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Ozet

MikroRNA’lar 19-25 niikleotid araliginda kiiciik RNA pargalaridir [1]. Gen ifadelerinde
diizenleyici olduklar1 yirttiilen deneysel ¢alismalarca ispatlanmistir [2]. MikroRNA'lar
RNA’'nin kodlanmayan bélgelerinden olusur ve kodlanmayan bu bélgelerin biytklugi,
ikincil yapi olustururken olusabilecek ¢oklu ihtimaller sebebiyle tespit edilmeyi
zorlagsmistir. Bu diizenleyici dizi igeriklerinin tiirler arasinda korunmus olabilecegine
yonelik hesaplamali ¢alismalar mevcuttur [3]. Insan bagirsak mikrobiyomu birgok
mikroorganizmaya ev sahipligi yapmakla birlikte bir¢cok hastalikla iliskili oldugu
bilinmektedir [4]. Bu ¢alismanin amaci insan mikrobiyomunda konakeiy1 hedefledigi
diistintilen bakteri kaynakli molekiiler mekanizmalardan insan mikroRNA’sina benzer
dizilerin varliginin gelistirilen makine 6grenmesi modeli kullanilarak aranmasi, bu

Makale Bilgisi dizilerin karaciger sirozu hastasi (n=58) ve saglikli kontrolde (n=53) anlamh bir fark

olusturup olusturmadiginin incelenmesidir. Bu gruplarda gelistirilen model ile tarama
Bagvuru: yapilip, insan mikroRNA’sina benzer yapilar gosteren taksonlar belirlenmistir.
27/06/2021 Belirlenen taksonlar karaciger sirozu hastalar: ve saglikli kontroller arasinda anlaml bir
Kabul: fark olusturdugu istatistik testler ile dogrulanmistir. Gelistirilen model ile insan bagirsak
29/11/2021 mikrobiyomunun, insan mikroRNA’sina benzeyen cok sayida dizi icerdigi gézlenmistir.

Ayrica hastalik agisindan bazi tiirler barindirdiklar1 varsayillan mikroRNA dizilerinde
cesitlilik sergiledigi gozlemlenmistir. Bu yapilarin varliginin belirlenmesi karaciger
sirozu hastaliginda ilerleyen ¢alismalara 151k tutacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Metagenom, MikroRNA, Makine Og”renmesi, Karaciger Siroz

Human-like MicroRNA Detection of Bacterial Origin in Human Gut
Microbiome

Abstract

MicroRNAs are small pieces of RNA in the range of 19-25 nucleotides [1]. It has been
proven by experimental studies that they are regulators of gene expression [2].
MicroRNAs consist of non-coding regions of RNA, and the size of these non-coding
regions has made it difficult to detect due to the multiple possibilities that may occur
when forming secondary structures. There are computational studies suggesting that
the contents of these regulatory sequences may be conserved across species [3].
Although the human gut microbiome is home to many microorganisms, it is known to be
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associated with many diseases [4]. The aim of this study is to search for the presence of
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human microRNA-like sequences from bacterial molecular mechanisms thought to
target the host in the human microbiome with the developed machine learning model,

and to examine whether these sequences make a significant difference in liver cirrhosis
patients (n=58) and healthy controls (n=53). Scanning was performed with the model
developed in these groups and taxa showing structures similar to human microRNA
were determined. The determined taxa were examined using statistical tests to establish
a significant difference between liver cirrhosis patients and healthy controls. With the
developed model, a large number of sequence contents similar to human microRNA
were observed in the human gut microbiome. In addition, it has been observed that
there is diversity in the microRNA sequences that are assumed to host some species in
terms of disease. Determining the presence of these structures will shed light on future

studies in liver cirrhosis.
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1 Giris

