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MIKROBIYAL SISTEMATIKTE MOLEKULER
TANIMLAMA YONTEMLERI

Oznur BILGIN", Fadime OZDEMIR KOCAK "

Mikrobiyal Sistematik

Canlilarin siniflandirilmasi, insanlik tarihi kadar eski olmasiyla birlik-
te bilimsel bir yaklasim kazanmasi1 Darwin’inevrim teorisinden sonra ger-
ceklesmis ve canli organizmalar filogenetik olarak, evrimsel gelismelerine
gore smiflandirilmaya baglanmistir. 18. yiizyilda Isvegli doga bilimei Lin-
naeus tarafindan popiiler hale getirilen Latin binomlar1 (ikili adlandirma),
biyoloji genelinde istikrarli, agik ve akilda kalici bir isimlendirme sistemi
saglama konusunda halen gecerliligini korumaktadir. Fakat mikrobiyal
diinyanin araliksiz ve giderek daha derinlemesine arastirilmasi ve analizi,
Archaea ve Bacteria i¢in ¢ok sayida yeni isme ihtiya¢ duyulmasina neden
olmustur. Bu tiir adlarin manuel olarak olusturulmasi hala zor ve yavastir
ve genellikle uzman odakli terminoloji kalite kontroliine dayanmaktadir.
Sistematik, Yunanca ‘’systématikos” ‘’diizenleme” kelimesinden koken
almaktadir (44).

Sistematik, gegmiste yagamis ve gilinlimiizde yasayan canlilarin gesit-
lenmelerini, evrimlerini ve canlilarin zaman igindeki iliskilerini inceleyen,
organizma ¢esitliliginin bilimidir. Bu alan, canlilar i¢in bilimsel adlandir-
malari, siniflandirmalari ve tanimlanmalari i¢in gerekli ¢alismalar1 yapar.
Bakteriyel sistematik ise mikroorganizmalarin taksonomik pozisyonlari-
n1 belirlemek amaciyla, genetik 6zellikleri ile fenotipik karakterizasyon-
lari1 yapmak i¢in ¢ok farkli disiplinleri kullanan bir bilim dalidir. Yeni
prokaryotik taksonlari tanimlama, smiflandirma ve adlandirma disiplini
olan prokaryotik sistematik, tarimsal, ekolojik, endiistriyel, tibbi ve ve-
terinerlik acisindan 6nem tagiyan tiim mikrobiyolojik arastirmalara temel
saglamaktadir. Morfolojik, biyokimyasal ve kemotaksonomik karakteri-
zasyon, DNA-DNA hibridizasyonu (DDH) ve 16S rRNA gen dizisindeki
varyasyonun filogenetik analizini i¢eren ¢ok fazli taksonomi, son on yilda
tiim genom dizilimi uygun maliyetli hale gelene kadar prokaryotik siste-
matiginde altin standardi olmustur (40). Son yillarda 6zellikle dizileme
analizleri ve biyoinformatik alanindaki gelismeler mikrobiyal sistematik
alaninda ¢1g1ir agmugtir. Tiim genom analizleri ile dijital homoloji donemi-
ne gecilmis ve yeni tiirlerin tanimlanmasinda kullanilan vazgecilmez bir
teknik haline gelmistir. Bir prokaryotik organizmanin taksonomik yerini
belirleyebilmek amaciyla giivenilir bir ¢alismada mutlaka polifazik bir
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yaklagimin uygulanmasi1 gerekmektedir. Polifazik taksonomi olarak isim-
lendirilen ¢ok sayida farkli teknigin kullanilmasima dayanan ve niimerik,
kemotaksonomi ve molekiiler taksonomi olarak ayrilan yontemler biitlinii
benimsenmistir (40).

Molekiiler sistematik, organizmalar arasindaki genetik yapilar1 ve
farkliliklar1 agiklamakta, ayrica evrimsel siireglerin ve tiirler arasindaki
genetik yapilarin tahmini i¢in istatiksel veriler de saglamaktadir.

Molekiiler Tanimlama Yontemleri

Teknolojinin ilerlemesi ile farklt molekiiler tekniklerin gelismesi sa-
yesinde molekiiler tanimlama yontemleri 6zellikle mikrobiyoloji alanina
onemli yenilikler ve kolayliklar saglamistir. Ozellikle son otuz yilda mo-
lekiiler caligmalardaki gelismeler, mikroorganizmalarin tanimlanmasinda
16S rRNA gen bolgesi dizi analizlerinden tiim genom dizileme analizleri-
nin kullanimina olanak saglamustir.

16S rRNA Gen Dizisi Analizleri

Prokaryotlarda ribozomal RNA (rRNA) molekiilleri biiyiikliiklerine
gore 58S, 16S ve 23S’tir. Bu iic rRNA molekiilii i¢erisinden, 16S ribozo-
mal RNA (rRNA), prokaryotik ribozomun 30S alt biriminde yer alir ve
protein sentezinde gorev aldigi i¢in yliksek oranda korunmustur. Carl Wo-
ese, 1977 yilindan itibaren filogenetik analizler icin 16S rRNA gen dizisi-
nin kullanilmasinda onciiliik etmistir. Bu gen dizisinin ulasilabilir olmasi,
biiytikliiklerinin uygun (-1550 bg) olmasi, genel olarak tiim bakterilerde
bulunmas1 ve mevcut veri tabanlarinda niikleotit dizilerinin bulunmasi
tercih edilme nedenlerindendir. Muhtemel tiirlerin belirlenmesinde (cins
veya aile diizeyinde) 16S rRNA dizi analizleri kullanilmaktadir. Kiiresel
mikrobiyal ¢esitliligin kapsami yogun tartigmalara ve birbirinden oldukca
farkl spekiilasyonlara konu olmaya devam etmektedir. Bu tartisma biiytik
Olciide mevcut tahminlerin ya ampirik dlgeklendirme yasalarina (32), teo-
rik biyogesitlilik modellerine (12), kiiresel ¢esitliligin yalnizca kiiciik bir
kismini kapsayan veri setlerine (30) ya da ¢ogunlukla kiiltiire alinmis veya
Ozellikle tibbi/endiistriyel oneme sahip organizmalari igeren taksonomik
veritabanlarina dayanmaktadir (50). SILVA veri tabanindaki dizi veri is-
tatistiklerine dayanarak birka¢ milyon bakteriyel ve arkel (“prokaryotik™)
organizma oldugunu tahmin etmistir. Genellikle kiiltiire edilebilir mikroor-
ganizmalarin izolasyon ve tanimlamasi yapildig1 i¢in tanimlanan tiir sayisi
oldukga azdir (33). Prokaryotlar, tahminen 2,2-4,3 milyon tiirle dogada bol
miktarda bulunur ve bunlarin yalnizca 21.000°1 karakterize edilmis ve ge-
cerli bir sekilde yaymlanmistir (40). rRNA dizilerini kullanarak yapilan ilk
filogenetik analizde canlilar Eubacteria, Archaebacteria, Eukaryotes sek-
linde gruplandirilmiglardir. 16S rRNA bolgeleri dizilenerek bu dizileme
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sonuglar1 biyoinformatik analizler kullanilarak daha anlamli hale getiril-
mistir.

