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Mikrobiyal Ekolojiye Yolculuk: Metagenomik'e Genel Bakig ve Analiz
Araglari
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Giris

ilk defa 1998’de Handelsman ve calisma
arkadaslan tarafindan tanimlanan, dogrudan
cevresel Orneklerden elde edilen genetik

materyallerin  incelenmesi ile ilgilenen

metagenomik kavrami; nudkleotit dizisinin

analizi vasitasiyla c¢evresel Orneklerde
yasayan karmasik mikrop populasyonunun
arastirlmasinda kullaniimaktadir?.
Gunumuzde mikrobiyal ekolojinin gelismeye
devam eden onemli bir alani olarak karsimiza
ctkmaktadir®’. Ana amaci spesifik bir ortamda
bulunabilen mikrobiyal populasyonu belirlemek
olan metagenomik, mikrobiyal populasyona ait
bir ornekteki

cevresel genetik materyalin

incelenmesine atifta bulunan teknik ya da

teknikler butunuddr. Laboratuvarda kultar
yapilmasina ihtiyag duymadan mikrobiyal
topluluklarin  taksonomik ve fonksiyonel

profillerini ortaya cikarabilen, yulksek verimli

dizilemenin yeni bir metodolojisidir?8-1°,

Bir ortamdaki mikroorganizmalari laboratuvara

aktarma sirasinda geleneksel tekniklerin
yarattidi zorluklar sebebiyle genellikle yeni
nesil dizileme (NGS) yontemleri tercih
edilmektedir®. Bakteriler, arkeler, viruisler ve
tek hicreli okaryotlardan olusan cesitli

mikrobiyal topluluklar yuzyillardir  6nemini
korumaktadir ve 20. yy’'in baslarinda ortaya
cikan metagenomik, gunumuze kadar bilim
dunyasinin tip, biyoteknoloji, genetik, tarim

ve gida mikrobiyolojisi gibi farkli fakat birbiri
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ile iligkili alanlarinda kendini gostermeye ve
ilgisini artirmaya devam etmigtir®t. Molekdler
biyolojideki gelismeler ve mikrobiyal
topluluklarin anlagiimasi konusunda yapilan
calismalarda omik yontemlerin gelistiriimesini

de beraberinde getirmistir312. Metagenomik ve

diger omik disiplinler, gelecekte; gida
guvenligi, kamu saghgi ve klinik
mikrobiyoloji  arastirmalari  i¢cin  ¢6zim

potansiyeli bulundurmaktadirt3,

Metagenomik, 5S ve 16S rRNA'nin DNA’sInin
uzerinde duruldugu filogenetik bakis agisi ve
farkh enzim ve metabolik Grlnlerin calisildigi
fonksiyonel bakis agisi olmak Uzere 2 temel
bakis

agisindan anlasilabilmektedir. Bu

yaklagimlardan ilki bir ekosistem uyelerini

tanimlamayi ikincisi ise iglevsel genlerin
tanimlanmasini  amagclamaktadir®!4,  Nadir
goérulen, tani konulmasi zor, komplike
enfeksiyonlarin ve bulasici hastaliklarin

anlasiimasi konusunda gitgide daha ¢ok tercih
edilen bir teknik olarak karsimiza g¢ikan
metagenomik yeni nesil dizileme (MNGS),
yalnizca bir dizilemeden klinik bir érnekteki tim
patojen tlrlerini tespit edebilen yuUksek
verimlilikte bir tekniktir. Tedavi segenekleri igin
yol goOsterici ve antibiyotik yontemlerini
iyilestirmek icin tercih edilebilecek bilgiler
sunmaktadir'>16, Ginimizde metagenomik
karaktere iligkin pek ¢ok galisma yurutulmekte
ve ¢alismalarin buyuk ¢cogunlugu tarim ve gida

alaninda suregelmektedir; bunun yaninda
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farmakoloji ve insan saghg ile alakali

gergeklestirilen  metagenomik  caligmalar

zaman icinde artis gostermistir®.

Metagenomik is Akisi

Metagenomik is akigl; deneysel is akisi, on-
isleme, dizileme analizi, islem sonrasi ve
dogrulama asamalari olmak Uzere temelde 5

adimdan olusmaktadir (Sekil1)!L.
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Sekil 1. Metagenomik is Akisi':. Adim(1): Calisma tasarimi ve deney protokolii. Adim(2): Hesaplamali
on-isleme. Kalite duzeltme, siralama kopyalarinin kaldiriimasi. Yabanci veya hedef olmayan DNA dizileri
filtrelenmektedir ve takson veya fonksiyon gesitliligi karsilastirilirsa okunan sayilari normallestirmek icin
ornekler alt drneklere ayrilmaktadir. Adim(3): Dizi analizi. Bu agsamada deneysel hedeflere bagli olarak

“‘okumaya dayall” ve “montaja dayall”

yaklagimlarin kombinasyonu uygulanmaktadir. Adim(4):

islem

sonrasli. Verileri yorumlamak igin farkh istatistiksel yontemler kullaniimaktadir. Adim(5): Dogrulama.
Yuksek boyutlu biyolojik verilerden elde edilen sonuglar analizlerde buylik énem tagimaktadir.