MikroRNA'lar gen diizenleyici mekanizmalar olup
postranskripsiyonel olarak diizenleyici olduklari
1993 wyilinda Victor Ambros ve arkadaslar
tarafindan Kkesfedilmistir [5]. Diizenleyici olarak
gorev yapmalar1 sebebiyle bircok hastaliktaki
transkripsiyonel  profille  iligkili  olduklar
diistiniilmiistiir. Norodejeneratif bir hastalik olan
Alzheimer hastalign [6] Akhter'in c¢alismasinda
mikroRNA ile iliskilendirilmeye c¢alisilmis ve bu
hastaliga iligkili tanida kullanilabilecek muhtemel
mikroRNA biyobelirtegleri belirtilmistir. Benzer
sekilde Kkanser ile mikroRNA’larin iliskisini
Cascione L. ve arkadaslari omik verilerini
kullanarak belirlemeye ¢alismis ve kanserle
iliskilendirilmis mikroRNA’larin hedefledigi
mRNA’lar1 [7] belirlemeye ¢alismislardir. Bir diger
calisma ise akciger hastaliklariyla iligkili olup
KOAH hastaligindaki mikroRNA'nin diizenleyiciyi
etkileri belirlenmeye calisilmistir. Melina M. Musri
ve arkadaslariin ytriittiigii bu calismada KOAH
hastalarindan alinan orneklerde miR-197'nin
mikroRNA ekspresyonunda degisiklikler
bulunmustur [8]. Bununla birlikte kardiyovaskiiler
hastaliklar [9], epigenetik faktorli hastaliklar [10],
hipertansiyon [11], inflamatuar bagirsak hastaligl
[12] gibi bircok hastalikta mikroRNA’nin 6nemi
ortaya konmustur. Insan genomunda ise giiniimiize
degin deneysel olarak dogrulanmis 1917 adet
mikroRNA  kodlayan  dizi bulunmaktadir.
Diizenleyici olan bu kiiciik RNA parcalarinin ise
sadece mesajct RNA ile eksprese fonksiyonu
bilinebilmekte olup, olgun mikroRNA'larin ikincil
yapilarinin olusmasi i¢in ¢oklu ihtimallerin olmasi,
kesfinin laboratuvar kosullar icin yogun emekli,
maliyetli ve karmasik kilmistir. Laboratuvar
kosullarinda belirlenmesi zor olan mikroRNA'lar
son zamanlarda in silico yontemler kullanilarak
tahmin edilmeye calisilmaktadir [3]. Bir¢ok canliya

ait mikroRNA yapilarini iceren ve sekanslama
verilerinden muhtemel mikroRNA tahmin edebilen
bir ara¢ olan Rfam[13] , mikroRNA hedef genlerini
ve metabolik yolaklarini iceren miRNApath [14],
insan hastaliklar1 ile iliskilendirilmis verileri
barindiran miR2Disease veri tabani gibi MikroRNA
tespiti ve anlamlandirilmas: icin bir¢ok in silico
arag gelistirilmistir. Yeni Nesil Dizileme (YND) ile
birlikte mikroRNA calismalar1 yaninda mikrobiyal
topluluklarin genetik materyalini kiiltiir bagimsiz
ortaya cikarabilen metagenom c¢alismalar1 da
biiyiik bir ivme kazanmistir.

Insan viicudu ¢ok sayida bakteri, mantar, viriis gibi
bircok mikroorganizmaya ev sahipligi yapar. Bu
mikroorganizmalar insanlar ile komensal bir iligki
icine girmektedir. Mikrobiyomumuz, rettigi
metabolitler ve genetik materyal ile insan
metabolizmas1 ve bagisikligi i¢in yardimc ve
diizenleyici rol oynarken, bu homeostatik dengenin
sekteye ugradift durumlarda ise patolojik
fenotiplerle iliskilendirilmektedir. Insan genomu
yaklasik 20.000 protein kodlayan gen igerir,
mikrobiyomumuzda bulunan mikrobiyal genomlar
ise kendi genomumuzunkinden ¢ok daha yiiksek
sayida protein kodlama potansiyeline sahiptir. Bu

acidan ikinci genomumuz olarak da
adlandirilmaktadirlar [15]. Bagirsak
mikrobiyomundaki ¢esitlilik ve barindirdigi

varyasyonlar, insanlarda saglik ve hastaliklarla
iliskilendirilmektedir ve burada konagi etkileyen
bir dizi molekiiler mekanizma bulunmaktadir [16].
Mikrobiyoma 06zglii genlerin, insan konakgl
tarafindan ihtiyag duyulan metabolitleri
olusturmak icin kullanildig1 bilinmektedir [17]. Bu
mikrobiyoma 06zgii genlerin diizenlenmesi igin
bilinen bir¢cok gen diizenleme mekanizmalari
vardir. Gen dlzenleme asamalarindan birini
olusturan bakteriyel mikroRNA’larin tahmini ve
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insan transkriptomunda olasi hedeflerini arastiran
onci calismalar mevcuttur [18] [19].