16S rRNA genleri bakteri tiirleri arasinda korunmus olan bolgelere ek
olarak degisik bakteriler arasinda énemli sekans farkliliklar1 olan 9 adet
bolge (V1-V9) icermektedir (7). Bu bolgeler yiiksek oranda degiskenlik
gosterdigi icin cesitli bakterilerin tanimlanmasinda, siiflandirilmasinda
ve filogenetik analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. 16S rRNA gen
dizilimi, bakteri siniflandirmasi i¢in yararli olmasina ragmen, yakin ilis-
kili tiirleri ¢oziimlemek icin yeterli olmayabilir. Suglarin ayni tiir olarak
kabul edilmesi i¢in 16S rRNA sekanslamasinda %97 veya daha fazla oran-
da benzerlik gostermesi beklenir (33). Geodermatophilaceae familyasi ve
Mycobacterium cinsi i¢indeki cesitli tlirler, 16S rRNA gen sekanslarinda
%99’dan fazla benzerlik gosterebilmektedir. Ayrica, birden fazla bakteri
tiiriinde 16S rRNA geninin yatay transferi rapor edilmistir, bu da tiirlerin
tanimlanmasinda 16S rRNA genindeki varyasyonun dikkatli bir sekilde ele
almmasini gerektirmektedir (2).

[lk olarak, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile genomik DNA’dan
16S rRNA’y1 kodlayan gen bolgesi ¢ogaltilir. Cogaltilan PCR iiriinii San-
ger metodu ile dizilenir. Bu prosediiriin yapilmasi ve ¢aligmasi hizli ve spe-
sifiktir. Dizileme i¢in 16S rRNA’lardaki korunmus dizilere komplementer
(tamamlayic1) PCR primerleri kullanarak, az sayida bulunan materyalden
yiiksek miktarda DNA iiriinii olusturulabilir. Dizileme tamamlandiktan
sonra dizi verileri bilgisayar analizi i¢in hazir hale getirilerek daha 6nce
sekansi yapilmis binlerce spesifik diziyle karsilastirilabilir (7).

16S rRNA gen dizi analizinin amact DNA — RNA ‘nin kimyasal ve
yapisal ozelliklerinin anlagilmasina dayanmaktadir. RNA’lar gérev olarak
proteinleri, farkli enzimleri ve hiicre metabolizmasi i¢in gereken enzimleri
reaktorlere benzer sekilde gorev alarak sentezler. Ayn1 zamanda genetik
kodlar1 agiklayarak bunlarin anlagilmasini saglar (11).

Coklu Lokus Dizileme Analizleri (MLST)

Prokaryotlarn filogenetik iliskilerini belirleyebilmek amaciyla farkli
gen bolgesi dizi analizleri kullanilmaktadir. Tiir diizeyindeki tanimlama-
larda 16S rRNA gen bolgesi yaygin olarak kullanilmasina ragmen bazi
cinslerde ayirt ediciligi neredeyse yok denecek kadar az olmasi nedeniyle
farkli analizlerle desteklenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir (57). 16S rRNA
gen bolgesinin yetersiz oldugu durumlarda DNA-DNA hibridizasyonu,
tekrarlayan ekstragenik palindromik PCR ve giiclendirilmis parga uzun-
lugu polimorfizmi (AFLP) analizi ve housekeeping gen bolgelerinin ana-
lizi dahil olmak {izere genomik analizlerin uygulanmasini gerekmektedir
(57). Ribozomal genler filogenetik ¢alismalarda 6nemli bir yer tutmasina
ragmen farkli protein kodlayan gen bolgelerinin de kullanilmasi ile ayirt
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edicilik diizeyinin arttig1 belirlenmistir. Housekeeping (multilokus) gen-
ler farkli cinslerde degiskenlik gostermesine ragmen 6zellikle genis ¢aplh
calismalarda her taksonda mevcut olan gen bolgelerinin varligi tercih edil-
mektedir. Vibrionaceae cinsine ait tiirlerin tanimlanmasi i¢in 23S rRNA,
gabA, gyrB, hsp60 ve recA gibi farkli multilokus gen bolgeleri kullanilmig-
tir (57). fusA, pyrG, leusS, gyrB ve rpoB genlerinin kismi dizilerine dayanan
MLSA analizi, fitat hidrolize eden izolatlarin Pantoea cinsine ait oldugunu
gostermistir (55).Yeni tiirlerin tanimlanmasinda o cinse 6zgii multilokus
genlerin kullanim 6zellikle son yillarda istenilen bir analiz haline gelmis-
tir (43)

Housekeeping genler, yasamsal fonksiyonlar1 kontrol eden gen bolge-
leri olup horizantal gen transferinden etkilenmemesi, tiniversal olmas, pri-
mer dizaynina uygun bolgelerinin olmasi ve tek kopya olarak genomda yer
almasi gibi ozelliklere sahip olmas1 gerekmektedir (28). MLST’ nin basa-
r1s1 korunan ¢oklu gen lokuslarindaki farkliliklart hedefleyerek karakterize
etmesine dayanmaktadir. Bu yontem ile ¢ok yakin akrabalarin suslar1 da
ayirt edilebilir, boylelikle organizmalar tiir seviyesine kadar tanimlamada
oldukca verimli bir yontem olarak kullanilmaktadir (26).

Bu yontemde, housekeeping genlerin polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile ¢ogaltilarak olusan PCR iiriinlerinin dizi analizleri yapilmakta-
dir. Genomun tamaminin dizi analizinin yapilmasina gerek olmamasi bu
teknik i¢in avantajdir. Her bir lokus, farkli dizilim ve farkl bir alel numa-
rast ile gosterilmektedir. Bir gen igin birbirine benzer 6zellikteki dizilere
sahip suglarin, bulunan gende ayni alele sahip oldugu kabul edilir ve aynm
say1 verilir. Bir gen farkli alellere sahip olabilir. Belirlenen alel profilleri,
MLST” nin veri bankasinda yer alan aleller ile karsilastirilabilir (26).

