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1. ÖZET 

AKSOLOTL KOL REJENERASYONU SÜRECĠNDE MĠKROBĠYOTA 

ETKĠSĠNĠN MĠKROBĠYOM VE TRANSKRĠPTOM DĠNAMĠĞĠ AÇISINDAN 

ARAġTIRILMASI 

 

Aksolotl; omurgalı sınıfından, iki yaĢamlı, rejenerasyon yeteneği yüksek bir 

hayvandır. Aksolotl normal Ģartlar altında metamorfoz geçirmeyip dıĢarıdan tiroid 

hormonu uygulaması ile metamorfoza uğratılabilmektedir. Fakat canlı metamorfoz 

geçirdikten sonra rejenerasyon yeteneğinde, özellikle de kol rejenerasyonunda 

önemli bir azalma olmaktadır. Canlının sahip olduğu rejenerasyon yeteneğini 

anlamak için çeĢitli açılardan araĢtırmalar yapılmıĢtır. Canlı mikrobiyomunun bu 

sürece katkısı ise merak edilen ve araĢtırılan bir konudur. Aksolotl organlarının 

mikrobiyomu metamorfoz sonrasında yeniden Ģekillendiği bilinmektedir. 

Metamorfoz ile birlikte azalan rejenerasyon yeteneğinin, mikrobiyal değiĢim ile 

iliĢkisi bu tez çalıĢmasının konusudur. Bu kapsamda metamorfoz öncesi ve 

sonrasında aksolot yaĢam ortamı mikrobiyom değiĢimi ile, rejenerasyon sırasında 

değiĢen mikrobiyota profili ve gen ifadesi araĢtırılmıĢtır. Böylece hem yaĢam 

ortamındaki hem de rejenerasyon sırasındaki mikrobiyal değiĢim ele alınarak 

bütünsel bir bakıĢ açısı ile rejenerasyon yeteneği incelendi. Bu çalıĢma kapsamında 

elde edilen sonuçlara göre, metamorfoz ile birlikte hem canlı organlarında hem de 

canlı yaĢam ortamında mikrobiyota değiĢmektedir.  

 

Anahtar kelimeler: Aksolotl, Metamorfoz, Mikrobiyom, Rejenerasyon 
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2. ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MICROBIOTA IN THE PROCESS 

OF AXOLOTL ARM REGENERATION IN TERMS OF MICROBIOME 

AND TRANSCRIPTOM DYNAMICS 

 

Axolotl; It is an animal of the vertebrate class, amphibian, with a high regeneration 

ability. Axolotl does not undergo metamorphosis under normal conditions and can be 

metamorphosed by external application of thyroid hormone. However, regeneration 

ability -especially in arm regeneration- is significantly reduced after metamorphosis.  

In order to understand the regeneration ability of axolotl, research has been done 

from various perspectives. The contribution of the living microbiome to this process 

is a curious and researched subject. The microbiome of axolotl organs is known to 

remodel after metamorphosis. The relationship between regeneration ability, which 

decreases with metamorphosis, and microbial change is the subject of this thesis. In 

this context, microbiome changes in the axolotl habitat before and after 

metamorphosis, and the changing microbiota profile and gene expression during 

regeneration were investigated. Thus, the microbial change in both the living 

environment and during regeneration was handled and the regeneration ability was 

examined with a holistic perspective. According to the results obtained within the 

scope of this study, the microbiota changes both in living organs and in the living 

environment with metamorphosis. 

 

Keywords: Axolotl, Metamorphosis, Microbiome, Regeneration  
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3. GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

  Canlılar aleminde bir kısım canlının kaybolan uzuv ve organlarını yenileme 

yeteneği yüksek iken, bir kısım canlılar ise bu özelliği kaybederek baĢka yetenekler 

kazanmıĢtır. Bilim insanları halen rejenerasyon yeteneğine sahip olan bu 

organizmaları inceleyerek, bu özelliklerini yüksek organizmalara uyarlamanın 

yollarını aramak için çalıĢmalarını sürdürmektedir (Maden 2018). Bu tez 

çalıĢmasında kullanılan model organizma da rejenerasyon üstadı olarak bilinen 

aksolotldur.  

  Aksolotl, iki yaĢamlı ve rejenerasyon yeteneği yüksek bir hayvandır. Bu özelliğinin 

yanında izsiz yara iyileĢmesi (Denis et al. 2013) ve düĢük kanser insidansına (Oviedo 

and Beane 2009) sahip olması dolayısı ile çok özel bir model organizmadır. 

Omurgalı organizma olması dolayısı ile, rejenerasyon yeteneği yüksek hayvanlardan 

biyolojik olarak insanlara en yakın olan türlerden biridir. Bu nedenle de rejeneratif 

biyoloji çalıĢmalarında model organizma olarak kullanılabilmektedir. Ġki yaĢamlı 

canlı olmasına rağmen dıĢarıdan bir müdahale olmadan metamorfoz geçiremez ve 

doğada hayatının tümünü suda, çocuk karakterde geçirir. Diğer bir deyiĢle eriĢkin 

dönemdeki bir aksolotl larval özellikler göstermeye devam eder (Groef, Grommen, 

and Darras 2018). YaĢam ortamına tiroid hormonu verilerek metamorfoza 

uğratıldığında ise kol rejenerasyon yeteneğinin azaldığı gözlenmiĢtir (Demircan et al. 

2018). Kara yaĢamına adaptasyon ile birlikte rejenerasyon yeteneğinin azalması 

ilginç bir durum olup halen farklı yönlerden araĢtırılmaktadır.  

