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ÖZET 

 

AKSOLOT KOL REJENERASYONUNDA FUNGUS VE BAKTERİ 

PROFİLLERİNİN BOYLAMSAL DEĞİŞİMLERİNİN İNCELENMESİ 

Amfibiler sınıfında bulunan omurgalılar rejenerasyon mekanizmasına sahiptirler. 

Fakat amfibilerden urodole grubunda semender ailesinde yer alan aksolotlar, amfibi 

sınıfında ki diğer omurgalı canlılar arasında yüksek rejenerasyon kapasitesine sahip 

olan tek canlıdır. Günümüzde yapılan araştırmalarla, Aksolotlardaki bu yüksek 

rejenerasyon mekanizması derinlemesine araştırılıp, gözlemledikleri mekanizmayı 

memelilerdeki rejenerasyon mekanizmasıyla bağdaştırıp, gelecekte buldukları 

verilerle insanlardaki uzuv hasarını azaltmayı hedeflemişlerdir.  Rejenerasyon 

mekanizmasını anlama adına birçok araştırma yapılmasına rağmen, günümüzde 

araştırmacıların odak noktası olan mikrobiyota ile kaynak yeteri kadar yoktur. 

Mikrobiyota konak ile birlikte yaşayan, çeşitli mekanizmalarla konak ile etkileşim 

halinde olan fungus, protozoa, virüs ve bakteri türlerini içeren kommensal 

mikroorganizma topluluğudur. Yapılan araştırmalar sonucu, aksolotl uzuv 

rejenerasyon sürecinde baskın olarak Bacterioidetes, Firmicutes, Proteobacteria, 

Actinobacteria ve Verrucomicrobia bakteri filum profili gözlenmektedir. 

Ampütasyon sonrası uzuv rejenrasyon sürecinde ki fungal mikrobiyota topluluk 

profili halen bilinmemektedir. Bu nedenle, bu çalışmada ampütasyon sonrası, 

blastema öncesi sürecinden blastema oluşumu evresinin sonlarına kadar görülen 

mikobiyom topluluğu internal ara bölge (ITS) dizinleme yöntemiyle analiz edildi. 

Çıkan sonuçlara göre deney gruplarından elde edilen fungal topluluklar üç ana filum 

olan Ascomycota, Basidiomycota ve Zygomcyota gözlendi.  

Anahtar Kelimeler: Blastema, ITS, 16S rRNA, Mikobiyom, Mikrobiyota 
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1. ABSTRACT  

 

INVESTIGATION OF LONGITARY CHANGES OF FUNGUS AND 

BACTERIA PROFILES IN AXOLOTLE ARM REGENERATION 

Vertebrates in the class of amphibians have a regeneration mechanism. Axolotls in 

the urodole group have high regeneration capacity among other vertebrates in the 

amphibian class. This high regeneration mechanism has been investigated. 

Researchers aimed to reduce limb damage in humans by using this mechanisim. 

Although a lot of research has been done to understand the regeneration mechanism, 

there is not enough resource with microbiota. Microbiota is a community of 

commensal microorganisms, including fungi, protozoa, viruses and bacteria that live 

with the host and interact with the host through various mechanisms. Although the 

profile of bacterial microbiota on axolotl’s limb during regeneration has been 

investigated, composition of fungal microbiota on regeneration is still unknown. As a 

result of research, Bacterioidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria and 

Verrucomicrobia bacterial phylum profile are observed predominantly during axolotl 

limb regeneration process. In this research, after limb amputation samples are taken 

from pre-blastema and during blastema formation process. Community of 

mycobioma is analyzed by ITS sequencing method. According to the results, three 

main phyla Ascomycota, Basidiomycota and Zygomcyota were observed.  

Key Words: Blastema, ITS sequencing, 16S rRNA, Mycobiome, Microbiota 
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2. GİRİŞ VE AMAÇ  

 

Amfibiler soğukkanlı omurgalılardır, yaşamlarının bir kısmını suda bir kısmını ise 

karada geçirirler. Bu sınıfta bulunan omurgalılar rejenerasyon mekanizmasına 

sahiptirler. Fakat amfibilerden urodole grubunda semender ailesinde yer alan 

aksolotlar, amfibi sınıfında ki diğer omurgalı canlılar arasında yüksek rejenerasyon 

kapasitesine sahip olan tek canlıdır. Aksolotl (Ambystoma mexicanum) hayatları 

boyunca kaybettiği dokularını ve uzuvlarını bu mekanizma ile geri kazanırlar [1]. Bu 

özelliklerinden dolayı birçok araştırmacı, diğer amfibilerde sınırlı rejenerasyon 

mekanizması olmasına rağmen aksolotlarda neden yüksek rejenerasyon 

mekanizmasının olma sebebini anlamaya dayalı farklı alanlarda araştırmalar 

yapmaktadır. Bir araştırmada, aksololtlların metamorfoz evresini tamamlamadan, 

hücrelerinin embriyonik halde ki gibi kalmasından dolayı yüksek rejenerasyon 

kapasitesini tetiklediği vurgulandı [2]. Bu hipotezi destekleyen başka bir araştırmada 

ise, Afrika pençeli kurbağasının larva evresinde sahip olduğu rejenerasyon 

özelliğinin metamorfoz evresine girdiğinde kaybettiği gözlendi [3]. 

Aksolotllarda bulunan yüksek rejenerasyon kapasitesini anlamaya dayalı başka bir 

hipotez ise Urodele sınıfında bulunan omurgalıların daha ilkel edinsel immün 

sistemlerinin olmasından kaynaklı olan zayıf inflamatuvar yanıtının yüksek 

rejenerasyon mekanizmasının oluşumunda rol aldığını gözlemlendi [4]. Bu hipoteze 

dayalı olarak etkisi tetrapod türlerinde ki azaltılmış immün yanıtının tutarlı olarak 

rejenerasyon kapasitesini artırdığı anlaşıldı [5]. 

Yukarıda bahsedildiği gibi, aksolotlar uzuvlarını, gözlerinin bir kısmını, beyinlerini 

ve iç organlarını yenileme özelliğine sahiptir. Vücudunun birçok kısmını 

yenilemesine rağmen aratırmacılar, genellikle uzuv rejenerasyonu üzerine 

odaklanmış ve rejenerasyon sırasındaki blastema oluşumunu anlamaya 

çalışmaktadırlar [6]. Blastema oluşumu, başarılı bir rejenerasyon için en kritik 

aşamadır [7]. Bu kritik aşamayı uyaran bir takım sinyaller gözlenmektedir. 

Blastemayı uyaran ana mekanizmalardan biri bağ doku hücreleridir. Bu hücreler kök 

hücre özelliği taşıyarak farklı hücre gruplarına dönüşebilirler. Ayrıca ampütasyon 
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sonrası yeterli miktarda sinir hücresinin ve yara epitel hücrelerinin varlığı blastema 

oluşumu için gereklidir [8], [9].  

Aksolot rejenerasyonu sırasındaki gen aktiviteleri, öncül hücreleri ve dokular arası 

etkileşimi, farelerde parmak uçlarında görünen rejenerasyon mekanizmasında 

gerçekleşen olaylarla benzer olduğu gözlendi [75], [76]. Bu benzerlikler sebebiyle 

araştımacılar aksolotllardaki uzuv rejenerasyonunu derinlemesine araştırıp, 

gözlemledikleri mekanizmayı memelilerdeki rejenerasyon mekanizmasıyla 

bağdaştırıp, gelecekte buldukları verilerle insanlardaki uzuv hasarını azaltmayı 

hedeflemişlerdir [77]. Rejenerasyon mekanizmasını anlama adına birçok araştırma 

yapılmasına rağmen, günümüzde araştırmacıların odak noktası olan mikrobiyota ile 

kaynak yeteri kadar yoktur. 

Mikrobiyota konak ile birlikte yaşayan, çeşitli mekanizmalarla konak ile etkileşim 

halinde olan fungus, protozoa, virüs ve bakteri türlerini içeren kommensal 

mikroorganizma topluluğudur [78].Mikrobiyotanın konakla olan lişkisini incelemek 

için yapılan birçok araştırmaya göre, kommensal mikroorganizmaların hastalık 

anındaki tür çeşitliliği ve miktarı sağlıklı bireylerde bulunan tür çeşitliliği ve 

yoğunluğu bakımından farklı olduğu gözlenmektedir. Bu araştırmalardan yola 

çıkılarak, mikrobiyotanın konak sağlığı üzerine önemli bir rolü olduğu ve konak 

içerisindeki hayati mekanizmaların çoğunda rol aldığı gözlenmektedir [79] . Aksolot 

uzuv rejenerasyon süreci boyunca mikrobiyotanın önemini anlatan araştırmaya göre 

tiroid hormonu ile indüklenerek metamorfoz geçiren aksolotl’tan ve neotenik 

aksolotl’tan toplanan deri, mide, bağırsak ve dışkı örneklerinden yapılan analiz 

sonucunda, iki evrede birbirinden farklı mikrobiyal toplulukların çeşitliliği 

gözlenmektedir [80]. 

Tezin amacı tek tip besinle beslenen bakımı yapılan aksolotllarda, ampütasyon 

sonrası kol rejenerasyon süreciboyunca; blastema oluşumu başlangıcında, erken 

blastema oluşumunda, geç blastema oluşumunda alınan deri örneklerinden ve 

akvaryum suyundan alınan örneklerle yapılan analizler sonucunda; 

• Aksolotl uzuv rejenerasyon sürecinde fungus mikrobiyota  profil çeşitliliğini 

gözlemlemek  
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• Başka araştırmalar sonucu, aksolotl uzuv rejenerasyon sürecinde bulunan 

bakteri mikrobiyota topluluğun değişimini incelemek. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1.Aksolotlardaki Uzuv Rejenerasyon Mekanizmasının Aşamaları 

 

Yaralanan uzuvda veya organda blastema oluşumundan önce yara iyileşimi 

gerçekleşir [10] [17]. Aksolotlarda ki rejenerasyona bağlı yara iyileşimi 

memelilerdeki normal yara iyileşiminden farklıdır. Memelilerde yara iyileşiminde 

görev alan hücreler ve sinyaller bir araya gelerek skar dokuyu oluştururken, 

aksolotlardaki hücreler ve sinyaller normal deri yapısını yenilediği gözlenmektedir 

[11], [12], [17]. Aksolottaki fibrozis transituvardır. Fibrozis sonrası fibrotik 

dokularda yeniden oluşum gerçekleşir. Bu oluşum sonrası normal deri yapısında 

onarım gözlenmektedir [13], [14]. Aksolotlardaki rejenerasyon sinir hücrelerin 

sinyallerine bağlıdır. Hasar sonucu kaybedilen sinir hücrelerinin yokluğunda sinyal 

eksikliğinden dolayı oluşan yaraya benzeyen bağ dokunun ve epitel eklentilerin 

rejenere olmadığı gözlenmektedir [15], [16].  Memelilerdeki yara dokusu 

oluşumunun en önemli sebebi istikrarlı üretilen aşırı fibrotik dokudur. Bu sebeple 

memelilerde rejenerasyon gözlenmemektedir. Rejenerasyon öncesi yara iyileşimi 

rejenerasyon mekanizmasının uyarılması için önemli bir faktör olmasına rağmen tek 

başına blastema oluşumu için yeterli değildir [6].    
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Blastemayı oluşumunu uyaran diğer mekanizmaları keşfetmek adına yapılan 

araştırmalarda, blastema oluşumu ve rejenerasyonun devamlılığı için sinir hücreleri 

tarafından üretilen sinyallerin belirli bir eşik düzeyinde olması gerektiği gözlendi. 

Eğer yeterli miktarda sinyal üretilmezse, yara dokusunun oluşumu gözlenmektedir 

[17]. Bu araştırma sonucunda araştırmacılar blastema oluşumu için; eşik düzeyinde 

üretilen sinir hücresi sinyalleri, yara epitel hücrelerinin varlığı, dermal hücrelerinin 

ve hücre dışı matriks varlığının önem taşıdığı gözlendi [17], [15], [16].   

 

4.2.Yara Kapanması ve Blastema Oluşumu 

 

Ampütasyon sonrası blastema oluşumundan önce ampüte edilen uzuvda yara 

iyileşmesi görülmektedir. Hasar sonrası yara çevresinde bulunan keratinositler yara 

yüzeyine doğru birbirlerini ittirerek hızlı bir şekilde yarayı kapatırlar [18]. Birkaç 

gün sonra, ampüte olan uzuvda kalan dokular ve yara epiteli blastema hücrelerinin 

çoğalmasını başlatırlar. Yara epiteli hücreleri sinir sinyalleri yarıdmıyla apikal 

epidermal şapkayı (AEC) oluşumunu uyarırlar [19]. AEC oluşumu bölgede bulunan 

basal keratinositlere non-proliferatif özelliği kazandırır. Basal keratinositler 

Şekil 4.1.1. (A) Aksolotl uzuvun da blastema oluşum ve gelişim safhaları. Soldan sağa doğru 1. gün, 

7.gün, 9.gün, 11.gün, 13.gün, 15.gün, 17.gün, 21.gün, 25.gün ve 31.gün sonunda görülen blastema gelişimi 

şekilde gösterilmektedir. (B) Rejenerasyon mekanizması süreci boyunca rol alan hücre tipleri 

gösterilmektedir. Ampütasyon sonrası birkaç saat içinde, yara epiteli uzuvun kesilmiş kenarını kaplar. 

Birkaç gün sonrasında bu yara epiteli, nöronlarla etkileşime geçerek Apikal-epite kap (AEC) ’i oluşturur. 

AEC, ampütasyon sonrası uzuv da kalan dokudaki hücreleri uyararak onların farklılaşmasını sağlar. 

Hücreler AEC’nin altında birikerek çoğalmaya ve farklılaşmaya devam ederler [6]. 
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gönderdikleri özel sinyaller ile bağ dokudaki fibroblastların rekrutmanını sağlarlar 

[6]. Bağ dokudaki fibroblastlar farklılaşarak mesenchymal hücrelerine dönüşürler ve 

blastema oluşumunu başlatırlar [26], [27], [16], [29].  Hücrelerin farklılaşması 

organizmanın gelişmesinde katkıda bulunan sinyal yolaklarını tekrar aktifleştirir 

[27], [29].    

