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OZET
MEMELILERDE KEMIK KAYBININ ONLENMESi VEYA TEDAVI EDILMESINDE
KULLANIMA YONELIK LACTOBACILLUS REUTERI ATCC PTA 6475

Mevcut bulus, insanlarda kemik kaybinin énlenmesine yonelik etkili laktik asit bakterivel
suslari ve sunulan yénteme gore segilen suslarn segilmesine yonelik bir yontemi igerir.
Segim yontemi, degistiriimis bir mikrobiyal toplulugu normale yeniden kurabilen ve/veya
dort spesifik SNP'nin (L reuteri JCM 1 1 12 genomuna iligkin baz ¢ifti 271 391'de C,
baz cifti 453 538'de G, baz cifti 529 228'de G ve baz ¢ifti 599 338'de C) en az birini

barindirabilen suslara baglidir.
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iISTEMLER

. Kemik kaybinin dnlenmesi veya tedavisinde kullanima yodnelik L reuteri ATCC

PTA 6475ir.

. Kemik kaybinin dnlenmesi veya tedavisinde kullanima yoénelik L reuteri ATCC

PTA 6475 igeren bir bilesiktir.

. istem 2ye gdre kullanima yénelik bir bilesim olup, 6zelligi menopoz

dénemindeki kadinlar, histerektomiye sahip kadinlar, diyabetliler, osteopenik
bireyler, osteoporotik bireyler ve metabolik bozuklugu olan bireylerde kemik

kaybinin énlenmesinde kullanima yonelik olmasidir.

. Istem 2've gére kullanima ydnelik bilesim olup, dzelligi kirktan sonra kemik

onariminin gelistirilmesine kullanima yénelik olmasidir.

. Istem 2'ye go6re kullanima yonelik bilesim olup, 6zelligi D vitamini veya bir

hormon ile kombinasyon halinde, kemik kaybinin onlenmesi veya tedavi

edilmesinde kullanima ydnelik olmasidir.

. Istemler 2-5'ten herhangi birine gére kullanima yénelik bilesim olup, ézelligi bu

bilesimin, bir farmasotik bilesim, bir gida Grind veya bir besin takviyesi

olmasdir.
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TARIFNAME
MEMELILERDE KEMIK KAYBININ ONLENMESI VEYA TEDAVI EDILMESINDE
KULLANIMA YONELIK LACTOBACILLUS REUTERI ATCC PTA 6475

BULUSUN SAHASI

Mevcut bulug, genel olarak ilag, farmakoloji ve besin takviyeleri ile ilgilidir. Daha ayrintili
olarak bulus, memelilerde kemik kaybinin énlenmesinde kullanima yonelik laktik asit

bakterisi ile ilgilidir.

BULUSUN ALTYAPISI

50 yasin Uzerindeki {14 milyonu erkek) 40 milyondan fazla Amerikali, disik kemik
yogunlugu veya osteoporoz ve buna bagl olarak artan kink riskinden etkilenmektedir.
Osteoporotik kiriklari olan kisiler, depresyon, bagimhlik ve artan &lim oranina
egilimlidir. Yaslanma, osteoporozun ana nedeniyken, hastalik, kullanmayi birakma ve

bazi ilaglar, ayrica yagsamin herhangi bir evresinde kemik kaybina neden olabilir.

iskelet, viicudun adirhgini destekleyen, mezenkimal ve hematopoetik kdk hicreleri
barindiran ve bir kalsiyum deposu gdrevi gbéren oldukga organize bir sistemdir. Kemigin
yapisl, bir dis kortikal yogun kabuk ve bir i¢ trabekller kemik ag orglsii igerir. Egzersiz,
trabekuler kemik mineral yogunlugu (BMD) ve kemik hacim orani (BVF), trabekil
kalinhigi ve kortikal BMD ve kalinligini artirabilir. Tersine, hastalik, kullanmayi birakma
ve (glukokortikoidler gibi} bazi ilaglar, bu parametreleri azaltabilir ve hem erkeklerde
hem de kadinlarda osteoporoza neden olabilir. Osteoporoz, kemik kitlesinde bir
azalma (ortalamanin altinda 2.5ten fazla standart sapma (SD)) ve (azalan trabekul
kalinligi gibi) degistiriimis kemik mikro-yapisi ile tanimlanir. Azalan kemik kitlesi ile
birlikte, artan kemik kinlma riski mevcuttur. Boylece, osteoporotik teshisi konuldugu
noktada, hasta, normal kemik yogunluguna sahip biri ile karsilastinidiginda kinima
riskinde 16 kat artisa sahiptir. Kirklar, depresyon, badimhlik ve artan &lUim orani
(yashlar igin 12 ayda %25’ten daha fazla) ile ilgilidir ve kalga kiriklari, yilhk 50,000°den
fazla o&lim ile sonuclanmaktadir (Ulusal Osteoporoz Vakfi (NOF) istatistii).
Osteoporoz, erkeklerde daha az gorilmekle birlikte, kalga kinklarinin %3C’undan
fazlasi erkeklerde gorulir ve olim oram erkeklerde kadinlara gére daha fazladir.

Mevcut durumda, osteoporozun dodrudan maliyetlerini karsilamak (zere ABD'de 20
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milyar dolarin ve Avrupa Birlidinde 30 milyar dolarin (zerinde harcamalar
yapiimaktadir. Daha da endige verici olarak, 2020 yilinda ABD’de 50 yasin uzerindeki
61 milyondan fazla kadin ve erkegin duguk kemik yogunlugu veya osteoporoza sahip
olacagdl (NOF istatistigi) ve bu nedenle etkili yeni tedaviler bulmasinin bir dncelik oldugu
tahmin edilmektedir. Aslinda, 50 yasin Uzerindeki (¢ kadindan biri, yasami boyunca
ostecoporoz ile iligkili bir kinkla karsilasacaktir. Kirnlma riskindeki baglantih artig ile
birlikte, kemik kaybi, metabolizma ve insllin sekresyonu Uzerinde negatif etkilere sahip
olabilir. Piyasadaki tim uygun tedavilere ragmen, osteoporotik hastalarin sayisi ABD
ve dinya genelinde artmaktadir. Bunun, birinin erken yasta risk altinda oldugu
farkindalidinin eksiklidi, artan yasl nidfus ve istenmeyen ilac yan etkileri nedeniyle
hastanin uyumsuzlugu dahil birka¢ nedeni vardir. Ek olarak, geleneksel kemik kaybi
tedavileri, her zaman etkili degildir. Mevecut durumda, disik kemik yodunlugu veya
osteoporozu olan insanlara ybnelik osteoporoz ilaglan yerine kullanilabilen herhangi bir
alternatif veya dogal tedavi yoktur. Bu nedenle, doktorlar, hastalarinda kemik
yogunludunu artirmak tlizere yeni yaklasimlar aramakta ve sirketler farmakolojik kemik

terapétik ilaglarini gelistirmek Uzere galismaktadir.

Bazi insanlarda, osteoporozun gelisme olasiiyl daha ylksektir, birka¢ risk faktéri
asagidadir;
*Kadin olmak
*Yasllk
*Ailede osteoporoz veya kirik kemik gegmisi
*Kisa ve zayif olmak
*Kafkasyal, Asyall veya Ispanyol/iLatin gibi bazi irk/etnik kokenler, buna
ragmen Afro-Amerikalilar da risk altindadir
*Kirk kemik gegmisi
*Duaslk seviyelerde seks hormonlari
*Menopoz dahil, kadinda disik dstrojen seviyeleri
*Adet gbérmeme (amenore)
*Erkekte diisik seviyelerde testosteron ve dstrojen
*Diyet
-Diisik kalsiyum alimi
-Diistk D vitamini alimi
-Asir protein, sodyum ve kafein alim

*Hareketsiz yagsam bi¢imi
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*Sigara icme

*Alkol kullanimi

*Steroid ilaclan, bazi antikonvilsanlar ve digerleri gibi bazi ilaglar

*Anoreksiya nervoza, romatoid artrit, gastrointestinal hastaliklar ve digereri gibi

bazi hastaliklar ve rahatsizlklar

Menopoz cadindaki kadinlar, azalan Ostrojen seviyeleri nedeniyle menopoz slresi
boyunca kemik kaybina egilimlidir. Menopoz dncesinde dahi (menopozdan dnce 2 ila 8
yillik sire), dstrojen seviyeleri dismeye baslayabilir. Zamanla, ¢ok fazla kemik kaybi,

ilk olarak osteopeni (disik kemik kitlesi) ve daha sonra osteoporoza neden olabilir.