Makine 6grenmesi matematiksel islemlerle mevcut
veriler lizerinden ¢ikarimlar yaparak, bu
cikarimlarla bilinmeyen veriler lizerinde tahminler
yapabilen bilgisayar algoritmalaridir. Biyolojik
verilerin giderek artmasi ile makine 6grenmesi
yontemleri biyolojik veriyi anlamlandirmak tizere
kullanilmaya baslanmistir.  Makine 6grenmesi,
biyolojik verinin matematiksel temsiliyetinden
faydalanarak modelleme yapar ve mikroRNA
tespiti icin de kullanilan in silico bir yontemdir
[20]. Insan hiicresi transkriptomunda bakteriyel
mikroRNA’larin hedeflerinin arastirildigit ve 37
farkli bakteri genomuna ait oldugu tahmin edilen,
68 bakteri RNA’sinin, 47 farklhi hastalikta etkili
olabilecegi sonucuna varillan o6ncii ¢alismadan
hareketle olusturulan [18], bu ¢alismamizin amaci
insan mikrobiyomunda  konak¢iyr hedefledigi
diisiiniilen molekiiler mekanizmalardan insan
mikroRNA’sina  benzer  dizilerin  varligini
arastirmak ve bu dizilerin varliginin siroz hastalari
ve saghkli kontroller arasinda anlamli farkliliklar
olusturup olusturmadiginin incelenmesidir. Bu
calismada konakciy1  hedefledigi  diisliniilen,
muhtemel insan mikroRNA’sin1 taklit eden
bakteriyel mikroRNA tespiti icin makine 6grenmesi
yontemlerine dayali in silico bir tespit yaklasimi
gelistirilmistir.

2 Materyal Method

2.1 Veri Setleri

Bu calismada biri hesaplamali mikroRNA kesfini
saglayan modellerin egitimi amach, digeri ise bu
modellerin uygulanmasi icin iki ayr veri seti
kullanilmigtir.  Ilk veri seti deneysel olarak
bulunmus 6ncii ve olgun olarak siniflandirilmis
birgok tiire ait mikroRNA dizilerini iceren veri seti
olan MiRBase olup, insan mikroRNA’s1 ile diger
tiirlerin mikroRNA’larim1 ayirmak icin kullanilan
siniflandiricinin olusturulmasinda egitim ve test
verisini olusturmustur [21]. Kullanilan ikinci veri
seti karaciger sirozu hastalar1 ve saglkh
kontrollerin bagirsak mikrobiyomunu igeren veri
setidir [22]. Bu veri seti siroz hastalarinda ve
saglikli kontrollerde insan mikroRNA’sina benzer
yap1 gosteren dizileri belirlemede kullanilmistir.
Veri setinden bir alt kiime olusacak sekilde 58
kisisi siroz hastasi ve 53 saglikli kontrol, toplamda
111 kisiden olusan okumalar birlestirilmis veri
seti siniflandirma i¢in kullanilmistir.

2.2 Veri Seti Erisim Kodu

Bu calismada ilk veri seti olan ve hesaplamal
mikroRNA kesfi icin kullanilan egitim, test setini
olusturan  veriye  https://www.mirbase.org/
adresinden ulasilabilir. Kullanilan ikinci veri seti
karaciger sirozu hastalar1 ve saglikli kontrollerin
bagirsak mikrobiyomunu iceren ve olusturulan
modelle insan benzeri mikroRNA tespiti amaciyla
kullanilan veri setidir. Tiim ornekler icin ham
[llumina okuma verileri Avrupa Biyoinformatik
Enstitlisi, Avrupa Niikleotid Arsivinde (ENA)

saklanmaktadir. Veriye https://www.ebi.ac.uk
adresinden ERP005860 erisim numarasiyla
ulasilabilir.

