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OZET

Cukurova Bolgesi’ndeki Mycobacterium tuberculosis suslarinin filogenetik
iliskisinin SNP ile incelenmesi

Tiiberkiiloz, kiiresel oOlcekte en Oonemli enfeksiyon hastaliklarindan biri
olmayi siirdiirmektedir ve etkeni olan Mycobacterium tuberculosis(M. tuberculosis),
yiikksek genetik kararhiligina ragmen zaman icinde c¢esiti mutasyonlara
ugramaktadir. Bu mutasyonlardan ozellikle tek niikleotid polimorfizm (SNP)’ler,
bakterinin viriillans mekanizmalan iizerinde belirleyici etkilere sahip olabilir.
SNP’ler insersiyon, delesyon ve substitiisyon gibi farkh tiplerde ortaya ¢ikabilmekte
ve protein yapisi, gen ekspresyonu ya da regiilasyon yollar iizerinden patojenin
biyolojisini etkilemektedir. Bu ¢calismada, Cukurova Bolgesi’nde izole edilen, en az
bir antitiiberkiiloz ilaca direncli M. tuberculosis suslarimin viriilansla iliskili oldugu
ongoriilen mcelR, mcelA, yrbEI1A, yrbE1A, phoP ve phoR gen bolgelerinde SNP
varhginin arastirilmasi, varsa suslar arasindaki filogenetik iliskinin incelenmesi
amaclandi. Bunun icin DNA Dizi Analizi yontemi uygulandi. NCBI veritabanina
dayanilarak, H37Rv ve H37Ra referans suslarindaki bu gen dizilimlerinin
karsilastirilmasi sonucunda yalmizca phoP geninde tek bir noktada transversiyon
(C—T) oldugu belirlenmis olup, biitiin klinik izolatlarimiz bu pozisyonda viriilan
H37Rv susu ile aym dizilimi gosterdi. phoR geninde, H37Rv referans susunun
852910. pozisyonundaki C niikleotidinin biitiin klinik drneklerimizde T ile yer
degistirdigi, ayrica farkh klinik orneklerimizde yrbEIA geni basta olmak iizere
biitiin gen bolgelerinde cesitli SNP’ler tespit edildigi gozlendi. Sonug¢ olarak, bu tez
kapsaminda mcel gen Kiimesi ve phoPR sistemi iizerinde yapilan SNP analizleri,
insersiyon, delesyon ve substitiisyon seklindeki bu farkli SNP tiplerinin M.
tuberculosis’in viriilans mekanizmalarim etkileyebilecegine dair on veriler
saglamistir.

Anahtar Sozciikler: mcel, Mycobacterium tuberculosis, phoPR, SNP, viriilans
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ABSTRACT

SNP-Based Phylogenetic Analysis of Mycobacterium tuberculosis Strains in the
Cukurova Region

Tuberculosis remains one of the most significant infectious diseases
worldwide, and its causative agent, the Mycobacterium tuberculosiscMTBC),
undergoes various mutations over time despite its high genetic stability. Among
these mutations, single nucleotide polymorphisms (SNPs) may have decisive effects
on the bacterial virulence mechanisms. SNPs can occur as insertions, deletions, or
substitutions, and may influence the pathogen’s biology by altering protein
structure, gene expression, or regulatory pathways. In this study, we aimed to
investigate the presence of SNPs in the mcelR, mcelA, yrbEIA, yrbEIA, phoP, and
PphoR gene regions—predicted to be associated with virulence—in M. tuberculosis
strains isolated from the Cukurova Region that are resistant to at least one anti-
tuberculosis drug, and to examine possible phylogenetic relationships among these
strains. For this purpose, DNA sequence analysis was performed. According to the
NCBI database, comparison of these genes in the H37Rv and H37Ra reference
strains revealed a single transversion (C—T) at one site in the phoP gene, where all
our clinical isolates showed the same sequence as the virulent H37Rv strain. In the
phoR gene, the C nucleotide at position 852910 in the H37Rv reference strain was
replaced by T in all clinical samples. Moreover, various SNPs were detected across
all gene regions, particularly in the yrbE1A4 gene, in different clinical isolates. In
conclusion, the SNP analyses conducted on the mcel gene cluster and the phoPR
system within the scope of this thesis provided preliminary evidence that these
different SNP types insertions, deletions, and substitutions may influence the
virulence mechanisms of M. tuberculosis.

Keywords: mcel, Mycobacterium tuberculosis, phoPR, SNP, virulance
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1. GIRIS VE AMAC

Tiiberkiiloz, giiniimiizde kiiresel ol¢cekte en dnemli enfeksiyon hastaliklarindan biri
olmaya devam etmektedir. Etkeni olan Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis),
DNA’sindaki yiiksek G/C orami nedeniyle genetik olarak kararli bir yapiya sahip
olmasina ragmen, zaman igerisinde ¢esitli mutasyonlar gecirmektedir. Bu mutasyonlar
arasinda Ozellikle tek niikleotid polimorfizmleri (single-nucleotide polymorphism,
SNP’ler), bakterinin patogenezinde ve evrimsel siireclerinde belirleyici rol oynamaktadir.
SNP’ler; insersiyon, delesyon ve substitiisyon gibi farkli tiplerde ortaya c¢ikabilmekte;
protein yapisi, gen ekspresyonu ve diizenleyici mekanizmalar {izerinde etkiler yaratarak
patojenin biyolojisini sekillendirmektedir.

M. tuberculosis genomunda yatay gen transferi oldukca nadirdir; bu nedenle
patojenite, ilag direnci ve viriilans ile iliskili evrimsel kazanimlarin biiyiik 6lgiide SNP’ler
gibi nokta mutasyonlarina bagh oldugu disiiniilmektedir. Bu 6zellik, M. tuberculosis
popiilasyon yapisinin hiyerarsik bir formda sekillenmesine yol agmakta ve SNP’leri giiglii
filogenetik belirtecler haline getirmektedir. SNP’ler yalnizca bakterinin evrimsel
gecmisini anlamada degil, ayn1 zamanda farkli klinik suslarin siniflandirilmasinda ve
viriilans mekanizmalarinin anlagilmasinda da kritik 6neme sahiptir.

Bu ¢alismada, Cukurova Bolgesi’nden izole edilen ve en az bir antitiiberkiiloz ilaca
direngli M. tuberculosis suslarinda, virtilans ile iliskili oldugu 6ngoriilen mcelR, mcelA,
yrbEIA, yrbEIA, phoP ve phoR gen bolgelerindeki SNP’lerin varliginin arastirilmasi
amaglanmistir. Ayrica, belirlenen varyasyonlarin klinik sugslar arasindaki filogenetik
iliskiye katki saglayip saglamadiginin incelenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda DNA
dizi analizi yontemi kullanilarak, elde edilen bulgularin M. tuberculosis’in viriilans

mekanizmalar1 ve genetik cesitliligi lizerine yeni veriler sunmasi beklenmektedir.



2 GENEL BIiLGIiLER

2.1. Tiiberkiiloz ve Genetigi

Tiiberkiiloz (TB), ¢ogunlukla Mycobacterium tuberculosis kompleksine  ait
tiirlerin yol agtig1, yiiksek morbidite ve mortalite oranlarina sebep olan 6nemli bir kiiresel
saglik sorunudur. Hastalik, 6zellikle ¢ok ilaca direngli suslarin (multi drug resistance -
MDR) ortaya c¢ikisi nedeniyle tedavi protokollerini ve halk sagligi c¢alismalarim
zorlastiran ¢ok yonlii sorunlar barindirmaktadir. M. tuberculosis’in hem viriilansinin hem
de ila¢ direncinin genetik temellerini anlamak, etkili tan1 ve tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi acisindan kritik 6neme sahiptir.

M. tuberculosis’in genetigi, adaptasyon ve patojenitesine katkida bulunan belirgin
cesitlilik ile karakterizedir (1). Tiim genom dizileme (Whole Genome Sequence, WGS),
M. tuberculosis suslar1 arasindaki genetik ¢esitliligi karakterize etmede giiclii bir yontem
olarak gelismis ve ilag direnci ile iligkili mutasyonlarin tanimlanmasina imkan saglamistir
(2, 3). Ornegin, ¢alismalar farkli M. tuberculosis soylarinin gesitli mutasyon hizlarina
sahip oldugunu ve izoniazid (Isoniazid, INH) ile rifampisin (Rifampicin, RIF) gibi birinci
basamak ilaglara direng kazandiran spesifik genetik belirleyiciler tasidigini gostermistir
(4, 5). Bu genetik varyasyonlar arasinda, ila¢ direncinin dogru bi¢imde tanimlanmasinda
kritik oneme sahip olan katG ve rpoB gibi temel genlerdeki tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP’ler) bulunmaktadir (6, 7).

Ayrica, M. tuberculosis’te genetik varyasyon yalnizca direngle simirh degildir;
viriilans1 da kapsamaktadir. Aragtirmalar, belirli genetik mutasyonlarin, bakterinin konak
bagisiklik yanitlarindan kagma ve tedavi sirasinda kaliciligimi artirma yetenegini
giiclendiren hiperviriilan suslara yol agabilecegini gostermektedir (8, 9). Ornegin, @yas
ve ark. ile Copin ve ark. yaptig1 caligmalar belirli SNP’leri hem artan viriilansla hem de
stresli ortamlara uyum saglama kapasitesiyle iliskilendirmistir; bu da M. tuberculosis’in
genetik yapisinin hem patojenik potansiyelini hem de tedavi sonuclarini etkiledigini
diistindiirmektedir (10, 11).

Klinik uygulamalarda yonetim genellikle MDR izolatlarinin varligini belirlemek
amaciyla hizli genotiplendirme ile baslamaktadir; bu durum tedavi etkinligi ve hasta

bakimi1 agisindan belirleyici olmaktadir (2, 12). Genetik altyapi anlasilmadan baglatilan



tedaviler etkisiz rejimlere yol agabilmektedir, ¢linkii bazi suslar sik kullanilan anti-
tiiberkiiloz ilaglarina direng gostermektedir. Bu nedenle, molekiiler tani teknikleri, ilag
direngli suslarin hizla tanimlanmasi ve tedavinin buna gore diizenlenmesinde kilit rol
oynamaktadir (13). Molekiiler genetikteki bu ilerlemeler, ayrica tiiberkiiloz hastalar1 i¢in
tedavi planlarinin kisisellestirilmesine katki saglayabilen farmakogenomik yaklagimlarla
da desteklenmektedir (14, 12).

Sonug¢ olarak, tiiberkiiloz genetigi, klinik yonetim uygulamalar1 ve tibbi
miidahalenin ilk adimlar1 arasindaki kesisim, TB epidemisinin etkin bir sekilde ele
alinmasinda kritik 6neme sahiptir. Genomik aragtirmalar, M. tuberculosis’in genetik
cesitliliginin karmagik yapisini aydinlatmaya devam ettikge, elde edilen genomik
verilerin klinik uygulamalara dahil edilmesinin tiiberkiilozun tani, tedavi ve kontrol
stratejilerinin dogrulugunu ve etkinligini artiracagi her gecen giin daha acik bigimde

anlagilmaktadir.

2.2.Tek Nokta Polimorfizmi

Tek niikleotid polimorfizmleri (single-nucleotide polymorphism, SNP), genomda
tek bir niikleotid pozisyonunda meydana gelen ve ayni tiirlin bireyleri arasinda DNA
dizisinde farklilik olusturan varyasyonlardir. Insan genomundaki genetik varyasyonun
%090’1indan fazlasin1 temsil eden, en yaygin genetik cesitlilik tiirlerinden biridir (1).
SNP’ler, genlerin kodlayict bolgelerinde ortaya c¢ikabilir ve aminoasit dizilerini
etkileyebilir; ayrica kodlamayan bolgelerde de bulunarak gen diizenlenmesi ve
ekspresyonunu etkileyebilir.

SNP’ler, biyolojik siireclerde 6nemli roller tistlenmekte olup genetik c¢esitlilik ve
belirli hastaliklara yatkinlik icin kritik belirteglerdir. Bulunduklar1 konuma ve
fonksiyonel baglama gore farkli sonuglar dogurabilirler. Ornegin, non-sinonim SNP’ler -
yani kodlanan proteinde bir aminoasit degisikligine yol aganlar- protein fonksiyonunu
degistirebilir ve bu durum bireylerin hastaliklara ya da ilaglara verdigi yaniti etkileyebilir
(2, 3). Her ne kadar aminoasit dizisini degistirmeseler de, sinonim SNP’ler mRNA
stabilitesi veya translasyon verimliligi lizerinde rol oynayarak gen ekspresyonunu
etkileyebilir.

M. tuberculosis baglaminda SNP’ler, genetik c¢esitliligin ve ila¢ direncinin

evrimsel siireclerinin anlagiimasinda temel belirteclerdir. Ornegin, tiim genom dizileme,



klinik izolatlar1 ayirt eden spesifik SNP’lerin tanimlanmasina imkan vermekte; bu sayede
farkl1 suglar arasindaki iliskileri ortaya koyan filogenetik agaglarin olusturulmasi
miimkiin olmaktadir (15). Genetik belirtegler ayni zamanda bulasma yollarinin
aydinlatilmasina da katki saglamaktadir. Wang ve arkadaslarinin (16) 2009-2018 yillar
arasinda Sanghay’da yiiriittiikleri molekiiler epidemiyolojik ¢aligmada, kiiltiir-pozitif
Mycobacterium tuberculosis olgular1 tim genom dizilemesi ile incelenmistir. Bu
kapsamda, iki izolat arasinda tiim genom karsilastirmasi sonucunda 12 veya daha az SNP
farki saptandiginda, bu izolatlar ayni bulasim kiimesi (transmission cluster) olarak
degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen 345 hastanin 94’1 (%27,25), bu esik degere
gore 42 genomik kiime igerisinde simiflandirilmis ve yerel bulasin varligi ortaya
konmustur. Bulgular, saglik sisteminde 14 giinden uzun siiren gecikmelerin, 14 giinden
kisa siirenlere kiyasla kiimelesme riskini anlamli bigimde artirdigini géstermistir. Ayrica
65 yas altinda olmak, yerlesik ikamet statiisiine sahip bulunmak, Pekin genotipine ait
suslarla enfekte olmak ve izoniazid direncine sahip olmak kiimelesme ile iliskili ek risk
faktorleri olarak belirlenmistir. Calisma, saglik sistemindeki gecikmelerin tiiberkiilozun
yayiliminda kritik rol oynadigini ve izoniazid direncli hastalarin temas arastirmalarinda
oncelikli gruplar olarak ele alinmasi gerektigini vurgulamaktadir. Bu bulgular,
epidemiyolojik arastirmalar agisindan biiyiikk 6nem tasimakta ve hem bulas zincirlerinin
hem de hastalik kontrol stratejilerinin belirlenmesinde yol gosterici nitelik tagimaktadir.