Tiim Genom Dizileme (WGS)

1970 — 1980 yillar1 arasinda yapilan manuel dizileme yontemleri,
teknolojinin gelismesiyle 1990’11 yillarda yerini daha hizli, otomatik ve
daha uzun genomlarin dizilenmesine birakmistir.1976’ da ilk kez bir viriis
( Bacteriophage MS2) genomunun tamami dizilenmistir. 1992°de maya
kromozomu III” {in genomunun tamaminin dizilenmesi ile ilk kez bir orga-
nizmanin kromozomu dizilenmistir. 1995 yilinda ise 1.830.140 baz DNA
ciftinden olusan Haemophilus influenzae ile ilk kez bir organizmanin tiim
genomu dizilenmistir. 2003 y1linda Insan Genom Projesi ile insan genomu-
nun tamamlanmis sekli yayinlanmistir (35).

Tiim genom analizleri bakteriyal sistematikte tek gen bolgesi kullani-
larak yapilan sistematik ¢aligmalar i¢in gii¢lii bir alternatif olusturmustur.
Bakterilerin dogru sekilde siniflandirilmasinda tiim genom analizleri ge-
lisen dizileme analizleri ve gii¢lii biyoinformatik araglar sayesinde giinii-
miizde rutin olarak kullanilmaya baglanmistir. Son dénemde yapilan tiir ta-
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nimlamalarinda 6zellikle tiim genom analizlerine dayali dijital DNA-DNA
homolojileri gegerli hale gelmistir (10, 42).

Ayrica tiim genom analizleri, bakterilerin ikincil metabolit yapilarini
belirlemeyi ve biyosentetik gen kiimelerini, diren¢ bolgeleri ile biyoaktif
bilesikler agisindan degerlerini ortaya koymay1 da saglamaktadir (22). Li-
mosilactobacillus reuteri’nin psikobiyotik ve teknolojik genomik 6zellik-
lerini daha iyi anlamak i¢in tiim genom dizilemesi gerceklestirilmistir (58).
Farkli metabolik yollarin aydinlatilmas1 amaciyla da tiim genom analizleri
kullanilmaktadir (17).

G + C I¢erigi

Bir organizmada bulunan Guanin (G) ve Sitozin (S) orani siniflan-
dirmalarda kullanilabilen bir kriterdir. G + C miktarlarinin toplami, tim
DNA’nin (adenin, timin ve RNA’ da ki urasil dahil) miktarina oran1 her
tiir i¢in sabittir. G + C oran1 molekiiler uzunluguna bagli olarak, DNA’nin
erime sicakliginin dl¢ililmesiyle veya kromatografi yontemleri gibi gesitli
yontemlerle belirlenebilmektedir. Organizmani GC orani, belirli durum-
lar i¢in veri olarakta kullanilabilmektedir. GC oram1 ayni ya da birbirine
cok yakin olan bakterilerin taksonomik gruplandirilmada ayni grupta yer

aldig1 bilinmektedir. Tiir tanimlamalarinda mutlaka G + C orani belirlen-
mektedir (10, 42).

DNA — DNA iliskili Metotlar

DNA-DNA iligkili teknikler pek ¢ok alanda kullanilsa da mikrobiyal
sistematikte de ¢ogunlukla prokaryotlarin siniflandirilmasi i¢in kullanil-
maktadir.

DNA - DNA Hibridizasyonu

DNA — DNA yeniden birlesme teknikleri olarakta bilinir ve iki tiir ara-
sindaki genetik benzerlik oranlarini dlgerek siniflandirmaya yardime1 olan
bir molekiiler teknikdir. Teknigin onciileri Charles Sibley ve Jon Ahlquist,
kuslarin ( Sibley-Ahlquist taksonomisi ) ve primatlarin filogenetik iliskile-
rini incelemek icin DNA-DNA hibridizasyonunu kullanmistir (53). DNA
dizilimi ve dizilerin hesaplamali karsilastirmalar1 yaparak genetik mesa-
feyi belirleme yontemi olup bakterilerin tanimlanmasinda da kullanilan
onemli tekniklerden biridir (53).

Kargilagtirilmak istenen iki tiiriin DNA’s1 elde edilir, saflagtirilir ve
kisa baz giftleri (600 — 800) seklinde kesilir. Bir organizmanin DNA’s1
etiketlenir, kargilagtirilmasi yapilacak etiketlenmemis DNA ile karistiri-
lir. Karisim, DNA ipliklerinin ayrilip yeniden birlesmesi ve hibrit sekilde
cift iplikli DNA olusturmasi i¢in inkiibe edilir. Yiiksek derecede benzerlige
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sahip melezlestirilmis diziler daha siki sekilde baglanir. Yiiksek derecede
benzerlik gdsteren diziler diisiik sicakliga maruz kaldiklarinda birbirinden
ayrilmazken, benzerlik gostermeyen diziler daha yiiksek sicakliklarda bir-
birinden ayirilirlar; bu islem “DNA Erimesi” olarak bilinir (53).

Hibritlesmis DNA’nin erime profilini degerlendirmek i¢in ¢ift sarmal-
11 DNA bir kolona baglandiktan sonra karisim kademeli olarak 1sitilir. De-
vam eden her adimda ilk olarak kolon yikanir, eriyen diziler tek sarmalli
hale gelir ve siitun yikanir. Etiketli DNA’nin kolondan ayrildigi sicakliklar,
diziler arasindaki benzerlik miktarin1 gosterir. Bu sonuglar organizmalar
arasindaki genetik benzerligin derecesini belirlemek icin degerlendirilir
(53).

DNA — DNA Homolojisi

Homoloji, 1656 yilinda aym ve iliskili kelimelerinden tiiretilen Yu-
nanca bir kelimedir. Farkli taksonlarda bulunup, benzer biyolojik 6zellik
gosteren yapilar ortak atadan tiiremigsse homologdur. Homoloji ile birbi-
rinde farkli goriilen canlilarin evrimsel siiregte degisiklik gosterdigi, ortak
atadan geldigi tespit edilebilir. Ayn1 sekilde gen benzerligine bakilmak is-
tendiginde ise genellikle homolog genlere ya da genlerin niikleotit kiyas-
lamalarina bakilir.

DNA Fingerprinting Teknikleri

DNA dizilerini saf bicimde elde etmek ve goriintiilemek i¢in kullani-
lan yontemdir. Alec Jeffreys tarafindan, 10 Eyliil 1984’te minisatellitleri
fark etmesiyle gelistirilmistir (Corey Harbison). Minisatellitler, genomun
diger boliimlerine gore bir kisiden digerine daha fazla gesitlilik gdste-
rir,2-100 niikleotitten uzunlugundadir ve bir tiirlin DNA’sindaki %GC
oraninin yogunlugunu belirtir. DNA fingerprint, minisatellit tekrar dizile-
rinin sayisindaki farkliliktan meydana gelir. Intronlar tekrarlayan baz cifti
dizileri igerirler. Bu diziler, Variable Number Tandem Repeats (VNTRs),
yani degisken sayida sirali tekrarlar olarak adlandirilir. Temel olarak ilk
once DNA igeren (kan, tiikiiriik, kil, viicut dokusu vb.) 6rnek ele alinip
bu ornekten DNA izolasyonu ve saflastirilma iglemi yapilir. Daha sonra
VTNR dizileri, restriksiyon enzimleri ile kesilir. Cesitli uzunluklarda DNA
fragmentleri olusur, olusan bu fragmentler elektroforez sisteminde uzun-
luklarma gore ayrilirlar. Southern Blotlama ydntemi ile goriintiilenir ve
bantlardan olusan bir profil meydana gelir. Bu profil, DNA parmak izi ola-
rak adlandirilir.