Ampüte olan uzuvda kalan dokudaki hücrelerde blastema oluşumunda etkilidir. Bu 

hücreler blastema oluşumundan önce,  gen ekspresyonuna uğrayarak yara merkezine 

doğru göç ederler [10], [17], [20], [21]. Uzuvda kalan doku hücrelerinin harekete 

geçmesi görülen hasarın derecesine bağlıdır. Ampüte edilen uzuvda görülen hasar 

büyük olduğu için uzuvda kalan doku hücrelerinde, hasara karşı farklı yanıtlar 

görülür. Memelilerdeki hasar sonrası kalan doku hücrelerinin hasara karşı gösterdiği 

yanıtlardan farklı olarak, aksolotlarda inflamasyon ve nekrozis görülür. Uzuvda 

kalan doku hücrelerinin oluşturduğu yanıtlar, blastema oluşumu uyarmak için yeterli 

olmamasına rağmen gereklidir [6]. Bu yanıtların önemini anlamak için örnek verecek 

olursak, eğer makrofajdan gelen inflamatuvar sinyalleri engellenirse dolaylı olarak 

uzuv rejenerasyonunun da engellendiği gözlenildi [23]. Hasar oluştuktan hemen 

sonra sinir hücreleri ve inflamatuar hücreleri tarafından gönderilen erken yanıtlar, 

yara epitelyum hücrelerinin veya ampütasyon sonrası uzuvda kalan doku hücrelerinin 

aktifleşmesini sağlamaktadır. Yanıtlar ve sinyalleri rejenerasyon mekanizmasındaki 

blastema oluşumunu tetikler [17].   

 

4.3.Blastema Oluşumunda Sinirlerin Önemi 

 

Yukarıda bahsettiğimiz üzere blastema oluşumunu uyarılması ve rejenerasyonun 

devamı için belirli bir eşik sinyalinin sinir hücreleri tarafından gönderilmesi 

gereklidir. Yapılan in vitro çalışmalarında, hasara uğrayan dokudaki sinirin ektopik 

blastema formasyonunu sağladığı gözlenmektedir [24].  Sinir hücrelerinden 

gönderilen sinyallerin yeterli olmaması durumunda blastema oluşumu 

gözlenmemektedir. Bu eşik miktarı sadece blastema oluşumu içinde değil aynı 

zamanda büyüme ve blastemanın gelişimi içinde gereklidir [25]. Rejenerasyonun 

başlaması için sinyal gönderecek olan sinir hücrelerinin tipinden çok miktarı 
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önemlidir. Ancak istenen eşik değerine ulaşıldığı takdirde yara epitel hücreleri ile 

etkileşime girerek AEC oluşumunu ve yara iyileşmesini sağlayarak rejenerasyon 

mekanizmasını aktif hale getirirler [6].  

Blastema oluşumu ve rejenerasyonun devamlılığı için birden fazla nörotrofik faktör 

gözlenmektedir. Bu faktörlere örnek verirsek; nöropeptidler, organik moleküller, 

cyclic nükleotitler, büyüme faktörleri ve biyo-elektirik sinyallerdir [32], [33], [34], 

[35], [36]. Sinyal gönderilen yolaklar hücrelerin göçünü, çoğalmasını ve blastema 

oluşumunda görev alan hücrelerin farklılaşmasını sağlayarak uzuv gelişimini kontrol 

eder. İnsanlarda bulunan fibroblast büyüme faktörü (FGF) sinyali uzuv gelişimi ve 

rejenerasyonu için önemlidir. FGFs sinir hücre sinyalleri ile bağlantılı olup apikal 

blastema içerisinde eksprese olurlar [37], [38], [39]. Hasar anında sinir hücreleri 

Keratinoksit büyüme faktörü (FGF7) ekspresyonu uyarırlar [40]. Yapılan 

araştırmalar sonucu insan büyüme faktörleri (FGSs) aksolotlardaki rejenerasyonu 

tetiklediği kanıtlanmıştır [42]. FGFs ile rejenerasyon mekanizması arasındaki ilişki 

insan-aksolot arasında kritik bir bağ oluşturmaktadır. Başka bir sinyal molekülü, 

semender anteriorgradient (nAG) protein Schwann sinir hücreleri ile etkilişime 

girerek deri glandları ile birlikte eksprese olarak rejenerasyonu başlatırlar [41].  

Hasar sonrası sinir hücreleri devamlı bir şekilde kendilerini rejenere ederek yara 

epiteline ve AEC ile birleşirler. Bu işlem sırasında sinirler ve yara epiteli/AEC 

arasındaki sinyal yolaklarında geri dönüşümlü bir döngü vardır [43]. Yakın zamanda 

yapılan bir araştırmada, blastema hücrelerinden gönderilen sinyaller sinir 

hücrelerinin devamlı olarak yenilendiği gözlenmektedir. Blastema hücrelerinden 

gönderilen bu tanımlanmış çoklu sinyal yolakları insanlarda ve aksolotlarda 

korunmuş bir bağ oluşturur [44].  Aksolotlarda hasar sonrası yara iyileşimindeki 

nöro-epitel etkileşimi ampütasyon sonrası kalan uzuvdaki dokuda ve yara 

çevresindeki alt deride bağ doku hücrelerinin bir araya gelerek erken blastemayı 

oluşturduğu gözlendi [10], [26], [17], [45], [29]. Erken blastema oluşumundan sonra 

yara bölgesine hücre göçü birkaç günlüğüne ertelenir. Bu ertelenmenin sebebi yara 

bölgesinde var olan mezoderm dokunun etrafını saran hücre dışı matriksin 

yoğunluğunun azalması içindir [46].sinir hücrelerinin yara epiteli ve AEC ile 

etkileşimi sonrası lokal sinyaller aktif hale gelerek hücre göçlerini kontrol eder aynı 
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zamanda sinirlerin ve yara epitel/AEC hücrelerinin blastema oluşumunun olduğu 

bölge üzerinde yeniden konumlanacağı yerleri belirler [47], [48]. Sinir, yaraepitel ve 

AEC hücrelerinin birlikte gönderdikleri erken rejenerasyon sinyalleri sonucu 

blastema hücreleri AEC nin merkezine doğru göç eder [49]. Kas kök hücreleri 

(satellite hücreleri) ampütasyon sonrası aktif hale gelerek kısa sürede çoğalmaya 

başlamasına rağmen bağ doku hücreleri (blastemaprogenitor hücreleri) tarafından 

başlatılan toplanma ve hücre bölünmelerine katılmaz [50]. Ampütasyondan günler 

sonra kas kök hücreleri yara merkezine göç ederler ve bağ doku hücre bölünmesine 

katılırlar [10]. Bu araştırma sonucu kas kök hücrelerinin blastema oluşumunu 

uyarmada görev yapmadığı gözlendi. Blastema oluşumundan sonra satellite hücreler 

aktif hale gelip çoğalırlar. Çoğalan kas kök hücreleri blastemanın merkezine göç 

ederek ampütasyon sonucu kaybedilen ve zarar gören kas dokuyu yenilediği 

gözlenmektedir [51], [52], [50]. Bazı semender türlerinde kas doku rejenerasyonu var 

olan miyotüplerin farklılaşması ve bölünmesiyle gerçekleşirken [53], [54] 

aksolotlarda bu tür rejenerasyon görülmez [54]. Sonuç olarak aksolotlardaki kas 

doku rejenerasyonu diğer omurgalılardan farklılığı ile ortaya çıkmaktadır.  

Blastema oluşumu için gerekli başka bir mekanizma hücresel farklılaşmadır. 

Hücreler tekrardan programlanarak embriyonik hücrelere benzerler [55], [40]. Bu 

süreçte büyük sayıda gen topluluğu tekrardan ekspresyon maruz kalırlar. Bu gen 

toplulukların embriyonik gelişim süresinde görevleri gözlenmektedir [56], [57]. 

Gelişen ileri teknoloji sayesinde dedifferasyon süreci daha anlaşılabilir hale 

gelmiştir. Hücre programlanması teknolojisi ile sinir/yara epiteli/AEC hücrelerinin 

etkilişiminden dolayı gönderilen sinyaller ile yetişkin kök hücrelerinin rekrutmanı ve 

aktivasyonu bağ dokuda fibroblastlarını uyararak rejenerasyon-yetkili blastema 

hücrelerini oluşturduğu gözlendi [58].  

4.4.Rejenerasyonun Tamamlanmasında Pozisyonel Bilginin Önemi 

 

Yukarda da bahsettiğim üzere blastema oluşumu sinir, yara epiteli ve AEC 

hücrelerinin birbirleri ile etkileşime girerek çeşitli sinyaller göndermesiyle 

gerçekleşir. Bağ dokudaki blastema progenitor hücrelerinin bölünmeleri blastema 

oluşumunun son evrelerinde gerçekleşir. Ampütasyondan birkaç gün sonra 
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kaybedilen uzuv çevresindeki dermis hücreleri ve bağ doku hücreleri birlikte yara 

altındaki AEC tabakasına doğru göç ederek orada birikirler. AEC tabakasında biriken 

progenitor hücreler ampütasyon sonrası aksolot vücudunda kalan kemik, kas ve sinir 

hücreleri ile birlikte bir katman oluşturur. Dermis hücreleri/ bağ doku hücreleri ve bu 

hücrelerin progeny olan diğer hücreler proksimal distal eksende ve yara çevresinde 

farklı pozisyona sahiptirler. Bu hücreler yaranın merkezinde toplanarak yara 

çevresindeki komşu hücreleri uyararak, hücrelerin tekrar bölünme evresine girmesine 

ve rejenerasyonu başlatırlar [8], [9]. Blastema oluşumu için gerekli olan hücre 

sinyalleri yeterli olmasına rağmen, uzvun farklı bölgesindeki hücrelerden gelen 

çeşitli pozisyonel bilgi olmadığı takdirde blastema gelişiminin sürmediği ve 

rejenerasyonun tamamlanmadığı gözlenmektedir [8], [9], [17]. Urodele üzerinde 

yapılan bir araştırmada, doku nakli yapılarak pozisyonel bilginin rejenerasyona ne 

gibi katkısı olduğunu sorgulandı. Araştıma sonucunda rejenerasyonun  

tamamlanması için proksimal distal boyunca uzuv çevresinde çeşitli pozisyonel 

bilgiye sahip hücreler bir araya geldiği gözlenmektedir. Bu posteriyor, anteriyor, 

dorsal ve ventral pozisyonlardaki hücreler blastemanın temeline yerleşerek 

rejenerasyonu sürdürürler. Eğer pozisyonel bilgiye sahip hücrelerden biri 

rejenerasyon sürecine katılamazsa, yara çevresindeki hücrelerin etkilişiminden 

kaynaklı eksik olan pozisyonel bilgide çoğalma ve rejenerasyon gözlenir [9]. Bağ 

doku içerisindeki fibroblastlar kendilerinin proksimaldistal eksen ve çevre 

eksenindeki pozisyon bilgilerini kodlayarak yara merkezinde toplanırlar. Pozisyonel 

bilgi ile toplanan fibroblastlar birikerek blastemayı oluştururlar. Uzuv çevresinden 

gelen farklı pozisyonel bilgiye sahip hücreler birbirleriyle etkilişime girerek 

büyümeyi ve yeni hücrelerin oluşumunu uyarırlar. Oluşan yeni hücrele rarapozisyon 

bilgisini edinirler bu sürece arakatman adı verilir. Ara katman süreci farklı pozisyon 

bilgilerinin hepsi elimine olana kadar devam eder. Pozisyonel bilgilerinin elimine 

olması rejenerasyonun tamamlandığını göstermektedir [6]. Pozisyonel bilginin 

eksiliğinde rejenerasyon mekanizmasında ne gibi değişiklik olacağını gözlemlemek 

adına yapılan bir araştırmada, aksolotun ön kolunun (anteriyor) yarısı alınarak arka 

kolun yarısına doku nakli yapılıyor. Sonuç olarak doku nakli yapılan yerde simetrik  

(çift-posteriyor) ön kol oluşumu gözlendi. Daha sonrasında oluşan simetrik kola 

yapılan ampütasyon sonrası değişken uzunlukta ve karmaşıklıkta simetrik kol 
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gözlendi. Araştırma sonucunda pozisyonel bilginin blastema oluşumunda ve 

rejenerasyonda kritik role sahip olduğu gözlendi [9].  

Uzuvun proksimal lokasyondaki hücreleri blastema hücrelerini oluşturarak, bu 

hücrelerin pozisyonel bilgiyi edinmesi sağlarlar [59]. Rejenerasyon yanıt oluştuğu 

anda blastema hücrelerinin ve progeny hücrelerinin pozisyonel bilgileri tekrardan 

yapılandırılır.  Bu özelliğe örnek verirsek, homeobox (HoxA) lokusunda ki genlerin 

ekspresyonu üzerine yapılan gözlemde bu genlerin ekspresyonunun erken 

rejenerasyon ve rejenerasyon sonrası evrelerde arttığı, aynı zamanda rejenerasyon 

yanıtıyla yeni pozisyonel bilginin oluştuğu gözlenmektedir [20], [60]. Oluşan yeni 

pozisyonel bilginin ilk başta plastik yapıda olması daha sonra farklılaşarak blastema 

hücreleri içinde sabit olduğu gösterildi [61], [62], [16]. Ampütasyon sonrası ampüte 

olan uzuva dışarıdan verilen retinoik asitin farklılaşmamış blastema öncesi hücrelerin 

pozisyonel bilgisi ile blastema sonrası apikal uçtaki hücrelerin pozisyonel bilgisini 

tekrardan programlandırdığı gözlendi [62]. Ampüte sonrası uzuvda kalan farklılaşmış 

hücreler ve blastema sonrası oluşan tomurcuk basal bölgedeki hücreler, dışarıdan 

verilen retinoik asite karşı dayanıklı olduğu belirtilmiş ve pozisyonel bilgilerinde 

herhangi yeniden programlandırılma gözlenmemiştir [62], [31]. Retionik asit 

reseptör (RAR-δ2) pozisyonel programlamayı kontrol eder. Bu reseptör blastema 

öncesi plastik evrede ve hücrelerin blastema içine sıtabil olduğu evrede aktif hale 

gelir [63], [64], [65], [66], [67]. Pozisyonel bilginin yeniden programlanmasında 

reseptör kendi başına yeterli değildir [65].  