  Bu organizmalarda yaĢayan konakçıların hepsine birden mikrobiyota denmektedir 

(Sommer and Bäckhed 2013). Mikrobiyotanın konak canlılar ile kurduğu 

etkileĢimlerin, canlının metabolik fizyolojik ve davranıĢ süreçleri üzerindeki 

rollerinin anlaĢılması ile birlikte mikrobiyom çalıĢmaları daha da önem kazanıp 

yaygınlaĢmıĢtır. Konak canlı mikrobiyal topluluğunu seçebilmekte, mikrobiyota ise 

konak canlının hastalık veya sağlık süreçlerini etkileyebilmektedir. Konak canlı 

farklı koĢullar altında farklı mikrobiyal popülasyona sahiptir. Örneğin canlı hayatının 

farklı evrelerinde farklı mikrobiyoma sahiptir. Bazı kompleks olaylar sırasında da 

mikrobiyomun değiĢtiği bilinmektedir   
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  Sekanslama teknolojilerinin geliĢmesi ile birlikte bir örnekte bulunan mikrobiyal 

topluluk kolaylıkla tespit edilebilmektedir. Farklı genomların evrimsel 

akrabalıklarını tespit edebilmek için hepsinde ortak fonksiyona sahip bir 

makromolekül olan rRNA sekans dizisi karĢılaĢtırılmaktadır (Grayl et al. 1984).   

Filogenetik marker genlerden biri olan 16S rDNA sekans bilgisi ile örnek 

mikrobiyotası tayin edilmektedir.  

  Kara yaĢamı ile birlikte aksolotlda değiĢen olgulardan biri de mikrobiyotadır. Yakın 

zamanda yapılan çalıĢmalardan birinde metamorfoz sonrası aksolotl 

mikrobiyotasının yeniden Ģekillendiği gösterilmiĢtir. Metamorfoz sonunda en keskin 

değiĢimin gözlendiği organ deri olmakla birlikte, mide, bağırsaklar ve dıĢkı 

mikrobiyomunun da değiĢime uğradığı bildirilmiĢtir.  (Demircan et al. 2018). Bu 

değiĢimin rejenerasyon sürecine olumlu/olumsuz etkisi merak edilmektedir. 

  Bu tez çalıĢmasının amacı, metamorfoz öncesi ve sonrası aksolotl yaĢam ortamı 

mikrobiyom değiĢimini araĢtırarak rejenerasyona yaĢam ortamı değiĢiminin etkisini 

anlayabilmektir. Ayrıca rejenerasyon sürecinde değiĢen mikrobiyal gen ifadesi 

değiĢiminin araĢtırılması ile gen ifade farklılıklarını bu iki durum arasında 

kıyaslayarak rejenerasyon ile mikrobiyal gen ifadesinin iliĢkisini kurmak 

amaçlanmıĢtır. Böylece mikrobiyomun rejenerasyon sürecine etkisini bütünsel olarak 

ele alarak yorumlamıĢtır. Bu amaçlar doğrultusunda neotenik ve metamorfik aksolotl 

yaĢam ortamı örneklerindeki mikrobiyal değiĢim incelenmiĢtir.  
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4.  GENEL BĠLGĠLER 

4.1 Rejenerasyon 

 

  Rejenerasyon, kaybolan veya hasar alan doku veya organların fonksiyonel olarak 

yeniden oluĢturulma sürecine verilen isimdir (Alvarado ve Tsonis 2006)  .  Aksolotl, 

planarya, hidra, zebra balığı gibi bazı omurgasız ve omurgalı organizmalar, kaybolan 

veya hasar almıĢ uzuvlarını rejenere edebilmektedirler (Ghosh 2016).  

  Evrimsel süreçte bazı omurgalı canlıların rejenerasyon yeteneği düĢüp dokular 

bazında sınırlanırken (örneğin kuĢlar ve memeliler gibi) bazılarında ise (örneğin 

amfibiler) halen geniĢ bir rejenerasyon yeteneği görülmektedir (Maden 2018). Bazı 

organizmaların yüksek rejenerasyon yeteneğine sahip iken bazılarının bu yeteneği 

kaybetmiĢ olması ilgi çeken bir konu olup, halen araĢtırılmaktadır. 

4.1.1 Memelilerde rejenerasyon yeteneği 

 

  Canlı organizmalar, yaĢamını sürdürebilmek için doku hasarı ve hasarın onarılması 

arasındaki dengeyi korumak zorundadır (McCusker ve Gardiner 2011). Bu bağlamda 

doku ve organ yenilenmesi tüm organizmalar için önemli bir fonksiyondur. YetiĢkin 

insanların rejenerasyon yeteneği sınırlı olup, yalnızca kemik iliği bağırsak mukozası 

ve derinin bazı katmanlarını yenileyebilmektedirler (Epstein ve Maibach 1965) 

(Chan, Rebecca J. 2004) (Oates and West 2006). 

  Memeliler sınıfında bulunan hayvanların kaybettikleri veya hasara uğrayan 

dokularını rejenere etme ve izsiz yara iyileĢmesi gerçekleĢtirme yetenekleri çok 

sınırlıdır.  Dokuların yapı ve iĢlevini korumak ise çoğunlukla kaybolan hücrelerin 

yerini alan kök hücreler ile sağlanmaktadır (McCusker and Gardiner 2011). 

  Memelilerde rejenere edilebilen dokular kas, kemik ve epitel dokularıdır. Kas 

rejenerasyonunda hasarlı kas lifleri satellit (kas doku kök hücresi) hücreleri aracılığı 

ile rejenere edilmektedir. Epidermis dokusu etkin bir Ģekilde rejenere edilebilirken, 

dermis rejenerasyonu skar (yara izi) oluĢumu ile sonuçlanmaktadır (Grefte et al. 



