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OZET

AKSOLOT KOL REJENERASYONUNDA FUNGUS VE BAKTERI
PROFILLERININ BOYLAMSAL DEGiSIMLERININ INCELENMESI

Amfibiler sinifinda bulunan omurgalilar rejenerasyon mekanizmasina sahiptirler.
Fakat amfibilerden urodole grubunda semender ailesinde yer alan aksolotlar, amfibi
smifinda ki diger omurgali canlilar arasinda yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip
olan tek canlidir. Gilinlimiizde yapilan arastirmalarla, Aksolotlardaki bu yliksek
rejenerasyon mekanizmasi derinlemesine aragtirilip, gézlemledikleri mekanizmay1
memelilerdeki rejenerasyon mekanizmasiyla bagdastirip, gelecekte bulduklar
verilerle insanlardaki uzuv hasarini azaltmayi hedeflemislerdir.  Rejenerasyon
mekanizmasin1 anlama adma bir¢ok arastirma yapilmasina ragmen, giiniimiizde
arastirmacilarin odak noktasi olan mikrobiyota ile kaynak yeteri kadar yoktur.
Mikrobiyota konak ile birlikte yasayan, ¢esitli mekanizmalarla konak ile etkilesim
halinde olan fungus, protozoa, virls ve bakteri tdrlerini iceren kommensal
mikroorganizma toplulugudur. Yapilan arastirmalar sonucu, aksolotl uzuv
rejenerasyon surecinde baskin olarak Bacterioidetes, Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria ve Verrucomicrobia bakteri filum profili gd6zlenmektedir.
Amplitasyon sonrasi uzuv rejenrasyon siirecinde ki fungal mikrobiyota topluluk
profili halen bilinmemektedir. Bu nedenle, bu c¢alismada ampiitasyon sonrasi,
blastema Oncesi surecinden blastema olusumu evresinin sonlarina kadar gorulen
mikobiyom toplulugu internal ara bolge (ITS) dizinleme yontemiyle analiz edildi.
Cikan sonuclara gore deney gruplarindan elde edilen fungal topluluklar {i¢ ana filum

olan Ascomycota, Basidiomycota ve Zygomcyota gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Blastema, ITS, 16S rRNA, Mikobiyom, Mikrobiyota



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



2. GIRIS VE AMAC

Amfibiler sogukkanli omurgalilardir, yasamlarinin bir kismini suda bir kismin1 ise
karada gecirirler. Bu simifta bulunan omurgalilar rejenerasyon mekanizmasina
sahiptirler. Fakat amfibilerden urodole grubunda semender ailesinde yer alan
aksolotlar, amfibi sinifinda ki diger omurgali canlilar arasinda yiiksek rejenerasyon
kapasitesine sahip olan tek canlidir. Aksolotl (Ambystoma mexicanum) hayatlari
boyunca kaybettigi dokularini ve uzuvlarini bu mekanizma ile geri kazanirlar [1]. Bu
ozelliklerinden dolay1r bir¢ok arastirmaci, diger amfibilerde smnirli rejenerasyon
mekanizmast olmasina ragmen aksolotlarda neden yiiksek rejenerasyon
mekanizmasinin olma sebebini anlamaya dayali farkli alanlarda arastirmalar
yapmaktadir. Bir arastirmada, aksololtllarin metamorfoz evresini tamamlamadan,
hiicrelerinin embriyonik halde ki gibi kalmasindan dolay1 yiiksek rejenerasyon
kapasitesini tetikledigi vurgulandi [2]. Bu hipotezi destekleyen bagka bir aragtirmada
ise, Afrika penceli kurbagasinin larva evresinde sahip oldugu rejenerasyon

Ozelliginin metamorfoz evresine girdiginde kaybettigi gozlendi [3].

Aksolotllarda bulunan yiiksek rejenerasyon kapasitesini anlamaya dayali baska bir
hipotez ise Urodele sinifinda bulunan omurgalilarin daha ilkel edinsel immiin
sistemlerinin olmasindan kaynakli olan zayif inflamatuvar yanitinin yiiksek
rejenerasyon mekanizmasinin olusumunda rol aldigini gézlemlendi [4]. Bu hipoteze
dayali olarak etkisi tetrapod tiirlerinde ki azaltilmis immiin yanitinin tutarli olarak

rejenerasyon kapasitesini artirdigi anlasildi [5].

Yukarida bahsedildigi gibi, aksolotlar uzuvlarini, gozlerinin bir kismini, beyinlerini
ve i¢ organlarmi yenileme Ozelligine sahiptir. Viicudunun bir¢ok kismini
yenilemesine ragmen aratirmacilar, genellikle uzuv rejenerasyonu iizerine
odaklanmis ve rejenerasyon sirasindaki blastema olusumunu anlamaya
caligmaktadirlar [6]. Blastema olusumu, basarili bir rejenerasyon ig¢in en kritik
asamadir [7]. Bu kritik asamayr uyaran bir takim sinyaller goézlenmektedir.
Blastemay1 uyaran ana mekanizmalardan biri bag doku hiicreleridir. Bu hticreler kok

hiicre 6zelligi tasiyarak farkli hiicre gruplarma dontigebilirler. Ayrica ampiitasyon



sonrasi yeterli miktarda sinir hiicresinin ve yara epitel hiicrelerinin varlig1 blastema

olusumu i¢in gereklidir [8], [9].

Aksolot rejenerasyonu sirasindaki gen aktiviteleri, éncll hiicreleri ve dokular arasi
etkilesimi, farelerde parmak uglarinda goriinen rejencrasyon mekanizmasinda
gerceklesen olaylarla benzer oldugu gozlendi [75], [76]. Bu benzerlikler sebebiyle
aragtimacilar  aksolotllardaki uzuv rejenerasyonunu derinlemesine arastirip,
gozlemledikleri ~mekanizmayr —memelilerdeki rejenerasyon mekanizmasiyla
bagdastirip, gelecekte bulduklar1 verilerle insanlardaki uzuv hasarin1 azaltmayi
hedeflemislerdir [77]. Rejenerasyon mekanizmasini anlama adina birgok arastirma
yapilmasina ragmen, giiniimiizde arastirmacilarin odak noktasi olan mikrobiyota ile

kaynak yeteri kadar yoktur.

Mikrobiyota konak ile birlikte yasayan, ¢esitli mekanizmalarla konak ile etkilesim
halinde olan fungus, protozoa, virls ve bakteri tirlerini iceren kommensal
mikroorganizma toplulugudur [78].Mikrobiyotanin konakla olan ligkisini incelemek
icin yapilan bir¢cok arastirmaya gore, kommensal mikroorganizmalarin hastalik
anindaki tiir ¢esitliligi ve miktar1 saglikli bireylerde bulunan tiir cesitliligi ve
yogunlugu bakimindan farkli oldugu goézlenmektedir. Bu arastirmalardan yola
cikilarak, mikrobiyotanin konak sagligi {lizerine 6nemli bir rolii oldugu ve konak
icerisindeki hayati mekanizmalarin ¢ogunda rol aldig1 gézlenmektedir [79] . Aksolot
uzuv rejenerasyon siireci boyunca mikrobiyotanin 6nemini anlatan arastirmaya gore
tiroid hormonu ile indlklenerek metamorfoz gegiren aksolotl’tan ve neotenik
aksolotl’tan toplanan deri, mide, bagirsak ve digki 6rneklerinden yapilan analiz
sonucunda, iki evrede birbirinden farkli mikrobiyal topluluklarin cesitliligi

g0Ozlenmektedir [80].

Tezin amaci tek tip besinle beslenen bakimi yapilan aksolotllarda, ampditasyon
sonras1 kol rejenerasyon sureciboyunca; blastema olusumu baslangicinda, erken
blastema olusumunda, ge¢ blastema olusumunda alinan deri Orneklerinden ve

akvaryum suyundan alinan 6rneklerle yapilan analizler sonucunda;

e Aksolotl uzuv rejenerasyon surecinde fungus mikrobiyota profil ¢esitliligini

g6zlemlemek



e Bagka arastirmalar sonucu, aksolotl uzuv rejenerasyon surecinde bulunan

bakteri mikrobiyota toplulugun degisimini incelemek.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.Aksolotlardaki Uzuv Rejenerasyon Mekanizmasinin Asamalari

Yaralanan uzuvda veya organda blastema olusumundan Once yara iyilesimi
gerceklesir [10] [17]. Aksolotlarda ki rejenerasyona bagli yara iyilesimi
memelilerdeki normal yara iyilesiminden farklidir. Memelilerde yara iyilesiminde
gbrev alan hucreler ve sinyaller bir araya gelerek skar dokuyu olustururken,
aksolotlardaki hiicreler ve sinyaller normal deri yapisini yeniledigi gézlenmektedir
[11], [12], [17]. Aksolottaki fibrozis transituvardir. Fibrozis sonrasi fibrotik
dokularda yeniden olusum gergeklesir. Bu olusum sonrast normal deri yapisinda
onarim goézlenmektedir [13], [14]. Aksolotlardaki rejenerasyon sinir hiicrelerin
sinyallerine baglidir. Hasar sonucu kaybedilen sinir hiicrelerinin yoklugunda sinyal
eksikliginden dolayr olusan yaraya benzeyen bag dokunun ve epitel eklentilerin
rejenere olmadigr gozlenmektedir [15], [16].  Memelilerdeki yara dokusu
olusumunun en O6nemli sebebi istikrarl iiretilen asir1 fibrotik dokudur. Bu sebeple
memelilerde rejenerasyon gozlenmemektedir. Rejenerasyon Oncesi yara iyilesimi
rejenerasyon mekanizmasinin uyarilmasi i¢in 6nemli bir faktér olmasina ragmen tek

basina blastema olusumu i¢in yeterli degildir [6].
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Sekil 4.1.1. (A) Aksolotl uzuvun da blastema olusum ve gelisim safhalari. Soldan saga dogru 1. giin,
7.gln, 9.gun, 11.giin, 13.gilin, 15.gln, 17.gun, 21.giun, 25.giin ve 31.gln sonunda goriilen blastema gelisimi
sekilde gosterilmektedir. (B) Rejenerasyon mekanizmasi siireci boyunca rol alan hiicre tipleri
gosterilmektedir. Ampiitasyon sonrasi birka¢ saat iginde, yara epiteli uzuvun kesilmis kenarim kaplar.
Birkag giin sonrasinda bu yara epiteli, ndronlarla etkilesime gecerek Apikal-epite kap (AEC) ’i olusturur.
AEC, ampiitasyon sonrast uzuv da kalan dokudaki hiicreleri uyararak onlarin farklilasmasini saglar.

Hiicreler AEC’nin altinda birikerek ¢ogalmaya ve farklilagsmaya devam ederler [6].

Blastemayr olusumunu uyaran diger mekanizmalar1 kesfetmek adina yapilan
arastirmalarda, blastema olusumu ve rejenerasyonun devamlilig igin sinir hiicreleri
tarafindan {iretilen sinyallerin belirli bir esik diizeyinde olmasi gerektigi gozlendi.
Eger yeterli miktarda sinyal iiretilmezse, yara dokusunun olusumu gézlenmektedir
[17]. Bu arastirma sonucunda arastirmacilar blastema olusumu i¢in; esik dlzeyinde
iretilen sinir hiicresi sinyalleri, yara epitel hiicrelerinin varligi, dermal hiicrelerinin

ve hiicre dis1 matriks varliginin 6nem tasidigi gozlendi [17], [15], [16].

4.2.Yara Kapanmasi ve Blastema Olusumu

Ampiitasyon sonrasi blastema olusumundan o6nce ampite edilen uzuvda yara
tyilesmesi goriilmektedir. Hasar sonrasi yara ¢evresinde bulunan keratinositler yara
yilizeyine dogru birbirlerini ittirerek hizli bir sekilde yarayr kapatirlar [18]. Birkag
gun sonra, ampute olan uzuvda kalan dokular ve yara epiteli blastema hticrelerinin
cogalmasini baglatirlar. Yara epiteli hiicreleri sinir sinyalleri yaridmiyla apikal
epidermal sapkayi (AEC) olusumunu uyarirlar [19]. AEC olusumu bdélgede bulunan

basal keratinositlere non-proliferatif o6zelligi kazandirir. Basal keratinositler



gonderdikleri 6zel sinyaller ile bag dokudaki fibroblastlarin rekrutmanini saglarlar
[6]. Bag dokudaki fibroblastlar farklilasarak mesenchymal hiicrelerine doniisiirler ve
blastema olusumunu baslatirlar [26], [27], [16], [29]. Hiicrelerin farklilagsmasi
organizmanin gelismesinde katkida bulunan sinyal yolaklarin1 tekrar aktiflestirir

[27], [29].

Ampiite olan uzuvda kalan dokudaki hiicrelerde blastema olusumunda etkilidir. Bu
hiicreler blastema olusumundan 6nce, gen ekspresyonuna ugrayarak yara merkezine
dogru gog¢ ederler [10], [17], [20], [21]. Uzuvda kalan doku hiicrelerinin harekete
geemesi goriilen hasarin derecesine baglidir. Ampiite edilen uzuvda goriilen hasar
biiylik oldugu icin uzuvda kalan doku hiicrelerinde, hasara karsi farkli yanitlar
gorilur. Memelilerdeki hasar sonrasi kalan doku hiicrelerinin hasara kars1 gosterdigi
yanitlardan farkli olarak, aksolotlarda inflamasyon ve nekrozis goérulir. Uzuvda
kalan doku hiicrelerinin olusturdugu yanitlar, blastema olusumu uyarmak i¢in yeterli
olmamasina ragmen gereklidir [6]. Bu yanitlarin nemini anlamak i¢in 6rnek verecek
olursak, eger makrofajdan gelen inflamatuvar sinyalleri engellenirse dolayli olarak
uzuv rejenerasyonunun da engellendigi gozlenildi [23]. Hasar olustuktan hemen
sonra sinir hiicreleri ve inflamatuar hiicreleri tarafindan gonderilen erken yanatlar,
yara epitelyum hiicrelerinin veya ampiitasyon sonrast uzuvda kalan doku hiicrelerinin
aktiflesmesini saglamaktadir. Yanitlar ve sinyalleri rejenerasyon mekanizmasindaki

blastema olusumunu tetikler [17].

