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Parkinson hastaliginda (PH), genellikle saglikla iliskilendirilen bir bakteri cinsi olan Akkermansia’'nin
bagirsak mikrobiyotasinda artis gosterdigi bilinse de bu artisin nedeni tam olarak anlasilamamistir. Bu
calismada Tirkiye'deki PH hastalarinda, bagirsak mikrobiyotasindaki muhtemel Akkermansia degisimle-
rinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amacla, ilk kez shotgun metagenomik ve Akkermansia cinsine 6zgdil
bir yeni nesil dizileme (NGS) teknigi kullanilarak PH’de bilissel bozukluk evreleriyle iliskili olabilecek be-
lirli Akkermansia suslarinin varligi ve bu suslarda bulunan potansiyel genler incelenmistir. Bu kapsamda
Tirkiye'de toplanmig dort bagirsak mikrobiyotasi 6rnegdi -tic demansl PH (PHD) ve bir bilissel bozuklu-
gu olmayan saglikli kontrol (SK)- shotgun metagenomik dizileme yoluyla analiz edilmis ve orneklerdeki
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Parkinson Hastaligl Demansi ile Bagirsak Mikrobiyotasindaki
Akkermansia Genomik Cesitliligi Arasindaki iliskinin incelenmesi

Akkermansia cinsine ait genomlar yeniden insa edilmistir. Bu genomlar, veri tabanlarindaki Akkermansia
cinsine ait genomlarla bir araya getirilerek 6zel bir veri tabani olusturulmus ve Akkermansia cinsine 6zg(il
NGS uyumlu primerler bu veri tabani kullanilarak tasarlanmistir. Hedef gen bdlgesinin ¢cogdaltiimasi ve cins
6zgil yeni nesil dizileme icin kiitiphane hazirlama basamaklarinin optimize edilmesinden sonra, 64 PH
hastasi [32 PHD ve 32 hafif bilissel bozukluk gésteren PH (PH-MCI)] ile 26 SK’ye ait bagirsak mikrobiyotasi
ornekleri cins 6zgil amplikon dizileme ile analiz edilmistir. Analizler sonucunda, bagirsak mikrobiyotasi
orneklerinde Akkermansia muciniphila tiriine ait olduklari belirlenen yedi susun varlidi tespit edilmis ve iki
susun demansh (PHD) ve demansi olmayan (PH-MCI, HC) gruplar arasindaki dagiliminin anlamli farklilik
gosterdigi (p< 0.05) belirlenmistir. Tespit edilen suslara ait genomlarin gen icerikleri, karsilastirmal ge-
nomik analizler yoluyla incelediginde yalnizca dagimi demansli ve demansi olmayan gruplar arasinda
anlaml farkliik gosteren iki susta bulunan 12 genin varhigi tahmin edilmistir. Bu genlerin annotasyon-
lari yapildiginda ise daha once rapor edilmemis ve islevi bilinmeyen genler olduklari goriilmistir. Bu
calismada, ilk kez Turkiye'de toplanmig PH hastalarina ait bagirsak mikrobiyotasi 6rneklerinin shotgun
metagenomik analizleri gerceklestirilmis, 6zel olarak Akkermansia cinsinin analizi iin cins-6zgul bir amp-
likon dizileme yontemi gelistiriimis ve bu yontem kullanilarak PH’de biligsel bozukluk evreleriyle ile iligkili
olabilecek Akkermansia suslari ve genleri tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar, tiir ya da sus diizeyindeki
farkliliklarin arastirlmasinin, bagirsak mikrobiyotasindaki PH ile iliskili degisimlerin daha iyi anlasiimasina
yardimci olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Parkinson; demans; Akkermansia; badirsak mikrobiyotasi; cins-6zgil amplikon
dizileme; metagenomik.

ABSTRACT

Although it is known that the relative abundance of Akkermansia, a bacterial genus commonly asso-
ciated with health, increases in the gut microbiota of Parkinson’s disease (PD) patients, the exact reason
for this increase remains unclear. This study was aimed to identify potential changes in Akkermansia
within the gut microbiota of PD patients in Tirkiye. For this purpose, shotgun metagenomics and a
novel Akkermansia genus-specific amplicon sequencing technique was used to investigate the presence
of specific Akkermansia strains associated with cognitive impairment (Cl) stages in PD and to examine
potential genes within these strains. In this context, four gut microbiota samples from Tirkiye -three PD
with dementia (PDD) and one healthy control without CI (HC)- were analyzed by shotgun metagenom-
ics and metagenome-assembled genomes assigned to Akkermansia genus were reconstructed. Then, a
custom database was created by combining these genomes with the Akkermansia genomes in public
databases and next generation sequencing (NGS) compatible primers specific to the genus Akkermansia
were designed using this database. After optimization of amplification and library preparation steps for
genus-specific next generation sequencing, gut microbiota samples from 64 PD patients [32 PDD and
32 PD with mild CI (PD-MCI)] and 26 HCs were analyzed by genus-specific amplicon sequencing. The
results revealed the presence of seven strains assigned to Akkermansia muciniphila in gut microbiota
samples, two of which showed significant distribution differences (p< 0.05) between demented (PDD)
and non-demented groups (PD-MCI, HC). When gene contents of the detected Akkermansia genomes
were examined through comparative genomic analysis, the presence of 12 genes only in Akkermansia
genomes specific to non-demented groups were predicted. The annotations of these genes showed that
they were not reported before with unknown functions. In this study, for the first time, gut microbiota
samples from PD patients in Tirkiye were analyzed using shotgun metagenomics, a novel genus-specific
amplicon sequencing method was developed specifically for the analysis of Akkermansia genus, and
then Akkermansia strains and genes potentially associated with Cl stages in PD were identified using this
method. The results underscore that investigating the species or strain level differences could help better
understanding of the changes associated with PD in the human gut microbiota.

