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OZET

Avcl, E. (2022). INSAN BAGIRSAK MIKROBIYOTASININ FARKLI DNA
[ZOLASYON YONTEMLERI KULLANILARAK INCELENMESI. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik A.D. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.
2022

Insan mikrobiyotas1 en yogun olarak bagirsakta bulunur. Insan bagirsak
mikrobiyatasinin (IBM) homeostatik yapisinin insan sagligin olumsuz etkileyebilecek
yonde degisimi bagirsak disbiyozisi olarak adlandirilir. Calismalarda son yillarda yeni
nesil dizileme (YND) yontemleri, 6zellikle 16S rRNA amplikon dizileme hassas, diisiik
maliyetli ve yliksek c¢iktili veri sunmasiyla olduk¢a yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bu tez calismasinda goniilliillerden (n=3) alinan diski 6rneklerinden ii¢
farkli (Fenol-Kloroform, QlAamp Powerfecal DNA Kit, ZymoBIOMICS Miniprep Kit)
yontem ile bakteriyel genomik DNA izolasyonlar1 gergeklestirilip driinlerinin 16S
rRNA geni V3-V4 bolgeleri PZR islemi ile ¢ogaltilarak Illumina Miseq cihazinda
dizilendi. 16S amplikon dizileme sonucunda ortalama 83.633 okuma basarisi saglandi.
Ancak taksonomik olarak siniflandirilabilen ortalama okuma sayisi ise 40.603 olarak
belirlendi ve bu okuma derinliginde elde edilen en anlamli veri filum diizeyinde
gerceklestirildi. En kapsamli veri filtreli ticari Kitlerle Qiagen (7 filum) ve Zymo (6
filum) elde edilen 6rnekler ile saglanmistir. Fenol klorofom (5 filum) ile elde edilen
DNA miktarlart ¢ok olmasina ragmen bakteri temsiliyeti bakimindan filtreli kitlere gore
daha basarisiz oldugu goriildii. Ornekler arasi karsilastirmalarda Bacteroidetes
filumunun tespitinin filtreli (Qiagen) izolasyonlarda daha etkin oldugu gorilmiistiir.

Bu calismanin sonuglarina gore bakteriyel genomik DNA izolasyon yoOnteminin
bakterilerin tiimiiniin DNA izolasyonunu gergeklestirmedeki basarisi, biyolojik
parametrelerden bagimsiz olarak dogrudan mikrobiyal kompozisyonu etkilemektedir.

Anahtar Kelimeler: Insan bagirsak mikrobiyotasi, 16S rRNA, DNA izolasyonu,

Amplikon dizileme, Bacteroidetes
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ABSTRACT

Avci, E. (2022). INVESTIGATION OF HUMAN GUT MICROBIOTA USING
DIFFERENT DNA ISOLATION METHODS istanbul University, Institute of Health
Science, Genetics D. Mater Thesis. Istanbul. 2022

The human microbiota is most dense in the gut. The change in the homeostatic structure
of the human gut microbiota in a way that may adversely affect human health is called
intestinal dysbiosis. In recent years, next-generation sequencing methods, especially
16S rRNA amplicon sequencing, have been widely used in studies because they provide
sensitive, low-cost and high-throughput data. In this thesis study, bacterial genomic
DNA isolations were performed from stool samples taken from volunteers(n=3) with
three different methods(Phenol-Chloroform, QlAamp Powerfecal DNA Kit,
ZymoBIOMICS Miniprep Kit) and 16S rRNA gene V3-V4 regions of their products
were amplified by PCR and analyzed in Illumina Miseq device. As a result of 16S
amplicon sequencing, an average of 83,633 read successes was achieved. However, the
average number of taxonomically classified reads was determined as 40,603, and the
most meaningful data obtained at this reading depth was performed at the phylum level.
The most comprehensive data is provided with samples obtained from commercial Kits
with filters, Qiagen(7 phyla) and Zymo(6 phyla). Although the amount of DNA
obtained with Phenol-Chloroform(5 phyla) was high, it was seen that it was more
unsuccessful in terms of bacterial representation compared to the filter kits. In the
comparisons between samples, it was observed that the detection of the Bacteroidetes
phylum was more effective in filtered(Qiagen) isolations.

According to the results of this study, the success of bacterial genomic DNA isolation
method in performing DNA isolation of all bacteria directly affects the microbial

composition regardless of biological parameters.

Keywords: Human Gut Microbiota, 16S rRNA, Amplicon sequencing, DNA isolation,

Bacteroidetes



1. GIRIS VE AMAC

Insan viicudu trilyonlarca mikroorganizmay1 barindiran bir ekosistemdir [1]. Bakteriler,
arkealar, viruslar, parazitler ve bazi tek hiicreli 6karyotlardan olusup 6zel bir ¢evrede
yasayan bu topluluklar mikrobiyota olarak adlandirilir [2, 3]. insan viicudunun iizerinde
veya igerisinde yasayan mikrobiyal topluluklara insan mikrobiyotasi denir [2]. Agiz,
deri, solunum yollari, iirogenital sistem ve bagirsak gibi insan viicudunun farkli
bolgelerinde bulunan mikrobiyal topluluklar i¢inde en biiyiik ve kompleks mikro-
ekosistem bagirsakta bulunur ve Insan Bagirsak Mikrobiyotas: (IBM) olarak adlandirilir
[1,2,3,4].

IBM’nin insan fizyolojsinde amino asitler, vitaminler ve kisa zincirli yag asitleri gibi
pek ¢ok metabolitin sentezlenmesi, safra tuzlarmin metabolize edilmesi, toksinlerin
elimine edilmesi, patojenlerin asir1 gogalmasini 6nlemek gibi olduk¢a onemli etkileri
bulunmaktadir. IBM dinamik bir yapidadir ve konagm cografik lokasyonu, genetik alt
yapisi, kiiltiirel alisgkanliklari, diyet, stres, viicut kitle indeksi, egzersiz sikligi, yas1 ve
yasam tarzi gibi birgok faktdrden etkilenmektedir. IBM’nin kendi igindeki dengeli
yapisinin kotii beslenme, ilag kullanimi, stres gibi faktorlerle bozulmasi sonucu gelisen
disbiyozis IBM yapisindaki patojen tiirlerin artmasma ve insan saghg icin yararl
tirlerin azalmasina neden olabilmektedir. Bu durumun diyabet, huzursuz bagirsak
sendromu, kolorektal kanser, obezite, tip 2 diyabet, alerji, astim, hepatik ensefalopati,
inflamatuar bagirsak hastali§1 ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi IBM ile iliskili oldugu
diisiiniilen hastaliklarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlayabilecegi diistiniilmektedir.
Bununla birlikte bu hastaliklarin bagirsak disbiyozisinin gelisimine neden olabilecegi

yoniinde de goriisler bulunmaktadir [5, 6, 7].