4.3 Blastema Olusumunda Sinirlerin Onemi

Yukarida bahsettigimiz iizere blastema olusumunu uyarilmasi ve rejenerasyonun
devami i¢in belirli bir esik sinyalinin sinir hiicreleri tarafindan gonderilmesi
gereklidir. Yapilan in vitro caligmalarinda, hasara ugrayan dokudaki sinirin ektopik
blastema formasyonunu sagladigi gozlenmektedir [24].  Sinir hiicrelerinden
gonderilen sinyallerin  yeterli olmamasi durumunda blastema olusumu
gozlenmemektedir. Bu esik miktar1 sadece blastema olusumu iginde degil aym
zamanda biiylime ve blastemanin gelisimi i¢inde gereklidir [25]. Rejenerasyonun

baslamasi i¢in sinyal gonderecek olan sinir hiicrelerinin tipinden ¢ok miktari



onemlidir. Ancak istenen esik degerine ulasildigi takdirde yara epitel hicreleri ile
etkilesime girerek AEC olusumunu ve yara iyilesmesini saglayarak rejenerasyon

mekanizmasini aktif hale getirirler [6].

Blastema olusumu ve rejenerasyonun devamliligi icin birden fazla norotrofik faktor
gbzlenmektedir. Bu faktorlere ornek verirsek; noropeptidler, organik molekdller,
cyclic nukleotitler, buyume faktorleri ve biyo-elektirik sinyallerdir [32], [33], [34],
[35], [36]. Sinyal gonderilen yolaklar hiicrelerin gégiinii, ¢ogalmasini ve blastema
olusumunda gorev alan hiicrelerin farklilasmasini saglayarak uzuv gelisimini kontrol
eder. Insanlarda bulunan fibroblast biyiume faktorii (FGF) sinyali uzuv gelisimi ve
rejenerasyonu i¢in 6nemlidir. FGFs sinir hiicre sinyalleri ile baglantili olup apikal
blastema icerisinde eksprese olurlar [37], [38], [39]. Hasar aninda sinir hiicreleri
Keratinoksit biiyiime faktorii (FGF7) ekspresyonu uyarirlar [40]. Yapilan
aragtirmalar sonucu insan biiylime faktorleri (FGSs) aksolotlardaki rejenerasyonu
tetikledigi kanitlanmistir [42]. FGFs ile rejenerasyon mekanizmasi arasindaki iligki
insan-aksolot arasinda kritik bir bag olusturmaktadir. Bagka bir sinyal molekiili,
semender anteriorgradient (nAG) protein Schwann sinir hiicreleri ile etkilisime

girerek deri glandlari ile birlikte eksprese olarak rejenerasyonu baslatirlar [41].

Hasar sonrasi sinir hiicreleri devamli bir sekilde kendilerini rejenere ederek yara
epiteline ve AEC ile birlesirler. Bu islem sirasinda sinirler ve yara epiteli/ AEC
arasindaki sinyal yolaklarinda geri doniistimlii bir dongii vardir [43]. Yakin zamanda
yapilan bir aragtirmada, blastema hiicrelerinden gonderilen sinyaller sinir
hiicrelerinin devamli olarak yenilendigi g0zlenmektedir. Blastema hcrelerinden
gonderilen bu tanimlanmis c¢oklu sinyal yolaklar1 insanlarda ve aksolotlarda
korunmus bir bag olusturur [44]. Aksolotlarda hasar sonrasi yara iyilesimindeki
noro-epitel etkilesimi ampiitasyon sonrasi1 kalan uzuvdaki dokuda ve yara
cevresindeki alt deride bag doku hiicrelerinin bir araya gelerek erken blastemay1
olusturdugu gozlendi [10], [26], [17], [45], [29]. Erken blastema olusumundan sonra
yara bolgesine hiicre gocii birkag giinliigiine ertelenir. Bu ertelenmenin sebebi yara
bolgesinde var olan mezoderm dokunun etrafin1 saran hiicre dis1 matriksin
yogunlugunun azalmasi igindir [46].sinir hiicrelerinin yara epiteli ve AEC ile

etkilesimi sonrasi lokal sinyaller aktif hale gelerek hiicre goglerini kontrol eder ayni



zamanda sinirlerin ve yara epitel/AEC hiicrelerinin blastema olugumunun oldugu
bolge lizerinde yeniden konumlanacag yerleri belirler [47], [48]. Sinir, yaraepitel ve
AEC hicrelerinin birlikte gonderdikleri erken rejenerasyon sinyalleri sonucu
blastema hiicreleri AEC nin merkezine dogru go¢ eder [49]. Kas kok hiicreleri
(satellite hiicreleri) ampiitasyon sonrasi aktif hale gelerek kisa siirede ¢ogalmaya
baslamasima ragmen bag doku hiicreleri (blastemaprogenitor hiicreleri) tarafindan
baslatilan toplanma ve hiicre boliinmelerine katilmaz [50]. Ampiitasyondan giinler
sonra kas kok hiicreleri yara merkezine gog¢ ederler ve bag doku hiicre boliinmesine
katilirlar [10]. Bu arastirma sonucu kas kok hiicrelerinin blastema olusumunu
uyarmada gorev yapmadigi gozlendi. Blastema olusumundan sonra satellite hiicreler
aktif hale gelip cogalirlar. Cogalan kas kok hiicreleri blastemanin merkezine gog
ederek amputasyon sonucu kaybedilen ve zarar goren kas dokuyu yeniledigi
gozlenmektedir [51], [52], [50]. Baz1 semender tiirlerinde kas doku rejenerasyonu var
olan miyotiplerin farklilasmasi ve bdliinmesiyle gergeklesirken [53], [54]
aksolotlarda bu tlr rejenerasyon gorilmez [54]. Sonuc olarak aksolotlardaki kas

doku rejenerasyonu diger omurgalilardan farkliligi ile ortaya ¢ikmaktadir.

Blastema olusumu ic¢in gerekli baska bir mekanizma hiicresel farklilasmadir.
Hucreler tekrardan programlanarak embriyonik hiicrelere benzerler [55], [40]. Bu
stirecte biylk sayida gen toplulugu tekrardan ekspresyon maruz kalirlar. Bu gen
topluluklarin embriyonik gelisim siiresinde gorevleri gozlenmektedir [56], [57].
Gelisen ileri teknoloji sayesinde dedifferasyon siireci daha anlasilabilir hale
gelmistir. Hiicre programlanmasi teknolojisi ile sinir/yara epiteli/AEC hcrelerinin
etkilisiminden dolay1 gonderilen sinyaller ile yetigkin kok hiicrelerinin rekrutmani ve
aktivasyonu bag dokuda fibroblastlarini uyararak rejenerasyon-yetkili blastema

hiicrelerini olusturdugu gézlendi [58].

4.4 Rejenerasyonun Tamamlanmasinda Pozisyonel Bilginin Onemi
Yukarda da bahsettigim iizere blastema olusumu sinir, yara epiteli ve AEC
hiicrelerinin  birbirleri ile etkilesime girerek cesitli sinyaller gondermesiyle

gerceklesir. Bag dokudaki blastema progenitor hucrelerinin boltinmeleri blastema

olusumunun son evrelerinde gergeklesir. Ampiitasyondan birka¢ giin sonra
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kaybedilen uzuv cevresindeki dermis hiicreleri ve bag doku hiicreleri birlikte yara
altindaki AEC tabakasina dogru go¢ ederek orada birikirler. AEC tabakasinda biriken
progenitor hiicreler ampiitasyon sonrasi aksolot viicudunda kalan kemik, kas ve sinir
hiicreleri ile birlikte bir katman olusturur. Dermis hiicreleri/ bag doku hiicreleri ve bu
hicrelerin progeny olan diger hiicreler proksimal distal eksende ve yara gevresinde
farkli pozisyona sahiptirler. Bu hiicreler yaranin merkezinde toplanarak yara
cevresindeki komsu hiicreleri uyararak, hiicrelerin tekrar boliinme evresine girmesine
ve rejenerasyonu baglatirlar [8], [9]. Blastema olusumu i¢in gerekli olan hiicre
sinyalleri yeterli olmasina ragmen, uzvun farkli bolgesindeki hiicrelerden gelen
cesitli pozisyonel bilgi olmadigi takdirde blastema gelisiminin siirmedigi ve
rejenerasyonun tamamlanmadigi goézlenmektedir [8], [9], [17]. Urodele iizerinde
yapilan bir arastirmada, doku nakli yapilarak pozisyonel bilginin rejenerasyona ne
gibi  katkist  oldugunu sorgulandi. Arastima sonucunda rejenerasyonun
tamamlanmas1 i¢in proksimal distal boyunca uzuv gevresinde cesitli pozisyonel
bilgiye sahip hiicreler bir araya geldigi gozlenmektedir. Bu posteriyor, anteriyor,
dorsal ve ventral pozisyonlardaki hiicreler blastemanin temeline yerleserek
rejenerasyonu siirdiiriirler. Eger pozisyonel bilgiye sahip hiicrelerden biri
rejenerasyon siirecine katilamazsa, yara ¢evresindeki hiicrelerin etkilisiminden
kaynakl1 eksik olan pozisyonel bilgide ¢ogalma ve rejenerasyon gozlenir [9]. Bag
doku icerisindeki fibroblastlar kendilerinin proksimaldistal eksen ve cevre
eksenindeki pozisyon bilgilerini kodlayarak yara merkezinde toplanirlar. Pozisyonel
bilgi ile toplanan fibroblastlar birikerek blastemay: olustururlar. Uzuv ¢evresinden
gelen farkli pozisyonel bilgiye sahip hiicreler birbirleriyle etkilisime girerek
biiylimeyi ve yeni hiicrelerin olusumunu uyarirlar. Olusan yeni hiicrele rarapozisyon
bilgisini edinirler bu stirece arakatman adi verilir. Ara katman siireci farkli pozisyon
bilgilerinin hepsi elimine olana kadar devam eder. Pozisyonel bilgilerinin elimine
olmasi rejenerasyonun tamamlandigin1 gostermektedir [6]. Pozisyonel bilginin
eksiliginde rejenerasyon mekanizmasinda ne gibi degisiklik olacagini gbzlemlemek
adina yapilan bir arastirmada, aksolotun 6n kolunun (anteriyor) yaris1 alinarak arka
kolun yarisina doku nakli yapiliyor. Sonug olarak doku nakli yapilan yerde simetrik
(cift-posteriyor) 6n kol olusumu gozlendi. Daha sonrasinda olusan simetrik kola

yapilan ampiitasyon sonrast degisken uzunlukta ve karmagiklikta simetrik kol
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gozlendi. Aragtirma sonucunda pozisyonel bilginin blastema olusumunda ve

rejenerasyonda kritik role sahip oldugu gozlendi [9].

Uzuvun proksimal lokasyondaki hiicreleri blastema hiicrelerini olusturarak, bu
hiicrelerin pozisyonel bilgiyi edinmesi saglarlar [59]. Rejenerasyon yanit olustugu
anda blastema hiicrelerinin ve progeny hiicrelerinin pozisyonel bilgileri tekrardan
yapilandirilir. Bu 6zellige 6rnek verirsek, homeobox (HoxA) lokusunda ki genlerin
ekspresyonu iizerine yapilan gozlemde bu genlerin ekspresyonunun erken
rejenerasyon ve rejenerasyon sonrast evrelerde arttigi, ayni zamanda rejenerasyon
yanitiyla yeni pozisyonel bilginin olustugu goézlenmektedir [20], [60]. Olusan yeni
pozisyonel bilginin ilk basta plastik yapida olmas1 daha sonra farklilagsarak blastema
hlcreleri iginde sabit oldugu gosterildi [61], [62], [16]. Ampiitasyon sonrasi ampiite
olan uzuva disaridan verilen retinoik asitin farklilasmamis blastema oncesi hiicrelerin
pozisyonel bilgisi ile blastema sonrasi apikal ugtaki hiicrelerin pozisyonel bilgisini
tekrardan programlandirdigi gozlendi [62]. Amplite sonrasi uzuvda kalan farklilagmis
hiicreler ve blastema sonrasi olugan tomurcuk basal bolgedeki hiicreler, disaridan
verilen retinoik asite karst dayanikli oldugu belirtilmis ve pozisyonel bilgilerinde
herhangi yeniden programlandirilma gozlenmemistir [62], [31]. Retionik asit
reseptdr (RAR-32) pozisyonel programlamayi kontrol eder. Bu resepttr blastema
oncesi plastik evrede ve hiicrelerin blastema igine sitabil oldugu evrede aktif hale
gelir [63], [64], [65], [66], [67]. Pozisyonel bilginin yeniden programlanmasinda
reseptor kendi basina yeterli degildir [65].

Farklilasmamis blastema hiicresinin pozisyonel bilgisi degismeye hazirdir. Bu
hiicreler aksolot tizerinde farkli bir bolgeye nakledildiginde (erken blastema
tomurcuk (EB) ve gec¢c blastema (LB) apikal bolgesi gibi), o bdlgelerin
proksimaldistalinda ve anteriyor ekseninde herhangi arta kalan yapi
gozlenilmemektedir [16]. Doku nakli gerceklestirilen EB bdolgesinde T-box
transkripsiyon faktor (Tbhx5) ekspresyonun kayboldugu goézlenmektedir. Tbx5,
hiicrelerin orijinal bolgedeki posizyonel bilgisini belirleyen markerdir [16]. Bunun
yam sira, farklilasmis blastema sonrasi hiicrelerin ve ampiitasyon sonrasi uzuvda

kalan hucrelerin yeni bolgeleri nakli sonucunda arta kalan yapilarin olusumu
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g6zlenmektedir. GOzlenen sonuclara gore pozisyonel bilgi dereceli olarak blastema
hlcrelerinde sitabil oldugu kanitlanmistir [16].
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Sekil 4.4.1 Blastemadaki pozisyonel bilgilerin sitabilizasyonu sinir sinyallerinin kontrolii ile saglanir.
(A-F) solda bulunan resimler; greft dokunun alindigi organizma), sagda doku nakli ile agilanmig
hiicrelerin 1 ve 3 hafta sonra canli goriintiillerini gésteren ve en sagda, farkli blastema dokulari
asilandiginda ektopik biiylime tepkisini 6zetlemek icin biitiin montaj iskelet boyamasi gosterilmektedir.
(A) posterior cilt anterior yerlesimli bir yara bolgesine sapmig bir sinirle asilandigt zaman deri
modelinde ektopik uzuvlarin olusumu gozlenmektedir. (B-C) Erken blastemanin (EB) greftleri, deri
modeline asilandigi zaman ektopik uzuv olusumu tetiklemedigi; bununla birlikte,3.glinlin sonunda
sinirlerinden arindirilmis erken blastemanin asilanmasi ile segmentli ancak eksik bir rejenere olusumu
gozlenmektedir. (D) Geg blastemanin (LB) apikal ucunun greftleri ektopik uzuv olusumunu
tetiklemedigi gozlenmektedir. (E) Denerve EB de gozlenen sonuca benzer sekilde, denerve apikal-
LB'ler segmentli ancak eksik rejenere olusumunu indiikledigi goézlenmektedir. (F) LB'nin bazal
bolgesinden alinan dokunun nakli sonucunda tam desenli anterior / posterior ve dorsal / ventral yapilarla
uzuv rejenere olusumu goézlenmektedir [16].

