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AKSOLOTL KOL REJENERASYONU ALANINDA MiKROBiYOTA
VE TRANSKRIiPTOM VERISININ MADENCILiGi VASITASIYLA
YENIi ADAY BiYOBELIRTECLERIN KESFi

OZET

Muhammed Mustafa OGDUR
Saglik Sistemleri Miihendisligi, Yiiksek Lisans
Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uye. Kivang KOK
Temmuz, 2022

Son zamanlarda transkriptom ve mikrobiyota profillerini daha etkili ortaya ¢ikarabilen
Yeni Nesil Dizilimi teknolojisinin yayginlasmasi rejenerasyonda mikrobiyotanin ve
transkriptomun roliine dikkat gekmektedirler. Integratif yaklasim ilgili rejenerasyon veri
setlerinin madenciligi i¢in yeni bir firsat tasimaktadir. Konuyla ilgili artan literatiire
ragmen bakterilerin yara iyilesmesine etkisi ve bunun altinda yatan molekiiler
mekanizmalar hala tam anlamiyla bilinmemektedir. Ozellikle hangi bakteri tiirlerinin ve
mRNA’larin bu biyolojik siiregte biyobelirtec ve modiilatdr olarak kullanilabilecegi
konusu heyecan uyandirmakla beraber hala aydinlatilmay1 beklemektedir. Insan
iizerindeki ¢aligmalara ek olarak, rejenerasyon alaninda giderek daha kullanigl bir model
organizma olan Aksolotl (Ambystoma mexicanum) rejenerasyon konusunda tamamlayict
bilgiler ve kritik ipuglari sunmaktadir. Bir su semenderi olan aksolotl, rejenerasyon
alaninda popiiler olan omurgali model organizmalar arasindadir. Aksolotl neotenik
ozellige ve son derece yiiksek bir rejenerasyon potansiyele sahiptir. Sahip oldugu yiiksek
rejenerasyon kapasitesi sayesinde bir hasar olmasi halinde uzuvlarimi (kollarmi ve
ayaklarini), kuyruklarini, i¢ organlarini ve merkezi sinir sistemini (beyin ve omurigi) eski
fonksiyonel 6zelliklerini gosterecek sekilde yenileyebilmektedirler. Bu biyoinformatik
caligma aksolotl uzuv rejenerasyon siirecine yeni bakis acis1 kazanmaya ve bu alandaki
biyobelirteg eksikligini gidermeye yonelik bir adim olarak tasarlanmistir. Bu dogrultuda
daha 6nce aksolotl aragtirmalarindan yaymlanmis bir mikrobiyota ve bir transkriptom
veri seti se¢ilmis ve erisilmistir. Bu caligmada bu iki veri setinin ayr1 ayri analizi tekrar
gerceklestirilmigtir. Boylece ileri makine 6grenmesi yontemlerle s6z konusu verinin
madenciligi yapilmistir ve yeni bulgulara ulagilmistir. Calismada, aksolotl kol
rejenerasyonun ii¢ ana agsamasinda (yani sirasiyla yara iyilesmesi, blastema gelismesi ve
yeniden gelistirme) rejenerasyon bolgesindeki mikrobiyom ve transkriptom dinamigi
arastirtlmistir. Bu ¢ercevede mikrobiyom ile transkriptomdaki degisimler detayli bir
sekilde incelenmis ve yeni aday biyobelirtegler kesfedilmistir. Boyut indirme teknigiyle
denetimsiz makine 6grenimi uygulanarak 6rneklerin gruplandirilmasi arastirilmistir. Bu
analiz ile her iki veri ¢esidinde Orneklerin rejenerasyon fazina gore gruplandigi
gbzlemlenmistir. Gruplar arasindaki karsilastirma sonucu istatiksel olarak anlamli olarak
seviyeleri degisen bakteriler ve mRNA’lar tespit edilmistir. Bu anlamli listeler yeni aday
biyobelirteg listeleri olarak degerlendirilebilir. Ayrica mikrobiyom verisine Rastgele
Orman yodntemine dayali denetimli makine §grenmesi uygulanarak énemli tahmin edici



ozellige sahip Oznitelikler saptanmistir. Belirlenen yeni aday microbiyal ve mRNA
biyobelitecleri ileride insan yara iyilesmesi ¢alismalarinda arastirilabilecegi
belirlenmistir. Gelecek caligmalarda bu yeni belirteclerin validasyonu ve fonksiyonel
karakterizasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Neticede bu ¢alisma yenilik¢i ve 6zgiin
bir yaklasim kullanarak rejenerasyon alanindaki ilerlemeye katki saglamaktadir. Uzun
vadede temel bilim alaninda elde edilen bu tiir bulgularin yenilik¢i translasyonel
caligmalar sayesinde tedaviye donilismesi beklenmektedir.

Anahtar sozciikler: Yara iyilesmesi, rejenerasyon, mikrobiyota, transkriptom, aksolotl,
integratif veri analizi, mikrobiyal belirtecler
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DISCOVERY OF NOVEL CANDIDATE BIOMARKERS IN THE FIELD OF
AXOLOTL LIMB REGENERATION THROUGH MINING OF AXOLOTL
MICROBIOTA AND TRANSCRIPTOME DATA

ABSTRACT

Muhammed Mustafa OGDUR
MSc in Healthcare Systems Engineering
Advisor: Ass. Prof. Dr. Kivang KOK
July, 2022

Recently, the widespread use of Next Generation Sequencing technology, which can
reveal transcriptome and microbiota profiles more effectively, draws attention to the role
of microbiota and transcriptome in regeneration. The integrative approach carries a new
opportunity for mining related regeneration datasets. Despite the increasing literature on
the subject, the effect of bacteria on wound healing and the molecular mechanisms
underlying it are still not fully known. In particular, the subject of which bacterial species
and mRNAs can be used as biomarkers and modulators in this biological process is
exciting, but still awaits to be clarified. In addition to human studies, the axolotl
(Ambystoma mexicanum), an increasingly instrumental model organism in the area of
regeneration, provides complementary information and critical tips on regeneration. As
an aquatic salamander, the axolotl is among popular vertebrate models in the field of
wound healing and regeneration. Axolotl possesses extremely high regeneration potential
and a neotenic feature. Owing to their high regeneration capacity, they can renew their
extremities (forelimbs and hindlimbs), tail, internal organs and central nervous system
(brain and spinal cord) in a way that displays their old functional properties in case of
damage. This bioinformatic study was designed as a step towards providing novel insight
into the axolotl regeneration process and addressing the lack of biomarkers in this field.
In this direction, one microbiome dataset and one transcriptome dataset, which were
published before, were selected and accessed. In this study, reanalysis of these two
datasets was carried out separately. Within this scope, mining of the said data was carried
out with advanced methods and new findings were reached. In the study, the microbiome
and transcriptome dynamics at the regeneration site was investigated in the three main
stages of the axolotl limb regeneration (namely, wound healing, blastema growth, and
redevelopment, respectively). In this framework, changes in microbiome and the
transcriptome were examined in detail and new candidate biomarkers were discovered.
The grouping of samples was investigated by applying unsupervised machine learning
with dimension reduction technique. With this analysis, it was observed that the samples
grouped according to the regeneration phase based on both data types. As the result of
the comparison between the groups, bacteria and mRNAs, which levels statistically
significantly differed, were detected. These significant lists can be considered as new
candidate biomarker lists. Furthermore, by applying Random Forest-based supervised
machine learning to microbiome data, features with important predictive properties were
detected. The identified novel candidate microbial and mRNA biomarkers can be
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investigated in human wound healing studies in the future. The validation and functional
characterization of these markers still needs to be performed in future studies. Overall,
this study contributes to progress in the field of wound healing by using an innovative
and original approach. In the long term, it is anticipated that such findings obtained in the
field of basic science will turn into treatment thanks to innovative translational studies.

Key words: Wound healing, regeneration, microbiota, transcriptome, axolotl, integrative
data analysis, microbial markers
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BOLUM 1

1. GIRIiS

Amfibi grubuna ait olan omurgalilarin hepsinde genel olarak rejeneratif bir mekanizma
bulunmaktadir. Aksolotl (Ambystoma mexicanum) bir semender tlirii olup urodele
amfibiler arasinda yer almaktadir. Ancak aksolotl amfibi sinifindaki diger omurgalilar
arasinda sira dis1 yliksek rejenerasyon kapasitesine sahipler. Rejenerasyon, yaralanmaya
maruz kalarak hasar goren veya kaybedilen doku, organ ve ekstremitelerin eski
fonksiyonel oOzelliklerini tekrardan gosterecek sekilde insa edilme siirecidir.
Rejenerasyon acisindan doku ve organlarin rejenerasyon kapasiteleri farklilik
gostermektedir. Rejenerasyon kapasitesi de organizmalarin tiirlerine gore farklilik
gosterebilir. Gelisim ve artan yasla da beraber ayni canlidaki rejenerasyon potansiyeli
degisebilmektedir. Omurgali canlilar omurgasiz canlilara gore nisbeten daha az
rejenerasyona sahip oldugu bilinmektedir. Omurgalilar arasinda memelilerde sinirl
diizeyde bir rejenerasyon gerceklesir. Omurgali canlilar olan amfibiler ise memelilere
gorre daha yiiksek diizeyde bir rejenerasyon sahiptirler. Bu baglamda aksolotl, amfibi
simifindaki diger omurgalilar arasinda sira dis1 biiyilik rejenerasyon potansiyeline sahip
canlidir. Aksolotllar omurgalilardaki rejenerasyon ve yara iyilesmesi caligmalari i¢in
onemli bir model organizmadir [1].

Glinlimiizde yapilan mevcut calismalarla, aksolotlardaki yiliksek oranda rejeneratif
mekanizma kapsamli ve derinlemesine arastirilmasi, ayrica gelecekte aksolotlda beklenen
kesiflerle insanlardaki uzuv hasarini azaltmak hedeflenmektedir. Translasyonel tip
acisindan aksolotlda gézlemlenen rejenerasyon mekanizmasinda 6zellikle memelilerdeki
rejenerasyon mekanizmasiyla oOrtiisen (benzeyen) ve farkli olan ozellikleri bulmak
oncelikli bir aragtirma konususdur. Rejenerasyonun mekanizmasini anlamak i¢in pek ¢ok
aragtirma yapilmis olmasma ragmen, rejenerasyonla ve mikrobiyom iliskisi ile ilgili
veriler yeterli degildir. Yapilan calismalar sonucunda, aksolotl uzuv rejenerasyon

sirasinda filum seviyesinde baskin olarak Bacterioidetes, Firmicutes, Proteobacteria,



Actinobacteria ve Verrucomicrobia bakteri profili saptanmustir. Aksolotl uzuv
ampiitasyondan sonraki uzuv rejenerasyonu sirasindaki fungal (mantar) mikrobiyota
toplulugun profili ise daha c¢ikartilmadi. Bugiline kadar, sadece birka¢ calisma,
hayvanlarda doku rejenerasyonunda mikrobiyomun roliinii ve Onemini incelemistir.
Ozetle aksolotl rejenerasyon calismalarindan elde edilen veri setleri, rejenerasyon
baglaminda mikrobiyomun daha iyi arastirilmasi i¢in degerli bir kaynak sunmaktadir ve
rejenerasyon biyolojisi i¢in kullanigl bir model organizma olarak aksolotl degerinin altini
cizmektedir. Daha genis biyolojik perspektiften bakilacak olursa, bu verilerin, amfibilerin
gelisim, rejeneratif ve konservasyon biyolojisinde ¢oklu omik tekniklerin de uygulanmasi
ve yayginlasmasiyla karsilastirmali veya korelatif ¢alismalara genis Olglide katkida

bulunacagi 6ngoriilmektedir [2].

1.1. Yara lyilesmesi Arastirmalar

Bir yara, derinin veya diger viicut dokularinin biitiinligiinde ve iglevinde bir bozulmadir.
Bir kesik, siyrik veya delinme yaraya sebep olur. Yaranin boyutu ve derinligi doku
hasarma bagli olarak degisebilir. Bu baglamda yara tedavisinin boyutu, derinligi ve siiresi
de degisebilir. Yara iyilesmesi, yaralanmadan sonra dokularin biitiinliigiini ve
fonksiyonel kapasitesini geri kazandiran, iyi ve siki bir sekilde diizenlenmis hiicresel ve
biyokimyasal zincir reaksiyonudur [3]. Yara iyilesmesi, biyokimyasal ve fizyolojik
olaylart igeren ve etkin doku onarmmi i¢in uyumlu adimlarin yer aldigi dinamik bir
siirectir. Yara iyilesmesini hizlandirmak ve uzun vadeli yagam kalitesini iyilestirmek i¢in
cesitli miithendislik yaklasimlar1 ve deri ikamelerini igeren son klinik uygulamalar biiytik
Olciide gelistirilmistir. Yara iyilesmesini ve deri yenilenmesini hizlandirmak igin bir¢ok

yeni ve yenilik¢i yaklagim gelistirilmekte ve kullanilmaktadir [4].

1.1.1. Insanda yara iyilesmesi calismalari

Cilt yaralari, artan sayida travma ve patofizyolojik durum nedeniyle dnemli bir saglik
sorununu temsil etmektedir. Insanda normal yara iyilesme siireci, hemostaz, inflamasyon
(iltthaplanma), proliferasyon (Doku olusumu) ve extracellular matrix (ECM) Remodeling
(Dokunun yeniden sekillenmesi) gibi bir dizi olaydan olusan ¢ok iyi organize edilmis ve
diizenlenmis bir siireci icermektedir [5]. Bu iyilesme asamalari, ¢esitli hiicre tipleri,
biyoaktif faktorler ve genellikle hiicreler tarafindan salgilanan dogal ECM olan

destekleyici bir platform arasindaki etkilesimleri icermektedir [5]. Bu normal iyilesme



siireci, patofizyolojik durumlar durumunda ciddi sekilde diizensizlesir. Yaniklar veya
kazalardan kaynaklanan biiyiik travma yaralari cilt dokusunun ¢ogunlugunun kaybina
neden olur ve bu nedenle iyilesemez [6]. Iyilesmeyen yaralarin cogu, kazalar veya diyabet
gibi hastalik durumlariyla iliskilidir. Bu kosullar cilt dokusunun normal iyilesme diizenini
engellemektedir. Yara iyilesmesi, hemostaz ve iltihaplanma ile baslar. Bu asamada, kan
kaybin1 kontrol etmek ve patojenlerin ortadan kaldirilmasini saglamak icin kan
trombositlerinin ve bagisiklik hiicrelerinin alinmasini igerir [7]. Baslangicta secilen
bagisiklik hiicreleri, hiicreleri ¢eken kemokinlerin ve biiyiime faktorlerinin
salgilanmasinda 6nemli bir rol oynar, bdylece iyilesme siirecini bir sonraki proliferatif
faza kaydirmaktadir. Proliferatif faz, graniilasyon dokusu gelisimi (gecici ECM
olusumu), anjiyogenez (kan damari olusumu) ve reepitelizasyon (epidermal deri
olusumu), bdylece biizlilmeyi indiikleme gibi ¢oklu olaylari igerir. Bu 6zel faz, basta
makrofajlar, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve keratinositler olmak {izere farkli hiicrelerin
bir karisimi tarafindan diizenlenir. Son asama, daha 6nce olusan matrisin yavas yavas
fonksiyonel bir cilt veya yar1 / fonksiyonel olmayan bir skar dokusu olusturmaya dogru
doniistiigii yeniden sekillenme olayin1 olusturmaktadir [7]. Iyilesmeyen yaralar, dzellikle
diyabetik yaralar durumunda, iyilesme siirecinin erken evrelerinde engellenir ve
iyilesmedeki basarisizlik nedeniyle yavas yavas kroniklesir [8]. Kronik yara tipine bagl
olarak (venoz tilserler veya diyabetik yaralar gibi), siire¢ dort asamadan herhangi birinde
engellenebilir. Biiylik yanik yaralar1 durumunda, dnemli cilt dokusu kayb1 veya doku
nekrozu sonucu gegici bir ECM matrisi gelisememesi dogal iyilesmeyi etkilemektedir
[6], [9]. Bu nedenle, bu tiir yaralarin iyilesmesi i¢in klinik miidahaleler sarttir. En basarili
strateji, gecici bir matris gérevi goren yara pansumani veya deri grefti seklinde yapay bir
matris saglamak ve bdylece iyilesme siirecine yardimci olmaktir [10]. Arastirmacilar,
yillar boyunca ¢ok sayida yara pansuman malzemesi veya cilt ikamesi gelistirmekte ve
iyilestirici yara veya cilt mikro ¢evresini en son teknolojilerle taklit etmeye ¢alismaktadir
[10]. Dogal yara ortamu, hiicre yapigkan bolgelerine, bilgilendirici biyokimyasal sinyaller,
biliylime faktorlerine ve ¢esitli hiicre tiplerine sahip ECM platformundan olugmaktadir

[11].

1.1.2. Model organizmalarda rejenerasyon ¢calismalari

Amfibilerin yenilenme kapasitesi de tiirden tiire degismektedir. Amfibiler arasinda
kurbagalar, semender ailesi iiyeleri ve Axolotl, yiiksek rejeneratif kapasiteleri nedeniyle

rejenerasyon ve arastirma c¢alismalarinda kullanim i¢in uygun modellerdir [12].
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Amfibilerin uzuvlarini dogal olarak yenileme yetenegi, rejenerasyon calismalarinda
dikkate deger bir olgudur. Amfibilerde rejenerasyon, kuyruk yerlestirmeden sonra
meydana gelen rejenerasyonu ilk gdzlemleyen 18. yiizyil Italyan doga bilimci Lazzaro
Spallanzani'nin anlatimiyla baslar. O zamandan beri devam eden arastirmalar, bu essiz
olayin ortaya c¢ikmasinda rol oynayan faktorleri ve molekiilleri bulmaya ¢aligti [13].
Rejenerasyon, biyolojideki en eski alanlardan biridir. i1k bilimsel gdzlemler, kerevitlerde
uzuvlarin yenilenmesini ayrintili olarak agiklayan Réne-Antoine Ferchault de Réaumur
tarafindan 1712'de yapildi. Sonraki yarim yiizyil boyunca, ¢esitli farkli organizmalarin
rejenerasyonu iizerine ¢esitli ¢aligmalar yapildi: 1740'ta polipler i¢in Abraham Trembley,
annelidler i¢in 1745'te Charles Bonnet, amfibiler i¢in 1769'da Spallanzani ve 1769'da P.
S. Pallas. 1770'lerde Planaryalar. Yapilan ¢aligmalar su sekilde 6zetlenmistir: Gelisim
biyolojisi ve rejeneratif biyoloji, matematik¢i Abraham Trembley'nin c¢alismasiyla
basladi. Trembley, organizmanin bir bitki mi yoksa bir hayvan mi1 oldugunu belirlemek
icin tatl su hidrozoali Hydra ile ¢aligmalara basladi. 1740'taki ilk ¢caligsmasi, organizmay1
ikiye bolmenin iki tam geligsmis hidra olusumuyla sonu¢landigini buldu ve daha sonra

'

hidranin "yenilenme yeteneklerinin" boyutunu degerlendirmek i¢in kapsamli deneyler
yapmaya bagladi. Hydra'nin biyolojisi ve rejeneratif dogasi lizerine sayisiz deney yapti
ve 1744'te kitabinin yayimlanmasiyla sonuglandi. Calismalari, yillar i¢cinde insa edilen
rejeneratif biyolojinin ilk temellerini att1 ve Son Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmalar
caligmalarina yol acti. Trembley'nin ilk ¢alismalarindan bu yana, rejeneratif biyoloji,
rejeneratif siiregler konusundaki anlayisimizi insana aktaran rejeneratif tip alanina
donlismustiir.

Rejenerasyon ve transplantasyon deneylerinin sonuglar1 1768'de ortaya ¢ikti. Planaryalar,
salyangozlar ve amfibiler de dahil olmak {izere ¢ok cesitli hayvanlarda rejenerasyonu
inceledi ve bir dizi genel sonuca ulasti: Diisiik hayvanlar, yiikksek hayvanlardan daha
biiyiik rejenerasyon giiciine sahiptir; geng¢ bireylerin yenilenme kapasitesi ayni tiiriin
yetiskinlerinden daha fazladir ve en basit hayvanlar diginda, yenilenebilen i¢ organlar
degil yiizeysel kisimlardir. Nakil deneyleri biiylik bir deneysel beceri gosterdi ve bir

salyangozun kafasinin digerinin viicuduna basaril1 bir sekilde naklini igeriyordu.

1.2. Rejenerasyon Arastirmalar:

Rejenerasyon, organizmanin hasarli veya kayip hiicre, doku ve organlar islev kaybi
olmadan yenileme ya da onarma yetenegi olarak tanimlanmaktadir [14]. Diger bir

ifadeyle rejenerasyon, yaralanmaya maruz kalarak hasar goéren veya kaybedilen doku,
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organ ve ekstremitelerin eski fonksiyonel 6zelliklerini tekrardan gosterecek sekilde insa
edilme siirecidir. Rejenerasyon siirecinde farkli doku ve organlarin yenilenme
kapasiteleri birbirinden farklilik gostermekte ve canlilarin tiirlerine gore yenilenme
kapasiteleri degisebilmektedir. Rejenerasyon, yani kayip viicut pargalarinin yenilenmesi,
hayvanlarda yaygindir, ancak biiylik olclide degisiklik gostermektedir. Organizmalar,
yaralanmalardan sonra hasarli dokularini yenileyebilirler, ancak bu onarim yetenegi
tiirden tiire degisiklik gostermektedir ve hasarin meydana geldigi dokuya da baghdir.
Omurgali canlilar en az rejenerasyona sahip siniftir. Omurgalilar arasinda memelilerde
sinirh  diizeyde bir rejenerasyon gergeklesirken bazi amfibiler smifinda bulunan
omurgalilar yliksek diizeyde bir rejenerasyon sahiptirler. Aksolotl, amfibi sinifinin diger
omurgalilar arasinda en yiiksek rejenerasyon potansiyeline sahip organizmadir.
Aksolotllar rejenerasyon ve yara iyilesmesi c¢aligmalari i¢in Onemli bir model
organizmadir.

“Rejenerasyon olmasaydi hayat olmazdi, eger her sey rejenere olabilseydi 61iim olmazdi”
[14] diyerek sozlerine baslayan “Yenilenmenin Temel Prensipleri” kitabinin yazari
Richert Gross’a gore tiim canlilar bu iki u¢ arasinda yer almaktadir ve bu durumun
iremeye ters etki yaptigini belirtmistir. Tarihsel olarak, rejenerasyon caligmalari,
yenilenebilen (6rnegin, aksolotl) veya yenilenemeyen (0rnegin, fare) hayvanlara
odaklamlmigtir. Ikinci durumda, strateji genellikle rejenerasyonu diizenleyen
mekanizmalar1 anlamayi, rejenerasyonu indiiklemek icin gereken faktorleri ve tedavileri
incelemeyi ayrica hiicresel olaylar1 ve rejenerasyon siirecinde yer alan molekiileri
tanimlamay1 amaclamigtir. Semenderler ve baliklar gibi hayvanlarda gerceklestirilen
deneysel caligmalar, rejenerasyonun Once engellendigi ve ardindan rejenerasyonu
indiikleyen faktorlerin test edilerek rejenerasyonun kurtarilip kurtarilmayacaginin
belirlenmesini saglayan fonksiyon kaybi deneyleri olarak tasarlanmistir. Bu yol ile
rejenerasyon ic¢in (6rnegin hiicresel cogalma bakimindan) gerekli biyolojik ve siireg
faktorleri belirlenmistir. [15]. Mikrobiyomun metodolojik karakterizasyonu hizla
gelismistir; bu nedenle, kiiltiire bagl yontemler, 16S rRNA gen amplikon teknigi ve
shotgun metagenomik dizilimi gibi siralama analizleri ile degistirilmektedir.
Mikrobiyomun konak mikrobiyomu iizerindeki etkisini analiz etmek icin fonksiyonel
caligmalar yiiriitilmektedir. Canlilar arasinda rejenerasyon; 4 ana kategoride
incelenebilir: fizyolojik rejenerasyon, hipertrofik rejenerasyon, rejeneratif rejenerasyon

ve aseksiiel (eseysiz) lireme.



Fizyolojik rejenerasyon; Kopan veya hasarli viicut parcalariin ve 6lmekte olan hiicre
gruplarinin dogal ve kendiliginden yenilenmesidir. Dogal olarak meydana gelen
fizyolojik yenilenme Ornekleri, geyik boynuzlarinin yenilenmesi, memelilerin kan
hiicrelerinin yenilenmesi, bagirsak mukozasinin yenilenmesi ve epitel hiicrelerinin
yenilenmesidir [16], [17].

Hipertrofik rejenerasyon; i¢ organlardaki dokularin alinmasi veya kaybolmasi sonucu
meydana gelen onarim veya yenilenmedir. Bu islemin kisa siirede gerceklestirilmesi,
sistemik hemostazin diizenlenmesi ve sistemlerin organize bir sekilde islemeye devam
etmesi i¢in son derece Onemlidir. Karaciger ve pankreas hiicrelerinde gozlenen
rejenerasyon, hipertrofik rejenerasyonun bir 6rnegidir [16].

Reperatif rejenerasyon; Viicudun hasar gérmiis veya kaybedilmis bir boliimiiniin hiicresel
diizeyde baslayan ve organ diizeyinde hasarli parcanin yeniden yapilandirilmasina yol
acan siiregtir. Epimorfik rejenerasyon, doku rejenerasyonu ve hiicre rejenerasyonu olarak
iic grupta incelenebilir. Bu farklilasma, farklilasmamis kok hiicrelerin ve progenitor
hiicrelerin bol oldugu yara iyilesmesi sonrasi blastema formunun olusup olusmadigina
gore degerlendirilir [18].

Asekstiel iireme (Eseysiz lireme), her biri yeni bir organizmay1 yeniden olusturan bir veya
daha fazla parcalanmig organizma olarak tanimlanir. Daha ¢ok planaryalar da gergeklesen
bu iireme icin Planarya grubu 6rnek gosterilebilir. Siire¢ sirasinda molekiiler ve hiicresel
seviyede meydana gelen biiyiik benzerlikler nedeniyle rejenerasyon ile ayni konuya dahil

edilmistir [19].
1.2.1. Insanda rejenerasyon ¢ahsmalari

Yara bakteriyolojisi iizerinde geleneksel yontemler kullanilarak yapilan arastirmalar,
halihazirda kendini kanitlamig ve bu karmasik biyolojik siirece iliskin dnemli bilgiler
saglamistir. Mikrobiyom temelli yaklagimlar, kronik yaralar ve yara enfeksiyonu gibi
alandaki karmasik sorunlari ele almak icin mevcut biyomedikal ara¢ setini basariyla
tamamlar [20]. Yakin gelecekte, mikrobiyom profillemenin nihai hedefi, saglik
tesislerinde yaralanma yonetimini iyilestirmektir. Yara iyilesmesi, farkli adimlarin
sonucu olarak gergeklestirilir. Birden fazla faktdriin bu biyolojik siireci etkiledigi
gosterilmistir [21]. Insan iizerindeki yara mikrobiyom ¢alismalari, bu karmasik siireg
hakkinda faydali bilgiler saglamigtir [22]. Mevcut yara iyilesmesi anlayisimiz, insanlar

iizerinde yapilan klinik ¢alismalardan elde edilen sonuglarin yani sira fare, zebra baligi



ve aksolotl (ilgili makaleler) gibi yara iyilesmesi ve rejenerasyonunun model
organizmasindan elde edilen bulgulara dayanmaktadir. Yara iyilesmesi siirecinde
mikrobiyomun dinamiklerini anlamak, altta yatan biyolojik mekanizmalar1 anlamak ve
daha iyi yonetim ve tedaviye yonelik etkili ¢oziimler tasarlamak i¢in ¢ok dnemlidir. Insan
viicudunda normal bir biyolojik siire¢ olan yara iyilesmesi, tam olarak ve yiiksek oranda
programlanmis dort asamayla saglanir: hemostaz, iltihaplanma, proliferasyon ve yeniden
sekillenme. Bir yaranin basarili bir sekilde iyilesmesi i¢in, dort asamanin tiimii uygun sira
ve zaman cercevesinde gerceklesmelidir. Pek ¢ok faktor, bu siirecin bir veya daha fazla
asamasina miidahale edebilir ve bu da yanlis veya bozuk yara iyilesmesine neden olabilir.
Insanlarda kan, bagirsak epiteli, kemik dokusu, sa¢ ve tirnaklar yiiksek dereceli olarak
tanimlanabilecek bir dereceye kadar rejeneratif seviyelere sahiptir. Ayrica karaciger,

bobrek ve deri gibi organ ve organlara etkisi sinirlidir.