SNP’ler, M. tuberculosis’in patogenezinin ve konagin bagisiklik sistemiyle
etkilesiminin anlasilmasinda kilit unsurlardir. Ornegin, sitokinleri kodlayan konak
genlerindeki baz1 SNP’lerin TB’ye duyarhilik farkliliklariyla iliskili oldugu gosterilmistir.
IL-1B ve Toll-like reseptdor 2 genlerindeki polimorfizmler, akciger dist TB riskinin
artisiyla iliskilendirilmistir (17). Bu varyasyonlar, bagisiklik yanitinda goérevli sitokin
diizeylerini degistirebilir ve konagin enfeksiyonu kontrol etme kapasitesini etkileyebilir.
Ozellikle interlokin-6 promotdr bolgesindeki rs1800796 SNP’si, TB’ye duyarlilikla
anlamli bi¢cimde iliskilendirilmistir. Bu da enflamatuvar yanit farkliliklarinin hastalik
fenotipini etkileyebilecegini gostermektedir (18).

Konak SNP’leri ile M. tuberculosis SNP’lerinin kesisimi, yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinde dikkat c¢ekmektedir. Patojen genomundaki SNP’ler,
rifampisin ve izoniazid gibi birinci basamak ilaglara diren¢ kazandirarak tedavi

rejimlerini  zorlastirabilmektedir (19). Direngle iligskili SNP’lerin belirlenmesi,



klinisyenlerin tedavi protokollerini buna gore uyarlamasina olanak tanimakta ve klinik
sonuglarin iyilestirilmesini saglayabilmektedir. Bu genetik varyasyonlarin anlagilmasi,
kisisellestirilmis tip yaklagiminin TB’ye uygulanmasia katkida bulunmakta ve ilag
direngli suglarin kiiresel Olgekte olusturdugu zorluklarin daha etkili bicimde ele
alinmasina yardimci olmaktadir.

Ayrica, konagin bagisiklik yanitin1 kolaylastiran veya engelleyen genetik faktorler
de hastaligin epidemiyolojisine 6nemli 6l¢lide katkida bulunmaktadir. Konak SNP’leri
ile patojen SNP’lerinin etkilesimi, TB’ye yatkinlik ve direngteki genetik karmasikligi
gozler oniline sermektedir (20). Konak ve patojenin birlikte evrimi, TB’nin kontroliine
yonelik halk saglig1 miidahalelerinde genetik arastirmalarin 6nemini ortaya koymaktadir.

Ozetle, hem M. tuberculosis hem de konak genomundaki SNP’ler, TB’nin genetik
yapisinin anlasilmasinda temel bir yere sahiptir. Bu SNP’ler yalnizca patojenin evrimsel
dinamikleri ve epidemiyolojik aglar1 hakkinda bilgi saglamakla kalmamakta, ayni
zamanda TB yonetim stratejilerini kiiresel 6l¢ekte giiclendirebilecek potansiyel miidahale

hedeflerini de ortaya ¢ikarmaktadir.

2.3.Tiiberkiilosis Viriilans Genleri

Tiiberkiilozun (TB) etkeni olan Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)’in
viriilans1 ¢ok faktorliidiir. Patojenin konagi enfekte etme, hayatta kalma ve bagisiklik
sisteminden kagma kapasitesini artiran g¢esitli genler ve genetik belirleyiciler virtilansi
olusturan belli bagh faktorlerdir. Arastirmalar, M. tuberculosis’in patojenitesinde rol
oynayan bazi temel virlilans genlerini ve islevlerini ortaya koyarak tiiberkiiloz
enfeksiyonlarin altinda yatan karmasik mekanizmalar1 aydinlatmistir.

M. tuberculosis’teki kritik virtilans faktorlerinden biri ESX-1 (ESAT-6 Secretion
System, ESAT-6 Salg1 Sistemi) salg1 sistemidir. Bu sistem, bakterinin makrofajlar iginde
hayatta kalmasi i¢in zorunludur. ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target 6 kDa, Erken
Sekretuar Antijenik Hedef 6 kDa) ve CFP-10 (Culture Filtrate Protein 10 kDa, Kiiltiir
Filtrat Proteini 10 kDa) gibi proteinlerin salgilanmasini saglayarak konak bagisiklik
yanitlarini manipiile etmekte ve fagosom biitiinliigiinii bozarak hiicre i¢i kaliciligi
desteklemektedir (21, 22). ESX-1’in fagosom olgunlasmasin1 bozmasi, bakterinin

bagisiklik hiicreleri i¢inde kalic1 hale gelmesine ve cogalmasina imkan tanimaktadir (22).



Bunun yani sira, lipoarabinomannan (LAM) gibi lipoproteinler de 6nemli viriilans
faktorleridir. LAM, fagosom olgunlagsmasini engelleyebilmekte ve enflamatuvar yollar
aktive ederek bakterinin enfeksiyonu baslatma kapasitesini artirabilmektedir [Welin et
al., (22)]. Ayrica mikobakteri hiicre duvarinda bulunan trehaloz dimikolat (TDM) da
fagosom olgunlagsmasini bloke etmekte ve M. tuberculosis’in bagisikliktan kagmasina
yardimci olmaktadir (23).

M. tuberculosis’in genom analizleri, RD1 gibi farklilik bolgelerini (region of
difference) ortaya c¢ikarmistir. RD1 bolgesi birgok susta virtilansla iligkili olup, BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) as1 susunda bu bdlgenin kaybi onun aviriilan olmasina katkida
bulunmaktadir (24). Ayrica fosfolipaz C gen ailesi (plcA, plcB, plcC ve plcD) iizerine
yapilan ¢alismalar, bu genlerin bakterinin konak hiicreleriyle etkilesimini kolaylastirarak
M. tuberculosis viriilansina topluca katkida bulundugunu gostermistir (25).

Viriilansin bir diger énemli yonii, PE-PGRS protein ailesi ile iligkilidir. Hiicre
ylizeyinde bulunan bu proteinler, bakteriyel adezyonu ve bagisikliktan kagisi
etkilemektedir (26). Benzer sekilde, Mce (mammalian cell entry) proteinleri de M.
tuberculosis’in  makrofajlara girisini ve bu hiicrelerde yasamini siirdiirmesini
kolaylagtirmakta, bu da patojenitesi agisindan kritik bir belirleyici olmaktadir (27).

Ayrica, virlilans gen ekspresyonunun diizenlenmesi de M. tuberculosis
patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sigma faktorleri gibi ¢esitli diizenleyici
proteinler, cevresel uyaranlara yanit olarak viriilans genlerinin transkripsiyonunu
diizenlemekte ve bakterinin konak i¢inde adaptasyonunu etkilemektedir (28, 29).

Sonug olarak, Mycobacterium tuberculosis viriilansi, konagin dokularini istila
etmeyi, bagisiklik yanitindan kagmay1 ve kronik enfeksiyonlar kurmay1 miimkiin kilan
genetik faktorlerin karmasik etkilesimleriyle belirlenmektedir. Bu viriilans genleri ve
mekanizmalarinin anlasilmasi, yalnizca tiiberkiiloz patogenezine dair bilgilerimizi
derinlestirmekle kalmaz, ayn1 zamanda yeni tedavi ve asi stratejileri i¢in potansiyel

hedefleri de ortaya koyar.

2.4.mcel geni
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)’in mcel operonu, bakterinin memeli
hiicrelerine girebilme kapasitesi ve virlilansina katkisi ile iligkili 6nemli bir genetik

bilesendir. Bu operon, patojenin yasam donglisii ic¢in, Ozellikle konak hiicrelerle



etkilesiminde kritik Oneme sahip olan alti farkli proteini (mcelA’dan mcelF’ye)

kodlamaktadir.

2.4.1.mcel Geninin Yapisi ve Fonksiyonu

Lipit alim1 ve tasinmasinda gorev alan membran proteinlerini kodlayan bir¢ok gen
mcel geninde bulunmaktadir (30, 31). Bu operonun ekspresyonu, bakterinin enfeksiyon
sirasinda konaga ait lipitleri kullanabilmesi acisindan kritik éneme sahiptir. Ozellikle
mcel operonu, lipitlerin alinmasini ve metabolizmasini1 kolaylastirmakta, bu da M.
tuberculosis’in konak igerisinde hayatta kalmasi i¢in yagamsal onem tasimaktadir (32,
33). Caligmalar, mcel geninin kodladig1 proteinlerin bakterinin hiicre duvarinda yer
aldigini ve bu konumlarinin, konak bagisiklik sistemiyle etkilesimdeki rollerini
belirginlestirdigini gostermektedir (30, 34).

Viriilans iizerinde degisikliklerini gézlemlemek amaciyla mcel geni silindiginde,
farkliliklar goriilmiistiir. Ornegin, mcel operonundan yoksun mutant bir sus, deneysel
modellerde hiperviriilan fenotip sergilemis; enfeksiyonu kontrol etme kapasitesinde
azalma ve hastaligin daha fazla yayilimi ile karakterize edilmistir (35, 36). Buna karsilik,
saglam bir mcel operonunun varlig1 daha kontrollii bir enfeksiyonla iliskilendirilmistir.
Bu bulgular, mcel gen bolgesine ait liriinlerin M. tuberculosis enfeksiyonu sirasinda
konagin asir1 inflamatuvar yanitini baskilayarak, bagisiklik tepkisini daha diizenli ve
graniilom olusumuna yatkin bir sekilde yonlendirdigini gostermektedir. Boylece, konak
dokusunda bakteri i¢in elverisli bir yasam nisi olusturulurken, doku hasarinin 6liimciil
boyutlara ulagsmasi da geciktirilmektedir.

Ekstraseliiler ve intraseliiler kosullar arasinda, mcel genlerinin ekspresyonu siki
bir sekilde diizenlenmektedir. Makrofajlar icinde mcel operonunun baskilandig
gozlenmis, bu da bakterinin agresif bagisiklik ortamima uyum saglamasina olanak
tanimaktadir (37, 38). Negatif bir transkripsiyonel diizenleyici olan mcelR, M.
tuberculosis makrofajlar icinde bulundugunda bu genleri baskilamakta; bu da bakterinin
konagin savunmalarina kars1 metabolizmasini ve kagis stratejilerini diizenleyebilme

yetenegini ortaya koymaktadir (38, 39).



2.4.2.mcel Geninin Immiinolojik Etkileri
mcel operonu, konagin bagisiklik yanitin1 da etkilemektedir. Petrilli ve ark. (40)
ile Stavrum ve ark. (34) yaptig1 ¢alismalar, mcel proteinlerinin konak bilesenleriyle
etkilesiminin inflamatuvar yanitlar1 modiile edebilecegini ve etkin bagisiklik
mekanizmalarin1 zayiflatabilecegini 6ne stirmektedir. mcel proteinlerinin, makrofaj
aktivasyon profillerini degistirerek sitokin iiretimini ve enfeksiyonun genel seyrini

etkileyebilecegi diistiniilmektedir (40).

2.4.3. mcel Geninin Klinik Onemi

mcel operonunun anlagilmasi, tliberkiiloza karsi yeni miidahale stratejilerinin
gelistirilmesi agisindan 6nemlidir. Hiicre girisini ve lipit metabolizmasin1 destekleyici
rolii, enfeksiyonun bulagsmasin1 ve yerlesmesini engellemeye yonelik ilag gelistirme
calismalari i¢in potansiyel hedefler sunmaktadir (41, 36). Ayrica, mcel operonundaki
SNP’ler iizerine yapilan korelasyon c¢alismalari, farkli M. tuberculosis suslarinin genetik
cesitliligi ve evrimsel adaptasyonlar1 hakkinda bilgi saglamaktadir. Bu da as1 gelistirme
ve tedavi stratejileri igin 6nemli sonuglar dogurabilir (41, 42).

mcel operonu, M. tuberculosis’in viriilans1 ve adaptasyonu agisindan kritik bir
bilesendir. Bu operonun proteinleri yalnizca konaga girise aracilik etmekle kalmayip,
ayn1 zamanda bakterinin bagisiklik yanitlarini etkili sekilde modiile etmesine de olanak
tanimaktadir. Boylece tiiberkiiloz patogenezini dogrudan etkilemektedir. Bu operon
lizerine devam eden arastirmalar, gelecekte tiiberkiiloza yonelik terapotik ve koruyucu

stratejiler i¢in degerli bilgiler saglayabilir.

2.5.phoPR Geni

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)’in phoPR gen kiimesi, bakterinin
konak bagisiklik ortamima adaptasyonunu ve viriilansint etkileyen iki bilesenli
diizenleyici sistemin (two-component system, TCS) 6nemli bir pargasidir. phoPR sistemi
iki ana genden olugmaktadir: phoP, bir yanit diizenleyicisi; phoR, bir sensor kinazdir.
Birlikte ¢evresel uyaranlara, 6zellikle de konak hiicre fagosomlarinda karsilagilan asidik

kosullara yanit olarak gen ekspresyonunu diizenleyen bir sinyal yolunu olustururlar.



2.5.1. phoPR Yapi ve Fonksiyonu

phoP, virlilans, lipid metabolizmas1 ve diren¢ mekanizmalarinda gorev alan
bircok akis asagi (downstream) genin ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriinii kodlar (43). phoR, cevresel degisiklikleri algilayan ve phoP’yi fosforile ederek
onun transkripsiyonel diizenleyici fonksiyonlarini aktive eden sensor kinazdir (44).
phoPR iki bilesenli diizenleyici sistemi, M. tuberculosis genomunun yaklasik %2’sinde
yer alan genlerin ekspresyonunu kontrol etmekte ve lipid biyosentezi, stres yanit
mekanizmalar1 ile viriilans faktorlerinin sekresyonu gibi pek c¢ok biyolojik siireci
diizenlemektedir (45, 46). Ozellikle fagosomun asidik pH’sina uyum saglamada rol alan
genleri diizenledigi ve bdylece bakterinin hayatta kalmasina ve patojenitesine katkida
bulundugu bildirilmistir (47, 48).