Keywords: Parkinson; dementia; Akkermansia; gut microbiota; genus-specific amplicon sequencing;
metagenomics.
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GiRiS

Parkinson hastaligi (PH), tim diinyada Alzheimer hastaligindan sonra en yaygin go-
rillen ikinci nérodejeneratif hastaliktir'. Parkinson olgularinin éniimiizdeki yillarda art-
mas! beklenirken bu hastalik icin gelistirilmis etkili bir tedavi ise hentiz bulunmamakta-
dir?, Parkinson hastalarinin dértte biri, tani konuldugunda bilissel bozukluga sahiptir® ve
PH’de demans prevalansi tani konulmasindan itibaren 12 yil icinde %80-90 seviyesine
cikmaktadir®.

Parkinson hastalarinda yaygin olarak bagirsak saghgr bozukluklar gorilmektedir.
Buradan hareketle son yillarda bagirsak mikrobiyotasindaki degisimlerin PH ile iligkisini
inceleyen cok sayida calisma yapilmistir”. Bu calismalardan elde edilen sonuglar heniiz
mikrobiyota kompozisyonundaki degisimlerle ilgili bir uzlasi ortaya koymasa da bazi bul-
gulara farkl arastirma ekipleri tarafindan tutarl sekilde ulasilabildigi gorilmektedir. Yakin
zamanda yayimlanan bir meta-analiz calismasinda bagirsak mikrobiyota disbiyozu ve PH
arasindaki iliski; ABD, Finlandiya, Rusya, Almanya ve Japonya’da yapilmis bes farkl ca-
lismadan elde edilen veri setleri kullanilarak incelenmistir®. Bu meta-analiz calismasinda
vicut kitle endeksi, kabizlik, cinsiyet, yas vb. karistirici faktorlerin etkileri uzaklastirildiktan
sonra, Akkermansia ve Catabacter cinsleri ile Akkermansiaceae kladinin PH hastalarinda
artig gosterdigi; Roseburia, Faecalibacterium ve Lachnospiraceae ND3007’nin ise PH has-
talarinda azaldigi tespit edilmistir. Ayni calismada meta-analize katilamayan 12 baska
PH-bagirsak mikrobiyotasi calismasindan elde edilen sonuclar da incelendiginde de Ak-
kermansia cinsinin farkl Glkelerde yapilan calismalarda PH hastalarinda siklikla artis gos-
terdigi, Roseburia ve Faecalibacterium cinslerinin ise azalg gosterdigi belirlenmistir. Diger
taraftan glinimduze kadar yapilan bazi calismalarda, Akkermansia’'nin bagirsak mikrobiyo-
tasinin yararh bir tyesi olabilecegi ve saglkl bir bagirsak icin biyobelirte¢ olarak kullani-
labilecegi bildirilmistir®12. Dolayisiyla Akkermansia’'nin PH hastalarinda artis gdstermesi,
henuiz nedeni anlasilamamis bir olgunun varligina isaret etmektedir ve literatiirde bunun
nedenini tam olarak ortaya koyan bir calisma ise heniiz mevcut degildir.

Gunumize kadar yapilan bagirsak mikrobiyotasi calismalarinda cogunlukla 16S rRNA
geni hedefli amplikon dizileme yontemi kullanilmistir. Bu yontem, genellikle incelenen
orneklerdeki bakteriyel komiinitenin ancak cins diizeyinde analiz edilebilmesine imkan
vermektedir. 16S rRNA amplikon kisa okumalari ile tiir ya da sus diizeyindeki analizler ise
muimkiin olmamaktadir. Dolayisiyla glinimize kadar yapilan PH-bagirsak mikrobiyotasi
calismalarinda, Akkermansia cinsinin saghk/hastalik durumlar ile iliskisi cogunlukla cins
diizeyinde analiz edilmis ve yorumlanmistir. Oysaki ayni bakteri cinsine ait farkl turlerin
ya da suslarin farkli islevsel 6zelliklere sahip olabilecegi ve saglk/hastalik durumlarinda
farkli dagihmlar gosterebilecegi de bilinmektedir'31,

Bu calismada, Turkiye’deki PH hastalarinda bagirsak mikrobiyotasindaki muhtemel
Akkermansia degisimlerinin saptanmasi amaclanmistir. Bunun icin shotgun metageno-
mik ve Akkermansia cinsine 6zgil bir amplikon dizileme yontemi kullanilmis ve PH’de
biligsel bozukluk evreleriyle iliskili belirli Akkermansia suglarinin varligi ve bu suslarda bu-
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lunan muhtemel genler incelenmistir. Boylece PH’de bilissel bozukluk evreleri ile bagirsak
mikrobiyota kompozisyonundaki Akkermansia degisimleri arasindaki iliskiyi daha iyi anla-
maya katki sunacak bilgiler edinilmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (Tarih: 12.11.2020 ve Karar No: 838) ve 2021 yilinda Is-
tanbul Medipol Universitesi, istanbul sehrinde gerceklestirildi. Calisma kapsaminda ger-
ceklestirilen deneyler ve analizler Sekil 1'de 6zetlendi. Buna gore 6ncelikle Akkermansia
cinsine 6zglil tiir/sus cesitlilik analizi yapmayi saglayacak amplikon dizileme temelli yeni
bir yontem gelistirildi. Bu yontemin gelistirilebilmesi icin Akkermansia genom seti olustu-
rulmasi ve cesitlilik analizi yapmayi saglayacak belirte¢ genlerin belirlenmesi hedeflendi.