Tip 1 diyanet (T1D) tesghisi, gocuklar ve yetigkinlerde artmaktadir. Tibbi ilerlemeler
hastanin émrand uzatirken, 6glisemiyi strdidrmek terapdtik vijilans altinda dahi zor
kalir. Boylece, daha fazla T1D hastasi (erkekler ve kadinlar), kemik kaybi dahil
komplikasyonlar yasar. Bu, hastalann, halihazirda artan bir kink riski ile
yaslanmaya/menopoza girmeye baslamasi anlamina gelir. lyilesmesi zor olabilen
kiriklar meydana geldiginde, uzun hastanede yatis gerektirir, hayat kalitesini disurar ve
Olim oranini artirir. K6t kemik saghdr ayni zamanda tim vilcudu negatif olarak etkiler.
Menopoz sonrasi T1D diyabetli kadinlarda, diyabeti olmayan kadinlardan daha fazla
ostecporotik kinklar meydana gelir. T1D'ye sahip cocuklar, diyabeti olmayan
gocuklardan daha dusik kemik mineral yogunluguna sahiptir. Boylece, kemik
saghginin korunmasi, T1D hastalarinin genel yasam kalitesi igin kritiktir ve kemik iligi
hicreleri ile kemik hucreleri iletisim kurdugundan kemik iligi badisiklik/progenitdr

hicrelerini iceren terapdétik/kiratif tedavilerin en (st dizeye cikariimasi icin dnemlidir.

Tip 2 Diyabet (T2D) hastalarinin osteoporotik kink riski, ayni zamanda diyabetli

olmayanlardan daha ylksektir.

Kemigin glglendiriimesi ve osteoporozun Onlenmesi igin iki onemli bilesenler 1)
maksimum kemik yogunluguna erisilmesi ve 2) yetiskinlik ve yaslanma sirasinda kemik
kaybinin dnlenmesidir. Kemik olusturmak veya resorbe etmek Gzere kemigin dinamik
olmasi ve cevresel isaretlere sirekli olarak adapte olmasi nedeniyle kemigin yeniden
yapilanmasi ortaya c¢ikar. Osteoblastlar (kemik olusturan hicreler) ve osteoklastlarin
(kemik resorbe eden hicreler) aktiviteleri araciliiyla hedeflenen kemidin yeniden

yapllanmasi, kemidi, destek gereken yerlerde gigli tutarken kandaki kalsiyum
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seviyelerini kritik bir aralikta strddrir. Olusturma ve rezorpsiyon akliviteleri dengededir,
net kemik kazanci veya kaybi yoktur, ancak clugsum azaldiginda ve/veya rezorpsiyon

arthginda, kemik kayb1 meydana gelir.

Artan osteoklast aktivitesi, kemik rezorpsiyonu ile sonucglanir. Ostecklastlar,
hematopoetik kdk hicrelerden tlretili. Bu hiicreler, dogru kosullar altinda
monosit/makrofaj soyundan hiicrelerin, osteoklast prekursorlerine gelismesine neden
olabilir. (Osteoblast yiizeylerinde bulunan) RANKL gibi faktérler ile daha fazla sinyal
verilmesi, osteoklast olgunlagsmasini stimile eder. Olgun osteoklastlar (katepsin K ve

TRAPSb dahil) kemik matris degradasyonunda dahil olan enzimleri ifade eder.

Artan osteablast aktivitesi, 1) soy se¢imi, 2) olgunlasma ve 3) &lim dahil birkag
seviyede dlzenlenebilen kemik olusumu ile sonug¢lanir. Kemik iligi stromal hicrelerinin
(BMSC), osteoblastlar, adipositler ve dider hiicre tiplerine neden olmasindan dolayi, bir
soy (adiposit) secimi, bir digeri (osteoblast) pahasina olabilir. Bu, yaslanma, uzvun
bosalmasi, hiicre kiltiri modelleri ve tip | (T1) diyabet ile taninan kemik adipozitesi ile
mineral yodunlugu arasindaki karsilikli iligki ile desteklenir. Osteoblast aktivitesi, ayrica
olimfapaptoz ile dizenlenebilir. Osteoblast 6liminde bir artis, daha az kemik
olusturma hiicresi ve bu nedenle kemik kaybi ile sonuglanacaktir. Ornekler, kullanimi
birakma/bosalmaya hizl kemik adaptasyonunu icerir, bu, kemik kaybi, artan kemik ilidi
adipozitesi ve artan kemik hiicresi o6liumi ile sonuglanir. Yaslanma, ayrica kemik
hicresi apoptozunu artinr.  Birgok faktdr, asadidakileri igeren osteoblast
regulasyonunun {(soy, olgunlasma, &liim) birka¢ veya tim agilarinin modiile edilmesine
katkida bulunur: TGFB, kemik morfojenik proteinleri (BMP’ler), paratiroid hormonu

(PTH) ve Wnt'ler gibi pozitif faktdrler ve sitokinler gibi negatif faktérler.

Bifosfonatlar, osteoporoza yonelik en yaygin tedavilerden biridir. Bu bilesikler, kemik
mineraline dahil olur ve ostecoklastlar araciifiyla kemik katabolizmini inhibe eder ve
kiriklarin azaltimasinda etkilidir. Bununla birlikte, bu bilegiklerin birgogu, ag karnina
alinmalidir ve azalan hasta uyumu ile sonuglanan gastrik refli ve bulantiya neden
olabilir. Ayni zamanda, bu bilesiklerin kemik iginde bulunma siresinin uzunlugu ve
kemidin yeniden yapillanmasi ve gucl Gzerindeki uzun sdreli etkileri ile ilgili bir sorun
mevcuttur. Selektif dstrojen reseptor dénusturiculer (SERM'ler), bir baska terapotik
tedavidir, ancak bunlar yine kanser ile ilgili bazi sorunlar tagir. Hormon replesman

tedavisi, osteoporozun ortaya ¢ikmasinin dnlenmesi veya yavaslatiimasinda faydal
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olarak calisiimisgtir, ancak, hormon replasmaninin birkac yil boyunca uzun sureli
kullanimi, kadinlarda meme kanseri riskini artirabilir, vendz trombozun (kan pihtilar)
etki alanini, daha 6nceden mevcut clan karacider hastaliklannin giddetlenmesini ve
hipertansiyonun yani sira artan endometriyal kanser riskini artirabilir. Amgen,
RANKL/RANK sisteminin modifiye edilmesi araciidiyla ise yarayan ve dolayisiyla
ostecklast akfivitesini bastiran gelismekte olan bir ilaca (osteoprotegrine benzer)
sahiptir. intermitent PTH tedavisi, bir anabolik tedavidir, ancak, intravendz tedavi,
pahalidir ve sadece siddetli osteoporotik hastalar igin gosterilir. Birlikte ele alindiginda,
disuk kemik yogunlugu teshisi konulan birgok insanin, ne yapacaq ile ilgili kafasinin
karismasi gsasirtict degildir. Bircok insan, uzun sireli etkilerden korktugundan ilag
almak istemez. Agirlik tagima egzersizi ve yeterli kalsiyum alimi iki dogal yaklagimken,

hastalk, ilaglar ve yaglanmanin etkilerinin her zaman dstesinden gelemez.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bulus, istemler ile tanimlanir.