6 
 

2007) (Harty et al. 2003). Son olarak kemik doku sürekli olarak yenilenebilme 

yeteneğine sahiptir. Bu nedenle kemik dokuda meydana gelen kırıklar, eğer kemik 

ekstremiteleri arasında bir boĢluk yoksa hasar onarılabilmektedir (Hietaniemi, 

Peltonen, and Paavolainen 1995). Bununla beraber memeli canlılar daha karmaĢık 

yapılarını rejenere edememektedir. 

   Bahsedilen karmaĢık doku ve organların yenilenmesi doku veya organ 

rejenerasyonundan ziyade, hasarlı veya yaĢlanmıĢ dokunun dönüĢümünü sağlayan 

fizyolojik bir değiĢim olayıdır. Memelilerin rejenerasyon yeteneği kaybolan 

dokuların yerini alabilen hücreler ile sınırlı olup, kaybolan organın tamamını 

üretecek bir seviyede değildir. Kimi dokuların hücreleri hasar aldığında veya 

yaĢlandığında dokuda yerleĢik bulunan öncül hücreler çoğalır, sonuçta fizyolojik ve 

hatta sabit bir Ģekilde devam eden bir rejenerasyon gerçekleĢir. Bu rejenerasyon 

fizyolojik rejenerasyon olarak adlandırılır (Ghosh 2016). Örneğin rejenere olduğu 

bilinen dokulardan karaciğerin yenilenmesi de, rejenerasyondan ziyade kayıp 

dokunun telafisi olarak, karaciğerin kütle olarak geniĢlemesidir (Trautwein 2006). 

  Rejeneratif biyolojide model organizma olarak kullanılan denizyıldızı, hidra, 

planarya ve aksolotl gibi canlılar ise doku ve organ rejenerasyonu 

gerçekleĢtirebilmektedir.  

  Tetrapodlar grubunun bir üyesi olan urodül amfibileri ise diğer omurgalıların sahip 

olmadığı geniĢ bir rejenerasyon yeteneğine sahiptir (McCusker and Gardiner 2011). 

Omurgalılar arasında yalnızca urodül amfibilerinin bazıları ve iribaĢ halindeki 

kurbağalar iç ve dıĢ organlarını yenileyebilir (Sugiura et al. 2016)   

4.2 Aksolotl 

 

  Aksolotl (Ambystoma mexicanum) omurgalıların, kaplan semenderleri grubuna ait 

Ambystoma ailesinde yer alan amfibik (2 yaĢamlı- yaĢamlarının bir bölümünü suda 

bir bölümünü karada yaĢayan) bir canlıdır. Amfibiler üç gruba ayrılır: anuranlar 

(örneğin kurbağalar), ürodeller (örneğin semenderler) ve gymnophiona (ayaksız iki 

yaĢamlılar). Ürodeller grubundan olan semenderlere örnek aksolot yüksek 
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rejenerasyon yeteneğine sahip, doğal yaĢam alanı Meksika olan (Brandon RA. 1989) 

ve nesli tükenmekte olan ender türlerdendir (Voss, Epperlein, and Tanaka 2009). 

Urodeller hücreleri farklılaĢtıktan sonra, farklılaĢmamıĢ ortamı yeniden sağlayarak 

rejenere olabilen tek tetrapod omurgalı grubudur (Roy and Lévesque 2006).  

  Amfibilerde metamorfozun tamamlanmasından tiroid hormonları sorumludur 

(Allen 1925) (Tile 1912). Amfibik canlılarda larval evrede tiroid hormonu düĢük 

iken metamorfoz sırasında en üst düzeylerine ulaĢır (Mondolj 1979). Tiroid hormonu 

çeĢitli yolaklarda gen ifade programlarını aktive ederek; canlıda morfolojik ve 

fizyolojik değiĢimlere neden olur (Brown and Cai 2007).    

  Birçok semender türü normal yaĢam döngüsünde metamorfoza uğrarken aksolotl, 

yaĢamının tamamını suda geçirmektedir. Ve normal yaĢam döngüsünde metamorfoz 

geçirmemektedir  (Groef et al. 2018). Ancak dıĢarıdan tiroid hormon uygulaması ile 

metamorfoza uğratılabilmektedir (Huxley, 1920). Aksolotl, hayatının yetiĢkinlik 

evresinde bile juvenile (yavru) karakterlerini korumaktadır. Bu özelliklerinden dolayı 

pödomorfik canlılar olarak adlandırılmaktadırlar (Groef et al. 2018). GeliĢimi 

boyunca, tiroid hormon seviyesi metamorfoz gerçekleĢmesini destekleyecek kadar 

yükselmediğinden,  dıĢarıdan tiroid hormonuna maruz kalmadığı müddetçe 

metamorfoza uğramamaktadır (Crowner vd. 2019). Örneğin amfibi grubu hariç diğer 

amniot gruplarında, yetiĢkin organizma ile embriyo, doku kuruluğu ve hiyolüronat 

miktarı açısından %20 daha farklı iken amfibiler yetiĢkinlik dönemlerinde de 

hiyolüronat içeriği zengin dokularını korurlar. 

  Aksolotl ömür boyu süren yüksek rejenerasyon yeteneğine sahiptir. Bu nedenle 

rejeneratif biyolojide model organizma olarak kullanılmaktadır. 

 

4.2.1 Aksolotl metamorfozu 

 

  Amfibilerde metamorfozun tamamlanmasından tiroid hormonları sorumludur 

(Allen 1925) (Tile 1912). Tiroid hormonunun iki formu vardır: triiodotironin (T3) ve 

tetraiodotronin (T4). T4 formu tiroid bezinin ana ürünü olup, salgılandıktan sonra 



8 
 

periferal organlarda, reseptöre bağlanma etkinliği daha fazla olan, yani daha aktif 

olan T3 formuna dönüĢtürülmektedir (Nussey S, 2001) DolaĢımdaki tiroid hormonu 

hücrelere geçince reseptörüne bağlanarak biyolojik yolakları aktive etmektedir 

(Manuscript 2013).  

