyonudur. Metabolik endotokseminin bir benzeri olan
metabolik bakteriyemi, diyabetin bir 06zelligi olarak da disiiniilmektedir (96).
Endotoksemi, diyabetin bilesenlerinde olan subklinik inflamasyon, insiilin direnci,
adipoz doku hiperplazisi ve azalan B hiicre fonksiyonuna katkida bulunmaktadir (94).
Ozellikle yagli beslenme, obezite, T2D ve LPS arasindaki iliski, insan deneklerde
yapilan sayisiz ¢aligmalarda gosterilmistir. LPS ve diger toksinler proinflamatuar

stireci baslatirlar.

BM’nin ekolojik dengesindeki disbiyoz konak¢ida kronik inflamasyonun yaninda
metabolik dengenin bozulmasmna da neden olmaktadir. Ornegin yapilan bir
calismada, konvansiyonel olarak yetistirilmis fareler ile steril ortamda biiyiitiilmiis
(germ-free) farelerin viicut yag igerikleri %40 ve gonodal yag igerikleri ise %47
oranda daha yiiksek bulunmustur. Germ-free farelere konvansiyonel farelerin BM
igerigi transfer edilmis ve iki hafta sonra viicut yag oranlar1 %60 oraninda artmigtir
(97). insanlarda yapilan arastirmalarda T2D olan bireyler ile sagliklilar, obez bireyler
ile zayif bireyler karsilastinldiginda BM kompozisyonlarinda farkliliklar
bulunmustur (98,99). Obez farelerin BM igerikleri incelendiginde Firmicutes
filumunda artig ve Bacteroidetes filumunda azalma tespit edilmistir (81,100). Zayif
ve saglikli dondrlerden alinan BM’nin metabolik sendromlu bireylere transferiyle

insiilin direncinde diizelme goriildiigi bildirilmistir (101).

4.7. Proinflamatuar Siire¢

Intestinal permabilitenin artmasindan dolay: intestinal liimenden karacigere gelen
LPS, bakteriyel DNA, doymus yag asitleri ve etanol gibi molekiiller toll like
reseptorlerini (TLR) ligand olarak kullanmaktadir. TLR, memelilerde 13 adet olarak
tanimlanmis transmembran proteinleridir. TLR2, TLR4 ve TLRY nonalkolik yagl
karaciger hastaliginda (NAYKH) rol oynamaktadirlar (102,103). TLR2
peptidoglikan, lipoteikoik asit ve lipoprotein gibi bakteriyel tirlinlerin ligand1 olarak

islev gormektedir. TLR2’nin eksikligi diyetle indiiklenmis yaglanmayi, insiilin
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direncini, hepatosteatozu ve hiperkolesterolemiyi Onler. Adiposit hipertrofisinin
gerilemesiyle de iligkili oldugu distinilmektedir (92,104). TLR4, LPS igin
reseptordiir. TLR4 knock-out fareler, LPS ve diyetle indiiklenmis obezite ve insiilin
direncine karsi korunmuslardir (92,105). TLR5 reseptorii genetik olarak eksik olan
farelerde dislipidemi, hipertansiyon, adipoz doku artis1 ve insiilin direnci gibi
metabolik sendromun ozellikleri gelismez (106). Yiiksek yagh diyetle beslenen
yabani farelerde, dolasimdaki LPS miktar1 fazladir, ancak TLR eksik fareler aym
diyetle beslendiklerinde LPS seviyeleri yliksek olmasina ragmen nonalkolik

hepatosteatoz daha az goriilmiistiir (107).

MyD88 metabolik sendromun gelisimi i¢in anahtar molekiildir. MyD88 geninin
delesyonu dogrudan BM’mi1 iceren mekanizmalar yoluyla diyet kaynakli yag
depolanmasi, inflamasyon ve diyabete karsi kismen koruma saglayabilmektedir
(108). Konak bagirsak epiteli MyD88 BM’nin kompozisyonunu kontrol eder ve
metabolik bozukluklarla iliskilidir. MyD88, TLR3 disindaki tiim TLR’ler i¢in bir
adaptor olarak ¢esitli inflamatuar sitokin ve kemokin salgilanmasinda gereklidir
(109). Bu sitokinler arasinda en iyi ¢alisilmis ve onemlileri TNF-a ile IL-18 “dir.
TLR-MyDS88 sinyal yolagi, nuklear factor- kB (NF-kB) ve JNK ‘y1 aktive eder ve
inflamatuar sitokin ile kemokinleri salgilar. JNK, mitojenle aktive edilmis
proteinkinazlarin bir tiyesidir. Ayrica NAYKH’nin patogenezinde, insiilin direnci ve
obezite gelisiminde merkezi bir yer tutmaktadir (39). TNF- o insiilin direnci, yag
dokusundan serbest yag asitlerinin salgilanmasi, hepatosite lipitlerin giris ve ¢ikist ve
hepatosit hiicresinin 6liimiine aracilik etmektedir (110). T2D’li obez hastalarin yag
dokularinda da artan IL-1f, MetS i¢in bir risk faktorii olarak tanimlanmistir (111).
Yapilan bir hayvan c¢alismasinda, IL-1B’nin bloke edilmesiyle, aterosklerozun
siddetinin azaldigi, IL-1p reseptdr antagonisti yetersiz olan farelerde ise siddetli

steatohepatit gelistigi gosterilmistir (110).

Hiicrelerde lipit toplanmasi mitokondriyal glutatyonu tiiketmekte, bu durum
hepatositte ROT {iretimini arttirarak apoptozis sinyal yolagini uyarmaktadir.
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCAP-1) kemokini ve onun reseptorii

chemokine receptor 2 (CCR2) hepatositte yag toplanmasimi arttirmaktadir. Obezite

25



ve T2D ile iliskili steatozda seviyesi yiiksek bulunmus, eksikligi olan hayvan
modellerinde steatoz daha az goriilmiistiir (112). IL-18 intestinal epitel hiicrelerinden
salgilanan, epitel hiicre proliferasyonunu indiikleyen ve bu sayede hasar goren
epitelin rejenerasyonunu arttirarak bagirsak bariyerinin korunmasina katkida bulunan
bir sitokindir. Ilgingtir ki yapilan bir ¢alismada, yiiksek yag icerikli diyetle
beslenenlerde, bagirsaktaki IL-18 ekpresyonunu azalttifi, buna karsilik MyD88
delesyonunun bu parametreyi normallestirdigi bulunmustur. Bu sonug, MyD88’in
delesyonu sonucu IL-18’in arttigi ve bu sayede bagirsak bariyer biitiinliigiiniin

korundugunu diistindiirmiistiir (108).