IBM’nin insan saghign iizerindeki etkileri ve saglkli yasam icin Onemi yapilan
caligmalarla daha iyi anlasilmakta ve bu alandaki ¢alismalarin sayisi artmaktadir.
Saglikli IBM kompozisyon yapisinin tanimlanmasi IBM-hastalik iliskisi agisindan
oldukca 6nemlidir. Ancak heniiz saglikli mikrobiyota kavrami netlestirilememistir ve bu
alanda yapilacak ¢ok sayida calismaya ve veriye ihtiyag duyulmaktadir. iBM
kompozisyonunun taksonomik calismalarinda 16S rRNA amplikon dizileme yOntemi,
cok sayida ornekten binlerce dizinin ayni anda g¢ahisilabilmesi, kiiltiirden bagimsiz bir

teknoloji olmasi, hizli sonug vermesi, hassas ve diisiik maliyetli olmasiyla en ¢ok tercih



edilen yontemdir. Bu yontemin en kritik asamalarindan biri dizileme sonuglaria
dogrudan etkisi olan DNA izolasyon asamasidir. Insan diskisindan bakteriyel genomik
DNA izolasyonu bireyin tiiketmis oldugu gidalarin genetik materyali, insan DNA’s1, ve
PZR reaksiyonlarini inhibe eden kompleks polisakkaritler, bitki ve sebze kokenli
klorofil, safra tuzlari, iire, glikolipidler, hemoglobin ve heparin gibi inhibitorler
icerdiginden hedeflenen DNA materyalinin amplikon dizileme analizleri i¢in gerekli
miktarda ve saflikta elde edilmesi giigtiir [8]. Diskida bulunan ¢esitli PZR inhibit6rleri
ve bakterilerin hiicre yapilarindaki farkliliklar nedeniyle DNA izolasyon yonteminin
hem inhibitdrleri ortamdan uzaklastirabilmesi hem de tiim bakterilerin DNA izolasyonu
icin uygun olmasi gerekir [9]. Secilmis olan DNA izolasyon yontemi dizileme ¢iktilar:
tizerinde olumsuz etkilere ve dolayisiyla mikrobiyal ¢esitliligin hatali temsiline neden
olabilir. DNA izolasyon yoOnteminin amplikon dizileme ¢iktilarina etkilerinin
arastirildigi caligmalarda DNA izolasyon yontemi Se¢iminin analiz sonucunu etkiledigi
goriilmiistiir [10]. Ornegin bir ¢alismada 9 farkli DNA izolasyon y&nteminin amplikon
dizileme sonucuna etkisi arastirilmis ve yontemlerin DNA miktar ve safliklarin
etkiledigi goriilmiis, analiz ¢iktisinda farkli yontemlerin gram pozitif bakterileri daha
yogun izole edebildikleri goriilmistiir [11]. DNA izolasyon yontemi se¢imi oldukca
onemlidir ve amplikon dizileme analizlerinin ¢iktilarin1  dogrudan etkilemektedir.
Literatiirde bircok calisma metagenomik c¢alismalarin sonuglarinin karsilastirabilir
olmasi i¢in ayn1 DNA izolasyon yonteminin kullanilmasini tavsiye etmekte ve basarili
bir amplikon dizileme ¢alismasi gerceklestirebilmek icin DNA izolasyon ydnteminin

anahtar rol oynadigini belirtmektedir [10, 12].

Bu tez projesinde saglikli goniillillerden toplanan diski 6rneklerinden iki farkli DNA
izolasyon kiti ve Fenol-kloroform (FK) DNA izolasyon yontemi kullanilarak elde edilen
bakteriyel genomik DNA’larin etkinliklerinin 16S rRNA amplikon dizileme ydntemi

kullanilarak arastirilmasi amag¢lanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikrobiyota

Mikrobiyota terimi ilk kez insan viicudundaki mikroorganizmalarin saglik acisindan
onemini vurgulayan Lederberg ve McCray tarafindan tanimlanmistir [13]. Mikrobiyota,
arkeler, bakteriler, viruslar ve bazi tek hiicreli 6karyotlardan olusan ve 6zel bir ¢evrede
yasayan mikoroorganizma topluluklarina verilen isimdir [2]. Mikrobiyotaya ait genetik
materyalin toplamima mikrobiyom adi verilmektedir [3]. Insan viicudunun iizerinde ve
icerisinde yasayan mikroorganizmalara insan mikrobiyotast denir [14]. Insan
Mikrobiyotasi, agiz, deri, solunum yollari, lirogenital sistem ve bagirsakta bulunmakla
birlikte en yogun olarak bagirsakta bulunur ve baskin olan grup bakterilerdir [2, 3].
Gastrointestinal sistem gerek besin bollugu gerekse yapisi bakimindan mikrobiyal
kolonizasyon igin olduk¢a uygundur [15]. Enerji regiilasyonu, kisa zincirli yag asidi
iiretimi, vitamin sentezi, patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonuna kars1 bagirsagi
koruma, immiin sistemin modiilasyonu gibi islevleri bulunan IBM’nin bir organ islevi
gordiigii yoniinde goriisler bulunmaktadir. Literatiirde farkli sonuglar olmakla birlikte
IBM’de Bacteriodetes ve Firmicutes filumlar1 bakteriyel kompozisyonun yaklasik
%90°nm1  olusturmaktadir. Bu iki filuma eslik eden diger filumlar genellikle

Actinobacteria, Proteobacteria ve Verrucomicrobia’dir [5, 14, 16].

2.1.1. Mikrobiyotanin Olusumu, Gelisimi ve Onemi

Gegmis yillarda bebeklerin steril dogdugu ve dogum anindan itibaren mikrobiyota
olusumunun basladig1 disiiniilmekteydi. Ancak yapilan caligmalar gosterdi ki
mikrobiyota olusumu anne karninda baslar ve yenidogan 2-3 yasmna geldiginde

mikrobiyotasi yetiskin bir insanin mikrobiyotasina benzer hale gelir [2].

IBM’nin olusumu ve gelisiminde bireyin dogum sekli, anne siitii genetik altyap1 gibi
faktorler 6nemlidir. Bununla birlikte mikrobiyota olduk¢a dinamik ve kompleks bir
yapidir ve gevresel kosullardan etkilenir. IBM kompozisyonunu etkileyen faktdrler
arasinda yas, cografya, kiiltiirel aligkanliklar, beslenme aliskanliklari, stres, viicut kitle

indeksi, egzersiz siklig1 bulunmaktadir (Sekil 1) [5, 7].



g Bagirsak

/ Mikrobiyotasini
Etkileyen
Faktorler

"Wl \\3‘3{{2«2;; Hayat Evreleri
: Beslenme Sekli
‘F.‘ | Dogum = ’tﬂl%\

s

Sekil 1: IBMyi etkileyen faktorler [7].

IBM her ne kadar gevresel kosullardan etkilense de kendi icinde bir denge igindedir. Bu
denge bozuldugunda, mikrobiyal kompozisyon ve aktiviteler insan saglig1 i¢in zararli
olabilecek duruma gelir ve disbiyoz olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar. (Sekil 2)
[17]. Disbiyozisin ortaya ¢ikmasinda koétii beslenme, stres, antibiyotik kullanimi gibi
faktorler rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda diyabet, huzursuz bagirsak sendromu,
kolorektal kanser, obezite, tip 2 diyabet, alerji, astim, hepatik ensefalopati, inflamatuar
bagirsak hastaligi, noérodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastalik ile disbiyozis
iliskilendirilmistir [5, 19, 20].

Saghkh Mikrobiyota

Disbiyozis

Patojenlerin Artmasi Azalmis Cesitlilik ‘Yararh Mikroorganizmalarin Kaybi

Sekil 2: Disbiyotik mikrobiyota ile saghkh mikrobiyota yapisinin karsilastirilmasi [18].