Arastirmalar, phoPR iki bilesenli sisteminin enfeksiyon sirasinda makrofajlarda
olusan asidik ortamda aktive oldugunu gdstermektedir (48, 47). Bu aktivasyon, bakterinin
bagisiklik hiicreleri icinde hayatta kalabilmesi i¢in gerekli genlerin ekspresyonunu
indiiklemektedir.

phoPR sistemi, ESX-1 salgi sistemi araciligiyla viriilans faktorlerinin
tasinmasinda gorev alan genler dahil olmak {izere ¢esitli viriilans iliskili genleri
diizenlemektedir (47, 49). Bu salg1 sistemi, M. tuberculosis kompleks’in bagisiklik sistemi
tarafindan tespit edilmesini ve ortadan kaldirilmasin1 engelleyen immiinomodiilator
proteinlerin iletilmesinde kritik dneme sahiptir.

phoPR , patojenin konakta karsilastig1 oksidatif ve nitrozatif stresle basa ¢ikma
yetenegiyle iliskili genleri diizenlemektedir (50). Ayrica lipid metabolizmasindaki roli,
hiicre duvari bitiinliigiiniin korunmasi1 agisindan yasamsaldir ve bu da konak
savunmalarina direncgte kritik 6neme sahiptir (43, 51).

phoPR ’nin, bakteriyel viriilans profilini diizenleyerek as1 giivenligi ve etkinligini
etkiledigi bildirilmistir (52). Diizenleyici mekanizmalarinin anlagilmasi, canli ateniie
asilarin tasariminda iyilestirmeler saglayabilir. phoPR ’deki mutasyonlar, farkli M.
tuberculosis suslar1 arasinda viriilans farkliliklariyla iliskilendirilmis olup, konak
ortamlarina adaptasyondaki evrimsel 6nemini vurgulamaktadir (46, 53). phoR genindeki
varyantlar, bakterinin pH yanitini etkileyebilir ve viriilans1 degistirebilir (45, 54).

Viriilans faktorlerinin ve stres yanitlarinin diizenlenmesindeki merkezi rolii géz

Oniine alindiginda, phoPR sistemi, bakterinin konak i¢inde hayatta kalma yetenegini



devre dis1 birakmay1 amaclayan yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in umut verici
bir hedef sunmaktadir (55, 56).

Mycobacterium tuberculosis’teki phoPR iki bilesenli sistemi, bakterinin konak
kaynakli stres faktorlerini algilayip yanit verme kapasitesinin ayrilmaz bir pargasidir.
Cesitli viriilans faktorleri ve adaptif yanitlar1 diizenleyerek bakterinin kaliciligr ve
patojenitesinde kritik bir rol oynamakta, bu nedenle tiiberkiiloz arastirmalarinda 6nemli

bir odak noktas1 olusturmaktadir.
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3 GEREC ve YONTEM

3.1.0rneklerin Toplanmasi

Bu ¢alismaya, Ocak 2019 — Ocak 2022 arasinda Cukurova Universitesi Tropikal
Hastaliklar Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne gelen klinik izolatlardan birinci segcenek
antitliberkiiloz ilaglardan en az birine direncli 28 6rnek dahil edildi.

Ocak 2019 — Ocak 2022 arasinda Cukurova Universitesi Tropikal Hastaliklar
Aragtirma ve Uygulama Merkezi’ne gonderilen balgam oOrnekleri, rutin tiiberkiiloz
tanisina gore incelemeye alindi. Direkt yaymasi gergeklestirilen 6rneklerin, %4 NaOH-
NALC yontemine gore dekontaminasyon- homojenizasyon ve konsantrasyon iglemleri
sonrasinda teksif yaymalar1 yapilarak bir sivi (BACTEC MGIT 960 otomatize sistem) bir
kat1 besiyerine (Lowenstein-Jensen) ekimleri yapildi. Kiiltiir sonucu pozitif olan
orneklerin - Mycobacterium tuberculosiskompleks (MTBC) ve Tiiberkiiloz Disi
Mikobakteri (TDM) ayrimimi yapabilmek i¢cin BD MGIT TBc Identification (MPT64)
kart testiyle fenotipik ayrimi gergeklestirildi. MTBC grubundan oldugu saptanan
orneklerin, birinci segenek antimikobakteriyel ila¢ duyarlilik testi yapildi. Test
sonucunda; 0,1 pg/ml izoniyazid, 2 pg/ml rifampisin, 2,5 pg/ml etambutol ya da 2 ng/ml
streptomisin varliginda elde edilen iireme indeksi kontrol tiiplinden fazla ise (>%]1) 6rnek

en az bir antimikobakteriyel ilaca direncli olarak kabul edildi.

Cizelge 1: Calismada kullanilan klinik izolatlarin direng tablosu

SUSLAR

Diger
Direngliler

izoniyazid
Direngli
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3.2.DNA Ekstraksiyonu
En az bir antimikobakteriyel ilaca direncli oldugu belirlenen ve rastgele secilen
28 ornege MICKLE ekstraksiyon protokolii uygulandi.
Antimikobakteriyel duyarlilik testi gerceklestirilen 6rneklerin kontrol tiipleri
santrifiij edildi:
1. Santrifiij edilen 6rnegin siipernatant kisminin bir boliimii dokiildii
2. Pastor pipetiyle pellet kismindan 0,5 ml alinip ependorf tiipiine alind1
3. 80 °C 1s1 blogunda 30 dakika bekletildi
4. Ornekler 12700 rpm’de (15000 g (Eppendorf Sogutmali Micro santriifiij
cihazinda, GERMANY)) 15 dakika santrifiij edilip tisteki siv1 dokiildii
5. Kalan pellet iizerine 500ul Tris-EDTA (TE) Buffer eklendi ve pipetaj islemi
yapildi
6. 12700 rpm (15000 g) 15 dakika santrifiij edilip tlisteki s1v1 dokiildii
7. Pellet lizerine 250ul TE Buffer eklendi ve pipetaj yapildi
8. 100-150 hacimde cam boncuk eklenip 2 dakika Mickle cihazinda mekanik
isleme tabi tutuldu
9. 12700 rpm’de (15000 g) 15 dakika santrifiij edildi
10. Santrifiij isleminden sonra iistteki sivi DNA olarak alindi

11. -20 °C’de muhafaza edildi

3.3. PCR Amplifikasyonu

Amplifikasyon i¢in mce ve phoP gen bolgelerinden SnapGene ve BLAST
programi araciligiyla primer ¢iftleri tasarlandi. Primer dizileri Cizelge 2’de sunulmustur.
Calismada kullanilan primerlerin NCBI Mycobacterium tuberculosisH37Rv (Erisim
numarasi: NC 000962) referans susunun genomu tiizerinde gosterimleri Sekil 2’de yer

almaktadir.
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Cizelge 2: Calismada kullanilan primerlerin listesi

Primer Listesi

Gen Blgesinin Ad1 Primer Dizisi Uriin
Boyutu
Tran,s’I(cr‘;f)in{yonel E 55 ’,cgaagacttcgg:ctcagcc ) 696
regiilator : 5’ggcaagccacgtgaacg p
yrbE1A F: 5’ gagggagccgcggtga 817
membran proteini R:5’ cgacatgtcagcgcce bp
yrbE1A F:5° gggcgctgacatgteg 889
membran proteini R:5’ gtcatgcggctacaccgtg bp
F1:5°cacggtgtagccgceatgac 660
mcel A R1:5’ccgccaattgctgaatgtcg bp
mammalian cell entry F2:5’cgacattcagcaattggcggce 749
R2:5’ccagtgattttcatgggttg bp
phoP F:5’cgttcaaccaatgcggaaagg 761
R:5’ccaagactcatcgaggctcce bp
F:5’gggagcctcgatgagtcttgg 810
phoR R:5’cgcatccggtectctgaatcee bp
F:5’gggattcagaggaccggatgcg 736
R:5’ggccaagatcagggcggc bp

(4.411.532) End Start (0)

mcelR F (194.130 .. 194.149)
mcelR R (194.808 .. 194.825)

yrbE1A F (196.849 .. 196.864)

yrbE1B F (197.650 .. 197.665)

yrbE1A R (197.650 .. 197.665)

mcelA F1 (198.520 .. 198.538)
yrbEIB R (198.520 .. 198.538)
mcelA F2  (199.160 .. 199.180)
mcelA R1 (199.160 .. 199.179)
mcelA R2 (199.889 .. 199.908)

phoP F (851.598 .. 851.618)
phoR F1 (852.338 .. 852.358)
phoP R (852.338 .. 852.358)
phoR F2 (853.126 .. 853.147)
phoR R1 (853.126 .. 853.147)
phoR R2 (853.844 .. 853.861)

NC_000962
4.411.532 bp

Sekil 1: Calismada kullanilan primerlerin NCBI Mycobacterium tuberculosisH37Rv (Erisim
numarasi: NC_000962) referans susunun genomu iizerinde gosterimleri
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Cizelge 3: PCR Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen Hacim / Oran
Taq DNA 5X Master Mix 10 pul
Primer (F) 1.25 ul (25 pmol)
Primer (R) 1.25 pl (25 pmol)
DMSO 2.5l
Sablon DNA 12.5 ul
Niikleaz icermeyen su 22.5 ul
Toplam hacim 50 ul

Cizelge 4: PCR Dongii Kosullari

PCR Dingii Kosullar: Siire Sicakhik
Baslangi¢ denatiirasyonu 5 dk 95 °C
Denatiirasyon 30 sn 95 °C 30
Primer baglanmasi 30 sn 55°C Déngii
Uzama 1 dk 72 °C
Final uzama 5 dk 72 °C
Bekleme 00 4°C
3.4.Dizi Analizi

ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
otomatize sistemi kullanilarak, “F.Sanger’in dideoksi zincir sonlandirma yontemi”
prensiplerine gore tek yonlii (yalnizca F primeri kullanilarak) dizi analizi yapildi.

PCR ile ¢cogaltilan {irtinler, ileriye doniik dizi analizi i¢in hazirlandi. Bu kapsamda,
her 6rnekten >20 pul PCR iirlinii elde edilmis ve her hedef gen i¢in 10 pmol ileri (F) primer
ayrilmistir. Elde edilen amplikonlar, saflagtirma ve dizi reaksiyonlarmin kurulumu i¢in
Telomer Yasam Bilimleri Lab. Cihazlar1 Ve Kim. firmasi araciligi ile Humanizing
Genomics Macrogen firmasinin Ankara subesindeki hizmet laboratuvarina
gonderilmistir. Dizi analizi, ilgili firma tarafindan Sanger yontemi (BigDye Terminator
Cycle Sequencing) kullanilarak tek yonlii (ileri primer) sekilde gerceklestirilmistir.

Dizi analizi ile elde edilen veriler, “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI) web  sayfasindaki BLAST  programi  kullanilarak
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) gen bankasi veri tabani ile karsilastirilacaktir.

Karsilastirmak i¢in “nucleotide-nucleotide blast” (blastn) programi segildi.
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3.5. Yazilim ve Calisma Ortami

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen veri analizi ve gorsellestirme islemleri, Python
programlama dili (stirlim 3.11) kullanilarak yiirtitiilmiistiir. Biyoenformatik 6n isleme ve
hizalama adimlarinda BLAST+ (2.14.1), seqkit (2.8.1) ve Biopython (1.85) kiitiiphaneleri
kullanilmistir. Istatistiksel analiz ve veri diizenleme asamalar1 icin pandas (2.3.2) ve
numpy (2.3.2) tercih edilmistir. Grafiksel gorsellestirmeler matplotlib (3.10.5) ve seaborn
(0.13.2) kiitiiphaneleri ile iiretilmis, elde edilen sonucglarin tablo formatina
dontstiirilmesinde openpyxl (3.1.5) ve xlIsxwriter (3.2.2) Kkiitiiphanelerinden
yararlanilmigtir. Tiim analizler Linux tabanli Ubuntu 22.04 (64-bit) isletim sistemi
tizerinde, Miniconda ortami (bio environment) kullanilarak tekrarlanabilir bir sekilde

gergeklestirilmistir.

Cizelge 5: Calismada Kullanilan Yazilim Paketleri ve Caligsma Ortamlari
Yazilim / Paket Versiyon Kullanim Amaci
Programlama, veri analizi

Python 3.11 e !
ve gorsellestirme
pandfi® 230 Tab1.0 verilerini isleme ve
analiz
Istatistiksel gorsellestirme
greborn 0.13.2 (boxplot, histogram, vb.)
matplotlib 3.10.5 Genel grafik gizimi ve
Ozellestirme
Excel dosyalarina
openpyxl 315 yazma/okuma
. Excel ¢iktilar tiretme
xIsxwriter -
motoru
biopython i FASTA dosyalarinin
(SeqlO) okunmasi ve islenmesi
NCBI BLAST+ i Referanslarla hizalama ve
(blastn, makeblastdb) veritabani olusturma
FASTA kalite kontrol,
SeqKit - uzunluk ve GC analizi,
motif arama
awk / bash / i Dosya temizleme, QC
coreutils filtreleme, otomasyon
Ubuntu (WSL2) i Qahsma ortamu (igletim
sistemi)
Conda ortami bio Paket yonetimi ve sanal
ortam
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4 BULGULAR

“Cukurova Bolgesi’ndeki Mycobacterium tuberculosisSuslarinin Filogenetik iliskisinin Snp ile
Incelenmesi” adli doktora tez galismasinda elde edilen PCR iiriinleri sekanslanmis ve her gen grubuna ait
dizi uzunlugu ile GC igerikleri degerlendirilmistir. Cizelge 6’da sunulan 6zet istatistikler, sekanslarin genel
kalite ve biyolojik uyumunu ortaya koymaktadir. Bulgulara gore, cogu gen grubunda dizi uzunluklar
beklenen amplikon boylariyla uyumlu bulunurken, mcel A2 grubunda ortalama uzunlugun belirgin sekilde
diisiik ve standart sapmanin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum, 6zellikle mcel A2 i¢in amplifikasyon
veya sekanslama sirasinda teknik sorunlarin yaganmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

GC igerikleri incelendiginde, gen gruplarinin biiyiik gogunlugu %58—66 bandinda toplanmis olup
bu degerler M. tuberculosis kompleksinin bilinen yiiksek GC profiliyle uyumludur. Ancak mcel A2
grubunda hem diisiik ortalama hem de sifira yakin medyan degerler dikkat cekmektedir; bu da biyolojik
farkliliktan ziyade diisiik kaliteli veya basarisiz dizilerin etkisini isaret etmektedir. Genel olarak tablo,
calismada kullanilan dizilerin ¢ogunlugunun biyolojik agidan giivenilir oldugunu, ancak bazi gruplarda

teknik kaynakli varyasyonlarin analizlere yansimis olabilecegini gostermektedir.

