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Ozet

insan genomunun kesfinden sonra yeni bir caga giren biyoloji bilimi, barsak florasindaki bakterileri gok énceden bildigi halde floranin
6nemini hendiz anlamlandirmaya baslamistir. Barsak florasinin genom yiikis, insan genomundan kat ve kat fazladir. Bu flora giinimiizde
mikrobiyota olarak tammlanir. Geleneksel kiltiir metotlan ile analizinin neredeyse imkansiz oldugu mikrobiyota, 16S rRNA genlerinin
yuksek oranda degisken bolgelerinin dizilenmesi ve dizileme sonuglarinin biyoinformatik analizi ile rahat bir sekilde calisilabilir hal
almistir. Ancak hala dizi boylan degiskenligi, yiiksek oranda degisken bélgelerin baslangic ve bitis sahalar, dizileme sonucu elde edilen
markerlar ile mikroorganizmalarin eslestirilmesi gibi ¢ozim bekleyen onemli bazi biyoinformatik sorunlar mevcuttur. Bu calismada,
belirtilen sorunlara ¢6ziim sunabilme amaciyla acik kaynak kodlu bir python catisi gelistirilmis ve bu ¢atinin ciktilarinin yorumlanmasi
tizerinde durulmustur. Gelistirilen yazilimi icin gerekli olan 16S rRNA gen dizilerine Greengenes veritabani kullanilarak erisim saglanmistir.
Cins bazinda tiplendirmenin oldukca zor oldugu Clostridium’lar hedeflenmis ve gelistirilen python catisi ile basit biyoinformatik analizler
yapilmis, korunmus diziler ortaya konarak olasi primer aday bélgeleri saptanmaya calisilmistir. ilave olarak, arastirmacilara hedefledikleri
mikroorganizmalar icin genel primerler yerine calismaya ozel primerleri gelistirebilmek icin bir ara¢ sunularak bu konuda gelistirilecek
biyoinformatik araclara oncilik etmek amaclanmistir. Genel olarak, bu calismanin mikrobiyota konusunda calismaya yeni baslayan
arastirma gruplarina klavuzluk yapacak nitelikte olabilmesi amaclanmistir.

Anahtar  Mikrobiyota, biyoinformatik, RNA, 16S rRNA, coklu dizi hizalama, korunmus dizi analizi
Kelimeler

Abstract

Although the presence of intestinal flora is previously well-known, the biology which is entering a new era after the discovery of the human
genome has recently started to appreciate the importance of bacterial flora of the intestines. The genome load of the gut flora is excessive
when compared to the human genome. This flora is now recognized as microbiota. Microbiota, which is almost impossible to analyse by
conventional culture methods, has been studied with the sequencing of highly variable regions of 16S rRNA genes and bioinformatics
analysis of resulted sequencing data. However, sequence length variability, starting and ending points of high-order variable regions,
mapping of microorganisms with markers obtained from sequencing results are still problematic. In this study, an open source program
coded in python framework was developed and the output of this framework was interpreted to provide a degree of understanding to
such important bioinformatics problems. The 16S rRNA gene sequences required for the software developed were accessed using the
Greengenes database. As an example, Clostridiums, which are difficult to type on Genus level, were targeted and simple bioinformatics
analysis were performed with the developed python framework to reveal potential primer binding sites based on sequence conservation.
Preserved nucleotide sequences were identified, and possible candidate regions of primers were proposed. As a result, researchers in the
field are supplied with a tool to develop their own specific primers instead of utilising general primers for targeted microorganisms. Finally,
itis aimed that this study will guide the research groups that start to work on microbiota.
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Gram boyama ve kiiltiir yontemleri enfeksiyon etkenlerinin tanisinda kullanilan temel stratejilerdir.
Fakat; klinik vakalarda kltir yontemleri ile teshis edilemeyen patojen mikroorganizmalarin sayica
artmakta olmasi, geleneksel yontemlerle teshis edilseler dahi, dnerilen antibiyotik tedavilerinin bazi
durumlarda etkili olamamasi, kommensallerin de var oldugu karma enfeksiyonlarin varlig ve klinik
orneklerde yalnizca kommensallerin teshis edildigi durumlar enfeksiyonun gercek etkenlerinin tes-
pitinde molekiler yaklagimlarin dnemini ortaya ¢ikarmistir’. Molekiler metodlardan Polimeraz Zin-
cir Reaksiyonu (PZR-PCR) ve DNA dizileme teknolojileri, klasik kiiltir metodlari ile saptanamayacak
derecede mikroorganizma cesitliligine sahip olan barsak florasinda, mikroorganizma cesitliliginin
tespitine olanak verir. Ribozomal RNA (rRNA), GroEL chaperonin, RNA polymerase beta subunit
(rpoB), DNA gyrase beta subunit (gyrB) vb. genler tirler arasinda yiiksek oranda korundugu icin
filogenetik analizlerde siklikla kullanilan stabil marker genlerdir?. Bu baglamda, bakteride bulunan
ve ‘housekeeping’ (ev iscisi) olarak adlandirilan 16s rRNA geni bircok molekiiler uygulamada po-
puler bir hedef olarak secilmistir. Bu gen dizilerinin ulasilabilir olmasi ve mevcut veri tabanlarinda
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), European Molecular Biology Laboratory (www.embl.org) vb.
nikleotit dizilerinin varligr molekiler yaklasimlarda tercih edilme sebeplerindendir.