  Aksolotl tiroid bezinin T4 hormonu salgılayabildiği ve TSH (Tiroid uyarıcı 

hormon) hormonunun var olduğu tespit edilmiĢtir. Buna rağmen doğal olarak 

metamorfoza uğrayamamasının birincil nedeni dolaĢımdaki tiroid hormon 

seviyesinin az olması ikinci nedeni ise TSH hormonunun salgılanma düzeyinin az 

olması olarak bildirilmiĢtir (March and Mexican 1992). 

  Bununla birlikte aksolotl yaĢam ortamına tiroid hormonu (T3 veya daha az aktif 

olan T4) verilerek metamorfoza uğraması sağlanabilmektedir (Page and Voss 2017) 

(Nussey S, 2001). 

 

 

Resim 4.2.1. 1 Metamorfoz ile birlikte aksolotlun geçirdiği değiĢimler 

 

  Tiroid hormonu, farklı hücre tiplerinde farklı biyolojik sinyal yollarını tetiklediği 

için birçok geliĢimsel olayı kontrol etmektedir. Örneğin tiroid hormon maruziyeti 

kuyruk kasının ölümüne neden olurken (Nakajima 1997) kol kasının farklılaĢıp 

büyümesini uyarmaktadır (Brown and Cai 2007).  
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  Aksolotl metamorfozu sırasında bazı organlar kaybolurken bazı doku ve organlar 

yeniden Ģekillenmektedir (Resim 4.2.1. 1). Örneğin canlı neotenik evrede solungaç 

solunumu gerçekleĢtirirken, metamorfoz sonunda solungaçlar kaybolur ve akciğer 

solunumu yapmaya baĢlamaktadır. Neotenik aksolotl ile karĢılaĢtırıldığında 

metamorfik aksolotlun deri, kuyruk, dalak ve safra kesesinde yapısal değiĢimler 

gerçekleĢtiği gösterilmiĢtir (Aytürk, Yıldırım, and Elif 2016). 

  Daha önce yapılan çalıĢmalarda metamorfoz geçirmiĢ aksolotda yenilenme 

yeteneğinin neotenik aksolota kıyasla azaldığı gösterilmiĢtir (Demircan et al. 2018) 

(Monaghan et al. 2014). Metamorfoz sonrası rejenerasyon yeteneğindeki azalmanın 

nedeni bilinmemektedir ve araĢtırılmaktadır.  

  Bahsedilen bağlamda mikrobiyomun rejnerasyon üzerindeki etkisi de önemlidir. 

Daha önce yapılmıĢ bir çalıĢmada (Demircan et al. 2018) neotenik ve metamorfik 

aksolotlun deri bağırsak mide ve dıĢkı örneklerinin mikrobiyomu karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Neotenik aksolotl mikrobiyomunda baskın olan türler; Bacteroidetes Firmicutes 

Proteobacteria Actinobacteria ve Verrucomicrobia iken metamorfik örneklerde 

Proteobacteria türü mikropların artıĢı görülmüĢtür. Proteobacteria Ģubesine ait 

bakteriler memelilerde patojen özelliği ile bilinmesi bakımından sonuçlar ilginç 

görünmektedir.  

  Konak canlı ve mikrobiyomu arasındaki iliĢkinin, konak canlının birçok iĢlevine 

etki ettiği bilinmektedir. Metamorfoz sonrası değiĢen mikrobiyomun, canlının 

rejenerasyon yeteneğine etkisi bu çalıĢmanın temel konusudur.  Neotenik ve 

metamorfik organ örneklerinin mikrop toplulukları değiĢimini incelemek sonucunda 

elde edilen bulgular Ģu soruyu sormamıza neden olmaktadır:  metamorfoz ile birlikte 

değiĢen mikrobiyom, metamorfoz ile birlikte azalan rejenerasyon yeteneği ile iliĢkili 

olabilir mi? 
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4.2.2 Aksolotl rejenerasyon yeteneği 

 

  Birçok omurgalı, embriyonik dönemde hücreleri henüz farklılaĢmadığı için 

uzuvlarını rejenere edebilmektedir  (Bryant, Endo, and Gardiner 2002).  YetiĢkinlik 

dönemindeki omurgalı canlılar ise bu yeteneğini kaybetmiĢlerdir. Omurgalı amfibi 

türlerinden biri olan aksolotl ise, yaĢamının yetiĢkin evresinde bile kol, merkezi sinir 

sistemi, kalp, retina gibi kompleks yapılarını fonksiyonel olarak rejenere 

edebilmektedir (Voss et al. 2009). Aksolotlu farklı ve ilgi çekici kılan bu özelliği 

rejeneratif tıp araĢtırmalarının bir konusunu oluĢturmaktadır. 

  Aksolotlun sahip olduğu rejenerasyon yeteneğini açıklayabilmek için iki hipotez 

önerilmektedir. 

  Birinci hipotez aksolotlun eĢeysel olgunluğa eriĢtikten sonra bile juvenile (çocuk) 

özelliklerini koruması, yani ‗pödomorfik‘ olmasını temel almaktadır. Bu özelliği 

nedeni ile metamorfoza uğramamakta ve hücreleri embriyonik özellikler taĢımaya 

devam etmektedir. Böylece rejenerasyon yeteneğini koruduğu düĢünülmektedir. Bu 

hipotez, kurbağalarda metamorfoza uğramadan hemen önce ve metamorfoz 

sonrasında rejenerasyonun kademeli olarak azalması ile tutarlı görünmektedir 

(Mescher and Neff 2005). 

