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Hipotez — Arastirma sorusu

NAFLD ve saglikli kontroller arasinda bagirsak
mikrobiyotasi icerik ve yapi bakimindan farklidir.

— Mikrobiyal cesitlilik iki grupta farkli mi?

— Mikrobiyota yapisi karaciger hasarinin siddetine gore
degisiyor mu?

— Hastalik ve sagliga etkisi olan spesifik gruplar hangileri?




Metod

NAFLD (n=43) KONTROL (n=23)

* NAFLD - biyopsi ile dogrulanmis hastalar
v’ >18 yasinda olan,
v’ artmis serum aminotransferaz seviyeleri gozlenen,
v alkol tiiketimi <20 gr/hafta olan,

v’ son 6 ay icerisinde herhangi bir kortikosteroid, antibiyotik, prebiyotik,
probiyotik tedavisi almamis olan,

v’ es zamanli baska bir hastaligi olmayan hastalar dahil edilmistir
* Fibrozis skoru

* FO-F1 orta dereceli fibrozis
* F2siddetli fibrozis

Brunt EM. 1999 Liver



Metod

Orneklerin toplanmasi
¢ NAFLD, kontrol

DNA izolasyonu

» Homojenizasyon+izolasyon

Amplikon Kitliphanesi Olusturulmasi

e PCR-16S V4 barkod isaretli primerler - 254 b¢
e Orneklerin havuzlanmasi, saflastirma, kalite kontrol

Sekans

e lllumina Miseq — ¢ift yonli 2X150 bg

On islemler

e ‘chimeric’ okumalarin filtrelenmesi

e Cift yonli okumalarin birlestirilmesi

e ‘Demultiplexing’ — okumalarin ilgili barkoda atanmasi

e ‘Quality Filtering’ — barkod ile eslesmeyen okumalarin elenmesi

¢ ‘OTU Picking’ (open reference) — okumalara uygun OTU’larin kiimelendirilmesi - % 97 benzerlik
e OTU’lara taksa atanmasi

Mikrobiyota cesitlilik analizleri

¢ Alpha Cesitlilik
 Beta Cesitlilik

e Relatif taksa dagilimi
e Lefse Analizleri



Alfa cesitlilik vs.

e Ornegin kendi icerisindeki farklilik

— Zenginlik(richness)-farkhi OTU’larin
sayIsl

— Dagilim- (Evenness)-farkli OTU’larin
dagilimi

— Filogenetik cesitlilik (pd_whole_tree)

Alpha diversity
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Beta cesitlilik

« Ornekler arasindaki benzerlik derecesi
(uzaklik)

e Kullanilan metrikler

— Unweighted UniFrac - OTU’larin
varligi ve filogeni

— Weighted UniFrac — OTU’larin
baskinhgi ve filogeni




Gruplar arasi alfa cesitlilik (gozlenen OTU,dagilim)
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NAFLD ve kontrol grubunda beta cesitlilik

. Kontrol (n=23)
B NAFLD (n=43)

PC1 (40.31 %)

P=0.004, method ANOSIM



Fibrozis derecelerine gore beta cesitlilik

. FO-F1 (mild fibrosis) n=23

F2 (severe fibrosis) n=20

P=0.005, method ANOSIM



NAFLD ve kontrol grubunda relatif dagilimlar

Total Control MAFLD
Lagend Taxononmy Yo Yo Yo

B < Archaea:p  Euryarchaeota 0.3% | 0.4% | 0.5%

B < Gacteria:p  Actincbacterla  3.3% | 38% || 3.4%

P k_ Bacterla;p  Bacteroidetes  44.4% | 55.2% | 33.5%

B < GBacteria;p  Cyancbacteria  0.2% | 0.2% | 0.2%

I < EBacteria:p  Firmicutes 46.4% | 34.7% | 58.2%

k__Bacteria;p  Fusobacteria 0.3%  0.5% 0.0%
k__Bacterla;p__ Lentisphaeras 0.2% | 0.1% 0.3%
k__ Bacteria;p  Protecbacteria J6% | 4.08% 31%

P k_ Bacteria;p  Spirochastes  0.6% | 1.2% | 0.0%

-H_Eaclarla;p Synerglstetes 0.4% | 0.0% 0.1%

P k_ Bacteria:p Tenericutes 0.4% | 0.4% | 04%

-H_Eaclarla;p Verrucomicrobla 0.4% | 0.4% 0.4%

Kontrol NAFLD




Fibrozis derecesine gore relatif dagilimlar

B k_Archaea;p_Euryarchaeota
B k_Bacteria;p_ Actinobacteria
BN k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes
B k_Bacteria;p_ Cyanobacteria
B k_Bacteria;p_Firmicutes

k_ Bacteria;p_ Fusobacteria

k_ Bacteria;p_ Lentisphaerae

k_ Bacteria;p_Proteobacteria
BN k_ Bacteria;p_ Spirochaetes
B k_Bacteria;p_ Synergistetes
B k_Bacteria;p_Tenericutes
I k_ Bacteria;p_ Verrucomicrobia

FO-F1 F2
(mild fibrosis) (severe fibrosis)



LefSe

* LefSe Analizi— Lineer discrimination effect size

— Relatif dagilimlar Gzerinden farkli standart
istatistiksel testler yardimiyla iki grupta anlaml
olarak farkh bakteri gruplarini belirler.

— LDA etki derecesini gosteren grafik ve kladogrami
vertir.

https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/



NAFLD ve kontrol grubuna anlamli olarak etki eden

bakteri gruplari
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Sonuc

* Metagenomik yontemler mikrobiyom calismalariicin
altin standarttir.

e Karaciger patolojisi mikrobiyotada dagilim ve
zenginlik olarak farkliliga neden olmuyor ancak
mikrobiyota kompozisyonu gruplar arasinda farkl..



Sonuc

* Bacteroidetes/Firmicutes orani;

* Hasta grubunda daha dusuk.
* Siddetli fibrozis olan hastalarda daha dusuk.

-Bacteroidetes/Firmicutes orani saglikli mikrobiyota belirteci
-Obezite

1. Firmicutes grubu — besinlerden enerji eldesinde artis

2. Kolitojenik bakteriler — artmis translokasyon — inflamasyon artisi

Turnbaugh et al., Nature, 2008; Turnbaugh et al. Nature 2006



Sonug

e NAFLD  Kontrol
— Clostridia — Fusobacteria
— Bacilli — Bacteroidetes

— Erysipelotrichi
— Coriobacteriia
— Mollicutes

— Roseburia
— Desulfovibrio

— Lactobacillales

Lactic Acid Bacteria

Million et al. Int J Obesity. 2012
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