Sinir hiicrelerinden farklilagmamig blastema hiicrelerine gonderilen sinyaller
pozisyonel bilginin tekrardan programlanmasinda énemli rol oynar. Rejenerasyon
stirecinde olan bir uzvun sinirlerini kestikten sonra alinan blastema dokusunun yeni
bolgeye nakledildikten sonra o bolgede ektopik uzuv olusturdugu goézlenmektedir
[16]. Aragtirmacilar, nakledilen doku pozisyonunun ¢oktan plastik evreyi gegtigi i¢cin
uzuv olusumu gozlenmis olabilecegini [16] ve aym zamanda noro-epitel

etkilesiminin dolayli sonucu olabilecegini fikir olarak beyan etmektedir [19], [37],
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[15], [74], [44]. Noron-AEC etkilesimi blastema hiicrelerinin plastik evrede
kalmasin1 saglar. Ampiite edilen uzvun pozisyonel bilgisi olusunca bu evreden
cikarlar. Sinir hiicrelerinin pozisyonel bilgiye katkisin1 6§renmek i¢in yapilan bir
arastirma sonucu, denervasyonun EB blastemasinin yeni uzuv olusturmasini
engelledigi gozlenmektedir [61]. Eger denervasyon rejenerasyonun son evrelerinde
uygulanirsa, rejenerasyon siiresinde takip edilen pozisyonel bilgiye sadik kalinarak
normal uzuv olusumu goriiniir fakat olmasi gerekenden daha kiigiik boyda
gbzlenmistir. Sonu¢ olarak, sinir hucreleri blastema hicrelerinin pozisyonel

plastisitesinisiirdiirmek i¢in gerekli oldugu gézlenmistir [61].

Diger hiicre tiplerinde (kas ve Schwann hiicreleri) pozisyonel bilgi hafizas1 yoktur.
Bu hiicre tipleri diger hiicreleri uyararak pozisyonel bilginin olusumunu saglayarak

blastema sonrasi EB olusumuna katkida bulunurlar [26].

Deri dokusu ile ilgili yapilan arastirmalarda, ampiite olan bdlgede bulunan ve yan
yana olan farkli pozisyona sahip deri dokularinin rejenerasyon sirasinda pozisyonel
hafizaya sahip oldugu gozlenmistir [69], [70], [74], [71], [26], [34], [17], [15]. Epitel
katmanin kaldirilmasi ve katmanlar arasi yer degisikligi rejenerasyon siirecinde bir
etkisi olmadig1 [69], [71], derideki motif-olusturan hiicrelerin dermis katmaninda yer
aldigt gozlenmektedir [70]. Dermal tabaka fibroblastlar ve deri pigment
hiicrelerinden olusur. Pigment hiicreleri rejenerasyon sirasinda motif olusumunda yer
almadig1 icin, motif-olusturan hiicrelerin fibroblastlar olabilecegi diisiiniilmektedir
[72]. Schwann hicreleri yeni uzuv olusumu igin gerekli motif-olusturan hiicreleri
takip ederek rejenerasyonu siirdiiriirler [27]. Bunun yani sira, kas doku hiicreleri
ektopik yap1 olusumunu uyarma kapasitesi vardir. Iskelet-kas dokusu farkl1 hiicre
tiplerinden meydana gelir. Bu hicreler; satellite, bag doku hiicreleri ve
miyoblastlardir. Kas hiicrelerinin yeni uzva nakli sonucunda o bolgede yeni motif
olusumunun uyarilmadig1 gozlenmektedir. Nakledilen hiicrelerin konak ortamin
posizyonel bilgisini takip ettigi gosterildi. Bu sonuca bagli olarak kas doku ile
baglantili olan bag doku hiicrelerinin (fibroblast) motif-olusturan hiicreler oldugu
varsayilmistir [27], [29]. Kikirdak doku hiicrelerinin rejenerasyon siirecinde kikirdak
olusumuna katkida bulundugu fakat bu rejenerasyon kapasitesinin organizmanin

yasiyla alakali oldugu gozlenmektedir [27], [73]. Yash organizmalarda bulunan
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kikirdak doku hiicrelerinin rejenerasyon siirecinde pozisyonel hafizayir kaybettigi
ayn1 zamanda sinirlt etkisi oldugu goézlendi. Geng organizmalarda bulunan kikirdak
dokunun pozisyonel hafizayr korudugu bulundu. Peri-iskeletal bag dokunun ise

pozisyonel hafizay1 yasa bagli olmadan korudugu gozlenmistir [26].

4.5. Mikrobiyota

Patojenik mikroorganizmalar, ge¢miste mikrobiyoloji alaninda genis capta
calisilmasina ragmen az sayida kisi kommensal bakterilerin yararina odaklandi [81].
Insan genom dizisi tamamlanmp yaymlandiginda [82], [83]. Julian Davies,
arastirmacilarin insan viicudu ve mikroplar arasindaki etkilesimi bulana dek basariya
ulasamadiklarini savundu [84]. Josha Lederberg, Insan mikrobiyomu terimini; canl
viicudunda yasayan, patojenik ve simbiyotik olan, insan viicuduna fayda saglayan
mikroorganizmalar olarak tamimlayan ilk kisiydi [85]. Insan mikrobiyotasinin,
Ozellikle insan bagirsak mikrobiyomunun incelenmesine ilgi, Kasim 2005'te Paris'te
Insan Mikrobiyom Projesi (HMP) baslatildi. HMP, cilt, vajina, agiz ve
gastrointestinal sistem dahil olmak iizere insan viicudunun bir¢ok yerini ele aldi.
HMP'nin amaci, c¢ok sayida viicut bolgesindeki insan mikrobiyomunun tipini
tanimlamak,  mikrobiyom  popiilasyonunu,  genotipini, mikroorganizma
metabolizmasint ve konak victdunda patojenik ve kommensal mikrobiyota

popiilasyonun ayirimi yapilarak konaga yarar ve zararlarini aragtirmaktir [86].

Insan viicudunda yasayan kommensal mikroorganizmalar butiintine mikrobiyota
denir. Farkli viicut bolgelerinde farkli miktarda bulunan ve gesitli mikroorganizma
tirlerini iceren mikrobiyotanin, anlamli olarak konak canlinin biyolojik
mekanizmalarinda biiylik rolii oldugu gozlenmektedir [87]. Yukarida bahsedildigi
Uzere mikrobiyota konagin bir¢ok farkli bolgesinde bulunurken bagirsakta yasayan
mikroorganizma ¢esitliligi, popiilasyonu ve konaga yarar1 bakimindan diger
bolgelere oranla daha fazladir. Bagirsakta yasayan mikrobiyal popilasyona bagirsak
mikrobiyotas: veya bagirsak florasi denir. Bagirsakta binlerce farkl: tiir, trilyonlarca
mikroorganizma igerir. Bagirsakta 35.000 farkl tiiriin bulundugu goriilmiistiir. Bu
cesitlilik, insan mikrobiyomunun, insan genlerinden yiiz kat daha fazla oldugunu ve

3 milyondan fazla gen icerdigini kanitlamaktadir [115]. Insan bagirsag
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mikrobiyotasinin kolonizasyonu dogumda baglar. Mikroplar dogum kanalindan yeni
doganlara gecmektedir. Bu gecis sebebiyle vajinal mikrobiyota, bebeklerin bagirsak
mikrobiyotasi ile benzerdir. Sezaryen ile dogan bebekler, vajinal yolla doganlardan
farkli mikrobiyal bilesimlere sahiptir. Mikrobiyal bilesimin bireyler arasinda farkli
olmasinin ilk nedeni budur. Mikrobiyal bilesimin degistirilmesi de zamana baglidir.
1 yasindan sonra mikrobiyal bilesim, ilk bagirsak mikrobiyotasini stabilize eder ve
yetigskinlikte yenden sekillenir [115]. Gut mikrobiyota, konakg¢ida bagirsak
hareketliligini diizenleme, esansiyel vitamin tretme, safra asidi ve steroidleri
doniistiirme, ksenobiyotik maddeleri metabolize etme, mineralleri emme ve
toksinleri, genotoksinleri ve mutajenleri aktive etme ve tahrip etme gibi birgok
faydali role sahiptir [114]. Gut bakterileri, keten tohumu, sebze, meyve ve igecekler
gibi bitki kaynaklarinda bulunan kimyasal bilesiklerin grubu olan lignalarin biyolojik
dontigimiinde rol oynar. Liganlar viicudu kardiyovaskiiler hastaliklara,
hiperlipidemi, meme kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri, osteoporoz ve menopoz
sendromuna karst korur [113].Bagirsak mikrobiyotasinin metabolik aktivitesi
karacigerin metabolik aktivitesine hemen hemen esittir, bu nedenle bagirsak

mikrobiyosunun ek bir organ olarak diisiiniilebilir [115].

Biitiin bu degigkenler gbz Oniine alindiginda mikrobiyotanin 6nemi ve etkisi,
aragtirmacilari1 bu alana dogru yonlendirmektedir. Mikrobiyota kompozisyonu
bakterilerden, viriislerden, mantarlardan ve protozoalardan olugsmasina ragmen
aragtirmalarin  bliylikk kismi1  ¢esitli  hastaliga sahip bireylerdeki bakteri
kompozisyonuna dayalidir. Saglikli bir bireyde olmasi gereken bakteri
kompozisyonundaki tiir ¢esitliligin hastalik aninda gelisen tir degisikliginin
hastaligin  ilerlemesinde  veya engellemesindeki etkisi  arastirilmaktadir.
Mikrobiyotakompozisyonundaki mantar, protozoa ve virlsler ile ilgili literatlr

calisma sayis1 azdir [88].

4.5.1. Mikobiyom

"Mikobiyom" terimi, mikrobiyom mantar toplulugunu tanimlamak ig¢in
kullanilmaktadir. Mikobiyom c¢alismalar1 sirasinda aragtirmacilar birka¢ zorlukla

karsilagsmaktadir. Birincisi, bakteriyel biyokiitle karsilastirildiginda, kii¢iik mantar
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biyokitle yiizdesi bulunabilirligi [89], [90], Ikincisi, mantar hiicrelerinin niikleik
asidini izole etmede zorluk, tguncusl, taksonomik gorevlendirme icin veri tabani

eksikliginden dolay1 mantar tiirlerini ayirt etmek zordur [91], [92, [93].

Mevcut fungaltaksonomik veritabanlari, ITS icin UNITE, mantara ait 18S ve 28S
rRNA genleri icin SILVA ve mantara ait 28S rRNA genleri icin RDP
caligmalarindan olusur [94], [95], [96]. Her ne kadar bu zorluklarin varligr olsa da,
mikobiyom caligmalari, konakei ile iliskilerini anlamayr ve insan mikobiyomun,

saglik ve hastalik patolojisinde ayrilmaz bir rol oynadigini gostermistir [97].

4.6. Mikrobiyota ve MikobiyomKompozisyon Analizinde Kullanilan Araclar

4.6.1. Yeni Nesil Dizinleme Teknolojisi

DNA dizinleme teknolojilerinin ve molekiiler biyoloji tekniklerinin gelismesi ile
mikrobiyota analizleri kolaylikla yapilmaktadir. Yeni nesil dizinleme (NGS) en ¢ok
kullanilan dizinleme teknolojisidir. Diger dizinleme teknolojilere oranla daha ucuz
ve hizlidir. Yeni nesil dizinleme teknolojisi ¢esitli uygulamaya olanak saglamistir
[98]. Bu teknoloji genomik, transkriptomik, epigenomik ve metagenomik
analizlerindeki onemli sorularin ¢6ziimlenmesine yardimci olmaktadir. Yeni nesil
dizinlemeteknolojisi genel {i¢ ana is akisindan olusur; kiitiiphane hazirligi,

sekanslama ve veri analizi [99].

Yeni nesil dizinleme teknolojisi konakta yasayan kommensal mikrobiyotanin
kompozisyonunu, populasyonunu, mikroorganizma tirlerini ve tiirler arasindaki
genetik soy agacini analiz etmemizi saglamaktadir. Yeni nesil dizinleme teknolojisi
hedef amplikona veya birka¢ filogenetikmarker genine odaklanir. Mikrobiyal
cesitlilik analizlerinde genellikle 16STRNA geni kullanilirken [100], kommensal
mantar kompozisyonunu analiz etmek icin 18SrRNA geni ve internal ara bolgeler
(ITS) bolgeleri kullanilir[94], [95], [96].
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4.6.1.2. 16S rRNA Dizinleme Teknigi

Bakteriyel mikrobiyom, tum prokaryotlarda bulunan essiz 16Sribozomal RNA
(rRNA) genine sahiptir. 16S rRNA geni, ribozomun esansiyel bolimunu kodlar. Bu
kisim, bakterilerin tanimlanmasi igin belirleyici olan hiperdegisken bolgelerden

olusmaktadir. Toplamda 9 tane (V1-V9) hiperdegisken bolge vardir.

16S rRNA
Geni

vl v2 v3 Vv4 v v6 v7 v8 V9

Sekil 4.6.1 Pembe alanlar 16S rRNA geninde ki hiperdegisken bolgeleri gdstermektedir.
Hiperdegiskenler arasinda bulunan bolgeler korunmus boélgelerdir [116].

Bu hiperdegisken bolgeler, 6zel primerler ilepolimeraz zincir reaksiyonun (PZR) da
cogaltilir. Cogalatilicak hiperdegisken bolge arastirmanin amacina gore degiskenlik
gosterir. Aragtimalarda en c¢ok kullanilan hiperdegisken bolge genellikle V3-V4
bolgeleridir. PZR amplifikasyonu sonrasi, 16S rRNA geni dizinlemesi yapilir.

Dizinleme sonrasi ortaya ¢ikan databiyoinformatik araglar ile analiz edilir[101].