4.8. Uzun Siireli Achik ve Mikrobiyota

Diyetin enerji miktar1 ve besin igerigi insan sagliginin yani sira bagirsak
mikrobiyotas1 (BM) nin bilesimini de etkilemektedir (58). Ozellikle farkli genetik
kokenli suglar iizerinde yapilan fare ¢alismalari, diyetin BM bilesiminin
belirlenmesinde genotipten daha gii¢lii bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur

(84).

Bagirsak mikrobiyotasi, beslenme degisikliklerinde hizla degisime ugramaktadir.
Hayvansal veya bitkisel {riinler1 igeren diyetler BM’nin genel yapisini
degistirebilmektedir. Ornegin, lif ve karbonhidrat igerigi yiiksek diyetlerle beslenen
bireylerin BM’sinda Prevotella cinsinin dominant oldugu, protein ve hayvansal yag

tilketenlerin ise Bacteroides cinsinin dominant oldugu belirtilmistir (113,114).

Aclik ve protein malniitrisyonunda BM degisimini inceleyen bir hayvan
calismasinda, BM’da Gram negatif enterik gomak seviyesinin arttigi, Lactobacillus
ve anaeroblarin ise azaldig1 gosterilmistir. Sasirtict bir bicimde ne aglik ne de protein
malniitrisyonunun  bakteriyel translokasyonu desteklemedigi  gosterilmistir.
Hayvanlarin viicut agirliklarinin  %20’sini  kaybettiklerini ve BM ekolojisinin

bozuldugunu belgelemislerdir (115).

Uzun siireli aghigin bes omurgali sinifinin BM’s1 {izerindeki etkisini arastirmak igin

yapilan bir ¢aligmada, kolon ve sekum orneklerinden 16S rRNA gen dizilimi
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yapilmistir. Mikrobiyomda acliga bagli degisiklikler, konakg¢1 tiirleri ve bagirsak
bolgeleri boyunca farkliliklar gostermistir (116).

Orucun etkisine karst BM’nin farkl tepkileri olabilmektedir. Uzun siireli aglik veya
besin 6gelerinin eksikliginde, konagin fizyolojisi farkli yanitlar verebilmektedir.
Ayrica BM’sinda bulunan bakteri popiilasyonlarinin ¢esit ve miktarlarinda
degisimler meydana gelebilmektedir. Ornegin Akkermansia cinsi bakterilerin uzun
stireli acliga yanit olarak piton ve hamsterlarin mikrobiyotasinda goérece artmaktadir

ve konagn trettigi mukusu tiiketmektedir (115,117).

Yapilan c¢aligmalarda aclik donemlerinde deneklerin sag kaliminin arttigi
gozlemlenmistir. Bu sebeple bagirsak mikrobiyotasinin acliga bagli degisimlerini
anlamak 6nemlidir. Germ-free fareler ve sicanlar a¢ birakildiklarinda konvansiyonel
hayvanlara gére daha yiiksek mortalite goriilmiistiir. Ayni sekilde germ-free tavuklar,

konvansiyonel tavuklara gore agliga daha dayaniksiz bulunmustur (120).

Bu sonuglar, konaklarin oru¢ veya aclikla kars1 karsiya kaldiklarinda degistirilebilir
enerji kaynaklarinin kullanimi veya azot geri doniislimiinii saglamasi i¢in BM’sina
thtiya¢ duydugu gosterilmistir.  Mikrobiyota yoklugunda sagkalim ve aclik

toleranslar1 da azalmaktadir (121).

Insiilin direnci metabolizmasinda endoplazmik retikulum stresi ve inflamatuar
sitokinlerin rolii ¢ok biiyiiktiir. ER stresi sonucunda artmig TNF-a, IL-1B ve IL-6
diizeyleri, insiilin direncine sebep olan Ser/Thr yolagini aktive eder. Bunun yanisira
bagirsak mikrobiyotasinda olusan disbiyozis sonucunda kanda artan LPS gibi antijen
yogunlugu proinflamatuar sitokinlerde artisa sebep olmaktadir. Bu durumda instilin
direnci olusumu tetiklenebilir. Uzun stireli aglikla ilgili yapilan bircok calisma
sonucunda  proinflamatuar  sitokinlerin  azaldigi  gOriilmiistiir. ~ Bagirsak

mikrobiyotasinda da degisimlerin meydana geldigi bildirilmistir.

Yapilan bu tez calismasinda bagirsak mikrobiyotasinin ramazan orucu sonucunda
olumlu yonde etkilenerek, prediyabet hastalarinin klinik parametrelerinde diizelme

goriilmesi hedeflenmistir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Etik Beyan, Deney Dizayni ve Orneklem

Bu calismaya Mayis 2016-Kasim 2016 tarihleri arasinda Istanbul Medipol
Universitesi Vatan Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi I¢ Hastaliklar
polikliniklerinde takip edilen 40-65 yas arasi prediyabet tanisi almig 17 hasta (10
kadin ve 7 erkek) dahil edilmistir. Hasta grubu HbAlc degerleri (%5.7< HbAlc
<%6.4) olanlar, izole bozulmus aglik glukozu (IFG)(100<IFG<126), izole bozulmus
glukoz toleransi (IGT)(140<OGTT 2. saat PG<199) ve IFG+IGT birlikte olanlardan

olusturulmustur.