Mevcut bulusun baslica amaci, &zellikle menopoz dénemindeki kadinlarda,
diyabetlilerde, ornegin ylksek enerji alim ve dusuk egzersiz sikligina sahip geng
erkekleri iceren osteopenikte kemik kaybini 6nleyebilen bir laktik asit bakteriyel susu

saglamaktir.

Mevcut bulugun bir amaci, kemik kaybini dnlemek (zere menopoz dénemindeki

kadinlarda bu tir suslar igeren Griinlerin kullaniimasidir.

Mevcut bulusun bir amaci, kemik kaybini énlemek lzere bir histerektomiye sahip olan

kadinlarda bu tlr suslar igeren Urunlerin kullanilmasidir.

Bir baska amag, kemik kaybini dnlemek i¢in bunlarla sinirfh olmamak Uzere, metabolik
bozukluk ve osteopenik erkekler dahil geng erkekler gibi erkeklerde bu tlr suslar igeren

Urtinlerin kullaniimasidir.

Bir baska amac, van etkileri en aza indirebilen bu tar ilaglarn dozunu azaltmak Gzere
kemik kaybi veya kemik olugsumuna yonelik terapiler ile kombinasyon halindeki bu tir

drunleri kullanmaktir.
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Bir bagka amac, kirktan sonra kemik onarimini gelistirmektir.

Burada, L reuferi JCM 1112 {SEQ ID NO: 1) genomuna en az %95 benzerlige sahip
olan bir laktik asit bakteriyel susunun secilmesi ve asadidaki ddrt pozisyonun en az
birince L reuteriJCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna iliskin ayni nukleotidin
barindirnimasini igermek (zere, kemik kaybinin dnlenmesi veya tedavi edilmesinde
kullanima yonelik bir laktik asit bakteriyel susunun secilmesine ydnelik bir yontem
agiklanir: baz cifti 271 391'de C, baz ifti 453 538'de G, baz ifti 529 228'de G ve baz
Gifti 599 338'de C.

Yontem, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna %97 gibi, érnegin %98, %99
gibi en az %96 henzerlige sahip olan bir laktik asit bakteriyel susunun secilmesi ve
asagidaki dort pozisyonun en az birinde L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna
iliskin ayni nikleotidin barindinlmasini igerir:baz cifti 271 391’de C, baz cifti 453 538'de
G, baz cifti 529 228'de G ve baz ¢ifti 599 338’de C.

Burada, ayrica agiklanan, asadidaki dort pozisyondan en az birinde [ reuferi JCM 1112
(SEQ ID NO: 1) genomuna iliskin ayni nulkleotidi barindiran bir Lactobacillus
reuteri secilmesini icermek Uzere, kemik kaybinin énlenmesi veya tedavi edilmesinde
kullanima yonelik olarak hir Lactobacillus reuteri susu gibi bir laktik asit bakteriyel
susuna yonelik bir yontemdir: baz cifti 271 391'de C, baz ¢ifti 453 538'de G, baz cifti
529 228de G ve baz cifti 599 338'de C.

Yukarida aciklanan yéntemlerin herhangi birinde, laktik asit bakteriyel susu, s6z
konusu nikleotidlerin dérddnin tamami gibi s6z konusu dort nukleotidin en az Ggu gibi

s$0z konusu dort nukleotidin en az ikisini barindirir.

Burada ayrica agiklanan, baz cifti 271 391'de C ila T, baz cifti 453 538'de G ila A, baz
cifti 529 228'de G ila A ve baz ¢ifti 599 338’de C ila T'den olusan ddért mutasyonun
grubundan segilen, laktik asit bakteriyel susunun, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1)
genomuna iliskin en az bir mutasyon barindirmamasi saglanarak, [ reuteri JCM 1112
(SEQ ID NO: 1) genomuna en az %95 benzerlide sahip olan bir laktik asit bakteriyel
susunun sec¢ilmesini icermek Uzere, kemik kaybinin dnlenmesi veya tedavi edilmesinde

kullanima yonelik bir laktik asit bakteriyel susunun secilmesine yonelik bir ydntemdir.
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S6z konusu ydntem, baz cifti 271 391'de C ila T, baz ¢ifti 453 538'de G ila A, baz ¢ifti
529 228'de G ila A ve baz ¢ifti 599 338'de C ila T'den olusan dort mutasyonun
grubundan secilen, laktik asit bakteriyel susunun, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1)
genomuna iligskin en az bir mutasyonu barindirmamasi sadlanarak, L reuteri JCM 1112
(SEQ ID NO: 1) genomuna %97 gibi, érnedin %98, %99 gibi en az %96 benzerlige

sahip olan bir laktik asit bakteriyel susunun segilmesini igerebilir.

Laktik asit bakteriyel susu, s6z konusu dort mutasyonun herhangi biri gibi s6z konusu
dért mutasyonun en az (¢l gibi s6z konusu dért mutasyonun en az ikisini barindirabilir

veya barindirmayabilir.

Bulug, kemik kaybinin énlenmesi veya tedavisinde kullanima ydnelik bir laktik
bakteriyel susunu saglar. Laktik asit bakteriyel susu, kemik kaybinin dnlenmesi veya
tedavi edilmesinde kullanima yoénelik L reuteri ATCC PTA 6475'tir. Bu susg, 21 Aralk
2004 Budapeste Anlasmasi geredinde tevdi edilen, Amerikan Tipi KUltdr

Koleksiyonu'nda (10801 Univ. Blvd., Manassas, Va.) kamu tarafindan kullanilabilir.

Burada ayrica, kemik kaybinin énlenmesi veya tedavisinde kullanima yonelik olarak, L
reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna en az %95 benzerlige sahip olan ve
asadidaki dort pozisyondan en az birinde L reuteridCM 1112 (SEQ ID NO: 1)
genomuna iligkin ayni nikleotidi barindiran bir laktik asit bakteriyel susu agiklanir: baz
gifti 271 391°de C, baz ¢ifti 453 538'de G, baz ifti 529 228’de G ve baz cifti 599 338'de
C.

Laktik asit bakteriyel susu, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna %97 gibi,
ornegin %98, %99 gibi en az %96 benzerlide sahip olabilir ve asagidaki dort
pozisyonun en az birinde L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna iliskin ayni
nikleotidin harindirabilir; baz cifti 271 391°de C, baz cifti 453 538'de G, baz ¢ifti 529
228'de G ve baz ifti 599 338'de C.

Laktik asit bakteriyel susu, s6z konusu nikleotidlerin dérdintin tamami gibi s6z konusu
dért nikleotidin en az ¢l gibi s6z konusu dért nikleotidin en az ikisini barindirabilir.
burada ayrica, baz ¢ifti 271 391'de C ila T, baz cifti 452 538'de G ila A, baz cifti 529
228'de G ila A ve baz cifti 599 338'de C ila T'den olugan ddort mutasyonun grubundan
secilen, laktik asit bakteriyel susunun, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna
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iliskin en az bir mutasyon barindirmamasi saglanarak, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID
NO: 1) genomuna en az %95 benzerlige sahip olan bir laktik asit bakteriyel susu

aciklanir.

Laktik asit bakteriyel susu, baz ¢ifti 271 391°de C ila T, baz cifti 453 538'de G ila A, baz
cifti 529 228'de G ila A ve baz ¢ifti 599 338'de C ila T'den olugan dért mutasyonun
grubundan segcilen, laktik asit bakteriyel susunun, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1)
genomuna iliskin en az bir mutasyonu barmdirmamasi sadlanarak, L reuteri JCM 1112
(SEQ ID NO: 1) genomuna %97 gibi, 6rnegin %98, %99 gibi en az %96 benzerlige

sahip olabilir.