2.2. IBM Cahsmalarinda Kullanilan Yontemler

IBM kompozisyonunun tanimlanmasinda kiiltir ve morfoloji temelli geleneksel
yontemler ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Kiiltiir yOdnteminin temel
siirlamasi1 iIBM  mikroorganizmalarinin  énemli bir kismimin kiiltiir kosullarinda
cogaltilamiyor olmasidir. Molekiiler yontemlerden molekiiler fingerprinting (DGGE,
TGGE, T-RFLP) bakteriyel kompozisyonun degisiminin saptanmasinda etkilidir. Bu
yontemlerde taksonomik siniflandirma yapilamamakta ve bant cakigmasi nedeniyle
kompleks topluluklarin yogunlugu dogru tespit edilemeyebilmektedir. Floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yonteminde ise spesifik bir organizma grubunun tespiti i¢in
floresan isaretleyici ile etiketlenmis kisa DNA parcalar1 (oligoniikleotidler) kullanir. Bu
yontemin siirlamasi belirli bakteri tiirleri ve gruplart igin tasarlandigindan tim
kompozisyonun analizinde yeterli olmamasidir. Mikroarray ise farkli taksonlardaki
belirli bakteri gruplarini hedefleyen oligoniikleotidlerden olusur. Ancak bu yontem
yalnizca plateteki taksonlar1 analiz edebildiginden organizma bollugunu hatali tespit
edebilir. qPCR yontemi genel olarak belirli organizma gruplarinin saptanmasinda
kullanilir. Yontemin en biiyilk siirlamasi her bir bakteri taksonu igin farkli primer
setleri gerektiriyor olmasidir [2, 3, 21]. Molekiiler yontemler igerisinde HTS (high-
throughput sequencing - yiiksek girdi-¢iktili dizileme) yontemlerinin son yillardaki
gelismesi insan mikrobiyomunun etkilerinin daha iyi anlagilmasimi sagladi [22, 23].
Amplikon dizileme mikrobiyota kompozisyonunun tanimlanmasinda en yaygin

kullanilan HTS yontemidir.

Amplikon dizilemede prokaryotlar i¢in en yaygmn marker gen olarak 16S rRNA geni
kullanilmaktadir  [24, 25]. 16S rRNA geni 9 yiiksek oranda korunmus bdlge ve 9
hiperdegisken bolge igerir (Sekil 3). 16S rRNA geninin bakterilerin taksonomik

caligmalarinda en yaygin olarak kullanilmasinin baslica nedenleri ;
- tiim bakterilerde bulunuyor olmasi
- fonksiyonu nedeni ile evrimsel olarak yiiksek derecede korunmus olmasi

- yaklasik 1500 b¢ uzunluguyla informatik analizlerde kullanmak i¢in uygun

olmas1



- primer dizaynt i¢in kullanilan yiiksek oranda korunmus bolgeleri ve
bakterilerin filogenetik Ozelliklerini tanimlamada kullanilan hiperdegisken

bolgeleri i¢eriyor olmasidir [26, 27].
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Sekil 3: 16S rRNA geni [28].

16s rRNA Amplikon dizileme yontemi, ¢ok sayida 6rnekten binlerce dizinin ayni1 anda
caligilabilmesi, kiiltiirden bagimsiz bir teknoloji olmasi, hizli sonug¢ vermesi, hassas ve

diisiik maliyetli olmasiyla

IBM taksonomik ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen yontem haline gelmistir [24].

2.3. 16S rRNA Amplikon Dizileme Calismalarinda Kullanilan Bakteriyel Genomik
DNA izolasyon Yaklasimlari

Mikroorganizmalardan genomik DNA eldesi igin farkli yaklasimlar mevcuttur.
Mikroorganizmalardan genomik DNA eldesi gram pozitif bakteriler (Ornegin;
Mycobacterium spp., Peptococcus spp.) gibi hiicre duvari bulunan mikroorganizmalar
ya da kalin polisakkarit ve psddopeptidoglikan yapis1 bulunan bazi arkeler i¢in zorlu ve
spesifik asamalar gerektiren bir siirectir [29]. IBM’de ise mikroorganizmalarin hiicresel
bileseninde bulunan ve DNA elde etmeyi zorlayan yapilari, 1000°den fazla tiir
bulunmasimin yani1 sira diski igerigindeki inhibitorler ve kirleticiler nedeniyle saf ve

yeterli miktarda genomik DNA eldesi zordur [30].



Literatiirde mikroorganizmalardan DNA izolasyonu i¢in ¢ogunlukla kullanilan
yontemler; FK DNA izolasyon yontemi, Chelex-100 ile izolasyon, Tuzla ¢oktiirme
yontemi, Triton X ve Tween 20°ve CTAB ile izolasyondur. S6z konusu yontemler

arasinda en sik kullanilan1 FK y6ntemidir [29].

Bakterilerden genomik DNA eldesi i¢in gerekli asamalar: ii¢ baslik altinda siralamak

miimkiindiir;
- Hiicre lizisi
- Organik ¢oziictilerle izolasyon

- Alkol ¢oktiirme ile DNA eldesi [31].

2.3.1. Hiicre Lizisi

Bakterilerden genomik DNA elde etme asamalari i¢erisinde bu adim en zor olanidir. En
sik tercih edilen asamalar enzimatik ve deterjanla lizistir. Pargalama asamasinda EDTA
kullanmak lizisin etkinligini arttirir, ortamin alkali pH (8-9) olmasiyla birlikte DNA’nin
temel proteinlerle elektrostatik etkilesimini azaltir, hiicresel proteinlerin denatiire
edilmesine yardimeci olur ve niikleaz aktivitesini azaltir [29]. Lizis asamasi igin

genellikle kullanilan 3 yontem vardir, bu yontemler tek tek ya da bir arada kullanilabilir.
- Enzimatik lizis
- Deterjan ve tiirevi maddelerle lizis

- Mekanik (fiziksel) etkiyle lizis

2.3.1.1. Enzimatik Lizis

Enzimle hiicre yapisimt bozma asamasinda genellikle lizozim ve proteinaz K
kullanilmaktadir. Lizozim ¢ogu bakterinin hiicre duvarmin biiytik bir kismini olusturan
peptidoglikanin yapisindaki N-acetylmuramic acid- ve N-acetylglucosamine tekrar
birimlerindeki B-1,4-glycosidic bagi bozarak hiicre duvarinin parcalanmasinda rol
oynar. Proteinaz K peptidoglikanin peptit baglar1 arasinda g¢apraz bag olusturarak

yapisinin bozulmasinda rol alir [32] .

2.3.1.2. Deterjan Tiirevi Maddelerle Lizis
DNA izolasyonu icin kullanilan deterjanlar proteinlere baglanarak yapisinin

bozulmasin1 saglarlar. Kullanilan deterjanin etkinligi bakterinin hiicre yapis1 zarar



gormiigse artar. Bu asama icin SDS, CTAB, Triton X, Tween kullanilmakla birlikte
SDS en yaygin kullanilanlardandir [33].

SDS proteinlerin hidrofobik kisimlariyla reaksiyona girip hiicresel proteinleri ve

lipoproteinleri baglayip denatiire eder [34].

2.3.1.3. Mekanik (fiziksel) Etkiyle Hiicre Lizisi

Enzimatik ve deterjan lizisi gibi yontemlerin yetersiz kalabildigi ve daha etkin
yontemlerin denemesi gerektigi durumlarda bead beater ya da sonikasyon cihazi gibi
mekanik yontemler ya da yiikksek 1s1 kullanilarak lizisin fiziksel olarak
gerceklestirilmesi gerekebilir. Ornegin dondurma 1sitma teknigi diger ydntemlerle

birlikte kullanildiginda yontemlerin etkinligini arttirmaktadir [35].