Prokaryotik ribozomlar, 30S ve 508’ lik altbirimlere sahip olup, 16S rRNA geni 30S’ lik ribozom
alt biriminde yer alir'. Bu genler, nRNAdan protein translasyonunda gorev aldig icin organizmalar
arasinda son derece korunmustur. Filogenetik analiz i¢in rRNA dizilerinin ilk kullamminda canlilar
Eubacteria, Archaebacteria, Eukaryotes seklinde G¢ domain’e aynlmistir. Ayrica ribozom kiigik
alt birimine spesifik rRNA primerleri kullanilarak kismi veya tam rRNA dizileri olusturulmus ve
tUrler arasindaki akrabalik iliskileri matriks metodu ile ¢alisilmistir. Olusturulan bu ilk filogenetik
agaclarda Escherichia coli (eubacterium), Halobacterium volcanii (archeabacterium), Dictyostelium
discoideum (eukaryote), Saccharomyces cerevisiae (eukaryote), Zea mays (eukaryote), Mus mus
(eukaryote), Xenopus laevis (eukaryote) tirlerinin akrabalik iliskileri ortaya konmaya calisilmistir 4.
16S rRNA geni, oldukga kisa (~1500 bg) nikleotid uzunluguna sahip olup, bakteri tirleri arasinda
korunmus olan bolgelere ilave olarak 9 adet yiiksek oranda degiskenlik gosteren (V1-V9) bolgeleri-
ni de igerir 5. 16S rRNA genlerinin yiiksek oranda degjskenlik gdsteren bolgeleri farkli derecelerde
dizileme cesitliligi gosterirken sadece bir bolgenin analizi bitin bakterileri ayirt edebilmek icin
yeterli degildir. Genellikle V2, V3 ve V6 bdlgeleri cins diizeyinde aynim icin yeterli olmakla birlikte,
bazi durumlarda tir diizeyinde aynmda da kullanilmaktadir ¢. Bu sahalar yiksek oranda degis-
kenlik gdsteren bolgeler olduklari icin biyolojik cesitliligin siniflandinlmasinda ciddi bir potansiyeli
barindirmaktadir. Diger bolgeler yiiksek derecede dizi korunumundan dolayi pek tercih edilmezler.
Jeodezik uzaklik verilerine gére farkl alt-bolgeler arasindaki yakinlik iliskisi incelendiginde, bakteri
filogenetik analizi icin V4-V6 bolgeleri tim 16S rRNA gen dizisini en iyi temsil ettiginden en giiveni-
lir bélgeler olurken; V2 ve V8’in en az giivenilir bolgeler olduklan bildirilmistir °. Yiksek oranda de-
giskenlik gosteren bolgelere ilave olarak, 16S rRNA genlerinin korunmus bélgeleride icermesi bu
bolgelere de baglanan tniversal primerlerin yazilmasina olanak saglamaktadir. Bu 6zellik 16S rRNA
genlerini mikrobiyota calismalarinda oldukga popler hale getirmistir. Bu nedenle veritabanlarinda
kayitl 16S rRNA gen dizileri sirekli artmakta; bu da bakteri teshisinde ve siniflandirlmasinda gen
dizilerine ulasilabilirligi artirmaktadir. Yukarida bahsi gecen yiksek derecede degiskenlik gosteren
‘V’ bolgeleri icin baslangic ve bitis pozsiyonlari asagida Tablo-1 ‘de gosterilmistir 6.