Laktik asit bakteriyel susu, s6z konusu dért mutasyonun herhangi biri gibi s6z konusu
dért mutasyonun en az Gg¢l gibi s6z konusu dort mutasyonun en az ikisini banndirabilir

veya barindirmayabilir.

Bulusa gore, laktik asit bakteriyel susu, L reuteri ATCC PTA 6475'ir.

Bulus ayrica, L reuteri ATCC PTA 6475 olan bir laktik asit bakteriyel susunu igeren bir
bilesik saglar.

Burada ayrica, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna en az %95 benzerlige
sahip olan ve asagidaki dort pozisyondan en az birinde L reuteri JCM 1112 (SEQ ID
NO: 1) genomuna iligkin ayni nikleotidi barindiran bir laktik asit bakteriyel susu iceren
bir bilesik aciklanir: baz ¢ifti 271 391'de C, baz gifti 453 538'de G, baz cifti 529 228'de
G ve baz cifti 599 338'de C.

Laktik asit bakteriyel susu, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna %97 gibi,
ornegin %28, %929 gibi en az %96 benzerlije sahip olabilir ve asadidaki dort
pozisyonun en az birinde L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna iligkin ayni
nikleotidi barindinir; baz gifti 271 391’de C, baz ifti 453 538'de G, baz ¢ifti 529 228'de
G ve baz ifti 599 338'de C.

Laktik asit bakteriyel susu, sdz konusu nukleotidlerin dérdundn tamami gibi s6z konusu

dért nikleotidin en az gl gibi s6z konusu dért nikleotidin en az ikisini barnindirabilir.
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Burada ayrica, baz ¢ifti 271 391'de C ila T, baz ¢ifti 453 538'de G ila A, baz cifti 529
228'de G ila A ve baz cifti 599 338'de C ila T'den olugan dort mutasyonun grubundan
secilen, laktik asit bakteriyel susunun, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1) genomuna
iliskin en az bir mutasyonu barindirmamasi sadlanarak, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID
NO: 1) genomuna en az %925 benzerlige sahip olan bir laktik asit bakteriyel susu iceren

bir bilesik agiklanir.

Laktik asit bakteriyel susu, baz ifti 271 391°de C ila T, baz cifti 453 538'de G ila A, baz
Gifti 529 228’de G ila A ve baz ¢ifti 599 338'de C ila T'den olusan dort mutasyonun
grubundan segilen, laktik asit bakteriyel susunun, L reuteri JCM 1112 (SEQ ID NO: 1)
genomuna iligkin en az bir mutasyonu barindirmamasi sadlanarak, L reuteri JCM 1112
(SEQ ID NO: 1) genomuna %97 gibi, érnedin %98, %99 gibi en az %26 benzerlide

sahip olabilir,

Laktik asit bakteriyel susu, s6z konusu dort mutasyonun herhangi biri gibi s6z konusu
dort mutasyonun en az Ugl gibi s6z konusu dért mutasyonun en az ikisini barindirabilir

veya barindirmayabilir.

Bulusa gdre, kemik kaybinin énlenmesi veya tedavi edilmesinde kullanima ydnelik
laktik asit bakteriyel susu, L reuferi ATCC PTA 6475ir.

Ayrica bulusa gore, L reuteri ATCC PTA 6475 iceren bir bilesim, kemik kaybinin

dnlenmesi veya tedavi edilmesinde kullanima ydneliktir.
Bulusun bir dizenlemesinde, bilesim, menopoz dénemindeki kadinlar, histerektomiye
sahip kadinlar, diyabetliler, osteopenik bireyler, osteoporotik hireyler ve metabolik

bozuklugu olan bireylerde kemik kaybinin énlenmesinde kullanima yoneliktir.

Bulusun yine bir diger diizenlemesinde, bilesim, kiriktan sonra kemik onariminin

gelistiriimesinde kullanima yoneliktir.

Bulusun bir dizenlemesinde, D vitamini ile kombinasyon halindeki yukarida aciklanan

bilesik, kemik kaybinin énlenmesi veya tedavi edilmesinde kullanima yoneliktir.

Bulusun bir diger diizenlemesinde, (harmon replesman tedavisinde kullanima ydnelik)



10

15

20

25

30

35

10

bir hormon ile kombinasyon halindeki yukarida aciklanan bilesik, kemik kaybinin

onlenmesi veya tedavi edilmesine ydneliktir.

Bulusun bir dizenlemesinde, yukarida a¢iklanan bilesik, (istege badll olarak en az bir
farmasotik olarak kabul edilebilir eksipiyan igeren) bir farmasotik bilesim veya (teknikte
uzman kisi tarafindan bilindigi (zere istege bagh olarak en az bir gidada kullanilabilir

eksipiyan iceren) bir gida Griinl veya gida takviyesidir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Sekil 1, jejunum ve ileumda kimelenen mikrobiyal toplulugunu gosterir.
Sekil 2, L. reuteri ATCC PTA 6475 ile kemik kaybinin bastiriimasini gdsterir.

Sekil 3, farkll L. reuteri suglanndaki kemik kaybi Uzerindeki etkiyi gosterir.

BULUSUN VE TERCIiH EDILEN DUZENLEMELERININ DETAYLI AGIKLAMASI

Kronik inflamatuvar hastaliklar, siklikla sistemik kemik kaybi ile baglantilidir. NIH onayli
ozette, onay numarasi 1R21AT005472-01A1, McCabe, genel intestinal sadhg
iyilestiren tedavilerin kemik sagligina fayda potansiyeli oldugunu 6ne surer. McCabe ve
Britton, L. reuteri tedavisinin, ileumda TNF seviyelerini azaltidr ve digi olmayan ancak
saglikh erkek farelerde kemik hacmini artirdigini bulmustur ve L. Reuteri’nin, nin,
intestinal inflamasyonun bastinimasi ve kemik olusumunun artigi ile cinsiyete bagh bir
durumda kemik yogunlugunu artirdigini ileri sirer. intestinal inflamasyonu azaltan bir
probiyotik bakterinin kullanimi aracihdiyla kemik kitlesinin artirimasinin yeni bir yoluna
sahip olduklarini ileri strerler. Belirli spesifik olarak secilen suslarin, erkek ve disilerin
her ikisinde kemik kaybini dnlemek Gzere kullanildigi mevcut bulustan farkli olarak, L.
reuter’in anti-inflamatuvar dzellikleri ile baglantili clarak kemik kaybinin énlenmesinin

degil, cinsiyete bagh kemik olusumunun artmasidir.

Probiyotikler, tavuk kortikal kemigi kalinh@ini artirabilir ve yaslanan farelerdeki kemik
kaybini azaltabilir. Narva vd., “Effects of bioactive peptide, valyl-prolyl-proline (VPP),
and lactobacillus helveticus fermented milk containing VPP on bone loss in
ovariectomized rats.” iginde, L. helveticus fermente sutin kemik kaybini énledigini,
etkinin, valil-prolil-prolin peptidinden kaynaklanabildigini agiklamigtir. Narva vd., ayrica

“The effect of Lactobacillus helveticus fermented milk on acute changes in calcium
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metabolism in postmenopausal women” iginde sUtin Lactobacillus helveticus ile
fermentasyonunun, kalsiyum metabolizmasi Uzerinde pozitif bir akut etkiye sahip

oldugunu agiklamigtir.

Yeo vd., “Angiotensin |-converting enzyme inhibitory activity and bioconversion of
isoflavones by probiotics in soymilk supplemented with prebiotics” iginde prebiyotik ile
takviye edilen soya siitline dahil edilen probiyotigin, 6rmedin osteoporozda potansiyel

olarak bir besinsel tedavi olarak kullanilabildigini ileri strer.

