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BIYOINFORMATIK TEKNIKLERI KULLANARAK YENI MIKRO RNA'LARIN
BULUNMASI VE VARYANT ANALIZLERININ YAPILMASI: CITRUS MODELI

Cankut CUBUK
Medikal informatik Anabilim Dali, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Dokuz Eyliil Universitesi
inciralti, 35340, izmir / TURKIYE

cankutcubuk [at] gmail [dot] com

OzET

Amagc: Bu calismanin hedefi mevcut YND verilerini kullanarak, biyoinformatik araclar
yardimi ile yeni miRNA'larin dogru olarak tanimlanmasi, tanimlanan miRNA'larin
farkli tirler arasindaki korunmuslugunun incelenmesi, korunmus miRNA'larin hedef

genleri tGzerindeki etkilerinin ve metabolik yolaklardaki rollerinin belirlenmesidir.

Yontem: Gerek duyulan tim genom ve kigcik RNA dizileme verileri mevcut oldugu
icin, Citrus (Narenciye) calismamizda model organizma olarak kullanildi. On islem ve
filtreleme basamaklarindan gecen veriler, The UEA sRNA Workbench yazilimi
kullanilarak miRNA degerlendirmesine tabi tutuldu. tRNAscan-SE ve NOVOMIR
yazihmlari ile yanlis pozitif olarak degerlendirilen miRNA'lar ¢calismadan cikarildi. 34
farkh Citrus turine ait genom dizileme verileri ve TNV verileri kullanilarak, bu turler
arasinda ortak olan ve dizisi korunmus miRNA'lar tespit edildi. Yeni Citrus
miRNA'larinin tespiti i¢in dizisi korunmus olan miRNA'lar, veri tabanlarindan ve
literattr taramasi sonucunda elde edilen miRNA'lar kullanilarak filtrelendi. Korunmus
miRNA'larin hangi genlerin ifadelenme seviyesini dizenledigi ve bu hedef genler
Uzerindeki etkileri psRNAtarget yazilimi kullanilarak belirlendi. Korunmus miRNA'larin
metabolik yolaklardaki rollerinin incelenmesinde, hedef genler ve CitrusCyc veri

tabanindan elde edilen iki farkl Citrus tirtine ait metabolik yolaklar kullanildi.

Bulgular: Calismamizda toplamda 1504 miRNA tespit edildi. 270 miRNA'nin 34 farkl
Citrus turleri arasinda ortak ve 111 miRNA dizisinin bu tirler arasinda korunmus
oldugu tespit edildi. 111 miRNAnin 36 tanesi ilk kez bu calisma ile literatlre



kazandirildi. Baska bir arastirma grubu tarafindan literatire kazandirilan Citrus
isomir’lerinin, calismamizin filtreleme basamaklarinda elimine edildigi saptandi.
Citrus turleri arasinda korunmus miRNA'larin, farkli tirlerde farkh hedef genlere ve

dolayisiyla da farkli metabolik mekanizmalara etki ettigi tespit edildi.
Sonuc: Bir biyoinformatik uygulamasi olan bu calismada, miRNA dizi analizine
genomik veriler dahil edilerek miRNA alanindaki ¢alismalara ve tanimlara farkli bir

bakis agisi getirilmistir.

Anahtar Sozciikler: mikro RNA, yeni nesil dizileme, biyoinformatik.



DISCOVERY OF NOVEL MIRNAS AND THEIR VARIANT ANALYSIS USING
BIOINFORMATICS APPROACHES: CITRUS MODEL ORGANISM

Cankut CUBUK
Department of Medical Informatics, Health Sciences Institute, Dokuz Eylul University,
inciralti, 35340, izmir / TURKEY
cankutcubuk [at] gmail [dot] com

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is discovering of the novel micro RNAs (miRNAS)
accurately through the analysis of existing NGS data with the bioinformatics methods,
obtaining the conserved miRNAs with their variant analysis and identifying the impact

of the miRNAs on their target genes and their roles in the metabolic pathways.

Method: Since all the required data for this study such as the whole genome and
SRNA sequencing were exist for Citrus species, we used it as the model organism in
this work. The preprocessed and filtered data were inputed into The UEA sRNA
Workbench software for miRNA identification. The identified miRNAs were controlled
by tRNAscan-SE and NOVOMIR tools to detect the false positive miRNA results. The
conserved miRNAs across 34 Citrus species were determined using their whole
genome and single nucleotide variant (SNV) data. The conserved miRNAs were
searched in the literature and databases to obtain the list of novel Citrus miRNAs
which were discovered for the first time in our study. psRNAtarget web tool was used
for the target gene analysis of the conserved miRNAs. To find the metabolic
pathways that are regulated by the conserved miRNAs, we mapped the target genes
into the metabolic pathways of two Citrus species that were available in CitrusCyc
database.

Results: In our study, we identified 1504 miRNAs. 270 miRNAs were found common
across 34 Citrus species. Sequence of 111 out of 270 miRNAs were conserved and
36 of these conserved miRNAs were novel for Citrus. The isomirs which have been



found by another research group were discarded from our study by the filtering steps
applied. We found that the conserved miRNAs had different target genes in different
Citrus species and these miRNAs were regulating different metabolic pathways
through their target genes.

Conclusion: In this bioinformatics based study, we integrated the different types of
data from varied sources using the bioinformatics algorithms. By using the genomics

data in our study, we add a distinctive frame to miRNA research studies.

Keywords: micro RNA, next generation sequencing, bioinformatics.



1. GIRiS VE AMAC

Mikro RNA'lar (miRNA) ortalama 22-23 nikleotit uzunluguna sahip, kugik ve
protein kodlamayan RNA sinifindandir. Son yillarda, miRNA inhibe edici veya miRNA
gibi davranan sentetik oligonukleotit dizileri, kanser gibi ¢oklu genetik degisikliklere
bagl olarak gelisen hastaliklarin tedavisinde yaygin bir bicimde kullaniimaktadir [1].
Transkripsiyon sonrasi gen ifadelenmesindeki 6nemli rolleri, miRNA'lar fonksiyonel

genomik ¢alismalarinin merkezinde tutmakta ve énemini artirmaktadir [2, 3].

Yeni nesil dizileme (YND) calismalarinin yiuksek maliyeti ve arastirmacilara
acik dizileme verinin eksikligi, miRNA tanimlama c¢alismalarinda farkli veri
kombinasyonlarinin kullaniimasina yol agmistir [4, 5, 6]. Fakat ginimuzde, YND ile
yapilan calismalarin maliyetinde meydana gelen hizli azalma, organizmalarin tim
genom ve transkriptom calismalarin miktarini artirmaktadir. Bu artis, mevcut olan
kiicik RNA dizileme verilerinin tekrardan analizlenmesine olanak saglamaktadir. Yeni
nesil kiicik RNA dizileme yontemi, belli uzunluk araliginda sahip tim kicik RNA'lari
siniflandirma yapmadan dizilemektedir. Bir calisma sonunda dizileme cihazindan
elde edilen ham veri, kiicik RNA dizileme verisi olarak adlandiriimaktadir ve kigik
RNA terimi farkli RNA turlerini igcinde barindiran genel bir isimdir. Kiiciik RNA dizileme
verisi iginde miRNA dizisi olanlar biyoinformatik teknikler ile tespit edilebilmektedir.
MiRNA tanimlama calismalarinin analiz mantigi birbirine ¢ok yakindir [7]. miRNA
geni, intergenik, intronik ya da ekzonik bdlgede yer alabilmektedir [8]. Buradan yola
cikarak, sayisal olarak en cok miRNA miktarinin, tim genom dizilerinin ve ttre 6zgu

kiicik RNA dizileme verilerinin kullaniimasi ile bulunacagini sdyleyebiliriz.

Yeni nesil dizileme platformlarinin teknolojik gelisimi isomir olarak adlandirilan
mMiRNA tlrevlerinin tespit edilebilmesine olanak saglamaktadir. miRNA tlrevlerinde
saptanan tek nukleotit varyantlari, gelisigiizel meydana gelen dizileme hatalarindan
kaynaklanabilecegi gibi miRNA biyogenezi sirasinda da meydana gelebilmektedir. Bu
sebeplerden dolayi, bulunan yeni miRNAlarin miktari kadar bu miRNA'larin dogru
pozitif olmasi diger bir 6nemli unsurdur. Dogru mIRNA tanimlama kriterlerini

belirlemek igin birgok farkli bilimsel ¢alisma yapilmistir ve bu kriterlerin en énemlileri


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/jcp.21993
https://academic.oup.com/bfg/article/11/1/71/191646
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23874353
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23720668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3861888/
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0092867404000455
https://www.tandfonline.com/doi/pdf/10.4161/rna.6.2.8048
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352304214000051

tek cati altinda toplanmistir [9].

Bu calismamizda mevcut YND verilerini kullanarak, biyoinformatik araclar
yardimi ile yeni miRNA'larin dogru olarak tanimlanmasi, tanimlanan miRNA'larin
farkh tdrler arasindaki korunmuslugunun incelenmesi, miRNA'larin hedef genleri
Uzerindeki etkilerinin ve metabolik yolaklardaki rollerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Calisma genel bir biyoinformatik uygulamasidir ve organizmaya 6zgu degildir. Ayni
calisma, gerekli veriler saglandigl surece insan icin de uygulanabilir. Calismada
gerek duyulan tim genom ve kicik RNA dizileme verilerinin uygunlugundan dolayi,

Citrus (Narenciye) calismamizda model organizma olarak kullaniimistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3013655/

2. GENEL BILGILER

2.1. RNA cesitleri ve miRNA

Ribonukleik asit (RNA) polimerik yapida olup bir azotlu baz, bir riboz seker ve
bir fosfat iceren nukleotitlerden olusmaktadir. RNA'lar protein kodlayanlar ve
kodlamayanlar olarak iki sinifa ayrilmaktadirlar. Protein kodlayanlar mesajci
RNAlardir (MRNA). Protein kodlamayanlar ise tasityici RNA (tRNA), ribozomal RNA
(rRNA), kicuk susturucu RNA (siRNA), kuciuk nikleolar RNA (snoRNA), kucuk
nikleer RNA (snRNA), piwi-etkilesimli RNA (piRNA), mikro RNA (miRNA), vb. olarak
kendi icinde cesitlenmektedirler. Kodlanmayan RNAlarin bir kismi dizi uzunluklar
bakimindan kuguk RNAlari olusturmaktadirlar ve mikro RNAlar bu kisimda yer

alirlar.

MIiRNA ilk kez 1993 yilinda Lee R.C. ve arkadaslar tarafindan kesfedilmistir.
Lin-4 geni Uzerinde yaptiklari ¢calismada, mRNA'dan daha kisa uzunluklara sahip
olan ve lin-14 geninin ¢ UssU cevriimeyen bolgesindeki farkli kisimlara kismen
tamamlayici olan yeni RNA molekullerini elde etmislerdir [10]. Tarihte ikinci miRNA,
2000 yihinda kesfedilmis olan let-7'dir. Let-7 canlinin gelisim zamanlamasini
diizenlemektedir ve bircok canlida yuksek diizeyde korunmustur [11, 12]. 2001 yili
itibari ile kicik RNA alanindaki calismalar artmis ve farkli fonksiyonlara sahip
olabilecegi dusunulen let-7 ve lin-4 benzeri kicik RNAlar miRNA olarak

adlandiriimaya baslamistir [13].

miRNAlar diger kicik RNAlardan ayiran en belirgin 6zellikleri; éncil miRNA
(pre-miRNA) dizisinin sahip oldugu sap-ilmik (hairpin) yapisi, bu yapinin dizi icerigi ve
termodinamik 6zellikleridir [14, 15]. Oncil miRNA dizisinin bir ucunda olgun miRNA
bulunur. Sap-ilmik yapisinin olusabilmesi igin olgun miRNA dizisine tamamlayici olan
diger bir miRNA dizisi, 6éncil miRNA dizisinin diger ucunda yer almaktadir. Bu dizi
yildiz miRNA olarak adlandirlir. Yildiz miRNA'nin yok denecek kadar az ifadeleniyor
olmasi, onun iglevsiz oldugu dusincesini uzun bir stre giindemde tutmustur. Fakat

gunumuzde iki dizininde iglevsel olabilecegi bilindigi icin dncul miRNA Uzerindeki bu
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iki mIRNA (olgun ve vyildiz) GU¢ Ussu (3p) ve bes ussu (5p) olarak da
adlandiriimaktadir. miRNA adlandirilmasinda standart olarak sunlar kullaniimaktadir
[16]:

1. Organizma adinin kisaltmasi (Orn: Homo sapiens icin hsa ).

2. "'miR” ya da “mir” 6n takisi.