HOMA-IR seviyesi [(aglik plazma glukozu*aglik insiiliin seviyesi) /405] formiiliiyle,
BKI (viicut kitle indeksi) ise kilogram olarak viicut agirliginin metrekare olarak boy

uzunluguna boliinmesiyle hesaplanmistir.
Caligsma grubuna katilan hastalarin dislanma kriterleri:

1. Bagisiklik sistemini baskilayan ilaglar1 (6rnegin kortikosteoroid ve/veya
immunsupresif ilag (NSAID) kullananlar veya bagisiklik sistemi genetik hastaligi

olanlar

2. T2D disinda baska kronik hastaliklari olanlar (kanser, allerjik, noro-psikiyatrik,

VS)

3. Son ii¢ ay i¢inde probiyotik, antifungal ve/veya antibiyotik kullananlar
4. Sistemik ve lokal infeksiyon bulgusu olanlar

5. Yasami tehdit edici hastaligi olanlar

6. Infiltratif hastalig1 olanlar

7. Intestinal cerrahi gecirenler

8. Hamile ya da emziren kadinlar
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9. Laktoz intoleransi olanlar

10. Barsak hastaliklar1 olanlar (¢6lyak, kolitis, inflamatuar bagirsak hastalig1 (IBD),

Crohn’, vs)
11. Alkol ya da keyif verici madde bagimlilig1 olanlar

12. Klinisyen tarafindan sosyal, medikal ya da psikatrik nedenlerden g¢alismaya

alinmasina uygun goriilmeyenler.

5.2. Kan Ornekleri

5.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Caligmaya katilan bireylerden Ramazan ay1 6ncesinde son ii¢ giin, Ramazan ayinin
son li¢ giinii ve Ramazan ayinin bitisinden 5 ay sonra olmak tizere 3 seferde gaita

ornekleri ve kan 6rnekleri toplanmustir.

5.2.2. Biyokimyasal Testler

Kan orneklerinden aglik kan glukozu, ALT, kreatinin, iirik asit, total kolesterol,
HDL, LDL, trigliserit (Vitros 350 chemical systems cihazi), HbA1C (Quo/lab ekf
daignostic cihazi ile), TSH, fruktozamin, insiilin ve spot idrardan ise
mikroalbiimindrii (I chroma cihazi ile) analizleri yapilmistir. Analizler Istanbul

Medipol Universitesi laboratuvarinda yapilmustir.
5.3 Fekal Ornekler

5.3.1. Orneklerin Toplanmasi

Gaita Ornekleri 0zel olarak steril edilmis kendinden kasikli gaita kaplarinda
toplanmistir. Hastalar defekasyon esnasinda fekal materyalin dis ortamdan
kontamine olmamasi i¢in 6zel tuvalet kagitlar1 kullanmistir. Fekal materyal gDNA

(genomik DNA) izolasyonu yapilana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
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5.3.2. Genomik DNA Izolasyonu

Fekal materyalden gDNA izolasyonu, Qiagen-QlAamp Mini Stool Kit kullanilarak
tireticinin protokoliine uygun sekilde yapilmistir (Qiagen, Germany). Steril gaita
kabinda bulunan ornekler tartilarak tizerlerine, 6rnegin 2 kati ASL+gliserol (%50
v/v) eklenmis ve homojenize edilmistir. Homojenize edilen siispansiyondan 450 puL
almarak igerisinde 250 pL zirkonyum boncuk bulunan mikrosantrifiij tilipiine
aktarilmig ve tizerine 1000 pL ASL tamponu eklenmistir. Vorteks ile 15 saniye
karistirildiktan sonra 70°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 Bead-
Bug homojenizatorde 3’er defa 300 Hz’de 30 saniye homojenize edilmis, drnekler
homojenizasyon siireleri arasinda 30’ar saniye buz tizerinde bekletilmistir. Her bir
ornege 1 adet InhibitEX tablet eklenerek oda sicakliginda inkiibe edilmis bu sayede
orneklerdeki PCR inhibitdrlerinin absorbe edilmesi saglanmigtir. Ornekler 14000
rpm’de 3 dakika santrifiij edilmis, santrifiij sonras1 stvi fazdan 200’er uL. alinarak 2
adet steril mikrosantrifiij tlipine aktarilmistir. Her bir tiipe 40 pL lizozim (20
mg/mL) eklenmis ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 15
uL proteinaz K, 2 uL RNAz A (20 mg/uL) ve 200 uL AL tampon ¢ozelti eklenmis ve
15 saniye vorteks ile karistirilmistir. 70°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 her bir tiipe 200 uL EtOH (%96-100) eklenerek vorteksle
karigtirllmistir. QIAmp santrifiij kolonu kullanilarak genomik DNA’nin yikanma ve

elisyon iglemi yapilmistir. DNA 6rnekleri ¢alisma siiresince -20’de saklanmustir.

5.3.3. DNA Konsantasyonunun Olciimii

Izolasyon sonrasi polimeraz zincir reaksiyonu i¢in gDNA’nim konsantrasyonu Qubit
dsDNA HS (high sensitivity) kiti ile ol¢iilmiistiir. 1 uL Qubit dsDNA HS reaktifi,
199 uL tampon ¢ozeltiyle karistirilarak 1:200 oraninda sollisyon hazirlanmaistir.
Standartlar i¢in 0,5 mL’lik qubit tiiplerine 190 uL hazirlanan soliisyonlardan, 10 uL
ise standartlardan (0 ng/uL ve 10 ng/uL) eklenmistir ve DNA 6l¢iimii igin sinirlar
olusturuldu. Ardindan 197 uL soliisyon ve 3 uL gDNA eklenerek 6rnekler oda
sicakliginda 3-4 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi karigimlar Qubit 2.0
cihazina yerlestirilerek DNA konsantrasyonu (ng/uL) kaydedildi.
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5.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

izolasyonu yapilan DNA &rneklerinden 16S rRNA geni hiper-degisken bolgelerinden
V3-V4 bolgeleri, 341f (CCTACGGGNGGCWGCAGQG) ve 805r
(GACTACHVGGGTATCTAATCC) primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. 12,5
uL 2x KAPA-HiFi HotStart ReadyMix, (10 uM) 0,5 puL 341f primer, (10 uM) 0,5 pL
805r primer, kalip DNA (her bir 6rnek i¢in 20 ng olacak sekilde hesaplandi), kalan
miktar steril su ile 25 pL’ye tamamlandi ve tablo 5.4.3.1.’de gosterilen protokole
gore islem gerceklestirildi. PCR sonrasi 6rneklerin amplifikasyon iiriinleri agaroz jel
elektroforez yontemiyle ayristirildiktan sonra UV  1sik  altinda incelendi.
Amplikikasyon iiriinlerinden PCR primerlerinin temizlenmesi islemi AMPure XP

kiti kullanilarak, iireticinin belirttigi sekilde yapildi.