Farklılaşmamış blastema hücresinin pozisyonel bilgisi değişmeye hazırdır. Bu 

hücreler aksolot üzerinde farklı bir bölgeye nakledildiğinde (erken blastema 

tomurcuk (EB) ve geç blastema (LB) apikal bölgesi gibi), o bölgelerin 

proksimaldistalında ve anteriyor ekseninde herhangi arta kalan yapı 

gözlenilmemektedir [16]. Doku nakli gerçekleştirilen EB bölgesinde T-box 

transkripsiyon faktör (Tbx5) ekspresyonun kaybolduğu gözlenmektedir. Tbx5, 

hücrelerin orijinal bölgedeki posizyonel bilgisini belirleyen markerdır [16]. Bunun 

yanı sıra, farklılaşmış blastema sonrası hücrelerin ve ampütasyon sonrası uzuvda 

kalan hücrelerin yeni bölgeleri nakli sonucunda arta kalan yapıların oluşumu 
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gözlenmektedir. Gözlenen sonuçlara göre pozisyonel bilgi dereceli olarak blastema 

hücrelerinde sitabil olduğu kanıtlanmıştır [16].  
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Sinir hücrelerinden farklılaşmamış blastema hücrelerine gönderilen sinyaller 

pozisyonel bilginin tekrardan programlanmasında önemli rol oynar. Rejenerasyon 

sürecinde olan bir uzvun sinirlerini kestikten sonra alınan blastema dokusunun yeni 

bölgeye nakledildikten sonra o bölgede ektopik uzuv oluşturduğu gözlenmektedir 

[16]. Araştırmacılar, nakledilen doku pozisyonunun çoktan plastik evreyi geçtiği için 

uzuv oluşumu gözlenmiş olabileceğini [16] ve aynı zamanda nöro-epitel 

etkileşiminin dolaylı sonucu olabileceğini fikir olarak beyan etmektedir [19], [37], 

Şekil 4.4.1 Blastemadaki pozisyonel bilgilerin sıtabilizasyonu sinir sinyallerinin kontrolü ile sağlanır. 

(A-F) solda bulunan resimler;  greft dokunun alındığı organizma), sağda doku nakli ile aşılanmış 

hücrelerin 1 ve 3 hafta sonra canlı görüntülerini gösteren ve en sağda, farklı blastema dokuları 

aşılandığında ektopik büyüme tepkisini özetlemek için bütün montaj iskelet boyaması gösterilmektedir. 

(A) posterior cilt anterior yerleşimli bir yara bölgesine sapmış bir sinirle aşılandığı zaman deri 

modelinde ektopik uzuvların oluşumu gözlenmektedir. (B-C) Erken blastemanın (EB) greftleri, deri 

modeline aşılandığı zaman ektopik uzuv oluşumu tetiklemediği; bununla birlikte,3.günün sonunda 

sinirlerinden arındırılmış erken blastemanin aşılanması ile segmentli ancak eksik bir rejenere oluşumu 

gözlenmektedir. (D) Geç blastemanın (LB) apikal ucunun greftleri ektopik uzuv oluşumunu 

tetiklemediği gözlenmektedir. (E) Denerve EB de gözlenen sonuca benzer şekilde, denerve apikal-

LB'ler segmentli ancak eksik rejenere oluşumunu indüklediği gözlenmektedir.  (F) LB'nin bazal 

bölgesinden alınan dokunun nakli sonucunda tam desenli anterior / posterior ve dorsal / ventral yapılarla 

uzuv rejenere oluşumu gözlenmektedir [16]. 
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[15], [74], [44].  Nöron-AEC etkileşimi blastema hücrelerinin plastik evrede 

kalmasını sağlar. Ampüte edilen uzvun pozisyonel bilgisi oluşunca bu evreden 

çıkarlar. Sinir hücrelerinin pozisyonel bilgiye katkısını öğrenmek için yapılan bir 

araştırma sonucu, denervasyonun EB blastemasının yeni uzuv oluşturmasını 

engellediği gözlenmektedir [61]. Eğer denervasyon rejenerasyonun son evrelerinde 

uygulanırsa, rejenerasyon süresinde takip edilen pozisyonel bilgiye sadık kalınarak 

normal uzuv oluşumu görünür fakat olması gerekenden daha küçük boyda 

gözlenmiştir. Sonuç olarak, sinir hücreleri blastema hücrelerinin pozisyonel 

plastisitesinisürdürmek için gerekli olduğu gözlenmiştir [61]. 

Diğer hücre tiplerinde (kas ve Schwann hücreleri) pozisyonel bilgi hafızası yoktur. 

Bu hücre tipleri diğer hücreleri uyararak pozisyonel bilginin oluşumunu sağlayarak 

blastema sonrası EB oluşumuna katkıda bulunurlar [26].  

Deri dokusu ile ilgili yapılan araştırmalarda, ampüte olan bölgede bulunan ve yan 

yana olan farklı pozisyona sahip deri dokularının rejenerasyon sırasında pozisyonel 

hafızaya sahip olduğu gözlenmiştir [69], [70], [74], [71], [26], [34], [17], [15]. Epitel 

katmanın kaldırılması ve katmanlar arası yer değişikliği rejenerasyon sürecinde bir 

etkisi olmadığı [69], [71], derideki motif-oluşturan hücrelerin dermis katmanında yer 

aldığı gözlenmektedir [70]. Dermal tabaka fibroblastlar ve deri pigment 

hücrelerinden oluşur. Pigment hücreleri rejenerasyon sırasında motif oluşumunda yer 

almadığı için, motif-oluşturan hücrelerin fibroblastlar olabileceği düşünülmektedir 

[72]. Schwann hücreleri yeni uzuv oluşumu için gerekli motif-oluşturan hücreleri 

takip ederek rejenerasyonu sürdürürler [27]. Bunun yanı sıra, kas doku hücreleri 

ektopik yapı oluşumunu uyarma kapasitesi vardır. İskelet-kas dokusu farklı hücre 

tiplerinden meydana gelir. Bu hücreler; satellite, bağ doku hücreleri ve 

miyoblastlardır. Kas hücrelerinin yeni uzva nakli sonucunda o bölgede yeni motif 

oluşumunun uyarılmadığı gözlenmektedir. Nakledilen hücrelerin konak ortamın 

posizyonel bilgisini takip ettiği gösterildi. Bu sonuca bağlı olarak kas doku ile 

bağlantılı olan bağ doku hücrelerinin (fibroblast) motif-oluşturan hücreler olduğu 

varsayılmıştır [27], [29]. Kıkırdak doku hücrelerinin rejenerasyon sürecinde kıkırdak 

oluşumuna katkıda bulunduğu fakat bu rejenerasyon kapasitesinin organizmanın 

yaşıyla alakalı olduğu gözlenmektedir [27], [73]. Yaşlı organizmalarda bulunan 
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kıkırdak doku hücrelerinin rejenerasyon sürecinde pozisyonel hafızayı kaybettiği 

aynı zamanda sınırlı etkisi olduğu gözlendi. Genç organizmalarda bulunan kıkırdak 

dokunun pozisyonel hafızayı koruduğu bulundu. Peri-iskeletal bağ dokunun ise 

pozisyonel hafızayı yaşa bağlı olmadan koruduğu gözlenmiştir [26].  

4.5. Mikrobiyota 

 

Patojenik mikroorganizmalar, geçmişte mikrobiyoloji alanında geniş çapta 

çalışılmasına rağmen az sayıda kişi kommensal bakterilerin yararına odaklandı [81]. 

İnsan genom dizisi tamamlanıp yayınlandığında [82], [83]. Julian Davies, 

araştırmacıların insan vücudu ve mikroplar arasındaki etkileşimi bulana dek başarıya 

ulaşamadıklarını savundu [84]. Josha Lederberg, İnsan mikrobiyomu terimini; canlı 

vücudunda yaşayan, patojenik ve simbiyotik olan, insan vücuduna fayda sağlayan 

mikroorganizmalar olarak tanımlayan ilk kişiydi [85]. İnsan mikrobiyotasının, 

özellikle insan bağırsak mikrobiyomunun incelenmesine ilgi, Kasım 2005'te Paris'te 

İnsan Mikrobiyom Projesi (HMP) başlatıldı. HMP, cilt, vajina, ağız ve 

gastrointestinal sistem dahil olmak üzere insan vücudunun birçok yerini ele aldı. 

HMP'nin amacı, çok sayıda vücut bölgesindeki insan mikrobiyomunun tipini 

tanımlamak, mikrobiyom popülasyonunu, genotipini, mikroorganizma 

metabolizmasını ve konak vücüdunda patojenik ve kommensal mikrobiyota 

popülasyonun ayırımı yapılarak konağa yarar ve zararlarını araştırmaktır [86]. 

İnsan vücudunda yaşayan kommensal mikroorganizmalar bütününe mikrobiyota 

denir. Farklı vücut bölgelerinde farklı miktarda bulunan ve çeşitli mikroorganizma 

türlerini içeren mikrobiyotanın, anlamlı olarak konak canlının biyolojik 

mekanizmalarında büyük rolü olduğu gözlenmektedir [87]. Yukarıda bahsedildiği 

üzere mikrobiyota konağın birçok farklı bölgesinde bulunurken bağırsakta yaşayan 

mikroorganizma çeşitliliği, popülasyonu ve konağa yararı bakımından diğer 

bölgelere oranla daha fazladır. Bağırsakta yaşayan mikrobiyal popülasyona bağırsak 

mikrobiyotası veya bağırsak florası denir. Bağırsakta binlerce farklı tür,  trilyonlarca 

mikroorganizma içerir. Bağırsakta 35.000 farklı türün bulunduğu görülmüştür. Bu 

çeşitlilik, insan mikrobiyomunun, insan genlerinden yüz kat daha fazla olduğunu ve 

3 milyondan fazla gen içerdiğini kanıtlamaktadır [115]. İnsan bağırsağı 
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mikrobiyotasının kolonizasyonu doğumda başlar. Mikroplar doğum kanalından yeni 

doğanlara geçmektedir. Bu geçiş sebebiyle vajinal mikrobiyota, bebeklerin bağırsak 

mikrobiyotası ile benzerdir. Sezaryen ile doğan bebekler, vajinal yolla doğanlardan 

farklı mikrobiyal bileşimlere sahiptir. Mikrobiyal bileşimin bireyler arasında farklı 

olmasının ilk nedeni budur. Mikrobiyal bileşimin değiştirilmesi de zamana bağlıdır. 

1 yaşından sonra mikrobiyal bileşim, ilk bağırsak mikrobiyotasını stabilize eder ve 

yetişkinlikte yenden şekillenir [115]. Gut mikrobiyota, konakçıda bağırsak 

hareketliliğini düzenleme, esansiyel vitamin üretme, safra asidi ve steroidleri 

dönüştürme, ksenobiyotik maddeleri metabolize etme, mineralleri emme ve 

toksinleri, genotoksinleri ve mutajenleri aktive etme ve tahrip etme gibi birçok 

faydalı role sahiptir [114]. Gut bakterileri, keten tohumu, sebze, meyve ve içecekler 

gibi bitki kaynaklarında bulunan kimyasal bileşiklerin grubu olan lignaların biyolojik 

dönüşümünde rol oynar. Liganlar vücudu kardiyovasküler hastalıklara, 

hiperlipidemi, meme kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri, osteoporoz ve menopoz 

sendromuna karşı korur [113].Bağırsak mikrobiyotasının metabolik aktivitesi 

karaciğerin metabolik aktivitesine hemen hemen eşittir, bu nedenle bağırsak 

mikrobiyosunun ek bir organ olarak düşünülebilir [115].  

Bütün bu değişkenler göz önüne alındığında mikrobiyotanın önemi ve etkisi, 

araştırmacıları bu alana doğru yönlendirmektedir. Mikrobiyota kompozisyonu 

bakterilerden, virüslerden, mantarlardan ve protozoalardan oluşmasına rağmen 

araştırmaların büyük kısmı çeşitli hastalığa sahip bireylerdeki bakteri 

kompozisyonuna dayalıdır. Sağlıklı bir bireyde olması gereken bakteri 

kompozisyonundaki tür çeşitliliğin hastalık anında gelişen tür değişikliğinin 

hastalığın ilerlemesinde veya engellemesindeki etkisi araştırılmaktadır. 

Mikrobiyotakompozisyonundaki mantar, protozoa ve virüsler ile ilgili literatür 

çalışma sayısı azdır [88].  

4.5.1. Mikobiyom 

 

"Mikobiyom" terimi, mikrobiyom mantar topluluğunu tanımlamak için 

kullanılmaktadır. Mikobiyom çalışmaları sırasında araştırmacılar birkaç zorlukla 

karşılaşmaktadır. Birincisi, bakteriyel biyokütle karşılaştırıldığında, küçük mantar 
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biyokütle yüzdesi bulunabilirliği [89], [90], İkincisi, mantar hücrelerinin nükleik 

asidini izole etmede zorluk, üçüncüsü, taksonomik görevlendirme için veri tabanı 

eksikliğinden dolayı mantar türlerini ayırt etmek zordur [91], [92, [93]. 

Mevcut fungaltaksonomik veritabanları, ITS için UNITE, mantara ait 18S ve 28S 

rRNA genleri için SILVA ve mantara ait 28S rRNA genleri için RDP 

çalışmalarından oluşur [94], [95], [96]. Her ne kadar bu zorlukların varlığı olsa da, 

mikobiyom çalışmaları, konakçı ile ilişkilerini anlamayı ve insan mikobiyomun, 

sağlık ve hastalık patolojisinde ayrılmaz bir rol oynadığını göstermiştir [97].  

4.6. Mikrobiyota ve MikobiyomKompozisyon Analizinde Kullanılan Araçlar 

 

4.6.1. Yeni Nesil Dizinleme Teknolojisi 

 

DNA dizinleme teknolojilerinin ve moleküler biyoloji tekniklerinin gelişmesi ile 

mikrobiyota analizleri kolaylıkla yapılmaktadır. Yeni nesil dizinleme (NGS) en çok 

kullanılan dizinleme teknolojisidir. Diğer dizinleme teknolojilere oranla daha ucuz 

ve hızlıdır. Yeni nesil dizinleme teknolojisi çeşitli uygulamaya olanak sağlamıştır 

[98]. Bu teknoloji genomik, transkriptomik, epigenomik ve metagenomik 

analizlerindeki önemli soruların çözümlenmesine yardımcı olmaktadır. Yeni nesil 

dizinlemeteknolojisi genel üç ana iş akışından oluşur; kütüphane hazırlığı, 

sekanslama ve veri analizi [99]. 

