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OZET

Giris ve Amac: Yeni nesil sekans analiz sistemlerinin kullanima girmesi ile bagirsak
mikrobiyomunun hemen hemen tamanini tespit etme olanagi saglandigi igin,
mikrobiyomun o6neminin daha iyi anlasilmasina olanak saglanmistir. Yapilan
calismalarda bagirsak mikrobiyomu diyabet, hipertansiyon, depresyon gibi bircok
hastalikla iliskilendirilmektedir. Ayn1 sekilde diger viicut bolgeleri i¢in de kullanilan
bu ileri teknoloji akne wvulgaris, sedef hastaligi ve atopik dermatit gibi bazi
dermatolojik hastaliklarin patogenezini ortaya koymak icin de kullanilmistir.
Dermatolojik hastalik mekanizmalar1 sadece deri mikrobiyomundan degil, aym
zamanda bagirsak mikrobiyomundan da etkilenmektedir. Kronik inflamatuar bir
dermatoz olan rosacea hastaliginin patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olup,
tanis1 klinik olarak konulabilmektedir. Bu calismanin amaci; rosacea hastaligi ile
bagirsak mikrobiyomu arasindaki iliskileri belirleyerek rosacea patogenezine isik

tutmak, yeni tan1 ve tedavi yaklasimlarina yardimci olmaktir.

Gereg ve YOntem: Bilinen bir sistemik ve / veya dermatolojik hastaligi olmayan, 18-
49 yag araliginda olan, en az 4 hafta ve daha kisa siire antibiyotik, proton pompasi
inhibitori ve / veya probiyotik, prebiyotik kullanmamis olan 20 rosacea tanili
gondlli hasta ve ayni sartlart tasiyan 10 saglikli goniillic bu g¢alismaya dahil
edilmistir. Gonllulere ilag kullanimi1 disinda beslenme aliskanliklari, sigara, alkol
kullanim1 sorularini kapsayan mini bir anket uygulanmigtir. Hastalardan steril olan
numune kaplari ile, taze gaita 6rnegi hastane sartlarinda alinmistir. Tum 6rneklerde
Bristol diski skorlamasi yapilmistir. Toplanan gaita drneklerinden indikator seritleri
ile (Merck, NJ, ABD) pH olgiimleri sonrasi hasta ve kontrol grubundan alinan
yaklasik 1gram gaita Ornekleri, stabilizasyon tamponuna (DNA/RNA Shield™
Collection Tube, Zymo Research, CA, ABD) konularak -20°C’de birka¢ gun
saklanmistir. Daha sonra nikleik asit izolasyonu (ZymoBIOMICS DNA Mini Kkiti,
Zymo Research, CA, ABD) yapilmistir. Bakteriyel 16S ribozomal RNA (rRNA)
geni hedef dizilemesi, universal bakteri 16S primerleri 16S rRNA geninin V3-V4
bolgesini hedefleyen 341f  (CCTACGGGNGGCWGCAG) ve  805r



(GACTACHVGGGTATCTAATCC)  kullanilarak  gerceklestirilmistir.  Final
kituphane Illumina MiSeq ile olusturulmustur. Uygun amplikon dizi tanimlar1 ve
diizenlemeleri yapilarak takson ve numunelerin hiyerarsik kiimelenmesiyle
taksonomik haritalar hazirlanmistir. Biyoinformatik islemlerden sonra istatistiksel
analizler yapilmistir (LefSe). Varsayilan ayarlarla (p < 0.05 ve LDA etki boyutu > 2)
gruplar arasinda 6nemli farklilik gésteren taksonlar belirlenmistir.

Bulgular: Rosacea tanili hastalarin, kontrol grubu olan saglikli goniillilere gore
gaita pH ortalamalar1 ve Bristol skorlar1 daha yiiksek bulunmustur. 16S rRNA sekans
analizleri sonuglarina gore rosacea tanili hastalarda saglikli kontrol grubuna gore

diisiik alfa cesitlilik ve beta ¢esitlilikte farklilik goriilmiistir.

Metagenomik DNA analizleri sonuglarina gore rosacea hastalarinda; Lachnospira,
Lachnoclostridium, Roseburia ve Roseburia intestinalis daha ytiksek oranda, saglikli
gondllilerde ise Prevotellaceae, Prevotella copri, Coriobacteriaceae, Desulfovibrio,
Ruminococcaceae, Ruminococcus, Clostridiales, Clostridiales Family 13,
Selenomonadales, Succinivibrio, Hungatella, Mollicutes, Butyricimonas virosa,
Alisitipes, Oscillospira ve Erysipelotrichaceae gibi cins, tir, aile, takim bazinda

etkenler istatistiki olarak daha yiiksek oranda saptanmustir.

Sonug: Rosacea hastaligi ile bagirsak disbiyozisi arasinda iligki oldugu saptanmustir.
Bu c¢alismada saglikli gruba gore rosacea hastalarinda; Lachnospira,
Lachnoclostridium, Roseburia ve Roseburia intestinalis daha ylksek oranda,
Prevotellaceae, Prevotella copri, Coriobacteriaceae, Desulfovibrio,
Ruminococcaceae, Ruminococcus, Clostridiales, Clostridiales Family 13,
Selenomonadales, Succinivibrio, Hungatella, Mollicutes, Butyricimonas virosa,
Alisitipes, Oscillospira ve Erysipelotrichaceae daha diisiik oranda igerdigi tespit
edilmistir. Ancak literatiirde rosacea ve bagirsak mikrobiyomu ile yapilmig ¢ok az
calisma (sadece bir calismaya ulagilabilmistir) oldugu i¢in 06ne ¢ikan
mikroorganizlarin anlamlandirilabilmesi i¢in daha c¢ok sayida ve daha fazla

ornekleme sahip caligamalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Rosacea, bagirsak mikrobiyomu, 16S rRNA, Roseburia, yeni

nesil sekans



SUMMARY

Introduction and Aim: The introduction of the new generation of sequence analysis
systems allows for better understanding of the importance of the microbiome, as it is
possible to detect almost all of the intestinal microbiome. In the studies, intestinal
microbiome is associated with many diseases such as diabetes, hypertension and
depression. This advanced technology, which is also used for other body areas, has
also been used to demonstrate the pathogenesis of some dermatological diseases such
as acne vulgaris, psoriasis and atopic dermatitis. Dermatological disease mechanisms
are not only affected by skin microbiome but also by intestinal microbiome. The
pathophysiology of rosacea disease, a chronic inflammatory dermatosis, has not been
fully elucidated and its diagnosis can be made clinically. The aim of this study is; To
determine the relationship between rosacea disease and intestinal microbiome, to
shed light on the pathogenesis of rosacea and to help the new diagnosis and treatment

approaches.

Material and Method: 20 volunteers with rosacea with no known systemic and / or
dermatological disease, aged between 18-49 years, who had not used antibiotics,
proton pump inhibitors and / or probiotics, prebiotics for at least 4 weeks or less, and
10 healthy volunteers with the same conditions was included in the study. A mini
questionnaire including questions not only about drug use but also about diet,
smoking and alcohol use was applied to the volunteers. Fresh stool samples were
taken from patients in samples vessels under sterile hospital conditions. All samples
were applied Bristol stool scoring. After the pH measurements of the collected stool
samples (Merck, NJ, USA), approximately 1 g stool samples taken from the patient
and control groups were placed in the stabilization buffer (DNA / RNA Shield ™
Collection Tube, Zymo Research, CA, USA) at -20°C for a few days. Nucleic acid
isolation (ZymoBIOMICS DNA Mini kit, Zymo Research, CA, USA) was then
performed. Bacterial 16S ribosomal RNA (rRNA) gene target sequencing was
performed using the 341f (CCTACGGGNGGCWGCAG) and 805r
(GACTACHVGGGTATCTAATCC), targeting the V3-V4 region of the 16S rRNA

Xi



gene of the universal bacteria 16S primers. The final library was created with
[llumina MiSeq.

Taxonomical maps were prepared by hierarchical clustering of taxa and samples by
making appropriate amplicon array definitions and regulations. After bioinformatics,
statistical analyzes were performed (LefSe). With the default settings (p <0.05 and
LDA effect size> 2) taxa which are significantly different were determined between

groups.

Results: Patients with rosacea were found to have higher stool pH averages and
Bristol scores than healthy volunteers in the control group. According to the results
of 16S rRNA sequence analysis, in patients with rosacea, there was low alpha

diversity and there was difference in beta diversity compared to healthy control
group.

According to the results of metagenomic DNA analysis; in rosacea patients;
Lachnospira, Lachnoclostridium, Roseburia and Roseburia intestinalis were found at
a higher rate, in healthy volunteers Prevotellaceae, Prevotella copri,
Coriobacteriaceae, Desulfovibrio, Ruminococcaceae, Ruminococcus, Clostridiales,
Clostridiales Family 13, Selenomonadales, Succinivibrio, Hungatella, Mollicutes,
Butyricimonas virosa, Alisitipes, Oscillospira and Erysipelotrichaceae, factors on the
basis of genus, species, family and order, were found to be statistically higher.

Conclusion: There was a relationship between rosacea disease and intestinal
dysbiosis. In this study, in rosacea patients according to healthy group; Lachnospira,
Lachnoclostridium, Roseburia and Roseburia intestinalis at a higher rate. However,
in the literature there is a need for more studies with more and more sampling in
order to make sense of the microorganisms that stand out because there are very few
studies done with rosacea and intestinal microbiome (only one study has been

achieved).

Keywords: Rosacea, gut microbiome, 16S rRNA, Roseburia, next generation

sequencing
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GIRIS VE AMAC

Rosacea, popiilasyonun yaklasik % 10'unu etkileyen yaygin bir kronik inflamatuar
dermatozdur. Semptomlar1 genellikle, alevlenme ve gerileme donemleri arasinda
dalgalanan, cesitli kombinasyonlarda ve ciddiyette bulunur (Tan et al. 2016).
Morfolojik 6zelliklere dayanarak, rosacea genellikle dort ana alt tipe ayrilir: eritema
telenjektazik, papulopustiler, fimatdéz ve okiler (Wilkin et al. 2002). Eritema
telenjektazik rosacea, gecici bir yiiz eritemiyle (kizarma) karakterize olup, persistan
sentrofasiyal eritemin bir arka plani ile kombine edilir ve telenjiektazi ¢ogu hastada
da mevcuttur. Klinik tan1 agik tenli bireylerde daha zor olmaktadir. Papiilopistiiler
rosacea, merkezi yiiz eriteminin degisken yogunlugu ve degisken sayida kiigiik
eritematdz papll ve piistiil ile kendini gosterir. Fimatoz rosacea en sik olarak burnu
(rinophyma) etkiler ve sebase bezlerin deri kalinlasmasi ve hiperplazisi olarak
tezahiir eden doku hipertrofisi ile ortaya c¢ikar. Okiiler rosacea semptomlar1 ise
kuruluk, kagint1 gibi spesifik olmayan sikayetlerden olusur (Akpek et al. 1997, Addor
2016, Holmes and Steinhoff 2017, Two et al. 2015). Hastaligin klinige
yansimasinda, hastalar siklikla birden fazla rosacea alt tipinin morfolojik
ozelliklerine sahiptir ve yanma, batma ve kasinti ile artmis duyarliliktan sikayet
etmektedirler (Wilkin et al. 2002). Etiyolojisinde gesitli ¢evresel uyarici ve endojen
faktorlerin artmasi, dogustan gelen immiin yaniti ve anormal ndrovaskiiler sinyali
uyardigi gosterilmis olsa da klinik formlarin ¢esitliligi rosaceanin pastofizyolojisinin
tam olarak anlagilamamasina neden olmaktadir (Holmes and Steinhoff 2017, Two et
al. 2015).

Insan gastrointestinal sisteminde, bagirsaklarda kolonilesen binden fazla farkl: tiirden
olusan 100 trilyondan fazla bakteri vardir (D’Argenio and Salvatore 2015, Moschen
et al. 2012). Bagirsak mikrobiyomunda bulunan organizmalarin biiyiik bir kismi iki
filuma aittir: Firmicutes ve Bacteroidetes (Ahmad and Akbar 2016). Bagirsak iginde

bakteri popiilasyonlarmin yogunlugu anatomik konuma gore degisir. Ornegin gram



basma yaklasik 10112 CFU'ya sahip olan kolon ile karsilastirildiginda, proksimal
ileum ve jejunumda gram basina yaklasik 1022 koloni bakteri bulunmaktadir. Yani
kolon tek basina viicudumuzdaki mikroorganizmalarin %70’inden fazlasini
barindirmaktadir (Jones 2016). Bagirsak mikrobiyomu kisiden kisiye farkliliklar
gostermekle birlikte nispeten stabildir, ancak caligsmalar antibiyotik tedavisinin,
uluslararasi seyahat ve hastaligin normal bagirsak mikrobiyomunu degistirebilecegini
gOstermistir. Bunun yani sira yas, cinsiyet, diyet, dogum sekli gibi bir¢ok parametre

mikrobiyomu etkilemektedir (Moschen et al. 2012).

Bagirsak mikrobiyomunun insan saglig1 ve hastaliginin 6nemli bir belirleyicisi olarak
rolii, tip alaninda heyecan verici bir arastirma alani olarak yakin bir gegmiste ortaya
cikmigtir. Bagirsak mikrobiyomunda dengesizlik obezite, tip 2 diyabet, atopi ve
inflamatuar bagirsak hastaligi gibi birgok hastalik ile iliskilendirilmistir. Bagirsak
mikrobiyomu ile deri hastaliklar1 patogenezi arasindaki dengede yeni yeni
arastirilmaya ve kesfedilmeye baslamistir. Bagirsak mikrobiyomu; genis bir bakteri
toplulugu, onlarin metabolitleri ve yan tiriinlerinden olusmaktadir (Bull and Plummer
2014). Ek olarak, deri ve bagirsak, ndro-immiino-endokrin organlar olarak islev
goriir ve sinir sistemi, bagigiklik sistemi ve endokrin sistemi ile temel iletisimde yer
alir. “Beyin-bagirsak ekseni” literatiirde kapsamli bir sekilde belgelenmistir ve ilk
olarak 1930 yilinda Stokes ve Pillsbury depresyona bagirsak mikrobiyomunu
degistirmeye ve inflamatuar cilt hastaliklarina yol a¢tig1 zaman tanimlanmistir (Bowe
and Logan 2011). Bagirsak mikrobiyomu, sinir fonksiyonlariyla cilt fonksiyonunu
modiile edebilen strese ve diger dis uyaranlara tepki olarak norotransmitter maddeler
tretebilmektedir. Ornegin, bagirsaktaki komiinal organizmalar norepinefrin,
serotonin ve asetilkolin iretebilir veya yakin enteroendokrin hiicrelerden
noropeptitlerin saliimini uyarabilir. Bu ndrotransmitterler bagirsak epitelyumunu
asip kan dolagimina gecebilir ve sistemik etkilere neden olabilirler (Lyte 2014, Rea et
al. 2016). Norotransmitterlerin yani sira, bagirsak mikrobiyomu da propionik asit,
biitirik asit, asetik asit ve diyetle alinan polisakkarit fermantasyonundan elde edilen
laktik asit dahil olmak tizere kisa zincirli yag asitleri (Short chain fatty acids-SCFA)
salgilar. Bu SCFA'larin biiyiik ¢ogunlugu kalin bagirsakta iiretilir. Kolon, yag
asitlerinin geri emilmesinde yuksek oranda etkilidir. Bu metabolitlerin ve

ndrotransmiterlerin bagirsak mikrobiyomu tarafindan iiretilip, kan dolasiminda klinik



olarak anlamli seviyelere ulasarak cildi etkileyebicegi diisliniilmektedir (O’Neill et
al. 2016). Ayrica yapilan ¢aligmalar ile rosacea, sedef hastaligi ve atopik dermatit
gibi ¢esitli inflamatuar cilt hastaliklarinda eszamanli bagirsak ve deri mikrobiyom

disbiyozis durumu gézlenmistir (Gallo and Nakatsuji 2011).