3. Siralama amagl bir numara.

4. Ayni aileden olan miRNA'lar icin farkl harfler.

5. Olgun ve yildiz miRNA dizi ayrimi i¢in sirayla 3p ve 5p ekleri veya

sadece * simgesi kullanilir.

Asagida miRNA adlandiriimasi ile ilgili bir 6rnek verilmigtir.
hsa-miR-181a-5p: 181 ailesinden, dncul mikro RNAnin bes dssu ucunda yer alan

Homo sapiens yildiz miRNA'sI.

2.2. miRNA biyogenezi

Olgun miRNA'nin olusumu dort temel asamada gerceklesmektedir. Hayvan ve
bitkiler ayni biyogenez basamaklarina sahip olmasina ragmen bu basamaklarin sirasi
ve bu basamaklarda kullanilan enzim ve protein kompleksleri farkllik gostermektedir
[17, 18]. Bu basamaklar hayvan ve bitki i¢cin Tablo 1'de ve $Sekil 1'de gosterilmektedir.
Bitki miRNA biyogenezini hayvan biyogenezinden ayiran temek farklilik, isleyisin
hiicre cekirdeginden sitoplazmaya tasinma basamagidir. Hayvanlarda sitoplazmada
gerceklesen bir enzimatik kesim, bitkilerde hiicre cekirdeginde gerceklesmektedir.
Bitkilerde olgun-yildiz miRNA cifti hiicre disina tasinmadan 6nce U¢ UssiU ucundan
RNA-metiltransferaz Hua-Enhancerl (HEN1) tarafindan metillenir. Bu sayede olgun-
yildiz miRNA cifti kliciik RNA degrade edici nukleaz enzimlerinden korunmus olur.
Daha sonra bu miRNA cifti, HASTY proteini tarafindan sitoplazmaya tasinir ve
burada olgun-yildiz miRNA ¢ifti birbirinden ayrilir. Yildiz miRNA genellikle
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degradasyona ugrayarak islevsizlesir. Olgun miRNA ise RNA-indiklenmis susturma

kompleksi (RISC) ile birleserek transkripsiyon sonrasi gen

dizenlenmesinde rol alir [19, 20].

Tablo 1. Hayvan ve bitki icin miRNA biyogenez basamaklari.

ifadelenmesinin

miRNA biyogenez basamaklari

Siralama
Bitki

Siralama

Hayvan

Birincil transkript miRNAnin (pri-miRNA) miRNA

geninden RNA polimeraz Il enzimi ile yazilmasi.

1

1

pri-miRNA'nin ribonukleaz 11l enzimi ile ~ 60 - 900 [70,
71] nukleotit uzunluguna ve hairpin yapisina sahip pre-
miRNAya donusturdlmesi.

® DCL1 enzimi bitkilerde

® DROSHA enzimi hayvanlarda

pre-miRNAnin, olgun ve yildiz miRNA ¢iftine
donustartlmesi.

® DCL1 enzimi bitkilerde

® DICER enzimi hayvanlarda

isleyisin hiicre ¢cekirdeginden sitoplazmaya tasinmasi.
® HASTY proteini bitkilerde

® Exportin-5 proteini hayvanlarda

Olgun-yildiz miRNA ciftinin helikaz enzimi ile

birbirinden ayrilmasi.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5716067/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3053258/
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Bitki Hayvan
Birincil Birincil
transkript _."'1 % transkript
miRNA N miRNA
(pri-miRNA) (pri-miRNA)
CB%ap DDL :—AnAA Cap AnAA
c:t.:. @ DROSHA
&
AnAA Cay AnAA
& ¢ 2 "DecRs J/
Oncil miRNA SEG Oncil miRNA
(pre-miRNA) 7% (pre-miRNA)
HYLA 3
EXP5
f;\ Tasinma Cekirdek
) g \L Sitoplazma
Olgun ve yildiz . DICER
miRNA cifit i
@ —_— Oncal miRNA
4 Tasinma ¢ Cekirdek or PACT (pre-miRNA)
Sitoplazma \L
E Olgun ve yildiz
{5} - E miRNA gifit
g Degrade olan @ ‘& -
yildiz miRNA g
Olgun Degrade olan
miRNA yildiz miRNA
Olgun
miRNA

Sekil 1. Hayvan ve bitki miRNA’sinin biyogenez basamaklari [17].

2.3. miRNA'nin hedef genleri lizerindeki etki mekanizmasi

miRNA'lar hedef genleri Gzerinde gen ifadelenmesini azaltici yonde bir etkiye
sahiptirler. Bitki ve hayvan miRNA'larinin islevselligi ve hedef genlerini tanimaya
yardimci olan dizi bolgeleri arasinda farkhliklar vardir. Hayvan miRNA'lari hedef

genlerine 5 Ussu ucundaki ilk sekiz nukleotit (cekirdek bdlge) ile zayif bir sekilde
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baglanir iken, bitki miRNA'lari hedef genlerine tamamen ve kusursuza yakin bir
esleme ile baglanir [21]. miRNA ile hedef gen arasindaki dizi eslesmesi Sekil 2'de
gosterilmektedir. Hayvan miRNA'lari hedef genin ifadelenmesini azaltici etkiye sahip
iken, bitki miRNA'lar1 hedef genin ifadelenmesini azaltici ya da gene ait mRNA
transkriptlerini parcalayici etkiye sahiptir. Hayvan miRNA'lari genellikle hedef genin
Uc Ussu cevrilmeyen bolgesine tamamlayicidir. Bitki miRNA'lari icin éncelikli bir bdlge
bulunmamakla beraber genin protein kodlayici kisimi olan acgik okuma c¢ercevesine
tamamlayicidirlar [22, 23, 24].

Bitki
Acik okuma cergewvesi (ADC)
[ |
5 | , 3 mRNA
NN _
3 NNNNNNNNNNNN NS MIRNA
21 = s s s 2 = 2 1
Haywvan
y AOC
' |
5 | i 3 mRNA
N _
3 NNNNNNNNNNNN N 5 FIRNA
21 = = = =« 765432 1
L
Cekirdek bélge

Sekil 2. miRNA ile hedef gen arasindaki dizi eslesmesi [25].

2.4. miRNA’larin biyoteknolojide kullanimi

miRNAlarin gen ifadelenmesini diizenleyici etkisi onlarin biyoteknoloji (saglik,
tarim, biyomuhendislik) alaninda kullanimini artirmistir. Ozellikle miRNA/larin viicut
sivilarindan kolaylikla izole edilebiliyor olmasi, biyopsi 6rnedi alinmaksizin hastalik
teshisinin konulmasinda ve hastaligin seyrinin takibinde biyobelirte¢ olarak
kullanilmalarini yayginlastirmistir [26]. Bunun yani sira miRNA inhibe edici ve miRNA
gibi davranan sentetik oligontkleotit dizileri, kanser gibi ¢oklu genetik degisikliklere
bagl olarak gelisen hastaliklarin tedavisinde yaygin bir bicimde kullaniimaktadir [1].

Tablo 2'de hastaliklarla iligkisi bulunan bazi miRNA'larin listesi verilmektedir.
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miRNA'lar tarim alaninda Urin kalitesini arttirmak, bitkileri dis etkenlere karsi

dayanikli hale getirmek ve biyomiuhendislik alaninda mikroorganizmalarin metabolik

yolaklarini modifiye etmek i¢in kullaniimaktadir. Metabolik yolaklarin modifikasyonu

ile amaglanan; mikroorganizmaya az girdi ile kisa siuirede, yiksek miktar ve saflikta

istenilen Urana Grettirmektir. Bu Urlnler arasinda antibiyotik basta olmak tzere cesitli

ilaclar yer almaktadir.

Tablo 2. Hastaliklarla iligskisi bulunan bazi miRNA’lar [27].

Hastalik Diizensiz calisan miRNA |miRNA’nin hedef genleri

Obezite miR-122 AMPK

Obezite miR-143 ERKS

Tourette sendromu miR-189 SLITRK1

Kronik lenfositik 16semi miR-29b; miR-181b TCL1

Kronik lenfositik 16semi miR-15; miR-16 BCL2

Akciger kanseri miR-17; miR-92 E2F1

Akciger kanseri let7 RAS
miR-221; miR-222; miR-

Tiroid kanseri 146b KIT

Gliyoblastom miR-21 -

Hepatit C viris enfeksiyonu |miR-122 HCV

Germ hcreli testis tumord |miR-372; miR-373 LATS2

Kalp hipertrofisi miR-195 -

B- hucreli lenfoma miR-17; miR-92 E2F1

B- hucreli lenfoma miR-155 hAT1R

Seker hastaligi miR-375 MTPN

2.5. miRNA calismalarinda kullanilan molekiiler teknikler

Bu

alanda yapilan

calismalar, bilinen

miRNA'larin

ifadelenmesinin

(ekspresyon) 6lcimi ve yeni miRNAlarin belirlenmesi olarak iki kisma ayrilmaktadir.
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mMiRNA calismalarinda kullanilan molekuler tekniklerin detaylari Tablo 3'te verilmistir.
Tablo 3'te belirtilen yiuksek hacimli tekniklerin sonuclari, ayni tabloda verilen dusuk

hacimli teknikler ile dogrulanmalidir.

Bu tez calismasi ile amaclanan, YND verilerini kullanarak farkh kriterlerdeki
(yeni, ortak ve korunmus) Citrus miRNAlarin belirlenmesi oldugu icin tez
calismasinda sadece YND hakkinda ve islak laboratuvar deney protokollerini

icermeyen genel bilgi verilmektedir.

Tablo 3. miRNA calismalarinda kullanilan molekiiler teknikler.

Ekspresyon Yeni Ornek | Maliyet Sonuc¢
olcumii miRNA hacmi dogrulamasi
belirleme
Northern blot Evet Hayir Dusuk Dusuk Gerektirmez
(sadece
goreceli)
Polimeraz zincir Evet Hayir Dusuk Dusuk Gerektirmez
reaksiyonu (PZR) (sadece
goreceli)
Gercel zamanli Evet Hayir Orta Orta Gerektirmez
(kantitatif) PZR
Mikrodizin Evet Hayir Yuksek | Yuksek Gerektirir
Yeni Nesil Evet Evet Yuksek | Yuksek Gerektirir
Dizileme

2.6. Yeni nesil dizileme

Modern anlamda DNA dizilemesi, 1977 yilinda Maxam and Gilbert tarafindan
Harvard Universitesinde ve ayni sene Sanger ve arkadaslar tarafindan Cambridge,
ingiltere’de gelistirilen birbirinden farkli iki metot ile giindeme gelmistir [28, 29].
Sanger tarafindan gelistirilen yontemin daha kolay olmasi, daha az toksik ve

radyoaktif maddeye ihtiyag duymasi bu metodu daha populer hale getirmis ve
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dizileme alanindaki gelismeler bu teknik Gzerinden ilerlemistir. Yillar icinde gelistirilen
yari otomatik dizileme sistemleri giinimuizde Sanger dizileme olarak adlandirilmakta
ve dizilemede altin standart olarak kullaniimaktadir. Sanger dizilemenin sahip oldugu
dusik o©rnek analizleme hacmi ve ylksek analiz zamani gunimuizde siklikla
kullanilan YND yodntemlerine olan ihtiyacin dogmasini saglamistir. Yeni nesil dizileme
yontemlerinin ortak 6zelligi, kilcal elektroforez bazlh Sanger dizileme cihazlarinin
kapasitesini asan dizileme reaksiyonlarini tek bir deneyde gerceklestirebilmektir. Yeni
nesil dizileme sistemleri, Sanger yontemi ile uzun yillar siren dizileme projelerini
haftalar icinde sonuclandirmayr mamkin kilmaktadir [30]. YND icin su terimler
kullaniimaktadirlar; yeni nesil dizileme, ikinci nesil dizileme, ytksek hacimli dizileme
veya yuksek miktar paralel dizileme (next generation sequencing, second generation
sequencing, high throughput sequencing ve massive parallel sequencing).