Ornek Toplama, DNA Ekstraksiyonu ve

Ornek isleme Asamalari

Ornek toplanmasi ve korunmasi siiregleri

metagenomik  verilerin  dogrulugunu  ve

kalitesini direkt olarak etkilemektedir ve bu
asamada elde edilebilecek sonuglar farkli
etki

bayukligunden daha buyuk olabilmektedir.

durumlardaki biyolojik degigkenlerin

Ornek igleme prosedirlerindeki varyasyonlar
farkh calismalardan elde edilen veri setlerinin

metagenomik analizinde de 6rnek toplama ve
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orneklerin  korunmasinda oldugu kadar

onemlidirt7-1°  Tim oOrnek tdrleri igin

dogrulanmis toplama ve koruma tekniklerinin
optimal oldugu varsayilmamaktadir; spesifik
her 6rnek icin farklilik gosterebilmektedir’. Bu
sebeple, ornek turleri igin optimize deney
kosullarina ulagsabilme konusunda dikkatli bir
on c¢alisma gerekmektedir; bu asamada 6rnek
toplama ve saklama proseduru ve kosullarin
hususlardir. Temel

kaydedilmesi gereken

hedefler, dizileme igin yeterli mikrobiyal

Her Hakki Sakhdir.
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biyokutleye ulasmak ve orneklerin
kontaminasyon dlzeyini en aza indirmektir.
Zenginlestirme teknikleri mikroorga- nizmalarin
ortamlar igin tercih

daha az oldugu

edilebilmektedirll.19.20,

DNA ekstraksiyonu metagenomik is akiginda
oldukga dnemlidir ve bu agsamada tercih edilen
teknigin c¢esitli mikrobiyal taksonlar igin etkili
olmasi gerekmektedir; aksi takdirde dizileme
sonuglarina sadece Kkolay pargalanan ve
mikroorganizmalardan turetilien DNA hakim
olmaktadir. DNA pargalarinin kisalmasina
sebep olmasi sebebi ile mekanik lizise dayal
yontemler verimlilikte farklihk gostermekte ve

DNA kaybina yol agabilmektedir®-2L,

Ornek

laboratuvar reaktiflerinden kaynakli degisken

isleme asamalarinda kit ya da

miktarlarda mikrobiyal kontaminantlarla

karsilasma sonucu kontaminasyon

gorulebilmektedir. Duasuk

orneklerinden, 6rnedin deri suruntisu, alinan

biyokutle

metagenomik veri setleri, bu probleme karsi
hassasiyet tagimaktadir, bunun sebebi diusik
duzeyde kontaminasyonla rekabet edebilecek
daha az gergek “sinyal” olmasidir. Dusuk
biyokutleli numunelerle ¢alisan arastirmacilara
kullanmalari  ve

ultraclean reaktifleri

reaktiflerin ~ 6rnek  sablonu  eklemeden
sekanslandigi “bos” dizileme kontrollerini de

dahil etmeleri 6nerilmektedirt!-13.19-21,
Metagenomik Dizileme

Metagenomik dizileme, karmasik mikrobiyal

populasyonlarin  kultire bagimli  olmadan
cahsildigr bir yaklagsimdir; genellikle in silico

ile birlestiriimektedir?3. Mikrobiyal topluluklarin
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yuksek verimli siralamasi, konakgi mikrobiyom

ile  saghk durumu arasindaki iligkileri
karakterize etmek, patojenleri tespit etmek ve
bir organizmanin mikrobiyomunun yapili ¢cevre
ile etkilesimini

belirlemek icin bir arac

saglamaktadir?4.

Metagenomikte Ornekleme ve dizilemenin
tanimina yonelik standartlar, daha geleneksel
genomikteki standartlardan gelismigtir.
Bahsedilen standartlarda hala eksiklikler olsa
da ornekleme ve dizilemeye iliskin meta veriler
genellikle

metagenomik calisma iGin

toplanmaktadir?>.
Shotgun Metagenomik

Shotgun metagenomikte, mikrobiyal
topluluklar, direkt DNA dizilimi temel alinarak
incelenmektedir (Sekil 2). Uretilen siralama

okumalarindan tahmin edilen gen bolluklarini

karsilastirarak, topluluklar arasindaki
fonksiyonel  farkliliklar ~ tanimlanmaktadir.
Bununla birlikte, gen bollugu verileri,

istatistiksel gucu buyuk Olgude azaltabilen ve
yanlis pozitiflere yol agabilen yuksek duzeyde
sistematik degiskenlikten etkilenmektedir. Bu
nedenle sistematik degiskenligin belirlendigi ve
dizenlendigi stre¢ olan normalizasyon veri
analizinin  énemli bir adimidir. Gunumuze
kadar yapilan calismalarda yuksek boyutlu
farkh

onerilmigtir;

sayim verileri igin normalizasyon

yontemleri ancak  shotgun

metagenomik dizileme verilerinin  analizi

uzerindeki performanslari

degerlendiriimemistir®.