  Ġkinci hipotez ise urodel grubu canlıların basit bir kazanılmıĢ bağıĢıklık sistemine 

sahip olması ve rejenerasyonun zayıf bağıĢıklık yanıtı ile iliĢkilendirilmiĢ olması 

temeline dayanmaktadır. Memeli organizmaların rejenerasyon yeteneğinin sınırlı 

olduğu bilinmektedir. Memeli sınıfındaki canlılar da geliĢmiĢ bir kazanılmıĢ 

bağıĢıklık sistemine ve zayıf rejenerasyon yeteneğine sahiptir. Aksolotl ise; yakın 

akrabası Xenopus (zenopus)‘a kıyasla zayıf bağıĢıklık sistemine sahip olup, 

zenopustan daha yüksek rejenerasyon yeteneğine sahiptir (Godwin and Brockes 

2006). Bununla birlikte,  memelilerde embriyonik geliĢim evresinde, bazı bağıĢıklık 

hücreleri henüz geliĢmemiĢken, yara izsiz iyileĢme gerçekleĢmektedir. Bu da 

geliĢmiĢ bir bağıĢıklık sisteminin rejenerasyon yeteneğini sınırlandırdığını 

düĢündürmektedir. YetiĢkin canlıda bağıĢıklık sisteminin fibrozis, yara izi ve 

inflamasyon oluĢumuna neden olduğu önerilmektedir (Street and House 1997). 



11 
 

Gerçekten de tetrapodlarda bağıĢıklık sisteminin baskılanması rejenerasyon 

yeteneğini arttırmaktadır. Ayrıca makrofaj ve antijen sunan hücreleri bulunmayan 

farelerin yara izsiz iyileĢme gerçekleĢtirdiği gösterilmiĢtir (Martin et al. 2003). 

Filogenetik olarak kazanılmıĢ bağıĢıklık sisteminin geliĢmiĢliğine bağlantılı olarak 

rejenerasyon yeteneğinde azalma olduğu yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Flajnik 

MF, 2003)  

  Bazı çalıĢmalar, daha karmaĢık bağıĢıklık sisteme sahip omurgalı türlerde sinir 

rejenerasyonunun azaldığını kanıtlamaktadır (Aurora and Olson 2015).  Bununla 

birlikte rejenerasyon için bağıĢıklık sistemi aktivitesinin gerekli olduğu bilinmektedir 

(Mescher and Neff 2005).  

  BaĢarılı yara iyileĢmesi ve rejenerasyon için bağıĢıklık sisteminin bir düzeyde 

aktivasyonu gerekmektedir. Rejenerasyonun erken evrelerinde bağıĢıklık sistemi 

hücreleri yara bölgesine göç etmekte ve önemli bazı roller üstlenmektedirler 

(Mescher and Neff 2006). Örneğin nötrofiller yara iyileĢmesi sırasında hücre 

enkazını temizleyerek, ve ayrıca çeĢitli büyüme faktörleri ve sitokinler salgılayarak 

rejenerasyona katkıda bulunmaktadırlar (Wang 2018). Sitokinlerin salgılanması; 

lökosit göçü, hücre çoğalması, damarlanma, kollajen yeniden modellemesi gibi 

olayları doğrudan etkilemektedir (Godwin and Brockes 2006) (Mescher and Neff 

2006). Ayrıca yine baĢka bir çalıĢmada bağıĢıklık sisteminin uyarılmasının sinir 

rejenerasyonunu artırdığı gösterilmiĢtir (Bosak et al. 2018).  Memelilerde periferal 

sinir sistemi hasarlarında, makrofajlar hasarlı bölgeye göç ederek miyelin fagositozu 

yapmakta ayrıca rejenerasyonu uyaran moleküller (IL-1:sinir hücrelerinden NGF 

üretimini uyarır.) salgılamaktadırlar. Aksolotl ve newt gibi türlerde rejenerasyon 

sırasında hızlı bir makrofaj yanıtı gerçekleĢmektedir (Press et al. 1993). 

  YetiĢkin newtlerde amputasyon sonrası dolaĢımdaki lenfosit ve monosit miktarıının 

yarıya düĢtüğü ve reJenerasyon tamamlanana dek normale dönmediği bildirilmiĢtir. 

Bu durum rejenerasyon sırasında bağıĢıklık yanıtı gerekliliğinin kritik bir örneğini 

temsil etmektedir (Sicard 1985). 

  Aksolotl kol rejenerasyonunun erken evresinde, (yara iyileĢmesi sırasında) blastema 

öncül hücreleri bağıĢıklık sistemi düzenleyici rol üstlenmektedir. Yapılan çalıĢmalar 
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yara iyileĢmesi evresinde blastema öncül hücrelerinin çeĢitli inflamatuar sitokinler 

salgılayarak bağıĢıklık sistemini düzenlediğini göstermiĢtir (Tsai, Baselga-garriga, 

and Melton 2019). 

4.2.3 Aksolotl uzuv rejenerasyonu 

 

  Aksolotl uzuv rejenerasyonu; ampute edilen koldan proksimal distal ekseni boyunca 

yeniden iĢlevsel bir uzuv oluĢumu sürecidir. 

  Uzuv rejenerasyonunun birkaç aĢamadan oluĢmaktadır. En erken aĢamada, 

amputasyon bölgesinin etrafı yara epiteli ile örtülür. Sonrasında, farklılaĢmamıĢ ve 

prolifere olan mezenkimal hücrelerin bir kütlesi olan blastema dokusu oluĢumu 

gözlenmektedir. Daha geç aĢamalarda ise blastema dokusu hücreleri yeniden 

farklılaĢarak kayıp uzvu yeniden oluĢturulmaktadır (Wallace, Watson, and Egar 

1981). 