2.3 MikroRNA Dizilerinin Spektral Temsili
Niikleotid  dizilerinin  ¢esitli ~ oriintllerinin
karakterize edilmesi amaciyla icerdigi

oligontikleotid frekanslarinin spektral olarak k-
mer kiimeleri halinde temsil edilmesi biyolojik dizi
analizinde siklikla kullanilan bir yo6ntemdir.
Yiirtitilen calismada 6ncli-mikroRNA tespiti i¢in
kullanilmistir.  Sekanslama sonucu elde edilen
okumalarin pargalara ayrilmasina dayanir ve bu
kiiciik pargalar k-mers ya da n-grams olarak
adlandirihr [23]. Ornegin 1-mer igin iretilecek
temsil kiimesi {A,U,C,G}, 2-mer icinse
{AA,AU,AC,AG,UA,UU,UC,UG,CA,CU,CC,CG,GA,GU,GC,
GG} seklindedir. MikroRNA dizilerinin kisa olmasi
ve nispeten uzun oligoniikleotidlerin frekanslarim
kestirecek orneklemi olusturamamasi sebebiyle bu
calismada k-mer'ler k=4 olacak sekilde
belirlenmistir. Bu sekilde her bir okumanin icerdigi
tim 4-mer’i kanonik sirayla icerecek sekilde
mikroRNA temsiliyet vektorleri olusturulmustur.
Sekanslama sonucu olusmus olan hangi niikleotid
oldugu tam belli olmayan ornegin N,KR... gibi k-
mer'ler filtrelenmistir.

2.4 Siniflandirma Yaklasimlari

Ik olarak Rastgele orman (RF) [24], Naive
Bayes(NB) [25], Gli¢glendirilmis Karar
agaclari(XGBoost) [26], K-en yakin komsu(KNN)
[27] siniflandirma algoritmalar1 uygulanmistir. En
iyi performans verdiginden XGBoost algoritmasi
siniflandirma islemi i¢in kullanilmistir. Model
egitilirken MirBase'den alinan verinin %80'i egitim
icin %20'side test verisini olusturacak sekilde
ayrilmistir. Burada veri ayirma isleminde test
verisi egitimde kullanilmayacak sekilde ayrilmistir.
Olusturulan makine 6grenmesine ait yaklasim Sekil
1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Olusturulan Makine Ogrenmesi Yapisi
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2.5 Performans Olgiitleri

Bir modelin kullanilabilir olmasi performans
degerlerine baghdir ve bizim calismamiz icin
kullandigimiz performans o6lgiitleri dogruluk
degeri (accuracy), hassaslik(precision), geri
cagirma(recall) ve F1 degeri(fl-score) seklindedir.
Bu parametreler icin gerekli olan degiskenler ve bu
parametrelerin hesaplama fonksiyonlar1 ise su
sekildedir:

Gergek Pozitifler(GP): Dogru oldugu 6ngoriilen
pozitif degerlerdir. Gergek sinif degerinin pozitif
oldugu ve oOngoriilen smif degerinin de pozitif
oldugu durumlarin sayisini ifade eder.

Gercek Negatifler(GN): Dogru oldugu ongoriilen
negatif degerlerdir. Gercek sinif degerinin negatif
oldugu ve oOngoriilen smif degerinin de negatif
oldugu durumlarin sayisini ifade eder.

Yanlhis Pozitifler(YP): Gergek sinifin negatif ve
ongorilen smifin  pozitif oldugu durumlarin
sayisidir.

Yanhis Negatifler(YN): Gergek sinifin pozitif ve

ongorilen smifin  negatif oldugu durumlarin
sayisidir.
h 1k = —2F (1)
assastllk = GP+YP
dodruluk = GP + GN @
BT =GP ¥ YP + YN + GN
L _ GP 3)
geri ¢agirma = CP LGN
2 * (geri cagirma * hassaslik
F1 degeri = - (9°TL 698 )

geri cagirma + hassaslik

2.6 Insan Bagirsak Mikrobiyomunda
Siniflandirma

Performans olciitlerine gore en iyi degerleri veren
XGBoost algoritmasi ile gelistirilen model ve olgun