Degiken bolge numarasi Baslangic ve bitis numaralari

V1 bolgesi 66-99

V2 bolgesi 137-142

V3 bolgesi 433-497

V4 bolgesi 576-872

V5 bolgesi 822-879

V6 bolgesi 986-1043

V7 bolgesi 1117-1173

V8 Bolgesi 1243-1294

V9 Bolgesi 1435-1465

Tablo 1: Yiksek oranda degiskenlik gosteren bolgeler ve bu bdlgelerin gen icindeki baslangic ve
bitis pozsiyonlari

Dizileme sonuglarindan elde edilen veriler ile mikroorganizmalan eslestirmek yiiksek derecede

degiskenlik gosteren bolgelerin her mikroorganizmada ayni olmamasi, buna bagli olarak korunmus

sahalarinda pozisyonlarinin degismesi gibi nedenlerle bash basina bir problemdir. Bu makalede

mikrobiyota calismalari sonucunda elde edilen 16S rRNA gen dizilerinin:

1. Basit biyoinformatik analizleri,

2. Korunmus ve yiksek oranda degiskenlik gosteren bolgelerin niikleik asit kompozisyonlarinin
tespiti,

3. Tur ve cins bazinda galismalara has 6zel primerler gelistirmede aday bolgeleri hesaplamak icin
bir cati gelistirilmis ve bu ¢atinin sonuclari yorumlanmaya calisilmistir.

Biyoinformatik, biyolojik veri ve mikrobiyota

Yeni gelisen bir bilim dali olarak biyoinformatik multidisipliner yapisi ile dikkat cekmekte ve ilgi
odag) haline gelmektedir. Bunun altinda yatan temel nedenlerden bir tanesi son yillarda biyolojik
bilginin hemen her bilim dalindan beslenerek artmasidir. Biyolojik bilgi uzayr insan genom projesi-
nin baslamasi ile gindeme gelmis ve projenin tamamlanmasi ile de 6nemli oldugunu kanitlamstir.
Biyolojik bilginin son yirmi yildaki yolculuguna bakacak olursak bilgi uzayinin 6nemi daha anlasilir
bir hal alir. Basit birka¢ soru bu énemi pekistirecektir. Aradigim bilgi parcasi bu devasa uzayin
neresindedir? Ona nasil ulasabiliriz? Nasil giincel bir sekilde tutabiliriz? Bu sorularin en dnemlisi
ise ham verileri bilgiye nasil cevirebilir ve bu sentez bilgiyi baska proje ya da sorular igin nasil ham
veri halinde sunabiliriz? iste bu sorulara yanit veren bir bilim dali olarak biyoinformatik, biyolojik
bilimlerin 6niindeki hesaplama problemlerine yanit ararken biyolojik uzayi konu alir. Laboratuvarda
uretilen verilerden bilgi elde etmek amaci ile gerekli olacak algoritma ya da teknolojileri gelistirir.
Biyolojik veri uzayr giinimiizde o kadar biyumistir ki artik yukaridaki sorularin cevabini verecek
tek bir disiplinden bahsedilemez hal almistir. Belki 6niimizdeki yiizyilin en biylk projesi biyolojik
veri uzayi icin yapilacak bir genom calismasi olacaktir.

Genetik bilgi uzay arastirmalar sonucunda elde edilmis verilerin veri tabanlan seklinde organize
edilip arastirmacilarin kullanimina sunulmasi neticesinde olusmus ve bilyimistir. Bu uzay 1993
yilinda 24 veri tabani ile sinirli iken 2000 yilinda veri tabani biyikligi 1230 olmustur. 2000 yilin-
dan giinimze kadar ise biyolojik veri uzayi katlanarak bilyimesine devam etmistir’. En sik gezilen
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ait dizi sayisi ise milyarlarla ifade edilmektedir °. Veri uzayinin bilyime ivmesi ¢ok yiiksektir. GU-
nimiz hesaplama giici ile elde edilen ham verilerin tamaminin bilgi haline dénistirilmesi ne-
redeyse imkansiz bir hal almistir. Bu nedenle her biten proje pek cok yeni projenin baslamasina
vesile olmaktadir. Son zamanlarda oldukga popiiler hal alan mikrobiyota ¢alismalarida veri uzayinda
yerini almistir. Bu konuda Silva ve Greengenes veritabanlari 6ne ¢ikmaktadir ™°. Silva veritabanina
https://www.arb-silva.de adresinden, Greengenes veritabanina ise http://greengenes.lbl.gov/
Download/ adresinden ulasilabilir.

Materyal

Analiz icin Greengenes veri tabanindan yararlanilmistir. Greengenes veritabani programatik erisi-
me izin vermesi, sorgu sonuglarini basit metin dosyalar seklinde kullanicisina sunmasi, istendigi
durumlarda diger veri degjisim formatlarini desteklemesi gibi 6ne ¢ikan bazi ézellikleri nedeni ile
secilmistir. Cati gelistirilme ortami Python sirim 3.5.2 64 bit olarak beliflenmistir. Python tercih
edilme nedeni soz diziminin rahat bir kullanima sahip olmasi, hizli sekilde prototip yazilimlarin
uretilebilmesi, bilimsel icerik destegj ile 6zgir yazilm kategorisinde bulunmasi sayilabilir. Green-
genes veritabanindan elde edilen cikartim bilgilerinin yerel veritabaninda tutulmasi ve gerektiginde
sorgulanmasi icin SqliteDatabase3 sirim 0.2.0 kullamlmistir. SqliteDatabase3 moduld, ikli temel
ozelligi nedeni ile segilmistir. Bunlardan ilki kaydedilen verileri yerel disk Uzerinde tek bir dosya
icinde tutmasi, ikincisi ise verilerin bir yerden bir baska yere ¢ok rahat olarak goc ettirilebilmesidir.