Bakteriler ¢esitlilik ve genis yagam alanina yayilim gosterirler. DNA
fingerprint teknikleri bakterilerin tanimlanmasi ve smiflandirilmasinda
kullanilan molekiiler bir tekniktir. Bakteriler, tekrarlayan DNA sekansla-
11 bulundururlar. Bu sekanslar ¢ok sayida kopya seklinde yayilmis halde
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konumlanmiglardir. Tekrarlanan sekanslarin tanimlanmasi zordur ve fonk-
siyonlar1 tam olarak bilinmemektedir. Bu tekrar sekanslarin varligi ile bak-
terilerin DNA parmak izlerinin belirlenmesi saglanmaktadir (31).

Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP): 1984’ te Alec
Jeffreys’in kalitsal hastaliklar iizerine yaptig1 calismalar sirasinda icat et-
tigi bir tekniktir. Degisken sayida sirali tekrarlar (VNTR)’larin analizleri
icin kullanilir. Hem tiir i¢i hem de tiirler aras1 varyasyonu tanimak ve ince-
lemek i¢in DNA dizilerindeki farkliliklardan yararlanir. RFLP, DNA par-
mak izi i¢in kullanilan ilk tekniklerden birisidir. Ozellikle ilk dénemlerde
RFLP analizleri bakterilerin siniflandirilmasinda yaygin olarak kullanila-
bilen bir teknik olup farkli gen bolgelerinin ¢ogaltilarak analiz edilmesi
temeline dayanmaktadir (23,62). Giiniimiizde de farkli izolatlarin ¢esitlili-
gini belirleyebilmek amaciyla halen kullamlmaktadir (36, 46). Oncelikle,
elde edilen saflagtirilmis DNA, kisitlama endoniikleazlar1 (REaz, ENaz,
restriksiyon) kullanilarak pargalanir. Olusan DNA fragmanlari jel elektro-
forezi kullanilarak uzunluklarina gére ayrilir ve analiz edilir. DNA bantla-
rin1 goriiniir hale gelmesi i¢in jel, liiminesans boyalar ile boyanir. Gelenek-
sel RFLP tekniginin ¢oziiniirligii diisiik oldugundan kiiciik restriksiyon
parcalar1 tanimlanamamaktadir. Nu nedenle, geleneksel RFLP tekniginin
yerine RFLP’nin temel adimlarina dayanan T-RFLP tercih edilmektedir
(23). Bu yontem, cesitli bakterilerden olusan bir numunenin karsilastir-
mal1 bir bakteri profilinin saglanmasinda avantajlidir. Buna ek olarak, bu
teknik, karisik bir bakteri popiilasyonundan bir bakteri tiiriiniin tiplenmesi
icin 6nceden bakteri kiiltlirii yapilmasini gerektirmez (51). RFLP kesfin-
den sonra yaygin olarak kullanilan bir genomik analiz teknigi olsa da daha
sonra gelistirilen ve nispeten daha basit ve ucuz olan tekniklerden dolay1
giiniimiizde daha az tercih edilen bir teknik haline gelmistir. Ayrica RFLP
teknigi, izolasyonu zahmetli olan biiyiik ve kaliteli bir DNA 6rnegi gerek-
tirir, bu da teknigin dezavantajlarindandir (8).

Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD): Bu yéntem1990 y1-
linda planlanmadan rastgele alinmis sekilde kullanilan primer ile PCR’1
temel alan bir teknik olarak bulunmustur. Bu primer, polimorfizmleri tes-
pit etmek igin bakteriyel genomunkine en yakin homolojiyi gosteren kro-
mozomal DNA dizilerinin farkli lokasyonlarina rastgele hibritlenir (51).
Primerin uzunluguna, annealing sicakligina ve protokoliin uzunluguna da-
yanan RAPD cesitleri arasinda DNA amplifikasyon parmak izi ve istege
bagli olarak prime edilmis PCR bulunur. Agaroz jel elektroforezi, bakte-
riyel suslari tanimlamak ve karakterize etmek i¢in kullanilan bakteriyel
bir parmak izi olusturmak i¢in amplifikasyon iiriinlerini ayirir. Yeni izole
edilen suglarin dizi bilgisine ulasilamadiginda susa 6zgili primerlerin ge-
listirilmesi i¢in oncelikle RAPD analizi uygulanir (51). RAPD’nin avan-
tajlar1 arasinda iyi bir ayrim giicii, uygulanabilirlik, hizli, ucuz ve kolay



186 + Oznur BILGIN*, Fadime OZDEMIR KOCAK

performans sayilabilir. Ayiric1 giig, primerlerin sayisi arttirilarak saglana-
bilir. Ayrica bu teknik, hedef DNA dizisi hakkinda 6nceden bilgi gerek-
tirmez ve amplifikasyon i¢in simirli miktarda bakteriyel DNA gerektirir
(51). Tekrarlanabilirligin zayif olmasi bu teknigin en biiyiik dezavantaji-
dir. Tekrarlanabilirlik, DNA’nin miktar1 ve kalitesi, PCR tamponu, primer
konsantrasyonu ve annealing sicaklig1 gibi bircok faktdre baglidir. Ayrica
spesifik olmayan lokasyonlardaki primer hibridizasyonu yanlig pozitif so-
nuglara yol agabilir. Mikrobiyal sistematiktede farkli mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda kullanilan bir tekniktir (5,13, 37).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)/ Real Time PCR: 1983 yilin-
da Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir. Amaci sinirli miktarda bulunan
DNA’nn, in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi iglemidir. Yani ilgilenilen bir
DNA dizisinin veya geninin kontrollii bir sekilde kopyalanmasidir. PCR
uygulamasi, DNA’nin 94 °C’de 1sitilarak ¢ift sarmalli yapisindan iki ayri
tek sarmal haline ayirmak i¢in yapilan denatiirasyon evresi, 50 — 65 °C’de
181 diistiriilerek primerlerin, hidrojen bag1 yoluyla tek sarmalli sablon DNA
iizerindeki belirli bir yere baglanmasini saglayan baglanma evresi ve 72
°C’de sicakligin artmasi ile aktiflesmeye baslayan taq polimeraz enzimi
yeni bazlar eklenmesi ve yeni olusan DNA ipliginin uzamasindan olusan
uzama evresi olmak iizere 3 evrede gergeklesir (25).