95°C 3dk

95°C 30 sn

55°C 30 sn 20 dongi
72°C 30 sn

72°C 5dk

Tablo 5.3.4.1. PCR protokolii

5.3.5. Sekanslama Islemi, Kiimeleme ve Taksonomik Simflandirma

5.3.5.1. Kiitiiphane Miktarinin Belirlenmesi ve Ornek Havuzunun Hazirlanmasi

AMPure XP ile primerleri temizlenen 6rneklerin tamaminin DNA miktar1 Qubit 2.0

flurometrik cihaz ile Olgiildii. Her bir 6rnegin (6 nM DNA igerecek sekilde)
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diliisyonlar1 hazirlandi. Her bir diliisyondan 5 pL alindi, bos bir tiipte birlestirilerek
ornek havuzu hazirlanmis oldu. Hazirlanan havuzun DNA konsantrasyonu yine
Qubit 2.0 ile olgiildii. Asagidaki formiil yardimiyla havuzun kag nM DNA’ya
karsilik geldigi hesaplandi.

konsantasyon ng/uL x 108 nM diizeyinde konsantrasyon

660 g/molxkiitiiphane baz uzunlugu

3.2 ng/ul x 108 = 7,6 nM
660 g/molx630

5.3.5.2. Kiitiiphanenin Denatiirasyonu ve MiSeq Cihazina Yiiklenmesi

flk asamada 7,6 nM olan kiitiiphane 4 nM’a diliie edildi. Sonrasinda 0,2 N NaOH
kullanilarak DNA kiitliphanesi denatiire edildi. 4 nM kiitiiphaneden ve 0,2 N
NaOH’ten 5’er pL alinarak mikrosantrifiij tiipiinde birlestirildi ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilerek DNA nin denatiirasyonu saglandi. 990 pL hibridizasyon
¢ozeltisi denatiire edilmis DNA’nin iizerine eklendi. DNA kiitliphanesi 12 pM’a
diliie edildi, PhiX Kkiitiiphanesi ise 12,5 pM’a diliie edildi. MiSeq kartusuna
yiiklenecek DNA kiitliphanesine %20 oranda PhiX eklendi.

5.3.5.3.Kiimeleme ve Taksonomik Simiflandirma

Dizinleme islemi sonucunda elde edilen verilerin analizi i¢in QIIME (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology) ve mothur agik kaynakli biyoinformatik
programlar1 kullanildi. Ham okumalarin analiz isleminden 6nce cutadapt programi
ile dizinlerdeki primer bolgeleri kesilmistir (122). Ardindan Nephele boru hattina
aktarilan verilerden ortalama kalite skorunun altinda kalanlar ve uzunluklar1 450 bp
tizerinde olan okumalar dislanmistir. Cift-sonlu okumalarin  birlesmesi ile

operasyonel taksonomik ftiniteler (OTU) olusturulmustur.

Boru hattindan OTU tablosu elde edildikten sonra, mothur (v.1.39.5) programina

entegre UCHIME (v.4.2) programi kimerik okumalarin kaldirilmasi ig¢in
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calistirilmigtir (123). Cins seviyesinde smiflandirilamayan okumalar bir st

siiflandirma hiyerarsisine dahil edilmistir.

Alfa ¢esitlilik analizi i¢in Shannon, Chaol, Gézlemsel OTU (Observed OTU) ve
Fisher indisleri kullanilmistir. Bu 4 analizde, gruplara ait OTU sayilarinin
degisimleri karsilastirilmistir. Istatistiksel analiz Kruskal Wallis testi kullanilarak

yapilmustir.

5.3.6. Topluluk yapilarinin ve cesitliliginin ¢ok degiskenli analizi

Beta cesitlilik, ornek gruplarinin igeriklerinin birbirlerine olan uzakliklarinin
karsilagtirilmasidir. Beta ¢esitlilik analizi i¢in Bray-Curtis benzerlik indisi,
JACCARD, Temel Koordinatlarin Kanonik Analizi (Canonical Analysis of Principal
Coordinates, CAP) ve UNIFRAC indisleri kullanilmistir.

DESeq2 analizi ile gruplardaki bakteri taksonomileri tanimlanmistir.
MicrobiomeAnalyst programi kullanilarak DESeq2 analizi sonuglar1 1s1 haritalari,

filum korelasyon, LEfSe, Random Forest siniflandirmalari elde edilmistir.

Mikrobiyota analizi ile biyokimyasal ve antropometrik verilerin karsilagtirilmasi
Adonis (Analysis of Variance Based on Distance Matrices) ve Ilgili Kanonik Analiz
(Corresponding Canonical Analysis, CCA) ile yapilmistir. Spearman korelasyon

analizi sonucunda 1s1 haritasi elde edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Katimcilarin Demografik ve Klinik Verisi

Calismaya katilan hastalarin demografik bilgileri ve zamanla elde edilen
antropometrik olgiim sonuglart Tablo 6.1°deki gibidir. Calismaya dahil edilen 10
erkek ve 7 kadmin yas ortalamasi 50,24+5,57°dir. Ramazan sonunda, 6ncesine gore
kilo, bel cevresi, BKI, kalca cevresi ve viicut kas oraninda azalma goriilmektedir

(Tablo 6.1.1.).
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Tablo 6.1.1 Demografik ve Antropometrik Veriler

Degisken Ramazan Oncesi Ramazan Sonu | Ramazan Sonrasi | P degeri*
Kasim 2016

Mayis 2016 Haziran 2016
Cinsiyet 10 Erkek/7 Kadin
Yas 50,24+5,57
Boy (cm) 164483
Kilo (kg) 82,71£18,26 82,24+17,57 83,71£17,94 0,06
BKI 31,00+5,68 30,63+5,25 31,22+5,7 0,55
Bel ¢evresi 99,4+12,55 99,06+11,01 106,75+13,51 0,00**
Kalga gevresi 109,5 +11,83 107,75+12,41 111,31+11,95 0,42
Bel kalga orani 0,90 +0,07 0,92+0,7 0,95+0,6 0,20
Viicut yag oran1 | 33,07+9,35 33,26+10,28 34,33+£9,18 0,62
Viicut yag | 27,25+11,93 27,59+12,08 28,8+12,04 0,22
kiitlesi
Kas kiitlesi 52,19+11,86 51,47+11,3 51,96+11,31 0,91

*P<0,05 anlamli kabul edilmistir.