Akkermansia Genom Seti Olusturulmasi

insan bagirsak mikrobiyotasindan elde edilen 204938 referans genomu iceren kap-
samli bir katalog olan the “Unified Human Gastrointestinal Genome (UHGG)” koleksi-
yonundan'® Akkermansia genomlari icin olusturulmus 11 tiir diizeyinde temsili genom
indirildi. Ek olarak, NCBI veri tabanindan Akkermansia cinsine ait mevcut tim genomlar
(25 Mayis 2022) indirilerek olusturulan genom setine eklendi.

Halihazirda mevcut veri tabanlarinda ve referans genom kataloglarinda Tirkiye’den
alinmis bir insan bagirsak metagenom 6rnegi bulunmamasi nedeniyle, Tirkiye'deki bir
PH kohortunda, gorece en yliksek Akkermansia oranina sahip olduklari 16S rRNA geni
amplikon dizileme ile tespit edilen dort digki 6rneginden (lic PHD ve bir SK) Akkermansia

Mevcut PD kohortunda en

yiksek Akkermansia oranina Shotgun dizileme ile elde
sahip 4 6rnek (3 PHD, 1 5K) edilen NGS dizileri B
Assembly ile elde
e I_";Q“ - edilen kontigler
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Sekil 1. Calismanin genel is akisi.
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genomlari elde edildi'’'®. Boylelikle daha 6nce rapor edilmemis ancak Tiirkiye’de mev-
cut olabilecek Akkermansia genomlarinin da hedeflenebilmesi saglandi. SK, PH-MCI ve
PHD gruplarini iceren bu kohorta en yliksek Akkermansia oranina sahip bu dort 6érnegin
secilmesi yoluyla, Akkermansia cinsine ait tim genomlarin yeterli derinlikte (coverage)
elde edilebilmesi hedeflendi. PH-MCI grubunda ise yapilacak dizilemelerle yeterli derin-
likte Akkermansia tim genom elde edilmesine imkan verecek bir 6rnek bulunmadigi icin
bu gruptan ornek secilmedi.

Belirlenen dért érnek shotgun metagenomik yéntemiyle dizilendi. Orneklerden Ak-
kermansia genomlarinin elde edilmesi icin su biyoinformatik analiz basamaklar izlen-
di: Shotgun metagenomik dizilemeden sonra ham dizilerdeki adaptorlerin kaldiriimasi
ve diisiik kaliteli dizilerin filtrelenmesi Trimmomatic programi ile yapildi'®. Daha sonra
metaSPAdes?° programi kullanilarak de novo assembly analizi (DNA dizilerinin birlestiril-
mesiyle ‘kontig’ adi verilen daha uzun dizilerin olusturulmasi) gerceklestirildi. MetaBat2
programi ile yapilan “binning (kiimeleme)” analizi sonucunda, ayni genomdan geldikleri
tahmin edilen kontigleri iceren ve “bin” adi verilen kontig kiimeleri olusturuldu?'. Binle-
rin tamlik ve kontaminasyon oranlari ise CheckM programi ile belirlendi?2. Yiiksek kaliteli
Akkermansia binleri (> %90 tamlik, < %5 kontaminasyon) belirlenerek Akkermansia ge-
nom seti olusturulmasi icin kullanild.

Akkermansia Cinsine Ozgiil NGS Amplikon Dizileme Temelli Bir Yontem
Gelistirilmesi

Olusturulan Akkermansia referans genom seti temel alinarak bitiin genomlarda or-
tak olan ve ayni zamanda suglar arasinda en yiiksek ayrima imkan veren gen bdélgelerini
hedefleyen Akkermansia cinsine 6zgul primer setleri manuel olarak tasarlandi. Akkerman-
sia genomlarinin siralanmasi ve uygun olabilecek gen bdlgelerin tespiti Clustal Omega
programi kullanilarak gerceklestirildi?®. Korunmus gen bélgelerini hedefleyen dejenere
primerler tasarlandi ve Primer-Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) progra-
mi ile Akkermansia’ya 6zgul olup olmadiklari test edildi. Daha sonra aday primer ciftleri
in silico polimeraz zincir reaksiyonu [polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)] analizleriyle test
edildi. Buna gore oncelikle primer ciftlerinin hedefledigi gen bdélgeleri Cutadapt prog-
rami kullanilarak hedef tim gen dizilerinden ayrildi ve boylece yapay amplikon setleri
olusturuldu?*.

Bu amplikon setini olusturan dizilerin birbiriyle benzerligi ise dRep programi kulla-
nilarak belirlendi?®. Yapilan benzerlik analizi sonucunda olusan amplikon kiimesi sayisi
sayesinde primerlerin ayirt ediciligi incelendi.