1.2.2. Rejenerasyon ve mikrobiyota iliskisi

Mikrobiyota, belirli bir ortamda yasayan bir mikroorganizma toplulugunu (bakteriler,
viriisler, arkeler, bakteriyofajlar ve mantarlar) ifade eder. Mikrobiyom ise yerlesik
mikroorganizmalarin toplu genomunu ifade etmektedir. Ornegin insan bagirsag
milyarlarca bakteriye ve ylizlerce bakteri tiiriine ev sahipli§i yapmaktadir. Saglikli
bagirsak mikrobiyotasi, birgok biyolojik islevi diizenleyerek (yani saglam bir bagirsak
bariyerini koruyarak, gidalar1 metabolize ederek, enerji homeostaziyla dengeleyerek,
patojenik organizmalarin istilasini inhibe ederek ve bagisiklik tepkilerini modiile ederek)
konak¢ida saglikli bir durumun korunmasinda Onemli bir rol oynar. Bagirsak
mikrobiyotasinin (bagirsak disbiyozu) bilesimindeki bozulma, sindirim bozukluklari,
obezite, felg, kanser, diyabet, romatoid artrit, alerjiler ve merkezi sinir sistemi hastaliklari
dahil olmak iizere bir dizi insan hastaligiyla (mesela multiple skleroz ve Alzheimer
hastalig1) iliskilendirilmistir. Bu nedenle, son yillarda viicudun farkli bolgelerindeki
bakteri bilesimini belirlemeye yonelik araglara artan bir ilgi vardir. Yeni nesil sekanslama
sayesinde mikrobiyota analiz yontemi daha giivenilir, yiiksek verimlilikli, kolay, yiiksek
¢cozlnlirliiklii mikrobiyal smiflandirma yapabilir ve diigsiik maliyetli hale gelmistir.
Dolayistyla teknik agidan mikrobiyotanin son zamanlarda bir arastirma alan olarak
gelismesi ve yayginlagsmasi yeni nesil sekanslama sayesinde olmustur. Canlilarin
iizerinde ve viicudunun i¢ bdlgelerinde yasayan mikroorganizmalarin tamami
“mikrobiyota” olarak adlandirilmaktadir. Birgok mikroorganizma ile siirekli etkilesim

icin de olan insan viicudun da bol miktarda mikroorganizma olmasi kag¢inilmazdir.



Saglikli insan viicudunda bulunan ve insanlara zarar vermeden denge i¢inde yasamini
stirdiiren mikroorganizma topluluklarina “mikrobiyota”, bu toplulugun sahip oldugu
toplam genetik materyale ise “mikrobiyom” adi verilir, Her iki terim ayni anlamda da
(yani birbirinin yerine) bazen kullanilmaktadir. Giiniimiizde mikrobiyota ¢alismalar1
daha c¢ok bakteriyel topluluklar {izerinde yogunlagmaktadir. Virlis ve mantar gibi diger
mikrop topluluklarin mikrobiyota kapsaminda arastirilmasi1 daha nadirdir. Bu yiizden,
giiniimiizde mikrobiyota derken daha ¢ok bakteri toplulugu anlasilir yani bakteri
toplulugu akla gelir. Bu tez kapsaminda da arastirma agisindan mikrobiyota terimiyle
sadece bakterilerin toplami yani bakterilerin olusturdugu topluluk kastedilmistir.
Bakteriler disindaki mikrobiyota bilesenlerin bu tezin kapsami ve odagi disindadir.
Mikrobiyota, bir ortamdaki tiim mikroorganizmalarin olusturdugu toplulugun biitiiniidiir.
Yukarida da belirtildgi gibi, mikrobioyota’nin tagidig1 genetik materyale (yani bu tiim
bakterilerin DNA’sina) topluca mikrobiyom adi verilir. Mikrobiyom, genellikle ¢ok
hiicreli konak¢1 organizmadaki bdlgeye 6zgii bir konumla iligkili (mesela insan derisi ve
bagirsag1r gibi), belirli bir ortamdaki toplam mikrop koleksiyonunu temsil eder.
Mikrobiyom, deri, agiz, vajina ve bagirsaklar gibi insan viicudunun ¢esitli yerlerinde
bulunan, birlikte yasayan, simbiyotik ve patojenik mikroorganizmalarin karmasik ve
heterojen bir ekosistemidir. Mikrobiyom, insan hiicrelerinden on kat daha fazla
mikroorganizma ve insan genomundan yiiz elli kat daha fazla gen icermektedir. Bu
konuyla ilgili son ¢aligmalar bize bu mikrobiyal topluluklarin insan sagligi lizerinde
beklenenden daha biiytiik bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Mikroorganizmalarin
neden olduklar1 hastalik etkenlerinin saptanmasi, klinik 6rneklerin alinmasi, taginmast,
gerektiginde uygun ortamlarda saklanmasi, uygun ortamlara ekim yapilmasi, sonuglarin
dogru degerlendirilmesi ve dogru tedavinin belirlenmesinde insan mikrobiyotasinin
bilinmesi ve iiye mikroorganizmalarin taninmasi olduk¢a énemlidir. Insan viicudunda
veya iginde yasayan mikroorganizma miktariin insan hiicrelerinden on kat fazla oldugu
tahmin edilmistir ve bu mikrobiyota ile, bize tek basina sahip olmadigimiz faydali
metabolik ve genetik yetenekler saglayan karsilikl bir iliski i¢inde bir arada bulunuyoruz.
Spesifik olarak, insan mikrobiyotasinin sindirim enzimi aktivitesinde rol oynadigi
gosterilmistir, patojen korumasi ve vitamin sentezi. Bununla birlikte, bu iligki zararl
olabilir ve mikrobiyotadaki degisiklikler diyabete yol agabilir, obezite, inflamatuar barsak
hastalig1, kolorektal kanser ve bireyin sagligini etkileyen diger bir¢ok hastalik / faktor.
Mikrobiyom, mikrobiyotadan genomik bilgilerin toplanmasini ifade eder ve insan

mikrobiyomunu hangi organizmalarin doldurduguna ve bunlarin insan sagligi tizerindeki



etkilerine iliskin kompozisyon bilgileri su anda aktif bir arastirma alamdir [23]. Insan
mikrobiyomu esas olarak bakteri, mantar, virlis ve bazi dkaryotlardan olusmaktadir. Bu
mikroorganizmalarin ¢ogu gastrointestinal sistemde, deride, solunum sisteminde ve
iireme sisteminde bulunmaktadir. Bakterilerin insan viicudundaki sayisi, cesidi ve
dagilimi cinsiyet, hormonal degisiklikler, beslenme diizeni ve kisisel hijyen aliskanliklari,
yas ve cografi bolge gibi faktdrlerden etkilendiginden degisiklik gosterir. Insan bagirsag
mikrobiyotasina yonelik arastirma ilgisi, Insan Mikrobiyom Projesi (HMP) ile
baslamigtir. HMP, cilt, ag1z boslugu ve gastrointestinal sistem dahil olmak iizere insan
viicudunun bir¢ok bolimii ¢ozilmiistir. HMP'nin amaci, insan viicudunun bir¢ok
yerindeki mikrobiyota tiirlerini tanimlamak ve konaktaki patojenik bakterileri ve
simbiyotik florayr ayirt ederek mikrobiyota, genotipler, mikrobiyal metabolizma ve
konake¢inin avantaj ve dezavantajlarini incelemektir [1]. Son yillarda, insan bagirsak
mikrobiyotas1 arastirmalar1 biiylik ilgi gormiistiir ve Ozellikle metagenomik
aragtirmalarin  gelistirilmesinden sonra, canli tilirleri ve potansiyel uygulamalari
hakkindaki anlayisimiz artti. Bagirsak mikrobiyotasi ¢ok ¢esitlidir ve insan sindirim
sisteminde trilyonlarca mikroorganizma icerir. Bagirsak mikrobiyotasinin olusumu ve
cogalmast dogumda baslasa da bilesimindeki degisiklik temel olarak cesitli genetik,
beslenme ve cevresel faktorlere baglidir. Bagirsak mikrobiyotasinin bilesimindeki ve
islevindeki degisiklikler, bagirsak gegirgenligini, sindirimi ve metabolizmay1 ve
bagisiklik tepkisini degistirebilir. Bagirsak florasinin dengesindeki degisikliklerin neden
oldugu proinflamatuar durum, gastrointestinal ve metabolik hastaliklardan immiin ve
noropsikiyatrik hastaliklara kadar bircok hastaliga yol agabilmektedir [24]. Insan
bagirsak mikrobiyotasinin olusumu yasamin erken donemlerinde, yani dogumdan 6nce
baslar. Bagirsak mikrobiyotasi, konak¢t organizmanin normal islevinde 6nemli bir rol
oynar. Bagirsak mikrobiyotasi, ¢esitli metabolitleri sentezleyebilir ve konaker ile
etkilesim yoluyla insan saglig1 lizerinde olumlu veya olumsuz bir etkiye sahip olabilir.
Bagirsak florasi, patojenik mikroorganizmalarin istilasini 6nlemek i¢in kararl bir sistem
olusturarak bagirsak ylizeyinde yasar ve ¢ogalir [24]. Mikrobiyotanin koruyucu etkisi,
bagirsak yiizeyini istila etmesi ve sistemin stabilitesini saglayarak patojenik
mikroorganizmalarin istilasin1 6nlemesidir [25]. Ek olarak, bagirsak mikrobiyotasinin
metabolik kapasitesi, kisa zincirli yag asitleri (SCFA) fiiretmek icin anaerobik
fermantasyon yoluyla sindirilemeyen bilesiklerin par¢calanmasini igerir. Bu fermantasyon
iiriinleri, bagirsak epitel hiicreleri i¢in 6nemli bir enerji kaynagidir ve bu nedenle mukozal

bariyeri giiclendirebilir [24]. Transkriptom ve mikrobiyota haritasin1 daha etkili ortaya



cikarabilen Yeni Nesil Dizilimi teknolojisinin yayginlagsmasi yara iyilesmesinde

mikrobiyota’nin roliine dikkat ¢ekmektedir.

1.3. Rejeneratif Model Organizma Olarak Axolotl

Rejenerasyon siirecinde farkli doku ve organlarin yenilenme kapasitesi farklidir ve
yenilenme kapasitesi organizmanin tiiriine bagli olarak degisebilir. Omurgali canlilar en
az rejenerasyona sahip siniftir. Omurgalilar arasinda memelilerde sinirl diizeyde bir
rejenerasyon gerceklesirken bazi amfibiler sinifinda bulunan omurgalilar yiiksek diizeyde
bir rejenerasyon sahiptirler. Axolotl, amfibi sinifinin diger omurgalilar1 arasinda yiiksek
yenilenme yetenegine sahip tek organizmadir. Axolotl (Ambystoma Mexicanum),
olaganiistii rejeneratif kapasitesi nedeniyle kok hiicre ve rejenerasyon arastirmalarinda
umut verici bir model olarak ortaya ¢ikmaktadir [26]. Deri ve doku hasar gordiikten sonra
hasar gormiis bolgede bir dizi molekiiler ve hiicresel olay gergeklesmektedir. Yara
iyilesmesi siirecinde mikrobiyomun dinamiklerini anlamak, altta yatan biyolojik
mekanizmalar1 anlamak ve daha iyi yonetim ve tedaviye yonelik etkili ¢ozlimler
tasarlamak i¢in ¢cok onemlidir. Semender uzvunun yenilenmesi, 200 yili askin siiredir
bilinen bir biyolojik mucize olmustur [27]. Bu biiytileyici biyolojik sorun, bir¢ok bilim
insanini, semender uzuvlarinin neden yenilenirken insan uzuvlarmin bunu yapamadigini
aciklamak amaciyla mekanizmalar1 incelemeye c¢ekmistir [28]. Aksolotllar diger
semender tiirlerine gore yakin zamanda evrimlesmislerdir. Yaklasik 23cm
uzunlugundadirlar. Biiyiirler ve ¢esitli renklerde gelirler ve neredeyse tiim semenderlerin
aksine neoteniktirler, yani genglik ozelliklerini yetiskinligine kadar korurlar asla
metamorfoza ugramazlar. Suda yasamalari, asla karaya c¢ikmamalar, dig tlyli
solungaclarmi ve kuyruk ylizgeclerini tutmalar1 ve hareketli g6z kapaklarindan yoksun
olmalar1 anlamina gelmektedir. Bulunduklar1 tiim Meksika gdllerinin birkag ortak noktasi
vardir. Birincisi, hepsi biiyiik, nispeten kalic1 su kiitleleridir. Ikincisi, géller ¢ollerle
cevrilidir ve ¢ogu durumda bolgedeki tek kalic1 su kiitlesidir. Ugiinciisii, bu géllerin
hi¢birinde tarihsel olarak biiyiik, yirtict baliklarin olmamasidir. Aksolotl harig
omurgasizlar; yassi solucan, hidralar, deniz yildiz. Orijinal benliklerinin kii¢lik bir parcasi
bile tiim viicutlarini yenileyebilmektedir. Bu hayvanlarin ortak noktast hepsinin
omurgasiz olmasidir. Insanlar gibi omurgalilarda rejenerasyon, bir yaranm iizerindeki
deri veya skar dokusunun yeniden biiyiimesi oldukga smirlidir. Insanda karaciger disinda
ne organlar ne de uzuvlar yeniden biiyliyebiliyor. Aslinda neredeyse higbir omurgali

insanin yapabildiginin ¢ok Otesinde yenilenemez. Aksolotl ve semender grubunun diger
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iiyeleri hari¢ uzuvlarini yeniden biiyiitebilen diger omurgalilar kurbagalardir ancak
kurbagalar tamamen yetiskin formuna dondiiklerinde yeteneklerini kaybederler. Aksolotl

omrii boyunca yenilenme yetenegini korumaktadir [29].

1.3.1. Axolotlda rejenerasyon

Amfibilerde uzuvlar1 dogal olarak yenileme yetenegi, rejenerasyon calismalarinda
dikkate deger bir olgudur. Amfibilerde rejenerasyon, kuyruk ampiitasyonu sonrasi
meydana gelen rejenerasyon ile ilgili ilk gozlemleri 18. yiizyil Italyan doga bilimci
Lazzaro Spallanzani'nin anlatimiyla baglar. Bugiine kadar devam eden arastirmalar, bu
essiz olayin gerceklesmesinde rol oynayan faktor ve molekiilleri bulmaya ¢alismistir [13].
Hipotezler, memeliler sisteminde var olan veya olmayan aktorleri belirlemek ve iizerinde
caligmak icin kullanilir. Memelilerde rejenerasyon optimal diizeyde islev goriir. Hasarlt
veya ampute kol veya kuyruk kok hiicreleri ve farklilasmamais hiicreler ve bu hiicrelerin
etrafindaki biiyimeyi regiile eden transforme edici biiyiime faktorii Beta (TGF-f),
anteroposterior biiylimeyi kontrol eden Sonic Hedgehog ve fibroblast biiytime faktorleri
ndronal oryantasyondan sorumludur. Wnt sinyalleri ve rejenerasyonunda gorev alan
kemik morfojenik proteini, morfogenez, kontrollii biiylime ve farklilasmada gorev alan
Hox proteinleri gibi sinyal molekiillerinin rejenerasyonu tetikledigi bilinen kok hiicreler
ve retinoik asit ile tam bir kol veya kuyruk yapilir, ampute parga ile eslesecek sekilde
yeniden yapilandirilir [30]. Aksolotllarda rejenerasyon hayatin her evresinde gerceklesir
ve bilindigi kadariyla canlinin rejenerasyon potansiyeli yetigkinlikte kaybolmaz. Larva
donemindeki rejenerasyon ile ergin donemdeki rejenerasyon arasindaki fark, ergin
donemdeki rejenerasyon siiresinin uzadigini goézlemlenmistir [31]. Diger semender
tirlerine gore yakin zamanda evrimlesmislerdir. Yaklasik 23cm uzunlugundadirlar.
Biiyiirler ve c¢esitli renklerde gelirler ve neredeyse tiim semenderlerin aksine
neoteniktirler, yani genglik 6zelliklerini yetiskinligine kadar korurlar asla metamorfoza
ugramazlar. Suda yasamalari, asla karaya ¢ikmamalari, dis tiiylii solungaglarint ve kuyruk
yiizgeclerini tutmalar1 ve hareketli g6z kapaklarindan yoksun olmalar1 anlamia gelir.
Aksolotllarin fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin ve sinyal yollarinin bir¢ogunun
memelilerinkine benzer olmasi, aksolotl deneylerinden elde edilen bilgilerin memelilere
uygulanma potansiyelini arttirmaktadir. Bu canlilar, 6liimciil olmayan herhangi bir hasari
onarabilir ve hasarli1 doku veya organi tamamen rejenere etme yetenegine sahiptir. Bu
durum canlinin i¢ organlarinda, omurilik ve beyin gibi merkezi sinir sisteminin

bilesenlerinde oldugu gibi kuyruk, solunga¢ ve 6n/arka uzuvlarda da mevcuttur [32] .
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Hasar sonrasi1 yenilenen doku veya organ iizerinde yara izi olugmaz ve yeniden yapilanan
doku veya organ hasar gérmeden 6nceki seviyede fonksiyonlarini yerine getirebilir. Bir
aksolotlun bir uzvunu yeniden biiyiitme sekli, uzvun hayatta kalan hiicreleriyle baslar.
Uzuv kesildiginde veya kaybedildiginde, bir kan pihtis1 kesikteki kanamayi hizla
durdurur ve ampiitasyon alanini bir hiicre tabakasi kaplar. Bu kisim bizim iyilesme
yontemimizden ¢ok farkli degildir. Daha sonraki birkag¢ giin i¢inde epidermisin altindaki
hiicreler hizla bolinmeye baslar ve blastema olarak bilinen koni seklinde bir yapi
olusturur. Blastema, yenilenmenin anahtarini elinde tutan seydir. Normal kemik, kikirdak
veya kas hiicrelerinin farklilastigi, yani kimliklerini kaybedip tekrar kok hiicrelere
doniistiigli yerdir. Yavas yavas hayvan yumurtasinda ilk gelismeye basladiginda kok
hiicrelerin yapacagi gibi kemik, deri ve damarlar1 diizeltmeye baglarlar. Blastemadaki
hiicreler, boliinmeye devam ederken sinirler ve kan damarlar1 onu viicudun geri kalanina

baglar. Uzuv sonunda tamamen biiyiir ve kaybolan uzuv tam bir kopyasi gibi goriiniir.

1.3.2. Axolotlda rejenerasyon ve metamorfoz iliskisi

Amfibilerin bir semender tiirii olan Axolotl, yiiksek rejeneratif kapasite, diisiik kanser
insidansi, yara iyilesmesi, uyarilmis metamorfoza girme kabiliyeti ile yasam boyu yeni
dogmus gibi deneysel olarak onaylanmis oOzelliklere sahiptir. Bu ozellikler yakin
zamanda, rejeneratif ve gelisimsel biyoloji i¢in umut verici bir omurgali model organizma
olarak axolotl'in kurulmasina katkida bulunmustur [26]. Aksolotlde rejenerasyon ile ilgili
giincel ¢alismalar, transkriptom ve proteom profilleme araclar1 kullanilarak ekstremite ve
kuyruk rejenerasyonu sirasinda aktive edilen genlerin, gen aglarmin ve yollarin
tanimlanmasina odaklanmistir. Bununla birlikte, semenderlerin mikrobik ¢esitliligi ve
semender ile iligkili mikrobiyotanin bagisiklik gibi biyolojik siiregler iizerindeki etkisi
hakkinda ¢ok sinirli veri bulunmaktadir. Ayrica, literatiirde aksolotl dahil olmak iizere
bir¢ok semender tiiriiniin mikrobiyal ¢esitliliginin sistematik olarak arastirilmasi eksiktir.
Axolotl kritik derecede tehlike altinda olan bir semender tiirli ve rejeneratif ve gelisimsel
biyoloji i¢in model bir organizmadir. Dogada ve tutsak yetistirilmis kolonilerde omiir
boyu siiren yenilige ragmen, bu hayvanlarin metamorfozu, Tiroid hormonlar1 (TH'ler)
uygulanarak deneysel olarak indiiklenebilir. Tiroid hormonlar1 (TH'ler), metamorfozun
baslangicinda ve tamamlanmasinda kilit oyunculardir. TH'lerin dogal birikimi
(anuranlarda oldugu gibi) veya uygulanmasi (aksolotlde oldugu gibi), karasal yasam
kosullarin1 uyarlamak icin organlarin kritik bir sekilde yeniden diizenlenmesine yol agar

[26].  Aksolotllardaki neoteni, metamorfoz gecirmeseler bile cinsel olgunluga
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erismelerine neden olur. Bircok aksolotl irki tamamen Neoteniktir veya Neotenik
poplilasyonlara sahiptir. Evrimsel analizler, aksolotllardaki metamorfozun ve yeni
tiirlerin evriminin nedensel faktoriiniin, tiroid uyarict hormonun isleyisini engelleyen bir
mutasyon oldugunu gostermektedir. Bu nedenle tiroid iiretilemez ve dolayisiyla tiroksin
salgilanamaz. Bu, semenderlerin metamorfozunu Onler. Dolayisiyla bu, evrim
stirecindeki yikict bir mutasyonun bile yeni tiirler ve tiir gruplar1 gelistirebileceginin en
acik Orneklerinden biridir. Bir "ara tiir" olarak kabul edilirler; ¢linkii kendilerine bu
hormonlar verilirse bir bagkalasim gecirerek gelisimlerini tamamlarlar ve bambagska bir
canlt haline gelirler. Bu canli aslinda onun "yetiskin" halidir. Bununla birlikte, aksolotl
dogada normal olarak bu yetiskin agamasina neredeyse hi¢ ulasmaz yani neotenik olarak
yasamint tamamlar bu sekilde yani neotenik olarak yasam silirdiirmek iizere
evrimlesmislerdir ve dolayisiyla ilgili yasam kosullarina adaptasyon saglamistir.
Aksolotllarda metamorfoz olusturmak i¢in arastirmacilarda tercih edilen iki farkli belli
basli yontem mevcuttur. Birincisi bu hormonlarin canliya intraperitoneal enjeksiyonla
uygulanmasi digeri ise hormonlarin canlinin yasadig: ortama (bu durumda suya) enjekte
edilmesidir. Onceki calismalarin cogu metamorfik siirecin kendisine odaklanirken,
arastirmacilar metamorfik aksolotllarin yenilenme yetenegi arastirilmistir [31]. Yapilan
caligmalardan da anlagilacagi ilizere metamorfoza ugrayan aksolotlda solungag,
pigmentasyon, kuyruk ylizgeci gibi sucul yasamin ayirt edici 6zellikleri karasal yasama
uyum saglamak icin yeniden diizenlenmektedir. S6z konusu uyum  siirecinin
tamamlanmasi yaklagik iki ay stirmektedir. Metamorfoz sirasinda aksolotlun solungaclari
ve arka kuyruk yiizgeci kaybi olur ve cilt pigmentasyonuna ugrar [33]. Harici olarak
uygulanan farkli dozlarda tiroid bezi konsantrasyonu, metamorfoz sona erdiginde etki
etse de, metamorfoz siirecinde ve metamorfoz ile degisen gen ekspresyonunda etki

olusturmaz [34].

1.3.3. Axolotlda rejenerasyon ve mikrobiyota iliskisi

Tehlike altindaki bir tiir olan aksolotl, yasam1 boyunca eksik viicut pargalarinin tam ve
fonksiyonel olarak yenilenmesini saglayabilen birkag yetiskin hayvandan biridir. Axolotl
larva ve yetiskin asamalarinda uzuvlar, kuyruk, beyin, omurilik ve i¢ organlar dahil olmak
iizere ekstremitelerini yenileyebilir. Uzuv kaybedildiginde ¢ok az kanar ve yara 1 giin
icerisinde kapanir. Aksolotl rejenerasyonu ile ilgili hiicresel ve molekiiler arastirmalar
icin halka agik kaynaklar (6rnegin Transkriptom, proteom ve genom verileri) artti. Buna

ragmen, buradaki biriken verilerin kapsamli bir sekilde yorumlanmasini engelleyen
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aksolotl mikrobiyom verileri ¢ok az mevcuttur. Bu alandaki bilgi boslugunu kapatmak
icin ¢alisilmis ve son zamanlarda neotenik ve metamorfik agsamalarda aksolotlun ilk ¢ok
organli mikrobiyom profili incelenmistir. Bu ¢alisma iki yasam evresini mikrobiyom
acisindan kiyaslamak icin yapildi [26]. (Bu c¢alismadan sonraki ayri bir ¢aligmada ise
neotenik aksolotlda rejenerasyon siirecinde mikrobiyomun ugradigi degisimler arastirildi
[26]. Demircan ve ark. tarafindan yapilan bu calisma kapsaminda 16S rRNA gen
amplikonlarini dizileyerek, rejenerasyonun farkli asamalarinda (0, 1, 4, 7, 30 ve 60 giin
sonra) kesim bolgesi ¢evresindeki ekstremite dokularimin mikrobiyom profillemesi
yapild1 ve mikrobiyotadaki degisim gézlemlendi. Sonug olarak bu bahsedilen ¢aligmada
aksolotl uzuv rejenerasyonu sirasinda mikrobiyomunun dinamigi goézlemlendi (Bu
baglamda bu tez calismasi mikrobiyom analizleri s6z konusu bu rejenerasyon
caligmasinin devami niteligindedir).

Rejenerasyonunun genel olarak {i¢ ana faz1 su sekilde 6zetlenebilir: baglama fazi (0-1
giin), erken faz (4-7 giin), ge¢ faz (30-60 giin). Bu fazlar asama veya satha olarak da
bilinir. Bu ardigik fazlar anatomik ve fizyolojik degisimler bakimindan sirasiyla
rejenerasyonun su ii¢ ana fazina karsilik gelmektedir: yara iyilesmesini, farklilasma
(blastema olusumu) ve yeniden gelisim. Rejenerasyonun en etkili (belirleyici) asamast
erken faz evresidir. Bu faz kol kesildikten (4 cii 7 ci giin) araligina denk gelmektedir. Bu
fazda rejenerasyonun kalbi olarak nitelendirilebilecek bir olay meydana gelmektedir yani
blastema dokusu olugsmaktadir. Olusabilecek olaylar planlanmig ve biyolojik sinyaller
gerekli yerlere iletilmeye baslanmistir. Normal hiicreler kok hiicrelere doniismektedir ve
kok hiicre aktivitesi sonucu dokular olugsmaktadir. Zamanla bir sonraki (iiglincii) safhada
ise dokular organlar1 olusturmaktadir. Asagida s6z konusu aksolotl uzuv
rejenerasyonunun {i¢ faz1 hakkinda ek bilgiler vardir.

Yara iyilesmesi (Wound healing) fazi: Patternler yakinindaki hiicrelere hizla ulasan ani
sinyaller {iretir. Bu kimyasal sinyaller keratinosit ad1 verilen deri hiicrelerini 10 — 24 saat
icerisinde acik yaranin iizerinde gezinmek i¢in aktive eder yara kenart miihiirlenir ayrica
notrofiller olarak adlandirilan bagisiklik hiicrelerine sinyal verir ve onlar1 enfeksiyonlarla
savasmaya yardimci olmak i¢in aktive eder. Hiicresel kalintilar1 ve patojenleri
temizlemek icin hizla ¢alisirlar. Baska bir aktiflestirilmis bagisiklik hiicresi tiiri,
memelilerdeki makrofajlardir. Makrofajlar genellikle yara iyilesme asamasindan sonra
skar yaratirlar ancak ayni zamanda aksolotl makrofajlarinda rejenerasyonu tesvik edici

yeteneklere sahiptirler.
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Blastema Formasyonu (Blastema Formation) fazi: Makrofajlar yeniden sekillenmesi i¢in
diger hiicreleri skarsiz iyilesmeyi tesvik etmek ve blastemanin olusumu ve biiylimesi
boyunca yaralanmadan sonraki ilk hafta icinde blastemay1 olusturmak i¢in koordine eder
ve yonlendirir.

Yeniden Gelisim (Restructuring) fazi: (Patterning and Scaling) olarak da bilinir. Bu fazda
rejenerasyon siirecinde ilk giinden sonra 2-3 ay ge¢mis olur. Bu fazda yeni uzuv aksolotl
icin dogru boyuta biiylimiis olur. Dogru boyuta ulastiginda uzuv biiylimeyi ne zaman
durduracagini nasil bildigi bir sir olarak kalir, bilim adamlar: tarafindan cevaplanmasi

gereken bir¢ok soru vardir.