Metod

16S rRNA gen dizileri elde edildikten sonra bu diziler izerinde superstring ¢alismasi yapilabilme-
si icin olabilecek en uygun bicimde hizalanmalari gerekmektedir. Bu hizalama secilen ya da ilgi
duyulan bir kisim organizma izerinde olabilecegj gibi tim organizmalar Uzerinden de yapilabilir.
Bu noktada arastirmacilari kisitlayan durum ¢oklu dizi hizalama islemeninin uzun zaman almasi ve
cok hizh bilgi islem kaynag) gerektirmesidir. Bu calismada klasik global dizi hizalama algoritmasi
olan Needleman-Wunch algoritmasi yerine genetik algoritma kullanan ¢oklu dizi hizalama metodu
kullanilmistir ™. Bu sayede en iyilenmis bir dizi hizalama sonucu yerine en iyilenmis birden ¢ok
hizalama sonucu elde edilmistir '2'3. Coklu dizi hizalama sonuglari izerinde superstring calismasi
yapabilmek i¢in Weblogo3 kullanilmistir. Weblogo3, superstring dizgelerinin gorsellestirilmesi icin
siklikla kullanilan bir sunum tarzidir (https://github.com/WebLogo/weblogo; 2017).

Sonug

Greengenes veritabani Gzerinden programatik sorgu (superkingdom, phylum, class, order, family
ve genus seviyesinde) yapilarak sonug dosyalart iliskisel yerel veritabani icine kaydedilmistir. ince-
lenen veritabani toplam iki superkingdoma béliinmiis durumdadir. ilki Archea, ikincisi ise Bacte-
ria olmak Uzere toplam 406996 giris bulunmaktadir. Archaea superkingdomu icin 6738 kayit ve
Bacteria superkingdomu icin 400258 kayt listelenmistir (Sekil 1). Ayrica phylum seviyesinde 80,
class seviyesinde 134, order seviyesinde 214, family seviyesinde 384, genus seviyesinde 1271,
species seviyesinde ise 2374 farkl kayit bulunmaktadir.
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Sekil 1: Greengenes veri tabani superkingdom seviyesinde girislerin dagilimi

Ribozomal RNA genlerinin ortalama uzunluklar 1500 nikleotid kadardir. Fakat, biyoinformatik ve
programatik acidan bakildiginda tirler arasi gen uzunluklarinin oldukga farkli olduklar gorilmis ve
bu farklilik hesaplamalarda karsimiza ciddi bir problem olarak ¢ikmistir. Aradigimiz mikroorganizma
grubunda, amplifiye edilmek istenen yilksek derecede degisken sahanin tam olarak hangi niikleo-
titde baslayip hangi niikleotitde bittigini bulabilmek icin net bir sekilde genlerin uzunluklarina ihti-
yac vardir. Bacteria ve Archae superkingdomu icin 16S rRNA genlerinin uzunluk dagiimlari analiz
edildiginde uzunluklar bir birinden oldukga farkli oldugu gorilmistir (Sekil 2).

16s rRNA Uzunluk Dagilimi

[ ]
1800 1
1700 4

[ 4

[
1600
1500 4
1400 - | \
1300 4

Bacteria Archae

Sekil 2: 16S rRNA genlerinin uzunluk dagilim karakteristig;

Dagilim tablosu incelendiginde Bacteria ve Archaea superkingdomlarinin 16S rRNA gen uzun-
lugu ortalama ve standart sapmalarinin (ortalamaztstandart sapma) sirasiyla 1405.19+65.6 ve
1369.9+66.9 nikleotid oldugu gorilmektedir (Sekil 2). Problemin dogasini daha rahat anlaya- 27
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bilmek icin Bacteria ve Archaea superkingdomlarinda niikleotid dagilimlan sirasiyla. Sekil 3 (a) ve
(b)'de gosterilmistir.

s Bacteria igin Nukleotid dagilimi Archaea igin Nukleotid dagiimi
500 500
o

400 400

i ° = %

200 200

Adenan Gtozin Guanin Timin Adenin Gitozin Guann Timen
(a) (b)