Kim vd., “Effects of a Lactobacillus casei 393 fermented milk product on bone
metabolism in ovariectomised rats” icinde L. casei 393 FMP'nin ovariyektomi yapilan

sigcanlarda kemik kaybi (izerinde énleyici bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir.

Bununla birlikte, tek basina veya kombinasyon halinde olmadan yukanda gecen dnceki
teknigin herhangi biri, kemik kaybinin énlenmesine yonelik etkili olan spesifik probiyotik

suslarin nasil segilebildigini 6gretmez.

Mevcut bulug, burada insanlarda kemik kaybinin énlenmesine ydnelik etkili bir laktik
asit bakteriyel susunu icerir. Yiyecekler, besinsel katki maddeleri ve formulasyonlar gibi
drunler, farmasotikler veya bu suslardan tiretilen hiicreler veya bilesenlerin tamamini
iceren tibbi cihazlar, teknikte bilindidi gibi formile edilebilir ve genel olarak, laktik asit

bakteriyel susu veya bunun tiretilen bileseni olarak bilinen bir yutulabilir takviye igerir.

Onceki teknige bagdh olarak, kemik kaybini énleyebilen bir susun, intestinal sadlk veya
anti-inflamatuvar 6zellikleri Uzerinde bunun genel etkisi ile baglantili olacagni
dusunmek dogal olacaktir, bununla birlikte, buluggular, bu 6ézelliklerin, sasirtici bir
sekilde kemik kaybinin énlenmesi Gzerindeki etkililikte tahmini olmadidin bulmustur.
Lactobacillus reuteri ATCC PTA 6475 ve Lactobacillus reuteri ATCC PTA 4659,
neredeyse ayni iki sustur, bunlann her ikisi de anti-inflamatuvardir ve genel intestinal
saghdr gelistirir. Bu suslarin bu nedenle, ayn1 zamanda kemik kaybi (zerinde ayni
etkiye sahip olacagini varsaymak dogaldir. Bununla birlikte, bulusgular, bu suslarin,
kemik kaybinin dnlenmesi Ozerinde ayni etkiye sahip olmadidini gdstermistir ve bu
gozleme bagl olarak, drnegin Lactobacillus reuteri gibi laktik asit bakteriyel suslarinin
secilmesinin bir yolunun, kemik kaybinin tedavisi ve/veya énlenmesine yonelik etkili

olacagini agiklamistir.
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Burada sunulan ydntem araciliiyla spesifik olarak secilen laktik asit bakterisi, kemik

kaybini dnlemek tzere insanlara uygulanabilir.

L. reuteri ATCC PTA 6475 ve ATCC PTA 4659, kemik kaybini dnleyebilen bakteriler
icin dnemli olan dort SNP'de degisiklik gosterir. Bu SNP'ler, burada referans ile tam
olarak dahil edilen Walter vd. (Walter et al. Host-microbial symbiosis in the vertebrate
gastrointestinal tract and the Lactobacillus reuteri paradigm; PNAS, val. 108 p. 4645-
4652yde)yde gbsterilir. SNP analizine yodnelik olarak, siralama sonuclan, referans
genom Uzerine (L. reuteri JCM 1112, GenBank erisim no AP007281, SEQ ID NO: 1)
planlanmistir. Yedi SNP, L. reuteri ATCC PTA 4659'da bulunmustur ve bunlarnn Gg,
ayrica L. reuterifTCC PTA 6475te (bp 567 368’de konumlandirilan SNP 4, bp 968
088'de konumlandirilan SNP 6 ve bp 1 358 460'ta konumlandinlan SNP 8, referans
genom, L. reuteri JCM 1112’ye referans yapilir, GenBank erigsim no AP0Q7281, SEQ ID
NO: 1) bulunmustur. Geri kalan dort benzersiz SNP (mevcut metin Uzerine, buradan
sonra sirasiyla SNP 1, SNP 2, SNP 3 ve SNP 5 olarak adlandirilir), L. reuteri ATCC
PTA 6475 ile L. reuteri ATCC PTA 4659 arasindaki genomik farkhlikaln olusturur. S6z
konusu dért SNP, asadidakilerde konumlandirilir:

e bp 271391 (SNP 1),

e bp 453538 (SNP 2),

e bp 529228 (SNP 3) ve

« bp 599 338 (SNP 5),
(referans genom L. reuteri JCM 1112've referans yapilir, GenBank erisim no
AP007281; SEQ ID NO: 1).

SNP 1, korunan hipotetik proteine yoénelik bir gen kodlamada konumlandirilir (L.
reuteri JCM 1112: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/183224225), SNP 2, bir klorid
kanal proteinine yonelik bir gen kodlamada konumlandiriir (L. reuteri JCM
1112: hitp://www.ncbi.nim.nih.qgov/protein/183224386), SNP 3, bir ATP sentez gama alt
birimine  yonelik bir gen kodlamada konumlandinlir (L.  reuteri JCM
1112: hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/183224455) ve SNP 5, bir DNA uyumsuzluk
onarim proteini HexB'ye yoOnelik bir gen kodlamada konumlandiriir (L. reuteri JCM
1112: hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/183224511). Bu bulugta dahil edilen SNP’ler,
L. reuteri ATCC PTA 6475 ile eslesenlerdir, bunlarin dizisi, SNP 1, SNP 2, SNP 3 ve
SNP 5'in pozisyonlarinda L. reuteri JCM 1112 ile aym nikleotidlere sahiptir. Asadida
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listelenenler, L. reuteri ATCC PTA 6475 ile 4659 susglan arasinda degisiklik gosteren
nukleotidlerdir:
SNP 1) bir hipotetik proteine yénelik bir gen kodlama, burada nukleotid 267, bir
C'den (ATCC PTA 6475 ve JCM 1112'deki gibi) bir T'ye kadar ATCC PTA
4659°da degistirilmistir.
SNP 2) bir klorid kanal proteine yonelik bir gen kodlama, burada niiklectid 373,
bir G'den (ATCC PTA 6475 ve JCM 1112'deki gibi) bir A'ya kadar ATCC PTA
4659da degistirilmigtir.
SNP 3) ATP sentez gama alt birimine yonelik bir gen kodlama, burada nukleotid
296, bir G’'den (ATCC PTA 6475 ve JCM 1112'deki gibi) bir A’'yva kadar ATCC
PTA 4659'da degistirilmigstir.
SNP 5) bir HexB proteinine ydnelik bir gen kodlama, burada nikleotid 1966, bir
C'den (ATCC PTA 6475 ve JCM 1112'deki gibi) bir T'ye kadar degistiriimistir.

Burada agiklanan segim yonteminde, bu SNP’lerin en az birinde, yukarnda aciklanan
SNP’lere yonelik reuteriAnTCC PTA 6475 ile ayni nikleotidleri barindirdidi suslar aranir.

Mikrobiyota, kemik kaybinda dnemli bir rol oynar; kemik kaybindan sikayet eden birgok
hasta, bozulmus intestinal mikrobiyataya sahiptir. Gl borusunda normal mikrobiyal
toplulugu yeniden kurabilen laktik asit bakterisi, sasirtict bir sekilde kemik kaybinin

onlenmesinde daha etkilidir.

Burada kemik kaybinin dnlenmesi i¢in etkili suslar segilerek, secimin bir yontemi
aciklanir. Toplam gut mikrobiyal bilesiminin yeniden kurulabilmesi, sasirtici bir sekilde
ayrica kemik kaybinin dnlenmesindeki iglev icin dnemlidir. Buluggular, degistiriimig bir
mikrobiyal topluluu normale yeniden kurabilen ve/veya kemik kaybinin énlenmesi igin

etkili olan dort spesifik SNP’nin en az birini barindirabilen suslari bulmustur.