Her ne kadar insan mikrobiyomuna ait ¢alismalarin ¢ok eski bir ge¢gmisi olmasa da
son zamanlarda mikrobiyom arastirmak i¢in metogenomik ve ekonomik olarak
uygun pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Boylece mikrobiyal organizmalarin insan
viicudu i¢in 6nemini anlamak kolaylagmis, bagirsak mikrobiyotasinin obezite, kalp-
damar hastaliklari, DM gibi hastaliklarla iliskisi daha ¢ok belirginlesmistir (Bull and
Plummer 2014). Bu ileri teknoloji, akne vulgaris, sedef hastaligi ve atopik dermatit
gibi baz1 dermatolojik hastaliklarin patogenezini ortaya koymak i¢in de kullanilmistir
(Gallo and Nakatsuji 2011). Dermatolojik hastaliklar sadece deri mikrobiyotasindan
degil, aym1 zamanda bagirsak mikrobiyotasindan da etkilenmektedir. 2008 yilinda
Parodi ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada rosacea hastalarinin ince bagirsakta
bakteri sayisindaki agir1 artigin (SIBO:Small Intestinal Bacterial Overgrowth) kontrol
grubuna gore anlamli yiiksek oldugu ortaya konulmustur. Ayrica SIBO'nun ortadan
kaldirilmasi ile kutandz lezyonlar neredeyse tamamen gerilemis ve bu mikemmel
sonu¢ 9 ay korunabilmistir (Parodi et al. 2008). Nam ve arkadagslarinin rosacea ve
bagirsak mikrobiyotas: arasindaki iliskiyi incelemek igin Koreli hastalarla yaptig
diger bir calismada ise rosacea hastalarinin bagirsak florasindaki mikrobiyota
yogunlugunun kontrol grubu ile benzer, bilesiminin ise farkli oldugu gosterilmistir

(Nam et al. 2018).

Prevelansi yaklasik %10 olan ve hastalarin yasam kalitesi lizerine biiyiik bir olumsuz
etki yapan rosacea hastaliginin tan1 ve tedavi segenekleri smirhidir ve ¢ogunlukla
geleneksel tedaviye direnglidir. Mevcut literatiir verileri rosacea ve bagirsak
mikrobiyomu iliskisi i¢in henliz hazirlik asamasinda olup, net bir cevap
verememektedir. Bu uzmanlik tezi ¢alismasinin amaci; rosacea hastaligi ile bagirsak
mikrobiyomu arasindaki iliskileri belirleyerek rosacea patogenezine 11k tutmak, yeni
tan1 ve tedavi yaklasimlarina yardimer olmaktir. Bunun i¢in rosacea tanili hastalarin
bagirsak mikrobiyomu ile saglikli goniilliilerin bagirsak mikrobiyomu arasinda
farlilik olup olmadigi, varsa one c¢ikan mikroorganizmalarin hangileri oldugu

arastirilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ROSACEA TANIM

Rosacea, populasyonun yaklasik % 10’unu etkileyen, etiyolojisi tam olarak
bilinmeyen yaygin bir kronik inflamatuar dermatozdur. Semptomlar, genellikle
alevlenme ve gerileme donemleri arasinda dalgalanan, ¢esitli kombinasyonlarda ve
ciddiyette bulunur (Tan et al, 2016). Rosacea, 30 ile 50 yas arasindaki bireyleri
etkiler ve agirlikli olarak kadinlari etkileme egilimi gosterir (Powell 2005, Steinhoff
etal. 2013).

Morfolojik 6zelliklere dayanarak, rosacea genellikle dort ana alt tipe ayrilir: eritema
telenjiektazik (ER), papulopustiler (PR), fimatdz (FR) ve okiler (OR) (Wilkin et al.
2002, Wilkin et al. 2004). Ginliik klinik uygulamada, hastalar genellikle birden fazla
rosacea alt tipinin morfolojik 6zelliklerine sahiptir ve hastalar yanma, batma, kasinti
semptomlari ile yiizdeki cildin artan hassasiyetinden sikayet etmektedirler (Wilkin et
al. 2004). Klinik formlarin g¢esitliligi rosacea patofizyolojisinin anlagilmasini
zorlagtirmigtir. Cesitli gevresel uyarict ve endojen faktorlerin artmis dogal immin
yanitt ve anormal norovaskiiler sinyali uyardigi gosterilmistir (Yamasaki and Gallo
2009, Steinhoff and Bergstresser 2011, Steinhoff et al. 2013, Two et al. 2015).

Hastalar genellikle kizariklik ve hassas cilt sikayetleriyle bagvurur. Rosacea'nin tanisi
icin, yiiziin digbiikey bdolgelerinde yogunlasan birincil 6zelliklerden bir veya daha
fazlas1 gereklidir. Birincil 6zellikler; kizarma (gegici eritem), transdermal eritem,
papll ve pustil ve telenjiektazidir. ikincil 6zellikler arasinda yanma veya batma,
o0dem, plaklar, kuru gérunum, okuler bulgular, periferik lokasyonlar ve fiemat6z
degisiklikler yer alir (Culp and Scheinfeld 2009).



Klinik ozelliklerinin akneye ¢ok benzemesi nedeni ile erigskin aknesi veya akne
rosacea gibi isimler de verilmekle birlikte rosacea; halk arasinda siklikla ‘giilleme’
veya ‘giil hastalig1’ olarak adlandirilmaktadir (http://www.
http://turkdermatoloji.org.tr), (Erisim tarihi: 10 Agustos 2018).

2.2. EPIDEMIiYOLOJi

Rosacea; siklikla 30-50 yaslar1 arasinda ortaya ¢ikan, kronik inflamatuar bir
hastaliktir. Hastaligin prevelans: ile ilgili literatiir bilgisi olduk¢a degisken olup,
erigkin populasyonda bu oran %1-20 arasinda bildirilmistir. (Blount and Pelletier
2002, Powell 2005, Wollina 2011). Rosacea alt tipleri arasinda en sik ETR ardindan
PPR’nin goriildiigli, FR’nin ise ¢cok daha nadir goriildigi bildirilmistir. (Barco and
Alamor 2008).

Rosacea, kuzey ve batt Avrupa kokenli insanlarda daha yaygindir. Hastalik diger
etnik kokenlerde daha az goriliur (Halder et al. 2003). Rosacea genellikle 20'li
yaslarindaki hastalarda kizariklik olarak kendini gosterir, 30'lu yaslarinda hastalar
icin zahmetli hale gelir ve daha sonra ilerlemeye devam edebilir (Berg and Liden
1989).

Rosaceade; cinsiyet dagilimi konusunda da farkli bildirimler vardir: kadin/erkek
hasta orani 1/1 - 3/1 olarak bildirilmistir (Blount and Pelletier 2002, Barco and
Alamor 2008, Elewski et al. 2011, Tuzun et al. 2014). Pediatrik rosacea heniiz iyi
tanimlanmamig bir durumdur ve kizarma ve eritemi ‘saglikli bir parilti’ olarak

tanimlama egiliminden dolayr biiyiik olasilikla vakalar rapor edilmemektedir

(Kroshinsky and Glick 2006).
2.3. PATOGENEZ

Rosacea’nin patofizyolojisinde yer alan molekiler mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamistir ve genetik bir predispozisyona sahip multifaktoriyel etiyoloji
muhtemeldir. Mikroorganizmalar, ultraviyole (UV) radyasyon, beslenme, asiri
sicakliklar, deri bariyer yapisinda bozulma, psikososyal stres ve hormonlar gibi

tetikleyicilerin, artmis dogal bagisik yaniti ve/veya norovaskiiler diizensizligi



uyarabilecegine dair kanitlar vardir (Elewski et al. 2011, Steinhoff et al. 2013, Del
Rosso et al. 2013).

Hastalik i¢in bazi tetikleyici faktorler: (Cohen and Tiemstra 2002, Barco and Alamor
2008, Yamasaki and Gallo 2009, Erdem and Metin 2012, Chauhan and Ellis 2013,
Steinhoff et al. 2013, Tlzin et al. 2014).

e Sicak/soguk/rizgarl hava sartlar

¢ Giinese maruziyet

o Deri veya gastrointestinal sistem iginde bulunan mikroorganizmalar
(Demodex folliculorum, Helicobacter pylori, enfeksiyon, bakteriyel
enfekisyonlar)

e Cikolata / peynir / kuruyemis / aci-baharatli gida tiikketimi

o Alkol tuketimi

e Sigara

e Menapoz / Menstilirasyon

e {laclar : amiadaron, topikal kortikosteroidler, bazi vitaminler

e Bazi kozmetik {iriinler ve cilt bakim iirtinleri

e Yorucu egzersiz

e Emosyonel stres

Rosacea patogenezinde onemli rolii oldugu diigiiniilen baslica mekanizmalar

sunlardir:
2.3.1. Genetik Predispozisyon

Ailesinde rosacea 0ykusi olan bireylerde rosacea gelisme olasiliginin daha yiiksek
oldugu gozlenmistir (Abram et al. 2010). Yakin zamanda yapilan genomik iligki
caligmalar1 ile, (¢ insan lokosit antijeni (HLA) alleli ve iki tek nukleotid
polimorfizminin rosacea ile iligkili oldugunu belirlenmistir (Nicholson et al. 2007).
Ayrica rosacea iliskili HLA genleri, tip I diabetes mellitus ve ¢olyak hastaligi da
dahil olmak {iizere, otoimmiin hastaliklara olan baglantilara sahiptir (Rainer et al.

2017).



2.3.2. Reaktif Oksijen Radikallerine Maruziyet

Reaktif oksijen radikalleri, oksidatif doku hasarina yol agabilen molekiillerdir. Bu
radikallerin rosacea ile iliskili inflamatuar yanitta merkezi bir role sahip oldugu
varsayllmaktadir. Rosacea hastalarina ait deri Orneklerinde kontrollerle
karsilastirlldiginda yiliksek diizeyde reaktif oksijen radikallerinin bulundugu
saptanmistir. Reaktif oksijen radikallerinin rosacea hastalarinin cildinde meydana
getirdigi inflamasyon mekanizmasi su sekilde agiklanabilir; reaktif oksijen radikalleri
ile ortaya c¢ikan asir1 oksidatif stres dogal savunma mekanizmalarini deaktive eder.
Bu deaktivasyon sonrasinda bu radikaller protein ve lipidlerin oksidatif ve kimyasal
modifikasyonuna yol agar. Bunun sonucunda rosaecea hastalarinda goriilen lipid
degisimi meydana gelmis olur.(Erbagc1 2005, Fimmel 2008, Jones 2009, Yamasaki
and Gallo 2009, Erdem and Metin 2012.).

2.3.3. Norojenik inflamasyon ve Vaskiiler Hiperreaktivite

Kutan6z norobiyoloji kavrami, cildi sinir, bagisiklik ve endokrin sistemi ile birbirine
baglayan yakindan iligkili mono ve/veya ¢ift yonlii yolaklarin kompleks bir agini
icerir. Bu ag, hiicresel gelisim, biiyiime, farklilagsma, vasoregulasyon ve imminolojik
siregler ve l0kosit alimi veya ndrojenik iltihaplanma gibi cesitli fizyolojik ve
patofizyolojik fonksiyonlar1 diizenler (Peters et al 2006, Arck et al. 2006, Zouboulis
2009, Peters 2016). UV radyasyonu, mikrobiyal antijenler, travma, duygusal stres,
endojen hormonlar dahil olmak (zere, bu etkenlerin rosacea hastalarinda
norotransmitterlerin  salimmini tesvik edebilirmektedir. Bu da vazodilatasyona,
kizarmaya ve artmis cilt duyarlilifina, batma, kasintiya ve daha diisiik agr1 esigine

katkida bulunabilir (Steinhoff et al. 2013, Salzer et al. 2014).
2.3.4. Enfeksiyoz Etkenler

Demodex tiirlerinin rosacea patogenezinde rolii oldugu disiiniilmektedir. Bazi
calismalar Demodex tirlerinin, burun ve yanaklar da dahil olmak Uzere rosaceadan
etkilenen deri bolgelerinde tercihli olarak bulundugunu ileri siirmektedir (Bonnar et

al 1993). Arastirmalar ayrica Demodex antijenlerinin rosacea hastalarinda yardimci



indiikleyici T  hiicre infiltratlarinin  immiin ~ yanmitt ile  sonug¢landigini
diistindirmektedir. Bunun yan1 sira Helicobacter pylori, Staphylococcus epidermidis
ve Chlamydia pneumoniae gibi diger mikroorganizmalarin roliinii gosteren tartismali

calismalar da vardir (Lazaridou et al. 2011).
2.3.5. Anormal Dogal Immiin Yamit ve Antimikrobiyal Peptidler

Dogal (0zgul olmayan) bagisiklik sistemi, epitelyal yiizeyleri enfeksiyona, fiziksel
veya kimyasal travmaya karsi korur. Sistemde tolllike reseptorler (TLR'ler)
mikrobiyal bilesenlere, kimyasal ve fiziksel travmaya cevap vermektedir. TLR
aktivasyonu, antimikrobiyal peptitlerin (AMP’ler) salgilanmasi dahil anti-patojen
sinyal kaskadlarinin indiiksiyonuna yol agar. AMP’ler; dogal immiin sistemin énemli
bir pargasi olarak viicut yiizeyinin patojenlere karsi, spesifik olmayan korunmasinda
rol oynayan peptitlerdir (Meylan et al. 2006, Fimmel et al. 2008, Yamasaki and Gallo
2009, Erdem and Metin 2012). Calismalar gostermektedir ki; TLR ailesinin bir {iyesi
olan TLR2, rosacea cildinde yiiksek oranda eksprese edilmektedir. Bu artis ekstrinsik
uyaranlara karsi artan TLR2 aktivasyonu ile iligkilidir (Schauber and Gallo 2008,
Yamasaki and Gallo 2009). Bu bulguyla benzer sekilde rosacea hastalarinda,
cathelicidin AMP’ininin ve onun aktif formu olan LL-37'ye ayrilmasindan sorumlu
baskin bir serin proteaz olan kallikrein KK5’in ekspresyonunda artmis olmaktadir
(Yamasaki et al. 2007, Yamasaki and Gallo 2009). Lokosit kemotaksisi,
anjiyogenezin tesviki ve NF-kB'nin aktivasyonu gibi LL-37 ile indiklenen etkiler,
fasiyal eritem, telenjiektaziler ve papuller ve pustiller gibi rosaceanin morfolojik
ozellikleri ile iligkilidir (Yamasaki et al. 2007, Two et al. 2015).