Sekil 3: a) Bacteria ve b) Archaea superkingdomlarinda nikleotid dagilimlari

Gelistirilen ¢ati ile analize konu olarak Clostridium’lar segilmistir. Clostridium’lar icin toplamda 47
farkl tir listelenmistir. Clostridium’larin universal primerler ile tir ve cins dizeyinde tiplendirildik-
lerinde disik basari elde edildiginden bu ¢alismada hedef organizma olarak segilmistir'. Diger
mikroorganizmalara oranla daha az tiplendirme hassasiyeti olan bu tir icin veri tabanindaki kayit
sayisi ise 1886 olarak listelenmistir. 1886 kayitin timi hedef alinarak yapilan analizde uzunluk
dagiimi Sekil 4’te gosterilmistir. Sekil 5°te ise belirtilen tir icin nikleotid daglimi verilmistir. Genel
olarak bakildiginda superkingdom seviyesindeki sonuclar ile uyumlu oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu
tespit, 16S rRNA genlerini mikrobiyota icindeki biyolojik cesitliligi modelleme de iyi bir belirteg
olarak kullaniimasina ciddi bir delil teskil etmektedir. Benzer sonuclar diger tirlerde de elde edilmis
fakat burada ayrica listelenmemislerdir.

Clostridiumlar igin nukleotid dagilimi Clostridiumlar igin nukleotid dagilimi
500
450
400
350
20
250
denn Gtozn Guann Tiwn
Clostridiumlar igin 16s rRNA uzunluk dagilimi Clostridiumlar igin 16s rRNA uzunluk dagilimi
200 1550
175 1500
150
1450
125
100 1400
& 1350
50
1300
3
ol 1250
1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1
(a) {b)

Sekil 4: a) Clostridium’lar icin 16S rRNA gen uzunluklarinin cubuklu diagram grafigi,
b) Clostridium’lar icin 16S rRNA gen uzunluklar boxplot grafigi




Sekil 5: Clostridium’lar igin niikleotid dagilimlari a) Clostridium’lar icin niikleotid dagiimi (toplam
niikleotid sayisina oran olarak verilmistir), b) Clostridium’lar igin nikleotid frekanslarinin boxplot
grafigi

Gelistirilen cati ile mikrobiyota ¢alismalarinda genus seviyesinde tiplendirilmesi oldukg¢a zor olan
Clostridia tUrlerinden rastsal olarak secilmis 10 adet genus ¢oklu dizi hizalama metodu ile hizalan-
mis ve neigborhood joining metodu ile filogetik agaci olusturulmustur (Sekil 6).

Sekil 6: Rastsal olarak segilmis Clostridia trleri icin olusturan filogenetik agac

ClostrnidiumBolteae 0.07102
ClostndiumPiliforme 0.07164
ClostridiumRamosum 0.10938
ClostridiumButyricum 0.03658
ClostridiumPerfringe 0.03331
ClostridiumUItunense 0.09242
ClostridiumParadoxum 0.04647
ClostridiumBiferment 0.02688
ClostridiumGlycolicu 0.02353
Clostrnidiumlrregular 0.0158
ClostridiumDifficile 0.02536

—
N

Sonrasinda hizalanmis veri Uzerinde entropi calismasi yapilarak yazilabilecek en diizgiin supers-
tring olusturulmus ve ilgili Sekil Ek 1°de sunulmustur. Superstring incelendiginde bazi alanlarin
oldukca yiksek entropi degerine sahip olup, olduk¢a korunmus diziler oldugu tespit edilmistir.
Bazi sahalarda ise entropi degerleri oldukca dusik olarak goriillmis ve bu sahalar yiiksek derecede
farklilk gosteren sahalar olarak disinilmistir. Primerler yazilirken bu sahalara has primerlerin
gelistirilmesi mikrobiyotada biyocesitlilik analizleri icin oldukca dnemlidir. Gelistirilen ¢ati ile yazilan
superstring, arastirmacilara kendi ¢alistiklar mikroorganizma gruplarina has 6zel primerler dizileri
tasarlamalar konusunda kolayliklar sagliyacaktir. Literatirde tarif edilen yiiksek derecede degjsken
bolgeler superstring zerinden okunarak dizi haline getirilmis ve bu diziler degisim oranlari ile
birlikte Tablo 2 ‘de gdsterilmistir. Superstring icindeki yiksek derecede degisken ve korunmus
bolgelerin tespiti icin superstring 25 niikleotitlik pencereler seklinde alt dizilere ayrilmis, bu alt
diziler Gzerinde n nikleotitlerinin (A,T,G ve C nukleotitlerinden herhangi biri) yiizdelik karsiliklari
hesaplanmis (degisim orani) ve grafik Sekil 7 ‘de sunusmustur.