4.6.1.3. ITS Dizinleme Teknigi
Mantar tiirleri 1920'den beri temel mantar kiltlirii teknigi ile ekilmis ve analiz

edilmistir. Morfolojisi ve bilyiiyen yapist, siteril sivi ortam siselerinde gozlemlenerek
diistinilmistir [102]. Ancak, temel kaltir yontemleri insan mikobiyomunun en
bliyiik boliimiinii olusturan tedavi edilemeyen mantarlar icin yeterli degildir. Yeni
nesil dizi (NGS) yontemleri, mantar tlirlerini dogrudan ve verimli bir sekilde
siralayan kiiltirleme yontemlerinin sinirlandirilmasindan sonra gelistirilir [103].
NGS, 18S rRNA, 5.8S rRNA, 28S rRNA genlerinden ve dahili transkripsiyonlu
aralik bolgelerinden (ITS) olusan mantar ribozomal RNA (rRNA) gen kiimesi iginde

bulunan mantar temizlik genlerini hedeflenir. Bu amplikon bazli teknoloji, hem
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tedavi edilemeyen hem de yetistirilebilen mantar tiirlerini karakterize etmek igin
kullanilir [104]. NGS, numune toplama, DNA ekstraksiyonu,polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) amplifikasyonu, siralama ve veri montaj analizi dahil olmak tizere

birka¢ 6nemli islemden olusur.

Numune toplama, mikobiyomun haritalandirilmasi i¢in ilk islemdir. Her bir viicut
bolgesi farkli 6rnekleme islemlerine sahiptir, drnegin cilt mikrobiyomu kazima ve
temizleme teknikleri kullanilarak toplanir, ancak gastrointestinal mikobiyom ig¢in
disk1 mikobiyom analizinde kullanilir [105], [106], [107]. Ornek toplama sonrast,
16S rRNA dizinleme islemi icin Uretilen ticari DNA izolasyon kitleri ile 6rneklerden
DNA izolasyonu yapilir [88].DNA izolasyon protokolii sona erdiginde, yeni nesil
sekanslamayontemi ile hedef alinan mantara ait rRNA genlerinin 6zel bolgelerini

hedef alan alternatif primer setleri ile buyttultr [103].

ITS1FATS2 LRORLRS-F

185_0067a_deg/NSR_399 3z 1-1TS2F3271-TS2R
NL1/NL4 E
185 ITS1 [BBS ITS2 285
ITS1FNTS4

Sekil 4.6.2 Fungal ribozomal gen kiimeleri ve 6zel primerlerin baglandig primer dizileri gosterilmistir
[103].

Tim 18S rRNA uzunlugu diziliminin kisitlanmasi, dokuz hiperdegisken bdlgeye
odaklanmasina neden olur; V1 ila V9 (9-12). V4 bolgesi Okaryotlardaki en biytk
degisken bolgedir, bu nedenle en belirgin olan Okaryotik c¢esitlilik calismalar
cogunlukla V4 ve V9 bolgelerine odaklanir [108]. Hiperdegiskenve ITS bolgeleri
icin primer setleri se¢imi, biyolojik ¢esitlilik sonuglarinin verimliligini etkiler, bu
nedenle primer tasarimi onemlidir. Tim Okaryotlarin rRNA bolgeleri ig¢in ayni
primerin kullanilmast biyolojik g¢esitlilik degerlendirmesinin derinligini smirlar

[109].
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Farkli numunelerin PCR ile elde edilen amplikonlar, Roche 454, IlluminaHiSeq-
MiSeq ve lon Torrent gibi farkli sekans teknolojileri ile sekanslanir [110].
Bu siralama teknolojileri bilisim analizinde islenen yiiksek veri ¢iktisini saglar.
Biyoinformatik araglari, filogenetik analizlere, fungal gruplarin B ve a ¢esitlerine ve
operasyonel taksonomik birimlerin (OTU'lar) atanmasina olanak tanir [111], [112].

Son olarak, veritabanlar1 amplikon dizileri ile karsilagtirilir.

4.7. Mikrobiyota Rejenerasyon Iliskisi

Mikrobiyotanin rejenerasyona katkisi heniiz tam anlamryla anlagilamamaktadir.
Mikrobiyota rejenerasyon iligkisini anlamaya dayali yapilan arastirmalarda,
mikrobiyotanin rejenerasyon mekanizmasindaki etkisi degiskenlik gostermektedir.
Kok hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagma siireci iizerine yapilan birkac arastirmada,
mikrobiyotanin rejenerasyon mekanizmasindaki roliiniin olumlu veya olumsuz
olabilecegi gozlenmektedir [144], [145].

Memelilerin bagirsak epiteli 3-5 giin arasinda siirekli yenilenerek bagirsakta
olusabilecek hasarlar1 engellerler. Bagirsak epitel katmanlarmin yenilenmesini
uistlenen kok hiicreler cesitli hiicre tiplerine farklilagarak yeni fonksiyonel hiicreler
olustururlar. Memelilerdeki bagirsak kok hiicreleri bagirsak duvarindaki kor gegit adi
verilen 0zel cukurlarda bulunurlar [139]. Kok hiicre farklilasmasinda konaga ait
metabolik olaylarin ve faktorlerin rol oynadigi bilinmesine ragmen komsu gut
mikrobiyotanin rolii kesin olarak bulunamamaktadir [140]. Yukarida bahsedildigi
gibi, ¢esitli konak fonksiyonlarinin yerine gelmesinde, metabolik, immiin yanit
olusumu ve vaskiiler gelisimin {izerinde mikrobiyotanun etkisi oldugu
gozlenmektedir [141]. Bu fonksiyonlarin diizenlenmesindeki en Onemli etkenin
mikrobiyal metabolitler olabilecegi diisiiniilmektedir. Mikrobiyal metabolitler konak
hiicrelerinde ve hiicreler arasinda hizlica yayilabilen kiiciik molekiillerdir [142].
Mikrobiyal metabolitlerin bagirsak kok hiicre farklilagmasinda ve ¢ogalmasindaki
etkisini anlamak i¢in yapilan bir arastirmada, vahsi tip farelere farkli dozlarda oral
yolla butirat verildi [144]. Bdatirat lifli yiyeceklerin tiketimi ile bakteri
fermentasyonu sonucu dretilen mikrobiyal ~metabolittir [143]. Cogunlukla
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memelilerin kolonik liimeninde fazlaca vardir. Mikrobiyota tarafindan iiretilen
bitiratin bagirsak duvarinda bulunan kor gegitlere ulgsarak orda bulunan kok
hiicrelerin ¢ogalip farklilasmasini engelledigi gbzlendi. Kiiciik dozlarla beslenilen
farelerdeki kok hiicre ¢ogalimi bir siire sonra geri doniistiirebilir olmasina ragmen
yuksek dozla beslenilen farelerde hiicre 6liimleri ve buna bagli hasarin kalict oldugu
gOzlendi. Kor gegitin kok hiicre farklilasmasi ve hareketliligindeki 6nemini anlamak
icin deney hayvani olarak zebra baligi kullanilmaktadir. Zebra baliginin bagirsak
duvarinda dogustan kor gegitlere rastlanilmamaktadir. Kor gecitlerinin olmamasi
sebebiyle kok hiicreler direk bagirsak liimenine maruz kalir. Zebra baliginda ayni
zamanda biitirat iireten enzime sahip bakterilere sahip degildir [144].

Zebra balig1 vahsi farelerde oldugu gibi biitiratla tedavi edilmektedir. Biitiratin etkisi
gbzlendiginde, bagirsak cikintilarinda bulunan epitel hiicrelerinin ¢ogaliminm
baskiladig1 gozlendi. Iki deney grubunu karsilastirilirsa, kor gegitler biitiratin kok
hiicrelere ulagmasini engelledigi dolayli olarak kok hiicreler ilizerindeki baskilayict
etkisini azalttigt gozlenmektedir. Sonuclar1 destelemek i¢in yapilan son deney
grubunda, dekstran sodyum siilfat ile tedavi edilen farelerde kolonik iilser olusumu
gbzlenmis ve sonug olarak yok olan kor gegitler biitiratin kok hiicrelere ulasmasini
engelleyemedigi i¢in epitelyum hiicrelerde yenilenmenin durdugu goézlenmektedir.
Bu caligma baz1 organizmalar viicut icerisinde 6zel mimari yapilara sahip oldugu,
kor gegit gibi, ve bu mimari yapilarin mikrobiyal metabolitlerin kok hiicre ¢gogalimi
tizerindeki etkisini kisitladig1r gézlenmektedir. Bu aragtirmada kullanilan mikrobiyal
metabolit biitiratin  kolon epitel hiicreleri icin enerji kaynagt oldugu da
gozlenmektedir. Bu epitel hiicreler biitirati yakarak kok hiicrelere ulagmasini
engeller. Arastirma sonucu biitiratin rejenerasyon lizerinde negatif etkisi olmasina
ragmen arastirmacilar, biitiratin bagirsak epiteli lizerindeki hasar sonucu kok hiicre
cogalimim kisa siireligine etki etmesine ragmen aslinda uzun siireli olarak konaga
yardimer olabilecegini diisiinmektedirler. Bagirsak epitelinde hasar sonucu biitirat
genotoksik ltmen igerisinde kok hicre bolinmesini engelleyerek kolon kok
hiicrelerinin kanser hiicrelere donlisme riskini azaltabilir ve kok hiicrelerin
yayillimiin gecikmesi epitel tabakanin yaray1 veya iilseri kapatmasina izin vermesi
sayesinde direkt liimen ile temasini engelleyerek kok hiicreler i¢in giivenli bir ortam

saglanmis olabilecegi savunulmaktadirlar [144].
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Mikrobiyotanin gut epitel rejenerasyonunda ki etkisini anlamaya dayal1 yapilan bir
diger arastirmada, Lgr5-GFP fareleri igeriginde laktik asit tireten bakterileri (LAB)
iceren, Bifidobacterium and Lactobacillus spp., probiyotikle 5 giin boyunca
beslenilmektedir. Diger yandan baska deney grubu fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) ile beslenilmektedir. 5 giiniin sonunda probiyotikle beslenen farelerin kor
gecitlerdeki epitel katmanda artis ve buna bagl olarak kok hiicrelerinde, Paneth
hicrelerinde ve Goblet hicrelerinde artis gozlenmektedir ayn1 zamanda bagirsak
igerisinde diger mikrobiyal metabolitlere oranla fazla miktarda laktik asit gozlenildi.
Diger yandan PBS ile beslenen farelerde ise kor gecitin yapisinda ve diger
fonksiyonel hiicrelerde artis gozlenilmemektedir. LAB tarafindan firetilen laktik
asitin bagirsak kor gegitine nasil ulastigini anlamak icin, fareler 5 giin boyunca
icerisinde laktik asit bulunan icme suyu ile beslenilmektedir. Deneyin sonunda kor
gecitteki oksijen tliketim orani ve hiicredisi asitleme orani ( glikoliz gostergesi)
Olciilmektedir. Kor gegitin bazal katmaninda 6l¢iilen oksijen tiiketim oraninin laktik
asit ile beslenen hayvanlarda PBS ile beslenenlere gore daha fazla oldugu
gozlenilmektedir. Hiicre dis1 asitleme oraninda PBS ile beslenenlerle laktik asit ile
beslenenlerde anlamli bir farklilik gézlenilmektedir. Bu sonuglara gore laktik asit ile
beslenen farelerin kor gegitlerinde mitokondriye bagli solunumda artis
gozlenilmektedir. Buna bagli olarak laktik asitlerin kor gecitlerin dibine kadar
ulasgtigr gozlenmektedir. Laktik asit Ureten bakterilerin kok hucreye etkisini anlamak
icin, vahsi tip L.plantarum ve laktik dehidrogenaz faaliyeti eksik olan L. Plantarum
ile yapilan hiicre kiiltiiriin sonucuna gore, laktik dehidrogenaz faaliyeti eksik olan L.
Plantarum kiiltirde kok hiicre ve diger fonksiyonel hiicrelerde azalma
g6zlenmektedir [145].

Karaciger hizli rejenerasyon kapasitesi sahip organdir. Bir¢ok metabolik ve
fonksiyonel mekanizmalar bu rejenerasyonda gorev almaktadir. En  Onemli
kimyasallardan olan safra asidi karaciger yenilenmesinde anahtar metabolittir [146].
Safra adisinin rejenerasyona katkisini arastirmacilar gut-karaciger eksenindeki gut
mikrobiyota ve safra asidi arasinda olan ¢ift yonli iletisimin biiyiik bir etken
olabilecegi diisiiniilmektedir. Gut mikrobiyotasinin safra asit homeostazini
dizenlemede  o6nemli  role sahiptir  [147].  Mikrobiyotanin  karaciger

rejenerasyonundaki etkisini incelemek i¢in yapilan aragtirmada, deney farelerin
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karacigerinin 2/3 i kesilip atiliyor kesilme sonras1 karaciger rejenerasyonu siirecinde
bakteri mikrobiyota profili gézlenmektedir. Kesim sonrasit 9 giin sonra karaciger eski
haline donmektedir. 16S rRNA teknigi ile 9 giin boyunca gelisen mikrobiyal
cesitlilik analizi yapilmaktadir. 1.glin ve 9.giin arasinda gozlenen bakteri profilinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak degisiklik gozlenilmemektedir.
En ¢ok gortlen filumlar Bacterioidetes ve Firmicutes’tir. Analizler sonucu karaciger
yenilenmesi boyunca Bacterioidetes miktarinda artis goriintirken karsilikli olarak
Firmicutes miktarinda azalma go6zlenmektedir. Bakteri mikrobiyota profilini
cikardiktan sonra karaciger yenilemesine katkisini analiz etmek i¢in karaciger gen
profilleri ¢ikarilmaktadir. Sonuglara gore 06zel biyolojk yolaklar karaciger
yenilenmesinin diizenlemesinde dnemli rol oynadigi gézlenmektedir. bu sonuglar
incelendiginde safra asidinin gut mikrobiyota ile iliskisi karaciger yenilenmesinde

biiyiik rolii oldugu gézlenmektedir.

Bakteri mikrobiyota rejenerasyon iliskisi hakkinda bir¢ok arastirma olmasina ragmen

fungal mikrobiyota rejenerasyon iliskisi literatiirde bulunmamaktadir.