1.4. Biyobelirtecler ve Multi-omik Calismalar

1.4.1. Biyobelirtecler

1.4.1.1. Biyoloji ve saghk bilimlerinde biyobelirtecler

Biyobelirte¢, bir organizmanin normal veya anormal biyolojik durumunu o6lgerek
belirlemeye yardime1 olan biyolojik bir madde, siire¢ veya olaydir. Biyobelirteglere 6rnek
olarak belirli biyomolekiil, mikroorganizma veya tepkimeler (reaksiyonlar) gosterilebilir.
Biyomolekiil biyobelirtegler DNA, RNA, miRNA’lar gibi niikleik asitler, enzimler ve
reseptorler gibi proteinler, peptitler, antikorlar ve benzeri molekiiller olabilir [35]. Diinya
Saglik Orgiitii'niin tanimlamalarma gore biyobelirteg, “viicutta veya iiriinlerinde
oOlgtilebilen, hastaligin baslangicini veya sonucunu etkileyen veya tahmin eden herhangi
bir madde, yap1 veya siire¢” olarak tanimlanmaktadir [36]. Biyobelirtecler kanda,
bosaltim iirlinlerinde veya viicut salgilarinda saptanabilir [35]. Biomarkers Definitions
Working Group (Biyobelirte¢ Tanimlar1 Calisma Grubu) tarafindan tanimlandigi gibi,
Olciilebilen herhangi bir biyolojik belirteg, 6rnegin EKG, kan basinci, idrar tahlili ve
benzeri bir biyobelirtectir [37]. Giiniimiizde ¢ok giincel bir konu olan Hassas tip
(Precision medicine) i¢in biyobelirtegler, nispeten yeni bir klinik ara¢ setinin bir
pargasidir. Son zamanlarda 6nemli arastirmalarin ve yatirimlarin yapildigi biyobelirteg
arastirmalart giiniimiizde bir¢ok alan icin giderek daha da ilgi c¢ekici hale gelmistir.
Boylece biyobelirte¢ alani bir disiplinlerarasi alana doniismektedir. Son teknolojik
geligmeler, ileri ve yenilik¢i dizileme teknolojileri ve yeni analitik teknikleri sayesinde
kan, idrar ve tiikiiriik gibi viicut sivilarindan 6nemli sayida biyobelirte¢ tanimlanmastir.
Yeni kesfedilen biyobelirtegler, hastaliklart ve saglik durumundaki degisikliklerin

izlenmesi, biyoizleme ¢aligmalari, risk degerlendirmeleri, klinik teshis, hastaligin teshisi
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(diagnosis) ve prognozu, ila¢ endiistrisi ve daha pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Tip
alaninda hastaliklarin teshisi ve izlenmesinde kullanilan biyobelirtegler her gegen giin
heyecan uyandirmaya devam etmektedir. Biyobelirtecler konusu, sadece tibbin tiim
alanlarinda degil eczacilik alaninda da hedefe yonelik ilaglarin gelistirilmesinde onemi
giderek artan bir konudur. Biyobelirtecler klinik ve subklinik hastaliklarin tanisinda,
tedaviye yanitin ve prognozun izlenmesinde kullanilmaktadir. Bir¢cok hastalikta protein
ve peptit profillerinin analizi ile doku ve biyolojik sivilardaki proteinlerin
degerlendirilmesi (plazma, serum, idrar, bronkoalveolar lavaj, periton sivisi, beyin
omurilik sivisi, siit, eklem sivisi, tiikiiriik, amniyotik sivi ve benzeri) hastaliklarin
patogenezini anlamak icin kullanilmaktadir. Biyobelirtecler, bulasic1 hastaliklarda
bakteriyel ile bakteriyel olmayan enfeksiyonlari ayirt etmek, tedaviye yanit verme
stirecinde ve sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.

Temel ve klinik arastirmalarda ve klinik uygulamada biyobelirteglerin kullanimi o kadar
yaygin kullanilmaktadir ki, klinik arastirmalarda birincil son nokta karar verici olarak
kabul edilirler. Iyi derecede karakterize edilmis gesitli tedaviler ve popiilasyonlarda klinik
sonuclari dogru bir sekilde Ongordiigii bircok kez gdsterilen spesifik mikrobiyal
biyobelirtegler icin bu kullanimin uygunlugu gdsterilmistir. Biyobelirte¢ 6rnekleri, kalp
atis hiz1 ve kan basincindan temel kimyaya ve kan ve diger dokularin daha karmagik

laboratuvar testlerine kadar birgok etkeni igermektedir [38].

1.4.1.2. Mikrobiyal biyobelirtecler

Mikrobiyal biyobelirtegler, biiylik 6lgekli biyomedikal arastirmalarda temel bir rol
oynamaktadir.  Olgiilebilir biyolojik siire¢ler ve klinik sonuglar arasindaki iliskiyi
anlamak, tlim hastaliklar icin tedavi cephanemizi genisletmek ve normal, saglikli
fizyoloji anlayisimizi derinlestirmek icin kritik O6neme sahiptir [39]. Mikroplarin
biyobelirte¢ olarak son zamanlarda daha ¢ok dikkat ¢eken bir hedef haline gelmistir. Bu
kapsamda bir¢ok biyolojik siiregte ve hastaliklarda mikrobiyal biyobelirteclerin kesfi ve
etkili bir sekilde kullanimi 6nem arzetmektedir. Mikrobiyom alanindaki gelismeler bu
cabalara biiylik katki saglamaktadir. Baz1 alanlarda mikrobiyal biyobelirte¢ler hususunda
kayda deger ilerlemeler saglanmistir. Bu alanlara 6rnek olarak inflamatuar bagirsak
hastaliklar (inflammatory bowel disease; IBD), kolorektal kanser (colorectal cancer;
CRC) ve otizm spektrum bozuklugu (autism spectrum disorder; ASD). Rejenerasyon
alaninda ise mikrobiyal biyobelirtecler ¢cok az calisilmistir. Aksolotl kol rejenerasyonu

alan1 da mikrobiyal biyobelirtecler acisindan 6nemli potasiyele sahiptir. Buradaki
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arastirma boslugu hala biiylik o6l¢iide doldurulmayr beklemektedir. Aksolotl kol
rejenerasyonun baglaminda mikrobiyal biyobelirte¢ kesfi ve karakterizasyonu bu yonde
yapilacak yogun ve etkili ¢aligmalara baghdir.

Mikrobiyal biyobelirtegler inflamatuar bagirsak hastaliklarinin patogenezinde ¢ok yonlii
roller oynamaktadirlar. Yapilan molekiiler analizler, taksonomik iiyelerin ve mikrobiyal
iiriinlerin inflamatuar barsak hastaliginda rol oynadigina dair bir¢ok olumlu kanit ortaya
koymustur, ancak klinik biyobelirtecler olarak kullanimlar1 heniiz baglangic
asamasindadir. Biiyiik bir ilerleme kaydedilmis bir arastirma alani olan inflamatuar
bagirsak hastaligr alaninda mikrobiyal biyobelirte¢ tiirlerin tanimlanmasi ve valide
edilmesi 6zel bir yere sahiptir. Bu hastalik baglaminda bu tiir biyobelirtegler su amaglar
icin kullanilabilir: hastalik durumunun ve fenotipin tesbiti (tan1), tedavinin se¢imi ve
prognoz [40].

Kolorektal kanser, kanserin ikinci 6nde gelen nedeni olarak gosterilmektedir. Kolorektal
kanserin saptanmasi ve prognozu i¢in hassas, invaziv olmayan ve uygun maliyetli
yontemler gelistirmeye ihtiyag duyulmaktadir. Faydali konak islevlerine ek olarak,
bagirsak mikrobiyotasinin karsinojenezde rol oynayan Kkilit bir rol olduguna dair bircok
kanit bulunmaktadir. Bu calismalar sonucunda kolorektal kanser de tanimlanan
prognostik mikrobiyal ile iligkili belirtecler incelenmistir. Fekal ile iligkili mikrobiyota,
kolon kanseri ile dinamik olarak baglantili olabilecegi sonucuna varilmistir [41].

Otizm spektrum bozuklugu, davranigsal ve sosyal bozukluklarin yani sira gastrointestinal
anormallikler, dis ve alerji gibi birden fazla durumla karakterize edilmis karmagik bir
norolojik ve gelisimsel bozukluktur [42]. Otizm spektrum bozukluklarinin teshisi i¢in
birka¢c mikrobiyal belirtecin yarar1 arastirllmistir ve ag analizi kullanilarak agiz ve
bagirsak mikrobiyotas: arasindaki iligki incelenmistir. Otizm spektrum bozuklugunu ve
komorbidite (ek hastalik) durumlarini teshis etmek icin mikrobiyal belirteglerin
gelistirmesi ve uygulanmasi hedeflenmistir. Bu hedef gerceklestigi takdirde tedavi

alaninda faydali ipuglarin saglanacagi beklenmektedir [42].

1.4.1.3. mRNA biyobelirtecler

Tip alaninda mRNA transkriptleri, ¢esitli hastaliklarin tan1 ve tedavisi i¢in molekiiler
biyobelirtegler olarak gelistirilmektedir. Bu ve bunun gibi biyobelirtecler, hastaligin
ilerlemesini daha erken ve daha dogru bir sekilde tahmin ve teshis etmede ayrica risk
altindaki kisileri belirleme yetenegi saglamaktadir. Mikroarraylerin kullanimi ayrica

geleneksel biyobelirteclerle iliskili oldugu bilinmeyen ortogonal (ilgisiz) biyobelirtecleri
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tanimlama firsat1 da saglamaktadir [43]. RNA ekspresyonu diizeyinde biyobelirtecleri
saptamak i¢in ¢esitli yontemler kullanilir. Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(RTqPCR), gen ekspresyonunun seri analizi (Serial Analysis of Gene Expression; SAGE)
ve mikrodizi analizi kullanilan yontemlerden bazilaridir. RNA'lar yalnizca genetik
bilginin tagiyicilari olarak degil, ayn1 zamanda transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi
diizenlemenin 6zneleri olarak da hizmet eder. RNA'larin ¢ok kiiciik seviyedeki bollukta
saptanmasi ve Olclilmesi de kolaydir. Yakin zamanlarda yapilan ¢alismalarda, yeni nesil
dizileme teknolojisi ile genom diizeyde RNA ekspresyon diizeylerinin niceliksel
Ol¢timlerini kolaylastirtyor olarak goriilmektedir. RNA'nin kapsamli ekspresyon
profilleri hem genetik hem de dinamik diizenleyici bilgiler saglamaktadir ve bu nedenle
hiicresel durumun kesin ve dogrudan biyobelirtegler olarak islev gorebilir [44]. Fenotipi
belirleyen genetik bilginin statik bir gorlinlimiinii saglayan genomlarin aksine, genom
transkripsiyonu dokular, gelisim asamalar1 ve hastalik durumlar1 arasinda degisiklik
gostermektedir. Bu nedenle, genlerin i¢ ve dis kosullara yanit olarak nasil diizenlendigini
anlamak icin transkripsiyonel varyasyon bilgisi esastir. RNA dizilimi (RNAseq) ve tim
transkriptom mikrodizileri gibi modern transkripsiyonel teknikler, transkriptomun

kapsamli ve dogru bir goriiniimiinii kesfetmek i¢in uygulanmistir [45].

1.4.2. Multi-omik calismalar

Multiomic bir ¢aligma, farkli deney tiirleri ve artan boyutlar nedeniyle genellikle ¢ok
farkl1 veri modalitelerine sahip veri kiimelerine sahip olmak anlamina gelmektedir.
Multiomic bir is akisinda (RNA, proteinler veya metabolitlerin profilini ¢ikarirken),
RNAseq girisimlerinin transkriptom veri kiimesi, yiizlerce ila binlerce transkript
olusturabilmektedir. Multiomik, farkli omik seviyelerde (6rnegin genom, proteom,
mikrobiyom gibi ¢ok kapsayict boyutlarda) diizenleyici birimleri ortaya c¢ikararak
biyolojik siireclerde yer alan molekiiler belirtegleri tanimlamay1 amaglar [46]. Her hasta
icin 6zel tibbi hedef tedavi ve yOnetimi ile bireysellestirilmis bir saglik modeli 6neren
yeni bir kisisellestirilmis tip donemi geldi [47]. Bu rejim altinda, sadece hastalarin klinik
profilleri degil, molekiiler profilleri de ileri tedavi icin kisisel olarak yonetilmektedir.
Multi-omik analizlerden elde edilen detayli bilgiler, Hastaliklarin altinda yatan
mekanizmalarin1 anlamada, erken taniy1 kolaylastirmada, kisiye 6zel tedavi stratejileri

secmede ve etkinliklerini degerlendirmede biiyiik potansiyele sahiptir.
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1.4.2.1. Multi-omik veri madenciligi

Molekiiler biyolojide ¢igir acan yiiksek verimli analizi (high throughput analysis)
tekniklerinde giin gectikge daha yayginlasmakta ve ileriye seviyeye tasinmakta. Bu
baglamda son on yilda mikrodizin metotlar1 yerlerini biiyiik o6lgiide yeni nesil
sekanlamaya birakmustir. Standart yeni nesil sekanslamada da en yaygin kullanilan metot
[lumina platformudur. Yeni nesil sekanlama sayesinde omik caligmalar daha da hiz
kazand1 ve daha gesitli hale geldi. Epitranskritom ve metatranskriptom omik sinifina
sonradan katilan omik c¢esitlerine 6rnek olarak verilebilir. Yeni nesil sekanslamay1
tamamlayict bir unsur olarak proteom alaninda da biiyiik gelismeler katedildi. Son
yillarda ise multi-omik (¢oklu omik) yaklasimi yenilik¢i bir yaklasim olarak ortaya
cikmistir. Bu gelismelere paralel olarak, biyomedikal veri analizine yonelik makine
ogrenimi uygulamalar1 da gelisiyor ve gereksinimlere uyum sagliyor. Multi-omik veri
analizi ve makine Ogreniminin entegrasyonu, yeni mikrobiyal biyobelirteclerin
kesfedilmesine olanak saglamaktadir. Son yillarda arastirmalar sonucunda, Hassas tip,
veri madenciligi (data mining) ve tahmine dayali algoritmalar, biyoinformatik ve tip gibi
disiplinler arasi1 alanlarda biiyiik 6nemli ilerleme kaydedildi [48].

Multi-omik teknolojileri verilerin elde edilmesinde yeni bir ¢igir acarken, veri
madenciligi ve makina 6grenmesi (Machine learning; ML) de bu verinin islenmesinde ve
anlamlandirilmasinda yazilim ve analiz altyapisim1 sagliyor. Makine &grenmesi
algoritmalari, genellikle onlart olusturan siiregler ve modeller hakkinda 6zel bilgiye
ihtiya¢ duymadan, yapilarini ve iliskilerini 6grenmek i¢in verileri pargalara ayirmaktadir
[49]. Makine 6grenmesi tekniklerinin giicii, verilerin boyutu ve kalitesiyle orantilidir. Bu
kapsamda Dizileme ve diger yiiksek verimli molekiiler teknolojiler, pahali olmayan,
tekrarlanabilir bir sekilde ¢ok miktarda yiiksek kaliteli veri iiretebilir. Dolayisiyla bu
deneysel teknikler herhangi bir organizmanin daha benzeri goriilmemis bir sistem
diizeyinde arastirilmasina izin verir. Cesitli kaynaklardan gelebilen bu veri kiimeleri,
ekipman ve deney ortamlar, c¢ogunlukla makine Ogrenmesi diisliniilerek
olusturulmadiklari i¢in hesaplamali modeller ve makine 6grenimi yontemleri i¢in makine
ogrenmesinde girdi veri olarak direkt kullanima hazir olmayabiliyor. Bu nedenle, ¢ok
sayida heterojen multi-omik veriyi isleyen, normallestiren, entegre eden ve daha fazla
analiz ve makine 6grenmesi i¢in bir uygulama alani olarak kullanilabilecek birlesik
Ozetlere dontistliiren yontemlere ihtiyag duymaktadir [49]. Makine 6grenimi ve sistem

genomigi (Machine Learning and Systems Genomics; MLSG) yaklasimlari, veri
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madenciligi ve Ongoriicli algoritmalar kullanarak multi-omik verilerinden ¢oklu veri
tiirlerini biitlinlestirerek, MLSG yaklasimlariin fenotip-genotip iligkilerinin yalnizca tek
bir veri tiirlinii kullanan bir analizden daha anlamli bir yorumunu destekleyebilecegine
isaret etmektedir. Bu nedenle, yeni nesil ¢oklu omik verileri kullanarak belirli bir nicel
veya kategorik fenotipin tahminini liretebilen (yani regresyon ve siiflandirma yapabilen)
MLSG yazilim ¢ergevelerinin (software frameworks) gelistirilmesine bir ihtiya¢ vardir
[50].

Coklu omik veri entegrasyonu, Hassas tip ¢agindaki en biiyiikk zorluklardan ve ayni
zamanda en biiyiik firsatlarindan biridir. Multi-omik yaklagimlara imkan taniyan bir diger
husus ise yiiksek verimli caligmalarin {rettigi biiylik biyolojik verilerin ilgili veri
tabanlarinda toplanmasi, birikerek artmasi ve biiyiik 6l¢iide erisime agik olmasidir. Multi-
omik yaklagimlarin veri madencilik boyutundaki ilerlemeye su 6rnek verilebilir: Klinik
sonug¢ tahminini iyilestirmek i¢in bir dizi yazilim araci gelistirilmistir ve gelistirilmeye de
devam etmektedir. Konunun daha iyi anlagilmasi i¢cin multi omik veri entegrasyonu
alaninda simdiye kadar gelistirilen kapsamli araglar1 6zetleyen yeni derleme yayinlara
ihtiyag bulunmaktadir. Bir multi-omik c¢alismada hastalarin sag kalimi iizerine
tahminlerde de bulunulmustur [51]. Multi-omik caligmalarin yayginlagsmasiyla multi-
omik veri madenciligi de gelisip daha kompleks hale gelecektir. Bu ilerlemelerin
rejenerasyon alanma da yansimalar1 olacaktir. Sonug¢ olarak gittikce artan ihtiyact
karsilamak i¢in multi-omik veri madenciliginde daha ¢ok akademik ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Modern ve yiiksek verimli omik 6l¢iim platformlarinin gelistirilmesiyle, biyomedikal
aragtirmalar, biyolojik sistemi daha iyi anlamak i¢in bu verilerden tam olarak
yararlanmak i¢in entegre (birlesik) bir yaklasim benimsemelidir. Yeni deneysel
tekniklerin ortaya cikmasiyla elde edilen farkli omik verileri yeni biyobelirteglerin
kesfedilmesine olanak tanir. Makine 6grenmesi ise kesifte multi-omik verileri entegre
etmek ve analiz etmek i¢in kullanilir [52]. Multi-omik ¢alismalar ile biyolojik siireclerin
altinda yatan mekanizmay1 belirlemek veri analizi, yorumlama ve gorsellestirmeye
yardimci olmak ve daha fazla omik veri setlerini birlestirmek ve multi-omik analizlerinde
istatistik ve makine dgreniminin uygulanmasi hedeflenmistir [46].

Calismalarda elde edilen transkriptom 6rneklerinin veri boyutlar1 degisebilmektedir. Bazi
durumlarda terabayt boyutunda veri dosyalar1 olusturabilir. Onemli tiirler arasi
varyasyona sahip bu veri dosyasi boyutlari, biyolojik olarak anlamli multi-omik verileri

entegre etmeyi zorlastirir. Buradaki biiyiik veri kiimeleri, biyolojik siireglere, olaylara ve
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hastaliklara doniistiiriicli i¢ goriiler saglamak icin ¢esitli hesaplamalar1 kullanmak igin
cok daha iyi bir ¢oziiniirliiglinde hiicresel sistemlere benzeri goriilmemis bilgiler

saglamak amaglanmistir [53].

1.5. Amag

Son zamanlarda yapilan yogun mikrobiyota arastirmalarmna ragmen bakterilerin yara
iyilesmesine ve daha genel anlamda rejenerasyona etkisi ve bunun altinda yatan
molekiiler mekanizmalar hala tam anlamiyla bilinmemektedir. Ozellikle hangi bakteri
tiirlerinin bu biyolojik siirecte biyobelirte¢ ve modiilator olarak kullanilabilecegi konusu
heyecan uyandirmakla beraber hala aydinlatilmay1 bekliyor. Insan iizerindeki ¢aligmalara
ek olarak, rejenerasyon alaninda gittik¢e 6nem kazan bir model organizma olan aksolotl
yara iyilegsmesi konusunda tamamlayici bilgiler ve kritik ipuclart sunmaktadir. Yara
iyilesmesi aksolotl kol rejenerasyonunda i{i¢ ana asamadan biri oldugu icin kol
rejenerasyonuna yogunlasan aragtirmalar yara iyilesmesine da 1sik tutmaktadir. Bu
calisgmanin ana hedefi olarak aksolotl kol rejenerasyonu alaninda mikrobiyota ve
transkriptom verisinin veri madenciligi vasitasiyla yeni aday biyobelirteglerin kesfi
belirlenmistir. Bununla birlikte, bu g¢alisma yara iyilesmesi alanindaki s6z konusu
boslugu doldurmaya ydnelik bir adim olarak da diisliniilmiistiir. Bu ¢alismada bulunan
yeni aday belirtecler gelecekte insanlarda yara iyilesmesi ¢alismalarinda kullanilabilir
mi? sorusunun cevabit da aranmaktadir. Neticede bu arastirmada aksolotl kol
rejenerasyonunun her agamasini daha iyi anlamak i¢in ilgili aksolotl arastirmalarindan
elde edilen boylamsal mikrobiyota ve transkriptom verilerinin analizi 6ne ¢ikarildi. Her
iki veri tiiriiniin oncelikle ayrintili olarak ayr1 ayri incelenmesi, akabinde ise anlamli
farklilik gosteren degiskenleri saptanmasi hedeflenmistir. Uygulanan ¢esitli veri
madenciligi metotlariyla daha 6nce ulagilmayan bulgulara ve kapsayici bakis agisina elde
edilmesi amaglanmistir. Tespit edilen aday biyobelirteglerin daha iyi anlasilmasi i¢in
takip caligmasi olarak aksolotlda fonskiyonel olarak validasyon ve karakterizasyonu
caligmalar1 yapilabilir. Buradan da olumlu sonuglarin ¢ikmasi durumda bu yaklagimi ile
bulunan yeni aday belirtegler gelecekte insanlarda yara iyilesmesi caligmalarinda
kullanilabilir. Uzun vadede bu calisma ve bu tarz ¢abalarin hem genel olarak
rejenerasyonun daha iyi anlasilmasina, hem de insandaki translasyonel ¢aligmalara katki
saglamay1 ongoriilmektedir. Beklenen bulgulara ek olarak, bu ¢alisma ile aksolotl kol
rejenerasyonu alaninda daha 6nce hi¢ uygulanmayan bazi makine 6grenme yontemlerinin

uygulanmasi da 6nemli bir gelisme olarak diisiiniilmiistiir. Bu yonden tatbik edilen veri
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madenciligi yontemi bu alanda yenilik¢i bir yaklasim teskil etmektedir. Mikrobiyota
alaninda ileri biyoistatistiksel metotlar ve son araglar kullanilarak yeni ipuglarin
yakalanmas1 miimkiin goriinmektedir. Diger ilgili alanlarda oldugu gibi, rejenerasyon
alaninda da ileriki zamanlarda multiomik veri iiretimi ve analizi 6nem kazanmasi
beklenmektedir. Boylelikle mikrobiyota verisiyle diger omik veri tiirlerinin beraber
kullanimini yeni firsat ortaya ¢ikmistir. Bu tiir kompleks, ¢ok boyutlu verinin analizini
saglayacak c¢oziimler aktif ve giincel bir ¢alisma alanidir. Tamamlanan bu tez ¢aligmast
bu bakimdan gelecekteki veri analizi ¢oziimlerine 6n hazirlik olarak degerlendirilebilir.
Ozet olarak bu ¢aligman hem bulgu hem metodoloji agisindan aksolotl kol rejenerasyonu

alaninda, 6zellikle de biyobelirte¢ kesfine yonelik katki sunmak i¢in tasarlanmistir.
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BOLUM 2

2. TEORIK KISIM

2.1. Mikrobiyota Veri Analizinde Kullanilan Metotlari

2.1.1. Mikrobiyota alanindaki biyoistatiksel metotlara genel bakis

Insan bagirsagi, gida metabolizmasi, enerji geri kazanmmi ve bagisiklik sistemi
diizenlemesi gibi fizyolojik fonksiyonlar1 destekleyen milyarlarca bakteriye ev sahipligi
yapmaktadir. Cevresel ve genetik etkenler mikrobiyal toplulugu bilesimini etki yapabilir
dolayisiyla hastalik fenotipleriyle iliskili mikrobiyal topluluklarin saptanmasi,
mikrobiyomun saglik ve hastaliktaki islevini belirlemede ilk adimdir. Mikrobiyal
topluluk profili olusturma icin 16S rRNA gen dizilemesinin kullanilmasi, mikrobiyal
aragtirmalarin ilerlemesine yardimci olmustur. Yaygin olarak kullanilmasina ragmen,
16S rRNA tabanli taksonomik profil analizi amaciyla olusturulmus tek tip bir protokol
yoktur. Belirli bir biyolojik numunedeki bakteri cesitliligini karakterize etmek igin,
yiiksek c¢oziiniirliikte daha uzun okumalar1 siralama yetenegi ile basit, yiiksek
cozlinlirliiklii bir yontem gereklidir. Siralama teknolojilerindeki ilerlemeler, bu
zorluklarin bazilari i¢in ¢6ziim bulunmasinda destek saglamistir. Halihazirdaki siralama
teknolojisi, veri analiz asamasinda R programi tabanli Boliici Amplikon Giiriiltiistinii
Giderme Algoritmast 2 (Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2; DADA2 gibi
kolayca bulunabilen katsay1 analizi boru hatt1 ile birlestirilmis, yiiksek ¢oziintirliiklii
mikrobiyolojik profil olusturmanin ilerlemesine yardimei olmustur, ¢iinkii DADA2
dizileri tiir ve cins diizeyinde belirleyebilmektedirler. Yaygin bir yaklasim olarak, Yeni
Nesil Sekanslamada (Yeni Nesil Dizilim) teknigi ile deney (wet lab) agamasinda 16S
rRNA geninin V3-V4 bdlgesinin iki asamali amplifikasyonu yapilarak bakteri profili
olusturulur. Ardindan ise biyoinformatik analizi (dry lab) agamasida iicretsiz olarak temin
edilebilen analitik araclar1 (mesela DADA2, QIIME, mothur ve METAGENassist)

kullanilarak ham veri analizi gergeklestirilir. Ham veri analizinden sonraki (downstream)
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asamasinda ise Phyloseq ve MicrobiomeAnalyst gibi ayr1 biyoinformatik ¢ézlim araglari
kullanilir. Bu pratik ve kapsamli is akisi, mikrobiyal profilleme ¢aligmalar1 yapmakla
ilgilenen arastirmacilar i¢in kullanigl bir ¢6ziim olarak karsimiza ¢ikmaktadir [54]. Son
yillardaki biyoteknolojik gelismeler sayesinde mikrobiyota analizi nispeten daha hizli ve
fiyat bakimindan daha uygun hale gelmistir. Hizla artan verinin analizi her biri ayr bir
istatistiksel metoda dayanan bir¢ok basamaktan olusmaktadir. Gliniimiizde yaygin olarak
kullanilan mikrobiyota verileri Yeni Nesil Sekanslama teknigiyle iiretilmektedir. Bu tarz
veriler ise Biiyiik Veri niteligine sahip olduklari i¢in bunlarin analizi i¢im ileri istatistik
metotlara ihtiyag duyulmaktadir. Yeni Nesil Dizileme (NGS) alanindaki son
biyoteknolojik gelismeler, biyoinformatik ve paralel hesaplamadaki ilerlemeler ile
birlestiginde, mikrobiyal topluluklarin uygun maliyetli hizli profillenmesi sagladi. Ayrica
saglikli ve hastaliktaki konak-mikrobiyom etkilesimlerinin daha iyi anlagilmasina yol
acmistir. Buna gore, yara mikrobiyomunun incelenmesi de son yillarda hiz kazandi.

Yazilim agisindan verinin analizi biyoistatistiksel paketlere dayanmaktadir. Bu paketler
yerel bir bilgisayarda kullanilabilecegi gibi, c¢evrimi¢i sunuculardaki platformlar
iizerinden ara yiizler vasitasiyla da ¢aligtirilabilir. Paketler ve platformlardan olusan
araclarin sagladig1 ¢oziimler veri analizinin altyapisin1 olusturmaktadir. Genetik
alanindaki gelismelere ayak uyduran biyoistatistik metotlarin ve ileri araglarin aksolotl
kol rejenerasyonu alaninda kapsamli bir sekilde uygulanmasi bu tez calismasinin
metodolojik alt yapisini olusturmaktadir. Biyoinformatik alaninda yapilan metodolojik
caligmalar daha hassas ve kesin sonuglar veren formiiller ve yontemler {izerinde
yogunlagmaktadir. Araglar konusuna gelindiginde ise uzmanlar hizli algoritmalar,
giivenilir sonug iireten paketler ve dayanikli pipelinelar iizerinde yogunlasmaktadirlar.
DNA dizileme yapabilmek icin birka¢ farkli yol vardir. Birinci segenek shotgun
dizilemesi, burada tim DNA’y1 ve dizi en ¢ok burada dgiitiiliiyor. Olabildigince kiigiik
parcalar elde ediliyor ve bunlar ¢ok kisa olma egilimindedirler. 100 ya da 200 niikleotid
uzunlugundadir. ikinci secenek 16S dizileme, tiim organizmalarda var olan ribozom ayrt
edici bir 0zelliktir. Ribozom aslinda birka¢ RNA dizisinden olusan bir blobdur ve birkag
diizine daha kiigiik protein tarafindan dekore edilmistir. Ribozom, genomdan
kopyalanmis RNA parcgalarini alir ¢igneyip diger taraftan aminoasitleri disar1 atar. Tim
organizmalar ribozoma sahiptir fakat insanlarin asil odaklandig1 sey, bu ekstra uzun
niikleotid 16S 6zel genidir. Cogu DNA dizisi ¢ok uzun oldugu i¢in genomu kapsayan bir
sekanslama yapmak nisbeten zordur. Bu yiizden tiim DNA dizi sekanslamasi (whole-

genome sequencing) yerine marker (belirteg) olarak kabul edilen bir kismina

24



yogunlagmak ve burada birkag yiiz bazlik boliimii sekanslamak pratik bir alternatiftir. 16S
rRNA geninin sekanslanmasi da bu baglamda yaygin olarak kullanilmaktadir. 16S rRNA
genindeki V3-V4 alan1 bu gendeki korunmus (conserved) bir bolge olup DNA’da
nisbeten kiiciik (kisa) bir bolgedir. Bu bolge ile ilgili elde edilen sekanslar (diziler) analiz
asamasinda benzerliklerine gore gruplandirilir (classification yapilir). Birbirine ¢ok
benzeyen gruplar, bir grup icinde yerlestirildikten sonra kendi aralarinda benzerlik
gostermektedir. Bu benzerlik genelde en az %97 oraninda olusmaktadir. QIIME ve
Mothur gibi nispeten daha alisilagelmis (geleneksel) metotlarla elde edilen bu gruplarin
her birine OTU (Operasyonel Taksonomik Birim), ilgili tabloya da OTU tablosu
denilmektedir. DADA2 metodu kullanildiginda ise OTU’lar yerine ASV’ler, OTU
tablosu yerine ise ASV tablosu elde ediliyor (DADA?2 metodu bahsedilen 2 metoda gore
daha yeni ve genellikle daha ileri kabul ediliyor). OTU veya ASV tablolar1 girilen veriler
ozelliklerini tasirlar ve birgok mikrobiyom veri analizinin temelini olustururlar. Hastalik
veya saglikla ilgili hangi OTU’nun hangi ASV’nin iligkili olabilecegini belirlemek
miimkiindiir. Her bir OTU’nun hangi taksonomik gruba karsilik geldigini arastirmak
miimkiindiir. Bunun i¢in ilgili veri tabanda bu OTU ile ilgili yeterince bilginin olmasi
gerekmektedir.