2.4. ROSACEA KLINIiGi

Hastalar genellikle yanma, kizarma ve hassas cilt sikayetleriyle basvururlar. Tanidan
once bu semptomlardan habersiz olabilirler, ancak rosaceayi indikleyen veya
siddetlendiren cesitli tetikleyiciler veya faktorler mevcuttur (Pray and Pray 2004,).
Rosacea oncelikle yanak, burun, alin ve ¢ene gibi yuzin merkez boélgelerini etkiler.
Hastada eritem, yiiz kizarmasi, papiil, pustil ve telenjiektazi gorilir (Elewski et al.
2011 Schlesinger and Powell 2013). Hasta ayrica cildin sismesi ve piiriizliiliigiinden,

batma veya yanma hissinden de sikayet edebilir. Rosacea, hastanin yasam kalitesinin



azalmasina neden olan sekil bozucu etkilere sahip olabilir (Powell 2005, Elewski et
al. 2011).

2.4.1. Rosacea Major Alt Tipleri

2002 yilinda, Amerikan Ulusal Rosacea Toplulugu Uzman Komitesi (NRSEC)
tarafindan rosacea 4 alt tipte siiflandirilmistir (Tablo 1) (Wilkin et al. 2002,
Crawford et al. 2004, Norwood and Norwood 2007).

Tablol. Rosacea alt tipleri ve 6ne ¢ikan Klinik 6zellikleri

Alt tip Klinik Ozellik

Eritema telenjiektazik Rosacea | 10 dakikadan uzun siireli kizarma
Yanma, batma, kizariklik
Kalici eritem

Telenjiektaziler

Papulopustller Rosacea Kalici eritem ve 6dem

Yuzin merkezi bolgelerinde kii¢iik asindirict
puastdller

Kiigiik, kubbe seklindeki eritematdz papiiller
Fimatoz degisiklikler

Fimat6z Rosacea Dizensiz yilizey kontrleri ile cildin kalinlasmasi

Burun, ¢ene, alin, goz veya goz kapaklarimi etkiler

Okdler Rosacea Gozde yanma, batma ve kaginma hissi
Is1ga hassasiyet

Yabanci cisim hissi

Blefarit

Konjonktivit

2.5. TANI

NRSEC tarafindan 2002 yilinda yayinlanan raporda rosacea i¢in primer ve sekonder
belirtiler tanimlanmig, primer veya sekonder belirtilerden en az birinin varlig1 tan

icin yeterli bulunmustur (Wilkin et al. 2002, Wilkin et al. 2004).




Rosacea'nin teshisi i¢in, yiiziin digbiikey bolgelerinde yogunlasan asagidaki primer
belirtilerden bir veya daha fazlasi gereklidir: kizariklik (gegici eritem), transdermal
eritem, papil ve pistul ve telenjiektazi. Sekonder belirtiler arasinda yanma veya
batma, 6dem, plaklar, kuru gorinim, okiler bulgular, periferik lokasyonlar ve
fiematoz degisiklikler yer alir (Culp and Scheinfeld 2009).

Bunun yani sira bazi klinisyenler rosaceanin uygun tani ve tedavisini belirlemek igin
evreleme kullanmaktadir (Tablo 2) (Pray adn Pray 2004, Crawford et al. 2004).

Tablo2. Rosacea evreleri

Pre-rosacea Kizariklik

Irritasyon

Evre 1 Gegici eritem
Hafif telenjiektaziler

Artmis hassasiyet

Evre 2 Kalic1 ve yayilan eritem
Endema, papul, pustul
Biiylimiis gozenekler

Okiiler degisklikler

Evre 3 Doku hiperplazisi, fibroplaziler
Buyuk inflamatuar noduller ve furonkil

Rinofima

Rosacea igin spesifik tanisal bir test yoktur. Rosaceanin tanisi, hastanin ortaya
koydugu belirtiler ve semptomlarla konur, ¢cogu dermatolojik rahatsizliklar benzer
semptomlara sahip oldugundan, genellikle guctur (Napierkowski 2016).

2.6. AYIRICI TANI

Rosacea klinigi, acne vulgaris, seboreik dermatit, sistemik lupus eritematozus (SLE),
diskoid lupus eritematozus (DLE) ve folikiilit dahil olmak iizere diger bazi durumlar
ile karigtirillabilir. Acne vulgaris komedonlar ve kistler tarafindan ayirt edilirken,
rosacea daha fazla eritem ve telenjiektaziye sahiptir. Seboreik dermatit kaslari,

nazolabial kivrimlari, kulaklar etkiler ve kasinti sikayeti ile pullagir. Rosacea ve
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seboreik dermatit siklikla ¢akisir. Fakat bununla birlikte, rosacea hastalarinda nadiren
yuzunde kasint1 sikayeti vardir. SLE'deki dokunti papuller veya pustuller icermez ve
DLE lezyonlar siklikla kabuklu ve pulludur. Folikdlit de yaygin olarak merkezi yiize
degil, sac folikullerine etki eder (Hoag and Raspa 2007, Scheinfeld and Berk 2010).

2.7. TEDAVI

Hastaligin karmagikligindan Gtiirii, rosacea yonetimi genis bir terapdtik modalite
yelpazesini kapsar. Semptom siddeti, relapslar ve hastaligin tipik ilerleyici
dogasindaki dalgalanmalar, mevcut tedavi secenekleri ve bunlarin uygun
kullanimlar1 hakkinda tam bir anlayis gerektirir (Chauhan and Ellis 2013). Rosacea
tedavisi, semptomlar1 azaltmay1 veya hafifletmeyi amaglamaktadir; su anda durum

icin bilinen tam bir tedavi yoktur (Napierkowski 2016).
Rosacea tedavisinde kullanilan yontemler:
2.7.1. Yasam Tarz Degisikligi

Tedavinin ilk amaci hastaya semptomlar1 iireten yaygin tetikleyiciler hakkinda
egitmektir: soguk, sicak, gilines 15181, alkol, stres, baharatli yiyecekler ve kozmetik
urinler gibi. En o6nemlisi, ciddi belirtilerin O0nlenmesi ve yasam kalitesinin

artirabilmesidir (Napierkowski 2016).
2.7.2. Topikal Tedaviler

Hafif ile orta dereceli rosacea hastaliginda topikal tedavi yaklasimi ilk hat olarak
kabul edilir. Metronidazol, azeleik asit, ivermektin rosacea'nin enflamatuar
lezyonlarini tedavi etmek i¢in FDA tarafindan onaylanmistir ve ¢ogu hasta tarafindan
genellikle iyi tolere edilir. Brimonidine tartarat rosacea ile iliskili kalici yiiz
eriteminin topikal tedavisi i¢in ilk ilag olarak onaylandi. Brimonidin jel,
vazokonstriktif aktiviteye sahip secici bir a2-adrenerjik reseptdr agonistidir, bu da
hastalarin ¢ogunda persistan yiiz eriteminin azalmasmna Yol acar. Sodyum
stlfasetamid; % 5 kikirt iceren veya icermeyen formulasyonlar: (temizleyici, krem,
jel, losyon) papilopustiler rosaceayr kontrol etmek igin uzun yillardir
kullanilmaktadir, fakat smirli etkinlik verisi nedeniyle FDA tarafindan

onaylanmamistir. Makrolidler ve makrolid analoglari, permetrin, retinoidler, topikal
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kalsindrin inhibitorleri ise tercih edilen diger topikal ajanlardir (Thiboutot et al. 2003,
Fowler et al. 2012, Stein et al. 2014, Rainer et al. 2017).

2.7.3. Sistemik Tedaviler

Rosacea tedavisi i¢in c¢esitli doz rejimlerinde oral tetrasiklin ve doksisiklin
kullaniminin yaygin olmasina ragmen, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)
tarafindan enflamatuar rosacea lezyonlarini tedavi etmek i¢in onaylanan tek oral
ajan, 2006 yilinda onaylanan modifiye edilmis bir doksisiklindir. Uygun dozajdaki
bu doksisiklin antimikrobiyal etkiler olmadan anti-enflamatuar etki saglar; in vivo
mikrobiyolojik calismalar, oral kavite, deri, bagirsak sistemi ve vajinada bakteriyel
flora Uzerinde uzun sureli etki gostermemistir. Tetrasiklinleri kullanamayan
enflamatuar rosacea hastalarinda, etkinlik ve gilivenlik verilerinin sinirli olmasina
ragmen oral azitromisin bir alternatif gibi goriinmektedir. Daha siddetli veya inatci
papulopustiler ve erken dénemde fimatdz rosacea vakalarinda oral izotretinoin
tedavisi gerekebilir (Modi et al. 2008, van Zuuren and Fedorowicz 2016, Rainer et al.
2017).

2.7.4. Cerrahi Tedaviler

Rinofima tedavi edilmeyen rosaceade granilomat6z infiltrasyonun neden oldugu
burnun biyiik, siskin, kirmizi/eritemli gorinimi icin agiklayict bir terimdir.
Mekanik dermabrazyon, karbondioksit lazer yizey yenileme ve cerrahi tras
teknikleri, rinofimanin kozmetik iyilesmesini saglayabilir (Cohen and Tiemstra
2002).

2.7.5. Fototerapi

Giincel arastirmalar ile, rosaceanin eriteminde etkili olan 151k bazli tedaviler
bulmustur. Multiplex lazer yontemi eritem ve telenjiektazinin azaltilmasinda etkili
bulunmustur. 550 ile 670 nm dalga boyundaki lazer, 0zellikle ER icin etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (Larson and Goldman 2007, Kawana et al. 2007).

2.8. MIKROBiYOM

Mikrobiyota terimi (komensal veya normal flora) aslinda, viicudumuzda yasayan

komunal, simbiont ve potansiyel olarak patojenik mikroorganizmalarin ekolojik bir

12



toplulugunu temsil etmesi anlamina gelmektedir. Mikrobiyom terimi orijinal olarak
bu ekosistemdeki tiim genomlar1 temsil edecek sekilde tiiretilmistir, ancak genellikle
mikrobiyota ile birbirinin yerine kullanilmaktadir (Sekirov et al. 2010, The Human
Microbiome Project Consortium 2012, Ding and Schloss 2014, Sirisinha 2016).

Bagirsak mikrobiyomumuz, gastrointestinal sistemimizde (GIS) kolonize eden genis
bir bakteri, virlis, mantar ve protozoa toplulugudur (lpci et al. 2017). Bu
mikroorganizmalardan olusan topluluk, insan hiicrelerin 10 kat1 hiicre ve konakgidan
150 kat daha fazla genetik materyal igerir (Wu and Lewis 2013, Ipci et al. 2017).
Metagenomiksteki son gelismeler, yiksek verimli DNA sekanslama teknolojisinin
ortaya ¢ikist mikrobiyomun insan sagligi ve patolojisi iizerindeki dinamik etkisini

anlamamizi saglamistir (Moore-Connors et al. 2016, Sirisinha 2016).

Bagirsaklarimizda bulunan 1000'den fazla bakteri tirinde ana filum; Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria ve daha az oranda Verrucomicrobia
seklindedir. Guniimuzde insan mikrobiyotasinin énemli 6l¢iide kisinin kendi hayati
donemince ve kisiler arasinda varyasyonlar sergiledigi iyi bilinmektedir, ancak
herhangi bir yetiskin bireyde mikrobiyota yillar boyunca nispeten sabit kalmaktadir
(Sekirov et al. 2010, The Human Microbiome Project Consortium 2012, Ding and
Schloss 2014, Sirisinha 2016).

GIS mikrobiyotas1 (kolonda 10*e kadar, ince bagirsakta yaklasik 10°), oral kavite ve
diger bolge mikrobiyotalarina oranla oldukga stabildir. Bununla birlikte, konagin
yast, dogum sekli, diyet aligkanliklari, hijyen, antibiyotik kullanimi ve yasadigi

cografya gibi ¢evresel maruziyetlerle nemli 6lglide degisir (Sirisinha 2016).

Mikrobiyom ¢aligmalarinin baglangici ¢ok eskiye dayanmamaktadir. 2007 yilinin
sonunda “Insan Mikrobiyom Projesi” (Human Microbiome Project-HMP),
mikrobiyota tizerindeki yayinlarin logaritmik bir artisina yol agmistir (The Human
Microbiome Project Consortium 2012, Ding and Schloss 2014, Sirisinha 2016).

2.8.1. Disbiyozis ve Hastaliklar

Mikrobiyom, enerji hemostazisi ve metabolizmasi, vitaminlerin ve diger besinlerin
sentezi, endokrin sinyallemesi, enteropatojen kolonizasyonunun 0Onlenmesi,

bagisiklik fonksiyonunun diizenlenmesi ve ksenobiyotik bilesiklerin metabolizmasi
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dahil olmak Uzere hayati fizyolojik ve immunolojik sureclere katilir (Nicholson et al.

2012, Barko et al. 2018). Bir¢ok gastrointestinal ve sistemik hastalik, anormal

bagirsak mikrobiyal topluluklari ile iliskilendirilmektedir. Patogenezi tam olarak

aydinlatilamamis olmakla beraber, mikrobiyom ile konak¢1 metabolik ve bagisiklik

sistemleri arasindaki karmasik etkilesimler yoluyla etkiledigi diisiintilmektedir (Sekil

1) (Barko et al. 2018).

Mukozal imminolojik hemostazin korunmasi milyarlarca zararsiz mikroorganizma

ve nadir, patojen istilacilar arasinda ayrim yapilmasini gerektiren muazzam bir

gorevdir. Hem dogal hem de adaptif immiin yanitlar, yabanci mikrobiyal ve diyet

antijenlerine slirekli maruz kalma karsisinda patojen kolonizasyonunu ve dogrudan

lokal ve sistemik inflamatuar yanitlari 6nlemeye ¢alisir (Barko et al. 2018).

(=4 ' @
° ' o
@ ® . | misin

LSCRAS o R ® o [vscras
—

IL-17
22
Proinflamatuar

LPS
Bakteriyel
antijen

e— IL-10

Antiinflamatuar

IFNy:

8 Proinflamatuar

Sekil 1. Disbiyotik ve saglikli GIS mikrobiyomu (Barko et al. 2018’dan

uyarlanmigtir.)

A) Saghkh bireylerde;

Pro- ve anti-inflamatuar sinyaller, komensal organizmalarin tanindigi ve
tolere edildigi sekilde dengelenirken, patojenlerin mukus tabakasina ve alttaki
epitelyumun igine girmesi engellenir.

SCFA'lar epitelyum siki baglantilarini giiclendirir ve mukus tabakasinin

iretimini uyarir.

14



e Kommensal organizmalar, naif T-lenfositlerinin anti-inflamatuar ve
immiinomodiilator sitokinleri salgilayan Treg hiicrelerine olgunlagmasini
tesvik eden dendritik hicreler ve epitelyal M hiicreleri tarafindan kabul edilir.

e Lenfositler, antimikrobiyal defensinleri salgilamak icin tstteki epitelyal
hiicreleri uyarir.

B) Disbiyotik bireylerde;

e Dishiyozis yerlesik mikrobiyotadaki cesitliligin azalmasi ile karakterize
edilir.

e Dendritik hiicreler ve M hiicreleri tarafindan degisen bir antijenik ortamin
taminmasi, naif T hicrelerinin her ikisi de pro-enflamatuar sitokinleri
salgilayan Th1 ve Th17 hiicrelerine olgunlasmasiyla sonuglanir.

e Degistirilmis mikrobiyal metabolizma (Ornegin, azaltilmis kisa zincirli yag
asidi-SCFA iiretimi), bagirsak mikrobiyal topluluklarini stabilize eden ve
patojenler tarafindan kolonizasyonu onleyen mukus tabakasi gibi konake1

koruyucu faktorlerin bozulmasini tesvik eder.