4.8. Aksolotl Kol Rejenerasyonundaki Bakteri Mikrobiyota Profili

Aksolotl organizmasinin ampiitasyon sonrasi blastema Oncesi ve blastema olusumu
stirecindeki bakteri profillerinin degisimini inceleyen arastirmada rastegele segilen
54 aksolotltan 6 deney grubu olusturulmaktadir. Her deney grubunda 3 replika
gozlenmektedir. Bu deney gruplari, rejenerasyon mekanizmasindaki en Onemli
zaman dilimlerine gore ayrilmaktadir. Ampiitasyon sonrasi 0.glin ve 1.giin de alinan
ornekler rejenerasyon baslangi¢ sathasi olan yara epiteli olusumunu, 4.giin ve 7.giin
de alinan ornekler erken rejenerasyon sathasi olan yara cevresindeki epitelyum
hiicrelerin ve sinir sinyalleri ile etkilesime girip apikal epitel sapka olusumunu
uyararak kok hiicrelerin farklilasmasiyla blastema olusumunu, 30.giin ve 60.gln de
alman Ornekler ise yeniden gelisim safhasi olan hiicrelerin siirekli bdliinerek
cogalmasi ve ampiitasyon sirasinda kaybedilen dokularin bir araya gelerek yeni uzuv

olusumunu temsil etmektedir. Kontrol grubu olarak 0.giin, 30.glin ve 60.giin deney
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gruplarinin akvaryumundan alinan 100 ml lik su gozlenmektedir. Her bir deney
grubundan alinan 6rnekler 16S rRNA teknigi ile dizinlenip biyoinformatik araglarla
mikrobiyal c¢esitlilik ve zenginligi analiz edilmektedir. Beta cesitlilik analizine gore

her deney grubu kendi igerisinde kiimelesme olusturarak anlamli olarak

ayrilmaktadir.

—_ Deney Gruplarn

ﬁ 1_dpal

o 2_dpal

8, »3_dpad

o 4_dpa?

R 5_dpa30

- 6_dpa60
7_Aqua

|
4 4

Axis.1 [28.4%)

Sekil 4.8.1 Aksolotl rejenerasyonu sirecinde Beta gesitlilk analizi [138]

Beta cesitlilik analizine gore 0.giin ve 1.glin 6rnekleri diger deney gruplarindan ayri
birbirleri ile kiimelestigi, kontrol grubu aqua Ornekleri kendi icerisinde bagimsiz
olarak kiimelestigi, indeksin orta kisminda 30.giin ve 60.glin 6rneklerinin bir araya
klimelestigi  gbzlenmektedir. 4.giin  ve 7.giin Ornekleri kendi igerisinde
kiimelesmesine ragmen 7.glin ornek replikalarinin bu kiimelesmeden ayrildigi

gozlenmektedir. 30.giin replikalarinda da bu ayrisma gézlenmektedir.
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Sekil 4.8.2 Aksolotl rejenerasyon siirecinde beta gesitlilik analizine gore bakteri mikrobiyotasimnin
hiyerarsik kiimelesmesi [138]

Beta c¢esitlik analizinin hiyerarsik kiimelesmesine gore, deney gruplarindaki bakteri

mikrobiyota ¢esitliligine gbre anlamli olarak birbirinden farklilik gostermektedir.
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Taksonomik ¢esitlilik incelendiginde deney gruplari arasindaki mikrobiyal ¢esitlilik
deney gruplart icerisindeki mikrobiyal ¢esitlilige gore daha fazla oldugu gozlendi.
kontrol aqua ornekleri diger deney gruplarindan tamamen ayrilarak bagimsiz bakteri
mikrobiyal g¢esitlilik gdézlenmektedir. Taksonomik cesitlilik analizlerine gore

Bacteroidetes, Firmicutes, Protebacteria, Actinobacteria ve Verrucomicrobia

filumlar1 gézlenmektedir.

Goreceli Bolluk

ey
"IUEMI!!!lg llllll

o

Day0RY
DayORXN
Day0f
y1i
Day1R
Doyt R
DaydR1
DaydR2d
DaydR
Day30RN

Day?
C

Filum [l ~crovacteca | Fumncutes [l Protectacsena
W escorcsetes Jllomers [l Vorrucomiersia

Sekil 4.8.3 Blastema oOncesi ve blastema olusum siirecinde giinlere bagli orneklerin biyolojik
replikalarimin filum diizeyinde taksonomik ¢esitliligi [138]

Filum diizeyindeki bakteri mikrobiyota zenginligi deney gruplarinda cesitlilik
gostermesine ragmen her deney grubundaki replikalarindaki bakteri mikrobiyota
zenginligini anlamli olarak birbirine yakin oldugu gozlenmektedir.  Filum
diizeyindeki taksonomik cesitlilik sekline gore az miktarda belirlenemeyen filum

duzeyi gozlenmektedir [138].
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5. MATERYAL VE METOT
5.1.Etik Beyan

Bu calisma Mart-Haziran 2019tarihleri arasinda Istanbul Medipol Universitesi
Rejeneratif Ve Restoratif Tip Arastirmalar1 Merkezi (REMER)’de gergeklestirildi.
Yapilan deneysel calisma 38828770-604.01.01-E.10834 say1 ile Istanbul Medipol

Universitesi, HayvanDeneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alindu.

5.2.Hayvan Bakim

Calismada kullanilan aksolotlarAmerika’nin Kentucky eyaletinden getirtilip, istanbul
Medipol UniversitesinTibbi Arastirmalar Merkezi’nde (MEDITAM) canlilarin

bakimi ve yetistirilmesi yapildi.

Akvaryumlarin igerisine Holtfreter soliisyonu konularak canlilar i¢in uygun bir ortam
olusturuldu. Ortamin sicakligi 18+2 °C arasinda deney boyunca sabit tutuldu.
Aksolotlar giinde bir kez temel gida ile beslendi (JBL Novo LotIM, Neuhofen,

Germany).

5.3.Hayvan Sec¢imi ve Deney Dizaym

Arastirmada kullanilmak {izere, kardesler arasindan rastgele 54 adet aksolotl segildi.
Aksolotlarin boylar1 15-12 cm arasinda degismektedir. Secilen aksolotlar her bir
akvaryumda 9 ar hayvan olacak sekilde kiiboid seklindeki 6 farkli akvaryuma
ayrilmistir. Akvaryuma yerlestirilen aksolotlar kendi i¢lerinde gruplara ayrilmistir.
Her grupta, 9 hayvan rastgele U¢ biyolojik replikaya (R1, R2 ve R3) ayrilarak
sonuglarin tekrarlanabilirligi degerlendirildi. Alt gruplara ayrilan aksolotlar, deney

boyunca tek bir canli olarak varsayildi.
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Sekil 5.3.1 Ampiitasyon sonrasi kesilen bolgeden alinan 6rnek (Dpa0), ampiitasyon sonrasi (dpal) 1.giin de
alman ornek, 4.giin (dpa4), 7.giin (dpa7), 30.giin (dpa30) ve 60.giin (dpa60) de alinan drneklerin biyolojik
replikalari ile gosterimi.

5.4. Biyolojik Replika Olusturma
1.Grup

Blastema olusumu ncesi 0.giin replika 1: Deri
Blastema olusumu 6ncesi 0.giin replika 2: Deri
Blastema olusumu 6ncesi 0.giin replika 3: Deri
2.Grup

Blastema olusumu 6ncesi 1.giin replika 1: Deri
Blastema olusumu 6ncesi 1.giin replika 2: Deri

Blastema olusumu 6ncesi 1.giin replika 3: Deri
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3.Grup

Erken blastema sathasi 4.glin replika 1:
Erken blastema safhas1 4.giin replika 2:
Erken blastema safhas1 4.giin replika 3:

4.Grup

Erken blastema safhas1 7.giin replika 1:
Erken blastema safhas1 7.giin replika 2:
Erken blastema sathasi 7.glin replika 3:

5.Grup

Blastema sonrasi satha 30.giin replika 1:
Blastema sonrasi safha 30.giin replika 2:

Blastema sonrasi satha 30.gun replika 3:

6.Grup

Blastema sonrasi safha 60.giin replika 1:
Blastema sonrasi satha 60.giin replika 2:

Blastema sonrasi satha 60.giin replika 3:

Deri
Deri

Deri

Deri
Deri

Deri

Deri
Deri
Deri

Deri
Deri
Deri

5.5. Kullanilan Laboratuvar Malzemeleri

5.5.1. Sarflar
Sarf Malzeme Adi Firma Katalog Numarasi
%0.1 TrikainMesilat Sigma E10521 veya MS-222
DNeasy kan ve doku kiti | Qiagen 69504
Metagenomik DNA Epicentre MGDO08420
izolasyon Kiti

Qubit dsDNA BR assay ThermoFisher Q32850
Taq 2x Mastermiks NEB MO0270L

AgencourtAMPure XP | Beckman A63881

Kiti
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MiSeqV2 500 dongu Kit | HHlumina MS-102-2003

Nextera [llumina 20018705

Agarose Wisent Bio Products 800-015-EG
10x Bluejuice Loading | ThermoFisher Scientific 10816015

Tamponu

2-Log DNA Ladder (0.1- | NEB N3200L

10.0 kb)

SYBR™ Safe DNA Gel | ThermoFisher Scientific S33102

Stain

Tablo 5.5.1.:Deneyde kullanilan 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

e Termal Dongii Cihazi

e Qubit Cihaz1

e Sekanslama Cihazi

e AMPureMagnetik Cekici

e Pipet Takimi
e Elektroforez
e Santrifij

e \ortex
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5.6. Anestezi
Ampiitasyon islemi gergeklesmeden oOnce, aksolotlar Trikain Mesilat anestezik

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

anestezi altina alindu.

5.7. Amputasyon ve Orneklerin Toplanmasi

Anestezi altina alinan hayvanlar, sag 0n uzvun zeugopod bolgesinin orta kismindan
amplite edildi. Ampiitasyon sonrasi aksolotlar 6 ayr1 gruba bdliinerek uzuv
rejenerasyon siirecinde gerceklesen ii¢c ana safhanin gozlemi yapildi. Gruplar
rejenerasyonun baslama siiresine gore; 0. ve 1. giin (dpa0 ve dpal) rejenerasyon
baslangic sathasi, 4. ve 7. giin (dpa4 ve dpa7) erken balastema ve 30. ve 60. gin
(dpa30 ve dpa60) ge¢ blestama olusumu olarak isimlendirildi. Giinlere gore ayrilan
gruplardan deri Ornekleri toplandi. Aksolotlar arasi varyasyonu azaltmak igin,
aksolotlardan aliman her U¢ Ornekten havuz hazirlanarak, bu havuz butiin olarak
kabul edildi. Ornekler toplandiktan hemen sonra siv1 azot ile hizlica donduruldu ve
-80 e konularak genomic DNA izolasyonu icin muhafaza edildi. DpaO ve dpal deri
ornekleri, kesim bolgesi ¢evresindeki yaklasik 1 mm dokudan izole edildi. Dpa4 ve
dpa7 deri Ornekleri, yeni olusturulan blastemanin kaldirilmasiyla, ampiite edilen
bolgenin 0.5 mm arka doku bolgesinden ¢ikarilarak izole edildi, 0.5 mm arka
dokunun secilmesinin sebebi, kdk / progenitdor hicrelerin farklilagtirilmasi igin
onemli bir bolge oldugu bildirildi. Yeni olusturulan uzuvlarda restore edilen
dokularin mikobiyomorneklerini almak i¢in dpa30 ve dpa60 ornekleri, tekrar orijinal

kesim bolgesinden toplandi.
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Ayrica akvaryumdaki sivi icerisinde mikobiyom kompozisyonunu analiz etmek i¢in
3 aksolotldan 0. Giinde, 3 aksolotldan 30.glnde ve 3 aksolotldan 60.ginde 100 mL

su alindi. Alinan sular havuz haline getirilerek “Aqua” kontrol grubu olusturuldu.

S ——— n=3 (Her Replika igin)

|

Omek N
Toplama Sl
Aksolotl u
Deri DNA lzolasyon Aqua
v
PZR

|

16S rRNA KOtUphanesi
hazirligt ve Dizinleme

l

Veri Analizi

l

Tirlerin Siniflandiriimasi

Sekil 5.3. Method isleyis sirasi



5.8. Genomik DNA lzolasyonu

Toplananderidrneklerinden genomik DNA'y1 izole etmek i¢in DNeasy Kan ve Doku
Kiti (Qiagen, Katalog No. 69504) kullanildi.

DNeasy Kan ve Doku Kiti protokol:

Siv1 azotla dondurulan -80 de bekleyen deri 6rnekleri bulundugu dolaptan
cikarildi.

Ependorf tupleri igerisindeki deri 6rneklerine 180 ul ATL tamponu ve 20 pl
Proteinaz K Soliisyonu eklendi.

Deri 6rnekleri tamamen ¢6ziilene dek 56 °C*de inkiibe edildi.

Ependorf tlipler homojenize olmalar1 adina 5 — 10 dakikada bir vortekslendi.
Tamamen ¢6ziilen dokularin tizerine 200 pul AL tamponu eklenip tekrar
vortekslendi.

Ornekler 56 °C*de 5 dakika inkiibe edildi.

Ardindan tliplere 200 pl saf etanol eklenerek homojenize olmalari i¢in
vortekslendi.

Doku cozeltileri iyice pipetle karistirilarak,DNeasy Mini kolon tlplerine
aktarildi.

1 dakika, 6000 x g’de santrifiij edildi. DNA, kolonlardaki membrana
yapismasi beklenildi.

Toplama tiiplerindeki s1vi kisim atik ¢opiine dokiildii.

Spin kolonlarma 500 pl AW1 tamponu eklenerek 1 dakika, 6000 x g’de
santriftj edildi.

Toplama tiplerindeki sivilar atik ¢opiine dokiildii.

Spin kolonlarina 500 pl AW2 tamponu eklenerek 3 dakika, 20000 x g’de
santriftj edildi.

1,5 ml hacimli siterilependorf tlipleri kolonlarin altina yerlestirildi.

Spin kolonlarina 100-200 ul AE tamponu eklendi ve oda sicakliginda, 1
dakika inkube edildi.

Inkiibe ettikten sonra 1 dakika, 20000 x g“de santrifiij edildi.

Bu basamakta membrana yapisan DNA, membrandan alindu.
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Akvaryumdan alinan su 6rneklerinin izolasyonu icin Metagenomik DNA izolasyon
Kiti (Epicentre, katalog no: MGD08420) kullanildi.