 Yeni nesil dizinleme teknolojisi konakta yaşayan kommensal mikrobiyotanın 

kompozisyonunu, popülasyonunu, mikroorganizma türlerini ve türler arasındaki 

genetik soy ağacını analiz etmemizi sağlamaktadır. Yeni nesil dizinleme teknolojisi 

hedef amplikona veya birkaç filogenetikmarker genine odaklanır. Mikrobiyal 

çeşitlilik analizlerinde genellikle 16SrRNA geni kullanılırken [100], kommensal 

mantar kompozisyonunu analiz etmek için 18SrRNA geni ve internal ara bölgeler 

(ITS) bölgeleri kullanılır[94], [95], [96]. 
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4.6.1.2. 16S rRNA Dizinleme Tekniği 

 

Bakteriyel mikrobiyom, tüm prokaryotlarda bulunan eşsiz 16Sribozomal RNA 

(rRNA) genine sahiptir. 16S rRNA geni, ribozomun esansiyel bölümünü kodlar. Bu 

kısım, bakterilerin tanımlanması için belirleyici olan hiperdeğişken bölgelerden 

oluşmaktadır. Toplamda 9 tane (V1-V9) hiperdeğişken bölge vardır.  

 

Şekil 4.6.1 Pembe alanlar 16S rRNA geninde ki hiperdeğişken bölgeleri göstermektedir. 

Hiperdeğişkenler arasında bulunan bölgeler korunmuş bölgelerdir [116]. 

 

Bu hiperdeğişken bölgeler, özel primerler ilepolimeraz zincir reaksiyonun (PZR) da 

çoğaltılır. Çoğalatılıcak hiperdeğişken bölge araştırmanın amacına göre değişkenlik 

gösterir. Araştımalarda en çok kullanılan hiperdeğişken bölge genellikle V3-V4 

bölgeleridir. PZR amplifikasyonu sonrası, 16S rRNA geni dizinlemesi yapılır. 

Dizinleme sonrası ortaya çıkan databiyoinformatik araçlar ile analiz edilir[101]. 

 

4.6.1.3. ITS Dizinleme Tekniği 

Mantar türleri 1920'den beri temel mantar kültürü tekniği ile ekilmiş ve analiz 

edilmiştir. Morfolojisi ve büyüyen yapısı, siteril sıvı ortam şişelerinde gözlemlenerek 

düşünülmüştür [102]. Ancak, temel kültür yöntemleri insan mikobiyomunun en 

büyük bölümünü oluşturan tedavi edilemeyen mantarlar için yeterli değildir. Yeni 

nesil dizi (NGS) yöntemleri, mantar türlerini doğrudan ve verimli bir şekilde 

sıralayan kültürleme yöntemlerinin sınırlandırılmasından sonra geliştirilir [103]. 

NGS, 18S rRNA, 5.8S rRNA, 28S rRNA genlerinden ve dahili transkripsiyonlu 

aralık bölgelerinden (ITS) oluşan mantar ribozomal RNA (rRNA) gen kümesi içinde 

bulunan mantar temizlik genlerini hedeflenir. Bu amplikon bazlı teknoloji, hem 
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tedavi edilemeyen hem de yetiştirilebilen mantar türlerini karakterize etmek için 

kullanılır [104]. NGS, numune toplama, DNA ekstraksiyonu,polimeraz zincir 

reaksiyonu (PZR) amplifikasyonu, sıralama ve veri montaj analizi dahil olmak üzere 

birkaç önemli işlemden oluşur. 

Numune toplama, mikobiyomun haritalandırılması için ilk işlemdir. Her bir vücut 

bölgesi farklı örnekleme işlemlerine sahiptir, örneğin cilt mikrobiyomu kazıma ve 

temizleme teknikleri kullanılarak toplanır, ancak gastrointestinal mikobiyom için 

dışkı mikobiyom analizinde kullanılır [105], [106], [107]. Örnek toplama sonrası,  

16S rRNA dizinleme işlemi için üretilen ticari DNA izolasyon kitleri ile örneklerden 

DNA izolasyonu yapılır [88].DNA izolasyon protokolü sona erdiğinde, yeni nesil 

sekanslamayöntemi ile hedef alınan mantara ait rRNA genlerinin özel bölgelerini 

hedef alan alternatif primer setleri ile büyütülür [103]. 

 

 

Tüm 18S rRNA uzunluğu diziliminin kısıtlanması, dokuz hiperdeğişken bölgeye 

odaklanmasına neden olur; V1 ila V9 (9-12). V4 bölgesi ökaryotlardaki en büyük 

değişken bölgedir, bu nedenle en belirgin olan ökaryotik çeşitlilik çalışmaları 

çoğunlukla V4 ve V9 bölgelerine odaklanır [108]. Hiperdeğişkenve ITS bölgeleri 

için primer setleri seçimi, biyolojik çeşitlilik sonuçlarının verimliliğini etkiler, bu 

nedenle primer tasarımı önemlidir. Tüm ökaryotların rRNA bölgeleri için aynı 

primerin kullanılması biyolojik çeşitlilik değerlendirmesinin derinliğini sınırlar 

[109].   

Şekil 4.6.2 Fungal ribozomal gen kümeleri ve özel primerlerin bağlandığ primer dizileri gösterilmiştir 

[103]. 
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Farklı numunelerin PCR ile elde edilen amplikonlar, Roche 454, IlluminaHiSeq-

MiSeq ve Ion Torrent gibi farklı sekans teknolojileri ile sekanslanır [110]. 

Bu sıralama teknolojileri bilişim analizinde işlenen yüksek veri çıktısını sağlar. 

Biyoinformatik araçları, filogenetik analizlere, fungal grupların β ve α çeşitlerine ve 

operasyonel taksonomik birimlerin (OTU'lar) atanmasına olanak tanır [111], [112]. 

Son olarak, veritabanları amplikon dizileri ile karşılaştırılır. 

 

 

 

4.7. Mikrobiyota Rejenerasyon İlişkisi 
 

Mikrobiyotanın rejenerasyona katkısı henüz tam anlamıyla anlaşılamamaktadır.  

Mikrobiyota rejenerasyon ilişkisini anlamaya dayalı yapılan araştırmalarda, 

mikrobiyotanın rejenerasyon mekanizmasındaki etkisi değişkenlik göstermektedir. 

Kök hücrelerin çoğalması ve farklılaşma süreci üzerine yapılan birkaç araştırmada, 

mikrobiyotanın rejenerasyon mekanizmasındaki rolünün olumlu veya olumsuz 

olabileceği gözlenmektedir [144], [145].  

Memelilerin bağırsak epiteli 3-5 gün arasında sürekli yenilenerek bağırsakta 

oluşabilecek hasarları engellerler. Bağırsak epitel katmanlarının yenilenmesini 

üstlenen kök hücreler çeşitli hücre tiplerine farklılaşarak yeni fonksiyonel hücreler 

oluştururlar. Memelilerdeki bağırsak kök hücreleri bağırsak duvarındaki kör geçit adı 

verilen özel çukurlarda bulunurlar [139]. Kök hücre farklılaşmasında konağa ait 

metabolik olayların ve faktörlerin rol oynadığı bilinmesine rağmen komşu gut 

mikrobiyotanın rolü kesin olarak bulunamamaktadır [140]. Yukarıda bahsedildiği 

gibi, çeşitli konak fonksiyonlarının yerine gelmesinde, metabolik, immün yanıt 

oluşumu ve vasküler gelişimin üzerinde mikrobiyotanun etkisi olduğu 

gözlenmektedir [141]. Bu fonksiyonların düzenlenmesindeki en önemli etkenin 

mikrobiyal metabolitler olabileceği düşünülmektedir. Mikrobiyal metabolitler konak 

hücrelerinde ve hücreler arasında hızlıca yayılabilen küçük moleküllerdir [142]. 

Mikrobiyal metabolitlerin bağırsak kök hücre farklılaşmasında ve çoğalmasındaki 

etkisini anlamak için yapılan bir araştırmada, vahşi tip farelere farklı dozlarda oral 

yolla bütirat verildi [144]. Bütirat lifli yiyeceklerin tüketimi ile bakteri 

fermentasyonu sonucu üretilen mikrobiyal metabolittir [143]. Çoğunlukla 
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memelilerin kolonik lümeninde fazlaca vardır. Mikrobiyota tarafından üretilen 

bütiratın bağırsak duvarında bulunan kör geçitlere ulşarak orda bulunan kök 

hücrelerin çoğalıp farklılaşmasını engellediği gözlendi. Küçük dozlarla beslenilen 

farelerdeki kök hücre çoğalımı bir süre sonra geri dönüştürebilir olmasına rağmen 

yüksek dozla beslenilen farelerde hücre ölümleri ve buna bağlı hasarın kalıcı olduğu 

gözlendi. Kör geçitin kök hücre farklılaşması ve hareketliliğindeki önemini anlamak 

için deney hayvanı olarak zebra balığı kullanılmaktadır. Zebra balığının bağırsak 

duvarında doğuştan kör geçitlere rastlanılmamaktadır. Kör geçitlerinin olmaması 

sebebiyle kök hücreler direk bağırsak lümenine maruz kalır. Zebra balığında aynı 

zamanda bütirat üreten enzime sahip bakterilere sahip değildir [144].  

Zebra balığı vahşi farelerde olduğu gibi bütiratla tedavi edilmektedir. Bütiratın etkisi 

gözlendiğinde, bağırsak çıkıntılarında bulunan epitel hücrelerinin çoğalımını 

baskıladığı gözlendi. İki deney grubunu karşılaştırılırsa, kör geçitler bütiratın kök 

hücrelere ulaşmasını engellediği dolaylı olarak kök hücreler üzerindeki baskılayıcı 

etkisini azalttığı gözlenmektedir. Sonuçları destelemek için yapılan son deney 

grubunda, dekstran sodyum sülfat ile tedavi edilen farelerde kolonik ülser oluşumu 

gözlenmiş ve sonuç olarak yok olan kör geçitler bütiratın kök hücrelere ulaşmasını 

engelleyemediği için epitelyum hücrelerde yenilenmenin durduğu gözlenmektedir. 

Bu çalışma bazı organizmalar vücut içerisinde özel mimari yapılara sahip olduğu, 

kör geçit gibi, ve bu mimari yapıların mikrobiyal metabolitlerin kök hücre çoğalımı 

üzerindeki etkisini kısıtladığı gözlenmektedir. Bu araştırmada kullanılan mikrobiyal 

metabolit bütiratın kolon epitel hücreleri için enerji kaynağı olduğu da 

gözlenmektedir. Bu epitel hücreler bütiratı yakarak kök hücrelere ulaşmasını 

engeller. Araştırma sonucu bütiratın rejenerasyon üzerinde negatif etkisi olmasına 

rağmen araştırmacılar, bütiratın bağırsak epiteli üzerindeki hasar sonucu kök hücre 

çoğalımını kısa süreliğine etki etmesine rağmen aslında uzun süreli olarak konağa 

yardımcı olabileceğini düşünmektedirler. Bağırsak epitelinde hasar sonucu bütirat 

genotoksik lümen içerisinde kök hücre bölünmesini engelleyerek kolon kök 

hücrelerinin kanser hücrelere dönüşme riskini azaltabilir ve kök hücrelerin 

yayılımının gecikmesi epitel tabakanın yarayı veya ülseri kapatmasına izin vermesi 

sayesinde direkt lümen ile temasını engelleyerek kök hücreler için güvenli bir ortam 

sağlanmış olabileceği savunulmaktadırlar [144].   
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Mikrobiyotanın gut epitel rejenerasyonunda ki etkisini anlamaya dayalı yapılan bir 

diğer araştırmada, Lgr5-GFP fareleri içeriğinde laktik asit üreten bakterileri (LAB) 

içeren, Bifidobacterium and Lactobacillus spp., probiyotikle 5 gün boyunca 

beslenilmektedir. Diğer yandan başka deney grubu fosfat tamponlu tuz çözeltisi 

(PBS) ile beslenilmektedir. 5 günün sonunda probiyotikle beslenen farelerin kör 

geçitlerdeki epitel katmanda artış ve buna bağlı olarak kök hücrelerinde, Paneth 

hücrelerinde ve Goblet hücrelerinde artış gözlenmektedir aynı zamanda bağırsak 

içerisinde diğer mikrobiyal metabolitlere oranla fazla miktarda laktik asit gözlenildi. 

Diğer yandan PBS ile beslenen farelerde ise kör geçitin yapısında ve diğer 

fonksiyonel hücrelerde artış gözlenilmemektedir. LAB tarafından üretilen laktik 

asitin bağırsak kör geçitine nasıl ulaştığını anlamak için, fareler 5 gün boyunca 

içerisinde laktik asit bulunan içme suyu ile beslenilmektedir. Deneyin sonunda kör 

geçitteki oksijen tüketim oranı ve hücredışı asitleme oranı ( glikoliz göstergesi) 

ölçülmektedir. Kör geçitin bazal katmanında ölçülen oksijen tüketim oranının laktik 

asit ile beslenen hayvanlarda PBS ile beslenenlere göre daha fazla olduğu 

gözlenilmektedir. Hücre dışı asitleme oranında PBS ile beslenenlerle laktik asit ile 

beslenenlerde anlamlı bir farklılık gözlenilmektedir. Bu sonuçlara göre laktik asit ile 

beslenen farelerin kör geçitlerinde mitokondriye bağlı solunumda artış 

gözlenilmektedir. Buna bağlı olarak laktik asitlerin kör geçitlerin dibine kadar 

ulaştığı gözlenmektedir. Laktik asit üreten bakterilerin kök hücreye etkisini anlamak 

için,  vahşi tip L.plantarum ve laktik dehidrogenaz faaliyeti eksik olan L. Plantarum 

ile yapılan hücre kültürün sonucuna göre, laktik dehidrogenaz faaliyeti eksik olan L. 

Plantarum kültürde kök hücre ve diğer fonksiyonel hücrelerde azalma 

gözlenmektedir [145].  

Karaciğer hızlı rejenerasyon kapasitesi sahip organdır. Birçok metabolik ve 

fonksiyonel mekanizmalar bu rejenerasyonda görev almaktadır. En önemli 

kimyasallardan olan safra asidi karaciğer yenilenmesinde anahtar metabolittir [146]. 