GIS mikrobiyomu, sindirim sistemi hastaliklari {izerine bagirsak epiteli, peristaltizmi
gibi bir¢ok kilit noktadaki rolii ile etkilidir. Bunun disinda inflamasyon, bagisiklik
sistemi, beslenme ve endokrin sistem Uzerine olan etkileri nedeniyle, sindirim sistemi
disinda da ¢ok sayida hastaligin patogenezinde etkilidir (Bjorkstén 2001, Vrieze et
al. 2010).

GIS  mikrobiyomundaki  degisiklikler ile iliskilendirilmis  hastaliklardan
aragtirmalarda en sik yer verilmis olanlar ve mikrobiyomdaki degisiklikler Tablo
3’de ozetlenmistir (Clemente et al. 2012, Taneja 2014, Mell et al. 2015, Cenit et al.
2015).
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Tablo 3. intestinal mikrobiyom kompozisyonundaki degisiklikler ve iliskilendirildigi
bazi hastaliklar (Yilmaz ve Altindis 2017)

Hastalik Mikrobiyomdaki Degisiklik Etki

Allerji Lactobacillus spp. azalma Erken kolonizasyon,
Bifidobacterium adolescentis allerjik mediyatorlerin
azalma olusumunda/azalmasinda
Clostridium difficile azalma onemlidir.

Helicobacter pylori azalma

Colyak Bacteroides vulgatus artis Erken yasta kolonizasyon
Escherichia coli azalma oranlari, glutene oral
Clostridium coccoides azalma toleransa sebep

olabilmektedir.

Otizm Bacteroidetes artis Kontrol grubuyla
Proteobacteria artig karsilastirma sonucu
Actinobacteria azalma azalmis bakteriyel ¢esitlilik
Firmicutes azalma mevcuttur.

Obezite Bacteroidetes azalma Bagirsakta artan Gram
Lactobacillus artis negatif bakteri orani,
Firmicutes/Bacteroidetes oran1 | dolasimda lipopolisakkarit
azalma artigina sebep olur. Bu da
Methanobrevibacter smithii kronik endotoksemi ve
azalma insiilin direncini dogurur.

Tip 2 Diyabet Firmicutes azalma Bagirsakta artan Gram

Clostridium azalma

Bacteroides-Prevotella artis

Clostridia coccoides-
Eubacterium rectale azalma

Betaproteobacteria artig

Bacteroidetes/Firmicutes orani
artis

negatif bakteri orant,
dolasimda lipopolisakkarit
artisina sebep olur. Bu da
kronik endotoksemi ve
instilin direncini dogurur.

Romatoid Artrit

Bifidobacteria azalma

Bacteroidetes azalma

Bagisiklik sistemi Uzerine
etkilidir. Baz1 bakteriyel
metabolitler, pro-
inflamatuvar molekullerin
uretilmesini tetikleyebilir.

Tip 1 Diyabet

Bacteriodes artis

Firmicutes azalma

Akkermansia azalma

Azalmis intestinal
permeabilite ve
inflamasyon sonrast,
pankreas beta hiicre hasari
olusur.

Hipertansiyon

Veillonellaceae azalma

Artmis plazma asetat ve
heptanoat seviyeleri ile
mikrobiyota
kompozisyonu, kan basinci
artisi ile iligkilidir.
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2.8.2. Bagirsak-Beyin Etkilesimi

Bagirsak mikrobiyotasinin beyin fonksiyonlarinin sekillenmesinde etkili bir roliiniin
olmasi, son yillarda ¢ok sayida arastirmacinin dikkatini ¢eken yeni, glncel bir
konudur. HMP sonuglari degerlendirildiginde bazen, bagirsak biitiinligi ve
etkinliginin diizensiz / sorunlu olusunun beyin fonksiyonlarini etkileyebilecegi
gozlenmistir (Collins et al. 2012, Mayer et al. 2014, Thakur et al. 2014, Dinan et al.
2015, Sherwin et al. 2016 ).

Bu noral ve hormonal sinyaller, bagisiklik ve endokrin sistemleri gibi diger
kaynaklardan faktorlerle birlikte, bagirsak efektor hiicrelerinin aktivitelerini
diizenleyebilir. Bagirsak mikrobiyotasinin etkisi altinda, GIS kanalindaki bu ayni
hicreler, merkezi sinir sisteminin aktivitesini dlzenlemek icin geri sinyal
gonderebilir. Bagirsaktaki bircok bakteri tiiriinin, ndrotransmitterlere ve
noromodiilatorlere cevap verebilen reseptérlere sahip oldugunu gosteren kanitlar
vardir. Aymi sekilde, mikrobiyota elemanlar1 biyolojik olarak aktif nérokimyasal
benzeri maddeler, 6rnegin serotonin, asetilkolin, melatonin ve histamin Uretme
kabiliyetine sahiptir. Bu molekiiller, enterik sinir sistemi (ENS) ve vagus siniri
aktivitesini ve fonksiyonunu module edebilir ve bu mediatérler merkezi sinir sistemi
tarafindan algilanabilir. Aym sekilde SCFA'lar gibi GIS mikrobiyotasindan gelen
biyoaktif metabolitler de ENS'yi ve otonom sinir sistemini uyarir (Collins et al. 2012,
Mayer et al. 2014, Thakur et al. 2014, Dinan et al. 2015, Sherwin et al. 2016) Bu da
bagirsak mikrobiyotasi ile norolojik ve psikiyatrik bozukluklar, drnegin depresif
davraniglar, kaygi, duygudurum bozuklugu, hatta otizm gibi sosyal ve gelisimsel
bozukluklar arasindaki olasi bir baglantiy1 agiklar (Sekil 2) (Sekirov et al. 2010,
Foster et al. 2013, de Theije et al. 2014, Sherwin et al. 2016).

Insan cildinin ve uzantilarinin, ¢ok gesitli néroendokrin uyaranlarm hedef organlar
oldugu g6z oniine alindiginda nérohormon ve ndropeptidlerin serum seviyesindeki
GIS hastaliklarla iliskilendirilmis anormallikleri sadece merkezi sinir sistemi
hastaliklar ile degil, cilt saglig1 ve dermatoz olusumu ile de iliskilidir (O’Neill et al.
2016).

GIS mikrobiyotasi, enterik sinir sisteminden beyne sinyal iletebilen ve davranisi

etkileyebilen norotransmitterlerin (GABA, serotonin, dopamin) Uretimini ve ifadesini
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uyarir. Bu mediyatorler ayn1 zamanda bagirsak bariyerinin ve siki biitiinligiinii de
etkileyebilir, bu da bagirsak gecirgenligini ve mukozal immiin yanit1 diizenler. Ters
yonde, beynin stres ve duygu sinyalleri, mukus retimini modile edebilir, biyofilm
olusumunu diizenler ve antimikrobiyal peptitlerin iiretimini diizenleyebilir, ayrica
bagirsak gecirgenligini ve hareketliligini diizenleyebilir. GIS kanalinda iiretilen ve
salman noradrenalin, bakteri-bakteri iletisimi {izerinde bazi etkileri olabilecek
bakteriyel gen ekspresyonunu etkileyebilir. Bu karsilikli etkilesim, bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimini, gesitliligini ve zenginligini degistirebilir (Dinan et al.
2015, Sherwin et al. 2016 ).

Psikolojik bozukluklar
Otizm

Stres ‘.'9;.' o Yalnizhk
%& «——  Kognitif bozukluk

.. A .. //‘ \\ Noroendokrin sistem
Noro-endokrin-immiin

NoOroimmiin sistem

Mediatorler Bagirsak-beyin Akst " ppa Jke
ENS
Vagus siniri
Mikrobiyota e \J/ /’

o2\
/J-\ +«——— Disbiyozis o s TSN

e

inflamatuar sitokinler .
Noromodiilatorler bl Gis diizensizligi
Mikrobiyal metabolitler
Diet

Sekil 2. Mikrobiyota-Bagirsak-Beyin Etkilesimi (Sirisinha 2016’dan uyarlanmustir.)
2.8.3. Bagirsak-Cilt Etkilesimi

Hem cilt hem de bagirsak immiin ve endokrin sistemlere tamamen entegre olan
kompleks immiin ve ndéroendokrin organlardir. Tiim organizmanin homeostazisi ve
sagkalimi i¢in hem cildin hem de bagirsaklarin diizgiin ¢alismasi gereklidir (O'Neill

etal. 2016 ).

Hem diyet hem de gastrointestinal hastaliklarin cilt {izerinde etkileri wvardir.

Tanimlanmis dermatozlar, secilmis gastrointestinal hastaliklar ile giiglii bir iliski
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gostermektedir. Oncelikli olarak bagirsaklari etkileyen bircok durumun deride de
belirtileri vardir. Rosacea hastalar1 incelendiginde bagirsak disbiyozisi, H. pylori
enfeksiyonu ve intestinal bakteriyel asir1 biiylime varliginin ciltteki yansimalarinin
papiil, pistiil ve eritem oldugu diistintilmustir (O'Neill et al. 2016, Parodi et al.
2008).

GIS mikrobiyomu "sanal organ", cilt dahil olmak iizere diger organ sistemlerini
etkileyebilen blylk immunolojik etkiye ve metabolik kapasiteye sahiptir. Cilt-

bagirsak etkilesimindeki olas1 mekanizmalar:

1. Bagirsak mikrobiyotasi, hem yararli hem de olumsuz etkilere sahip
molekdlleri sentezlemek icin blylk bir kapasiteye sahiptir, bu molekuller
dolasima erisebilir ve cilt gibi uzak bélgeleri etkileyebilir. Ornegin serbest
fenol ve p-krezol bagirsak bakterileri tarafindan 6zellikle de, Clostridium
difficile tarafindan Uretilebilen aromatik amino asitlerin metabolitleridir.
Gunimuzde p-krezol disbiyotik bagirsak icin  biyobelirtectir.  Son
zamanlardaki kanitlar, serbest fenol ve p-krezoliin dolasima erisebildigini ve
tercihen L-tirozin agisindan zengin bir diyetle beslenen farelerin derisinde
birikebildigini gdstermektedir. In vitro veriler, p-krezol ve fenolln,
keratinosit ekspresyonunu azalttigini, dolayisiyla epidermal farklilasma ve
epidermal bariyer fonksiyonunu etkileyebilecegini  diisiindirmektedir
(Dawson et al. 2011, Miyazaki et al. 2014).

2. Metabolitlerin yan1 sira, bagirsak bakterileri de muhtemelen disbiyotik
bagirsak vasitasiyla dolagima girebilir ve cilde gidebilirler. Bu teori ile tutarl:
olarak, son zamanlarda yapilan bir ¢alismada intestinal bakterilerin DNA's1,
psoriatik hastanin plazmasindan basariyla izole edilmistir. Karacigerdeki
fagositik Kupffer hiicrelerinin normalde bagirsak komensal bakterileri ve
bakteriyel uUrunlerini yakaladiklart ve bdylece sistemik inflamasyonu
onledikleri bilinmektedir. Bununla birlikte, karaciger giivenlik duvarinda
hasar, sistemik maruziyetin artmasina ve bagirsak komensallarina sistemik
bagisiklik aktivasyonuna yol acar. Kupffer hiicrelerinin islev kaybinin,
bagirsak Dbakterilerinin sistemik dolasima girmesine ve sonradan deri
patolojilerine yol agmasma ya da katkida bulunmasina izin verdigi

sOyleyenebilir (Balmer et al. 2015, O'Neill et al. 2016).
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Bagirsak mikrobiyotasinin ciltte etkili olacak sekilde bagisiklik sistemini
degistirdigi fikri, fare modeli ve goniillillerle yapilan caligmalar ile
gOsterilmistir. Psoriazisli 26 hastada yapilan bir ¢alismada, 6-8 hafta boyunca
probiyotik takviyenin dolagimdaki inflamatuar belirteclerin diizeylerine
etkilerinin arastirilmistir. Probiyotik takviyeli grupta, midahale sonrasinda
CRP ve TNF-alfa seviyelerinde yiiksek oranda azalma saptanmistir (Groeger
etal. 2013).

Saghk Hastalk
< ~=_ = Mikrobiyota - e
S | S - Disbiyozis
® ® " o ® _ e
Akdeniz Dieti - xS
Hormon Urokanik asit - Bati Dieti
NT, Treg SSS D vitamini .'
’ Yetersiz
1 isleme
— l
- - - - = 1—©©
T =0 1o — Proinflamatuar
B H = sitokinler

Sekil 3. Bagirsak-Cilt aks1 (O'Neill et al. 2016’dan uyarlanmustir.)

A) Saghkta

B)

Bagirsak ve mikrobiyota, dolasima girebilen ve cildi degistirebilen
metabolitleri, nérotransmitterleri ve hormonlar1 tiretir.

Diyet bilesenleri, cilde hem dogrudan hem de mikrobiyota tarafindan
islenerek erisebilir.

Cilt de, D vitamini gibi bagirsaklari modifiye edebilecek bir dizi kimyasal
uretir.

Disbiyozisde

Disbiyozis baz1 bakteri ve toksinlerinin bagirsak bariyerinden sizmasina
sistemik dolasima gecmesine neden olur.

Karacigerdeki yetersiz detoksifikasyon cilt igin proinflamatuar bir ortama
neden olur (Sekil 3).
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2.8.4. Bagirsak Mikrobiyomunun Cilt Hemostazindaki Rolii

Cilt, hemostaz durumunda iken sicaklik diizenleme, su retansiyonu ve daha birgok

fonksiyonlarimi etkin bir sekilde yerine getirir (Salem et al. 2018 ).

Henliz tam olarak aydinlatilamamis olsa da, bagirsak mikrobiyotasinin deri
hemostazi tizerindeki etkilerini gosterdigi mekanizmalar, bagirsaktaki kommensal
canlilarin sistemik bagisiklik {izerindeki modiilator etkisi ile iligkili goriinmektedir
(O’Neill et al. 2016). Baz1 bagirsak bakterileri ve metabolitleri; Bacteroides
fragilis'ten retinoik asit, polisakkarit A, Faecalibacterium prausnitzii ve Clostridium
kiime 1V ve Xl'ye ait bakteriler, anti-enflamatuar yanitlar1 kolaylastiran diizenleyici
T hucreleri ve lenfositlerin birikmesini tesvik eder (Forbes et al. 2015). Segmentli
filamentli bakteriler alternatif olarak pro-inflamatuar Th17 ve Thl hicrelerinin
birikmesini tesvik eder. SCFA'lar, 0zellikle bitirat, enflamatuar hicrelerin
proliferasyonunu, gog¢iinii, yapismasini ve sitokin {iretimini inhibe ederek immin

yanit1 bastirir (Meijer et al. 2010, Loser and Beissert 2012, Samuelson et al. 2015).

Ayrica bagirsak mikrobiyomunun, bagirsak kommensallerinin - metastaz1 ve
metabolitleri ile deri fizyolojisi, patolojisi ve bagisiklik yanitini dogrudan
etkileyebilecegine dair yeni kanitlar vardir (Samuelson et al. 2015; O’Neill et al.
2016). Bagirsak bariyerlerindeki diizensizlik durumlarinda, bagirsak bakterilerinin
yant sira bagirsak mikrobiyota metabolitlerinin kan dolasimina eristigi, deride
biriktigi ve deri homeostazini bozdugu bildirilmistir. Yapilan bir ¢aligmada intestinal
bakterilerin DNA's1, psoriatik hastanin plazmasindan basariyla izole edilmistir
(O’Neill et al. 2016). Bu bulgular bagirsak mikrobiyomu ve kesfedilmeye yeni
baglanmis olan cilt hemostazi arasinda daha dogrudan bir baglantinin kanitin1 temsil

etmektedir.