PCR uygulamasindaki en 6nemli bulus, floresans emisyonuna dayali
DNA amplifikasyonunun gergek zamanli olarak gézlemlenmesidir. Gergek
zamanli PCR ¢aligsmanin amacina bagl olarak mutlak (standart egri) veya
bagil (karsilastirmali esik yontemi) nicelik belirleme kullanilabilir. Mutlak
nicelik belirleme, ilgili klonlanmis geni, sentetik bir oligoniikleotidi (tek
duyu), genomik DNA’y1, cDNA’y1, toplam RNA’y1 veya in vitro trans-
kriptleri igeren bir plazmit dahil olmak iizere, bilinen konsantrasyonlardaki
seyreltilmis sablon numuneleri kullanilarak standart bir egrinin hazirlan-
masina baghdir. Standart egri yaklasimi, viral yiikii veya numunelerde-
ki DNA sablonunun tam seviyesini 6l¢mek i¢in kullanilir. Goreli nicelik
belirleme, bir hedefin bir kontrole kiyasla goreceli ifadesini 6lgmek i¢in
kullanilan matematiksel hesaplamalara dayanir. Gen ifadesini ve karsilag-
tirmali DNA miktarini analiz etmek i¢in kullanilir (51). PCR temelli galis-
malar mikrobiyal sistematigin gelisiminde olduk¢a 6nemli olmustur.

Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP): AFLP baglan-
gigta bitki genomlarinin karakterizasyonu i¢in kullanilmasma ragmen
zamanla mikrobiyal tipleme alaninda daha yaygin hale gelmistir. AFLP,
RFLP ve PCR’nin bir kombinasyonudur. Genomik DNA’nin kisitlama en-
zimleriyle sindirilmesini ve ardindan ayni adaptorlerle pargalar olusturmak
icin ¢ift sarmall1 adaptorlere ligasyonu igeren PCR bazli bir DNA parmak
izi teknigidir. Adaptorlere 6zel primerler daha sonra bireysel fragmanlar
amplifiye etmek i¢in kullanilir ve bunlar daha sonra elektroforez yoluyla
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analiz edilir (56).

AFLP’nin avantajlar1 arasinda daha yiiksek tekrarlanabilirlik, duyar-
lilik ve hedeflenen genom ile ilgili 6nceden bilgi gerektirmemesi sayila-
bilir. Bu yontem kullanilarak, kisitlama fragman setleri, niikleotid sekans1
bilgisi olmadan PCR ile gorsellestirilebilir. AFLP verileri polimorfizmin
varligina veya yokluguna gore analiz edilir. Bu, polimorfizmler i¢in tiim
genomun hizl bir sekilde taranmasina olanak tanir. Bu teknigin sinirlama-
lar1 arasinda zayif hedef DNA kalitesi, cok sayida adim iceren karmagik
prosediir, pahali siire¢ ve otomatik bir DNA siralayicinin 6n kosulu yer alir.
AFLP, cins veya tiirler icindeki genetik cesitliligi degerlendirmek, akraba-
l1g1 belirlemek ve genetik haritalar olusturmak gibi cesitli uygulamalarda
kullanilir (51).

Tek sarmalli konformasyon polimorfizmi (SSCP): Tek iplikli kon-
formasyon polimorfizm (SSCP) analizi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
amplifikasyonundan sonra 16S rRNA gen havuzunun dogrudan analizine,
denatiire olmayan elektroforezde ayirmaya ve genescan software kullani-
larak yapilan analize dayanir. Genescan software, herhangi bir genin veya
DNA segmentinin tek iplik¢ik konformasyonunu analiz ederek s6z konusu
0zel iplige Ozgii bir profil olusturur. Cig siitiin bakteri ¢esitliliginin ayirt
edilmesi ve siniflandirilmasinda SSCP yontemi kullanilmaktadir. SSCP
yontemi hizli, basit ve uygun maliyetli olmasi nedeniyle avantajlidir. Ay-
rica, yliksek oranda tekrarlanabilir oldugu, RFLP’den daha fazla ayrimci
oldugu, AFLP ve DNA diziliminden daha az ayrimci oldugu bulunmustur.
SSCP analizi ile birlestirilmis RFLP, AFLP veya DNA dizilimine kiyasla
ayirt edici giice sahip daha basit bir tekniktir (56).

Bu teknigin dezavantaji, mutasyon, DNA fragmaninin boyutu, G ve
C igerigi, jel matrisinin gozenekliligi, DNA konsantrasyonu gibi farkl pa-
rametreler altinda bir DNA fragmaninin tam konformasyonunu tahmin et-
mek i¢in su anda teorik bir modelin bulunmamasidir (56).

DNA Cogaltilmis Parmak izi (DAF): Organizmalarin birbirleri ara-
sinda bulunan genetiksel farkliliklar1 belirlemek i¢in kullanilanilir. DNA
amplifikasyon parmak izi (DAF), genomik DNA’nin kisa segmentlerini
amplifiye etmek ve bir dizi DNA uzatma iiriinii olusturmak icin genellikle
rastgele sekansli bir kisa (=5 bp) oligoniikleotid primeri tarafindan yonlen-
dirilen termostabil bir DNA polimeraz kullanilarak gerceklesir. Bu iirtinler
poliakrilamid jel elektroforezi ve giimiis boyama ile analiz edilebilir. DAF
hizl1, hassas, klonlamadan ve onceki genetik karakterizasyondan bagim-
sizdir (9).

Yiksek teknolojide, gelismis ve pahali aletler gerektirmediginden si-
nirli kaynakli laboratuvarlarda da kullanilabilen bir tekniktir. Bu yontem-
lerin erigilebilirligi, bunlarin ¢esitli ortamlarda ve filogenetik olarak farkli
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popiilasyonlarin incelenmesinde uygulanmasina olanak saglamistir (38).