2.3.2. Organik Céziiciilerle izolasyon

Bu asamada bir organik ¢oziicii kullanilarak (Ornegin; FK) hiicredeki protein ve
lipoproteinlerin hidrofobik kisimlarina baglanir ve santrifiij sayesinde DNA dis1
hiicresel bilesenlerin organik fazda kalmasini saglar [36]. Fenol proteinleri denatiire

ederken kloroformun etkinligi polisakkaritler tizerinedir.

2.3.2.1. FK DNA izolasyon Yontemi

Fenoller benzen halkasina bagli bir hidroksil grubu igeren aromatik hidrokarbonlara
verilen genel isimdir. Fenoller molekiillerindeki hidroksil grubu sayisina gore bir ya da
daha ¢ok degerli olabilmektedir. Fenollerin en basiti tek hidroksil gruplu fenik asittir
(C6H50H) (Sekil4) [37].

OH

Sekil 4: Fenoliin kimyasal yapis1 [38].



FK ile yapilan organik izolasyonlarda oncelikle proteinlerin ve niikleik asit olmayan
hiicresel bilesenlerin enzimatik sindirimleri ig¢in proteinaz K ve SDS kullanilir.
Ardindan Fenol-Kloroform-izoamil (FK1I) alkol eklenmesiyle (25:24:1) karisim s1vi-s1vi
faza ayrilir; organik faz ve sulu faz. FKi’nin eklenmesi ve santrifiijiiyle beraber lipitler
ve diger hiicresel kalintilar1 igeren organik faz tiipiin aktinda kalirken DNA iceren sulu
faz istte kalir ve temiz bir tiipe aktarilir. Ardindan DNA alkol presipitasyonu ile

¢oktiiriilerek saflagtirilabilir (Sekil 5) [39].

—
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Sekil 5: FK ile yapilan organik izolasyon [40].

2.3.3. Alkol Coktiirmesi ile DNA Eldesi

DNA’nin etil alkol veya izopropanol varliginda ¢oktiiriilmesi islemidir. Elde edilen
DNA’ya alkol eklenir ve santrifiij edilerek ¢oktiiriiliir. DNA tuzsuz ¢ozeltilerde daha az
¢okeldiginden en az 0,1 M bir katyon (6rnegin;amonyum asetat ya da sodyum asetat)

eklenmesi DNA’nin ¢oktiiriilmesini kolaylastiracaktir [41].

DNA izolasyon yonteminin se¢imi amplikon dizileme c¢alismalari ig¢in 6nemlidir.
Bakterilerin hiicre yapilarindaki farkliliklar ve fegeste bulunan gesitli PZR inhibitorleri
nedeniyle DNA izolasyon yonteminin hem tiim bakterilerin DNA izolasyonu i¢in uygun
olmast hem de inhibitorleri ortamdan uzaklastirabilmesi gerekir. Secilen DNA
izolasyon yontemi dizileme ¢iktilar1 {izerinde olumsuz etkilere ve dolayisiyla
mikrobiyal c¢esitliligin hatali temsiline neden olabilir. Yapilan ¢alismalarda 6rneklerde
kullanilan farkli DNA izolasyon yontemlerinin metagenomik calismalarin dizileme

ciktilarinda farkliliklara neden oldugu gosterilmistir [11, 12]. Bu nedenle &zellikle
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karsilagtirmali ¢aligsmalarda 6rneklerin hangi DNA izolasyon yontemiyle izole edildigi
onemlidir ve veri analizinde bu durumun goéz 6niinde bulundurulmasi gereklidir [42].
Bes farkli ticari kitin karsilastirmasinin yapildigi bir calismada ticari kitlerden elde
edilen bakteriyel genomik DNA’larin miktar ve safliklarinda farklilik goriilmiistiir [43].
Yapilan bagka bir ¢calismada ayn1 6rnege farkli DNA izolasyon metodu uygulanmasiyla
elde edilen bakteri kompozisyonunda faklilik oldugu tespit edilmistir. Farkli DNA
izolasyon kitleri bazi bakteri familyalariin yogunlugunu arttirirken bazilarinin
yogunlugunu diisiik gosterebildigi tespit edilmistir [44]. Bu c¢alismalar da
gostermektedir ki metagenomik ¢aligmalarda en énemli basamaklardan biri olan DNA
izolasyonunun basarisi amplikon dizileme yontemiyle yapilan ¢alismalarin sonucunu
dogrudan etkilemektedir [11, 45]. Bu durum g6z 6niine alindiginda DNA izolasyon
yontemlerinin etkinliklerinin karsilastirildigi calismalar literatiir agisindan Onem arz
etmektedir. Yapilan ¢aligmalar metagenomik ¢aligmalarin sonuglarinin karsilastirilabilir
olmasi i¢in aynt DNA izolasyon yonteminin kullanilmasini tavsiye etmekte ve basarili
bir amplikon dizileme ¢alismasi gerceklestirebilmek i¢cin DNA izolasyon ydnteminin

anahtar rol oynadigini belirtmektedir [11, 44, 46].

Bu tez projesinde saglikli goniilliilerden alinan digki 6rneklerinden iki farkli DNA
izolasyon kiti ve Fenol-kloroform (FK) DNA izolasyon yontemi kullanilarak elde edilen
bakteriyel genomik DNA’larin etkinliklerinin 16S rRNA amplikon dizileme yontemi
kullanilarak arastirilmas1 amaglanmistir. Ulkemizde IBM kompozisyon yapisinin
tanimlanmasinda farklt DNA izolasyon yontemlerinin etkinliginin 16S rRNA amplikon
dizileme yontemi kullanilarak karsilastirildig: bir ¢aligma bulunmamakta, literatiirde ise
bu yonde yapilacak caligmalara gereksinim duyulmaktadir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonugclarla, arastirmacilarin ¢alismalarinda kullanacaklart DNA izolasyon protokollerini
secmelerinde ve standart ¢aligma prosediirlerini belirlemelerinde yol gdsterici olma ve
literatlire verilerine katki saglamasi hedeflenmektedir. Hipotezimiz 16S dizileme
bulgularin1 etkileyen en 6nemli faktorlerin baslangi¢ orneginin kalite ve safligi ile
birlikte DNA izolasyon yonteminin ekosistemde bulunan tiim bakteri gruplarindan

DNA elde edebilecek etkinlikte olmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan onay alindiktan (2021/1412) sonra baslandi. Tiim goniilliilere ¢alismay1
detaylariyla anlatan goniillii onam formu imzalatildi. Calismanin laboratuvar agsamalari
Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik Anabilim
Dali ve Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Niitrisyon ve Mikrobiyota
Aragtirma Laboratuvari’nda gerekli izinler alinarak yiiriitiildii. Bu calismada, saglikli
goniillillerden toplanan diski ornekleri iki farkli DNA izolasyon kiti ve FK DNA
izolasyon yontemi kullanilarak elde edilen bakteriyel genomik DNA’larin etkinlikleri

16S rRNA amplikon dizileme yontemi kullanilarak incelendi.

3.1. GEREC

3.1.1. Goniillii Secimi

IBM kompozisyonunu yas, cinsiyet, kronik hastaliklar, kilo, antibiyotik, prebiyotik,
probiyotik kullanimi, ila¢ kullanimi, beslenme sekli gibi faktorler etkilemektedir.
Goniilliilerin  se¢iminde bu faktdrlerin  IBM iizerindeki etkileri gdz oniinde
bulunduruldu. Bu faktorlerin etkisini en aza indirmek amaciyla ayni cinsiyet ve yas
grubunda kronik hastalig1 bulunmayan, diizenli ila¢ kullanim1 olmayan geng¢ goniilliiler
calismaya dahil edildi (Tablo 1). Calismaya toplam 3 goniillii dahil edildi. Goniilliilerin
calismaya dahil edilme kriterleri asagidaki gibidir.