Safra adisinin rejenerasyona katkısını araştırmacılar gut-karaciğer eksenindeki gut 

mikrobiyota ve safra asidi arasında olan çift yönlü iletişimin büyük bir etken 

olabileceği düşünülmektedir. Gut mikrobiyotasının safra asit homeostazını 

düzenlemede önemli role sahiptir [147]. Mikrobiyotanın karaciğer 

rejenerasyonundaki etkisini incelemek için yapılan araştırmada, deney farelerin 
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karaciğerinin 2/3 ü kesilip atılıyor kesilme sonrası karaciğer rejenerasyonu sürecinde 

bakteri mikrobiyota profili gözlenmektedir. Kesim sonrası 9 gün sonra karaciğer eski 

haline dönmektedir. 16S rRNA tekniği ile 9 gün boyunca gelişen mikrobiyal 

çeşitlilik analizi yapılmaktadır. 1.gün ve 9.gün arasında gözlenen bakteri profilinde 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı olarak değişiklik gözlenilmemektedir. 

En çok görülen filumlar Bacterioidetes ve Firmicutes’tir. Analizler sonucu karaciğer 

yenilenmesi boyunca Bacterioidetes miktarında artış görünürken karşılıklı olarak 

Firmicutes miktarında azalma gözlenmektedir. Bakteri mikrobiyota profilini 

çıkardıktan sonra karaciğer yenilemesine katkısını analiz etmek için karaciğer gen 

profilleri çıkarılmaktadır. Sonuçlara göre özel biyolojk yolaklar karaciğer 

yenilenmesinin düzenlemesinde önemli rol oynadığı gözlenmektedir. bu sonuçlar 

incelendiğinde safra asidinin gut mikrobiyota ile ilişkisi karaciğer yenilenmesinde 

büyük rolü olduğu gözlenmektedir.  

 

Bakteri mikrobiyota rejenerasyon ilişkisi hakkında birçok araştırma olmasına rağmen 

fungal mikrobiyota rejenerasyon ilişkisi literatürde bulunmamaktadır.  

 

 

 

4.8. Aksolotl Kol Rejenerasyonundaki Bakteri Mikrobiyota Profili 

 

Aksolotl organizmasının ampütasyon sonrası blastema öncesi ve blastema oluşumu 

sürecindeki bakteri profillerinin değişimini inceleyen araştırmada rastegele seçilen 

54 aksolotltan 6 deney grubu oluşturulmaktadır. Her deney grubunda 3 replika 

gözlenmektedir. Bu deney grupları, rejenerasyon mekanizmasındaki en önemli 

zaman dilimlerine göre ayrılmaktadır.  Ampütasyon sonrası 0.gün ve 1.gün de alınan 

örnekler rejenerasyon başlangıç safhası olan yara epiteli oluşumunu, 4.gün ve 7.gün 

de alınan örnekler erken rejenerasyon safhası olan yara çevresindeki epitelyum 

hücrelerin ve sinir sinyalleri ile etkileşime girip apikal epitel şapka oluşumunu 

uyararak kök hücrelerin farklılaşmasıyla blastema oluşumunu, 30.gün ve 60.gün de 

alınan örnekler ise yeniden gelişim safhası olan hücrelerin sürekli bölünerek 

çoğalması ve ampütasyon sırasında kaybedilen dokuların bir araya gelerek yeni uzuv 

oluşumunu temsil etmektedir. Kontrol grubu olarak 0.gün, 30.gün ve 60.gün deney 
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gruplarının akvaryumundan alınan 100 ml lik su gözlenmektedir.  Her bir deney 

grubundan alınan örnekler 16S rRNA tekniği ile dizinlenip biyoinformatik araçlarla 

mikrobiyal çeşitlilik ve zenginliği analiz edilmektedir. Beta çeşitlilik analizine göre 

her deney grubu kendi içerisinde kümeleşme oluşturarak anlamlı olarak 

ayrılmaktadır.  

 

Şekil 4.8.1 Aksolotl rejenerasyonu sürecinde Beta çeşitlilk analizi [138] 

  

 

Beta çeşitlilik analizine göre 0.gün ve 1.gün örnekleri diğer deney gruplarından ayrı 

birbirleri ile kümeleştiği, kontrol grubu aqua örnekleri kendi içerisinde bağımsız 

olarak kümeleştiği,  indeksin orta kısmında 30.gün ve 60.gün örneklerinin bir araya 

kümeleştiği gözlenmektedir. 4.gün ve 7.gün örnekleri kendi içerisinde 

kümeleşmesine rağmen 7.gün örnek replikalarının bu kümeleşmeden ayrıldığı 

gözlenmektedir. 30.gün replikalarında da bu ayrışma gözlenmektedir.  



26 

 

 

Şekil 4.8.2 Aksolotl rejenerasyon sürecinde beta çeşitlilik analizine göre bakteri mikrobiyotasının 

hiyerarşik kümeleşmesi [138] 

 

 

Beta çeşitlik analizinin hiyerarşik kümeleşmesine göre, deney gruplarındaki bakteri 

mikrobiyota çeşitliliğine göre anlamlı olarak birbirinden farklılık göstermektedir.  
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Taksonomik çeşitlilik incelendiğinde deney grupları arasındaki mikrobiyal çeşitlilik 

deney grupları içerisindeki mikrobiyal çeşitliliğe göre daha fazla olduğu gözlendi. 

kontrol aqua örnekleri diğer deney gruplarından tamamen ayrılarak bağımsız bakteri 

mikrobiyal çeşitlilik gözlenmektedir. Taksonomik çeşitlilik analizlerine göre 

Bacteroidetes, Firmicutes, Protebacteria, Actinobacteria ve Verrucomicrobia 

filumları gözlenmektedir.  

 

 

Şekil 4.8.3 Blastema öncesi ve blastema oluşum sürecinde günlere bağlı örneklerin biyolojik 

replikalarının filum düzeyinde taksonomik çeşitliliği [138] 

 

Filum düzeyindeki bakteri mikrobiyota zenginliği deney gruplarında çeşitlilik 

göstermesine rağmen her deney grubundaki replikalarındaki bakteri mikrobiyota 

zenginliğini anlamlı olarak birbirine yakın olduğu gözlenmektedir.  Filum 

düzeyindeki taksonomik çeşitlilik şekline göre az miktarda belirlenemeyen filum 

düzeyi gözlenmektedir [138]. 
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5. MATERYAL VE METOT 

5.1.Etik Beyan 

 

Bu çalışma Mart-Haziran 2019tarihleri arasında İstanbul Medipol Üniversitesi 

Rejeneratif Ve Restoratif Tıp Araştırmaları Merkezi (REMER)’de gerçekleştirildi. 

Yapılan deneysel çalışma 38828770-604.01.01-E.10834 sayı ile İstanbul Medipol 

Üniversitesi, HayvanDeneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alındı. 

5.2.Hayvan Bakımı  

 

Çalışmada kullanılan aksolotlarAmerika’nın Kentucky eyaletinden getirtilip, İstanbul 

Medipol ÜniversitesinTıbbi Araştırmalar Merkezi’nde (MEDİTAM) canlıların 

bakımı ve yetiştirilmesi yapıldı. 

Akvaryumların içerisine Holtfreter solüsyonu konularak canlılar için uygun bir ortam 

oluşturuldu. Ortamın sıcaklığı 18±2 °C arasında deney boyunca sabit tutuldu. 

Aksolotlar günde bir kez temel gıda ile beslendi (JBL Novo LotlM,  Neuhofen, 

Germany).   

5.3.Hayvan Seçimi ve Deney Dizaynı 

 

Araştırmada kullanılmak üzere, kardeşler arasından rastgele 54 adet aksolotl seçildi. 

Aksolotların boyları 15-12 cm arasında değişmektedir. Seçilen aksolotlar her bir 

akvaryumda 9 ar hayvan olacak şekilde küboid şeklindeki 6 farklı akvaryuma 

ayrılmıştır. Akvaryuma yerleştirilen aksolotlar kendi içlerinde gruplara ayrılmıştır. 

Her grupta, 9 hayvan rastgele üç biyolojik replikaya (R1, R2 ve R3) ayrılarak 

sonuçların tekrarlanabilirliği değerlendirildi. Alt gruplara ayrılan aksolotlar, deney 

boyunca tek bir canlı olarak varsayıldı. 



29 

 

 

 

5.4.  Biyolojik Replika Oluşturma 

1.Grup 

Blastema oluşumu öncesi 0.gün replika 1: Deri 

Blastema oluşumu öncesi 0.gün replika 2: Deri 

Blastema oluşumu öncesi 0.gün replika 3: Deri 

2.Grup 

Blastema oluşumu öncesi 1.gün replika 1: Deri 

Blastema oluşumu öncesi 1.gün replika 2: Deri 

Blastema oluşumu öncesi 1.gün replika 3: Deri 

 

 

Şekil 5.3.1 Ampütasyon sonrası kesilen bölgeden alınan örnek (Dpa0), ampütasyon sonrası (dpa1) 1.gün de 

alınan örnek, 4.gün (dpa4), 7.gün (dpa7), 30.gün (dpa30) ve 60.gün (dpa60) de alınan örneklerin biyolojik 

replikaları ile gösterimi. 
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3.Grup 

Erken blastema safhası 4.gün replika 1: Deri 

Erken blastema safhası 4.gün replika 2: Deri 

Erken blastema safhası 4.gün replika 3: Deri 

 

4.Grup 

Erken blastema safhası 7.gün replika 1: Deri 

Erken blastema safhası 7.gün replika 2: Deri 

Erken blastema safhası 7.gün replika 3: Deri 

 

5.Grup 

Blastema sonrası safha 30.gün replika 1: Deri 

Blastema sonrası safha 30.gün replika 2: Deri 

Blastema sonrası safha 30.gün replika 3: Deri 

 

6.Grup 

Blastema sonrası safha 60.gün replika 1: Deri 

Blastema sonrası safha 60.gün replika 2: Deri 

Blastema sonrası safha 60.gün replika 3: Deri 

 

5.5. Kullanılan Laboratuvar Malzemeleri 

5.5.1. Sarflar 

 

Sarf Malzeme Adı Firma Katalog Numarası 

%0.1 TrikainMesilat Sigma E10521 veya MS-222 

DNeasy kan ve doku kiti Qiagen 69504 

Metagenomik DNA 

izolasyon kiti 

Epicentre MGD08420 

Qubit dsDNA BR assay ThermoFisher Q32850 

Taq 2x Mastermiks NEB M0270L 

AgencourtAMPure XP 

Kiti 

Beckman A63881 
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MiSeqV2 500 döngü Kit Illumina MS-102-2003 

Nextera Illumina 20018705 

Agarose Wisent Bio Products 800-015-EG 

10x  Bluejuice Loading 

Tamponu 

ThermoFisher Scientific 10816015 

2-Log DNA Ladder (0.1-

10.0 kb) 

NEB N3200L 

SYBR™ Safe DNA Gel 

Stain  

 

ThermoFisher Scientific  

 

S33102  

 

Tablo 5.5.1.:Deneyde kullanılan Sarflar. 

 

5.5.2. ITSPrimer sentezi 

ITS primer setleri; 

F primer : ITS1-30F  
 
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTCCCTGCCCTTTGTAC

ACA 

 

R primer : ITS1-217R 

 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTTCGCTGCGTTCTTC

ATCG 

 

5.5.3. Cihazlar 

 

• Termal Döngü Cihazı 

• Qubit Cihazı 

• Sekanslama Cihazı 

• AMPureMagnetik Çekici 

• Pipet Takımı 

• Elektroforez 

• Santrifüj 

• Vortex 



32 

 

5.6.  Anestezi 

Ampütasyon işlemi gerçekleşmeden önce, aksolotlar Trikain Mesilat anestezik 

(Katalog numarası. E10521/ MS-222, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) ile 

anestezi altına alındı. 

 

5.7. Ampütasyon ve Örneklerin Toplanması 

 

Anestezi altına alınan hayvanlar, sağ ön uzvun zeugopod bölgesinin orta kısmından 

ampüte edildi. Ampütasyon sonrası aksolotlar 6 ayrı gruba bölünerek uzuv 

rejenerasyon sürecinde gerçekleşen üç ana safhanın gözlemi yapıldı. Gruplar 

rejenerasyonun başlama süresine göre;  0. ve 1. gün (dpa0 ve dpa1) rejenerasyon 

başlangıç safhası, 4. ve 7. gün (dpa4 ve dpa7) erken balastema ve 30. ve 60. gün 

(dpa30 ve dpa60) geç blestama oluşumu olarak isimlendirildi. Günlere göre ayrılan 

gruplardan deri örnekleri toplandı. Aksolotlar arası varyasyonu azaltmak için, 

aksolotlardan alınan her üç örnekten havuz hazırlanarak, bu havuz bütün olarak 

kabul edildi. Örnekler toplandıktan hemen sonra sıvı azot ile hızlıca donduruldu ve   

-80 e konularak genomic DNA izolasyonu için muhafaza edildi. Dpa0 ve dpa1 deri 

örnekleri, kesim bölgesi çevresindeki yaklaşık 1 mm dokudan izole edildi. Dpa4 ve 

dpa7 deri örnekleri, yeni oluşturulan blastemanın kaldırılmasıyla, ampüte edilen 

bölgenin 0.5 mm arka doku bölgesinden çıkarılarak izole edildi, 0.5 mm arka 

dokunun seçilmesinin sebebi, kök / progenitör hücrelerin farklılaştırılması için 

önemli bir bölge olduğu bildirildi. Yeni oluşturulan uzuvlarda restore edilen 

dokuların mikobiyomörneklerini almak için dpa30 ve dpa60 örnekleri, tekrar orijinal 

kesim bölgesinden toplandı. 
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Ayrıca akvaryumdaki sıvı içerisinde mikobiyom kompozisyonunu analiz etmek için 

3 aksolotldan 0. Günde, 3 aksolotldan 30.günde ve 3 aksolotldan 60.günde 100 mL 

su alındı. Alınan sular havuz haline getirilerek “Aqua” kontrol grubu oluşturuldu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.3. Method işleyiş sırası 
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5.8.  Genomik DNA Izolasyonu 

 

Toplananderiörneklerinden genomik DNA'yı izole etmek için DNeasy Kan ve Doku 

Kiti (Qiagen, Katalog No. 69504) kullanıldı. 

DNeasy Kan ve Doku Kiti protokolü: 

• Sıvı azotla dondurulan -80 de bekleyen deri örnekleri bulunduğu dolaptan 

çıkarıldı. 

• Ependorf tüpleri içerisindeki deri örneklerine 180 μl ATL tamponu ve 20 μl 

Proteinaz K Solüsyonu eklendi. 