**Freidman testi uygulanmustir.



Tablo 6.1.2 Biyokimyasal Veriler

Degisken Ramazan Ramazan Ramazan P

Oncesi Sonu Sonrasi degeri*

Kasim 2016
Mayis 2016 Haziran
2016

HbAlc 5.54+31 5.6240,25 5.61+0,28 0,09
Aclik kan sekeri (AKS) 86,4149,35 93,35+6,37 99,41+7,56 0,00%*
Insiilin (aglik) 11,58+3,58 12,4+5,26 14,42+5,38 0,47
HOMA-IR 2,46+0,76 2,86+1,26 3,56+1,48 0,005%**
C-peptid 2,110,38 2,240,6 3,14+0,95 0,00%*
Urik asit 6,03+1,18 5,34+0,98 5,58+1,2 0,12
ALT 39,37 +13,88 32,37+14,46 39,62+18.9 0,14
Kreatin 0,82 +0,19 0,8120,19 0,83+0,18 0,43
HDL 40,23 +11,26 42+10,31 41,17+11,62 0,25
LDL 100,23 £31,74 | 98,94+43.92 115,4430 0,015%*
Trigliserid 174,25 484,67 | 154,37+88,1 169+80,19 0,64
Total kolesterol 175,05 £25,98 180+37,13 191,17+31,26 | 0,016**
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Ramazan sonrasina ait kan orneklerinin ramazan Oncesine gore karsilagtirmasi

yapildiginda AKS, aglik insiilin, HbAle, HOMA-IR, C-peptid, HDL ve total

kolesterol seviyelerinin yiikselirken; iirik asit, ALT, kreatinin, LDL ve trigliserit

diizeylerinin azaldig1 goriilmektedir (Tablo 6.1.2.).

6.2. Biyoinformatik Analiz

16s rRNA geninin V3-V4 bolgelerinden elde edilen okuma sayis1 10775 ile 148941

arasinda degismektedir. Okuma sayilarina ait tablo Ek-1’deki verilmistir. Kiitiphane

okumalarinin her Ornekteki bakteri tiirlerini 6rnekleme basarisina ait egri Sekil

6.2.1°de gosterildigi gibidir.

1750{ = 3ay
m -1gln
15004 ®w 1ay
1250
1000 -
750 4
500 i —— o 1
e SR g 4 : 8
_— :_ 1 1 L
250 z =
Xz
o T A A A A
0 5000 10000 15000 20000 25000

Sekil 6.2.1.1. Rarefraction egrileri.

6.2.1. Alfa cesitlilik

Ramazan’dan 6nce, ramazandan sonra ve ramazan bitiminden 5 ay sonra alinan gaita
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orneklerine ait alfa cesitlilik analizleri yapilmistir. Bu analiz {i¢ farkli zaman
noktasina ait OTU (operational taxonomic unit)’larin  sayisal olarak
karsilagtirilmasini saglamaktadir. Ug indisin sonucuna gore; ramazan éncesine gore
ramazan bitiminde ve 5 ay sonrasinda alfa c¢esitliligin anlamli olarak arttig1
gozlemlenmistir (Sekil 6.2.2.) (Kruskal Wallis, p=0,035). Shannon indeksiyle
yapilan analiz sonucu Sekil 6.2.3.’de gosterildigi sekildedir ve anlamli bir farklilik
bulunamamistir (Kruskal Wallis, p=0,32). Fisher indeksi ve Chaol indeksi
kullanilarak yapilan analizler Sekil 6.2.4. ve Sekil 6.2.5.’te verilmistir. Bu iki analiz
sonucunda anlamli bir degisim gozlemlenmistir (Kruskal Wallis, sirastyla p=0,03 ve

p=0,01).

PY [ ]
PY [ ]
1000 -
[ ]
[ N ]
o
2
Pt [ ]
GE’ CLASS
2 750- Ed 10
2 )
o ° Bl 1oy
5 =R
©
[ ]
f::. )
<
500 - °
: [ ]
[ ] ° °
[ ]
[ ]
—— e
250
= 2 &
- %)
CLASS

Sekil 6.2.1.2. Alfa ¢esitlilik analizi 3 gruba ait tiir sayilarinin karsilastirilmasi.
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Sekil 6.2.1.3. Shannon indeksi ile elde edilen alfa gesitlilik analizi.
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Alpha-diversity measure

Sekil 6.2.1.4. Fisher indeksi kullanilarak elde edilen alfa gesitlilik analizi.
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Sekil 6.2.1.5. Chaol indeksi ile hesaplanan alfa ¢esitlilik analizi.

6.2.2. Beta cesitlilik

Gruplardan toplanan 6rneklere ait bakteri topluluklarinin benzerlikleri Bray-Curtis,
JACCARD ve UNIFRAC analizleri kullamlarak yapilmistir. Ornekler arasindaki
ayrismalar temel koordinatlar analizi (PCoA) ordinasyonu kullanilarak iki boyutlu

grafiklerle sirasiyla Sekil 6.2.2.1., Sekil 6.2.2.2. ve Sekil 6.2.2.3.’te gosterilmistir.

Gruplardan elde edilen orneklerin kendi i¢inde ve diger gruplarla kiyaslanmasinda
PERMANOVA testi kullanilmistir. Buna gére Bray-Curtis (R? = 0.037, p<0.736) ve
JACCARD (R?=0.037, p<0.895) indisleriyle gruplari olusturulan &rneklerin grup igi
mesafe farkliliklarinin, gruplar arast mesafe farkliliklarindan PERMANOVA testine
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gore anlamli bir sekilde farkli olmadigr goriildii.

0.6

0.3

oy
'é. Day
—

1
=. 0.0 © g
~ ® 1ay
12 »
2 O 3ay
<

-0.34

-0.64

04 00 04 038
Axis.1 [16.4%)]

Sekil 6.2.2.1. Gruplardan elde edilen mikrobiyota analiz sonucunun Bray-Curtis
indisine gore benzerliklerinin temel koordinat analizi (PCoA). Elipsler merkez

noktalarin etrafindaki %95 giiven araliklarini gostermektedir.
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Sekil 6.2.2.2. Gruplardan elde edilen mikrobiyota analiz sonucunun JACCARD
indisine gore benzerliklerinin temel koordinat analizi (PCoA). Elipsler merkez

noktalarin etrafindaki %95 giiven araliklarini gostermektedir.
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PC2 (1318 2%)

P (43,19 36)

Sekil 6.2.2.3. Gruplarin elde edilen 6rneklerdeki mikrobiyotanin UNIFRAC indisine

gore benzerliklerinin temel koordinat analizi (PCoA).
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Sekil 6.2.2.4. Temel koordinatlarin kanonik analizi (Canonical Analysis of Principal

Coordinates, CAP) ile beta gesitliligi UNIFRAC indisine gore gosterilmistir.