Metagenomik DNA izolasyon Protokol:

e Alman su 6rnekleri igerisinde bulunan atiklarin ayristirilmasi igin, 6rnekler
siteril filtreden gecirildi.

e Hicreler filtrenin membraninda birikir. Membran, siteril makas veya siteril
pens yardimiyla alindi. Alinan membran 4 parcaya kesildi. Kesilen parcalar
50 ml likfalkon igerisine, membranda ki hiicrelerin bulundugu ylizey
falkonun merkezinde olacak sekilde yerlestirildi.

e Falkon icindeki membran kurumadan once, kit icerisinde bulunan 1 ml lilk
filtre yikama tamponunun i¢ine 2 pl Tween 20 eklendi. Hazirlanan %0.2
likTween 20- filtre yikama tamponundan 1 ml alinarak, membraninlarimizin
bulundugu 50 ml likfalkona eklendi. Yikama sonucu membran yiizeyinde
bulunan mikroorganizmalara ulasildi.

e Filtre parcalarini yeniden 1slatmak i¢in tiipli diisiik ayarda vortekslendi. Daha
sonra ara ara 2 dakika boyunca ayari en yiiksek hiza yiikseltilerek
vortekslendi.

e Hucre stspansiyonunu temiz birmikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Ardindan
hicreleri peletlemek icin tiipl 2 dakika boyunca 14,000 x g'de santrifijlendi.
Santrifiij sonrasinda siipernant atilarak pellet izerindne deneye devam edildi.

e Pelleti 300 Bul TE Tampon icinde yeniden slispanse edildi. Daha sonra hiicre
siispansiyonuna 2 puL. Ready-LyseLysozyme soliisyonu ve 1 pul RNase A
eklendi. Ardindan vortekslendi.

e 37 °C de 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

e Tiipe 300 ul Metal Meta-Lizis Soliisyonu (2X) ve 1 ul Proteinaz K eklenerek
vortekslendi.

e TiUm ¢ozeltinin tiiplin dibinde olmasint saglamak i¢in tiipii kisa siireli olarak
santriftjlendi.

e 65 °C de 15 dakika boyunca inkiibe edildi.
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Oda sicakligina sogutun, daha sonra 3-5 dakika boyunca buza koyuldu.

Tiipe 3 ul MPC Protein Precipitation Reaktifi eklenerek 10 saniye boyunca
kuvvetlice vortekslendi

Vorteks sonrasi, 4 °C'de 14.000 x g'de 10 dakika boyunca santrifiijlendi.
Santrifiij sonrasi, 1,7 ml lik hacimli siteril yeni tiipe siipernant alinarak pellet
biyoatiga atildi.

Stipernatantin {izerine 570 pl izopropanol eklenerek tiip asagi yukari
cevirilerek karistirildi.

Kargtirilan tiip 4 °C'de 14.000 x g'de 10 dakika boyunca santrifiijlendi.
Santrifiij sonras: tlipilin icerisinde izopropandl pipet yardimiyla alindi. Tiipiin
icerisinde s1v1 bitene kadar bu isleme devam edildi.

Pelletin tizerine 500 pl %70 ethanol eklenerek °C'de 14.000 x g'de 10 dakika
boyunca santrifijlendi.

Santrifiij sonrasi tiliplin igerisinde ethanol pipet yardimiyla alindi. Tiipiin
i¢cerisinde s1v1 bitene kadar bu isleme devam edildi.

Tupun dibinde kalan pellet 8 dakika boyunca oda sicakliginda kurumaya
birakildi.

Pellet 50 ul' TE Tamponunun eklenerek yeniden suspanse edildi.

Izole edilmis genomik DNA &rneklerinin konsantrasyonlarini lgmek icinQubit 2.0

Florometre (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) cihazi kullanildi.

5.9. DNA’nin Analizi ve Konsantrasyon Ol¢iimii

Izolasyon sonrasi elde edilen DNA’larinkonsantrasyonlarini dlgmek icin Qubit BR
Test (ThermoFisher Kat. No. Q32850) kiti kullanildi. Kit icerisinde bulunan 6zel
reaktif boyar madde heliks yapidaki DNA molekiiliine baglanir. Florometrik temele

dayanan qubitcihazireaktifmaddeile boyanan DNA molekdlinin konsantrasyonunu
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Qubit BR Test (ThermoFisher Kat. No. Q32850) kit Protokolu:

e Qubit BR Kit igerisinde bulunan reaktif boyar madde, 1:200 oraniyla kitin
icinde yer alan BR Tamponu ile seyreltilerekélglimsoliisyonu hazirlandi.

e Ornek ve standart 6l¢iim tiiplerinin toplam hacmi 200 pL olarak belirlendi.

e Her 0rnek igin, hazirlanan 6l¢lim solisyondan 197 pLalinarakqubit tuptine
konuldu. Uzerine 3 pL izole edilen o6rnekten eklenerekreaktif maddesinin

daha iyi baglanmasi i¢in oda sicakliginda iki dakika bekletildi.

e Kitin icinde yer alan 0.0 ng/ pL ve 10 ng/ pLkonsantrasyonlara sahip
standartlar ayr1 tiiplere her birinden 10 pL hacmindealinarak bos
qubittiplerinekonuldu. Uzerine 190 uL hacminde hazirlanan 6lgiim

soliisyonundan eklendi. Oda sicakliginda bekletildi.

e (Oda sicakliginda bekletilen 6lgiim tiipleri, Qubit 2.0 cihazinda okutuldu ve
stv1 i¢cindeki DNA konsantrasyonu ng/pL cinsinden tayin edildi.

5.10. Sekanslama Islemi, Kiimeleme ve Taksonomik Siiflandirma

5.10.1. DNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi

DNA izolasyonu ve konsantrasyon Sl¢iimii yapilan 6rnekler ITS dizinlemesi igin,
Ozel primer setleri kullanilarak istenen bolge polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
termal dongii cihazinda ¢ogaltildi.

ITS dizinlemesi i¢in kullanilan 6zel F ve R primerlerin 5 uglarina Miseq dizileme
adaptor sekanslari eklenerek, her 6rnek igcin 2X KAPA HiFi Hot Start ReadyMix PCR
Kiti kullanildi. Toplam hacmi 25 pl olan reaksiyon karisiminin PZR amplifikasyonu i¢in
12.5 ng saflastirilmis DNA kullanildi.

37



PZR protokoliinde kullanilan sarflar ve miktarlari,
e 1 ulgenomik DNA (gDNA)
e 0,5ulFprimer
e 0,5 ul Rprimer
e 12,5 ul 2X KAPA HiFi Hot Start ReadyMix
e 10,5 ul dH20

Polimeraz Zincir Reaksiyonubasamaklari tablo 3’te gosterilmektedir.

95°C de ilk denatiirasyon 3 dakika

95°Cdedenatiirasyon 30 saniye
55°Cdeprimer baglanma 30 saniye
72°C de uzama 30 saniye
72°Cdeson uzama 5 dakika

12°C de 0

Tablo 5.10.1: PZR reaksiyonu

25 dongii sonunda PCR firiinleri %]1’likagaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. PCR
dongiileri sirasinda olusan primer dimerlerinin temizlenmesi amaciyla, Agencourt

AMPure XP kiti kullanilarak DNA piirifikasyonu yapildi.

Saflagtirma sonrasinda, Ornege Ozgii barkodlar eklenerek ikinci PZR islemi

gergeklestirildi. Tkinci PZR sonrasinda tekrar DNA piirifikasyonu yapildi. Piirifikasyonu
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yapilan orneklerden havuz hazirlanarak, llluminaMiseq platformunda MiSeq Reaktif v2

500 dongu kiti kullanilarak dizilenme islemi gergeklestirildi.

5.10.2. Kiitiiphanenin Denatiirasyonu ve MiSeq Cihazina Y Uklenmesi

Sekanslama Oncesi  Phix kiitliphanesinin  hazirligi  yapildi.  10nM  Phix
kiitiiphanesinden 2pl alinarak bos tiipe aktarildi. Uzerine 3ul EB (Eliisyon tampon)
eklendi. Phix-EBkarigimin istiine 5 pl 0.2 Nm NaOH eklendi. Oda sicakliginda 5
dakika bekletilerek Phix kiitliphanesinin hazirligi tamamlandi. Hazirlanan Phix
kiitiiphanesi 990 pl HT1 Hibridizasyon c¢ozeltisi ile karistirildi. Olusan karigimin
molaritesi 20 pM’dir. IlluminaMiSeq protokoliinde karisimin molaritesini 12.5 pM
yapmak i¢in, hazirlanan son karisimdan 375 pl alindi ve iizerine 225 pl HTI

Hibridizasyon ¢ozeltisi eklendi.

Daha o6nce hazirlanan ITS havuzumuz qubit Sl¢iimii yapilamasi ig¢in -20 den
c¢ikartild1 oda sicakliginda buzun ¢6ziilmesi i¢in beklenildi. IlluminaMiSeq dizinleme
protokoliine goére havuzumuzun son qubit Sl¢iimii 4nM olmasi veya 4 nM a yakin
olmasi yeterli. Buzu ¢6ziilen havuzumuzdan 2 pl alinarak yeni qubit tipine konuldu
tizerine 198 ul WS eklendi. 2 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra qubit
Olctimii yapildi. Qubit sonucu 5,5ng/ul olarak hesaplandi. Bu degeri 4 nM yapmak

icin;

5.5 ’:—f x 1000000

660x630 >2nM

13.2nM x? pl = 4nM x 26 pl
?7= 8 ul ITS havuz, 26 ul — 8ul = 18ul EB

Yapilan islem sonucuna gore, 8 ul ITS havuzundan alindi ve 18 pl EB ile yeni tiipte
karistirildi. Olusan son karisimin qubit 6l¢iimii yapildi ve 1.53 ng/ul olarak gozlendi.

Son karigtmimizin 4 nM degerine yakinligini 6lgtiik;
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1.53 Z—“?X 1000000
(660 x 630)

= ~3.7nM

Buldugumuz sonug, 4 nM e yakinligindan dolay1 kabul edilebilir bir deger oldugu

daha 6nce yapilan ¢alismalarda gézlenmektedir.

IlluminaMiseq kiitiiphane dizinleme protokoliine devam edilerek bir sonraki adima
gecildi. Hazirladigimiz 3,7 nM degerindeki karisimdan 5 pl alinarak iizerine 5 pl
0.2 N NaOH eklendi. Vortexlendikten sonra oda sicaklifinda 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast 990 pl HT1 Hibridizasyon cozeltisi eklendi. Hazirlanan yeni
karisim 20 pM oldugu goézlendi. 20 pM olan yeni karigimdan 360 pl alinarak {izerine
tekrardan 990 pl HT1 Hibridizasyon ¢6zeltisi eklendi. Karisimin son degeri 12 pM
oldugu not alindi. Kullanilan Miseq dizinleme kiti V2 oldugu icin, protokolde
yazildig1 lizere, 12 pM olan son kiitiiphaneden 120 pl alinarak {izerine 120 ul ilk
basta hazirladigimiz 12,5 pM phix kiitliphanesi eklendi ve vortexlendikten sonra
flowcell distile su ile dikkatlice yikanarak ve silinerek cihaza yerlestirildi. Hazirlanan
12 pMm son kitlphane- 12,5 pM phix kiitiiphanesi karisimiMiSeq dizinleme
cihazina yiiklendi.

5.10.3. Kiimeleme ve Taksonomik Siniflandirma

Yeni nesil dizinlemesinden sonra elde dilen ham okumalar Cutadapt programi
vasitaysiyla dizinlerdeki primer bolgeleri kesildi [133]. Primler bolgeleri kesilen ham
okuma MG-RAST boru hatt1 ile analiz edilerek karsilikli okumalar birlestirilerek
ortalama kalitesinin altinda kalan okumalar bir sonraki analizler i¢in disland1. Daha
once birlestirilen okumalar1 operasyonel taksonomik dniteleri (OTU) olusturuldu
[134]. OTU tablosu elde edildikten sonra UCHIME (v.42) programu ile biitiinlesmis

motoru (v.1.39.5) programi kullanilarak kimerik okumalar tarandi [135].

Grup icerisinde ki fungal ¢esitlilik ve zenginlik analizi icin Alfa cesitlilik analizi
kullanildi. Alda gesitlilik analizi i¢erisinde yer alan Shannon, Chaol ve Go6zlemsel
OTU (Observed OTU) indeksleri kullanildi. Sonuclar birbirleriyle karsilastirilarak
gruplara ait OTU sayilari incelendi. Istatistiksel analiz Kruskal Wallis testi

kullanilarak yapilda.
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5.10.4. Topluluk Yapilarimin ve Cesitliliginin Cok Degiskenli Analizi

Gruplar arasi1 fungal cesitliligin birbirine uzakligi ve yakinliginin analizi i¢in Beta
cesitlilik analiz yontemi kullanildi. Bray-Curtis benzerlik indeksi veJACCARD,

indeksi kullanilarak gruplardaki mikobiyom benzerlikleri ve uzakliklari g6zlendi.

Gruplarda ki fungal topluluk farkliligi i¢in DESeq2 analizi kullanildi [136].
Gruplarin 1s1 haritas1 ve dilim korelasyonu i¢in MicrobiomeAnalyst programi

kullanilarak sonuclar elde edildi [137].

41



6. BULGULAR

6.1.Biyoinformatik Analiz Verileri

Aksolotl uzvunda ki blastema olusum siirecinde mikobiyom yogunlugunun ele

alindigr bu tez ¢alismasinda ITS1/ITS2hedefli uygun primer setleriyle calisilarak,

ileri nesil dizinlenme platformundan elde edilen sonuclara gore, 18 aksolotl deri

orneginden ve 3 akvaryum suyu Orneginden 162 ile 30,678 arasinda okuma sayisi
elde edildi. Bu diziler de3 filum, 23 familya, 20 tir gozlendi (Sekil 6.1.).
Kitiiphane Boyutu

DayGOR1
Day30R2
Day6DR3
DayrR1
DayT7R3
DayaRz
AfquaRl
Day0R3
DaylR2
DayoR1
Aguarz
AgquaR3
DayaR1
Day30R1
Day&iRz2
DayoR2
DaylR3
Day30R3
Day4R3
DayTR2
DaylR1

Okuma Sayilari

@ 162

& 258

e435

2087
& 4601
@ 5432
#5985
& G542
G627
87784
e 10479
# 11228
® 13360
& 23461
823971
& 25388
& 26908
& 27340
828613
& 30055
» 30678

| | | I

0 10000 20000 30000

Sekil 6.1. Miseq cihazina yiiklenen &rneklerden elde edilen ITS dizin sayisi tablosu.

Dizin sayisi tablosunu inceledigimizde ayni deney giiniine ait replikalarda farkl
okuma sayist gozlendi (Sekil 6.1.)
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6.1.2. Taksonomik Cesitlilik

Dizinleme sonrasi yapilan analizler sonucu blastema olusumu strecinde ve akvaryum
suyunda goriilen mikrobiyal gesitliliklerin sinif, tiir ve cinsinden taksonomik tablolari
ve 1s1 haritalar1 asagida yer almaktadir.

