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TESEKKUR
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1. OZET

ALZHEIMER HASTALIGINDA DAVRANISSAL SEMPTOMLAR VE
MIiKROBIYOTA ILISKIiSi

Alzheimer bellekteki yikimla seyreden bir demans tiiriidiir. En 6nemli semptom
kognitif yikim olmakla birlikte hastalikla artan davranis bozukluklar1 bakim verenler
icin daha yorucu bir hale gelebilmektedir. Bu nedenle, davranigsal semptomlarin
tedavisi daha oOnceliklidir. Son zamanlarda norolojik hastaliklarin  insan
mikrobiyotasiyla iligkili oldugunu gdsterir yayinlar artmaktadir. Mikrobiyota kaynakli
tedavi yaklasimlarinin davranigsal semptomlarin tedavisinde de yer edinmesi
kacinilmazdir fakat Oncelikle ndrolojik hastalik olan Alzheimer ile mikrobiyota
arasindaki iliskinin detayli sekilde incelenmesi gerekmektedir. Bildigimiz kadariyla
Alzheimer hastaliginda davranigsal semptomlar ile mikrobiyotanin iligkisini inceleyen
bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu iligkiye 1s1k tutmak amaciyla yapilan bu pilot
calismaya 13 Alzheimer hastasi ile demografik olarak eslestirilmis 9 saglikli kontrol
dahil edilmistir. Tiim katilimcilara Noropsikiyatrik Envanter, Geriyatrik Depresyon
Olgegi ve Standardize Mini Mental Durum Testi uygulanmustir. Fekal rnek alinip 16S
rRNA Next Generation Sekanslama analizi yapilmis, mikrobiyota kompozisyonu ile
davranig skorlarinin korelasyonuna bakilmigtir. Hasta grubunda davranigsal
bozukluklar anlamli derecede yiiksek ¢ikarken korelasyon sonuglarina bakildiginda
davranig skorlarinin mikrobiyota kompozisyonundaki degisimle kismen korele oldugu
goriilmiistiir. Bu, Alzheimer’da davranis bozukluklarinin bakterilerle iliskili oldugunu
gostermektedir. Bu ¢alisma, ileri ¢alismalarla altta yatan mekanizmalarin bulunup yeni

ve invaziv olmayan tedavi yontemlerinin bulunmasi i¢in basamak olusturmaktadir.

Anahtar Sozciikler: alzheimer, davramssal semptomlar, mikrobiyota, NPI,

sekanslama

Bu tez calismasinda TUBITAK ‘Comparative Analysis of Gut Microbiome Between
Patients of Mild Cognitive Impairment and Alzhaimer’s Disease.” adl1 ve IMU-34810-

002 protokol numarali projesi ¢ercevesinde toplanan data kullanilmigtir.



2. ABSTRACT

RELATION BETWEEN BEHAVIORAL SYMPTOMS AND MICROBIOTA IN
ALZHEIMER’S DISEASE

Alzheimer is the type of dementia causing problems with memory, cognitive skills,
and behaviors. Although the most important symptom is memory loss, adverse
behavioral symptoms are challenging to deal with for caregivers. Therefore, disease
modifying interventions must urgently be developed. Recently many studies published
investigating the relationship between microbiota and neurodegenerative diseases.
Microbiota approach is surely going to take place in treatment of behavioral symptoms
but first it is needed to get clear how behavior is related to microbiota. To our
knowledge, there is no study reporting on relationship between behavioral symptoms
and microbiota in Alzheimer’s disease. To shed light on the potential relationship, a
cohort of 22 people (13 Alzheimer patients and 9 healthy controls) were recruited into
the study. Neuropsychiatric Inventory, Geriatric Depression Scale and Mini Mental
State Examination tests were applied to all participants. Fecal samples were also
collected to profile bacterial microbiota by sequencing 16S rRNA. Results suggest that
there is a correlation between behavioral symptoms and alterations in microbiota
composition This pilot study opens a previously uncharted field of research for the
treatment and the management of the disease. The study also is expected to lead to
more comprehensive clinical studies in search of non-invasive treatment options for

behavioral symptoms in Alzheimer’s disease.

Keywords: alzheimer’s disease, behavioral symptoms, microbiota, NPI,

sequencing

In this thesis statement, data from TUBITAK Project (prot. no: iIMU-34810-002)
called ‘Comparative Analysis of Gut Microbiome Between Patients of Mild Cognitive

Impairment and Alzhaimer’s Disease.” were used.



3. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastalig1 (AH) 6n planda bellek islevindeki yikim ile ortaya ¢ikan
bir demans tiiriidiir. Mevcut demans vakalarinin %60-90 kadarmi olusturdugu
diisiiniilmektedir [1]. Biiylik oranda 65 yas iistii kisilerde goriilmesi bu hastalikta en
onemli risk faktoriiniin yas oldugunu disiindiirmektedir [2]. Ortalama yasam
stiresindeki artig ve bir tedavisinin olmamasi hasta sayisinin gittik¢e artmasina sebep
olmaktadir. Heniiz bir tedavi yonteminin gelistirilememis olmas1 semptomlara yonelik
tedaviyi daha da Onemli hale getirmektedir. Temel semptom bellek bozuklugu
olmasina ragmen hastalik ilerledik¢e davranigsal semptomlar da ortaya ¢ikar ve bu
semptomlarla miicadele etmek bakim verenler i¢in zorlayici bir etkene doniisiir. Hatta
bu etken kimi zaman bakim verene diisen ylikiin ve hasta bakiminin en 6nemli bileseni
olan kognitif yikimin Oniine gegebilmektedir. Mevcut tedavi ydntemlerinin
davranigsal semptomlarin Online gegmek i¢in yeterli olmamasi davranigsal

semptomlarin altinda yatan sebeplerin daha 1yi anlagilmasini gerektirmektedir.

Alzheimer bir beyin hastalig1 olmasina ragmen yapilan aragtirmalar hastaligin
bedene uzanan yonlerinin de olabilecegini diisiindiirmektedir. Patolojinin altinda yatan
mekanizmalarin anlasilabilmesi i¢in beyni arastirmalarina ek olarak hastalikla ilgisi
olabilecegi diisiiniilen sistemleri de igeren ¢ok yonlii aragtirmalara ihtiyag vardir. Bu
noktada davranigsal semptomlarin da kognitif yikima benzer sekilde beyin odaginin
disinda etkenlerle iliskisi olabilecegi diisiiniilebilir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar
mikrobiyotanin beyinle iliskili etkenlerden biri olabilecegini gostermistir [3].
Mikrobiyotanin ndrodejeneratif hastaliklarla iliskilendirildigi ¢aligmalarin sayisindaki
artts, yine bu hastaliklardan kaynakli davranigsal semptomlarm da kisinin

mikrobiyomundaki degisiklikle iligkili olabilecegini diislindiirmektedir.

Aralarindaki nedensellik iligkisi tam olarak bilinmemekle birlikte davranis
degisiklikleriyle mikrobiyota arasindaki iliskiyi inceleyen aragtirmalar bu iliskinin ¢ift

yonli oldugunu diisiindiirmektedir [4, 5].

Bagirsak (mikrobiyotasi)-beyin aksi olarak adlandirilan bu iligkinin Alzheimer

gibi norodejeneratif hastaliklarda da davranisi etkileyip etkilemedigini arastiran bir



calisma bildigimiz kadariyla bulunmamaktadir. Mevcut calismanin amact AH’li
hastalara bakim veren kisiler tizerinde dnemli bir yikici etkiye sahip olan davranigsal
semptomlarin mikrobiyota ile iliskisini aragtirmak ve bu semptomlarin mikrobiyota
gibi hizl/kolay degisebilen bir etken iizerinden invazif olmayan ydntemlerle
hafifletilebilecegini gdsterecek calismalara olanak saglayacak on bilgiyi elde ederek

literatiire katki saglamaktir.



4. GENEL BiLGILER

4.1. Alzheimer Hastahg

Alzheimer hastalig1 ilerleyici, tedavi edilemeyen ve kronik noérodejeneratif bir
beyin hastaligidir. Basta bellek ve 6grenme becerilerini etkileyen biligsel bozulmayla
karakterize olan bu hastalik demansin en sik rastlanan tiiriidiir [1]. Beyinde temelde
hafiza ile ilgili bolgelerdeki néronlarin hasar gérmesi sonucu temel semptom olarak
bellek bozuklugu ile karakterize olan bu hastalikta diger biligsel islev bozukluklar
hasarin yayildig1 bolgelere gore degisiklik gosterebilir [6]. Daha ¢ok apati, ajitasyon,
depresyon, agresiflik, anksiyete, haliisinasyon ve hezeyanlar gibi davranis problemleri
onde gelen semptomlardan bir tanesidir [7]. Kisiden kisiye farklilik goOsteren
semptomlarin siddeti hastalik ilerledik¢e artar ve hasta giinliik islerini yapamamaya
baglar. Daha ileri evrelerde ise bakima muhta¢ hale gelir. Yeme, tuvalete gitme,
iletisim kurma hatta hareket etme becerilerini tiimiiyle kaybeder. Bu durum hastay1
enfeksiyonlara daha yatkin hale getirir ve yapilan arastirmalara gore AH’de zatiirre

sebepli 6liim oran1 oldukea yiiksektir [8].

4.1.1. Epidemiyolojisi

2013 yilinda Alzheimer hastaliginin yaygmhgimi belirlemek amaciyla
Amerika’da yayinlanan bir ¢aligmada 2018 yilinda Alzheimer hastalarinin sayisinin
5,5 milyona ulasacagi ongoriilmiistiir. Bu hastalik 65 yas iistiinde her 10 kisiden
birinde gortiliirken 85 yas iistiinde her 3 kisiden birinde goriilmektedir. Dolayisiyla yas
AH i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biri olarak degerlendirilmektedir [9]. Hastaligin
kadinlarda goriilme oran1 erkeklerin yaklasik iki katidir. Bu da kadinlarin erkeklerden
daha uzun yasamasiyla ve yasam siiresindeki uzunlugun AH’nin en Onemli risk
faktorlerinden biri olmasiyla agiklanmaktadir. Tiirkiye’de AH icin yapilan yayginlik
caligmalar1 azdir. En son 2008 yilinda Giirvit ve arkadaslarinin yaptigir yayginlik
calismasinda 70 yas lizeri kisilerde AH goriilme sikliginin %7-11 oraninda oldugu

goriilmiistiir [10].