Veri madenciligi (Data Mining) son 10 yilda diinya capinda popiilerlik kazanan
disiplinler aras1 bir disiplin olarak ortaya ¢ikmaktadir. Gilinlimiizde verilerin
yayginlagsmasi bilgisayarlarin yayginlagmasi ve ilgi toplumuna dogru atilan adimlar bu
konuyu disiplinin merkezine yerlestirecektir. Yurtdisinda yaygin olarak kullanilan bir
alan olan veri madenciligi lilkemizde yeni uygulanmaya baslanmistir ve 6grenilmeye
calisilmaktadir. Veri madenciliginde kullanilan verilerin kalitesi de sonuglari
etkileyeceginden kullanilacak verilerin 6nceden islenmesi son derece 6nemlidir. Kaliteli
veriler nihayetinde kaliteli sonuclar iiretecektir. Veri kalitesi 0n isleme ile artirilarak veri
kalitesinin artirilmasi saglanabilmektedir. Veri kalitesi veri madenciliginde énemli bir
konudur. Veri madenciliginin giivenilirligini artirmak i¢in veri 6n igleme yapilmasi
oOnerilir. Aksi takdirde hatal1 girdi verileri hatali ¢ikt1 ile sonuglanacaktir. Veri 6n isleme
cogu durumda zaman alan ve yar1 otomatik bir veri kesif asamasidir. Veri miktarindaki
artis ve dolayisiyla biiyiik miktarda veriyi dnceden isleme ihtiyaci otomatik veri 6n isleme
icin verimli teknikleri 6nemli hale getirmistir. Veri 6n isleme i¢in bircok teknik
kullanilmaktadir. Bunlardan biri olan veri temizleme verilerdeki giiriiltiiyii gidermek ve
tutarsizliklar1 diizeltmek i¢in uygulanmaktadir. Bagka bir teknik olan veri entegrasyonu

farkli kaynaklardan gelen verileri tek bir tutarli veri tabaninda birlestirmektedir. Verinin
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dogasina ve durumuna gore normalizasyon gibi veri doniistiirme yontemleri de
uygulanabilmektedir. Veri indirgeme, bazi gereksiz degiskenlerin kaldirilmasint ve
bunlarin birlestirilmesini veya gruplandirilarak verilerin boyutunun azaltilmasini igerir.
Veri madenciligi 6ncesinde veri 6n igleme teknikleri uygulanarak elde edilen sonuglarin

kalitesi artirilmaktadir.

2.1.2. Mikrobiyota veri analizinde ASV metodunun kullanilmasi

OTU kiimeleme yaklagimlari, benzer dizileri soyutlanmig bir konsensiis dizisine
bulaniklastirmaya ¢alisirken, bdylece okuma havuzundaki siralama hatalarinin etkisini en
aza indirir. Amplikon Dizisi Varyant1 (ASV) yaklasimi kiimeleme islemine farkli bakis
acistyla ve c¢oziim Onerisiyle tasarlanmigtir. ASV yaklasimi, hangi tam dizilerin
okundugunu ve her tam dizinin ka¢ kez okundugunu belirleyerek baslayacaktir. Bu
veriler, belirli bir frekanstaki belirli bir okumanin siralayici hatasindan kaynaklanmama
olasiligin1 belirlemek icin benzer okumalarin karsilastirilmasini saglayan siralama
caligmasi i¢in bir hata modeliyle birlestirilecektir. Bu, 6zilinde, her bir tam dizi i¢in bir p
degeri olusturur; burada bos hipotez, siralama hatasinin bir sonucu olan tam diziye
esdegerdir. Bu hesaplamanin ardindan, diziler, gliven i¢in belirli bir esik degerine gore
filtrelenir ve tanimlanmais bir istatistiksel giivene sahip kesin dizilerin bir koleksiyonunu
geride birakir. Bunlar kiimelenme veya referans veri tabanlar1 olmadan olusturulan kesin
diziler oldugundan, ASV sonuglari ayni hedef bolgeyi kullanan c¢aligmalar arasinda
kolayca karsilagtirilabilir. Ek olarak, belirli bir hedef gen dizisi her zaman ayn1 ASV'yi
iiretmelidir ve kesin bir dizi olan belirli bir ASV, tiir seviyesine ve hatta potansiyel olarak
Otesine kadar daha kesin tanimlamaya izin veren ¢ok daha yiiksek bir ¢oziiniirliikte bir
referans veri tabaniyla karsilastirilabilir [55]. ASV yaklasimi, zor 6rneklerle ¢alisirken
veya hedeflenen dizi analizini veya genel olarak mikrobiyom analizini etkileyen yaygin
karmagik durumlar1 diizeltmeye calisirken birgok avantaj sunar. ASV yaklasimi,
mikroorganizmalarin daha kesin tanimlanmasi i¢in 6nemli bir avantaj saglayabilir.
Ayrica bir 0rnek igindeki ¢esitliligin daha ayrintili bir resmini saglayabilirler. ASV
yontemi, kendi avantajlar1 ve dezavantajlari ile analiz i¢in bir dizi oturmus (nitelikli)
biyoinformatik uygulamasina sahiptir. Topluluk, calismalar arasinda daha tekrarlanabilir
ve karsilastirmasi daha kolay yontemlere dogru ilerledikce ASV yonteminin onemi
artacaktir [55][56][57].

Mikrobiyom veri analizi baglica su {i¢ ana asama olarak 6zetlenebilir: Ham veri analizi,

orta asama ve downstream. Diger bir ifadeyle mikrobiyom veri analizinde is akis1 bu ii¢
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ana asamadan olugmaktadir. Ham veri analizi asamasinda Once kalite kontrolii,
sonrasinda ise esas ham analizi yapilir. [llumina bazli Yeni Nesil Sekanslama (NGS)
metoduyla tiretilen ham veri FASTQ formatindadir. FASTQ dosyalar1 6rneklerin ham
okuma (read) verilerini igerir. Ham veri analizi kendi i¢inde su alt basamaklari igerebilir:
kalite kontrolii, okumalarin kirpilmasi (trimming) ve giriiltiilii (noisy) okumalarin
atilmasi (discarding). Orta asamada da su ii¢c kritik adim gergeklestirilir: kiimeleme
(clustering), taksonomik siniflandirma (taxonomic clustering) ve bolluk tablosunun
olusturulmas1. Ornegin bir 6nceki yaymlanmis ¢alisma [2] sonucu bu basamak sonrasinda
bir ASV bolluk tablosu olusturuldu. Ham veri analizi ve orta analiz asamasinda kullanilan
boru hatt1 (pipeline) DADA?2 oldugu icin ortaya ¢ikan bolluk tablosu bir ASV bolluk
tablosudur. Bolluk tablosundan itibaren gergeklesen analizler genellikle downstream
(akint1 yoniinde asag1 seviyesinde) basamagi kapsaminda ele alinir. Bu isimlendirmenin
nedeni ham veri analizi basamagina ve sonrasindaki orta basamaga (6rnegin taksonomik
siniflandirma) gdre bu {igiincii basamagin is akisinda siralama olarak daha agagida olmasi.
Bu tez calismasinda baglangic noktasi olarak daha dnce yayimlanmig bir ASV bolluk
tablosu seg¢ildi. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda secilen ASV bolluk tablosu mikrobiyom
veri analiz i¢in girdi olarak kullanilmistir. Bu bakimdan downstream analiz agamasinda
uygulanabilecek ileri analiz metotlar1 bu ¢alismada etkin bir sekilde uygulandi. Asagida

s0z konusu metodoloji hakkinda detayli agiklamalar verilmistir.

2.1.3. ASYV tablosunun incelenmesi

Bir OTU veya ASV bolluk tablosu iizerinden detayli analizler yapmadan 6nce tablonun
incelenmesi Onemli ve faydalidir. Hem OTU bolluk tablosunu, hem ASV bolluk
tablosunu incelemek i¢in ayni metotlar kullanilabilir yani metodolojk olarak bu
basamakta fark yoktur. Bu tez ¢alismasinda ASV bolluk tablosu kullanildig1 i¢in bolluk
tablosundan sadece ASV tablosu olarak bahsedilecek. Bu inceleme (inspection) basamagi
sayesinde veri hakkinda Gzetleyici bilgiler elde edilir ve bir i¢ kontrol yapilir. Bu i¢
kontrole Veri Biitlinliigli Kontrolii (Data Integrity Check) denir. Bu analiz basamaginda
elde edilen bilgiler sonraki analiz basamaklarda (O6rnegin uygun metotlarin ve
seceneklerin uygulanmasinda) daha bilingli karar alma yoniinde ve ¢ikan sonuglari
yorumlama yoniinden yol gosterici niteliktedir. ASV tablosunun incelenmesi igin sabit
ve tek bir istatistiksel ¢oziim yoktur. Burada bazi 6nemli hususlar iizerinde durulacaktir.
Inceleme sirasinda her bir 6rnek icin sekanslama derinligi (toplam okuma sayis1) saptanir

ve Ornekler (yani kiitliphaneler biiyiikliikleri) birbiriyle bu derinlik bakimindan
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kiyaslanir. Bunun disinda da ASV bolluk tablosu i¢in toplam okuma sayisi (total read
counts) ve Ornek basina ortalama okuma sayisi (average counts per sample) da
hesaplanabilir. Ek olarak baska bir siirii istatistik daha hesaplanabilir. Daha detayli bir
bakis kazanmak i¢in tanimlayici istatistik analizi yapilir ve bu yolla her 6rnek i¢in bir
Ozetleyici istatistik hesaplanir. Bu 6zetleyici istatistigi ise kolayca goriintiilemek i¢in bir
tanimlayici istatistik tablosu kullanilabilir. Ortaya ¢ikan sonuglart goriintiilemek i¢in bir
grafik kullanilabilir. Bu tez calismasinda ASV tablosu detayli bir sekilde incelendi.

Ancak bundan sonra diger analiz basamaklaria geg¢ildi.

2.1.4. Normalizasyon

Mikrobiyal topluluklar1 incelemek icin yiiksek verimli dizilemenin kullanimi
yayginlagsmistir. Farkli mikrobiyal bolluklarin tanimlanmasi, ile patojenik ve probiyotik
bakteriler i¢in 6nemli ayirt edici 6zellikler belirlenmektedir. Buda bakterilerin hastaliklar
ile olan iligkisini belirlemede 6nemli rol oynamaktadir.

Normalizasyon, ¢esitliligi test etmeden 6nce dnemli bir adimdir. Bununla birlikte, mevcut
normalizasyon yOntemleri genellikle, numuneler arasindaki sayilarin dagiliminin belirli
bir yiizdeye esit oldugunu varsayarak, boyut faktorleri olusturarak farkli 6l¢eklerdeki
sayilar1 ortak bir 6lgege koymaya calisir. Bu yontemler, cesitliligi bol tiirler ¢esitliligi
diisitk veya orta derecede bolluga sahip oldugunda genellikle istenmeyen sonuglar
vermektedir [58]. Mikrobiyom verilerini normallestirmek icin c¢esitli yontemler
mevcuttur. Siralama derinligindeki farkliliklar1 hesaba katmak i¢in siralama veri
ornekleri arasinda normalizasyon yapilmaktadir. Bazi normalizasyon yontemleri
transkriptom alanindaki yontemlerle aynidir. Transkriptom verilerinde normalizasyon,
dizileme derinligi ve gen uzunlugu gibi teknik prosediirlerden kaynaklanabilecek
benzerlikleri en aza indirmek amaciyla transkripsiyonel veri normalizasyonu
uygulanmaktadir. Transkriptom verilerinde gereken okuma sayisi, ilgilenilen en az RNA
tiirli sayisina gore belirlenir. Verilerin dizileme derinligi, yani dizideki okuma sayisi,
diisitk dereceli genlerin tanimlanmasi, farkli durumlar arasindaki c¢ok kiigiik kat
degisikliklerinin saptanmasi ve yeni kopyalarin saptanmasi gibi amagclarla artirilabilir.
Bu, daha yiiksek ekspresyon seviyelerine sahip genlerin daha ytiksek tespiti gibi yanliliga
yol acabilmektedir.
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2.1.5. Rarefaksiyon

Ornekleme sonuglarindan tiir zenginligini degerlendirmek igin kullamilan istatistiksel
teknikler veya yontemler nadirdir. Rarefaksiyon teknigi, aktif taksonlarin (OTU'lar)
analizine yaygin olarak uygulanir ve kirlilik ve evrimsel ekolojide faydalidir. Parite,
belirli bir 6rnegin kimligini temsil etmek igin yeterli diziye sahip olup olmadigim
belirlemek i¢in kullanilabilir. Bir 6rnek grubun ayni topluluga ait olup olmadigim
belirlemek icin de kullanilabilir [59]. Rarefaksiyon, numune sayisindan daha az veya
buna esit sayida numunenin secilmesini (en kiigiilk numune i¢inde) ve ardindan kalan
numune sayisi esige esit olana kadar daha biiyiik numunelerden rastgele okumalarin
atilmasini igerir. Bu genellikle degisiklik yapilmadan alt 6rnekleme ile yapilir; bu,
normallestirilmis 6rnege secilen ve atanan okumalarin orijinal 6rnek havuzuna dahil
edilmeyecegi anlamina gelir. Bu, verilerin diger istatistiksel araclar kullanilarak daha
fazla analiz i¢in kullanilmasina izin veren dijital veriler olarak tutulmasini saglar [59].
Analiz i¢in en yaygin dikkate alinan miktar tlir zenginligidir (bir ekosistemdeki farkli
tirlerin sayis1), ancak ayni analizler bir alfa cesitliligi i¢in herhangi bir metrige
uygulanabilir. Rarefaksiyon analizi hesaplamada kullanilan gozlem sayisina karsi
olgiilen bir niceligin degerini (R) ¢izer. Daha az sayida gozlem i¢in R degerleri, rastgele
alt kiimeler alinarak elde edilir. Daha az gozlemle benzer bir R degeri elde edersek, o
zaman R'min dogru degerin iyi bir tahmininde yakinsadigi sonucunu ¢ikarmak
mantiklidir. Tersine, daha fazla 6rnek eklendik¢e R sistematik olarak artiyor veya
azaliyorsa, o zaman tiim popiilasyon i¢in iyi bir R tahmini yapamayacagimiz sonucunu

¢ikarabiliriz [60].

2.1.6. ASYV Bolluk profilinin goriintillenmesi

ASV Bolluk profilinin Goriintiilenmesi amaciyla genelde ¢ubuk grafik kullaniliyor.
Cubuk grafik olusturulurken Y ekseninde ’absoliit bolluk’’ yerine ’’relatif bolluk’’
kullanmak daha yaygin bir yaklagim. ’’Absoliit bolluk’’ ile direkt saptanan sayilar
kiyaslanirken,’’relatif bolluk’’ ile oranlar karsilastiriliyor. Bu secenekle kiyaslama

yapmak daha kolaylasiyor.

2.1.7. Alfa c¢esitlilik analizi

Biyolojik c¢esitliligin iki onemli mekansal Olgiisii, alfa ve beta cesitliligidir. Alfa

cesitliligi, yerel gesitlilik olarak da bilinen belirli bir alan veya habitattaki tiirlerin
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ortalama ¢esitliligi olarak tanimlanmaktadir. Bu, tek bir numuneye uygulanabilen
mikrobiyal cesitliligin bir dl¢iisiidiir. Ote yandan, beta gesitliligi, alfa ¢esitliliginin alan
¢esitliligine oramdir. Iki bélgenin benzerliginin veya farklihiginin bir &lgiisii olan, iki
habitat arasindaki tiir ¢esitliligidir. Alfa gesitliligi, tiir zenginligi, tiir homojenligi veya
her ikisi ile ilgili olarak ekolojik bir toplulugun yapis1 hakkinda fikir verir. Mikrobiyal
ekolojide, ortamlar aras1 farkliliklar1 degerlendirmek i¢in yaygin bir baslangi¢ yaklagimi,
amplikon dizileme verilerinin alfa ¢esitlilik analizidir [61]. Bir alanda bulunan tiirlerin
veya aktif taksonlarin (OTU'lar) sayisi olan tiir zenginligi, alfa gesitliliginin en basit
Olglistidiir. Ancak, OTU'larin bollugunu veya sikligin1 hesaba katan bircok bagka
parametre veya gosterge vardir. Genellikle, bir oktav grafigi kullanilirken zengin bir
dagilim fark edilir. Mikrobiyal ekoloji agisindan, amplikon dizileme verilerinin alfa
cesitlilik analizinin, mikrobiyal ortamlar arasindaki varyasyonu degerlendirmede ortak
bir ilk adim oldugu bilinmektedir [62]. Alfa ¢esitliligi, tek bir numune ig¢indeki
mikrobiyal ¢esitlilik miktarini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Genellikle farkli
tiirlerin sayisin1 veya diger taksonomik seviyeleri 6zetler. Bazi alfa ¢esitlilik metrikleri,
her tiiriin digerlerine gore bollugunun tahminlerini icerir. Bu "esitlik" temelli metriklerle,
bir tiiriin hakim oldugu bir 6rnek, ayni tiirlin esit derecede bol oldugu diger drneklerden
daha az cesitlilik gosterecektir. Diger bir deyisle alfa ¢esitliligi, bir bélgenin biyolojik
cesitliligini Olcen ii¢ seviyeli bir 6lgegin ilk kismidir. Bir bolgenin alfa ¢esitliligi, bir
ekosistemdeki tiir gesitliliginin bir olgiisiidiir. Bu tiir olglimler yapmak genellikle
karsilagilan her tiiriin bir temsilcisini saymay1 veya toplamay1 gerektirir.

Alfa cesitliligi, beta ve gama olarak adlandirilan diger iki 6l¢iitten oldukga farklidir. Alfa
cesitliligi, tek bir alandaki tiirlere atifta bulunurken, beta ¢esitliligi, belirli bir alandaki
ekosistem ¢esitliliginin bir Olgiisiidiir. Gama g¢esitliligi, tiirlin i¢inde bulundugu
ekosistemden bagimsiz olarak, bir alanin genel ¢esitliliginin bir ifadesi olarak tanimlanir.
Cesitlilik tahminleri, mikrobiyom veri analizinde merkezi bir konudur. Genellikle
gozlemlenen tiirlerin sayisin1 dikkate alarak, tek bir 6rnegin ne kadar cesitli oldugunun
bir dl¢tisii olarak ifade edilmektedir. Alfa ¢esitliligi 6l¢timleri de genellikle mikroplarin
gozlemlenme sikligina gore agirliklandirilmaktadirlar. Alfa cesitliligini 6lgmek igin

yaygin olarak kullanilan bir dizi 6l¢iim vardir.

2.1.7.1. Observed metodu

Observed Metodu (gozlenen yontem), en basit alfa cesitlilik metrigi olarak ifade

edilmektedir. Yalnizca belirli bir taksonomik diizeyde bir 6rnekte gozlemlenen farkli
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takson tiirlerin sayisini belirtmektedir. Benzer analizlerde ve baska taksonomik

seviyelerde 'gdzlemlenen tiirler' veya 'gdzlemlenen OTU'lar' da kullanilmaktadir.

2.1.7.2. Chaol metodu

Chaol bolluga dayali bir tahmin edicidir. Bu, ihtiya¢ duydugu verilerin bir 6rneklemde
belirli bir smifa ait bireylerin ¢okluguna atifta bulundugu anlamma gelmektedir. Ornek,
tirlerin herhangi bir listesidir. Bildigimiz gibi, ¢ok sayida birey tarafindan temsil
edilebilen yaygin tiirlere kiyasla, bir 6rnekte (nadir tiirler) yalnizca birkag birey tarafindan
temsil edilen bir¢ok tiir olabilmektedir. Chaol tahmincisi, Oncekinin varligina
dayanmaktadir. Yani, 6rneklemde kag tiiriin yalnizca bir birey tarafindan (single) temsil
edildigini ve kag¢ tlirlin tam olarak iki birey tarafindan temsil edildigini (double)
bilmemizi saglamaktadir.

Chao indeksinin iki ¢esit metodu vardir: Chao 1 ve Chao 2. Chao 1, bolluk tabanli bir
tahmin edicidir bu nedenle, belirli bir sinifa ait bireysel 6rneklerin bolluguna atifta
bulunan verilere ihtiyag duymaktadir. Chao 2 ise olaya dayali bir tahmin edicidir; bu
nedenle, numunede bir tiiriin bulunmadigint veya varligin1 gosteren verileri gerektirir
[62].

Chaol, tiir zenginligini tahmin etmek i¢in gelistirilmistir ve gozlenen OTU'lara dayali
olarak beklenen OTU'lar1 hesaplamaktadirlar.

Chao2, insidansa dayali tahmin edici metottur. Yalnizca bir veya iki 6rnekte meydana
gelen tiirlerin sayisini tahmin etmektedir. Bu, belirli bir 6rnekteki bir tiiriin varlik-yokluk
verilerine ihtiya¢ duydugu anlamina gelmektedir, yani yalnizca tiir mevcutsa ve bu tiir

ornek sette ka¢ kez bulunduguna dair bilgi vermektedir.

2.1.7.3. Shannon metodu

Shannon Cesitlilik indeksi veya Shannon Entropy olarak da bilinen Shannon Indeksi,
ekolojik literatiirdeki popiiler ¢esitlilik indekslerinden biridir. Bu metrigin fikri, daha
belirgin harfler ve karsilik gelen dizide orantili olarak ne kadar esitse, dizideki bir sonraki
harfi tahmin etmenin o kadar zor olmasidir. Shannon'n Cesitlilik Indeksi, bir veri
setinden rastgele secilen bireylerin tiir kimliginin tahmin edilmesindeki belirsizligi

Olemektedir [62].
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2.1.7.4. Faith’s phylogenetic diversity metodu

Mikrobiyom arastirmalarinda asil odak, numunelerdeki mikrop ¢esitliligini
degerlendirmektir. Topluluk iiyelerinin filogenetik iligkilerini tanimlayan popiiler bir
Olglim olan Faith'in filogenetik cesitliliginin, insan sindirim sistemindeki hastalik
faktorlerini ayirt etmede diger alfa cesitliligi gostergelerinden daha duyarli oldugu
gosterilmistir [63]. Faith'in filogenetik cesitliligi, bir dizi terminal taksonu kdke baglayan
minimum yayilan agag¢ tizerindeki dal uzunluklarimin toplamidir. Adsiz bir kok taksonun
bu dahil edilmesi, Faith Phylogenetic Diversity metodu i¢in Ortiik bir tamamlayicilik
yonii ile sonuglanir. Tanimlamada uglarin kokten ayni uzaklikta olup olmadigina dikkat

edilmelidir tiirler uglarda gosterilen harflerle tantmlanmaktadir.

2.1.8. Beta cesitlilik analizi

Beta ¢esitliligi, 6rnekler arasinda bir karsilastirmadir baska bir deyisle 6rnekler arasindaki
mikrobiyal bilesimdeki farktir, bolgesel ve yerel tiir ¢esitliliginin bir oranidir. Her bir
ornek cifti arasindaki mesafeyi veya mikrobiyal bilesimdeki farkliliklar1 6lgmektedir.
Beta ¢esitliligi, iki 6rnek arasindaki farki tek bir sayr olarak toplar, ancak drneklerin
neden farkli oldugunu bize sdylememektedir. Bu farklari gérmek igin farkli ¢izim
teknikleri gelistirilmistir, bu tekniklerdeki asil amag iki numune grubunda her taksonun
bollugundaki farki gérmektir. Cesitlilik her taksonun hangi numunede en fazla drnege
sahip oldugunu gosterir. Alfa ¢esitliligi dlgiilerinin yani sira, mikrobiyom ¢aligmalarinda
en yaygin olanlardan bazilar1 Jaccard, BrayCurtis, MorisitaHorn ve Sorenson olmak
iizere birka¢ olast beta cesitliligi indeksi kullanilabilir. Ornek ciftlerinin tiim
kombinasyonlar1 i¢in beta g¢esitlilik endekslerinin hesaplanmasi, koordinasyon ve
mikrobiyal veri analizinde veri kesfi i¢in yaygin olarak kullanilan bir mesafe matrisi

olusturur. Tam mesafe matris analizi i¢in farkli yontemler vardir [64].

2.1.8.1. Beta cesitlilik analizinde kullanilan boyut indirgeme metotlar:

Beta cesitlilik analizinde ¢ok degiskenli istatistiksel analiz yapildig1 i¢in goriintiileme
elde etmek i¢cim boyut indirgeme metotlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu boyut indirgeme
metotlartyla arastirtlan Ornekler de figiire konumlandirilir ve benzerlik agisindan
birbiriyle karsilastirilir. Bu nedenle bu metotlar ordinasyon (ordination) metotlar1 da
denir. Ortaya cikan figiirlere de ordinasyon figiirleri (ordination plots) denebiliyor. Sik¢a

kullanilan boyut indirgeme metotlar1 arasinda sunlar siralanabilir: PCA, PCoA, MDS,

32



NMDS, tSNE ve UMAP. Bu metotlardan son ikisi (tSNE ve UMAP), daha siklikla single
RNA-seq verisinin analizi i¢in kullanilsa da bulk RNA-seq yani standart RNA-seq verisi
ve mikrobiyota verisi lizerinde de uygulanabilir.

Temel bilesen analizi (Principal Component Analysis, kisaca PCA), goézlemlerin
birbiriyle iliskili bir dizi nicel olarak bagimli degisken tarafindan tanimlandig: bir dizi
veriyi analiz eden c¢ok degiskenli bir tekniktir. Temel Bilesenler Analizi, biiylik bir
degisken kiimesini, biiylik veri kiimesindeki bilgilerin ¢ogunu igeren daha kiiciik bir
degiskene doniistiirerek biiylik veri kiimelerinin boyutlulugunu azaltmak icin yaygin
olarak kullanilan bir boyutluluk azaltma yontemidir. Amaci, diziden 6nemli bilgileri
cikarmak, onu ana bilesenler ad1 verilen yeni bir ortogonal degiskenler kiimesi olarak
temsil etmek ve gozlemlerin ve degiskenlerin benzerlik modelini harita {izerinde nokta
olarak gdstermektir [65]. Temel bilesen analizi en popiiler cok degiskenli istatistiksel
tekniklerden biridir ve farkli bilimlerin bircogu tarafindan kullanilmaktadir. PCA,
tahmine dayali modeller olusturmadan once degiskenlerin boyutunu azaltmak igin
kesifsel veri analizinde bir arac olarak siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle giiriiltiilii veya
yiiksek korelasyonlu aciklayict degiskenlere sahip veri kiimelerinde, ¢ok sayida tahmin
degiskenini birkag¢ temel bilesene indirgemek i¢in kullanilabilmektedir. Temel bilesenler,
genellikle tahmine dayalt modeller olusturmak icin kullanilmaktadir. Temel bilesenler,
aslinda  verilerdeki  degisimi  aciklayan  orijinal  degiskenlerin = dogrusal
kombinasyonlaridir. PCA, bir veri kovaryans matrisinin 6zdeger ayristirmasi veya bir
veri matrisinin tek deger ayristirmasi ile gergeklestirilebilir. Dogrusal kombinasyonlarda
her bir degiskene karsilik gelen katsayilar, bilesendeki degiskenin goreli agirligini
gosterir. Katsayinin mutlak degeri ne kadar biiyiik olursa, bilesenin hesaplanmasinda
karsilik gelen degisken o kadar onemli hale gelmektedir. Veri analiz yontemleri
mikrobiyom ¢alismasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal topluluklar
arastirmak i¢in cesitli yontemler, 16S ribozomal RNA (rRNA) teknolojisini ve
metagenomik ve metatranskriptomik dizilemeyi igerir.