Cizelge 6: Sekiz gen grubuna ait dizi uzunlugu ve GC igerigi &zet istatistikleri

Dizi Uzunlugu GC Igerigi Gruptaki
Grup standart standart 6rnek
ortalama sapma medyan | ortalama | sapma | medyan | S2Y18
(sd %) (sd %)

mcelAl | 602.50 141.70 638.0 56.20 11.06 58.39 28
mcelA2 | 238.18 345.02 5.0 19.82 29.33 0.00 28
phoR1 790.21 11.74 787.0 65.24 0.47 65.25 28
phoR2 | 596.21 262.74 714.0 56.67 23.57 65.90 28
mcel R | 659.54 75.71 671.5 65.98 0.87 66.15 28
phoP 721.54 95.01 738.0 58.89 11.55 61.16 28
yrbEIA | 745.36 97.12 789.5 60.93 2.37 62.20 28
yrbE1A | 776.29 253.24 870.0 58.23 16.48 62.59 28
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Sekans uzunlugu histogrami — Ham veriler

25 A

20 -

15 A

Sayl

group
mcelAl

10 4 mcelA2

mcelR
phoP

5 phoR1
phoR2
yrbE1A
yrbE1B

0 J — : : -

0 200 400 600 800

Uzunluk (bp)

Sekil 2: Calismada incelenen 8 gen grubuna ait sekans uzunlugu ham veri histogrami

Sekil 2’de oOrneklerin sekans uzunluklarinin biiyiik ¢ogunlugu ~650-880 bp
bandinda kiimelendigi goriilmektedir. Bu degerler PCR ile hedeflenen amplikon
boylartyla uyumludur. Bu durum, PCR amplifikasyonunun ve Sanger sekanslamanin
genel olarak basarili oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak ozellikle mcelA2 grubunda
cok kisa fragmanlar (<100 bp) gbze carpmaktadir. Ayrica bazi yrbE1A/B 6rneklerinde de
diisiik uzunluklu diziler gézlenmistir. Bu kisa parcalarin, ham verilerdeki kirpilma, diistik
sinyal veya hatali sekanslama kaynakli teknik sorunlardan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Daha sonraki filtreleme adimlarinda diisiik benzerlik ve diisiik kapsama
(pident/coverage esikleri) degerleri nedeniyle bu ornekler otomatik olarak elenmistir.
Dolayisiyla, bu dagilim teknik kalite farkliliklarini isaret etmekte olup, biyolojik
varyasyon yerine biiylik ol¢iide sekanslama siirecindeki trimleme/kirpilma veya sinyal
kayb1 kaynaklidir.

Sekil 3’te yer alan boxplot analizinde, gruplarin ¢ogunda veri kalitesinin tutarli
oldugu, mcelA2 grubunun ise teknik olarak problemli oldugunu acik¢a ortaya
koymaktadir. mcelA2 grubunun sekanslarinin biiyiik kismi filtreleme adimlarinda
elenmistir, bu nedenle sonraki analizlerde bu grubun temsil giicii sinirl kalmastir.

Sekans uzunlugu dagilimi gen gruplar1 arasinda biiyiik 6l¢iide homojen olup, cogu
grup beklenen amplicon boyu olan ~700—-880 bp bandinda toplanmistir. Ancak mcelA2
grubunda ciddi sapmalar gbzlenmis; bu grupta bircok cok kisa sekans (<100 bp) tespit
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edilmistir. Benzer sekilde yrbE1A4, yrbEIA ve kismen phoR2 gruplarinda da kutu diginda

kalan aykir1 degerler (outlier) goriilmektedir.

Sekans uzunlugu (ham veriler)
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Sekil 3: Calismada incelenen 8 gen grubuna ait sekans uzunlugu ham veri boxplot analizi

GC icerigi histogrami (ham veriler)
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Sekil 4: Caligmada incelenen 8 gen grubuna ait GC igerigini histogram ham veri grafigi

Sekil 4’te yer alan ham veri histogram grafiginde, ¢ogu grup %58-66 GC
bandinda toplanmistir. Bu dagilim M. tuberculosis genomunun bilinen yiiksek GC igerigi

(~%65) ile uyumludur. mcel A2 grubunda ¢ok diisiik GC yiizdeleri (%0-5 bandinda) géze
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carpmaktadir. Bu degerler biyolojik olarak imkansizdir ve kisa/bos sekanslardan
kaynaklanan teknik hatalar1 (6rn. basarisiz PCR iiriinleri, kirpilmis diziler) isaret
etmektedir. Az sayida phoP ve phoR2 6rneginde de %10 civarinda GC oran1 gézlenmistir

yine diisiik kaliteli veya eksik dizilerle iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

GC igerigi boxplot (ham veriler)
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Sekil 5: Calismada incelenen 8 gen grubuna ait GC igerigini boxplot ham veri grafigi

Ana kitle %60-66 GC bandinda yogunlasmistir; bu degerler M. tuberculosis
kompleks’in genomik profili ile uyumludur. yrbE 1A, phoR2, mcelR gibi baz1 gruplar daha
dar varyans gosterirken, phoP ve phoR1 gruplarinda GC dagilimi daha genistir. mcelA2
grubu belirgin sekilde sorunlu goriinmektedir: kutu grafigi genis bir aralikta yayilmas,
hatta sifira yakin GC degerleri (bos veya hatali sekans) u¢ deger olarak isaretlenmistir.
Bu durum, PCR/sekans basarisizliklarinin veya hatali dosyalarin varligina isaret
etmektedir. Benzer sekilde, birkag phoR2, mcel A1 ve yrbEI1A 6rneginde de sifira yakin
u¢ degerler mevcuttur; bu da ham veride teknik bozukluklarin gdstergesidir.

Sekil 5’te boxplot, histogramda goriilen farkliliklar1 dogrulamis, 6zellikle
mcelA2’nin disiik kaliteli sekanslardan dolay1 giivenilirlik sorunu yasadigini gii¢li
sekilde ortaya koymustur. Bu grubun sonraki SNP/diren¢ analizlerinde temsil giiciiniin
yetersizligi beklenmektedir.

Kalite kontrol bulgulari, verilerin biiyiik cogunlugunun beklenen uzunluk ve GC
icerik profillerine sahip oldugunu, ancak ozellikle mcelA2 grubunun diisiik kaliteli
sekanslardan etkilendigini ortaya koymustur. Bu nedenle sonraki SNP ve direng

analizlerinde bu grubun eksik veya sinirli temsil edilmesi beklenmektedir.
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Cizelge 7: Calismada incelenen sekiz gen grubunun dizilemesi bagarili/basarisiz 6rnek sayisi 6zeti

Gen Dizilemesi Dizilemesi
Grub Basarih Ornek Basarisiz Ornek Toplam
ubu Sayisi Sayisi
mcel Al 26 2 28
mcelA2 9 19 28
mcel R 27 1 28
phoP 27 1 28
phoR1 28 0 28
phoR2 23 5 28
yrbEIA 13 15 28
yrbEI1A 25 3 28
Toplam 178 46 224

Toplam 224 PCR firiinii sekanslanmis olup, kalite kontrol sonrast 178 6rnek
analizlere dahil edilmistir. Her gen grubundan teorik olarak 28 ornek beklenmesine
ragmen, bazi1 gruplarda PCR/sekanslama basarisizigi veya diisiik kalite sebebiyle
eksikler gdzlenmistir. Ozellikle mcel A2 (19 drnek eksik) ve yrbEIA (15 6rnek eksik) gen
gruplarinda kayip orani diger gruplara kiyasla belirgin olarak yiiksektir. Bu bulgu, s6z
konusu boélgelerde amplifikasyonun ve sekanslamanin daha problemli oldugunu
gostermektedir. Diger gen gruplarinda ise yalnizca 05 arasinda eksik gozlenmis, phoR1
grubunda tiim 6rnekler basarili bir sekilde analiz edilmistir (Cizelge 7).

Gegerli kayitlarin benzerlik oranlar1 (pident: Hizalanan bolgede karsilastirilan
niikleotitlerin veya aminoasitlerin yiizde kaginin birebir ayni1 oldugunu gosterir) ortalama
%98-100, kapsama oranlar1 (coverage: sorgu dizisinin (query) toplam uzunlugunun ne
kadarinin referansla hizalanabildigini gosterir) ise %97-99 araliginda bulunmus olup,

yluksek kaliteyi isaret etmektedir.
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Sekans uzunlugu histogrami — Dedup veriler
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Sekil 6: Caligmada incelenen 8 gen grubuna ait sekans uzunlugu dedup veri histogrami

Dedup isleminden (Sekanslama verilerinde PCR ¢ogaltim1 veya cihaz kaynakli
nedenlerle ayn1 fragman birden fazla kez kaydedilebilmektedir. Bu durum 6zellikle SNP
yogunlugu gibi o6l¢iimleri yapay olarak arttirabilir. Deduplication islemi, ayni dizilerin
yalnizca bir kez tutulup tekrarlarin silinmesiyle verinin biyolojik gerceklige daha uygun
hale getirilmesini saglar.) sonra histogramda artik “0-200 bp” gibi ¢ok kisa sekans
kiimeleri tamamen ortadan kalkmis. Tiim gruplar, beklenen amplicon boylarina yakin

araliklarda (yaklasik 630-880 bp) kiimelenmis hale gelmistir.

Sekans uzunlugu (dedup veriler)
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Sekil 7: Caligmada incelenen 8 gen grubuna ait sekans uzunlugu dedup veri boxplot grafigi
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Ham veride gordiiglimiiz “u¢ deger bollugu” ve ¢ok kisa sekanslar (0-200 bp)
dedup isleminden sonra veri kiimesinden cikarilmigtir. Sekil 7°de yer alan boxplot
grafiginde, grup dagilimlar1 daha kompakt ve homojen hale gelmistir.

Dedup sonrasi, her grubun amplikon boyu beklenen uzunluk aralifinda
sabitlenmistir. U¢ degerler minimal seviyede ve daha ¢ok kiigiik varyasyonlardan ibaret

hale gelmistir. Bu da dizilemenin giivenilirligini ve temizligini gostermektedir.

GC icerigi histogrami — Dedup veriler
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Sekil 8: Calismada incelenen 8 gen grubuna ait GC igerigini dedup veri histogrami

Sekil 8’de, dedup isleminden sonra GC dagilimlar1 temizlenmis ve gruplar
arasinda belirgin kiimelenmeler gézlenmektedir. Ham verideki “0%—10% araligindaki
anormal GC icerikleri” ortadan kalkmustir.

Bu histogram, her grubun amplikonlarinin genetik olarak beklenen GC igeriklerini
net bigimde gostermektedir. U¢ degerlerin kaybolmasiyla, biyolojik varyasyon disinda

teknik hata kaynakli sapmalarin elimine edildigini sdyleyebiliriz.
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GC icerigi boxplot (dedup veriler)
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Sekil 9: Calismada incelenen 8 gen grubuna ait GC igerigini dedup veri boxplot grafigi

Dedup sonrasi tiim gruplar, beklenen biyolojik aralik icinde (%58—67) net
kiimelenmeler gostermektedir (Sekil 9). Ham verideki “0% veya 10% GC” gibi teknik ug
degerler ortadan kalkmistir. Dedup veriler, GC igerigi bakimindan hem ortalama hem de
dagilim agisindan temiz bir veri sonucu gostermektedir. Bu da filtreleme sonrasi
elimizdeki dizilerin biyolojik olarak anlamli, artefaktlardan arindirilmis oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 8: Caligmada incelenen 8 gen grubunun sekans sonuc¢larmin ham veri ve dedup sonuglarinin

kiyaslanmasi

Ozellik Ham Veriler Dedup Veriler Yorumu

Beklenen band (700-880 Tumv grup‘lar ~630-870 bp Bedrp  comes ek
Uzunluk  bp) disinda ¢ok kisa (0-200 araliginda; hatali/kisa

artefaktlar ayiklandi,
(bp) bp) ve kirpilmis (~500 bp) fragmanlar tamamen . e .
. biyolojik sinyal netlesti
pargalar var. elendi.
. 0/ 2 Dl .

Beklenen  %58-67 band: Tumv gljuplar /058 67 Ham verideki GC outlier’lar
GC ... araliginda; her grup igin dar  teknik hatalardan
N disginda  0%-10%  gibi . i’ )
icerigi N . . ve biyolojik olarak tutarli kaynakliydi; dedup sonrasi

anormal degerler gozlendi. o . .

dagilim. temizlendi

?rup.IQI varyasyon yliksekti, Grqp ici varyasyon ciddi Flizsleme sonms) aivemls
Grup ozellikle mcel A2 ve sekilde azaldi; her grup u Kivaslamalart
farklan yrbEIlA’da bozulmalar 6zgiin bir uzunluk + GC gup yas

. yapilabilir hale geldi
vardi. profiline oturdu.

Ham veriler incelendiginde, bazi gen gruplarinda beklenen amplikon boylarinin
(700-880 bp) disinda ¢ok kisa (<200 bp) veya pargalanmis (~500 bp) diziler ile biyolojik
olarak aciklanamayacak derecede diisiik GC igerikleri (%0-10) gozlendi. Bu durum

teknik sorunlara (diisiik sinyal veya yanlis hizalamalar) isaret etmektedir. Dedup sonrasi
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elde edilen verilerde ise bu artefaktlar elimine edilmistir. Tiim gruplar, hem uzunluk
(630-870 bp) hem de GC igerigi (%58-67) bakimindan beklenen biyolojik aralikta
kiimelenmis ve grup i¢i dagilimlar daralmistir (Cizelge 8). Boylece her gen grubu,
kendine 6zgii ancak biyolojik olarak tutarli bir uzunluk ve GC profili sergilemis, sonraki

SNP ve direng analizleri i¢in giivenilir bir temel olusturulmustur.