Bagirsak mikrobiyomunun deri mikrobiyomunu da etkiledigi goriilmektedir.
Propiyonat, asetat ve biitirat gibi lif fermentasyonu ile olusan SCFA’larin kutantz
immiin savunma mekanizmalarimi etkileyen bazi cilt mikrobiyomik profillerin
baskinligini belirlemede 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir. S. epidermidis ve

P. acnes, diger flora elemanlarindan daha genis SCFA kaymalarmi tolere ettigi
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bilinen kutandz kommensal bakterilerdir. Propionibacterium, agirlikli olarak asetat
ve propiyonik asit olan SCFA'lar iiretebilen bir cinstir. Propiyonik asit, en yaygin
toplum kokenli metisiline direncli Staphylococcus aureus olan USA 300'e kars1 derin
bir antimikrobiyal etki sergileyebilir. Bu da cilt hemostazini bozabilir. (Samuelson et
al. 2015, Schwarz et al. 2017). Tim bu bulgular bagirsak ve deri arasindaki

fonksiyonel etkilesimli bir mekanizma igin destekleyici kanitlar saglar.
2.8.5. Disbiyozis ve Cilt Dishemostazisi

Bir mikrobiyal dengesizlik durumu olan bagirsak disbiyozu, cilt fonksiyonunu
olumsuz etkileme potansiyeline sahiptir. Aromatik amino asitlerin metabolik Grlnleri
olan serbest fenol ve p-kresol Uretimi, 6zellikle de Clostridium difficile olmak izere
bazi patojenik bakteriler tarafindan indiiklendigi i¢in, disbiyotik bagirsak ortaminin
biyolojik belirtecleri olarak kabul edilir. Bu metabolitler dolasima erisebilir, deride
birikebilir, epidermal farklilasmay1 ve cilt bariyeri biitiinliigiinii bozabilir (O’Neillet
al. 2016). Gercekten de, yiksek p-kresol serum seviyeleri, azaltilmis cilt hidrasyonu
ve bozulmus keratinizasyon ile iligkilidir (Dawson et al. 2011, Miyazaki et al. 2014).
Intestinal disbiyozis, artmis epitelyal gecirgenlik ile sonuclanir, bu da daha sonra
efektér T hiicrelerinin aktivasyonunu tetikleyerek, bagisiklik sistemini baskilayan

duzenleyici T hicre dengesini bozar.
2.8.6. Mikrobiyom Analizleri

Mikrobiyom analizi, insan viicudu Uzerindeki farkli bolgelerdeki mikroorganizma
kompozisyonunun goriilmemis ayrintilarini saglamak i¢in numune toplama, isleme,
yeni nesil sekans dizilimi ve biyoinformatik analiz basamaklarindan olusan komplike
bir sistemdir. Analizin ilk adimi, numunelerin toplanmasi igin gerekli altyapinin
olusturulmasidir. Bu durumda hastalardan ve saglikli / normal kontrollerden drnekler
alinir. Bu ornekler oral, vajinal veya fekal olabilir. Son yillarda daha ¢ok bagirsak
mikrobiyomu Uzerine ¢alismalar yapilmaktadir (Kumar et al. 2014, Koéroglu 2017).

Fekal ornekler diger orneklerden farkli olarak talep {izerine o an alinamamaktadir.
Bu yiizden 6rnegin hastalarin evlerinden hastaneye transportu énem tasimaktadir.
Eger Ornek oda sicakliginda kalirsa aerobik bakterilerin lehine denge bozulacak ve

bu da mikrobiyom analizinde yanlis sonuglara neden olacaktir. Uygun alinmis
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ornekler DNA izolasyonu i¢in islem yapilincaya kadar stabilizatdr soliisyonlar ile
—20 veya —80 °C'de saklanabilir (Kéroglu 2017).

Ayrica, arastirmada diyet, antibiyotik kullanimi ve viicut agirligi gibi mikrobiyomu
etkileyebilecek hasta bilgilerini de almasi sonuglarin yorumlanmasinda 6nemli yer
tutmaktadir (Kumar et al. 2014, Koroglu 2017).

Ornekler toplandiktan sonraki ilk asama, biyolojik materyalden bakteriyel DNA
izolasyonudur. Bu asamada ticari izolasyon Kitleri veya otomatize sistemler
kullanilabilmektedir. Daha sonra uygun primerler (V4 geni i¢in) kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu ile bakteriyel 16S rRNA amplifikasyonu gergeklestirilir.
Intestinal mikrobiyota elemanlarmin biiyiik cogunlugu, anaerobik ve kiiltiirii cok gii¢
olan mikroorganizmalardir. Bu zorlugu ortadan kaldirmak i¢in molekiiler yontemler
gelistirilmistir. Bakteri analizi i¢in molekiiler yontemlerde oncelikle 16S rRNA
genleri hedeflenmistir (Clarridge 2004). 16S rRNA secilme nedeni, bitin
bakterilerde var olmasi, fonksiyonel olarak korunmus olmasi ve yeterli hiper
degisken veri tabani icermesidir (DeLong and Pace 2001 ).

Olusan amplikonlar, elektroforez veya hibridizasyon yontemleri ile icerdikleri hiper
degisken bolgelere gore ayristirilir. Saflagtirilan PCR tirlinleri sekans islemleri i¢in

kullanilir (Kumar et al. 2014).

Mikrobiyom dizi analizleri icin glnimuizde vyeni nesil sekans sistemleri
kullanilmaktadir. Shot gun dizileme, genis uglu kutlphaneler ve amplikon dizileme
dahil olmak tizere farkli metagenom dizileme teknikleri kullanilmaktadir. Amplikon
dizilimi nispeten ucuz, hizli ve tek bir genomik bdlgeden sekanslama avantajina
sahiptir. Su anda bes tezgah ustii cihaz mevcuttur. Bunlar; 454 GS Junior, lon
Torrent, Proton, Illumina MiSeq ve NextSeq 500°diir. Yeni nesil sekans sistemleri
geleneksel yontemlere gore istiinliikleri bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi ¢cok
daha hizli ve bir konakgiya gen pargalar yerlestirmeye gerek kalmadan klonal olarak

smiflandirmanin saglanabilmesidir (Tablo 4) (Sanschagrin and Yergeau 2014).
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Tablo 4. Dizileme sistemleri ve ozellikleri (Voelkerding et al. 2009, Dénmez et al. 2015,
Rhoads and Au 2015, Akyol ve ark. 2017)

Dizileme

- ! Prensip
Sistemi
DNA kalibi, DNA polimeraz, niikleotidler 4 tlipe eklenir.
Her tiipe diisiik konsantrasyonlu ve farkli ddNTP eklenir.
Sanger ddNTP ile ANTP arasinda kompetisyon gergeklesir.

ddNTP sentezde zincire eklendiginde sentez durur ve farkli uzunluklarda DNA dizileri olugmus olur.
Jel elektroforez veya otomatik cihazlarla dizileme tamamlanir.

Maxam-Gilbert

DNA kalib1 4 tiipe eklenir.

A, G, C, T niikleotidlerinden DNA zincirini kirmak i¢in 6zel kimyasallar her tiipte farkli olacak sekilde eklenir.
Reaksiyon sonucunda her tiipte farkli niikleotidlerden kirtlmis DNA pargalari olusur.

Jel elektroforez veya otomatik cihazlarla dizileme tamamlanir.

Pyrosekans

DNA sentezi sirasinda agiga ¢ikan pirofosfatin saptanmasina dayanir.

ATP, lusiferaz enzimi araciligiyla lusiferinin oksilusiferine déniismesini saglar.

Oksilusiferin goriilebilir bir 151k yaratir.

Ortaya cikan bu 151k kamera tarafindan kaydedilir ve bilgisayar program yardimiyla dizi verilerine doniistiirtiliir.
400 bp uzunlukta okumalar yapabilmektedir.

Roche GS FLX

Pyrodizileme prensiplerine gore ¢alismaktadir.
400-500 bp uzunlukta okumalar yapabilmektedir.

Illumina

Adaptor oligoniikleotidler ile flowcelle kalip DNA hibridize edilir.

Koprii PCR ile ¢ogaltilarak sekans primerleri ile floresan igaretli niikleotidlerle sentez sirasinda sekans yapilarak
DNA dizisi elde edilir.

100-150 bp uzunlukta okumalar yapabilir.

lon Torent

Tek bir kalip DNA dizisini igeren mikrokuyuya tek tip niikleotid akis1 uygulanir.

Verilen niikleotid kalip iplige komplementer oldugu durumda yeni olusan ipligin yapigma katilir ve hidrojen
iyonu salimimi olur.

Hidrojen iyonlan hipersensitif iyon sensorleri tarafindan algilanirak DNA dizisi belirlenir.

200 bp uzunlukta okumalar yapabilir.

Solid ABI

DNA polimeraz yerine DNA ligaz enzimi kullanilir.

Floresan isaretli oligoniikleotid problar kullanilir.

Problar kalip DNA'ya hibridize olur ve primerle ligasyona girer.

Floresan deteksiyonundan sonra oligoniikleotid problarin igaretleri 5' fosfat ucu kesilerek yeni bir ligasyon
siklusuna gegilir.

Ligasyon, deteksiyon ve ayrilma sikluslan tekrarlanarak DNA dizisi belirlenir.

50 bp uzunlukta okumalar yapmaktadir.

Nanopor

Membran tizerinde nano boyutta agiklik olusturan proteinler membrana sabitlenir.

Bu proteinin elektriksel olarak direncli polimer membran tabaka lzerine sabitlenmesi ile membran izerinde
niikleotid transferlerinin yapilabilecegi agiklik (nano por) olusturulmaktadir.

Kiigiik bir voltaj (~100mV) uygulandiginda, pordan gecen iyonik akim standart elektrofizyolojik teknikler ile
oOlgllebilmektedir.

Pordan gegen molekiillerin her biri iyonik akim miktarini farkli miktarlarda etkilediginden SSDNA gecisi
sirasinda DNA sekans dizisi elde edilir.

10.000-100.000 bp okuma yapabilmektedir.

Helicos

Kalip DNA’ya poli A kuyrugu eklenir.

Cok sayida molekiiliin paralel olarak sentezlenmesi igin oligo-dT flowcell ylizeyine hibridize edilir.
Farkl1 floresan isaretli 4 niikleiotid ile DNA polimeraz sisteme eklenir.

Yayilan 15181n analizi ile dizileme yapilir.

25-50 bp uzunlukta okualar yapabilmektedir.

Pacific
BioSciences

Tek molekil real time sekans teknolojisidir.

Sag tokasi seklindeki adaptorler ¢if zincirli DNA uglarina ligasyonla baglanir.
Farkli floresan isaretli 4 nikleiotid ile DNA polimeraz sisteme eklenir.

Baz eklendiginde diziye 1s1ma tretilir.

Olugan 1g1malar sistem tarafindan dizileme i¢in analiz edilir.

1300 bp okumalar yapabilmesi en biiyiik avantajidir.
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[Nlumina tabanli yontemler ¢ip bazli koprii amplifikasyon prosediiriinii ve
sonlandirict  floresan  isaretli  niikleotidleri  kullanarak  dizi  analizlerini
gerceklestirmektedir. Platforma ve reaktiflere bagli olarak, HiSeq ve MiSeq
platformlarinda sirasiyla 300 ve 500 siklus ile analizler gergeklestirilebilmektedir. Bu
sikluslarda ayn1t DNA fragmanlari iki kez okunmaktadir. HiSeq analizleri daha genis
kapasiteli ama daha yiksek maliyetlidir. Bununla birlikte MiSeq, 16S rRNA gen
dizisi ¢aligsmalari ile kullanim i¢in daha biiyiik bir potansiyele sahiptir, ¢iinkii daha
uzun dizilim okur ve performans ve maliyeti, bireysel arastirmacilarin ihtiyaglarina

gore ayarlanabilmektedir.

Son olarak elde edilen sekans verileri ile mikrobiyom data analizleri gerceklestirlir.
Siklikla kullanilan bir mikrobiyom analiz paketi Quantitative Insights Into Microbial
Ecology (QIIME) eksiksiz ve kapsamli bir mikrobiyom analizini desteklemek icin
gereken faydali, Onemli biyoinformatik verileri kapsayan bir sistemdir.
Biyoinformatik veri tabanlari ile birlikte sonuglarin degerlendirilebilir parametrelere

cevrilmesi saglanmis olur (Kumar et al. 2014).

16S rRNA gen bolgelerinin klonlanmasi ve sekans analizleri, bakteriyel filogenetik

arastirmalar i¢in olduk¢a duyarlidir (Young and Schmidt 2004, Cole et al. 2007).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. ETIK KURUL ONAYI

Calismamizin etik kurul onayr (SAUTF-KAEK No: 2018/06/27); Sakarya
Universitesi Tip FakUltesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulu’ndan, 27.06.2018 tarihli
imza ile almmustir (Ek-1).

3.2. CALISMA GRUBU

Bu arastirma, Saglik Bakanligi Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi (SAUTF) Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu (KAEK) tarafindan etik kurul onay1 verilmesini takiben,
Temmuz 2018 - Aralik 2018 tarihleri arasinda Sakarya Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.
Calismaya; Saghk Bakanligi Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Deri ve Ziihrevi Hastaliklar poliklinige basvurarak rosacea klinik tanist konulmus
olan 20 hasta ve kontrol grubu olarak rosaceali hastalarla yas ve cinsiyet agisindan
eslestirilen 10 saghkli goniillii birey dahil edilmistir. Hasta ve kontrol grubu
olgularinda; calisma hakkinda bilgi verildikten ve bilgilendirilmis goniillii olur
formuna (EK-2) imzalar1 alinarak onam verdikten sonra ¢alismaya dahil edilmeleri
kosulu aranmistir. Goniillii olarak ¢alismaya katilan tiim hasta ve kontrol grubundaki
bireylere dahil edilme ve dislama kriterlerini uygulamak amaciyla; ilag kullanimi
(antibiyotik, proton pompasi inhibitorii kullanimi), beslenme aligkanliklari, sigara,
alkol kullanimi1 sorularii kapsayan mini bir anket uygulanmistir. Calisma gruplarina

dahil edilme ve ¢alisma dis1 birakilma 6l¢iitleri asagida siralanmaktadir.

Hasta grubuna dahil edilme Kriterleri:

e Rosacea tanist almis olmasi
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18-49 yas araliginda olmasi

Hastanin okur-yazar olmasi

Bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalayarak yazili onam vermis olmasi

Kontrol grubuna dahil edilme kriterleri:

Rosacea tanisinin olmamasi

18-49 yas araliginda olmasi

Hasta grubuyla yas ve cinsiyet uyumu sergiliyor olmasi

Gondllunin okur-yazar olmasi

Bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalayarak yazili onam vermis olmasi

Bilinen sistemik, dermatolojik ve psikiyatrik tanisinin bulunmamasi

Calhismadan dislama kriterleri

Calismaya katilmay1 kabul etmemesi

Rosacea tanisinin olmamasi

18-49 yas araliginda olmamak

4 hafta ve daha kisa siire 6nce antibiyotik, proton pompasi inhibitori ve/veya

probiyotik, prebiyotik kullanmis olmast

3.3. FEKAL ORNEKLERIN TOPLANMASI
Hasta ve kontrol grubundan alinan yaklasik 1g gaita Ornekleri, 2 es pargaya
bolinerek DNA/RNA Shield™ Collection Tube (Zymo Research, CA, ABD)

(genetik materyal koruyucu sollsyon igeren) igine konulmustur. Alinan ornekler

calisma dénemine kadar birkag giin streyle -20°C’de saklanmustir. ikinci rnekler -

80°C’de saklamaya alinmistir.