6.2.3. Taksonomik cesitlilik

Hastalarin, 3 farkli zaman noktasinda alinan oOrneklerindeki filum, aile ve cins
diizeylerindeki bakteri topluluklarinin taksonomik olarak relatif degisimleri sirasiyla

Sekil 6.2.3.1., Sekil 6.2.3.2., Sekil 6.2.3.3.’te gosterilmistir.
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Sekil 6.2.3.1. Hastalarin bagirsak mikrobiyotasinin filum seviyesinde degisimi.

Ramazan oOncesinde (-1g) sirasiyla Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Actinobacteria filumlar tespit edilmistir. Ramazan bitiminde (1-
ay), ramazan Oncesine gore Firmicutes filumunda artis ve Bacteroidetes ve

Proteobacteria filumlarinda azalma goriilmiistiir.
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Sekil 6.2.3.2. Hastalarin bagirsak mikrobiyotasinin aile seviyesinde degisimi.



= [N I ] = 'EEa '
i I I | I ' '
w1 [ I | ' .l -

075 1.00

0.00 025 050
Relative Abundance

. Alistipes . Dialister . Lachnospira . Roseburia . Subdoligranul

. Alloprevotella . Enterobacter . Lachnospiraceae . Ruminococcaceae_NK4A214_group . Succinivibrio
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. Blautia . Eubacterium_eligens_group . Parabacteroides . Ruminococcaceae_UCG_014
. Christensenellaceae_R_7_group Faecalibacterium Prevotella_9 Ruminococcus_2

Sekil 6.2.3.3. Hastalarin bagirsak mikrobiyotasinin cins seviyesinde degisimi.

LEfSe analizi sonuglarina gore gruplardaki farkliliga neden olan en baskin bakteri
tirleri Sekil 6.2.3.4.’te gosterilmistir. Ramazan 6ncesinde en baskin tiir Prevotella

iken, ramazan bitiminde Dialister ve Lachnospiraceae tiirleri tespit edilmistir.
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Prevotella_9 4

Dialister 4
Lachnospiraceae_NK4A136_group 4
Lachnospiraceae 4

Subdoligranulum 4
Ruminiclostridium_6 4

Sutterella

Blautia 4
Ruminococcus_torques_group 4
Collinsella

Dorea o
Class

Mo
. 1-ay
. 3-ay

Fusicatenibacter 4

Eubacterium_hallii_group 4

Features

Lactobacillus 4
Lachnospiraceae_ND3007_group 4
Prevotellaceae_UCG_001 A
Coriobacteriaceae A
Actinomyces 4

Sellimonas 4

Gemella -
Eubacterium_rectale_group 4
Eubacterium_nodatum_group A
Family_XIll 4

Veillonellaceae 4

Corynebacterium 4

o
N
IS
(<2}

LDA score

Sekil 6.2.3.4. LEfSe (Linear discriminant analysis Effect Size) analizi.

Random Forest teknigiyle siniflandirma yapilmis olup analiz sonucu Sekil 6.2.3.5.’te
gosterilmistir. Ramazan sonrasinda hastalarin  bagirsak  mikrobiyotasinda
Subdoligranilum ve Eubacterium grubu bakteri tiirleri, ramazan 6ncesi dénemde ise

Dorea cinsi bakteri tiirii en baskin tiir olarak bulunmustur.
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Dorea

Subdoligranulum
Eubacterium_hallii_group
Prevotellaceae_ UCG_001
Ruminiclostridium_9
Actinomyces
Ruminococcus_torques_group
Senegalimassilia
Butyricicoccus

Sutterella

Allisonella
Lachnospiraceae_ND3007_group
X1

Oscillibacter

Eubacterium_fissicatena_group

Sekil 6.2.3.5. Random Forest regresyon analizi.
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Pearson’s korelasyon analizine gore Firmicutes filumu ile Bacteriodetes filumlari

anlaml bir sekilde (r=-0,5) ters korelasyon gostermektedir (Sekil 6.2.3.5.).
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Top 12 phylum correlated with the Firmicutes

Firmicutes

Saccharibacteria

Elusimicrobia

Euryarchaeota

Actinobacteria

Tenericutes

Verrucomicrobia

Fusobacteria J

Lentisphaerae

Synergistetes ’7

Proteobacteria

Bacteroidetes

I [ [ [ [
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Correlation coefficients

Sekil 6.2.3.6. Firmicutes filumu Pearson’s korelasyon analizi ile Bacteriodetes

filumuyla korelasyon analizi.

Ramazan sonunda Firmicutes filumunun anlamli derecede arttigi (Sekil 6.2.3.6.,
p=0,01) ve Bacteroidetes filumunun ise 6nemli oranda azaldigi gozlemlenmistir
(Sekil 6.2.3.7., p=0,01).
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Firmicutes
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Sekil 6.2.3.7. Gruplar arasi Firmicutes filumu karsilagtirmasi.
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Sekil 6.2.3.8. Gruplar aras1 Bacterioidetes filumu karsilastirmasi.
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6.2.4. Metadata ve Mikrobiyota Korelasyon Analizi

Klinik veriler ve mikrobiyota degisimi arasindaki korelasyon Adonis ve Ilgili
Kanonik Analiz (Corresponding Canonical Analysis, CCA) testleriyle gosterilmistir.
Bu iki testin uygulama sekilleri farkli olsa da her ikisi de mikrobiyotay1 etkileyen
etmenleri gostermektedir. R programinda vegan paketi kullanilarak Adonis analizi
yapilmistir. Adonis, Bray-Curtis analiz sonucu ile klinik bulgularin iliskisini
gostermektedir. CCA metodu da R programinda vegan paketi kullanilarak
yapilmistir. CCA, OTU baskinlig1 ve cesitliligiyle demografik ve biyokimyasal

verilerin korelasyonunu gostermektedir.