• Deri örnekleri tamamen çözülene dek 56 ºC‟de inkübe edildi. 

• Ependorf tüpler homojenize olmaları adına 5 – 10 dakikada bir vortekslendi. 

• Tamamen çözülen dokuların üzerine 200 μl AL tamponu eklenip tekrar 

vortekslendi. 

• Örnekler 56 ºC‟de 5 dakika inkübe edildi. 

• Ardından tüplere 200 μl saf etanol eklenerek homojenize olmaları için 

vortekslendi. 

•  Doku çözeltileri iyice pipetle karıştırılarak,DNeasy Mini kolon tüplerine 

aktarıldı. 

•  1 dakika, 6000 x g’de santrifüj edildi. DNA, kolonlardaki membrana 

yapışması beklenildi. 

•  Toplama tüplerindeki sıvı kısım atık çöpüne döküldü. 

•  Spin kolonlarına 500 μl AW1 tamponu eklenerek 1 dakika, 6000 x g’de 

santrifüj edildi. 

•  Toplama tüplerindeki sıvılar atık çöpüne döküldü. 

•  Spin kolonlarına 500 μl AW2 tamponu eklenerek 3 dakika, 20000 x g’de 

santrifüj edildi. 

•  1,5 ml hacimli siterilependorf tüpleri kolonların altına yerleştirildi. 

•  Spin kolonlarına 100-200 μl AE tamponu eklendi ve oda sıcaklığında, 1 

dakika inkübe edildi. 

• İnkübe ettikten sonra 1 dakika, 20000 x g‟de santrifüj edildi. 

•  Bu basamakta membrana yapışan DNA, membrandan alındı.  
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Akvaryumdan alınan su örneklerinin izolasyonu için Metagenomik DNA izolasyon 

Kiti (Epicentre, katalog no: MGD08420) kullanıldı. 

Metagenomik DNA izolasyon Protokolü: 

• Alınan su örnekleri içerisinde bulunan atıkların ayrıştırılması için, örnekler 

siteril filtreden geçirildi. 

• Hücreler filtrenin membranında birikir. Membran, siteril makas veya siteril 

pens yardımıyla alındı. Alınan membran 4 parçaya kesildi. Kesilen parçalar 

50 ml likfalkon içerisine, membranda ki hücrelerin bulunduğu yüzey 

falkonun merkezinde olacak şekilde yerleştirildi.  

• Falkon içindeki membran kurumadan önce, kit içerisinde bulunan 1 ml lilk 

filtre yıkama tamponunun içine 2 μl Tween 20 eklendi. Hazırlanan %0.2 

likTween 20- filtre yıkama tamponundan 1 ml alınarak, membranınlarımızın 

bulunduğu 50 ml likfalkona eklendi. Yıkama sonucu membran yüzeyinde 

bulunan mikroorganizmalara ulaşıldı. 

• Filtre parçalarını yeniden ıslatmak için tüpü düşük ayarda vortekslendi. Daha 

sonra ara ara 2 dakika boyunca ayarı en yüksek hıza yükseltilerek 

vortekslendi. 

• Hücre süspansiyonunu temiz birmikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Ardından 

hücreleri peletlemek için tüpü 2 dakika boyunca 14,000 x g'de santrifüjlendi. 

Santrifüj sonrasında süpernant atılarak pellet üzerindne deneye devam edildi. 

• Pelleti 300 Bul TE Tampon içinde yeniden süspanse edildi. Daha sonra hücre 

süspansiyonuna 2 μL Ready-LyseLysozyme solüsyonu ve 1 μl RNase A 

eklendi. Ardından vortekslendi. 

• 37 ℃ de 30 dakika boyunca inkübe edildi. 

• Tüpe 300 μl Metal Meta-Lizis Solüsyonu (2X) ve 1 μl Proteinaz K eklenerek 

vortekslendi. 

• Tüm çözeltinin tüpün dibinde olmasını sağlamak için tüpü kısa süreli olarak 

santrifüjlendi. 

• 65 ℃ de 15 dakika boyunca inkübe edildi. 
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• Oda sıcaklığına soğutun, daha sonra 3-5 dakika boyunca buza koyuldu. 

• Tüpe 3 μl MPC Protein Precipitation Reaktifi eklenerek 10 saniye boyunca 

kuvvetlice vortekslendi 

• Vorteks sonrası, 4 ℃'de 14.000 x g'de 10 dakika boyunca santrifüjlendi. 

• Santrifüj sonrası, 1,7 ml lik hacimli siteril yeni tüpe süpernant alınarak pellet 

biyoatığa atıldı. 

• Süpernatantın üzerine 570 μl izopropanol eklenerek tüp aşağı yukarı 

çevirilerek karıştırıldı. 

• Karıştırılan tüp 4 ℃'de 14.000 x g'de 10 dakika boyunca santrifüjlendi. 

• Santrifüj sonrası tüpün içerisinde izopropanöl pipet yardımıyla alındı. Tüpün 

içerisinde sıvı bitene kadar bu işleme devam edildi. 

• Pelletin üzerine 500 μl %70 ethanol eklenerek ℃'de 14.000 x g'de 10 dakika 

boyunca santrifüjlendi. 

• Santrifüj sonrası tüpün içerisinde ethanol pipet yardımıyla alındı. Tüpün 

içerisinde sıvı bitene kadar bu işleme devam edildi. 

• Tüpün dibinde kalan pellet 8 dakika boyunca oda sıcaklığında kurumaya 

bırakıldı. 

• Pellet 50 ul' TE Tamponunun eklenerek yeniden süspanse edildi. 

 

 İzole edilmiş genomik DNA örneklerinin konsantrasyonlarını ölçmek içinQubit 2.0 

Florometre (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) cihazı kullanıldı.  

 

5.9. DNA’nın Analizi ve Konsantrasyon Ölçümü 

İzolasyon sonrası elde edilen DNA’larınkonsantrasyonlarını ölçmek için Qubit BR 

Test (ThermoFisher Kat. No. Q32850) kiti kullanıldı. Kit içerisinde bulunan özel 

reaktif boyar madde heliks yapıdaki DNA molekülüne bağlanır. Florometrik temele 

dayanan qubitcihazıreaktifmaddeile boyanan DNA molekülünün konsantrasyonunu 

ölçer. 
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Qubit BR Test (ThermoFisher Kat. No. Q32850) kit Protokolü: 

• Qubit BR Kit içerisinde bulunan reaktif boyar madde, 1:200 oranıyla kitin 

içinde yer alan BR Tamponu ile seyreltilerekölçümsolüsyonu hazırlandı.  

• Örnek ve standart ölçüm tüplerinin toplam hacmi 200 μL olarak belirlendi. 

• Her örnek için, hazırlanan ölçüm solüsyondan 197 μLalınarakqubit tüpüne 

konuldu. Üzerine 3 μL izole edilen örnekten eklenerekreaktif maddesinin 

daha iyi bağlanması için oda sıcaklığında iki dakika bekletildi. 

• Kitin içinde yer alan 0.0 ng/ μL ve 10 ng/ μLkonsantrasyonlara sahip 

standartlar ayrı tüplere her birinden 10 μL hacmindealınarak boş 

qubittüplerinekonuldu. Üzerine 190 μL hacminde hazırlanan ölçüm 

solüsyonundan eklendi. Oda sıcaklığında bekletildi. 

• Oda sıcaklığında bekletilen ölçüm tüpleri, Qubit 2.0 cihazında okutuldu ve 

sıvı içindeki DNA konsantrasyonu ng/μL cinsinden tayin edildi.   

 

5.10. Sekanslama İşlemi, Kümeleme ve Taksonomik Sınıflandırma 

 

5.10.1. DNA’nın Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Çoğaltılması 

 

DNA izolasyonu ve konsantrasyon ölçümü yapılan örnekler ITS dizinlemesi için, 

özel primer setleri kullanılarak istenen bölge polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

termal döngü cihazında çoğaltıldı. 

ITS dizinlemesi için kullanılan özel F ve R primerlerin 5‟ uçlarına Miseq dizileme 

adaptör sekansları eklenerek, her örnek için 2X KAPA HiFi Hot Start ReadyMix PCR 

Kiti kullanıldı.  Toplam hacmi 25 μl olan reaksiyon karışımının PZR amplifikasyonu için 

12.5 ng saflaştırılmış DNA kullanıldı. 
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PZR protokolünde kullanılan sarflar ve miktarları; 

• 1 μl genomik DNA (gDNA) 

• 0,5 μl F primer 

• 0,5 μl Rprimer 

• 12,5 μl 2X KAPA HiFi Hot Start ReadyMix 

• 10,5 μl dH2O 

Polimeraz Zincir Reaksiyonubasamakları tablo 3’te gösterilmektedir. 

 

95°C de ilk denatürasyon 3 dakika 

95°Cdedenatürasyon 30 saniye 

55°Cdeprimer bağlanma 30 saniye 

72°C de uzama 30 saniye 

72°Cdeson uzama 5 dakika 

12°C de ∞ 

 

Tablo 5.10.1: PZR reaksiyonu 

 

25 döngü sonunda PCR ürünleri %1’likagaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. PCR 

döngüleri sırasında oluşan primer dimerlerinin temizlenmesi amacıyla, Agencourt 

AMPure XP kiti kullanılarak DNA pürifikasyonu yapıldı. 

Saflaştırma sonrasında, örneğe özgü barkodlar eklenerek ikinci PZR işlemi 

gerçekleştirildi. İkinci PZR sonrasında tekrar DNA pürifikasyonu yapıldı. Pürifikasyonu 
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yapılan örneklerden havuz hazırlanarak, IlluminaMiseq platformunda MiSeq Reaktif v2 

500 döngü kiti kullanılarak dizilenme işlemi gerçekleştirildi. 

 

 

5.10.2. Kütüphanenin Denatürasyonu ve MiSeq Cihazına Yüklenmesi 

 

Sekanslama öncesi Phix kütüphanesinin hazırlığı yapıldı. 10nM Phix 

kütüphanesinden 2μl alınarak boş tüpe aktarıldı. Üzerine 3μl EB (Elüsyon tampon) 

eklendi. Phix-EBkarışımın üstüne 5 μl 0.2 Nm NaOH eklendi. Oda sıcaklığında 5 

dakika bekletilerek Phix kütüphanesinin hazırlığı tamamlandı. Hazırlanan Phix 

kütüphanesi 990 μl HT1 Hibridizasyon çözeltisi ile karıştırıldı. Oluşan karışımın 

molaritesi 20 pM’dır. IlluminaMiSeq protokolünde karışımın molaritesini 12.5 pM 

yapmak için, hazırlanan son karışımdan 375 μl alındı ve üzerine 225 μl HT1 

Hibridizasyon çözeltisi eklendi.  

Daha önce hazırlanan ITS havuzumuz qubit ölçümü yapılaması için -20 den 

çıkartıldı oda sıcaklığında buzun çözülmesi için beklenildi. IlluminaMiSeq dizinleme 

protokolüne göre havuzumuzun son qubit ölçümü 4nM olması veya 4 nM a yakın 

olması yeterli. Buzu çözülen havuzumuzdan 2 μl alınarak yeni qubit tüpüne konuldu 

üzerine 198 μl WS eklendi. 2 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra qubit 

ölçümü yapıldı. Qubit sonucu 5,5ng/μl olarak hesaplandı. Bu değeri 4 nM yapmak 

için; 

5.5
𝑛𝑔

μl
 x 1000000

660 x 630
= 13.2 nM 

13.2 𝑛𝑀 𝑥 ?  μl = 4 𝑛𝑀 𝑥 26 μl   

? = 8 μl ITS havuz, 26 μl − 8μl = 18μl EB 

Yapılan işlem sonucuna göre, 8 μl ITS havuzundan alındı ve 18 μl EB ile yeni tüpte 

karıştırıldı. Oluşan son karışımın qubit ölçümü yapıldı ve 1.53 ng/μl olarak gözlendi. 

Son karışımımızın 4 nM değerine yakınlığını ölçtük; 
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1.53
𝑛𝑔

μl
x 1000000

(660 x 630)
= ~ 3.7 nM 

Bulduğumuz sonuç, 4 nM e yakınlığından dolayı kabul edilebilir bir değer olduğu 

daha önce yapılan çalışmalarda gözlenmektedir.  

IlluminaMiseq kütüphane dizinleme protokolüne devam edilerek bir sonraki adıma 

geçildi. Hazırladığımız 3,7 nM değerindeki karışımdan 5 μl alınarak üzerine 5 μl   

0.2 N NaOH eklendi. Vortexlendikten sonra oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası 990 μl HT1 Hibridizasyon çözeltisi eklendi. Hazırlanan yeni 

karışım 20 pM olduğu gözlendi. 20 pM olan yeni karışımdan 360 μl alınarak üzerine 

tekrardan 990 μl HT1 Hibridizasyon çözeltisi eklendi. Karışımın son değeri 12 pM 

olduğu not alındı. Kullanılan Miseq dizinleme kiti V2 olduğu için, protokolde 

yazıldığı üzere, 12 pM olan son kütüphaneden 120 μl alınarak üzerine 120 μl ilk 

başta hazırladığımız 12,5 pM phix kütüphanesi eklendi ve vortexlendikten sonra 

flowcell distile su ile dikkatlice yıkanarak ve silinerek cihaza yerleştirildi. Hazırlanan 

12 pMm son kütüphane- 12,5 pM phix kütüphanesi karışımıMiSeq dizinleme 

cihazına yüklendi. 

5.10.3. Kümeleme ve Taksonomik Sınıflandırma 

 

Yeni nesil dizinlemesinden sonra elde dilen ham okumalar Cutadapt programı 

vasıtaysıyla dizinlerdeki primer bölgeleri kesildi [133]. Primler bölgeleri kesilen ham 

okuma MG-RAST boru hattı ile analiz edilerek karşılıklı okumalar birleştirilerek 

ortalama kalitesinin altında kalan okumalar bir sonraki analizler için dışlandı. Daha 

önce birleştirilen okumaları operasyonel taksonomik üniteleri (OTU) oluşturuldu 

[134]. OTU tablosu elde edildikten sonra UCHIME (v.42) programı ile bütünleşmiş 

motoru (v.1.39.5) programı kullanılarak kimerik okumalar tarandı [135].  