Tasarlanan primerler arasindan en iyi amplifikasyon ve ayirt edicilije sahip olanlara II-
lumina MiSeq platformuna ait adaptor dizileri (ileri adaptor dizisi: 5-TCG TCG GCA GCG
TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG-3’; geri adaptor dizisi: 5'-GTC TCG TGG GCT CGG
AGA TGT GTA TAA GAG ACA G-3’) eklendi ve amplifikasyon verimlilikleri test edildi. Ana-
lizler sonucunda NGS platformlarina kullanima en uygun primer cifti olarak 50S riboso-
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mal protein L3 (rplC) genini hedefleyen primer cifti (ileri primer rplcF: 5-GGC ATY CAG
CCY ACC AAR CT-3; geri primer rplcR: 5’-RAT CAC GAG GTA SGA ACC GC-3’) secildi.
Daha sonra bu primerler kullanilarak NGS kiitiiphane hazirliklar tamamlandi. indeks PCR
asamasinda ise halihazirda lllumina tarafindan saglanan Nextera XT indeks kiti kullanildi.

Bagirsak Mikrobiyotasindaki Akkermansia suslan ile PHD Arasindaki iliskinin
incelenmesi

Gelistirilen Akkermansia cinsine 6zgul NGS amplikon dizileme temelli yontem kul-
lanilarak 26 SK, 32 PH-MCI ve 32 PHD o6rnegi analiz edildi. Katilimcilarin yas, cinsi-
yet, egitim diizeyi gibi klinik ve demografik bilgileri klinik ziyaretleri sirasinda toplandi
(Tablo 1). Hastalar deneyimli nérologlar tarafindan muayene edildi ve Parkinson hastahgi
tanisi, Birlesik Krallik Parkinson Hastaligi Dernegi Beyin Bankasi kriterleri dogrultusunda
konuldu. Onceden kafa travmasi gecirmis, felc gecirmis veya toksik maddelere maruz kal-
mis, madde bagimlihgr gecirmis, son bir ay icinde antibiyotik veya probiyotik kullanmis,
kronik ciddi hastaliklari olan (6rn., diyabet, kanser, bobrek yetmezIligi vb.), otoimmiin
hastaliklari olan veya sigara icen kisiler caisma disi birakildi. Bu dislama kriterlerine gore
calismanin gerceklestirildigi zaman diliminde, muayene edilen toplam 348 PD hastasi
icinden 114 hasta PH-MCIl ya da PHD tanisiyla detayl bilgi ve néropsikometrik testler icin
yonlendirildi. Bu hastalardan 13’0 biligsel bozuklugu olmamasi, biri mental retardasyon,
besi Lewy cisimcikli demans, biri polip, Gct beyin pili, biri esansiyel tremor nedeniyle
calisma disi birakildi. Hastaligin evresini belirlemek icin Hoehn-Yahr Parkinson evreleme
Olcegi kullanilirken demans degerlendirmesinde The Movement Disorder Society, Par-
kinson hastaligi demans tan kriterleri uygulandi?®. MCI tanusi ise Litvan ve arkadaslari®’
tarafindan tanimlanan kriterlere gére konuldu.

Bu orneklere ait genomik DNA’lardaki hedef gen bolgeleri, gelistirilen Akkermansia
0zgll primerleriyle cogaltildi ve kiitiiphane hazirlandi. Daha sonra Illlumina MiSeq plat-

Tablo I. Katilimcilarin Demografik ve Klinik Ozellikleri
SK PH-MCI PHD

(s= 26) (s=32) (s=32)
Yas (Yil, Ortalama + SS) 59.6 + 8.2 66.2 + 9.9* 73.8 + 7.0%*
Cinsiyet (Kadin) 14 (53.8%) 17 (53.1%) 20 (62.5%)
Egitim (Yil, Ortalama + SS) 10.2£5.6 7.5+4.9* 4.8 £ 4.3*
MMSE (Ortalama + SS) 276 £1.8 23.2+3.1* 18.5 + 3.8+
CDR (Ortalama + SS) 0.0+ 0.0 0.5+ 0.0* 1.2 + 0.4%*
Hoehn-Yahr Skoru (Ortalama + SS) - 1.9+0.7 2.8 +1.1%
BPHDO-B&Iim Il (Ortalama=SS) - 32.1+£145 50.7 £17.2%
PH: Parkinson hastaligi, SD: Standart sapma; MMSE: Mini-mental state testi, SK: Saglikli kontrol, PH-MCI: Hafif
bilissel bozukluk gosteren Parkinson hastasi, PHD: Demansh Parkinson hastasi.
*p< 0.05 SK ile yapilan ikili karsilastirmalar.
#p< 0.05 PH-MCl ile yapilan ikili karsilastirmalar.
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formunda 2 x 250 baz cifti dizileme kiti kullanilarak dizileme gerceklestirildi. Elde edilen
amplikon dizilerinin analizinde Metaxa2 programi ve Akkermansia genom setinden he-
def gen bélgesine ait dizilerin ayrilmasi ile olusturulmus 6zel dizi veri tabani kullanildi?®,

Taranan 6rnek gruplar arasinda dagilimi farklik gosteren suglarin tim genom du-
zeyinde islevsel ozellikleri belirlendi. Gen tahminleri Prokka programi, ¢ekirdek genom
analizleri ise Roary programi kullanilarak gerceklestirildi?®3°. Tespit edilen Akkermansia
genomlarinin daha once rapor edilmis Akkermansia genomlari ile iligkisi de dRep progra-
mi kullanilarak belirlendi.