Her Hakki Sakhdir.
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Shotgun metagenomik dizileme
mikroorganizmalarin insan saglhgr ve cgevre
uzerindeki  6nemli

islevsel  gorevleriyle

baglantih  bir bakis acgisi saglamaktadir.
Metagenomik verilerin yorumlanmasinda temel
analiz adimlarindan biri; bireysel okumalari
taksonomik siniflandirma olarak adlandirilan
spesifik taksonlara atamaktir?”.28, Biiyik 6lgekli
metagenomik montaj (metagenomic
assembly) calismalarinin ¢ogunlugu insan

bagirsagl gibi belli yagsam alanlarinda bilinen

Ham Veriler

|

On isleme ve Kalite
Kontrol

Hizalama Tabanh Analiz

mikrobiyom  gesitliligini  blUydk  oranda

genigsleyen metagenom &rneklerinden ¢ok

sayida kulturlenmemis yeni turd tekrar

yapilandirmaktadir?’. Bahsedilen yeni

kdlturlenmemis  organizma  konakgilarinin

saglik durumundaki rolinu arastirmak igin

hedefe yonelik teknikler gelistirmek,
mikrobiyom arastirmalarinda onemli ve
¢ozlilmemis bir sorun olmaya devam

etmektedir2’-31,

< Montaj Tabanh Analiz
Veri Analizi ve Gérsellestirme <

> Agiklama
> Taksonomik Agiklama +—

Cesitlilik

Filogeni

Taksonomik
Kompozisyon

Fonksiyonel Agiklama +——

Sekil 2.Shotgun Metagenomik Dizileme Analizi is Akigi®2.

Shotgun dizileme, hedeflenen dizileme

teknikleri ile kargilagtirildiginda nispeten

tarafsizdir. 16S ribozomal RNA dizileme ve
16S rRNA genine sahip olmayan 6karyotlar da
dahil DNA tabanl bir genoma sahip olan tum
turleri yakalayabilme avantajini
saglamaktadir’® ve her taksona ait okuma
sayisini belirleyerek orijinal ornekteki her
taksonun yogunlugunu tahmin etmede de
kullanilabilmektedir*. Shotgun metagenomik
verilerin analizinde meydana gelebilecek

zorluklara karsilik gelistirilen moduler ve acgik
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kaynakl bir yazilimlardan biri olan metaWRAP
(https://github.com/bxlab/metaWRAP),

okumalarindan

ham
dizileme baslayarak
metagenomik kutular (bins) ve analizlerinde
metagenomik verileri iglemek igin guncel bir
kullanmaktadir.

teknoloji Metagenomik

verilerden yuksek kaliteli kutulari ayiklamak ve
icin  cesitli
yararlanan

iyilestirmek yazilimlarin  guglu

yonlerinden hibrit algoritmalar
icermektedir. Kurulum ve kullanimi kolay olan
metaWRAP,

gerektirebilmektedir?9-31,

analiz sonuglari igin kontrol

Her Hakki Sakhdir.
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Metagenomik Verilerin istatistiksel Analizi

Dizi analizi temelde “okumaya dayali” ve

yontemle incelenmektedir. Okumaya ve
montaja dayal yaklasimlarin birbirinden farkli

ozellikleri bulunmaktadir (Tablo 1)1

“montaja dayal”

yaklagimlar

olarak 2

Tablo 1. Montaj Tabanh Analiz ve Okumaya Dayali Analiz Kargilastirma Tablosu®.

Kapsamlilik

Topluluk Karmagikligi

Yenilik

Hesaplama Yiiki

Genom Coziilmis

Montaj Tabanli Analiz

Sadece bir araya getirilip gruplanacak kadar yeterli
kapsama sahip organizmalar icin birden fazla tam
genom olusturabilmektedir.

Karmasik topluluklarda, genomlarin yalnizca bir
kismi montaj yoluyla ¢ozilebilmektedir.

Dizilenmis, akrabalari olmayan, tamamen yeni
organizmalarin genomlarini ¢cézebilmektedir.
Hesaplama acisindan maliyetli montaj, haritalama

ve gruplama gerektirmektedir.

Yeni cesitlilik icin bile tamamen birlestirilmis
genomlar araciligiyla metabolizma

Okumaya Dayali Analiz ('Esleme')

Topluluk islevinin veya yapisinin toplu bir resmini
saglayabilmektedir, ancak sadece veritabanlarina
basvurmak icin etkili bir sekilde haritalanan
okumalarin bir kismina dayanmaktadir.

Yeterli siralama derinligi ve tatmin edici referans veri
tabani  kapsami verildiginde karmagikliga sahip
topluluklarla basa cikabilmektedir.

Yakin akrabalarinin genomlari
organizmalari c6zememektedir.

bilinmeyen

Verimli bir hesaplama gerceklestirilebilmektedir ve
biiylik meta analizlere olanak tanimaktadir.

Tipik  olarak  vyalnzca  toplulugun  toplam
metabolizmasini  ¢ézebilmektedir ve filogeni ile

BN s ilcndircbilmekeedir

Uzman Manuel
Denetim

Mekanizmalar, saf kdltlrlenmis

ey
Metagenomik veri analizinin en kritik adimi,
metagenomik yaklasimlar ve dizileme araclari
tarafindan dretilen klguk dizi iceren DNA
parcalarini  bir

araya getiren hesaplama

programlari kullanilarak topluluklardaki

mikroorganizmalarin bireysel genlerinin ve
genomlarinin yeniden
yapilandiriimasidir’:253233 Metagenomik veri

kiimelerinin tekrardan uretilebilirligi,

kullanilabilirligi  ve daha iyi paylagimini
saglamak igin standartlagtirlmig yontemler
anda

onerilmektedir’-31, ancak su

metagenomik veri setlerinin nasil analiz
edildigini raporlamak igin herhangi bir standart

bulunmamaktadir?®32,

Metagenomik analizlerde buyuk miktarda veri
hedeflenmekte ve yoJun bir hesaplama
gerekmektedir. Yazilimlarin gogunlukla sadece

Linux sistemleri icin bulunmasi ve buyuk
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baglantilar sadece bilinen referans genomlan
baglaminda mimkiindiir.

Genellikle manuel iyilestirme gerektirmemektedir,
ancak kullanilacak referans genomlarin se¢imi insan
gozetimi gerektirmektedir.

izolatlardan Elde edilen profiller, saf kdltiirlenmis izolatlardan
genomlarin analizi i¢in tasarlanmis mikrobiyal tiiretilen
genomik boru hatlarina beslenebilmektedir.

genomlarin baglamina dogrudan
konulamamaktadir.
miktarda bilgi islem kaynagina ihtiyag

duyulmas! ise dezavantaj yaratmaktadir3t33,
Birbirinden bagimsiz ¢aligmalardan elde edilen
metagenomik veri analizleri sadece analiz is
akiglart uyumlu bir bicimde agiklandiginda

karsilastirilabilmektedir. Metagenomikteki

temel adimlar; malzeme  ornekleme,
malzeme dizileme, veri analizi ve veri
arsivileme-yayinlama seklinde

siralanmaktadir?>. Birincil metagenomik dizi
analizlerinde kullanilan tekniklerden bagimsiz
olarak, ¢iktilar érneklerin veri matrislerine karsi

mikrobiyal &zelliklerini igermektedir. Iglem

sonrasi analiz, bahsedilen matrisleri

yorumlamak ve elde edilen bulgularin ornek
meta verilerle ne sekilde iligkili oldugunu

anlamlandirmak icin istatistiksel araclar

barindirmaktadir. Analizlerde kullanilan

Her Hakki Sakhdir.
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istatistiksel bakis agilarinin gogu metagenomik

icin spesifik olarak gelistirilmemistir'12°,
Metagenomik Analiz Araglari

Yalnizca en dusilik ortak atayi (LCA-Lowest
Common Ancestor) dogru bir sekilde bildiren
Kraken, kullanicinin segtigi herhangi bir taru
icerebilecek, 6zel olarak olusturulmus bir veri
tabani kullanarak metagenomik ornekteki her
okuma ic¢in bir taksonomi etiketi atamaya
calismaktadir. Bu veri tabani kullanici
tarafindan belirlenen bir genom kituphanesine
dayali olarak olusturulmustur ve k-mer ile
alakali en spesifik taksonomik agacin
digumunun es zamanli olarak aranmasina izin
vermektedir. Sekans siniflandiriimasi, k-
mereri referans sekansla iligkilendirmek igin
veri  tabaninin

sorgulanmasi  yolu ile

gergeklestiriimektedir. Elde edilen LCA verileri,

sekanslari  benzerlige gore siniflandirma
sirasinda kullaniimaktadir. Veri tabaninda
tanimlanabilir k-mer’leri bulunmayan
sekanslar, Kraken tarafindan

siniflandinimamis sekilde birakiimaktadir. Her
okumanin kesin olarak bir ture atanmasi
mumkun olmasa da her turin bollugunu
saptamak adina MetaPhlAn, ConStrains,
GAAS, GASIC, TAEC ve GRAMMy gibi gesitli
yazilim araglari geligtirilmistir; fakat bu araglar
Kraken'in k-mer yaklagimi kadar guvenilirlik
tasimayan farkli stratejiler kullanmaktadir#343%,
Kraken’in k-mer tabanli yaklagimi,
metagenomik dizileme verilerinin  hizli  bir
taksonomik siniflandirmasini  saglamaktadir
ancak buylk bellek gereksinimleri bazi

uygulamalar igin sinirlayici ozellik
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tasiyabilmektedir. Buna Kkarsilik Kraken2

bellek kullanimini %85 oraninda azaltip
Kraken1’i daha kullanilabilir hale getirmektedir.
Ayni zamanda yuksek dogruluk oOzelligini
korumakta, hizi 5 kat artirmakta ve daha fazla
miktarda referans genomik verinin
kullanilmasina olanak tanimaktadir. Buna ek
olarak Kraken2, viral metagenomik analizde
artan hassasiyet saglayan bir arama modu

sunmaktadir36:37,

MetaWRAP veya DAStool, rafine gruplama
sonuglari ve daha az kontaminasyonla daha
eksiksiz genomlar elde etmek igin birkag
gruplama yazihm paketini entegre etmektedir.
Bu islem hatlari ayrica degerlendirme ve
gorsellestirme icin yararh komut dosyalari

saglamaktadir33,

BusyBee Web, verilerin

duzeyinde

metagenomik
populasyon ¢cozUmlenmis
analizlerini kolaylagtirmaktadir boylelikle gesitli
ortamlardan ve dizileme teknolojilerinden
turetilen karmagsik mikrobiyal topluluklarin

incelenmesini saglamaktadirs®.

HOME-BIO cesitli referans veri tabanlarindan

yararlanmaktadir; bu sayede kullanicilarin

biyolojik orneklerin icerigini detayli
arastirmasina olanak tanimaktadir. Konakla
iliskili ~ olan  mikrobiyal  populasyonlarin

bilesimini karakterize etmek igcin NGS verilerini
isleyen HOME-BIO, sonuglarin es zamanl ve
daha kolay yorumlanabilmesi icin tablolar ve
cizelgeler  Ureten, hem metagenomik
analizlerde kullanilan araglar hem de 06zel
Python kodlari kullanilarak uygulanmaktadir.

Kalite Kontrol, Shotgun Metagenomik ve

Her Hakki Sakhdir.
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De-novo Montaj olmak Uzere 3 ana bloktan

olusan modiiler bir yapisi bulunmaktadir®.

Yaygin olarak kullanilan fonksiyonel profil
olusturma yazilimi HUMANN2, numune i¢i ve
numuneler arasi katki ¢esitliligini (ttrlerin belirli
katkilarr)
MEGAN,

analizler gerceklestiren platformlar

bir igleve kesfetmek icin de

kullaniimaktadir. taksonomik ve
islevsel
arasi bir grafik kullanici arayiizii (GUI)
yazihmidir. Bu 0Ozellestiriimis veri tabanlari,
uygun galisma alaninda taksonomik ve islevsel
aciklama icin kullanilabilmektedir ve verimili,
kesin, hizli
AntiSMASH veri tabani,

biyosentezinde vyer

analize olanak tanimaktadir.

ikincil metabolit
alan gen kumelerini
tanimlamak, aciklama eklemek ve
gorsellestirmek igin kullaniimaktadir. Mevcut
gruplandirma araglari arasinda CONCOCT,
MaxBin 2 ve MetaBAT2 yer almaktadir.
MetaPhlAn2,

gercgeklestirmek igin metagenom okumalarini

taksonomik siniflandirma

onceden tanimlanmis bir isaretleyici
yaygin

kullanilan bir taksonomik profil

gen

veritabanina  hizalayan, olarak
olusturma

aracidirss,

Genom, transkriptom ve epigenom igin olanlar
da dahil olmak uUzere diger yuksek verimli
dizileme analizlerinde, kesif amagl
hesaplamali ve goérsel analizi entegre eden
yeni nesil genom tarayicilarinin etkili analiz
araglari oldugu kanittanmigtir. Bununla birlikte,
mikrobiyom verileri igin kesif analiz araglari
daha azdir bu durum kismen mikrobiyom
Ozelliklerinin, o6lgim ve analiz birimlerinin

taksonomik bir hiyerarside organize
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edilmesinin zorlugundan kaynaklanmaktadir.
Metagenomik 6zelliklerin etkili etkilesimli kesfi,
analizi ve veri gorsellestirmesi igin tercih edilen
Metaviz araci uzunlamasina veri kimelerinin

analizinde de tercinh edilmektedir. Metaviz

etkilesimli gorsellestirme aracidir ve
R/Bioconductor paketleri kullanilarak
hesaplamali ve istatistiksel analizlerin

entegrasyonunu saglamaktadir?4,

Metagenomikte yaygin olarak kullanilan bir
bagka platform ise entegre analiz araglarini
birlikte kullanan Mothur’dur. Buna ek olarak
Mothur C++ ile yazilmis olmasi sebebi ile daha
fazla sayida dizi analiz edilebilmektedir.
MEGAN (Metagenome Analyzer) programi,
metagenomlarin taksonomik ve fonksiyonel
analizi icin ¢cok onemli bir hesaplama aracidir.
Avantaji, taksonomik analizin metagenom
duzenegi gerektirmemesidir; ¢Unkl program
okuma veya bitis dizileriyle c¢alismaktadir.
Calismasi, bir hizalama araci olan BLAST
araciligiyla  okumalarin  bilinen  dizilerin
veritabanlariyla karsilagtinldigr bir 6n igleme
asamasina dayanmaktadir. Cikti, sonugclar
Ozetlemek ve siralamak icin NCBI tabanli veri
kimesinin taksonomik igerigini etkilesimli
olarak tahmin eden ve kullanan MEGAN'da
gorsellestiriimektedir. Program, bir referans
takson ile okumanin her isabetinden her
okumaya LCA atayan basit bir algoritma
kullanmaktadir. Sonug olarak, uc dallarda tire
dzgu dizilerin gruplandigi bir agagctir. Uretilen
aga¢ dugumleri, farkh taksonomik seviyeleri
daraltilabilmekte

Ozetlemek  igin veya

genisletilebilmektedir. Son zamanlarda bu

arag, InterPro2GO, gen merkezli okuma

Her Hakki Sakhdir.
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derlemesi ve taksonomi ve fonksiyon
Ozelliklerinin ana koordinat analizini
birlestirerek fonksiyonel analizin

entegrasyonuna izin vermistir. Bu yeni sirime
MEGAN Community Edition (MEGAN-CE)

adi verilmektedir ve acgik kaynaklidir34.

METANnnotatorX2, kisa ve uzun okumalarin
karistirlmamis ve hibrit duzenekleri igin
eksiksiz bir ig akisl saglayarak, metagenomik

verilerden mikrobiyal genomlarin ture 06zgu

aciklamasini saglamaktadir. Ayni zamanda bir
dizi gelismis ozellik iceren ve arke, bakteri,
mantar, protista ve virusler i¢in 6zellestiriimis

veri tabanlari barindirmaktadir3°.

NGS teknolojilerinin gelismesi ile birlikte bayuk

Olcekte dizileme verileri dUretiimesi de
saglanmig, meydana gelen DNA dizileri ve
birbiri ile iligkili bilgiler asagidaki kavramlar
temsil eden bir sureci beraberinde getirmistir

(Sekil 3)25:38.40,

yeniden yapilandiriimasini ve gen

N

Calisma

Ornek Analiz

Calistirma ‘

Sekil 3. Okuma verileri ve iligkili meta veriler igin ortak bir veri modeli?®>. Okuma verileri ve iligkili meta
veriler icin ortak bir veri modeli. 1)Galigma: projedeki tim verilerin bir araya geldigi bir dizileme kapsami
hakkinda bilgi. 2) Ornek: Dizilenen érneklerin mensei ve ézellikleri hakkinda bilgi. 3) Deney: Kitaplik ve
arag ayrintilari da dahil, dizileme deneyleri hakkinda bilgiler. 4) Gahstirma: Veri dosyalarinda temsil edilen
dizileme okumalarini igeren bir dizileme deneyinin ¢iktisi. 5) Analiz: Dizi duzenekleri, fonksiyonel ve
taksonomik ek agiklamalar da dahil birincil dizileme sonuglarindan hesaplanan bir dizi ¢ikti.

Metagenomikte Zorluklar, Sinirlamalar ve ve islevsel korelasyonlara duyulan ihtiyac ile

Gelisim Potansiyelleri alakali teknik sorunlar hala goérulmektedir.

Dizileme teknolojilerindeki gelismeler is

NGS teknolojilerinin azalan maliyeti, karmasik

, . - hacmini artirmasi ve dizileme maliyetini buyuk
populasyonlarin analizini kolaylagtirmig; buyuk

. . R . . oranda dusurmesi sebebi ile kullanim, analiz
Olcekli verilerin Uretildigi toprak Uzerindeki

ve depolanma konusu g6z onune alindiginda
dikkatli

kilan biyik miktarda veri birikmektedir36:37.40,

metagenomik  ¢alismalar mudmkin hale

degerlendirme yapilmasini mecbur

gelmistir. Bahsedilen avantajlarla beraber
metagenomik veri Uretmenin kolayligi, is akisi

ve analizi igin yeni zorluklar 6n plana ¢ikmistir>.  Uzmanlik, programlama, tekrarli analiz, dizi

NGS teknolojisinde gergeklesen buyluk tekrarlarinin ortadan kaldirilmasi ve veri
ilerlemeye karsin surekli guncellenmekte olan  akiglari biyoenformatik yaklasimlarin
veri tabanlarina, 6zel biyoenformatik araglara  kullanilmasindaki  kalici  zorluklar  olarak

BIOINFORANGE Sayfa8/14 Her Hakki Saklhidir.
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tanimlanmaktadir. Dizilemede meydana gelen
gelismeler yuksek tanimli transkripsiyonlar

elde edilmesini saglasa da bozulmaya

ugramamig ortamlarin  zengin mikrobiyal
kaynaklarin metagenomunun, biyoaktivitelere
sahip yeni enzimlerin biyolojik aragtiriimasi igin
kullanilmasi  gerekmektedir  buna ek,
metagenomik bakis agisi, iklim degisikligi ve
bunun toprak Uzerinde olusturdugu etkileri
anlamada mikrobiyomun faydali &zelliklerine
dikkat c¢ekerek olumsuz sonuglari en aza
indirme firsatlarini iyilestiren toprak
mikrobiyomu konusunda buyuk olgekli bir bilgi

saglayacaktirtg,

Yeni araglar yaratildikgca ve yeni Kkesifler
yapildikca dizileme verilerinin daha o©Once
bilinmeyen ve kullaniimadiklart sekillerde
kullanilabilmesi metagenomiklerin
avantajlarindan biri olarak
degerlendiriimektedir. Buna ek olarak uzun
okumalar veren tek molekullt dizileme gibi yeni
dizileme teknolojileri geliserek ortaya ¢cikmakta
tarleri ile
hakkinda
Klinik

laboratuvarlar dizileme verilerine gitgide daha

ve yerel araglar yeni veri

karsilastirilabilmektedir. Konu

yapilan detayli arastirmalar ve
bagdimli olduk¢a bu konuda c¢alisma yapan
bilim insanlari ve biyoenformatikgiler de daha

6nemli hale gelmektedir®.

Klinik ve gida mikrobiyolojisi laboratuvarlarinda

metagenomik yaklasiminin kullanimi, klinik
metagenomiklerin tanisal olarak
uygulanabilirligindeki  eksiklikler  sebebiyle

sinirlanmaktadir. Duzenlenmig ve guncel veri

tabanlarinin eksikliginde, dogru teshis yapmak
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mumkin olmayacak buna bagh olarak yanlis
teshis olmasi halinde arastirma sonucuna
zarar vererek tutarsiz bulgular elde edilecektir.
Mikrobiyal teghis igin temelde biyoenformatik
ya da hesaplamali biyoloji uzmanligi énemlidir
fakat bunun yaninda cesitli analiz platformlari
onemi de

ve farkli yazilimlarin

yadsinamayacak kadar blayuktar.
Metagenomik teknolojisinin pratik kullanimi,
verilerin hatasiz ve Kklinik olarak hayata
gegirilebilir bir strede analiz etmenin farkl
hesaplama ve teknik sinirliliklari sebebiyle
ilgili
performanslarin zorlugunun yaninda numune

engellenmektedir.  Hesaplama ile
hazirlama ve dizileme prosedurlerinin de
Onemi buyuktir ve standartlastiriimalari buyuk
bir ihtiyagtir. Uygulanan dizileme ydnteminin
tercihi, her yontemin avantaj ve dezavantajlari
dikkate

arastirma ve tani hedeflerine bagimhdirs.

alinmaktadir ve o©Onemli Olgude

Son yillarda evrimsel tarihin, yapisal,

fonksiyonel ve  ekolojik  biyogesitliligin
anlasiimasinda c¢evresel drneklerin kullanildigi
genomik calismalar kayda deger bir zemin
olusturmaktadir. NGS platformlari ile verilerin
genigligi ve sayisindaki artislar sebebiyle,
ekolojik c¢alismalar buylk hacimli sekans
verilerinin kullanimina yonlendiriimektedir. Bu
PCR’da

bulgularinin azaltilmasina yardimci olmus ve

yaklasimlar hata ve sapma
calisma surelerinde 6nemli oranda azalma
g6zlemlenmistir. Son zamanlarda avantaj ve
dezavantajlara sahip ¢ok sayida platform
kesfedilmistir ve bu platformlarin

hazirlanmasinda farkli sablon ve siralama

Her Hakki Sakhdir.
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sinyali algilamada farkli yontemler tercih

etmektedir3.

Metagenomik veri kimelerinin nasil analiz
edildigi,

argivlenmesi ve yayinlanmasi gerektigi ile ilgili

veri analizi  c¢iktilarinin  nasil

standartlarin  eksikligi gunumuzde hala

vurgulanmakta olan bir problem olarak

karsimiza ¢gikmaktadir’.25:32:39,

Metagenom duzeneklerinin zorluklari; montaj

surecinin  zorluklari, montaj  sonuglari
olugturmanin zorluklari ve sonug¢ kullaniminin
olmak

zorluklari uzere 3 ana baslkta

incelenmektedir’.

Nanopore ve PacBio gibi uzun okumalar
olusturan yeni DNA dizileme teknolojilerinin
yakin zamanda piyasaya surulmesi, kisa
okuma verilerinin yani sira entegre hibrit analiz
gercgeklestirmek icin ozel aracglarin
eksikliginden hala muzdarip olan degerli bir
veri kaynagini temsil etmektedir.
Metagenomlarin fonksiyonel profillemesi ve
hibrit montaj yaklasimlarina yonelik artan
bilimsel ilgiye ragmen, rehberli veri analizi i¢in
kapsamli ve kullanima hazir bir biyoinformatik
plattorm hala bulunmamaktadir. Su an
analizlerde kullanilan yazilim aracglarinin ¢ogu
bilgi iglem sdrelerini en aza indirmek igin
milyonlarca okuma girdisine gerek duymakta
ve yaklasik degerlere  glvenmektedir.
Bahsedilen sorunlar okuma analizi yoluyla
taksonomik veya islevsel profillerin
rekonstriksiyonu ya da metagenomik diuzenek
tarafindan tekrardan olusturulan genomlarin

analizi yoluyla kullanildigi zaman dogruluk,
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duyarhlik ve 6zgullik gibi kavramlarca yeterli

gériilmeyen sonuglara sebep olmaktadir33°,

Metagenomik, = kompleks vakalarda ve
pandemilerde geleneksel taninin etkileyici bir

tamamlayicisi olarak kargimiza c¢lksa da

yayginlagip
benimsenmesinden once agiklanmasi gereke

metagenomiklerin

pek cok etken vardir bu sebeple biyolojik
orneklerin yuksek verimli dizilemesinin umut

vadeden bir gelecegdi var olsa da kullaniminin

standart ve onaylanmis bir Kulturden
Bagimsiz Tani Testleri (Culture-
Independent Diagnostic Tests) teknigi

durumuna gelmesi i¢cin zaman ve arastirma

ihtiyaci s6z konusudur??,

Son geligtirilen analiz araclari, ¢gok degiskenli

istatistikler ve makine ogrenmesi

algoritmalarini icermektedir. Denetimsiz

yontemler, basit kumeleme ve orneklerin
korelasyonunu, 1si haritalarini, siralama veya
verilerde modellerin grafiksel sekilde ortaya
¢lkarilmasina olanak taniyan

aglar gibi

gorsellestirme tekniklerini icermektedir.
Denetimli yontemler, gruplar arasi farkliliklarin
dogrudan hipotez testi icin ¢ok degiskenli
varyans analizi (ANOVA) gibi istatistiksel
yontemleri ya da rastgele ormanlar veya
destek vektdr makineleri (NS) gibi 6rnek
gruplarini etiketlemek i¢cin modelleri egiten
siniflandiricilari

makine ogrenmesi

icermektedir.  Denetimsiz  ve  denetimli

yontemler populasyonu bir butin olarak
incelemektedir. Tamamlayici bir strateji, 6rnek
tirleri ya da hasta gruplar arasinda hangi

spesifik taksonlarin veya fonksiyonel genlerin

Her Hakki Sakhdir.
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istatistiksel olarak farkh oldugunu sormaktir.
Codu durumda uygulama sonrasi sonuglari
gorsellestirmek icin 6zel grafik araglar ve
gorsellestirme yaklagimlari

gerekmektedirt1 4041,

Biyolojik veriler genel olarak karmasgik,

yorumlanmasi gug ve heterojen olduklarindan

BIOINFORANGE
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Derin Ogrenme (DL) algoritmalarini temel
alan tekniklerin kullaniimasi iyi bir test ortamini
da beraberinde getirmektedir. DL yaklasimlari
daha iyi performans elde etme ya da anlamli
etme  konusunda

biyobelirtegleri  tespit

metagenomikte  bir avantaj gosterme
noktasinda basarisiz olsa da umut vadeden

girisimler son zamanlarda ortaya gikmistir#243,

Her Hakki Sakhdir.
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