GunUmuzde degisik firmalara ait yeni nesil dizileme platformlari
bulunmaktadir. Her platformun kendine 6zgu dizileme teknolojisi vardir. Bir calismada
kullanilacak YND platformunun secimi, o calismanin tirine goére degisiklik
gostermektedir. Ornegin, referans genomu bilinmeyen organizmalarin genom
dizilemelerinde uzun okumalar yapan, bilinen genomlarin yeniden dizilenmesinde
kisa okumalar yapan, filogenetik ve biyobelirte¢ calismalarinda ise diusuk hata payi
ile okuma yapan dizileme cihazlari kullaniimaldir [31, 32]. Tablo 4a ve 4b’de bazi

YND platformlarinin 6zellikleri verilmistir [33].

Yeni nesil dizileme platformlari farkh dizi okuma teknolojilerine sahiptir. Fakat
okunacak olan dizilerin deneysel olan 6n hazirhk asamasi genellestirilebilir. Bu
asamalar;

® Genetik materyalin (GM) izole edilmesi.

® Gerektigi taktirde GM’nin istenilen uzunluklarda pargalara ayriimasi.
® Bu parcalara sentetik olan adaptor dizilerinin takilmasi.

® PZR yontemiile GM veya GM parcalarin ¢cogaltiimasi.

® PZR urunlerinin saflastiriimasi.

® Saf PZR Uriunlerinin YND sistemi tarafindan okunmasidir.
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Yeni nesil dizileme sistemleri standart olarak dizi okumalarini fastq formatinda

kullaniciya sunmaktadir.

Tablo 4a. Yeni nesil dizileme platformlarinin kullanim alanlarina gére verimliligi

(Birinci kisim).

Biiyik Kiicuk
Marka Model Genom Ekzom Genom Amplikon
HiSeq X Ten YV DV DV DV
. Hi Seq 2500 YV YV oV oV
Illumina
NextSeq 500 YV YV YV YV
MiSeq DV YV YV YV
PacBio RS Il (P6 C4) oV DV YV YV
Sequel YV* DV YV YV
PGM 314 DV DV oV YV
PGM 316 DV DV YV YV
lon Torrent
Pl DV YV YV oV
Pl oV YV YV oV
SOLiD 5500xI YV YV oV oV
SOLiD 5500xI
SOLID Wildfire YV YV oV oV
(ThermoFisher) .
SOLID 5500 YV YV oV oV
SOLID 5500
Wildfire YV YV oV oV
454 (Roche) GS FLX + DV DV YV YV
GS Jr. DV DV YV YV
Oxford .
MinlON - - - -
Nanopore
Technologies PromethlON - - -

YV=YUksek verim, OV=0Orta verim, DV=Disik Verim, *Yuksek mallyet
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Tablo 4a. Yeni nesil dizileme platformlarinin kullanim alanlarina gore verimliligi

(ikinci kisim).
Gen
Marka Model Transkriptom | ifadelenmesi | Epigenomik Metagenomik
HiSeq X Ten DV DV DV DV
. Hi Seq 2500 YV oV ov YV
lllumina
NextSeq 500 YV YV YV YV
MiSeq DV YV YV DV
* *
PacBio RS Il (P6 C4) YV DV DV YV
Sequel YV* DV DV YV*
PGM 314 DV DV DV DV
PGM 316 DV ov ov DV
lon Torrent
Pl YV YV YV DV
! YV YV YV ov
SOLiD
5500xI YV ov ov YV
SOLiID
(ThermoFisher) Wildfire YV ov ov YV
SOL.iD 5500 YV oV oV YV
SOLiD 5500
Wildfire YV oV oV YV
454 (Roche) GS FLX + ov DV DV ov
GS Jr. DV DV DV DV
o)
xford MinION ! ! ! !
Nanopore
Technologies PromethlON - - - -

YV=Yuksek verim, OV=0rta verim, DV=Dusik Verim, *Yiksek maliyet
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Tablo 4b. Yeni nesil dizileme platformlarinin teknik 6zellikleri.

Toplam veri Kosum Dizi okuma
Marka Model Alt model miktari siresi uzunlugu
HiSeq X Ten* 1.8Tb 3 gln 2 X150 bp
HT v4 1Thb 6 gln 2 X 125 bp
HT v3 600 Gb 11 giin 2 X100 bp
lllumina Hi Seq 2500  Rapid 180 Gb 40 saat 2 X 150 bp
High 129 Gb 29 saat 2 X150 bp
NextSeq 500 Mid 39 Gb 26 saat 2 X 150 bp
MiSeq 15 Gb 65 saat 2 X 300 bp
PacBio RS Il (P6-C4) 1Gb 2 saat 10-15kb
Sequel 10 Gb 2 saat 10-15kb
PGM 314 100 Mb 4 saat 400 bp
PGM 316 1Gb 5 saat 400 bp
lon Torrent
(ThermoFisher) PGM 318 2 Gb 7 saat 400 bp
Pl 10 Gb 4 saat 200 bp
Pl 32Gb 4 saat 100 bp
SOLiD 5500xI 95 Gb 6 gln 2 X 60 bp
SOLiD 5500xI|
SOLiD Wildfire 240 Gb 10 giin 2 X 50 bp
(ThermoFisher) )
SOLiD 5500 48 Gb 6 glin 2 X 60 bp
SOLiD 5500
Wildfire 120 Gb 10 gin 2 X 50 bp
454 GS FLX+ 700 Mb 23 saat <1lkb
(Roche)
GS Jr. 35 Mb 10 saat 700 bp
Fast
Oxford
xior MinlON mode 84 Gb 2 giin 230 - 300 kb
Nanopore Fast
Technologies | 1 ethioN  mode 512 Gb 2 giin 230 - 300 kb

bp = 1 nikleobaz, kp = 1000 nikleobaz

Mb = Megabayt, Gb = Gigabayt, Tb = Terabayt
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2.7. Kiiciik RNA dizileme analizinde kullanilan biyoinformatik araclar

2.7.1. Yazilimlar

SRA Toolkit: sra formatindaki yeni nesil dizileme verilerini; fastq, fasta, sam, sff, qual
gibi okunabilir formatlara donudsturdr. Komut satirinda calisir [34].

Cutadapt: Yeni nesil dizileme calismalarinda, dizi parcalarinin eksiksiz ve dogru
okunabilmesi icin bu dizi parcalarina t¢ Ussu ve bes Ussu ucglarindan adaptor adi
verilen sentetik oligontkleotitler eklenir. Cutadapat yazilimi, YND dizi okumalarindan

adaptorler dizilerini uzaklastirir. Komut satirinda calisir [35].

FastQC: Yeni nesil dizileme platformlari dizileri hatali okuyabilmektedir. Ozellikle
dizinin sonlarina dogru bu hata orani reaksiyona giren enzim ve substratlarin
verimliligini kaybetmesi ile artmaktadir. Cihazdan kaynaklanan hatalarinin yani sira,
Islak laboratuvarda cDNA veya DNA dizi kittiphanelerinin hazirlanmasinda meydana
gelen kontaminasyonlar ve dizi kutuphanelerinden iyi elimine edilmemis serbest
sentetik oligonukleotit dizileri gibi kalintilarda hatalara sebebiyet vermektedir. Yeni
nesil dizileme cikti formati olan fastq, bir dizinin her bir nikleotiti icin dogruluk
degerleri bulundurur. FastQC, fastq formatindaki YND verilerini okuyarak, verilerin
kalitesi hakkinda bilgi verir. Grafiksel kullanici araytziine sahiptir ve komut satirinda
da calismaktadir [36].

FASTX Toolkit: fasta ve fastqg formatindaki dizi okumalarinin islenmesinde
kullaniimaktadir. Bu igslemlerden en yaygin olarak kullanilanlari; fastq formatindaki
dizilerin kullanici tarafindan belirlenen kalite kriterlerine gore kirpilmasi ve fasta

formatina cevrilmesidir. Komut satirinda calisir [37].
The UEA sRNA Workbench: Kuguk RNA veri setlerinin analizi ve
gorsellestiriimesinde kullaniimaktadir. Grafiksel kullanici araytiziine sahiptir ve komut

satirinda da calismaktadir [38].

tRNAscan-SE: Bir dizinin kendi Uzerine katlanarak olusturabilecegi olasi ikincil
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yapilar hesaplayarak dizinin tasiyici RNA (tRNA) olup olmadigini kontrol eder. Web
tabanh bir yazihmdir [39].

NOVOMIR: Destek vektdr makineleri (DKM) yaygin olarak kullanilan bir siniflandirma
algoritmasidir. NOVOMIR, DKM yontemini kullanarak bir diziyi bitki miRNA'sI olan ya
da olmayan olarak 2 sinifa ayirir. NOVOMIR, 6grenme veri seti olarak dogru pozitif
oldugu bilinen bitki 6nctil miRNA dizilerini ve dogru pozitif oldugu bilinen miRNA
olmayan RNA dizileri kullanmaktadir. Komut satirinda calisir [40].

BEDTools: Yeni nesil dizileme dizi okumalarinin referans genoma haritalanmasi
sonucunda elde edilen; dizilerin referans genom tzerindeki konum bilgilerinin, diziler
ile referans genom arasinda bulunan nukleotit farkhliklarinin (tek nikleotit varyantr)
ve yuksek boyutlardaki haritalama verilerinin sikistirilarak saklandigr degisik veri
formatlarinin (bam, bed, gff, gtf, vcf vb.) okunmasi, birbirine cevrilmesi ve

karsilastiriimasinda kullaniilmaktadir. Komut satirinda calisir [41].

Burrows-Wheeler Aligner (BWA): Dizilerin referans genom gibi ¢ok uzun dizilere
haritalanmasinda kullaniimaktadir. Calismanin tirine ve kullanilan YND platformuna
bagl olarak, elde edilen dizi okumalar farkli uzunluklar gostermektedir (Tablo 4b).
BWA, kisa ve uzun dizi okumalarinin haritalanmasi icin aln ve bwasw olarak iki farkli

algoritmaya sahiptir. Komut satirinda calisir [42].

The Genome Analysis Toolkit (GATK): Yeni nesil dizileme verilerinin analizi igin
kapsamli bir yaziimdir. Birincil odak noktasi, DNA dizi varyantlarinin tespiti ve
orneklerin genotiplendiriimesidir. Komut satirinda calisir. Bu ¢calismada direk olarak

kullaniimamistir [43].
Integrative Genomics Viewer (IGV): Haritalama, varyant, anotasyon vb. genomik
veri setlerinin gorsellestiriimesinde kullaniimaktadir. Grafiksel kullanici araytzine

sahiptir [44].

psRNATarget: miRNA'nin hedefi olan genlerin bulunmasinda ve bu hedef genler
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Uzerindeki etkisinin incelenmesinde kullaniimaktadir. Web tabanl bir yazilimdir [45].