3.4. BRISTOL SKORLAMASI ve GAITA pH OLCUMLERI

Calismamizda da Bristol digski skalasi kullanilarak hasta Orneklerinin skorlamasi

yapilmistir (Sekil 4).
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Toplanan gaita 6rneklerinden indikator seritleri ile (Merck, NJ, ABD) pH ol¢umleri
yapilmustir.

Tip 1: Kegi pisligi tarzinda, topak topak ve parga parga sert diski

Tip 2: Daha biyuk ve birlesik topaklanma

Tip 3: Daha az kalin, daha yumusak kivamli, yiizeyinde derin olmayan ¢atlaklarin oldugu diski

Tip 4: Yilan veya sosis gibi piiriizsiiz, kaygan yizeyli ve yumusak kivamli diski

Tip 5: Kenar verecek kivamda parga parga digki

(08

Tip 6: Yumusak kivamli, su igerigi daha fazla, parga parga diski

b

Tip 7: Sert ya da yumusak, kati digki igerigi hi¢c olmayan sulu disk

Sekil 4. Bristol diski skalasi (Bengi ve ark. 2014)

3.5. GENETIiK MATERYAL(DNA) iZOLASYONU
Genomik DNA, iireticinin talimatlarina gore ZymoBIOMICS DNA Mini kiti (Zymo
Research, CA, ABD) kullanilarak gaita érneklerinden izole edilmistir.

3.6. 16S rRNA SEKANS ANALIZI

Sekans asamasinda ilk olarak; yeni nesil dizileme kituphanesi, genomik DNA
orneginin fragmanlanmasi ve her iki fragman ucuna 6zel adaptorler baglanmasiyla
hazirlanmaktadir. Elde edilen bu kittiphane flow cell’e yiklenir ve yiizeye hibridize
edilmektedir. Baglanmis her parca koprii amplifikasyonu ile klonal olarak
sentezlenmektedir. Floresan isaretli niikleotidlerden olusan sekans reaktifleri sisteme
eklenmektedir. Son asamada flow cell goruntilenip, olgtlen emisyonlar
kaydedilmektedir. Emisyonun dalga boyu ve yogunlugu bazi tanimlamak igin
kullanilan parametrelerdir. Bu siklus okunacak baz miktar1 kadar devam ettirilmekte
ve elde edilen sonuglar eldeki biyoinformatik veriler ile hizlama yapilarak
degerlendirilmektedir (http://www. http://illumina.com), (Erisim tarihi: 10 Ocak
2019).

Calismamizda da elde edilen genetik materyallerden bakteriyel 16S ribozomal RNA
(rRNA) geni hedef dizilemesi gergeklestirilmistir. 16S rRNA geninin V3-V4
bolgesini hedefleyen 341f  (CCTACGGGNGGCWGCAG) ve  805r
(GACTACHVGGGTATCTAATCC) universal bakteri 16S primerleri kullanilmistir.
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Amplikon kituphaneleri 200 bp’den biiyiik fragmanlar segilerek (ZymoResearch,
Select-a-Size DNA Clean & Concentrator™) ile temizlenmistir. Daha sonra
normalize edilerek bir araya toplanmistir. Final kitlphanenin sekans analizi lllumina

MiSeq ile yapilmistir (Kozich et al. 2013).

3.7. BIYOINFORMATIK ANALIZ

Ham sekans okumalar1 sonucunda ilk 6nce Illumina verilerinden adaptorleri
¢ikarmak i¢in Trimmomatik-0.33 programi kullanilmistir (Bolger et al. 2014). 320
bp'den kiicuk amplikon dizileri ve kimerik amplikon dizileri tanimlarak sistemden
uzaklastirlmistir (Edgar et al. 2011). Elde edilen tam amplikon dizileri her bir 6rnek
i¢in toplanmustir.

Mikrobiyal operasyonel taksonomik Gniteler (OTU’lar) Qiime 1.9.1 (Caporaso et al.
2010) ile analiz edilmistir. OTU'lar icin referans veri tabani olarak GreenGene
veritabani secilmistir. Her drnekte esit olmayan 6rneklemenin yol actigi potansiyel

yanlilig1 azaltmak icin rastgele 50.000 diziye kadar 6rnek alinmistir.

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Sekans sonuglarma gore alfa ve beta ¢esitlilik analizleri gergeklestirilmistir. Beta
cesitlilik; tiirlerin dagiliminin iki farkli grup (hasta ve saglikli) arasindaki degisimi ya
da farkli iki gruptaki tespit edilen tiir igeriginin birbirlerine benzerligini/farkliligini
gostermektedir. Diger bir ifadeyle iki kiime arasindaki kesisim kiimesi disinda kalan
tiyelerin oranim1 géstermektedir. Beta cesitlilik analizi i¢in, Bray-Curtis farklilig1 ana
koordinat analizi (PCoA) kullanilmistir.

Alfa gesitlilik ise belirli bir grupta saptanan farkli tiirlerin sayisidir. Diyer bir ifadeyle
iki kiimenin eleman sayisi yonunden mukayesesidir. Alfa gesitlilik analizi igin,
Phylogenetic Diversty (PD) g¢esitlilik endeksi kullanilmistir. Gruplar arasindaki
azalmis veya artmis ¢esitliligi gosterir.

Biyoinformatik analizlerle takson ve numunelerin hiyerarsik kiimelenmesiyle
taksonomik haritalar hazirlanmistir.  Lineer Diskriminant Analizi  (Linear
Discriminant Analysis-LDA), 6nceden tanimlanmis gruplar arasindaki dagilimlari
onemli Olcude farkli olan taksonlari, tanimlamak igin istatistiksel analiz amaciyla

kullanilmistir (Segata et al. 2011). Ayrica ¢alismayr daha da derinlestirmek igin
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Lineer Diskriminant Analizi Etki Biiytkligi (Linear Discriminant Analysis Effect
Size - LEfSe) de gerceklestirilmistir. Ozellikle metagenomik analizlere odaklanan
yiikksek boyutlu smif karsilastirmalarini  desteklemek igin LEfSe ydntemini
kullanilmaktadir. Varsayilan ayarlarla (p < 0.05 ve LDA etki boyutu> 2), LEfSe

tarafindan gruplar arasinda 6nemli farklilik g6steren taksonlar belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. GONULLULERIN YAS CIiNSIiYET DAGILIMI
Calismaya dahil edilen tiim rosacea tanili katilimcilar kadin idi. Rosacea tanili

hastalarin yas ortalamasi; 38,3 £8,9 ve saglikli goniilliilerin yas ortalamasi 35,7 +2,9

idi (Tablo 4).

Tablo 5. Calismaya dahil edilen goniilliilerin yas cinsiye dagilimi

Rosacea Tanil1 Hastalar Saglikli Kontrol Grubu
Yas 38,3 8,9 35,7 +2,9
Erkek/Kadin 0/20 4/6
Toplam Say1 20 10

4.2. BRISTOL SKORLAMASI SONUCLARI

Rosacea tanili grubun gaita 6rnekleri daha ¢ok Tip 5-7 arasinda, saglikli gonalltlerin
orneklerinin ise daha ¢ok Tip 1-3 arasinda oldugu saptandi. Tum Orneklerin Bristol
digk1 skorlart Tablo 5’te verilmistir. Bristol skoruna godre mikrobiyal analizler
incelendiginde Tip 3, 4, 5’¢ ait 6rneklerin mikrobiyal gesitliligi Tip 1, 2, 3 ve Tip 6,
7’ye gore ¢ok daha yiiksek saptandi. PD sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde
Bristol skoru daha yiiksek olan O6rneklerin daha diisiik mikrobiyal ¢esitlilige sahip
oldugu belirlendi.
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Tablo 6. Bristol skorlamas1 sonuglari

Bristol Skoru Rosacea Saghkh Goniilliiler
(n=20) (n=10)
Tipl - 1
Tip2 2 1
Tip3 1 4
Tip4 4 3
Tip5 7 1
Tip6 5 -
Tip7 1 -

4.3. GAITA pH SONUCLARI

Rosacea tanili ve saglikli goniillillerin gaita pH ortalamalar1 karsilastirildiginda
Rosacea tanili hasta grubunun gaita pH ortalamalari saglikli goniillii grubun
ortalamasina gore daha yiikksek oldugu goriildii. Her iki grubun da gaita pH

ortalamalar1 Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 7. Gaita pH Farkliliklar

pH Rosacea Saghklh Goniilliiler p degeri *
(n=20) (n=10)
7,5 6,7 <0.001

*Mann-Whitney U Testi

4.4. 16S rRNA SEKANS ANALIZLERi

Toplamda 25 milyon okuma islemi sonrasinda analiz Oncesinde kimerik amplikon
dizileri ve 320 bp’den kiigiik amplikon dizileri ¢ikarildi. Biyolojik yUk seviyesini
degerlendirebilmek igin negatif kontroller (blank ekstraksiyon kontroli ve blank
kiitliphane hazirlama kontrolii) kullanildi. Illumina Miseq ile rosacea tanili ve saglikli
gonallilerin gaita orneklerinden elde edilen genomik DNA’lar sekanslanarak uygun
veri tabanlari ile analizler sonucu elde edilen filum, cins ve tiir bazinda saptanan

sonuclar sirasiyla Tablo 7, Sekil 5, 6 ve 7°de verilmistir. Kontrol grubu saglikli
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goniilliiler (H) ve rosacea tanili hastalar (R) x ekseni tlizerinde etiketlendi ve her grup

icin y ekseninde goreceli operasyonel taksonomik birim (OTU) bollugu olarak ifade

edildi.

100

754

504

=]

2

L

T T T T T T T T T
ook o e O
e oo

R10
R11
R12
R13
R14 A
R15
R16
R17
R18 -
R19 -

H10 7

LI——
~ @ o
I ITT

H& 7

T T T T T
= oo
ITITTITTIT

RZ0

Mone;Other
k__Archaea;p__Euryarchaeota
k__Bacteria;p__Actinobacteria
k__Bacteria;p__Bacteroidetes
k__Bacteria;p__Cyanobacteria
k__Bacteria;p__Firmicutes
k__Bacteria;p__Fusobacteria

k__Bacteria;p__Lentisphaerae

k__Bacteria;p__Proteobacteria

k__Bacteria;p__Synergistetes

k__Bacteria;p__Tenericutes

k__Bacteria;p__Verrucomicrobia

Sekil 5. Filum bazinda sekans analiz sonuglar1 (*H: Saglikli goniillii, R: Rosacea

tanili hasta)

Tablo 8. Iki grup arasinda filum bazinda ortalama bolluk yiizdeleri

Filum Rosacea Saghkh Goniilliiler
Euryarchaeota %0,13 %0,22
Actinobacteria %4,10 %5,7
Bacteroidetes %31,42 %30,8
Cyanobacteria %0,54 %0,09
Firmicutes %53,19 %49,26
Fusobacteria %0 %0
Lentisphaerae %0,07 %0,39
Proteobacteria %4,24 %05,81
Synergistetes %0 %0.20
Tenericutes %0,01 %0,06
Verrucomicrobia %0,80 %0,90
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Sekil 6. Cins bazinda sekans sonuglari

1004

754

501

254

R1
R2
R3
R4
RS
R
R7
R
R9

R10

R11

R1Z

R13

R14

R1S

R16

R17

R18

R19

R20
H1
H2
H3
Ha
HS
HE
H7
H8
Ho

H10

Sekil 7. Tiir bazinda sekans sonuclari
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Sekil 8. Bray-Curtis yontemiyle elde edilen beta ¢esitlilik sonuglar1

Hastalik fenotipine gore renklendirilmis olan her bir 6rnekle Bray-Curtis mesafesinin
temel koordinat analizinde PC1, PC2 ve PC3 (Sekil 8) ¢esitliligin cogunu yakalayan
ilk ti¢ ana koordinati temsil eder. Koordinat ekseninde mesafenin artmasi, birbirinden
farklilasmis hasta ve saglikli gdnillulerin mikrobiyomunu géstermektedir (Coburn et

al. 2015). PC1 maksimum varyasyon orani %11.09 olarak saptanmustir.
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Sekil 9. PD yontemiyle alfa gesitlilik sonuglari

Rosacea tanil1 hastalar ve saglikli goniilliiler karsilastirildiginda, rosacea hastalarinin
bagirsak mikrobiyomunda azalmis filogenetik cesitlilik (mikrobiyal bolluk) tespit
edildi (Sekil 9).
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Sekil 10. Shanon indeksi ile alfa cesitlilik sonuglari

Rosacea tanili hastalar ve saglikli goniilliller karsilastirildiginda gruplar arasinda

anlamli fark bulunmadi (Sekil 10).

4.5. ENTEROTIP ANALIZLERI

Rosacea tanili hastalarm 14°ii (%70) Tip 1 (Bacteroides hakimiyeti olan GIS
mikrobiyotasi), 6’s1 (%30) Tip 2 (Prevotella hakimiyeti olan GIS mikrobiyotasi),
saglikli goniilliilerin 7’si (%70) Tip 1, 3’ (%30) ise Tip 2 olarak saptanmistir.

4.6. BESLENME SEKILLERI

Calismaya katilan tim goniillillere beslenme aligkanliklari sorulmustur. Sonuglar

Tablo 8’de verilmektedir.
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Tablo 9. Goniilliilerin Beslenme Sekilleri

Rosacea Tamihh Hastalar Saghkh Goniilliiler

Beslenme Sekli (n=20) (n=10)
n % n %
Karbonhidrat agirlikl 13 65 2 20
Protein agirlikli 6 30 5 50
Karigik beslenme 1 5 3 30

4.7. ISTATISTIK ANALIZLERI

Rosacea tanili ve saglikli goniilliillerden olusan gruplar arasindaki dagilimlari, p <
0.05 ve etki biiytikliigii (LDA puani) 2'den yiiksek olan istatistiksel olarak farkli olan
taksonlar tanimlanmustir (Sekil 11). Metagenomik DNA analizleri sonuglarina gore
rosacea hastalarinda; Lachnospira, Lachnoclostridium, Roseburia ve Roseburia
intestinalis daha yUksek oranda, saglikli goniilliilerde ise Prevotellaceae, Prevotella
copri, Coriobacteriaceae, Desulfovibrio, Ruminococcaceae, Ruminococcus,
Clostridiales, Clostridiales Family 13, Selenomonadales, Succinivibrio, Hungatella,
Mollicutes, Butyricimonas virosa, Alisitipes, Oscillospira ve Erysipelotrichaceae gibi
cins, tiir, aile bazinda etkenler istatistiki olarak daha yiiksek oranda saptanmigtir
(Sekil 11).