Goniilliilerin calismaya dahil edilme kriterleri

- Kronik hastalig1 olmayan

- Son 3 ayda saglik sorunu yagamayan

- Son 3 ayda ilag tedavisi gormeyen

- Son 3 ayda antibiyotik kullanmayan

- Son 3 ayda prebiyotik ve probiyotik kullanmayan

- Viicut Kitle Indeksi (VKI) 20-24,9 arasinda olan

- 25-30 yas araligindaki saglikli erkek goniilliiler calismaya dahil edildi.

Calismaya dahil edilmeme kriterleri

- Kronik hastalig1 olan

- Son {i¢ ayda saglik sorunu yasayan

- Son 3 ayda ilag kullanan

- Son 3 ay i¢inde antibiyotik kullanan

- Son 3 ayda prebiyotik ve probiyotik kullanan



- VKI: 20-24,9 olmayan

- 25-30 yas araligindaki ve erkek olmayan goniilliiler ¢alismadan dislandi.

Tablo 1: Géniilliillerin demografik ézellikleri

Gonilllii1  Goniillii 2 Goniillii 3

Yas 27 26 28
Cinsiyet Erkek Erkek Erkek
VKi 23 24 24

3.1.2. Cahiymada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Cahsmada kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka
Otomatik Pipetler Axygen
Homojenizator Seward
Inkiibator Daihan

Mini santrifiij Beckman Coulter
Vorteks Neuation

+4 sogutucu Arcelik

-20 sogutucu Arcelik

-80 sogutucu Sanyo

Bead beater Roche

Ceker ocak Kermanlar
Spektrofotometre NanoDrop
Florometre Qubit

Sogutmali santrifiij Eppendorf

Steril Kabin Thermo Scientific
PZR cihaz1 Bio-Rad

Yeni nesil dizileme cihazi [Ilumina

Otoklav Kermanlar

3.1.3. Cahismada Kullanilan Kitler

Calismada kullanilan kitlerin listesi Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3: Calismada kullamlan Kitler

Kit Ad1 Kullanim Amact  Marka

12



QIlAamp Powerfecal DNA Kit DNA izolasyonu QIAGEN
ZymoBIOMICS DNA Miniprep

Kit DNA izolasyonu Zymo

Kapa HiFi Hotstart Ready mix PZR Roche

Nextera XT V2 Kit Indeks PZR Illumina
AMPure XP Reagent PZR saflastirma Beckman Coulter

3.1.4. Cahsmada Kullanilan Materyaller ve Kimyasallar

Calismada kullanilan materyaller ve kimyasallar Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4: Calismada kullanilan enzim ve kimyasallar

Kullanilan Materyaller ve Marka
Kimyasallar Kullanim Amaci
Tris-Hel F-K DNA izolasyon Sigma
EDTA F-K DNA izolasyon Sigma
NaCl F-K DNA izolasyon Sigma
SDS F-K DNA izolasyon Sigma
Lizozim F-K DNA izolasyon Sigma
Proteinaz K F-K DNA izolasyon Qiagen
HCI F-K DNA izolasyon Merck
NaOH F-K DNA izolasyon Sigma
Sature Fenol F-K DNA izolasyon Sigma
Kloroform F-K DNA izolasyon Merck
izoamil alkol F-K DNA izolasyon Merck
Amonyum asetat F-K DNA izolasyon Merck

F-K DNA izolasyon, PZR, Polifarma
Steril su saflastirma

F-K DNA izolasyon, PZR Merck

Etanol saflagtirma

3.1.5. Calismada Kullanilan Tampon, Cozelti ve Soliisyonlar

e HCI (100 ml, 1M)

8,3 ml %37 HCI, {izeri dH20 ile 100 ml’ye tamamlandi.

e NaOH (100 ml, 1M)
4 g NaOH iizerine 100 ml
karistirildi.

e Tris-HCI (100 ml, 0,5 M, pH

13

dH20 eklendi, NaOH tamamen ¢oziinene kadar

:8)
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7,88 g Tris-HCI {izerine 80 ml dH20 eklendi.
Manyetik karistiriciyla karistirilip pH 8 ayarlandi.
Karigim 100 ml’ye tamamlanip 20 dakika otoklavda sterilize edildi.

EDTA Cozeltisi Hazirlama (100 ml, 0,5 M, pH:8)

18,61 g EDTA di sodium tizerine 80 ml dH20 eklendi.

Manyetik karistiriciyla karistiritlip NaOH ile pH 8 ayarlandi.

EDTA suda tamamen ¢oziindiikten sonra karisim 100 ml’ye tamamlanip sterilize
etmek icin 20 dakika otoklavlandi.

NaCl Cozeltisi Hazirlama (50 ml, 0,5 M)

1,461 g NaCl iizerine 50 ml dH20 eklendi.

Vorteksle karistirildi.

%10 SDS Cozeltisi Hazirlama (100 ml)

10 g SDS iizerine 80 ml dH20 eklendi.

Manyetik karistiricida yavas dongtide 60°C’de tamamen ¢6ziinene kadar
karigtirildi.

100 ml’ye tamamlandi.

Soliisyon partikiilden arindirilmak i¢in filtreden gecirildi.

3 M Amonyum Asetat (15 ml)

3,46 g amonyum asetat tizerine 12 ml dH.O eklendi.

Tamamen karigsana kadar karigtirilip 15 ml’ye tamamlandi, filtreden gegirildi.
50X TAE(Tris-Asetik asit-EDTA)

100 ml EDTA (0.5M),

242 g Tris baz,

57,1 g Glasiyal asetik asit

1 It distile su ile tamamlanarak 20 dakika otoklavda sterilize edildi.
Lizis Tampon (Ph 8)

Lizis tamponun final konsantrasyonu 50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 50 mM
NaCl pH 8 olacak sekilde buffer hazirilandi.

25:24:1 Fenol-Kloroform-izoamil alkel (50 ml)
24 ml Kloroform tizerine 1 ml izoamil alkol eklendi.

Karisim 25 ml fenol ile birlestirildi.
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3.2. YONTEM

Bu c¢alismada ti¢ saglikli goniilliiden disk1 6rnegi toplandi. Toplanan 6rneklerin ti¢ farkl
DNA izolasyon yontemiyle bakteriyel genomik DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi. Elde
edilen bakteriyel genomik DNA’larin 16S rRNA genlerinin V3-V4 bolgeleri
cogaltilarak Illumina Miseq platformunda dizilendi. Calisma sonunda elde edilen
sonuglar farkli DNA izolasyon yontemlerinin 16S rRNA amplikon dizileme ¢iktilar
tizerindeki etkileri agisindan degerlendirildi. Calismanin is akis semasi Sekil 6’da

gosterilmistir.

Orneklerin
Toplanmasi

Orneklerin
Homojenizasyonu

Bakteriyel Genomik
DNA Izolasyonu

16S rRNA Amplikon
Dizileme
|

Sonuclarin
Yorumlanmasi

Sekil 6: Calismanin is akis semasi

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi
Goniilliilerden diski &rneklerinin toplanmast igin steril idrar kaplari kullanildi. Ornekler
uygun nakil kosullarinda sogutucu cantayla +4°C sicakhikta 1.U. I.T.F. Klinik

Niitrisyon ve Mikrobiyota Arastirma Laboratuvari’na 1 saat igerisinde ulastirildi.