2.7.2. Veri tabanlari

Gene Expression Omnibus (GEO): GEO, farkli formatlardaki genomik ve
transkriptomik veri setlerinin belirli standartlarda ve halka agik olarak kaydedildigi bir

veri tabanidir [46]. Web sitesi: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Phytozome: Bitki genomlariyla ilgili ¢esitli bilgilerin depolandigi ve karsilastirmall
analizlerin yapilabildigi bir web platformdur [47]. Web sitesi:

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html

Citrus Genome Database: Citrus turlerine ait genomik, genetik ve islah verilerinin

tutuldugu bir veri tabanidir [48]. Web sitesi: https://www.citrusgenomedb.org/

CitrusCyc Pathways Database: Citrus tirlerine ait metabolik yolak bilgilerinin
depolandigi ve yolak analizlerinin yapilabildigi bir veri tabanidir [49]. Web sitesi:

http://ptools.citrusgenomedb.org/

miRBase: Deneysel olarak veya bilgisayar ortaminda belirlenmis, ylizden fazla
organizmaya ait miRNA dizilerinin, hedef genlerinin, yeni nesil dizileme vb. bilgilerinin
bulundugu en genis kapsamh miRNA veri tabamidir [9]. Web sitesi:

http://www.mirbase.orqg/

PMDB: Deneysel olarak veya bilgisayar ortaminda belirlenmis bitki miRNA bilgilerinin

saklandig1 bir veri tabanidir [50]. Web sitesi: http://biocinformatics.cau.edu.cn/PMRD/

Rfam: Tum RNA cesitleri hakkinda kapsamli bilginin saklandigdi bir veri tabanidir [51].
Web sitesi: http://rfam.xfam.org/
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2.7.3. Veri formatlari

sra: Dizi okuma arsivi (sequence read archive) adli veri tabaninin, dizileme verilerini

saklamak icin kullandi@, sikistiriimis, ikili dosya bicimidir.

fastq: Dizinin ve bu diziyi olusturan her bir nikleobazin cihaz tarafindan dogru
okunma (kalite) degerinin tutuldugu metin esasl bir dosya bicimdir. Birinci satir dizi
adini, ikinci satir ntikleobaz dizisini, tGg¢lnci satir dizi hakkinda aciklamay (istege
bagl olarak bos birakilabilinir) ve dordiinct satir niikleobazlarin kalite degerini icerir.
Birinci satir @, tcluncu satir + karakteri ile baslamalidir. Baslangic karakteri (@ ve +)
ile sonrasindan gelen ikinci karakter (harf veya rakam) arasinda bosluk
bulunmamalidir. Yaygin olarak kullanilan bir formattir. Asagida fastq formatina ait bir
ornek verilmistir.

@Dizi adi
ACTACACGATCGACACATATTGCG
+Dizi hakkinda aciklama (istege bagl)
P*((((***+))%%%++) (%% %

fasta: Sadece dizi bilgisinin tutuldugu metin esasli bir dosya bi¢imdir. Yaygin olarak
kullanilan bir formattir. Dizi adi > karakteri ile baslamalidir ve bu karakter ile
sonrasinda gelen ikinci karakter (harf veya rakam) arasinda bosluk bulunmamalidir.

Asagida fasta formatina ait bir 6rnek verilmistir.

>Dizi adi
ACTACACGATCGACACATATTGCG

sam: Gunumuzde kullanilan, dizi haritalama yazilimlarinin standart ¢ikti bigimidir.
Referans genoma haritalanan bir dizinin; genom Uzerindeki konumu, haritalama
kalite degeri, var ise haritalanan boélgedeki dizi eklenme/silinme bilgisi, nukleobaz
dizisi, bazlarin dogru okunma degeri vb. bilgilerin sekme araligi ile saklandigi,

dizinlenebilir, metin esasl bir dosya bigimdir.
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bam: sam dosya biciminin sikistiriimasi ile elde edilen ikili dosya bicimidir.

bed, gff ve gtf: DNA, RNA ve protein dizilerinin islevsel olan veya olmayan
kisimlarinin ve bu kisimlara ait konum 6zelliklerinin sekme araligi ile saklandigi metin
esasli  bir dosya bicimdir. Kimliklendirme (anotasyon) dosyasi olarak

adlandiriimaktadirlar.
vcf: Tek nikleotit varyanti (TNV), eklenme, silinme, yapisal varyant, kopya sayisi

varyantlari vb. bilgilerin sekme araligi ile tutuldugu, dizinlenebilir, metin esasli bir

dosya bicimdir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin tipi

Yapilan tez calismasi mevcut verilerin biyoinformatik teknikler ile
analizlenmesidir. Bu ydnuyle tez uygulamahl bir arastirmadir ve tanimlayici
niteliktedir.
3.2. Arastirmanin yeri ve zamani

Arastirmanin teorik calismalari, yontem ve algoritma gelistirme kisimlari
Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisti, Medikal informatik Anabilim Dall,
Izmir, Turkiye’de, 2012-2013 yillarinda yapildi. Arastirmanin pratik calismalari
Principe Felipe Research Center, Computational Genomics Department, Valensiya,

ispanya’da, 2013-2016 yillari arasinda yapildi. Tezin yazim asamasi ve kontrolleri
2016-2019 yillar arasinda tamamlandi.

3.3. Arastirmanin evreni ve 6rneklemi

Arastirmanin evreninde 34 farkli Citrus tird bulunmaktadir.

3.4. Calisma materyali

Bu calismada asagidaki veriler kullaniimistir:

® (Citrus kiicuk RNA dizileme verileri

® (Citrus referans genom dizileri

® Citrus transkript dizileri

® Filtreleme amaciyla kullanilan miRNA olmadigi bilinen diziler
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® 34 farkli Citrus tirine ait tim genom dizilemesi ve tek nikleotit varyantlari

Biyoinformatik analizler i¢in, Principe Felipe Research Center, Computational
Genomics Department, Valensiya, ispanya’da bulunan paralel hesaplamaya olanak
saglayan yuksek performansli bilgisayar kiimesi kullaniimistir. Kiime 16 bilgisayardan
olusmaktadir. Bilgisayarlarin 6zellikleri ayni olup su sekildedir; Debian Linux igletim
sistemi, 12 ¢ekirdek, ~130 GB RAM ve ~100 TB veri depolama alani.

3.5. Arastirmanin degiskenleri

Uygulama tipi bir calisma olmasi nedeniyle bu arastirmanin degiskeni

bulunmamaktadir.

3.6. Veri toplama araclari

3.6.1. Analiz icin gerekli verilerin elde edilmesi

Bu bolumde, calismada kullanilan veriler ve kaynaklar hakkinda bilgiler

verilmektedir.

3.6.1.1. Citrus kiiciik RNA dizileme verisi

Kicuk RNA dizileme verileri GEO veri tabanindan elde edilmistir. Calismada
kullanilan kicik RNA dizileme verileri icin anahtar kelimeler (citron, citrus, cumquats,
eremocitrus, fortunella, grapefruit, murcott, kumquat, lime, limon, mandarin,
microcitrus, murcott, orange, pomelo, poncirus, pummelo, reticulata, tangerine,
tangor, trifoliate, mirna, micro RNA, sRNA, small RNA) GEO’da sorgulanmistir. Tablo
5'te GEO’dan elde edilen ve bu calismada kullanilan kiicik RNA dizileme verilerine

ait bilgiler verilmektedir.
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Tablo 5. Calismada kullanilan kiiclik RNA dizileme verileri.

GEO erisim Citrus turi Doku Gelisim Genotip
kodu basamagi
GSM712528 | Citrus sinensis Yaprak Geng ve Yabani tip
tamamen
aciimis yaprak
GSM712529 | Citrus sinensis Cicek Tamamen Yabani tip
acilmis cicek
GSM712530 | Citrus sinensis Meyve Olgun meyve Yabani tip
GSM455228 | Citrus sinensis Meyve Ciceklenmeden Yabani tip
170 gun
sonraki meyve
GSM549098 | Citrus trifoliata Cicek ve Cicek Yabani tip
meyve karisik | tomurcugu, yari
acik ve tam
acik cicek,
farkh
olgunluktaki
meyve
GSM1086751 Citrus Yaprak - Yabani tip
aurantifolia

3.6.1.2. Citrus referans genom dizisi

Citrus clementine referans genom dizisi, Amerika Birlesik Devletleri Tarim
Bakanligr'na ait Citrus genom veri tabanindan (Citrus Genome Database) elde
edilmistir. Kullanilan Citrus clementine referans genom dizisi; JGI Citrus clementine
assembly, v1.0 (182).

3.6.1.3. Citrus transkript dizileri

Citrus clementine ve Citrus sinensis transkript dizileri, bitki genomu veri tabani

Phytozome’dan elde edilmistir. Sirasiyla kullanilan Citrus clementine ve Citrus

25



sinensis transkript dizileri; Cclementine_182 _transcript.fa (v9.0) ve

Csinensis_154 _transcript.fa (v9.0).

3.6.1.4. Filtreleme amaciyla kullanilan diziler

Kicik RNA'larin (miRNA, tRNA, siRNA, vb.) yapisal 6zellikleri birbirleri
arasinda yakin benzerlik gostermektedir. Bu sebepten dolayr miRNA belirleme
asamasindan 6nce, kodlanmayan ve dizisi bilinen kigik RNA (mikro RNA harig)
dizileri calisma veri setinden filtrelenerek uzaklastiriimalidirlar. Buna ek olarak, ayni
nikleotit veya nikleotit gruplarinin tekrarlanmasi ile olusan ve karmasikhgr duisuk
olan diziler yanlis pozitif sonu¢ oranini arttiracagl icin calisma Oncesinde veri
setinden cikariimalidir. Kodlanmayan kugik RNA dizileri, RNA ailesi (familya) veri
tabani Rfam’dan elde edilmistir. Nukleotit tekrarlarindan olusan diziler bilgisayar

ortaminda simule edilmistir.

3.6.1.5. Otuz dért farkl Citrus tiiriiniin tiim genom dizilemesi ve tek niikleotit
varyantlari

Citrus turine ait tim genom dizileme verileri Citruseq-Citrusgenn [52]
projesine ait olup topluma acik durumda olmadigi icin islenmemis verilere dogrudan
ulasim saglanamamistir. Elde edilen veriler, tim 6n islemeleri tamamlandiktan sonra
Citrus referans genomuna haritalanmis dizileme ve c¢ozimlemesi yapiimis TNV
verileridir. Bu veriler, Citruseq-Citrusgenn proje ortagl Principe Felipe Research
Center, Computational Genomics Department, Valensiya, ispanya tarafindan

saglanmistir [53, 54].

Referans genoma haritalanmis tim genom dizileme verileri bam, TNV verileri
ise vcf formatinda elde edilmisti. Bam dosyalari, genom okuma dizilerinin Citrus
clementine referans genomunda hangi bolgelere denk geldiginin ve bu bélgelerin kag
defa okunmus oldugunun bilgisini icermektedir. Bir bdlgenin fazla okunmasi
(coverage) o bolgedeki TNV’lerin dogru pozitif olarak ¢ézimlenmesinde blyik 6nem
tasimakta, ayrica referans genoma (6rn: Citrus clementine referans genomu)
haritalamasi yapilmis dizilerin ait oldugu tire (6rn: Citrus maxima) veya organizmaya

(6rn: Punica granatum) 0zgu referans genomunun c¢ikarilmasinda, yani haritalanmis
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olan dizilerin tek bir diziye indirgenmesinde de 6nemli rol oynamaktadir. VCF
dosyalari, bir TNV’'nin referans genom uzerindeki yerini ve bu TNV'nin ne kadar

dogru pozitif olabilecegi ile ilgili bilgiler tasimaktadir.

Tam genom dizileme verilerinin islenmesi, dizilerin referans genoma
haritalanmasi ve TNV’lerin ¢6zimlenmesinde kullanilan metotlar Jose Carbonell-
Caballero ve arkadaslari tarafindan 2015 yilinda ayni 6rnekler kullanilarak kloroplast

genomu icin yapilan ¢calismada detayli olarak aciklanmistir [55].

Bu tez calismasinda tim genom dizileri ve TNV verileri kullanilan 34 farkl

Citrus tarunun tam listesi Sekil 3'te verilmistir.