Hasta ve saglikli grupta yiiksek oranda bulunan taksonlarla ilgili Ornek analiz

sonuclar1 Sekil 12 ve 13’de sunulmustur.
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Biomarkers Ordered by Effect Size (LDAScore)
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Sekil 11. Rosacea tanili ve saglikli goniilliilerde 6ne ¢ikan mikroorganizmalar
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Sekil 12. Rosacea tanili hastalarda yuksek oranda saptanan bir mikroorganizma
analiz 6rnegi
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Sekil 13. Saglikli goniillillerde yiiksek oranda saptanan bir mikroorganizma analiz
ornegi

40



5. TARTISMA ve SONUC

Rosacea; siklikla 30-50 yaslar1 arasinda ortaya ¢ikan, patafizyolojisi tam olarak
aydinlatilamamig kronik inflamatuar bir hastaliktir. Hastaligin prevelans: ile ilgili
literatiir bilgisi olduk¢a degisken olup, erigkin popiilasyonda bu oran %1-20 arasinda
bildirilmistir (Blount and Pelletier 2002, Powell 2005, Wollina 2011). Hastalar
genellikle kizariklik ve hassas cilt sikayetleriyle bagsvurmaktadir. Rosaceanin tanist,
hastalik i¢in rutinde kullanilabilen spesifik bir laboratuvar parametresi olmadig i¢in
Klinik olarak yapilmaktadir (Culp and Scheinfeld 2009). Tedavisinde de konsensus
saglanmis net bir tedavi yontemi heniiz mevcut degildir. Rosacea hastaliginin tani ve
tedavisi i¢in yeni bilimsel ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Bu noktada rosaceanin hem
tanist hem de patofizyolojisnin daha iyi anlasilabilmesi i¢in gliniimiizde bir¢ok
hastalik icin arastirilan bagirsak mikrobiyomunun metagenomik analizi bu

calismanin amacini olusturmustur.

Metagenomik analiz yontemlerindeki son gelismeler ve yiiksek verimli DNA
sekanslama teknolojisinin ortaya ¢ikist mikrobiyomun ve insan sagligi / patolojisi
uzerindeki dinamik etkisinin anlagilmasini saglamistir (Moore-Connors et al. 2016,
Sirisinha 2016). Birgok gastrointestinal ve sistemik hastalik, anormal bagirsak
mikrobiyal topluluklar: (disbiyozis) ile iligskilendirilmektedir. Patogenezi tam olarak
aydinlatilamamis olmakla beraber, mikrobiyom ile konakg¢1r metabolik ve bagisiklik

sistemleri arasindaki karmasik etkilesimler yoluyla gergeklestigi diisliniilmektedir
(Barko et al. 2018 ).

Yapilan  karsilagtirmali  bagirsak  mikrobiyomu  analizleri  sonucu  GIS
mikrobiyomundaki degisiklikler ile iliskilendirilmis olan hastaliklar arasinda obezite,

Tipl-2 diyabet, romatoid artrit, hipertansiyon, otizm, ¢6lyak hastaligi ve allerjik
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tablolar iizerinde en sik c¢alisilan ve anlamli disbiyotik degisiklikler bulunmus

hastaliklardir (Y1lmaz ve Altindis 2017).

Bu baglamda, disbiyozis belirteci olarak degerlendirilebilen gaita pH ve kolonik
gecis zamanlari da bir¢ok c¢alismada arastirilmaktadir. Ohigashi ve ark. (2013)
yaptiklar1 bir ¢alismada kolerektal kanser tanili hastalarin gaita pH ortalamasini
(7,4), saghikli goniilliilerin gaita pH ortalamasindan (6,9) yiiksek bulmus ve ylksek
pH ile koleraktal kanser gelisimini iliskilendirilmistir. Bagirsak mikrobiyom
elemanlari, bagirsak mikroorganizmalar1 tarafindan sindirilebilir olan ancak konak
enzimleri tarafindan sindirilmeyen, diyet karbonhidrat kaynaklarinin mikrobiyal
fermantasyonu ile Urettikleri SCFA’lar ile bagirsak pH'im1 azaltmaktadir (Walker et
al. 2005). Diisiik intestinal pH, intestinal gegis siiresini azaltir ve peristaltizmi tesvik
eden diz kaslar1 uyarir. Diisiik bagirsak pH's ile Bifidobacterium ve Lactobacillus
gibi yararli bagirsak mikrobiyotas1 iiyelerinin {iremesini destekler, bu gibi
bakterilerin iiremesi de bagirsak pH’sin diisiirdiigiinden patojen bakterilerin iiremesi
inhibe edilmis olur (de Moroes et al. 2016). Artmis olan pH, azalmis SCFA ve
dengesiz bagirsak mikrobiyomu varligini, dolayisiyla bagirsak cilt aksi ile cilt
dishemostazin1 diisiindiirmektedir. Bizim c¢aligmamizda da bagirsak disbiyozisini
destekler sekilde; rosacea tanili hastalarin gaita pH ortalamast (7,5), saglikli

goniilliilerin gaita pH ortalamasindan (6,7) daha yliksek bulunmustur.

Bristol digki skorlamasi da tipkr gaita pH gibi bagirsak mikrobiyomu hakkinda 6n
bilgi verebilmektedir. Diisiik skorlar (1,2) yavas gecisi, yiiksek skorlar (5-7) hizli
gecisi ve artmug rektal hassasiyeti gosterir (Lewis and Heaton 1997). Blake ve ark.
(2016), saghikli goniilliller (n=169) ve irritabl bagirsak sendorum (iBS) tanili
hastalarla (n=19) Brsitol digki skorlamasi ile yaptiklari ¢alismada disbiyotik bagirsak
mikrobiyomuna sahip olan IBS’li hastalarda, saghkli goniilliilere oranla cok daha
yuksek skorlar saptanmigtir. Bizim ¢alismamizda da rosacea tanili hastalarin bristol
skorlari, saglikli goniilliilere gore cok daha yiiksek skorlardan olusmaktadir. Bu da
azalmis kolonik transit zamani bagirsak disbiyozisi ile ve dolayisiyla bagirsak cilt

aksi ile de cilt dishemostazini1 diisiindiirmektedir.

Bagirsak ve cilt bircok 6nemli 6zelligi paylasir: yogun olarak damarlanmis, zengin

perfiize edilmis olmalarinin yani sira, farkli mikrobiyal topluluklarla kitlesel olarak
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kolonize edilirler. Immiin ve endokrin sistemlerine tamamen entegre olan kompleks
Immin ve ndroendokrin organlardir. Bu nedenle, bagirsak ve cilt optimum cilt
sagligi ic¢in birlikte c¢alisgmalidir (O'Neill et al. 2016). Hem diyet hem de
gastrointestinal hastaliklar cilt tizerinde etkilidir ve tanimlanmis bir¢ok dermatoz bazi
gastrointestinal hastaliklarla giiclii bir iligki gosterir. Ayni sekilde dermatolojik
hastaliklarin varliginin, altta yatan disbiyozisin gostergesi olabilecegi bildirilmistir
(O'Neill et al. 2016). Bagirsak mikrobiyomunun cilt hemostazi tizerine etkileri birgok
calisma ile arastirilmaktadir. Bagirsak bakterilerinin cilt sagligina yararh etkileri
birgok kemirgen ve insan ¢alismalari ile belgelenmistir. Levkovich ve ark. (2013),
Lactobacillus reuteri takviyesi alan farelerde dermal kalinlik artigi, artmis
folikiilojenez ve daha kalin, daha parlak kiirk gibi goriinen sebosit {iretiminin artigini
tespit etmislerdir. Bagka bir kemirgen ¢alismasinda, Horii ve ark. (2014), farelere
Lactobacillus brevis SBC8803'iin oral takviyesinin, muhtemelen intestinal
enterokromaffin hiicrelerinden artan serotonin salinimi ve daha sonra parasempatik
yollarin aktive olmasiyla kiitandz arter sempatik sinir tonunun azalmasi ve kutan0z

kan akiginin artmasiyla sonuglandigini bildirmistir.

Insanlarla yapilan klinik bir arastirma ile cilt bariyeri fonksiyonunun bir belirteci
olan transepidermal su kaybinin 6l¢iimiine dayanan bir ¢alismadal2 hafta boyunca L.
brevis SBC8803 oral takviyeleri aldiktan sonra, insan deneklerin transepidermal su
kaybinm1 onemli Ol¢iide azalttigi tespit edilmistir (Ogawa et al. 2016). Plasebo
kontrollii insanlar tizerinde yapilan bir ¢alismasinda iki ay boyunca Lactobacillus
paracasei NCC2461 takviyesi alan gonullulerin cilt hassasiyetini ve transdermal su
kaybinda azalma ayrica cildin bariyer biitiinliigii iizerinde olumlu bir etkiye sahip
oldugu bilinen bir sitokin olan dolasimdaki doniistiiriicii biiytime faktorii beta'da
(TGF-b) artis saptanmugtir. Bakteriyel takviyenin cilt bariyeri islevi iizerinde olumlu
bir etkisi oldugu gosterilmistir (Guéniche et al. 2013).

Bir mikrobiyal dengesizlik hali olan bagirsak disbiyozisi, cilt fonksiyonlarini
olumsuz yonde etkileme potansiyeline sahiptir. Bagirsakta olsuturulan metabolitler
dolasima gegerek, Oncelikli olarak ciltte birikebilir. Bunun sonucunda epidermal
farklilasmay1 ve cilt bariyer biitiinliigiinii bozabilir. Aromatik amino asitlerin
metabolik Grlnleri olan serbest fenol ve p-kresol, iretimi en belirgin sekilde

Clostridium difficile tarafindan tetiklendiginden disbiyotik bagirsak ortaminin
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biyobelirtecleri olarak kabul edilir (O’Neill et al. 2016). Yapilan ¢alismalarla, ylksek
p-kresol serum seviyeleri ile azalmis cilt nemlenmesi ve bozulmus keratinizasyon
iliskli bulunmustur (Dawson et al. 2011, Miyazaki et al. 2014).

Sik goriilen dermatolojik hastaliklardan biri olan atopik dermatit tanili hastalarla
yapilmis cok sayida caligmanin derlendigi bir yayinda bagirsak mikrobiyomunda
saglikli goniilliilere gére anlamli farkliliklar saptandigi ve hastalifin cilt bagirsak
aksi ile gelisebilecegi vurgulanmistir (Lee et al. 2018). Atopik dermatitli (n=90)
hastalar ile bagirsak mikrobiyomu, 16S rRNA metagenomik sekans analizleri
kullanilarak yapilan bir ¢alismada Faecalibacterium prausnitzii ile atopik dermatit
klinigi arasinda giiglii bir sekilde iliskili oldugu saptanmistir. Ayni c¢aligmada
disbiyotik olusumu destekler sekilde atopik dermatitli hastalarda SCFA seviyelerinde
azalma da saptanmistir (Song et al. 2016). Kronik drtikerli (n=20) ve saglikli
gondlliler (n=20) ile yapilan bir ¢alismada Saglikli kontrollerin digki Grneklerinde
Akkermansia muciniphila, Clostridium leptum ve Faecalibacterium prausnitzii
sikligi  kronik drtikerli hastalardan anlamli derecede daha fazla saptanmustir
(Nabizadeh et al. 2017). Bir baska kronik cilt hastalig1 olan psoriyazis ve bagirsak
mikrobiyomu iliskisinin arastirildigi ¢alismada Faecalibacterium  artis1  ve

Bacteroides azalmasi ile psoriyazis iliskilendirilmistir (Codoner et al. 2018).

Butlin bu bulgular bagirsak mikrobiyomu ile yeni kesfedilmeye baslanan cilt
homeostaz1 arasinda dogrudan bir baglant1 oldugunu kanitlar niteliktedir. Bagirsak
mikrobiyomundaki degisiklikler bir¢ok hastalik gibi rosacea icin de arastirlmaktadir.
Bu cilt hastaligi uzun sure sivilce benzeri bir hastalik olarak yorumlanmigstir. Ancak
simdilerde bagisiklik sisteminin hassas bireylerde goriilen bazi mikrobiyal tiriinlere
ve antijenlere maruz kalmasina karsi cilt damarlarinin karakteristik, stereotipik bir
cevap paterni olarak degerlendirlmektedir. Literatirde, yeni nesil dizileme
yontemleri kullanilarak rosacea ve bagirsak mikrobiyota iliskisinin arastirildig
sadece bir yayina ulasilabilmistir (Nam et al. 2017). Bunun disindaki yapilan diger
calismalarda; genellikle somut verilere dayanmayan, daha ¢ok yorumlarin yer aldigi
gorilmektedir. Bu tip yayinlarda rosacea klinigindeki eritem, papiil ve pistiil
olusumu GIS disbiyozisi, H. pylori infeksiyonu ve dengesiz bagirsak mikrobiyomu
ile iligkilendirilmistir (O’Neill et al. 2016). Benzer sekilde Egeberg ve ark. (2017),

tarafindan yapilan bir calismada rosacea, ¢olyak hastaligi, Crohn hastaligi, tlseratif
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kolit, irritabl barsak sendromu ve baz1 Helicobactor pylori enfeksiyonuyla énemli
derecede iligkili bulunmustur. Ancak bu calismadaki g¢ikarimlar sadece H. pylori

varligi ile yapilmis olan kisith yorumlardir.

Yapilan genis kapsamli literatiir taramalari sonucunda, Yyeni nesil dizileme
yontemleri kullanilarak rosacea ve bagirsak mikrobiyota iligkisinin az sayida hastada
(n=12) arastirildigi sadece Nam ve ark.’larinin bir ¢alismasina ulasilabilmistir.
Bizim c¢alismamizda kullandigimiz ayni sistemler, ayni primerler ve ayni analiz
yontemlerinin bu ¢aligmada da kullanildig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismada rosacea tanili
hepsi kadin olan 12 hastanin yas ortalamasi; 42.58, saglikli kontrol grubunun
(n=251) vyas ortalamasi; 43.02 olarak verilmistir (Nam et al 2017). S6z konusu
caligmada; saglikli goniillillerle gaita Orneklerinden yapilan 16S rRNA sekans
analizleri sonuglarina gére rosacea hastalarinda; Acidaminococcus ve Megasphaera
daha yuksek oranda, Slackia, Coprobacillus, Citrobacter ve Desulfovibrio daha
diisiik oranda saptamistir. Rosacea tanili hastalarda saglikli goniilliilere gore
Acidaminococcus, Megasphaera ve Lactobacillales istatistiki olarak daha yiksek
oranda saptamis ve rosacea klinigi ile iligskilendirmislerdir. Bizim ¢alismamizda hasta

grubunda Desulfovibrio 'nun diisiikligi disinda farkli sonuglar elde edilmistir.

Bizim caligmamizdaki 16S rRNA sekans analizleri sonuglarina gore rosacea
hastalarinda; Lachnospira, Lachnoclostridium, Roseburia ve Roseburia intestinalis
daha yiiksek oranda bulunmustur (p < 0.05 ve LDA> 2). Bu bakteriler ve literattrde

iliskili bulunan hastaliklar tek tek ele alinacak olursa;

Rosacea hasta grubunda yiikksek oranda  saptadigimiz  Lachnospira,
Lachnoclostridium bakterileri yapilan bir ¢alismada bu bakterilerin kolonizasyonu,
aclik kan glukozu seviyelerinin yani sira karaciger ve mezenterik adipoz doku
agirliklarinda 6nemli artislar saglamistir ve plazma insiilin seviyeleri degerlerinde
diismelere neden olmustur. Bu bakterinin bollugu tip 2 diyabet gelisimi ile

iliskilendirilmistir (Kameyama and Itoh 2014).