Cizelge 9: H37Rv referansina gore gen gruplariin SNP, GC ve uzunluk 6zet istatistikleri

Gen Grubu n SNP/kb SNP/kb GC% Uzunluk
(Ort£SS) (Medyan) (Ort£SS) (Ort£SS, bp)
mcelAl 26 3.295+2.496 3.123 58.47 £0.34 640.2+6.3
mcelA2 9 0.609 + 1.209 0.000 61.67 +0.62 730.4+2.9
mcelR 27 3.851+£2.241 2.985 66.13 +0.33 673.8+74
phoP 27 2.954 +4.149 1.355 61.07 £0.54 739.4+£6.9
phoR1 28 3.208 +£1.311 3.658 65.24 £0.47 7902 +11.7
phoR2 23 1.949 +2.231 1.403 66.14 + 0.61 715.3+4.5
yrbEIA 13 11.277 £ 12.997 5.057 62.46 +0.39 792.3+£2.1
yrbEI1A 25 2.937 £ 5.406 1.143 62.84 +£0.90 861.1 +33.8

Cizelge 10: H37Ra referansina gore gen gruplarmin SNP, GC ve uzunluk 6zet istatistikleri

cen il SNP/kb SNP/kb GC% Uzunluk
(Ort+SS) (Medyan) (Ort+SS) (Ort£SS, bp)
meelAl 26 3.295+2.496 3.123 58.47 +0.34 640.2 + 6.3
mcel A2 9 0.609 = 1.209 0.000 61.67 + 0.62 730.4+2.9
mcelR 27  3.851+2241 2.985 66.13 = 0.33 673.8+7.4
phoP 27 4307+4.149 2.710 61.07 + 0.54 739.4+ 6.9
phoR1 28 3208+ 1311 3.658 65.24 +0.47 790.2 + 11.7
phoR2 23 1.949 +2.231 1.403 66.14 + 0.61 7153 +4.5
yrbEIA 13 11.277+12.997 5.057 62.46 +0.39 792.3 2.1
yrbEIA 25 2.937+5.406 1.143 62.84 +0.90 861.1+33.8

Calismada elde edilen diziler H37Rv ve H37Ra referans suslarina gore
karsilastirilarak SNP yogunlugu, GC igerigi, amplicon uzunluklari ve ilag direng profilleri
degerlendirilmistir.

Sekans uzunlugu ve GC igerikleri incelendiginde, tiim gen gruplariin beklenen
amplikon boylarinda (\~630-880 bp) ve M. tuberculosis’in bilinen yiiksek GC igerigi
(%58-66) araliginda kiimelendigi goriilmiistiir. Bu durum, PCR ve sekanslama

islemlerinin genel olarak basarili ve tutarli oldugunu gdstermektedir.
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SNP yogunlugu agisindan gen gruplari arasinda farkliliklar saptanmigtir. mcelA2
bolgesi en diisiik varyasyonu gdstermis (ortalama 0.6 SNP/kb), buna karsilik yrbEIA
bolgesi belirgin sekilde yiiksek varyasyon (ortalama 11.3 SNP/kb) ile dikkat ¢ekmistir.
mcelR, phoP, phoR1 ve phoR2 bolgeleri orta diizeyde varyasyon sergilemistir.

Cizelge 11: H37Rv referansina gore ilac direnci dagilimi

Gen N INH-Rn RIF-Rn EMB-Rn PZA-Rn I;f:;‘;;‘ﬁ‘
Grubu (%) (%) (%) (%) %)
meelAl 26 20 (76.9%) 5(192%) 0(0.0%)  0(0.0%) 21 (80.8%)
mcel A2 9 6(66.7%) 2(222%) 0(0.0%)  0(0.0%) 6 (66.7%)
mcelR 27 20 (74.1%)  6(22.2%) 0(0.0%)  0(0.0%) 21 (77.8%)

phoP 27 20 (74.1%) 6 (22.2%)  0(0.0%)  0(0.0%) 21 (77.8%)
phoR1 28 21(75.0%) 6 (21.4%) 0(0.0%)  0(0.0%) 22 (78.6%)
phoR2 23 17(73.9%) 6(26.1%)  0(0.0%)  0(0.0%) 18 (78.3%)
yrbEIA 13 10 (76.9%) 2(15.4%) 0(0.0%)  0(0.0%) 10 (76.9%)
yrbEIA 25 19 (76.0%) 5(20.0%) 0(0.0%)  0(0.0%) 20 (80.0%)

llag direng profilleri incelendiginde, klinik izolatlarn biiyiik cogunlugunun
izoniazid (INH) direncli oldugu (%67-77), rifampisin (RIF) direncinin daha diisiik
oranda (%15-26) izlendigi, etambutol (EMB) ve pirazinamid (PZA) direncinin ise
gozlenmedigi saptanmistir (Cizelge 11). Genel olarak izolatlarin yaklasik tigte ikisinden
fazlas1 (%67-81) en az bir antitiiberkiiloz ilaca diren¢li bulunmustur. Gruplar arasinda
direng¢ dagilim oranlarinin birbirine benzer olmasi, diren¢ fenotiplerinin gen
bolgelerinden bagimsiz olarak benzer seyir gosterdigini diisiindiirmektedir.

H37Ra referansina gore yapilan analizler, H37Rv ile elde edilen sonuglarin genel
egilimini degistirmemis; SNP yogunlugu, GC igerigi ve amplikon uzunluklarinda kiiciik
farkliliklar gozlense de ayni bolgelerin stabil ya da degisken yapida oldugunu
dogrulamistir. Bununla birlikte, ilag direnci degerlendirmelerinin yalmizca H37Rv
referansina gore yapilmasinin biyolojik a¢idan uygun oldugu sonucuna varilmstir.

phoP gen grubu i¢cin SNP yogunlugu, H37Rv referansina gore ortalama 2.95 +
4.15 (medyan: 1.36) iken, H37Ra referansina gore ortalama 4.31 + 4.15 (medyan: 2.71)
olarak bulunmustur. Viriilan referans sus (H37Rv) ile karsilagtirildiginda SNP yogunlugu
daha diisiik ve dagilim daha c¢arpik goriinmektedir. Buna karsin aviriilan H37Ra ile
karsilastirildiginda SNP yogunlugu hem ortalama hem de medyan diizeyinde daha ytiksek
bulunmustur. Bu durum, klinik izolatlarin viriilans 6zellikleri agisindan H37Rv’ye daha

yakin oldugunu ve H37Ra’nin genetik farkliliklarinin oldugu géze carpmaktadir.
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SNP yodunlugu (SNP/kb) — Grup bazinda (H37Rv vs H37Ra)
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Sekil 10: Sekiz gen grubuna ait SNP yogunluklarmin referans suglarla karsilastirmali boxplot
gosterimi

Gen gruplarmin ¢ogunda H37Rv ve H37Ra referanslariyla elde edilen SNP

yogunlugu benzer seyretmektedir. yrbE 1A grubunda SNP/kb dagilimi oldukga genis olup

diger gruplara kiyasla daha yiiksek varyasyon gostermektedir. mcelA42 grubu en diisiik

SNP yogunluguna sahiptir. Genel olarak H37Rv ve H37Ra referanslari arasinda anlamli

bir fark gozlenmemistir; gruplar arasindaki farklibk genin kendisinden

kaynaklanmaktadir.

pident dagilimi — Grup x Referans
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Sekil 11: Sekiz gen grubuna ait pident dagilimlarinin H37Rv ve H37Ra referans suslar ile
kargilagtirmali gdsterimi

Tim gen gruplarinda pident degerleri yliksektir (%98’in {lizerinde). H37Rv ve

H37Rareferanslaria gore elde edilen pident dagilimlar1 birbirine ¢ok benzer olup, gorsel
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olarak biiyiik Olciide ortiismektedir. yrbEIA grubunda bazi Orneklerde diisiik pident
degerleri dikkat ¢cekmektedir, bu da bu grubun daha fazla varyasyona (mutasyona)
ugramis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Coverage vs pident (hizalama kalitesi gériinim)

100 - ref
O
e H37Ra
H37Rv
* i - group
99 ® + ‘ 28 e mcelAl
+ A + ®
e Ig S x  mcelA2
+
=  mcelR
4
= . + phoP
% 98 + phoRl
S + phoR2
g - s yrbE1A
= yrbE1B
97 4
96
0.90 0.92 0.94 0.96 0.98 1.00

Coverage (aln_length / seq_length)

Sekil 12: Sekiz gen grubunun hizalama kalitesi: coverage ve pident degerlerinin H37Rv ve H37Ra
referanslariyla karsilastirilmast

Cogu ornekte coverage orant 0.95-1.0 arasinda yer almaktadir. pident degerleri
de %98-100 arasinda yogunlasmaistir, bu da genel olarak yiiksek kaliteli hizalamalar elde
edildigini gostermektedir. Yalnizca birka¢ ornekte coverage diisiik veya pident gorece
daha diisikk c¢ikmistir; bunlar teknik sekanslama hatalarindan veya zayif kalite
kontroliinden kaynaklaniyor olabilir.

Referans farki (H37Rv vs H37Ra) sonuglara anlamli bir katki yapmamaktadir.

Hizalama kalitesi genel olarak yiiksek, elde edilen SNP sonuglar1 giivenilirdir.

27



Cizelge 12: mcelR gen golgesinde goriilen insersiyon, delesyon ve substitiisyonlar

Ornek

SNP

Insersiyon

Delesyon

Transisyon

Transversiyon

Null

mcel R/
(c194815-194144)*

1. Or

C 194172
A 194183

2. Or

C 194172
C 194173
A 194183

4. Or

A 194183

G—C 194681

5. Or

G 194169

C 194172
A 194183

6. Or

A 194162
C 194164
C 194172
A 194183

G—C 194681

C—T 194359

7. Or

A 194183

G—C 194681

C—T 194359

8. Or

C 194172
A 194183

C—A 194173

10.

Or

C 194172
A 194183

G—C 194681

C—A 194173

11.

Or

C 194172
A 194183

G—C 194681

C—A 194173

12.

Or

C 194172
C 194173
A 194183

G—C 194681

C—A 194174

13.

Or

C 194172
A 194183

C—A 194173

14.

Or

C 194172
A 194183

G—C 194681

15.

Or

C 194172
A 194183

G—C 194681

C—A 194173

16.

Or

C 194172
C 194173
A 194183

17.

Or

C 194172
C 194173
A 194183

G—C 194681

18.

Or

G 194167
G 194304
G 194305

C 194172
A 194183

G—C 194681

G—A 194803

21.

Or

C 194172
A 194183

G—C 194681

C—A 194173

22.

Or

C 194172
C 194173
A 194183

23.

Or

C 194172
C 194173
A 194183
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4. Or A 194183
" C 194172
25.Or A 194183 C—A 194173
C 194172
26. Or C 194173 G—C 194681 C—A 194174
A 194183
. C 194172
27.Or A 194183 G—C 194681 C—A 194173
. C 194172
28. Or A 194183 G—C 194681 C—A 194173
. C 194172
29. Or A 194183 C—A 194173
31. Or A 194183 G—C 194681
. C 194172
32.0r A 194183 G—C 194681 C—A 194173

Mycobacterium tuberculosiskompleks kompleks H37Rv (Erisim numarasi: NC_000962.3, erisim
tarihi: 09.09.2025) susunun transkripsiyonal regiilatér mcelR (Lokus etiketi: Rv0165¢) geninin niikleotid

pozisyonlar1 mcelR gen bolgesine ait SNP dagilimlar1 Cizelge 12°de sunulmustur. Tablo
incelendiginde 6zellikle 194172 ve 194183 pozisyonlarinin bir¢ok drnekte tekrarlandig:
goriilmektedir. Ayrica bazi 6rneklerde (6rn. 6., 7. ve 18. 6rnekler) birden fazla mutasyon
tipinin (insersiyon, delesyon, transisyon ve transversiyon) ayni anda gozlenmesi, bu
bolgedeki genetik degiskenligi gostermektedir.

Cizelge 13’te, mcelA gen bolgesinde tespit edilen SNP dagilimlar1 6rnekler
arasinda belirgin bir heterojenlik gdstermektedir. 199169, 199172-174 ve 199209
pozisyonlarinda insersiyon ve delesyonlarin tekrarlandigi, bazi Orneklerde ise
transversiyonlarin 6ne ¢iktig1 goriilmektedir. 17. 6rnekte herhangi bir SNP saptanmamus,
bu da varyasyon ag¢isindan diger 6rneklerden farkli bir profil sundugunu gostermektedir.
Ayrica 33. 6rnekte ¢oklu transversiyonlarin (G—C, T—-C, C—T, A—C, T—G) bir arada

bulunmasi, bu 6rnekteki cesitliligi ortaya koymaktadir.
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Cizelge 13: mcel A gen gdlgesinde goriilen insersiyon, delesyon ve substitiisyonlar

2, . SNP
Ornek [
S e Insersiyon | Delesyon Transisyon Transversiyon Null
1.Or
2.0r T 199240 | T—A 199235
. G—N 199203
4.0r | G199173 | C 199209 CoAT199169 | 100207
5.0r | A199169 | C 199209
6. Or C—N 198562
7.0r | G 199173
8.0r | A 199169
. | A199169
10011 199164
12.0r | G 199173
« | G199172
1B3-0r 1 5 199176
M 14. Or
% [15.0r | G199173
o0 =
=2 16.Or | T199174 A—N 199171
S35 | 17.0r . - 2 - -
=9 [ 18.0r A>T 199171
2 [ 21.0r | T199174
~ | 22.0r
23.0r | T 199174
25.0r | T 199174 G—A 199168
26.0r | T 199174
27.0r | T 199174
. | A199172
2800 1 199164
29. Or
31.0r | A 199172
32.Or A—T 199164
T—C 198697
) G—C 198735 | C—T 198727
33.0r | T199174 G—C 198756 | A—C 198733
T—G 198739

* Mycobacterium tuberculosiskompleks kompleks H37Rv (Erisim numarasi: NC_000962.3, erisim tarihi:
09.09.2025) susunun transkripsiyonal regiilator mceld (Lokus etiketi: Rv0169) geninin niikleotid
pozisyonlar1