Grup içerisinde ki fungal çeşitlilik ve zenginlik analizi için Alfa çeşitlilik analizi 

kullanıldı. Alda çeşitlilik analizi içerisinde yer alan Shannon, Chao1 ve Gözlemsel 

OTU (Observed OTU) indeksleri kullanıldı.  Sonuçlar birbirleriyle karşılaştırılarak 

gruplara ait OTU sayıları incelendi. İstatistiksel analiz Kruskal Wallis testi 

kullanılarak yapıldı.  
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5.10.4.  Topluluk Yapılarının ve Çeşitliliğinin Çok Değişkenli Analizi 

 

Gruplar arası fungal çeşitliliğin birbirine uzaklığı ve yakınlığının analizi için Beta 

çeşitlilik analiz yöntemi kullanıldı. Bray-Curtis benzerlik indeksi veJACCARD, 

indeksi kullanılarak gruplardaki mikobiyom benzerlikleri ve uzaklıkları gözlendi. 

Gruplarda ki fungal topluluk farklılığı için DESeq2 analizi kullanıldı [136]. 

Grupların ısı haritası ve dilim korelasyonu için MicrobiomeAnalyst programı 

kullanılarak sonuçlar elde edildi [137]. 
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6. BULGULAR 

6.1.Biyoinformatik Analiz Verileri 

 

Aksolotl uzvunda ki blastema oluşum sürecinde mikobiyom yoğunluğunun ele 

alındığı bu tez çalışmasında ITS1/ITS2hedefli uygun primer setleriyle çalışılarak, 

ileri nesil dizinlenme platformundan elde edilen sonuçlara göre, 18 aksolotl deri 

örneğinden ve 3 akvaryum suyu örneğinden 162 ile 30,678 arasında okuma sayısı 

elde edildi. Bu diziler de3 filum, 23 familya, 20 tür gözlendi (Şekil 6.1.). 

 

Şekil 6.1. Miseq cihazına yüklenen örneklerden elde edilen ITS dizin sayısı tablosu. 

 

Dizin sayısı tablosunu incelediğimizde aynı deney gününe ait replikalarda farklı 

okuma sayısı gözlendi (Şekil 6.1.) 
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6.1.2. Taksonomik Çeşitlilik  

Dizinleme sonrası yapılan analizler sonucu blastema oluşumu sürecinde ve akvaryum 

suyunda görülen mikrobiyal çeşitliliklerin sınıf, tür ve cinsinden taksonomik tabloları 

ve ısı haritaları aşağıda yer almaktadır. 

Ampütasyon sonrası, blastema öncesi sürecinden blastema oluşumu sonrasına kadar 

görülen mikobiyom sınıf çeşitlilik grafiğinde, Ascomycota filumundaki fungus 

çeşitliliği diğer Basidiomycota ve Zygomcyota filumlarda ki fungus çeşitliliğine göre 

fazladır. Fazla miktarda belirlenemeyen tür içeren akvaryum suyunda ki fungus 

çeşitliliği, diğer günlere oranla fungus çeşitliliğive zenginliğinin değişken olduğu 

gözlendi (Şekil 6.2). 

 

Şekil 6.2. Gruplara ait taksonomik filum grafiği 

 

 
  

Blastema öncesi 0.gün örneğinde %18,75 Basidiomycota, %80,85 Ascomycota ve 

%0,6 belirsiz, 1, gün örneğinde %94 Ascomycota ve %6 Basidiomycota gözlendi. 

Erkenblastema 4.gün örneğinde %85,5 Ascomycota ve %12,5 Basidiomycota, 7.gün 

örneğinde ise %93,75 Ascomycota, %4,9 Basidiomycota, %1 Zygomcyota ve %1,3 
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belirsiz filum gözlendi. Blastema 30.gün örneğinde %98,7 Ascomycota, %1 

Basidiomycota ve %0,3 belirsiz filum, 60.gün örneğinde ise %96 Ascomycota ve %4 

Basidiomycotafilum gözlendi. Bu analizler blastema öncesi ve oluşumu boyunca 

incelenen günler arasında incelenen mikobiyom çeşitlilik farkının az olduğunu 

göstermektedir (Şekil 6.3). 

 

 

 

 

Filum düzeyindeki ısı haritasını incelersek (Şekil 6.3), 7.günün 3.replikasında diğer 

günlerden farklı olarak Zygomycota filumu baskındır. 
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Şekil 6.3. Şekil blastema öncesi ve blastema oluşum sürecinde günlere bağlı örneklerin biyolojik 

replikalarının filum düzeyinde ısı haritası. 
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Şekil 6.4. Gruplara ait taksonomik familya grafiği 

 

Familya düzeyinde ise (Şekil 6.4), yukardaki grafikte görüldüğü üzere günlere bağlı 

mikobiyom topluluğunda farklılıklar gözlenmektedir. Ampütasyon sonrasında 

kesilen dokudan alınan 0.gün örneği mikobiyom çeşitliliği bakımından gözle görülür 

şekilde diğer günlerden ayrılmaktadır. Ampütasyon sonrası yara epiteli oluşmuş olan 

1.gün örneğinde mikobiyom çeşitliliği biranda azalmaktadır. 1.günde %0,06 

Buckleyzymaceae, %0,05 Ceratobasidiaceae ve %0,05 Gloephyllaceae familyaları 

gözlenildi. 4.gün de mikobiyom çeşitliliği artmaya başlamıştır; %1 

Debaryomycetacea, %0,007 Polyporaceae, %0,1 Gloniaceae,%0,08 

Cordycipitaceae, %0,08 Corticiaceae, %0,8 Meruliaceae ve %0,007 

Schizophyllaceae familyaları gözlendi. 7.günde 4,güne oranla bazı familya çeşitliliği 

aynı kalmakla beraber değişkenlik gösteren familyalarda gözlendi. %4 
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Debaryomycetacea, %0,3 Endogonaceae, %0,015 Polyporaceae, %1 

Ganodermataceae, %0,009 Filobasidiaceae ve %0,009 Cordycipitaceae familyaları 

gözlendi. 4.gün ve 7.gün karşılaştırıldığında aynı olan üç familyada, 

Debaryomycetacea, Cordycipitaceae ve Polyporaceae, 7.gün de bir artış 

gözlenmektedir. 30.günde mikobiyom çeşitliliğinde bir azalma gözlendi. 30.günde 

%0,008 Debaryomycetacea ve %0,3 belirlenemeyen familya çeşitliliği gözlendi. 

60.günde alınan örneklerde ise, azalan mikobiyom çeşitliliğinde bir artış 

gözlenmektedir. %0,6 Debaryomycetacea, %0,009 Tremallales, %0,006 

Malasseziaceae ve %0,009 Wallamiaceae familyaları gözlenmiştir (Şekil 6.4). 
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Şekil 6.5.Blastema öncesi ve blastema oluşum sürecinde günlere bağlı örneklerin biyolojik replikalarının 

familya düzeyinde ısı haritası. 
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Taksonomik familya düzeyinde ısı haritasına göre (Şekil 6.5), aqua replikalarında 

görülen fungus familyaları diğer deney günlerinden anlamlı olarak ayrılmıştır.  

7.günde görülen fungus familyaları da diğer deney gruplarından farklı olarak anlamlı 

olarak ayrılmıştır. 0.günde diğer deney gruplarında görülmeyen Schizopyllaceae, 

Davidiellaceae, Peniophoraceae gibi familyalar fazla miktarda gözlendi. 4.günde 

fazla miktarda Buckleyzyma, Corticiaceae ve Meruliaceae familyaları gözlendi. 

 

 

Şekil 6.6. Gruplara ait taksonomik cins grafiği. 
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Cins düzeyinde yapılan analizler sonucu (Şekil 6.6), 0.günde %7,5 Malassezia, %2 

Meyerozyma, %0,7 Cladosporium, %0,35 Aspergillus, %0,35 Schizophyllum, %0,7 

Cystobasidium, %0,7 Stachybotry, %0,10 Gloeophyllum cinsi gözlendi. 1.günde %2 

Malassezia ve %0,25 Meyerozyma ve %0,25 Aspergillus cinsi gözlenmektedir. 

4.günde %4 Malassezia, %1 Meyerozyma, %0,30 Cystobasidium ve %0,10 

Schizophyllum cinsleri gözlendi. 7.günde %1,5Malassezia, %4 Meyerozyma, %1,5 

Cystobasidium, %0,5 Endogone,%0,25 Filobasidium ve %0,25 Trametescinsi 

gözlendi. 30.günde %0,5 Malassezia ve %0,2 Meyerozymacinsleri gözlendi. 

60.günde ise %1,5 Malassezia ,%0,55 Meyerozyma, %0,5 Wallemiave %0,1 

Naganishia cinsi gözledin. Diğer grafiklerde de görüldüğü gibi güne bağlı olarak 

mikobiyom cinslerinde artış ve azalmalar gözlenmektedir.  
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Şekil 6.7. Blastema öncesi ve blastema oluşum sürecinde günlere bağlı örneklerin biyolojik replikalarının 

cins düzeyinde ısı haritası 
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Taksonomik cins düzeyinde ısı haritasına göre (Şekil 6.7), aqua replikalarında 

görülen fungus cinsleri diğer deney günlerinden anlamlı olarak ayrılmıştır.  7.günde 

görülen fungus cinsleri de diğer deney gruplarından farklı olarak anlamlı olarak 

ayrılmıştır. 60.günde diğer deney gruplarında görülmeyen Wallemia ve Naganishia 

cinsleri fazla miktarda gözlendi. 4.günde fazla miktarda Buckleyzyma cinsi gözlendi. 
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Şekil 6.8. Blastema öncesi ve blastema oluşum sürecinde günlere bağlı örneklerin biyolojik replikalarının 

tür düzeyinde ısı haritası 
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Taksonomik tür düzeyinde ısı haritasına göre (Şekil 6.8), aqua replikalarında görülen 

fungus türleri diğer deney günlerinden anlamlı olarak ayrılmıştır.  7.gün R3 grubunda 

görülen fungus türleri diğer deney gruplarından farklı olarak anlamlı olarak 

ayrılmıştır. 60.günde diğer deney gruplarında görülmeyen Wallemia spp. fazla 

miktarda gözlendi. 

İnsan deri mikrobiyotasında yer alan Malassezia spp. 0.gün ve 30.gün de fazla 

miktarda gözlendi (Şekil 6.8). 
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Şekil 6.9. Blastema oluşumu sürecinde deney gruplarında baskın olan fungus cinsleri. 

 

 

Şekil 6.9 yi incelediğimizde insan deri fungus mikrobiyotasının üyesi olan 

Malassezia spp. 0.gün ve 60.gün fazla olduğu gözlendi. Meyerozyma cinsi 7.günde 

gözlendi. 
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6.2.Alfa Çeşitlilik Analizi 

 

Blastema öncesi ve blastema oluşum sürecindeki mikobiyom tür çeşitliliği ve zengiliğini 

anlamak için alfa çeşitlilik ölçümleri kullanıldı. Alfa çeşitlilik analizine göre, kontrol 

olarak kullanılan akvaryum suyundan alınan örneklerde ki mikobiyom zenginliği ve 

çeşitliliği diğer örneklere oranla daha fazla olduğu gözlendi. Blastema öncesi (0.gün 

ve 1.gün) alınan örneklerde ise, erken blastema oluşumuna ve blastema sonrasına 

oranla mikrobiyal çeşitliliği fazla olduğu gözlendi. Blastema oluşumu sürecinde 

30.gün ve 60.gün de alınan örneklerde mikrobiyal çeşitlilik diğer örneklere oranla 

görülür bir şekilde azdır (Şekil 6.10.). 

 

 

 

Şekil 6.10. Günlere ait Alfa çeşitlilik analiz grafiği. 
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Farklı indeksler kullanılarak elde edilen grupların karşılaştırmalı alfa çeşitlilik 

grafikleri; Chao1 indeksi ve Shannon indeksi aşağıda yer almaktadır.  

 

Şekil 6.11. Chao1 indeksiyle hesaplanan çeşitlilik analiz grafiği 

 

Chao1 indeksi tahmin analizidir. Eğer bütün mikrobiyal data dizinlenmiş ve analiz 

edeilmiş olsaydı deney gruplarındaki fungus mikrobiyota zenginlik ve çeşitliliğinde 

ne gibi değişiklik olabileceği hakkında bilgi verir. Bu indeksin grafiğini 

incelediğimizde aqua kontrol grubu içeriisndeki fungus mikrobiyota çeşitliliği diğer 

deney gruplarına göre anlamlı olarak fazladır. Ampütasyon sonrası blastema oluşum 

süreci ve uzuv gelişimi boyunca dolaylı olarak fungus mikrobiyal çeşitliliğinde 

azalma gözlendi (Şekil 6.11). 
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Şekil 6.2.Shannon indeksi ile elde edilen alfa çeşitlilik analiz grafiği 

 

 

Shannon indeksi deney grupları içerisindeki fungus miktobiyota çeşitliliğinin ne 

kadar farklı olduğuna aynı zamanda fungus mikrobiyal dağılıma bakar. Grafik 

incelendiğinde bazı baskın fungus türlerinin dağılımı günlere göre değişiklik 

gösterdiği gözlendi (Şekil 6.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

6.3.Beta Çeşitlilik Analizi 

 

Sekanslama sonrası elde edilen OTUs tablosu kullanılarak örnekler arası mikobiyal 

çeşitlilik beta analizi yapıldı. Beta çeşitlilik analizleri deney grupları arasındaki 

mikrobiyal zenginliğini karşılaştırır. Bray-Curtis ve Jaccard Distance indeksleri 

kullanılarak deney grupları arasındaki fungus mikrobiyota çeşitliliği gözlendi. 

 

 

 

Şekil 6.3. Bray-Curtis indeksi,  gruplar arası mikobiyal topluluk farklılıklarının gösterildiği beta 

çeşitlilik grafiği 

 

Bray-Curtis indeksine göre aqua grubuna ait replikaların bir arada kümeleştiği 

gözlendi (Şekil 6.13.) Diğer deney gruplarının kümeleşmesi çok net görünmediği 

için 3 boyutlu grafikte Bray-Curtis indeksi analizi yapıldı. P < 0.028 değerine göre 

gruplar arasında fungus mikrobiyota topluluk çeşitlerinde anlamlı sonuç gözlendi. 
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Şekil 6.14. Blastema öncesi ve blastema oluşum sürecindeki örneklerin Beta çeşitlilik PcoA plot 

indeksi ile gösterimi. 