4.1.2. Etiyolojisi

Tiim demans tiirleri arasinda en yaygini olarak bilinen AH, klinik olarak
kabaca birbirinden ayirt edilebilen li¢ evrede degerlendirilir; erken, orta ve ileri.
Bununla birlikte hastaligin etiyolojisi ve gelisimsel siireci tam olarak anlasilabilmis
degildir. Genetik bozukluklarin da etkili oldugu sdylenmekle birlikte bunun AH
hastalariin %35’ini olusturdugu ve geri kalan %95’in idiyopatik oldugu bilinmektedir
(referans). Aksini iddia eden yaymlar olmakla birlikte [11] literatliriin geneline
bakildiginda AH olusumu hiicre disinda biriken amiloid plaklar ve hiicre igerisinde

olusan norofibriler yumaklar (NFY — tau proteinleri) ile karakterizedir [12].

Amiloid plaklar bir transmembran proteini olan APP’nin yanlis katlanmasi
sonucu olusur. Bu yanlis katlanmayla meydana gelen yeni form yikilamaz ve hiicre
disinda kiimeleserek noronlarin zarar gérmesine sebep olur. Hipokampiis bagta olmak
iizere beynin ¢esitli bolgelerinde olusan bu birikme bilissel islevleri bozmakta ve
hastaligin ilerlemesine sebep olmaktadir [13]. Viicutta en cok merkezi sinir sisteminde
bulunan tau proteinleri ise hiicre igerisinde 6nemli islevlere sahiptir. Bu proteinin
normalden fazla fosforlanmasiyla olusan NFY hiicre i¢inde birikerek hiicrenin iglevini
bozar ve hiicrede hasara sebep olur [14]. Yapilan bazi ¢alismalar NFY nin beyin

omurilik sivisindaki artisinin AH igin biyobelirteg olabilecegini gostermektedir [15].

4.1.3. Davramssal semptomlar

Alzheimer hastalifinda davramigsal semptomlar (DS) olduk¢a yaygin
goriilmektedir. AH icin 6nemli risk faktdrlerinden biri olarak bilinen hafif biligsel
bozukluk evresindeki kisilerde dahi DS 35-75% oraninda goriilmektedir. Dahas1 DS
gosteren hafif biligsel bozukluk hastalarinda AH gelisme olasiliginin daha yiiksek
oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur [16]. Bulgular nedensellik iligkisi bilinmemekle
birlikte DS’ nin Alzheimer’da hem teshis evresinde hem de hastalik siirecinde 6nemli
bir gdsterge oldugunu diisiindiirmektedir. Davranis bozukluklar1 arasindan en sik
goriilenler basta apati (%72), sonrasinda ise ajitasyon (%60), depresyon (%50),
anksiyete (%48), irritabilite (%42), disfori ve anormal motor davranig (%38),

disinhibisyon (%36), hezeyan (%22) ve haliisinasyondur (%10) [17, 18].



4.1.3.1. Bakim veren yiikii

Alzheimer hastalar hastalik ilerledik¢e giinliik aktivitelerini yapamaz duruma
gelirler. Bu sebeple bakima ihtiya¢ duyarlar. Hastaligin esas semptomu kognitif
bozulma olmakla birlikte bakim veren kisiler i¢in davranigsal degisiklikler daha
onemli hale gelmeye baslar. Yapilan bir¢ok calismada bakim veren yiikiiniin hastalik
ilerledik¢e artan DS’ye paralel olarak degistigi gosterilmistir [19, 20]. Kognitif
bozulma seviyesi benzer olan hastalarla yapilan bir calismada DS’ deki artis ile bakim
veren yiikii arasinda pozitif bir korelasyon bulunmus ve bakim veren yiikiiniin
hastaligin kendisinden ¢ok DS ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir [21]. DS

azaldik¢a bakim veren yiikiiniin azalmasi hasta yakinlar1 i¢in DS nin tedavisini daha

onemli hale getirmektedir.

4.1.3.2. Tedavisi

Halihazirda DS i¢in ilagl ve ilagsiz tedavi yontemleri uygulanmakla birlikte
heniliz yaygin sekilde kabul goéren, etkili ve zararsiz bir tedavi yontemi yoktur.
Etiyolojisi tam olarak bilinmeyen bir hastaligin semptomlarinin da tedavisi tam
anlamiyla miimkiin degildir. Davranigsal bozukluklarin karakter, egitim seviyesi, aile
gecmisi, hastaliga yatkinlik gibi farkli etkenlerin birlesimiyle ortaya ¢iktig
diistinilmekte [6], dolayisiyla her hastada ayni oranda ige yarayan bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir. Bakim verenlere psikoegitim verilmesi ve hastalara uygun yasam
alan1 saglanmasi gibi ilagsiz uygulamalarin DS’yi azalttig1 goriilmiistiir [22]. Bununla
birlikte ¢cogunlukla antipsikotikler, antidepresanlar, antikonvulsanlar ve kolinesteraz
inhibitorleri gibi ilagh tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Gauthier ve arkadaslari
davranigsal semptomlar ile basa ¢ikma yoOntemleri lizerine derledikleri ¢alismada
oncelikli secenegin ilagsiz tedaviler olmasi gerektigini vurgulamislardir [22] fakat
hastalarla iletisim kurmakta yasanilan problem yapilacak tedavilerin bakim verenler
iizerinden olmasint gerektirmektedir. Bu da kisiler tizerinde fazladan yiik
olusturmaktadir.

Alzheimer hastaligi bir beyin hastalifi olmakla birlikte son zamanlarda hastaligin
beyin disi1 odaklarla olan iligkisi de glindeme gelmistir. Patojenezi tam olarak

bilinmeyen bu hastaligin bedene uzanan yonlerinin bilinmesi baglantili olduklar viicut



sistemlerini (endokrin sistemi, gastrointestinal sistem vs.) anlamak ve hastalig1 tiim
yonleriyle degerlendirebilmek igin Onemlidir. Bu bilgi hastaligin altta yatan
mekanizmalarini ve bunlardaki bozukluklar1 daha iyi anlamamiza olanak saglayacak
ve mevcut yontemlerden daha etkili ve kapsamli tedaviler bulmak icin veya fayda
saglayacak ek tedavi yontemleri gelistirmek icin gerekli olan 6n bilgiyi sunacaktir.
Merkezi sinir sistemi disinda ve fakat hastalikla iligkili olabilecegi diisiiniilen

alanlardan birisi mikrobiyotadir.

4.1.3.3. Fizyopatolojisi

Davranigsal semptomlarin beyinde pek c¢ok bolge ile iliskili oldugu
sOylenebilir. AH’de en sik goriilen davranig problemlerinden biri olan apatinin beynin
duygu diizenlemeyle ilgili baz1 bolgelerindeki yapisal ve islevsel bozulmayla ilgili
oldugu diisiiniilmektedir. Anterior singulat korteks (ACC) bunlarin basinda gelmekle
birlikte posterior singulat korteks ve frontal korteksin de baglantili oldugunu gdsteren
cok sayida calisma mevcuttur [23]. Bu bolgelerde goriillen gri madde hacmindeki
azalma ile korelasyon gosteren apati ayni zamanda inferior temporal korteksteki
incelmeyle de iliskili bulunmustur. AH’nin en énemli semptomlarindan olan amiloid
plaklar ve norofibriler yumaklarin olugmasinda rol alan tau proteinlerinin apati ile
iliskisine bakildiginda ise plaklardan ziyade tau proteinlerinin etkili oldugu
diisiiniilmiistiir [23]. Ajitasyon’un da bir¢ok durumda hezeyan ile birlikte ortaya
ciktig1 ve apatiye benzer bir patolojiye sahip olduguna dair ¢alismalar vardir [24].
Depresyonun AH’de ortaya ¢ikmasinda da yine ACC’de hacim diigiikliigii ile birlikte
entorinal kortekste incelmenin etkili oldugu sdylenmektedir [25]. Bunlarla birlikte

davranigsal problemlerin altta yatan sebepleri heniiz tam olarak bilinmemektedir.

GABA beyindeki en 6nemli inhibitdr nérotransmiterlerden birisidir. Yapilan
caligmalar kolinerjik, GABAerjik ve dopaminerjik islevlerdeki bozulmalarin da
davranig problemleriyle iliskili oldugunu diistindiirmektedir [26]. Aymi sekilde
depresyon goriilen AH’li hastalarda serotonin reseptdrii ve tasiyicisinda ciddi azalma
goriilmektedir [27]. Bu durum davranig problemlerinde norotransmitterlerin dnemli

oldugunu gosterir.



Viicudumuzdaki bakterilerin bliylik cogunlugunun bagirsaklarda yasadigi ve
kolondaki enterokromofin hiicrelerini etkileyerek serotonin biyosentezine sebep
oldugunu gosteren calismalar vardir [28]. Stres, apati, anksiyete gibi davranis
problemlerinde dnemli rolii olan GABA’ nin da ¢ogunlukla /actobacilli gibi laktik asit
bakterileri tarafindan {iretildigi bilinmektedir [29]. Bunlar daha ¢ok depresyonla
iliskilendirilen serotoninin ve Onemli inhibitérlerden olan GABA’nin AH’deki
davranig bozukluklarinda etkili olabilecegi ve patofizyolojisinde bakterilerin de rolii

olabilecegini gdstermektedir.

4.2. Mikrobiyota

Insan viicudundaki deri, bazi i¢ organlar ve cinsel bélgelerde yasayan
simbiyotik, kommensal ve patojenik mikroorganizmalarin tiimiine birden insan
mikrobiyotasi denir. Insan sagligim dogrudan veya dolayli olarak etkiledigi diisiiniilen
mikrobiyota insanlarin kendi genomlarinin uzantisi olarak goriilmektedir. insan
viicudunda Onemli katkilar1 olan mikrobiyota viicutta bulunmayan enzimleri
salgilayarak besinlerin sindirimine yardimeci olur ve ihtiya¢ duydugumuz vitamin, kisa
zincirli yag asitleri gibi esansiyel metabolitlerin iiretilmesine katki saglar. Bunlarla
birlikte mikrobiyota insanlarin bagisiklik sisteminin giliclenmesinde ve patojenlerin

kontroliinde de 6nemli rol oynar.