Ekoloji, mikrobiyoloji ve genomik gibi alanlarda, 6rnekler arasindaki ¢ift yonlii farklilig
tanimlamak igin Oklid dis1 mesafeler yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu cift yonlii
mesafeler goz Oniine alindiginda, verilerin gorsellestirilmesini olugturmak i¢in temel
koordinat analizi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kafa karistirict ortak
degiskenler, ilgilenilen bilimsel soruyla ilgili kaliplar1 gézlemlemeyi zorlastirabilir. Bu
baglamda veri gorsellestirmesini iyilestirmek ve ilgilenilen etkilerin daha iyi sunulmasini

saglamak i¢in Python, kullanimi1 kolay bir arag olarak diizeltilmis temel koordinat analizi
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ile ilgilenilen etkilerin gelismis sunumunu miimkiin kiliyor [66]. Bray—Curtis farkliligi,
agirliksiz UniFrac mesafesi ve agirlikli UniFrac mesafesi gibi Oklid disi mesafeler
ornekler arasindaki ¢ift farklilig1 tanimlamak i¢in ekoloji ve mikrobiyoloji gibi alanlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu uygulamalarda, Oklid dis1 mesafeler, asir1 degerlerin
islenmesi ve filogenetik bilgilerin dahil edilmesi gibi Oklid mesafelerine gore kritik
avantajlara sahiptir. Oklidyen olmayan bir ikili mesafe matrisi géz dniine alindiginda,
klasik veya metrik ¢ok boyutlu 6l¢ekleme olarak da bilinen ana koordinat analizi (PCoA),
aragtirmacilarin Ornekler arasindaki varyasyonu gorsellestirmesine ve gozlemleri daha
diisiik bir boyuta yansitarak kiimeleri potansiyel olarak tanimlamasina izin verebilir.
PCoA'y1 gorsellestirmede uzun siiredir devam eden bir zorluk, kafa karistirici ortak
degiskenlerin ana ortak degiskenin etkisini gizleyebilmesidir. Ornegin, diyetin
mikrobiyom iizerindeki etkisi lizerine yapilan bir caligmada, hastalar iki farkli yerden ise
alinirsa, bolgeye baglh kiimelenme diyetten daha gorsel olarak belirgin olabilir. Temel
bilesen analizinde kovaryatlar1 ayarlamak i¢in ¢esitli yontemler onerilmis olmasina
ragmen, PCoA'da kovaryatlari ayarlamak i¢in mevcut bir yontem yoktur.

Cok boyutlu dlgekleme (MDS), ¢ok degiskenli ve kesfedici bir veri analizi teknigi olarak
giderek daha popiiler hale geliyor. MDS, nesnelerin algisal alanlarinin boyutlarinin
cikarilmasina izin veren bir dizi veri analiz yontemidir. Bir MDS analizine giren ham
veriler, genellikle incelenen uyaran veya nesnenin genel benzerliginin veya farkliliginin
bir dl¢iisiidiir. MDS analizinin ana sonucu, nesnelerin noktalar olarak temsil edildigi
uzamsal bir konfigiirasyondur. Bu uzamsal temsilin noktalari, mesafeleri nesnelerin
benzerligine karsilik gelecek sekilde diizenlenmistir: benzer nesneler birbirine yakin
noktalarla ve farkli nesneler farkli noktalarla, uzak noktalarla temsil edilir. MDS
analizinin amaci, her sey onlarin genellik 6l¢iisii (benzersizlik) oldugu bilindiginde
nesnelerin uzamsal konfigiirasyonunu kesfetmektir. Mekansal konfigiirasyon, deneklerin
potansiyel (kiiciik) bilinmeyen boyutlar agisindan uyaranlart nasil degerlendirdigi
hakkinda bir fikir vermelidir. Iliskiler tiiretildikten sonra (bkz. Béliim 1), veri toplama
tamamlanir ve MDS ¢6zlimii bir bilgisayar programi kullanilarak belirlenmelidir. Bir¢ok
MDS programi, klasik ve metrik olmayan MDS arasinda ayrim yapar. Klasik MDS,
yakinlik matrisleri gibi verilerin bir haritadan 6lgiilen mesafeler gibi metrik 6zellikleri
temsil ettigini varsayar. Bu nedenle, klasik MDS uzayindaki mesafeler, mesafeleri ve
yakin mesafeler arasindaki iliskiyi en iyi sekilde korur. Insan farki derecelendirmelerinin
bir veri matrisi i¢in, bdyle bir metrikle ilgili bir varsayim normalde ¢ok gii¢lii olacaktir.

Bu nedenle, metrik olmayan MDS, yalnizca iliskilerin sirasinin 6nemli oldugunu
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varsayar. Metrik olmayan MDS konfigiirasyonundaki mesafelerin sirasi, mesafe ve dlgek
bilgilerinin bununla higbir ilgisi olmasa bile, iligkilerin sirasini1 en iyi sekilde yansitir [67].
NMDS, bir mesafe veya farklilik matrisine dayali bir koordinasyon {iireten dolayli bir
gradyan analizi yaklagimidir. NMDS, diisiik boyutlu bir uzaydaki nesneler arasindaki ¢ift
yonli farkliligi olabildigince yakindan temsil etmeye calisir [68]. Bir dizideki nesneler
arasindaki varyansi veya yazigmay1 en st diizeye ¢ikarmaya ¢alisan yontemlerin aksine,
NMDS nesneler arasindaki ikili farkliliklart diisiik boyutlu uzayda miimkiin oldugunca
yakin temsil etmeye calisir. Girdi olarak kullanilacak bir mesafe matrisi olusturmak i¢in
herhangi bir fark faktorii veya mesafe olgiisii kullanilabilir [69]. NMDS'nin amaci, ¢ok
boyutlu uzayda verilerin orijinal konumunu, kolayca ¢izilebilen ve gorsellestirilebilen
(PCA gibi) azaltilmis sayida boyut kullanarak miimkiin oldugunca dogru bir sekilde
temsil etmektir. MDS'den farkli olarak, metrik olmayan MDS (NMDS), 6ge-6ge
matrisindeki farkliliklarla 6geler arasindaki Oklid mesafeleri ve her genin diisiik boyutlu
uzaydaki konumu arasinda parametrik olmayan bir iligki bulur. MDS ile NMDS
arasindaki fark verilerin Olglim Olceginde yatmaktadir. Metrik Cok Boyutlu
Olgeklendirme (MDS) yalnizca aralik dlgekli veriler i¢in gecerlidir, oysa siral1 veriler i¢in
Metrik Olmayan Cok Boyutlu Olgeklendirmeye (NMDS) ihtiyacimiz vardir [70]. Tek
hiicreli transkriptomik, milyonlarca hiicreden binlerce gen icin RNA ekspresyon
seviyelerini iceren siirekli biiyiiyen veri setleri saglanmaktadir. Yaygin veri analizi ardigik
diizenleri, verileri iki boyutta gorsellestirmek i¢in bir boyutluluk azaltma adimini igerir;
bu adim, en sik olarak t-dagitilmis stokastik komsu yerlestirme (t-SNE) kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Yiiksek boyutlu verilerde yerel yapiy1 ortaya ¢ikarmada iistlindiir,
ancak diisiik boyutlu uygulamalar genellikle ciddi eksikliklerden dolay1 bazen anlamli
sonuclar ¢ikmayabilmektedir. Tek hiicreli RNA dizilimi, tek hiicreli ¢oziiniirliikte gen
ekspresyon profili olusturmay1 miimkiin kilmistir ve hiicre heterojenligi, farklilasmasi ve
hiicre biiyiimesini incelemek i¢in yeni firsatlar saglar. Gelisen tek hiicreli teknolojiler,
transkriptom, genom, epigenom ve proteom gibi ¢oklu modaliteleri ayni anda inceler.
Cok modlu ortak analiz, hiicre alt popiilasyonlarinin daha yiiksek bir ¢oziiniirliikte
cozlilmesini saglar, RNA dinamiklerinin "hizin1" ve hiicresel durumlarin tahmin
edilebilecegi siireyi uzatir ve kromatin erisilebilirligindeki dinamik degisiklikleri
hedeflenen hiicrede transkripsiyona baglar. Tek boyutlu hiicre verilerini analiz etmenin
temel adimi, onlar iki boyutlu olarak gorsellestirmektir. Belki de en yaygin olarak
kullanilan dogrusal olmayan boyut azaltma teknikleri, dagitilmig rastgele komsu

yerlestirme (tSNE) ve tek big¢imli ¢esitlilik yaklagimi ve projeksiyonudur (UMAP). Su
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anda, bu teknikler her bir yonteme ayni anda uygulanmaktadir ve bireysel veri
goriiniimleri manuel incelemeyle eslestirilmelidir. Veriye dayali bir boyut azaltma ve
gorsellestirme araci olarak, t-dagitilmis stokastik komsuluk yerlestirme (t-SNE) cesitli
alanlara basariyla uygulanmistir. Son yillarda, siniflandirma ve regresyon analizi i¢in de
artan bir ilgi gormektedir. Laurens ve arkadaslari, t-SNE yontemini kullanarak yiiksek
boyutlu verileri gorsellestirmede t-SNE tarafindan tiretilen gorsellestirme c¢aligsmalari,
neredeyse tiim veri setlerinde diger teknikler tarafindan iiretilen sonuglara gére dnemli
Olciide daha iyi sonuglar verdigi sonucuna ulagsmislardir [71].

Boyut kiicliltme, biiyiik, cok boyutlu veri kiimelerinin analizine ve gorsellestirilmesine
izin verdigi i¢in makine Ogrenimi ve biiyilk veri analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle, verilerin gruplandirilmas: ve smiflandiriimasi gibi gérevlerin
yerine getirilmesinde ¢ok yardimer olabilir. Son zamanlarda, entegre yontemler,
kiimeleme dogrulugunu gelistirmek i¢in umut verici bir yon olarak ortaya ¢ikmistir. Yerel
yapiy1 koruyabilirler ve ayni zamanda verilerin kiiresel dogasimi temsil edebilirler,
boylece kiimeleme performansini makul o6lciide 1iyilestirirler. Birlesik Manifold
Projeksiyonu ve Yaklasimi (UMAP), yerel yapiy1 dogru bir sekilde temsil etmeyi ve
kiiresel yapiy1 daha iyi biitiinlestirmeyi amaglayan yakin zamanda 6nerilen bir¢ok yonlii
ogrenme yoOntemidir. tSNE'ye gore birgok avantaji vardir. UMAPTin biiyiik veri
kiimelerine iyi 6l¢eklendigi, tSNE'nin ise bunlarla miicadele ettigi gosterilmistir. UMAP
iic varsayima dayanir, yani 1) veriler Riemann manifoldu iizerinde diizgiin bir sekilde
dagitilir, 2) Riemann indeksi yerel olarak sabittir 3) manifold yerel olarak sinirlidir. Bu
varsayimlardan, manifoldu yiiksek boyutlu veri noktalarindan olusan bulanik bir
topolojik yap1 ile temsil etmek miimkiindiir. Gomme ¢esitliligi, verilerin diisiik boyutlu
izdiislimiiniin bulanik topolojik yapisin1 arastirarak bulunur. Bulanik bir topoloji
olusturmak i¢cin UMAP, veri noktalarin1 bir ylikseklik grafiginde ¢izer. Olusturulan
yiikseklik grafigi, iki noktanin birlestirilme olasiligin1 temsil eden kenar agirliklarina
sahip agirlikli bir grafiktir. UMAP, yiiksek boyutlu veri noktalar arasindaki benzerligi
hesaplamak i¢in iistel bir olasilik dagilimi kullanmaktadir [72].

Michael ve arkadaglari, UMAP tabanli transkriptomik veri kiimelerinde protein
komplekslerinin yollarinin ve yeni etkilesimlerin tanimlanmasi yontemiyle boyut azaltma
teknikleri ile tiirler icinde ve tiirler arasinda protein komplekslerinin ve yollarinin
haritalanmasinda giderek daha yararli hale gelecegini hedeflemislerdir. Boyut azaltma
teknikleri kullanilarak mevcut veri kiimelerinin hiicreler arasindaki iligkilerini

tanimlamak i¢in UMAP gibi yaklasimlar ile dokulardaki biyomolekiillerin mekansal
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iligkilerini, genetik etkilesimlerini veya insan popiilasyonlar1 arasindaki iliskileri

gorsellestirmede yararli oldugu sonuglarina varmiglardir [73].

2.1.8.2. Beta cesitlilik analizinde ¢ok degiskenli istatistiksel analiz metotlar:

ANOSIM (Benzerlik Analizi), herhangi bir mesafe dl¢iisiine dayanan iki veya daha fazla
grup arasindaki anlamli farkin parametrik olmayan bir testidir [74]. Mesafeler derecelere
dontistiirtiliir. ANOSIM normalde, 6rnek gruplariin karsilastirilacagi 6rneklerde takson
verileri igin kullanilir. Ogeler satirlara gider, siitunlara gore degisir ve gruplar her
zamanki gibi bir grup siitunu ile belirtilmelidir. ANOVA ile kaba bir analojide, test
gruplar arasindaki mesafelerin gruplar icindeki mesafelerle karsilagtirilmasina
dayanmaktadir [75]. ANOSIM testindeki iki temel amacimizdan biri iki veya daha fazla
ornek grubunun mikrobiyal topluluklar1 arasinda istatistiksel bir fark olup olmadigini test
etmek bir digeri null hipotezini test etmektir. Null Hipotez; 6rnek gruplarmizin
mikrobiyal topluluklar1 arasinda fark yoktur test etmektir. ANOSIM testi bir ANOVA
hipotez testine benzer, ancak ham veri yerine girdi olarak bir benzemezlik matrisi
kullanir. Ayni1 zamanda parametrik degildir, yani verileriniz hakkinda fazla bir sey
varsaymaz (normal dagilim vb.), bu nedenle sik sik ¢arpik mikrobiyal bolluk verileri igin
iyi bir bahistir. Parametrik olmayan bir test olarak, ANOSIM gercek mesafeler yerine
siralanmig benzerlikler kullanir ve bu sekilde bir NMDS analizi i¢in ¢ok giizel bir
tamamlayicidir. ANOSIM testinin ana noktasi, iki veya daha fazla grup arasindaki
farklarin anlamli olup olmadigini belirlemektir. Calismamizda, 6rnek gruplarinin
mikrobiyal topluluk kompozisyonunda 6nemli farkliliklar olup olmadigini test etmek icin
kullanilmastir [76].

Birgok biyolojik, ekolojik ve ¢cevresel veri setinde MANOVA'nin (¢cok degiskenli varyans
analizi) varsayimlar1 bazi analizlerde beklenen sonuglar1 vermeyebilir. Cok degiskenli
ornek birim gruplarint karsilastirmak icin bir dizi daha saglam yontem Onerilmistir ve
bunlarin bir¢ogu artik ekolojide ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Benzerliklerin
analizini (ANOSIM), varyansin permiitasyonel ¢cok degiskenli analizini (NPMANOVA
olarak da adlandirilan parametrik olmayan bir alternatif olan PERMANOVA) ve Mantel
testini igerir. Bu yontemlerin tiimii, 6rnek birimler arasinda hesaplanan bir benzerlik
matrisinden (mesafeler, benzerlikler, benzerlikler) ANOVA benzeri test istatistikleri
olusturur ve gruplar arasinda goézlemlerin rastgele permiirasyonlarini kullanarak P
degerleri elde eder, bdylece yalnizca tek yonlii durum icin degistirilebilirlik varsayilir

[77]. PERMANOVA, ¢ok degiskenli modelleri mikrobiyom verilerine uydurmak i¢in en
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yaygin kullanilan parametrik olmayan veri analiz yontemlerindendir. Mesafe matrislerine
ve permiitasyona dayali ¢ok degiskenli bir varyans analizi olarak tanimlanmaktadir [78].
Permiitasyonel ¢cok degiskenli varyans analizi (PERMANOVA) parametrik olmayan ¢ok
degiskenli istatistiksel bir testtir. Nesne gruplarim1 karsilastirmak ve ol¢iim alani
tarafindan tanimlanan gruplarin centroidlerinin ve dagiliminin tiim gruplar i¢in esdeger
oldugu null hipotezini test etmek icin kullanilir. Null hipotezin reddedilmesi, nesnelerin
sentroidinin ve / veya yayilimmnin gruplar arasinda farkli oldugu anlamina gelir. Bu
nedenle test, denemenize dahil olan iki nesne arasindaki mesafenin Onceden
hesaplanmasina dayanir [77]. Bunu biraz daha somut hale getirirsek. PCA, NMDS, PCoA
vb. Gibi bir koordinasyonu hesapladiginizi varsayalim ve iki mikrobiyomun sadece
hafifce Ortlistiigiinii gosterir (6rnegin Otrofik bir golden ve berrak bir goélden
metaproteomik Ornekler). Mikrobiyal toplulugun iki ekosistem durumu arasinda farkli
olup olmadigini bilmek istersiniz. Bir PERMANOVA, 6trofik gdl i¢in numune kiimesinin
centroidinin berrak g6l i¢cin numune centroidinden farkli olup olmadigin istatistiksel
olarak belirlemenizi saglar. PERMANOVA'NIN bir koordinasyon tekniginin ¢iktist
iizerinde degil, altta yatan mesafe matrisleri iizerinde yapildig1 unutulmamalidir [77].

Adonis, metrik ve yart metrik uzaklik matrislerini kullanarak karelerin toplamlarinin
analizi ve boliimlenmesi i¢in kullanilan ¢ok degiskenli varyans analizi yapmay1 saglayan
bir fonksiyondur. Cok degiskenli bir veri setinin karelerinin toplamlarini boliimlere
ayirdigr siirece, dogrudan MANOVA'ya (¢ok degiskenli varyans analizi) benzerdir.
Adonis, once verilerin ilgili merkezlerini belirler ve hemen ardindan bu belirlenen
noktalardan sapmanin karesini hesaplayarak bir kiime olusturur. Ardindan, ham veri
permiitasyonlarindan elde edilen ardisik kareler toplamina dayali olarak F-testi
kullanilarak anlamlilik testi yapilmaktadir [79]. PERMANOVA'ya benzer sekilde
ANOSIM, mikrobiyom ¢aligmalarinda en yaygin kullanilan ¢ok degiskenli yontemlerden
bir digeridir. ANOSIM, grup i¢i ve grup arasi benzerligi [80] bir mesafe Ol¢iisii
aracilifiyla karsilastirmak, bir grup icindeki Ornekler arasindaki ortalama sira
benzerliginin farkli gruplara ait Ornekler arasindaki ortalama sira benzerligi ile aym

oldugu hipotezini test etmek i¢in kullanilir [81].

2.1.9. Hiyerarsik kiimeleme

Cok degiskenli istatistiksel tekniklerden biri olan hiyerarsik kiimeleme analizi
(hierarchical clustering), siniflandirilmamis ve bilinmeyen verileri benzerliklerine gore

siniflandirmak i¢in kullanilmaktadir. Kiimeleme analizi, birimler veya degiskenler
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acisindan ne kadar benzer olduklarina gore ayri1 kiimelerde veri toplama teknigidir.
Kiimeleme analizi, benzer bireyleri ayni grupta toplamayi amaglamasi bakimindan
diskriminant analizine ve benzer degiskenleri ayni grup icinde toplamayi ve veri
indirgeme 6zelligi sunmasi bakimindan faktdr analizine benzemektedir. Cogu bilimsel
aragtirmada en yaygin olarak kullanilan istatistiksel tekniklerden biridir. Cogu durumda,
uygulamalar, gézlem sayisindan daha fazla isleve sahip verileri islemek i¢in kiimeleme
algoritmalarma ihtiyag duymaktadir. Benzer degerler ayni grup veya kiime iginde
bulunurken, aykir1 degerler gruplarin diginda bulunur.

Hiyerarsik kiimeleme analizini gerceklestirmek icin dncelikle nesneler arasindaki belirli
bir mesafe Ol¢iisiinii belirlemek gerekmektedir. Ardindan, her bir kiimenin kompaktligini
(ayn1 kiimedeki nesnelerin benzerligi) ve bunlarin arasindaki ayrimi hesaplamak i¢in bir
metrik tanimlamamiz gerekmektedir. Bu tanimlar kullanarak, kendi probleminiz i¢in en
iyi sonucu vermesi muhtemel olan bir kiimeleme algoritmasi se¢ilmektedir. Mikrobiyom
orneklerinin kiimelenmesi, cesitli yaklasimlar kullanilarak bir¢cok calismada basarilar
elde edilmistir. Denekleri mikrobiyom 6rnegine gore gruplamak i¢in mesafeye dayali ve
parametrik modelleme dahil olmak {izere kiimeleme algoritmalar1 kullanilmistir.
Kiimeleme analizinde uzaklik 6l¢iimleri (distance metrics, distance measures) olarak ¢cok
sayida metot kullanilabilmektedir. En yaygin kullanilan uzaklik 6l¢timleri arasinda sunlar
siralanabilir: Pearson korelasyon bazli uzaklik, Bray-Curtis, Oklidyen uzaklik,
Manhattan uzaklik, kullanilir. Pearson korelason bazli uzaklik *’1-r’” formiiliiyle
hesaplanir. Yani 1’den Pearson korelasyon katsayisi ¢ikarilinca ilgili uzaklik bulunur. Bir
diger husus, korelasyonun azaldik¢a uzakligin artmasidir. Kiimeleme analizinde baglanti
metotlar1 (linkage methods) olarak ¢ok sayida metot gelistirilmistir. En yaygin kullanilan
baglant1 metotlar1 arasinda sunlar siralanabilir: tek baglant: (single linkage), tam baglanti

(complete linkage), ortalama baglant1 (average linkage) ve Ward baglant1 (Ward linkage).

2.1.10. Cekirdek mikrobiyota analizi

"Cekirdek mikrobiyom" (core mikrobiome) terimi, son yillarda mikrobiyal ekolojide
yaygin olarak kullanilmaktadir. Cekirdek mikrobiyom arastirmalari, mikrobiyal ekoloji
alaninda giinden giine artmaktadir. Genel olarak, cekirdek mikrobiyal topluluklar,
herhangi bir mikrobiyal taksona, ilgili konakg¢iya veya ortama 6zgii bu taksonlarla iligkili
fonksiyonel ve genomik 6zelliklerin belirlenmesini ifade etmektedir. En yaygin olarak,
cekirdek mikrobiyal topluluklar, belirli bir konak¢1 veya ortamdan iki veya daha fazla

numune arasinda paylasilan mikrobiyal taksonlar olarak dlgiiliir. Cekirdek mikrobiyom
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aragtirmalarinda, belirli bir konake1 tiir veya ortamdaki iki veya daha fazla mikrobiyal
topluluk arasindaki hangi taksonlarin paylasildigini belirlemek hedeflemektedir. Bu
terimin artan popiilaritesine ve kullanimina ragmen, pratikte temel bir mikrobiyomun en

dogru sekilde nasil dlgiilecegi konusunda hala ¢ok az bilgi mevcuttur [82].

2.1.11. Differansiyel bolluk analizi

Differansiyel bolluk analizi mikrop g¢esitlerinin bollugu bakimindan gruplarin
karsilastirilmast i¢in kullanilir. Buradaki istatistiksel analiz tek degiskenli analizdir
(univariate analysis) yani mikrop ¢esitleri tek tek (ayr1 ayr1) differansiyel bolluk agisindan
test edilir. Boylece gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli degisim gosteren bakteri
cesitleri saptanir. Istatistiksel metot olarak parametrik testler veya parametrik olmayan
testler mevcuttur. Parametrik metot olarak Student’s t-test ve  ANOVA secenegi
mevcuttur. Parametrik olmayan metotlar klasik (geleneksel) ve yeni metotlar olarak ikiye
ayrilabilir. Iki en ¢ok bilinen ve uygulanan klasik (geleneksel) metot: Mann-Whitney U
testi ve Kruskal Wallis-H Testi. iki en ¢ok bilinen ve uygulanan klasik (geleneksel) metot:
DESeq2 ve edgeR. Bu iki metot aslinda RNA sekanslama verisi i¢in gelistirilmistir.
Sonradan mikrobiyota ve diger omik alaninda da kullanimi yayginlasti. Bu yiizden (bu
kokeninden dolay1) bu iki metoda siklikla RNA-seq metodu (RNA-seq methods)
denebiliyor. Boylece bu iki metot bu isimlendirme altinda siklikla toplanmis oluyor ve
diger metottan farki vurgulanmis oluyor. Daha once belirtildigi gibi, bu RNA-seq

metotlar1 mikrobiyota analizinde de kullaniliyor.

2.1.12. Rastgele orman siniflandirmasi

Rastgele Orman (Random Forrest; RF) bir gozetimli (denetimli) makina 0grenmesi
metodudur. Hem smiflandirma hem regresyon icin kullanilabilir. Burada siniflandirma
yonii iizerinde durulacaktir. Siniflandirma i¢in kullanildiginda bu metot bilinmeyen bir
sinifi tahmin etmek ic¢in kullanilir. Mikrobiyota c¢esitlerinin her biri bu 6grenmede
Oznitelik (feature) gorevini goriir. Rastgele Orman metodu 6nemli olan 6znitelikleri
oncelik sirasina gore listeler ve vurgular. Bdylece tahmin i¢in en 6énemli olan 6znitelikler
saptanmis olur. Bu Oznetiklerin Onemli olma derecesi ’’Ortalama Diisiis
Dogrulugu’’(Mean Decrease Accuracy) Ol¢limilyle gosterilir. Yani bir 6znitelik dnemi
(feature importance) derecesidir. Daha biiyiik daha ¢cok dneme isaret eder. Boylelikle en

onemli Ozniteliklerin 6nem derecesine gore siralandigi figlire de Ortalama Diisiis
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Dogrulugu figiirii (Mean Decrease Accuracy plot) denir. Bu figiire ayrica degisken 6nemi
figtirli (variable importance plot) de denir. Bu baglamda ve mikrobiyota analizi 6zelinde
degisken ve 6znitelik ayni seyi yani ifade eder ve mikrobiyota cesitleriyle karsilik gelir.
Boylece siniflandirma i¢in en dnemli mikrop ¢esitleri saptanir.

Rastgele Orman, Breiman tarafindan siniflandirma ve regresyon problemlerini ¢6zmek
icin gelistirilmis yaygin bir 6grenme yaklasimidir. Community Learning (topluluk
6grenimi), ayn1 sorunu ¢ézmek i¢in birden fazla modeli entegre ederek dogrulugu artiran
bir makine 6grenimi semasidir. Ozellikle, tek bir siniflandirictya kiyasla daha dogru
sonuglar elde etmek i¢in toplu siiflandirmaya birden ¢ok siniflandirict katilir. Diger bir
deyisle, ¢oklu siniflandiricilar1 entegre etmek varyansi azaltir ve Ozellikle kararsiz
siniflandiricilar durumunda daha giivenilir sonuglar saglanabilmektedir. Onemli dlgiide
farkli aga¢ yapilarina ve boliinmiis degiskenlere sahip Rastgele Ormanlar, farkli topluluk
agac1 modelleri arasinda farkli agir1 uyum ve aykir1 degerleri tesvik eder. Bu nedenle, son
tahmin eslestirme, siniflandirma probleminde fazla uydurmay azaltirken, ortalama alma,
regresyon problemlerinin ¢oziimiidiir [83].

Rastgele Orman modelini ¢alistirmak icin iki parametrenin ayarlanmasi gerekir: agag
sayist (N-tree) ve rastgele secilen 6zelliklerin sayisi (M-try). Rastgele Ormanlarin M-
try'yve kiyasla N-tree'ye daha az duyarli oldugu bildirilmistir. M-try parametresini
azaltmak daha hizli hesaplama ile sonuglanabilir, ancak hem iki agac¢ arasindaki
korelasyonu hem de oOrneklerdeki her agacin (tree) giiciinii azaltir ve dolayisiyla
siiflandirma dogrulugu iizerinde karmasik bir etkiye sahip olacaktir. Rastgele Orman
siiflandiricist (Random Forest classifier) hesaplama agisindan verimli oldugu ve fazla
detay gosterilmedigi i¢in N-tree miimkiin oldugu kadar biiyiik olabilir [83].

Rastegele Orman smiflandirma i¢in kullanildiginda girdi olarak kullanilan 6rneklerin
hangi sinifa ait oldugu tahmin eder yani bu sekilde bir siniflandirma (classification) yapar.
Siniflarin ~ tahminini  (class prediction) yani smiflandirmanimn  performansini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan metotlar vardir. Bunlardan biri OOB (Out-
Of-Bag) error yani “’Torba dis1 hata’’ (“’Torbadan ¢ikma tahmininin hatasi*’). OOB
hatas1 bir hata tahmin teknigidir [84]. Bu metot Rastgele Orman tahminlerinin
dogrulugunu degerlendirmek ve rastgele ¢izilmis aday tahmincilerin sayis1 gibi
parametreleri ayarlamak i¢in, uygun degerleri segmek icin yaygin olarak kullanilan [84].
Diger ifadeyle, OOB hata ile Rastgele Ormaniyla olusturulan makine 6grenimi modelinin
tahmin hatas1 (prediction error) Slgiiliir. Bu tez calismasi baglaminda tahmin edilen

siniflar ise drneklerle ilgili 6zelliklerdir. Ornek olarak bu tez galismasinda giin ve faz
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siiflandirmasi ayr1 ayr1 yapildi gerceklestirildi yani siniflar iki farkl sekilde (ayr1 ayri)
tahmin edildi. Dolayisiyla, bu iki yaklagimla yapilan siniflandirmanin sonuglar1 OOB
hata teknigiyle ayr1 ayr1 degerlendirildi. OOB ydnteminin detaylarina géz Oniinde
bulunduruldugunda ise, yaygin olarak kullanilan iki tane OOB hesaplanmasi goze
carpiyor. Birinci yaklagim: tiim tahminleri topluca degerlendirilerek ele edilen bir OOB
hata degerinin hesaplanmasi. Bu hesaplama siniflandirma performansini 6zetleyen ve
genel bir bakis saglayan bir yaklasimdir. Ikinci yaklasim: daha detaylidir ciinkii her
siifin (grubun) tahmini ile ilgili ayr1 ayr1 bir OOB hata degerini verir. Bu ikinci yaklagim
yani siif bazli yaklagim i¢in formiil sdyledir: OOB hata = classification error (class.error)
yani siniflandirma hatast = (Yanlis siniflandirma sayis1)/(Toplam siniflandirma sayisi) =
(Yanlig tahmin sayisi)/(Toplam tahmin sayisi). Bu ikinci yaklasimla algoritmanin her
sinifi tahmin etmedeki basarist ayri ayri olarak bulunur ve bu degerler birbiriyle

kiyaslanir. Her iki yaklasimla elde edile sonuglar OOB hata tablosu ile 6zetlenebilir.

2.2. Transkriptom Veri Analizinde Kullanilan Metotlar:

Transkriptom veri analizi birka¢ basamakta gerceklestirildi. Kalite kontrolii basamaginda
ornekler arasindaki ekspresyon dagilim farki kutu (boxplot) grafigi incelendi. Bu sekilde
girdi verinin durumu ve 0rnek gruplar1 arasi karsilagtirma analizleri igin elverisi olup
olmadig1 kontrol edildi. Bir sonraki agsamada ise global gen ekspresyonu incelenerek
transkriptom veri setine genel bir bakis saglandi. Bu amag i¢in bir denetimsiz makine
O0grenme yontemi olan boyut indirgeme (dimension reduction) yontemi uygulandi.
Spesifik metot olarak yakin zamanda gelistirilen ve gittikge yayginlasan bir boyut
indirgeme metodu olan UMAP metodu kullanmigtir. Sonuglar da UMAP grafigi ile
goriintliilendi. Bu sekilde transkriptom seviyesinde Ornekler arasinda karsilastirma
yapildi. Bu baglamda transkriptom bir¢ok degiskenden (yani mRNA’dan) olustugu icin
bu gerceklestirilen analiz basamagi bir ¢coklu degisken analizidir (multivariate analysis).
Bir sonraki basamakta ise tekli degisken analizi (univariate analysis) yapildi. Bu yolla
gruplar arasinda mRNA bazindan karsilastirma yapildi ve ekspresyon seviyesi anlamli
degisen degiskenler (bu durumda mRNA’lar) saptandi. En anlamli bulunan 10 gen
hakkinda detayli istatiksel ve isimlendirme bilgisi toplant1 ve gosterildi. Son olarak en
anlamli bulunan 5 genin differansiyel ekspresyon profili ayr1 ayri incelendi ve gubuk
grafikle goriintiilendi. Bu sekilde bu genlerin ekspresyon patternleri daha iyi anlasilmis
oldu.
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2.3. Literatiir Taramasi

Literatiir taramalar1 ile daha once yapilan bir¢ok caligmada aksolotl da omurilik hasari
sonras1 rejenerasyonu etkileyen molekiiler mekanizmalar, aksolotl da rejenerasyonu
etkileyen bakteri profilleri, aksolotl kuyruk rejenerasyonu gibi bu alanda bir¢ok
caligmada eksik kalan yonlerin tamamlanmast amaglanmistir. Aksolotl kol rejenerasyonu
stirecinde yara iyilesmesinde etkili olan bakteri profillerini anlamak ve gelecek
caligmalara bir 6n hazirlik olarak gosterilebilecek literatiirde eksik kalan bu yonde katk1
saglamak hedeflenmistir.

Yapilan arasgtirmaya katki saglanacagi diisiiniilen makale ve tez ¢alismalar1 Pubmed,
Google Scholar, Acik Erisim Medipol (Kurumsal Akademik Arsiv), Yiiksek Ogretim
Kurumu (YOK) Tez veri tabami kullamlarak aksolotl, yara iyilesmesi, mikrobiyota
analizi, rejenerasyon konularinda 79 adet makale ve akademik tez ¢alismalari
incelenmistir. Literatiir taramas1 1996 — 2021 yillar1 aras1 ¢alismalardan yapilmastir.
Aksolotl mikrobiyomu iizerine literatiir arastirmasi yapilmistir. Yapilan arastirmalarda
Demircan ve dig. tarafindan yapilan ¢alisma mikrobiyom arastirmalarinda aksolotlun ilk
cok organli mikrobiyom profilinin incelenmesi {lizerine yapilan ¢alisma oldugu
goriilmektedir Cizelge 2.1.

Cizelge 2.1: Aksolotl Mikrobiyomu iizerine yapilan o6nceki ¢aligmalarin 6zeti.

Yazarlar, yil Ornek Alinan Yer | Calisma Ozeti

Aksolotl rejenerasyonu iizerine hiicresel
ve molekiiler aragtirmalar i¢in halka agik
kaynaklarin artmasina ragmen (6rnegin,

Demircan ve dig. transkriptomproteom ve genom verileri)
Scientific Data, Uzuv aksolotl mikrobiyom verileri nadiren
2019 bulunur, bu da bu alanda biriken

verilerin ~ kapsamli  bir  sekilde
yorumlanmasini engellemektedir. Bu
bilgi boslugunu doldurmaya yonelik bir
ilk ¢aba olarak, neotenik ve metamorfik
asamalarda aksolotl'un ilk ¢ok organli
mikrobiyom profili incelenmisgtir [2].

Transkriptom {izerine literatlir arastirmasi yapilmistir. Yapilan literatlir arastirmasi
sonucuna gore temel diizeyde transkriptom iizerine 6 c¢alisma bulunmustur. Bu
caligmalarin 6zeti Cizelge 2.2 de gosterilmektedir.

Randal Voss ve dig. tarafindan yapilan aksolotl uzuv ampiitasyonu sonrasi alinan 10
replike RNA’larindan gen ekspresyonu tahmin edilmistir ve 6rnekler arasinda yaganan

farkliliklar gosterilmistir.
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Dunja Knaap ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada aksolotl uzuv ampiitasyonu sonrasinda
rejenerasyon sirasinda blastema dokusunun nasil olustugunu anlamak i¢in bir dizi gen
incelenmistir. Yara iyilesmesi ve rejenerasyon arasindaki karsilastirma, ampiitasyona
Ozgii genler tanimlanarak yapilmistir. Yapilan ¢aligmada gen ekspresyonunun ii¢ ayirt
edilebilir asamas1 saptanmastir.

Ron Stewart ve dig. tarafindan yapilan ¢aligmada aksolotl ampiitasyon sonrasi uzvun
yeniden biiyiime siirecine odaklanilmigtir. Biiylime siirecini daha iyi anlamak i¢in bir

zaman siireci boyunca blastema dokusunun RNA dizilimi yapilmistir.

Cizelge 2.2: Aksolotl Transkriptom {izerine yapilan dnceki ¢aligmalarin 6zeti

Yazarlar, yil Ornek Alinan Yer | Calisma Ozeti
Aksolotl amputasyon sonrasi 20 zaman
noktasinin her birinde, distal uzuv
ucundan toplanan 1 mm heterojen
dokudan izole edilen 10 replike RNA
Randal Voss ve Uzuv numunesi i¢in gen ekspresyonunu
dig., 2015 tahmin edilmistir. Uzuv transkripsiyon
programinin, yaralanmamis durumdan
zamanla asamali olarak ayrildigin1 ve
zaman bitisik  Ornekler arasindaki
farkliligin ¢ogunlukla kademeli oldugu
gosterilmistir [85].
Ik yara iyilesme tepkisinden sonra

ekstremite blastemasinin nasil
Dunja Knapp ve olustugunu  anlamak, rejenerasyon
dig., 2013 Uzuv aragtirmalar1  6nem kazanmistir ve

Rejenerasyon sirasinda ifade edilen
blastema olusumunun diizenlenmesi i¢in
muhtemel aday bir dizi gen belirlenerek
incelenmistir [86].
Uzvun yeniden biiyiime siirecini daha iyi
Ron Stewart ve Uzuv anlamak i¢in, genomu dizilenmemis bir
dig., 2013 tir olan aksolotl'de bir zaman siireci
boyunca blastemanin derin RNA
dizilimi gergeklestirilmistir [87].

Blastema dokularmin genomik

bilgilerini elde etmek icin

Cheng Han Wu ampiitasyondan 14 giin sonra hem
ve dig., 2013 Uzuv blastema  dokularindan  hem  de

aksolotllar denerve giidiik uclarindan de
novo transkriptomlar dizildi ve Solexa
DNA dizilimi kullanilarak karsilastirildi
[100].

Ekstremite  rejenerasyonu  sirasinda
epidermis-sinir-mezenkimal
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James R
Monaghan ve
dig., 2012

Uzuv

etkilesimlerle iligkili genleri tanimlamak
icin, yara epidermisindeki ve alttaki
hiicrelerdeki ii¢ yaralanma tipi arasinda
yaralanmay1 takip eden histolojik ve
transkripsiyonel
incelenmistir.
yenilemeyecek yan tarafinda yara, 2)
uzvunu yenilemeyecek denerve uzuv, ve
3) bir uzvunu yenileyecek olan innerve
edilmis bir uzuv inclenmistir [101].

degisiklikleri
1) hayvanin uzvunu

Robert B Page
ve dig., 2009

Uzuv

Meksika

morfoloji

metamorfik
indiiklenmis metamorfozun ayrintili bir
zaman
Transkripsiyonel
derinin spesifik larva ve yetigkin hiicre
popiilasyonlarinda ifade edildigini ve bu

biyobelirte¢lerdeki zamansal
degisikliklerin doku yeniden
sekillenmesi  ile  iligkili  oldugu

gosterilmigtir [102].

aksolotl'unda derideki
ve gen ekspresyonundaki
degisiklikleri  arastiran
slireci arastirilmastir.
biyobelirteglerin

Cizelge 2.3: Transkriptom iizerine yapilan ¢alismalarda kullanilan prgramlar ve

metotlar.
Cahisamanin Kullanilan Kullanilan veri analiz metotlar
yazarlari ve yih programlar ve
kaynaklar

Randal Voss ve | Sal-Site; ANOVA, t-testi gibi mikroarray veri
dig., 2015 (www.ambystoma.org), | analizi teknikleri

GEO; mikroarray veri

analizi programlari
Dunja Knapp ve | Python, Phrap paketi MySQL database ve mikroarray veri
dig., 2013 analizi programlari
Ron Stewart ve | Illumina NGS Differansiyel expresyon, RNA-seq,
dig., 2013 kiimeleme
Cheng Han Wu | [llumina NGS [llumina NGS analiz metotlar1
ve dig., 2013
James R RMA, Affymetrix Mikroarray veri analizi metotlari
Monaghan ve Expression Console
dig., 2012 software, R
Robert B Page | Mikroarray veri analizi | Mikroarray veri analizi metotlari
ve dig., 2009 programlari

Yukaridaki tabloda adi gegen 6 calismada

kullanilan programlar ve veri analizleri

gosterilmistir Cizelge 2.3. Bu tez calismasinda Onceki yayinlanmig c¢alismalardan

yaklagim ve metotlar agisindan farklilagsmaktadir. Dolayisiyla bu ¢alismada hem 6zgiin

bir yontem kullanilmigtir hem de bulunan yeni bulgular elde edilmistir.
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BOLUM 3

3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Girdi Verilerinin ve Analiz Metotlarinin Secimi

Son yillardaki biyoteknolojik gelismeler sayesinde mikrobiyota analizi hizli ve fiyat
bakimindan daha uygun hale gelmistir. Hizla artan mikrobiyota analizleri ile ilgili
literatiirde de birgok kaynak bulunmaktadir. Artan verinin analizi her biri ayr1 bir
istatistiksel metoda dayanan bir¢ok basamaktan olusmaktadir. Yazilim agisindan verinin
analizi biyoistatistiksel paketlere dayanmaktadir.

Bu tez calismasi sirasinda aksolotl kol rejenerasyonu siirecindeki mikrobiyota ve
transkriptom degisimleri veri madencilik vasitasiyla detayl arastirildi. Mikrobiyom veri
girdisi olarak 2019°da Demircan ve dig. tarafindan yaymlanmis olan makalenin [2]
sonuclari arasinda olan ASV bolluk tablosu kullanildi. Buna ulagmak i¢in derginin online
sayfasinda makalenin iginde belirlenen link kullanildi. Transkriptom veri girdisi olarak
2015’te Voss ve dig. tarafindan yayinlanmis olan makalenin [85] sonuglar1 arasinda olan
gen eskpresiyon tablosu kullanildi. Buna ulasmak igin ilgili GEO linki kullanildi.
Transkriptom verisiyle ilgili GEO ID: GSE67118.

Mikrobiyom &rneklerinin olusturdugu ve girdi olarak kullanilan mikrobiyon verisi 16S
tabanli bir analiz yaklagimi kullanilarak bu c¢alismada bu verinin analizinde
MicrobiomeAnalyst [88] kullanildi. Bu programla asagidaki analiz basamaklari
gerceklestirildi. Verinin incelenmesi, bolluk profilinin goriintiilenmesi, gruplar arasi
cesitliligin alfa ve beta cesitlilik metotlariyla karsilagtirilmasi, hiyerarsik kiimeleme
analizi ve Rastgele Orman yontemiyle siniflandirma. Makine dgrenmesi baglaminda
cesitlilik analizinde denetimsiz 6grenme kullanilirken siniflandirma denetimli 6grenme
kullanildi. Mikrobiyom verisinin analizinde, gruplar arasi1 farkliliklarin beta cesitlilik
analizi bakiminda testi i¢in ¢ok degiskenli varyans analizi (PERMANOVA) yontemi
kullanilmistir. Orman yontemiyle siniflandirma basamaginda modelleme amaciyla

standart (default) secenek olan 500 agac¢ kullanildi. Transkriptom analizi su 3 basamakta
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gerceklestirilmistir: Kalite kontrolii (girdi verinin incelenmesi), global seviyesinde gen
ekspresyonun arastirilmasi (¢ok degiskenli analiz) ve differansiyel ekspresyon analizi
(tek degiskenli analiz). Tiim bu analizler i¢in Geo2R programi [89] kullanilmistir. Cok
degiskenli analiz bir denetimsiz makine Ogrenmesi metodu olan UMAP ile
gerceklestirilmistir.

3.2. Uygulanan Mikrobiyota Veri Madenciliginin Metodolojisi

Veri analizi yapilacak olan mikrobiyota veri seti veri tabanindan indirilerek Excel
iizerinde verinin Ozetleyici istatistigine bakarak verinin uygunlugu kontrol edilmistir.
Daha sonra verinin dagilimini korelasyon tablosu kullanilarak test edilmistir. Gruplar
arasi cesitlilik Alfa ve Beta cesitlilik analizi metotlariyla karsilagtirilmistir. Hiyerarsik

kiime analizi ve Rastgele Orman yontemleriyle siniflandirma yapilmistir.

3. Orneklerin Korelasyonu

4. Mikrobiyal Bollugun
Profili

—> 5. Hiyerarsik Kiimeleme

2. Girdinin
1. Verinin indirilmesi —> (16S mikrobiyota verisetinin) S m— 6. Alfa Cesitlilik
incelenmesi

—> 7. Beta Cesitlilik

—> 8. Diferansiyel Bolluk Analizi

—> 9. Gruplarin Siniflandirilmasi

Sekil 3.1: Mikrobiyom veri madenciliginin ig akisi.

Cizelge 3.1: Mikrobiyota veri madenciliginin basamaklar1 ve teknik detaylari.

Analiz Asamasi | Analiz Detayr | Analiz Tiirii Analiz Programlar
Yaklasimi
1) Girdinin (16S Ozetleyici Tek
mikrobiyota Ozetleyici [statistik Degigkenli
verisetinin) istatistik tablosu | (Descriptive Analiz
incelenmesi Statistics) Excel
2) Orneklerin Korelasyonu Cikarimsal Iki
korelasyonu tablosu Istatistik Degiskenli
Analiz
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(Inferential

Statistics)
3) Mikrobiyal Tek
bollugun profili Cubuk grafigi Ozetleyici Degigkenli
Istatistik Analiz
4) Hiyerarsik Is1 haritasi ile
kiimeleme denetimsiz
makine
Ogrenmesi
5) Alfa Cesitlilik | Nokta grafigi ve
kutu grafigi + Cok
ANOVA Degigkenli
Boyut Analiz
6) Beta indirgeme
Cesitlilik (PCoA grafigi) Cikarimsal
+ Istatistik MicrobiomeAn
PERMANOVA alyst
ile denetimsiz
makine
Ogrenmesi
7) Differansiyel Gruplar arasi
bolluk analizi farkin tek
degiskenli Tek
analizi Degigkenli
(ANOVA) Analiz
8) Gruplarin Rastgele orman
siniflandirilmasi ile denetimli Cok
makina Degigkenli
Ogrenmesi Analiz

3.3. Uygulanan Transkriptom Veri Madenciliginin Metodolojisi
Transkriptom analizinde kullanilan veri seti GEO veri tabanindan indirilmistir ve girdi
olarak kullanilmistir. Transkriptom analizi i¢in kullanilacak veriseti oncelikle kalite

acisinda kontrol edilmistir. Aksolotl kol rejenerasyonu sirasinda transkriptomun temporal

dinamigi goriintiilenmistir ve giinlere gore benzerlikler gosterilmistir. Ornekler icindeki

gen ekspresyon dagilimi incelenmistir. Ayni1 zamanda ekspresyon dagilimi ornekler

arasinda da karsilastirilmistir. Cok degiskenli bir analiz olan ve ayni zamanda bir

denetimsiz makine 6grenmesi metodu olan UMAP ile gergeklestirilmistir.
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1. Verinin Indirilmesi —>

2. Girdinin (GEO transkriptom

verisetinin) incelenmesi

Sekil 3.2: Transkriptom veri madenciliginin is akisi.

—>

3. Boyut indirgeme

—> 4. Diferansiyel Ekspresiyon Analizi

Cizelge 3.2: Transkriptom veri madenciliginin basamaklar1 ve teknik detaylari.

Analiz Asamas1 | Analiz Detay1 Analiz Tiiri Analiz Program
Yaklasim
1) Girdinin
(GEO Kalite kontrolii Ozetleyici | Tek Degiskenli
transkriptom (Cubuk grafigi) [statistik Analiz
veri setinin)
incelenmesi
Global
ekspresyon GeodR
verisinin UMAP
2) Boyut analizi ile Cok
indirgeme denetimsiz Cikarimsal Degiskenli
makine 6grenmesi Istatistik Analiz
Gruplar arast
3) Differansiyel farkin tek Tek Degiskenli
ekspresyon degiskenli analizi Analiz
analizi (LIMMA)
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BOLUM 4

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikrobiyota Analiz Sonuclar

4.1.1. Mikrobiyota bolluk tablosunun incelenmesi

Analizde baslangic noktasi olarak kullanilacak ASV bollugu tablosu formatindaki
mikrobiyota verisi dncelikle tanimlayict istatistik metotlar1 kullanilarak incelendi. Bu
sekilde bu esas girdi verinin Ozetleyici istatistigi elde edildi Cizelge 4.1. Bu tiir bir
Ozetleme veriye kus bakisi sunmaktadir ve ornekler arasinda tanimlayici istatistikler
temelinde kiyaslama imkani sunmaktadir. Bu baglamda, 6rnekler arasinda toplam ASV
sayist bakimindan fark oldugu gézlemlendi. Bu da 6rnekler arasinda sekanslama derinligi
acisindan belli bir fark oldugunu ortaya koydu. En kii¢iik say1 (minimum) olarak sifir
bulundu. Bunun sebebi bazi ASV’lerin belli érneklerde hi¢ olmayis1 yani bolluklarinin
sifir olmasi. ASV verisi okuma (read) sayisina dayanan bir veri oldugu icin degisken
cesidi siireksiz (kesikli) degisken’dir (discrete variable). Bu ylizden en kiigiik say1 sifir
¢ikmasi ¢ok tabi bir durumdur. Obiir yandan, En biiyiik say1 da (maximum) en yiiksek
bolluk sahip olarak saptanan ASV’nin sahip oldugu bollugu ifade eder. Bu sekilde her
ornekteki bu tiir en ¢ok bol olan ASV’lerin (the top abundant ASV) bolluk seviyesi da
tespit edilmis oldu. Tanimlayicr istatistik tablosundaki Say (count) istatistigi sayesinde
tablodaki satir sayis1 yani ASV sayis1 4433 olarak bulundu. Dogal olarak bu say1 tiim
orneklerde ayni ¢ikmis oldu. Bu her 6rnekte bu ASV’lerin bolluk olarak bulundugunu
gostermiyor. Yani yukarida da belirtildigi gibi bazi ASV’ler baz1 6rneklerde bolluk
bakimindan sifir seviyesinde yani yok olarak bulunabilir. Ozetle, yapilan tanimlayici
istatistik analizi daha ileri (¢ikarimsal) istatistik asamasina gegmeden Once veri hakkinda
onemli, 6zetleyici bilgiler sagladi. Bu 6zet sayesinde hem kullanilan veriye faydali bakis

acist elde edildi, hem de sonraki asamalara daha bilingli bir gecis saglandi.

Cizelge 4.1: ASV tablosunun tanimlayici istatistigi.
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& & & o o
Ortalama 66,49 69,71 74,66 32,70 81,25 62,74
Ortance 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kip 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ornek Varyans 358291,44 [392161,62 |662747,19 |83049,15  |822766,51 |[296209,69
Standart Sapma 598,57 626,23 814,09 288,18 907,06 544,25
Standart Hata 8,99 9,41 12,23 4,33 13,62 8,17
Basiklik 420,86 396,50 1881,28 344,18 850,47 358,87
Carpiklik 18,35 17,96 37,72 17,08 25,59 17,18
En Biyuk 18696,00 18620,00 43609,00 7473,00 37709,00 15189,00
En Kiigiik 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Aralik 18696,00 18620,00 43609,00 7473,00 37709,00 15189,00
Say 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00
Givenirlik Duizeyi(95,0%) [17,63 18,44 23,97 8,49 26,71 16,03
Toplam 294755,00 309042,00 |330958,00 144943,00 360187,00 278140,00
A S S N N
Ortalama 54,71 71,15 70,36 78,53 70,79 92,41
Ortance 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kip 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OrnekVaryans 1316546,23 |1845497,22 (3732720,37 |12318712,93 |4867323,18 |33184196,10
Standart Sapma 1147,41 1358,49 1932,02 3509,80 2206,20 5760,57
Standart Hata 17,23 20,40 29,02 52,71 33,14 86,52
Basiklik 3609,85 2677,48 3957,41 4361,62 4248,62 4431,41
Carpiklik 57,66 48,05 61,43 65,79 64,55 66,56
En Buyuk 72584,00 79423,00 125067,00 232765,00 145376,00 383515,00
En Kiiguk 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Aralik 72584,00 79423,00 125067,00 232765,00 145376,00 383515,00
Say 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00
Guvenirlik Diizeyi(95,0%) |33,79 40,00 56,89 103,35 64,96 169,62
Toplam 242528,00 315410,00 |[311928,00 348131,00 313793,00 409656,00
& & & & & & RS R S°
<3 <3 & & [ [
Ortalama 66,99 72,29 66,43 52,84 87,73 56,13 29,20 35,04 36,80
Ortanca 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kip 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
OrnekVaryans 235955,73 1835686,38 |848687,64 377712,63 1177258,93 |1680429,75 |495504,52 |609244,32 |572202,32
Standart Sapma 485,75 1354,88 921,24 614,58 1085,02 1296,31 703,92 780,54 756,44
Standart Hata 7,30 20,35 13,84 9,23 16,30 19,47 10,57 11,72 11,36
Basiklik 483,91 1313,07 1051,54 753,42 1236,11 3289,48 1659,74 1208,91 949,69
Carpiklik 18,50 35,32 29,95 24,84 30,30 54,50 38,07 32,68 29,34
En Buyuk 17244,00 54021,00 39283,00 21849,00 51513,00 80019,00 34949,00 34728,00 27766,00
En Kuiguk 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Aralik 17244,00 54021,00 39283,00 21849,00 51513,00 80019,00 34949,00 34728,00 27766,00
Say 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00 4433,00
Guvenirlik Duzeyi(95,0%) 14,30 39,89 27,13 18,10 31,95 38,17 20,73 22,98 22,27
Toplam 296971,00 320444,00 |294501,00 234231,00 388892,00 248840,00 129428,00 (155313,00 |163146,00

4.1.2. Mikrobiyota 6rneklerinin ASV bollugu bakimindan ikili kiyaslanmasi

Bir sonraki asamada mikrobiyota ornekleri ASV bollugu bakimindan ikili kiyaslandi.
Bunun i¢in bir ¢ikarimsal istatistik olan Pearson korelasyonu kullanildi. Sonuglar bir

korelasyon tabloyla 6zetlendi. Bu tablo dogasi geregi simetriktir. Bu yiizden tekrar
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olmasin diye tekrarlanan kisim gdsterilmedi (bos birakildi). Cizelge 4.2 ortaya c¢ikan
korelasyon sonuglarini sunuyor. Tabloda siitiin ve satir basliklarinda birbiriyle alakali su
iic bilgi gosterildi: 6rnekler, giinler ve rejenerasyon fazlari (safhalari). Boylece hangi
ornegin hangi giine, hangi giiniinse hangi faza karsilik geldigi acikca anlasiliyor. Istisna
olarak su orneklerinin herhangi bir faz aidiyeti bulunmamaktadir ¢iinkii bu 6rneklerin
kaynagi akvaryum suyudur. Her giin grubu i¢in ve su grubu i¢in tliger 6rnek vardir.
Boylelikle giinler ve su grubu veri setindeki gruplart olusturur. Her faz da kendi i¢inde
iki giin grubunu kapsamaktadir. Hiicrelerde gosterilen degerler Pearson korelasyon
katsayilaridir. Gorsel agidan farklari daha rahat gorebilmek icin belli araliklardaki
katsayilar belli bir arka fon renkle vurgulandi. Bunun i¢in bir 1s1 haritast kullanildi.
Kullanilan renk skalasinin agiklanmasi tablonun altindaki renk bilgilendirmesinde
mevcuttur.

Cizelge 4.2: Mikrobiyal bolluga dayali numunelerin ikili korelasyon tablosu.

YOI AL

YL T VE T T TS &/
I AL AL AL AL AL IEL I IL LI AL IL AL I LI ILEILILS

[
[ Giin0 [ Giinl Giin4 [ Gin7 Gun30 | Gin60OR1 Su
Faz1l Faz2 Faz3 Kontrol
| Giinor1
S|
- [© GUnOR2
5| [Ginor3
“|_|Gin1r1 0,42
:é Giin1R2 0,45
Giin1R3 0,42

Gin4R1 |0,17 0,14 0,14 0,46 0,30 0,20
Gin4R2 0,17 0,14 0,14 0,48 0,31 0,25

Gin4R3 0,15 0,12 0,13 0,46 0,28 0,20

Gin7R1_|0,06 0,03 0,08 0,35 0,18 0,10

Gin7R2 10,15 0,12 0,13 0,41 0,25 0,18

Gin7R3 10,04 0,01 0,07 0,32 0,15 0,08

Gin30R1]0,14 0,12 0,15 0,42 0,12 0,14 0,29 0,22 0,21 0,20 0,22 0,19

Gin30R2]0,16 0,11 0,16 0,24 0,11 0,09 0,23

Gin30R3]0,16 0,12 0,17 0,28 0,02 0,04 0,09 0,07 0,06 0,05 0,07 0,04 0,44

Gin60R1]0,08 0,04 0,09 0,23 0,10 0,12 0,26 0,34 0,27 0,24 0,25 0,23 0,17 0,26 0,22

Gin60R2]0,12 0,08 0,10 0,14 0,07 0,12 0,07 0,20 0,06 0,02 0,03 0,00 0,16 0,27 0,34

Gin60R3]0,06 0,04 0,06 0,08 0,04 0,09 0,11 0,25 0,11 0,06 0,09 0,06 0,06 0,13 0,07

SuR1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,02 0,01 0,01 0,00
sur2_ |o,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,08 0,03 0,02 0,48
SuR3  |0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,02 0,01 0,04 0,02 0,01

Gun4

Faz 2

Gun7

Faz 3
GuUn60 | Gun30

Su

Kontrol

Ove 0.49 arasinda
0ve (-0.49) arasinda

4.1.3. Mikrobiyal bollugun profillenmesi

Aksolotl kol rejenerasyonu siirecinde mikrobiyom profillemesi bu siire¢ icinde
mikrobiyal topluluktaki degisimleri ortaya koymustur. Bu verinin elde edilmesinde
deneysel tasarim ¢esidi boylamsal (longitidunal) tasarim kullanildi. Bu deney tasarimi

degiskenlerin (bizim durumda ASV’lerin) zaman igindeki degisimleri saptamaya imkan
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tanimaktadir. Bu yolla s6z konusu mikrobiyom profili sayesinde mirkoyomun zamansal
dinamigi (temporal dynamics) anlasilmistir. Sekil 4.1°de mikrobiyal topluluktaki
degisimler taksonomik seviye olarak cins (genus) seviyesinde dikey ¢ubuk grafigi
seklinde gosterilmistir. Bu grafikte kiyaslamay1 kolaylastirmak igin goreceli bolluk
(relative abundance) kullanilmistir. Bu sonu¢ incelendiginde ii¢ rejenerasyon fazi
arasinda ciddi farkliliklar gdze ¢arpmaktadir. lging olarak ikinci faza (blastema olusumu
fazina) karsilik gelen 6rnek gruplarindaki (yani dordiincii ve yedinci giinde) genus
bollugu diger tiim 6rnek gruplarindan oldukga farklidir. Bu fazda, mikrobiyal bollukta ve
cesitlilikte su degisim olmustur: Flavobacterium en baskin (dominant) cins haline
gelmistir. Bir sonraki fazda ise bu baskinlik ortaya kalkmistir ve yerini bagka cinslere
birakmistir. Bu baglamda mikrobiyal bolluk agisindan blastema olusumu bir sekilde
ozellikle Flavobacterium ile iliskili oldugu anlasilmistir. Bir baska ilging sonug ise sadece
Glin60 (dpa60) orneklerinde Chryseobacterium bollugunun artmasi. Diger bir ifadeyle,
aksolotl kol rejenerasyonuda zaman olarak en sonunda bu cinsin arttig1 gozlemlendi.
Gorselde de belirtildigi gibi akvaryum suyu 6rneklerin diger 6rneklerden farkliligr dikkat
cekmektedir. Akvaryum suyu grubu bir kontrol grubu olarak kullanildig i¢in bu beklenen

bir durumdur.
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Sekil 4.1: Genus seviyesinde mikrobiyal bollugun profillenmesi.

4.1.4. Hiyerarsik kiimeleme analizi

Mikrobiyal bolluk bakimindan ornekleri ve ASV’leri birbiriyle kiyaslamak ve yeni
ipuglar elde etmek i¢in hiyerarsik kiimeleme analizi. Hem 6rneklere hem 6zniteliklere
(ASV’lere) kiimele uygulandi. Ortaya ¢ikan kiimele sonucu 1s1 haritasi figiiriiyle
goriintiilendi Sekil 4.2 Is1 haritasindaki dendogram sayesinde yakin kiimelenen 6rnekler
ve ASV’ler tespit edildi. Bu analizde odak noktasi drnekler oldugu i¢in ve ASV’lerin
sayist ¢cok fazla oldugu i¢in ASV’lerin ID’leri gosterilmedi. Ortaya ¢ikan kiimele sonucu
rejenerasyon giinii 0rneklerinin rejenerasyon fazlarina gore kiimelendigini gostermistir.
Boylelikle rejenerasyon fazlart ASV’ler bollugu bakiminda birbirinden ayrigtig1 goriildii.
Her ii¢ rejenerasyon fazi icin bu fazlarda sayisal olarak miktar1 yiiksek olan bazi
ASV’lerin varligr gozlenmistir. Bu differansiyel bolluk profili aday biyobelirteclerin
saptanmasi icin bir temel olusturmaktadir. Mikrobiyom seviyesinde acik¢a goriinen

farklilar cubuk grafikle (bir 6nceki adimda) elde edilen sonuglarla da uyum i¢indedir.
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Birinci faz gruplarinin (Giin0O ve Giinl 6rneklerinin) ve ikinci faz gruplarinin (Giin4 ve

Gilin7 6rneklerinin) birbirine yakin gruplagsmasi kayda deger bir bulgu olarak saptandi.

Sekil 4.2: ASV bolluguna dayali hiyerarsik kiimeleme 1s1 haritasi.

Ist haritasiyla gozlemlenen mikrobiyom profilin ek bakis elde etmek ve oOrneklerin
mikrobiyal bolluga kiimelenmesini daha yakindan incelemek i¢in hiyerarsik kiimeleme
analizi dendogram iizerine odaklanarak tekrar yapildi. Neticede elde edilen dendogram
figliri 6rneklerin arasindaki benzerlikleri ve farkliklar1 goriintiileme agisindan daha net
ortaya koymaktadir Sekil 4.3. Bu tiir dendogram goriintiilemesi 1s1 haritasina ek olarak
diistinilmiis ve sonucta degerli bir bakis acist saglamistir. Dendogramin sagladigi bir
baska katkisi ise 0rneklerin arasindaki farkliliklarin uzunluk seklinde sayisal olarak ifade

edilmesidir.
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Sekil 4.3: ASV bolluguna dayali hiyerarsik kiimeleme dendograma.

4.1.5. Alfa cesitliligin profillenmesi ve anlamhlik testleri

Aksolotl kol rejenerasyonu siirecinde mikrobiyomun genus seviyesindeki ¢esitliligini
anlamak i¢in alfa cesitlilik analizi uygulanmigtir. Bu analiz sayesinde {i¢ rejenerasyon
faz1 arasinda fark ve dolayisiyla alfa ¢esitlilik mikrobiyal ¢esitlilik degisimi belirgin bir
sekilde gozlemlenmistir. Chaol metrigi ile yapilan alfa ¢esitlilik analiz sonuglar1 nokta
grafigi ile gosterildi Sekil 4.4. Bu analiz kapsamda {i¢iincii fazda alfa cesitlilikte biiytik
diislis yasandig1 anlasildi. Bununla ilgili olarak, en ge¢ rejenersyon zaman noktasina
(timepoint) karsilik gelen Giin60 grubunda diger rejenerasyon zaman noktalarina gore
alfa ¢esitligin en diisiik seviyede oldugu gozlemlendi. Kontrol olarak kullanilan Su

grubunda ise alfa ¢esitliligi diger tiim gruplara gore daha diisiik oldugu gézlemlendi.
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Sekil 4.4: Genus seviyesindeki mikrobiyal bolluga dayali, Chaol metoduyla elde
edilmis, alfa ¢esitliligi nokta grafigi.

Chaol metrigiyle tespit edilen alfa ¢esitliligine daha derinlemesine bakis agisini
kazanmak i¢in ek goriintiileme elde edildi. Bu amagla alfa cesitlilik agisindan gruplar
arasinda kiyaslamayi daha pratik bir sekilde yapabilmek icin gruplarin alfa cesitlilik
dagilimlar kutu grafigi (histogram) figiirii ile goriintiilendi Sekil 4.5. Bu goriintiilemede
her gruptaki 6rnek bireri nokta olarak belirtildi. Bu sekilde hem her 6rnegin alfa ¢esitliligi
hem gruplarin ortanca kolaylikla gozlemlenebilmistir. Kutu grafigi sayesinde alfa
cesitliliginde meydana gelen degisimler ve rejenerasyon boyunca bir sekilde
gozlemlendi. Ugiincii rejenerasyon faz diger fazlara gore daha diisiik alfa cesitlilige
sahipken kendi i¢inde kismen farklilik gostermektedir. Alfa cesitlilikteki genel trend
ticlincii fazda bu ¢esitliligin ciddi anlamda diismesi. Su grubunun alfa ¢esitliligi ise diger
gruplara gore daha diisiik bulundu. Ozet olarak kutu grafigi sayesinde nokta grafikteki
sonuca ek yeni sonu¢ saglandi. Her iki grafik de aksolotl kol rejenerasyonu sirasinda
mikrobiyotanin alfa ¢esitliliginde biiyilik 6l¢lide degisime ugradigini gézler oniine serdi.
Gruplar arasindaki ortalama farki ¢oklu grup karsilastirmas: (multiple group comparison)
ile test edildi. Sadece bir degisken (yani alfa cesitlilik degeri) incelendigi i¢in tek
degiskenli analizi (univariate analysis) uygulandi. ANOVA metodu kullanilarak
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gerceklestirilen bu testin sonucunda gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlamli

bulundu (p=0.002).
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Sekil 4.5: Genus sevitesindeki mikrobiyal bolluga dayali, Chaol metoduyla elde edilmis,
alfa gesitliligi kutu grafigi.

4.1.6. Beta ¢esitliligin profillenmesi ve anlamhlik testleri

Aksolotl kol rejenerasyonu siirecinde mikrobiyom genus ¢esitliligini anlamak icin beta
cesitlilik analizi uygulanmistir. Bu analiz sayesinde {i¢ rejenerasyon fazi arasinda beta
cesitlilik farki ve dolayisiyla bu g¢esitligin zamansal (temporal) degisimi acikga
gbzlemlenmigtir. Uzaklik 6l¢limii olarak Bray-Curtis indeksi’nin kullanilarak elde edilen
beta cesitlilik analiz sonuglar1t PCoA grafigi ile gosterildi (Sekil 4.6). Bir boyut indirgeme
metodu olan PCoA metoduyla drnekler iki boyutlu bir figiire konumlandirildi yani
ordinasyon analizi gerceklestirilmistir. Bu gorselde ornekler ait olduklari gruba gore
renklendirildi. Bu analiz rejenerasyonun baglangicindan sonuna kadarki siirecte devamli
bir sekilde bir farklilasma oldugunu ortaya koydu. Gorselde degisimin bu devamlilig1 bir
cesit gradyan (gradient) seklinde gbzlemlendi. Boylelikle goriintiilenen ordinasyonda en
geg rejenersyon zaman noktasina (timepoint) karsilik gelen Giin60 grubunun ilk zaman
noktasi grubuna (Giin30’a) gore en uzak konumda yer aldig1 gézlemlendi. Kontrol grubu
olarak su grubunda ise beta cesitlilik beklendigi gibi diger gruplardan farkli ¢ikt1. Ozetle

PCoA figiirii ile 6rneklerin beta ¢esitlilik bakimindan ordinasyonu gézlemlendi. Gruplar
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arasindaki fark ¢cok degiskenli analiz (multivariate analysis) ile test edildi. Permutational
ANOVA (PERMANOVA) metodu kullanilarak gergeklestirilen bu testin sonucunda
gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001). Figiirdeki Eksen 1 ve
Eksen 2’in kapsadigi yiizdeler sirasiyla 31% ve 22% olarak saptandi. Boylece bu
ylizdelerin toplami %53 olarak bulundu. Bu sonu¢ orneklerin arasinda gézlemlenen
ayrismanin kapsanan varyasyon agisindan yeterince dayanagi olduguna isaret ediyor.
Diger bir ifadeyle verideki biyolojik sinyal gézlemlenen ayrismayi yeterince destekliyor.
Netice olarak drneklerin beta ¢esitlilik bakimindan ayrisip gruplarda toplanmasi istatiksel

olarak giivenilir bulundu.
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Sekil 4.6: Genus sevitesindeki mikrobiyal bolluga dayali, beta ¢esitliligi PCoA grafigi.

Bir sonraki islem olarak aksolotl kol rejenerasyonu siirecinde mikrobiyomun hem beta
cesitlilik hem alfa ¢esitlilik bakiminda nasil degistigi entegre bir sekilde aragtirilmigtir.
Bu kapsamda her iki sonu¢ ayn1 PCoA figiiriinde goriintiiledi Sekil 4.7. Bu analiz de
onceki ¢esitlilik analizleri gibi genus seviyesinde uygulanmigtir. Figlirdeki 6rneklerin
konumu ve eksenlerin kapsadigi yiizdeler Sekil 6 ile tamamen aynidir. Yenilik olarak bu
goriintlileme sayesinde ii¢ rejenerasyon fazi arasinda hem beta ¢esitliligin hem alfa
cesitliligin zamansal (temporal) degisimi agikc¢a gozlemlenmistir. Uzaklik 6l¢iimii olarak

Bray-Curtis indeksi’nin kullanilarak elde edilen beta ¢esitlilik analiz sonuglar1 PCoA
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grafiginde 6rneklerin konumlandirilmasini (ordinasyonunu) belirledi. Burada 6rneklerin
arasindaki beta cesitlilik farki orneklerin arasindaki uzaklik olarak ifade edildi. Bir
ordinasyonda PCoA’nin boyut indirgeme Ozelliginden faydalandi. Boylece c¢ok
degiskenli veri tilirii olan genuslarin bolluguna dayali olarak drnekler arasi fark analiz
edildi ve ortaya ¢ikan sonuglar drneklere odaklanarak goriintiilenmistir. Obiir yandan
olusturulan gorselde Ornekler alfa g¢esitlilige gore renklendirildi. Bu analiz
rejenerasyonun baglangicindan sonuna kadarki siirecte hem alfa hem beta gesitlilik
acisindan ayni1 anda (eszamanli) bir farklilasma oldugunu ortaya koydu. Zamansal olarak
bu farklilasma her iki veri ¢esidi i¢in de bir siireklilik (continuum) gosterdigi
gbzlemlendi. Figlirdeki bu simiiltane degisimin devamlilig1 bir ¢esit gradyan (gradient)
olarak degerlendirilebilir. Boylelikle konum (beta cesitlilik) ve renklendirme (alfa
cesitlilik) farklari ayn1 anda diisiiniildiigiinde en biiyiik farklilik en geg rejenersyon zaman
noktasina (timepoint) karsilik gelen Giin60 grubu ile ilk zaman noktas1 grubu (Giin30’a)
arasinda oldugu gozlemlendi. ilging olarak séz konusu rejenerasyon sirasinda beta
cesitlilik farklhilik gittikce derinlesirken (6rnekler arasinda ayirim artarken), alfa
cesitlilikte ise devamli bir diislis gozlemlendi. Bu pattern sdyle yorumlanabilir:
Rejenerasyon sirasinda arastirilan zaman dilimlerinde mikrobiyota icerik olarak onceki
zaman dilimine kiyasla gittikge farkli hale geliyor ve ayn1 zamanda kendi icinde ise
gittikce daha homojen hale gelmektedir. Kontrol grubu olarak kullanilan su grubu ise hem
beta cesitlilik diger tiim gruplardan farkli ¢ikti, hem de alfa ¢esitlilik agisinda oldukca
diisiik bulunmustur. Sekil 4.1 ile beraber diisiiniildiiglinde bu patternin altinda yatan en
olas1 sebep olarak bazi bakteri taksonlarmin belirli zaman dilimlerinde mikrobiyal
toplulugu baskilamasidir. Ozetle bu PCoA figiirii hem dnceki gesitlilik sonuglarini teyit

etmistir, hem de bu konuya biitiinlestirici bir bakis acis1 saglamstir.
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Sekil 4.7: Genus seviyesindeki mikrobiyal bolluga dayali, alfa ¢esitliligi ve beta
cesitliligi ayn1 anda gdsteren PCoA grafigi.

4.1.7. Gruplar arasi farkin tek degiskenli analizi

Bir sonraki iglem olarak aksolotl kol rejenerasyonu siirecinde mikrobiyom bollugunun
tek degiskenli analizi (univariate analysis) gerceklestirilmistir. Bu basamakta O6rnek
gruplar1 arasinda bollugu degisen genuslar (cinsler) arastirildi yani genus degisken olarak
degerlendirilip incelenmistir. Gruplar arasindaki ortalama farki ¢oklu grup karsilastirmasi
(multiple group comparison) ile test edilmisti. ANOVA metodu kullanilarak
gerceklestirilen bu testin sonuglar1 i¢in ¢oklu test i¢cin kontrol (controlling for multiple
testing) islemi de uygulanmistir. Bir genusun anlamli degisimi i¢in esik deger (cut-off
threshold) olarak FDR<0.05 sec¢ilmistir. Elde edilen test sonuglar1 Tablo 3 gosterilmistir.
S6z konusunda ham p degerleri yani sira FDR degerleri de gosterildi. Anlamli olarak
bulunan genuslar FDR degerine gore siralanmistir. Burada en diisitk FDR degerine sahip
genus en anlamli aileye karsilik gelmistir. Tabloda son olarak (ayrica) her anlamli genus
icin gruplar arasindaki farkin biyiikliigli (magnitude) ilgili bir istatistik olarak
gosterilmistir. Bu tek degiskenli analiz ile bollugu istatiksel olarak anlamli degisen 26
genus saptanmistir. Bu 26 genus arasinda bolluk seviyesi en anlamli degisim gosteren
genus olarak Angelakisella (FDR=2.9584E-4) bulunmustur. Tespit edilen bu anlamli

genuslar Sekil 4.1°de gozlemlenen mikrobiyom dinamiginin siiriiciileri (drivers) olarak
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ve Sekil 4.6 da gozlemlenen Ornek bazindan kiimelenmenin nedenleri olarak
sayilabilmektedir. Boylelikle mikrobiyata bilesimi (microbiota composition) i¢indeki bu
tarz anlaml1 bolluk seviyesi degisimi biyobelirte¢ olarak kullanima da potansiyel olarak
imkan tanimaktadir. Bir sonraki asamada bu husus daha detayli bir sekilde aragtirilmistir.

Cizelge 4.3: Bollugu anlamli olarak degisen aileler.

Pvalues FDR Statistics

Angelakisella 3.2157E-06 0.00029584 20.761
Pseudomonas 1.6479E-05 0.00075802 15.814
Devosia 3.8638E-05 0.0011652 13.655
Reyranella 5.0659E-05 0.0011652 13.022
Hydrogenophaga 8.4872E-05 0.0015616 11.88

Flavobacterium 0.00010466 0.0016048 11.44

Acinetobacter 0.00014973 0.0019679 10.717
Rikenella 0.0003477 0.0039985 9.153

Parabacteroides 0.00046232 0.004726 8.6646
Delftia 0.00053814 0.0048484 8.4122
Corynebacterium_ 1 0.00060974 0.0048484 8.2085
Paenarthrobacter 0.0006324 0.0048484 8.1497
Chryseobacterium 0.00079574 0.0056314 7.7861
Ruminococcaceae UCG 014 10.0010166 0.0066802 7.411

Akkermansia 0.0011448 0.0070212 7.2337
Anaerotruncus 0.0014837 0.0085315 6.8564
Aquabacterium 0.0017408 0.0094208 6.6306
Bacteroides 0.004636 0.023695 5.3493
Cutibacterium 0.0056627 0.027419 5.1079
Odoribacter 0.0065774 0.030256 4.9314
Flectobacillus 0.0073949 0.032397 4.7958
Pseudorhodobacter 0.0096303 0.040114 4.4975
Emticicia 0.010029 0.040114 4.4527
Gordonibacter 0.011339 0.043468 4.3181

4.1.8. Rastgele Orman metodu kullanilarak gruplarin simiflandirmasi

Gruplar aras1 farkin tek degiskenli analizi basamagmi Rastgele Orman metodu

kullanilarak gruplarin siniflandirmasi basamagi takip etmistir. Bu yolla 6nceki basamakta
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bulunan patternlere ek ipuclari elde etmek amaglanmistir. Gruplar arasi farkin tek
degiskenli analizi ile 26 anlamli genus bulunmustur. Bu analizde genusa degisken olarak
yaklagilmistir. Rastgele Orman metodu kullanilarak ise gruplari tahmin etmede katki
saglayan aileler arastirilmistir. Ama¢ mikrobiyom bolluk verisini kullanarak denetimli
(g6zetimli) makine 6grenmesini (supervised machine learning) uygulamaktir. Bu hedef
icin aile seviyesindeki bolluk verisi girdi olarak kullanilmistir. Bu analizde ailelere
Oznitelik (feature) olarak yaklasildi. Rastgele Orman analizi default segenek olan 500
agac kullanilarak yapilmustir. Ik &nce aile seviyesindeki mikrobiyal bolluga dayali
rastgele orman siniflandirmasinin performansi degerlendirilmistir. Sonuglarin 6zeti Sekil
4.8te gosterilmistir. Ortalama hata yaklasik olarak 0,5 olarak bulunmustur. Hata
egrilerinin agacg sayis1 500’°e yaklasirken dengelendigi goriilmiistiir. Buna dayanarak bu
aga¢ sayisini yeterli olduguna karar verilmistir. Denetimli 6grenmede bazi gruplari
tahmin i¢in basarili ¢alisirken, bazilari i¢in ise yeterince basarili degildi. En dogru tahmin

edilen grup Giinl grubu olmustur.

Random Forest Classification
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Sekil 4.8: Aile seviyesindeki mikrobiyal bolluga dayali rastgele orman siniflandirmasinin

performansi.
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Cizelge 4.4: OOB hatasi: OOB error (Out-of-bag error).

The OOB hatasi: 0.476
Day0 | Dayl | Day4 | Day7 | Day30 | Day60 | Aqua | class.error

Day0 |3 0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Dayl |2 0 0.0 0.0 1.0 0.0 0.0 1.0

Day4 |0 0 2.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.333
Day7 |0 1 0.0 2.0 0.0 0.0 0.0 0.333
Day30 | 0 0 0.0 0.0 1.0 2.0 0.0 0.667
Day60 | 0 0 0.0 0.0 3.0 0.0 0.0 1.0

Aqua |0 0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.0 0.0

Ikinci kistm olarak aksolotl kol rejenerasyonu siirecinde gruplari tahmin etmede en
onemli olan aileler arastirildi. Bu kapsamda girdi verideki aileler 6znitelik olarak
degerlendirildi. Neticede 15 aile dnemli nitelik olarak saptandi. Tespit edilen anlamli bu
aileler Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gézlemlenen 6rnek bazindan kiimelenmenin de 6nemli
sebepleri arasinda diisliniilebilir. Boylelikle aile seviyesinde bu tarz anlamli bolluk
seviyesi degisimi mikrobiyal biyobelirte¢ olarak kullanima da potansiyel olarak imkan
tanimaktadir. Oznitelikler tahmindeki 6neme gére siralandiginda Flavobacteriaceae en
onemli aile olarak listede en yukarida bulunmustur. Buradaki énem Mean Decrease
Accuracy (Dogrulugun Ortalama Diisiisii) dl¢limiiyle belirlenmistir. Flavobacteriaceae
icin bu deger 0.02’in yani %2’in {izerinde idi. Vurgulanan aileler arasinda 6zellikle bu
Flavobacteriaceae ailesi 6zellikle ikinci rejenasyon fazina ait gruplari tahmin etmede
onemli bulunmustur. Bu bakimdan bu aile blastema olusumu i¢in aday mikrobiyal
belirte¢ olarak degerlendirilebilir ve daha ayrintili olarak arastirilabilir. Bir onceki
basamakta da tek degiskenli analizi metoduyla Flavobakterium genusu anlamli olarak
farklilik gosteren aileler arasinda saptanmistir. Bu bakimdan o basamak ve bu
basamaktaki sonu¢ arasinda bir benzerlik var. Ozetle denetimli &grenme ile
Flavobacteriaceae ve 6nemli Oznitelikler listesindeki diger aileler hakkindaki edinilen
yeni bilgi rejenerasyon basamaklar1 bazinda aksolotl rejenarsyon siirecine faydali yeni

bakis agis1 sunmustur.
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Sekil 4.9: Aile seviyesindeki mikrobiyal bolluga dayali rastgele orman siniflandirmasiyla
belirlenen en 6nemli 15 6znitelik.

4.1.9. Rejenerasyon fazi bazinda gerceklestirilen simflandirma

Mikrobiyom verisinde gruplar arasi farkliliklar1 faz bazinda beta ¢esitlilik analizi ile test
edilmigtir. Mikrobiyom verisinin analizinde, beta ¢esitlilik analizi bakimindan testi i¢in
cok degiskenli varyans analizi (PERMANOVA) yontemi kullanilmigtir. Zamanla bir
farklilasma oldugu goriilmektedir Sekil 4.10. Farklilasma bir siire¢ seklinde
gelismektedir ve bu siire¢ zaman ile uyumlu oldugu gortilmektedir. Yani zamanla bakteri
yogunlugundaki bagkalasim gostermektedir. Burada grafik yiizdeleri toplandiginda
(%59.6) sonug kapsayicidir ve bu da sonucun kabul edilebilir nitelikli bir sonug oldugunu
gostermektedir. Burada PCoA (Principal Coordinate Analysis) kullanilmigtir ¢iinkii
bakterilerde non-linear iliski gdzlemlenebilmektedir ve biz bu iliskiyi gdzden kagirmak
istenmedigi ve bakteri degisimindeki yogunlugu daha net gorebilmek icin bu analiz

kullanilmistir.
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Sekil 4.10: Rejenerasyon fazi bazinda Genus seviyesindeki mikrobiyal bolluga dayali
beta gesitliligi PCoA grafigi.
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Sekil 4.11: Rejenerasyon fazi bazinda genus seviyesindeki mikrobiyal bolluga dayali,
alfa cesitliligi ve beta ¢esitliligi ayn1 anda gosteren PCoA grafigi.
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Random Forest Classification
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Sekil 4.12: Aile seviyesindeki mikrobiyal bolluga olarak dayali fazlarin rastgele orman

siniflandirmasinin performanst.

Rastgele Orman metodu kullanilarak rejenerasyon fazlarma gore tekrar siniflandirma
yapilmistir Sekil 4.12 de tigilincii faza ve su’ya (aqua) ait 6rneklerinin daha dogru tahmin
edilmesi gosterilmektedir.

Cizelge 4.5: Rejenerasyon fazini tahmin etmedeki hatanin dl¢tilmesi.

The OOB hatasi: 0.143

Fazl Faz2 Faz3 Su class.error
Fazl 5 1 0.0 0.0 0.167
Faz2 1 4 1.0 0.0 0.333
Faz3 0 0 6.0 0.0 0.0
Su 0 0 0.0 3.0 0.0
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Sekil 4.13: Aile seviyesindeki mikrobiyal bolluga dayali olarak fazlarin rastgele orman
simiflandirmasiyla ilgili belirlenen en 6nemli 15 6znitelik.

4.2. Transkriptom Analiz Sonuclari

4.2.1. Kalite kontrolii

Transkriptom analizi i¢in kullanilacak veri seti (GSE67118) oncelikle kalite agisinda
kontrol edildi. Bu basamakta drnekler i¢cindeki gen ekspresyon dagilimi incelendi. Aym
zamanda ekspresyon dagilimi ornekler arasinda da karsilagtirilmistir. Bu amag i¢in kutu
grafigi kullanild1 Sekil 4.14. Veri seti su 5 érnek grubunu kapsiyordu: Giin0, GUNI,
Gilin7, Giinl4 ve Gilin28. Bu veri setinde kullanilan mikrobiyom veri setinden farkli
olarak su 6rnegi ve Ugiincii rejenerasyon fazi igin bir ge¢ zaman dilimi yoktu. Obiir
yandan bu veri setinde 6rnek gruplarindaki 6rnek sayis1 mikrobiyom veri setine gore daha
fazlaydi. Bu da istatiksel olarak daha fazla giivenirlik sagliyordu. Kutu grafigiyle elde
edilen sonug¢ kalitenin yeterince yiiksel oldugunu gosterildi. Daha spesifik olarak bu
goriintiileme verinin iiretilmesinde herhangi bir teknik sorunun yaganmadigina, verimin
(deneysel ¢iktinin) derinlik agisindan 6rnekler arasinda asagi yukar1 ayni olduguna ve

orneklerin normalize edilmis olduguna isaret etti. Orneklerin gen ekspresyon ortancasi
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(median) ise yaklasik olarak 6 olarak bulundu. Bu ortanca degeri bu tiir verilerde beklenen
bir sonugtur. Ortancanin gruplar arasinda asagi yukari ayni1 oldugu gézlemlendi. Bu ve
dagilim seklinin benzerligi neticesinde orneklerin normalize edildigine isaret etti. Bu
durum ise verilerin genel olarak karsilastirilmaya olduk¢a miisait oldugunu gosterdi.
Boylece girdi olarak kullanilan bu veri setinde bir sonraki basamakta gruplar arasi
karsilastirmalar daha giivenilir ve etkin bir seklide yapilabildi.

GSE67118, selected samples
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Sekil 4.14: Girdi olarak kullanilan verinin 6rnekler bazinda dagilimimi gosteren kutu

grafigi.

4.2.2. Global gen ekspresyonu seviyesinde aksolotl kol rejenerasyonunun
dinamigi

Kalite kontrolii basamaginda sonra veri setine genel bir bakis saglamak ve global gen
ekspresyonu degerlendirmek i¢in bir denetimsiz makine 6grenmesi yontemi olan boyut
indirgeme yontemi uygulanmistir. Spesifik olarak bu basamakta boyut indirgeme metodu
olarak UMAP kullanildi. Bu sekilde ornekler igerdiklerin tiim genlerin ekspresyonu
bakimindan degerlendirildi. Bu sekilde gen sayist kadar olacak eksen sayis1 2 eksene
diisiiriilmiis yani veri de 2 boyuta indirgenmis oldu. Bu goriintiileme 6rnekler arasinda
karsilastirma yapmak i¢in biiyiik katki saglamistir Sekil 4.15. Sonug olarak aksolotl kol
rejenerasyonu  sirasinda  transkriptomun temporal dinamigi gOriintiilenmistir.
Mikrobiyom durumunda oldugu gibi burada da 6rneklerin rejenerasyon fazlarina gore
gruplastid1 acikca goriildii. Diger bir ifadeyle Giin0 ile GUNI1 birbirine benzerlik
gosterirken, Giin7 ise Giin14’ye benzer oldu. Ugiincii faza ait Giin28 grubu ise bunlardan
farkli konumlanmustir yani igerik olsa diger tiim gruplardan farkliydi. Bu bakimdan elde

edilen bu sonug (rejenerasyon fazlarina gére gruplasma) mikrobiyom sonucuyla tutarlt
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bulunmugtur. Daha spesifik olarak mikrobiyom sonucuyla benzer ¢ikan bir husus ise
ornek gruplar1 arasindaki farkliligin kendini gorselde konumlandirma olarak bir kismi
stireklilik (continuum) seklinde gostermesi. Bu pattern mikrobiyomdaki gibi belirgin
olmasa da rahatlikla fark edilebilecek nitelikteydi. Bu a¢idan kismen daha az olan netlik
(belirgin) grup sayilarinin azlhigindan daha kaynaklaniyor olabilir. Alternatif olarak
gbzlemlenen farklarin niteligi su sekilde de yorumlanabilir: Aksolotl kol rejenerasyonu
stirecinde mikrobiyomun yeniden yapilandirilmasi (restructuring) transkriptoma gore
daha biiyiik ¢capta oluyor. Diger bir ifadeyle bu biyolojik siirecte mikrobiyotadaki degisim
transkriptomdaki degisimden daha fazla olabilir. Ozet olarak bu basamak Global gen
ekspresyonu seviyesinde aksolotl kol rejenerasyonunun dinamigine genel bir bakis
sagladi. Bir sonraki basamakta ise transkriptomdaki degisim tek tek mRNA’lar

seviyesinde yani tek degiskenli analiz (yani gruplar arasi karsilastirmalar) ile arastirildi.

GSE67118: UMAP(nbrs=15)
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Sekil 4.15: UMAP analiziyle 6rneklerin transkriptom seviyesinde karsilastirilmasi.
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4.2.3. Differansiyel ekspresyon analizi

4.2.3.1. Differansiyel ekspresyon gosteren genlerin tespit edilmesi

Bu calismada incelenen transkriptom verisi differansiyel ekspresyon analizi i¢in bir
kaynak olusturmaktadir. Bu kapsamda transkriptom verisinin madenciligiyle
differansiyel ekspresyon gosteren genler tespit edildi. Ekspresyon seviyesi anlamli olarak
degisen gen listesi tek degiskenli analiz kullanilarak ve coklu grup karsilastirilmasi
yapilarak tespit edilmistir. Girdi veri Affymetrix mikrodizin verisi oldugu icin bu tiir
veriler i¢in 6zel olarak gelistirilen LIMMA metodu kullanildi. Her gen ¢esidi bir degisken
olarak degerlendirildi ve bu yolla 6rnek gruplari arasinda anlamli olarak farklilik gésteren
genler saptandi. Cizelge 4.6 anlamlilik olarak en iistte ¢ikan 10 geni (top 10 significant
genes) gostermektedir. Bu 10 gen tiim genler FDR degerine gore diisiikten biiyiige
siralandiginda en diigiik FDR degerleri gosteren genlerdir. Bu 10 genden daha fazla
anlamli gen bulunmasina ragmen secim kriteri (esik degeri) olarak en anlamli 10 gen
olma durumu uygulandi. S6z konusu sonug tablosu tespit edilen anlamli genlere ait
Affymetrix ID, gen ismi ve istatistikler bilgisini i¢germekteydi. Neticede bu 10 gen
differansiyel ekspresyon gosteren gen (differentially expressed genes; DEGs) olarak
kabul edilmistir. Bu gen listesi iki yonden yorumlandi. Bu genlerin aksolotl kol
rejenerasyonu siirecinde anlamli degisim gdstermesi bu siirecte fonsksiyonel olarak rol
aldigina isaret ediyor. Bu agidan bu genler potansiyel rejenerasyon genleri olarak
degerlendirilebilir. Bu genlerle rejenerasyonla iligkisi ciddi olarak arastirilmasi gereken
bir konudur. Bunun i¢in yogun deneysel fonksiyonel validasyon ve karakterizasyon
caligmalara ihtiya¢ var. Eger bu genlerin rejenerasyonda gorev aldigi dogrulansa bu
gorevin ne oldugu tam anlatilmadir. Bu konuda su ihtimaller diisiiniilebilir: Bazi genlerin
iiriinleri (gene products) regiilasyon i¢in 6nemliyken, Obiirleri yapisal veya bagka ag¢idan
rejenerasyona bulunuyor olabilirler. Anlamli genler i¢in ikinci ilging yorum ise bunlarin
kodladigt mRNA’larin rejenerasyon biyobelirteci olarak degerlendirilmesi. Bu bakimdan
tespit edilen gen listesi aksolotl kol rejenerasyonu alaninda potansiyel biyobelirteg
baglaminda 6nemli bir bulgudur. Bu aday biyobelirte¢lerin de daha iyi anlasilmasi ve
adayliklarin netlige kavusturulmasi icin deneysel karakterizasyonu yapilmasi
gerekmedir. Her halilkarda bu calisma aksolotl model organizmasinda rejenerasyon
genlerin ve biyobelirteclerin kesfi baglaminda aragtirma boslugu doldurmaya yonelik

Onemli bir adimdir.
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Cizelge 4.6: Seviyesi en anlamli olarak degisen 10 genin bilgileri ve istatistikleri.

Affymetrix ID | Gene Sembolii p degeri Adjusted p degeri
axo19971-f at TNXB 4.29e-37 8.62¢-33
ax006932-f at SLC25A4 2.90e-35 2.91e-31
axo17639-f at 1.58e-34 1.06e-30
axol3672-r at SMPX 1.59¢-33 8.01e-30
axo018390-r at MLF1 3.95e-33 1.59e-29
ax005262-r at DHRS7C 1.07e-32 3.56e-29
ax007667-f at COX7A1 1.35e-32 3.87e-29
ax004639-f at |LDB3 1.67e-32 4.19e-29
ax025173-f at 2.16e-32 4.81e-29
axo04719-r at PFKM 4.63e-32 8.65¢-29

Cizelge 4.7: Seviyesi en anlamli olarak degisen 10 genin tam ismi.

Gene Sembolii | Gene Ismi

TNXB tenascin XB isoform 2 [Homo sapiens]

SLC25A4 solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide
translocator), member 4 [Homo sapiens]
hedgehog acyltransferase-like [Homo sapiens]

SMPX small muscle protein, X-linked [Homo sapiens]

MLF1 myeloid leukemia factor 1 isoform 1 [Homo sapiens]
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7C [Homo

DHRS7C sapiens]

COX7Al cytochrome c oxidase subunit VIIa polypeptide 1 (muscle)
precursor [Homo sapiens]

LDB3 LIM domain binding 3 isoform 4 [Homo sapiens]
No Hit

PFKM phosphofructokinase, muscle [Homo sapiens]

Tespit edilen 10 differansiyel ekspresyon gdsteren genden en anlamli 5 gen dncelikli hale
getirilerek daha ayrintili arastirildi. Bu adimda bu 5 genin differansiyel ekspresyon
profilini daha iyi anlayabilmek i¢in ilgili ekspresyon seviyelerinin 6rnekler arasinda nasil
farklilik gosterildi arastirildi. Analiz sonuglar1 her gen ayri ayri ¢ubuk grafigi ile
goriintiilendi Sekil 4.16. S6z konusu bes genin de differansiyel ekspresyon patterni
benzerlik gosteriliyordu. Rejenerasyonun ilk fazinda (yara iyilesmesi fazinda) yiiksek
miktarda olan bu genlerin ekspresyonu sonraki rejenerasyon fazlarinda gittikge
diistiyordu. Bu sonug g6z 6nilinde bulunduruldugunda bu genlerin 6zellikle yara iyilesme

fazinda rol alabildikleri ve bu faz i¢in biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip olduklari akla
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gelmektedir. Ozetle bu analiz sayesinde bu 5 anlamli genin differansiyel regiilasyonu
daha iyi anlasildi1 ve bu genler daha ¢ok yara iyilesmesiyle ilgili olabilecekleri diigtiniildii.
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Sekil 4.16: En anlamli olarak bulunan genlerin differansiyel ekspresyon profili.

Ilging bir bulgu olarak ise asagidaki gozlem karsimiza g¢ikmaktadir: Aksolotl
transkriptom verisinin madenciligiyle bu ¢aligmada en anlamli olarak saptanan TNXB

(tenascin XB isoform 2 [Homo sapiens]) genin (Affymetrix ID: ax019971-f at) farede ve
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insanda doku tamiriyle iligkili oldugu biliniyor [90]. Bu tez ¢calismasinda ile aksolotldaki
bu gen ilk defa rejenerasyonla iligkisi. Bu sekilde ayni genin hem aksolotldaki
rejenerasyonda hem de insandaki yara iyilesmesiyle yakindan alakali bulunmasi bu
calismada vurgulanmasi gereken 6nemli bir sonugtur. Aksolotl 7TNXB geni hakkinda
yapilan literatiire arastirmasinda ve genetik veri tabanlarda kayda deger bir bilgi
bulunamadi. Bunun sebebi aksolotlun daha az ¢alisilan bir canli olmasi olabilir (Bir¢ok
aksolotl gen hakkinda biyolojik rol agisindan neredeyse hi¢ bilgi yok). Bu calismada
bulunan anlamli genler (yani aday biyobelirtegler) arasinda bu aday biyobelirte¢ olarak
ozellikle su 2 6zellik bakimindan onceliklidir: TNXB diger 9 gene gore daha anlamli
bulunmustur (yani bu sonug istatiksel olarak daha giivenilirdir) ve bu genin sadece sekans
olarak degil, gorev olarak da korunmus olabilecegine dair isaretler var. Bu 6zellikler bu
geni gelecek aragtirmalar i¢in daha dncelikli hale getirmektedir. Gelecekte TNXB ilgili
yapilacak ayrintili deneysel ve biyoinformatik ¢aligmalarin translasyonel tip agisindan da
faydali olabilir. Uzun vadede bu calismalar insandaki yara iyilesmesi alaninda

ilerlemelere ve 6nemli buluslara yol acabildigi diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.8: Anlamli bulunan genlerle ilgili genel bilgiler.

Gene Genel Bilgi
Sembolii

TN-X, deri, baglar, tendonlar, akcigerler, bobrekler, optik sinirler, meme
ve adrenal bezler gibi yetiskin dokularinda yapisal olarak eksprese
TNXB edilir. Cok ¢esitli organlarda, TN-X esas olarak bag dokusu icinde
bulunur. peritendinum (tendonlarin dis yapisal bileseni), epimisyum ve
perimisyum (kas bilesenleri), renal glomeriil, kan damarlar1 ve deri
dermisi gibi [91]. TN-X'in 6zellikle deri i¢inde dnemli bir yapisal ve
mimari iglevi oldugu 6ne siiriilmiistiir.

ADP/ATP translokaz 1 veya adenin niikleotid translokatér 1 (ANT1),
insanlarda SLC25A4 geni tarafindan kodlanan bir enzimdir [92]. Bu
SLC25A4 | genin iiriinii, ADP'yi sitoplazmadan mitokondriyal matrise ve ATP'yi
mitokondriyal matristen sitoplazmaya aktaran kapili bir gdzenek olarak
islev goriir. Protein, i¢ mitokondri zarmna gomiilii bir homodimer
olusturur. Kalpte (RPKM 227.6), beyinde (RPKM 24.6) islev
gormektedir.

Bu gen, bilinen fonksiyonel alanlar1 olmayan kiigiik bir proteini kodlar.
Bu gendeki mutasyonlar, X-linked deafness-4 (sagirlik) bir nedenidir ve
SMPX kodlanmig protein, mekanik strese maruz kalan i¢ kulak hiicrelerinin
korunmasinda rol oynayabilir [93].

Miyeloid 16semi faktorii 1, insanlarda MLF1 geni tarafindan kodlanan
bir proteindir [94]. Bu gen ve niikleofosmin arasindaki translokasyonlar,
MLF1 miyelodisplastik ~ sendrom ve akut miyeloid 16semi ile
iligkilendirilmistir. En c¢ok testis, yumurtalik, iskelet kasi, kalp, bobrek

74



ve kolonda bulunur. Dalak, timus ve periferik kan I6kositlerinde diigiik
ekspresyon gostermektedir [95].

DHRS7C

Sarkoplazmik retikulum tarafindan sitozole sekestre kalsiyum iyonunun
saliniminin diizenlenmesinde yer aldig1 tahmin edilmektedir. Hiicre dis1
bolgede ve uzunlamasina sarkoplazmik retikulumda yer aldig1 tahmin
ediliyor. Kalp ve iskelet kast metabolik fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde rol oynar [96].

COX7Al

Sitokrom c oksidaz polipeptidi 7A 1, mitokondriyal insanlarda COX7A1
geni tarafindan kodlanan bir enzimdir. Mitokondriyal olarak kodlanmig
alt birimler elektron transferinde islev goriir ve niikleer olarak kodlanmig
alt birimler kompleksin diizenlenmesi ve birlestirilmesinde islev
gorebilir. Bu niikleer gen, VIla alt biriminin polipeptid 1'ini (kas
izoformu) kodlar ve polipeptid 1 sadece kas dokularinda bulunur. Alt
birim VIla'nin diger polipeptitleri hem kas hem de kas dis1 dokularda
bulunur ve farkli genler tarafindan kodlanir [97].

LDB3

LDB3 proteini kalp (kalp) kasinda ve hareket i¢in kullanilan kaslarda
(iskelet kasi) bulunur. Kas lifleri icinde, LDB3 proteinleri, kaslarin
gerilmesi (kasilmasi) igin gerekli olan sarkomer adi verilen yapilarda
bulunur. Bu protein, diger proteinlere baglanir (baglanir) ve sarkomerler
icinde Z-diskleri adi verilen ¢ubuk benzeri yapilarin stabilitesinin
korunmasinda rol oynar [98].

PFKM

6-fosfofruktokinaz, kas tipi insanlarda kromozom 12 {izerinde PFKM
geni tarafindan kodlanan bir enzimdir. Bu enzim, viicutta depolanan
enerjinin ana kaynagi olan glikojen adi verilen karmasik bir sekerin
parcalanmasinda rol oynar. Bu gen, dokuya 6zgii bir sekilde tetramerik
PFK'yi olusturmak {izere eksprese edilen ve birlestirilen PFK'nin ii¢
protein alt biriminden birini kodlar [99].

Cizelge 4.9: Anlamli bulunan genlerin insandaki yara iyilesmesi ve rejenerasyonla

iligkisi.
Gene Gene Ismi Anlamh olarak degisen 10 genin literatiirde
Sembolii yara iyilesmesi veya rejenerasyonla iligkisi
TN-X esas olarak bag dokusu i¢inde bulunur.
Peritendinum  (tendonlarin  dis  yapisal
TNXB tenascin XB isoform 2 bileseni), epimisyum ve perimisyum (kas
[Homo sapiens] bilesenleri), renal glomeriil, kan damarlar1 ve
deri dermisi gibi [91]. Bu proteinin yara
iyilegsmesi sirasinda matris olgunlagmasinda
islev gordiigii diisliniilmektedir.
solute carrier family 25
(mitochondrial carrier; | Herhangi bir iliskiye literatiirde rastlanmadi
SLC25A4 | adenine nucleotide
translocator), member 4
[Homo sapiens]
SMPX small muscle protein, X- | Herhangi bir iliskiye literatiirde rastlanmadi
linked [Homo sapiens]
myeloid leukemia factor
MLF1 1 isoform 1 [Homo Herhangi bir iligkiye literatiirde rastlanmadi

sapiens]
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DHRS7C

dehydrogenase/reductase
(SDR family) member
7C [Homo sapiens]

Herhangi bir iligkiye literatiirde rastlanmadi

COX7A1

cytochrome c¢ oxidase
subunit VIla polypeptide
1 (muscle) precursor
[Homo sapiens]

Herhangi bir iligkiye literatiirde rastlanmadi

LDB3

LIM domain binding 3
isoform 4 [Homo
sapiens]

Herhangi bir iligkiye literatiirde rastlanmadi

PFKM

phosphofructokinase,
muscle [Homo sapiens]

Herhangi bir iligkiye literatiirde rastlanmadi
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BOLUM 5

5. SONUC VE GELECEKTEKI CALISMALAR

5.1. Sonug¢

Yiiksek rejeneratif kapasiteye sahip olan model organizma aksolotl hayvanlardaki doku
hasarli yaralanmalar ve doku hasarli hastaliklar alaninda kritik ipuglar1 sunmaktadir.
Rejenerasyon calismalarinda kullanilan bu model organizmanin altinda yatan
mekanizmay1 anlamak ve hangi bakteri tiirlerinin rejenerasyon siirecinde etkili oldugunu
hala ¢cok 6nemli bir konudur. Son zamanlarda yapilan yogun mikrobiyota aragtirmalarina
ragmen bakterilerin yara iyilesmesine etkisi, konak ile mikrobiyata arasindaki iligki
merak uyandirmaktadir. Aksolotl birgok organlarini zarar gérse veya kopsa dahi ¢ok kisa
bir siirede rejenere edip tamir edebilmektedir. Bu canlidaki ilging 6zellikler arasinda su
belirgin 6zellik dikkat ¢ekmektedir: hasar almis beynini, kesilmis omuriligini ve kalbini
tamir edebilme yetenegi. Bu model organizma odakli ¢calisma yapilarak uzun vadede sinir
sistemi, kalp damar sistemi, lireme sistemi hastaliklar1 gibi hastaliklara tedavi bulmak
amaclaniyor. Insan iizerindeki ¢alismalara ek olarak, rejenerasyon alaninda gittikge dnem
kazanan bir model organizma olan aksolotl yara iyilesmesi ve doku hasarli hastaliklar
konusunda tamamlayict bilgiler ve kritik ipuglart sunmaktadir. Aksolotl kol
rejenerasyonun alaninda artan ¢alismalara ragmen bu siirecin altinda yatan kompleks
mekanizma hala tam olarak anlasilamamaktadir. Bu arastirma alanindaki gelismeler
omurgali hayvanlarda rejenerasyon ve yara iyilesmesinin temelinde yatan hiicresel ve
molekiiler mekanizma hakkinda 6nemli bilgi saglayacaktir. Bugiine kadar aksolotl kol
rejenerasyonu alaninda mikrobiyal ve mRNA biyobelirtecler acisindan biiyiik bilgi
eksikligi bulunmaktadir. Bu tez ¢aligmasinin odak noktasi olarak rejenerasyon ve yara
iyilesmesi alanindaki s6z konusu aragtirma boslugu doldurmaya yonelik bir adim olarak
aksolotl arastirmalar1 sonucu benzer deneysel tasarimla elde edilmis ve yayinlanmis
mikrobiyota ve transkriptom verilerinin veri madencilik teknikleriyle analizi ve yeni aday

biyobeliteclerin kesfi olarak belirlendi.
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Bu tez calismasinda aksolotl uzuv ampiitasyonu sonrast meydana gelen uzuv
rejenerasyon siireci mikrobiyom ve trankriptom verinin madencili§i vasitasiyla
arastirilmistir. Bunun i¢in girdi olarak daha 6nce yayinlanmig mikrobiyom bolluk tablosu
ve transkritom tablosu kullanilmigtir. Bu iki veri ilizerinde boyut indirme teknigiyle
denetimsiz makine 6grenimi uygulanarak 6rneklerin gruplandirilmasi arastirilmistir. Bu
analiz her iki veri ¢esit bakimindan da 6rneklerin rejenerasyon fazina gore gruplandigi
gozlemlenmistir. Boylece ileri istatiksel metotlar kullanilarak aksolotl uzuv
rejenerasyonu siirecindeki degisimler incelenmis. Bu analizlerin neticesinde istatiksel
olarak anlaml1 olarak sayilar1 degisen bakteriler ve mRNA’lar tespit edildi. Bu anlamli
listeler yeni aday biyobelirtec listeleri olarak degerlendirilebilir. Mikrobiyom verisine
Rastgele Orman teknikligiyle denetimli makine 6grenmesi uygulanarak énemli tahmin
edici Ozellige sahip Oznitelikler saptandi. Bu bakteriler ve mRNA’lar potansiyel
rejenerasyon biyobelirtegleri olarak degerlendirilebilir. Bu aday biyobelirteglerin
validasyonu ve karakterizasyonu icin ek deneysel ve biyoinformatik ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Is1 haritasinda ¢esitlilik gdsteren mikrobiyal bolluk sonuglarina gére, ikinci faza karsilik
gelen ornek gruplarindaki (yani dordiincii ve yedinci glinde) genus bollugu diger tiim
ornek gruplarindan oldukga farklilik gosterdigi goriilmiistir. Bu fazda, mikrobiyal
bollukta ve cesitlilikte; Flavobacterium en baskin (dominant) cins haline geldigi
goriilmistiir. Bir sonraki fazda ise bu baskinlik ortadan kalkmaistir ve yerini baska cinslere
birakmistir. Bu baglamda mikrobiyal bolluk agisindan blastema olusumu bir sekilde
ozellikle Flavobacterium ile iliskili oldugu anlagilmistir. Ist haritasindaki bir baska ilging
sonug ise sadece Giin60 (dpa60) drneklerinde Chryseobacterium bollugunun artmasidir.
Diger bir ifadeyle, aksolotl kol rejenerasyonuda zaman olarak en sonunda bu cinsin arttig1

gbzlemlenmistir.

5.1.1. Sonuglarin genel degerlendirilmesi

e Bu tez calismasinda aksolotl uzuv ampiitasyonu sonrast meydana gelen uzuv
rejenerasyon siireci mikrobiyom ve transkriptom verinin madenciligi vasitasiyla
arastirilmastir.

e Yapilan analizlerde girdi olarak daha Once yayinlanmis mikrobiyom bolluk

tablosu ve transkriptom tablosu kullanilmistir.
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e Bu iki veri lizerinde boyut indirme teknigiyle denetimsiz makine Ogrenimi
uygulanarak 6rneklerin gruplandirilmasi aragtirilmigtir.

e Bu analiz her iki veri ¢esit bakimindan da 6rneklerin rejenerasyon fazina gore
gruplandig1 gozlemlenmistir. Boylece ileri istatiksel metotlar kullanilarak aksolotl
uzuv rejenerasyonu siirecindeki degisimler incelenmis. Bu analizlerin neticesinde
istatiksel olarak anlamli olarak sayilar1 degisen bakteriler ve mRNA’lar tespit
edilmistir.

e Bu analiz her iki veri ¢esit bakimindan da 6rneklerin rejenerasyon fazina gore
gruplandig1 gdzlemlenmistir. Boylece ileri istatiksel metotlar kullanilarak aksolotl
uzuv rejenerasyonu siirecindeki degisimler incelenmis. Bu analizlerin neticesinde
istatiksel olarak anlamli olarak sayilar1 degisen bakteriler ve mRNA’lar tespit
edilmisgtir.

e Bu aday biyobelirteglerin validasyonu ve karakterizasyonu i¢in ek deneysel ve
biyoinformatik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

¢ Butez calismasinda aksolotldaki bu genin (7NXB) ilk defa rejenerasyonla iliskisi.
Bu sekilde ayn1 genin hem aksolotldaki rejenerasyonda, hem de insandaki yara

iyilesmesiyle yakindan alakali bulunmasi bu ¢aligmada ki 6nemli bir sonugtur.

5.2. Gelecekteki Calismalar

Bu tez calismasinda aksolotl mikrobiyota ve transkriptom verisi yeni aday biyobelirtecler
kesfetmek icin kullanildi. Bu iki ¢esit veri bu amagla glincel biyoistatistiksel metotlar ve
araglarla analiz edildi. Oniimiizdeki zamanda mikrobiyota verisiyle genomik ve
proteomik veriler gibi ¢oklu omik veri tiirlerinin beraber kullanimi hizlanip odak konusu
olacaktir. Bu amag i¢in ise ileri istatistiki metotlara, entegre araglara ve uygun bilisim
altyapisina ihtiya¢ duyulacaktir. Bu dogrultuda yaklagimlarin mikrobiyota ¢aligmalarina
yeni 151k tutacagi ve uzun vadede yenilikgi tedavilerin yolunu agacagi dngoriilmektedir.
Bu tez calismasindaki yaklasim ve elde edilen sonuglar aksolotl uzuv rejenerasyonu
alanindaki gelecekte yapilmasi beklenen multiomik ¢aligmalar i¢in 6nem tagimaktadir.
Bu yondeki caligmalari daha etkin bir seklide tasarlama ve uygulamak icin bu tez
caligmasindaki metotlardan ve bulgulardan yararlanilabilir.

Hayvanlarda Rejenerasyondaki mikrobiyal degisimi saglayan rejenerasyon mu yoksa
bakterilerin kendileri mi? Yani bakterilerin sayisal degismesi mi rejenerasyonu sagliyor

yoksa tam tersi mi? Bu sorularina ne kadar merak edilse de bugiine kadar tam anlamiyla
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cevaplanamamustir. Aslinda her iki durumunda birbirinden etkilendigi varsayilmaktadir.
Bu konu genel olarak rejenerasyon-mikrobiyota iliskisinde giincel oldugu gibi yara
iyilesmesinde giincelligini korumaktadir. Aksolotl uzuv rejenerasyonunda da bu husus
hala acikliga gereken bir husustur. Bu baglamda, her {i¢ rejenerasyon fazini da
kapsayacak sekilde daha ayrintili deneysel ¢aligmalara ve biyoinformatik caligmalara
ihtiya¢ vardir. Diger bir ifadeyle, varsayilan konak¢i-mikrobiyota etkilesimlerinin (host-
microbiota interactions) gelecekte ayrintili olarak arastirilmasi ve aydinlatilmasi aksoltl
caligmalari i¢in 6nem arz etmektedir.

Bakterilerle ilgili taksonomik veri tabanlardaki bilgi bosluklarinda dolay1 yeni nesil
sekanslama sonucunda ortaya ¢ikarilan mikrobiyal topluluklar hakkinda veriyi su an
sadece smirli bir sekilde anlamlandirabilmekteyiz. Mikrobiyom analiziyle saptanan
bircok sekans ve dolayistyla mikrop ¢esidi (ASV veya OTU) higbir zaman
tanimlanmamis veya deneysel olarak kiiltiirlenmemis ve karakterize edilmemistir. Diger
ifadeyle, biyoinformatik analiz sirasinda siniflandirilamayan (herhangi bir taksonomik
gruba aidiyeti olmayan) birtakim taksonlar karsimiza ¢ikmaktadir. insan ¢alismalarinda
bu tiir siniflandirilamayan ASV’ler (unassigned ASVs) azken, model organizmalarda
daha fazladir. Ustelik bir organizma ne kadar az ¢alisiimissa, bu tiir siniflandirilamayan
ASV’ler o kadar ¢ok saptanmaktadir. Bu durum mikrobiyoloji agisindan az calisilan bir
canli olan aksolotldan da karsimiza ¢ikmaktadir. Bu baglamda taksonomik siniflandirma
mikrobiyom veri analizinde ¢ok dnemli bir asamadadir. Burada taksonomik veri tabani
secimi kritik bir karardir. Bu ¢aligmada kullanilan mikrobiyota bolluk verisi en kapsamli
veritabani olarak bilinen SILVA veri tabanina dayali siniflandirma sonucu elde edilmistir.
Buna ragmen mikrobiyom profilleme sonucu tespit edilen bazt ASV’ler i¢in taksonomik
smiflandirma ya komple yapilamadi ya da kismen yapilabildi (taksonomik seviyelerin
bazilarinda bilgi eksik kaldi yani mesela genus ismi bilinirken tiir ismi bilinmiyor).
Boylece saptanan ASV’lerin bazilari i¢in hicbir sey bilinmezken, bazilar1 hakkinda da
cok az sey biliniyor. Bu durum mikrobiyoloji agisindan hep bazi zorluklar ¢ikartmakta,
hem de ayni zamanda bazi firsatlar sunmaktadir. ASV’lerin bazilar1 taksonomik olarak
bilinemedigi i¢in sonuclarin yorumlanmasi sl kalmaktadir. Obiir yandan bu
smiflandirilamayan ASV’ler arasinda daha rejenerasyon agisindan ¢ok ilging, dnemli
mikrop cesitleri olabilir. Bu durum ise gelecekteki fonsksiyonel rejenerasyon ¢alismalari
icin genis bir arastirma sahasi sunmaktadir. Boylelikle aksolotl ¢alismalar1 sonucu yeni
mikrop ¢esitleri kesfedilebilir ve bunlarin bazilar1 potansiyel olarak uzuv rejenerasyonuda

onemli olabilir. Uzun vadede translasyonel agidan boyle bakterilerin kesfi, validasyonu
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ve fonksiyonu dnemli bir hedef olarak diisiiniilmesi ve ¢alisiimas1 gerekmektedir. Ozetle,
aksolotl model organizma iizerinde yapilan c¢aligmalar hem bilinen bakteri gruplari
hakkinda yeni bilgiler saglamakta, hem de yepyeni bakteri gruplarinin kesfedilmesine
imkan tanimaktadir. Her iki yonde de daha ¢ok cabaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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