*mcel A gen bdlgesi, 2 parcaya ayrilarak calisilmistir, birinci parca 198534-199159 arasini kapsarken ikinci
parca 199160-199898 arasini1 kapsamaktadir
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Cizelge 14: yrbE1A gen golgesinde goriilen insersiyon, delesyon ve substitiisyonlar
a . SNP
2 Ornek : i i ]
O Insersiyon Delesyon Transisyon Transversiyon | Null
C 196899
1. Or G 196916 _196917 A 196907 A—T 196901
G 197566
5 Or A 196907 G—C 196917 T—C 196956
G 197646 G—C 197128 C—A 197422
A—C 196898
. C—A 196899
4. Or A 196907 G—C 196917 CA 197420
C—A 197422
A—C 196898
6. Or A 196907 G—C 197128 C—A 196899
C—A 197422
A—C 196898
C—G 196913 C—A 196899
C—G 196921 C—-T 196915
G—C 196948 T—C 196916
| c197023 197024 | A19g007 | GTC 197024 | CoT 196951
. 7. Or C 197544 197545 A 196918 G—C 197029 T—C 196956
?g? - G—C 197055 A—C 196960
< 2 G—C 197128 G—A 196993
= 2 T—A 197324 | C—A 197028
5 % T—A 197423 C—A 197046
K C—T 197145
~ . C 196916 196917 A—C 196898
801 | A 196924 196925 | A 196907 C—A 196899
; A—C 196898
10. Or A 196907 CA 196899
A—C 196898
12.0r | G 196916 196917 A 196907 G—C 197128 C—A 196899
C—A 197422
) G—C 196917 A—C 196898
13. Or ATI0T | 5 0197128 | C—A 196899
14. Or
15. Or
16. Or
) C 196899
17. Or A 196907
) A 196907 G—C 196890 A—C 196898
23.0r | A 197367 197368 G 197566 G—C 197128 C—A 196899
T—A 197423 T—C 196956
32. Or

* Mycobacterium tuberculosiskompleks kompleks H37Rv (Erisim numarasi: NC_000962.3, erisim tarihi:
09.09.2025) susunun transkripsiyonal regiilator yrbEIA (Lokus etiketi: Rv0167) geninin niikleotid

pozisyonlari
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Cizelge 14’te yrbE1A gen bolgesinde SNP dagilimlart gosterilmektedir. 196898
ve 196899 pozisyonlarinda A—C ve C—A degisimlerinin bir¢ok drnekte tekrarlandigi
dikkat ¢cekmektedir. 7. 6rnekte, ¢cok sayida transisyon ve transversiyonun ayni anda
goriilmektedir. 14., 15. ve 16. orneklerde herhangi bir SNP saptanmamis olmasi,

varyasyonun tiim izolatlarda homojen olmadigini géstermektedir.

Cizelge 15: yrbE1B gen golgesinde goriilen insersiyon, delesyon ve substitiisyonlar
SNP

(=¥

(% Omnek Insersiyon Delesyon | Transisyon Transversiyon Null
C
197692 G—C
G 198463
198395
C
197692
C G—T 197684
197693 G—A 198395
G
198463
4. Or - - - -
G
198524
A
198528
G
198524
C
197692
C
) 197692 G—C
8. Or C 197682 C—A 197687
197693
G G—C
198463 198395
T G—C
197703 198532
G
198524
C
197692
T
197703
A 197866 197867 G—C T—A 197860
A 198399 198400 197865 G—T 197858 C—N
G 198427 198428 G—C G—A 197853 197700
T 198518 198519 197859 C—T 198473

yrbEI1B
(197660-198529)*

10. Or

11.Or | C 198533 198534

12. Or

13. Or

14.Or | C 198531 198532

15. Or
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C 198531 198532 G—C G—A 198503
T 198535 198536 198457 G—A 198508
C—T 198518
T—G 198525
T
.. C 198531 198532 198525 G—C
17. Or C 198533 198534 C 198529 C—A 197694
197692
.. CcC
18. Or 198531 198532 C—A 198136
G—C
21 Or T 198511 198512 A 197865 G—A 197853
' C 198533 198534 197718 G—C T—G 198525
198532
T
.. 197703 G—N
22.0r | C 198531 198532 T C—T 198518 198524
198525
.. C 198531 198532 C
LY C 198533 198534 197692
. G
25.0r | C 198531 198532 198524
.. G 198530 198531 C
26. Or C 198531 198532 197692
. T G—C
27.0r | C 198531 198532 197703 198529
C 197789 _197790
A 198268 198269 T—C198126
A 198283 198284 T—C198183
po|TEE o | o | S|
. » —
T 198323 198324 198300 198311 G—A 198283 198299
C 198328 198329 T—C 198307
AG G—T 198334
198336 198337
G—-C
198325 G—T 198365
31 Or T—A G—A 198401 G—N
' 198326 C—T 198406 198395
T—A G—T 198389
198360
32.0r | C 198531 198532
G—A 197853
. A G—C T—G 198524
33.0r | C198531_198532 197718 197865 A—C 198520
T—G 198499

* Mycobacterium tuberculosiskompleks kompleks H37Rv (Erisim numarasi: NC_000962.3, erisim tarihi:
09.09.2025) susunun transkripsiyonal regiilatér yrbEIB (Lokus etiketi: Rv0168) geninin niikleotid

pozisyonlar1
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yrbEIA gen bolgesinde SNP dagilimlart
197692-197693 ve

oldukca heterojen bir yap1

sergilemektedir. 198531-198534 pozisyonlarinda yinelenen
insersiyon ve delesyonlarin ¢ok sayida drnekte tekrarlandigi goriilmektedir. 15. ve 29.
orneklerde coklu transisyon ve transversiyonlarin bir arada bulunmaktadir. Bazi
orneklerde (6r. 4. ornek) herhangi bir SNP saptanmamis olmasi, varyasyonun tiim
izolatlarda esit sekilde dagilmadigini ortaya koymaktadir (Cizelge 15).

phoP gen bolgesinde SNP dagilimi hem yogunluk hem de ¢esitlilik bakimindan
dikkat c¢ekicidir (Cizelge 16). 851651-851652 pozisyonlarinda insersiyonlarin neredeyse
tiim orneklerde tekrarlandig1 goriilmektedir. Ayrica 852073 (A—T), 852221 (A—C) ve
852085 (G—C) gibi belirli pozisyonlarda yinelenen mutasyonlar yer almaktadir. 28. ve
31. orneklerde hic SNP saptanmamis olmasi, varyasyonun Ornekler arasinda homojen
dagilmadigin1 ortaya koymaktadir. Genel olarak tablo, phoP bdlgesinin belirli

pozisyonlarda tekrarlayan mutasyonlara egilimli oldugunu ve bazi Orneklerin bu

mutasyonlarin birikimiyle 6ne ¢iktigini gdstermektedir.

Cizelge 16: phoP gen golgesinde goriilen insersiyon, delesyon ve substitiisyonlar
r SNP
g" [}
&) :‘S Insersiyon | Delesyon Transisyon Transversiyon Null
1 Or A 851651 A—T 852073 A—C 852221
' A 851652 G—C 852250 A—G 852278
A—N 851646
) A 851651 A—T 852073 G—A 852223 | G-N 852229
2.Or A 851652 G C 852085 A—C 852221 | G—N 852259
—
G—A 852250 | G—N 852270
A—N 852278
4.0r | A 852352
% . A 851651
m | O A 851652
& @ . A 851651
S
§~§ 6. Or A 851652 A—N 851646
=z . A 852352
@ 7. Or A 852353 A 852348 C—N 851655
. A 852350
8. Or A 852353 G 852347
10. A 851651
Or A 851652
11.
. A 851651 A—N 851646
Or
12. A 851651
Or A 851652 A—N 851646
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A 851640 G—N 852229
13. C 851642 é:g zzigﬁ G—A 852223 | G—N 852247
Or A 851651 A 859267 A—C 852221 | G—N 852259
A 851652 G—N 852270
141 A 852350 | A 851651
Or
5. A 851651
Or A 851652
16. A 851651 G—N 852229
o PR G—C 852085 A-C852221 |
G—A 852085
17. A 851651 i_’i 22 ;gﬁ G—A 852223
. e d
Or A 851652 A 899267 G—A 852250
—
G—T 852270
8. A 851651 A—C 852221 g_’g Zg;ﬁg
5 _
Or A 851652 G—A852250 | o o0
ézr T 852348 | A 851651 T—A 852350 G—A 852351
23. A 851651
Or A 851652
24. A 851651
or | A2 4851652
25. A 851651
o s 251 G—A 852223
26. | A 852353
Or | N 852352
27. A 851651
o 851652 A—N 851646
28.
Or
T 852250
%)% A 852353
A 852354
31.
Or ) ) ) ) )
32. A 851651
o PSS A—N 851646
33, A 851651
on | NB8s2353 | Ll G—N 852352

* Mycobacterium tuberculosiskompleks kompleks H37Rv (Erisim numarasi: NC_000962.3, erisim tarihi:
09.09.2025) susunun transkripsiyonal regiilator phoP (Lokus etiketi: Rv0757) geninin niikleotid

pozisyonlari

phoR gen bolgesinde SNP dagilimlarinin oldukg¢a yogun ve tekrarlayan bir yap1

gosterdigi goriilmektedir. Ozellikle 852910 pozisyonunda C—T degisiminin neredeyse

tiim orneklerde tekrarlandigi dikkat ¢ekmektedir; bu durum bu pozisyonun giiclii bir

mutasyon olabilecegini disiindiirmektedir. Ayrica 853137 pozisyonundaki G—A
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degisimi de bircok drnekte gdzlenmis ve varyasyonun siirekliligini desteklemistir. Bazi
ornekler (6rn. 11., 18. ve 33.) ise ¢ok sayida farkli transisyon ve transversiyonu ayni anda
barindirmaktadir. Buna karsilik, 22., 23. ve 29. Ornekler gibi yalnizca smirl sayida
degisim tastyan Ornekler de mevcuttur. Genel olarak tablo, phoR bolgesinde hem ortak
ve tekrarlayan degisimlerin hem de 6rneklere 6zgii kompleks profillerinin bulundugunu

ortaya koymaktadir (Cizelge 17).

Cizelge 17:phoR gen golgesinde goriilen insersiyon, delesyon ve substitiisyonlar

o ) SNP
= Ornek . ] ) .
&) Insersiyon Delesyon Transisyon Transversiyon Null
. C—-T 852910
1. Or A 853171 AC 853581
2.0r | C853140 853141 T—A 853857 | C—T 852910
) C 853140 853141
4. Or C 853844 853845 C—-T 852910
C—-T 852910
. G—A 853137
5.0r G 853134 AG 853119
A—G 853403
A 853376
6. Or G 853137 C—T 852910
C 853850
C—T 852910
7.0r | G 852142 852143 | C 853850 G—A 853137 | A—N 853581
. T—G 852144
ﬁ A 853167
o § 8.0r | G852142 852143 | A 853174 C—T 852910 | C—N 853170
L ¥ C 853850
S & C—T 852910
Q| 10.6 1 1
5 0.0r | C853137_853138 GoA 853137
- C—T 852910
. A—G 853119
11. Or C 853192 | G—C 852748 GoA 853137 A—N 853229
G—A 853812
G—C 852746
. G—C 852749
12.Or | A 853138 853134 AT 853581 C—-T 852910
G—C 853578
. G 853134 C—T 852910
13.0r | C 853140 853141 A 853174 G—C 852749 GoA 853137 C—N 853176
. A 853182 G—N 853228
14.Or | C 853140 853141 A 853194 C—T 852910 AN 853229
. C—T 852910
15.0r | C 853140 853141 GoA 853137
16. Or G 853137 C—T 852910
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- CT 852910
17. Or A—G 853535
CT 852910
G—A 852606
. | C853140 853141 | C 853183
18. Or -~ G—C 853844 | G—T 852607 | A—N 853229
A 853143 853144 | C 853192 oA se3137
A—C 853138
- CT 852910 | A—>N 853138
21.0r | N 853140 853141 onse3137 | Co go31a0
22.0r CT 852910
- C—T 852910
23.Or A—G 853119
C—T 852910
24.0r | G 853142 853143 é:(T: gigzi? G—A 853473
G—T 853817
25.0r | C 853140 853141 CoT 852910 | TN 853177
. AN 853174
26. Or c—Tgs2010 | 0
- C—T 852910
27.Or | C 853140 853141 B o305
28.Or A—T 853119 | C—T 852910
29.Or C—T 852910
| C853140 853141
3.0r | as3 142 853143 C—T 852910
- C—T 852910
32.Or | G 853139 853140 B oo
C—T 852910
C—A 853176
13 | G853186 853187 G—C 853246 | G—T 853237
' T$53240 853241 | oo | T—A853297 | G T 853242
G—A 853331
C—A 853352

* Mycobacterium tuberculosiskompleks kompleks H37Rv (Erisim numarasi: NC_000962.3, erisim tarihi:
09.09.2025) susunun transkripsiyonal regiilator phoR (Lokus etiketi: Rv0758) geninin niikleotid
pozisyonlari

* phoR gen bolgesi, 2 pargaya ayrilarak ¢alisilmistir, birinci parga 852396-853147 arasini kapsarken ikinci
parca 853147 -853853 arasini kapsamaktadir
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Mycobacterium canettii CIPT 140070017 complete genome Mycobacterium tuberculosis H37Rv, complete genome