27


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25873589

Wﬁﬁ#ﬁﬂl e ok

Chinese box orange

Australian finger lime

Australian desert lime

Australian round lime

Corsica citron

Mac Veu mountain citron

Buddha's hand citron

Humpang citron

Kumquat

Calamondin

Pomeroy Citrus trifoliata
Mexican ime Citrus aurantifolia
Micrantha

Sour orange

Eureka lemon

Sweetorange Citrus sinensis
Chandler pummelo

Marsh grapefruit

Low-acid pummelo

Guanxi pummelo

Shatian pummelo

Ichang papeda

Mangshan mandarin

Rangpur lime

Cleopatra mandarin

Sunki mandarin

Huanglingmiao mandarin

Clementine mandarin Cjtrus clementine

King mandarin
Willowleaf mandarin
Ponkan mandarin
Dancy mandarin
Satsuma mandarin
W.Murcott mandarin

Sekil 3. Calismada kullanilan 34 farkh Citrus tarandn listesi ve filogenetik iligkileri

[55]: Citrus trioliata (pomeroy), Citrus aurantifolia (mexican lime) ve Citrus sinensis

(sweet orange) kiiguk RNA verileri ile Citrus clementine referans genomu c¢alismanin

MIiRNA tanimlama asamasinda kullaniimistir. Sekilde verilen tim Citrus turlerine ait

genome dizileme ve varyant verileri ortak ve korunmus miRNA'larin belirlenmesinde

kullaniimistir.
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3.6.2. Yeni nesil dizileme verilerini kullanarak, biyoinformatik araclar yardimi ile
yeni miRNA’larin dogru olarak belirlenmesi

Yeni miRNA'larin tanimlanmasi; kicuk RNA dizilerinin 0n islenmesi ve
cozimlenmesi olarak iki kisma ayrilmistir. On isleme sonunda elde edilen kiguk
RNA'lar calismadaki ¢coziimleme basamaklarinda kullaniimistir. 3.6.2., 3.6.3. ve 3.6.4.
bolimlerinde anlatilan analiz basamaklarinin daha anlasilabilir ve kolay takip
edilebilir olmasi i¢in bu bélimlerin algoritmik akis semasi Sekil 7°de verilmigtir.

3.6.2.1. Kiiglik RNA dizilerinin 6n islenmesi

Tablo 5'te belirtilen veri setlerinden bazilari islenmemis ve sra formatinda iken
bazilari ise islenmis ve diz metin dosya formatindadir. Dz metin dosyalari, ki¢cuk
RNA dizisini ve bu dizinin ka¢ kez okundugunu iceren iki kolondan olusmaktadir.
Adaptor dizileri temizlenmis ve kalite kontroll yapilmis bu dizi verileri bash betigi
kullanilarak fasta formatina cevrilmistir (Sekil 4). sra formatindaki dizileme verileri,
SRA Toolkit yazilimi ile fastq formatina cevrilmistir. fastq formatindaki dizi verileri,
Cutadapt yazilimi kullanilarak adaptér dizilerinden arindiriimistir. Yeni nesil dizileme
teknik sebeplerden dolayl dogrulugu dusik okumalar yapabilmekte veya 6rnek
hazirlama basamaklarindan gelen safsizliklar dizileme verilerinin  kalitesini
dusurebilmektedir. Adaptér dizisi c¢ikarnlmis dizi verilerinin  kalite  kontrol
degerlendiriimesi FastQC yazilimi ile yapilmistir. FASTX Toolkit yazihmi kullanilarak
dizi verileri fastqg formatindan fasta formatina cevrilmistir. Fasta formatindaki bu

veriler filtreleme asamasinda kullaniimistir.

Diiz metin formati Fasta formati

TTCAGACAGAGAGTATTCATT 2 >dizi 1

3 TTCAGACAGAGAGTATTCATT
..... >dizi_2
..... TTCAGACAGAGAGTATTCATT
..... >dizi 3

>dizi 4

>dizi_5

Sekil 4. Diiz metin formatinin fasta formatina ¢evrilmesi.
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3.6.2.2. Kiiclik RNA dizilerinin filtrelenmesi

mMiRNA olmadigi bilinen, karmasikligi disik veya referans genom (Citrus
clementine) ile eslesmeyen diziler kiigiik RNA veri setinden ¢ikariimistir. Bu asamada
The UEA sRNA Workbench (Filter) yazilimi kullaniimistir. Filtreleme amaci ile
kullanilan diziler, referans genom dizisi ve kiciuk RNA dizileme verileri bu yazilama
fasta formatinda verilmistir ve elde edilen filtrelenmis veriler ayni formattadir. Bu
asamalar, Tablo 5'teki her bir veri seti icin ayri ayri uygulanmistir. Bu asamada
yapllan filtreleme islemleri, hem istenmeyen dizilerin uzaklastiriimasi hem de miRNA
belirleme asamasindaki analiz zamanini azaltmasi acisindan 6nemlidir. Filtreleme
islemi sonrasinda elde kalan kicuk RNA dizileri, miRNA belirleme asamasinda

kullaniimigtir.

3.6.2.3. miRNA belirleme

miRNAlarin belirlenmesi ve kimliklendiriimesinde The UEA sRNA Workbench
(miRCat) yaziimi kullaniimistir. miRNA belirleme asamasi i¢in bu yazilimin
secilmesindeki ana etmen, yazilimin bitki ve insan miRNAlarina 6zgl secenekler

sunmasidir.

Calismada yazilima girilen ana parametreler sunlardir;

® miRNA uzunluk araligi: en kisa 18, en uzun 27 nikleobaz

® Kiucuk RNA asgari bolluk miktari: 10

® Diger parametrelerde bitki icin varsayilan degerler kullaniimistir

(Sekil 5).

miRNA uzunluk araligi miRBase veri tabanindan (versiyon 20) elde edilen
Viridiplantae (yesil bitkiler) miRNA dizilerinin uzunluk dagilimina goére belirlenmistir.
Bu dagilim Sekil 6'da gosterilmektedir. Kiiciik RNA bolluk miktar bir dizinin kag kere
okundugunu (saptandigini) gostermektedir. Diger bir deyisle bu deger kicik RNA

transkriptinin ifadelenme miktarini géstermektedir. ifadelenme miktari az olan kiicik
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RNA'larin dogrulanmasi ¢cok zor oldugu icin bolluk miktari az olan dizilerin miRNA
olarak degerlendiriimemesi bu alandaki calismalarda kullaniimakta ve bu deger
kullaniciya gore degisiklik gostermektedir [56]. Bu diziler olgun miRNA olarak
degerlendiriimemelerine ragmen yildiz miRNA olarak degerlendirilebilmektedirler. Bu
sebepten dolaylr daha onceki basamaklarda dizilerin bolluk derecesine gére bir

filtreleme yapiimamistir.

MiRNA belirleme asamasi her bir kiicik RNA dizileme veri seti igin ayri ayri
uygulanmistir. Analiz sonucunda elde edilen cikti su bilgileri icermektedir; belirlenen
olgun miRNA'nIn dizisi, yildiz miRNA dizisi, dncul miRNA dizisi, dizilerin (olgun, yildiz
ve Oncul miRNA) referans genom Uzerindeki konumlari, dizi uzunluklari, miRNA
bolluk miktari, miRNA'nin referans genomun kag farkli yerinden sentezlendigi, miRNA
oncul dizisinin sahip oldugu sap-ilmik yapisinin minimum serbest enerji degeri,
MiRNA 6ncul dizisinin sahip oldugu guanin nikleobaz miktarinin sitozin nikleobaz

miktarina orani (G/C), miRNA'nin miRBase veri tabanina gore kimliklendirilmesi.
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3.6.2.4. Yanhs pozitif miRNA’larin calismadan ¢ikariimasi

Kicik RNA dizilerinin filtrelenmesi asamasinda, miRNA olmadigl saptanan
veya mMiRNA olma olasiligi dusuk olan diziler ¢alismadan cikariimis olmasina
ragmen, mMIiRNA belirleme asamasinda elde edilen sonuclar yanhs pozitiflik

icerebilmektedir.

Bu asamada uygulanan filtreleme, 3.6.2.3.te belirlenen miRNAlara ait 6ncul
mMiRNA dizilerinin Ozelliklerini baz almaktadir. Sirasiyla tRNAscan-SE ve NOVOMIR
yazihimlari kullanilarak yanlis pozitif olabilecek miRNAlar tespit edilmis ve

calismadan cikariimigtir.

3.6.3. Belirlenen miRNA’larin siniflandiriimasi

3.6.3.1. Varyant analizi: Otuz dért farkl Citrus tiirii icin ortak olan miRNA’larin
belirlenmesi

Calismada kullanilan kucik RNA dizileme verileri farkh Citrus trlerine ait olup
kullanilan referans genom ise sadece Citrus clementine tlrine aittir. Bu sebepten
dolayi, belirlenen bir miRNANnin bazi Citrus turlerinin genomunda bulunmamasi
olasidir. Bir miRNAnin 34 Citrus tirleri icinde gecerli oldugunu sdyleyebilmemiz igin
bu miIRNA'nin éncl dizisinin calismada kullanilan tim Citrus 6rnekleri icin dizilenmis
olmasi gerekmektedir. Bu bilgi, Citrus clementine referans genomuna haritalanmis
tum genom dizileme verilerinden (bam formatinda) elde edilebilmektedir. mIRNA
oncul dizisinin Citrus clementine referans genomu Uzerinde bulundugu bdlgelerin
bam dosyalari icinde aranmasinda bedtools yazilimi ve bash betigi kullaniimistir. Bu
asamada elde edilen bilgi, belirlenen bdlgeye haritalanabilmis genom dizileme
verilerinin bolluk miktaridir. Bir miRNAnin ilgili Citrus turinin miRNA'si olarak
degerlendirilebilmesi i¢in aranan bdélgenin %90"1 dizilenmis ve bu bdlgeye en az bir
bolluk degerinde genom dizi okumalari haritalanmis olmalidir. Bolluk derecesinin bir
olarak secilmesinin sebebi referans genom uzerinde birden fazla yere denk gelen
genom dizi okumalarinin g¢alismadan c¢ikarilmis olmasidir. Yani referans genoma
haritalanan her dizi haritalandigi bdlgeye o6zgudir. 34 Citrus tirinin hepsinde

genomik konumlari  dizilenebilmis olan miRNAlar ortak mMIiRNA olarak

33



degerlendirilmistir.

3.6.3.2. Varyant analizi: elde edilen miRNA’larin farkli tiirler arasindaki
korunmuslugunun incelenmesi

34 Citrus turd icin ortak olan miRNA dizilerinin bu tirler arasindaki
korunmuslugunun  degerlendiriimesinde, olgun  miRNA  dizilerinin TNV
barindirmamasi kriter olarak kullaniimistir. Ortak miRNAlarin referans genom
Uzerindeki pozisyonlarinin baslangi¢c ve bitis noktalari arasinda kalan bdlgelerdeki
TNV miktari vcf dosyalarindan elde edilmistir. Tek ntkleotit varyanti icermeyen
miRNAlar, Citrus turleri arasinda korunmus miRNA'lar olarak degerlendirilmiglerdir.

Bu asamada bedtools yazilimi kullaniimistir.

3.6.3.3. Literatiire kazandirilan miRNA’larin belirlenmesi

Bilgimiz sinirlar icerisinde ilk defa bu calisma ile tanimlanmis olan Citrus
miRNA'larini saptamak icin daha ©onceden yayinlanmis olan Citrus mMiRNA
calismalarinin  sonugclari kullanilarak korunmus olarak tanimladigimiz miRNA'lar
filtrelenmistir. Calismamizin uygulama kisminin tamamlandigi 2016 yihindan 6nce
konuyla ilgili yayinlanmis alti tane makale bulunmustur (PMID: 20398412, PMID:
22952759, PMID: 23824690, PMID: 23292880, PMID: 20626894, PMID: 21796478).
Bu makalelerden, toplamda 12508 farkli miRNA verisi elde edilmistir. Bu veriler,

mMiRNA veri tabanlarindaki tum kayitlari da kapsamaktadir.

12508 miRNA dizisi bwa yaziimi kullanarak Citrus clementine referans
genomuna haritalanmistir. Haritalama sonunda elde edilen miRNA dizilerinin referans
genom Uzerindeki konum bilgileri, korunmus miRNAlarin konum bilgileri ile
karsilastirilarak bir filtreleme islemi gerceklestiriimistir. Konum bilgileri olarak

kromozom numarasi, dizi baslangi¢ ve bitis noktalari kullaniimistir.

3.6.3.4. isomir dizilerinin kontrolii

Ehya F. ve arkadaslar ve 2013 yilinda yaptiklari calismada ylksek miktarda

(12148 tane) isomir olarak adlandirilan miRNA tirevlerini saptadiklarini belirtmigler
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ve bu miRNA tdurevlerinin listesini yayinlamislardir [57]. Bu tdrevler, bir miRNA
dizisinin tc¢ Ussl ve/veya bes Ussl uclarindan birka¢ nikleotit kaybedilmesi ve/veya

kazanilmasi ile olusan miRNA benzeri dizilerdir.