 

 

3 boyutlu Bray-Curtis indeksine göre, her deney grubundaki replikalar birbirinden 

ayrıldığı ve 0.gün örnekteki fungus mikrobiyota çeşitliliğinin 30.gün ve 60.gün 

örneklerindeki çeşitliliğe göre anlamlı olarak ayrıştığı gözlendi (Şekil 6.14). 
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Şekil 6.15. Jaccard indeksi,  gruplar arası mikobiyal topluluğu farklılıklarının gösterildiği beta 

çeşitlilik grafiği. 

 

Jaccard indeksine göre Bray-Curtis indeksinde gözlenen sonuca benzer sonuç 

gözlendi. Aqua örnekleri kendi arasında kümeleştirme oluştururken diğer örneklerde 

bir karışıklık gözlendi (Şekil 6.15). P <0.069 değerine göre gruplar arası fungus 

mikrobiyota topluluk çeşitlerinde anlamlı sonuç gözlenilmedi (Şekil 6.15.). 

6.4.Fungus ve Bakteri Profili Korelasyon Analizi 

 

Akvaryum suyundan toplanan örneklerden elde edilen taksonomik çeşitlilik ve beta 

çeşitlilik sonuçlarına göre, mikrobiyal çeşitlilik blastema oluşum sürecinde görülen 

mikrobiyal çeşitlilikten oldukça farklı olduğu gözlenmiştir. Bu sonucu yorumlarsak, 

akvaryum suyunda gözlenen organizmaların deri üzerinde koloni olamadığını, koloni 

olmaları için uygun çevre koşullarının yoksunluğunun en büyük etken olabiceği 

düşünülmektedir. 
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Aksolotl kol rejenerasyonundaki bakteri mikrobiyota profil analizinin taksonomik 

filum düzeyinde 0.gün, 1.gün, 4.gün, 30.gün ve 60.gün örnerk replikalarında görülen 

bakteri topluluk çeşitliliği birbirine yakın olmasına rağmen 7.gün R3 örneği diğer 

7.gün replikalarından bakteri topluluk çeşitliliği bakımından anlamlı olarak 

ayrılmaktadır. 7.gün R3 örneğinde Verrucomicrobia filumu gözlenmemektedir [138].  

Aksolotl kol rejenerasyonundaki fungus mikrobiyota profil analizindeki filum 

düzeyindeki topluluğa göre, deney günlerinde görülen filum düzeyindeki fungus 

çeşitliliği replikalarda farklılık gösterdi.  Özellikle 7.gün R3 örneğinde gözlenen 

Zygomycota filumu diğer deney gruplarında gözlenmedi.   

Aksolotl rejenerasyonundaki bakteri profil analiz sonuçlarındaki kontrol aqua 

grubunda gözlenen filumlar Actinobacteria, Firmicutes, Bacterioidetes, 

Proteobacteria and Verrucomicrobia diğer deney gruplarda gözlenen filumlar ile 

aynıdır [138].  Fungus mikrobiyota profil analizlerine göre aqua kontrol grubunda 

görülen filumlar belirlenemeyen ve bu filumların diğer deney gruplarından tamamen 

farklı olduğu gözlendi.  

Aksolotl rejenerasyonundaki bakteri profil analizindeki beta çeşitlilik sonucunda 

4.gün örnekleri ve 7.gün örneklerinin bir arada kümeleşmesi beklenirken 7.gün R1 

ve R3 örnekleri kümeden uzaklaşmaktadır. Rejenerasyon mekanizmasında gözlenen 

en önemli safhaları temsil eden deney günleri kendi içlerinde kümeleşmiştir [138]. 

Fungus mikrobiyota profil analizindeki beta çeşitlilik indeksinde deney günleri 

replikaları kendi içlerinde kümeleşmediği gözlendi. 

Veriler normal dağılım göstermediği için (Shapiro-Wilk testi sonucu p<0.05) 

Spearman korelasyon testi kullanıldı. Filum düzeyindeki fungus ve bakteri profil 

korelasyon analiz sonuçlarına göre, aşağıda belirtildiği gibi bazı filumlar arasında 

pozitif korelasyon bazılarında ise negatif korelasyon gözlendi (Şekil 6.16). 
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Şekil 6.16. Filum düzeyinde Bakteri ve Fungus korelasyon analizi. 
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• Ascomycota*Basidiomycota (r = - 0.524; p = 0.015) 

• Actinobacteria*Bacterioidetes (r = - 0.754; p = 0.000) 

• Firmicutes* Proteobacteria ( r= - 0.579; p= 0.006) 

• Firmicutes* Verrucomicrobia (r= 0. 699; p=0.000) 

• Bacterioidetes*Diğer Bakteri ( r=-0.624; p=0.002) 

• Proteobacteria* Verrucomicrobia (r= -0.550; p=0.010) 
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7. TARTIŞMA 

 

Aksolotl, yüksek rejenerasyon kapasitesine sahip, hayat boyu neotenik formda kalan 

amphibidir. Bu yüksek rejenerasyon kapasitesine sahip olması sebebiyle birçok 

araştırma konusunda başrol olarak yer almaktadır. Rejenerasyon çalışmalarında 

kullanılan bu model organizmanın mekanizmasını anlamak, gelecekteki 

rejenerasyona çalışmalarına ışık tutmaktadır. Son zamanların önemli konularından 

olan mikrobiyota ve konak ilişkisi, konağın vucüt içerisinde ki fonksiyonlarını 

anlamamıza yardımcı olmaktadır.  

Bu tez çalışmasında aksolotl uzuv ampütasyon sonrası blastema oluşumu sürecinde, 

mikobiyom topluluk profilinin ve önceki çalışmalarla ortaya konan bakteri 

mikrobiyota topluluk profilinin aksolotl uzuv rejenerasyon sürecindeki 

değişimlerinin incelenmesi amaçlanmıştır. Blastema öncesi, erken blastema 

oluşumunda ve blastema oluşumu sürecin içerisinde doku örnekleri toplanarak DNA 

izolasyonu ardından PZR amplifikasyondan elde edilen özel bölgeleryeni nesil 

dizinleme teknolojisi ve biyoinformatik araçlar yardımıyla fungus çeşitliliği analizi 

yapıldı.  

Taksonomik çeşitlilik sonuçlara göre, tüm örneklerde 3 ana filum olan Ascomycota, 

Basidiomycota ve Zygomycota filum gözlenmiştir. Bu sonuç rejenerasyon kapasitesi 

yüksek olan zebra balığı organizması üzerinde yapılan mikobiyom analizi ile 

örtüşmektedir. Blastema öncesinden ve blastema yapısı tamamlanmasına kadar geçen 

sürede mikobiyal çeşitliliğe göre Ascomycota filumunun da artış,  Basidiomycota 

filumunda ise azalma görülmüştür. 

Isı haritası sonuçlarına göre, Malasseziacea ailesi uzuv ampütasyonu sonrası 0.gün 

de ve 4.gün de bir miktar görülmesine rağmen blastema sonrası 30.gün ve 60.gün de 

toplanan örneklerden elde edilen analize göre Malasseziacea ailesinde artış 

görülmüştür. Malasseziaspp. deri mikrobiyatasının bir üyesidir.  

Ampütasyon sonrası kesilen bölgeden (0.gün) ve blastema oluşumu sürecinde farklı 

günlerde alınan dokudan (7.gün ve 30.gün) elde edilen analizler sonucu gözlenen 

Malassezia globosa türü, sağlıklı insan deri mikobiyom içerisinde yer almaktadır. 
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Malassezia spp.yağ seven maya olarak adlandırılır. Yağ asitlerini sentezleyen 

enzimlere sahip olamadıkları için yaşayabileceği yağ asidi kaynaklarına ihtiyaçları 

vardır. Yağ asitlerini elde etmek için, lipaz ve fosfolipaz enzimlerini ortama salarlar. 

Bu enzimler doymamış yağ asitlerini açığaçıkartarak inflamasyonu uyarırlar. 

Araşidonik asit pro-inflamatuvar eikozanoidleri üreterek sitokinleri, kemokinleri ve 

antimikrobiyal peptidleri uyararak inflamasyona yön verir (118). İmmün yanıtı 

artıran diğer bir tür olan Aspergillus 0.gün ve 30.gün de görülmüştür. Pro-

inflamatuvar sitokinleri artırdığı gözlenmiştir (119). Proinflamatuvarsitokinler yara 

iyileşmesinde rol oynadığı araştımalar sonucu gözlenmektedir (120). 

Aksolotllar üzerinde yapılan bir araştırma sonucu inflamasyonun uzuv 

rejenerasyonunda ve yara iyileşmesine katkısı olduğu gözlenmektedir. Bu 

araştırmaya göre, pro-inflamtuvar ve anti-inflamatuvar sinyaller ampütasyon sonrası 

rejenerasyon süreci boyunca eş zamanlı uyarıldığı gözlenmektedir. Salgılanan 

sitokinler lökosit infiltrasyonunu, hücresel çoğalımını, anjiyogenezi ve kolajenin 

yeniden şekillenmesine katkısı gözlenmektedir (121).  

Taksonomik mikobiyalçeşitlilik analizine göre 7.gün de görülen Meyerozyma 

guilliermondii türü, insan deri mikobiyom topluluğu içindedir. Mukoza bölgelerinde 

yer alan Meyerozyma guilliermondii aynı zamanda kanda da bulunduğu 

gözlenmektedir (122).  

Ampütasyon sonrası kesilen parçadan alınan örnekte (0.gün) ve 60.gün sonunda 

alınan örnekte ortak gözlenen Pleosporales takımı, deri altında yer alır. Hücre 

duvarlarında melanin bulundurarak deriyi güneş ışıklarından korurlar (123). 

Denizden izole edilmiş Pleosporale stakımı antibiyotik ürettiği gözlenmektedir 

(124). Başka bir araştırmada, Pleosporales takımının ikincil metabolitler ürettiği bu 

metabolitlerin antikanser, anti-inflamatuvar, antivirüs ve antioksidant etkisi olduğu 

gözlenmektedir. Aynı zamanda, Candida albicans ve Clavibacter michiganensis 

türlere karşı anti-mikrobiyal etkisi gözlenmektedir (125). 

Antimikrobiyal etkisi gösteren diğer bir tür olan Penicillum 0.gün ve 7.gün de 

gözlenmiştir. Diyabet hastalarında görülen diyabetik yaralarda bulunan Penicillum 

türünün zararlı mikroorganizmaların yara bölgesine gelmesini engelleyerek,diyabetik 
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yaraların kronikleşmesini ilerlemesini engellediği gözlenmektedir (126). Başka bir 

araştırmaya göre yara bölgesindeki fazla üretilen azot oksit (NO) ve prostaglandin E2 

engelleyerek anti-inflamasyonu etkisi gösterdiği gözlenmektedir. (127). 7.günde 

gözlenen Trametes türüde anti- inflamatuvar etkisi gösterdiği gözlenmektedir. NO, 

tümör nekroz faktörü alfa (TNF-alfa) ve interlökin 6 üretimini engellediği 

gözlenmektedir (128). Aynı zamanda sitotoksik aktivite göstererek antikanser ve 

Aspergillus ve Candida türlerine karşı antimikrobiyal etkisi gözlenmektedir (129).  

0.günde gözlenen diğer bir tür Cladosporium´dur. Yaraüzerindeki mikobiyom analiz 

çeşitliliği üzerinde yapılan araştırmasonucu Cladosporium türünün yara iyileştirme, 

antioksidant ve anti-anjiojenik etkisi olduğu gözlenmektedir. Anjiojenesis normal 

yara iyileşmesi için gerekli olan bir mekanizmadır. Anjiojenesis, tümör gelişimi ve 

büyümesi, metastaz etkeni olduğu gözlenmektedir. Anti-anjiojeniktedavi ile kanserin 

gelişimini engellediği gözlenmektedir (130). Phylloporus türünden alınan 

polisakkaritler kanser beyaz farelere 300mg veriliyor. Araştırma sonucu olarak %90 

kanser hücresinin öldüğü gözlenmektedir (131).  

İmmünomodülatör ajanlar üreten Schizophyllum communetürü 0.gün ve 4.gün de 

gözlenmiştir. Üretilen bu ajanlar fazla immün yanıtı baskılayıcı özelliğe sahiptir. 

Schizophyllum commune hydrophobin sentezleyerek antikanser etkisi gösterdiği 

gözlenmektedir (132). 

Taksonomik çeşitliliği incelediğimizde, 7.gün deki Zygomcyta filum miktarının fazla 

olduğu saptandı.  

Beta çeşitlilik indekslerinde gözlenen, deney gruplarının anlamlı olarak kendi 

içerisinde kümeleşmemesi, özellikle replikaların aynı kümede olmaması, deney 

sırasında yapılan bir hata sonucundan kaynaklı olabileceği düşünülmektedir. Ya da 

analiz edilen bu sonuçlar beklenilen şekilde gerçekleşti. 
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8.SONUÇ 

 

Mikrobiyota, bulunduğu organizma içerisinde birçok metabolik olayla 

ilişkilendirilmektedir. Bu özelliklerinden dolayı, mikrobiyotanın konakçı ile bağlantısı 

ve konakçıya yararlı-zaralı etkileri son zamanların en önemli araştırma konusu olduğu 

gözlenmektedir [86]. Bu tez çalışmasıyla, yüksek rejenerasyon kapasitesine sahip olan 

Aksolotl’un rejenerasyon sürecinde mikrobiyota fungus kompozisyonunun çeşitliliği ve 

zenginliği belirlendi. Ampütasyon sonrası kesilen uzuvun rejenere olmasını sağlayan en 

önemli yapı blastema’dır. Bu süreçte yara epiteli oluştuktan sonra, AEC tabakasının 

oluşmasından sonra başkalaşmamış hücrelerin birikmesi ve ardından çoğalarak özel 

dokulara farklılaşarak yeni uzvun oluşmasını sağlarlar [19].  

Aksolotl uzuv rejenerasyon sürecinde günlere bağlı olarak, fungal mikrobiyota topluluğu 

ve bakteri mikrobiyota topluluk çeşitlerinde değişkenlikler gözlendi [138]. Bu çalışma 

ile ortaya konan veriler, aksolotl rejenerasyon mekanizmasını anlamaya dayalı değerli 

kaynak olup aynı zamanda rejenerasyon üzerine yapılan diğer çalışmalarla 

karşılaştırılmalı veya korelasyonel ilişki kurularak gelecekteki çalışmalara katkı 

sağlayacağını tahmin ediyoruz. 
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