- = Sekil 7: Kimdlatif degisim orani
grafigi. Gorsellestirmek icin her 25
0811 nikleotitlik pencere boyutundaki

degisim oranlarinin ardisik toplam-
/ lar seklinde cizilmistir. Kirmizi dikey

0.4 1

Kumulatif degism orami

cizgiler arasi yiksek derecede degjs-
kenlik gosteren (yiiksek egimli), mavi

0.2 1

/]

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750
Nukleotid pozisyonu

dikey cizgiler arasi ise yiksek dere-
cede korunmus (plato) bolgelerdir.
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Bolge | Bu bolgelere ait diziler (Sekil - 8°den) Degjsim

\al nnnnnnnANGnNTnnNNTnANNNNNNNNNCTTC 0.72
V2 | CGGGT 0.00
V3 AGGGTGATCGGCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG- 0.00

GCAGCAGTGGGGA

GCnTCTGTCnnnCTnAANNGGAAGANnnnnnnnTnnnnnnAANNNTGNnnnnNNNNNNACGGTAC-
nnTTGNNNNNNNNAGGAGGAANGCNCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG-
V4 | TANGGGGGCnAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGNNGNnGTGCGTAGGCGGTn- 0.32
nANNTNNTTNAAGNNTCANNNGNNNNGTGAAANNNNNGGCNTANGGCTCAACCNTANGNnNTAA-
Journal of BSHR GCnnTTANNNGAAACTGNNNGNNNNGNAGNNCTTGAGTGNCAGGAGAGGA
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V6 | TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAG %0
V7 | TCCGCCTGGGGAGTACGNTCGCAAGANTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGC 0.03
V8 | TCCGCCTGGGGAGTACGNTCGCAAGANTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGC 0.61
V9 | NnCnnTnnGnnnnACNnCnnTnCnnCnTnNnTANNNATCNGAGNNNNTTnnn 0.06

Tablo 2: Yiksek derecede degjskenlik gosteren dizilerin elde edilen superstring tizerinden elde
edilen diziler ve bu dizilerdeki degjskenlik oranlari

Sekil 7 ‘deki grafikte egimi yiksek sahalar yilksek derecede degisken olan alanlari ve egimi 00’ye
yakin olan sahalar (plato sahalari) yilksek derecede korunmus alanlari isaret etmektedir. Grafikteki
plato sahalarinin toplam 9 tane oldugu ve yerlesimlerinin ise egimin sertce yikseldigj alanlardan
once oldugu gorilmektedir. Bu grafik sekli yoksek derece degiskenlik gosteren sahalar ile korun-
mus sahalar arasindaki iliskiyi destekler tarzdadir. Plato ve yiiksek bir egimle artmakta olan sahalar
degerlendirilerek yiiksek oranda degisiklik gésteren sahalarin baslangi¢ ve bitis pozisyonlari, saha-
larin dizileri, degjsim orani ve bolgenin 6niindeki 25 nikleotitlik saha yeniden hesaplanarak Tablo
3’de sunulmustur.

" " -, Degisim N

No* | Baslangic | Bitis Dizi oran Olasi primer

GnnnnnnnnnnnANGnnTnnnNT-
GCGTGCCTAACA-
| 60 127 nANNNNNNNNNCTTCGGNNTG- 0.75 CATGCAAGTCGAG
nAnnnnnnnnnTTnnnnNNNNNNN
nnnNNNNGGNATAANCnANTNNCC-
nnnNNNNNNNGAAANNGGNANTNGCTAATAC-

I 174 343 nCnnnGnATAANnNnTnNnNNNNNNTNNNNNNNN- 0.64 CGTGnGGTAACCT-
nAnnGnnnnnnnnnNnNnCGCAT- : GCCTCnTACACA
GnGnnnTnnCnnTnnnAnTnNNANNTCnNn-
nAAAGNNNCTnnnGnnnGnnnCnnnnnnn

| 604 655 nnnnnTnnnnNNAANNNTGNNNNNNNNNN- 0.69 TCTGTCnnnCT-
NACGGTACNNTTGnnnnnNNNA : nAANNGGAAGANNN
™ coomu

Vo) 7e8 855 nTANGNNNTAAGCNNTTNNNNGAAACT- 045 | GINGNGTGCGTAG-

GCGGT
GnnnGNNnNnGNAGnnC
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nCGGNGGnGnnnnnnnnnTTACC- GCCGTAAACGAT-
V| 1048 1088 nnnnTCGnnnnnnnnnn 0.65 GAGTACTAGGTGT
NANAGNCTTGACATNCCnnCnnTnnGnnn-
VI | 1226 1314 NACNnCnnTnCnnCnTnnnTANNNATCn- 0.60 COAAGCAACGC-
GAAGAACCTTACCT
GAGnnnnTTnnnnnnnnCnnnnnCnCnnnnn
Vil | 1555 1610 nNACAGANGGGnAGCnAnnnAGNCn- 0.28 CTACACACGTGC-
nCGNTGAGNGTGGAGCNAATCCCTTAAANA ’ TACAATGGNTGGT
nNANCNNNACCCGAAGCCnnGTG- CCGCCCGTCACAC-
VI 747 1800 nNANCTAACNCnnnnnGNnAAGNGAGNnnnCT 0.41 CATGGGAGTTGG
GTGAAGTCG-
X |1855 | 1888 nnGGnnAnnnnNANTGC- 0.82 | TAACAAGGTAGC-
nnnNNNNNNNNNNNNN CGTA