Calismamizda belirlemis oldugumuz olgun ve yildiz miRNA dizileri icin her
satirda bir dizi olacak sekilde iki ayri diz metin dosyasi hazirlanmistir. Bu dosyalar,
12148 tane isomir’in bulundugu ayni formattaki dosya ile linux komut satirinda grep

fonksiyonu kullanilarak karsilastinimistir.

Olgun ve yildiz miRNA dosyalarinda bulunamayan isomir dizileri, bwa aln
haritalama algoritmasi  kullanilarak  Citrus clementine referans genomuna

haritalanmis ve haritalama sonuglari IGV ile gorsellestirilmistir.

3.6.4. Korunmus miRNA’larin hedef genleri iizerindeki etkilerinin ve metabolik
yolaklardaki rollerinin belirlenmesi

Calismanin bu kisminda sadece iki Citrus turd kullaniimistir. Bunun nedeni
transkript dizilerinin ve metabolik yolak bilgilerinin sadece Citrus sinensis ve Citrus

clementine icin elde edilebilmis olmasidir.

miRNA'lar tarafindan regule edilen genlerin belirlenmesinde psRNAtarget
yazihmi kullanilmistir. Bu analiz ile miRNA'larin etki ettigi transkriptler ve etkinin tird

hesaplanmistir.

Analizde kullanilan parametreler su sekildedir;
® miRNA/hedef dizilerinin birbirine tamamlayiciligi.
Maximum expectation: 2
® Yukaridaki parametrenin uygulanacagi dizi uzunlugu.
Length for complementarity scoring (hspsize): 18
® miRNA hedef dizisinin ikincil yapisinin kararsizhigi.
Target accessibility (UPE): 25
® RISC'in hedef bolgeye baglanabilmesi i¢in gerek duydugu dizinin ikincil

yapisina katkida bulunmayan, t¢ tssu ve bes tssu uclarindaki dizilerin
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uzunluklart.
Flanking length around target site for target accessibility analysis:
17-13

® Bu parametrede belirlenen konumlar arasinda meydana gelen herhangi
bir hatali dizi eslesmesi (miRNA/hedef), hedef transkriptin parcalanmasi
yerine inhibe olmasina sebep olur.

Range of central mismatch leading to translational inhibition: 8-12

Citrus sinensis ve Citrus clementine metabolik yolaklari Citrus gen adlari
kullanilarak modellendigi icin psRNAtarget ile bulunan hedef transkriptlerin adlari,
gen adlarina ve protein ailesi kimlik kodlarina dondsturalmastir. Bu asamada biomart
(http://www.phytozome.net/biomart/) web araci kullaniimistir. Elde edilen hedef gen

listeleri metabolik yolak genleri ile eslestirilerek, bu genlerin kontrol ettigi metabolik
yolaklar bulunmustur. Bu asamada Citrus yolak veri tabani (CitrusCyc Pathways
Database) kullanilmistir. Her iki tar icinde ayri ayri yapilan bu islemler sonrasinda
miRNA'lar tarafindan kontrol edilen metabolik yolaklar karsilastiriimigtir.
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Kiigiik RNA dizileme verileri
* GEO veri tabam

|
|

Yolaklar

== -

Sekil 7. Yapilan analizin algoritmik akis semasi.
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3.7. Arastirma plani

Arastirma plani Gantt ¢gizelgesi olarak asagida verilmistir.

2012 - 2013 2013 -2014 2014 -2015 2015-2016 (2016 - 2017 2017 - 2018 |2018-2019 2018-2019
Giliz - Bahar Giiz - Bahar Giiz - Bahar Giiz - Bahar Giiz - Bahar Gz - Bahar |Giz Bahar

Literatur
taramasi D D

Etik kurul
basvurusu ve
onayl D

Teorik
calismalar D D

Algoritma
secimi C C

Uygulama C C

Sonuc¢
degerlendirme C C

Tez yazimi DC DC DC

Tezin

incelenmesi ve
diizeltmeler DC | DC DC

Tez savunmasi DC
D DEU (izmir, Turkiye)
C CIPF (Valensiya, ispanya)

DC DEU ve CIPF

3.8. Verilerin degerlendirilmesi

Kullanilan biyoinformatik yazilimlarinda gerek duyulan parametreler literatir
taramasi ile elde edilmistir. Bu parametrelere gore miRNA tanimlama, siniflandirma
ve fonksiyonel analizler gergeklestiriimistir. Calismada karsilastirilacak gruplar

olmadigi icin karsilastirmali istatiksel analizler yapiimamistir.

Verilerin degerlendirilmesi U¢ ana baslik takip edilerek gerceklestirilmistir (Sekil
8'de A,B ve C bagsliklarl). Her ana bashk, kendi igindeki kuguk is paketlerinin
izlenmesi ile tamamlanmistir. Al, B1, B2, B3 ve B4 basamaklari diziler arasi

nikleobaz benzerligini esas almaktadir. A2 basamaginda, sekil 5'te belirtilen
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kriterlere uyan kicik RNA okuma dizileri miRNA olarak tanimlanmistir. Bu
basamakta kullanilan program tarafindan 6énctl miRNA dizilerinin ikincil yapilarinin
tanimlanmasinda istatistiksel yontem olarak hipergeometrik test kullaniimistir ve
anlamlilik diizeyi olarak da 0.05 degeri secilmistir (Sekil 5). A3 basamaginda makine
ogrenmesi ve olasiliga dayanan hesaplamalar ile calisan yazihmlar kullanilarak, A2
basamaginda tanimlanan miRNAlarin saglamasi yapiimistir. Bu basamakta, miRNA
oncul dizisi olma olasiligi dusuk bulunan diziler calismadan otomatik olarak
cikarilmistir. C1 basamaginda, 3.6.4.'te belirtlen parametreler kullanilmistir. C2
basamaginda hedef genlerin yer aldigi metabolik yolaklar metin aramasi yapilarak

bulunmustur.

_ ¥

~

| A |
N/ Kiigiik RNA A1, Kigluk RNA dizilerinin hazirlanmasi ve filtrelenmesi.
—‘ dizilerinin A2. Mikro RNA tanimlanmasi.
gozimlenmesi A3. Yanls pozitif miRNA'larin belirlenmesi ve

@ filtrelenmesi.
b

|\’/ B ]| J B1. 34 farkh Citrus turleri i¢in ortak olan miRNA'larin belirlenmesi.

7/ miRNAlarin B2. Ortak miRNA'lar arasindan dizisi korunmus olanlarin belirlenmesi
—L siniflandinimas B3. Literatiire kazandirilan miRNA'larin belirlenmesi.

B4. isomir dizilerinin kontrolii
/-"_'\ @
|\\~

C }
'—"/ Fonksiyonel J C1. miRNA hedef genlerinin berlilenmesi

analizler C2. Metabolik yolak analizi.

Sekil 8. Calismada kullanilan analiz akis semasi.

3.9. Arastirmanin sinirhiliklari

miRNA'larin belirlenmesinde, Citrus clementine referans genomu diger Citrus
turleri icin de referans genom olarak kullaniimistir. Calismada kullanilan her Citrus
tiriine ait referans genom ve kiciuk RNA dizileme verilerinin olmamasi calismanin

sinirhiliklarini olusturmaktadir.
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3.10. Etik kurul onayi
Etik kurul karari Dokuz Eylul Universitesi girisimsel olmayan klinik arastirmalar

degerlendirme komisyonunun 16.05.2013 tarihli toplantisinda, 1019-GOA protokol ve
2013/18-13 karar numarasi ile alindi (EK3).
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4. BULGULAR

4.1. On islenmesi ve filtrelemesi yapilmis kiiciik RNA dizileri

FastQC yazihmi kullanilarak yapilan kalite kontrol degerlendiriimesinde,
adaptor dizilerden arindiniimis olan kiigiik RNA veri setinde herhangi bir olumsuzluk
tespit edilmedi. Bu veri seti fasta formatina gevrildikten sonra dogrudan calismaya
dahil edildi. Kiigik RNA dizilerinin filtrelenmesi asamasinda her veri setinden farkl
miktarlarda miRNA kriterlerine uymayan diziler uzaklastirildi (Tablo 6). Dizinin en ¢ok
kayboldugu asama referans genom ile eslesmeyen dizilerin uzaklastiriidigr kisimdir.
Uzaklastirilan dizilerin, tim veri setinin yaklasik olarak %50’lik bir kismini olusturdugu
gozlendi.

4.2. Belirlenen miRNA’lar

mMiRNA belirleme asamasinda yogun bilgisayarli hesaplamalar yapildigindan
dolayi, analizin bu asamasina 70 GB ve Uzeri rastgele erisimli hafiza tahsis edilmesi
gerektigi ve bu gereksinimin kii¢ctik RNA verisinin buyukligua ile dogru orantih oldugu

gOzlendi.

Altt veri setinin filtrelenmis dizileri kullanilarak toplamda 1598 miRNA
belirlendi. tRNAscan-SE ve NOVOMIR yazilimlariyla yapilan analizde 94 tane miRNA
yanhs pozitif olarak tespit edildi ve ¢alismadan ¢ikarildi. Kalan 1504 tane miRNA'dan
sadece 76 tanesinin miRBase veri tabanina gore kimliklendirilebildigi ve bu 76
miRNA'nin 30 farkli miRNA ailesinden olustugu gozlendi (EK1).
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Tablo 6. Filtreleme 6ncesi ve sonrasi kiiciik RNA dizi okumalarinin miktarlari.

GEO islenmemis Dizi Bolluk miRNA olmayan Referans
veri tabani dizilerin | uzunluguna derecesi az ve karmasikhgi genom ile
erisim miktari gore (<10) diziler disik diziler eslesmeyen
kodu filtreleme |uzaklastirildiktan | uzaklastirildiktan diziler
sonrasi sonra ** sonra uzaklastirildiktan
(18-27 sonra ***
niikleobaz)
GSM455228 | 4598696 4580242 4468008 4468000 2453144
(2787921) | (2771332) (2757947) (2757947) (1217352)
GSM549098 | 13106573 | 13099435 13098472 11593806 5544238
(4876395) | (4872610) (4871900) (4840460) (1446508)
GSM712528 | 3198491 3137906 3137791 3038128 2043221
(1634083) | (1577154) (1577069) (1566826) (837346)
GSM712529 | 2770871 2670341 2670245 2534285 1575943
(1515486) | (1420747) (1420671) (1408163) (677994)
GSM712530 | 2409984 2323751 2323656 2131195 1373912
(1053181) | (973471) (973388) (960507) (509500)
GSM108675 | 15435261 | 14096535 14078690 10170006 5590925
1 (3252758) | (2738646) (2728026) (2682761) (845483)

Parantez icinde verilen sayilar, birbirinden farkh dizilerin miktarini géstermektedir.

** Bolluk derecesi direk olarak 3.6.2.2.'de filtreleme amaciyla kullaniimamistir.

Bolluk derecesi (<10) 3.6.2.3.'te parametre olarak kullaniimistir ve bu tabloda sadece bilgi amach
yer verilmistir.

*** Mikro RNA belirleme asamasinda kullanilan dizilerin miktari.

4.3. Belirlenen miRNA’larin siniflandiriimasi
4.3.1. miRNA’larin siniflar arasi dagilimi
1504 miRNA'dan 270 tanesinin Citrus turleri icin ortak oldugu belirlendi. Citrus

67
kimliklendirildigi ve bu 67 miRNAnin 29 farkli miRNA ailesinden olustugu gozlendi.

turleri icin  ortak miRNAlarin tanesinin miRBase veri tabanina gore
270 miRNA'dan 111 tanesinin dizilerinin, bu ¢calismada yer alan 34 farkli Citrus turu
arasinda korunmus oldugu saptandi. Korunmus miRNAlarin 36 tanesi ilk defa bu

calisma ile literatire kazandirildi (Tablo 7). Belirlenen miRNAlarin siniflar arasi
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dagilimi Sekil 9'da ve bu bélimde bahsedilen tim veriler detayli olarak EK1'de

verilmistir.

A 159 -
1234 75

36

m C: Dizisi korunmus miRNA'lar (111)

Sekil 9. Belirlenen miRNA’larin siniflar arasi dagilimi.