Bu ¢alismada rosacea tanili hastalarda ylksek oranda saptanan Roseburia, Roseburia
intestinalis bakterileri; obeziteli kisilerde yapilan bir ¢alismada da saglikli
gontlliilere oranla daha yiliksek oranda saptanmistir. Bu bakterilerin, enerji dengesini

olumlu yonde etkileyen, sindirilmemis liflerden biiyilk miktarda enerji ¢ikardigi
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diistiniilmektedir. Enerji dengesindeki bu etkinin mikrobiyal kompozisyon
degisiminde onemli bir rolii olabilecegi diistinlilmiistiir (Murugesan et al. 2015).
Geng ve ark. (2013) koleraktal kanserli hastalarda 16S rRNA sekans analizleri
sonucunda Roseburia tiirlerinde anlamli artis saptamislar ve bu artigin disbiyozis ve
hastalik gelisimi ile iligkili olabilecegini vurgulamiglaridr. Baz1 Roseburia turleri ise
salgiladiklar1 6zel proteinler ile bagirsaklardan IL-8 salimimina neden olarak
porinflamatuar etkiler aciga ¢ikarabilmektedir. iliskilendirildigi hastaliklarin
patogenezinde bu mekanizmanin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak buna tam
zit olacak sekilde Roseburia tiirlerinin saglik icin faydali oldugunu hatta saglik
durmunun iyi oldugunun gostergesi olabilecek bir biyo belirte¢ olabilecegi one
strulmektedir. Burada Uzerinde durulan mekanizma; Roseburia turlerinin
bagirsaktaki miisin katmanlarina kolonize olarak ve SCFA {iretimi ile antiinflamatuar
ozellikler gosterterdigi seklinde agiklanmaktadir. Calismamizda rosacea tanili
hastalardan elde edilen bilgilere gore %651 karbonhidrat agirlikli beslenmektedir.
Bu da Roseburia gibi fermentatif 6zellikleri yiiksek olan bazi bakterilerin daha
yiiksek oranda saptnmasinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Yiiksek oranda
Roseburia varligi hilz1 kolonik gecis zamani ile de iligskilendirilmektedir. Bunun da
hastalarda goriilen azalmis cesitliligin nedenlerinden olabilcegi diisiintilmiistiir

(Tamanai-Shacoori et al. 2017).

Hastalarda yiiksek oranda saptanan bu bakteriler, farkli bakteriler gibi goriinse de
hepsi Lachnospiraceae ailesine dahildir. Dolayisiyla daha genel bir ifade kullanmak
gerekirse rosacea hastalarinin bagirsaklarinda Lachnospiraceae ailesinde bir artis sz
konusudur. Ayni aile Gyeleri (Sekil 11°de 22, 29, 36 nolu satirlarda) saglikli kontrol
grubundaki sadece ikiser 6rnekte yiiksek bulunmustur. Bu durumun rosacea hastalari
icin onemli oldugu acgik bir sekilde goriilmektedir. Bunun hastaligin
patofizyolojisinde rol oynayan bir unsur olabilecegi diistiniildi. Bu durumda;
Roseburia turleri ile ilgili literatirdeki gorislerden birincisinin 6ne ¢iktig
sOylenebilir. Diger bir deyisle bu bakterilerin kontrol grubuna gore hastalarda artmis
olmasindan dolayi, iyi saglik durumunun gostergesi oldugu goriisiinii desteklemek

mumkiin gérinmemektedir.

Bu calismada arastirilan saglikli goniillillerde ise Prevotellaceae, Prevotella copri,

Coriobacteriaceae, Desulfovibrio, Ruminococcaceae, Ruminococcus, Clostridiales,
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Clostridiales Family 13, Selenomonadales, Succinivibrio, Hungatella, Mollicutes,
Butyricimonas virosa, Alisitipes, Oscillospira ve Erysipelotrichaceae gibi cins, tir,
aile, takim bazinda etkenler istatistiki olarak daha yiiksek oranda saptanmustir (p <
0.05 ve LDA> 2) (Sekil 11). Sekil 11°de de goriilecegi tizere kontrol grubunda
yuksek oranda bulunan bakteriler; Clostridiales takimi (Satir 11, 12, 19, 21, 22, 24,
25, 27, 29, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 40), Prevotellaceae ailesi (Satir 8, 20, 26),
Coriobacteriaceae ailesi (satir 9, 13, 28), Desulfovibrio cinsi (Satir 10),
Selenomonadales takimi (Satir 14, 15, 17), Succinivibrio cinsi (Satir 16, 18),
Butyricimonas virosa turl (Satir 23), Mollicutes sinifi (Satir 30), Alistipes cinsi(Satir
31) ve Erysipelotrichaceae ailesi (Satir 36) seklinde sadelestirilebilir. Ayrica Sekil
11°de 33 farkli bakterinin kontrol grubunda yiiksek oranda saptanmis oldugu goriilse
de her satirda goriilen bakterinin daha detay verilerine inildiginde biiyiik bir kisminin
sadece 1-2 saglikli bireyde yiiksek oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak anlamli
ciksa da 1-2 kiside saptanan yliksekliklerin bize net ¢ikarimlar saglayamayacagi
degerlendirldi. Oysa ki Coriobacteriaceae (satir 9), Ruminoococcaeae (satir 11),
Butyricimonas virosa (Satir 23) ve Clostridiales (satir 24) bakterileri ise hasta
grubuna gore saglikli kontrol grubunun c¢ogunda yiiksek oldugu saptanmistir.
Dikkate alinmasi ve tizerinde 6nemle durulmasi gereken bu grup bakterilerdir. Ciinkii
rosacea hastalarinda bu grup bakterilerin miktar1 azalmigtir. S6z konusu bakteriler ve

literatiirde iliskili bulunan hastaliklar tek tek ele alinacak olursa;

Saglikli goniillillerde yiiksek oranda saptadigimiz Corinobacteriaceae ailesi tip 2
diyabetin tedavisinin arastirldigir bir caligmada, kontrol grubunda yiiksek oranda
saptanmasindan dolayi, tip 2 diyabetin iyilesmesine katkida bulunabilecek spesifik
bir bagirsak mikrobiyomu olabilecegi vurgulanmaktadir (Liu et al. 2018). Kang ve
ark. (2017) anti-obezite etkinligi olan kapsasin ile, obez farelerde yaptiklari
calismalarda 6nemli bir SCFA olan butirat Ureten, Clostridiales ailesindeki iki
O6nemli taksondan biri olan Ruminococcaceae turlerinde artis saptamiglardir. Bu
artmis SCFA oranlar1 ile obeziteye neden olan disbiyotik tablonun tersine
cevrilebilecegini yorumlar1 dikkate degerdir. MS tanili hastalarla yapilan bir
calismada anlamli olarak azalmis Butyricimonas saptanmistir. Bir SCFA olan biitirat
Uretimi ile bu bakteri kolondaki regiilator T lenfositleri uyarir. Kolonik biitirattaki

azalma, bariyer fonksiyonunu bozabilir ve inflamasyona neden olabilir (Jangi et al.
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2016). S6z konusu bu bakterilerin rosacea hastalarinda azalmis olmasi 6nemli bir

veri olup, hastaligin patofizyolojisinde rol oynayan bir unsur olabilecegi sdylenebilir.

Kontrol grubundaki 1-2 kiside hasta gruba gore yiiksek oranda bulunan bakteriler;
Succinivibrio, Oscillospira, Prevotellaceae, Prevotella, Alistipes, Mollicutes,
Erysipelotrichaceae, Desulfovibrio ve Selenomonadales seklindedir. Obez hastalarla
yapilan bir ¢alismada Succinivibrio ve Oscillospira bakterileri kontrol grubuna
oranla daha diisiik saptanmistir. Bu bakterilerin SCFA’lardan iiretilen enerjinin
diizenlenmesinde ve SCFA Uretimindeki dengede rolii olabilecegi one siirilmiistiir
(Murugesan et al. 2015). Alkolik olamayan karaciger hastaligi olan bireyler ile
yapilan bir ¢alismada Alistipes ve Provetalla saglikli kontrollerde ¢ok daha yiiksek
oranda saptanmistir. Yiksek oranda SCFA dretebilen Provetalla azalmasinin
disbiyozisi tetikleyebilecegi ve bu iki bakteri tiiriiniin hastaligin gelisimine karsi
koruycu etki gosterebilecegi One siriilmistir (Jiang et al. 2015). Rosacea
hastalarinda yapilan bir ¢alismada Desulfovibrio tirleri kontrol grubuna gore bizim
calismamizda da oldugu gibi daha diisiik oranda saptanmistir (Nam et al.) Bununla
birlikte IBS hastalarinda azalmis Desulfovibrio tiirleri tespit edilen ¢aligmalar rosacea
/ IBS ve mikrobiyal kolonizasyon arasindaki iliskiyi agiklamada kullanilabilecegini

One slirmiisledir (Malinen et al. 2005).

Ayrica sekans analiz sonuclarina goére enterotiplendirme yapildiginda rosacea
hastalarinin  ve saglikli goniilliilerde ayni oranlarda enterotipler saptanmistir. Bu

sonug rosacea klinigi ile enterotip iliski potansiyelini yorumlamamizi kisitlamaktadir.

Nam ve ark. (2017) yaptiklar1 16S rRNA sekans analizleri sonuglarina gore saglikli
kontrol grubuna gore rosacea tanili hastalarda alfa gesitlilikte azalma, beta ¢esitlilikte
de farkliliklar tespit etmiserlerdir. Bizim c¢alismamizda da alfa ¢esitlilikte PD
analizleri sonucunda rosacea tanili hastalarda saglikli goniillillere oranla azalmis
mikrobiyom gesitliligi saptandi. Beta ¢esitlilikte de Bray-Curtis analizleri sonucunda
iki gruptaki tespit edilen tiir igeriginin birbirlerinden farklilastigi saptandi. Tum bu
sonuglarin disbiyozis gelisimi ve rosacea klinigine rol agabilecek potansiyel faktorler
olabilecegi diistiniildii. Prebiyotik ve probiyotiklerin tedavi icin alternatif olarak

denenebilecegi diisiiniildii.
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Sekans analizlerinde, V1-V3 ve V3-V5 gen bolgelerini hedefleyen pirimerlerin
birlikte kullanilmasi, daha fazla bakteri yakalayabilmek ve daha derinlemesine
sonug eldesi icin dnerilmektedir (Thomas and Dore 2015). Bizim ¢alismamizda V3-
V4 bolgelerini hedefledigimiz i¢in elde ettigimiz sonuglar bazi yorumlarimizi
kisitlamis olabilir. Ayrica birtakim biyo belirteclerin bakilmamis olmasi, kantitasyon
yapilamamis olmasi, hasta ve kontrol grubu sayisinin az olmasi, PERMANOVA

analizinin yapilamamis olmasi gibi kisitlayici unsurlar mevcuttur.
Sonug ve oneriler;

e Rosacea tanili hastalarin, kontrol grubu olan saglikli goniillillere gore gaita
pH ortalamalar1 ve Bristol skorlar1 daha yiiksek bulundu. Bu azalmis kolonik
transit zamani ve yiikselmis pH disbiyozis olusumu igin potansiyel faktor
olarak degerlendirildi.

e 16S rRNA sekans analizleri sonuglarina gére hem kontrol grubu saglikli
gondllilere gore azalmis filogenetik ¢esitlilik hem de gruplar arasinda
olugmus tiir farkliliklar1 tespit edildi. Tespit edilen ¢esitliligi azalmig ve
farklilasmis mikrobiyom rosacea gelisimi i¢in bir faktdr olarak
degerlendirildi.

e Metagenomik DNA analizleri sonuglarina gore rosacea hastalarinda saglikli
gondllilere gore; Lachnospira, Lachnoclostridium, Roseburia ve Roseburia
intestinalis istatistiki olarak daha yiiksek saptanirken Coriobacteriaceae,
Ruminoococcaeae, Butyricimonas virosa ve Clostridiales bakterileri ise
diisiik oranda oranda saptandi. Bu farkliliklarin rosacea klinigi ile dolayli
disbiyotik yolaklar ile iliskili olabilecegi diistintildii.

e Tespit edilen azalmig ve artmis bakteriyel topluluklar sonucunda; rosacea
hastalig1 ile bagirsak disbiyozisi arasinda iliski oldugu saptanmustir.
Prebiyotik ve probiyotikler tedavi icin alternatif olarak denenebilir.

e Literatirde rosacea ve bagirsak mikrobiyomu iligkisini inceleyen bir
calismaya ulagilabildiginden one ¢ikan mikroorganizlarin
anlamlandirilabilmesi i¢in daha ¢ok sayida ve daha fazla Grnekleme sahip

calisamalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Ek 2. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

ROSACEA HASTALARINDA BAGIRSAK MiKROBiYOMUNUN
METAGENOMIiK DNA PROFILI

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Rosacea hastalarinda bagirsak mikrobiyomunun metagenomik DNA profili baglikli
bir ¢calisma yliriitmekteyiz. Bu ¢alismanin amaci amaci; rosacea hastaligi ile bagirsak
mikrobiyomu arasindaki iligkileri belirleyerek rosacea patogenezine 151k tutmak yeni
tan1 ve tedavi yaklasimlarina yardimei olmaktir. Bunu degerlendirirken hastalarin
invaziv olmayan gaita orneklerinden igerdigi bakteriyel profili saptamak amaciyla
sekans analizleri yapilacaktir.

Bu ¢alismada sizden sadece gaita ornegi vermeniz istenecektir. Calismaya katilan
kisiye olumsuz etkisi olabilecek herhangi bir miidahalede bulunulmayacaktir.

Bu ¢alismaya katilmak zorunda degilsiniz. Bu ¢alismadan elde edilecek bulgular
ilerde hastaligin ortaya ¢ikmasina yonelik mekanizmalarin agiklanmasi ve hastanin
gidisatina etkin olabilecek faktorlerin degerlendirilmesinde faydali olabilir ancak size
dogrudan faydasi yoktur. Eger ¢alismaya katilmak istemezseniz bu Sizin tedavinize
en ufak bir etki olusturamaz, bu durumla ilgili negatif bir etkiye maruz kalmazsiniz.
Calismaya katilmayr kabul etseniz dahi istediginiz an bundan rahatlikla
vazgecebilirsiniz. Bu durumda olumsuz bir etki olusturmayacaktir.

Bu calismadan elde edilen veriler arastirmacilar disindaki herhangi bir iigiincii kisiye
verilmeyecektir. Bu veriler sadece arastirmacilarin ulagmasina izin verilen veriler
olacaktir. Calismadan elde edilen verilerin sonuglari bilimsel dergilerde yer alabilir
ancak burada bireysel herhangi bir bilgi yer almaz. Bu arastirmada sizden alinan
verilen simdi veya daha sonra bilimsel caligmalar i¢in kullanilacaktir.Eger
aragtirmayla ilgili sizi etkileyecek herhangi bir yeni bilgi ortaya ¢ikarsa bu bilgi
sizinle paylasilacaktir.
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Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan aragtirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Arastirma Ekibinde Yer Alan ve Yetkin Bir Arastirmacinin Adi1/ Soyadi / Imzas1 / Tarih
Goniilliiniin arastirma siirecinde ulagabilecegi aragtirmacinin telefonu:

Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyad1 / imzas1 / Tarih

Ek 3. Mini Anket Formu

Yasiniz:

Cinsiyetiniz:

Kullanidigiz ilaglar:

Kronik bir hastalinigiz var m1?:

Beslenme sekliniz?: Karbonhidrat agirlikli / Hayvansal protein agirlikli / Karigik
Alkol, sigara kullaniminiz:

Son 1 ay igerisinde antibiyotik, proton pompasi inhibitorii kullandiniz mi?:

Son 1 ay igerisinde prebiyotk/probiyotik iiriin kullandiniz mi?:
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