3.2.2. Orneklerin Homojenizasyonu
Goniilliilerden alman diski &rneklerinin iBM kompozisyonlarinin en dogru sekilde

temsil edebilmesi amaciyla DNA izolasyon islemi ger¢eklestirilmeden 6nce ornekler
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homojenize edildi. Ornek miktarlar1 hassas terazi ile belirlendi. Miktar1 tespit edilen
ornekler homojenizasyon posetlerine aktarilarak, 1:1 oraninda DNase RNase igermeyen
su ile dilue edildi ve homojenizatore yerlestirildi. 260 rpm de 60 saniye homojenize
edildikten sonra ornekler kryo tiipler icerisine alinip, yedekli olarak -80°C sogutucuya
aktarildi. Orneklerin adlandirilmasi, G1 (Goniillii 1), G2 (Géniillii 2) ve G3 (Géniillii 3)
seklinde kodlanarak gerceklestirildi. Goniilli homojenizasyon kosullar1 Tablo 5°te

gosterilmistir.

Tablo 5: Goniillii 6rneklerinin homojenizasyon kosullar:

Goniillii kodu Ornek miktar (g) Su miktar1 (ml) Homojenizasyon kosulu
G1 37 37 260 rpm, 60 sn.
G2 34 34 260 rpm, 60 sn.
G3 56 56 260 rpm, 60 sn.

3.2.3. Bakteriyel Genomik DNA izolasyonu

Bakteriyel genomik DNA izolasyonlar1 gergeklestirilecek homojenize diski drnekleri -
80°C sogutucudan, -20°C sogutucuya, ardindan +4°C sogutucuya aktarilarak
¢cOzdiiriildii. Goniillii 6rnekleri {ic farkli DNA izolasyon yontemi ile her yontem igin ii¢

tekrarli (triplike) olarak calisildi (Sekil 7).

Sekil 7: Goniillii orneklerinin ii¢c farklh DNA izolasyon yontemi i¢in gerceklestirilen

triplike calismalarin sematik gosterimi ve 6rnek kodlari

G1: Gonilli 1, G2: Goniilli 2, G3: Goniilli 3
F: FK ile DNA izolasyon yontemi, Q: QlAamp Powerfecal DNA kit, Z: ZymoBIOMICS Miniprep Kit

DNA izolasyonlarindan elde edilen iriinlerin miktar ve saflik tayini spektrofotometrik

ve florometrik yontemlerle gergeklestirildi. DNA degradesyonunun degerlendirilmesi



17

icin iriinler %1°lik agaroz jele yiiklendi, elektroforez cihazinda yiiriitildi ve

goriintiileme cihaziyla goriintiilendi.

3.2.3.1. FK DNA Izolasyon Yo6ntemi

Calismada kullanilan FK DNA izolasyon yontemi i¢in literatiir taranarak c¢aligma igin
uygun kaynaklar belirlenip kiigiik modifikasyonlar yapilarak FK DNA izolasyon
protokolii olusturuldu [47, 48]. 250 ul homojenize 6rnek alindi. Santrifiij edilerek tist
sivi atildi. Pelete 1 ml lizis buffer eklenip 75°C sicaklikta aralikli vorteksle 50 dakika
inkiibe edildi. Tipe 20 pl (20 mg/ml) lizozim eklenerek 55°C sicaklikta aralikli
vorteksle 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan 100 pl %10 SDS ve 40 pl (20 mg/ml)
Proteinaz K eklenerek 55°C aralikli vorteksle 20 dakika inkiibe edildi. Ornekler seramik
boncuklu tiiplere aktarilarak Magnalyzer cihaziyla 6000 devirde 90 saniye ¢alkalandi.
Calkalanan ornekler -20°C sicaklikta 30 dakika inkiibe edildi. Omege esit hacimde
25:24:1 fenol/kloroform/izoamil alkol eklendi. Santrifiij edilerek {ist sivi yeni tiipe
alindi. Esit hacimde fenol/kloroform/izoamil alkol eklenerek islem tekrarlandi.
Ardindan o6rnege esit hacimde kloroform eklenerek santrifiij edildi, bu islem iki kez
tekrarlandiktan sonra 6rnege 1/10 hacim amonyum asetat ve 2 hacim izopropanol
eklenip -20 °C sicaklikta 12 saat bekletildi. Santrifiij edilip tst sivi alinip 200 pl %70
etil alkol eklenerek santrifiij edildi, iist siv1 atilarak havada kurumaya birakildi. Peletin

tizerine 50 pl steril su eklendi (Sekil 8).
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250 ul homojenize 6rnek
1 ml lizis buffer

Lizozim. SDS, Proteinaz K

75, 55 C derece Inkiibasyon

,A¢~ 5
'
ers
=

Boncuklu tiip ile ¢alkalama
-20 C derecede inkiibasyon

Esit hacimde 25:24:1 FKI
Santrifiij

Esit hacimde kloroform O
Santrifiij

Amonyum asetat, izopropanol
Inkiibasyon, santrifiij

- -cao- am - ¢

Etanol, santrifij
Havada kurutma, DNA eldesi

Sekil 8: FK DNA izolasyon yonteminin sematik gosterimi

3.2.3.2. QlAamp Powerfecal DNA Kit

Homojenize diski 6rneklerinin bakteriyel genomik DNA izolasyonlari Kit protokoliine

kiigiik modifikasyonlar yapilarak gerceklestirildi.

250 ul homojenize diski 6rnegi boncuklu tiipe aktarildi. Uzerine 750 pl Powerbead
soliisyonu eklendi. 60 pl C1 soliisyonu eklenerek 65°C 1sida 30 dakika inkiibe edildi.
Omnek Magnalyzer cihazinda 4 kez 6000 devirde 90 saniye calkalandi. Ardindan
santrifiij edilip siipernatant1 yeni tiiplere aktarildi. Tiipe 250 pl C2 soliisyonu eklenip
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+4C de 5 dakika inkiibe edildi. Ornek santrifiij edilip siipernatant yeni tiipe aktarildi.
200 pl C3 soliisyonu eklenerek +4°C de 5 dakika inkiibe edildi. Tiip santrifiij edilerek
750 pl yeni tiipe aktarildi. Uzerine 1200 pl C4 eklenip 650 pl ornek filtreli tiipe
aktarildi, santrifiij edilir alta inen sivi atildi, bu islem 3 kez tekrarlandi. 500 ul C5
eklenip santrifiij edildi, alta inen sivi atilip tekrar santrifiij edildi. Filtre yeni tiipe

aktarilip tizerine 50 ul C6 eklendi, santrifiij edildi (Sekil 9).