Tablo 3: Superstring dizinin kiimUlatif degisim grafiginden yola ¢ikarak yeniden hesaplanmis yiik-
sek derecede degiskenlik gdsteren ve korunun sahalar ile bunlarin dizileri ve degjsim oranlari
* Bolge numaralari romen rakamlari ile verilmistir

** Olasi primer sahasi bolge baslangicindan hemen énceki 25 niikleotitlik kisim olup dzellikle bir
primer dizisi olarak hesaplanmamistir

Bu calismada, yapilan biyoinformatik analizler tarafimizca gelistirilen agik kaynak kodlu Pyton catisi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanilan biyoinformatik prensipler ile, primer dizayninda ve 16S
rRNA geninin konumlandinlmasinda daha etkin ¢ozimler getirilmistir rRNA geninin konumunu
internet kaynakl ortalama bir deger almak yerine, biyoinformatik temelli yaklasimlarla daha ger-
cekei olarak degerlendirmek mimkiin oldugu gosterilmistir. rRNA geni kopyalanmasi icin primer
gelistiriimesi konusunda da bu degerlendirme cok 6nemli olacaktir. Ozellikle PCR protokoliinii
gerceklestirmek Uzere primerler segilirken yiksek kapsama yizdesine sahip olmasi ve elde edilen
PCR amplikonunun kimliklendirme icin yeterli bilgiyi icermesi gereklidir. 16S rRNA geni Gizerinde
butiin bakteri tirlerini kapsayacak 6zellikte Gniversal diziler var olmadigindan, uygun primer secimi
analiz sonuclarini oldukea etkileyecektir.

Tartisma

Genel olarak, bu ¢alismada mikrobiyota konusunda ¢alismaya yeni baslayan, 6zellikle 16S rRNA
ve dizileme calismasi yapacak arastirmacilar icin klavuzluk yapacak nitelikte bilgiler verilmeye ca-
hisilmis ve acik kaynak kodlu ¢ati uygulamasi temelleri atilmaya calisiimistir. Mikroorganizmalarin
siniflandinimasinda 16S rRNA genlerindeki korunmus diziler ve bu dizilere yakin lokalizasyondaki
yiksek dercede degiskenlik gosteren bolgeler kullanlmaktadir (V1-V9)5. Bu calismalarda temel
problem, yiiksek derecede degiskenlik gdsteren bolgelerin baslama ve bitis noktalarinin her mik-
roorganizma icin birebir ayni olmamasidir. Ayrica kullandigimiz universal primerlerin tasarladigimiz
calismalarda sonug vermemesi diger bir problemdir. Literatiirde verilen universal primerlerin bazi
tUrler Gzerinde iyi bir siniflandirmaya yetecek kadar tutarll sonug vermesi fakat bazi tiirlerde ise
basarill olamamasinin altinda yatan nedenlerden birisi bu olabilir.

Bu calismada onerilen metot dogrultusunda yeniden hesaplanmis yilksek derecede degiskenlik
gosteren dizilerin baslangic ve bitis noktalarindan yararlanarak yazilacak primerler ile daha verimli
sonuglar alinabilecegi gosterilmistir. Sekil 8‘de Clostridyum’lar icin olusturulmus bir superstring
dizi gorilmektedir. Bu diziden yola ¢ikarak yiiksek deredece degiskenlik gosteren bolgeler tekrar
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hesaplanmis ve sonuglar Tablo 2°de sunulmustur. V1 ve V8 bélgelerinde ki degiskenlik orani ol-
dukca yiiksekken diger bolgelerde bu degiskenligin cok daha azdir. Diger bélgelerin secilen tiirde
korunmus olmasi iyi bir siniflandirma yapilmasina engeldir. Bu durum segilen tir ile ilgili olarak
yapilan calismalarda karsilasilan tiplendirme problemlerini agiklayabilir. Bu nedenle bahsedilen
bolgelerin yeniden olusturulmasi ve olusturulan bu bdlgelere gore primerlerin dizayn edilmesinin
basariy arttiracag gosterilmistir.