Tablo 7. Literatiire kazandirilan yeni miRNA’lar.

miRNA'nin | Olgun

Olgun . ) miRBase
] o bulundugu miRNA .
miRNA dizisi S _ veri tabani
veri seti  uzunlug R
kimligi
sayisi u
AATGGGACTCTGCAGAGGAGATGT 1 24 -
CGGGATATTGGTGCGGTTCAA 1 21 -
GGAAAATCGGGCGACAAGCAG 1 21 -
GTGAAGTCGTAACAAGGTA 1 19 -
TTCCACAGCTTTCTTGAA 1 18 mir396
ATCGATGCGTGGATCTAAGGCGGA 1 24 -
ATGTGGTGGAATGCAATTGGGTGG 1 24 -
CAAAATGGACAAGAAGGAGAT 1 21 -
TCGGACCAGGCTTCATTCC 1 19 mirl66
TGCCAAAGGAGAGTTGCCC 1 19 -
TTAGATTCACGCACAAACT 1 19 -
AAGTTAACGGATTGGTGGACGGTA 1 24 -
CGAACTCTCTCCCTCAACGG 1 20 -

Yildiz
miRNA

Tespit edilmedi
Var
Tespit edilmedi
Tespit edilmedi
Var
Tespit edilmedi
Tespit edilmedi
Tespit edilmedi
Var
Tespit edilmedi
Tespit edilmedi
Tespit edilmedi
Var
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CTGAAGTGTTTGGGGGAACTC 1 21 mir395 Var
TGGAATCTTGATGATGCT 1 18 - Tespit edilmedi
TTGAAGTGTTTGGAGGAACTC 1 21 - Tespit edilmedi
CTTGCAATGAGATCTGAGGGCC 1 22 - Tespit edilmedi
TACACGGTGCAAGAGAAGGAGATG 1 24 - Tespit edilmedi
TGATTAAATTATGGATGGCTC 1 21 - Tespit edilmedi
GCAGGTTTGCCCGAGAGGTTAA 1 22 - Var
AGCCAGTATTCTGATCCAT 1 19 - Var
GGGGGTGTAGCTCATATGG 1 19 - Tespit edilmedi
TTCAGCTGTGGAAAGGGCAAG 1 21 - Tespit edilmedi
AGGGATTTAACTAGGGATTGGCAA 1 24 - Tespit edilmedi
ATATGATTGGATGAGTAAAAA 1 21 - Tespit edilmedi
TGCCAAAGGAGAGTTGCCC 1 19 - Tespit edilmedi
TTTGGATACTTAGTTGGGATA 1 21 - Tespit edilmedi
GGGGATGTAGCTCAGATGGT 2 20 - Tespit edilmedi
TTTTTGGATTGAAGGGAG 2 18 - Var
GGGGGTGTAGCTCATATGGTA 2 21 - Tespit edilmedi
AACGGTGATGAGTCTACAGACCT 2 23 - Tespit edilmedi
TCGGACCAGGCTTCATTCCCC 2 21 mirl66 Tespit edilmedi
TCTGGAACAGGAATCGTCATA 3 21 - Var
TCTGGAACAGGAATCGTCATA 3 21 - Var
TGAGCTGTTTGGCTATTCTCGC 6 22 - Var
ACAGGAGGTGGAACAAATATGAAA 6 24 - Var

4.3.2. isomir dizilerinin kontrolii

Ehya F. ve arkadaslar tarafindan 2013 yilinda yapilan ¢alismada kullanilan
kicuk RNA veri setini de kullanmamiza ragmen, onlarin isomir olarak belirledigi
dizilerinin sadece kicuk bir kisminin bu calismada yildiz miRNA olarak belirlendigi
tespit edildi. Yildiz miRNA'larin dizileri EK1'de verilmistir. Calismamizda elde edilen,
olgun ve yildiz miRNA listelerinde bulunamayan isomir dizileri ise Citrus clementine
referans genomuna haritalanarak incelenmistir. Bu dizilerin 6zellikle mRNA Uzerinde

konumlandigi ve parcalanmis mRNA dizilerini yiksek oranda icerdigi tespit edilmistir
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(Sekil 10). Bu durum, RNA izolasyonu asamasinda olusabilen teknik bir sorundur. Bu
istenmeyen mRNA dizilerinin, calismamizin filtreleme basamaklarinda veri setinden

uzaklastirildigi tespit edilmistir.

lig[BWIM|O 1ZIP YNY 2Nndm)|
glwuejejiiey ewouab suelaysy

Referans
genom

aaaaaaaaaaaa

Transkript (mRNA)

Sekil 10. GSM1086751 veri setinde bulunan parcalanmis mRNA dizileri: gri bloklar
referans genoma haritalanmis kicuk RNA dizi okumalarini, mavi kalin blok referans

genomu, mavi kalin ve ince kesitli blok transkripti (MRNA) gostermektedir.

4.4. miRNA’larin etkiledikleri hedef genleri ve metabolik yollar

Yz on bir tane korunmus miRNA'nin etki ettigi Citrus sinensis ve clementine
transkriptlerinin ve genlerinin sayisi Tablo 8'de verilmistir. Transkript’lerin etkilenme
sekli, transkript ve gen adlari EK2'de verilmistir. Her iki Citrus tarinin gene
adlandirmalarinin birbirinden farkli olmasi direk olarak karsilastirmalarini imkansiz
kilmistir. Bu asamada genlerin protein ailesi kimlik kodlari kullaniimistir. Toplamda
198 protein ailesinden, 63 tanesinin sadece Citrus clementine turiinde, 31 tanesinin
sadece Citrus sinensis turinde ve 104 tanesinin her iki tirde de etkilendigi belirlendi
(EK2).
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Yuz on bir tane korunmus miRNA'nin hedef genlerinin Citrus sinensis ve

clementine metabolik yolaklari Gzerinde farkli mekanizmalara etki ettigi tespit edildi

(Tablo 9).

Tablo 8. Korunmus miRNA’larin hedef transkriptlerinin ve genlerinin sayisi.

Parcalanan
transkript
sayIsl
C. sinensis 243
C. clementine 213

inhibe olan Toplam
transkript transkript
sayisl sayisl
88 331
59 272

Transkriptlerin ait
oldugu genlerin
sayisl
170
207

Tablo 9. Korunmus miRNA’lar tarafindan kontrol edilen metabolik yolaklar.

Citrus clementine ve
Citrus sinensis

ortak yolaklari
1,4-dihidroksi-2-naftoat

biyosentezi Il
Alanin biyosentezi Il

Askorbat glutatyon dongusu

Sadece
Citrus clementine

yolaklari

Oksijenli solunum (sitokrom c)
Amonyak tasinimi

Kalsiyum tasinimi

Askorbat geri donisumu (sitosolik) Klorofil A degradasyonu

Yag asiti aktivasyonu

Yag asidi omega-oksidasyonu

Folik asit poliglutamilasyonu
Folik asit dontusimu |
Folik asit dontstumd Il

Glisin biyosentezi |
Homosistein ve sistein birbirine

cevrimi
O-dikinon biyosentezi

L-dopakrom biyosentezi

Dhurrin biyosentezi

Homogalakturon degradasyonu
NAD / NADH fosforilasyonu ve

defosforilasyonu

Piridin nukleotit déngus

Sadece
Citrus sinensis

yolaklari

Absisik asit biyosentezi

Betanidin degradasyonu
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Linoleat biyosentezi
Oligomerik urusyol biyosentezi
Fosfatidilkolin agil diizenlemesi

Isik solunumu
Silfonasyon igin stlfat

aktivasyonu
Silfat indirgenmesi Il

Silfit oksidasyonu Il
UDP-D-ksiloz ve UDP-D-

glukuronat biyosentezi

Uridin-5'-fosfat biyosentezi
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5. TARTISMA

Yeni nesil dizileme teknolojisi yuksek ¢ozunurlikte genomik ve transkriptomik
bilgi saglayarak canllarin kompleks sistem biyolojisinin anlasiimasina buyuk katki
saglamaktadir. Yeni nesil dizileme teknolojisi her gecen gin daha hacimli, kolay
kullanilabilir ve ekonomik bir hal almaktadir. Bu durum ile ters orantili olan tek sey
elde edilen verilerin blyuklugu ve verilerin islenme suresidir [58]. Yeni nesil dizileme
ile birlikte biyoinformatik alanindaki arastirmalarda hiz kazanmistir. Artan veri miktari
daha uygun istatistiksel ve biyoinformatik metotlarin gelismesine yol acmaktadir.
Hatta ginumuzde YND ile biyoinformatik gelismeleri bir dongi halinde birbirlerini
beslemektedir. Yeni nesil dizileme ile elde edilen veri sadece arastirmaci tarafindan
cevaplanmak istenen bilimsel soruya isik tutacak nitelikte degildir. Mevcut YND
verileri, yeni verilere entegre edilerek ve yeni algoritmalar kullanilarak tekrar tekrar

islenebilir ve bu sayede farkli biyolojik mekanizmalar ac¢ikliga kavusturulabilinir.

Bu calismada, daha Onceden analizlenmis ve halka agik halde olan Citrus
kicuk RNA verileri, gincel genomik ve transkriptomik verilere entegre edilerek
tekrardan analizlenmis ve guvenirligi daha yuksek olan bir analiz tasariminin
uygulamasi yapilmistir. Baska ¢alismalarda analizi yapilmis olan alti tane kiigik RNA
dizileme verisinin (Tablo 5) kullanildigi bu calismada, yogun filtreleme basamaklari
kullanildigi halde hala yeni miRNA'larin (36 tane) bulunabiliyor olmasi ilgi ceken bir
noktadir. Bunun en 6énemli sebebi calismamizda referans genom dizisinin kullanmis
olmasidir. Tablo 5'teki verilerin analizlendigi ¢alismalarda, zamanin sartlarina bagh
olarak Citrus referans genomu vyerine, Citrus ifadelenmis dizi etiketi (Expressed
Sequence Tag) veya transkriptom dizileri kullaniimistir. miRNA geni, intergenik,
intronik ya da ekzonik bolgelerde yer alabildigi icin [8] en cok miRNANnIn referans

genom dizisinin kullaniimasi ile belirlenmis olmasi gayet normaldir.

Bircok miRNA tanimlama calismasi, miRBase veri tabanindaki diziler ile
eslesen kicuk RNA dizilerini korunmus miRNA, eslesmeyen fakat miRNA kriterlerine
uyan kucuk RNA dizilerini ise yeni miRNA olarak adlandiriimistir. Bu siniflandirma

sekli, miRNA dizilerinin yiuksek korunmusluga sahip oldugu algisindan dogmustur.
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Fakat son yillarda yapilan calismalar bu algiyr degistirmektedir. Calismamizda
korunmusluk kavramini, miRBase dizi eslestirmesini hesaba katmadan, dizinin tek
nukleotit varyanti tasimamasi durumunda kullandik. miRBase veri tabanini ise elde
ettigimiz miRNA'lari adlandirmak amaciyla kullandik. Bunun sonucunda 270 Citrus
miRNA'sindan sadece 111 tanesinin 34 Citrus turt icin korunmus oldugu tespit
edilmistir. Yani Citrus miRNA dizileri yiksek oranda korunmus degildir. Tek nikleotit
varyanti verilerini miRNA dizilerine entegre ederek elde ettigimiz bu bilgi, miRNA
alaninda yapilan giincel calismalarin sonuglarini destekler niteliktedir. Ryan D. Morin
ve arkadaslari 2008 yilinda yaptiklari ¢calismada miRNA varyantlarindan bahsetmis
ve bunlarl isomir olarak adlandirmistir [59]. José Carbonell ve arkadaslar 2012
yihinda yaptiklari diger bir calismada, insan miRNA'sinin populasyonlar arasindaki
TNV’ye bagli olarak korunmuslugunu kaybedebildigini gostermistir [60]. Ling J. ve
arkadaslari 2017 yilinda yaptiklari bir calismada bazi olgun miRNAlar ve bu
miRNA'larin hedef genlerini dizilmisler ve bu calisma ile miRNA Uzerindeki bir
TNV’nin hedef genler ve yolaklar tzerinde farkh etkilere sahip oldugunu ve miRNA
dizisinin korunmus olmadigini deneysel olarak kanitlamislardir [72]. Bu bilgiler
dogrultusunda gelecekteki miRNA calismalarinda kullanilacak olan korunmusluk

taniminin calismamizda oldugu sekilde kullanilacagi kolaylikla 6ngérulebilir.