Kemik kayhinin énlenebilmesi, hazi suslar igin benzersizdir ve genelde tim laktik asit
bakterileri igin degildir. Etkili suslar segildidinde, bulusgular, agik bir sekilde bu etkinin,
anti-inflamatuvar 6zelliklere bagh olmadigini gosterdiginden, segim kriteri olarak anti-
inflamatuvar kapasiteyi kullanmak gerekli dedildir. L. reuteri ATCC PTA 6475 ve L.
reuteiATCC PTA 4659un her ikisi de anti-inflamatuvar suslardir, ancak L.
reuteri ATCC PTA 6475, kemik kaybinin 6nlenmesine ydnelik olarak kullanildiginda
¢ok daha etkilidir, L. reuteri ATCC PTA 4659, burada aciklanan secim ydntemine gore
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secilmez. Burada ag¢iklanan yonteme gbre secilen spesifik laktik asit bakteriyel suslari,
genel olarak kemik kaybiin énlenmesine yonelik olarak kullanilabilir ve asagidaki
duzenlemelerin, bu bulusun kapsamini  sinirlamamasi, ancak tercih edilen

dizenlemeleri drneklendirmesi hedeflenir.

D vitamini, kemik saghg: igin gok dnemlidir ve dlslik D vitamini seviyelerine sahip
insanlar, dusik kemik yogunlugu veya kemik kitlesine sahiptir. Yeterli D vitamini
almayan insanlar, kalsiyumu absorbe etmek tzere D vitamini gerekli oldugundan kemik
kaybedebilir. Buluggular, degistiriimig bir mikrobiyotanin, D vitamini eksikligi ve kemik
kaybina vyol acacadini, mevcut bulugsa gobre segilen laktik asit bakterisinin
uygulanmasinin, mikrobiyotay1 yeniden kuracagini ve bdylece intestinal D vitamini
absorpsiyonunu artiracadi ve D vitamini seviyelerini yeniden dlzenleyecegini
gormustur. Kemik kaybinin dnlenmesine yonelik olarak ¢ok daha etkili bir ydntem/Uruin
elde etmek amaciyla D vitaminini secgilen susglar ile kombine etmek aynca bir

opsiyondur.

T1D hastalan, kemik kaybi gibi komplikasyonlardan sikayetcidir. T1D’'den sikayetgi
hastalar, rahatsizigin bir sonucu olarak degistiriimis bir mikrobiyotaya sahiptir. Burada
aciklanan ydnteme gdre secilen laktik asit bakterisinin uygulanmasi, mikrabiyotay!

yeniden kuracak ve kemik kaybini énleyecektir.

Genglik ve yetigkinlik boyunca yliksek kemik yodunlugu, yasamin daha sonrasinda
osteoporoz gibi hastaliklarin dnlenmesine yardimci olabilir. Bunun nedeni, osteoporoz
bdlgesi icindeki kemik yodunluguna ulasmadan &nce yliksek kemik yogunlugunun daha
yuksek derecede kemik kaybina izin vermesidir. Béylece, burada ag¢iklanan yénteme
goére segilen laktik asit bakteriyel suglarinin gen¢ ve yetiskin insanlara uygulanmasi
aracihgiyla kemik kaybini énlemek mevcut bulusun bir amacidir, bu, kisilerin, yasamin
sonrasinda osteoporozun ortaya ¢ikmasini énlemek Ozere maksimum kemik yogunlugu
elde etmesine yardimci olacaktir. Burada agiklanan ydnteme gore segilen spesifik
laktik asit bakterisi, kemik kaybindan sikayetgi olanlarin yani sira saglikh alicida kemik

kaybini dnler.

Secilen laktik asit bakterisinin uygulanmasi, hormon replasman terapisi ile kambine
edilebilir. Bu tir bir kombinasyon, hormonlarin miktarim azaltabilir ve bdylece kanser

riskini dislirmek gibi yan etkileri azaltabilir.
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Kemik kaybinin oénlenmesine yonelik olarak segilen laktik asit bakterisi, tercihen
osteoporoz geligtirmeye egilimli olan menopoz ddénemindeki kadinlar ve osteopenik
erkeklere uygulanacaktir ve secilen laktik asit bakterisinin uygulanmasi, kemik kaybini

Onleyecektir ve boylece disik kemik yodunlugu ve osteoporozu énler.

Buluscular, Ostrojen azalmasinin, gut mikrobiyotasini degistirdigi, burada aciklanan
yonteme gore segilen laktik asit bakterisi ile tedavinin, bunlarla sinirli olmamak lzere
menopoz dénemindeki kadinlar ve histerektomiye sahip olan kadinlar, azalan dstrojen
seviyelerinden sikayetli insanlarda mikrobiyatanin yeniden kurulacagdini, sonug olarak

kemik kaybinin énlendigini gérmustar.

Burada aciklanan ydnteme gore segilen laktik asit hakterivel suslar, ayrica Kkirik

onarimini gelistirmek Gzere kullanilabilir.

Ornegin kemik kaybini tedavi etmek (izere kullanilan bifosfonatlar ve hormon
replasman terapisi gibi ilaclarin yan etkilerini azaltmak amaciyla, ilaglari, segilen laktik
asit bakterisi ile kombine etmek ve bdylece dozu azaltmak mimkinddr, bu, yan etkileri

en aza indirecektir,

ORNEK 1

L. reuteri ATCC PTA 6475'in ovx farelerindeki degigtirilmis mikrobiyal topluluklari

yeniden kurabilme calismasi.

Kontrol (ovx clmayan), ovx ve L. reuteri ile beslenen ovx'un intestinal mikrobiyal

topluluklarinda énemli degisiklikler mevcuttur.

Deney gruplan ve doku koleksiyonu.

Ovx farelerinin gvariyektomi (ovx) ve L. Reuteri6475tedavisinin efkilerini 6lgmek
amaciyla, hayvanlarin G¢ deney grubu kargilastiriimigtir. Kontrol fareleri, haftada Uc¢
defa ara¢ kontrol gavaji alan ovx olmayan farelerdir. Ovx fareler, haftada G¢ defa arac
kontrol gavaji almigtir. Ovx + L. reuteri6475, ddrt haftada, haftada (¢ defa gece

boyunca 300 pl L. reuteri6475 alan farelerdir. Deneyin sonunda, farelere &dtanazi
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vapilmistir ve karin, duodenum, jejunum, ileum, proksimal ve distal kolonlardan doku

numuneleri izole edilmisgtir ve mikrobiyal ekoloji analizi icin kaydedilmistir.

DNA ekstraksiyonu

Murin intestinal dokusu, 360 uyl Tampon ATL (Qiagen cat.#190786) iceren MoBio Ultra
Clean Boncuklu Diski DNA Tiplerine (cat# 12811-100-DBT) yerlestiriimistir ve tam
hizda 1 dakika Mini-Beadbeater-8 {BioSpec Products) lzerinde c¢oziindurilmastir.
DNA, Qiagen DNeasy Kan ve Doku Kiti {cat# 69504) kullanilarak murin intestinal
dokusundan c¢ikarlmistir. Doku, ayrica 40 pl proteinaz K (Qiagen, cat# 19133)
eklenmesi ve 1 saat 55°C'de inkibe edilmesi aracihgiyla bozulmugtur. DNA, Qiagen
DNeasy Kan ve Doku kiti {cat.#69504) kullanilarak ¢ikanlimistir. DNA verimi, Nanodrop

1000 kullanilarak dl¢limastar,

PCR amplifikasyonu

Bakteriyel 16S dizileri, V3-V5 barkodlu primer seti ve Broad Enstitlisii tarafindan insan
Mikrobiyom Projesi igin gelistirilen ampilifikasyon protokol( kullanilarak murin intestinal
dokusundan 454 dizilimi icin bdyatoimastir. Barkodlu ileri primerler IDT DNA
Technologies tarafindan sentezlenmistir ve ters primer Sigma tarafindan
sentezlenmigtir. Barkodlu ileri primerler, 96 g0zli plakalarda 4 uM galisma
konsantrasyonuna seyreltilmistir; ters primer, 4uM nihai konsantrasyona her goze
eklenmigtir. 25ul hacimde U¢ kopyali reaksiyonlar, 400 yg murin intestinal DNA’sI, 2l
4uM primerler ve IX Accuprime Tampon II'de 0.15 pl Accuprime HiFi Taq polimeraz
icerecek sekilde hazirlanmigtir (Invitrogen, cat# 12346086). Reaksiyonlar, 2 dakika
95°C denaturasyon akabinde 95°C x 20 saniye, 50°C x 30 saniye, 72°C x 5 dakikalik
30 dongu ile bir Eppendorf Pro aliminyum plaka termal donglleyici iginde

blyGtalmastir.