Ampltasyon sonrasi, blastema Oncesi siirecinden blastema olusumu sonrasina kadar
goriilen mikobiyom smif gesitlilik grafiginde, Ascomycota filumundaki fungus
cesitliligi diger Basidiomycota ve Zygomcyota filumlarda ki fungus ¢esitliligine gore
fazladir. Fazla miktarda belirlenemeyen tiir iceren akvaryum suyunda ki fungus
cesitliligi, diger giinlere oranla fungus cesitliligive zenginliginin degisken oldugu
gozlendi (Sekil 6.2).

100
90
80
70

60 Belirsiz

50 [ Zygomcyta

M Basidiomycota
40

B Ascomycota

Goreceli Bolluk %

30

20

10

0.guin 1.gtn  4.gin 7.gin 30.gun 60.guin Aqua

Sekil 6.2. Gruplara ait taksonomik filum grafigi

Blastema oncesi 0.giin orneginde %18,75 Basidiomycota, %80,85 Ascomycota ve
%0,6 belirsiz, 1, giin 6rneginde %94 Ascomycota ve %6 Basidiomycota gozlendi.
Erkenblastema 4.giin 6rneginde %85,5 Ascomycota ve %12,5 Basidiomycota, 7.gin
orneginde ise %93,75 Ascomycota, %4,9 Basidiomycota, %1 Zygomcyota ve %1,3
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belirsiz filum go6zlendi. Blastema 30.giin O6rneginde %98,7 Ascomycota, %1
Basidiomycota ve %0,3 belirsiz filum, 60.giin 6rneginde ise %96 Ascomycota ve %4
Basidiomycotafilum gozlendi. Bu analizler blastema Oncesi ve olusumu boyunca
incelenen giinler arasinda incelenen mikobiyom ¢esitlilik farkinin az oldugunu

gostermektedir (Sekil 6.3).

[ e =
T T T T T T e, sampleType 4 SampleType
Acqua
p__Ascomycota Day-0
L Day-1
— Day-30
p__unidentified Y
Day-4
0 Day-60
p__Basidiomycota Day-7
p__Zygomycota | -2
v 9 9 v 9 v g o9y v g » » >» 09 9y o o g g o 9
g ¢ 2 & g &2 &2 &g &2 & £ 2 £ & & & & & & & &
o = = B w w [ ~ = B L o Q ~ (o2 (o2} w Ny ~ o o -4
I ¥ ™ X © © © I ¥ X I I X X S © © T IV A
N P w w A A X N N P N P w w A A X N P w P
P w N Ll w N

Sekil 6.3. Sekil blastema Oncesi ve blastema olusum siirecinde giinlere bagli &rneklerin biyolojik
replikalarinin filum diizeyinde 1s1 haritasi.

Filum diizeyindeki 1s1 haritasini incelersek (Sekil 6.3), 7.giiniin 3.replikasinda diger

giinlerden farkli olarak Zygomycota filumu baskindir.
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Sekil 6.4. Gruplara ait taksonomik familya grafigi

Familya diizeyinde ise (Sekil 6.4), yukardaki grafikte goriildiigii izere giinlere bagl
mikobiyom toplulugunda farkliliklar gozlenmektedir. Ampiitasyon sonrasinda
kesilen dokudan alinan 0.giin 6rnegi mikobiyom ¢esitliligi bakimindan gozle goriliir
sekilde diger glinlerden ayrilmaktadir. Ampiitasyon sonrasi yara epiteli olusmus olan
l.giin Orneginde mikobiyom c¢esitliligi biranda azalmaktadir. 1.giinde %0,06
Buckleyzymaceae, %0,05 Ceratobasidiaceae ve %0,05 Gloephyllaceae familyalar
gozlenildi. 4.giin de mikobiyom ¢esitliligi artmaya baglamistir; %1
Debaryomycetacea, %0,007 Polyporaceae, %0,1 Gloniaceae,%0,08
Cordycipitaceae, %0,08 Corticiaceae, %0,8 Meruliaceae ve %0,007
Schizophyllaceae familyalar1 gozlendi. 7.glinde 4,giine oranla bazi familya cesitliligi

ayni kalmakla beraber degiskenlik g0Gsteren familyalarda go6zlendi. %4
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Debaryomycetacea, %0,3  Endogonaceae, %0,015 Polyporaceae, %l
Ganodermataceae, %0,009 Filobasidiaceae ve %0,009 Cordycipitaceae familyalari
gozlendi. 4.giin ve 7.glin karsilagtirildiginda ayn1 olan ¢ familyada,
Debaryomycetacea, Cordycipitaceae ve Polyporaceae, 7.giin de bir artis
gOzlenmektedir. 30.giinde mikobiyom cesitliliginde bir azalma gozlendi. 30.guinde
%0,008 Debaryomycetacea ve %0,3 belirlenemeyen familya cesitliligi gozlendi.
60.giinde alman Orneklerde ise, azalan mikobiyom cesitliliginde bir artis
gbzlenmektedir. %0,6 Debaryomycetacea, %0,009 Tremallales, %0,006

Malasseziaceae ve %0,009 Wallamiaceae familyalar1 gézlenmistir (Sekil 6.4).
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Sekil 6.5.Blastema Oncesi ve blastema olusum siirecinde giinlere bagli orneklerin biyolojik replikalariin
familya diizeyinde 1s1 haritasi.
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Taksonomik familya diizeyinde 1s1 haritasina gore (Sekil 6.5), aqua replikalarinda
goriilen fungus familyalar1 diger deney glinlerinden anlamli olarak ayrilmistir.
7.glinde goriilen fungus familyalar1 da diger deney gruplarindan farkli olarak anlamli
olarak ayrilmistir. 0.giinde diger deney gruplarinda gériilmeyen Schizopyllaceae,
Davidiellaceae, Peniophoraceae gibi familyalar fazla miktarda goézlendi. 4.ginde
fazla miktarda Buckleyzyma, Corticiaceae ve Meruliaceae familyalar1 gézlendi.

100 — — — — — - — -
90 — — —— —— —— —— —— —
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70 | || [ | [ | [ | [ | ] ~ EStachybotry
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60 +— — —— —— —— —— —— —

Aspergillus
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Cytobasidium

Goreceli Bolluk %
S
|
|
|
|
|
|
|
\

B Naganishia
40 -+ | [ | [ | [ | [ | [ | W Wallemia
W Trametes
30 +— — — —— — —] —] — M Filobasidium
Endogone
20 | _— _— _— _— _— M Cystobasidium

B Meyerozyma

W Malassezia

0.gin  1.gin 4.gun 7.gin 30.gun 60.gin Aqua

Sekil 6.6. Gruplara ait taksonomik cins grafigi.
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Cins dlizeyinde yapilan analizler sonucu (Sekil 6.6), 0.gunde %7,5 Malassezia, %2
Meyerozyma, %0,7 Cladosporium, %0,35 Aspergillus, %0,35 Schizophyllum, %0,7
Cystobasidium, %0,7 Stachybotry, %0,10 Gloeophyllum cinsi gézlendi. 1.glinde %2
Malassezia ve %0,25 Meyerozyma ve %0,25 Aspergillus cinsi godzlenmektedir.
4.gunde %4 Malassezia, %1 Meyerozyma, %0,30 Cystobasidium ve %0,10
Schizophyllum cinsleri gozlendi. 7.ginde %1,5Malassezia, %4 Meyerozyma, %1,5
Cystobasidium, %0,5 Endogone,%0,25 Filobasidium ve %0,25 Trametescinsi
gozlendi. 30.ginde %0,5 Malassezia ve %0,2 Meyerozymacinsleri gozlendi.
60.giinde ise %1,5 Malassezia ,%0,55 Meyerozyma, %0,5 Wallemiave %0,1
Naganishia cinsi gozledin. Diger grafiklerde de goriildiigii gibi giine bagh olarak

mikobiyom cinslerinde artis ve azalmalar gozlenmektedir.
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Sekil 6.7. Blastema Oncesi ve blastema olusum siirecinde giinlere bagli 6rneklerin biyolojik replikalarinin

cins diizeyinde 1s1 haritasi
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Taksonomik cins diizeyinde 1s1 haritasina gore (Sekil 6.7), aqua replikalarinda
gorilen fungus cinsleri diger deney giinlerinden anlamli olarak ayrilmistir. 7.glinde
gorulen fungus cinsleri de diger deney gruplarindan farkli olarak anlamli olarak
ayrilmistir. 60.giinde diger deney gruplarinda goriillmeyen Wallemia ve Naganishia
cinsleri fazla miktarda gozlendi. 4.glinde fazla miktarda Buckleyzyma cinsi gozlendi.
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Sekil 6.8. Blastema oncesi ve blastema olusum siirecinde giinlere bagli 6rneklerin biyolojik replikalarinin
tiir diizeyinde 1s1 haritasi
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Taksonomik tur diizeyinde 1s1 haritasina gore (Sekil 6.8), aqua replikalarinda goriilen
fungus turleri diger deney giinlerinden anlamli olarak ayrilmistir. 7.giin R3 grubunda
gorulen fungus tdrleri diger deney gruplarindan farkli olarak anlamli olarak
ayrilmistir. 60.giinde diger deney gruplarinda goriilmeyen Wallemia spp. fazla
miktarda gozlendi.

Insan deri mikrobiyotasinda yer alan Malassezia spp. 0.gin ve 30.giin de fazla
miktarda gozlendi (Sekil 6.8).

53



g__Cystobasidium
g__Malassezia
g__Aspergillus
g__ Physciella
g__Cenococcum ®
g__Schizophyllum L
g__Endogone
0__ Meyerozyma L ]
g__Phylloporus ®
g__ Exophiala ]
g__Cladosporium L
g Gloeophyllum
g__unidentified

g__Stachybotrys

g__Filobasidium

0.00 0.01 0.02
Ortalama Azalma Dogrulugu

0.03

0.04

IS

Sl s

CaE v i by LR v it ide

EECEORE
EREOOEC
EEUROEE
BOOO0O0OOE
EECOECOEC
ERCOEEEE
ERECOE.
BEOEOOE.
BEECDEE
BOOO0O0O0
EECECOC
OmEOOO0
EORC0OmE
ORO00O0O0
OOROOCO.

Sekil 6.9. Blastema olusumu siirecinde deney gruplarinda baskin olan fungus cinsleri.

Yilksek

Diisiik

Sekil 6.9 yi inceledigimizde insan deri fungus mikrobiyotasinin {iyesi olan
Malassezia spp. 0.giin ve 60.glin fazla oldugu gozlendi. Meyerozyma cinsi 7.glinde

go6zlendi.
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6.2.Alfa Cesitlilik Analizi

Blastema dncesi ve blastema olusum siirecindeki mikobiyom tiir ¢esitliligi ve zengiligini
anlamak i¢in alfa gesitlilik olgtimleri kullanildi. Alfa ¢esitlilik analizine gore, kontrol
olarak kullanilan akvaryum suyundan alinan 6rneklerde ki mikobiyom zenginligi ve
cesitliligi diger 6rneklere oranla daha fazla oldugu gozlendi. Blastema 6ncesi (0.giin
ve l.giin) alinan orneklerde ise, erken blastema olusumuna ve blastema sonrasina
oranla mikrobiyal cesitliligi fazla oldugu goézlendi. Blastema olusumu siirecinde
30.giin ve 60.giin de alinan 6rneklerde mikrobiyal ¢esitlilik diger orneklere oranla

goriiliir bir sekilde azdir (Sekil 6.10.).

Deney Gruplan
Aaua

Day-0

Day-1
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-

] o b

Sekil 6.10. Giinlere ait Alfa gesitlilik analiz grafigi.
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Farkli indeksler kullanilarak elde edilen gruplarin karsilastirmali alfa cesitlilik

grafikleri; Chaol indeksi ve Shannon indeksi asagida yer almaktadir.

Deney Gruplar

=]
1

* Acgua
Day-0
Duany-1
Day-30

LIatigligl!

Alfa Cesitlilik- Chao1 Indeksi

IF e " W 2 e
o R ~F ol ) Y .3
o L o % \-).‘- 0."

Sekil 6.11. Chaol indeksiyle hesaplanan ¢esitlilik analiz grafigi

Chaol indeksi tahmin analizidir. Eger biitiin mikrobiyal data dizinlenmis ve analiz
edeilmis olsaydi deney gruplarindaki fungus mikrobiyota zenginlik ve cesitliliginde
ne gibi degisiklik olabilecegi hakkinda bilgi verir. Bu indeksin grafigini
inceledigimizde aqua kontrol grubu iceriisndeki fungus mikrobiyota cesitliligi diger
deney gruplarina gore anlamli olarak fazladir. Ampiitasyon sonrasi blastema olusum
siireci ve uzuv gelisimi boyunca dolayli olarak fungus mikrobiyal cesitliliginde

azalma gozlendi (Sekil 6.11).
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Sekil 6.2.Shannon indeksi ile elde edilen alfa gesitlilik analiz grafigi

Deney Gruplarn
B Acqua

B payo
B3 Dayl
= Day-30
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=] Day-60
=] Day-7

Shannon indeksi deney gruplari igerisindeki fungus miktobiyota ¢esitliliginin ne

kadar farkli olduguna ayni zamanda fungus mikrobiyal dagilima bakar. Grafik

incelendiginde bazi baskin fungus tiirlerinin dagilimi giinlere gore degisiklik

gosterdigi gozlendi (Sekil 6.12).
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6.3.Beta Cesitlilik Analizi

Sekanslama sonrasi elde edilen OTUs tablosu kullanilarak ornekler arasi mikobiyal
cesitlilik beta analizi yapildi. Beta cesitlilik analizleri deney gruplar1 arasindaki
mikrobiyal zenginligini karsilastirir. Bray-Curtis ve Jaccard Distance indeksleri

kullanilarak deney gruplari arasindaki fungus mikrobiyota ¢esitliligi gézlendi.

BRAY-CURTIS: [PERMANOVA] F-value: 1.9422; R-squared: 0.45426; p-value < 0.028

Deney Gruplar

Acqua
Chiry-0
Day-1
Day-30
Céy-d

Axis.2 [18.4%]

Day-60
Day-7

Axis.1 [37.8%)

Sekil 6.3. Bray-Curtis indeksi, gruplar arasi mikobiyal topluluk farkliliklarinin gosterildigi beta
cesitlilik grafigi

Bray-Curtis indeksine gore aqua grubuna ait replikalarin bir arada kiimelestigi
gozlendi (Sekil 6.13.) Diger deney gruplarinin kiimelesmesi ¢ok net goriinmedigi
icin 3 boyutlu grafikte Bray-Curtis indeksi analizi yapildi. P < 0.028 degerine gore

gruplar arasinda fungus mikrobiyota topluluk ¢esitlerinde anlamli sonu¢ gozlendi.
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Sekil 6.14. Blastema 6ncesi ve blastema olusum siirecindeki Orneklerin Beta gesitlilik PcoA plot
indeksi ile gosterimi.