miRNA varyantlari, dizi icerisindeki nukleobaz degisimi ile meydana
gelebilecedi gibi miRNA dizisinin ¢ Usslu velveya bes UssU uclarindan birkag
nikleobaz kazanilmasi veya kaybedilmesiyle de olusabilmektedir [61]. Ehya F. ve
arkadaslari, 2013 yilinda yaptiklari bir ¢calismada, 12148 tane birbirinden farkl ve
Citrus aurantifolia turine ait isomir yayinlamislardir. Calismamizda ayni kiigik RNA
dizileme verisini kullanmamiza ragmen benzer sonuclari elde edemedik. Ehya F. ve
arkadaslari tarafindan isomir olarak tespit edilen dizilerin kicuk bir kisminin bizim
calismamizda yildiz miRNA olarak belirlendigi tespit edildi. Yildiz ve olgun miRNA'lar
birbirlerine ¢ Gssu ve bes Ussu uclarinda eslesmeyen cikinti diziler kalacak sekilde
tamamlayicidirlar. Aslinda bu c¢ikintilar miRNA dizilerinin DCL1 enzimi (hayvanlarda
Drosha ve Dicer enzimleri) tarafindan kesilmesi sirasinda meydana gelir. Ayrica U¢
Ussu ucundaki yaklasik iki nukleobazlik ¢ikinti, bu enzim/enzimler tarafindan gerek
duyulan dizi kesim bdlgesidir [62]. Bu agidan bakildiginda, dikkatli yapilmayan bir
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analiz sonucunda yildiz miRNA'larin isomir, isomir’lerin de yildiz miRNA olarak
raporlanmasi olasidir. iki calismanin sonuclari arasindaki biyik farkin sebebi
calismalarin analiz akis semalari karsilastirilarak aciklanabilir. Ehya F. ve arkadaslart,
miRBase veri tabaninda bulunan miRNA'lar ile tam olarak eslesen dizileri miRNA,
maksimum ¢ hatali nukleobaz ile eslesen dizileri ise isomir olarak degerlendirip, veri
tabanina gore bu miRNA ve isomir dizilerini adlandirmistir. Adlandiriimasi yapilan bu
miRNA'lar ve isomir’ler i¢cin dncul miRNA dizileri raporlanmamistir. Geri kalan kiguk
RNA dizileri ise Citrus aurantifolia transkript dizilerine haritalanmigtir. Bu haritalanmig
dizilerden miRNA dncul dizisine sahip olanlar, yeni Citrus aurantifolia miRNA'sI olarak
tanimlanmisti. miRNA ve isomir belirleme asamalarinda kucik RNAlar bolluk
derecesine gore filtrelenmemis ve olgun miRNA'nin tamamlayicisi olan yildiz
miRNA'lar raporlanmamistir. Bizim yaptigimiz ¢calismada ise Ehya F. ve arkadaslarn
tarafindan yapilanin aksine fazla miktarda filtreleme basamaklari kullaniimistir. Kiigik
RNA filtreleme basamagini basariyla gecen her dizi referans genoma haritalanmis ve
yapisal (6ncil miRNA o6zellikleri) olarak miRNA oldugu dasinuilen diziler miRBase
veri tabanina gore adlandinimistir. Daha detayl yapilan bir incelemede, hem Ehya F.
ve arkadaslari tarafindan hem de bu tez calismasinda kullanilan kiictiik RNA verisinin
parcalanmis mRNA dizilerini ylksek oranda icerdigi tespit edilmistir (Sekil 10). Bu
durum, RNA izolasyonu asamasinda olusabilen teknik bir sorundur. Pargcalanmis
MRNA dizilerinin buyuk ¢cogunlugu Ehya F. ve arkadaslari tarafindan isomir ve miRNA
olarak raporlanirken, bizim calismamizda istenmeyen dizi parcalari olarak
siniflandinimis ve calismadan cikariimistir. Bu tespitin ardindan calismamizda
kullanilan analiz akis semasinin ve sonuglarin dogrulugu kanitlanmis, filtreleme
basamaklarinin ve filtreleme kriterlerinin 6nemi bir kez daha anlasiimistir. Ayrica

isomir ile ilgili yapilacak olan ¢alismalarin yiksek dikkat gerektirdigi vurgulanmistir.

Bu tez calismasi bir biyoinformatik analizi oldugu icin raporladigimiz her
mMiRNAnIn laboratuvar ortaminda deneysel olarak dogrulanmasi gerekmektedir. Her
MIiRNA'nin énctl miRNA dizisi de belirlendigi icin sonuclarin laboratuvar ortaminda
dogrulanmasi mumkindir [63]. Belirlenen her olgun miRNA i¢in tamamlayicisi olan
yildiz miRNA tespit edilememistir. Bunun sebebinin yildiz miRNA'nin biyogenez

sonrasinda hemen degradasyona ugruyor olmasi olarak distunulmustir. miRNA'larin
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belirlenmesinde, Citrus clementine referans genomu diger Citrus torleri icin de
referans genom olarak kullaniimistir. Calismada kullanilan her Citrus tirine ait
referans genom ve kuguk RNA dizileme verilerinin olmamasi ¢alismanin sinirliliklarini
olusturmaktadir. miRNA alaninda yapilan ¢alismalarin daha dikkatli bir sekilde ele
alinmasi ve calismalarin giincel yontemler ile tekrarlanmasi, 2017 yilinda Taylor R.
ve arkadaslar tarafindan yayinlanan bir calismada da glindeme gelmistir. Basligi “ya
dogru yap yada hi¢ yapma olan” bu calismanin amaci miRNA veri tabanlarinda ¢ok
fazla yer tutan yanls pozitif sonuclara dikkat cekmek ve bu sonuglarin tekrardan nasil
analizlenebilecegidir. Taylor R. ve arkadaslari 6rnek veri seti olarak ¢calismamizda da
kullanilan Citrus sinensis veri setini kullanmislardir (GSM455228) [73]. Taylor R. ve
arkadaslari tarafindan yapilan calismaya atifta bulunarak onu temel alan, Chavesa I.
ve arkadaslar tarafindan 2017 yilinda yayinlanan diger bir calisma, yanlis pozitif
sonuclarl azaltabilecek bir miRNA analiz semasi ortaya koymaktadir. miRPursuit
adini verdikleri bu analiz semasi birbirinden farkll kicik RNA siniflandirma ve
filtreleme programlarini bir arada kullanmaktadir [74]. Alptekin B. ve arkadaslar 2016
yihinda yaptiklari ¢alismada Ozellikle bitki miRNA'lari igin yanhs pozitif sonuglari daha
aza indirebilecek SUmir serisi programlarini kullanima acmislardir [75]. Yeni analiz
semasl Oneren bu U¢ calisma ile calismamizin en 6nemli ortak noktasi, dikkatli
yapilmasi gereken dizi filtreleme basamaklaridir. Bu gelismeler esliginde verilerin
tekrardan analizlenmesini kaginilmaz goéren Van Peer G. ve arkadaslari, miRBase
Tracker adini verdikleri miRNA bilgi takip sistemini gelistirmiglerdir [76]. Bu sistem ile
dizileme verilerin tekrardan analizlenmesi ve miRNA veri tabanlarinin elde edilen

sonuglar dogrultusunda giincellenmesi daha verimli ve kolay bir hale almistir [77].

Bu tez calismasinda tirler arasinda korunmus miRNA'larin, farkl tirlerde farkl
hedef genlere etki ettigi tespit edildi. Calismada kullanilan metabolik yolaklarin her iki
Citrus turl icinde topolojisi ve gen icgerigi aynidir. Fakat 111 korunmus Citrus
miRNA'sinin hedef genlerindeki farkliligin, metabolik yolaklar Gzerinde farkh etkilere
sahip oldugu go6zlenmisti. miRNA dizileri ayni olsa bile hedef genlerde bulunan
nikleobaz farkliliklari veya miRNA hedef dizisinin bir Citrus turiinde daha fazla
miktarda gen tarafindan barindiriimis olmasi, metabolik yolaklar Gizerinde gbzlenen
farkli etkilere sebep olmaktadir. Bu durum miRNAnin sadece dizisel olarak
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korunmuslugunun cokta anlamli olmadigini géstermektedir. miRNA'larin fonksiyonel

acidan korunmuslugu daha buyidk 6énem tasimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bir biyoinformatik uygulamasi olan bu calismada, ayni konuda kullaniimig
birbirinden bagimsiz ¢alisma verileri ve algoritmalar birlestirilmis, ¢calismanin basarisi
ve onemi model organizma Citrus Uzerinde kanitlanmistir. Literatire 34 farkh Citrus
trd icin 36 yeni ve 111 korunmus miRNA dizisi kazandiriimistir. Analize genomik
veriler dahil edilerek miRNA alanindaki ¢alismalara ve tanimlara farkl bir bakis acisi
getirilmigtir.

Bu tez calismasi, Saglik Bilimleri Enstitlisiinde yapildigi icin calismanin saghk
alanina uygulanabilirligi 6nemlidir. Calismada kullanilan parametrelerde kuguk
degisiklikler yapilarak ayni analiz, insanda da kullanilabilir. Ozellikle kanser gibi insan
saghgint ve ekonomisini biyuk olcide etkileyen, tedavi yontemleri heniiz tam
anlamiyla gelismemis hastaliklarin  mekanizmalarinin  ortaya cikariimasi,
gunumuzdeki en 6nemli arastirma konularindandir [78, 79]. Kanser Genom Atlasi
[64] ve Uluslararasi Kanser Genom Konsorsiyumu [65] gibi projeler, verilerini halka
acik hale getirerek, translasyonel tip alanina blytk destek vermektedir. Bu projeler
ile elde edilmek istenen, etik kurallar cercevesinde deneysel veriyi en azami miktarda
yararl bilgiye donudstirmekti. DREAM ve CAMDA vyarismalari anonimlestirilmis
gercek verileri paylasarak, veriyi en dogru ve anlamli bilgiye donistirecek
biyoinformatik algoritmalarinin dogmasina olanak saglamaktadir [66, 67]. Yukarida
bahsi gecen ve 6rneklerini cogaltabilecegimiz uluslararasi proje ve yarismalar her
sene yeni veriler esliginde daha da buyimektedir. Yeni nesil dizileme verileri bilginin
sakli oldugu buyuk bir okyanustur ve canlilarin sistem biyolojisinde agiklanmasi
gereken daha bircok mekanizma bulunmaktadir [80]. Bu ytzden verilerin belli
araliklar ile yeni verilere entegre edilerek ve yeni algoritmalar yardimiyla tekrardan

analizlenmesi gerektigini sdylemek dogru olacaktir.

Saglik alaninda varilmak istenen nokta, genomik yani kisilestirilmis tiptir [68].
Gunumuzde buyuk projeler altinda yapilan analizlerin yakin gelecekte hasta
yatagindan laboratuvara ve laboratuvardan hasta yatagina uygulamalarinda
kullanilacak rutin testler olmasi c¢ok yakindir [69]. Bu acidan bakildiginda,
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biyoinformatik analizlerin saghk bilimlerinin bir parcasi olacagl kac¢inilmaz bir
gercektir. Bu tez calismasinda oldugu gibi halka acik veriler ile yapilan biyoinformatik
analizler, bilime katki saglamakta, ileriye yonelik o6nemli bilgi ve tecribe

kazandirmaktadir.
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8. EKLER

EK1. Calismada belirlenen 1504 tane miRNA’nin tam listesi

Bu teze ait EK1’in URL baglantisi asagida verilmistir.

EK2. Hedef genler ve genlerin ait olduklari protein aileleri

Bu teze ait EK2’in URL baglantisi asagida verilmistir.

URL.: https://drive.google.com/drive/folders/ITUDwFYOWHL6bF5Z0mg1XYSMZujXP3DHEU
Alternatif URL: go0.gl/NjGTzR

Alternatif URL: bit.ly/20dCGags
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