Amplifikasyon uriin saflagtirma

16S amplifikasyon drunleri, Ampure Agencourt XP baoncuklan (Beckman Coulter, cat#
A63880) kullanillarak saflastinimistir. ik olarak, her bir numune icin ¢ kopyal
reaksiyonlar, 1.7ml mikrofij tipler icine kombine edilmistir ve Ampure XP boncuklari,

0.7X hacim oraninda eklenmistir. Vorteksten sonra, karistinlan numuneler, oda
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sicakh§inda 10 dakika inkibe edilmistir, daha sonra boncuklarn ayirmak Gzere
manyetik bir stant lzerine yerlestiriimistir (Invitrogen, cat.#123-21D). Boncuklar, %70
etanolun 200ul'lik 2 yikamasi ile ureticinin protokoliine gore yikanmigtir. Boncuklar, 5
dakika 37°C’de kurutulmustur ve DNA, 20ul 10pM Tris tamponu/0.1 M EDTA ile
ayristirdmistir. Eluent, manyetik stant Gzerinde boncuklardan ayrilmistir, yeni bir 1.7ml
mikrofiij tiipe aktanlmistir ve Quant-It dsDNA yiksek duyarlilikli analiz kiti (Invitrogen,
cat# Q33120) kullanilarak dlgllmistir. Her bir numunenin esit miktarlari, daha sonra

454 dizileme igin bir tdp igine toplanmstir.

454 dizileme ve dizi analizi

454 dizileme, Titanyum Kimyasi kullanan GS Junior (Roche) Kullanilarak
gerceklestiriimistir. GS Jr. tarafindan kullanilan standart filtrelere ek olarak, gegen
okumalan tamimlamak Uzere, yanlishkla atilan dizilerin sayisini azaltmak (izere
modifiye edilmis bir amplikon isleme algoritmasi kullanilmistir. 16S rRNA dizileri,
MSU'da Ribozomal Veri Tabani Projesi personeli tarafindan E. cofi 16S dizilerine
hizalanmigtir ve E. coli 16S nilkleotid pozisyonlari 617 ila 900'de islenmistir. Sonraki
islem ve analiz (cesitlilik dl¢gimleri dahil), MOTHUR v.1.21 kullanilarak
gerceklestiriimistir (http:/www.mothur.org/wiki/). ANOSIM (benzerlik analizi) ve temel
koordinat analizi, yazihm paketi PAST kullanilarak gerceklestiriimistir. Beraberindeki
sekiller ve tablo, iki veya daha fazla mikrobiyal topluluklar arasindaki benzersizlik
seviyesinin dlgllmesine yonelik olarak Bray-Curtis yontemini kullanir. Bu analizlerde,
topluluklan tarler dizeyinde gorintiledigi dustntlen 0.03 operasyonel taksonomik
birim (OUT) kesimini segilir. Bu verilerden, ovariekiomize edilmis farelerin L. reuferi
ATCC PTA 6475 ile tedavisinde, ileal ve jejunal mikrobiyal topluluklarda, iyiletirilen
kemik saghg ile iligkili olan dnemli bir kaymaya neden oldugu sonucuna varihr. (tablo

1'de ovx+lacto).

Tablo 1: Bray-Curtis benzersizlik matrisi kullanilarak tiirler seviyesinde ANOSIM analizi,

** istatistiksel anlamliigi gosterir.

Doku Kargilagtirma R Dedgeri (p dederi)
Jejunum wt-ovx-ovxlacto 0.3367 (0.0183)"
wt-ovx 0,0443 (0,3633)

wt-ovxlacto 0.6078 (0.0250)"
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Doku Kargilagtirma R Degeri (p degeri)
ovx-ovxlacto 0.3297 (0.0712)

fleum wt-ovx-ovxlacto 0.2068 (0.0084)*
wt-ovx 0.1710 (0.1180)
wt-ovxlacto 0.2540 (0.0290)"
ovx-ovxlacto 0.2209 (0.0206)*

Dogal sug, ovx ve L. reuteriile tedavi edilen ovx’in u¢ sekilde karsilagtirimasi,
mikrobiyal topluluklarda 6nemli kaymalar gostermistir (tablo 1). Bu farkhliklar, blyik
Olglide L. reuteri tedavisinden sonra topluluklardaki dnemli degisimlerden kaynaklanir.
Temel koordinat analizi dogal sus kontrol grubundan (liggen A), ovx grubundan (daire
*) ve L. Reuteri ile muamele edilmis ovx grubundan (kare m) mikrobiyal topluluklarin
analizini, topluluklarin jejunum ve ileumda kumelenmesinin gorsellestiriimesinde
kullaniimigtir. Sekil 1, L. reuteri ile tedavi edilen ovx farelerinin, hem jejunum hem
ileumdaki dogal sus ve ovx topluluklarindan farkh bir topluluk kiimesi olusturdugunu
gOsterir. Clostridriales olarak siniflandinlan birgok OTU, L. reuteri ile tedavi edilmis Ovx

topluluklarinin diger iki gruptan ayrilmasini saglayan ana bakteri gruplandir.

ORNEK 2 (talep edildigi izere bulusun pargasi degildir)

L. reuteri ATCC PTA 4659'in ovx farelerindeki degistirilmis mikrobiyal toplulukiar

yeniden kurabilme ¢alismasi.

Deney, Ornek 1'deki gibi gerceklestirilir, ancak L. reuteri ATCC PTA 6475 yerine L.
reuteri ATCC PTA 4659 kullanilir,

L. reuteri ATCC PTA 4659 tedavisi, kontrole gore ovx topluluklarini yenileyemez.

ORNEK 3 (talep edildigi iizere bulusun pargasi degildir)