Adonis OTU Bray-Curtis Modeli
P-degeri: 5e-04

R2 P
Cinsiyet 0.0557 0.000333
Yas 0.0673 0.000333
HbAlc 0.0327 0.014
BKI 0.0597 0.000333
Insiilin 0.0233 0.125
HOMA-IR 0.0236 0.137
C-peptid 0.0338 0.00933
Urik asit 0.0247 0.093
HDL 0.03 0.0247
LDL 0.0241 0.108
TG 0.0371 0.00233
Total kolesterol 0.0261 0.054

Sekil 6.2.3.9. Adonis Analizi
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CCA Significance

ChiSquare E P Signif
Cinsiyet 0.12 2.75 0.001 e
Yas 0.13 297 0.001
HbAlc 0.08 1.75 0.005 **
BKi 0.13 292 0.001
Insiilin 0.06 1.39 0.056
HOMA-IR 0.06 129 0.111
C-peptid 0.07 1.50 0.028 *
Urik asit 0.06 1.26 0.127
HDL 0.08 1.91 0.005 **
LDL 0.06 1.36 0.073
TG 0.09 2.12 0.001
Total kolesterol 0.05 118 0.208

Sekil 6.2.3.10. Ilgili Kanonik Analiz (CCA).

Adonis ve CCA metotlarinin sonuglar1 sirasiyla Sekil 6.2.3.9. ve Sekil 6.2.3.10.’da
gosterilmistir. Bu iki analiz sonucunda da elde edilen veriler birbirini destekler
niteliktedir. Her iki analizin sonucuna goére mikrobiyotayr en cok etkileyen
etmenlerin basinda demografik ve antropometrik verilerden cinsiyet, yas, BKI ve

biyokimyasal verilerden TG, HbAlc, C-peptid, HDL gelmektedir.
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Alistipes
Blautia
Dialister

Roseburia

Lachnospira

Prevotella_9

Alloprevotella
Ruminococcaceae_UCG014
Ruminococcaceae_UCG002
Lachnospiraceae
Ruminococcaceae_UCG005
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EscherichiaShigella
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Subdoligranulum
Parabacteroides

Faecalibacterium
Lachnoclostridium

Eubacterium_coprostanoligenes_group

Sekil 6.2.3.11. Spearman korelasyon analizi

Spearman korelasyon analizi ile bakterilerin baskinliginin demografik veriler ve
biyokimyasal verilerle iligkisi incelenmistir (Sekil 6.2.3.11.). Buna gore Bacteroides
cinsindeki artis ile HDL diizeyi arasinda pozitif korelasyon, trigliserit diizeyi ile
negatif korelasyon bulunmustur. Eubacterium cinsi ile BKI ve trigliserit arasinda
negatif korelasyon, HDL ile pozitif korelasyon gozlemlenmistir. Prevotella ile
trigliserit, C-peptit, tirik asit pozitif korelasyon gosterirken, LDL negatif korelasyon

gostermistir.
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7. TARTISMA

Bagirsak mikrobiyotasiyla ilgili yapilan ¢caligmalarin sayis1 giin gectikge artmaktadir.
Son yillarda yapilan g¢alismalar aclhigin mikrobiyota ve diyabet {izerinde etkileri
oldugunu gostermektedir. Ayrica mikrobiyota degisimi-insiilin direnci arasindaki

iligkiyi arastiran ¢aligmalar da giin gectikce artmaktadir.

Bu ¢alismada, prediyabet hastalarindan ramazan 6ncesi, ramazan sonrasi ve ramazan
bitiminden ii¢ ay sonra alinan antropometrik Ol¢iimler, biyokimyasal bulgular ve

gaita orneklerindeki bagirsak mikrobiyotasi degisimleri incelenmistir.

Elde edilen antropometrik bulgularda hastalarin bel ¢evresinde Ramazan sonrasinda,
Oncesine gore anlamli oranda azalma goriilmiistiir. Calismamizda kilo, kalca cevresi
ve viicut kas kiitlesinde de azalma goriilmiistiir ancak anlamli degildir. iran’da
metabolik sendromlu bireylerle yapilan bir ¢alismada yas ortalamasi1 54+10 olan 82
kisi incelenmistir. Bireylerin BKi diizeylerinde, bel ve kalca cevrelerinde anlaml

diizeyde azalma goriilmiistiir (124).

Ramazan sonrasinda, dncesine gére HbAlc, aclik kan sekeri, acglik insiilin diizeyi,
HOMA-IR, C-peptid, HDL diizeylerinde artis goriilmistiir. Trigliserid, LDL,
kreatinin, {irik asit diizeylerinde ise azalma goriildii. Literatiire baktifimizda orucun
aclik kan sekeri, HbAlc ve HOMA-IR diizeylerini anlamli diizeyde diistirdiigiinii
gormekteyiz (124). Calismamizda literatiirdeki sonuglarin tam tersini gormekteyiz.
Bu durum calisma grubunda 17 kisi olmasindan kaynaklanmis olabilir. Literatiire
baktigimizda arastirmalarin 1301 kisi, 147 kisi gibi daha fazla sayida katilimciyla
yapildigimi gérmekteyiz (125,126).

Mikrobiyotadaki alfa gesitlilige bakildiginda ii¢ grup arasinda tiir sayilarinin anlamh
bir sekilde degistigi goriilmektedir (p<0,05).

Bray-Curtis ve JACCARD analizleri sonucunda bakilan beta gesitlilikte ti¢ zaman

noktasi arasinda anlamli bir ayrigma goriillmemistir (p=0,73, p=0,89).

Bagirsak mikrobiyotasinda en baskin iki filum Bacteroidetes ve Firmicutes
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filumlaridir. Yapilan ¢alismalarda obezite varliginda Firmicutes filumunun arttig1 ve
Bacteroidetes’in azaldig1 gosterilmistir. Hatta Bacteroidetes/Firmicutes (B/F) orani
obezite i¢in bir gosterge olarak kabul edilmektedir (127). Bu ¢alismada Ramazan
oncesinde (-1g) hastalarin bagirsak mikrobiyotasinda sirasiyla Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacteria ve diger filumlarin baskin oldugu goriilmiistiir. Ramazan
sonrasinda (lay) Firmicutes filumunda artis goriiliirken, Bacteroidetes ve
Proteobacteria filumlarinda azalma goriilmiistiir. Proteobacteria’nin mikrobiyotada
artmasiyla konakc¢inin bagirsaginda disbiyozis goriildiigii ve bunun da hastaliklarin
olugmasinda potansiyel bir marker olabilecegiyle ilgili yapilan ¢alismalar mevcuttur
(128). Tip 2 diyabetle yapilan c¢aligmalarda da kontrol grubu ve diyabet hastalar
karsilastirildiginda diyabetik bireylerde Proteobacteria’nin ve Bacteroidetes’in fazla

oldugu bulunmustur (98).