Son zamanlarda biyoinformatik alanindaki teknolojik gelismeler ve yeni nesil
DNA dizinleme gibi molekiiler yontemler insan mikrobiyomunun ne oldugunun ve
sagligimizi nasil ve ne derece etkilediginin daha iyi anlagilmasina kap1 aralamistir. Bu
yontemler diinya genelinde biiyiik ¢apli mikrobiyom projelerinin yapilmasina da 6n
ayak olmustur. Amerika Ulusal Saglik Enstitlisii tarafindan desteklenen insan
mikrobiyom projesi (Human Microbiome Project) ve Avrupa’da yiiriitiilen insan
bagirsaginin metagenomik analizi (MetaHit) bu projelere ornektir. Her iki proje de
metagenomik yontemlerle insan bagirsak mikrobiyomunun hastalikla ve saglikli olma
durumuyla nasil bir iligki i¢erisinde oldugunu arastirmay1 amaglamaktadir. Bu projeler
insan mikrobiyomunun tibbi ve iglevsel dneminin kavranmasina yol agmis ve yeni

teshis ve tedavi yontemleri i¢in firsat olusturmustur.



Bu temel caligmalara ek olarak son zamanlarda saglikli ve hasta bireylerde bu
tiir yontemlerle yapilan karsilastirmali mikrobiyota analizleri insan mikrobiyomunun
insan saglhg {izerinde ne denli etkili oldugunun anlasilmasini saglamistir. Insan
mikrobiyomu bedende bazi dokularla etkilesime girebilir ve hatta mikrobiyom
tarafindan iiretilen metabolitler kan dolasimina karisabilir. Mikropsuz ortamda
yetistirilen farelerle (germ-free) yapilan deneyler kanda dolasan metabolitlerin biiyiik
bir kisminin mikrobiyota tarafindan iiretildigini gostermistir [30]. Karsilastirmali
caligmalar mikrobiyomun popiilasyonunun hastalik durumunda anlamli oranda

degistigini gostermistir [31-33].

4.2.1. Bagirsak mikrobiyotasi — beyin aksi

Bagirsak mikrobiyotasi-beyin iliskisi goreceli olarak yeni bir alandir. Cift
yonli oldugu diisiiniilen bu iligkinin kisinin psikolojik durumundan mental
rahatsizliklarina kadar etkili olabilecegini sdyleyen ¢esitli yayinlar mevcuttur. Garaeu
ve arkadaslar1 (2011) yine bakteriyel enfeksiyonun hafiza iizerindeki etkisini arastiran
caligmalarinda enfekte olan farelerin daha fazla hafiza disfonksiyonu yasadiklarini,
dahasi enfeksiyon Oncesi ve sirasinda uygulanan probiyotik tedavisinin disfonksiyon
gelisimini engelledigin gostermislerdir [5]. Desbonnet’nin (2010) yaptig1 baska bir
caligmada ise probiyotiklerin depresyon kaynakli davranigsal ve bagisiklik sistemi
problemleri i¢in tedavi edici bir etkisi oldugu sonucuna ulagsmistir [4]. Magnezyum
eksikliginin farelerin bagirsak mikrobiyotasinda degisiklige ve depresyon benzeri
davraniglarin ortaya c¢ikmasina neden oldugu ve mikrobiyotadaki degisimle
davranigtaki degisimin birbiriyle nedensellik iligkisi i¢inde olabilecegine dair de
kanitlar mevcuttur [34]. Beyin ve bagirsak arasinda ongoriilen iligkinin hormonal
sistem iizerindeki etkisini anlamak i¢in yapilan bir diger calismada germ-free farelerde
HPA (hipotalamus-hipofiz-adrenal) aksinda anlamli Glgiide bir aktivite artisi,
bagisiklik sisteminde zayiflama, ve mikrobiyotasi olan farelerden germ-free farelere
yapilan mikrobiyota aktarimi (kolonizasyon) sonrasinda anksiyete benzeri
davraniglarda azalma gorilmistir [35]. Bu bilgiler komensal bagirsak

mikrobiyotasinin beyin hastaliklar1 i¢in alternatif bir tedavi olabilecegini
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gostermektedir. Buna ragmen beyin-bagirsak iliskisinin mekanizmasi tam olarak

bilinmemektedir.

Bakterilerin beyni ve davranis1 etkilemesinin 3 farkli yol ile oldugu
diistintilmektedir: bagisiklik sistemi, endokrin sistem ve vagal sinir. Bagirsak
ylizeyinde villuslar bulunur. Bunlarin en 6nemli gorevi besinlerin emilmesidir.
Bununla birlikte viicuttaki bagisiklik hiicrelerinin ¢ogu da villuslarda ve altindaki
dokuda bulunurlar. Villuslarin igerisinde bulunan damarlar emilen besinlerin viicuda
dagilmasi islevini goriir. Bagirsagin dis yiizii epitel dokuyla cevrilidir ve bu doku
mikrobiyal inflizyonu engeller. Bu yapilar ¢ogunlukla mikrobiyotanin diger
organlarda iliskisinde rol alan yapilardir. Stres durumunda iiretilen kortizol hem
enterik kaslar aracilifiyla bagirsak hareketlerini hem de bagirsaktaki bagisiklik
hiicrelerini etkiler. Ayn1 zamanda bagirsak liimeninde bulunan mikroorganizmalar
bagisiklik sistemi hiicrelerini  etkileyerek kana karisan sitokin miktarin
degistirebilirler. Vagal sinir tiim organlardan aldig bilgiyi beyine iletir. Ayni zamanda
bagisiklik sistemi, enterik kaslar ve direkt olarak bagirsak duvarindaki epitel hiicreler
tarafindan uyarilabilirler. Bu durum vagal sinirin beyin-bagirsak iliskisinde hayli
onemli oldugunun gdstergesidir. Tryptophan metabolizmasi ise direkt olarak bagirsak
bakterilerinden etkilenerek hem sirkiilasyona karisan metabolitlerde hem de vagal
sinir lizerinde etki gosterirler. Bunlarla beraber bagirsak mikrobiyotas: direkt olarak
kisa zincirli yag asidi {retimini saglayarak kanda dolasan metabolitlerin
kompozisyonunu degistirir. Biitlin bunlar mikrobiyota - beyin aksinin c¢alisma

mekanizmasina 1s1k tutmaktadir [36].

4.2.2. Bagirsak mikrobiyotasi ve norolojik hastaliklar

Norolojik hastaliklarin insan mikrobiyotasiyla iligkili olduguna dair yayimlarin
sayist glin gectikge artmaktadir [37, 38]. Otizm spektrum bozuklugunda intestinal ve
davranigsal fenotipin mikrobiyal kolonizasyon ve aktivite ile alakali oldugu
bilinmektedir [39]. Hsiao yaptig1 bir ¢alismada otizimli farelerde gastrointestinal
bariyerde bozulma oldugunu gdstermistir. Yine bu farelerin spesifik bakterilerle tedavi
edilmesi sonrasinda davranigsal problemlerde iyilesme gozlemlenmistir [38]. Son

zamanlarda norodejeneratif hastaliklarin mikrobiyota ile iligkisi de glindem olmaya
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baglamigtir. Huzursuz bagirsak sendromunun demansa yakalanma riskini artirdigi
sOylenmektedir [40]. Parkinson hastaligiyla ilgili ¢alismalarda ise hastaligin siddeti
arttikca mikrobiyota kompozisyonunun degistigi gozlemlenmistir [41]. Heintz-
Buschart ve arkadaslar1 Parkinson hastaliginda bagirsak mikrobiyotasinda goriilen bu
degisimin Rem Uykusu Davranig Bozuklugu (RBD) olan kisilerle ortiistiigiini
gostermistir  [42]. RBD Parkinson hastaligindan en sik goriilen davranis
bozukluklarindan bir tanesidir. Mikrobiyotanin iki rahatsizlik arasinda bu denli
benzesmesi AH’li kisilerin mikrobiyotasindaki degisikligin davranislariyla da iliskili
oldugu ve mikrobiyotaya yapilacak bir miidahalenin hem hastaligin patolojisi hem de

davranigsal semptomlar1 lizerinde etkili olabilecegini diisiindlirmektedir.

4.2.2.1. Bagirsak mikrobiyotasi ve Alzheimer hastahg ile iliskisi

Alzheimer hastaliginda kognitif bozulmanin temel sebebinin beyinde amiloyid
plaklarin birikimi oldugu diistinlilmektedir. Bununla birlikte bu birikimin her zaman
kognitif bozulmaya yol agmadigi da bilinmektedir. Bu farkliligin inflamasyon
kaynakli veya bagisiklik sisteminin mevcut duruma verdigi cevap ile iliskili oldugu
sOylenebilir [43, 44]. Alzheimer hastalig1 i¢in en Onemli risk faktorii olarak kabul
edilen apolipoprotein E4’in polimofiziminin (APOE4) amiloyid plaklarin
temizlenmesinde, inflamator cevapta ve kan beyin bariyeri iizerinde etkili oldugu
diisiiniilmektedir [45]. Hastaligin erken evresinde noroinflamasyonun da etkili
oldugunu gosteren yaymlarla birlikte [46, 47] mikroplarin néroinflamasyona sebep
olduguna dair kamtlar da mevcuttur [48]. Inflamasyona ek olarak kanda dolasan
metabolitlerin de hastalik iizerinde etkili oldugu diisliniilmektedir [45]. Bagirsak
bariyerin mukoza ile korunmakta ve mukoza mikroorganizmalar tarafindan
uretilmektedir [49]. Sosyal strese maruz kalan hayvanlarda bagirsak mukozasi
bozulmakta [50] fakat beslenme takviyesiyle iyilesme gostermektedir [S51]. Yine
mukozadaki bozulmanin sizintili  bagirsak  sendromuna yol agtifi  ve
lipopolisakkaritlerin (LPS) kan dolasimina sizmasi sonucu depresyonun inflamatuar
patofizyolojisine sebep oldugu goriilmiistiir [52]. Yeni yapilan bir ¢aligma bakterilerin
insanlardaki sinyallesme molkiillerine benzeyen ve G protein reseptdrlerine uygun
ligand tretip enzimatik reaksiyon baslatabildigini gostermektedir [53]. Yine

mikrobiyotanin iirettigi kisa zincirli yag asitlerinin de ligand gorevi gordiikleri ve diger
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ligandlar ile birlikte kan dolagimina karisan molekiillerin {iretilmesinde etkili olduklar1
bilinmektedir [54]. Bu ¢alismalar bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerin kanda
dolasan metaboitleri etkiledigine ve inflamasyonu tetikleyebildigine dair bir kanit
olusturmaktadir. Germ-free farelerle yapilan deneylerde kan beyin bariyerinin
gecirgenliginin de arttiginin goriilmesi [55] ile Alzheimer’li hastalarin post-mortem
beyinleri ile yapilan ¢alismada hastalarin beyin dokusundaki bakteri popiilasyonunda
goriilen artis [56] mikrobiyotanin beyin hastaliklarina yol acabilecegine dair tezleri
giiclendirmektedir. Bunlar, inflamasyon ve dolasimdaki metabolitlerle iliskili oldugu
diisiniilen ~ Alzheimer hastaliginin  da  mikroorganizmalardan etkilendigini
diisiindiirmektedir. ikisi arasinda bulunacak bir nedensellik iliskisi AH i¢in yeni ve
kolay tedavi yollaria kap1 agabilir. Bakim verenler icin hastaligin kendisinden daha
fazla yiik olusturan davranigsal semptomlar da bu nedensellik bulgusu sonucu daha

etkili yontemlerle tedavi edilebilir.