00

- |

250 pl homojenize drnek
Ornegin 6n hazirhg
= = Powerbead ve C1 solisyonu
65 T inkiibasyon
Calkalama cihaztyla kangtrma iglemi

Hiicre lizisi
C2 sofiisyonu ve +4 C inkiibasyon

Inhibitér

uzaklastirma C3 sofisyonu ve +4 C inkiibasyon

i3 @t at

DNA'y1 baglama C4 soliisyonu ve filtreli tiipe aktarim

b

{

Yikama

CS5 soliisyonu ile ytkama

Eliisyon C6 soliisyonu ile eliisyon

<f < @

Sekil 9: QlAamp PowerFecal DNA Kit protokoliiniin sematik gosterimi

3.2.3.3. ZymoBIOMICS Miniprep Kit

Homojenize diski ornekleri bakteriyel genomik DNA izolasyonu kit protokolii takip
edilerek gergeklestirildi. 250 pl homojenize diski 6rnegi boncuklu tiiplere aktarildi.
Uzerine 750 pl Lizis soliisyonu eklendi, magnalyzer cihazinda 3 kez 6000 devirde 90
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saniye calkalandi. Ornek santrifiij edilip 400 ul siipernatant 1 numaral filtreli tiipe
aktaridi. Tekrar santrifiij edilip filtre atildi, filtrata 1200 pl binding buffer eklendi. 800
ul’si 2 numaral filtreli tiipe aktarilip santrifiij edildi, filtreden gegen sivi atilip islem
tekrarlandi. Filtre yeni bir tiipe alinip iizerine 1 numarali yikama soliisyonundan 400 pl
eklendi. Santrifiij edilip filtreden gecen sivi atildi. Filtreye 2 numarali yikama
soliisyonundan 700 pl eklendi. Santrifiij edilip filtreden gecen sivi atildi. Uzerine 2
numarali yikama soliisyonunda 200 pl eklendi. Santrifiij edilip filtre yeni bir tlipe
aktarildi. Filtre lizerine 50 ul DNaz RNaz icermeyen su eklenip santrifiij edildi. 3
numarali filtreye 600 ul HRC soliisyonu eklenip santrifiij edildi. 2 numarali filtreden
gegirilerek hazirlanan DNA 3 numarali filtreye aktarilarak santrifiij edildi (Sekil 10).

=
250 ul homojenize drnek
4 Lizis solisyonu
Calkalama cihaziyla karigtirma iglemi
Santrifiij

400 pl supernatant
Santrifiij
1200 ul binding buffer

800 ul santrifiij x2
400 pl 1 numarali yikama soliisyonu

700 pl 2 numarali yikama soliisyonu

200 pl 2 numaral: yikama soliisvonu
50 pl DNaz RNaz igermeyen su
Santrifiij

600 ul HRC solasyonu. santrifiij
Onceki asamada elde edilen DNA bu

filtreden santrifiijle gecirilir.

Sekil 10: ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit protokoliiniin sematik gosterimi
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Herbir gontillii 6rnegi her bir DNA izolasyon yontemi i¢in {i¢ tekrarli olarak ¢alisildi.
Elde edilen bakteriyel genomik DNA’lar %]1°lik agaroz jele yiiklendikten sonra
elektroforez cihazinda yiiriitiiliip goriintileme cihaziyla goriintilendi. Elde edilen
bakteriyel genomik DNA’larn miktar ve saflik  dereceleri  nano-drop
spektrofotometrede 260-280 nm dalga boylarindaki emilim (absorbsiyon) degerleri
Olciilerek degerlendirildi. Herbir yontem igin {i¢ tekrarli olarak calisilan goniillii
ornekleri nanodrop spektrofotometre 6l¢iim sonuglarina gore 5Sng/ul konsantrasyona
diliie edilerek birlestirildi. Bu sekilde herbir goniillii 6rneginin DNA izolasyon
yontemleri igin {i¢ tekrarli ¢aligsilan 6rnekler birlestirilerek DNA havuzu olusturuldu ve
ornek kodlart G1.F, G2.F, G3F, G1.Q, G2.Q, G3.Q, G1.Z, G2.Z ve G3.Z seklinde

giincellendi.

3.2.4. 16S rRNA Amplikon Dizileme

3.2.4.1. Amplikon PZR ve PZR Saflastirma

Amplikon PZR, saflastirmas: ve Indeks PZR, saflastirmasi lllumina 16S metagenomik

dizileme kiitiiphane hazirlik rehberine gore yapildi [49].

DNA izolasyonundan elde edilen ve havuz olusturularak birlestirilen 6rneklerden 16S
rRNA geninin V3-V4 bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in amplikon PZR islemi yapildi (Tablo
6, 7) (Sekil 11). Amplikon PZR’da 16S rRNA V3-V4 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi igin

bu alanda yapilan primer karsilastirma ¢aligmalar1 taranarak taksonomik gesitliligi en iyi
temsil edebildigi belirtilen universal primerler (341F-805R) kullanild: [50, 51].

=il 341F-T85R
27F-534R - 939F-1378R
515F-806R 1115F-1492R
Vi V2 V3 V4 V5 V6 vi V8 V9

[ ] Conserved region B Variable region [l Hypervariable region

J— |

Sekil 11: 16S rRNA geninde ¢alisilan bolge ve kullamilan primerler [52]
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Tablo 6: Amplikon PZR karisimi

Kullanilan Materyaller Miktar
Mikrobiyal genomik DNA (5ng/ul) 12,5ng
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 2,5 mM
Universal PCR forward primer 5mM
Universal PCR reverse primer 5mM

Tablo 7: Amplikon PZR kosulu

Ist Stire

95°C 3 dk.

95°C 30 sn.

55 °C 30 sn. } x25
72°C 30 sn.

72 °C 5 dk.

Amplikon PZR islemi gergeklestirildikten sonra primerleri ve primer dimerleri
uzaklastirmak amaci ile PZR saflasgtirma islemi yapildi (Tablo 8). Saflastirma islemi

sonras1 ornekler agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

Tablo 8: PZR saflastirma asamasinda her ornek icin kullamilan malzemeler ve miktarlari

Kullanilan Materyaller Konsantrasyon
Amplikon PZR {iriinii 25 ul

DNase RNase icermeyen su 52,5 ul
AMPure XP beadleri 20 ul

%80 Etanol 400 pl

3.2.4.2. indeks PZR ve PZR Saflastirma
Bu adimda Amplikon PZR friinlerine Nextera XT indeks kiti kullanilarak Illumina
sekanslama adaptorleri eklendi (Tablo 9, 10). PZR isleminin ardindan PZR firiinleri

agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.
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Tablo 9: indeks PZR karisimi

Kullanilan Materyaller Konsantrasyon
Saflastirilmig Amplikon PZR firiinii Sl

2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 2,5mM
Nextera XT Index 1 Primer 5mM

Nextera XT Index 2 Primer 5mM

DNase RNase icermeyen su 10 pl

Tablo 10: indeks PZR kosulu

Ist Stire

95°C 3dk

95°C 30 sn

55°C 30sn x25
72°C 30 sn

72°C 5 dk.

Indeks PZR islemi gerceklestirildikten sonra primerleri ve primer dimerleri
uzaklastirmak amaci ile saflagtirma islemi yapildi (Tablo 11). Saflagtirma islemi sonrasi

ornekler agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

Tablo 11: PZR saflastirma asamasinda her érnek icin kullamilan malzemeler ve miktarlar:

Kullanilan Materyaller Miktar
Amplikon PZR iiriinii 50 pl
DNase RNase igermeyen su 27,5 ul
AMPure XP beadleri 56 ul
%80 Etanol 400 pl

Saflastirilan Indeks PZR iiriinlerinin ¢ift zincirli DNA miktar1 florometrik yontemle

Ol¢iildi. 16S rRNA sonucunda elde edilen taksonomik olarak siniflandirilabilen okuma
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sayist Total Sum Scale (TSS) normalizasyon yontemi ile normalize edilerek veriler
degerlendirilmistir. Olgiimleri yapilan 6rneklerin  normalizasyonu Illumina 16S
metagenomik dizileme kiitiphane hazirlik rehberine gore gerceklestirildikten sonra

ornekler Illumina Miseq cihazinda dizilendi.