Sequence ID: FO203510.1 Length: 4524466 Number of Matches: 2 Sequence ID: NC_000962.3 Length: 4411532 Number of Matches: 2
Range 1: 108271 to 100028 GenBank Graphics ¥ Next Match Range 1: 106894 to 107651 GenBsnk Graphics ¥ Nest Match
Score Expect Tdentities Gaps Strand ) Score Expect Tdentities Gaps Strand
1365 bits(739) 0.0 752/758(99%) 1/758(0%) Plus/plus 1371 bits(742) 0.0 753/758(399%) 1/759(0%) Plus/Plus
Query 20 CGCGCACAACTGC-AACCCCGCTCACCCTCGTCGETGRATTCTTTCGCATGTGTGTGETE 78 Query 20 CGCGCACAACTGC - AACCCCCTCACCCTCGTCGGTGGATTCTTTCGCATGTGTGTGLTG 78
Shjct 198271 ....AC....... IR B L AN S S e e S ek s g e 138330 Sbjct 196894 ....AC....... Wiiivaia ms oo B e e e i R as e h s 135983
Query 73 ACTGEAAAGGCECTGT TTCRCTGECCETTCCAGTGGLECEAGTTCATTCTGLAGTGITEE 138 Query 73 ACTEGAAAGGCGCTGTTTCACTGRCCGTTCCAGTGECGCEAGTTCATTCTGCAGTGETGE 138
1 1 P [t 1 Sbjct 196954 197013
Query 139 TTCATCATGCGEGTCGEATTTTTACCGACGATCATGGTC TCGATACCGCTGACGGTECTE 198 Query 139 TTCATCATGOGGETCGEATT TTTACCGACGATCATEGTCTCGATACCGETGACGRTEETG 198
= i - - A 138450 Sbjct 197814 157073
Query 189 TTGATCTTCACECTCAATATTCTECTRECCCAGT TCREEGLEECAGACATCTCCGETTEE 258 Query 139 TTEATCTTCACGCTCAATATTCTGCTGECCCAGT TCAGCELEECAGACATCTCLEGTTCC 258
SBICE BBABL uiu b st sn aimins baisa biahrale 4o ai Ao 0w e bl i s mbiirm o a e o' 1OBE1B £ T T 7 R | [ k1
Query 253 GGCECEGECGATCGGLGIGETCACCCAGCTTEGLCCGLTGACAACGETGCTEGGTGGTCRCC 318 Query 258 GGCGCGECEATCGELGCEETCACCCAGCTTGGCCCGCTGACAACGETGCTEETGETCGCC 318
sbjct 198511 198570 sbjct 197134 197193
Query 313 GGCGECCGEGATCCACGROCATCTGCRCCGACC TEGETACCCGCACCATCCGCGAGGARATC 378 Query 31% GGLGCCGEATCCACGGCCATCTGOGCCGACCTGGETGCCCGCACCATCCGCGAGGAAATC 378
e T L1 O |- 1" | sbjct 197194 197253
Query 379 GACGLGATGGAGGTGCTGEGCATCGATCCCATCCACCGTCTGGTEETGCCGEEGETECTC 438 Query 378 GACGCGATGGAGGTGCTGGGCATCGATCCCATCCACCGTCTGETGETGCCGIGERTALTC 428
sbjct 198631 193698 sbjct 197254 197313
Query 433 438 Query £33 455
sbjct 198691 153758 sbjct 197314 197373
Query 43% 558 Query £33 558
sbict 198751 158818 sbjct 137374 197433
Query 553 518 Query. 858 Bd.
skjct 198811 198870 sbjct 197432 197293
Query 619 CTGATCGLGEECCTTETCEGC TGLTATCEEGEGL TGACCGTCCGTEECGET TCCAAGEET 678 uery 883, 613
SBIEN ITHEAL oTGshadihe st iiseiEnet e A b e A0 138938 Sbict 137494 197553
Query 679 CTTGGCACCGCCGTCAACGAGACCGTGGTGCTETATGTGATTGCCCTGTTCGECGTCANC 738 Pay R 2
SHict A98EsY o R R S R R R R 198998 SHict 3758 197613
S i % g y 739 GTGATCTTGACGACCATCGGTGTGCGATTCGGRACGEE 776
Query 739 GTGATCTTRACGACCATCGATGTGCGATTCGEEACGEE 776 Query =
LS T - - & S 199028 SHICE AMEIE s crieivionsranraaries e R s A a e 197651

Sekil 13: 4 numarali 6rnege ait yrbE1A gen bolgesinin Mycobacterium canetti ve Mycobacterium
tuberculosis H37Rv suslar1 ile BLAST hizalamasi

TGCTATCGGGGGCT GACC GTC

Sekil 14: 4 numarali 6rnege ait yrtbE1A gen bolgesi kromatogram datasinin 640-660 baz
diziliminden bir kesit

yrbE1A gen bolgesine ait 4 numarali klinik izolata iliskin BLAST hizalama
sonucglari, bu Ornegin hem Mycobacterium canettii CIPT 140070017 hem de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv referans susu ile yiiksek oranda benzerlik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Incelenen varyasyonlar arasinda, 652. pozisyonda yer
alan niikleotid farklilig1 dikkat ¢ekicidir; s6z konusu pozisyonda 4 numarali izolatta ve
H37Rv susunda sitozin (C) bulunurken, M. canettii CIPT 140070017 susunda timin (T)
yer almaktadir. Bu durum, primerlerin H37Rv susuna gore tasarlanmis olmasina ragmen,
elde edilen klinik izolatlarin Mycobacterium tuberculosis kompleksindeki diger suslarla
da 6nemli 6l¢iide benzerlik tagidigini, yalnizca belirli noktalarda farkliliklar sergiledigini

gostermektedir (Sekil 13, 14).
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4.1. istatistiksel Analiz:

SNP yogunluklarmin gen gruplarina gore farklilik gosterip gostermedigi analiz
edilmeden once, verilerin dagilim 6zellikleri Shapiro—Wilk testi ile degerlendirilmistir.
Normallik varsayimini tam olarak karsilamadigr goriildiigiinden, hem parametrik
(ANOVA) hem de parametrik olmayan (Kruskal-Wallis) testlerle inceleme yapilmistir.
Her iki analiz de gruplar arasinda anlamli farklilik oldugunu ortaya koymustur (ANOVA
F(7,348)=12.67, p<0.0001; Kruskal-Wallis H=81.94, p<0.0001). Buna karsilik
izoniyazid, rifampisin ve ¢oklu ila¢ direncinin gruplar arasinda dagilimi Ki-kare testiyle
anlamli bulunmadi (tiim p>0.97). Etambutol ve pirazinamid i¢in direng¢ gdzlenmedigi i¢in
istatistiksel analiz yapilmadi.

Post-hoc analizlerde gruplar arasinda SNP yogunlugu acisindan farkliliklar
gozlenmistir. Non-parametrik Dunn testi ayrintili farkliliklar ortaya koymustur:
mcelA2’nin mcel A1, mcel R, phoR1 ve yrbEIA gruplarina gore anlamli derecede daha
diisitk SNP yogunluguna sahip oldugu belirlenmistir (p<<0.05). Ayrica yrbE 1A’ nin phoP,
phoR2 ve yrbE1A gruplarina gore anlamli derecede yiiksek SNP yogunlugu gosterdigi,
mcel R’nin ise phoR2 ve yrbEl1A’ye gore daha yiiksek SNP yogunlugu sergiledigi

bulunmustur.

4.1.1. Post-hoc Test Sonuglar1 (H37Rv)

Cizelge 18: Gruplara gore SNP yogunlugu 6zet istatistikleri

Grup Ornek sayist Ortalama Medyan Standart  sapma

(sd)

mcelAl 26 3.295461538461538  3.1225 2.496479685169005

mcelA2 9 0.6092222222222223 0.0 1.208888102532424

mcelR 27 3.850740740740741  2.985 2.240672934506551

phoP 27 2.953962962962963  1.355 4.149341537025265

phoR1 28 3.20825 3.6575 1.311292764016855

phoR2 23 1.948521739130435  1.403 2.230558427217991

yrbEIA 13 11.27738461538462  5.057 12.99718850071341

yrbEIA 25 2.9374 1.143 5.406285539382223
Cizelge 19: SNP yogunlugu icin Dunn testi (Bonferroni diizeltmeli) sonuglari

Grup 1 Grup 2 Bonferroni katsayisi p <0.05

mcelAl mcelA2 0.01490159922974162 Evet

mcel A1l mcelR 1.0 Hayir

mcelAl phoP 0.5930430218082385 Hay1r

mcel A1l phoR1 1.0 Hayir

mcelAl phoR2 0.3708729061476241 Hay1r

mcel A1l yrbEIA 1.0 Hayir

mcel A1l yrbEIA 0.05672705577614313 Hayir

mcelA2 mcelR 0.002118525444862152 Evet
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mcelA2 phoP 1.0 Hayir
mcelA2 phoR1 0.01549158916402385 Evet
mcelA2 phoR2 1.0 Hayir
mcelA2 yrbE1A 0.0008035051246450765 Evet
mcelA2 yrbEIA 1.0 Hayir
mcelR phoP 0.075205516153865 Hayir
mcelR phoR1 1.0 Hayir
mcelR phoR2 0.04632649756384949 Evet
mcelR yrbEIA 1.0 Hayir
mcelR yrbE1A 0.004454103167866819 Evet
phoP phoR1 0.6211760800259272 Hay1r
phoP phoR2 1.0 Hayir
phoP yrbE1A 0.02893063207362829 Evet
phoP yrbEIA 1.0 Hayir
phoR1 phoR2 0.3873607844439557 Hay1r
phoR1 yrbEIA 1.0 Hayir
phoR1 yrbE1A 0.0574929119789169 Hay1r
phoR2 yrbE1A 0.01813807399266194 Evet
phoR2 yrbEIA 1.0 Hayir
yrbEIA yrbE1A 0.00252326866202903 Evet
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5 TARTISMA

Tiiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosiskompleksinde yer alan patojen tiirlerin
neden oldugu, kiiresel 6l¢ekte ciddi morbidite ve mortaliteye yol agan énemli bir halk
saglig1 sorunudur (World Health Organization [WHO], 2024). Hastaligin stirekliligi ve
yayiliminda, patojenin genetik yapisindaki degiskenlik belirleyici bir rol oynamaktadir.
M. tuberculosis kompleks genomunda meydana gelen tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP’ler), bakteriyel popiilasyonlar arasindaki farkliliklarin anlasilmasinda kritik
belirteclerdir (57). Virtilansla iligkili gen bolgelerinde ortaya ¢ikan SNP’ler, bakterinin
konaga adaptasyonu, bagisiklik sisteminden kagist ve hastalik siddetini dogrudan
etkileyebilmektedir (58). Bu nedenle SNP’lerin tiiberkiiloz patogenezi ve evrimsel
siirecteki rolii, hastaliin biyolojisinin anlasilmasinda temel bir yaklasim olarak
degerlendirilmektedir.

Viriilansin diizenlenmesinde one ¢ikan genler arasinda mcel operonuna ait
mcelR ve mcelA genleri, tasiyici proteinleri kodlayan yrbE1A4 ve yrbE1A genleri ile iki
bilesenli diizenleyici bir sistem olan phoP/phoR gen ¢ifti yer almaktadir. mcelA ve mcelR
genlerinin bakterinin hiicre i¢ine girisinde ve konak dokularina adaptasyonda onemli
roller iistlendigi gosterilmistir (59, 60). yrbE1A ve yrbE1A ise membran biitiinligl ve
lipid taginimu ile iligkili olup, viriilansla baglantili tasiyict proteinlerin bir pargasi olarak
degerlendirilmektedir (61). phoP/phoR iki bilesenli sistemi ise lipid metabolizmasi, hiicre
duvar yapisi ve bagisiklik yanitin1 etkileyen genlerin diizenlenmesi yoluyla virtilansi
sekillendirmektedir (62, 63). Bu baglamda, mcelA ile phoPR genlerinin birlikte
incelenmesi, bakterinin giris ve c¢ogalma mekanizmalarinin yani sira bagisiklik
sisteminden kacis stratejilerinin es zamanli degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.
Boyle bir yaklasim, viriilans faktorleri arasindaki islevsel etkilesimlerin daha biitiinciil
bicimde anlagilmasini miimkiin kilmakta ve tiiberkiiloz patogenezi lizerine gelistirilecek
yeni tani ve tedavi stratejilerine 151k tutmaktadir.

Bu c¢alismada en az bir antitliberkiiloz ilaca diren¢li 28 klinik izolat, mcelR,
mcelA, yrbE1A, yrbE1A, phoP ve phoR gen bolgeleri 6zelinde H37Ra ve H37Rv referans
suglart ile karsilastirilmistir. Yapilan analizlerde, s6z konusu gen bdlgelerinin baz
dizilimlerinin her iki referans susta da tamamen ayn1 oldugu saptanmistir. Ancak ikisi

arasinda phoP geninin 852263. pozisyonunda tek bir niikleotid farklilig1 gdzlenmistir. Bu
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noktada H37Rv susunda C (sitozin) bulunurken, H37Ra susunda bunun yerine T (timin)
bulundugu NCBI veritabaninda gergeklestirilen BLAST analizleri sonucunda
belirlenmistir. Calismamizda incelenen izolatlarin tamaminda 852263. pozisyonda
H37Rv susu ile ayni1 sekilde C (sitozin) tespit edilmistir. Klinik izolatlarin viriilan sus ile
ayni1 baz dizilimine sahip olmasi, elde edilen bulgular arasinda dikkat ¢ekici ve ¢alismanin
0zglin degerini artiran bir sonug olarak degerlendirilmistir.

H37Rv ve H37Ra suslar1 arasinda phoP genindeki tek SNP disinda arastirdigimiz
gen bolgelerinde baz dizilimi agisindan higbir farklilik goériilmemesine ragmen,
calismamizda analiz edilen klinik 6rneklerde bazi niikleotid farkliliklar1 tespit edilmistir.
Bu farkliliklarin ¢ogunlukla amplikonlarin baglangic ve bitis kisimlarinda yogunlagmasi,
gozlenen degisimlerin okuma hatalarindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.
Nitekim amplikonlarin kirli olmas1 da yanlis baz cagrimlarina yol acabilmektedir. Ote
yandan, primer baglanma bdlgeleri disindaki, temiz okuma saglanan orta bdlgelerde de
az da olsa baz farkliliklarinin bulunmasi dikkat cekicidir. Bu lokasyonlarda NCBI
veritabanindaki izolatlarda herhangi bir farklilik goriilmemekle birlikte, calismamizda
elde edilen bu sonuglarin literatiir ile paylasilmasinin 6nemli oldugu diistiniilmiistiir.
Bununla birlikte, g6zlenen degisimlerin yalnizca teknik sinirliliklardan degil, popiilasyon
i¢i varyasyonlardan da kaynaklanabilecegi ihtimali géz 6niinde bulundurulmustur. Tek
koloni iizerinden calismis olsak da, M. tuberculosis kompleks’in farkli popiilasyon
gruplarinin analize dahil olmus olabilecegi ihtimali de goz ardi1 edilmemelidir. Calismada
kullanilan klinik izolatlarda SNP’lerin belirlendigi pozisyonlarda, kromatogram
verilerinde referans sus olan H37Rv ile uyumlu bazlar goriilmekle birlikte farkli
niikleotidler de saptanmistir. Bu durum, incelenen 6rneklerde tek tip bir popiilasyondan
ziyade farkli alt popiilasyonlarin varligina isaret edebilecek bulgular sunmaktadir.