Dizileme Analizleri

DNA molekiiliindeki adenin, timin, guanin ve sitozin bazlarinin si-
ralanmasi igslemine DNA dizilemesi denir. Genetik¢i Ray Wu tarafindan
DNA dizisi belirlemek amaciyla Erken DNA Dizileme Y6ntemleri olarak
1970 yilinda ortaya ¢ikmistir. Daha sonra 1996 yilinda Mustafa Ronagi vd.
ikinci nesil DNA dizilemenin ¢ikis1 olarak kabul goren yeni bir DNA di-
zileme teknigi ortaya koymuslardir.ikinci Nesil Dizileme, yiiksek verimli
dizileme teknigi olarak kabul gérmiistiir. Dizinin molekiiler yapisini, ge-
netik ¢esitliligi ve evrimin anlasilmasina katkida bulunur. Biyoinformatik
bilimi ile birlikte kullanilarak bir organizmanin genomunun analiz edil-
mesi saglanmistir. DNA dizileme teknolojisinin gelistirilmesi ile birlikte
biyolojik kesifler de olduk¢a hiz kazanmistir. Mutasyonlarin saptanmasi,
saglikli ve mutasyona ugramig DNA dizilerinin karsilastirilmasi ile tibbi
tan1 koyulmasi, adli tip gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Sanger Dizileme Analizleri: 1977°de Frederick Sanger tarafindan ge-
ligtirilen ve 1980 yilinda kimya alaninda nobel 6diilii alan bu yontem ile
Sanger, ikinci nobel 6diliinti almistir. 1986 yilinda Applied Biosystems
tarafindan ticarilestirilmistir (2).Insan Genom Projesinin 2003 yilinda so-
nuglar1 paylasilmis ve projenin biiylik bir kisminin Sanger dizileme tek-
nolojisi kullanilarak tamamlandig: bilinmektedir (15). Zincir sonlandirma
yontemini temel alan bu teknik, dideoksiriboniikleotidler (ddNTP’ler)
adi verilen degistirilmis niikleotidlerin (ANTP’ler) eklenmesi ile standart
PCR’den ayrilir. Uygulanan teknikte PCR i¢in hazirlanan ornekte fazla
oranlarda ANTP ve dizi sonlandirmak igin yine farkli renklerde floresan
boyalarla isaretlenmis ddNTP’lerin bulunmasina dikkat edilmektedir. Zin-
ciri uzatmak i¢in DNA polimeraz I kullanilir. DNA pargalari, restriksiyon
enzimleriyle kesilir ve denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir. Denatii-
rasyona ugramis bu pargalar bu islemden sonra reaksiyon tiiplerine aktari-
lir ve bu tiipler icerisine primerler eklenir. Ayrica tiiplere parcalanan DNA
ve primerler disinda ANTP, ddNTP ve DNA Polimeraz I eklenir. Reaksi-
yon 4 ayr tiipte gergeklesir. Her tiipte, diisiik konsantrasyonlardaki farkl
ddNTP’ler bulunur. Kullanilan tiiplerde ger¢eklesen PCR reaksiyonunda
kullanilan dNTP’ler de eklenir ve reaksiyon bdylece devam eder. 3° OH
grubu bulundurmayan ddNTP’ler zincire eklendigi zaman reaksiyon durur.
Reaksiyon, ddNTP’lerin baglandig: farkli konumlara gore sonlandigi igin
farkli uzunluklarda DNA fragmanlar1 olugur. PCR sonrasinda olusan amp-
likonlar jel elektroforezinde goriintiilenir (52).

Maxam — Gilbert Dizilemesi: 1976-1977’deHarvard Universitesi’n-
den Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafindan ilk kez DNA’nin sekanslan-
masi gergeklestirilmistir ve bu yontem Maxam-Gilbert olarak isimlendiril-
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mistir. Bu yontemde DNA bazlar1 kimyasallar ile degistirilir. Degisiklige
ugrayan bu bazlar bulundugu noktalardan zinciri denatiire eder. Yonte-
min esast DNAnin kimyasallar ile ugradigi modifikasyon ve sonrasinda
onun spesifik bazlardan kesilmesine dayanir (63). Saflagtirilmis DNA’nin
dogrudan dizilenebilmesi, Maxam—Gilbert yontemini, DNA kalibinin ¢o-
galtilmasina ihtiya¢ duyulmadigi i¢in Sanger yonteminden iki yi1l sonra
bulunmus olmasina ragmen daha popiiler hale getirmistir. Ancak zaman
ilerledikce zincir sonlandirma yonteminin iyilestirilmesi, yavas ve karma-
sik olmasi, zararli kimyasallarin kullanilmasi, biiyiik genom dizilemeleri
icin kullanigh olmamasi Maxam-Gilbert dizilemesini gozden diismesine
neden olmustur (16).

Yeni Nesil Dizileme (NGS): 2005 yilinda ticari kullanima sunulan bu
yontem, genomik arastirmalarda 6nem tasiyan bir DNA dizileme tekno-
lojisidir.Oldukg¢a hizli sonug alinabilen, bir giin icerisinde tiim insan ge-
nomunun siralanabildigi bir yontemdir. Ayrica elde edilen sonuglar yiik-
sek oranda dogruluk gosteririrken, bu teknikte olusan mikrobiyal genom
dizisi daha fazla ve 6zgiin bilgi verir. Yapilan bir ¢calismada Escherichia
coli genomu dort kere, her bir kosmada 400.000 okuma yapilarak de novo
dizilenmis ve sekanslamalarin %99.997 ila %99.999 arasinda dogrulukla
yapildig1 tespit edilmistir (34).

Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi kullanilarak, DNA dizisi hakkin-
da daha 6nce elde edilmis bilgiler gerekmeden de novo dizileme yontemi
ile farkli organizmalarin genomlarinin ve bakteri yapay kromozomlarimin
da dizilenmesi miimkiindiir.

NGS yontemi, paralel bir¢ok dizileme reaksiyonu ile ayni anda ya-
pilabilirken diger dizileme yontemlerinde bu miimkiin degildir. Tipik bir
NGS deneyi, cihazlara ¢ok bakilmaksizin benzer olay akisi ile gercekle-
sir. 11k olarak, dizilenecek olan DNA parcalanarak, kiitiiphane olusturulur.
Olusan pargalarin uclaria adaptor ve barkod dizileri eklenir. Adaptorler,
DNA fragmentlerini kat1 faza baglarken, fragmentlere seri numarasi da
verir.Fragmentler adaptorlere baglandiktan sonra, kat1 faza yikama islemi
uygulanarak, adaptore baglanmamis fragmentler uzaklastirilir. Kat1 faza
baglandiktan sonratek zincir halinde bulunan DNA pargalarina isaretlenen
bazlar eklenir ve diger zincirin sentezi gerceklesir.Boylelikle, birbirinin
aynisi olan ¢ok sayida DNA fragmenti {iretilebilir. Fragmentler ¢ift zincirli
hale gelerek eslenip, ¢ogaltilir (3).