Belirli SNP’lerin Tamimlanmasi

L. reuteri Genomlarinin lllumina Dizilimi
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Bu galismada kullanilan L. reuteri suglarn, Qiagen Genomik-Tip Sistem kullaniimasi
aracihgiyla hazirlanan MRS ortami {Difco) ve genomik DNA’da buyutilen ATCC PTA
4659 ve 6475'tir. DNA, 500 bp’lik ortalama parga boyutu elde etmek (zere 20 dakika
sonikasyon (130 W) ile pargalanmistir, daha sonra ayrica saflastinimistir ve QlAguick
PCR Saflastirma Dondirme Kolonlan {Qiagen) ile konsantre edilmistir. 3' ¢ikintilarini
¢lkarma ve 5' ¢ikintilarini doldurma islemi kit uclu genomik pargalara neden olur. 3’
ucuna terminal transferaz yoluyla bir adenin kalintisi eklenmistir ve ortaya ¢ikan
parcalar Solexa adaptdrlerine baglanmistir. Urlinler agaroz jel elektroforezi ile
ayriimistir ve 150 ila 200 bp arasindaki bant, jelden c¢ikarilmigtir. DNA parcalari, bir
QlAquick Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen) kullanilarak agaroz diliminden ¢ikarilimigtir.
Adaptdr ile modifiye edilmis DNA pargalar, Solexa evrensel adaptdr primerleri
kullanilarak 18 dongulik bir PCR araciigiyla zenginlestiriimistir. DNA pargasi
kitiphanesi Olgulmiistir ve daha sonra kime oclugsumu igin 10-nM’lik bir galisma
stoguna seyreltilmistir. Adaptér ile baglanan pargalar (2 nM), 5 dakika 0.1 M NaOH'de
denatiire edilmistir, daha sonra ayrica 1 mL’lik 6nceden sogutulan hibridizasyon
tamponundaki nihai 9 pM'lik bir konsantrasyona seyreltiimigtir ve Kime istasyonu
kullanilarak Solexa akis hiicresi Uzerine dahil edilmistir. izotermal amplifikasyonun
ardindan, kimeler, Solexa Kime Istasyonu araciligiyla akis hiicresi boyunca dlgllen,
0.1 M NaOH denatirasyonu ile tek zincirli hale geftirilmigtir. Her bir kiimenin tekli
zincirlerini hazirlamak (zere bir Solexa adaptorini tamamlayan bir dizilim primeri
eklenmigtir. Hibridize edildikten ve fazla primer bir yikama ile uzaklastinldiktan sonra,
akig hucresi dizilim igin hazirdir. Solexa Genom Analiz Edici I, akis hicresinin
yizeyine en fazla 36 sirali floresan etiketli, 3'-OH bloke edilmis nikleotit ve polimeraz
akigl saglayacak sekilde programlanmigtir, boylece sabit bir 36-bp okuma uzunlugu
uretilir. Her baz birlegtirme adimindan sonra, akig hucresi yuzeyi, reaktanlan
uzaklastirmak Uzere yikanmistir ve daha sonra mikroskop objektifi ile gorintilenmistir.
Deneyler, her biri ortalama 30,000 kiime iceren akis hiicresi seridi basina 300 kiremitli

gorunti ("kiremitler") toplamistir.

SNP Analizi

iki seridin siralama sonuglari, ayri ayri referans genom L. reuteri JCM 1112T (GenBank
erisim no AP007281) Gzerine planlanmigtir. Planlama yaziimi Magq versiyon 0.6.6

(http://maq.sourceforge.net/mag-man.shtml), planlamayl (varsaylan parametreler)
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gerceklestirmek UGzere kullamimigtir. SNP’ler, tanimlanmistir ve MAQ yazilimi ile
dogrulanmistir ve SNP ve intergenetik SNP’lerin kodlamasina siniflandirlmigtir.
Kodlama SNP’leri, sinonim ve nonsinonim olarak tanimlanmigtir. SNP’ler, son olarak
¢evre bdélgenin PCR amplifikasyonu, akabinde Sanger dizi belirlemesi aracilidiyla

dogrulanmstir.

ORNEK 4 (talep edildigi lizere bulusun parcasi degildir)

Suglarin se¢cim ydntemi

Kemik kaybinin o6nlenmesi igin  etkili suslann  secimi, degistirilen mikrobiyal
topluluklarini yenileme kabiliyetine baglidir. Omekler 1 ve 2'nin sonuglarina bagh
olarak, L. reuteri ATCC PTA 6475, bu susun, degistiriimis mikrobiyal topluluklar
yenileme kabiliyetine sahip olmasina bagh olarak segcilir. L. reuteri ATCC PTA 48659,
ornek 2'nin sonuglarina bagh olarak segilmez.

ORNEK 5 (talep edildigi iizere bulusun pargasi degildir)

Suslarin segim yéntemi

Kemik kaybinin dnlenmesine yonelik etkili suslarin secgimi, belirli SNP’lerin varlidina
baglidir. Ornek 3'lin sonuglarinin bir neticesi olarak, aranan dért SNP’nin tamamini
barindirmasi nedeniyle L. reuteri ATCC PTA 6475 segcilir. Bu SNP'lerin eksik olmasi
nedeniyle L. reuteri ATCC PTA 4659 secilmez.

ORNEK 6 (talep edildigi iizere bulusun pargasi degildir)

Suslann se¢im ySntemi

Kemik kaybinin énlenmesi igin etkili olan suslarin segimi, dmek 3 ve 4 ve 5’e dayanrr,
dort aranan SNP’den en az birini barindiran susglarin yani sira, degistirilmis mikrobiyal
topluluklan yenileme kapasitesi segilir. Bu kritere bagl olarak L. reuteri ATCC PTA

6475 segcilir.

ORNEK 7
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L. reuteri ATCC PTA 6475 ovx indiiklii kemik kaybini baskilar

Bu caligmada ovariektomize (ovx) BALB/c fareleri kemik kaybi igcin bir fare modeli
olarak kullanilmigtir. Fareler (12 haftalik) ovariektomize edilmistir ve iki gruba
ayriimistir, birinci grup, dért hafta boyunca haftada (¢ kez L. reutern ATCC PTA 6475
ile tedavi edilmistir. Ovariektomize ediimemis BALB/c, bir kontrol grubu olarak
kullanilmigtir. Distal femur kemik hacmi fraksiyonu {BV/TV) ve kemik TRAP5 RNA
(HPRT'ye gore) dlgllmustiir. L. reuteri ATCC PTA 6475 ile tedavi edilen fareler, kontrol
grubu ile ayni kemik hacmi fraksiyonunu gostermistir. Ayrica, L. reuteri ATCC PTA
6475 tedavisi Uzerine TRAPS'in (osteoklast fonksiyonunun bir markéra) taban gizgisine

(kontrol grubu) déndigi gdralmistir.

Sekil 2, L. Reuteri ATCC PTA 6475 tarafindan kemik kaybinin baskilanmasinin
neredeyse %100 oldugunu ve TRAP5 ekspresyonunun taban gizgisine geri déndagiini

gosterir.

ORNEK 8

Secilen L. reuteri ATCC PTA 6475, kemik kaybinin baskilanmasinda segilmemisg
L. reuteri ATCC PTA 4659'dan daha (stiindiir.

Bu deneyde hayvanlar, haftada (i¢ defa L. reuteri ATCC PTA 6475 ve L. reuteri ATCC
PTA 4659 suglan ile beslenirken ayni zamanda suslar 28 giin boyunca sirekli olarak
igme suyunda saglanmistir. Distal femur kemik hacmi fraksiyonu (BV/TV), pCT
aracihgiyla élctlmistar. L. reuteri ATCC PTA 6475, kemik kaybini baskilamistir ve
kontrol farelerinden ayirt edilememistir (Sekil 3). L. reuteri ATCC PTA 4659, kemik
kaybini, istatistiksel anlamhhga ulagan yeterli bir seviyeye indirmemigtir (p<.01). L.
reuteri ATCC PTA 4659, secilen sus L. reuteri ATCC PTA 6475 kadar etkili degildir.



1/3

.

»n
*d

44
£61% 74

wna|| winuniar

L INeS



Sekil 2

2/3

ERPERPELEPRITR ORIV EL PP ISR EP R I LA in&i&??ﬁiﬁiﬁ;}i}?ﬁﬁ? ..J
?}f‘)f\.“': ““3”\%' "Mlﬂllf‘;\gﬂ;lc )

Py ey SR LTLALIILT I NT ST TS, +

e APV VAR ; AWV
01#(1””””1”1 LTI DR f‘””rllllflﬂla
v II I PO ff PEPPIENY, YR M' Il
¥ >
fd ot




Sekil 3

ERNERTITY: YN

Ovx olmayan

L3

3/3

38
T
Los 4
&

ok

b
% 9

ik

5
543
1 2

«;j’f
bo
sk

&

FEETENN

i

o

&

-
Wi

L8

A

Ovx olmayan