BULGULAR

Shotgun metagenomik dizileme gerceklestirilen dort érnege ait dizileme sonuglari
NCBI SRA veri tabanina ylklenmistir (Accession ID: PRINA838759). Dizileme sonucu
elde edilen verilere ait genel bilgiler Tablo 11'de gosterilmistir.

Dizilemeler sonucunda 6rnek basina ortalama yaklasik 82 milyon DNA dizisi elde
edilmistir. Kalite kontrol analizleri sonucunda dizilerin ortalama yaklasik %8’i filtrelen-
mistir. Daha sonra dizilerin ortalama %9’unun insan genomuna ait oldugu tespit edilmis
ve metagenomik analizlerden once filtrelenmistir. Kalite kontrol ve filtreleme asamalari
tamamlandiktan sonra, 6rnek basina ortalama 73 milyon DNA dizisi metagenomik ana-
lizlerde kullanilmistir.

Dizilenen dort shotgun metagenomik 6rneginin icerdigi Akkermansia genomlari bi-
yoinformatik yontemlerle yeniden insa edilmistir. Yapilan analizler sonucunda (g ytiksek
kaliteli Akkermansia genomu insa edilmistir. Bu genomlara ek olarak, NCBI veri tabanin-
dan Akkermansia cinsine ait 258 genom dizisi ve Almeida ve arkadagslarinin ¢alismasin-
da'é elde edilen 11 tiir diizeyinde temsili Akkermansia genomu da indirilmistir. Boylece
272 Akkermansia genomu iceren bir genom seti olusturulmustur.

Olusturulan Akkermansia genom setinde cekirdek gen analizleri gerceklestirilerek
primer tasarimina uygun aday genler tespit edilmistir (Tablo Ill). Akkermansia genom
setindeki biitin genomlarda bulundugu tespit edilen 155 ¢ekirdek gen icinden 10 aday
gen belirlenerek primer tasarimi icin kullanilmistir. Aday genlerin belirlenmesinde gen
dizilerinin ayirt ediciligi ve NGS sistemlerine uygunluklari dikkate alinmistir.

Tablo II. Shotgun Metagenomik Dizileme ile Elde Edilen Dizilerin Genel Ozellikleri

Ornek *R1 *R2 *R3 *R4
1 96879193 89512304 89493761 0.95
2 76005088 69841636 69827968 0.94
3 76505198 71024714 70854837 0.95
4 77869903 71852083 61393845 0.81

*R1: Ham dizi sayisi, *R2: Kalite kontrol sonrasi kalan dizi sayisi, *R3: insan genomuna ait diziler filtrelendikten sonra
kalan dizi sayisi, *R4: Mikrobiyal dizi sayisinin toplam dizi sayisina orani.
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Tablo Ill. Akkermansia Referans Genom Seti icin Cekirdek Gen Analizi Sonuglari

Gen Tiru Genom Setinde Bulunma Yiizdeleri Gen Sayisi
Cekirdek Gen %99-100 155
Soft Cekirdek Gen %95-99 87
Shell Gen %15-95 4636
Cloud Gen %0-15 13422
Toplam Gen Sayisi %0-100 18300

Aday genleri hedefleyen primerlerin olusturdugu amplikonlarin farkli Akkermansia
suslarini ne olctide ayirt ettigi in silico PCR ve amplikon kiimeleme analizleriyle belir-
lenmistir. Buna gore yapilan analizlerde, amplikonlar arasinda en yiksek %99 benzerlik
Olcitu kullanilarak minimum 32, maksimum 58 farkl amplikon kiimesi olusturulabildigi
tespit edilmistir. Dolayisiyla en yiksek sayida farkl amplikon kiimesi olusturan ilk 10 pri-
mer ciftinin (Tablo IV) laboratuvar ortaminda amplifikasyon verimliliklerinin test edilme-
sine karar verilmistir.

Primer ciftlerinin denenmesi icin Tablo V ve Tablo VI'da belirtilen PCR kosullari uygu-
lanmistir.

Yapilan deneyler sonucunda 50S ribosomal protein L3 (rp/C) genini hedefleyen Akker-
mansia cinsine 6zgl bir primer cifti ile NGS kiitiiphanesi hazirlanmasina karar verilmistir.
NGS kuttiphane hazirlik asamasi 16s rRNA amplikon dizilemesi icin uygulanan standart
protokoller izlenerek hazirlanmistir.

Yapilan analizlerde dizilenen 90 6rnekten (26 SK, 32 PH-MCI ve 32 PHD) 66 tanesin-
de Akkermansia varh@i tespit edilmistir. Akkermansia tespit edilen 6rneklerden 19’unun
SK, 21’inin PH-MCI ve 26'sinin PHD grubuna ait oldugu belirlenmistir. Akkermansia var-
g1 tespit edilen 6rnekler Gzerinden yapilan analizlerde 6rneklerde toplam yedi farkl
Akkermansia sugsunun varligi belirlenmistir. Bu suslara ait genomlar, tur diizeyinde temsili
Akkermansia genomlariyla karsilastinldiginda, bu suslarin yeni Akkermansia turleri olma-
diklari ve Akkermansia muciniphila tirtine ait olduklar belirlenmistir (Sekil 2).

Sus2, Sus3, Sus4, Sus7, Sus17, Sus40 ve Sus55 olarak adlandirilan bu suslarin gruplar
arasinda dagihm farkliliklari gosterdikleri de belirlenmistir (Sekil 3). Sus4 demansi olma-
yan gruplarda sekiz kiside tespit edilirken (%20), PHD grubunda tespit edilmemistir.
Sus17 ise demansi olmayan gruplarda yedi kiside tespit edilirken (%17,5), PHD gru-
bunda tespit edilmemistir. Dolayisiyla Sus4 ve Sug17 dagiliminin PHD grubu ile demansi
olmayan gruplar arasinda (SK ve PH-MCI) istatistiksel olarak anlamh farklik gosterdigi
(Fisher’s exact testi, Sus4 icin p= 0.019, Sus17 icin p= 0.038) bulunmustur. Yapilan ista-
tistiksel testler icin gli¢ analizi yapildiginda %95 giiven araligi ve %5 hata pay: ile Sus4
icin %84 glic elde edilirken, Sus17 icin %75 gug elde edildigi gorilmustir.
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Tespit edilen yedi susu temsil eden genomlar kullanilarak gerceklestirilen cekirdek gen
analizleri sonucunda, dagilimlari anlamli farklihk gosteren Sug4 ve Sus17’yi temsil eden

genomlarda ortak olarak bulunan ancak diger suslari temsil eden genomlarda bulunma-
yan 12 gen tespit edilmistir. Bu genlerin annotasyonlari yapildiginda ise daha 6nce rapor

edilmemis ve islevi bilinmeyen genler olduklari gorilmustur.
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Tablo V. Primerler icin PCR Kosullari

Asama Sicakhk (°C) Sure (sn) Dongii Sayisi
ilk Denatiirasyon 95 180 1
Denatiirasyon 95 30 25
Yapisma 56 30

Uzama 72 30

Son Uzama 72 300 1

Tablo VI. PCR Karigimi

icerik Konsantrasyon Miktar (ul)
Mikrobiyal DNA 5 ng/ul 2
Forward Primer 10 uM 0.5
Revers Primer 10 uM 0.5
dNTP 10 mM 0.5
10X Reaksiyon Tampon Cozeltisi - 5
KAPA HiFi ‘HotStart Polymerase’ 1 u/ul 0.5
Niikleaz icermeyen dH,O - 16
Toplam Hacim 25
TARTISMA

Son yillarda yapilan pek ¢ok calisma, Akkermansia’nin bagirsak mikrobiyotasinin
yararli bir Uyesi oldugunu ve saglhkh bir bagirsak icin biyobelirte¢ olarak kullanilabi-
lecegini rapor etmistir'2. Ancak diger taraftan Akkermansia, gérece bolluk artisi PH ile
en sik ve tutarh sekilde iligkilendirilmis bagirsak mikrobiyotasi tyesi olarak 6ne ¢ikmak-
tadir. Celiskili gibi goriinen bu durum, Akkermansia ve PH iliskisinde nedeni heniz
anlasilamamis bir olgunun varligina isaret etmektedir. Ginimuze kadar yapilan ba-
girsak mikrobiyotasi calismalari incelendiginde, cogunlukla cins ya da tir dizeyinde
iliskilendirmelere dayandiklari goriilmektedir. Dolayisiyla sus diizeyindeki muhtemel
genis cesitlilik g6z ardi edilmektedir. Orn., yakin zamanda yapilan bir calismada insan
bagirsak mikrobiyotasinin bir diger lyesi olan Prevotella cinsinin saglik ve hastalik du-
rumlari ile iliskisi Gzerine daha 6nce elde edilmis celiskili sonuglarin, aralarinda 6nemli
genetik ve islevsel farkhliklar bulunan Prevotella suslarinin varliindan kaynaklandig
tespit edilmistir'®. Bu durum, baska bagirsak mikrobiyotasi iiyeleri icin elde edilen ce-
liskili gibi goriinen bazi bulgularin da gézden kacirilan sus diizeyindeki farkliliklardan
kaynaklanabilecegine isaret etmektedir. Literatlirde Akkermansia cinsi ile PH demansi
arasindaki iligkiyi sus diizeyinde inceleyen bir calisma ise mevcut degildir. Belirtilen nok-
talardan ve literatiirdeki bosluktan hareketle bu calismada, Akkermansia cinsi ile PH'de
demans gelisimi arasindaki iliski cins yerine sus diizeyinde incelenmistir. Bunun icin Ak-
kermansia cinsine 6zgil NGS temelli yeni bir amplikon dizileme yontemi gelistirilmistir.
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Sekil 2. Kohort gruplarinda tespit edilen Akkermansia suslarinin daha 6nce rapor edilmis tiir diizeyinde
temsili Akkermansia genomlari ile kiimelenme, %95 ANI [Average Nucleotide Identity (Ortalama Niikleotit
Benzerligi)] sonuclari.
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Sekil 3. Kohort gruplarinda tespit edilen Akkermansia suslarinin dagilimi.
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Bu yontemin gelistiriimesi icin oncelikle bir Akkermansia genom seti olusturulmustur.
Bagirsak mikrobiyotasi tyelerinin sus cesitliliginin cografyaya bagh olarak da degisken-
lik gésterebildigi daha 6nce rapor edilmistir®'. Bu nedenle, mevcut veri tabanlarindaki
Akkermansia genomlarina ek olarak Tiirkiye'de toplanmis bagirsak mikrobiyotasi 6rnek-
lerinden elde edilen Akkermansia genomlari da kullaniimistir. Ancak bu genomlar daha
once bildirilmis Akkermansia genomlari ile karsilastirildiklarinda yeni tirler olmadiklari
belirlenmistir. Olusturulan Akkermansia genom setinden hedef belirte¢c gen bdlgeleri
tespit edilmis ve Akkermansia cinsine 6zgil bir amplikon dizileme yontemi gelistiril-
mistir. Daha sonra bu yontem kullanilarak SK, PH-MCI ve PHD gruplarindan toplanmig
bagirsak mikrobiyotasi 6rneklerinde farkl Akkermansia suslarinin varligi ve dagilimi in-
celenmistir. Calisma sonucunda, t¢ kohort grubunda da Akkermansia varligi tespit edil-
mis ve kohortlar arasinda dagihm godsteren yedi Akkermansia susunun varhgi belirlen-
mistir. SK grubunun 6nemli bir kisminda da Akkermansia bulunmasi glinimuze kadar
yapilan calismalarda dikkate alindiginda beklenen bir sonuctur. Bunun yaninda Akker-
mansia icindeki bazi suslarin yalnizca demans olmayan gruplarda saptanmasi, calisma
hipotezinde belirtilen tirlerin/suglarin hastalik durumunda farklilasan degisim profilleri
gOstermesi onerisini desteklemektedir. Ancak bu degisimlerin PH gelisimine etki edip-
etmediginin saptanmasi icin kapsamli, uzun sureli kohort arastirmalarina gereksinim
artmaktadir. Akkermansia muciniphila turine ait olduklari belirlenen bu suglardan iki
tanesinin ise sadece SK ve PH-MCI gruplarinda bulundugu tespit edilmistir. Dagilimlari
PHD ve diger iki grup arasinda anlamli farkhhk gosteren bu iki susun genomlari diger
suslarla karsilastirildiginda ise 12 genin diger genomlardan farkli olarak sadece bu iki
susa ait genomlarda bulundugu tespit edilmistir. Tespit edilen bu genlerin annotasyon-
lari yapildiginda ise daha 6nce rapor edilmemis ve islevsel 6zellikleri bilinmeyen genler
olduklari gorulmustdar.

Son yillarda Akkermansia cinsi icindeki cesitliligin belirlenmesi amaciyla gerceklestiril-
mis arastirmalar da mevcuttur: Guo ve arkadaslari®?, yetiskin insanlardan elde edilen 33
ve laboratuvar farelerinden elde edilen alti yeni izolatin pangenomik analizini yaparak
Akkermansia cinsinin populasyon yapisi ve evrimsel Ozellikleri hakkinda 6nemli bilgiler
elde etmistir. Bu calismada, bagimsiz olarak evrimlesmekte olan tir seviyesinde en az
ug filogrubun (Aml, Amll ve Amlll) varhigr gosterilmistir. Kirmiz ve arkadaglar tarafindan
yapilan calismada3? ise 2-9 yas arasi cocuklardan 35 Akkermansia genomu ve Guo ve ar-
kadaslarinin calismasindaki? genomlar incelenerek Akkermansia filogruplari arasinda ce-
sitlilik ve bu cesitliligin yol acti§i muhtemel fonksiyonel farkliliklar belirlenmistir. Karcher
ve arkadaslar tarafindan yapilan yakin zamanl bir calismada3* ise 18600 metagenomik
ornekten elde edilen 2420 Akkermansia genomu analiz edilmis ve insan bagirsaginda
Akkermansia muciniphila disinda dort adet aday tir bulundugu rapor edilmistir. Diger
taraftan mevcut calismada ise Almeida ve arkadaslarinin calismasinda'® olusturulan 11
tr diizeyinde temsili Akkermansia genomu karsilagtirmalar icin kullaniimistir. Yapilan bu
iki kapsaml calismada farkli sayida aday Akkermansia tiri tespit edilmesinin yontemsel
farkhliklara dayandigi gorilmektedir. Karcher ve arkadaslar belirledikleri aday tirlerin,
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16S rRNA geninde ¢ok yiiksek benzerlige sahip olsalar da tim genom diizeyinde farkllik-
lar gosterdiklerini, bu durumun da Akkermansia’nin cesitliliginin 16S rRNA gen dizilimine
dayali 6nceki calismalarda gozden kacmis olabilecegini aciklayabilecegini belirtmektedir.
Dolayisiyla bu bulgu, calisma kapsaminda 6ne siirlilen gézden kacan Akkermansia cesitli-
ligi oldugu savini desteklemektedir. Ayni calismada ayrica diger turlerle karsilastinldigin-
da Akkermansia muciniphila tiirinde B12 vitamini sentez yeteneginin yokluguna isaret
eden gen kayiplari da bildirilmistir. Ancak calismamizda yalnizca Akkermansia muciniphila
tlrline ait olan genomlar tespit edildigi icin bu sentez yolagi tizerinden de bir fark g6z-
lenmemistir.

Akkermansia ile PH arasindaki iliski (izerine son donemlerde 6nemli calismalar yapil-
mis ve PH’de bu cinsin artisinin muhtemel nedenleri tizerine 6nemli sonuglar elde edil-
mistir: Hertel ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada3?, 30 ilag naif PH hastasi, 30 de
novo PH hastasi ve 30 saglikl kontrole ait boylamsal mikrobiyotasi ve metabolom verileri
karsilastinimistir. Yapilan analizlerde PH hastalarinda transsiilfirasyon yolaginin etkilen-
digi ve Akkermansia muciniphila’nin PH patolojisine 6zelikle H2S tretimi yoluyla katkida
bulunuyor olabilecegi rapor edilmistir. Bu calisma kapsaminda 6zellikle suilfiir metaboliz-
masinda rol oynayan genler bakimindan suslar arasinda bir farkhlik olup olmadigi analiz
edilmis ancak bir fark tespit edilememistir.

Bagirsaktaki Akkermansia gorece bolluk artisinin PH hastaliginin ilerleyisini tahmin
etme ve izlemede kullanilabilecegine dair de yakin zamanl calismalar yayimlanmistir.
Ornegin Nishiwaki ve arkadaglar®®, kisa zincirli ya§ asidi treten Fusicatenibacter, Faecali-
bacterium ve Blautia cinslerindeki gorece bolluk azalisi ile misin degrade eden Akkerman-
sia cinsindeki gorece bolluk artiginin hizlanan PH ilerleyisini tahmin edebildigini rapor
etmistir. Ancak yapilan calisma amplikon dizileme temelli oldugu icin analizler ancak cins
seviyesinde yapilabilmistir. Dolayisiyla tir ya da sus dlizeyinde bir ayrisma olup olmadig
konusunda herhangi bir ¢cikarim yapmak mumkiin degildir.

Akkermansia’'nin musin degradasyon 6zelligi tzerinden PH ile iliskili olabilecegi de
bir diger muhtemel senaryo olarak arastiriimaktadir. Pedro ve arkadaslar tarafindan ya-
pilan ¢alismada3’, Akkermansia muciniphila’min in vitro kosullarda enteroendokrin hiic-
relerde anormal alfa-sinlklein birikimine neden oldugu gosterilmis ve bu etkinin ilgili
susun musin degradasyon yeteneginden etkilendigi belirtilmistir. Yakin tarihli bir baska
calismada ise Akkermansia muciniphila’'nin intestinal bariyerin regilasyonunda sus-6zgl
yiizey proteinlerinin belirleyici oldugu belirlenmistir®. Dolayisiyla Akkermansia muciniphi-
la suslarinin farkli islevsel genlerin varligi ya da etkinligi bakimindan karsilastirlmasi ve PH
ilerleyisindeki farkhlklarinin tespiti gelecekteki calismalar icin 6nemli bir arastirma alani
olarak gorinmektedir.

Calismadan elde edilen sonuglar, belirli Akkermansia suslarinin PHD grubunda bulun-
madigini gostermekle beraber, bu degisimin PH gelisimine etki edip-etmediginin saptan-
masi icin kapsamli, uzun sureli kohort arastirmalarina gereksinim artmaktadir. Calisma
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kapsaminda tespit edilen genlerin islevsel 6zelliklerinin yeni arastirma calismalariyla tes-
pit edilmesinin de Akkermansia ile PH'de demans gelisimi arasindaki iliskinin daha iyi an-
lasilabilmesine zemin hazirlayacagi diisintlmektedir. Belirlenen suslarin islevsel 6zellikleri
daha iyi anlagildiginda demans gelisiminin 6nlenmesi ya da yavaslatimasinda 6nemli
olabilecek muhtemel rolleri ortaya konulabilecektir. Boylece bu suslara dayali yeni tani ve
tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi de mimkun olacaktir. Gelecekte yapilacak calismalar-
da daha buytuk kohortlarda, konak poptilasyon farkllklar ve diger yonleri de dikkate ali-
narak, boylamsal orneklemlerle calisiimasi bu cinsin hastalik ve saglkta oynadigi rollerin
daha dogru belirlenebilmesini saglayacaktir.

Bu calismanin temel sinirliliklari su sekilde siralanabilir: i) Calisma kapsaminda uygu-
lanan yontemlerle elde edilen sonuclar iliskiselligi gostermekle birlikte nedensellik konu-
sunda herhangi bir ¢ikarima imkan vermemektedir. ii) Calismanin orneklem buyuklugi
Akkermansia cesitliligini ancak belirli bir dlclide yansitabilmektedir. iii) Calismada analiz-
ler, mevcut veri tabanlarindan elde edilen Akkermansia genom setine Tiirkiye’deki tic PH
hastasi ve bir SK’den elde edilen Akkermansia genomlari eklenerek gerceklestirilmistir.
Ancak PH hastalari ile SK bagirsak mikrobiyotasindan elde edilen Akkermansia suslari
arasinda genomik diizeyde bir karsilastirma yapilabilmesi icin belli insan topluluklarindan
cok daha genis genom setlerine gereksinim duyulmaktadir. Bu tur kapsaml analizlerin
Akkermansia-PH iliskisinin dogru anlasilmasina katki saglayabilecegi distnulmektedir.
iv) Amplikon dizileme temelli yontemsel yaklagimda primer secimine bagh sapmalarin
olmasi muhtemeldir. v) Gen icerik tahminleri ve belirli genlerin varligi, bu genlerin ifade-
sine dair bilgi vermemektedir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (Tarih: 12.11.2020 ve Karar No: 838).

TESEKKUR
Bu calisma, TUBITAK tarafindan 2205446 numarali 1002 projesi ile desteklenmistir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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