Cins diizeyinde mikrobiyota degisimine bakildiginda ramazan bitiminde, dncesine
gore; Subdoligranulum, Dorea ve Eubacterium hallii gruplarinda artis gortilmustiir.
Eubacterium, Firmicutes filumuna ait bir bakteri cinsidir (129). Eubacterium hallii
glukoz, asetat ve laktat1 siibstrat olarak kullamip biitirat tiretmektedir. Bunlarin
yaninda c¢esitli antimikrobiyal maddeler sentezleyerek bagirsak mikrobiyotasinin
dengesini korumaktadir (130). Bu bakterinin bagirsak mikrobiyotasinda artigiyla
fermentasyon seviyesinde ve fdiretilen kisa zincirli yag asitlerinde de artis
goriilmektedir. Buna bagh olarak glukoz miktar1 azalmakta ve kan glukoz seviyesi
diismektedir. Eubacterium’la ilgili yapilan c¢aligmalarda insiilin direnci iizerine

olumlu etkiler gosterdigi belirtilmistir (131).

LEfSe analizi sonucunda Ramazan oncesinde Prevotella, ramazan bitiminde Dialister
ve Lachnospiraceae aileleri baskin bulunmustur. Literatiire bakildiginda yapilan
caligmalarda Prevotella’nin prediyabetik bireylerde, kontrollerle karsilastirildiginda
daha baskin oldugu bildirilmistir (132). Farelerde yapilan bir ¢alismada
Lachnospiraceae ailesi diyabetik grupta, kontrole kiyasla yiiksek bulunmustur (133).

Lachnospiraceae firsatg1 patojen olarak da bilinmektedir (132).

Random forest siniflandirma teknigiyle yapilan analiz sonucunda Dorea filumunun
ramazan sonrasi donemde, ramazan Oncesi doneme gore artis gosterdigi,

Subdoligranulum ve Eubacterium tiirlerinin ise ramazan sonrasinda baskin oldugu
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gdzlemlenmistir. Insiilin direnci olan bireylere saglikli donérlerden fekal
mikrobiyota transplantasyonu yapilan bir caligmada, transplantasyondan 6 hafta
sonra bireylerde Eubacterium tiirlerinin arttigi gézlemlenmistir (134). Yapilan bir
baska calismada tip 2 diyabet grubunda Dorea ve Prevotella’nin relatif baskinliginin

kontrol grubuna goére daha fazla oldugu bulunmus (132).

Ramazan sonunda Firmicutes filumunda anlamli derecede artis (p=0,01) ve
Bacteroidetes filumunda anlamli derecede azalma (p=0,01) goriilmiistiir. Obezite ve
diyabetle ilgili yapilan c¢alismalarda genellikle Firmicutes filumlarinin obez ve
diyabetik bireylerde fazla oldugu, Bacteroidetes filumunun ise azaldig1 gosterilmistir

(135). Ancak buna zit sonuglar gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (136,137).

Adonis ve CCA metotlart sonucunda elde edilen verilerde Bacteroides cinsinin HDL
ile dogru, trigliseritle ise ters orantida oldugu gozlemlenmistir. Spearmen
korelasyonunda cins diizeyi ve klinik parametrelerin iliskisine bakildiginda,
Bacteroides ve Eubacterium cinslerindeki artis ile HDL diizeyi arasinda pozitif
korelasyon goriilmiistiir. Yapilan bir ¢aliymada hamile kadinlarin biyokimyasal
parametreleri, kilo alim1 ve viicut agirliklariyla mikrobiyota degisimi arasindaki iliski
incelenmistir. Bacteroides ve HDL kolesterol arasinda pozitif korelasyon
goriilmistiir (p<0,001) (99).
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8. SONUC

Bu c¢alisma literatiirdeki orug, prediyabet ve mikrobiyota iligkisini agiklamaya
calismistir. Uzun siireli agligin fizyolojiye yaptigi olumlu etkilerin mekanizmasi hala
aciklanamamistir. Mikrobiyotayla agligin fizyolojik olarak etkilesimde oldugu
bilinmektedir. Oru¢ tutan prediyabet grubunda yag metabolizmasiyla ilgili
parametrelerde  diizelme  goriilirken  glukoz  metabolizmasinda  diizelme
goriilmemistir. Hastalarin egzersiz bilgileri, diyet bilgileri ve kullandiklari ilaglarin
bilgisi elimizde olmadigr icin biyokimyasal verileri etkileyen faktorler hakkinda
yorum yapamamaktayiz. Bagirsak mikrobiyotasindaki degisimlere baktigimizda
Proteobacteria filumunun oru¢ sonrast azalmasiyla patojenlerin azaldigy,
Eubacterium gibi probiyotik potansiyele sahip mikroorganizmalarin artmasiyla da

mikrobiyotanin olumlu yonde diizeldigi goriilmiistiir.

Sonug¢ olarak oru¢ tutarak degisen mikrobiyotada Eubacterium, Faecibacterium,
Ruminococcus gibi miisin donglisiinde ve KZY A {iiretiminde rol aldig1 bilinen bakteri
cinslerinde artig goriildiigli gézlemlenmistir. Orucun, prediyabetlilerin en ¢ok yag
metabolizmasinin  olumlu  etkiledigi  hipotezini  destekleyecek  calismalar
gerekmektedir. Ancak yas, cinsiyet ve BKI gibi giiclii karistirict faktorler
oldugundan gelecek calismalarda bu faktorlerin kontrol edilmesi gerekmektedir. Son
olarak mikrobiyotanin kisiye 6zel tip yaklasgimlarina uygun oldugu bu ¢aligmda teyit
edilmis oldu. Ciinkii kohort katilimcilar tek tek incelendiginde kiimiilatif sonuglarin
golgesinde kalan mikrobiyota modiilasyonuyla iiliskilendirilebilecek klinik

faktorlerdeki iyilegsmeleri gormek miimkiin hale gelmistir.
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