Bununla birlikte tedavi calismalarindan 6énce AH’de davranis bozukluklarinin
mikrobiyotayla iligkisinin bilinmesi gerekmektedir. AH’li farelerde yapilan az sayida
calismada mikrobiyotanin hastaligin gelisimi siiresince ve hastanin yasina bagli olarak
farklilastig1 gosterilmistir [57, 58]. Yine mikrobiyotanin davranig problemleriyle
iligkisini gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur [4, 38, 39]. Bunlara ragmen bildigimiz
kadariyla insanlarla yapilan ve Alzheimer’da davranigsal bozukluklarla

mikrobiyotadaki degisimin iligkisini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu caligmanin amact AH’li hastalara bakimveren kisilerde hastaligin
kendisinden daha fazla yiik olusturan davranigsal semptomlarin mikrobiyota ile
iligkisinin arastirilmasi, bu semptomlarin mikrobiyota gibi kolay ve hizli degisebilen
ve invazif olmayan bir yontemle tedavi edilebilmesi i¢in yapilacak arastirmalara 6n
bilgi olusturulmasi ve bakimveren kisilerin yiikiinii azaltmaya yonelik alternatif tedavi
yontemlerinin arastirilmasina olanak saglamaktir. Bu amagla ¢aligmaya katilimei
olarak 15 AH’li hasta ve demografik olarak eslestirilmis 9 saglikli kontrol dahil
edilmis ve tiim katilimcilardan mikrobiyota analizleri i¢in gaita 6rnegi alinmis, mental

durumlari ile davranissal islevlerini 6l¢mek amaciyla da ndropsikolojik degerlendirme
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testleri uygulanmistir. Elde edilen veriler istatistiksel yontemlerle analiz edilmis ve

bulgular literatiir 151g1ndan tartisilmistir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1.  Etik Beyan, Deney Dizaym ve Orneklem

Bu ¢alismanin protokolii istanbul Medipol Universitesi’nin yerel etik kurulu
tarafindan onaylanmigtir. Calismaya Medipol Universitesi Hastanesi Néroloji
Anabilim Dali Unutkanlik Poliklinigi’ne bagvuran ayaktan hastalar arasindan
NINCDS-ADRDA (McKhann vd. 1984) kriterlerine gore erken veya orta evre
Alzheimer tanisi almig, 55-88 yas araliginda 13 Alzheimer hastasi ile yas ve egitim
acisindan eslestirilmis, norolojik veya psikiyatrik rahatsizligi olmayan 9 saglikli
kontrol dahil edilmistir. Demansin evrelenmesi i¢in Klinik Demans Evreleme Olgegi
(Clinical Dementia Rating Scale - CDR) kullanilmis, 1 erken, 2 orta evre olarak
degerlendirilmistir. Tiim katilimeilar i¢in son 1 ay igerisinde antibiyotik kullanmis
olmak ve tiimorii olmak, saglikli kontroller i¢in ge¢misinde kafa travmasi veya inme
Oykiisii olmak diglama kriterleri olarak belirlenmistir. Tiim katilimcilara ¢alisma
oncesinde onam formu imzalatilmistir. Iki katilimci eksik data sebebiyle calismaya

dahil edilememistir.

5.2.  Veri Toplama ve Analiz

Bu calismada tiim katilimecilarin yas, egitim ve cinsiyet bilgileri alinmis ve
hepsine Noropsikiyatrik Envanter (Neuropsychiatric Inventory - NPI) [59], Geriatrik
Depresyon Olgegi (Geriatric Depression Scale - GDO) [60] ve Standardize Mini
Mental Test’in (MMSE) [50] Tiirk¢e versiyonlari1 uygulanarak davranis skorlar1 ve
mental durumlari kaydedilmistir. Fekal 6rnekler cogunlukla ayni giin olmak tizere en
gec 1 hafta igerisinde fekal 6rnek toplama kiti ile alinip steril turuncu kapakli standart
gaita tiipiine aktarilmis ve analizlerin yapilacagi zamana kadar -80°C’ye kaldirilmigstir.
Hasta grubundan 5 kisiden 1 yil sonra tekrar 6rnek alinmis ve onceki drneklerle

mikrobiyota karsilagtirmas1 yapilmistir.
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5.2.1. Noropsikometrik testler

5.2.1.1. Noropsikiyatrik envanter (NPI)

Noropiskiyatrik ~ envanter ~ demans  hastalifinda  kisinin ~ davranis
degerlendirmesi i¢in en sik kullanilan testler arasindadir [46]. Hasta yakini ile yapilan
goriisme ile puanlanan bu 6l¢ek toplamda 12 davranisin degerlendirmesini igerir:
Hezeyanlar, haliisinasyonlar, ajitasyon/saldirganlik, depresyon/disfori, anksiyete,
elasyon/6fori, apati/kayitsizlik, disinhibisyon, irritabilite/labilite, anormal motor
davranis, uyku/gece davranislari, istah ve yeme degismeleri. Oncelikle her davranis
tanimlanarak hastada olup olmadig1 hasta yakininin beyani ile tespit edilir. Hastada
gorlilmeyen davraniglar ‘hayir’ olarak isaretlenir ve 0 ile puanlanir. Tarama sonucu
dogrulanmis ve davranisin varlig tespit edilmisse hasta yakinina o davranis igin
belirlenen “Hasta mevcut olmayan kisilerle konusuyor mu?”, “Hasta inat¢1 ve dedigim
dedik mi davraniyor?” gibi sorular sorularak ayrintili bilgi alinir. Bu bilgiler 15181inda
var olan davranisin siklig1 ve siddetinin degerlendirilmesi istenir. Siklik 1-4 aras1 (1-
nadiren/haftada birden daha az, 4- ¢ok sik/her giin) siddet ise 1-3 (1- hafif, 3- agir)
arasi puanla degerlendirilir. Sonrasinda “Bu davranisi duygusal agidan ne kadar sikinti
verici buluyorsunuz?” sorusu sorularak mevcut problemin bakim verenleri ne kadar
etkiledigi 0-5 (0- hi¢, 5- cok agir veya asir1 derecede) arasi bir puanlamayla
degerlendirilir. Testin bitiminde hastanin davranis skoru her bir davranis i¢in siklik ve
siddet i¢in puanlarinin ¢arpilmasiyla (en az 0, en fazla 12 olarak) elde edilir. Toplam

NPI puani bunlar toplanarak hesaplanir ve 144 {izerinden degerlendirilir.
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5.2.1.2. Geriyatrik depresyon él¢egi (GDO)

Geriyatrik depresyon Olgegi yasli ve demansl popiilasyonda uygulanmasi
amaciyla gelistirilmis bir depresyon 6l¢egidir [61]. Hastadan kendisine sorulan 30
sorudan her birine evet veya hayir cevabi vermesi istenerek depresyon belirtisi sayilan
her cevap icin 1 puan verilir. Diger cevaplar 0 puan olarak degerlendirilir. Alinan

puanlar toplanarak depresyon skoru elde edilir.

5.2.1.3. Standardize mini mental durum testi (MMSE)

Standardize Mini Mental Durum Testi yonelim, kayit hafizasi, hatirlama,
dikkat ve hesap yapma, ve lisan alt alanlarindan olusan, kolay uygulanan ve hastanin
on tanist i¢in kullanilan bir bilissel islev dlgme testidir [S1]. Bu testte tiim alanlar1
dogru bir sekilde tamamlayan katilimcinin alacagi toplam puan 30’dur. Tiirkiye’de
hafif demans i¢in yapilan gecerlilik giivenilirlik ¢aligmasinda 23-24/30 puanin ileri

tetkikler i¢in sinir oldugu goriilmiis ve bu puanin iistii saglikli kabul edilmistir [50].

5.2.1.4. Klinik demans evreleme olcegi (CDR)

Klinik Demans Evreleme Olgegi icerdigi yari yapilandirilmis sorular ile
hastanin 6 alt alandaki biligsel ve fiziksel islevselliginin degerlendirilmesini
amaglamaktadir [62]. Aile iiyesi ve hastanin kendisiyle beraber yapilan goriismede
degerlendirilen 6 alt alan sunlardir: Bellek, oryantasyon, yargilama ve problem ¢6zme,
ev dis1 faaliyet, ev ve hobiler, kisisel bakim. Her alan i¢in 0-3 aras1 bir puan verilir ve
degerlendirme sonunda alinan ortalama puan lizerinden hastanin demans evresi
belirlenir. Sifir saglikli, 0.5 siipheli, 1 erken, 2 orta ve 3 ileri demans olarak
degerlendirilir. Bu calismaya sadece erken ve orta evredeki Alzheimer hastalar1 dahil

edilmisgtir.

17



5.2.2. Fekal ornekler

5.2.2.1. Orneklerin toplanmasi

Orneklerin toplanmasi igin katilimcilara Fecotainer gaita toplama kabi
verilmistir. Toplanan 6rnek laboratuvar ortaminda turuncu kapakl: steril gaita tiipiine

alinarak analizlerin yapilacagi zamana kadar -80 °C’ye kaldirilmistir.