Calismada incelenen tiim klinik oOrneklerde phoR gen bdlgesinin 852910.
pozisyonunda C — T niikleotid degisimi gozlenmistir. Bu degisim, hem H37Rv hem de
H37Ra referans suslarinda bulunmamakta, dolayisiyla klinik izolatlara 6zgii bir
varyasyon olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu bulgu, ¢calismada kullanilan 6rneklerin referans
suslardan farklilagan potansiyel bir genetik Ozellik tasidigini gostermesi agisindan
Oonemlidir.

Analiz edilen klinik 6rneklerde mcelR gen bolgesinde farkli tiplerde SNP’ler
gozlenmistir. Bunlar arasinda ozellikle C194172 ve A194183 pozisyonlarindaki
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degisimlerin neredeyse tiim drneklerde tekrarlandigi dikkat cekmektedir. Ayrica C—A
194173 ve G—C 194681 gibi belirli degisimlerin de bir¢ok izolat arasinda ortak olarak
bulunmasi, bu mutasyonlarin popiilasyon-i¢i varyasyonlar veya stabil polimorfizmler
olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsilik, amplikonun baslangic ve son
kisimlarinda ortaya ¢ikan bazi degisimler (6rnegin 194814-194824 araligi), okuma
hatalarina da bagl olabilir. Genel olarak bakildiginda, mcelR genindeki SNP Oriintiisii,
genin farkli klinik suslarda degiskenlige agik oldugunu gostermektedir. Ancak bu
degisikliklerin biyolojik etkisinin netlestirilebilmesi ic¢in fonksiyonel analizlerle
desteklenmesi gerekmektedir.

Klinik 6rneklerde mcelA gen bolgesinde hem transisyon hem de transversiyon
tiirlinde ¢ok sayida SNP goézlenmistir. Cesitli 6rneklerde insersiyonlarin (6rn. 199169,
199173, 199174) ve delesyonlarin goriilmesi, bu bolgede dizilim biitiinliigliniin zaman
zaman bozuldugunu ve okuma sirasinda hatali baz ¢agrimlarina yol agabilecek bolgeler
bulundugunu ortaya koymaktadir. Ancak, bu degisimlerin farkli Orneklerde tutarh
bicimde tekrar etmesi, gozlenen varyasyonlarin yalnizca teknik artefaktlardan ibaret
olmadigini ve biyolojik anlam tasiyabilecegini diisiindiirmektedir.

Genin ikinci parcasinda (199160-199898) de farkliliklarin gozlendigi dikkati
cekmektedir. Ayrica 198697-198756 araliginda goriilen ¢oklu transversiyonlar (6rn.
G—C 198735, T—>C 198697, C—T 198727) bu bodlgenin yiiksek polimorfizm tasidigini
gostermektedir. Bu bulgular, mcelA gen bolgesinin hem bag hem de son kisimlarinda
degisimlerin yogunlastigini, ancak orta bolgelerde de kararli bigimde tekrar eden
SNP’lerin  bulundugunu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla mcelA’da goézlenen
varyasyonlarin bir kismi okuma hatalarindan kaynaklansa da, biiyiik boliimiiniin
popiilasyon-i¢i genetik farkliliklar veya klinik izolatlara 6zgii dogal varyasyonlar
olabilecegi degerlendirilmektedir. Bu sonuglar, mcelA’nin M. tuberculosis viriilansinda
kritik rol listlenen yapisal veya fonksiyonel motiflerinin evrimsel siirecte cesitlilige agik
oldugunu diisiindiirmektedir.

yrbEIA gen bolgesinde oldukca yogun bir SNP dagilimi gozlenmektedir. Klinik
orneklerde yrbE1A gen bolgesinde hem insersiyon/delesyonlar hem de ¢ok sayida nokta
mutasyonu tespit edilmistir. Ozellikle 196907. pozisyondaki insersiyonlar hemen tiim
orneklerde tekrar etmis, bu bolgenin varyasyona egilimli bir lokus oldugunu gostermistir.

Bununla birlikte, 196898 (A—C) ve 196899 (C—A) degisimlerinin neredeyse tiim
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izolatlarda gozlenmektedir. Ayrica 196917 ve 197128 pozisyonlarinda goriillen G—C
transversiyonlarinin bir¢ok drnekte yinelenmesi, bu bolgelerde varyasyonun sabitlenmis
olabilecegine isaret etmektedir. Baz1 6rneklerde (6zellikle 7. 6rnek) ¢ok sayida ardisik
transisyon ve transversiyonun birlikte goriilmesi (196913-197145 araligi) bu gen
bolgesinin oldukca polimorfik oldugunu gostermektedir. Ayrica 197422-197423
bolgesinde farkli 6rneklerde tekrarlayan degisimler de dikkat ¢ekmektedir.

Incelenen klinik 6rneklerde yrbEIA gen bolgesinde oldukga zengin bir SNP
profili  saptanmustir.  Ozellikle 197692-197694  arahgindaki insersiyon ve
transversiyonlarin birden fazla Ornekte tekrar etmesi, bu lokasyonlarin varyasyon
acisindan duyarl bolgeler oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, 198531-198534
aralifinda goriilen ¢oklu insersiyonlarin farkli 6rneklerde yinelenmesi, bu pozisyonun
gen diziliminde 6nemli bir degiskenlik alam1 oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica
198463 ve 198529-198532 pozisyonlarindaki G—C degisimlerinin bir¢ok izolatta
goriilmesi, bu varyasyonlarin rastlantisal hatadan Gte anlamli  polimorfizmler
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Orneklerin bir kisminda ise ¢oklu transisyon ve transversiyonlarn aymi anda
ortaya ¢ikmasi dikkat ¢ekicidir. Ozellikle 197853—197866 araliginda ve 198457—198525
bolgesinde saptanan farkli yonlerdeki baz degisimleri, genin belirli segmentlerinde yogun
bir polimorfizm yiikii oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira, bazi 6rneklerde
insersiyon ve delesyonlarin eslik etmesi (6rn. 197787-197788, 198268—198337
araliklar1), bu gen bolgesinde yapisal varyasyonlarin da mevcut olabilecegine isaret
etmektedir. Genel olarak degerlendirildiginde, yrbEIA gen bolgesinde gozlenen
varyasyonlarin biiyiikk bir kisminin birden fazla izolatta ortaklasa bulunmasi, klinik
izolatlara 0zgii dogal varyasyonlar olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgular,
yrbE1A’nin konakla etkilesim veya membran tagima fonksiyonlarinda evrimsel esneklik
gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Klinik orneklerde phoP gen bolgesinde ¢ok sayida tekrar eden varyasyon
gozlenmistir. Ozellikle 851651-851652 pozisyonlarinda goriilen insersiyonlarmn
neredeyse tiim oOrneklerde bulunmasi dikkat cekicidir ve bu bodlgenin sekanslama
sirasinda hassas ya da varyasyona acik oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira, 852073
(A—T) ve 852221 (A—C/T) pozisyonlarindaki degisimler birden fazla izolatta
yinelenmistir. Ayrica 852085’teki G—C/A degisimleri ile 852223 ve 852250
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pozisyonlarindaki G—A transisyonlarinin birden ¢ok 6rnekte bulunmasi, bu bolgelerde
gercek biyolojik varyasyon ihtimalini gii¢lendirmektedir.

Bazi 6rneklerde gozlenen ¢coklu G—N ve A—N degisimleri (6r. 851646, 852229,
852259, 852270) 6zellikle okuma kalitesinin diistik oldugu bolgelerde yogunlasmistir. Bu
durum teknik hatalardan kaynaklanabilmektedir. Genel olarak degerlendirildiginde,
klinik Orneklerdeki bu varyasyon profili, M. tuberculosis kompleks suslarimin phoP
tizerinden farklilasabilecegini ve bunun da viriilans mekanizmalarina katkida
bulunabilecegini gostermektedir.

phoR gen bolgesinde yapilan SNP analizlerinde farkli 6rneklerde ¢ok sayida
insersiyon, delesyon, transisyon ve transversiyon tipi varyasyon tespit edilmistir. Bu
degisiklikler genellikle 852396—853853 araliginda, hem genin ilk boliimiinde (852396—
853147) hem de ikinci boliimiinde (853147-853853) yogunlasmaktadir. Cesitli
noktalarda gozlenen insersiyonlar (6r. 853140 853141), delesyonlar ve belirsiz baz
atamalart (A—N, C—N vb.) sekanslama kalitesi ve varyasyon yogunlugu a¢isindan
dikkate degerdir. Ayrica G—A, A—G, A—C gibi farkh tipteki baz degisimlerinin genin
fonksiyonel bolgelerine dagilmis olmasi, phoR’nin yliksek polimorfizm sergileyen bir
gen oldugunu gostermektedir.

Ozellikle C—T 852910 degisimi neredeyse tiim &rneklerde tekrarlayan bir
mutasyon olarak ortaya ¢ikmistir. Bu varyasyonun bu denli tutarhi sekilde gozlenmesi,
teknik bir hatadan ziyade biyolojik olarak korunmus ve karakteristik bir degisim
olabilecegini diisiindiirmektedir. phoR, iki komponentli phoPR diizenleyici sistemin
sensOr kinaz alt birimini kodladigindan, 852910 konumundaki C—T mutasyonu genin
fonksiyonel aktivitesi acisindan kritik bir role sahip olabilir. Bu nedenle s6z konusu
degisimin diizenleyici mekanizmalara, sinyal algilama siireclerine veya fosforilasyon
kapasitesine etkisinin ileri analizlerle degerlendirilmesi gerekmektedir.

Her ne kadar istatistiksel analizlerde mcelA2 grubu diger genlere kiyasla anlamli
derecede daha diisiik SNP yogunlugu sergilese de, bu sonucun tamamen biyolojik
stabiliteyi yansitmadig1 goz onlinde bulundurulmalidir. mcelA2 bolgesine ait dizileme
verilerinde okuma kalitesinin gorece diisiik olmasi ve bu nedenle degerlendirilen 6rnek
sayisinin azalmasi, grubun yapay olarak “en stabil” goriinebilmesine yol agmis olabilir.
Dolayistyla bu bulgu, biyolojik gercekligin yani sira teknik sirliliklarin da etkisini

tagiyor olabilir.
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Bu caligmada mcel operonu ve phoP geninde gozlenen SNP’lerin birlikte
incelenmesi, Mycobacterium tuberculosiskompleks viriilansinin farkli diizeylerdeki
diizenlenisini anlamak agisindan oOnemli katkilar sunmustur. mcel/  operonundaki
degisiklikler, bakterinin konak hiicre ile etkilesimi ve makrofaj i¢i persistansi gibi daha
lokalize patojenite mekanizmalarin1 etkilerken; phoP genindeki SNP’ler, lipid
biyosentezi ve antijen sekresyonu gibi ¢ok sayida viriilans yolunu kontrol eden genel
regiilasyon mekanizmalarini degistirmektedir. Bu iki bolgenin birlikte ele alinmasi,
SNP’lerin bazen hiperviriilans bazen de atteniiasyon ile sonuglanabilecegini
gostermektedir. Dolayisiyla, tek niikleotid polimorfizmlerinin M. tuberculosis
kompleks’in patojenitesinde ¢ift yonlii etkiler yaratabilecegi, bakterinin evrimsel
adaptasyonunda ise bir denge mekanizmasi rolii iistlendigi ortaya konmustur. Boylece,
bu tezde hem spesifik fonksiyonel genlerdeki (mcel) hem de genel diizenleyici genlerdeki
(phoP) degisimlerin birlikte incelenmesi, M. tuberculosis kompleks’in virlilans

stratejilerini daha biitiinciil bir bakis acisiyla degerlendirme imkan1 saglamaktadir.
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6 SONUC ve ONERILER

Cukurova Bolgesi’nde izole edilen, en az bir antitiiberkiiloz ilaca direngli M. tuberculosis
kompleks suslarmin viriilansla iliskili oldugu 6ngoriilen mcel gen kiimesine ait mcel R, mcel A,
yrbEIA ve yrbE1A4 gen bdlgeleri ile iki bilesenli phoPR diizenleyici sistemindeki phoP ve phoR
gen bolgelerinde SNP varligimmin arastirilmasi, varsa suslar arasindaki filogenetik iliskinin
incelenmesi amactyla yapilan ¢alisma sonucunda;

1. NCBI veritabanina dayanilarak, H37Rv ve H37Ra referans suslarindaki bu
gen dizilimlerinin karsilastirilmasi sonucunda yalnizca phoP geninde tek bir
noktada transversiyon (C—T) oldugu belirlenmis, biitiin klinik izolatlarimizin
bu pozisyonda viriilan H37Rv susu ile ayni dizilimi gdsterdigi,

2. phoR geninde, H37Rv referans susunun 852910. pozisyonundaki C
niikleotidinin biitlin klinik 6rneklerimizde T ile yer degistirdigi,

3. Farkli klinik Orneklerimizde, yrbEIA geni basta olmak iizere bazi gen
bolgelerinin i¢ kisimlarinda ¢esitli SNP’ler tespit edildigi, ancak bunlarin
kromatogrami manuel olarak incelendiginde ayni noktalarda referans H37RV
susundaki niikleotidlerin de bulundugu gézlendi.

Arastirdigimiz biitlin genlerin baslangi¢ ve bitis bolgelerinde de cesitli SNP’lerin
bulunmasinin okuma hatas1 sebebiyle olabilecegi gozoniinde bulundurulsa da, i¢
kisimlardaki SNP’lerle birlikte degerlendirildiginde; bu durumun MTBK i¢i genetik
cesitlilikten de kaynaklanmis olabilecegi diisiiniildii. Elde edilen bulgular, mcel operon
bolgesinde yer alan genlerideki degisimlerin, bakterinin hiicre i¢ine girig ve persistans
gibi lokalize patojenite siireclerini etkileyebilecegini, phoP ve phoR genlerindeki
SNP’lerin ise lipid biyosentezi ve antijen sekresyonu gibi ¢ok yonlii diizenleyici
mekanizmalar1 degistirebilecegine dair 6n veriler ortaya koymustur.

Sonu¢ olarak, bu tez kapsaminda belirlenen varyasyonlar, ileride yapilacak
fonksiyonel analizlerle desteklendiginde, yeni tan1 ve tedavi yaklagimlarina katki
saglayabilecek potansiyel biyobelirtegler olarak degerlendirilebilir ve ayrica klinik
izolatlarin mcel ve phoPR gen bolgelerindeki SNP’ler araciligiyla filogenetik ayrimina

151k tutabilir.
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