  Uzuv rejenerasyonun temelde hazırlık ve yeniden geliĢim olmak üzere iki fazı 

vardır (Stocum 2011). Birinci fazda yara epitelinin oluĢumu, bağıĢıklık cevabı, 

hücrelerin geriye farklılaĢması (dediferansiasyon), hücre çoğalması (proliferasyon), 

ve hücre göçü (migrasyon) olayları meydana gelmektedir. Sinir uyarımı, hücrelerin 

geriye farklılaĢması ve göçü için önem arz etmektedir. Ġkinci faz ise yeniden geliĢim 

fazı olup, bu aĢamada pattern oluĢumu ve morfogenez (organ geliĢimi) olayları 

meydana gelmektedir. Bu aĢamada sinir iletimi engellense bile rejenerasyon devam 

edebilir (Roy and Lévesque 2006) (Mullen et al. 1996).  Rejenerasyona hazırlık 

evresi olan ilk aĢama rejenerasyona özgü bir durum sergiler iken yeniden geliĢim 

evresi embriyonik geliĢimine benzemektedir (Tablo 4.2.3. 1) (Knapp et al. 2013) 

(Simkin J, Han M, Yu L, Yan M 2013). 
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Tablo 4.2.3. 1 Rejenerasyonun evreleri (Bryant et al. 2002)  

REJENERASYONUN EVRELERĠ 

FAZ 1: YARA ĠYĠLEġMESĠ 

Yara epitelinin oluĢumu Yara etrafındaki epitelyum kaynaklı keratinositler göç 

eder ve su alıp ĢiĢerek yara yüzeyini kapatır. 

Gen ifadesinin uyarılması Yara iyileĢmesi ve uzuv rejenerasyonunda görevli 

genler ifade olur.  

Sinir uyarımı Bu aĢamada sinirsel uyarım zorunlu değildir. 

FAZ 2: GERĠYE FARKLILAġMA 

Geriye farklılaĢma Kök dokudaki hücreler, özelleĢmiĢ karakterlerini 

kaybeder ve blastemayı oluĢturmak üzere göç ederler. 

Blastema oluĢumu Göç eden hücreler blastemayı oluĢturur ve çoğalırlar 

Gen ifadesinin uyarılması Geriye farklılaĢma için gerekli genler ifade olur, 

rejenerasyona özgü bir gen ifade profili vardır. 

Sinir uyarımı Bu aĢamada sinir uyarımı kesintiye uğrar ise 

rejenerasyon gerçekleĢmez. 

FAZ 3: YENĠDEN GELĠġĠM 

Büyüme ve pattern (desen) 

oluĢumu 

Embriyonik geliĢime benzer. 

Gen ifadesinin uyarılması Embriyonik geliĢme sırasında gerçekleĢen gen 

ifadesine benzer bir profil vardır. 

Sinir uyarımı Büyüme sinirsel uyarılara bağlıdır, fakat hücre 

farklılaĢması sinir uyarılarından bağımsızdır. 

Pozisyon bilgisi Blastemayı oluĢturan hücrelerin kökenine 

farklılaĢması için pozisyon bilgisi gereklidir. 
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BaĢarılı bir rejenerasyon için Ģu aĢamaların sırayla gerçekleĢmesi gerekmektedir: 

yara iyileĢmesi, blastema oluĢumu, uzvun yeniden geliĢmesi. (ġekil 4.2.3. 1) 

a-) Yara ĠyileĢmesi: Hasardan sonraki birkaç saatte, yara etrafındaki epitelyum 

kaynaklı keratinositler göç eder ve su alıp ĢiĢerek yara yüzeyini kapatır. Bu aĢama 

yara iyileĢmesi olarak adlandırılmaktadır (Bryant et al. 2002) (Ferris et al. 2010). 

  Yara iyileĢmesi evresinde gerçekleĢen dört önemli olay vardır: kan pıhtısının 

oluĢması (fibrozis), bağıĢıklık sistemi hücrelerin yara bölgesine göçü (infiltrasyon), 

hücre dıĢı matriks (HDM) yıkımı ve yara epidermisinin oluĢumu. 

  Yara epiteli 4-12 saat arasında oluĢmaktadır. Yara bölgesi kan pıhtısı oluĢturularak 

kapatılır. Kan pıhtısı oluĢtuktan sonra kan damarları daralır, çevre dokulardan 

epidermal hücreler yara bölgesine göç eder ve  sonunda yara epiteli oluĢturulur. Aynı 

zamanda, doğal bağıĢıklık sistemi hücrelerinden nötrofil ve makrofajlar, yara 

bölgesine göç ederek çeĢitli büyüme faktörleri (TGF, FGF, CSF, HGF, ILGF) 

salgılayarak endotel ve fibroblast hücrelerini aktive ederek yara bölgesine çekerler. 

Böylece bağıĢıklık sistemi hücreleri hücresel proliferasyonu kontrol etmektedir. Yara 

iyileĢmesi evresinde gerçekleĢen önemli olaylardan biri de HDM yıkımıdır.  Matriks 

metalloproteinaz (MMP) ‘lar doku yıkımını sağlamaktadır. MMP ler; makrofajlar, 

osteoklastlar ve kondrositler tarafından salınan proteazlar (protein parçalayan 

enzimler)‘dır. Stump (kök) dokudan hücre proliferasyonunu ve penetrasyonunu 

kolaylaĢtırmak için dokuda bulunan kollajen liflerin yıkımını sağlarlar. Böylelikle 

dokuyu yeniden Ģekillendirirmektedir. Yara epiteli bu olayların sonunda morfolojik 

olarak ve gen ifadesi bakımından değiĢimlere uğrar ve kalınlaĢarak apikal epitelyal 

baklığı (AEB)yı oluĢturur (Han et al. 2005). 

