Mikrobiyal Sistemler
Biyolojisi

Mikrobiyoloji

Bolum 9



Avuc Icine Sigan DNA Dizileme:
MinlON’un Ortaya (Cikisi

- DNA dizileme teknolojilerindeki hizli gelismeler
maliyet ve tasinabilirlik sorunlarini biiytk ol¢lide
azaltmigtir.
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- MinION adi verilen diinyanin ilk mobil niikleik
asit dizileyicisi avuc icine sigacak buytkliiktedir.

- MinION tzerinde yaklasik 2000 adet nanopora
sahip protein bulunur ve tek iplikli niikleik asitler
bu nanoporlardan gecerken akim degisiklikleriyle
tanimlanir.
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- Bu akim degisiklikleri USB baglantis1 Gizerinden
bilgisayara iletilir ve cihaz ayni baglanti izerinden
enerji alir.
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MinIONun Calisma Prensibi ve
Gercek Zamanli Verim

- MinION, niikleik asit dizilerini kritik saha
orneklerinden gercek zamanli olarak bilgisayar
ekraninda gosterebilir.
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- Elektrik akimindaki kii¢iik degisiklikler, tek tek

nikleotidlerin tanimlanmasini saglar.

- Makinenin kticiik boyutu ve kolay kullanimai,
sahada hizl dizileme yapilmasina olanak tanir.

- Boylece dizileme siireci laboratuvar disina
tasinarak biyolojik analizlerin aninda
degerlendirilebilmesi miimkiin olur.
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Ebola Salgininda MinlONun Roli

- MinION’un giicti 2014-2015 Bat1 Afrika Ebola PN | = \
salgini sirasinda acgikca gorilmiistir. e )

- Bilim insanlari tic MinION cihazini yanlarinda
tasiyarak Gine'ye gotirmis ve buytlk, hassas
dizileyicilerin tasinma sorunlarini agmistir.

- Arastirmacilar, farkli Ebola suslarinin
genomlarindaki 6zgilin niikleotid dizilerini analiz
ederek yayilimi izleyebilmistir.

- Orneklerin alinmasindan sadece 48 saat sonra 14
hastaya ait Ebola genomlar1 MinION ile
belirlenmistir.
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Gercek Zamanli Epidemiyoloji:
Ebola’nin Izlenmesi

- Ebola genomunun yaklasik iki haftada bir mutasyona ugramasi MinION’un
hizli sonu¢ verme avantajini énemli kilmistir.
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- Gercek zamanl dizileme, viriis suslarinin cografi hareketlerinin izlenmesine
olanak tanimistir.

- Analizler 1ki ana susun salginin devamindan sorumlu oldugunu ve Sierra
Leone 1le Gine arasindaki gecislerin salgini uzattigini gostermistir.

- Geleneksel dizileme yontemleri, sonuclarin haftalar sonra elde edilmesi
nedeniyle boyle bir stirveyansi destekleyememektedir.
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MinION’un Gelecegr:
Saha, Uzay ve Egitim

- Sahada calisan biyologlar MinION’un bircok olas1 kullanim alanini
ongormektedir.
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- Gelistiriciler cihazin bilgisayar yerine akilli telefonla ¢calisabilmesi i¢in yeni
diizenlemeler yapmaktadir.

- NASA, MinION’u Uluslararas: Uzay Istasyonu’nda test etmeyi
planlamaktadir.

- Uygun maliyeti, kiiciik boyutu ve kullanim kolayligi MinION’u yakin
gelecekte siniflar icin de ideal bir arac¢ haline getirmektedir.
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Sistem Biyolojisine Giris

- Geleneksel mikrobiyal calisma yontemleri belirli kogullarda tek bir
biyokimyasal yol ya da sinirli sayida molekiiler yaniti incelemeye
odaklanmigtir.

- Bu indirgemeci yaklasim, organizmalarin dinamik dogasini ve
biyomolekiillerin birlikte davranislarini tam olarak aciklayamaz.

- Sistem biyolojisi, farkli yontemleri biitiinlestirerek organizmanin cevresine
verdigl toplam yanitin genis bir géoriiniimiini sunar.

- “Omics” devrimi, biiyiik molekiil havuzlarini tanimlayip nicellestirebilme
yetenegiyle sistem biyolojisini gliclendirmistir.
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Ver1 Yogunlugu ve Bilgisayar Glicu

- Sistem biyolojisi, biiytik miktarda biyolojik bilginin bilgisayar ortaminda
depolanmasini ve analiz edilmesini gerektirir.

- Bu nedenle tiim biyolojik sistemlerin anlasilmasi, hesaplama giicii ile
depolama ve veri alma kapasitelerindeki gelismelerle paralel ilerlemektedir.

- Omics verilerinin yorumlanmasi, molekiiler stireclerin biitiincil sekilde
anlasilmasini mimkiin kilar.

- Bu yaklasim giinlimiizde mikrobiyal sistemler biyolojisinin temelini
olusturur.
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Genomige Girls .-

LA
- Omics ve sistem biyolojisinin temeli 4 f(
nikleik asit ve protein dizileridir ve g b3
bunlarin 6zellikEl)eri hiicrenin genomu 1%
tarafindan belirlenir. %K,
’ ki
l/,// / s

- (Genom, bir organizmanin protein, RNA
ve diizenleyici bolgeleri igeren tiim
ﬁenetlk bilgisini kapsar ve varsa

odlamayan DNA’y1 da igerir.

- Bir organizmanin genom dizisi hem
sahip oldugu genleri hem de
organizmanin nasil igledigine dair
1ipuclarini ortaya koyar.

- Bu boliimde genomik, transkriptomik,
proteomik ve metabolomik kavramlari
tamitilarak bunlarin mikrobiyal
sistemler biyolojisiyle iligkisi
aciklanacaktir.
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Genomigin Tanimi ve Kapsami

- Genomik, genomlarin haritalanmasi, dizilenmesi, analiz edilmesi ve
karsilastirilmasiyla ilgilenen disiplindir.

- Bu kisimda genomlarin nasil dizilendigine ve genom iceriginin analizinde
kullanilan bazi tekniklere deginilecektir.

- Genomik calismalar mikroorganizma biyolojisinin biitiincil anlasilmasina
onemli katkilar saglar.

- Genom verileri diger omics alanlariyla birlestiginde organizmanin isleyisine
dair daha genis bir perspektif sunar.
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Genomik Caginin Dogusu

- Genomik alanindaki ilerlemeler, molekiiler teknolojilerin gelisimi ile yliksek
hesaplama gliciiniin birlesmesine dayanir.

- DNA dizileme siireclerinin otomasyonu ve giicliit hesaplamali analiz araclar:
genomlarin daha hizl ve diigiik maliyetle incelenmesini saglamigtir.

- Bu gelismeler sonucunda, ¢6ziimii yapilan genomlarin sayis1 hizla artmais ve
temel darbogaz, elde edilen devasa niikleik asit veri miktarinin
anlamlandirilmasi olmustur.
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Genomik: Gecmisten Ginumuze
§
e - Ilk dizilenen genomlar yaklasik 40 y1l 6nce l Human
3 kiiclik virtislere aitti ve ilk bakteri genom (3.2 Gb)
e dizisi 1995 yilinda yayimlanda.
o= Mammals
oZ‘ - Gunumiizde 50.000’den fazla Bacteria, Oak Loblolly Pine
(aa Archaea ve viriis genomu ile metagenomik l{mo Mb) ¥ (20.1 Gb)
g proje verileri cevrimici veri tabanlarinda
— (6zellikle GOLD) arastirmacilarin Plants
°§ kullanimina sunulmaktadir. lYeast
s 12.1 Mb
- GOLD veri tabani, ABD Enerji Bakanligi'ma -( )
o o baglh Joint Genome Institute tarafindan Fungi
yuriutiilmektedir.

l Nasuia Escherichia
(112 kb) ¥ (4.7 Mb)

(aa
A

- Ayrica, 3.2 milyar baz cifti ve yaklagik
20.000 protein kodlayan geni iceren haploid
insan genomu dizilenmis olup bu bilgi
yandaki flgurde gOSterl].mlstlr 10° 106 107 108 109 1010 10 1012
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Bacteria and Archaea
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(Genomlarin Anlattiklar

- Modern mikrobiyolojide genom dizileri neredeyse tiim arastirma alanlarini
sekillendiren temel bir bilgi kaynagi haline gelmistir.

- Sicak su kaynaklarinda yasayan mikroorganizmalarin i1siya dayanikl
enzimlerinden patojenlerdeki viriilans genlerine kadar cok cesitli biyolojik
ozellikler genom dizilemesiyle ortaya cikarilmistir.

- Genomik yaklasim, gen ekspresyonunun incelenmesinde kullanilan
mikroarray’lerin gelistirilmesine ve yatay gen transferi olaylarinin tespitine
onemli katkilar saglamigtir.

- Ayrica genom verileri, patojenlere 6zgi “imza genlerin” belirlenmesiyle
hastalik salginlarinin izlenmesi, CRISPR dizilerinin kesfi ve
mikroorganizmalarin metabolik yollari ile bliytime gereksinimlerinin
anlasilmasinda kritik rol oynamistir.
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Genomik ve Tibbi Gizemlerin
ozumu

- Genom dizilemesi, gecmisteki tibbi bilinmezliklerin
cozlime kavusturulmasinda da etkili olmustur, Kara
Veba etkeninin aydinlatilmasi bunun 1y1 bir 6rnegidir.
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- Ortacag Avrupa’sini kasip kavuran bu salginin nedeni
olarak bubonik veba diigtiniilse de, bilimsel kesinlik
dizilenen eski DNA o6rneklerinin modern Yersinia pestis
genomu ile karsilastirilmasiyla saglanmastir.

- Dis ve kemiklerden elde edilen eski DNA dizileri,
hastaligin gercekten bubonik veba oldugunu
dogrulamistir.
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Genomik ve Yeni Archaea
Filumlarimin Kesfi

- Genomik analizler, bilinen Archaea cegitliligini
genigleterek mikrobiyal filogeninin yeniden
sekillenmesine katki saglamigtir.

Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

- Onceleri yalnizea tic Archaea filumu bilinirken, ¢evresel
16S rRNA dizilerinde Crenarchaeota’ya zayif benzerlik
gosteren yeni gruplar tespit edilmistir.

- Bu orneklerden biri olan Nitrosopumilus, ilk amonyak
oksitleyen Archaea olarak izole edilmis ve goriintiisi
yanda verilmigtir.
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- Tki farkli amonyak oksitleyen Archaea tiirtintin
genomlarinin karsilastirilmasi, bu organizmalarin yeni
bir filum olan Thaumarchaeota’ya ait oldugunu acgik
bicimde ortaya koymustur.
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Mikrobiyolojide Genomik Devrimin
Onemi

- Son 40 yi1lda mikrobiyoloji, genomik teknolojilerin sundugu olanaklarla
tarihte gorilmemis 6l¢lide hizli bir bilimsel ilerleme yagsamistir.
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- Glniimizde mikrobiyoloji arastirmalarinin biiyiik cogunlugu genom
dizilerinden tiiretilen bilgilerle desteklenmekte ve eski sorular yeni
yontemlerle ¢oziilebilmektedir.

- Genomik devrim, hem sistem biyolojisi hem de ekosistem biyolojisi i¢in yeni
araclar sunarak mikrobiyal diinyay1 daha énce miimkiin olmayan bir
ayrintiyla incelememize olanak vermektedir.

- Genel mesaj, icinde bulundugumuz cagin belirgin bicimde genomik cagi
oldugu ve genomik araclarin mikrobiyolojiye giiclii bir donlisim getirdigidir.
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Genom Dizileme ve Anotasyonu

- Dizileme terimi biyolojide bir makromolekiiliin alt birimlerinin tam
sirasinin belirlenmesi anlamina gelir ve DNA i¢in bu sira niikleotidlerin
dizilisidir.

- DNA dizileme giiniimiizde omics devrimin merkezinde yer alir ve teknolojisi
o kadar hizli gelisir ki her yil yeni bir yontem ortaya cikar.

- Teknolojik ilerlemelere ragmen en yeni dizileme yaklasimlarinin temeli, 1lk
geligtirilen basit ama parlak bilimsel yontemlere dayanar.

- Dizileme ve gen parcalarinin birlestirilmesinden sonra genom anotasyonu
yapilir ve ham diziler genomdaki genlerin ve islevsel bolgelerin bir listesine
dontstiridlir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



o W ©

Biyoinformatigin Roli ve
Anotasyonun Onemi

- Biyoinformatik, niikleik asit ve protein dizilerini ve yapilarini depolamak ve
analiz etmek icin bilgisayarlarin kullanilmasina karsilik gelir.
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- Gelismis dizileme yontemleri artik verileri analiz hizindan daha hizl iretir
ve bu nedenle anotasyon giinimtiizde genomiklerdeki en 6nemli darbogazdir.

- Bu kisimda genom dizileme, dizilerin birlestirilmesi ve anotasyon
sureclerine odaklanilacaktir.

- Dizileme tamamlanmadan anotasyon yapilamayacagi icin bu stirecler
genomik calismalarin biitiinliigiinii olusturan ardisik basamaklardir.
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Sanger Dizileme Yonteminin
° § ‘%
Temelleri
§
- - DNA dizilemede yaygin kullanilan ilk dATP dGTP ddGTP / DNA polymerase
yontem, Fred Sanger tarafindan dTTP ddATP dCTP ]
geh.gt}rll.(.en ve kend1sm(? 1k1nc:1. Nf)bel o f;&ggféts;randed G’E 5 a °°p5'?$;gf::g:g“§!{ead:
Odilii'ni kazandiran dideoksi yontemidir.
(OTG) (JTGCA)
. . SETCIET R Synthesis of new DNA until
- Sanger yonteminde, tek iplikli DNA’nin O%facﬂz?“ ()ngi:‘;)s incorporation of a ddNTP
PCR’a benzer bir siirecle kopyasi (JTGCAAGTC)~

olusturulur ve karisima hem normal ]
. e e e . onger , :
dNTP’ler hem de dort bazin her biri icin fragments A ———nA Capillary electrophoresis of

. : fragments and detection of
ddNTP analoglar: eklenir. fluorescent labels

G
A
§ =

Y G — a

Shorter Original sequence must be:

fragments \/ 3’ACGTTCAGT S’
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reads output
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Sanger Dizileme Yonteminin
Temeller:
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Urtinlerin lazerle tespit edildigi otomatik fluorescent labels

sistemlere gecilmistir.

T - ddNTP analoglari 3'-hidroksil grubu dATP dGTP ddGTP / DNA polymerase

O tasimadig i¢cin zincir uzamasini durduran dTTP ddATP dCTP
o ozgil zincir sonlandiricilaridir ve rastgele %Q%Etiranded 3’@ 5 a °°p5i?$GngQ§T‘“{§”§f)read:

= eklendiklerinde farkli uzunluklarda DNA \

m zincirleri 01u$111'- e (()}TT:.;Z)A ((}%;T:::;)AG Synthesis of new DNA until
(qe (TGCAAG)T (JTGCAAGT) incorporation of a ddNTP
= - Baslangicta radyoaktif isaretler (JTGCAAGTC)~

:g kullanilirken, kisa stirede her ddNTP i¢in onger . .

P ayri1 floresan etiketlerin kullanildig: ve fragments A ———a frzg'l]',]aerg’t‘:':égr%‘;'t“:crﬁija‘ff

E
'\

[
! 3
, G G E
: AA . <
I A Automated sequencer -
1 G reads output M
Y : G o
Shorter Original sequence must be: E
fragments V 3'ACGTTCAGT S’ a%
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Sanger Yonteminin Sinirlar: ve Yeni
Teknolojilere Gecis

- Sanger yontemi1 primerlerin bilinen
dizilere baglanmasina bagl
oldugundan ve reaksiyon basina
yaklasik 800 niikleotid ile sinirl

oldugundan bliyiik DNA molekiilleri
tek seferde dizilenemezdi.

- Bu nedenle biiyiik DNA molekiilleri
kiiciik parcalara bolinerek
vektorlere klonlanir ve parcalar ayri
ayri dizilenirdi.

Template strand

31

5'(JATCCGGAT/(B)3’
r’

/\(,/ DNA polymerase

5!

Growing strand " Sulfurylase converts

dGTP AMP + PP; into ATP.
Apyrase cleaves unused Luciferase consumes
deoxyribonucleotides. ATP and emits light.

dNDPs

dNMPs Light flash is

+ P; detected by sensor.

Bektas Tepe
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yaydigi 1s1k darbeleriyle saptar.