5.2.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu QIAamp DNA Mini Stool Kit kullanarak iireticinin
protokoliine uygun sekilde yapilmistir (Qiagen, Germany). Ornekler -80 °C’den
cikarilarak hassas terazide tartildi. Agirligiin 2 kat1 miktarda ASL tampon-Gliserol
(50:50) karisimi eklendi. Vortex yardimiyla 6rnegin ¢6ziilmesi ve homojenize olmasi
saglandiktan sonra 450 pl’si 2ml’lik ve icerisinde 250 pl zirkonyum-bead (0.1 mm)
olan mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 1000 ul ASL tampon eklenerek 15 saniye
siireyle vortex ile homojenize edildi. 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 3
sefer 30’ar saniye boyunca bead-bug homojenizer ile homojenize edildi. Her 30 saniye
sonrasinda 1 dakika buz iizerinde sogumaya birakildi. islem bittikten sonra InhibitEX
tablet eklenerek 1 dakika oda sicakliginda birakilip ve tabletin ¢oziilmesini
kolaylagtirmak amaciyla 200 pl ASL tampon eklendi. Ardindan santrifiijde 13.2 rpm
hizda 3 dakika cevrildi ve 200’er pl supernatant 2 ml’lik 2 mikrosantrifiij tlipline
aktarildi. Her birine 30 pl lizozom eklenerek 37 °C su banyosunda 10 dakika inkiibe
edildi. Su banyosundan ¢ikarilan 6rneklere 15°er pl proteinase K ve 20°ser ul RNAase
A eklendi. Birkag saniye vortexlendikten sonra 200’er pl AL tampon eklenip tekrar 15
sn vortexlenip 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon soras1 200’er pl EtOH
(%96) eklenip 15 saniye vortexlenerek her iki tlipteki 6rnek de sirayla ayni QIAamp
spin kolonuna aktarilip 30’ar sn tam hizda (13.2 rpm) santrifiije edilerek tek kolonda
toplandi. Kolondan siiziilen supernatant atildi ve kolona 500 ul AW1 tamponu eklenip
altina takilan yeni tiip ile 1 dakika tam hizda santrifiije edildi. Sonrasinda tiip
icerisindeki supernatant atilarak yeni tiip takildi ve 500 pl AW2 tamponu eklenerek 3
dakika tam hizda santrifiije edildi. AW2 kalintilarinin tamamen siiziildiglinden emin
olmak i¢in yeni bir tiiple 1 dakika daha tam hizda santrifiije edildi. Alttaki tiip atilip
etiketlenmis 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipii takildi. 50 pl 2 kere seyreltilmis AE tampon
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direkt olarak QIAamp ytlizeyine eklenip 1 dakika oda sicakliginda bekletildi. DNA’nin
tiipe alinmasi icin 1 dakika santrifiije edildi. AE basamag1 tiim DNA’y1 alabilmek i¢in
2 kere tekrarlandi. izole edilen DNA 1.5 ml’lik tiip ile PCR yapilana kadar muhafaza
edilmek tizere -20 °C’ye kaldirildi.

5.2.2.3. DNA konsantrasyon ol¢iimii

Izolasyon yapildiktan sonra polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak olan
DNA ’nin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla Qubit dsDNA HS (High Sensitivity)
kiti kullanildi. Bir ml Qubit dsDNA HS reaktifi (reagent) 199 ml tampon igerisine
eklenerek 1:200 oraninda soliisyon hazirlandi. Standartlar i¢in 0.5 m1’lik Qubit tiipleri
kullanild1 ve her birine 190 ml soliisyon ile 10 ml standart eklenip dl¢timleri yapilarak
DNA konstantrasyon tayini i¢in alt ve iist sinir olusturuldu. Ardindan 197 ml soliisyon
icerisine 3 ul DNA eklenerek oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Inkiibe edilen
karisim Qubit cihazina yerlestirildi ve DNA’nin konsantrasyonu (ng/ul) kaydedildi.

5.2.24. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

[Mlumina kiitiiphane olusturma protokolii kullanilarak toplamda 25 pl
soliisyonla calisildi. V3-V4 boélgelerinin ¢ogaltilmast i¢in 0.3 ml’lik PCR tiipleri
kullanilarak yapilan ¢alismada tiiplere her 6rnek igin 12.5 pl 2x KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (Kapa Bisystems, MA, ABD) master karisim ile 0.5’er pl ileri ve geri
primer eklendi. DNA konsantrasyonuna gore belirlenen template miktari
(20/konsantrasyon miktar1) da eklendikten sonra kalan miktar niikleazsiz su ile
tamamlandi. Hazirlanan karigim PCR cihazina yerlestirilerek termal dongii baglatildi.

Islem sonunda bir sonraki isleme kadar -20 °C’ye kaldirild.

5.2.2.5. Sekanslama islemi, kiimeleme ve taksonomik siniflandirma

Cift-sonlu sekanslama verisinin analizi, Ulusal Alerji ve Enfeksiyoz
Hastaliklar Enstitiisii’niin (NIAID, Bethesda, MD) Nephele platformu (v.1.6, 2016)
kullanilarak Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME, v1.9.1) yazilimu ile
yapildi. Ham okumalar Nephele boru hattina aktarilmadan 6nce primerler cutadapt

programi (Martin 2011) kullanilarak kesildi. Ardindan Nephele boru hattti ortalama
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kalite skorunun altinda kalan (q < 25) ve uzunlugu 450 bp’den fazla olan okumalarin
diglanmasina programlandi. Cift-sonlu okumalarin birlegsmesi sonrasinda okumalar

kapali referansli OTU se¢me stratejisi kullanilarak operasyonel taksonomik iiniteler

(OTU) halinde kiimelendi.

Boru hattindan OTU tablosunu elde ettikten sonra, Mothur (v.1.39.5)
programina (Schloss et al. 2009) entegre UCHIME (v.4.2) programi
(http://drive5.com/uchime) kimerik okumalarin kaldirilmasi i¢in ayr1 ayri ¢alistirildi.
Buna ek olarak, RDP siniflandiricis1 (Wang ve ark. 2007) (v. 2.2) yerel olarak her
OTU ig¢in taksonomiyi %70'lik bir kesintiden daha fazla bir giivenle atamak i¢in
kullanildi. Cins seviyesinde siiflandirilamayan okumalar, sirayla alem diizeyine

kadar daha ytiksek siniflandirma hiyerarsisine tayin edildi.

Tiir zenginlikleri ve c¢esitliligi QIIME tarafindan asagidaki alfa ¢esitlilik
metrikleri ile tahmin edilmistir: OTU zenginlikleri, Chaol, Shannon, Simpson E, Ters

Simpson ve Faith’in filogenetik ¢esitliligi (Phylogenetic Diversity - PD).

Alfa gesitlilik verisinin normalligini Shapiro-Wilk testleri ile degerlendirdik ve
eslenmemis iki-kuyruklu t-testi kullanarak Alzheimer’li ve saglikli katilimcilarin

mikrobiyotalarinin metriklerini karsilastirdik.

5.2.2.6. Topluluk yapilarin ve ¢esitliligin ¢ok degiskenli analizi

Siitun toplamlar1 ile standardize edildikten ve veri transformasyonundan
(karekok) sonra, Bray-Curtis benzerlik indeksi (Bray ve Curtis 1957) ve benzerligin
Jaccard indeksi (Jaccard, 1908) mesafe matrisi elde etmek icin kullanildi. Ornekler
arasindaki mikrobiyal komiinite yapilarindaki benzerlikler ilk 6nce ana koordinat
analizi (principle coordinate analysis - PCO) (sirlandirilmamis) kullanilarak
gosterildi. Alzheimer ile ilgili topluluk yapisindaki farkliliklar gosterildi. Cok
degiskenli dagilimlarin permiitasyonel analizi (PERMDISP) (Anderson 2006), dnciil
gruplarda topluluk yapisinin heterojenligini test etmek i¢in kullanildi. PERMANOVA
ve PERMDISP, 9999 permiitasyon ile vegan paketi kullanilarak R ortaminda
gerceklestirildi.
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Alzheimer’l1 ve saglikli kisiler arasindaki ¢cok degiskenli paternlerden ve farkl
derecede zenginlestirilmis taksonlardan sorumlu bakteriel taksonu tanimlamak igin
DESeq2, negative Binomial Wald Testi (Love ve digerleri 2014, McMurdie and
Holmes 2014) kullanildi. DESeq2 analiz sonuglar1, MicrobiomeAnalyst (Dhariwal ve
ark. 2017) kullanilarak ¢ekirdek OTU 1s1 haritasi, filum korelasyon 1s1 haritast ve
okunan sayim rakamlar1 ile birlikte elde edildi. Kutu grafigi, siitunlu grafik, ve 1s1
haritasi, vegan, ggplot2, heatmap2, Heatplus, yeniden sekillendirme, renklendirme ve
RcolorBrewer (R Core Team 2016, http://www.r-project.org) dahil olmak {izere R

paketleri kullanilarak tiretildi.
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6. BULGULAR
6.1. Katilmcilarin Demografik ve Klinik Verisi

Katilimeilarin yas ve egitim durumlari ile GDO, MMSE ve NPI toplam puanlarinin
ortalama ve standart sapmalar1 Tablo 6.1.1.’de gosterildi. Demografikler acisindan iki
grup arasinda fark bulunmazken mental durum 6l¢egi olan MMSE skorlar1 arasinda
anlamli bir fark bulundu (Bagimsiz Gruplar t testi, p < .05). Davranigsal semptomlar1
gosterir NPI testi toplam puan karsilagtirmasinda da AH’li grup ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir farklilik goriildii (Bagimsiz Gruplar t testi, p < .05). NPI alt
alanlar1 6zelinde yapilan analizde apati (p = .104), depresyon (p = .416) ve hezeyan (p
= .085) disindaki tiim alt alanlarda anlamli bir farklilik bulundu (Bagimsiz Gruplar t
testi, p <.05) (Tablo 6.1.2.).

Tablo 6.1.1. Katilimcilarin Demografik ve Davranig Verisi

Alzheimer (N=13) Kontrol (N=9)
(Erkek = 6) (Erkek = 4) ..
p-degeri

Ort. SS Ort. SS
Yas 73,53 7,88 64,00 7,19 0,59
Egitim 4,40 3,80 8,44 5,15 0,10
GDO 8,87 6,84 4,00 6,25 0,306
NPI Toplam 11,27 12,11 1,67 4,30 0,001*
MMSE 16,47 6,79 27,11 1,62 0,03*

Not. *p < .05

6.2.  Biyoinformatik Analiz

16S rRNA geninin V3-V4 bolgelerinden ortalama 407 bp uzunlugunda yaklagik
2,1 M okuma elde edildi. DNA dizinleri Operasyonel Taksonomik Birimi (OTU)
kiimeleme analizi ve mitokondri, kloroplast ile eslesenlerin ¢ikarilmasi sonucunda
1359 tane OTU elde edildi ve 6rnek basina dizi sayisi (dizileme derinligi) ek sekilde
gosterildi (EK-1 - Sekil 6.2.1., Sekil 6.2.2. ve EK-2 - Tablo 6.2.).
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Tablo 6.1.2. Katilimcilarin NPI Alt Alan Skorlarinin Karsilastirtimasi

Alzheimer (N=13) Kontrol (N=9)

ort.  Ss o, g5 Prdeser
NPI Toplam 11,27 12,11 1,67 430 0,001*
Hezeyan 1,07 3,08 0 0 0,085
Halusinasyon 0,47 1,06 0 0 0,006*
Ajitasyon 0,73 1,28 0 0 0,001%*
Depresyon 1,40 2,56 0,89 2,03 0,416
Anksiyete 1,27 2,40 0 0 0,001*
Elasyon 0,20 0,56 0 0 0,026%*
Apati 1,20 2,37 0,44 1,33 0,104
Disinhibisyon 0,93 1,67 0,11 0,33  0,034%*
Irritabilite 1,40 1,84 0 0 0*
Anormal Motor D. 0,93 2,49 0 0 0,016*
Uyku 0,40 1,12 0 0 0,026%*
Istah ve Yeme Boz. 1,53 2,23 0,22 0,67 0,002*

Not. MMSE: Standardize Mini Mental Durum Olg_egi; NPI Toplam: Noropsikiyatrik
Envanter’den alinan toplam davranis puani; GDO:Geriyatrik Depresyon Olgegi. *p
<.05

6.2.1. Alfa cesitlilik

Alzheimer (AD), bir yil sonra ikinci defa 6rnek alinan Alzheimer (AD1) grubu ve
Kontrol grubu (C) 6rneklerindeki bakteri tiirlerinin alfa ¢esitlilik analizleri Chaol ve
Shannon ¢esitlilik indisleri kullanilarak hesaplandi ve box-plot grafigi ile Sekil 6.2.1.
ve 6.2.2.°de gosterildi. Hem Chaol hem de Shannon indisleriyle yapilan
karsilastirmalarda gruplar arasinda anlamli farklar bulunmadi (Kruskal Wallis testi,

1<0,05).
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Sekil 6.2.1. Gruplardan elde edilen 6rneklerde Chaol indisi ile hesaplanan alfa gesitliligi.
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Sekil 6.2.2. Gruplardan elde edilen 6rneklerde Shannon indisi ile hesaplanan alfa ¢esitliligi
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6.2.2. Beta cesitlilik

Gruplardan toplanan 6rneklerdeki bakteri topluluklarinin benzerlikleri Bray-
Curtis, Jaccard indeksleri kullanilarak hesaplandi. Ornekler arasi ayrigmalar Temel
koordinatlar analizi (PCoA) ordinasyonu ile iki boyutlu grafiklerde gosterildi
(swrastyla Sekil 6.2.2.1. ve 6.2.2.2. ). Gruplardan alinan 6rneklerin kendi iginde ve
bagka gruplara kiyasla farkliliklarindaki PERMANOVA testi kullanilarak
karsilagtirildi. Buna gére hem Bray-Curtis hem de Jaccard indisleri ile gruplar
olusturan Orneklerin grup i¢i mesafe farkliliklart gruplar arasi1 mesafelerden
PERMANOVA testine gore anlamli sekilde farkli olmadiklari bulundu (R2=O,O348;
p=0,094).

Yukaridaki indislere ek olarak Jensen-Shannon ayrigma indeksi yardimiyla da
bir yi1l sonra alt grup Alzheimer hastalarindan toplanan orneklerdeki bakteri
topluluklarinin diger 6rneklere toplulugu olusturan bakteri tiirleri bakimindan yapisal

benzerligi incelendi (Sekil 6.2.3).
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Sekil 6.2.2.1. Gruplarin elde edilen orneklerdeki mikrobiyotanin Bray-Curtis indisine gore
benzerliklerinin temel koordinat analizi (PCoA)’ni gdsteren bi-plot. Elipsler grup merkez noktalarinin

etrafindaki %95 giiven araliklarini gosteriyor.
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Sekil 6.2.2.2. Gruplarin elde edilen 6rneklerdeki mikrobiyotanin Jaccard indisine gére benzerliklerinin

temel koordinat analizi (PCoA)’ni gosteren bi-plot. Elipsler grup merkez noktalarinin etrafindaki %95

giiven araliklarini gosteriyor.

26



= AD1
= AD

. C 191

182
179
9A

186
184
144
143
147
160
133
139
18A
118
151
181
162
172
110
189
158
165
159
121
149
127
168
126
190
112
108
130
174
185
153
176
167
135
152
106
122
145
117
187

(il

Al

2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0

Sekil 6.2.3 Orneklerdeki mikrobiyotanin Jensen-Shannon Divergence indisine gore benzerliklerinin

temel koordinat analizi sonuglar1 dendogramla gosterilmesi.
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Sekil 6.2.4. Bakterilerin filum seviyesinde drneklerdeki relatif oranlari. Farkli filumlar farkli renklerle

bar-plotta gosterilmistir.

Orneklerdeki bakteri topluluklarin taksonomik olarak relatif (yiizde) oranlari
Sekil 6.2.4°de filum seviyesinde; Sekil 6.2.5°de ise aile seviyesinde relatif oranlar
gosterilmigtir. Buna goére filum seviyesinde orneklerde en ¢ok (ortalama %387)
Fimicutes ve Bacteriodetes filumlart oldugu bulunmustur. Actinobacteria,
Proteobacteria ve Verrucomicrobia filumlar1 kalan yaklasik %?20 relatif orani
olusturdugu bulunmustur. Cok diisiik oranlarda (toplamda %1 ya da daha az) varligi
tespit edilen diger filumlar soyledir: Fusobacteria, Lentisphaerae, Synergistetes,

Tenericutes.
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Sekil 6.2.5. Bakterilerin aile seviyesinde 6rneklerdeki relatif oranlari. Farkli aileler farkli renklerle bar-

plot olarak gosterilmistir.
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Sekil 6.2.5.°de gosterilen aile seviyesindeki relatif oranlara bakildiginda
orneklerde en ¢ok Prevotellaceae, Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae,
Ruminococaceae, Lachnospiraceaea ve Verrucomicrobiaceae ailelerinin ortalama
%75+ 11,7 relatif oraninda olduklar1 goriilmiistiir. Toplamda 72 aile seviyesinde

bakteri gruplar1 oldugu bulunmustur.

Aile relatif oranlarinin Alzheimer ve kontrol gruplar1 arasinda relatif oranlari
karsilastirildiginda anlamli fark olup olmadiklart DESeq2 metodu kullanilarak (Love
vd., 2014) ile analiz edildi. Ortalamalar arasindaki c¢oklu karsilastirmalardan
kaynaklanan yanlis bulgu oranlar1 (FDR) Benjamini-Hochberg ile diizeltildikten sonra
72 aileden sadece Enterobacteriaceae ailesinin Alzheimer ve kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak farkli oldugu (¢<0,05) bulundu (Sekil 6.2.6.).
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Sekil 6.2.6. Negatif binomiyal Wald testi (DESEq2 analizi) ile aile seviyesinde gruplar arasi

Enterobacteriaceae ailesinin relatif orani farki istatistiksel olarak farkli anlamli bulunmustur (¢<0,05).
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Bir sonraki adimda Genus seviyesinde OTU’larin biyobelirte¢ olma potansiyeli

arastirildi. Bu amagla Random forest klasifikasyon analiz metodu kullanildr (Sekil

6.2.7.).

Parabacteroides

Bilophila

Escherichia

Defluviitalea
Butyricimonas

SMB53

Dialister
‘nesiellaceae_unclassified
S24_7_unclassified
1senellaceae_unclassified
Holdemania

Akkermansia

Sutterella

Asteroleplasma

Coprococcus

°
°
°
°
°
)
°
°
°
°
T T T T
0.002 0.004 0.006 0.008
MeanDecreaseAccuracy

Sekil 6.2.7. Random-forest degisken dnemlilik dereceleri grafigi.

High

Low

Ortalama azalma dogrulugu gosterilen degiskeni cikarttigimizda modelin

performansin1 yansitmaktadir. Bu nedenle yiiksek degerler gosterilen bakteri cinsinin

biyobelirte¢ potansiyelini gostermektedir. Sekil 6.2.7.”de gosterildigi gibi Alzheimer

hastalarin1 saglikli kontrollerden ayiran ve en yiiksek klasifikasyon etkisine sahip

bakteri cinsleri sunlar; Parabacteriodes, Bilophilia, Escherchia, Defluviitalea,

Butyricimonas.
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Contribution on comp 1

BacteroidesOTU161
EscherichiaOTU3
ButyrivibrioOTU83
Rikenellaceae_unclassifiedOTU191
AsteroleplasmaOTU16
chnospiraceae_unclassifiedOTU42

OlsenellaOTU178

BacteroidesOTU48 Primary.Group
® Alzheimer
:hnospiraceae_unclassifiedOTU152 e Kontrol

RuminococcusOTU74
BacteroidesOTU32

minococcaceae_unclassifiedOTU94

BacteroidesOTU10

ButyricimonasOTU129

-0.4 -0.2 0.0 0.2

Sekil 6.2.8’de yine cins seviyesinde OTU’larin hasta ve saglikli gruplari arasinda nasil

farklilastig1 analiz edildi.

Sekil 6.2.8’de cins seviyesinde yapilan OTU analizi sonucunda iki grup
arasinda anlamli farklilik gosteren bakteri cinsleri goriilmektedir. Bu 15 bakteri
sunlardir; Bacteroides, Escherichia, Butyrivibrio, Rikenellaceae, Asteroplasma,
Lachnospiraceae, Olsenella, Bacteroides, Lachnospiraceae, Ruminococcus,

Bacteroides, Ruminococcaceae, Megamonas, Bacteroides ve Butyricimonas.
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Sekil 6.2.9.ab Mesafe temelli tekrarlamali uyum ordinasyon analizi (db-RDA). Gruplar aras1 benzerlik

mesafeleri Bray-Curtis indisi temel alinarak hesaplandi ve ornekler arasi mesafe temel komponent

analizi ile gosterildi(a). Bakteri tiirleri kompozisyonundaki varyasyon ile klinik degiskenler arasi iligki

vektorel olarak gosterildi. Vektorlerin uzunlugu ile varyasyonu agiklayan degisken dogru orantili.

Tablo 6.2.2.1. PCO Analizi

FEksen-1 Eksen-2 Eksen-3 Eksen-4 Eksen-5

Eigenvalues:

0.5761 0.4586 0.2533 0.2229 0.2051

Kiimiilatif agiklanan varyasyon orani: 17.24 30.97

38.55

45.22

51.36
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Tablo 6.2.2.2. RDA Analizi

Summary Table:

Statistic Axis1 Axis2 Axis3 Axis4
Eigenvalues 0.1044 0.065 0.0575 0.0437
Explained variation (cumulative) 10.44 1696 2271  27.08
Pseudo-canonical correlation 0.8589 0.8456 0.8667 0.9385

Explained fitted variation (cumulative) 2879  46.77 62.61 < 74.66

Analysis 'Distance-based-RDA', step 'Constrained PCO scores'

Conditional Term Effects:

Isim Explains % pseudo-F P
Yas 5.9 1.3 0.175

NPItotal 6.8 1.5 0.062
Cinsiyet.E 5.3 1.2 0.239
Cinsiyet.K 53 1.2 unknown

GDO 54 1.2 0.21

Egitim 5.2 1.2 023
Grup.Alzheimer 4.3 1.0 0.5
Grup.Kontrol 4.3 1.0  unknown
MMSE 3.3 0.7  0.836

Sekil 6.2.9.a’da gosterilen PCA grafigi Oklit mesafesine gore Alzheimer ve
Kontrol gruplarindan toplanan 6rneklerdeki bakteri mikrobiyotasinin benzerliklerini
gostermektedir. Ornekler arasi mesafe arttikca mikrobiyota benzerligi azalmaktadir.
PCA eksenlerinde agiklanan kiimiilatif varyasyon Tablo 6.2.2.1 ‘de gosterilmistir.

Buna gore ilk ii¢ eksen toplam varyasyonun %38,6’n1 a¢iklayabilmektedir.
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Sekil 6.2.9.b’de gosterilen mesafe temelli RDA klinik faktorlerin mikrobiyota
degisimleri ile korelasyonunu gostermektedir. Klinik faktorleri temsil eden vektorler
arasi agilar faktorler arasi korelasyona isaret eder. Sekil 6.2.9.b’de goriildiigli gibi
mikrobiyota kompozisyonu ile en fazla korelasyonu NPI faktorii (Toplam NPI skoru)
daha sonra sirastyla GDO, Yas ve MMSE skoru takip etmektedir. NPI skoru ile
MMSE; GDO ile Yas degerleri yaklasik olarak ters orantilidir. Diger yandan cinsiyet
faktorii (K)adin ve (E)rkek; Alzheimer ve Kontrol gruplari da ters orantili oldugu
goriilmektedir. RDA analizinde ilk ii¢ eksen (boyut) toplam varyasyonun %62.6’sin1
aciklayabilmektedir (Tablo 6.2.2.2 —RDA tablosu). Klinik faktorlerin tek basina

toplam varyasyonu a¢iklama oranlar1 Tablo 6.2.2.1.’de gdsterilmistir.
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Multivariable linear regression model:
shannon ~ Egitim + Yas + MMSE + GDO +

NPItotal + hezeyan + halusinasyon + ajitasyon + depresyon + anksiy + yon + apati +

Egitim

Yas

MMSE

GDO

NPlItotal
hezeyan
halusinasyon
ajitasyon
depresyon
anksiyete
elasyon

apati
disinhibisyon
irritabilite
motor

Coefficient
-0.10001398 0.261
-0.06279162 0.248
-0.06318716 0.235
-0.05160472 0.566
-0.09717864 0.714
-4.39144689 0.488
-1.29739855 0.246
5.63971965 0.486
0.06389307 0.875
0.22965123 0.424
-5.74024277 0.459
-0.03465738 0.956
2.33746869 0.395
0.31805902 0.455
0.17174179 0.803

Multivariable linear regression model:

chao1l ~ Egitim + Yas + MMSE + GDO + NP
Itotal + hezeyan + halusinasyon + ajitasyon + depresyon + anksiyete + elasyon + apati + disinhibisyon + irritabilite + motor + uyku + istah

Egitim

Yas

MMSE

GDO

NPltotal
hezeyan
halusinasyon
ajitasyon
depresyon
anksiyete
elasyon

apati
disinhibisyon
irritabilite
motor

Coefficient
0.10066464 0.8950
0.68575543 0.1740
1.20653642 0.0320
0.06963214 0.9310
4.19280098 0.1170
-18.93654577 0.7370
1.52068000 0.8730
-25.14003052 0.7280
-9.96295234 0.0305
-3.45341485 0.2050
43.64973032 0.5310
0.33103836 0.9540
-32.44483037 0.2100
3.04070191 0.4320
-15.17256159 0.0443

yon + irritabilite + motor + uyku + istah

P Signif

P Signif

*

Sekil 6.2.10.ab Multivariate Linear Regresyon Modeli. Mikrobiyotadaki degisimin klinik verilerle

korelasyonu alfa cesitlilik indisleri Shannon ve Chao temel alinarak hesaplandi. Shannon indisinde (a)

bakteri tiirlerinin yogunlugunun, Chao indisinde (b) ise bakteri sayisindaki degisimin klinik veri ile

korelasyonuna bakilmistir.
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Sekil 6.2.10°da Multivariate Linear Regresyon kullanilarak klinik verilerdeki
degisimle alfa ¢esitlilik indisleri arasindaki korelasyona bakilmistir. Sekil 6.2.10a’da
Shannon indisi temel alinarak yapilan hesaplamada bakteri tiirlerinin yogunlugunun
klinik verideki degisimle korelasyonu bulunamazken Sekil 6.2.10b’de Chao indisinde
MMSE, Depresyon ve Anormal Motor Davranig skorlarindaki degisim bakteri

sayisindaki degisimle korele oldugu goriilmiistiir.

Adonis OTU Jaccard Adonis OTU Bray-Curtis
Model P-value: 0.0013 Model P-value: 0.002
R2 P R2 P
Egitim  0.054 0.071 Egitim  0.054 0.066
Yas  0.069 0.004 Yas  0.069 0.0033
MMSE  0.057 0.044 MMSE  0.057 0.047
GDO  0.083  0.0013 * GDO  0.083  0.00067 *
NPitotal ~ 0.071  0.0033 NPltotal  0.071 0.0027
hezeyan 0.03 0.78 hezeyan 0.03 0.81
halusinasyon ~ 0.035 0.59 halusinasyon  0.035 0.59
ajitasyon  0.067  0.0087 ajitasyon  0.067 0.0067 *
depresyon  0.061 0.024 depresyon  0.061 0.025
anksiyete  0.049 0.14 anksiyete  0.049 0.14
elasyon 0.033 0.69 elasyon 0.033 0.67
apati  0.034 0.66 apati  0.034 0.65
disinhibisyon  0.043 0.29 disinhibisyon  0.043 0.3
irritabilite 0.05 0.061 irritabilite 0.05 0.077
motor  0.036 0.59 motor  0.036 0.59

Sekil 6.2.11.ab Multivariate Linear Regresyon Modeli. Mikrobiyotadaki degisimin klinik verilerle
korelasyonu beta ¢esitlilik indisleri Jaccard ve Bray-Curtis temel alinarak hesaplandi. Jaccard indisinde
(a) var olan bakteri tiirlerinin, Bray-Curtis indisinde (b) ise var olan bakterilerin miktarinin iki grup

arasinda ki degisim oraninin klinik veri ile korelasyonuna bakilmistir.

Sekil 6.2.11°da Multivariate Linear Regresyon kullanilarak klinik verilerdeki
degisimle beta ¢esitlilik indisleri arasindaki korelasyona bakilmistir. Jaccard indisinde
Geriatrik Depresyon Olgegi (GDO) skorlarinda bir korelasyon goriiliirken, Bray-
Curtis indisinde hem GDO hem de ajitasyon skorlarinda mikrobiyotadaki degisim ile

bir korelasyon bulunmustur.

36



Sekil 6.2.8’de goriilen cins seviyesinde yapilan ve 15 bakteri tiirlinde anlaml
farklilik bulunan analiz sonrasinda bu tiirlerdeki degisimin NPI testi ve alt alanlariyla
korelasyonuna (Pearson’s Correlation) bakilmistir (EK-3). Depresyon, irritabilite ve
toplam NPI puani disindaki alanlar ile bakteri cinsleri arasinda korelasyon
bulunamamigtir. Depresyon ile Ruminococcus (¢ = .019), irritabilite ile
Lachnospiraceae (¢ = .00084), Dorea (¢ = .0012), Streptococcus (¢ = .002),
Lactobacillus (¢ = .012), Streptococcus (¢ = .016), Prevotella (g = .027) ve
Clostridiales (¢ = .029), toplam NPI puani ile ise Bacteroides (¢ = .013) ve iki farkl
Streptococcus (swrastyla; g = .027 ve g = .042) arasinda korelasyon oldugu

gorilmiistiir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Bagirsak mikrobiyotasinin ndrolojik hastaliklarla iligkisini gosterir yayinlarin
sayist giin gectikge artmaktadir. Alzheimer hastaligi da iizerinde c¢aligilan
hastaliklardan birisidir. Noroinflamasyon ve kanda serbest halde dolasan
metabolitlerin bu iliskide 6nemli payr oldugu diisiiniilmektedir. Bunlarla beraber
davranig bozukluklarinin da mikrobiyotayla baglantili oldugunu gosteren bir¢ok yayin
mevcuttur. Davranig bozukluklarinin AH’nin en 6nemli semptomlarindan biri olmasi
hastalikta goriilen bu semptomlarin mikrobiyotayla baglantisini da glindeme

getirmektedir.

Bu ¢alismada AH’de goriilen davranigsal semptomlar ile mikrobiyotadaki degisim
arasinda bir korelasyon olup olmadigina bakilmistir. Demografik agidan eslestirilmis
hasta ve kontrol grubunun mental durumlarindaki anlamli farklilik (MMSE) hastaligin
kognitif islevlere etkisini gostermektedir. Hasta grubunda literatiir ile uyumlu olarak
kognitif islevlerde belirgin bir azalma vardir. Ayn1 zamanda bir¢ok davranis skorunda
da anlamli farkliliklar gériilmiistiir. Iki grup arasinda hem NPI alt alanlarindan olan
depresyon skorlar1 hem de tiim katilimcilara ayriyeten uygulanan Geriyatrik
Depresyon Olceginin skorlar1 karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. Bu durum NPI testi ile elde edilen davranis skorlarinin tutarl olduguna
dair kanit sunmaktadir. NPI skorlarinda depresyon, hezeyan ve apati disindaki tiim alt

alanlarda (9 alt alan) anlamli bir farklilik goriilmiistiir (p <.05).

Biyoinformatik analizlerde AH’deki mikrobiyota kompozisyonunun saglikli
kontrollere gore degiskenlik gosterdigi bulunmustur. Sekil 6.2.9.b’de gosterildigi gibi
hasta ve kontrol gruplart mikrobiyota kompozisyonu agisindan birbirinden oldukga
farklidir. MMSE ile NPI skorlar1 beklendigi iizere birbiriyle ters bir iligki icerisinde
goziikmektedir (Sekil 6.2.9.b). Davranig skorlarinin mikrobiyotadaki degisim ile
iliskisine bakildiginda ise toplam NPI skorunun mikrobiyota komposizyonundaki

degisim ile biiylik oranda korelasyon gosterdigi goriilmektedir.

Analizlerin sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
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olusturan bakteri ailesinin gram-negatif bakterilerden Enterobacteriaceae oldugu
goriilmiistiir. Daha 6nce Parkinson hastalariyla yapilan bir ¢calismada da ayn1 sekilde
Enterobacteriaceae hasta grubunda anlamli oranda yiiksek bulunmustur [41]. Amiloid
beta plaklarmnin olusumunun beyin dokusundaki mikrobiyal enfeksiyona karsi
bagisiklik sisteminin bir cevabi oldugunu diisiindiiren bir ¢alisma vardir [64]. Yakin
zamanda Alzheimer’l1 hastalarin beyin dokulari ile yapilan bir ¢aligmada ise en biiyiik
gram-negatif bakteri filumu olan Proteobacteria nin kontrol grubuna gore daha fazla
oldugu goriilmiistiir [S6]. Ayn1 zamanda yine AH’li kisilerin beyin dokusundan alinan
orneklerde Enterobacteriaceae ailesinden FE.coli molekiillerinin bulunmas1 da
hastalikta bu bakteri tiirlinlin arttig1 goriisiinii desteklemektedir [65]. Serotonin
iiretimini etkiledigi bilinen Escherichia’nin [66] dolayli olarak davraniglar1 da
etkileyebilecegi diisiiniilebilir. Aym1 zamanda dopaminin E.coli iizerinde
antimikrobiyal etkisi olmasi [67], dopaminin AH’de diisiik oldugu iddialarin1 da
dogrulayici niteliktedir [68]. Dopamindeki diisiis E.coli artisina sebep olmus olabilir.
Bu sonuglar hem hastaligt hem de davranigsal semptomlar: bir yonden agiklayici

niteliktedir.

Cins seviyesinde yapilan analizlerde ise iki grup arasinda 15 farkli bakteri tiirlinde
anlamli farklilik bulunmustur. Bunlardan Bacteroides ve Rikenellaceae‘nin literatiirle
uyumlu olarak hasta grubunda anlamli oranda fazla oldugu goriilmiistir [69].
Rikenellaceae 'min akut stres durumunda artis, Bacteroides’in ise kronik streste diisiis
gostermesi davranig ile iligkili olduklarini gostermektedir [3]. Bizim ¢aligmamizda
hasta grubunda Rikenellaceae’da anlamli bir artis olmast davranig problemlerinde
etkili olabilecegini diisiindiirmekle birlikte bu bakterinin spesifik olarak herhangi bir
davranig problemiyle korelasyonu bulunamamaistir. Bacteroides tiiriinde ise toplam
NPI puani ile anlamli bir korelasyon oldugu goriilmiistiir. NPI puanindaki artisin AH
ile iligkisi diislintildiiglinde hasta grubunda anlamli oranda fazla olan Bacteroides ’in
NPT ile korelasyon gostermesi beklenen bir durumdur. Bu tiiriin 6zellikle yiiksek yaglh
diyetle beslenen kisilerde artis gosterdigi bilinmektedir [70]. Bu durum hastaligin ve
hastaliga bagli olarak gelisen davranis problemlerinin tedavisinde diyetin énemli bir

rolii olabilecegini gostermektedir.
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Clostridium ailesinden olan Lachnospiraceae ve Ruminocaccaceae ailelerindeki
bakteriler farkl tiirlerin KZYA fermentasyonunda katkilar1 vardir ve mikrobiyotanin
dizbiyoz durumunda bu bakterilerin yogunlugu degisir. Bu calismada hem hasta hem
de kontrol grubunda anlamli farkliliklar olusturdugu goriilmektedir (bkz. Sekil 6.2.8).
Bu durum mikrobiyotanin karmasik yapisinm1 gdstermektedir. Bu bilgi literatiirde
bulunan yayinlarla [71] tutarlidir. Bununla birlikte irritabilite ile arasinda yiiksek
korelasyon bulunan Lachospiraceae hasta grubunda yiiksek bulunan OTU ile aynidir.
Hastalikta artan irritabilite davranisiyla korele olarak artan Lachospiraceae
(OTU152)’nin  davranigla iligkili oldugu disiiniilebilir. Ruminococcaceae nin
literatlirden farkli olarak hasta grubunda fazla olmasi [69] beklenmedik bir bulgudur.
Farkli iilkelerde yapilan ¢alismalarda farkli sonuclarin ¢ikmasi katilimcilarin yagam
sartlar1, diyetleri gibi etkenlerle agiklanabilir. Dolayisiyla en iyi degerlendirme yakin
bolgelerde yapilan ¢alismalarin karsilastiriimasiyla elde edilebilir. Bununla birlikte bu
farkliligin olustugu bakteri tiirlerinin hastalikla direkt iligki icerisinde olmadigini, daha
cok hastalikla korelasyon gosterdigini diisiiniilebilir. Hastaligin kiiltiirden kiiltiire
degismeyen amiloyid plaklar, nérofibriller yumaklar gibi biyobelirtegleri vardir ve
degiskenlik gdosteren faktdrlerin biyobelirte¢ olma olasiligi daha titizlikle
incelenmelidir. Ornegin Ruminococcus bakterisi bizim ¢alismamizda depresyon ile
pozitif korelasyon icerisinde goziikmektedir. Baska bir {ilkede yapilan bir ¢aligmada
da bunu destekleyici nitelikte bir sonu¢ ¢ikmasi depresyonun gergekten de bu bakteri

tiirtiyle bir iligkisi olabilecegini gostermektedir [72].

Birgok caligmada zararhi tiirleriyle giindeme gelen Strepfococcus ile hem
irritabilite hem de toplam NPI skoru arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
goriilmiistiir. Hastaliklarla beraber anilan bu bakteri tiiriinlin yine hastaliga bagl

gelisen semptomlarla iliski igerisinde olmas1 beklenebilecek bir durumdur.

Calismanin bazi kisitlamalart mevcuttur. Oncelikle katilimci sayisinin diisiik
olmast  bulunan sonuglari  genellemek konusunda tedbirli davranmay1
gerektirmektedir. Hastalarin ila¢ kullanimlarinin kontrol edilememesi de sonuglar
izerinde karistirict faktor olarak etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Bununla birlikte

insanlarla yapilan bu tiir ¢aligmalarda ila¢ kullaniminin kontrol edilmesi higbir
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calismada miimkiin olmamaktadir. Bu durum benzer tiim ¢alismalarda ayni sartlarin
gecerli olmasina, dolayisiyla sonuglarin aslinda kendi igerisinde tutarli olmasina sebep
olmaktadir. Mikrobiyota caligmalarinda bakteri kompozisyonunu etkileyen en énemli
etken diyettir. Dolayisiyla yapilan ¢aligmalarda diyetin kontrol edilmesi en dogru
sonuglar1  verecektir. Bizim c¢aligmamizda katilimcilara diyet programi
uygulanamamistir. Katilimeilarin yatan hasta olmamasi diyet kontroliinii biiyiik
oranda miimkiin olmaktan c¢ikarmaktadir. Bu durumda yapilabilecek en iyi sey
katilimcilardan diyetlerini rapor etmelerini istemek ve analizlerde bunu géz oniinde

bulundurmak olacaktir.

Bu caligmada AH ile birlikte gelisen ve bakim verenler i¢in énemli bir yiik
olusturan davranig problemlerinin mikrobiyota faktorii ile iligkili olup olmadigi
incelenmistir. Bildigimiz kadariyla bu konuda yapilmis bir ¢alisma mevcut degildir.
Bu calismada elde edilen bilgiler AH’li kisilerde mikrobiyotada meydana gelen
degisimin davranig problemleri ile bir iliskisi olabilecegini gostermektedir. Bu
sonuglardan yola ¢ikilarak mikrobiyotaya yapilacak bir miidahalenin davranis
problemlerine olumlu etki etmesi i¢in bulunan bu korelasyonun sebepleri ve
mekanizmalart ileriki ¢alismalarla daha ayrintili olarak incelenmelidir. Boylelikle
AH’de davranig problemlerinin 6niine gegebilmek i¢in yeni kolay ve invazif olmayan
bir tedavi yonteminin kapisi agilacak ve hem hastalar hem de bakim verenler i¢cin umut

15181 dogacaktir.
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