  Rejenerasyonun erken aĢamalarında gerçekleĢen sinyalleĢmeler önemlidir. Örneğin 

yara epitelinden salınan Aksolotl MARCKS-like protein hasarsız uzuvda hücre 

proliferasyonunu indükler (Sugiura et al. 2016).  FGF Wnt gibi sinyal yolaklarının 

aktivasyonu da uzuv rejenerasyonu için gereklidir (Mccusker, Bryant, and Gardiner 

2015). 
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ġekil 4.2.3. 1 (A) Aksolotl uzuv ampütasyonu sonrası blastema oluĢum ve geliĢim 

safhaları. (B)  Soldan sağa doğru ampütasyon sonrası 1. gün, 7. gün, 9. gün, 11. gün, 

13. gün, 15. gün, 17. gün, 21. gün, 25. gün ve 31. günlerde görülen blastema geliĢimi   

(Ferris et al. 2010). 

b-) Blastema OluĢumu: BaĢarılı bir rejenerasyon için blastema oluĢumu önemli ve 

gereklidir. 

  Blastema dokusu rejenerasyona özgü Ģeffaf bir doku olup uzvu oluĢturacak olan 

öncül hücreleri barındırmaktadır. Blastema dokusu farklılaĢmamıĢ ve prolifere 

olabilen (çoğalabilen) mezenkimal hücrelerden oluĢmaktadır (Ferris et al. 2010) 

(Knapp et al. 2013). 

  Kayıp uzvun yeniden oluĢması için öncelikle embriyonik geliĢime benzer bir durum 

yaratılır. Bunun için farklı konum bilgisine ve farklı kökene sahip hücreler önce 

geriye farklılaĢıp prolifere olurlar, daha sonra uzuv yapısını oluĢturmak için,  yeniden 

farklılaĢırlar. Prolifere olan blastema hücreleri yeniden farklılaĢırken yine atasal 

kökenlerine farklılaĢır (Autoradiographic 1961) (Anon 2012). 

  Stump (kök) dokuda bulunan hücreler farklılaĢarak blastemayı oluĢturan 

mezenkimal karakterde hücrelere dönüĢürler. Blastema dokusu (Tweedell 2010)  

ampütasyon bölgesindeki hücrelerin geriye farklılaĢması ile oluĢur. Bu hücreler 

embriyonik özellikler gösterirler ve memeli embriyonik geliĢiminde de eksprese olan 

bazı genleri eksprese ederler (Han et al. 2005). Kıkırdak, bağ doku ve kas hücreleri 

farklılaĢmıĢ özelliklerini kaybederek, hasar gören uzvu onaracak öncül hücreleri 
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oluĢtururlar. Bu hücreler blastemayı oluĢturmak için çoğalırlar daha sonra 

farklılaĢarak kayıp uzuv yapısını oluĢtururlar (Kragl et al. 2009). 

  

 

ġekil 4.2.3. 2 Geriye farklılaĢma ve rejenerasyon olaylarında hücre farklılaĢmasının 

karĢılaĢtırılması (Han et al. 2005). 

 

  Blastema oluĢumu için; yeterli sinir desteği (Singer 1974), yara epiteli oluĢumu 

(Wallace et al. 1981), farklı konum kimliklerine sahip bağ doku orjinli hücreler 

gereklidir (Bryant, French, and Bryant 1981). Yara epiteli ile sinir hücreleri 

arasındaki sinyalleĢme, rejenerasyon boyunca gerçekleĢir ve rejenerasyonu 

gerçekleĢtirecek hücrelerin göçü için önemlidir. Farklı pozisyon bilgisine sahip 

hücreler ise pattern oluĢumunun doğru gerçekleĢmesini sağlar.  

  Yara kapandıktan sonra yara epitelinin morfolojisinde ve gen ifadesinde 

(Christensen, Weinstein, and Tassava 2001) apikal epitelyal baĢlığı (AEB) 

oluĢturmak için bazı değiĢiklikler olur (Han et al. 2005). Takip eden günlerde sinir 

sinyalleri yara epitelini uyarır ve apikal epitelyal baĢlığı oluĢturur (Singer and Inoue 

1964). AEB, uzuv mezankimal hücrelerin morfogenezini yönlendirir. Böylece erken 

blastema oluĢumu için bağ doku fibroblast hücrelerinin göç etmesini sağlayacak 
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sinyaller üretilmiĢ olur. Bu hücreler yara epiteli altına göç ederler ve geriye 

farklılaĢırlar. Daha sonra amputasyon bölgesinin distalinde birikerek blastema 

dokusunu oluĢtururlar (Namenwirth 1974). Ayrıca stump (kök) dokudaki hücrelerin 

gen ekspresyonları da değiĢir, yaraya göç ederler blastemayı oluĢtururlar (Singer and 

Inoue 1964). 

4.2.4 Blastema Hücrelerinin Kökeni 

 

   YetiĢkin aksolotl ön veya arka ayakları sinir doku (nöral), kas doku (miyojenik), 

bağ doku ve epidermal kökenli farklı hücre tipleri barındırır. Amputasyondan sonra, 

amputasyon bölgesinin yakınındaki hücreler blastema dokusunu oluĢturmak üzere 

yara bölgesinde toplanırlar. Bağ doku hücreleri; kemik, kıkırdak, tendon, iskelet zarı 

ve fibroblastlar olup, blastemaya en çok katkıda bulunan hücrelerdir.  Ayrıca 

rejenerasyon için gerekli faktörleri de bu hücreler sentezleyebilirler. 