Yapilan tiim bu agamalarin sonunda biyoinformatik analizler yapi-
lir. Ayn1 bolgede bulunan 10-20 adet dizi reaksiyonu {ist iiste getirilerek
niikleotid degisiklikleri referans dizisiyle kontrol edilir. Mutasyon ana-
lizleri ve kromozomda meydana gelen say1 degisiklikleri ayn1 anda es
zamanli olarak tespit edilebilir (59).
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Protein Dizilerinde Filogenetik Analizler

Filogenetik, Yunanca kdkenli, “kabile, irk” anlamina gelen file ve do-
gum anlamina gelen genetikos kokiinden gelen bir terimdir. Bireyler, tiirler
ve genler vb. arasindaki evrimsel iligkilerin arastirilmasi ile iliskili olup
cesitli organizma gruplar1 arasindaki evrimsel akrabaliklarin arastirilma-
sinda kullanilmaktadir.

Filogenetik analizde DNA ya da protein dizileri yoluyla ortaya ¢gikan
genetik materyale dayanarak genom benzerlikleri bulunur. Genleri kodla-
yan niikleotid dizileri ya da proteinleri kodlayan aminoasit dizileri siniflan-
dirilmada temel alinir. Dizi benzerliginin derecesi, evrimsel iligkinin dere-
cesi ile dogrudan iligkilidir. Bu ge¢miste olusan evrimsel olaylar hakkinda
tahminler yapmamizi saglayarak bize evrimsel siire¢ler hakkinda bilgi ve-
rir. Protein dizisi verileri baglaminda filogenetik analiz, karsilagtirmali dizi
analizinin temel taslarindan biridir ve protein evrimi ve islevi ¢alismala-
rinda birgok uygulamaya sahiptir. Bu nedenle, tiirlerin filogenetigini analiz
etmek i¢in protein dizilerini kullanmak, DNA dizilerini kullanmaktan daha
mantiklidir (14). Protein dizisi analizi ile, proteinlerin evrimsel tarihinin,
degisiminin ve islevlerinin incelenmesine imkan saglar. Proteinler, gene-
tik mutasyonlar ve dogal secilim faktorlerinden etkilenir. Bu faktdrlerden
farkli proteinler farkli oranda ve hizda evrimlesme gosterirler. Islevsel ola-
rak dnemli proteinler daha yavas degisime ugrar. Eger bir proteinin islevi,
hiicrenin canliligin1 devam ettirmesi igin gerekli ise ve temel bir fonksiyo-
nu kapsiyorsa bu proteinin dizisi uzak akrabalari ile karsilastirdiginda da
olduke¢a korunmus oldugu goriiliir (4).

Farkli organizmalar arasindaki iligkiler arastirilirken kullanilacak pro-
teinin secimi dnemlidir. Iyi bilinen ve kullamilabilir birka¢ homolog gen
secilerek, analizlere bunlar lizerinden devam edilmelidir. Bilim adamla-
11, giinlimiize kadar proteinlerin gelisim oranlar1 hakkinda tahmin ve bil-
gi edinebilmek i¢in genellikle ¢oklu tiirlere ait hemoglobin ve sitokrom c
amino asit dizilerini kullanmiglardir. Protein olarak sitokrom c¢’nin kulla-
nilmasimin nedeni tiim aerobik organizmalarmn sitokrom c’yi ilk kullanan
ortak bir atadan evrimlesmis olmasidir (24). Akrabalik derecelerine gore
sitokromlarin amino asit dizilerinde degisiklikler goriiliir.Sitokrom ¢’nin
aktif merkezlerinde mutasyon gelistiginde, o hiicre canliligin yitirir ve ge-
lecek nesillere aktarilamaz.

Filogenetik analiz i¢in kullanilan protein dizilerinin veri kaynaklari
cesitlidir. Protein ya da peptidin amino asit dizisini belirlemek giliniimiizde
gelisen teknoloji ile kolaydir. Kiitle spektrometrisi ve bir protein dizileyici
kullanarak Edman bozunmasi uygulanir. Kiitle spektrometresi daha yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin sonuglarini yorumlanmasi,
dizilerinin karsilastirilmasi ve veri tabanlarinin aragtirilmasina yardimei ol-
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mak i¢in biyoinformatik arag¢lar kullanilir. Edman degradation yonteminde
ise analiz i¢in sadece N-terminal amino asidi kullanilir. Geri kalan peptid
ise oldugu gibi korunarak kalir. Peptit ilk olarak bir polimere tutturulur,
Edman sekans analizi boylelikle tamamen otomatik olarak yapilabilir. Bu
yOntemin dezavantaji yapisinda 50’dan fazla amino asit iceren peptitler bu
yontem kullanilarak anlagilamaz. Bu ylizden daha biiyiik proteinlerin dizi
analizi i¢in, Once protein 6zel yontemlerle daha kiigiik parcalara ayrilmasi
gerekir (39).

Cevresel Niikleik Asit Temelli Mikrobiyal Filogenetik Cesitliligin
Belirlenmesinde Metagenomik Analizler

Cok sayida yapilan arastirmalar ile ¢evre 6rneklerinde bulunan mik-
robiyal kompozisyonlarin farkliliklar1 anlagilmaya calisilmistir. Bunun te-
mel sebebi dogada bulunan bakteriyal farkliliklarin bilinmesi ile ekolojik
sistemlerin ¢alisma prensiplerinin daha iyi anlagilarak bunun olumlu an-
lamda gelistirilmesine katk1 saglanabilecek olmasidir. Kullanilan teknikler
ile mikroflora ve ekosistemlerin iligkisini aragtirma ¢aligmalari, bakterinin
kiiltiire edilebilir olmasina bagl kalmig ve kiiltiire edilemeyen bakterilerin
ekosisteme etkileri tam olarak belirlenememistir. Bir yagsam alaninda bulu-
nan mikrobiyal toplulugunu klasik mikrobiyoloji yontemlerini kullanarak
incelemek zordur. Yakin zamana kadar da diinyada bulunan mikroorga-
nizmalarin ¢ok kii¢iik bir orani kiiltiirleme metoduyla teshis edilebilmistir.
Geride kalan kiiltiirlenmemis mikroorganizmalar ise, mikrobiyal ¢esitlili-
gin biiylik bir kismini olusturmaktadir (60). Giiniimiizde gelisen metage-
nomik teknolojisi ile kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalarin DNA temelli
genomlari ¢ikarilabilmistir. Boylece ilk defa gevresel verilerden elde edi-
len 6rneklerin genomlari incelenebilmis ve bir habitatin biitiin genetik bi-
lesenlerinin analizi elde edilebilmistir.

Metagenomigin temellerinin mikrobiyal sistematik ve evrim ¢aligma-
larina, bu alanlarin 6nciisii olan Carl Woese’e dayandigi diistiniilmektedir.
Ancak metagenomik terimi, ilk kez 1998’de Jo Handelsman, Robert M.
Goodman, Michelle R. Rondon, Jon Clardy ve Sean F. Brady tarafindan
bir yayinda kullanilmistir (21).