— ( Sonug |
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mikroRNA uzunluklar dikkate alinarak 70 bazlik
parcalar halinde siniflandiricida calistirildi.  Bir
sonraki 70’lik parca ilk parcanin son 60 bazini
icerecek sekilde kaydirilarak sonraki pencere
yapist olusturulmus oldu. Olusturulan pencere
yapis1 Sekil 2'de gosterilmistir. Bu sekilde her bir
birey icin metagenom verisi taranmis oldu. Bu
pencerelerde siniflandirict puanlama yaparken
0.95 smiflandirma tahmin sinir degerini gecen
parcalarin muhtemel insan mikroRNA yapisi
tespiti ile belirlendi. Belirlenen lokasyonlar icin
tiir atamasi yapildi ve tiir atamasi yliksek dogruluk
degeri ve hizh siniflandirma sonuclar: elde etmek
icin k-mer eslesmeleri kullanan taksonomik bir
siniflandirma sistemi olan Kraken2 [28] araci
kullanilarak yapildu.

|k}GT TAGTACAGCCAGAATCTCTATCTT TCTATGATGAAGTGTCTTGT TCACAGGCATTTCATGATGTGTC " [P

GGT YAGT/\C“GC(/\G/\/\TC TCTATCTTTCTATGATGAAGTGTCTTGT TCACAGGCATTTCATGATGTGTC....... ”

Sekil 2. Olusturulan pencere yapisi

2.7 Istatistiki testler

Her bir oOrnekte insan mikroRNA's1 oldugu
varsayllan lokasyonlarda tiir atamasi yapildiktan
sonra karaciger sirozu hastasi ve saglikli kontrol

grubu arasinda t-test uygulanarak insan
mikroRNA's1 yapisi tasiyan tiirlerin goriilme orani
olarak farkliliklar belirlenmistir. Burada

birbirinden bagimsiz iki grup oldugu icin t-test
uygulanmis ve en diisiik p degeri alan ttirler bu test
ile belirlenmistir.

3 Sonuglar

Siniflandirma islemi i¢in denenen algoritmalar ve
performans Olciitii denemeleri Tablo 1'de
gosterilmistir. Bu sonuglara gore Rastgele Orman
algoritmasi'nin dogruluk degeri yaklasik %87
olarak bulunmustur, K-en Yakin Komsu algoritmasi
icin dogruluk degeri yaklasik %81, Lojistik
Regresyon algoritmasi igin dogruluk degeri
yaklasik %93, XGBoost algoritmasi i¢in dogruluk
degeri yaklasik %93 ve Naive Bayes algoritmasi
icin dogruluk degeri yaklasik %91 olarak
bulunmustur. Bu degerlendirmeler sonucunda en
iyi performansi veren algoritma olan XGBoost
algoritmasi siniflandirma islemi kullanilmistir.
XGBoost algoritmasina ait Kesinlik-Hassaslik
grafigi Sekil 3'te gosterilmistir.
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Sekil 3. XGBoost'a ait Kesinlik-Hassaslik grafigi

Bu grafige gore esik degeri 0.95 belirlenen
siniflandirict  her birey ic¢in taramalar yapip
muhtemel insan mikroRNA'larin1 belirlemistir.
Belirlenen bu lokasyonlarda tiir atamasi
yapilmustir. [lk 58 birey siroz hastasi ve sonraki 53
birey saglikli kontrol olmak iizere toplam 111
bireyde insan mikroRNA's1 oldugu tahmin edilen
tiir sayilari Sekil 4'de gosterilmistir.

Her omekte tahmin edilen toplam miRNA sayis1

“| Mn ||HW

CRE R RN R

il

mm: - .’zlw

Sekil 4. Her bireyde insan mikroRNA's1 oldugu
tahmin edilen tiir sayilari

Il

Bagimsiz iki grup olan siroz haslar1 ve saglikl
kontroller icin t-test uyguland1 ve kabul edilen p
degeri literatiirde belirtildigi gibi 0.05 olarak
alindi. P degeri 0.05 in altinda olan 729 adet farkli
tir ve cins seviyesi bulunmustur. Bulunan bu
seviyelerde en iyi p degerini veren cins 8.5e-12
degeri ile Veillonella'a aittir. Bir diger en yiiksek p
degeri alan tir 1.9e-8 ile Veillonella rodentium'a
aittir. En diisiik 15 p degeri veren tiirler ve cinsleri
gosteren Tablo 2'de gosterilmistir.

4 Tartisma

Yapilan c¢alisma insan benzeri mikroRNA’larin
bagirsak mikrobiyomu icerisinde in silico olarak
tespit edilmesi yoniinden dnciil bir uygulama olup
bir hastalik kohortunda hasta ve saglikli bireylerde
tahminlenen mikroRNA dizilerinin istatistiksel
olarak anlamhi bir sekilde farkli bolluklarda
oldugunu gostermesi acisindan 6nem

|
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arzetmektedir. Istatistiki test sonucu onemli p
degeri gosteren taksonomik seviyeler daha dnce
siroz hastalig1 ile iliskilendirilmis tiirler olmasi
nedeniyle de onemli bir sonuc¢ olusturmaktadir
[14]. YND teknolojilerinin gelismesi ile birlikte
artan veriler sonuglarin giivenilirligini arttirmis ve
diger calismalara 151k tutmustur. Bu anlamda
yapilan calismada genel algoritmalar yerine
calisma icin gelistirilmis ve daha biiyiik calisma
grubu icin egitilmis makine 6grenmesi yontemleri,
sonuglarin gilvenirliligini artirmak igin gerekli
olabilir. Aynm1 zaman da insan MikroRNA’sina
benzer yap1 gosteren lokasyonlarin belirlenmesi
ileriki calismalarda 6nemli hastalik
biyobelirteclerin bulunabilecegini gostermistir.
Molekiiler ~mimikri, yani mikroorganizmalar
tarafindan iretilen ve insan organizmasi
tarafindan iretilen biyomolekiillere benzemesi
dolayisiyla insan metabolizmasinda dogrudan rol
alan dis kaynakhi irlinler c¢esitli hastalik
kontekslerinde 6nem tasimaktadir. Yiiriitiillen in
silico ¢alismanin 6ne siirdiigii en 6nemli hipotez,
insan bagirsagindaki mikroorganizmalarin lrettigi
mikroRNA’larin  molekiiler mimikri ile insan
mikroRNA’lar1 seklinde davranip insan genlerini
regiile ederek cesitli hastaliklarin patolojisinde rol
oynayabilecegi goriisiidiir. Calisma sonucunda elde
edilen siroz hastalar1 ve saglikli bireylerin bagirsak
bakterilerinde tespit edilen insan mikroRNA’s1
benzeri molekiillerin miktarlarinin istatistiki
olarak anlamli bir sekilde farklihik gosterdigi
bulgusu bu goriise destek vermektedir.
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Tablo 1. Denenen algoritmalar ve performans degerleri

Siniflandirma Kesinlik Hassaslik F-1 Skoru Dogruluk
Rastgele Orman 0 087 0 0.89 0 0.88 0876
Algoritmasi 1 0.89 1 0.86 1 0.87 '
K-en Yakin Komsu 0 1.00 0 0.63 0 0.77 0812
Algoritmasi 1 0.72 1 1.00 1 0.84 '
Logistic Regression 0 0.95 0 092 0 0.93 0932
Algoritmasi 1 092 1 095 1 0.93 '
XGBoost 0 0.97 0 0.90 0 0.93 0.933
Algoritmasi 1 0.90 1 0.97 1 0.93 )
Naive Bayes 0 0.90 0 093 0 091 0.911
Algoritmasi 1 092 1 0.90 1 091 '

Tablo 2. En diistik 15 p degeri veren tiirler ve cinsler

Atanmis Tirler ve Cinsler

Hesaplanan p Degerleri

Lactobacillus
Veillonella
Bacteroides heparinolyticus
Streptococcus salivarius
Bacteroides helcogenes P 36-108
Paludibacter propionicigenes WB4
Streptococcaceae
Streptococcus sp. FDAARGOS_192
Streptococcus
Streptococcus salivarius JIM8777
Veillonella rodentium
Lactobacillaceae

9.82e-05
8.51e-12
7.61e-05
7.34e-06
5.20e-05
4.78e-05
4.14e-07
3.34e-05
2.99¢e-06
2.20e-05
1.91e-08
1.54e-05
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