  Bağ doku hücreleri, eriĢkin karakterlerini kaybederek blastemanın multipotent 

karakterde öncül hücrelerine dönüĢürler (ġekil 4.2.4. 1). 2009 yılında yapılan bir 

çalıĢmada blastemaya katkıda bulunan hücrelerin sınırlı potansiyele sahip öncül 

hücrelere dönüĢtüğü bulunmuĢ, blastema için de sınırlı öncül hücrelerin bir havuzu 

tanımı yapılmıĢtır (Kragl et al. 2009). EriĢkin bağ doku hücreleri, blastemaya en az 

%20 oranında katkıda bulunurlar. Bağ doku hücreleri yeniden farklılaĢırken yine bağ 

doku kökeninden olan hücrelere farklılaĢırlar yani multipotent bağ doku öncül 

hücreleri karakterlidirler (Gerber et al. 2019).  
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ġekil 4.2.4. 1 Uzuv rejenerasyon süreci. Ampütasyonun ardından, uzvun 

yenilenmesini sağlayan, çoğalan hücrelerden meydana gelen blastema yapısının 

oluĢumu gerçekleĢir. Blastemaya katkı sağlayan hücreler uzun süredir 

tartıĢılmaktadır (Montoro and Longaker n.d.).  

  Blastema hücrelerinin kökeni üç ana kaynak olabilir: stump (kök) dokuda bulunan 

hücrelerin kök/öncül hücrelere geri farklılaĢması (dediferansiyasyon), stump 

hücrelerinin köken kısıtlı olarak proliferasyonu ve farklılaĢması 

(transdiferansiasyon), dokuya özgü kök hücreler (ġekil 4.2.4. 2). Farklı canlılarda 

rejenerasyon sürecinde bu kök hücre kaynaklarından yalnızca birinin varlığından 

ziyade bu kök hücre kaynaklarının bir birleĢiminin gerçekleĢtiği düĢünülmektedir 

(Montoro and Longaker n.d.). Newt ile yapılan bir çalıĢmada kol dokusunda bulunan 

kas sinir ve bağ doku hücrelerinin geri farklılaĢması ile blastema dokusunun oluĢtuğu 

gösterilmiĢtir (Autoradiographic 1961).  

  Blastemayı oluĢturan hücrelerin çoğunluğu deri fibroblastlarıdır, bunlar sinir ve kas 

rejenerasyonuna katkıda bulunmazlar. Aksine nöral kök hücreler kas kıkırdak sinir 

rejenerasyonuna katkıda bulunurlar (Fox 1986).  Sandoval-Guzman ve arkadaĢlarının 

yaptığı bir çalıĢmaya göre (2014) newt kol rejenerasyonunda miyofiberler geri 

farklılaĢırken, aksolotl rejenerasyonunda miyofiberler değil, Pax7+ satellit hücreler 

limb rejenerasyonun katkıda bulunur (Wang et al. 2014). Amputasyon sonrasında 
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koldan kemikler çıkarılarak oluĢturulan bir deney düzeneğinde kolun tam 

rejenerasyonunun gerçekleĢtiği, iskelet elemanları dıĢındaki hücrelerin kemik 

dokuyu oluĢt urabildikleri gösterilmiĢtir. Kıkırdak hücrelerinin kası oluĢturmadığı, 

kas hücrelerinin kıkırdak ve epidermisi oluĢturmadığı da gösterilmiĢtir. Özetle, 

rejenerasyon sırasında hücrelerin sahip olduğu pozisyon bilgisi dokuya özgüdür 

(Kragl et al. 2009).  

 

ġekil 4.2.4. 2 Blastema oluĢumu için sunulan teorilere genel bakıĢ. Blastemayı 

oluĢturan hücreler, geriye farklılaĢma, öte farklılaĢma, dokuya özgü kök hücreler 

veya bu üçünün bir kombinasyonundan oluĢabilir (Montoro and Longaker n.d.). 

 

  Blastema oluĢumu, büyümesi ve geliĢmesi için sinir sinyalleri gereklidir. Sinir ile 

Yara Epiteli / Apikal Epitelyal BaĢlık (YE/AEB) arasındaki iliĢki belirli yolaklarda 

gen ifade değiĢimlerine neden olur  (FGF (fibroblast growth factor), BMP (Bone 

Morphogenic Protein), Wnt Sinyal yolu. ). Yara epiteli ile apikal epitelyal baĢlık 

arasındaki sinyalleĢme sonucunda bazı olaylar gerçekleĢir. Apikal epitelyal baĢlıktaki 

keratinositler dediferansiye olurlar. Bağ dokunun fibroblast hücreleri de mezenkimal 

hücreleri oluĢturmak üzere farklılaĢırlar. Blastema oluĢumu için sinirler tarafından 

üretilen nörotrofik faktörler (nöropeptidler, organik moleküller, siklik nükleotidler, 

büyüme faktörleri biyoelektrik sinyaller) de gereklidir (Satoh et al. 2008).  

   Erken blastema oluĢumu için, yara etrafındaki dermis hücreleri ve stump (kök) 

dokudan bağ doku hücrelerinin göç etmesi gerekir. Bu hücrelerin etrafındaki hücre 
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dıĢı matriks yıkıma uğrar. Bu hücre göçünü YE/AEB etkileĢimi ile oluĢan sinyaller 

kontrol eder. Göç eden bağ doku hücreleri ve dermisten gelen hücreler apikal 

epitelyal baĢlık altında birikir. Bu hücreler ve onların öncülleri farklı pozisyon 

bilgilerine sahiptir, böylece kaybolan uzuv yapısındaki farklı hücrelerin yerini alırlar 

(Endo, Bryant, and Gardiner 2004).  Blastemayı oluĢturmak için göç eden hücreler 

kök dokunun 1 mm gerisinden gelir. Bu nedenle 0. gün dokusu yara dokusunun 1 

mm gerisinden toplanır. Bu farklılaĢmamıĢ hücreler amputasyon bölgesinin 

distalinde birikerek blastema dokusunu oluĢtururlar (Wallace et al. 1981). 

3-)Yeniden Büyüme: Kaybolan dokuların rejenerasyonu blastema hücrelerinin distal 

eksen boyunca çoğalması ile gerçekleĢir. Blastema hücresi çeĢitli pozisyon 

bilgilerine sahiptir. