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1. OZET

METAMORFiIK VE NEOTENIK AKSOLOTLLARIN METAGENOMIKS
ANALIZININ YAPILMASI VE KARSILASTIRILMASI

Memelilerin, doku ve organlarindaki kisith rejenerasyon yetenegine karsilik
Amfibiler (Aksolotl ve Newt) kaybettikleri doku ve organlarin1 rejenere
edebilmektedirler. Mikrobiyotanin, konak canlinin metabolizma ve enerjisinin
diizenlenmesine olan katkisinin kesfedilmesinin ardindan, hangi mekanizmay1 nasil
etkiledigi merak konusu olmustur. Yapilan arastirmalarla mikrobiyotanin, cografik
koken, yas, beslenme sekli ve dis etkenlerle tiirden tiire hatta ayni tiir icindeki
bireyden bireye farklilik gosterdigi gosterilmistir (1). Mikroorganizmalarin konak
canlilara olan bir¢ok fizyolojik etkileri diisiiniildiigiinde, dogada kendi kendine
metamorfoz geciremeyen Aksolotlun indiiklenme ile metamorfoz gegirdikten sonra
canlidaki mikroorganizmalarin varligi ve etkileri bizim i¢in merak konusu olmustur.
Beslenme ve ortam kosullar1 sabit tutulursa, sadece metamorfozla mikrobiyom
degisir hipoteziyle, metamorfoz Oncesi ve sonrasinda var olan mikrobiyota
farkliligini incelemek adma tiroksin hormonu ile metamorfoza indiikledigimiz
metamorfik Aksolotllarin ve ayni sayida Neotenik Aksolotllarin bagirsak, mide, diski
ve deri Orneklerinde bulunan mikroorganizmalar ve yogunluklari incelenmistir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda; neotenik Aksolotl derisinde en ¢ok goriilen filumlar;
Firmicutes ve Bacteroidetes, neotenik midesinde Proteobacteria ve Firmicutes,
neotenik bagirsaginda Firmicutes ve Verrucomicrobia, neotenik fekal maddesinde
Bacteroides ve Firmicutes’tir. Metamorfik Aksolotl derisinide en ¢ok goriilen
filumlar; Proteobacteria ve Actinobacteria, metamorfik midesinde Proteobacteria
ve Cyanobacteria, metamorfik bagirsaginda Firmicutes ve Bacteroideres,

metamorfik fekal maddesinde Bacteroidetes ve Firmicutes’tir.

Anahtar Kelimeler: Aksolotl, mikrobiyota, metamorfoz, rejenerasyon.



2. ABSTRACT

COMPARISON AND METAGENOMICS ANALYSIS OF NEOTENIC AND
METAMORPHIC AXOLOTL

After discovery of the contribution of microbiota to the regulation of host
organism's metabolism and energy, it has become a matter of curiosity about which
mechanisms it affects. It has been shown that microbiota varies according to
geographical origin, age, feeding, external factors, species and even between
individuals within the same species (1). Amphibians (Axolotl and Newt) can
regenerate their lost tissues and organs, as opposed to the mammalians which have
limited regeneration ability of tissues and organs. It is considered that microbiata
have physiological effects to host organism and axolotl could not undergo
metamorphosis itself than the existence and effects of living organisms after
metamorphosis has become a matter of concern. In this study, we aimed to
investigate the variation of microbiota in axolotls before and after metamorphosis
without changing the nutritional and ambient conditions. In order to monitor this
microbiota difference, the variety of microorganisms and their densities in the
intestine, stomach, stool and skin of the neotenic and metamorphic axolotl’s were
investigated. In this thesis, analysis of microbial structures” dynamics and where and
how they act on host mechanisms have been performed. As a result of the study; it
has been found that the most common phylums on the neotenic Axolotl’s skin are
Firmicutes and Bacteroidetes, in neotenic stomach Proteobacteria and Firmicutes, in
the neotenic intestine Firmicutes and Verrucomicrobia, in the neotenic fecal material
Bacteroidetes and Firmicutes. The most common phylums on the metamorphic
Axolotl’s skin are Proteobacteria and Actinobacteria, in the metamorphic stomach
Proteobacteria and Cyanobacteria, in the metamorphic intestine Firmicutes and

Bacteroidetes, in the metamorphic fecal material Bacteroidetes and Firmicutes.

Key Words: Axolotl, microbiota, metamorphose, regeneration.



3.GIRIS VE AMAC

Aksolotl, rejenerasyon kapasitesi yiiksek canlilar arasinda memelilere en
yakin tirdiir.  Biitlin hasarlardan miikemmel rejenerasyon kabiliyeti sayesinde
basariyla ¢ikmasi onu merak uyandiran bir model organizma haline getirmistir.
Dogada hep larval evrede yasamasi ve metamorfoz gecirememesi fakat troid
hormonu ile metamorfoza indiiklenebilmesi; metamorfoz Oncesi ve sonrasinda
rejenerasyon kapasitesinin degismesi bu canlinin dikkat ¢eken ozelliklerindendir.
Mikrobiyotanin konagina olan yararl etkilerinin bilinmesiyle, metamorfoz sonrasi
yagsamsal adaptasyona olan katkisinin da var olup olmadigi ve eger varsa ne boyutta

oldugu arastirma konusu haline gelmistir.

16S rRNA geni metamorfik ve neotenik bagirsak, deri, diski ve mide
orneklerinden izole edilen DNA Ornekleri igerisinde c¢ogaltirak siniflandirma

yapilmis ve hangi bakteri filumu ne derecede degismis analiz edilmistir.

Amacimiz, canlinin beslenme, yasadigi ortam gibi cevresel kosullarini
degistirmeksizin, metamorfoz Oncesinde ve sonrasinda, ayni organlarda degisen

mikroorganizma gesitliligini gdstermektir.



4.GENEL BILGILER

4.1.Aksolotl

4.1.1.Aksolotl’un simiflandirilmasi ve biyolojisi

Aksolotl (Ambystoma mexicanum), kuyruklu amfibi iyesidir ve Kuzey
Yarimkiire’nin  1liman  bolgelerindeki  semender ailelerini  olusturmaktadir.
Ambystomatidae'ye ait, genelde mol salamander denilen Ambystoma cinsidir ve
Meksika’dan Alaska'ya kadar tim Kuzey Amerika boyunca bulunan yaklasik 30
tiirden olugmaktadir (2). Meksika'nin orta kesimindeki daglarda yasayan 17 Meksika
Ambystomatid semender tiirii bulunmaktadir. Bu tiirlerin besi 6ncelikle veya zorunlu
olarak neoteniktir; yani, metamorfoz gecirmezler ve yetiskin larval formda
treyebilmektedirler. Aksolotl, Meksika Vadisi'ndeki Xochimilco Goli’nde
endemiktir (3). Aztekler, deniz seviyesinden 2.200 metre yiiksekligindeki bu gol
civarinda ylizyillar boyu yasamistir. Aztek tanris1 Xolotl'a goére hayvan adlandirildig:
icin bu canliya Aksolotl ismi verilmistir (4). Giiniimiizde, yasam alaninin kaybi,
istilac1 tiirlerin ortaya c¢ikmasi ve su kalitesindeki diisiis nedeniyle Aksolotl’larin
nesli tiikkenmektedir. Ne yazik ki, bugiinkii Aksolotl’larin ¢ogunlugu diinyanin dort

bir yanindaki akvaryumlarda ve laboratuvarlarda bulunmaktadir.

Aksolotl’lar rejenerasyon Kabiliyetlerinin yani sira, biiyiik yumurta, dis
gelisim, giivenilir lireme, embriyonik ve yetiskin doku greftlerinin kabulii ve
yumurtadan ¢ikan larvalarin biiyiikligii gibi deneysel avantajlari nedeniyle, her
organ sistemi i¢in gelisimsel biyoloji arastirmalarinda kullanilmaktadirlar (5).
Aksolotl’larin avantajlarindan birisi de uzun vadede bir laboratuvar ortaminda

kolayca yetistirilebilmesidir.
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Sekil.4.1.1.1. Aksolotl’'un genel goriiniimii ve organlarmnin organizasyonu (Farkas

JE., 2015)

4.1.2.AksolotI’un rejenerasyon kapasitesi

Hem Newtler’i hem de Aksolotllar’t diger hayvan modellerinden farkli kilan
onemli Ozellikleri, memelilerin ¢arpict yenilenme kabiliyetleri sergileyen omurgali
akrabalar1  olmalaridir.  Aksolotllar, onlar1  6ldiirmeyen neredeyse tiim
yaralanmalardan rejenerasyon Kkabiliyetleri ile kurtulabilmektedir. Rejenerasyonu
kalp, kuyruk, c¢ene, omurga, solunga¢, beyinde ve tiim ekstremitede
gerceklestirebilmektedirler (6). Ayrica bu iyilesme yara izsiz ve fonksiyon kaybi
olmadan  gergeklesmektedir. Ve  muhtemelen rejenerasyon, ¢ok  kere

tekrarlanabilmektedir. Rejenerasyon larvalarda daha hizli olmasina ve metamorfoza



indiiklenen Aksolotllar’da daha basarisiz olmasina ragmen, hayatin her asamasinda

gerceklesebilir (6).

Aksolotllar’m yani sira diger amfibiler ve hatta memeliler de sinirli da olsa
rejenerasyon yetenekleri sebebiyle bilimsel aragtirmalarda model organizma olarak
calisilmaktadirlar. Afrika kurbagasi Xenopus laevis'in iribaslart kuyruklarmi ve
omurgalarini rejenere edebiliyorken, bazi maymun tiirleri (Pleurodeles waltl,
Notophthalmus viridescens ve Cynops pyrrhogaster) ekstremitelerini ve ikincil
organlarint yenileyebilmektedir (7). Kuyruksuz kurbagagillerden olan X. laevis,
sadece yaklasik 260 milyon yil 6nce kuyruklu amfibilerle ortak ataya sahiptir (7).
Ayrica X. Laevis ge¢ larval donemlerde rejeneratif kabiliyetlerini kaybetmektedir.
Amfibilerin diger iki tiyesi olan Newt ve Aksolotl gériiniiste benzer anatomiye sahip
tirodelalar olmalarina ragmen, en az 145 milyon yil once ortak bir atadan
ayrilmislardir (7). Son caligmalar gostermistir ki, Newt ve Aksolotl birbirlerinden

farkli rejenerasyon (8) ve iyilesme mekanizmalarina sahiptir (9).

4.2 Metamorfoz

4.2.1.Amfibilerde metamorfoz

Amfibiler gelisirken bircok fizyolojik ve morfolojik degisiklige
ugrarmaktadirlar (32). Iribaslar tam gelismis dis ekstremitelere sahip degildirler,
solunga¢ solunumu yaparlar ve tamamen suda yasamaktadirlar. Metamorfoz ile,
kurbaga ekstremitelerinin gelisimini tamamlar, akciger solunumu yetenegi kazanir ve
karasal yasama adapte olurlar. Amfibiyenlerin beslenme sekilleri de metamorfoz ile
bilyiik oranda degisir. Iribasken beslenme sekli neredeyse tamamen bitki olmasina
karsin, eriskin bir kurbagayken bocekgildir (33). Boylece, eriskin kurbaga, iribasa
karsin, protein ve kitin bakimindan daha yiiksek ve seliilloz bakimindan daha diisiik
bir beslenme sekline sahiptir. Sindirim sistemi, bu canli evreleri arasinda asidik
olmayan midelerden asidik midelere, daha kisa ince bagirsaklara ve daha biiyiik arka

bagirsaklara kadar hizli ve koklii degisiklikler gegirmektedir (34). Bagirsagin



bagisiklik sistemi iribaslarda metamorfoza ugramis kurbagalara kiyasla az gelismistir
(35).

Metamorfozdan sonra, amfibilerin diiz, primer bagirsak epitelinde hizlh
dejenerasyona ve sekonder bagirsak epitelinin  proliferasyonuna maruz
kalmaktadirlar (34). Bu ikincil epitelyum katlanmis villuslar igerir ve bir¢ok sindirim
ve dogustan gelen immiinite genlerinin daha yiiksek ekspresyonunu sergilemektedir
(34). Epitelyal bagisiklik fonksiyonu da amfibilerde metamorfoz yoluyla degisir.
Larva bagirsagi IgM veya IgX direten B hiicrelerinden yoksundur (35). Ayrica
iribaglar, bagirsak miisinleri konusunda uzmanlagmis bir cins olan Akkermansia’dan
yoksundur (36). Bagirsak mikrobiyotasi aglik sirasinda pitonlarda (37) ve kis uykusu
sirasinda bir sincap tiirtinde (Ictidomys tridecemlineatus) defalarca remodelize
edilmistir (38). Birkag bdcek tiirliniin bagirsaklari, antimikrobiyal bilesiklerden
olusan bir kokteyl iiretiminden Otliri metamorfoz yoluyla sterilizasyona ve
rekolonizasyona ugramaktadir (39). Aym sekilde amfibiler, metamorfoz boyunca
antimikrobiyal aktiviteye sahip yiikksek seviyelerde lizozim {iiretmektedirler.
Gelecekteki caligmalar, metamorfoz boyunca ¢esitli zaman noktalarinda mikrobik

cesitlilik ve yogunluk 6l¢timlerini gergeklestirebilir durumda olacaktir.

4.2.2.Aksolotl’da metamorfoz

Urodelalarin biiyiik ¢ogunlugunun aksine, Aksolotllar tiroid hormonu ile
indiiklenmedik¢e metamorfoz gecirmeyen, yetiskinlerinde jiivenil 6zelliklerin hayat
boyu korundugu neotenik canlilardir (10). Erkekler cinsel olgunluga 10, disiler ise
12-18 ayda ulasmaktadirlar. Cinsel dimorfizm, erkeklerin daha ince ve uzun
olmalariyla ve kloakal ¢ikintiya sahip olmalariyla mevcuttur. Disiler yumurta
tasidiklarindan dolayr daha yuvarlaktirlar. Vahsi ortamda yasayan Aksolotllar’in
Oomriiniin yaklasik 10-15 yil oldugu diisiiniilmektedir. Aksolotllar, omurgaya paralel
uzanan gelismemis akcigerlere sahiptirler. Ug c¢ift harici solungac ile oksijen
aligverigsinde bulunurlar ve kutandz gaz degisimi yoluyla derileriyle de soluyabilirler
(12).



Resim.4.2.2.1. Metamorfoza indiiklenen Aksolotl’un belirli giinlerde goriiniimii.
(A: 0.Giin, B: 9.Giin, C: 18.Giin, D: 27.Giin, E: 36.Giin, F: 45.Giin, G: 51.Giin ve H:
57.Giin)

4.2.3.Tiroid hormonu ile metamorfoz

Amfibilerde metamorfoz, larva formundan eriskin forma gegerken goriilen
fizyolojik, davranigsal, morfolojik, biyokimyasal ve epigenetik degisiklikler
biitiiniidiir (12). Bu degisikliklere, dolasimdaki tiroid hormonlart (T3:Triyodotironin
ve T4:Tiroksin) ve onlarin, hedef hiicrelerdeki tiroid hormon reseptorleri arasindaki
etkilesimler neden olmaktadir (13). Neotenik canlilar larva 6zelliklerini koruyarak
cinsel olarak olgunlasmaktadirlar. Fakat Ambystoma mexicanum (Aksolotl) ve
Ambystoma tigrinum (kaplan semender) gibi bazi {irodelalar tiroid hormona (TH)
maruz kaldiktan sonra metamorfoz gegirme yetenegine sahiptirler (14-16).
Aksolotllarda metamorfozu indiikklemek igin peritoneal hormon enjeksiyonu veya
yetistirme suyuna hormon ilavesi seklinde iki yontem kullanilmaktadir (15, 17).
Genelde metamorfoza indiiklemek i¢in T4 kullamilmaktadir ¢iinkii tiroid tarafindan
salinan hormon ve deodinaz aktivitesi yoluyla T3'e doniistiiriilen primer iyotun diger
dokulara dagitildigr distiniilmektedir (13). Toksisite esigi 80 nM oldugu igin ve
morfolojik ve transkripsiyonel olaylarin sirasini degistirmeden orani en iist diizeye

¢ikardigi i¢in 50 nM T4 kullanilmaktadir (13).



Tiroid hormonu ile indiklenen metamorfoz sirasinda, Aksolotllar’da kilo
kayb1 ve biiylime hizlarinda azalma meydana gelmektedir. Kuyruk yiizgeglerinin,
dorsal sirt ylizgeglerinin ve solungaglarinin (giller) tamamen kaybolmasi seklinde bir

takim morfolojik degisiklige ugramaktadirlar (18).

T3 hem larval epitel hiicre 6ltimiinii hem de eriskin epitel gelisimini uyarir.
Bu bulgular, T3 ile indiiklenen apoptozun metamorfoz sirasinda erigkin kok
hiicrelerin yogun proliferasyonundan daha erken meydana geldigini ve proliferatif
hiicreler ile apoptotik hiicrelerin, metamorfozun dorugundaki bagirsak epitelinde

belirgin hiicre popiilasyonlari oldugunu ortaya koymaktadir (19).

Yetigkin organa 6zgii kok hiicreler, organ homeostazi, onarimi ve yenilenmesi
icin kritik 6nem tasimaktadir ve bu tiir kok hiicrelerin yanlis regiilasyonu genellikle
kanser gibi hastaliklara neden olmaktadir. Amfibilerde metamorfoz sirasinda
bagirsagin yeniden modellenmesi, memeli bagirsaginin dogumdaki olgunlagsmasini
andirmaktadir ve bu nedenle omurgalilarda gelisimini tamamlamis organa 6zgii kok
hiicrelerin gelisimini incelemek igin giizel bir model olmustur (19, 20). Xenopus'daki
in vivo gen fonksiyonu calismalari bu essiz model sisteminin degerini daha da
artirmaktadir (21). Metamorfoz sirasinda olusan yetiskin bagirsak kok hiicrelerinin,
metamorfozun zirvesinde ¢ogalan hiicre kiimeleri oldugu deneysel olarak
gosterilmistir. Yetiskin kok hiicrelerin larval epitelden tiiretildigine dair daha 6nceki
bulgular gbéz Oniine alinirsa, T3'e yanit olarak epitel hiicreleri yetiskin intestinal
epitelyumun olusumuna neden olan proliferasyon ile iki yol izlenmektedir; apoptoz

veya diferansiyasyon (19).

Amfibi metamorfozunda tek bir hormonun bu kadar ¢ok gelisimsel programi
nasil kontrol ettigi bircok agidan merak konusu olmustur. Ayni hiicre tipi konumuna
bagli olarak bagka yerde baska bir goreve sahip olabilmektedir (22). TH ile birlikte
kuyruk kasi yok olmaya baslamaktadir, aynt hormon ekstremite kaslarinin
bliylimesine ve diferansiyasyona ugramasina sebep olmaktadir. Her organ TH'na
farkli cevap vermektedir. Metamorfoz, omurgali organogenezini incelemek igin
miikemmel bir modeldir. Ornegin; iribas bagirsag: basit mide ve kalin bagirsak ile
birlikte basit bir tiiptiir. Metamorfozun doruk noktasinda 5 giin i¢inde uzunlugu %75

kisalmakta ve yeni salgi bezleri ile yeni bir mide olusturmaktadir (23). Tipik bir



omurgali ince bagirsagi gibi villuslart gelismektedir. Plonefros metamorfozun
sonunda gerileyen ve ortadan kaybolan bir tadopole yapisidir (24). Mevcut iribas
organlarindan ise deri, bagisiklik sistemi, solunum organlari, karaciger, beyin, burun,
hipofiz, omurilik, gbz, hematopoetik sistem ve iskeletin biiyiikk bir kismi yeniden
yapilanmaktadir. Ayrica TH, kurbaga metamorfozundan sonra, iribasta islevsiz olan
veya mevcut olmayan organlarin ve hiicre tiplerinin olusumunu kontrol etmektedir

(22).

TH’ 1 etkisini diger bir yoldan izlemek i¢in troid bezinde TH salgisini inhibe
eden metimazol kullanilmis, iribaslar aylarca izlenmistir. Sonu¢ olarak da iribasin
iskeletini yeniden sekillendiremedigi goézlenmistir (22). Metamorfozda en ¢ok

kullanilan anuranlardan iki model canli X. Laevis ve Rana catesbeiana’dir (22).

Metamorfozda yeniden sekillenen tiim dokularin iginde, gen ifadesinde en
biiyiik degisiklikler deride goriilmektedir (25). Iribas derisi, memeli fetiis derisine
cok benzemektedir (26). Ug hiicre tabakasindan olusur ve bunlarin hepsi alttaki
kaslardan ince bir kollajen katman ile ayrilmaktadir. Dis apikal katman, memelideki
periderme  benzemektedir.  Subepitelyal fibroblastlar  kollajen  tabakasini
kaplamaktadir. Dermis yoktur (22). TH, deri hiicrelerini 6ldiiriir ve bazal hiicreler,
omurgaliya 6zgii olan germinatif epitel olustururlar (27). Sadece iribas epidermisinin
apikal hiicrelerinde eksprese edilen genler, metamorfozda TH ile asag: regiile edilir
(28). Keratinleri kodlayan genler de metamorfozda degisir. Kurbaga derisi, alt
katmanda bir dermise ve iki ¢esit deri bezine sahiptir. X. laevis cDNA kiitiiphaneleri
ve mikroarray analizleri, bu deri bezlerinde ifade edilen bir¢cok geni ortaya

¢ikarmaktadir (29).

Metamorfozun en iist noktasinda olusan en biiylik degisikliklerden biri
bagirsagin yeniden bicimlendirilmesidir. iribas bagirsagi basit ve uzun tiip bir olup,
proksimal ucunda tiflosol denilen ige dogru bir kivrima sahiptir. Seyrek mezensim,
bir i¢ radyal ve bir dis longitudinal kas tabakasi ile ¢evrili bir endotel hiicre tabakasi
ile kaplanmigtir. Metamorfozun klimaksinin (doruk noktasi) 5. giiniinde bagirsak tiim
uzunlugunun %75’1 oraninda kisalir ve tipik bir omurgali karni1 ve ince bagirsagi
olusturur. Kisalma birkag¢ giin iginde hizla ger¢eklesmektedir ve epiteli kalin gegici

¢ok hiicreli bir astar haline getirmektedir (23, 30). Epitel, iribas biiyiimesi boyunca
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devamli olarak ¢ogalmaktadir. Metamorfozda ise DNA sentezi seviyesi, en igteki
epitelyal hiicrelerin apoptozise girmesine ragmen yeniden sekillenme esnasinda
bliyiik 6lgiide artmaktadir. Metamorfozun sonunda kriptler ve villuslar olustugunda
bile DNA replikasyonu epitel boyunca devam etmektedir (31). Hiicre - hiicre
etkilesimi bagirsak yeniden modellenmesinde etkindir. iribasta genler TH
kontroliindedir (32). Aymi genlerin bir¢ogu kuyruk ve bagirsakta TH tarafindan

induklenir.

4.3.Mikrobiyota

4.3.1.0murgah canhlarda mikroorganizmalar

Bagirsak mikrobiyotasi bir konak¢r organizma icinde yer alan bir "mikrobik
organ" olarak diisiiniilmektedir. Bagirsagin besin maddelerinin sindirimi ve emilimi
roliine ilaveten, insan gastrointestinal sistemi ¢esitli mikroorganizma topluluklari
icermektedir. Su ana kadar insan bagirsak mikrobiyolojisi tam olarak agiklanamasa
da, insan bagirsaginin yaklasik 10* - 10" bakteri hiicresine ev sahipligi yaptigi
bilinmektedi. Bir biitiin olarak, insanlarda yasayan mikroorganizmalarin insan
hiicrelerinden 10 kat daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. Mikrobiyom, genel
olarak insan genomunun 100 katindan fazlasini temsil etmektedir (67). Bagirsak
mikrobiyotasinin konak¢1 enerji metabolizmasinin kontroliinde bir ara¢ oldugu

soylenmektedir (65).

Insan viicudunun, kendi hiicrelerinin sayisindan en az 10 kat daha fazla
bakteri ile yasadig1 bir siiredir bilinmektedir ve bu bakterilerin ¢ogunlugunun insan
gastrointestinal sisteminde yasadigi bulunmustur (33). Mikrobiyoloji tarihi boyunca
insan c¢alismalarinin ¢ogu, insanlara veya insanlarda bulunan hastalik yaratan
organizmalara odaklanmustir. Insanlarin iginde yasayan yararlh ve zararh

mikroorganizmalarin arasindaki iliskinin aydinlatilmasi insanligin yararina olacaktir

(34).

Mikrobiyom, kelimenin tam anlamiyla viicut alanimizi paylasan komdiinal,

simbiyotik ve patojen mikroorganizmalarin ekolojik toplulugunu ifade etmektedir
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(35). Bir toplumdaki mikroorganizmalarin sayis1 ve filogenetik iliskileri, 16S rRNA
genlerinin analiz edimesine baghdir. Yakin zamanda, 16S rRNA gen siralama
teknigini kullanarak farkli biyolojik durumdaki insan mikrobiyomunu tanimlayan

calismalar yaymlanmistir (36).

Bagirsak, memeli ve prokaryotik bilesenlerinden olusan kompleks bir
ekosistemdir ve bunlarin tamamina “mikrobiyota” denmektedir (37). Bu iki unsur
cesitli mekanizmalar yoluyla siirekli etkilesim i¢indedir. Bagirsak mikrobiyotasi,
konagin metabolizma ve beslenme homeostazi, enerji harcamalar1 ve bagisiklik gibi
coklu fizyolojik siireclerine katkida bulunmaktadir. Son yillarda yapilan bir¢ok
calisma, mikrobiyomun konak¢inin metabolik durumu kadar, bagisiklik gelisimi ve
fonksiyonlarinda da onemli bir rol oynadigimi ileri siirmektedir. Bu fonksiyon,
bagirsak liimeni ve mukozal yiizeyleri arasinda kiigiik molekiillerin degisimi yoluyla

ve sistemik dolasimla elde edilmektedir (38).

Genomlarimiz yagam boyunca biiyilk oranda (rastlantisal mutasyonlarin
goriilmedigi durumlarda) statik olmasina ragmen, mikrobiyomlarimiz dogal olarak
dinamiktir (39). Viicudumuzda barindirdigimiz mikrobik topluluklar, ¢ocukluk
caginda olgunlasma, beslenmemizdeki degisiklikler, yolculuklar, hastaliklar, tibbi
tedaviler gibi bircok faktor nedeniyle hayatimiz boyunca degismektedir. Son
teknolojik gelismeler sayesinde, hayvan modellerinin ve insan popiilasyonlarinin
mikrobiyom dinamikleri hakkinda olduk¢a ayrintili calismalar yapilmasi artik

miimkiin olmaktadir (39).

Mikrobiyomlarimiz karmasik ve dinamik ekosistemlerden olugmaktadir.
Mikrobiyal kolonizasyon, dogumda baslamaktadir ve bebeklik donemi boyunca
viicutta giderek zenginlesmis mikroorganizma topluluklart olusmaktadir (40).
Saglikli bir yetiskin mikrobiyotasi; hormonal dongiiler, cinsel aktivite ve diger birgok
faktor tarafindan degistirilebilmektedir (41). Dramatik degisiklikler, enfeksiyonlar
veya inflamatuvar bagirsak hastaligi gibi hastaliklarla ortaya cikabilmektedir (42,
43). Antibiyotik tedavileri gibi tibbi miidahaleler de mikrobiyotay1 derinden
etkileyebilmektedir (44).

12



Bir arastirmada 14 saglikli bebegin bagirsak mikrodizisi kullanilmistir.
Arastirmacilar tarafindan, bebeklerin mikrobiyomlar1 arasindaki bireyler arasi
farkliligin genel olarak yasamin ilk yili boyunca ¢ok yiiksek oldugunu bulunmustur.
Her bir bebek igin, farkli kolonizasyonlu bakteri tiirlerinden farkli bir kombinasyon
elde edilmistir. Tlgingtir ki zamanla bebekler olgunlastik¢a bireyler aras1 mikrobiyom
degiskenligi azalmis ve mikrobiyolojileri ailelerininkilerle benzerlik kazanmaya
baslamistir (45).

Mikropsuz zebra baligina, Firmicutes bakimindan zengin memeli mikrobik
toplulugu asilandiginda, mevcut mikrobik topluluk Proteobacteria bakimindan
zengin bir topluluga doniisiir. Proteobacteria, Firmicutes ve Bacteroidetes'e kiyasla
oksijene daha fazla toleranshidirlar. Ayrica kurbagalarda bulunan fakat iribasta

bulunmayan gastrik bir mide mikrobiyotay1 degistirebilir (46).

Baska bir ¢alismada, bir gocugun dogumundan 2,5 yasina kadar 60 adet digk1
orneginin toplandigi mikrobik analizinde dizilemeye dayali yontemler kullanilmistir.
Tiim ornekler tizerinde 16S rRNA gen dizilemesi gerceklestirilmistir ve ayrica
orneklerin bir alt kiimesi {izerinde de metagenomik dizilemesi gergeklestirilmistir.
Bebegin mikrobiyomunun filogenetik ¢esitliligi zamanla kademeli olarak artarken,
ozellikle kat1 gida ile beslenmeye baslanildigi sirada bazi belli basli taksonomik
gruplarin  bollugunun aniden degistigi gozlenmistir. Metagenomik dizileme
verilerinde, once ve sonra alinan &rnekler arasindaki mikrobiyal gen igerigindeki
farkliliklar gzlenmistir. Ornegin, dnceki drnekler ve sonraki drnekler arasinda laktat
metabolizmast genlerinin zenginligi, karbonhidrat kullanimi, vitamin biyosentezi ve

ksenobiyotik degradasyona katilan genlerde farkliliklar gézlenmistir (47).

Bebek bagirsak kolonizasyonu sirasinda bakteri suglari  Seviyesindeki
degisiklikleri arastiran bagka bir ¢calismada, farkli yastaki ¢ocuklardan izole edilen 16
adet Escherichia coli susunun genomlari siralanmistir. Genel olarak, yasamin ilk 2
haftasinda ve daha sonra kolonize olan suslar arasinda zenginlestirilmis yiizlerce gen
bulunmustur. Erken kolonize olan suslarin kolisin direnci ve biyosentetik islemler
gibi islevleri olan genlerce zengin oldugu gozlenmistir. Daha sonra kolonize olan
suslarin, oksidasyon indirgemesi, arsenat ve siyanata kars1 direng gibi islevlerle ilgili

genler bakimindan zengin oldugu goézlenmistir. Sonug olarak erken kolonizasyon
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sirasinda bagirsakta nispeten daha az metabolik bilesik bulundugu ve daha sonra
daha karmasik ve rekabetci bagirsak mikrobiyal ekosistemlerinin varligi tespit
edilmistir (48).

Farkli viicut bolgelerinin erken mikrobik kolonizasyonunu arastiran bir
caligmada, farkli zamanlarda alinmak {izere 5 bebegin deri, tiikiirik ve diski
orneklerinden olusan bir deney grubu olusturulmustur. Arastirmacilar, orneklerin
16S rRNA gen dizileme analizlerini kullanarak, ayn1 bireyden gelen tiikiiriik ve digki
orneklerinde bulunan mikrobiyotalarinin, en azindan yasamin 15. giiniine kadar

onemli 6l¢iide farkli olmadigini kesfetmislerdir (49).

Bir grup aragtirmaci, farkli yastaki ve farkli cografyadan olan 531 insan
denekten alinan mikrobiyomlar1 analiz etmistir. Arastirmacilar, bireyler arasi
mikrobiyom degiskenliginin, yetiskinlerdekilere kiyasla ¢ocuklarda siirekli olarak
daha yiliksek oldugunu, mikrobiyal topluluklarin c¢ocuklar ~3 yasina geldiginde
yetiskinlerinkine daha ¢ok benzedigini kesfetmislerdir. Ilging bir sekilde,
yetiskinlerde zenginlestirilmis vitamin B12, B7 ve B1 sentez yolaklar1 ve bebeklerde
zenginlestirilmis folat sentez yolaklari i¢in, mikrobiyal gen iceriginde cografyadan

bagimsiz farklar bulunmustur (50).

Ureme yasindaki kadinlar, o6zellikle vajinadaki mikrobiyomu etkilemesi
beklenen menstrilasyon dongiisi boyunca Onemli fizyolojik degisiklikler
gecirmektedir. Bu etkileri analiz etmek adina yapilan bir ¢alismada, saglikli ireme
yasindaki 32 kadindan 16 haftalik bir siire zarfinda, haftalik olarak iki kez toplanan
vajinal orneklerden 16S rRNA genleri dizilenmistir. Arastirmacilar, cogunda bir veya
iki Lactobacillus tiiriniin egemen oldugu 5 ¢esit vajinal bakteriyel topluluk tespit
etmislerdir. Ayrica vajinal mikrobiyotanin degiskenligi ile menstrilasyon dongiisii
stiresinin artmasi arasinda ve bakteri toplulugunun kompozisyonu ve cinsel aktivite

arasinda 6nemli iliskiler bulunmustur (41).

Bir¢ok fizyolojik ve davranigsal degisiklik, normal yaslanma siirecinde ortaya
¢ikmaktadir ve mikrobiyotanin da etkilenebilecegi diistintilmektedir. Claesson ve

ark., tarafindan 65 yas istii 161 kisiyle bir arastirma yapilmistir. Genel olarak, yash
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kisilerdeki Firmicutes filumuna kiyasla Bacteroidetes filum iiyelerinin geng

yetigskinlerde daha yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir (51).

Insanlar ve evcil hayvanlar siklikla antibiyotiklerle tedavi edilmektedir ve bu
durum patojenlerde artmis antibiyotik direncine neden olmaktadir. Ancak
kommensal mikrobiyal topluluklar iizerinde belirgin bir etkileri olmadigi
diisiiniilmektedir. insanlardaki bu durumu arastirmak igin 52 disk1 6rnegi toplanilmis
ve 16S rRNA gen dizilimi kullanilarak analiz edilmistir. Mikrobiyal ¢esitlilik,
antibiyotik tedavisi basladiktan 3-4 giin sonra tiim denekler i¢in hizli bir sekilde
diisiis gostermistir, ancak genellikle antibiyotik kesildikten birkag¢ giin sonra yeniden
artmistir. Bazi bakteri taksonlari, Ruminocococcaceae ve Lachnospiraceae
familyalar1 gibi, antibiyotik tedavisiyle azalma egilimi sergilemistir. Genel
mikrobiyal topluluk yapilari deneyin sonunda dengelenmis gibi goriiniirken, ilk

yapilarina gore degismistir (44).

Saglikli yetiskinler beslenmelerinde siklikla kilo kaybi, gelismis atletik
performans, dini veya etik nedenlerle kasith degisiklikler yapmaktadirlar. Wu ve
ark., iki farkli beslenme seklinin insan mikrobiyotas: {izerine etkisini 10 denek iceren
randomize bir ¢alisma dizayni ile aragtirmiglardir. Deneklerin, digk1 6rnekleri giinliik
olarak toplanirken, 10 giin boyunca ya yiiksek yag/diisiik lif ya da diisiik yag/yliksek
lif seklinde beslenmislerdir. Orneklerin 16S rRNA gen dizilimi kullamlarak yapilan
analizinde, kontrollii diyet baslattiktan 24 saat sonra mikrobiyal topluluklarin genel

yapisinda hizli degisimler gozlenmistir (52).

Daha kapsamli baska bir diyet ¢alismasinda insanlar, agirlikli olarak bitki
veya hayvana dayali diyetle 5 giin siire ile beslenmislerdir ve daha sonra diger diyete
gecmislerdir. Toplam 15 denek i¢in, 2 diyet seklinden once, sirasinda ve sonrasinda
15 diski numunesi toplanmistir. 16S rRNA gen dizisi analizi, kisa zincirli yag asidi
ve safra asidi olgtimleri ve 18S gen dizisi analizi 6rneklere uygulanmistir. Genel
olarak, hayvan trtinleri temelli diyette, Bilophila wadsworthia ve Alistipes putredinis
gibi safra asidine direngli organizmalarin bollugunu iceren mikrobiyotaya sahip
olduklar1  gozlenmistir. Mikrobiyal genlerin  ekspresyonunda; vitaminlerin

biyosentezi, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin bozunmasi1 ve b-laktamazlar igin
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genlerin artan regiilasyonu gibi degisikliklerin hayvan temelli diyet iizerinde

gerceklestigi gozlenmistir (53).

4.3.2.Mikrobiyota ve konak iliskisi

Bagirsak mikrobiyotasi, insan sagligi ve beslenmesinde O6nemli bir rol
oynayan karmasik bir ekosistemin Onemli bir bolimiinii olusturmaktadir (54).
Gastrointestinal sistemin bakteriyel kolonizasyonu, konak¢imin mikrobiyolojik,
fizyolojik, beslenme ve gevresel faktorler gibi ¢esitli faktorlerinden etkilenmektedir
(54). Ayrica bagirsak mikrobiyotasinda yaslanmanin sebep oldugu degisiklikler,
yash bireylerin sagligini etkileyebilmektedir (55). Psikososyal stres, hareketlilik ve
beslenme gibi etkenler de bagirsak florasinin degismesini saglayabilmektedir(56).
Psikososyal stres faktorleri, bagirsak mikrobiyal kompozisyonunu etkileyebilecek
anoreksinin veya bagisiklik sistemindeki degisikliklerin olusmasina neden

olabilmektedir (57).

Yaslanmanin ince bagirsakta desen degisikligine sebep olabilecegi
belirtilmistir ve buna ek olarak, yasli bir bireyin harcket kabiliyeti bagirsak
hareketliligini de etkileyebilmektedir. Indirgenmis bagirsak hareketi sindirim
tizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir ve kabizliga neden olmaktadir, dolayisiyla

bagirsak mikrobiyotasinda degisiklige neden olabilmektedir (54).
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Sekil.4.3.2.1.Insan viicudunda mikroorganizmalarin dagilimi. (Peterson, Jane.,
2009.)

Cogu bakteriyel patojen, konakc¢ilarn1 solunum, iirogenital veya
gastrointestinal sistemlerin mukozal yiizeyleri vasitasiyla enfekte etmektedir (58).
Mukozal yiizeyler mekanik ve immiinolojik engellerle enfeksiyona karsi
korunmustur (59). Normal bagirsakta mikrobiyota ve konakg¢i arasinda karsilikli
yarar iligkisi vardir. Mikrobiyota konak¢min anjiogenezisine, beslenmesine,
bagisiklik sisteminin gelisimine ve yag depolamasina katkida bulunmaktadir (60-62).
Bu sekilde bir etkilesim mikrobiyotanin tiirlesme yapisini dengede tutmaktadir ve
patojenlerin kolonilesmesine engel olmaktadir. Kolonizasyon direncinin molekiiler

yapisi hala iyi anlagilmamustir (58).
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Bagirsagin normal florasi, 400'den fazla zorunlu anaerobik bakteri tiirii

igermektedir (63). Aerobik floranin konsantrasyonu ¢ok daha diisiiktiir ve bagirsakta

bulunan tiir sayis1 azdir. Saglikli bireylerde, diskida aerobik gram-negatif basiller
(GNB) arasinda Escherichia coli hakimdir (64). E. coli disindaki ¢ok sayida GNB,

giinliik gidalar, 6zellikle salatalarla birlikte alinmaktadir (65). Baz1 E. coli suslarinin

varligl aylarca ya da yillarca devam edebilmekteyken, bazilarinin ise gorevi birkag

gin ya da hafta siirmektedir (66). Aerobik gram-pozitif koklar arasinda ise

enterokoklar baskindir. Enterokoklarin yani sira, stafilokoklar veya streptokoklar

bazi insan diski 6rneklerinden kolonize olmaktadirlar. Normal floranin % 0,1’den az1

acroblardan olussa da, ¢ogu endojen enfeksiyona aerobik flora neden olmaktadir

(Dubos, R. 1965).
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Sekil.4.3.2.2. Kommensal mikrobiyata konakgi ile is birligi halindedir. (Martin R.,

2014)
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4.3.3.Metamorfoz ve mikroorganizmalar arasindaki iliski

Tam baskalasim geciren bdcekler, gelisirken dramatik bir sekilde
degigsmektedirler. Larval evreden pupa evresine ve sonrasinda yetiskine dramatik bir
doniisime ugramaktadirlar. Pupa evresinde organlarin biiyiik bir kismi bagirsak da
dahil olmak tizere yenilenmektedir. Fakat bagirsak yenilenirken, bocek enfeksiyon
riski altinda olmakla birlikte yararli mikrobiyota da zarar gorebilmektedir. Bu
durumda, konak¢i ve simbiyonun, firsatg1 patojenleri birlikte kontrol etmeyi

basarabildikleri gosterilmistir (67).

Cogu bocek tiirli, tiim anatomisini yeniden bigimlendirmeyi gerektiren
metamorfoz ile ayrilmig farkli larval ve yetiskin asamalar1 olan canlilardir (68).
Metamorfozun evrimsel avantaji, genellikle adaptif ayristirma hipotezi ile agiklanir
(69): larva ve yetiskinlerdeki ozellikler, epigenetik olarak ve RNA ve protein
diizeyinde farklidir ve farkli yasam sartlarina adaptasyonu kolaylagmaktadir (70).
Bununla birlikte, viicudun anatomik olarak yeniden diizenlenmesi, bagirsak bir
mikrobiyotaya ev sahipligi yaptigi ig¢in sorun teskil etmektedir. Ya organizma,
ortamdaki mikrobiyotay: ortadan kaldirip sonra yeniden tesis etmek zorundadir ya da
firsat¢1 mikroplarin dolagima girmesini ve enfeksiyonlara neden olmasini engellemek

zorundadir (67).

Yapilan c¢aligmalar, Lepidoptera ve Diptera'daki metamorfoz sirasinda
bagirsaktaki bakterilerin varligini ve muhafazasini agik¢a ortaya koymustur ve daha
sonraki ¢aligmalar, Coleoptera, Diptera, Lepidoptera ve Hymenoptera'da da ayni
fenomeni tanimlamistir (71-74). Alternatif olarak konagin bagisiklik sistemi,

bagirsak mikrobiyotasi olusumunda rol oynamaktadir (75).

Lepidopteranin bagirsak mikrobiyotasi, beslenme ve habitat ile degisen
ancak cogunlukla metamorfoz ile var olan enterokoklarin hakim oldugu bir kag
bakteri tiirii ile sinirhidir (76). Lepidoptera'da, bagirsak liimeninin igerigi ve peritrofik
matris metamorfozun baglangicinda temizlenmektedir. Bazal orta bagirsak kok
hiicreleri, lizozim apikal vakuollerde biriken larval bagirsak epitelinin altinda siirekli

bir tabaka olusturmak {izere ¢ogalmakta ve ayirilmaktadir (75). Larval epitelinde
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vakuol igerigi bagirsak limenine salinmakta ve septisemik enfeksiyonu onledigi
diisiiniilen bir antibakteriyel aktivite meydana gelmektedir (75). Lipidopteri

bagirsaginda bulunan tek kaydadeger mikrobun E. Mundtii oldugu bulunmustur (67).

Antibiyotik tedavisi ya da mikropsuz farelerde mikrobiyal tiikenme, dogustan
gelen bagirsak lenfoid hiicrelerinin (ILC) epigenetiginin yeniden yapilandirilmasina
ve destekleyici bolgelerde birka¢ bin histon modifikasyonuna neden olmaktadir.
Ayrica, intestinal mikrobiyotanin ILCler’deki degistirilmis gen ekspresyonu
tizerindeki etkisi transkripsiyonel alt gruplar arasinda farkliliga neden olmaktadir.
Bu, ince bagirsak ILC popiilasyonunda, farkli hiicre gruplarinin, epigenetik
modifikasyonlar vasitasiyla farkli mikrobiyal cevap verme modelleri bulundugunu

gostermektedir (77).

Yaklasik 16 yil once tanitilan 16S rRNA sekans analizi, mikroorganizmalar
arasindaki bakteriyel taksonomiyi ve filogenik iliskileri incelemek i¢in son yillardaki
temel aragtir. 2000'li yillarda, 16S rRNA geninin amplifikasyonuna dayanan ytiksek
verimli siralama teknikleri, karmasik mikrobiyotalardaki bakteri c¢esitliliginin
anlasilmasimi saglamistir ve molekiiler aletlerle tespit edilen bakterilerin % 80'inin
aslinda kiiltirlenmedigini gostermistir (78). Fakat 16S rRNA gen siralamasinin
stnurliliklar vardir. 16S rRNA geni, spesifik cinsler i¢in duyarli degildir ve ytliksek
tirler aras1 benzerlikleri ayirt edememektedir (79). Ayrica gen dizisinin
heterojenligiyle birden fazla kopyaya sahip olan tiirlerde karsilagilabilmektedir (80).
16 diski 6rneginde yapilan bir calismada, 16S rRNA geni iizerinde V6 bolgesi
tizerinde yapilan piro sekanslamanin, transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile

tespit edilen bazi gram negatif bakterileri ihmal ettigini gostermistir (81).

Insanlardaki prokaryotik cesitlilik ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, 120'den
fazla prokaryotik filum tespit edilmis ve sadece 31 filumun kiiltiirlenebilen tiirler
icerdigi belirtilmistir. Ayrica, insan bagirsaginda kiiltiirlenebilen 12 bakteri filumu
kaydedilmistir. Bunlar: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Chlamydiae, Deinococcus-Thermus, Fusobacteria, Tenericutes, Lentisphaerae,
Spirochaetes, Synergistetes ve Verrucomicrobia dir (82). Insan bagirsagindan izole
edilen tiirlerin ¢ogunlugunu Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria ve

Bacteroidetes filumlar1 ve Bacillaceae, Enterobacteriaceae, Corynebacteriaceae ve
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Bacteroidaceae familyasinin  birkag {liyesi olusturmaktadir (82). Ayrica
Lachnospiraceae familyasmin birkag tiyesi (Eubacterium spp., Anaerostipes spp.,
Roseburia spp., Coprococcus spp) biitirat tireten bakterilerdir ve kiiltiir ortaminda
yetistirilmesi giictiir. Butirat tireten bakterilerin, anti-inflamatuvar ve antikarsinojenik

ozellikleri tespit edildigi igin ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmistir (36).

4.3.4 Kiiltiirden bagimsiz mikroorganizma tanimlamasi

Kiiltiir Bagimh Genomik Kultiir Bagimsiz Genomik

N Y X
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Sekil.4.3.4.1. Mikroorganizma ve viriislerden kiiltiir ve kiiltiirden bagimsiz genom

eldesi. (Garza D.R., 2015)
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Metagenomik; mikrobiyal topluluklarin kiiltirden bagimsiz genomik
analizine denmektedir (83). Istatistiksel meta-analiz kavramindan (istatistiksel olarak
ayr1 analizleri birlestiren siireg) ve genomikten (bir organizmanin genetik
materyalinin kapsamli analizi) tiiretilmistir (84). Metagenomik, kiiltiire edilemeyen
ve bazi ortamlarda bulunan mikroorganizmalarimn % 99'undan fazlasini temsil
etmektedir(85). Bu yaklasim mikrobiyal genomik ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) amplifikasyonuna ve dizi benzerligini paylasan genlerin (Orn; 16S rRNA, nif,
recA) dogrudan c¢evre Orneklerinden klonlanmasmna dayanmaktadir (86). PZR
amplifikasyonunda, amplifikasyon i¢in 6nce primer dizayn etmek gerekmektedir ve
bunun i¢in de gen sirast hakkinda bilgi sahibi olmak gerekmektedir. Genomik igin
ise, bir DNA klonlamasinin direkt ekstraksiyonuyla teorik olarak herhangi bir dizinin
veya fonksiyonun genlerine erisilebilmektedir. Dogrudan genomik klonlama,
operanlar veya antibiyotikler gibi karmasik molekiillerin sentezini yonlendiren
yolaklar1 kodlayan genleri yakalama firsati sunmaktadir. Bir genin dizi bilgisi,
potansiyel olarak 0 genin genomik ortami veya tiiretildigi organizmanin filogenetik
tiyeligi hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica, metagenomik analizin uzun vadeli bir
hedefi, metagenomik kiitiiphanelerde ¢akisan parcalar1 tanimlayarak ve her
kromozomu birlestirmek icin klonlayarak, kiiltlirlenmemis organizmalarin

genomlarini olusturmaktir (83).

Metagenomik kiitiiphanelerinden biyolojik bilgi ¢ikarmak icin fonksiyon
odakl1 analiz ve sekansa dayal1 analiz olmak tizere iki yaklasim tiirii ortaya ¢ikmustir.
Fonksiyona dayali analiz, arzu edilen bir 6zelligi ifade eden klonlarin belirlenmesi,
ardindan aktif klonlarin sekans ve biyokimyasal analizlerle karakterizasyonu ile
baglatilmaktadir. Bu yaklagim, faydali faaliyetleri olan dogal iiriinler veya proteinler
tizerine odaklanarak tip, tarim veya endiistride potansiyel uygulamalar1 olan klonlar1
hizla tanimlamaktadir. Yaklasimin  kisitlamalari, konake¢r hiicredeki ilgi
fonksiyonunun ifadesini ve fonksiyon i¢in gerekli tiim genlerin kiimelenmesini
gerektirmektedir. Calisilacak en uygun ozellikler, antibiyotiklere karsi direng veya

olagandis1 bir substrat iizerinde biiylime gibi segilebilir bir fenotip sunanlardir (83).

Sira kaynakli analiz, ilgilenilen dizileri i¢eren klonlar i¢cin metagenomik

kiitiphanelerini goriintiilemek icin hibridizasyon problari veya PZR primerleri
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tasarlamak i¢in korunmus DNA sekanslarmin kullanilmasina dayanmaktadir. Onemli
bulgular metagenomik Kklonlarin rastgele dizilisinden kaynaklanmaktadir. 16S rRNA
geni ve radA Archaeal DNA tamir geni gibi filogenetik baglantilar1 tasiyan klonlarin
dizilimi, bu klonlarin bulundugu organizmalar hakkinda islevsel bilgi tliretilmesine

yol agmustir (87, 88).

4.3.5.Mikrobiyom arastirmalarinda yeni nesil sekanslama

Mikrobiyal topluluklarin DNA dizilimi, yogun emek gerektiren bir klonlama
siirecine dayanan Sanger siralama yontemlerinden, 454/Roche, Illumina/Solexa, ve
lon Torrent/lon Proton platformu gibi Yeni Nesil Siralama (NGS) yontemlerine
dontigmistiir (89). Bu kisa okuma yaklasimlari metagenomik 6rneklerin taksonomik
ve fonksiyonel profillemesi i¢in 6zellikle uygundur ¢iinkii bunlar i¢indeki dizilerin
rasgele bir ornegini saglamaktadirlar (90). Bu nedenle ve kisa okuma diziliminin
hizla azalan maliyetinin bir sonucu olarak, bu profil analizi, son on yilda
metagenomik alanin siiriiclisii olmugtur. PacBio ve Oxford Nanopore sekanslama
teknolojileri gibi maliyetlerin daha da disiiriilmesi, sekans hacimleri ve okuma
uzunluklarinin artmastyla, kiiltiirlenmemis genom dizilerinin birlestirilmesi artik

giderek daha erisilebilir hale gelmektedir (91).

4.3.6.Alfa, beta, gama olgiitleri ve operasyonel taksonomik birimler

Mikroorganizmalarin ekolojik dagiliminin anlagilmast i¢in iki 6nemli kavram
onerilmistir, bunlar; diizgiinliik kavrami ve diferansiyel bollugudur. Esitlik 6l¢limii,
az sayida hakim olan tiirlerin ve nispeten nadir bulunan birgok tiir topluluklarda
esitsiz temsilin sayisallastirilmasina ¢alismaktadir. ki topluluk karsilastirildiginda,
her ikisinde de ayni miktarda fakat farkli bollukta tiir varsa, gbzlemlenen ve
varsayimsal dagilim arasindaki en kisa fark olan konsorsiyum (bolluk) daha cesitli
olacaktir. Bu nedenle, tiir zenginliginin ¢esitliligi tanimlamak icin tek parametre
olmamas1 gerektigi diigtiniilmelidir (92). Topluluklar1 daha iyi tanimlamak ve

karsilastirmak i¢in, metagenomikte kullanilan dlgiiler vardir. Alfa (a), bir toplulugun

23



yerel ¢esitliligi i¢in bir 6l¢lidiir. Bunun tersine bir¢ok toplulugun bulundugu toplam
bolgesel ¢esitliligi 6lgen Gama(y) ve son olarak da Beta (B); Alfa ve Gama’yi
birbirine baglayan farkli topluluk 6rneklerinin bir bolgede oldugunu gostermektedir
(93). Alfa gesitliligin degerlendirmesinde, 6rnek etkinligini degerlendirmek ve
ornekleme problemlerini diizeltmek icin tiirlerin birikimi veya Operasyonel

Taksonomik Birimler (OTU) kullanilmistir (94-96).

Onceden Sanger siralama teknolojisi, mikrobiyal topluluk g¢aligmalarinin
erken asamalarinda biiyiik bir etkiye sahipti fakat sekanslama verimi ve sekans
uzunlugu Sanger dizilemesinden bu yana ¢ok degismistir. Su anda, Sanger dizilimi,
filogenetik markor analizi i¢in kullanildiginda 650 bp uzunlugunda, ¢alisma basina
en fazla 96 sekans alabilmektedir. Bununla birlikte, Yeni Nesil Siralama
Teknolojileri (Next Generation Sequencing) olarak bilinen diisik maliyetli
platformlar, farkli alanlarda olumlu etkileri olan farkli verim ve sekans uzunluklarina

sahip milyonlarca DNA molekiiliiniin paralel siralamasini yapabilmektedir (97-99).

Genomik ve metagenomik alanlarda devrim yaratan bu teknolojilerin ilki, 454
sekanslama platformu ya da “"pirosekanslama” idi. Bu teknolojinin prensibi, DNA
polimerizasyon reaksiyonundan salinan pirofosfatin (PPi) 1sik yayan sinyal haline
dontstiiriilmiis bire bir niikleotid ilavesi siklusudur. Verilen bir DNA parcasin1 igeren
milyonlarca mikrokuyucuktan gelen 1sik emisyonu makine tarafindan algilanir ve

degeri olan iligkili niikleotid dizilerine ¢evrilir (100).

Bu teknoloji, daha diisiik bir maliyetle Sanger diziliminden daha yiiksek
verim saglamistir, ancak daha kisa okuma uzunluklarina sahiptir. Bu teknoloji

metagenomige kazandirdig1 avantajlara ragmen, yaygin olarak kullanilmamaktadir.

lon Torrent platformu da 454'e benzeyen, benzer bir verim ve bir okuma
uzunlugu iireten bir teknolojidir. Ion Torrent PGM, milyonlarca mikro dalganin
olusumunda siralama reaksiyonunda bir niikleotid eklendikten sonra proton serbest
birakan hidrojen potansiyeli degisimini algilayabilen ve mevcut en kiiciik
potansiyometre olarak kabul edilmektedir (101). Maksimum Iyon Torrenti 400 bp'lik

bir mod uzunlugunda ~500 milyon okumadir.
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Daha yiiksek verim ve hata oranlar1 karsiliginda okuma siiresini kisaltmasi ve
dizileme maliyetlerini azaltmasi ile Illumina teknolojisi, yiiksek verimi ve digiik
maliyetiyle en popiiler teknolojilerden biri haline gelmistir. Illumina kimyasinin
temeli, floresanla isaretlenmis niikleotidlerin sentezi yoluyla reversible-termination
(geri doniisiimlii sonlandirma) sekanslamadir. Ozetle, DNA fragmanlar1 sekanslama
reaksiyonunun gerceklestigi etiketli niikleotid eklenen yerlere eklenmektedir ve
dagitiimaktadir. Etiketli niikleotidler birlestiginde ve floresan molekiilleri bir lazer
tarafindan uyarilirsa, sinyal makineye kaydedilmektedir. Sonra florofor molekiilii
¢ikarilir ve bir sonraki niikleotid dahil edilebilmektedir. DNA fragmanlari sirasiyla
bir okuma bagina 300 baz ciftli maksimum okuma uzunluguyla bir veya iki taraftan
siralt olarak tek u¢ veya ¢ift u¢ siralamasi olusturabilmektedir(102). Bu teknoloji,
sekanslama teknolojileri arasinda en yiiksek seviyededir ve yiizlerce 6rneklem

cogaltma ozelligine sahiptir (103).

Mikrobiyal cesitlilik iki farkli yaklasim kullanilarak belirlenebilmektedir: (1)
Amplicon dizilemesi ve (2) Shotgun metagenomik analizi. Birinci yaklasimda,
topluluklardan DNA'nin spesifik bolgeleri, prokaryotlar icin 16S rRNA geni ve
Okaryotlar i¢in intergenik transkripsiyonlu aralayicilar (ITS) veya biiyiik 6bek RNA
altbirimi (LSU) geni gibi taksonomik bilgilendirici primer hedefleri kullanilarak
amplifiye edilmesidir (104, 105). Shotgun metagenomik ise daha 6nce izolasyon
olmaksizin biliylik pargalar1 yeniden insa etmeye ya da bir topluluktaki
organizmalardan genomlar1 tamamlamaya yardim ederek, filogenetik belirte¢ olarak
kullanilabilen ¢ok sayidaki kodlayic1 ve kodlamasiz dizilerin karakterize edilmesine

yardimet olabilmektedir (92).

Bir bakteri tiirtinii tanimlamak zor olsa da, mevcut tanim 16S rRNA'da en az
% 97 ozdeslik gerektirmektedir. Bununla birlikte, 16S rRNA dizisi, diisiik miktarda
organizmalarin en iyi O0l¢limii olmasina ve g¢apraz ¢alisma karsilastirmalarina izin
vermek icin yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, 16S rRNA gibi hedef bolgelere
odaklanmadan daha kapsamli sonuclar bulunmustur. Shotgun karakterizasyonu, bir
toplulukta bulunan organizmalarin genlerinin kataloglanmasina veya c¢alisma
altindaki ekosistemdeki bireysel genomlarin analiz edilmesine izin vermektedir

(113).
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Her seyden Once, "metagenomik" terimi, amplifikon dizisi analizini belirtmek
i¢in kullanilmamaktadir ¢iinkii bu analiz, bir numunedeki tiim organizmalardan elde
edilebilir genomlardaki tiim genlerin toplanmasi yerine sadece bir gen iizerine
kuruludur. Onerilen daha iyi bir terim "metaprofil” olup, taksonomi veya filogenetik
amaglar icin bir gen veya markdre (yani 16S rRNA geni) dayanan bir mikrobiyal
toplumdaki tiim iiyelerin ¢alismasi olarak yorumlanmasi daha uygun goriilmektedir.
Metaprofilasyon, farkli yasam alanlarindaki organizmalardaki biiyiik ve karmagik
orneklerde taksonomik ve filogenetik siniflandirma yapmanin uygunlugundan dolay1

yaygin bir sekilde kullanilmigtir (92).

Meta profilleme, giiniimiizde lllumina MiSeq veya lon Torrent PGM gibi
platformlar tarafindan 16S rRNA amplifikator kitapligi hazirlama ve dizileme igin
baska bir secenck oldugu belirtilmistir. Bu kiitiiphane dizi siralayicilari, mikrobik
ekolojistlerin, uzunlamasina zaman calismalarindan alinan coklu kopyalar1 ve
ornekleri kullanarak kendi laboratuarlarinda cesitlilik ¢alismalar1 yapmalarina izin
vermektedir. HiSeq 2000 ile MiSeq teknolojileri arasindaki karsilastirmalar,
OTU'larin her iki teknolojide 6nemli Olgiide farkli olmadigini gostermistir (106,
107).

Amplikon dizilisinin avantajlar1 ve 16S ribozomal gen veya bunun bir
degisken bolgesi gibi yalnizca bir filogenetik isaretleyici (markor) kullanilarak
yapilan ¢apraz tahmin metodunun (bias) sonuglar1 tezatlik olusturmaktadir. Bu
kisitlamalardan bazilar tiirler seviyesinde diisiik ¢oziiniirliik, bir ¢ok tiire ait gen
kopya sayisindaki bir aralik, 16S rRNA geninin yatay ve toplam genomun < %
0.1'inin ribozomal genler olmasi, bu markoriin bir 6rnekteki ¢ok diisiik genomlardan
amplifiye olmasini engellemesidir (108, 109). Filogenetik belirtegler olarak
ribozomal genler, metagenomik bir Ornekte bulunan hemen hemen tim
mikroorganizmalarin  taksonomik olarak taninmalarina olanak taniyan, bu
veritabaninda bu markoriin genis bir temsiliyle sonuglanarak son 40 yil boyunca
kullanilmistir. Daha 6nceki amplikon analiz programlarinin ¢ogu, Sanger veya 454
ribozomal pirotag sekanslari igin tasarlanmigtir (110). Giinlimiizde, metagenomik
yazilim gelistirme, Illumina gibi kisa dizileri veya PacBioreads gibi ¢ok uzun dizileri

ele almaktadir (111).
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Tax4Fun, 16S rRNA veri kiimelerine dayanan mikrobik topluluklarin islevsel
yeteneklerini tahmin eden bir yazilim paketidir. Belirte¢ (‘marker’) genlerin
amplikon tabanli dizilimi, farkli bolgelerden alinan birgok Ornek veya zaman
serilerini igeren bliylik 6lgekli calismalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ortak
16S rRNA gen bazli analiz, bir metagenomun filogenetik dagilimini degerlendirmek
icin giiclii bir ara¢ oldugu bilinmektedir. Ancak topluluklarin metabolik potansiyeli
hakkinda bilgi saglamamaktadir. Bu nedenle, belirte¢ gen verilerine dayanan bir
mikrobiyal toplumun islevsel yeteneklerinin tahmininin daha yararli olacagi
diistinilmektedir. Tax4Fun 16S rRNA verilerine dayanan, bir toplulugun
fonksiyonellik profillemesi igin yeni bir aragtir. Tax4Fun'da, 16S rRNA gen
dizilerinin, dizilenmis prokaryotik genomlarin islevselligiyle bagdastirilmasi, 16S
rRNA  dizisi benzerligine dayanan en yakin komsu tanimlamasiyla
gerceklestirilmektedir. Tax4Fun, sadece 16S rRNA sekans verilerinden gelen bir
mikrobiyal toplumun fonksiyonel profilini tahmin etmektedir (112).
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5.MATERYAL VE METOT

5.1.Aksolotllar’in Bakimi ve Metamorfoza indiiklenmesi

Calismamiz i¢in; vahsi tip Aksolotllar (Ambystoma mexicanum), damizlik
halde Ambystoma Genetic Stock Center (AGSC)’dan getirtilip, Istanbul Medipol
Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi’'nde (MEDITAM) ¢ogaltilmis ve deneyler
boyunca 1 vyasindaki vahsi tip Aksolotllar kullanilmistir. Istanbul Medipol
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik kurul onay1 (Onay No:
38828770-604.01.01-E.2314) alinmustir. Her bir akvaryumda, bir Aksolotl olacak
sekilde ve yaklagik ~18 °C sicaklik altinda tutulmustur.

Deneyler boyunca toplam 10 neotenik ve 10 metamorfik Aksolotl
kullanilmistir. Deney plani i¢in 3 biyolojik replika olusturulmustur. Her replika i¢in
hem neotenik hem de metamorfik Aksolotllar’dan {iger hayvan ile grup
olusturulmustur. Ayrica hayvanlarin organlarinda bakteri varligin1 géstermek i¢in bir

metamorfik ve bir neotenik Aksolotl sakrifiye edilmistir.

5.1.1.Metamorfoza indiiklenmesi

12 aylik Aksolotllar’t metamorfoza indiiklemek i¢in T4 (Tiroksin)
kullanilmigtir (113). 20°C'de 50 nM T4 kullanildiginda, metamorfoz, yaklasik 60 giin

sonra tamamlanmustir.

25 mL L-tiroksin stok soliisyonu (100 pM) ile karistirilarak 50 nM T4
hazirlanmistir. Son hacmi 50 litre olacak sekilde Holtfreter'in soliisyonuyla
kanigtirnlmistir. Akvaryum bagina 1 Aksolotl olacak sekilde T4 ¢ozeltisi ile birlikte
kaplara alinmistir. Akvaryumlarin suyu her ii¢ glinde bir degistirilmistir.

~ 2 hafta kadar morfolojik degisiklikler g6zlenmemektedir. 2 hafta sonra, kilo
kayb1 gozlenmis, kuyruk yilizgeci ve dorsal sirt yiizgeci gozden kaybolmaya
baglamistir. Hayvanlar metamorfoz gecirirken, daha az suya ihtiya¢c duyacaklari
bilinmektedir. 2 ay boyunca degisimler gozlenmistir. Metamorfozdan sonra

akvaryumlardaki su miktar1 az seviyeye indirilmistir. Bu iki aylik siire¢ boyunca
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neotenik Aksolotllar da normal akvaryumlarinda olmak {izere dogal ortam kosullarini
saglayan Holtfreter’s Soliisyonu igerisinde, her iki giinde bir pellet yem (JBL

novolotl) ile beslenmislerdir.

5.2. Biyolojik Replika Olusturma

5.2.1.Neotenik Aksolotllar i¢cin biyolojik replikalar olustirma
Replika 1 Mide: 3 Aksolotl’un mide 6rnegi

Replika 2 Mide: 3 Aksolotl’un mide 6rnegi

Replika 3 Mide: 3 Aksolotl’un mide 6rnegi

Replika 1 Bagirsak: 3 Aksolotl’un bagirsak drnegi
Replika 2 Bagirsak: 3 Aksolotl’un bagirsak drnegi

Replika 3 Bagirsak: 3 Aksolotl’un bagirsak drnegi

Replika 1 Fekal madde: 3 Aksolotl’un fekal madde 6rnegi
Replika 2 Fekal madde: 3 Aksolotl’un fekal madde 6rnegi

Replika 3 Fekal madde: 3 Aksolotl’un fekal madde 6rnegi

Replika 1 Deri: 3 Aksolotl’un deri 6rnegi

Replika 2 Deri: 3 Aksolotl’un deri 6rnegi

Replika 3 Deri: 3 Aksolotl’un deri 6rnegi.
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5.2.2.Metamorfik Aksolotl’lar i¢in biyolojik replika olusturma
Replika 1 Mide: 3 Aksolotl’un mide drnegi
Replika 2 Mide: 3 Aksolotl’un mide 6rnegi

Replika 3 Mide: 3 Aksolotl’un mide 6rnegi

Replika 1 Bagirsak: 3 Aksolotl’un bagirsak 6rnegi
Replika 2 Bagirsak: 3 Aksolotl’un bagirsak 6rnegi

Replika 3 Bagirsak: 3 Aksolotl’un bagirsak 6rnegi

Replika 1 Fekal Madde: 3 Aksolotl’un fekal madde 6rnegi
Replika 2 Fekal Madde: 3 Aksolotl’un fekal madde 6rnegi

Replika 3 Fekal Madde: 3 Aksolotl’un fekal madde 6rnegi

Replika 1 Deri: 3 Aksolotl’un deri 6rnegi
Replika 2 Deri: 3 Aksolotl’un deri 6rnegi

Replika 3 Deri: 3 Aksolotl’un deri 6rnegi
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5.3.Kullanilan Malzemeler

Tablo.5.3.1.Kullanilan kitlerin ve sarf malzemelerin listesi.

Sarf Malzeme Ad1 Firma Katalog Numarasi
Benzocaine Sigma E1501-100G
DNeasy Blood & Tissue | Qiagen 69504

Kits

QlAamp DNA Stool Mini | Qiagen 51504

Kit

Qubit  dsDNA  Broad | ThermoFisher Scientific Q32850
Range Assay Kit

SYBR™ Safe DNA Gel | ThermoFisher Scientific S33102
Stain

DNA Gel Loading Dye | ThermoFisher Scientific | R0611

(6X)

10x Bluejuice Loading | ThermoFisher Scientific | 10816015
Buffer

2-Log DNA Ladder (0.1- | NEB N3200L
10.0 kb)

Taqg 2x Master Mix NEB MO0270L
Agarose Wisent Bio Products 800-015-EG
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5.4.Aksolotlarin Organ Orneklerinin Alinmas1 ve Organ Orneklerinden DNA

zolasyonu

Aksolotl Dokularimin Eldesi

Orneklerden DNA izolasyonu

PCR ve Sekanslama

16S rRNA Sekanslama

Verilerin Analizi

Thrlerin Siniflandirilmasi

Sekil.5.4.1.Metod isleyis sirasi

5.4.1.Anestezik hazirlama

Sakrifiye edilecek Aksolotllar i¢in stok olarak 1 litrelik anestetik su sekilde

hazirlanmastir:

1 litre distile su icerisine 1 gram Benzokain (Sigma) katilarak manyetik

karistirict lizerinde bir gece birakilarak iyice ¢oziinmesi saglanmistir.

Aksolotllar birer birer yaklasik 250 ml igerisine alinarak 20 dakika
beklenmistir. Forseps ile parmaklarinin ya da kuyruklarinin kistirilmasina tepki verip
vermedikleri gozlenerek, anesteziye girip girmedikleri sinirsel tepkileri Olgiilerek

kontrol edilmistir.
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5.4.2. Organ 6rneklerinin alinmasi

Mide, bagirsak ve deri Ornekleri i¢in iicer adet, toplamda 9 adet, 15 ml
hacimli falkon tiipii igerisine serum fizyolojik hazirlanmigtir. Organ 6rneklerini -
80°C’ye saklamak i¢in koplk kutuyla sivi azot alinmistir. Organlar1 ve fekal
maddeyi s1v1 azot igerisine atmak i¢in belli biiyiikliikte aliiminyum folyolar kesilerek

etiketleme yapilmustir.

Steril kosullara uygun olacak sekilde, laminar kabin igerisinde her organ
ornegi (mide, bagirsak, deri) mide ve bagirsagin igleri iyice temizlenerek {i¢ farkli
serum fizyolojik dolu falkon tiipiine sirayla atilarak temizlenmistir. Ardindan etiketli
aliminyum folyolara alinarak sivi azot icerisine alinmistir. Bu islemin ardindan
bagirsaktan elde edilen fekal maddeler de, aliiminyum folyo icerisine alinmus,
bdylece tiim Ornekler sivi azota alinmistir. Biitiin bu islemler hiicresel yapilarin

bozulmamasi igin hizlica gerceklestirilmistir.

Organ ve fekal madde ornekleri, DNA izolasyonu gerceklesene kadar -80°C’de

saklanmustir.

5.4.3.DNA izolasyonu
5.4.3.1.Dokulardan DNA izolasyonu

Organ 6rneklerinden DNA izole etmek igin, “Qiagen DNeasy Blood & Tissue
Kit (Katolog No: 69504)” protokolii uygulanmistir. Organ 6rnekleri 20 — 25 mg
kadar kiiciik parcalara -havan ve sivi azot yardimiyla- ayrilip 1,5 ml hacimli ependorf

tiiplerine alinmistir. Dokular bu esnada si1vi azotta bekletilmistir.

Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit protokolii, iireticisinin belirttigi sekilde
asagidaki gibi uygulanmistir:

Ependorf tiipleri igerisindeki doku 6rneklerine 180 pul ATL Buffer ve 20 ul Proteinaz
K Soliisyonu eklenmistir. Ependorf tiipler, doku 6rnekleri tamamen ¢oziilene dek 56

°C’de inkiibe edilmistir. Ependorf tiipler homojenize olmalari adina ~5 — 10 dakikada
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bir vortekslenmistir. Tamamen ¢6ziilen dokularin tizerine 200 ul AL Buffer eklenip
tekrar vortekslenmistir. Ornekler 56 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan
tiiplere 200 pl saf etanol eklenerek homojenize olmalar igin vortekslenmislerdir.
Doku ¢ozeltileri iyice pipetlenerek DNeasy Mini kolon tiiplerine alinmislardir. 1
dakika, 6000 x g’de santrifiijj edilmislerdir. Bu asamada, DNA, kolonlardaki
membrana yapismaktadir. Toplama tliplerindeki karisim atik ¢opline dokiilmiistiir.
Spin kolonlarma 500 ul AW1 Buffer eklenmistir. Ardindan 1 dakika, 6000 x g’de
santrifiij edilmistir. Toplama tiiplerindeki sivilar atik ¢opiine dokiilmistiir. Spin
kolonlarma 500 ul AW2 Buffer eklenmistir. Ve ardindan 3 dakika, 20000 x g’de
santrifiij edilmistir. 1,5 ml hacimli steril ependorf tiipleri kolonlarin altina
yerlestirildi. Spin kolonlarma 100-200 pul AE Buffer eklendi. Oda sicakliginda, 1
dakika inkiibe edimistir. Ardindan 1 dakika, 20000 x g’de santrifiij edilmistir. Bu
basamakta membrana yapisan DNA membrandan alinmistir. Toplanan 6rneklerdeki

DNA miktar1 Qubit cihazi ile 6l¢lim yapilarak tayin edilmistir.

5.4.3.2.Fekal Maddeden DNA izolasyonu

Bu deney icin “Qiagen QIAamp DNA Stool Mini Kit (Katalog No/ID:
51504)” kullanilmistir. Fekal madde 6rnekleri 20 — 25 mg kadar kiiciik parcalara -
havan ve sivi azot yardimiyla- ayrilip 1,5 ml hacimli ependorf tiiplerine alinmaistir.

Ornekler bu esnada s1v1 azotta bekletilmistir. Ureticisinin protokolii uygulanmistir:

2 ml hacimli ependorflara iicer fekal madde, R1, R2 ve R3 olacak sekilde rastgele
koyulmustur. Ependorflar buza alimmistir. Orneklere 1,4 ml ASL Buffer eklenmistir.
Homojenize olana dek 1 dakika vortekslenmistir. 70 °C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Son hizda, 1 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan sivinin (siipernatant)
1,2 ml’1 yeni 2ml hacimli ependorf tiiplerine alinmistir. Her ependorf igerisine kitte
bulunan ‘InhibitEX Tablet’ten birer tane atilmistir. 1 dakika vortekslenmistir. 1
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Son hizda, 3 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatantin 1,5 ml’i yeni 1,5 ml hacimli epondorf tiiplerine alinmistir.
Pelletler atilmistir. Yeni tiipler son hizda, 3 dakika santrifiij edilmistir. Bos, bagka
ependorflara 30 pl proteinaz K koyulmustur. Uzerlerine 400 pl siipernatant ve 400 pl
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Buffer AL eklenmigtir. 15 saniye vortekslenmistir. 70 °C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Her bir ependorf tiipe 400 pl etanol (%96-100) koyulmustur. 10 saniye
vortekslenmistir. Kitte bulunan spin kolonlar1 etiketlenmis ve 2 ml hacimli toplama
tiiplerine takilmistir. Son hizda, 1 dakika santrifiij edilmistir. Altaki atik olan toplama
tiipleri atilmistir. Spin kolonlar1 yeni toplama tiiplerine takilmistir. 500 pl AWI
Buffer eklenmistir. Son hizda, 1 dakika santrifiij edilmistir. Igerisinde atik bulunan
toplama tiipleri atilmistir. Yeni toplama tiipleri takilmistir. 500 pl AW2 Buffer
eklenmistir. Son hizda, 3 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipleri atilmistir. 1,5
ml ependorf tiipler etiketlenmistir. Spin kolonlar1 bu ependorflara takilmistir.
Membrana degecek sekilde 100 pul AE Buffer eklenmistir. Oda sicakliginda, 1 dakika

inkiibe edilmistir. DNA’nin ayrismasi i¢in son hizda, 1 dakika santrifiij edilmistir.

5.4.3.3.Qubit Assay Protokolii

Izole edilen tiim DNA konsantrasyonlari, izolasyonun ardindan Qubit Assay

ile ol¢iilmiistiir.

DNA konsantrasyonu i¢in “Invitrogen Qubit dSDNA BR Assay Kit (Katalog No:
Q32850)” kullanilmustir. Ureticisinin protokolii uygulanmustir:

0,5 ml hacimli PCR tiiplerine 199 pl kitte bulunan standarttan ve 1 ul DNA 6rnegi
koyularak 200 pl’ye tamamlanmigtir. PCR tiipleri 2 -3 saniye vortekslenmistir. Oda
sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir. Tipler “Qubit 2.0 Fluorometer” cihazina

yerlestirilerek okutulmustur.
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5.4.3.3.1.Qubit Assay Sonuclari

Tablo5.4.3.3.1.Qubit Assay Sonuglar1

Ornek Neotenik (ng / nl) Metamorfik (ng / pl)
Mide R1 25 135
Mide R2 210 134
Mide R3 260 155
Bagirsak R1 750 835
Bagirsak R2 1500 283
Bagirsak R3 420 181
Deri R1 90 73,4
Deri R2 140 73,8
Deri R3 130 83,3
Fekal Madde R1 153 95
Fekal Madde R2 24,2 102
Fekal Madde R3 60,4 71

5.4.3.3.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Konsantrasyonlari 6l¢iilen 6rneklerin DNA 6rneklerine, 16S rRNA primerleri
kullanilarak PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yapilmistir ve PZR {iriinleri agaroz

jelde yiiriitiilerek bant profillerine bakilmistir.

5.5.1zole Edilen DNA’lardan 16S Kiitiiphanesinin Hazirlanmas1 ve Dizi

Analizinin Yapilmasi

Bakterilerin ve diger canlilarin filogenetik iligkisi, genetik bilgilerinin
degismeyen bir bdlgesinin kiyaslanmasiyla miimkiin oldugu ortaya koyulmustur
(114). Bakteriler ve arkeabakteriler i¢in bu genetik bolge 16S (kiiciik alt birim),
Okaryotlar icin ise 18S rRNA bolgesidir. 16S rRNA geninin V3-V4 bolgesi
cogaltilmigtir. Bu bolgeleri PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile c¢ogaltmak

amaciyla asagidaki 341F ve 805R primerleri tasarlanmustir.
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5.5.1.16S primer seti:

16s bogesini gogaltmak i¢in kullandigimiz primerlerin sekans bilgisi soyledir:

16S_341F:

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCA

G

16S_805R:

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATC

TAATCC

Forward ve reverse primerlerin 5° uglarina Miseq dizileme adaptor sekanslari
eklenmistir. Her 6rnekten 2X KAPA HiFi Hot Start Ready Mix PCR Kiti ile toplam

hacmi 25 pl olan reaksiyon karisiminda PCR amplifikasyonu igin 12.5 ng

saflastirilmis DNA kullanilmistir.

Bu cogatma islemi i¢in asagidaki PZR reaksiyonu, PZR tiiplerine buz

i¢cerisinde hazirlanmistir:

Tablo5.5.1.1.PZR reaksiyonu i¢in kullanilan enzimlerin miktari

Materyal Miktar
gDNA 1 ul
F_Primer 0.5 ul
R_Primer 0.5 ul
Tagq DNA polimeraz 12.5 ul
ddH20 10.5 pl
Toplam 25 ul
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Hazirlanan PZR tiipleri i¢in PCR cihazinda agagidaki siklus ayarlanmistir:

Tablo5.5.1.2.PZR reaksiyonu semasi

95 °C 3 dakika

95 °C 30 saniye

55°C 30 saniye 25 X
72 °C 30 saniye

72 °C 5 dakika

12 °C 00

Ardindan 6rnekler 4 °C’de tutulmak adina buza alinmistir.

5.5.2.16S analizinin yapilmasi

Elde edilen PZR firiinleri Agencourt AMPure XP Saflagtirma Sistemi
(Beckman Coulter) ile saflastirilmistir. Ardindan 2. PZR 0Ornege 6zgii barkodlar
eklenerek gergeklestirilmistir. Olusturulan kiitiiphane, Illumina Miseq platformu

tarafindan MiSeq Reaktif Kiti v3 kullanilarak dizilenmistir.

MiSeq Paired End ham dizileme verilerini analiz etmek i¢in Quantitative
Insights Into Microbial Ecology (QIIME, v1.9.1) (115) yaziliminda kullanilan
FASTQ Paired End Pipetline yaziliminda kullanilan FASTQ kullanilmistir. On islem
stirecinde girdi verileri ¢ogaltilmistir ve kalite kontroliinde, minimum kalite skoru
20’yi gecenler okunmustur. Elde edilen okumalardan sonra QIIME acik referans
analizi Elde edilen okumalara katildiktan sonra QIIME acik referans analizi, % 97
kiimelenmis SILVA referans: (SILVA 123 release) 16S rRNA veritabanina (116)
dayali olarak gergeklestirilmistir. Bu asama, kimerik haritasin1 kaldirmak icin
UCHIME metodu (v4.2) ile birlikte Operasyonel Taksonomik Birimlerin (OTU)
secilmesi ve smiflandirilmast i¢in UCLUST algoritmasin1 (117) ve pyNAST
taksonomisinin tespiti gergeklestirmistir. Shannon (118), Chaol, OTU ve PD Whole
Tree (Filogenetik Cesitlilik) metriklerini kullanan alfa gesitlilik analiziyle elde edilen
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OTU tablosu kullanarak, érnek basina 34.786 sekans okumasi gerceklestirilmistir.
Omek gruplan arasindaki fark istatiksel olarak karsilastirilmistir ve elde edilen p
degerleri, FDR yontemi kullanilarak yapilan c¢oklu test ile dogrulanmistir. QIIME
sonuglarini tamamlamak adina, asag1 dogru analiz i¢in R Statiscal Yazilimi (v3.3.1)
ve TM4 MeV (v4.8.1)(119) kullanilmigtir. Mikrobik toplum arasinda R'nin kullanimi
gittikge artmaktadir ve MeV, bu alanda yapilan bir ¢alismada kullanilmistir(120).
Beta ¢esitliligi analizinde, Bray Curtis farkliliklar1(121), R vegan Xkiitiiphanesi
(v2.4.1) (122) kullanilarak hesaplanmistir ve QIIME kullanilarak Agirlikli UniFrac
Araliklar1 (123) hesaplanmistir. Bu ¢ok degiskenli analizin sonuglar sirasiyla Temel
Bilesen Analizi (PCoA) ve Metrik Olmayan Cok Boyutlu Olgekleme (NMDS)
grafiklerini (123) tiretmek i¢in kullanilmistir. OTU verilerinden, SILVA referans 16S
rRNA veritabanindan ve KEGG Orthology (KO) veritabanindan (124) her 6rnekteki
enzim ¢esitliligini tahmin etmek i¢in kullanilmistir. Tax4Fun R paketi (v 0.3.1) (112)
arastirilan mikrobiyal topluluklarin islevsel c¢esitliligi hakkinda potansiyel ipuglari
elde etmek i¢in uygulanmistir. MeV, oOrnekler arasindaki OTU cesitliliginin ve
tahmin edilen enzim gesitliliginin istatistiksel farkliliklarini ayr1 ayr1 hesaplamak i¢in
kullanilmistir. Karsilagtirilan ¢esitliliklerdeki 6nemli farklar istatiksel analizlele
belirlenmistir ve daha sonra Pearson korelasyonuna dayali hiyerarsik kiimeleme 1s1

haritalar1 kullanilarak gorsel hale getirilmistir.

5.6.Aksolot Organ Ornekleriyle Gram Boyama Yapilmasi

Bir metamorfik ve bir neotenik aksolotldan alinan mide, bagirsak ve deri
dokular1 gram boyama i¢in %10 Nétral Buffer Formalin icerisine ve ekim yapmak

icin kat1 agar besiyerlerine alinmistir. Ekimde fekal madde de mevcuttur.
5.6.1.Kati besiyerlerine ekim

Birer metamorfik ve neotenik canliya ait bagirsak, mide ve deri doku
ornekleri licer kez serum fizyolojik dolu falkon tiiplerinden gegcirilerek kiiciik

parcalara ayrilmistir, ependorf tiiplere alimmistir ve 5 dakika vortekslenmistir.
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Fekal madde ve diger 6rnekler, aerob ve anaerob olmak iizere 8 adet kanli agar
besiyerlerine ekiivyon epondorfa daldirilmak siiretiyle ekimleri yapilmistir.

Inkiibatdre alinmustir. Ertesi giin koloniler segilmistir ve gram boyamas1 yapilmistir.

5.6.2.Gram Boyama
5.6.2.1.Prafine gomiilii dokulardan gram boyama

Parafinli slaytlar deparafinizasyon i¢in 1 saat 65 °C etiive alinmistir.
Preparatlara sabitlemek adina metanol damlatilarak 1 dakika bekletilmistir.
Kurumaya birakilmistir. Lamlarin lizerine kristal viyole damlatilmistir ve 1,5 dakika
bekletilmistir. Kristal viyole akitilmistir ve ¢esme suyu ile yikanmistir. Luksol
damlatilarak 3 dakika bekletilmistir. Luksol akitilmistir ve preparatlar ¢cesme suyuyla
yikanmistir. Renksizlestirmek i¢in alkol damlatilmigtir. 30 saniye bekletilmistir.
Alkol akitilmistir ve preparatlar yikanmistir. Preparatlara safranin damlatilmistir. 1
dakika bekletilmistir. Safranin akitilmistir ve preparatlar ¢esme suyuyla yikanmistir.

Preparatlar kuruyunca lamlar lamelle kapatilmistir. Mikroskopla incelenmistir.

5.6.2.2.Petrilere ekili dokulardan gram boyama

Lam {iizerine bir damla steril su koyulmustur. Steril 6ze ile koloniden kii¢iik
bir kisim alinarak yumusak bir sekilde damlaya karigtirllmistir. Kurumus lam Bunzen
beki alevi ilizerinden iKi-lic kez gecirilmistir. Lam soguyunca asagidaki protokol

uygulanmaistir:

Lamlarin {izerine kristal viyole damlatilmis ve 1 dakika bekletilmistir. Kristal viyole
akitilmis ve ¢esme suyu ile yikanmistir. Luksol preparatlara damlatilmis ve 1 dakika
bekletilmistir. Ardindan luxol akitilmistir preparatlar ¢esme suyuyla yikanmustir.
Alkol ile renk gidermek igin 10 saniye muamele edilmistir. Alkol akitilmistir ve
preparatlar gesme suyu ile yikanmistir. Safranin damlatilarak 1 dakika bekletilmistir.
Safranin akitilmigtir ve preparatlar ¢esme suyuyla yikanmistir. Preparatlar kuruyunca

lamlar lamelle kapatilmigtir. Mikroskopta incelenmistir.
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6. BULGULAR

6.1.Gram Boyama ile Mikrobiyal Kolonilerin Varhgmin Tespiti

Aksolotl dokularindaki mikrobiyal kolonilerin varligini1 gostermek i¢in gram boyama
yapilmigtir. Metamorfik ve neotenik Aksolotllar’in mide, bagirsak ve deri
dokularindan parafin kesit alimmis slaytlara gram boyama yapilarak, fekal

orneklerden de petride biiyiitilen kolonilerin slaytlara alinip gram boyamasi

yapilarak bakteri varligi tespit edilmistir.

. _ e
Resim6.1.1. Neotenik Aksolotl mide gram boyamasi (Bar: 10 um).
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Resim6.1.2. Neotenik Aksolotl bagirsak gram boyamasi (Bar: 10 um).

Resim6.1. 3 Neotenlk Aksolotl deri gram boyamas1 (Bar: 10 um).
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Resim6.1.4. Neotenik Aksolotl mide gram boyamasi (Bar: 10 um).

, .
Resim6.1.5. Neotenik Aksolotl bagirsak gram boyamasi (Bar: 10 um).

-
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Resim6.1.6. Neotenik Aksolotl deri gram boyamasi (Bar: 10 um).

by 4
Resim6.1.7. Metamorfik Aksolotl mide gram boyamasi (Bar: 10 pm).
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Resim6.1.8. Metamorfik Aksolotl bagirsak gram_boyafnas‘r(Bar: 10 pm).

Resim6.1.9. Metamorfik Aksolotl deri gram boyamasi (Bar: 10 um).
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Resim6.1.10. Neotenik Aksolotl mide petri gram boyamasi (Bar: 10 um).

Resim6.1.11. Neotenik Aksolotl bagirsak petri gram boyamasi (Bar: 10 um).
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Resim6.1.12. Neotenik Aksolotl deri petri gram boyamasi (Bar: 10 pm).

Resim6.1.13. Neotenik Aksolotl digk1 petri gram boyamasi (Bar: 10 um).
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Resim6.1.14. Neotenik Aksolotl deri petri gram boyamasi (Bar: 10 um).

Resim6.1.15. Neotenik Aksolotl deri petri gram boyamasi (Bar: 10 um).
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6.2.Mikrobiyal Cesitlilik

Toplamda 6.264.742 adet bakteriyel dizi, 18 aksolotl 6rneginden tespit
edilmistir. Bu dizilerin 25 filum, 59 sinif, 88 takim, 157 familya ve 309 cinse ait
oldugu gozlemlenmistir. Bu mikrobiyal topluluklarin hem neotenik — metamorfik
hem de incelenen organ bazinda birbirinden farkli oldugu gozlenmistir. Neotenik ve
metamorfik fekal maddede mikrobiyal a¢idan 6nemli bir farklilik gozlenmezken, en

onemli farklilik neotenik deri ve neotenik bagirsak drneklerinde gozlenmistir.

Neotenik ve metamorfik aksolotta en ¢ok goriilen filumlar, Firmicutes
(%33.0), Bacteroidetes (%24.7), Proteobacteria (%18.0), Verrucomicrobia (%5.9),
Cyanobacteria (%5.5) ve Actinobacteria (%4.5)’dir. Siralanamamis sekanslar toplam
sekansin %8’ini olusturmaktadir ve 19 filumu temsil etmektedir. Bu da mikrobiyal
topluluklarin ~%]1’ini olusturmaktadir (Sekil.6.2.1., Sekil.6.2.2. ve Sekil 6.2.3.).
Orneklerde en ¢ok goriilen iki filum; neotenik derisi i¢cin Firmicutes (% 63.2) ve
Bacteroidetes (% 10.1), neotenik mide Ornegi icin Proteobacteria (48.4%) ve
Firmicutes (17.9%), neotenik bagirsak ornegi i¢in  Firmicutes (77.2%) ve
Verrucomicrobia (8.6%), neotenik fekal maddesi i¢in ise Bacteroidetes (47.7%) ve
Firmicutes (26.8%)’tir. Metamorfik derisi i¢in Proteobacteria (41.4%) ve
Actinobacteria (28.9%), metamorfik midesi igin Proteobacteria (32.3%) ve
Cyanobacteria (25.9%), metamorfik bagirsak 6rnegi i¢in Firmicutes (41.3%) ve
Bacteroidetes (26.2%) ve metamorfik fekal maddesi igin ise Bacteroidetes (61.7%)
ve Firmicutes (14.1%)’tir. Bu analizler bize metamorfoz Oncesinde ve sonrasinda
bakteriyel topluluklarin degistigini, organlar arasinda da mikrobiyal topluluk farki

oldugunu gostermektedir (Sekil.6.2.1., Sekil 6.2.2. ve Sekil 6.2.3.).
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Neotenik Hayvan Ornekleri
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Sekil.6.2.1.Neotenik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve diski 6rneklerinde filum

diizeyinde mikrobiyal ¢esitlilik.
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Metamorfik Hayvan Ornekleri
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Sekil.6.2.2. Metamorfik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve digki orneklerinde filum
diizeyinde mikrobiyal ¢esitlilik.
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Chloroflexi
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Chlorobi

Sekil.6.2.3.Neotenik ve metamorfik Aksolotl’da biyolojik replikalarin  filum

diizeyinde 1s1 haritast.

Simif diizeyinde ise en hakim mikrobiyal topluluklar Clostridia (31,6%),
Bacteroidia (20,1%), Alphaproteobacteria (9,6%), Betaproteobacteria (5,5%) ve
Verrucomicrobiae (5,5%)’dir (Sekil.6.2.4. ve Sekil.6.2.5.). Bu smiflardan 59 tanesi
icin yapilan analizde p <0.01 degeri elde edilmistir (Sekil.6.2.6.). Bacteroidia sinifi,
diger smiflara gore metamorfik bagirsak ve diskisinda ve neotenik digkisinda daha
fazla oranda bulunmustur. Clostridia sinifi, neotenik deri ve bagirsak drneklerinde ve
metamorfik bagirsaginda daha yiiksek oranda bulunmustur. Flavobacteria siifinin
varhigr onemli derecede degismistir; metamorfik deri ve midesinde daha yogun
gozlenmistir. Alphaproteobacteria sinifi ise neotenik midesinde, metamorfik mide ve

derisinde daha fazla gézlenmistir.
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Neotenik Hayvan Ornekleri
A
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Sekil.6.2.4. Neotenik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve diski orneklerinde sinif
diizeyinde mikrobiyal c¢esitlilik.
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Metamorfik Hayvan Ornekleri
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Sekil.6.2.5. Metamorfik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve digki 6rneklerinde simif
diizeyinde mikrobiyal ¢esitlilik.
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Sekil.6.2.6.Neotenik ve metamorfik Aksolotl’da

diizeyinde 1s1 haritast.

Lactobacillales
Burkholderiales
Actinomycetales
Caulobacterales
Xanthomonadales
Myxococcales
Bacillales
Sphingomonadales
Streptophyta
Pseudomonadales
Rhizobiales
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Rhodocyclales
Clostridiales
YS2
Bacteroidales
RF39
Elusimicrobiales

biyolojik replikalarin

simif
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Neotenik ve metamorfik orneklerdeki mikrobiyal cesitliligin OTU analizi
takim seviyesinde yapilmis ve 88 takim belirlenmistir. Clostridiales (31,0%),
Bacteroidales (20,1%), Verrucomicrobiales (5,5%) ve Sphingomonadales (5,4%)
sadece takim seviyesinde mevcut oldugu gézlenmistir (Sekil.6.2.7. ve Sekil.6.2.8.).
Parametrik olmayan Kruskal Wallis istatistiksel testi uygulanarak drnekler arasinda
onemli degisiklikler gosteren 18 takim belirlenmistir (p <0.01) ve buna baglhi OTU
cesitliligi 1s1 haritasiyla gosterilmistir (Sekil.6.2.9.). Onemli dlciide degisen takimlar
arasinda, neotenik fekal ve metamorfik fekal 6rneklerinin sahip oldugu cesitlilik
benzemekte oldugu gozlenmistir. Ayni benzerlik neotenik mide ile metamorfik mide
ornekleri arasinda da gézlemlenmistir. Bununla birlikte, neotenik deri ile metamorfik
deri ve neotenik mide ile metamorfik mide Ornekleri arasindaki takimlarin
karsilastirilmasinda, metamorfik 6rneklerde takimlarin neoteniklere goére daha

yiiksek oldugu gozlenmistir.
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Neotenik Hayvan Ornekleri
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Sekil.6.2.7. Neotenik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve diski 6rneklerinde takim

diizeyinde mikrobiyal ¢esitlilik.
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Metamorfik Hayvan Ornekleri
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Sekil.6.2.8. Metamorfik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve diski 6rneklerinde takim
diizeyinde mikrobiyal c¢esitlilik.

59



MetFecR3 o

NeoFecRZé

MetSkiR1l @
MetSkiR2 o
MetSkiR3
MetStoR2
NeoStoR3
NeoStoR2
MetStoRl1
MetStoR3
NeoStoRl1
NeoFecR3
NeoFecRl1
MetFecR2
MetFecR1
MetIntR3
MetIntR1
MetIntR2
NeoSkiR2
NeoSkiR1
NeoSkiR3
NeoIntR1 g
NeoIntR2 N
NeoIntR3 o

-0.16516739
0.39409477

0.9533569

[

Clostridia
Deltaproteobacteria
Fusobacteriia
Opitutae
Ellin6529
Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
[Saprospirae]
Flavobacteriia
Cytophagia
Sphingobacteriia
T™7-1
2B2
Chloroplast
Bacilli
Gammaproteobacteria
Acidimicrobiia
Erysipelotrichi
Actinobacteria
[Chloracidobacteria]
Deferribacteres
Bacteroidia
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Sekil.6.2.9.Neotenik ve metamorfik Aksolotl’da biyolojik replikalarin takim

diizeyinde 1s1 haritast.

Aile seviyesinde yapilan incelemelerde ise Bacteroidaceae, Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae, Sphingomonadaceae ve Verrucomicrobiaceae, metamorfik ve
neotenik drneklerde yiiksek oranda goriilen ailelerdir. (Sekil.6.9.10. ve Sekil.6.9.11.).
Ornekler arasinda 6nemli farklilik gdsteren (p <0.01) 32 familya bulunmustur ve bir
151 haritasinda gdsterilmistir (Sekil.6.9.12.). Ornekler arasinda en énemli cesitliligi
Pseudomonadaceae, Rhodocyclaceae, Caulobacteraceae ve Weeksellaceae

sergilemistir.
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Neotenik Hajrvan Omekleri
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Sekil.6.2.10. Neotenik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve digki 6rneklerinde familya

diizeyinde mikrobiyal ¢esitlilik.
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Metamorfik Hayvan Ormekleri
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Sekil.6.2.11. Metamorfik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve diski 6rneklerinde familya
diizeyinde mikrobiyal c¢esitlilik.
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Sekil.6.2.12. Neotenik ve metamorfik Aksolotl’da biyolojik replikalarin familya

diizeyinde 1s1 haritast.

Mikrobiyal topluluk cins seviyesinde incelendiginde ise, en yiiksek oranda
goriilen bakteri cinsleri; Bacteroides (% 11,7), Akkermansia (% 5,4), Sphingomonas
(% 4,8), Lachnospiraceae familyasinin tanimlanmamis cins tyeleri (% 9.,9),
Ruminococcaceae familyasinin iiyeleri (% 8,6) ve Streptophyta takiminin iyeleri (%
5,2) olarak gozlenmistir (Sekil.6.2.13 ve Sekil.6.2.14). Bulunan 309 cins arasindan
46's1 parametrik olmayan bir Kruskal Wallis testine gore anlamli farklilik
gostermistir (p <0.01). Gruplar i¢inde 6nemli farklara sahip cinsler 1s1 haritasinda
gosterilmistir (Sekil.6.2.15). Tim gruplar i¢in O6nemli derecede farkli cinsler
karsilagtirildiginda, neotenik ile metamorfik digki 6rnekleri ve neotenik ile

metamorfik bagirsak 6rneklerinin  birbirlerine benzer oldugu goézlenmistir.
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Metamorfik deri 6rneklerinin neotenik deri 6rneklerine nazaran daha gesitli bakteri

geninin egilimi, yapilan analizin sonucu olarak gosterilmistir. Metamorfik mide

ornekleri, neotenik mide 6rneklerine gore daha fazla oranda cins seviyesinde bakteri

topluluklarina sahip oldugu gézlenmistir.

Neotenik Hayvan Ornekleri
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Sekil.6.2.13. Neotenik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve diski 6rneklerinde cins

diizeyinde mikrobiyal c¢esitlilik.
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Metamorfik Hayvan Ornekleri
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Sekil.6.2.14.Metamorfik Aksolotl bagirsak, deri, mide ve diski 6rneklerinde cins

diizeyinde mikrobiyal cesitlilik.
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Sekil.6.2.15. Neotenik ve metamorfik Aksolotl’da biyolojik replikalarin

diizeyinde 1s1 haritast.
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6.3.Bakteri Kolonilerinin Alfa Cesitliligi

6.3.1.Alfa cesitlilik

Ornekleme iinitelerinde mikrobik cesitliligi degerlendirmek igin kullanilmustir.
Mikrobiyal zenginlik ve ¢esitliligi belirlemek ve karsilagtirmak ig¢in elverisli bir
yoldur. Mikrobiyal toplulugun cesitliligini 6lgebilmek icin OTU’nun seyreltilmesi
gerekmektedir. Filogenetik Cesitlilige (PD), OTU’ya, Chaol ve Shannon olgiitlerine
bakarak, tiirlerin ¢esitliligi ve dagilimi hesaplanmis ve biitiin bunlara gore seyreltme
islemi yapilmistir (Sekil.6.3.1, Sekil.6.3.2, Sekil.6.3.3 ve Sekil.6.3.4). Sekillerde
gosterildigi gibi, neotenik fekal drnekleri en yiiksek bakteriyel cesitliligi gosterirken,
neotenik ve metamorfik mide drnekleri en az bakteriyel ¢esitlilige sahiptir.

Alfa ¢esitliligi sonuglarina gore; metamorfoz Oncesi ve sonrast Ornekler icin
mikrobiyal toplumlarin zenginligi ve gesitliliginde agik bir degisim deseni
bulunmamistir. Neotenik diski ve deri Ornekleri metamorfik diski ve deri
orneklerinden daha farklidir. Ote yandan, Metamorfik bagirsak ve mide &rnekleri
Neotenik bagirsak ve mide 6rneklerine gore bakteri kompozisyonunda daha yiiksek
bir varyasyon gostermektedir (Sekil.6.3.1, Sekil.6.3.2, Sekil.6.3.3 ve Sekil.6.3.4).
Sonug¢ olarak, taksonomik cesitlilik ve zenginlik, metamorfoz Oncesi ve sonrasi
ornekler icin ortak bir model yerine desen bagimli ozellikler sergiledigini

gostermistir.

67



Tiir Zenginligi:PD_whole_tree

350 [ T T T T T

300

2501

200+

150 T' |

A .
" . :
L L] 1

100

50+

0 5000 10000 15000 20000 25000
Ornek basina sekanslama

B Neo Bagisak | |Neotenik Diski
.Metamorﬁk Deri |  Neotenik Deri

B Metamorfik Mide [Jj Met. Bagirsak
. Neotenik Mide  [Jj Metamorfik Diski

30000

35000

Sekil.6.3.1.1. Tiirlerin gesitliliginin ve benzerlik derecelerinin Filogenetik Cesitlilik

metrigine gore degerlendirilmesi.
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Tiir Zenginligi:Observed OTUs
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Sekil.6.3.1.2. Tirlerin ¢esitliliginin ve benzerlik derecelerinin  Operasyonel
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Tiir Zenginligi:Chaol
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Sekil.6.3.1.3. Tiirlerin ¢esitliliginin ve benzerlik derecelerinin Chaol metrigine gore

degerlendirilmesi.
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Tiir Zenginligi:Shannon
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Sekil.6.3.1.4. Tiirlerin cesitliliginin ve benzerlik derecelerinin Shannon metrigine

gore degerlendirilmesi.
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6.3.2.Beta ¢esitlilik

Aritmetik Ortalamali Agirliksiz Cift Grup Yontemi (UPGMA) ile Jacknifed
Hiyerarsik Kiimeleme (Sekil.6.3.2.1), Agirlikli UniFrac Mesafeleri ile Temel
Bilesen Analizi (PCA) (Sekil.6.3.2.2) ve Bray-Curtis Aralikli Metrik Olmayan Cok
Boyutlu Olgeklendirme (NMDS) kullanilarak veri setleri Beta (B) ¢esitliligi agisindan
karsilastirilmistir.

Beta ¢esitliligi analizi sonuglarina gore, deri 6rnekleri hari¢ metamorfoz oncesi ve
sonras1 Ornekler bir araya toplanmistir. Dendogramda gortildiigi gibi (Sekil 6.3.2.2),
neotenik ve metamorfik bagirsak ve neotenik deri Ornekleri ayni kiimede
gozlenmistir, fekal 6rnekleri birlikte kiimelenmistir ve neotenik ve metamorfik mide
ve metamorfik deri 6rnekleri ayn1 kladda gozlenmistir.

Ayni veriler, neotenik ve metamorfik 6rnekleri ayirt etmek igin agirlikli UniFrac
uzakligi metrigine dayanan bir PcoA plot ile gosterilmistir (Sekil.6.3.2.2). Fekal
madde Orneklerinin kiimelenmesi, neotenik deri ve neotenik ve metamorfik bagirsak
ornekleri, metamorfik deri ve neotenik ve metamorfik mide ornekleri benzer sekilde
kiimelenmektedir. Tiim Ornekler igin, Bray-Curtis farkliliklart hesaplandi ve
filogenik olmayan bir B-¢esitlilik yaklasimi olarak NMDS ile gosterilmistir. Neotenik
deri ve bagirsak Ornekleri, metamorfik deri ve bagirsak ornekleri, neotenik ve
metamorfik diski O6rnekleri, neotenik ve metamorfik mide Ornekleri birlikte

kiimelenmistir.
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6.4.Metabolizma ve Yolaklar

16s rRNA dizileme verilerden bakteri topluluklarinin olasi iglevlerini tahmin etmek
icin Tax4Fun kullanilmistir. Incelenen 6rneklerde, mikroorganizmalar tarafindan
potansiyel olarak iiretilen proteinleri (¢ogunlukla enzimler) agiklayabilmek ig¢in
KEGG ortologlar1 (KOs) kullanilmistir. Orneklerdeki KO enzimlerinin dagilimi ve
karsilastirmali ¢esitliligi Tablo 6.4.1.'de listelenmistir. Ornekler arasinda hangi
enzimlerin O6nemli Ol¢iide farkli oldugunu belirlemek icin Kruskal Wallis testi

yapilmistir (p-degeri <0.05).

Neotenik deri ve neotenik bagirsak drneklerinde agirlikli olarak, belirleyici piruvat-
flavodoksin oksidorediiktaz (K03737), uzama faktéri G (K02355) ve ATP'ye
bagimli Lon proteaz (K01338) enzimleri bulunmustur. Neotenik ve metamorfik mide
ornekleri i¢in 3-oksoasil- rediiktaz [agil-tasiyici protein] (K00059), uzama faktorii G
(K02355) ve dihidrolipoamit dehidrojenaz (K00382) esas olarak zenginlestirilmis
enzimlerdir. Metamorfik deri ve bagirsak Orneklerinde 3-oksoasil-rediiktaz [agil-
tastyict protein] (K00059) ve uzama faktorii G (K02355) yiiksek oranda temsil edilen
enzimlerdir. Metamorfik deri i¢in dihidrolipoamid dehidrojenaz (K00382) ve
metamorfik bagirsak igin ATP'ye bagimli Lon proteaz (KO01338) diger belirgin
enzimlerdir. Digk1 6rneklerinde bakteri topluluklarinda, ATP'ye bagli DNA helikaz
RecQ (K03654), uzama faktérii G (K02355) ve varsayilan piriivat-flavodoksin

oksidorediiktaz (K03737) enzimleri 6nem kazanmustir.

Neotenik ve metamorfik O6rnekler arasindaki yolak farkliliklarini belirlemek adina,
iki grubun enzim bolluklarini karsilastirmak igin Wilcoxon testi uygulanmaistir.
Belirgin  (p-degeri <0.05) olarak belirlenen enzimler KEGG yolaklarinda
kiimelenmistir (Tablo.6.4.1.). KEGG analizine goére, metabolik yollar, g¢esitli
ortamlarda  mikrobiyal —metabolizma, ikincil  metabolitlerin  biyosentezi,
antibiyotiklerin biyosentezi ve karbon sabitleme yollar1 prokaryotlarda c¢evresel

adaptasyon ve patojenite acisindan dnemli olabilecek en iyi yolaklardir.
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Tablo.6.4.1. Tax4Fun’a dayanan KEGG analiziyle 6rneklerdeki mikoorganizmalar
tarafindan tretilen proteinler

KO Yolak ID KO Yolak Adi

Ko01100 Metabolik yolak

Ko01120 Cesitli ortamlarda mikrobiyal
metabolima

Ko01110 Ikincil metabolitlerin biyosentezi

Ko01130 Antibiyotiklerin biyosentezi

Ko00720 Prokaryotlarda karbon fiksasyon yolagi

Ko01200 Karbon metabolizmasi

Ko00620 Piriivat metabolizmasi

Ko00860 Porfirin ve klorofil metabolizmasi

Ko00020 Sitrat dongiisii

Ko00680 Metan metabolizmasi

Ko02010 ABC tagimimi

Ko00230 Piirin metabolizmasi

Ko00960 Trofan, piperidin ve piridin alkaloid
biyosentezi

Ko00633 Nitrotoluen degradasyonu

Ko00350 Tirozin metabolizmasi

Ko00051 Lizin degradasyonu

Ko00626 Fruktoz ve mannoz metabolizmasi

Ko00400 Naftalin degradasyonu

Ko00071 Fenilalenin,  tirozin ve triptofan
biyosentezi

Ko00625 Yag asidi degradasyonu

Ko00270 Kloroalkan ve kloroalken degradasyonu

Ko00740 Sistein ve metiyonin metabolizmasi

Ko00710 B2 vitamini metabolizmasi

Ko001220 Fotosentetik  organizmalarda karbon
fiksasyonu

Ko000920 Aromatik bilesiklerin degradasyonu

Ko01230 Silfiir metabolizmasi

K002040 Amino asit biyosentezi

Ko00010 Kamg¢1 mekanizmasi

Ko00500 Glikozis / glukoneogenez

Ko00190 Oksidatif fosforilasyon
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7.TARTISMA

Aksolotl, omiir boyu larval evrede yani neotenik formdadir ve sasirtici
derecede rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Ancak TH indiikksiyonu ile tam
anlamiyla metamorfoz gecirebilmektedir. Metamorfoz, dokularin yapisinda ve
organizasyonunda biiyiik farkliliklar meydana getirdiginden, metamorfoz sirasinda
karasal yasama adaptasyon i¢in fonksiyonel modifikasyonlar gozlemlenmektedir
(125). Bu nedenle, Aksolotl gelisimsel biyolojide metamorfoz oncesi ve sonrasi
farkliliklar1 karsilastirma ¢alismalarinda ve rejenerasyon ¢alismalarinda kullanilacak
giiclii bir model organizmadir. Bir organizmay1 tam anlamiyla anlamak i¢in, islev ve
davramigin1 da hesaba katarak konakgiya bagli mikroorganizmalari kesfetmek ve
mikroorganizmalarin organizmaya katkilarin1 anlamak son zamanlarda Onem

kazanmistir (126).

Bu ¢aligmada, metamorfoz oncesi ve sonrasi Aksolotl'un bagirsak, mide, deri
ve digki drneklerinde bakteri topluluklarinin gesitliligi kiiltiir bagimsiz bir yaklagimla
arastirilmistir. Toplanan numunelerden gDNA'nin izole edilmesi, dizilim i¢in 16s
rDNA'daki degisken bdlgenin amplifikasyonu ile izlenmistir. Amplikon siralamasi,
yiksek c¢oziinlirlikte bakteri ¢esitliligini elde etmek igin verileri tiretmemizi

saglamistir.

Sonuglara gore, tiim Orneklerde Proteobacteria, Verrucomicrobia,
Cyanobacteria ve Actinobacteria olmak tizere baslica alt1 baskin filum oldugu ve bu

sonucun daha dnceki amfibi ¢alismalariyla uyumlu oldugu gézlenmistir (127).

Firmicutes filumu, neotenik deri ve neotenik bagirsak orneklerinde en bol
bakteri taksonudur. Firmucutes filumuna ek olarak, metamorfoz sonrasi deri
orneklerinde Proteobakteria ve Aktinobakteria onemli olgiide zengin filumlardir.
Metamorfik bagirsakta zengin olarak Firmucutes ve Bacteroidetes bulunmustur.
Neotenik Aksolotllar derin suda yasayan sucul hayvanlardir ve sudaki sinirlt oksijen
seviyesi, anaerobik bakterilerin biliylimesi i¢in uygun bir ortam saglamaktadir.
Firmicutes filumunun tyeleri tipik olarak anaerob oldugundan, neotenik deri ve

bagirsak orneklerinde zengin olarak bulunmasi, abiyotik cevre kosullariyla iliskili
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olabilecegini  digiindiirmiistiir. ~Metamorfik deri  Orneklerindeki  bakteriyel
kompozisyon, tiiyeleri cogunlukla aerob olan Proteobakterilerden olusmustur.
Metamorfik deri Orneklerinde bir diger 6nemli filum olarak Actinobacteria

gbzlenmistir.

Daha Once yaymnlanan farkli caligmalarda amfibilerin deri ve bagirsak
mikroorganizmasinin  bakteriyel kompozisyonu iizerinde g¢esitli  sonuglar
bulunmustur. Yapilan c¢alismalarda, amfibi derisinin ve bagirsaginin mikrobiyal
cesitliligi ile ilgili olarak iribas ve yetiskin asamalarin birbiri ile karsilagtirilmasinda,
Firmicutes'ten Proteobacteria’ya 6nemli bir kayma gozlenmistir (128). Bu ¢alismada
kurbaga larvalarinda, yetiskin kurbaga derisi ve bagirsaginda en ¢ok goriilen takson
olan Proteobateria takson iiyelerinin ve Firmicutes filumunun biiylimesi ve birikimi
i¢cin uygun bir ortam saglamistir. Bununla birlikte, yetiskin kurbagalar derisi tizerinde
bol miktarda Proteobacteria’nin bulundugu ¢ok sayida baska ¢alisma bulunmaktadir
(129).

Verilerimiz 1ile ilgili olarak, deri Ornekleri i¢in metamorfoz sonrasinda
Proteobacteria, Bakteroidetes ve Actinobacteria miktarinda kayda deger bir artis
gozlenmistir. Bulgularimiza paralel olarak, Firmicutes’in su ortaminda hakimiyet
sergiledigi ve karasal memeli derisi ve Dbagirsagmin ise yiiksek oranda
Proteobacteria, Bacteroidetes ve Actinobacteria’ya sahip oldugu bir ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir (127, 130). Bu tartismali gézlemler igin birka¢ yorum yapilacak
olursa; her seyden once, ¢esitli ortamlarda orneklenmis hayvanlar, cografi bolgenin
etkisiyle yonlendirilen mikrobik varyasyon gostermistir. Ustelik bakteriler drneklerin
her bir yerine -6zellikle deride- esit dagilim gostermediginden, 6rnegin alindigi yer
mikrobiyal veri iiretmek i¢in kritik bir oneme sahiptir. Memeli derisi ile ilgili
arastirmalarda, derinin nemli ve kuru boOlimiiniin birbirinden farkli bakteri

topluluklarinca zengin oldugu belirtilmistir (131).

Verilerimizde goriildiigli tizere, kuru deride Proteobacteria yiiksek oranda
bulunmaktadir(132). Buna ek olarak, amfibi ¢aligmalarinin ¢ogunda, farkli yasam
asamalar1 veya cevresel kosullar arasindaki mikrobiyal kompozisyonu karsilagtirmak
icin sadece genel bagirsak 6rnekleri kullanilmaktadir. Ancak bu ¢alismada mide ve

bagirsaktaki mikrobiyal ¢esitlilige ayr1 ayr1 odaklanilmistir. Bu yaklasim, birer birer
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inceleyerek bakteri taksonunun cesitliligini ve zenginligini tanimlamak i¢in daha iyi
sonuclar elde etmeye yardimei olabilir, ancak diger yandan Onceki ¢alismalarla
kiyaslandiginda elde edilen kismen ¢eliskili sonuglara da sebep olmus olabilecegi
distiniilmektedir. Ayrica, iribas ve yetiskin kurbaga arasindaki bakteriyel
kompozisyonun karsilastirilmasi, iki adet ilgili ama yine de farkli siirecleri
kapsamaktadir; gelisim ve metamorfoz. Larval ve yetiskin donemler ile metamorfoz
Oncesi ve sonrasi evreler icin mikrobiyal farkliliklar, kurbagalardaki toplam
mikrobiyal kompozisyon degisikliklerine katkida bulunmaktadir. Ancak, bu
calismada hem neotenik hem de metamorfik hayvanlar yetiskindi bu nedenle sadece

metamorfozun mikrobiyal ¢esitlilik {izerine etkisi tarafimizdan incelenmistir.

Bu calismada Aksolotl 6rnekleri arasinda, neotenik fekal en yiiksek alfa
cesitliligine, neotenik mide ise en diisiik alfa ¢esitliligine sahiptir. Mide, mikrobiyal
biliylime icin en sert kosullara sahiptir ve bu siki ¢evrenin adaptasyona ugramasi,
cesitli bakteriyel topluluklarin biiylimesi ve birikimi icin kisitlayici faktor olabilecegi
distiniilmektedir. Bu nedenle, mide 6rneklerinin metamorfoz 6ncesi ve sonrasinda en

diisitk mikrobiyal zenginlik ve ¢esitlilige sahip oldugu gézlenmistir.

Fekal maddenin en yiiksek alfa ¢esitliligine sahip olmasi ise, besinlerin
alindiktan sonra, viicuttan disar1 atilana dek bircok farkli ortamdan gectigi icin
mikrobiyal ¢esitlilik agisindan zengin olmasiyla agiklanabilmektedir. Bakteri

cesitliligi kavraminin evre yerine ornege gore degisken oldugu varsayilmistir.

Beta cesitliligi analizlerine dayanarak, metamorfik fekal 6rneklerinin bagirsak
ve mide ornekleri gibi bir araya toplandigir gbézlenmistir. Bununla birlikte, neotenik
ve metamorfik deri Ornekleri arasindaki bakteri kompozisyonundaki farkliliklar,
onlarin bir arada kiimelenmesini engellemektedir. “agirlikli Unifrac metodu”
sonuclarina gore; neotenik deri O6rnekleri, bagirsak Ornekleri ile kiimelenmistir.
Metamorfik deri ornekleri ise mide Ornekleri ile kiimelenmistir. Bray-curtis
Benzerlik Analizi’ne gore; neotenik deri ve bagirsak 6rnekleri ile metamorfik deri ve
bagirsak ornekleri birbirlerine yakin mikrobiyal cesitlilik gdstermektedir. Her iki
beta c¢esitlilik yaklasimi bu bulgularin paylasilan bagirsak ve deri bakteriyel
topluluklarmin OTU’larma delil saglamaktadir. Onceki c¢alismalarda; bagirsak

mikrobiyotasinin deri mikrobiyatasi iizerinde bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir
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(133). Dolayisiyla, bu verilere gore deri Orneklerinin bagirsak Ornekleriyle
kiimelenmesi, deri ve bagirsak Ornekleri arasindaki mikrobiyal baglantidan dolay1

olabilecegi gozlenmistir.

Tax4fun tanimlanan bakteriyel topluluklarin, her bir Ornek i¢in olasi
islevlerini tahmin edebilmek i¢in kullanilmistir. Tiim 6rneklerin OTU'larinin tahmini
islevsel aciklamalari, tahmin analizinde Ornekler arasinda Onemli Olclide farkli
zenginlikteki enzimleri 6n gormek igin kullanilmistir. Aksolotl 6rneklerinde 6nemli
Ol¢iide degismis enzimler olarak; Lon proteaz gibi ATP'ye bagl hiicre dis1 ve
metabolik siireglerle iligkili enzimler (134), anormal veya hasar géren polipeptitler 3-
oksoasil-rediiktazin (agil tasiyict protein) bozundugu hiicreye ait homeostaz
fonksiyonu olan enzim ve yag asidi biyosentezi ve protein translasyonunda rol
oynayan uzama faktorii g'ye katilan enzimler (135) tanimlanmaktadir. Mikrobiyota
ve bulundugu konak canli arasindaki giiglii iliski g6z Oniine alindiginda, konagin
metabolik aktivitesi, besin maddesi devir hiz1 ve enerji metabolizmast mikrobiyal
bilesimi etkilemektedir ve ondan etkilenmektedir. Farkli 6rnekler arasinda degisen
enzim zenginligine, bakildiginda mikrobiyal yolaklarin konak¢i homeostazina
katkida bulunmak igin diizenlendigi disiiniilmektedir. Bu enzimler, neotenik ve
metamorfik 6rneklerdeki enzim profilleri arasindaki farkliliklar1 yorumlamak igin
KEGG yolaklar1 igerisine kiimelenmistir. Baslica zenginlestirilmis yolaklar;
metabolik yolaklar, ¢esitli ortamlardaki mikrobiyal metabolizma, sekonder
metabolitlerin biyosentezi, antibiyotiklerin biyosentezi, prokaryotlarda karbon
fiksasyon yolaklari, karbon metabolizmasi, piruvat metabolizmasi, porfirin ve
klorofil metabolizmas1 ve Sitrat dongiisii (TCA dongiisii) olarak bulunmustur. Bu
yolaklar, hiicresel homeostaz1 koruyarak, enerji metabolizmasini ve konakg1
bagisikligini modiile ederek yeni kosullara adaptasyonda 6nem arz etmektedir. OTU
diizeyinde, metabolizma ile iliskili OTU'lar agirlikli olarak Lachnospiraceae ve

Ruminococcaceae aileleriyle agiklanmaktadir.

Insanlarda, biitirik asit sentezine bagl olarak (136), Lachnospiraceae
familyasinin {iyelerinin zengin olusu obezite ile iliskilendirilmistir (137).
Lachnospiraceae ve Ruminococcaceae familyalarinin iiyeleri, neotenik bagirsak ve

mide Orneklerinde bol miktarda bulunmaktadirlar ve neotenik Aksolotl’da yag ile
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iligkili daha yavas bir metabolizma, bu bakteri kolonileri i¢in uygun bir biyota
saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ailelerden gelen mikrobiyal kolonilerin, yavas

bir konak metabolizmasina neden oldugu tahmin edilmektedir.
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8.SONUC

Son zamanlarda, konake iliskili mikroorganizmalar, konak¢1 metabolizmast,
gelisimi ve homeostazi iizerindeki mikrobiyal topluluklarin gosterilen ve tahmin
edilen etkisinden dolayr konak¢inin metabolik, hiicresel ve sistemik siireclerini
kapsamli bir sekilde aydinlatmak amaciyla giderek daha fazla ilgi gormektedir. Bu
calisma ile Neotenik ve Metamorfik Aksolotl'un deri, bagirsak, mide ve diski
ornekleri i¢in mikrobiyal topluluklarin cesitlili§i ve zenginligi belirlenmistir.
Metamorfoz boyunca organlarin yeniden yapilanmasimin mikrobiyal kompozisyonun
sekilllenmesinde belirgin bir etkiye sahip oldugu hipotezi kurulmustur. Beslenme
bi¢imi, bagirsak mikrobiyotasinin kompozisyonunu diizenlediginden (125, 138-140),
mikrobiyomun yeniden yapilandirilmasinda g¢evresel faktorlerin katkisini 6nlemek
icin, tim hayvanlar ayni suda ¢oziinen soliisyonda tutulmustur ve ayni beslenme
sekli ile beslenmistir. Sonug olarak; ayni1 hayvanin farkli 6rneklerinde ve metamorfoz
sonrasinda mikrobiyal gesitlilikte hizl1 bir degisim gozlenmektedir. Cesitlilik analizi
sonucunda, metamorfozlu organlarin yeniden yapilanma orani ile iliskili olabilecek
farkli seviyelerde metamorfoz Oncesi ve sonrasi evreler i¢in aymi Orneklerdeki
degisiklikler g6zlemlenmistir. Aksolotl'da bakterilerin varsayimsal roliinii belirlemek
icin, OTU'lar tarafindan kodlanan enzimlerin tahmin edilmesinin faydali olabilecegi
diisiiniilmektedir. Aksolotl larvalarindaki mikrobiyal topluluklarin incelenmesinin ve
ardindan ¢ikan sonuclarin yetiskin neotenik ve metamorfik hayvanlarla
karsilastirilmasinin, laboratuvar kosullarindaki Aksolotl mikrobiyotasi hakkinda daha
kapsaml1 bir bilgi tiretebilecegi diisiiniilmektedir. Bu konuda daha sonra yapilacak
caligmalarin, Aksolotl biyolojisinin  fonksiyonel karakterizasyonunu daha
detaylandirmas1 ve Aksolotl’'un degerli bir model organizma olmasinin Oniinii

acacagi disiiniilmektedir.
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10. ETiK KURUL ONAYI
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HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU BAsK/:.I\:L‘_._‘Imnll -

Say1 : 38828770-604.01.01-E.2314 12/02/2016

Konu : Etik Kurulu Karar

Saym Ogr. Dr. Sevda Er

Universitemizin Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna yapmis oldugunuz “Neotenik
ve Metamorfik Axolotl'in I¢ Organlari ve Rejenere Olan Uzuvunda Metagenomiks Yontemi
fle Mikrobiyata Analizi” isimli bagvurunuz incelenmis olup, etik kurulu karari ekte

sunulmustur.

Bilgilerinize rica ederim.

Dog. Dr. Hanefi OZBEK
Hayvan Pencyleri Yerel Etik Kurulu
(IMU-HADYEK) Bagkani

EK:
-Karar Formu (1 sayfa)

Bu belge 5070 sayili e-Imza Kanununa gore Doc. Dr. Hanefi OZBEK tarafindan 12.02.2016 tarihinde e-

imzalanmistr.
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ETIK KURUL ONAYI (DEVAM)

ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI,

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU (iMU-HADYEK)
ETiK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi | Karar No ilgi Proje Yiiriitiiciisii

10/02/2016 20 Sevda Er

“Neotenik ve Metamorfik Axolotlin I¢ Organlant ve Rejenere Olan Uzuvunda
Metagenomiks Yontemi Ile Mikrobiyata Analizi” baslikli bilimsel aragtirma Etik
Kurulumuzda goriisiilmiis olup, ¢alismanin etik kurallara uygun olduguna “oybirligi” ile

karar verilmistir.

Etik Onay Gegerlilik Siiresi: 12 ay

GOREVI ADI SOYADI iMzA
Bagkan Dog. Dr. Hanefi OZBEK /L
Uye Prof. Dr. Ulkan KILIG Vi g6 )
Uye Prof. Dr. Mustafa OZTURK Oﬁ/
Uye Yrd. Dog. Dr. H. Emir YUZBASIOGLU \
Uye Yrd. Dog. Dr. Sine Ozmen TOGAY \ C)\ ore N
Uye Yrd. Dog. Dr. Mehmet Yalgin GUNAL
Uye Taha KELESTEMUR
Uye Ozge Seyda DURGUT %
Uye Fahriye SENBAHCE %(
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11.0ZGECMIS
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Adi Berna Soyadi YILDIRIM
Dogum Yeri | ANKARA Dogum Tarihi | 25.06.1990
Uyrugu TURK TC Kimlik No
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Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
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Yiiksek Lisans
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