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

ayrildigi ve 0.glin ornekteki fungus mikrobiyota ¢esitliliginin 30.giin ve 60.gln

orneklerindeki gesitlilige gore anlamli olarak ayristigi gézlendi (Sekil 6.14).
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JACCARD-[PERMANOVA] F-value: 1.5219; R-squared: 0.39477; p-value < 0.069

Deney Gruplan

Acqua
Day-0
Duy-1
Day-30

Axis.2 [15.1%]

Day-4
Day-80
Day-7

Axis.1 [21.8%]

Sekil 6.15. Jaccard indeksi, gruplar arast mikobiyal toplulugu farkliliklarinin gosterildigi beta
cesitlilik grafigi.

Jaccard indeksine gore Bray-Curtis indeksinde gozlenen sonuca benzer sonug
gozlendi. Aqua 6rnekleri kendi arasinda kiimelestirme olustururken diger orneklerde
bir karisiklik gozlendi (Sekil 6.15). P <0.069 degerine gore gruplar arasi fungus
mikrobiyota topluluk cesitlerinde anlamli sonug¢ gézlenilmedi (Sekil 6.15.).

6.4.Fungus ve Bakteri Profili Korelasyon Analizi

Akvaryum suyundan toplanan drneklerden elde edilen taksonomik c¢esitlilik ve beta
cesitlilik sonuglarina goére, mikrobiyal cesitlilik blastema olusum siirecinde goriilen
mikrobiyal ¢esitlilikten oldukca farkli oldugu gézlenmistir. Bu sonucu yorumlarsak,
akvaryum suyunda gbézlenen organizmalarin deri lizerinde koloni olamadigini, koloni
olmalar1 i¢in uygun cevre kosullarinin yoksunlugunun en biiyiik etken olabicegi

distiniilmektedir.
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Aksolotl kol rejenerasyonundaki bakteri mikrobiyota profil analizinin taksonomik
filum diizeyinde 0.giin, 1.giin, 4.giin, 30.gilin ve 60.giin drnerk replikalarinda goriilen
bakteri topluluk cesitliligi birbirine yakin olmasina ragmen 7.giin R3 6rnegi diger
7.giin replikalarindan bakteri topluluk cesitliligi bakimindan anlamli olarak
ayrilmaktadir. 7.giin R3 6rneginde Verrucomicrobia filumu g6zlenmemektedir [138].
Aksolotl kol rejenerasyonundaki fungus mikrobiyota profil analizindeki filum
diizeyindeki topluluga gore, deney ginlerinde goérulen filum duzeyindeki fungus
cesitliligi replikalarda farklilik gosterdi. Ozellikle 7.giin R3 6rneginde gozlenen

Zygomycota filumu diger deney gruplarinda gézlenmedi.

Aksolotl rejenerasyonundaki bakteri profil analiz sonuglarindaki kontrol aqua
grubunda gOzlenen filumlar  Actinobacteria, Firmicutes, Bacterioidetes,
Proteobacteria and Verrucomicrobia diger deney gruplarda gozlenen filumlar ile
aynidir [138]. Fungus mikrobiyota profil analizlerine gore aqua kontrol grubunda
gorilen filumlar belirlenemeyen ve bu filumlarin diger deney gruplarindan tamamen

farkli oldugu gozlendi.

Aksolotl rejenerasyonundaki bakteri profil analizindeki beta cesitlilik sonucunda
4.giin ornekleri ve 7.glin 6rneklerinin bir arada kiimelesmesi beklenirken 7.gun R1
ve R3 ornekleri kiimeden uzaklagmaktadir. Rejenerasyon mekanizmasinda gézlenen
en 6nemli sathalar temsil eden deney giinleri kendi i¢lerinde kiimelesmistir [138].
Fungus mikrobiyota profil analizindeki beta c¢esitlilik indeksinde deney giinleri

replikalari kendi i¢lerinde kiimelesmedigi gozlendi.

Veriler normal dagilim gostermedigi i¢in (Shapiro-Wilk testi sonucu p<0.05)
Spearman korelasyon testi kullanildi. Filum dlzeyindeki fungus ve bakteri profil
korelasyon analiz sonuglarina gore, asagida belirtildigi gibi bazi filumlar arasinda

pozitif korelasyon bazilarinda ise negatif korelasyon gozlendi (Sekil 6.16).
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Sekil 6.16. Filum dizeyinde 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*Diger Bakteri ( r=-0.624; p=0.002)
Proteobacteria* VVerrucomicrobia (r=-0.550; p=0.010)

64



7. TARTISMA

Aksolotl, yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip, hayat boyu neotenik formda kalan
amphibidir. Bu yliksek rejenerasyon kapasitesine sahip olmasi sebebiyle bircok
arastirma konusunda basrol olarak yer almaktadir. Rejenerasyon calismalarinda
kullanilan bu model organizmanin mekanizmasimi anlamak, gelecekteki
rejenerasyona calismalarina 151k tutmaktadir. Son zamanlarin 6nemli konularindan
olan mikrobiyota ve konak iliskisi, konagin vuciit icerisinde ki fonksiyonlarim

anlamamiza yardimci olmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda aksolotl uzuv ampitasyon sonrasi blastema olusumu siirecinde,
mikobiyom topluluk profilinin ve Onceki ¢alismalarla ortaya konan bakteri
mikrobiyota topluluk profilinin  aksolotl uzuv rejenerasyon sirecindeki
degisimlerinin incelenmesi amaglanmistir. Blastema 0Oncesi, erken blastema
olusumunda ve blastema olusumu siirecin igerisinde doku 6rnekleri toplanarak DNA
izolasyonu ardindan PZR amplifikasyondan elde edilen 6zel bolgeleryeni nesil
dizinleme teknolojisi ve biyoinformatik araclar yardimiyla fungus ¢esitliligi analizi

yapildi.

Taksonomik cesitlilik sonuglara gore, tiim orneklerde 3 ana filum olan Ascomycota,
Basidiomycota ve Zygomycota filum gozlenmistir. Bu sonug rejenerasyon kapasitesi
yiikksek olan zebra baligi organizmasi lizerinde yapilan mikobiyom analizi ile
ortiismektedir. Blastema Oncesinden ve blastema yapisi tamamlanmasina kadar gegen
stirede mikobiyal ¢esitlilige gére Ascomycota filumunun da artis, Basidiomycota

filumunda ise azalma goriilmiistiir.

Is1 haritast sonuglarina gore, Malasseziacea ailesi uzuv ampiitasyonu sonrasi 0.glin
de ve 4.glin de bir miktar goriilmesine ragmen blastema sonrasi1 30.giin ve 60.giin de
toplanan Orneklerden elde edilen analize gbére Malasseziacea ailesinde artis

goriilmiistiir. Malasseziaspp. deri mikrobiyatasinin bir tiyesidir.

Ampiitasyon sonrasi kesilen bolgeden (0.giin) ve blastema olusumu siirecinde farkli
giinlerde alinan dokudan (7.giin ve 30.giin) elde edilen analizler sonucu gbzlenen

Malassezia globosa tiirii, saglikli insan deri mikobiyom igerisinde yer almaktadir.
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Malassezia spp.yag seven maya olarak adlandirilir. Yag asitlerini sentezleyen
enzimlere sahip olamadiklar i¢in yasayabilecegi yag asidi kaynaklarina ihtiyaclar
vardir. Yag asitlerini elde etmek igin, lipaz ve fosfolipaz enzimlerini ortama salarlar.
Bu enzimler doymamis yag asitlerini agigagikartarak inflamasyonu uyarirlar.
Arasidonik asit pro-inflamatuvar eikozanoidleri Ureterek sitokinleri, kemokinleri ve
antimikrobiyal peptidleri uyararak inflamasyona yon verir (118). Immiin yanit1
artiran diger bir tiir olan Aspergillus 0.giin ve 30.giin de gorilmiistiir. Pro-
inflamatuvar sitokinleri artirdigi gézlenmistir (119). Proinflamatuvarsitokinler yara

iyilesmesinde rol oynadigi arastimalar sonucu gézlenmektedir (120).

Aksolotllar iizerinde yapilan bir arastirma sonucu inflamasyonun uzuv
rejenerasyonunda ve yara iyilesmesine katkist oldugu gozlenmektedir. Bu
aragtirmaya gore, pro-inflamtuvar ve anti-inflamatuvar sinyaller ampiitasyon sonrasi
rejenerasyon siireci boyunca es zamanli uyarildigi gozlenmektedir. Salgilanan
sitokinler 16kosit infiltrasyonunu, hiicresel ¢ogalimini, anjiyogenezi ve kolajenin

yeniden sekillenmesine katkis1 gozlenmektedir (121).

Taksonomik mikobiyalgesitlilik analizine gore 7.giin de gorilen Meyerozyma
guilliermondii tiirti, insan deri mikobiyom toplulugu i¢indedir. Mukoza bdlgelerinde
yer alan Meyerozyma guilliermondii ayn1 zamanda kanda da bulundugu
g6zlenmektedir (122).

Ampiitasyon sonrast kesilen parcadan alinan ornekte (0.giin) ve 60.glin sonunda
alinan Ornekte ortak gozlenen Pleosporales takimi, deri altinda yer alir. Hucre
duvarlarinda melanin bulundurarak deriyi giines 1siklarindan korurlar (123).
Denizden izole edilmis Pleosporale stakimi antibiyotik trettigi gozlenmektedir
(124). Baska bir arastirmada, Pleosporales takiminin ikincil metabolitler {irettigi bu
metabolitlerin antikanser, anti-inflamatuvar, antiviriis ve antioksidant etkisi oldugu
gozlenmektedir. Ayn1 zamanda, Candida albicans ve Clavibacter michiganensis

tiirlere kars1 anti-mikrobiyal etkisi gozlenmektedir (125).

Antimikrobiyal etkisi gosteren diger bir tiir olan Penicillum 0.glin ve 7.gun de
gozlenmistir. Diyabet hastalarinda goriilen diyabetik yaralarda bulunan Penicillum

tiirlinlin zararli mikroorganizmalarin yara bdlgesine gelmesini engelleyerek,diyabetik
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yaralarin kroniklesmesini ilerlemesini engelledigi gézlenmektedir (126). Baska bir
arastirmaya gore yara bolgesindeki fazla iiretilen azot oksit (NO) ve prostaglandin E2
engelleyerek anti-inflamasyonu etkisi gosterdigi gézlenmektedir. (127). 7.gunde
g6zlenen Trametes turide anti- inflamatuvar etkisi gosterdigi gozlenmektedir. NO,
timor nekroz faktord alfa (TNF-alfa) ve interlokin 6 Uretimini engelledigi
gozlenmektedir (128). Aym1 zamanda sitotoksik aktivite gostererek antikanser ve

Aspergillus ve Candida tiirlerine kars1 antimikrobiyal etkisi gozlenmektedir (129).

0.giinde gozlenen diger bir tiir Cladosporium”dur. Yaratizerindeki mikobiyom analiz
cesitliligi tizerinde yapilan arastirmasonucu Cladosporium tiirliniin yara iyilestirme,
antioksidant ve anti-anjiojenik etkisi oldugu gozlenmektedir. Anjiojenesis normal
yara iyilesmesi i¢in gerekli olan bir mekanizmadir. Anjiojenesis, timor gelisimi ve
biiylimesi, metastaz etkeni oldugu gézlenmektedir. Anti-anjiojeniktedavi ile kanserin
gelisimini  engelledigi  gozlenmektedir (130). Phylloporus tiiriinden alinan
polisakkaritler kanser beyaz farelere 300mg veriliyor. Arastirma sonucu olarak %90

kanser hiicresinin 6ldiigii gézlenmektedir (131).

Immiinomodiilatdr ajanlar iireten Schizophyllum communetiirii 0.giin ve 4.giin de
gozlenmistir. Uretilen bu ajanlar fazla immiin yamti baskilayic1 6zellige sahiptir.
Schizophyllum commune hydrophobin sentezleyerek antikanser etkisi gosterdigi
g6zlenmektedir (132).

Taksonomik ¢esitliligi inceledigimizde, 7.giin deki Zygomcyta filum miktarinin fazla

oldugu saptandi.

Beta cesitlilik indekslerinde gozlenen, deney gruplarmmin anlamli olarak kendi
icerisinde kiimelesmemesi, Ozellikle replikalarin ayni kiimede olmamasi, deney
sirasinda yapilan bir hata sonucundan kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir. Ya da

analiz edilen bu sonuglar beklenilen sekilde gerceklesti.
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8.SONUC

Mikrobiyota,  bulundugu  organizma igerisinde  bircok  metabolik  olayla
iligkilendirilmektedir. Bu o6zelliklerinden dolayi, mikrobiyotanin konak¢1 ile baglantisi
ve konakciya yararli-zarali etkileri son zamanlarin en 6nemli arastirma konusu oldugu
gOzlenmektedir [86]. Bu tez ¢alismasiyla, yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip olan
Aksolotl’un rejenerasyon siirecinde mikrobiyota fungus kompozisyonunun ¢esitliligi ve
zenginligi belirlendi. Ampiitasyon sonrasi kesilen uzuvun rejenere olmasini saglayan en
Oonemli yap1 blastema’dir. Bu siiregte yara epiteli olustuktan sonra, AEC tabakasinin
olusmasindan sonra bagkalagsmamis hiicrelerin birikmesi ve ardindan ¢ogalarak Ozel

dokulara farklilasarak yeni uzvun olusmasini saglarlar [19].

Aksolotl uzuv rejenerasyon siirecinde giinlere bagl olarak, fungal mikrobiyota toplulugu
ve bakteri mikrobiyota topluluk cesitlerinde degiskenlikler gozlendi [138]. Bu ¢alisma
ile ortaya konan veriler, aksolotl rejenerasyon mekanizmasini anlamaya dayali degerli
kaynak olup aym1 zamanda rejenerasyon iizerine yapilan diger c¢alismalarla
karsilastirilmali veya korelasyonel iliski kurularak gelecekteki calismalara katki

saglayacagini tahmin ediyoruz.
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Hayvgn Deneyleri Yerel Etik Kurulu
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