Mikrobiyal sistemleri tanimlamada bir habitatin toplam genetik ce-
sitliliginin tanimlanmasi istenmistir, bu yiizden c¢evresel érneklerden elde
edilen DNA’larin dizilimini saglayan metagenomik analizlerinin iizeri-
ne gidilmistir. Metagenomik analizler, Sanger dizileme yontemiyle, 16S
rRNA geni hedef alinarak baglamistir. Yapilan ilk calismalarda, kisa ve
genellikle bir tiir iginde korunan 16S rRNA dizilerine odaklanilmistir.
1990’11 yillarda ¢evresel sistemlere 16S rRNA gen dizilemesi gibi molekii-
ler yontemler uygulanmis ve dikkate deger bir organizma ¢esitliligi ortaya
ctkmaya baglamistir (6). Metagenomik verilerin analizleri igin filogenetik
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marker olarak kullanilan 16S ribozomal RNA dizilerinin analizleri ile kar-
silagtirmali olarak yapilmaktadir. Birgok metagenomik analiz ¢aligmasin-
da, uygun biiyiikliikte olmasi, biitiin bakterilerde bulunmasi, fonksiyonel
olarak korunmus olmasi, degisken bolgelerinin tiir analizinde belirleyici
olmasi ve veri tabaninda mevcut dizilere ulasilarak karsilagtirma yapila-
bilmesi, 16S rRNA geninin metagenomik analizlerinde kullanilmak iizere
se¢ilme nedenlerindendir.

Metagenomik, mikrobiyal caligmalar1 ve sistematigi biyoinformatik
ile birlestirmektedir. Elde edilen 6rneklerin, DNA’s1 sekanslandiktan sonra
ardisik iki yontemin kullanildig1 biyoinformatik analiz yontemi kullanil-
maktadir. Yani bir habitattaki tim genetik materyal yeni nesil dizileme ile
sekanslayip, biyoinformatik yontemler ile analiz edilmektedir. Bu analiz-
de ilk olarak genom dizileri birlestirilir, daha sonra birlestirilen dizilerin
siniflandirilmasi yapilmaktadir. Giintimiize kadar bircok ¢aligmada meta-
genomik analizler kullanilmistir (27).

Venter vd. tarafindan 2004’te yapilan ¢aligma ile Bermuda agiklarinda
bulunan subtropik Kuzey Atlantik okyanusundan (Sargasso Denizi) elde
edilen toplam mikrobiyal genomik DNA &rneklerini kullanilarak, yiiksek
oranda verime sahip DNA dizilerinin analizleri ve bilgisayar destekli ge-
nomik teknikleri ile fazla miktarda yeni DNA verisi elde edilmistir. Bu
caligmada 1500 L yiizey suyundan elde edilen DNA o6rnekleri ile ¢alisil-
migtir. Caligmanin sonucunda 1,2 milyondan fazla gen, 1800 yeni kiiltiire
edilemeyen prokaryotik tiir ve 48 yeni bakteriyel filotip kesfedilmistir. Bu
caligma ile denizel ekosistemde ilk genis ¢capli metagenomik arastirma ya-
pilmistir (61).

2002’de yapilan farkl bir ¢alismada topraktan alman 6rneklerde kiil-
tirlenmemis crenarchaeote genomunun analizi yapilmistir.Bu ¢aligsma ile
topraktan islenmemis mikroorganizmalarin karakterizasyonu i¢in genomik
bir yaklagim baglatilmistir. Metagenomik analiz, 16S rRNA problari kulla-
nilarak yapilmistir. Calismanin sonucunda protein kodladigi disiiniilen 17
gen izole edilmistir (45).

Array Teknolojileri

Yaygin olarak biyogip ve mikro dizi olarakta bilinen bu teknoloji, cok
sayida hedef genin tanisini DNA ve RNA ¢aligmalari ile ayni anda ger-
ceklestirebilir. Edwin Southern tarafindan, DNA’nin substrata baglanarak
daha 6nce kesfedilmis bir gen veya fragment kullanilip, prob hazirlanmasi
prosediiriinde gerceklestirilen Southern blottingtekniginden yararlanilarak
gelistirilmistir. ilk olarak 1995 yilinda Mark Schane vd. tarafindan yayn-
lanan ¢aligmada array teknolojisinin kullanimiyla bir¢ok genin ifadesinin
paralel olarak nasil izlenebilecegini aciklayan ‘mikro dizi’ kelimesi kulla-
nilmistir. Bir zar veya cam ylizeye cDNA’larin bir diizen i¢inde yerlestiri-
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lerek incelendigi ilk basari elde edilen ¢aligma bir bitki olan Arabidopsis’in
45 farkli geninin ifadesinin toplu olarak incelendigi ¢aligmadir (49). Bu
yapilan deneyde Arabidopsis’in toplam genlerinin kiiglik bir kismi temsil
edilmis olsa da bu teknik ilerleme gen dizisinin daha genis incelemesinin
yapilabilecegini gostermistir. 1997 yilinda, tiim maya genomu bir mikro
dizi lizerine yerlestirerek gen ekspresyonuna iliskin ilk tam genom calig-
mast yayinlanmistir.

Bu teknolojinin sagladigi en biiyiik kolayliklardan biri, tiim genomun
sadece bir ¢ip lizerinde goriintiilenmesi ve gen ifadesindeki farkliliklarin
Olciilebilmesidir. Prensip olarak bilinen niikleik asit fragmanindan olusan
bir diziyi, cam, plastik veya silikon ¢ip olarak adlandirilan kati yiizeye
baglanmasini icerir. Genleri veya genomlar1 analiz etmek i¢in, karmasik
numuneler s6z konusu hiicrelerden veya dokulardan izole edilerek etiket-
lenir ve daha sonra bir biyocip kullanilarak arastirilir.

Array teknolojileri, sensdr gorevi gorerek, mutasyon analizlerinde,
gen ifadelerinin profillerinin ¢ikarilmasinda, ilgili genin transkripsiyonu
ve ekspresyonunda, polimorfizm analizlerinde, DNA dizi analizlerinde,
evrim ve sistematik calismalarinda bilgi edinilmesini saglar. Tek bir dizi
deneyi ile ¢ok sayida veri noktasi olusturabildiginden, verileri anlamlan-
dirmak kolay degildir. Bunun i¢in firmalar gdriintii analiz yazilimi saglar-
lar. Ayrica bir¢ok dizi iireticisi, dizilerinin analizi i¢in 6zel olarak yazilim-
lar sunmaktadir. Spesifik dizilerin ekspresyonundaki farkliliklar, RT-PCR,
Northern analizi veya niikleaz koruma analizleri gibi analiz yontemiyle
kargilagtirilarak dogrulanirlar (29).

*Bilecik Seyh Edebali Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik A.B.D., Bilecik

“Bilecik Seyh Edebali Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii, Bilecik
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