3.2.4.3. Yeni Nesil Amplikon Dizileme ve informatik Analizler

Illumina Miseq platformunda gergeklestirilen 16S rRNA kosumu ‘’Sequence Analysis
Viewer”” programui ile takip edildi. Elde edilen ham datalarin biyoinformatik analizleri
“Illumina MiSeq Reporter Software (v2.6.2.3)’" ile gerceklestirildi. Taksonomik
smiflandirma i¢in <’Greengenes Consortium Database (2013)’’ kullanildi.
Asagida beklenen kalite kontrol degerleri verilmektedir;

* Beklenen toplam okuma sayisi: 24-30 Milyon okuma

* Her 6rnekte beklenen okuma sayisi: >100.000

» Beklenen kalite skoru (Q30): >%75

*  Beklenen kiimelenme yogunlugu: 800-1000 K/mm?
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4. BULGULAR

4.1. Orneklerin Toplanmas1 ve Homozjenizasyonu

Ornekler ii¢ saglikli géniilliiden 23.03.2022 tarihinde toplandi, toplanan &rnekler
sogutucu cantayla 1.U. IT.F. Klinik Niitrisyon ve Mikrobiyota Arastirma
Laboratuvar’ina nakledildi. Ornekler Tablo 5’te belirtilen miktarlarda sulandirilip

homojenize edilmistir.

4.2. Bakteriyel Genomik DNA izolasyonu

Homojenize diski Orneklerinin DNA izolasyonlar1 FK DNA izolasyon yontemi,
QlAamp Powerfecal DNA Kit ve ZymoBIOMICS Miniprep Kitleri gergeklestirildi.
DNA izolasyonlarindan elde edilen iiriinler spektrofotometrik yontemle olgildi ve
elektroforez yontemi ile goriintiilendi. Spektrofotomekrik o6lgtimlerde 6rnegin 260 nm
dalga boyunda pik vermesi gerekmekte, 260/280 oraninin 1,8-2.0 arasinda olmasi
gerekmektedir [53].

4.2.1. FK DNA izolasyon Sonugclari

G1-F.1, G1-F.2, G1-F.3, G2-F.1, G2-F.2, G2-F.3, G3-F.1, G3-F.2, G3-F.3 olarak
isimlendirilmis 6rnekler FK yontemi ile basariyla izole edildi. Orneklerin
spektrofotometre sonuglar1 ve agaroz jel elektroforez goriintiileri Tablo 12 ve Sekil 12,

13’te gosterilmistir.

Tablo 12: FK DNA izolasyon yontemi ile elde edilen DNA’larin spektrofotometrik
olciimleri

Gonilliino G1-F.1 G1-F2 Gl1-F3 G2-F1 G2-F2 G2-F3 G3-F1 G3-F2 G3-F.3

ng/pl 1052,8 950,2 8244  598,7 629 617,7 466 528 547,7

260/280 1,93 1,94 1,95 1,72 1,67 1,71 182 1,74 1,75
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@ Load your sample and press the measure button.

EEE Sample ID: Pedestal

12 Type: [DNA - 50,00

1 o ]
Conc 6791 ngipl -

A260 (10 mm path) | 13,583
A280 (10 mmpath) | 7,031

E 260/ 280 1,93
E 6 2601230 1,78
- ° U] Baseline correction 340 nm

20 20 280 20 2 280 2% 300 30 30 330 0 30
‘ Wavelength (nm)

] 233nm 7,698Abs

=)

« |

Sekil 12: G1.F3 kodlu 6rnegin FK DNA izolasyon yontemi ile elde edilen DNA iiriiniiniin
spektrofotometrik ol¢iim goriintiisii

G1-F.1 G1-F.2 G1-F.3 G2-F.1 G2-F.2 G2-F.3 G3-F.1 G3-F.2 G3-F.3

LA L L

Goniillii 1  GoOniillii 2 Goniillii 3

Sekil 13: FK DNA izolasyon yontemi ile elde edilen DNA’larin agaroz jel goriintiisii

Elde edilen DNA iiriinleri PZR asamas: i¢in yeterli konsantrasyon ve safliktadir. DNA

izolasyonu sonrasi 6rnekler Amplikon PZR asamasi i¢in -20°C sogutucuya kaldirildi.
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4.2.2. Q1Aamp Powerfecal DNA Kit DNA izolasyon Sonuclari
QlAamp Powerfecal DNA kit ile gergeklestirilen DNA izolasyonlarinda elde edilen
DNA’larin spektrofotometre sonuglart ve agaroz jel elektroforez goriintiileri Tablo 13

ve Sekil 14, 15°te gosterilmistir.

Tablo 13: QlAamp Powerfecal DNA kit ile elde edilen DNA’larin spektrofotometrik
ol¢iimleri

Goniilli no G1-Q.1 G1-Q.2 G1-Q3 G2-Q1 G2-Q2 G2-Q3 G3-Q.1 G3-Q.2 G3-Q.3

ng/ul 45,5 78 67,4 89,6 84,4 92 45 58,8 65,1

260/280 1,89 1,85 1,86 1,77 1,83 1,85 1,78 1,8 1,8

@ Load your sample and press the measure button.

G1-Q3 Sample ID: Pedestal
14
Type: DNA - 50,00
12 Conc. 771 |ngiyl -
i A260 (10 mm path) | 1,542
8 A280 (10 mm path) 0,838
E oe 260 / 280 1,84
=L
:,E 06 260/ 230 1,82

| Baseline correction 340 nm
04

0.2

0.0

2207 230 240 280 260 270 280 280 300 30 330 30 M0
\wavelength (nm)

L
.

« ==

] 233nm 0,847Abs
i

Sekil 14: G1.Q3 kodlu érnegin QlAamp Powerfecal DNA kit ile elde edilen DNA
iiriiniiniin spektrofotometrik dl¢iim goriintiisii
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G1-Q.1 G1-Q.2 G1-Q3 G2-Q.1 G2-Q.2 G2-Q.3 G3-Q.1 G3-Q.2 G3-Q.3

I | I

Goniilli 1 Goniillii 2 Gontilli 3

Sekil 15 : QlAamp Powerfecal DNA Kit ile elde edilen DNA’larin agaroz jel goriintiisii

4.2.3. ZymoBIOMICS Miniprep Kit DNA Izolasyon Sonuclari

ZymoBIOMICS Miniprep Kit ile gergeklestirilen DNA izolasyonlarinda elde edilen
DNA’larin spektrofotometre sonuglart ve agaroz jel elektroforez goriintiileri Tablo 14

ve Sekil 16, 17°de gosterilmistir.

Tablo 14: ZymoBIOMICS Miniprep Kit ile elde edilen DNA’larin spektrofotometrik
ol¢iimleri

Goniilli
numarast Gl-Zz1 G1-2z2 G1-Z3 G2-Z1 G2-Z2 G2-Z3 G3-Z1 G3-Z2 G3-Z3

ng/ul 20,3 70 351 39,8 47,1 22,1 61,4 51,5 26,6

260/280 2,18 1,92 1.92 1,98 1,99 1,93 1,96 1,97 2,09




29

~r Load your sample and press the measure button.

o P SamplelD: G121  Pedestal

18 : DNA - 50,00

14 A260 (10 mm path) | 1,673
5 52 A280 (10 mm path) 0,876
E " 260/280 | 1,91
E 260 /230 1,68
s

[v] Baseline correction 340 nm

207 230 240