Tablo 1 ve Tablo 2’ deki bilgiler 1siginda 25 niikleotitlik parcalar seklinde superstring yeniden de-
gerlendirildiginde ve herhangi bir niikleotid olma olasiginin 0.80’in Uzerinde oldugu bolgeler ele
alindaginda 1855 - 1888 arasinda bir bolgenin yiksek derecede degjsken oldugu ve bu bolge-
nin hemen 6niindeki 25 nilkeotidlik sahanin GTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA (A:8, T:5, G:8,
C:4, GC%=48) seklinde ve primer yazmak igin oldukga uygun bir dizi oldugu dikkati cekmektedir.
Benzer analizler 0.75, 0.70 gibi daha dusik degerler icin tekrar edilerek ¢alismaya 6zel farkli bol-
geler hesaplanabilir. Bu hesaplama basariy: arttiracaktir.

Gelistirilen ¢ati yazilimin, laboratuvar standartlarimiza ve ¢alismay hedefledigimiz mikroorganizma
topluluklarina gore universal primerler yerine ihtiyaclarimiz dogrultusunda gelistirilmis primerler
yazma konusundaki katkisi gosterilmistir. Ancak, bu calismada 1886 Clostridiumdan rasgele segi-
len sadece 11 adedi ile yapilan analiz sonuclari verilmistir. Farkli setler ile yada farkl 6rnek genisligi
ile calismanin tekrar edilmesi, farkli organizmalar ile de calisilarak yapilacak analizlerden elde edi-
lecek benzer sonuglar ile calisma kuvvetlendirilebilir. ilave olarak benzer calismalarin artmasi, elde
edilen teorik sonuglarin laboratuvar ¢alismalari ile dogrulanmasi ve elde edilen pratik bilgiler cer-
cevesinde ortaya cikacak sonuclarin sunulan yaziimin gelistiriimesine katkisi olacag) inancindayiz.

Sekil Ek 1: Clostridium turleri Gzerinde entropi ¢alismasi yapilarak olusturulmus superstring
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NAGAGTTTGATCNnTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAGG
nnnnnnnnnnnAnGnnTnnnnTnANNNNNNNNNCTTCGGNnTGnAnnnnnnnnnTTnnnnnnnnnNnAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGNGGTAACCTGCCTCnTACACANNNNNNNGGNATAANCNA
nTnnCCnnnnnnnnNnGAAANNGGNANTNGCTAATACNCnnnGnATAAnnnTnnnnnnnnTnnNNNnn
nnAnnGnnnnnnnnNNNNNCGCATGNGnnnTnnCnnTnnnANTnNNANNTCNNNNAAAGNNNCTNNNG
nnnGNNNCnnnNNNNGGTATGANGATGGACCNCnnnnnGCGTCnGnATTAGCTAGTTGGTGAGG-
TAACGGCTTACCAAGGCGACGATNCAGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGA-
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTNnnnGCACAATGGnN
NGCGAAAGCNCTGATGCNNAGCAACGCCGCGTGANGNGATGAAGGCNCTTCGGNGTCGTAA-
AGCnTCTGTCnnnCTnAANNGGAAGANnnnnnnnnTnnnnnnAANNNTGnnnnnnnNNNNACGGTACNNT
TGnnnnnnNnAGGAGGAANGCnCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTANGGG
GGCnAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGNNGNGTGCGTAGGCGGTNnANNTANTTNAAGN
nTCANNNGNNNNGTGAAANNNNNGGCNnTANGGCTCAACCNnTANGNNNTAAGCNnTTnnNnnGAAACTG
nNNGNNNNGNAGNNCTTGAGTGNCAGGAGAGGANANNGTGNGAATTCCnTAGTGTAGCGGTGAA-
ATGCGTAGATATTANGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCNNnTnTCTGGACNNTGTNAACTGAC
GCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC-
GATGAGTACTAGGTGTnCGGNGGnGnnnnnnnnnTTACCnnnnTCGnnnnnnnnnnGTGCCnnnGCA
GCnTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGGGGAGTACGNTCGCAAGANTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGACCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC-
TnANAGNCTTGACATNCCnnCnnTnnGnnnnACNNCnnTnCnnCnTnnnTANNNATCNGAGNnnnTTnnn
nnnnNCnnnnNCnCnnnnnTTCGGNGGACANNGNAGNNNNNNNTNNNNGANNCAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGT
TGnCCAGCANTTANAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCnGnGGATAACNCnGGAGGAAGGTG-
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGNCTTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGNTGGTnN
ACAGANGGGNAGCnANNNAGNCNNnCGNTGAGNGTGGAGCNAATCCCTTAAANANNNNCCANTCTC
AGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTGCTAGTAATCGCGGATCAGA-
ATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGNNA
nCnNnACCCGAAGCCNnGTGNANCTAACNCnnnnnGNAAGNGAGNNNnCTnGTCGAAGGTNGnANT-
CANNNATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTANNGGnnAnnnnnnnTGCnnnnnnnnnnn
nnnnnn

Sekil Ek 2: Superstring dizisi, burada ‘n” herhangi bir niikleotid yerine kullanilmistir.
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