B g
oo ° L ° %M
C
o
Sanger Yonteminin Sinirlari ve Yen:1 ¢
=~ @
) ° 8 g
5
Teknolojilere Gecis
§
® e - Bu smlrhhklar, sturekli gelisen yeni Template strand /\(,/ DNA polymerase
Q dizileme yontemlerinin dogmasina 5’
(e yol agcmis ve bunlar “next-generation
= sequencin.g” .kavraml altinda anilir Growing strand Sulfurylase converts
(aa hale gelmistir. AMP + PP, into ATP.
= . Ornegm, 1kinci nesil dizileme Apyrase cleaves unused J Luciferase consumes
.g yijntemlerinden biri olan deoxyribonucleotides. ATP and emits light.
p pirodizileme, dNTP’lerin dNDPs
Kl i Tusif .. dNMPs Light flash is
- eklenmesini lusiferaz enziminin +P, detected by sensor.
A
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Modern Dizileme Yontemler: ve
Maliyet Degisimi

- Modern dizileme yontemleri cok sayida yeni teknolojiyi kapsar ve bu
yontemler DNA dizileme hizini1 dramatik sekilde artirmistir.
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- Sozkonusu yontemler, 1 megabazlik DNA dizileme maliyetinin son 15 yilda
100.000 kat diistiis gosterdigini ortaya koymustur.

- Dizileme maliyetlerindeki bu diisiis, genomik arastirmalarin erisilebilirligini
biytk olctide artirmistir.

- Yeni yontemlerin hizli gelisimi, dizileme kapasitesinin her y1l daha da
artmasina yol agcmaktadir.
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Genomlarin Birlestirilmesi
(Assembly) Stireci

- Hangi dizileme sistemi kullanilirsa
kullanilsin, elde edilen DNA parcalarinin
analiz edilebilmesi icin 6nce dogru sirayla
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Unknown DNA sequence
QTAGGTTACCACTCGAA)

‘ Cleave DNA into fragments and sequence.

birlestirilmesi gerekir. UCTCGAAJJGGTTACCA)
< 4 JGTTACCACTIQTAGGTT)
- Genom assembly islemi, parcalarin dogru fragments (JCCACTCGAA)
siraya dizilmesini ve ortiisen bolgelerin OTACCACT()GTTACC)
aylklanmasml kapsar ‘ Computer analysis finds overlaps.
1o TAGGTT)
- Bilgisayarlar cok sayida kisa DNA parcasini . IGGTTACEA
tarayarak ortiisen dizileri tespit eder ve bu pr—
ortiismeler parcalarin birlestirilmesinde temel GTTACS)
alinir. (JGTTACCACT) 5
(JTACCACT) =
- Ortlsen diziler contig ad1 verilen birlesik UCCACTCGAA) g
dizilere déniistiiriliir ve contiglerin (OCTCGAA) 3
uglar1ndak1 értﬁsmeler hizalanarak genom ‘ Consensus sequence 5
: — : )
haritasinin temelini olugturan scaffold’lar OTAGGTTACCACTCGAA) =§
meydana getirilir. Contig A
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enom Anotasyonunun baslatilmasi ¥
o
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2
i - Genom haritas1 olusturulduktan sonra Structure of an ORF
o anotasyon siireci baglar ve bu siire¢ genlerin | |
— 10 1 N 1 Ribosomal Start Stop
o ;;eef.lilrger 1slevsel bolgelerin tanimlanmasini i 236 oodon St
= y () ) ) e Coding sequence jus |
[
o - Bakteri ve Archaea genomlari ¢cok az intron 1. Computer 2. Computer
S 1cerdigi icin bu genomlar acik okuma finds possible — 3’;‘;‘)1%35312'6
E‘ cercevelerinin kisa diizenleyici bolgelerle 4. Computer '
.= ayrildig: bir yap1 gosterir. finds possible 3. Computer
Q ) ) ) ) counts codons
- Fonksiyonel bir ORF, gercekten bir protein between start
@ o A A . . and stop.
laa) kodlayan ve dizide bilgisayar analizleriyle -
tanimlanabilen bélgedir. =
5. Computer 6. Computer 7 List of =
A , e e e calculates — decides if ORF — : bab| g
- Genler DNA’nin yalnizca bir ipliginden codon bias is likely to be e 3
transkribe edilse de her iki iplikte de gen n ORF AT 5-
bulunabilecegi icin bilgisayar analizi i1ki =
1pligin de taranmasini1 gerektirir. &
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ORF Arayisinda Baslangic: Start ve
Stop Kodonlarinin Belirlenmesi

- Bir ORF bulmanin ilk adimi, dizideki start ve stop kodonlarini
tanimlamaktir.
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- Ancak, cerceve icindeki start ve stop kodonlari dizide rastgele goriilebildigi
1cin, fonksiyonel bir ORF’y1 ayirt etmek adina ek ipuclarina ihtiyac duyulur.

- Bakterilerde translasyon, mRNA tizerindeki ribozom baglanma bolgesinin
(Shine—Dalgarno dizisi) hemen ardindan gelen start kodonundan baglar.

- Bu nedenle, start ve stop kodonlarinin yani sira olasi ribozom baglanma
bolgelerinin bulunmasi, ORF’nin islevsel olup olmadigini ve hangi start
kodonunun gercekten kullanildigini belirlemede yardimei olur.
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ORF’in Islevselligini Destekleyen Ek
Kanitlar

- Bir ORF’nin islevsel olma olasiligi, dizisinin bagska organizmalarin
genomlarindaki ORF’lere benzemesiyle artar.
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- ORF icinde bilinen bir proteinin fonksiyonel domainini kodlayan bir dizinin
bulunmasi, ortak evrimsel koken nedeniyle 6nemli bir ipucudur.

- Bilgisayar programlari, GenBank gibi biiylik veri tabanlarinda BLAST
algoritmasiyla dizilim benzerliklerini tarayarak ORF’nin potansiyel islevi
hakkinda bilgi saglar.

- Bu yaklasim, hem protein hem de niikleik asit dizilerini diger tiim kayith
dizilerle kargsilagtirarak yorumlama imkani sunar.
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Kodon Kullanima:
Codon Bias ve ORF'nin Kokeni

- Bircok amino asit birden fazla kodonla belirtildigi i¢cin, organizmalar
arasinda belirgin kodon kullanim farkliliklar: gorilir.
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- Codon bias, belirli bir organizmada tercih edilen kodonlarin dagilimini ifade
eder ve ORF’'nin bu dagilimdan sapmasi islevsizlik ya da yatay gen transferi
olasiligina isaret edebilir.

- Bir ORF’nin kodon kullanim profili organizmanin genel kodon kullanimina
uymadiginda, bu ORF’'nin bagka bir organizmadan edinilmis olabilecegi
digtintlir.
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Genom Anotasyonu: Bilinmeyen
Genler ve Hipotetik Proteinler

- Hicbir genom projesi, genomdaki genlerin %100’ tinilin islevini tanimlayarak
tamamlanmaz ve cogu organizmada ORF’lerin yalnizca yaklasik %70’inin
rolii bilinir.
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- Geriye kalan ORF’ler hipotetik proteinleri kodlar; bu proteinler makul
uzunlukta bir okuma cercevesine, start—stop kodonlarina ve bir ribozom
baglanma bolgesine sahiptir ancak bilinen proteinlerle anlamli homoloji
gostermez.
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(Genom Anotasyonu: Bilinmeyen
° ° ° <=
Genler ve Hipotetik Proteinler
Smmm - Yandaki figtir, hipotetik proteinleri Structure of an ORF
o kodlayan ORF’lerin bu temel yapisal Fl{ibosomal S o |
_' ozelliklerini 6rneklemektedir. binding site_codon codon
S s () ) ) s Coding sequence Jusy |
(o= - Bazi1 ORF’ler yalnizca genel bir islev veya — —
S protein ailesi diizeyinde tanimlanabilir ve " finds powible mummmp  finds possible
== E. coli genomundaki birgok 2 Computer start codons. stop codons.
°§ tanimlanamamig genin, 6zel kosullarda finds possible T /
p gorev yapan veya diizenleyici stireclerde rol | \ " counts codons
— alan proteinleri kodladig: gﬁg‘”“s“fj;_“a”
(aa) distinulmektedir. n
5. Computer 6. Conjputtf.-r 7. List of %
A Codon bas T | to be > [ proablE £
in ORF. genuine. S =
2
£
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Protein Kodlamayan Genler ve Non-
coding RNA’larin Tanimlanmasi

- Baz1 genler protein kodlamaz ve bu nedenle start kodonlarindan yoksun
olabilir, hatta dizileri icinde birden fazla stop kodonu barindirabilir.
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- tRNA ve rRNA gibi non-coding RNA’lar yliksek diizeyde korunmus yapilari
ve 1y1 bilinen dizileri nedeniyle genom anotasyonunda kolayca tanimlanir.

- Buna karsin, diizenleyici RNA’larin bircok tiirii yalnizca ii¢ boyutlu yapilar:
bakimindan korunmustur ve anlamli dizilim benzerligi gostermediginden
tanimlanmalari zordur.

- Bu nedenle transcriptomics yaklasimlari, 6zellikle RNA-Seq, kodlamayan
genlerin saptanmasinda kritik bir arac¢ haline gelmistir.
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Bakteri ve Archaea Genomlarinin Karsilastirilmasa: :
o\ o 4 s
Genom Boyutu ve ORF Icerigi
=
& i - Bir genom dizilendikten sonra 9000
O MicrobesOnline gibi veri tabanlar: 8000
o kullanilarak yapilan karsilastirmal § 7000
= genomik analizler, genomun biyolojik g 0000
(aa ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasinmi saglar. £ =000
S L 4000
= - Bakteri ve Archaea genomlarinda, genom 2 3000
°§ boyutu ile ORF sayis1 arasinda giicli ve 2 2000
p dogrusal bir iligki bulundugu 1000
E gosterilmistir. o
Genome size (megabases)
A
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Bakteri ve Archaea Genomlarinin Karsilastirilmasa: :
oW o )
(GGenom Boyutu ve ORF Icerigi
=
& i - Prokaryotlarda her 1 megabazlik DNA 9000
O yaklasik 1000 ORF barindirir ve genom 8000
S buyudiikce gen sayis1 da orantili bicimde g 7000
= artar. S 6000
oo £ 5000
] - Bu durum, genomlarinda biiyliik miktarda £ 4000
— intron ve non-coding DNA tasiyabilen 2 3000
°§ okaryotlarin aksine, prokaryot 2 2000
p genomlarinin kompakt yapisini vurgular. 1000
E % 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Genome size (megabases)
A
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Bakteriyel Genom (esitliligir: En
Kiuciikten En Buyik Genomlara

- Bakteriyel genom boyutlari, yalnizca 121 protein kodlayan gene sahip
Tremblaya princeps’ten, yaklagsik 100 kat daha fazla gene sahip Sorangium
cellulosum’a kadar genis bir aralikta degigir.
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- Serbest yasam 1¢in yaklasik 1300 genlik bir alt sinir kabul edilse de, yeni
kesfedilen bazi denizel Aktinobakteriler yaklasik 800 genle yasamlarini
stirdiirebilmektedir.

- Bu bulgu, minimal genom gereksinimine iligkin énceki tahminlerin yeniden
degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

- Bu genom cesitliligi, farkli ekolojik nislerde yasayan bakterilerin
genomlarini nasil optimize ettiklerini ortaya koyar.
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Kiucik Genomlara
Genel Bakais

- En kiiciik hiicresel genomlar, boceklerde
yasayan endosimbiyont bakterilerde goriilir ve
Tremblaya 1le Hodgkinia’nin genom
biytiklikleri yaklagik 140 kbp’dar.

- Bilinen en kiiciik genom ise yalnizca 112 kbp
buytkligindeki Nasuia deltocephalicola’ya
aittir.

- Bu kadar kiiciilmiis genomlara sahip
simbiyontlar, yasamsal gereksinimlerini
tamamen konak bocek hiicresinden saglar.

- Buna karsilik simbiyontlar, konagin
sentezleyemedigi temel amino asitler ve diger
bazi besin maddelerini konak hiicreye sunar.

Bektas Tepe
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1. Mycoplasma genitalium

(Mollicutes)
580.1 kbp
GC: 31.7%

2. Tremblaya
(Betaproteobacteria)
138.9 kbp
GC: 58.8%

3. Zinderia
(Betaproteobacteria)
208.5 kbp
GC: 13.5%

4. Carsonella
(Gammaproteobacteria)
159.6 kbp
GC: 16.6%

5. Hodgkinia
(Alphaproteobacteria)
143.7 kbp
GC: 58.4%

6. Sulcia
(Bacteroidetes)

245.5 kbp
GC: 22.4%

John McCutcheon
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Parazitik Prokaryotlarda Kicuk
Genomlar

- Mycoplasma (Bacteria) ve Nanoarchaeum equitans (Archaea) gibi parazitik
prokaryotlarin genom biiytkliikleri yaklasik 500 kbp’dir.
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- N. equitans, Ignicoccus adli baska bir hipertermofil Archaea’da parazit
olarak yasar ve metabolik proteinleri kodlayan genlerin neredeyse
tamamindan yoksundur.

- Bu nedenle hem katabolik hem de anabolik siireclerin biiyiik kismai i¢in
konaga bagimlidir.

- Bazi patojenlerin genomlari oldukca biiyilik olabilirken, bircok insan
patojeninin genomu Pandoravirusun 2.5 Mbp biiyukligiindeki genomundan
bile kicliktiir.
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Minimum Gen Sayis1 ve Temel
Genler

- Mycoplasma’'nin yaklasik 500 gene sahip genomu temel alinarak, yasamsal
faaliyetleri stirdiirebilen en kiiciik hiicrenin yaklasik 250-300 gene 1htiyac
duydugu tahmin edilmektedir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
10
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Bu tahminler kiiciik genomlarin karsilastirilmasiyla ve sistematik
mutagenez calismalarindan elde edilen bulgularla desteklenmigtir.

- E. coli ve Bacillus subtilis iizerinde yapilan deneyler, yaklasik 4000 genin
1cinden 300—400 kadarinin biiyiime kosullarina bagh olarak “esansiyel”
kabul edildigini gostermistir.

- “Esansiyel genler’in cogu diger Bacteria tiirlerinde de bulunur ve bunlarin
yaklasik %701 Archaea ve okaryotlarda da tanimlanmastir.
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Buyliik Genomlara Genel Bakis

- Baz1 Bacteria tiirlerinin genom buytkliikleri, bazi 6karyotik
mikroorganizmalarin genomlariyla ayni seviyeye ulasabilmektedir.

- Bakteriler biiylik oranda kodlayic1t DNA’dan olustugu i¢cin, daha az DNA’ya
sahip olmalarina ragmen bazi 6karyotlardan daha fazla gene sahip
olabilirler.

- Ornegin Bradyrhizobium japonicum’un 9.1 Mbplik DNA’sinda 8300 ORF
bulunurken, Saccharomyces cerevisiae’'nin 12.1 Mbp’lik genomunda yalnizca
5800 ORF vardir.

- Bu durum bakteriyel genomlarin verimli gen organizasyonuna isaret
etmektedir.
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Bilinen En Buyiik Bakteriyel Genom:
S. cellulosum

- Gliding myxobacteria grubundan S. cellulosum, tek bir halkasal kromozom
tizerinde yaklasik 14.8 Mbp genom buytkliigi ile bilinen en biiytik
bakteriyel genoma sahiptir.
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- Bu genom, maya ve bazi patojen protozoonlar dahil olmak tizere bircok
okaryotunkinden daha fazla DNA icerir.

- S. cellulosum genomu yaklasik %10.5 oraninda kodlamayan DNA ve 11,559
protein kodlayan gen barindirir; bu say1 E. coli'nin genomundan tg¢ kat
fazladar.

- Ayrica 508 kinaz kodlamasi, bu organizmanin cok yonli bir yasam bicimine
ve gelismis bir diizenleyici sisteme sahip oldugunu diisiindiirmektedir.
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Archaea Genomlarinin Buyukligu

- Bakterilerin aksine, simdiye kadar tanimlanan en biliyiik Archaea genomlari
yaklasik 5 Mbp civarindadair.

- Bu durum Archaea’nin genel olarak daha kompakt genomlara sahip
oldugunu gostermektedir.

- Archaea genomlarinin biiytikliigii sinirli olsa da, icerikleri yasam
stratejilerine uygun bir cesitlilik sunar.

- Bu kompakt yapi, bircok metabolik yolun farkl organizasyonlarla
c¢oziimlendigini diistindirmektedir.
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Gen Icerigi ve Yasam Tarz Iligkisi

- Bir organizmanin sahip oldugu genlerin biitiinii, onun cevresel ve fizyolojik
kapasitesini dogrudan yansitir.

- Genomlar, organizmanin yasam tarzina uyum saglama siireciyle sekillenir
ve kargilastirmali genomik analizler bu uyum mekanizmalarini anlamada
onemli ipuclari sunar.

- Vampirovibrio chlorellavorus’un genomunun dizilenmesiyle, fotootrof
genlerden yoksun olmasina ragmen Cyanobacteria filumuna ait oldugu
ortaya cikarilmistir.

- Bu bulgu, yalnizca genom analizleriyle elde edilebilecek sasirtici evrimsel
1ligkilerin gtizel bir 6rnegidir.
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V. chlorellavorusun Genom Analizi
ve Yasam Stratejisi

- Agagidaki figiir, V. chlorellavorus’un genom anotasyonundan cikarilan
metabolik yollar ve tagsima sistemlerinin 6zetini géstermektedir.
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- Bu yollar arasinda mikroaerobik biiylime i¢in bir elektron tasima zinciri,
fermentasyon yetenegi ve kemotaksi bulunur.
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V. chlorellavorusun Genom Analizi
ve Yasam Stratejisi

- Genom ayrica 20 temel amino asidin 15’inin sentezlenebildigini
gostermektedir.
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- Karsilastirmali genomikler, bu bakterinin avina saldirmak i¢cin konjugatif
bir tip IV salg1 sistemi kullandigini ortaya koymustur.
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Bakteriyel Genomlarda Gen
Kategorilerinin Dagilim

- Genom buyukligi ile gen kategorileri — _IZr)NA Iretplication
arasinda belirgin bir iligki bulunmaktadar. e

Transcription
Signal transduction
=== Energy generation
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- Metabolik genler bakteriyel genomlarda
genellikle en biiyiik sinifi olusturur; ancak
genom kiiciildiikce protein sentezi genleri
oransal olarak daha baskin hale gelir.

Relative percent of ORFs

- Protein sentezi genlerinin vazgecilmezligi
kiiciik genomlarda bu sinifin yiiksek ytizdede
gorilmesini aciklar.

0 2000 4000 6000 8000 10,000
Total ORFs in genome

- Buna karsilik bliyiik genomlarda
transkripsiyonel diizenleme ve sinyal
1letimiyle 1lgili genlerin sayis1 artar.
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Archaea Genomlarinda Gen
Islevlerinin Dagilimi

- Archaea genel olarak enerji ve koenzim tiretimine bakteri genomlarindan
daha yliksek bir oranda gen ayirmaktadir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
10
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Bu durum 6zellikle metanojen Archaea’nin iirettigi cok sayidaki yeni
koenzim nedeniyle enerji ve koenzim alanina biraz kaymais olabilir.

- Archaea’da karbonhidrat metabolizmas1 ve membran fonksiyonlarina
yonelik genlerin bakteri genomlarina gore daha az oldugu gorilmektedir.

- Ancak bu sonuclar, Archaea’daki pek cok yolun yeterince calisilmamis
olmasi nedeniyle eksik tanimlanan genlerden kaynaklaniyor olabilir.
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Okaryotik Mikroorganizmalarda Organeller
ve Genomlarin Genel Ozellikler:

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

el
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Mitokondri ve kloroplastlar, endosimbiyotik bakterilerden tiiremis olmalar:
nedeniyle Bacteria ile ortak bircok temel yapisal ve iglevsel 6zelligi paylasir.

- Her 1ki organelin genomu, protein sentezi i¢cin gerekli ribozomlar, tRNA’lar
ve translasyonu stirdiirebilecek diger bilesenleri kodlar.

- Cesitli mikrobiyal okaryotlarin genomlar: dizilenmis olup boyutlarinin
oldukca genis bir aralik gosterdigi goriilmektedir.

- Baz1 tek hiicreli protozoonlar, 6rnegin serbest yasayan Paramecium (40.000
gen) ve patojen Trichomonas (60.000 gen) insandan daha fazla gen tasir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Kloroplast Genomunun
Organizasyonu

- Bitki hiicrelerindeki kloroplastlar
fotosentezi gerceklestiren organellerdir ve

tim bilinen kloroplast genomlar1 halkasal
DNA molekiilleridir.
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Large single copy region

rpo genes

- Her kloroplast birden fazla 6zdes genom
kopyasi icerir ve tipik kloroplast genomu
120-160 kbp uzunlugunda olup yanda
gosterilen 6—76 kbp’lik iki ters tekrar
bolgesi tasir.
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2 copies of
rRNA genes Inverted

repeat B

Inverted
repeat A
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- Kloroplast genomundaki bircok gen,

- RubisCO’nun kiiciik alt birimini kodlayan

Kloroplast Genomunun
Organizasyonu

Large single copy region

fotosentetik reaksiyonlar ve ototrofik
metabolizma i1¢in gerekli proteinleri
kodlar; 6rnegin RubisCO enziminin biyik
alt birimini kodlayan rbcL geni kloroplast
genomunda yer alir.

rbeS geni ise ¢cekirdek genomundadir ve
sentezlenen protein sitoplazmadan
kloroplasta tasinir.

2 copies of
rRNA genes

Inverted Inverted

repeat A

Small single copy region
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rpo genes

repeat B
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Kloroplast Genomlarinin Genetik

Icerigl ve Evrimsel Izler:

- Kloroplast genomu translasyonda kullanilan tRNA’lari, transkripsiyon ve
translasyon icin gerekli bazi proteinleri ve cesitli baska proteinleri kodlar.
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- Bununla birlikte, tiim kloroplast proteinleri kloroplast genomunda
kodlanmaz; bir kismi ¢cekirdek genomuna tasinmis genlerin triinleridir.

- Bu durum, kloroplastin endosimbiyotik bir hiicreden evrimlegirken bazi
genlerini konak cekirdegine aktardigini diistindiiren énemli bir evrimsel
1sarettir.

- Kloroplast genlerinde intronlar yaygindir ve cogu kendiliginden kesilebilen
intron tipleridir.
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Mitokondri Genomlarinin Temel
Ozellikler1

- Mitokondriler 6karyot hiicrelerinde solunumdan
sorumlu organeller olup yalnizca birkacg
okaryotta bulunmaz.
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- Mitokondri genomlari baslica oksidatif
fosforilasyon i¢in gereken proteinleri kodlar ve

ayrica protein sentezi i¢cin gerekli proteinleri,
rRNA’lar1 ve tRNA’lar icerir.

Human mitochondrial
genome
16,569 bp Ser s Leu

- Mitokondri genomlari, kloroplastlara kiyasla cok
daha az sayida protein kodlar ve bilinen en
blylk mitokondri genomu yalnizca 62 protein
kodlayan gene sahiptir.
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- Insan da dahil olmak lizere cogu memelide
mitokondri genomu 13 protein ile 22 tRNA ve 2 ATPase 6
rRNA kodlar; 16.569 bp uzunlugundaki insan con ATPase 8
mitokondri genomunun haritasi yanda

verilmistir.
Bektas Tepe
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Mitokondri Genomlarinin Cesitliligl
ve Ek Bilesenleri

- Insan mitokondri genomu halkasal
yapidadir ancak bazi algler,
protozoonlar ve mantarlar gibi

organizmalarda mitokondri genomlari

dogrusal olabilir.

- Bircok mantar ve ¢icekli bitkinin
mitokondrileri, temel mitokondri
genomuna ek olarak kiiciik halkasal
veya dogrusal plazmitler de icerir.

1250

1000

750

500

Mitochondrial proteins

250
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Animals
(mouse)
Fungi
(Saccharomyces)
Protists
(Tetrahymena)
Plants
(Arabidopsis)
28 50 8 13
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Mitokondri Genomlarinin Cesitliligl
ve Ek Bilesenleri

- Mitokondrinin igslevlerini

e 1 2 1250
stirdiirebilmesi i¢cin genomunun
kodladigindan ¢ok daha fazla proteine
ihtiyag duyulur; 6zellikle translasyon 3 1000
1cin gerekli bircok protein c¢ekirdek 5
genomunda kodlanir. g 750

Q
- Maya mitokondrisinin proteomu S 500
yaklagik 800 farkl proteinden olusur S
ve bunlarin yalnizca sekizi mitokondri 250
genomu tarafindan kodlanir; bu durum
yanda gosterilmigstir.
Bektas Tepe

gezimania_tr

Animals
(mouse)
Fungi
(Saccharomyces)
Protists
(Tetrahymena)
Plants
(Arabidopsis)
28 50 8 13
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Mitokondri Evrimi ve Niikleer Gen
Transferinin Izler:

- Mitokondride islev goren cekirdek kaynakl proteinler, hem translasyon hem
de enerji liretimi slireclerinde gorev alir ve Bacteria’daki homolog
proteinlere 6karyotik sitoplazmadakilerden daha yakindir.
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- Bu durum, mitokondrinin bakteriyel bir endosimbiyondan kéken aldigini ve
zamanla bircok genin konak cekirdegine tasindigini gésteren gticlii bir
evrimsel kanittir.

- Kloroplastta oldugu gibi, mitokondrideki bircok temel islevi stirdiiren
proteinlerin cekirdege tagsinmig genler tarafindan kodlanmasi,
endosimbiyotik koken ile tutarlidar.

- Boylece mitokondri, genomu oldukca kiiciilmiis olsa da, niikleer genom
tarafindan desteklenen genis bir proteom araciligiyla islevlerini stirdiiren
bir organel haline gelmistir.
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Mikrobiyal Okaryotlarda Genom
Buytuklikler:

- Parazitik ckaryot mikroorganizmalar genellikle 10—40 Mbp biiytlikligiinde
ve 4000—-11.000 gen iceren kiicliik genomlara sahiptir.
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- Trypanosoma brucei, 11 kromozomunda 35 Mbp DNA tasir ve yaklasik
11.000 gene sahiptir.

- Insanlarda sitma yapan dért Plasmodium tiirtiiniin genomlar: 14 kromozom
tizerinde 23—27 Mbp ve yaklasik 5500 gendir.
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Nikleomorf Genomlarinin Kokeni ve

Ozellikler

- En kiiciik 6karyotik genomlar, belirli yesil alglerin ikincil endosimbiyozla
kazanilmis endosimbiyont kalintilari olan niikleomorflarda gorilir.
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- Nikleomorf genomlarinin biiytikligi yaklagik 0.37-0.85 Mbp araligindadir.

- En kiiciik parazitik okaryot genomu Encephalitozoon intestinalis tiirtinde
bulunur ve haploid genomu 11 kromozomda yalnizca 2.3 Mbp 1le 1800 gen
1cerir.
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Saccharomyces cerevisiae Genomu ve
ORF Sayisi

- Model 6karyot olan Saccharomyces cerevisiae 16 kromozomda toplam 13.4
Mbp DNA tasir.
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- Maya genomu yaklasik 6000 ORF icerir ve bu say1 bazi bakterilerin
genomlarindan bile daha distiktir.

- Maya genlerinin hangilerinin yasamsal oldugunu anlamak icin her gen tek
tek knock-out mutasyonlariyla inaktive edilerek test edilmistir.
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Esansiyel Genlerin Belirlenmesi ve
Knockout Yaklasimai

- Knockout mutasyonlari haploid hiicrelerde esansiyel genlerde
olusturulamadigindan, bu testleri gerceklestirebilmek icin maya diploid
formda da bluyutilmustir.
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- Diploid hiicrelerde mutasyon olusturulup haploidlerde yasayip
yasayamayacagl incelenerek genin esansiyel olup olmadigi belirlenmigstir.

- Bu calismalar sonucunda maya genomundaki yaklasik 900 ORF’nin yiizde
17 oraninda kesinlikle esansiyel oldugu gosterilmistir.

- Esansiyel gen sayis1 bakterilerde minimal gereksinim olarak tahmin edilen
yaklagik 300 genin oldukca tizerindedir.
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Maya Genomunda Intronlarin
v/ Sg
Dagilimi
§
umm - Maya bir 6karyot olmasina ragmen Introns per gene Animals
O protein kodlayan genlerinde yalnizca Saccharomyces Fungi
=) 225 intron bulunur. finii: Plants
.Z‘ . Saccharomyces | Neurospora Insects Protists
(o= - Intron iceren maya genlerinin cerevisiae
e cogunda, genin 5' ucuna yakin q ] ) 5 . 5 6 . o
) konumlanmis tek ve kiiciik bir intron - ! ! - ! | ! ! -
:g yer alir. ) / K K \ /
— - Bu durum, biI‘QOk introna sahlp daha E%Ei;:oridia Aspergillus Fish Plants Nematode I't\)/ilfdns'lmals,
oN karmasik okaryotlardan belirgin Giardia
sekilde farklidir. Cryptosporidium
A Slime mqld,
Plasmodium
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Okaryotlarda Intron Sayilarinin
Karsilagtirilmasi f
§
gmm - Caenorhabditis elegans gen basina Introns per gene Animals
O ortalama bes intron icerirken, Saccharomyces Fungi
(e Drosophila gen basina ortalama dort PETIEE Plants
.Z‘ intron ig:erir. Saccharomyces | Neurospora Insects Protists
m cerevisiae
= . Bitkilerde .intronl.ar ya.y,gmdlr ve \O‘ ; ) 3 4 . 5 . 8
= model bitki Arabidopsis’te gen basina . ! ! - | | . ! -
°§ ortalama besg intron bulunur; ayrica ) / K K \ /
Arabldqp 5L g?nle.r nin -y uzde 75%en Protists: Aspergillus  Fish Plants Nematode Mammals,
W fazlasi intron icerir. Microsporidia birds
m - Giardia . £
- Insanlarda neredeyse tim protein Cryptosporidium g
A kodlayan genlerde intron vardir ve gime m;ld, 1
pek cok gen 10’dan fazla introna ASmoa &
sahiptir. =
£
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Insan Genomunda Intron ve Ekzon
Oranlar

- Insan genlerinde intronlar genellikle ekzonlardan cok daha uzundur.
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- Ekzonlar tiim insan genomunun yalnizca yizde 1’ini olustururken intronlar
yuzde 24 gibi bliytik bir kismi olusturur.

- Geriye kalan DNA ise tekrarh diziler, kodlamayan RNA’lar ve diizenleyici
bolgelerden olusur.
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Karsilastirmali Genomik ve Evrimsel
Perspektif

- Karsilastirmali genomik, organizmalarin evrimsel iligkilerini aydinlatarak
hangi 6zelliklerin ilkel ya da tiiretilmis oldugunu anlamaya yardimeci olur.
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- Tek bir gene dayal1 soy agaclarinin belirsizliklerini gidermek i¢in tiim
genom dizilerine dayali analizler kullanilabilir.

- Genomik calismalar, erken yasam formlarini anlamak ve yasamin kokeniyle
1lgili temel sorular1 yanitlamaya yaklasmak icin 6nemli bir aractir.
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Gen Aileler: ve Homolog Genler

- Prokaryot ve okaryot genomlarinda ortak evrimsel kokene sahip olduklar:
1cin birbirine benzeyen homolog gen kopyalari bulunur.

- Bir grup homolog gen, gen ailesi olarak adlandirilir ve daha biiyilik
genomlarda gen ailelerinin daha c¢ok tiyesi bulunur.

- Gen duplikasyonu, gen ailelerinin ve bu aileleri tasiyan organizmalarin
evriminde 6nemli bir itici gii¢ olarak kabul edilir.

—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Paralogs l l

Paraloglar, Ortologlar ve
Genlerin Evrimsel Kokeni |

Orthologs Orthologs
- Bir genin evrimsel slirecte ayni organizma i¢inde I 1
duplikasyonuyla ortaya ¢ikan homolog genler paralog A1\ A2 B1 B2
olarak adlandirilir. Species 1 / Species 2
Species 2 Species 1
- Farkli organizmalarda ortak bir atadan tiireyerek
benzerlik gosteren genler ise ortolog olarak Species
divergence
tanimlanir.
) / Paralogs \
- Insan LDH i1zoenzimleri paraloglara érnek Gena A Gone B

olustururken, Lactobacillus tirindeki LDH insan
LDH’sinin ortologudur.

A S

! } Gene duplication

-~ s

Ancestral gene
in ancestral species
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Gen Duplikasyonlarinin Evrimsel

Sonuclari

- Bir DNA segmentinin tiim genleriyle
birlikte duplikasyonu, organizmanin bu
genlerin birden fazla kopyasina sahip
olmasina yol acar.

- Duplikasyon sonrasi kopyalardan biri
0zgln 1slevi stirdirirken digeri
mutasyonlarla degisime aciktir.

- Bu silire¢, evrimin yeni iglevler
gelistirmek lizere adeta “denemeler
yapmasinl’ saglar.

Ancestral gene

Gene duplication

Duplicate
é genes é

Minor sequence Major sequence
changes changes
O I Q)
Gene retains Gene evolves
original function new role
Transcription
and translation
Enzyme /W"" . 4 Enzyme
retains catalyzes
original novel
role. reaction.
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RubisCO Ornegi ve Gen Ailesini
UDI1S rmegil ve uen Allesinin i
° ° o '%
Evrimi
§
Smmm - Gen duplikasyonu ve sonrasindaki Methionine metabolism
O cesitlenme olaylari, bircok proteinin RLP alpha
g ?Vrlmgel‘kokenlm.n aciklanmasinda // RLP beta
E onemli bir mekanizmadir. - | Qﬁ)\ Enkn_own
ncestra eta unction
] - RubisCO enzim ailesi, atasal bir gene \ / and gamma o
== RubisCO geninin zaman i¢inde farkl: °
.g fakat lllsklll katalitik 6zelliklere sahip Dup;:;::te Purple bacteria
p enzimlere doniismesiyle sekillenmistir. ° =
/ Iélok::;(?ilc} Cyanobacteria
E - Bu tiir duplikasyon ve ¢esitlenme RubisCO '\ RubisCO -
olaylari, 6zellikle ototrofik metabolizma (arge subunl) g | Form! =
oy . .. . . . RubisCO \Methanogens ur
A gib1 temel biyolojik stireglerde 6nemli duplicate g g
evrimsel yenilikler olusturur. RubisCO 2
Form Il 5
£
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Tim Genom Duplikasyonlarinin
Genel Cercevesl

- Genetik materyaldeki duplikasyonlar birkac¢ bazdan tiim genlere hatta tiim
genomlara kadar uzanan farkli 6lceklerde gerceklesir.
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- Saccharomyces cerevisiae genom karsilastirmalari, atasal bir tiim genom
duplikasyonunun gerceklestigini ve bunu genis capli gen kayiplarinin
1zledigini géstermektedir.

- Arabidopsis genom analizi, ¢cicekli bitkilerin atasal soyunda bir ya da daha
fazla tiim genom duplikasyonu bulunduguna isaret eder.

- Bu bulgular, evrimsel siirecte biiylik 6lcekli genom duplikasyonlarinin farklh
organizma gruplarinda tekrar eden bir tema oldugunu gosterir.
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Prokaryot Genomlarinda Duplikasyon ve
Gen Kayb1 Dinamikler:
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- Baz1 bakteriyel genomlarda gecmiste gerceklesmis olasi genom
duplikasyonlarinin izleri gorilmektedir.

- Myxococcus’un 9.1 Mbp’lik genomu, yakin akrabalarinin genomlarinin
yaklasik 1ki kat1 buytikliigiinde olup bu durum genis capli duplikasyonlara
1saret eder.

- Ancak prokaryotlarda kiiciik olcekli gen duplikasyonlar: sik goriilirken, tim
genom duplikasyonlarinin oldukca nadir oldugu anlasilmaktadir.

- Parazitik bakterilerde ardisik gen kayiplari, gereksiz genlerin ortadan
kalkmasina ve ozellikle bocek endosimbiyontlarinda gozlenen asir:1 kiiciik
genomlara yol agcmaistir.
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Yatay Gen Transferinin Genel
S g
Ilkeler:
2
° - Bakteri ve Archaea’da genler nesilden Vertical gene transfer Horizontal gene transfer
nesile dikey olarak aktarilirken, yatay Chromosome
gen transferi bu silireci ¢esitlendiren ek @
bir mekanizmadair. y :
«0“660 rf>\\°
- Yatay transfer, genlerin hiicreler o S

O

arasinda dikey siirec disinda gerceklesen ZTV?S.C;!I
bir hareketidir ve bu durum genom

analizlerini karmasik hale getirebilir. @ @ 2 - ;
- Prokaryotlarda yatay gen transferinin ic = -

temel mekanizmasi transformasyon,

transdiiksiyon ve konjugasyondur.
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- Bu stirecler, 6zellikle Boliim 11°de
ayrintili bicimde ele alinmaktadar.
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Yatay Gen Akisinin Genomlarda
Saptanmasi

- Genomda anotasyon sonrasi, yalnizca uzak akraba tiirlerde goriilen
proteinleri kodlayan genlerin varlig: yatay transferin giliclii géstergelerinden

biridir.
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- Genomun geri kalanindan belirgin bicimde farkli GC icerigine veya kodon
kullanim onyargisina sahip DNA boélgeleri, bu bélgelerin yatay gen transferi
yoluyla kazanilmig olabilecegini destekler.

- Bakter1 ve Archaea genomlarinda bu tiir sinyallere dayali cok sayida yatay
transfer ornegi belgelenmisgtir.

- Thermotoga maritima genomunda, 40014 askin ve tiim genomun %20’sinden
fazlasini olusturan arkeal kokenli genlerin bulunmasi buna klasik bir
ornektir.
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Termotoga Ornegi ve Biiyiik Olcekli
Gen Aktarimlar:

- Thermotoga maritima’daki arkeal kokenli genlerden 81 tanesinin kiimeler
halinde bulunmasi, bu genlerin sicak cevreyi paylasan Archaea’dan topluca
aktarildigini distnduirir.
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- Yatay transferin genomik olarak kolayca tespit edilebilmesi i¢in
organizmalar arasindaki filogenetik farkin belirgin olmasi gerekir.

- Chlamydia trachomatis genomunda bulunan histon H1-benzeri iki gen,
muhtemelen 6karyotik bir kaynaktan insandan aktarilan genlere isaret
eder.

- Buna karsin yakin akraba tiirler arasindaki yatay aktarimlar daha az
belirgin oldugundan genom anotasyonu sirasinda kolayca gézden kacabilir.
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Yatay Transferin Islevsel Sonuclari
ve Sinirliliklar:

- Yatay tasinan genler cogunlukla merkezi molekiiler siirecleri degil,
metabolik islevlere katki veren genleri kapsar.
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- Archaea ve Bacteria arasinda paylasilan bazi metabolik genlerin benzerligi
bu tir transferlerle aciklanabilir.

- Bircok patojen bakterideki viriilans genlerinin yatay yollarla kazanildig:
bilinmektedir.

- Yine de bir gene ait homologlarin heniliz genomu ¢éziimlenmemis yakin
tirlerde bulunabilecegi unutulmamalidir.
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Mobilom ve Genom Evrimindeki
Rolu

- Yatay gen akisini kolaylastiran mobilom, bir genomdaki tiim hareketli
genetik elementlerin toplamidir.
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- Mobilom; plazmidleri, profajlari, integronlari, insersiyon dizilerini ve
transpozonlari icerir.

- Integronlar, integraz enzimi araciligiyla gen kasetlerini yakalayabilen
genetik yapilardir.

- Mobilomun bilesenleri tiirler arasinda genleri tasiyarak genom evriminde
onemli bir rol oynar.
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Transpozonlarin Hareketi ve Genom
Uzerindeki Etkiler

- Transpozonlar, transpozaz enziminin
yardimiyla kromozom, plazmid ve viriis @
Lysogenic

genomlar1 arasinda hareket eder.
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bacteriophage Plasmld

- Bu hareket sirasinda antibiyotik direnci veya O I \\
toksin Uiretimi gibi 6zellikleri kodlayan genleri _Transposon_ \\
yanlarinda tasiyabilirler. l

- Transpozonlar, genis 0lcekli kromozomal
degisikliklere neden olarak giicli bir evrimsel ( © )
1tici gii¢c olusturur.

- Ozellikle hizli1 evrim geciren bakteriler, yiiksek Transpos
sayida hareketli element ve insersiyon dizisi mediated rearrangements

ta$11‘, ‘ (g Deletlons f) ’ g ersions
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Insersiyon Diziler: ve Kromozomal
Yeniden Diuizenlemeler

- Ayni1 insersiyon dizileri arasinda gerceklesen rekombinasyon olaylar:
delesyon, inversiyon ve translokasyon gibi biiyiik kromozomal yeniden
diizenlemelere yol acar.
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- Bu tir yeniden diizenlemeler, stresli biiylime kosullarinda dogal secilimin
tizerinde caligsabilecegi genetik cesitliligi olusturur.

- Bircok patojen bakterinin evriminde insersiyon dizilerinin kritik rol
oynadig1 gorilmektedir.

- Bu nedenle, 6zellikle patojen evriminde hareketli elementler 6nemli bir itici
gli¢c olarak karsimiza cikar.
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Bordetella Ornegi ve Patogenezde
Genom Akisi

- Bordetella bronchiseptica 5.3 Mbp’lik genomuna ragmen bilinen hicbir
insersiyon dizisi tasimazken, yakin akrabasi Bordetella pertussis 4.1 Mbp’lik
genomunda 260’dan fazla insersiyon dizisi icerir.
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- Genom karsilastirmalari, bu insersiyon dizilerinin B. pertussis genomunda
biiytik capli yeniden diizenlemeleri tetikledigini gostermektedir.

- Bu yeniden diizenlemeler, genomun kiiclilmesine ve viriilans faktorlerini
artirmaya yonelik bir “genom sadelesmesi” siirecine isaret eder.

- Boylece insersiyon dizileri, bazi patojenlerde artan patojenik potansiyelle
1l1gkili olabilir.
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Mobilomun Sonuclar: ve Kromozomal

Adalar

- Mobilom, 6zellikle transpozonlar ve profajlarin yatay transferiyle bazi
genomlarda kromozomal adalarin olusumundan sorumludur.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Kromozomal adalar, genellikle belirli islevsel 6zellikleri barindiran ayrik
DNA bolgeleridir.

- Bu adalar, organizmanin ekolojik nisine uyumunda énemli rol oynayabilecek
gen kliimeler1 tasiyabilir.

- Bu noktadan itibaren, kromozomal adalarin genomdaki konumlari ve
1slevleri ele alinacaktir.
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Cekirdek Genom 1le Pan Genom
Arasindaki Temel Ayrim

- Cekirdek genom, bir tiirtin tiim suslar1 tarafindan paylasilan ortak genleri
1fade eder ve tiiriin genel karakteristigini temsil eder.
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- Pan genom ise ¢ekirdek genomun yani sira tiim suslar arasinda
paylasilmayan ek genleri de kapsayarak tiiriin toplam gen repertuarini
olusturur.

- Yatay gen transferinin yayginligi nedeniyle ayni bakteriyel tiir icinde DNA
miktar: ve aksesuar yetenekler oldukca degisken olabilir.

- Pan genomun bilesenleri cogunlukla hareketli genetik elementlerden
olustugu icin belirli suslarda bulunup digerlerinde bulunmayabilir.
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Pan Genomun Genisligl ve Cesitliligl

- Bir tirin pan genom biytkligi, yeni
suslarin genomlari dizilendikce artmaya
devam ettigi icin tam olarak belirlenmesi
zordur.

- Escherichia coli ve Salmonella enterica
gib1 enterik bakterilerde bircok hareketli
element tasiyan cok cesitli 1zolatlar
bulundugundan pan genom oldukca
genigtir.

- Yanda, S. enterica serovarlarinin sahip
olduklari ortak ve farkli genler
“flowerplot” semasiyla gosterilmektedir.

- Bu suslarin hepsinde en az 2811 gen
bulunmakla birlikte bazilar: yizlerce ek
gene daha sahiptir.

Salmonella
enterica

S. paratyphi B S. heidelberg
-~ ~
S. schwarzengrund
™

S. agona
I .
S. typhimurium 133 00A74 4162 S. sp. i,[S], 12:0
«
70 .
Salmonella S. saint paul
bongori 95 \
r .
S. arizonae 126 S. choleraesuis
I Core .
S. javiana QZ‘%?ITe 77 S. paratyphi C
S. typhi genes 11 5 virchow
\ 189
S. gallinarum 24 S. tennessee
\ /
S. enteritidis 71 127 S. hadar

N : 118 162 /
S. dugm 83 S. kentucky

S. weltevreden S. newport
TS. paratyphi A -
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Kromozomal Adalar: Tiir Icinde
Genomik Cesitlilik Kaynaklar:

- Cekirdek ve pan genom karsilastirmalari,
bazi tiirlerde plazmid veya viris kékenli
olmayan fakat kromozom tlizerinde yer alan
ek DNA bloklarini ortaya cikarmistir.
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- “Kromozomal ada” veya “genomik ada”
olarak adlandirilan bu bolgeler, yasamsal
olmayan ancak 6zel islevler kazandiran gen
kiimeleri tasir ve suglar arasinda biytk
genom boyutu farklarina yol acabilir. /

Plasmid

Pathogenicity Integrated
island phage DNA
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Kromozomal Adalar: Tiir Icinde
Genomik Cesitlilik Kaynaklar:
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- Kromozomal adalarin yabanci kokenli

—_—
O oldugu digtinilir ¢linkii cogu ters e
o tekrarlarla cevrilidir ve taban bilesimi ile
= kodon kullanimlari genomun geri
(@ e kalanindan farkhlik gésterir. |
m Transposon
== - Aymn tirin bazi suslarinda bulunurken T
,= digerlerinde bulunmamalari, bu adalarin
e . .. .
yatay transferle kazanilmis olabilecegini
— distindirir. /
Pathogenicity Integrated
A island phage DNA
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Kromozomal Adalarin Islevleri ve
Ozel Ornekler

- Patojen bakterilerdeki bircok kromozomal ada, hastalikla iligkili
fonksiyonlari kodlayan gen kiimeleri icerdigi i¢in biiytk 1lgi gérmiustir.
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- Bununla birlikte aromatik hidrokarbonlar veya herbisitler gibi kirleticilerin
biyolojik parcalanmasini saglayan genleri iceren adalar da tanimlanmaistir.

- Rhizobium tirlerinde, bitki ile simbiyotik iligki icin gerekli bircok genin
kromozomal adalarda bulundugu bilinmektedir.

- Magnetospirillum’daki en 6zglin adalardan biri, hiicrenin manyetik alanda
yonelimini belirleyen magnetozomlarin olusumunu kodlayan magnetozom
adasidir.
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Kromozomal Adalarin Genetik
Hareketlilig:r ve Evrimi

- Baz1 adalar, integraz enzimini kodlayan genler tasir ve bu durum onlarin
konjugatif transpozonlara benzer bicimde hareket edebildigini distindiirir.
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- Genellikle tRNA genlerine yerlesirler ve hedef bolgenin cogalmasi sayesinde
ekleme sonras1 tRNA geni bozulmadan korunur.

- Laboratuvarda bazi adalarin biitiin halinde 1lgili bakteriler arasinda
aktarilabildigi gésterilmistir ve bu transfer yatay gen aktariminin bilinen
mekanizmalariyla gerceklesebilir.

- Yeni bir konak genomuna girdikten sonra zamanla mutasyon biriktirerek
hareket kabiliyetlerini kaybetmeye egilimlidirler.
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Patojenite Adalar: ve Virilansin
Evrimi

- Patojen bakterilerin genomlari ile zararsiz akrabalarinin genomlarinin
karsilastirilmasi, viriilans faktorlerini kodlayan 6zel kromozomal adalar:
ortaya cikarmistir.
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- Bu adalarda toksinler, enzimler, 6zel proteinler veya hastalik gelisimini
kolaylastiran yapisal unsurlar bulunabilir.

- Bazi viriilans genleri lizojenik fajlarda veya plazmidlerde tasinsa da pek
cogu kromozomal bolgelere kiimelenmis halde bulunur.

- Bu nedenle patojenite adalari, bakteriyel viriilansin evrimini anlamada
onemli bir genetik bilesen olusturur.
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bagisikliktan kagcmayi kolaylastiran kapsiil - 536 4938875

073 5,231,428

gibi faktorler tasir.

Ty

., [ ] [ ] %JE
E. colvde Patojenite Adalar ve
Suslar Aras1 Farkliliklar
§
TN - Uropatojenik E. coli suslarinda bulunan
O patojenite adalar: ayrintili bicimde
o incelenmis ve bu adalarin pek ¢ok viriilans
= faktorini kodladigr gosterilmistir.
(-
e - Yalnizca birkac E. coli susu idrar yolu
) enfeksiyonlarina neden olur ¢linki bu suslar _
°§ dokuya tutunmayi saglayan adezinler ve =" : E.coli strain Genome (bp) -
s K-12 4,639,221 B Prophage
)
A
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073 5,231,428

Ty

" enite Adal
E. colvde Patojenite Adalar: ve
Suslar Aras1 Farkliliklar
§
TN - E. coli K-12 gibi zararsiz bir laboratuvar susu % <
O 1le 073 susu ayni1 cekirdek genomu paylassa Wl &
(e da 073 susu genomunun %11 daha fazla DNA W gt "I,
= 1cerdigi ve bunun biiylik kisminin patojen
(@ e yasam tarziyla iligkili oldugu bilinmektedir.
S
) - Bu farklar, pan genomun suslar arasinda ne _
,= kadar islevsel cesitlilik yarattigini acikca - E.coli strain Genome (bp) -
0= K-12 4,639,221
OI‘taya koyar. : 536 4,938,875 M Prophage
(aa)
A
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Staphylococcus aureusta Kucik
Patojenite Adalari ve Transdiiksiyon

- Gram pozitif patojen Staphylococcus aureusun bazi suglarinda, virtilans
faktorlerini kodlayan kiiciik patojenite adalari bulunur ve bu adalar 1limh
(temperate) fajlar araciligiyla hiicreler arasinda tasinabilir.
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- Bu adalar faj genomundan daha kiiciik olduklari icin kromozomdan ayrilip
cogaldiklarinda hatali faj partikiillerinin olusumuna yol acarlar.

- Bu partikiiller faj genomunu tasiyamaz ancak adalarin genlerini tasiyarak
enfekte ettikleri hiicrelere adalar1 aktarabilirler.

- Boylece ada tasimayan S. aureus suslari oldiirtilmeden adalar1 kazanarak
daha gticli patojenlere dontisebilir.
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Hiicresel Islevleri Anlamaya Giden
Yol: Fonksiyonel Omics’e Giris

- Dizilenmis ve anotasyonu yapilmis bir genom, aslinda bir organizmanin
yalnizca bir “parca listesi” niteligindedir ve bu liste tek basina hiicresel
1sleyisi aciklamaz.
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- Bir hiicrenin nasil calistigini anlamak icin genlerin hangi kosullarda ifade
edildigini ve bu gen urinlerinin ne is yaptigini bilmek gerekir.

- Ayrica, sentezlenen proteinlerin aktivitelerini ve hiicre bliytimesi sirasinda
ortaya cikan metabolitleri de anlamak biiylik 6nem tasir.

- Bu nedenle fonksiyonel omics, genom bilgisini hiicresel stireclerle
1ligkilendiren temel bir yaklasim olarak degerlendirilir.
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Omics Kavrami ve Kapsaml :
3
g
. - RNA, protein veya metabolitlerin tamamai belirli Some omics terminology
kosu:llar altlnda SQHtQZlenen mOlekﬁler kﬁmelerlnl DNA Genome the total complement of genetic information of a
. cell or a virus
Olusturur ve bunlar SlI'&SlY].a tranSkrlptom, Metagenome the total genetic complement of all the cells
present in a particular environment
translatom ve metabolom olarak adlandirilir. Epigenome the total number of possible epigenetic changes
Methylome the total number of methylated sites on the
. .. e . o DI\:IA (whether epigenetic or not) _ _ _
. Bu kumelerl lnceleyen blllm alanlarl’ llglll M(;bcléﬁme the total number of mobile genetic elements in
. . « 9 .
terlmlerln sonuna -omic eklenmeSI}’le tanlmlanan RNA Transcriptome the total RNA produced in an organism

. e . L B under a specific set of conditions
calisma disiplinleridir. _ -
Protein Proteome the total set of proteins encoded by a genome;
sometimes also used in place of translatome
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. .o . . K . . oo Ti lat the total set of tei t und
- Bu terminoloji, molekiiler biyoloji ve mikrobiyoloji e e
.. .. . oe 4 oo . Interactome the total set of interactions between proteins

arastirmalarinda hiticresel siirecleri biitiinciil (or other macromolecules) -
. . . . Secretome the total set of proteins secreted by a cell Ay
olarak incelemeyl mimkiin kilar. - =
Metabolites Metabolome the total complement of small molecules -
and metabolic intermediates s
. e . . .. Gl he total compl f d oth k)
- Yandaki tablo, giiniimiizde mikrobiyolojide Yarbonydrates o gersand omer 3
kullanilan temel “OmiCS” terimlerini Organisms  Microbiome the total complement of microorganisms in 5
. an environment (including those associated with a K
ozetlemektedir. higher organism) )=
Ay

Virome the total complement of viruses in an environment
Mycobiome the total complement of fungi in a natural
environment]
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Metagenomik: Cevresel Orneklerden

Genetik Bilgi Toplamak

- Dogal mikrobiyal topluluklar bircok kiiltiire Assemble
edilmemis ve tanimlanmamisg 2 :
mikroorganizmayi icerir, bu nedenle bu P
topluluklar gnla.mak 161n metagenomik e an Sequence (—
yaklasim gelistirilmistir. extract DNA. oo

- Metagenomik, cevreden alinan bir
ornekteki (6r. toprak, deniz suyu, bagirsak
1cerigl) farkl organizmalara ait DNA veya

RNA’nin tek tek organizmalar izole Sample of Envionmental 0=
edilmeden birlikte (havuzlanmis halde) sea water DNA

toplanip toplu olarak analiz edilmesine

dayanir.

Genomic analyses

Bektas Tepe
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Assembled
genomes

from

seawater
microbial
community
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Metagenomik: Cevresel Orneklerden

Genetik Bilgi Toplamak

- Bir toplulugun tiim gen icerigi, tek bir S,Zimf
organizmanin genomuna benzer sekilde '
“metagenom” olarak adlandirilir. e

. . L d S Ca—

- Ayrica metatranskriptomik veya e SN re—

DNA.

metaproteomik gibi RNA veya proteine
dayal1 analizler de dogal topluluklardaki
gen 1fadesi kaliplarini incelemek 1¢in
kullanilabilir.

Sample of Environmental
sea water DNA

Genomic analyses

Bektas Tepe
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Assembled
genomes
from

| seawater

microbial
community
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Metagenomik Calismalarda Tek
Hicre Analizler:

- Glintimuzde kullanilan molekiiler teknolojiler sayesinde metagenomik
analizler yalnizca topluluk diizeyinde degil, bireysel hiicreler tizerinde de
yapilabilmektedir.
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- Bu gelisme, karmasik mikrobiyal topluluklarda tiirlerin rollerini ayrintili
bicimde ¢6zmeyi1 kolaylastirir.

- Boylece, daha o6nce erisilemeyen nadir veya kiiltiire edilemeyen tiirlerin
genetik ozellikleri de ortaya cikarilabilir.
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Metagenomik Arastirma Alanlari:
Ornek Caligsmalar

- Bircok farkli cevre, buiyiik 6lcekli metagenom dizileme projeleriyle
arastirilmistir ve bu ¢calismalar mikrobiyal cesitliligin anlasilmasina énemli
katkilar saglamigtir.
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- Agir1 asidik maden atik sulari gibi ekstrem ortamlarda tir cesitliligi diisiik
oldugu icin topluluk DNA’sinin biiyiik boliimii bireysel genomlara yakin
dogrulukta birlestirilebilmektedir.

- Buna karsilik, verimli topraklar veya sucul ortamlar gibi karmasik
ekosistemlerde genom birlestirmesi ¢cok daha zordur.

- Simdiye kadarki metagenomik calismalarin ilging bir bulgusu, dogal
habitatlardan elde edilen genlerin cogunun hiicrelerden degil viriislerden
kaynaklanmasidir.
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Derin Denizlerde Huicre Dis1 DNA ve
Ekolojik Onemi

- Bircok cevrede tam genomlari birlestirmek 100
miimkiin olmasa bile metagenomik taramalar

cok degerli bilgiler saglar. B
80
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- Proteobakterilerin alt gruplarinin derinlik
boyunca dagilimi yanda gosterilmis olup
cevresel faktorlerle iligkileri analiz
edilebilmektedir.
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- Dogal ortamlarda bulunan DNA’nin 6nemli bir
kismi canli hiicrelerde degildir;
okyanuslardaki DNA’nin yaklasik %50-60"1
hiicre dis1 formdadar.

Total Proteobacteria (%)

20 Y
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- Bu DNA’nin, tist katmanlardaki / /
organizmalarin 6lerek deniz tabanina 10 70 130 200 500 770~ 4000
cokmesiyle biriktigi ve kiiresel fosfor Depth (m)
dongilisiinde énemli bir rezervuar olusturdugu

distintilmektedir.
Bektas Tepe
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Insan Mikrobiyomu:
Vicudumuzdakil Gorinmez Topluluklar

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Insan viicudu yaklasik 10 trilyon hiicre icerirken, bunun yaklasik on kata
kadar prokaryotik hiicreyi de tasir ve bu topluluk “insan mikrobiyomu”
olarak adlandirilir.

- Bu mikrobiyal toplulugun biiyliik kismi kalin bagirsakta bulunur ve
cogunlukla Bacteroidetes ile Firmicutes filumlarina aittir.

- Tlging bir bulgu, bagirsak mikrobiyomunun bilegiminin obezite ile
1ligkilendirilmesidir; 6zellikle Firmicutes orani arttikca obezite egiliminin
gliclendigi goriilmektedir.

- Bu 1ligkinin olas1 bir aciklamasi, Firmicutes liyelerinin lifler: daha fazla yag
asidine donistirmesi ve boylece konak i¢in ek karbon kaynagi saglamasidir.
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Bagirsak Mikrobiyomu ve Obezite
Miskisi
- Hem insanlar hem de deney fareleri tizerinde yapilan calismalar, Firmicutes

oraninin arttig1 bagirsak mikrobiyomlarinda obezitenin daha yaygin
oldugunu gostermistir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Fermentatif Firmicutes tiirlerinin diyet liflerini daha fazla yag asidine
dontstiirdiigii ve bu nedenle konak tarafindan daha ¢ok enerji emildigi
distinilmektedir.

- Bu bulgu, bagirsak mikrobiyomunun metabolik hastaliklarla iligkisini
anlamak acisindan énemli bir 6rnektir.
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- Son yillarda insan ve fare bagirsak

- Bu fungal topluluk “gut mycobiome” olarak

- Saccharomyces, Cladosporium ve Candida

Bagirsak Mantar Toplulugu:
Gut Mycobiome

mikrobiyomlarinin analizleri, bagirsakta
60’tan fazla mantar tirinin bulundugunu
ortaya koymustur.

adlandirilmaktadir.

gibil yaygin maya tirleri hem dis
yuzeylerde hem de bagirsakta bulunur;
bazi tiirler ise potansiyel patojen 6zellik
tasir.

- Bu mantar toplulugu, mikrobiyomun

yalnizca %1’inden azini olustursa da
enflamatuar bagirsak hastalig1 ve bazi
obezite tirleriyle gticlii iligkiler
gostermektedir.

Bektas Tepe
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I candida (Y)

Saccharomyces (Y)

I Dipodascus (Y)
Saccharomycopsis (Y)
Trichosporon (M)
Alternaria (M)

B Aspergillus (M)
Blonectria (P)

B Phaeosphaeria (P)

Uncultured fungi

Y, yeast; M, mold; P, plant
pathogen
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Metagenomik ve Klinik Uygulamalar:
Hastaliklarla Iligkilerin Kesfi

- Metagenomik, belirli mikrobiyal topluluklarin belirli hastaliklarla iligskisini
arastirmada guicli bir arac olarak goriilmektedir.
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- Baz1 durumlarda nedensel iligki gticlii sekilde diiglintildigiinde
metagenomik yontemler tanisal amaclarla da kullanilabilir.

- Bu yaklasim, hem insanlarda hem de hayvanlarda mikrobiyal
popiilasyonlarla hastaliklar arasindaki olas1 baglantilar: ortaya ¢cikarmada
buytk bir potansiyel sunar.

- Bu nedenle metagenomik, modern mikrobiyoloji ve tip alanlarinda énemli
bir arastirma ve klinik tani araci olarak degerlendirilmektedir.
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Genom Dizilerinden Transkriptomik
Yaklasimlara Gecis

- Bir genom dizisi elde edildiginde, bu bilgi gen ciplerinin sentezlenmesinde
kullanilarak belirli mikroorganizmalarin saptanmasi veya yakin akraba
suslar arasindaki genom farkliliklarinin ortaya konulmasi mimkin olur.
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- Gen cipleri, DNA’ya baglanan proteinlerin hangi dizilere tutundugunu
belirlemede ve genlerin hangi kogullarda ifade edildigini 6l¢cmede 6nemli
araclardir.

- Transkriptomik, bir hiicrenin belirli bir kosul altinda tirettigi tiim RNA’larin
incelenmesiyle transkripsiyonun genel bir gériiniimiinu saglar.

. Islevi bilinmeyen genlerin hangi kosullarda ifade edildigini 6grenmek, bu
genlerin hiicre icindeki rollerine dair 1ipuclari kazandirir.
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Transkriptomikte Kullanilan Tki
Temel Yaklasim

- Transkriptomik calismalarinda iki ana yontem kullanilir ve bunlar
mikroarray teknolojisi ile RNA-Seq yaklagimidir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Mikroarray’ler, genom dizisine dayali olarak énceden belirlenen
oligoniikleotid dizileriyle calisirken RNA-Seq dogrudan RNA dizilemeye
dayanir.

- Her 1ki yontem de hiicrenin verdigi transkripsiyonel yanit hakkinda genis
kapsaml bilgiler saglar.

- Bu bilgiler, genlerin cevresel kogsullara nasil tepki verdigini anlamak ic¢in
kritik 6neme sahiptir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Mikroarray Teknolojisine Genel
Bakis

- Mikroarray’ler, genlerin ya da gen parcalarina
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(]
3 karsilik gelen oligontiikleotidlerin diizenli bir el
desen i¢cinde sabitlendigi kiiclik ve kat1 Oligonucleotide e
ylizeylerdir; bu nedenle gen cipi olarak da o ;?; sl
adlandirilirlar (Figiir a). = | e
| o . HABA (s
- Mikroarray’ler, cipe baglanmis DNA dizilerine  '& 3 2 DHA hybridization
hibritlesen DNA veya RNA miktarini élcerek = Unhybridized

caligir. M

- Denatiire edilen DNAnin tek iplikli hale ‘
gelmesi, tamamlayici dizilerle hibrit ¢ift iplikli @
yapilar olusturmasina olanak tanir (Figir b). ' bl

Hybridized
DNA

—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

" > DNA
J J j

- Taniml diziler iceren bu tek iplikli niikleik asit
parcalarina “prob” denir ve prob—hedef

Prof. Dr. Bektags TEPE

hibritlesmesi floresanla tespit edilir (Figir b, DNA Elicrseanil Target
C). chip labeled DNA hybridization
@) (b) (©
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Hibritlesmenin Tespiti ve Problarin
Rolu

- Hibritlesmenin saptanabilmesi icin ¢ipe

Laser scan measures

eklenen nitikleik asitler floresan bir boya ile ‘ _ fluorescence.
: : Oligonucleotide Labeled
1saretlen1r. probes ;‘% nucleic
_ ] ":39 acid

- Hibritlesmis cip, lazerli bir floresan i@ ¥
tarayiciyla okunarak hangi problarda § ié DNA hybridization
hibritlesme oldugu belirlenir (Figir b, c). , , _ Unbiicized

- Bu yaklasim, belirli DNA veya RNA
segmentlerinin dogru sekilde - R R
tanimlanmasina olanak tanir. -

- Boylece hem genlerin varligi hem de ifade N S =
diizeyleri hakkinda giivenilir bilgiler elde /‘/ Hybricized

113 Targe
edilir. o Fiorssently o
(@) (b) ©

Bektas Tepe
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Gen Ciplerinin Yapisi ve Kullanim
Alanlar:

- Gen cipleri genellikle 1-2 cm biytikliglindedir ve kolayca
1slenebilmeleri icin plastik bir tutucuya yerlestirilir (Figlr
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a). I/F\Y,
v
- Her bir ¢ip binlerce farkli DNA parcasini icerir ve |\“mﬁmﬁﬁ§|'m
glivenilirligi artirmak icin ¢cogu gen birden fazla kez temsil GeneChip
edilir. U158 Phig 5.0

- Tim genom mikroarray’leri, bir organizmanin genomunun
tamamini kapsayan diziler icerir.

- Ornegin insan genomunu kapsayan bir ¢ip, 47.000’den
fazla transkript ve klinik tani1 amacl ek oligoniikleotidler
1cin alan barindirir.
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Gen Ifadesini Olcmeye Yonelik
Mikroarray’ler

- Gen ekspresyon mikroarray’lerinde her gen icin genom dizisine gore
tasarlanmig 6zglin problar bulunur.
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- Bu diziler, belirli kogullarda yetistirilen hiicrelerden elde edilen isaretli
RNA’larla hibritlestirildikten sonra taranir ve bilgisayar analizine tabi
tutulur.

- mRNA diizeyleri dogrudan olc¢iilemeyecek kadar diisiik oldugundan, mRNA
once amplifiye edilip cDNA’ya cevrilir.

- Elde edilen hibritlesme verileri, hiicrenin hangi genleri ne diizeyde ifade
ettigini ortaya koyar.
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Tiim Genom Ifadesinin Izlenmesi

- Evrensel gen ekspresyonunu belirlemek
icin total RNA veya cDNA, tiim genomu
temsil eden oligoniikleotid dizilerine
hibritlestirilir.

Ji

Biyolo

- Yandaki figiir, maya Saccharomyces
cerevisiae’ye ait 6000’den fazla protein
kodlayan gen probunu iceren bir ¢ipten
alinan hibritlesme goriintiisiinii gosterir.

- Floresansin varligl ve siddeti, hangi
genlerin hangi diizeylerde ifade edildigini
ortaya koyar ve bu sonuclar maya
kiiltiirtinin transkriptomunu tanimlar.

(4]
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- Boyle bir analiz, farkli bliiylime
kosullarinda gen ekspresyonundaki
degisimleri sistematik olarak ortaya

cikarmayi saglar.
Bektas Tepe
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Anaerobiden Aerobige Gecisin
Transkriptomik I1zler:

- Maya hem fermantasyon hem de solunumla biiyiiyebildiginden, ortam
anaerobikten aerobik kosullara degistirildiginde gen ifadelerinde biiytlik bir
yeniden diizenlenme goriliir.
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- Fermantasyonda gerekli olan etanol tiretiminden sorumlu genler gticli
bicimde baskilanir.

- Buna karsilik, sitrik asit dongiisiine ait genler aerobik biiytime i¢in
gerektiginden gticli sekilde aktive olur.

- Toplamda 700’den fazla gen acilirken 1000’den fazla gen kapanir ve
bilinmeyen iglevli proteinlere ait genlerin diizenleme desenleri de ipuclari
sunar.
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Mikroarray’lerin Mikrobiyal
Tanimlamada Kullanimi

- Mikroarray’ler belirli mikroorganizmalarin tanimlanmasinda da
kullanilabilir.
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- Ornegin ID cipleri, Escherichia coli O157:H7 gibi belirli patojenlere 6zgii
DNA dizilerini saptamak i¢cin gelistirilmistir.

- Bu yaklasim ozellikle gida endiistrisinde kontaminant takibi i¢cin degerlidir.

- Cip lzerindeki hibritlesme yaniti, patojenin varligini veya yoklugunu hizl
bir sekilde gosterebilir.
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PhyloChip’ler ve Cevresel Mikrobiyal
Cesitlilik Analizi

- Cevresel orneklerde mikroorganizma cesitliligini belirlemek i¢cin 16S rRNA
dizilerine dayanarak tasarlanmis PhyloChip’ler kullanilir.
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- Bu cipler, farkli bakteriyel tiirlerin 16S rRNA dizilerine tamamlayici
oligoniikleotidler icerir.

- Cevreden elde edilen total DNA veya RNA bu problarla hibritlestirildiginde
tirlin varligr hibritlesme sinyaliyle anlasilir.

- Spesifiklikler: yiiksek olsa da DNA i1zolasyonu ve dizileme maliyetlerinin
diismesiyle metagenomik yaklagsimlar gliiniimiizde daha yaygin tercih
edilmektedir.
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RNA-Seq Analizine Giris

- RNA-Seq, hiicredeki tiim RNA molekiillerinin é6nce cDNA’ya dontistiiriilmesi
ve ardindan dizilenmesiyle calisan kapsaml bir transkriptomik yontemdir.

- Bir genom dizisi mevcut oldugunda, RNA-Seq hangi genlerin aktarildigini
ve her gen icin ka¢ RNA kopyasi tiretildigini ortaya koyar.

- Bu teknik tiim transkriptleri hedefledigi icin mRNA diizeylerini 6l¢mek,
uzun 5’ ya da 3° UTR bolgelerini belirlemek ve kodlamayan RNA’lar:
kesfetmek 1¢in 1dealdir.

- RNA-Seq yiiksek verimli dizileme teknolojilerine baglhdir ve hiicrede en bol
bulunan rRNA’nin varlig: siireci karmasiklastirsa da rRNA uzaklastirma
veya mRNA zenginlestirme yontemleri mevcuttur.
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RNA-Seq’'in Kullanimi ve Avantajlari

- Son teknolojik gelismeler, bazi durumlarda rRNA uzaklastirilmadan
dizileme yapilmasina da imkan saglayarak RNA-Seq’1 daha esnek bir hale
getirmigtir.

- RNA-Seq, gen ifadesinin kiiresel analizinde mikroarray’lerin yerini almis ve
gliniimiizde tercih edilen yontem olmustur.

- Transkriptomik veriler siklikla gen ifadesi diizeylerini renklerle gosteren 1s1
haritalar1 seklinde sunulur.

- RNA-Seq sonuclari ayrica gen ifadelerinin genom aciklamalarina gore
konumlarini géstererek transkript haritalamanin yapilmasina olanak tanir.
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Azot Eksikligi Altinda Gen Ifadesi

Hours of N deprivation

- Yandaki figiir, Anabaena’da azot kisitlanmasi
Oto6h Otol12h Oto21h

f )
—
= sirasinda yukari1 dogru diizenlenen gen kiimelerini allooo Transcription
e o . f . - === Decreasing
(e gostererek heterosist olusumu ve azot fiksasyonu ile z — Increasing
e e . . =] ———
= 1ligkili genlerde artan transkripsiyonu ortaya £
(@a koymaktadir. £ Chusor 1
(=] 8
) - Bu 1s1 haritasinda 1-4 numarali gen kiimeleri, azot -
= eksikligi siiresi arttikca transkripsiyonun belirgin s
o= g Q p y g g-' *Cluster 2
p ekilde yukseldig: 1 t 1] ed ® “Cluster 3 ] grode"
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an
rg— E heterocyst
m E genes -
£ Ay
3 =
E <
A § X
& s o
o : =
alls371 ———— i *Cluster 4 @
NN ] 7 I I [ I | I (— — Q—«M

=50 -41 -33 24 15 -6 25 10 18 26 34 42

Fold change in gene expression

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
o
>
o0
[©)

—
o

B

[an)

4
(]
o
£~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Azot Eksikligi Altinda Gen Ifadesi

- Agsagidaki figiir ise psbB, petF ve nrrA genleri boyunca dizileme
kapsamasini gostererek bu transkriptlerin uzun 5 UTR bolgelerine sahip
oldugunu ortaya koyar.

- Bu uzun UTR bdlgelerinin, ilgili genlerin diizenlenmesinde rol oynayan
mekanizmalarla iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

psbB l
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sirasinda artmaktadir.

— Glycolysis genes 11 Sporulation genes —1

Buytume Evreler: Arasinda
Transkript Diizeyler:
§
Se— - RNA-Seq verileri, bir Clostridium 10° T
=== Exponential
_C_ turinde eksponanswel ve duragan faz phase
(e kultirler: arasinda transkript bollugunu g . == Stationary
.Z karsilastirmak icin de kullanilabilir. S phase
(aa <
5 - Yanda gorildugu tzere, organizmanin %
= ATP turetiminde temel yol olan glikoliz =~ g
°§ genlerinin ifadesi eksponansiyel biiytime E
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Buyliume Evreleri Arasinda

Transkript Diizeyler:

- Buna karsin, besinlerin sinirlanmaya
basladigl duragan fazda sporulasyon
genlerinin ifadesi belirgin sekilde
yiukselir.

- RNA-Seq ayrica genom dizisi
bulunmayan mikrobiyal topluluklarda
da kullanilabilir ve burada transkriptler
veri bankalarindaki homolog dizilerle
tanimlanir.
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— Glycolysis genes 11 Sporulation genes

—1

S
o
>
on
[©)

]
o

D

/M

=
(9]
o
~

a8

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Prof. Dr. Bektags TEPE




Metagenomik Yaklasimlar ve RNA-
Seq Uygulamalar:

- Metagenomik, cevresel 6rneklerden elde edilen DNA ya da RNA’nin toplu
analizini icerir ve RNA-Seq bu kapsamda glicli bir aractir.
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- RNA-Seq, laboratuvarda kiiltiire alinamayan bir bakterinin topluluk icinde
hangi genleri yogun bicimde aktardigini ortaya cikararak besin
gereksinimlerinin 6ngoriilmesini saglar.

- Bu ytiiksek transkripsiyonlu genlerin kodladig: proteinlere bakilarak
organizmanin olasi metabolik 1thtiyaclari belirlenebilir.

- Arastirmacilar, bu bilgiler dogrultusunda hazirladiklari uygun besiyeri ile
daha once kiiltiire alinamayan bakteriyl basariyla yetistirmistir.
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Proteomik: Tanim ve Kapsam

- Proteomik, bir organizmanin proteinlerinin yapi, islev ve aktivitesini genom
Olceginde inceleyen modern bir biyolojik arastirma alanidir.

- Bir hiicredeki protein cesitleri ve miktarlari cevresel kosullara veya
gelisimsel dongililere bagli olarak siirekli degisir.

- Bu nedenle proteom terimi genis anlamda organizmanin genomunda
kodlanan tiim proteinleri, dar anlamda ise belirli bir anda hiicrede bulunan
proteinleri ifade eder.

- Bu dar kapsamli tanim icin translatom terimi de kullanilmakta olup belirli
kosullar altinda tiretilen tiim proteinleri kapsar.
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Proteomikte Kullanilan Yontemler:
Kitle Spektrometrisi

- Modern proteomik calismalarinin temelinde, proteinlerin ve metabolitlerin
tanimlanmasinda kullanilan kiitle spektrometrisi yer alir.
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- Yiksek cozunurlikli kiitle spektrometrisi, atomlarin tam kiitlelerini ayirt
edebildigi icin herhangi bir kiicik molekiiliin molekiiler formiilinin kesin
olarak belirlenmesine olanak tanir.

- Bir numunedeki proteinlerin proteazlarla parcalanmasi sonucu olusan
peptitlerin dizileri, genomdaki translasyon triinleriyle eslestirilerek hangi
proteinlerin bulundugu saptanair.

- Protein karisimlariin duyarlilikla ayrilabilmesi i¢cin artik sikca sivi
kromatografisi, 6zellikle yliksek basincli sivi kromatografisi (HPLC), kiitle
spektrometrisiyle birlikte kullanilmaktadair.
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MALDI ve MALDI-TOF Teknigi

- MALDI, proteinlerin ayristirilmasina veya sindirilmesine gerek duymadan
analiz edilebildigi gelismis bir kiitle spektrometrisi teknigidir.

- Bu yontemde numune bir matrise yerlestirilir ve lazer ile iyonlastirilarak
gaz fazina gecirilir.

Flight tube Laser beam TOF detector

Sample

il

Mass (m/z)

Intensity

 A—
E

lons Charged grid
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MALDI ve MALDI-TOF Teknigi
=
—I - Olusan iyonlar bir elektrik alani ile hizlandirilir ve her iyonun dedektore
O ulagma siiresi, iyonun kiitle/ylik oranina bagh olarak degisir.
(o=
=D - Agagida gosterildigi gibi, bu zaman-ucus prensibiyle calisan MALDI-TOF
o0 sistemi, iyonlarin hizindan hareketle molekiiler kiitleyi hesaplayarak
&S proteinlerin tanimlanmasini saglar.
é Flight tube Laser beam TOF detector
:= Sample ‘
(aa) 3
oy €3
2 3
A Ll
Mass (m/z) ;:3
A E
— £

lons Charged grid

Bektas Tepe
gezimania_tr




Cevresel Orneklemde Metaproteomik
Yaklasimin Onemi

- Metaproteomikler, cevresel orneklerdeki mikrobiyal topluluklarin ortak
metabolik potansiyelinin anlasilmasini saglar.
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- Permafrostun Diinya kara alaninin yaklasik %20’sini1 kaplayan ve biiytk
miktarda organik karbon depolayan bir habitat oldugu vurgulanir.

- Iklim degisikligiyle permafrosttan CO. ve CHa saliniminin artma olasili
mikrobiyal toplulugun belirlenmesinin énemini artirir.

- Metagenomik ve metaproteomik birlesimiyle bir permafrost erime
batakligindaki gen ve protein cesitliliginin kapsamli bir goriintiisii elde
edilmistir.
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Erime Bataklig Met 1k
rime batakiiginin etagenomnil T
° ° § '%
Analizi
—I - Metagenomik analizde elde edilen DNA Environmental sample
(=) dizileri birlestirilerek tam ve kismi — ——
o genomlara dontstirilmustir. = totaloma proten > | o8
E - Bu analiz, Proteobacteria, Actinobacteria l eauence DN Protein digestion and l
. ve Chloroflexi'nin baskin bakteriyel e
— gruplar oldugunu gostermistir.
o - Archaea grubunda ise metanojenlerin /\A ]\
(Euryarchaeota) baskin oldugu
[ —— bellrlenmlgtlr @ ADNAinaIIsis T Anssem-.p- = Peptide identification and guantification
g\?r"l-ﬁ:ll"'l-e; /
- Buytlik miktarda diziden ii¢ yeni ve heniiz \ \© @
A kiiltire alinmamis metanojenin taslak @ 2 U ! Dy oo

165 rRNA gene

genomlarinin olusturulabilmesi, benzersiz — wnays:
psikrofil metanojenlerin permafrostta
bulundugunu gostermistir.

peptide sequence.

P & /) byscreening genomes
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Metaproteomik Bulgularin

Yorumlanmasi

- Dizilerle eslestirilen proteinler, kiitle
spektrometrisiyle tespit edilen
peptitlerden yola cikarak tanimlanmigtir.

- Toplulukta hiicresel diizen, tasima ve
organik karbon respirasyonuna katilan
cok cesitli proteinlerin varlig:
saptanmigstir.

- C, metabolizmasiyla iligkili ve metan
Uretimi ile metan oksidasyonunda gorev
alan proteinler de toplulukta acikca
belirlenmistir.

- Karbon monoksitin oksidasyonu ve
indirgenmesiyle iligkili proteinlerin varligi
metabolik cesitliligi desteklemistir.

> W 2 .@O

W 2 ; .
Opa NaPC psp T Sae ¥ o o @ o® Q@g"}\%
SusD 1
o L. 1 ——
2 em
GinA  GinB CO dehydrogenase ioferriti Ptol
p Bacterioferritin
GInB (aerobic-type) Cep
Glycolysis/ CO dehydrogenase  —__{e —— g:zzg'gl'g;‘ co, -
Gluconeogenesis —
factors Tu
CO dehyd - .c :
1 2345 ehydrogenase ~ EF1, GTPase ! Cold
it shock
3 - — -
L Ribosomal proteins Mer Hup
6 C“f:;; o Mo = e DO RNase MtrA MtrH
aci
0 cycle i GroEL GroES MGG N McrA McrB McrG
chaperones RNA polymerase 1 ; |
1 |
C02 Housekeeping functions C H4
. Key enzymes
Porins Bog metagenome .
1. 6-Phosphofructokinase
i 2. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Bradyrhizobi
ATP synthase adyrhizobium 3. Acetyl-CoA acetyltransferase
co. 4. NAD-dependent aldehyde dehydrogenases
ABC transporter 2 Greenhouse 5. Phosphoenolpyruvate synthase/pyruvate phosphate
CH, gases dikinase (EMP in Archaea)
6. Pyruvate phosphate dikinase
Other transporter 7. Dihydrodipicolinate synthase

8. Glucose/sorbosone dehydrogenase
9. Acetoacetate decarboxylase
10. Pyruvate/2-oxoglutarate dehydrogenase
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Metagenomik ve Metaproteomik
Yaklasimin Cevresel Etkiler:

- Birlikte kullanilan bu iki omik yaklasimi, mikrobiyal topluluklarda “kim” ve
“nasil” sorularini acikliga kavusturur.
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- Bu entegre analiz, cevresel degisimlere verilen mikrobiyal tepkilerin
ongorilmesine katki saglar.

- Permafrost erimesi durumunda artan organik karbon respirasyonunun CO-
salinimini ytikseltebilecegi aciktir.

- Aym sekilde metanojen aktivitesinin artmasiyla CH4 salinim potansiyelinin
belirgin bicimde ylikseldigi goriilmektedir.
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Chemotaxis proteins

Interaktom
Kavramina Giris

. Interaktom, bir hiicre icindeki
makromolekiiller arasinda gerceklesen tiim
etkilesimlerin olusturdugu biitini ifade
eder.

Flagellar/motility
@ WMCP proteins
Mot motility related
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- Bu terim 1ilk olarak sadece protein—protein
etkilesimlerini tanimlamak i¢cin
kullanilmastir.

- Ancak daha sonra protein—RNA gibi farkl
makromolekiil siniflar1 arasindaki
etkilesimleri de kapsayacak sekilde
genigletilmigtir.
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- Interaktomlar genellikle diigiimlerin
proteinleri ve baglantilarin etkilesimleri
temsil ettigl ag semalariyla gosterilir. ®)
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Interaktomlarin
(Gorsellestirilmesi ve

Ornek

- Tiim hiicre interaktomlarinin semalar: (a)
oldukca karmasik olabilir.

Chemotaxis proteins
Flagellar/motility

@ WMCP proteins
Mot motility related
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- Bu nedenle daha odakli interaktomlarin
incelenmesi 6gretici sonuclar verir.

- Campylobacter jejuni’nin hareketliligine
1ligkin protein ag1 buna bir 6rnek olarak
gosterilebilir.

- Bu ag, kemotaksi sisteminin 1yi bilinen
bilesenleri ile bunlarla etkilesen diger
proteinlerin temel etkilesimlerini gosterir.
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Metabolomik Kavramina Giris

- Metabolom, bir organizmanin tirettigi tiim metabolik ara tiriinleri ve kiiclik
molekiilleri kapsar.

- Metabolom, organizmanin genomunda kodlanan enzimatik yollarin bir
yansimasidir.

- Gen ve protein diizeyindeki bilgiler belirli yollarin potansiyel olarak aktif
oldugunu distiindiirirken metabolomik veriler bu tepkimelerin gercekten
gerceklestigini dogrular.

- Bu nedenle metabolomik analizler hiicrenin belirli bir fizyolojik durumdaki
metabolik etkinligini dogrudan ortaya koyar.
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Metabolomik Tekniklerde Gelismeler
ve NIMS Yontemi

- Metabolomikler, hiicrelerdeki kiiciik Laser , S
metabolitlerin kimyasal cesitliligi nedeniyle %, S
diger omik alanlara kiyasla daha yavas
gelismistir.
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- 13C-glukozla isaretlenmis hiicre
ekstraktlarinin NMR analizi duyarhilik ve
eszamanl tespit kapasitesi bakimindan
simirl kalmastir.

- MALDI-TOF kullanilabilir olsa da NIMS, BRI e e T e _L___
ozel 6rnek hazirligi gerektirmeden biyolojik o
orneklerin dogrudan analizine imkan
taniyan daha uygun bir tekniktir.

Gary Siuzdak, Scripps Center for Metabolomics

Porous silicon surface coated
with a Teflon-like polymer
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- NIMS, diisiik konsantrasyonlardaki kiiclik
metabolitlerin dogru tanimlanmasini ve doku
goriintilemede daha ylksek uzaysal
cozunirlik elde edilmesini saglar.
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NIMS’in Teknik Usttinliikleri

- NIMS’te lazerle iyonizasyon
gerceklestirilir ancak silikon kaplh ylizey,
MALDI-TOF’taki matris kaynakli arka

plan girisimini ortadan kaldirir.

Propafenone
(650 yoctomoles)

- Bu 6zellik, yapisal olarak benzer
karbonhidratlar veya steroidler gibi zor
tanimlanan molekiillerin tespitini

kolaylastirir. = = ‘
- Teknik, disiik bollukta bulunan " o e Sy .th.._

metabolitlerin giivenilir bicimde Porous silicon surface coated
. . with a Teflon-like polymer
tanimlanmasini mumkun kilar.

Gary Siuzdak, Scripps Center for Metabolomics

m/z 900

- NIMS'’in yliksek duyarliligi sayesinde, tek
bir kalp hiicresinde yoctomol diizeyinde
propafenon tespit edilebilmektedir.
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Bitki Biyokimyasini Anlamada
Metabolomik Yaklasim

- Metabolom analizinin bitki biyokimyasini anlamada ¢ok degerli oldugu
goruliir ¢ciink bitkiler diger canli tiirlerinden daha fazla sayida, birkac bin
metabolit tretir.
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- Bu metabolitlerin énemli bir boliimi aroma, tat, alkaloid ve pigment gibi
ticari degeri yiikksek sekonder metabolitlerdir.

- Model bitki Arabidopsis lizerinde yapilan metabolomik calismalarda
yuzlerce metabolitin seviyesi izlenmis ve sicaklik degisimlerine bagli olarak
pek cok metabolitte belirgin dalgalanmalar gozlenmistir.

- Bu sonuclar, iklim degisikliginin bitki metabolizmasini 6nemli 6lc¢iide
degistirebilecegine isaret etmektedir.
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Ekstrem Ortamlarda Mikrobiyal
Metabolomik

- Metabolomik analizler, mikrobiyal kiiltiirlerin yani sira dogal mikrobiyal
topluluklar tizerinde de uygulanabilir.
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- Kuzey Kaliforniya’daki terk edilmis bir maden sahasindan akan, asir1 asidik
(pH ~0.9) ve agir metalce zengin sularda biiyliyen basit bir mikrobiyal
biyofilmde 3500’den fazla farkli metabolit tespit edilmistir.

- Bu metabolitlerin bircogunun ortamin yliksek ozmotik baskisi ve diger
zorlayici kosullariyla basa ¢cikmak icin iiretilen ozmolitler veya koruyucu
molekiiller oldugu distinilmustir.

- Bu bulgular, ekstrem cevrelerde yasayan mikroorganizmalarin metabolik
esnekliklerini ve adaptif yanitlarini daha iy1 anlamay: saglar.
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Metab 010 mlk ve i Metab°'°i\ Microbes

Highest
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Insan Mikrobiyomu

- Metabolomik, insan mikrobiyomunun
karakterize edilmesinde de 6nemli bir Female -
arac olarak kullanilmaktadir.

- Der1 epiteli yalnizca insan hiicrelerinden
degil, ayni1 zamanda epitelyal saghga

katki veren mikroorganizmalardan da = Q
olustugu icin hem konak hiicrelerine hem %

Lowest

Highest
(= fi

mikroplara hem de kigisel hijyen
urinlerine ait metabolitler birlikte
bulunur.
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Metab 010 mlk ve i Metab°'°i\ Microbes

Highest

Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

B

[an)

4
[}
[©)
£~

[an)

3
=
10
i
W
&
w0
o
@)
oy
an
S~
=]
e
~
O
g

Insan Mikrobiyomu

- Yandaki figiir, 1ki insan denegin
derisinde metabolit desenlerini ve Female -
mikrobiyal cesitliligi insan viicudunun g
boyutlu topografik bir 1s1 haritasi
uzerinde eszamanli olarak
gostermektedir.

- Bu tiir calismalarin hedeflerinden biri, ,
belirli metabolitlerin belirli mikrobiyal

Lowest

Highest
(= fi

tirlerle iligkili olup olmadigini ortaya
koymaktir.
Male -

—
=
(=
o
o0
(1]
—
[
s
ra)
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Pieter Dorestein

Bektas Tepe
gezimania_tr



Der1 Mikrobiyomunda
Metabolit ve I
Mikroorganizma Cesitliligi

Metabolomics Microbes

Highest
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- Yandaki omik analiz, daha onceki
calismalardan bilinen bircok deri Female -
mikroorganizmasinin yine tespit
edildigini géstermistir.

- Insan hucreler: tarafindan tretilen

triacilgliserit ve diacilgliserit gibi yaygin =
bilesikler kolayca belirlenirken, bu %

Lowest

Highest
[ fi

bilesiklerin mikrobiyal islenmesiyle
olusan cesitli metabolitler de
saptanmistir.

Male -
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Der1 Mikrobiyomunda
Metabolit ve

Mikroorganizma Cesitliligi

- Viicudun belirli bélgelerindeki metabolit
cesitliligi mikrobiyal cesitlilikle 1y1 bir

korelasyon gostermemisgtir.

- Bulgular, deri metabolomunun

karmasikliginin mikrobiyal profilden
daha ytiksek oldugunu ve her bir tiirin
muhtemelen birkac farkli metabolit

urettigini distindirmektedir.

Metabolomics

Female -

’
1
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Microbes

Highest

Lowest

Highest
[ fi
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Kisisel Hijyen Uriinlerinin Etkisi

- Calismanin dikkat cekici bulgularindan biri, insan derisindeki
metabolitlerin biiylik béliimiiniin kisisel hijyen tiriinlerinden
kaynaklandiginin ortaya konmasidair.

- Bu gozlem, derinin kimyasal bilesiminin yalnizca biyolojik stireclerle degil,
glinliik yasam aliskanliklariyla da gticli bir sekilde sekillendigini gosterir.

- Metabolomik, bu etkilesimleri inceleyerek deri sagliginin ya da hastalik
durumunun gelecekte daha dogru degerlendirilmesine katkida bulunabilir.

- Bu kapsamda, omik veriler klinisyenlere ve mikrobiyologlara deri ekolojisini
daha iyi anlama imkani sunar.
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° ° () ° ° §§
Sistem Biyolojisine Gecis
§
fp— - Boliim boyunca omikleri genellikle Integrated
.3 birbirinden ayr: araclar olarak ele * biological
e aldiktan sonra, simdi bu verileri system
(o= birlestirerek tum organizmay: anlamayi
.a hedefleyen sistem biyolojisine yonelelim. B P
: : . . bsyst b
s - Sistem biyolojisinin temel stratejisi, SERSEEIE sbsysiems
(qw organizmanin yalnizca omik dncesi
== donem gozlemlerinden ¢ikarilamayan
- davramf veya Ozelliklerini 6ngoren — . .
| kapsamli modeller olusturmaktir. egulatory networks Metabolic pathways
i - Bu yeni davranis ya da ozellikler .
on organizmanin “ortaya cikan ozellikler1” _
(emergent properties) olarak adlandirilir. Genome Transcriptome Proteome Metabolome
A - Yandaki figiir, farkli omik veri setlerinin

biitiinlestirilmesiyle anlaml biyolojik
modellerin elde edilmesini hedefleyen bu
yaklasimi 6zetlemektedir.
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Tek Hucre

IR )

Genomigine Giris

- Metagenomikte oldugu gibi cevresel DNA'nin
blitiint 1ncelenebilse de, tek bir hiicrenin
genomunun dizilenmesi de miimkiindir ve bu
teknik tek hiicre genomigi (SCG) olarak
adlandirilir.

- Bu yaklasim, cok kiiclik miktarlardaki
DNA'nin ¢ogaltilabilmesi sayesinde
uygulanabilir hale gelmistir.

- Tek hiicre genomigi, dogal mikrobiyal
topluluklarda bulunan mikroorganizmalarin
metabolik potansiyelini anlamada kritik bir
aractir.

- Genom dizilemenin yani sira, tek hiicre
seviyesinde transkriptom ve proteom

analizleri de yapilabilir.
Bektas Tepe
gezimania_tr

Environmental sample

Capture single cell
(see Figure 9.34).

Protein

DNA RNA

Lyse cell and isolate proteins,
mRNA, and genome.

4]

Proteins f @ =

& ]
I Amplify genome by MDA. I

Fluorescence ‘ RNA-Seq or
anah‘lseg % ampliﬁcation

l Sequence genome

- Transcriptomics
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Hiicre Izolasyonu:
Mikrodroplet ve FACS Yontemler:

- Tek hiicre genomigi i¢in hiicre 1zolasyonu

zorunludur ve bunun i¢cin mikrowell
diliisyonlari, kapsiilleme ve floresanla
aktive hiicre siralamasi (FACS) gibi
fiziksel yontemler kullanilir.

- Kapsiilleme tekniginde 6rnek seyreltilip

steril yag icinde mikrodamlaciklar
olusturulur ve damlaciklarin yaklasik
%30’u yalnizca hiicre icerir.

- Damlacik kapsiilleme FACS ile
birlestirildiginde, ici bos damlaciklar optik

olarak tespit edilip elenebilir.

- Bu yontemin, tek virionlarin omik
analizleri 1¢in 1zole edilmesinde de etkili

oldugu gosterilmistir.

Dilute and distribute About 30% of wells

to microwells.

/'\ Cell 1 Cgll 2
: “ L
& \ /

Wells containing cells

,‘/ Cell 1 DNA Cell 2 DNA
s —_—
/ Process single cells for DNA

and amplify DNA by MDA.
Sequence l

Sequence l

-TACCTACGAAA- T

Sequence analyses

Sample

Bektas Tepe
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contain a single cell.
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Tek Hucre DNA’sinin Dizilenmesi ve
Zorluklar

- Tek hiicreden DNA dizilemesi, polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) 6zel
bir varyanti olan multiple displacement amplification (¢coklu yer degistirme
amplifikasyonu) (MDA) ile gerceklestirilir.
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- MDA, tek bir bakteriyel hiicredeki femtogram diizeyindeki DNA’y1 dizileme
1cin gereken mikrogram diizeylerine kadar milyar kat cogaltir.

- Ancak MDA’nin yiiksek duyarliligi nedeniyle kontaminasyon buytik bir
sorundur ve hem o6rnekten hem laboratuvar malzemelerinden gelen DNA
ciddi sorunlara yol acabilir.

- Kontaminasyon kontrol edilmezse, genom montaji ve sonraki analizler
onemli 6l¢tide bozulur.
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Tek Hucre RNA ve Protein Analizler:

- Tek bir hiicrenin genomu yaninda RNA’s1 da RNA-Seq kullanilarak analiz
edilebilir ve bunun icin RNA 6nce modifiye PCR yontemleriyle cDNA’ya
donugtirilir.

- Tek hiicre proteom analizleri, niikleik asit calismalarindan daha zorludur
cinki proteinde amplifikasyon yapilmaz.

- Yine de son derece duyarh floresans yontemleri tek hiicre proteomunu
incelemek icin kullanilabilir.

- Bu analizler, bir mikrobiyal ekosistemdeki tek bir hiicrenin fonksiyonel
roliintin ¢cok katmanli bir omik yaklasimla degerlendirilmesini saglar.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Tek Hiicre Omikleri 1le Biyolojik
Bilgiy1 Hiicre Diizeyinde Anlamak

- Tek hiicre omikleri, bir organizmanin biyolojisine ait bircok 6zelligi hiicre
popilasyonlar: izerinden degil, dogrudan tek bir hiicreden elde etmeye
olanak saglar.
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- SCG kullanilarak bir cevredeki metabolik genler yalnizca tanimlanmakla
kalmaz, ayni zamanda bu genlerin hangi tiirlere ait oldugu da belirlenir.

- Bu yaklasim, hangi organizmanin hangi besin maddesini parcaladigini
ortaya koyarak cevresel slireclerdeki gérev dagilimini netlestirir.

. Ornegin, kirlenmis ortamlardaki hidrokarbonlarin bakteriler tarafindan
nasil parcalandigi tek hiicreli genomik analizlerle daha iy1 anlasilmigtir.
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Plazmid ve Viruslerin Dogru Konaga
Atanmasi

- Tek hiicre genomunun dizilenmesi sayesinde bir plazmidin ya da viriisiin
hangi konaga ait oldugu dogru bicimde belirlenebilir.
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- Bu yontem, karmasik cevresel orneklerde genetik elemanlarin dogru
organizmalarla eglestirilmesini miimkiin kilar.

- Boylece cevresel mikrobiyal etkilesimlerin daha dogru ¢oziimlenmesi
saglanir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Mikrobiyal Dark Matter'in
(Karanlhik Madde) Aydinlatilmasi

- SCG, 16S rRNA taramalarinda tespit edilen fakat laboratuvarda hentiz
kulture alinamayan Bacteria ve Archaea aday filalarinin genomlarini
incelemek icin de kullanilmaistir.
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- Bu kiltire alinmamis mikroorganizmalar mikrobiyal “dark matter” olarak
adlandirilir.

- Bir calismada, dokuz farkl cevreden alinan 200’den fazla kiiltiire alinmamis
hiicre SCG 1le analiz edilmistir.
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Dark Matter Bulgularinin Carpici
Sonuclari

- Bulgular, bazi1 Archaea RNA polimeraz sigma faktorlerinin bakteriyel sigma
faktorlerine benzedigini gostermistir.
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- Bazi stop kodonlarinin yeniden tanimlanarak gercek tRNA’lar1 kodladig:
ortaya cikmistir.

- Baz1 bakteriyel hiicrelerin genomlarinda daha once yalnizca okaryotlarda
goriilen bir oksidorediiktazin yer aldigi belirlenmistir.
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Archaea’da Beklenmedik Evrimsel
Ozellikler

- Bazi1 Archaea genomlarinin bakteri-benzeri bir stringent response (siki
yanit) sistemine sahip oldugu bulunmustur.
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- Ayrica baz1 Archaea’da, normalde yalnizca Bacteria’ya 6zgil olan
peptidoglikan sentezinde gorev alan bir enzimin tiretildigi anlasilmistir.

- Bu sonuclar, Archaea ve Bacteria arasindaki evrimsel sinirlarin
distindiigiimiizden daha esnek olabilecegini gostermektedir.
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Tek Hucre Genomiginde Serendipite
(Tesadufl Kesif) ve Yen1 Ufuklar

- SCG, baslangicta hiicre popiilasyonlarini incelemek i¢in tasarlanan
yontemlerm tek bir hiicrenin biyolojisini inceleyecek bicimde
gelistirilmesiyle ortaya cikan bir “serendipite (tesadiifi kesif)” 6rnegidir.
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- Bu teknik, tek hiicre diizeyinde daha 6nce miimkiin olmayan biyolojik
ayrintilar: aciga ¢cikarmaistir.

- SCG, tim kiltiire alinmis Bacteria ve Archaea tip suslarinin genomlarini
arsivlemeyl amaclayan Earth Microbiome Project (Diinya Mikrobiyom
Projesi) calismalarini tamamlayici bir yapi sunar.
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Dark Matter Tirlerinin Arsive Dahil
Edilmesi

- Mikrobiyal dark matter icinde yer alan tiirler icin SCG, bu tiirlerin genom
arsivlerine dahil edilmesi i¢in 6nemli bir aractir.
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- Ayn1 zamanda bu yontem, s6z konusu organizmalarin gelecekte
laboratuvarda kiultiire alinmasini kolaylastiracak ipuclari saglar.
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Mycobacterium tuberculosis:
Omik Yaklasimlarin Entegrasyonu

- Mycobacterium tuberculosis, diinya niifusunun tcte birini enfekte eden ve
her yil yaklasik 2 milyon kisinin 6liimiine neden olan bir patojendir.
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- Bu bakteri, ¢coklu 1la¢ direncine sahip olmasi ve stres altinda kisa siireli
uyku durumuna girebilmesiyle tedavi edilmesi zor bir yapiya sahiptir.

- Bu nedenle yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi kritik bir gereksinimdir.
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M. tuberculosis'in Hipoksiye Uyumu
ve Sistem Biyolojisi Yaklasima

- Arastirmalar, M. tuberculosis’in hiicre ici bir patojen olarak konak
hiicrelerde olusan oksijen yetersizligine (hipoksi) nasil uyum sagladigini
anlamaya odaklanmigtir.
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- Sistem biyolojisi yaklasimi ile hem hiicresel yanitlar hem de olasi yeni ilag
hedefleri belirlenmeye calisilmaktadir.
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Dual RNA-Seq 1le Patojen ve Konak
Tepkilerinin Eszamanl Analizi

- RNA-Seq, bir organizmanin tiim ifade profilini ortaya cikarirken dual RNA-
Seq teknigi hem patojenin hem de konagin transkriptomlarini ayni anda
incelemeye olanak saglar.
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- Bu yaklasim, enfeksiyon slirecinde her iki tarafin nasil tepki verdiginin
anlasilmasinda biiytik katk: sunar.

- Bu teknik ozellikle M. tuberculosis’in konak savunmasindan nasil kactiginmi
anlamada degerlidir.
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Gen Ifade Modelleri ve Besin
Kullanimi

- Dual RNA-Seq verileri i1le 600’den fazla ifade deneyinin entegrasyonu
sonucunda gen ifade modelleri olusturulmustur.
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- Bu modeller, fagosite edilen M. tuberculosis hiicrelerinin birincil enerji
kaynaginin konak kolesterolii oldugunu gostermistir.

- Ayrica konak tarafindan liretilen aspartatin bakteriye hem azot kaynag
sagladigr hem de makrofajlarin tirettigi reaktif oksijen tiirlerine karsi
koruma sundugu belirlenmistir.
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ChIP-Seq 1le Diizenleyici Aglarin
Ortaya Cikarilmasi

- Arastirmalar, transkriptom verilerini diger omik verilerle, 6zellikle de ChIP-
Seq analizleriyle birlestirmistir.
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- ChIP-Seq, DNA’ya baglanan 6zgiil proteinlerin antikorlar kullanilarak izole
edilmesi ve baglandiklar1 DNA bolgelerinin dizilenmesi esasina dayanair.

- Bu yontemle M. tuberculosis patogenezine kritik katki saglayan bircok
transkripsiyon faktori ve diizenleyici ag tanimlanmaistir.
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M. tuberculosis’'te Diuizenleyici
Faktorler ve Dormansi Kontroli
§
T - Calismalar, LexA'nin DNA hasar yanitiyla iligkili bazi genleri diizenledigini
O gOstermistir.
(o=
=D - Ayrica DevR regulonunun M. tuberculosis’in dormansiye giris siirecini
(o= kontrol ettigi belirlenmistir.
m Known DevR Data from other
> Regulon experiments
[ =
e
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Mutant Taramalar: ile Yeni Ilac
Hedeflerinin Kesfi

- 1000’den fazla M. tuberculosis mutantinin taranmasi sonucunda olas1 yeni
1lac hedefleri belirlenmisgtir.
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- Bu analiz, daha 6nce tanimlanmamis 18 genin bakterinin persistanlik
(kalicilik) yanitiyla iligkili oldugunu gostermistir.

- Bu bulgular, omik verilerin mutant analizleriyle birlestirilmesinin
patojenite ile iligkili 6nemli genlerin tanimlanmasinda giicli bir yaklagim
oldugunu kanitlamaktadir.
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M. tuberculosis’in Hipoks1 Yanitinda
Proteomik Yaklasimlar

- Proteomik analizler, M. tuberculosis’in hipoksiye yanitinda gerekli olan
proteinleri tanimlamig ve beklendigi gibi siiperoksit dismutaz gibi reaktif
oksijen tiirleriyle savasan proteinleri ortaya koymustur.
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- Ayrica, toksin—antitoksin sistemleri ile bakteriye 6zgi lipoproteinlerin
biyosentezine katilan proteinlerin de bu siirecte tespit edildigi goriilmustir.

- M. tuberculosis anaerobik solunuma gectiginde enerji metabolizmasini
sturdirebilmek i¢in nitrat ve nitrit tasiyicilarinin Gretimi artmistir.

- Bunun yaninda, N-terminali “Pro-Glu/Pro-Pro-Glu” dizisi iceren en az 160
farkh karakterize edilmemis proteinin varlig: belirlenmis ve bu diziyi
hedefleyen ilaclarin potansiyel tedavi secenekleri olabilecegi 6ne
surdlmiustir.
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Tuberkiilozda Interaktom Haritalamasi
ve Kolektif Bilimsel Calismalar

- Internet tabanli bagis toplama ve sosyal medya,
yeni tiiberkiiloz ilaclarinin kegfi icin
arastirmacilari bir araya getiren Connect to
Decode girisimiyle birlestirilmistir.
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- Bu girisime katilan 800’den fazla arastirmaci, M.
tuberculosis’in tim interaktomunu haritalamay:
hedefleyerek 10.000’den fazla deneysel veri setini
analiz etmigstir.

- Yapilan analizler sonucunda, genomdaki
proteinlerin %87’s1 iglevsel olarak aciklanmais olup
bu oran orijinal genom dizisindeki %52’11k
aciklanmaya kiyasla biliytik bir gelismedir.
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- Calismanin bir ¢iktisi olarak, 1400’den fazla
proteinin 2500’den fazla fonksiyonel 1ligki ile
baglandigi tam bir interaktom haritasi

olusturulmustur.
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Yeni Ila¢c Hedeflerinin Belirlenmesi

- Connect to Decode girisimi kapsaminda simdiye kadar 17 potansiyel 1lac
hedefil ve bu hedeflerin interaktomlari tanimlanmistir.

- Bu hedef proteinlerin, insan proteinleriyle veya insan agiz ve
gastrointestinal mikrobiyomu proteinleriyle benzerlik géstermemesi yan
etki riskini azaltan 6nemli bir 6zellik olarak degerlendirilmektedir.

- Bu durum, tiiberkiiloz i¢cin daha glivenli ve hedefe yonelik ila¢ gelistirme
1thtimalini giiclendirmektedir.
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M. tuberculosis Metabolomiginde
Lipit Cesitliligl
- Metabolomik calismalar heniliz erken agsamada olsa da viriilan ve attentie

Mycobacterium suslarinin karsilagtirilmasi 1000’den fazla farkh lipidin
varligini ortaya koymustur.
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- Bu lipitlerin cogu M. tuberculosis’e 6zgl lipoproteinler olup bakterinin
biyolojisi acisindan kritik 6neme sahiptir.

- Bu nedenle, M. tuberculosis’in lipit metabolizmasina ait proteomun
tiberkiiloz tedavisi icin ¢ok sayida potansiyel hedef icerdigi
distinilmektedir.
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M. tuberculosis Sekretomu ve Tanisal
Biyobelirtecler

- Bakterinin salgiladig1 metabolitlerin envanteri olan sekretom profilinin
cikarilmasi, 6zellikle viriilan suslara 6zgii molekiillerin tanimlanmasini
saglamigtir.
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- Bu molekiillerden biri olan 1-tuberculosinyladenosine adli modifiye
nikleotidin, M. tuberculosis ile enfekte insanlarda idrarda bulundugu
gosterilmigstir.

- Bu kesif, omik yaklasimlarin patojeni belirli bir molekiile baglama gilicltini
ortaya koymakta ve klinik tanida kullanilabilecek yeni hastalik belirtecleri
saglamaktadir.
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- Eger bu modifiye niikleotid bakterinin yasami i¢in zorunluysa, onun
sentezini ya da islevini bozan ilaclar potansiyel anti-tiiberkiiloz tedavileri
arasinda olabilir.
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Insan Genomu ve Sistem
Biyolojisinin Rolu

- 2003 yilinda 3 milyar baz cifti iceren insan genom dizisi tamamlanmig ve
uluslararasi bir calismayla kamuya acilmistir.
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- Basglangicta yaklasik 100.000 protein kodlayan gen oldugu diisiiniilse de
glincel bilgi 1le bu sayinin 20.000 civarinda oldugu anlasilmigstir.

- Genomda proteini kodlayan kisimlarin ¢ok daha az yer kaplamasi, geri
kalan DNA’nin gorevine iliskin temel sorular: ortaya cikarmistir.

- Sistem biyolojisi yaklasimi, genomun biiylik kisminin “¢c6p DNA” olmadigini
gostererek bu bolgelerin 6nemli iglevlere sahip oldugunu ortaya koymustur.
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ENCODE Projesi ve Insan
Genomunun Islevsel Elemanlar:

- ENCODE projesi, insan genomundaki islevsel elemanlari tanimlamayi
amaclayan uluslararasi bir girisimdir.
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- Bu proje kapsaminda RNA ekspresyonu 6lciilmekte, DNA ve RNA 1ile
etkilesen proteinler belirlenmekte ve farkli kogullarda epigenetik
etkilesimleri anlamak icin DNA metilasyonu incelenmektedir.

- Simdiye kadar elde edilen bulgular, insan genomunun %80’inin en az bir
hiicre tipinde islevsel oldugunu gostermistir.

- Protein kodlamayan bu DNA bélgeleri, gen aktivitesini etkileyen protein
baglanma bolgeleri, gen susturulmasina yol acan kimyasal modifikasyon
bolgeleri veya diizenleyici RNA’larin kaynagi olarak gorev yapmaktadir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



ENCODE Bulgularinin Hastalik ve
Tani1 Acisindan Onemi

- ENCODE deneyleri, farkl kisilerde ayni genin hafif dizisel varyasyonlarini
ortaya koyarak bu varyasyonlarin belirli genetik hastaliklarla iligkisini
aydinlatmastir.
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- Bu bulgular, insan DNA’sinin nasil ¢calistigina dair derin bir anlayis
sunmakta ve tanisal tipta pratik uygulamalar tiretmeye baslamistir.

- Boylece sistem biyolojisi, genomun karmasik diizenleyici yapisini anlamaya
yonelik 6nemli katkilar saglamigs ve biyomedikal arastirmalara yeni
perspektifler kazandirmisgtir.
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Genomik Cag ve Saghk
Uygulamalar:

- Yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelismesiyle insan genomunu dizileme
maliyeti 1000 dolarin altina diismiis ve ¢ok biliyiik miktarda genom verisi
uretilmigtir.
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- Farkli kitalardan 2500’den fazla kisinin genomlarinin karsilastirilmasiyla
88 milyondan fazla varyasyon bolgesi tanimlanmistir.

- Bu genomik varyantlar tek niikleotid degisiklikleri, insersiyon ve
delesyonlar i1le yeniden diizenlenmelerden olusur ve bunlarin hastalikla
1ligkisi her birey icin farkli sonuclar dogurabilir.

- Genomik varyantlarin hastalik riskine nasil katki verdigini anlamak,
tanilarin gelistirilmesi, tedavilerin 1yilestirilmesi ve hastaliklarin énlenmesi
1cin 6nemli bir temel saglar.
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Kanser Genomigi ve Kisisel Risk
Degerlendirmesi

- Genomik cagin sagladigi ilerlemeler, timor
genomlarinin rutin olarak dizilenmesine
olanak tanimig ve bu veriler Kanser Genom
Atlas icinde toplanmistir.
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- Analizler her kanser tiiriiniin kendine 6zgi
somatik mutasyon kombinasyonlarina sahip
oldugunu gostermistir.
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Kanser Genomigi ve Kisisel Risk
Degerlendirmesi

- Yandaki figlir, metastatik bir meme kanseri
ornegindeki kopya sayisi degisimlerini ve
genomik yeniden diizenlemeleri
gostermektedir.
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- Bireyler belirli gen bolgeleri dizilenerek
genotiplendirilebilir ve BRCA1 ile BRCA2
gibi timor baskilayici genlerdeki
mutasyonlar meme kanseri riskinin artip
artmadigini belirlemeye yardimeci olur.

=)
(=)
i
(= -]
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Ryan Hartmaier and Adrian Lee, University of Pittsburgh Cancer Center

}—l
Op
NN

Bektas Tepe
gezimania_tr



Omics Yaklasimlar: ve
Kisisellestirilmis Tip

- Genomik, transkriptomik, proteomik, metabolomik ve farmakogenomik
veriler birlestirilerek normal ve hastalik durumlarinin birlikte
degerlendirildigi kigisellestirilmis tip anlayisi gelismigtir.
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- Kigisellestirilmis tibbin i1lk adimi, bireyin farkli omics katmanlarini bir
araya getiren biitiinlesik bir Personal Omics Profile GPOP) (Kisisel Omik
Profili) olusturulmasidir.

- Bu profilin saglikli ve hastalik durumlari boyunca izlenmesi, tibbi risklerin
degerlendirilmesi ve tani ile tedavinin yonlendirilmesine katki saglar.

- 1IPOP uygulamalari, hastalik stireclerini molekiiler diizeyde takip etmeye
olanak saglayarak modern tibbin kapsamini genisletmektedir.
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Genomik Devrimin Mikroorganizma
Bilimine Etkisi
- Genomik cag, mikrobiyolojiyl ve genel biyolojiyi koklii bir bicimde

donistirmus ve daha once yanitlanmasi gii¢c pek cok bilimsel sorunun ele
alinmasini mimkin kilmistir.
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- Bu boliimde sunulan 6érnekler, omics yaklasimlarinin sundugu olanaklarin
yalnizca ytizeyine deginildigini géstermektedir.

- Omics alanindaki bliyiik sicramalar genellikle yeni bir teknolojik gelismeyle
ortaya ciktigindan, gelecekte cok daha kapsaml ilerlemelerin beklenmesi
dogaldir.

- Bir sonraki béliimde genomik tema siirdiiriilerek odak hiicrelerden viriislere
kaydirilacak ve Diinya’daki en bol ve genetik acidan en cesith
mikroorganizmalari ele alinacaktir.
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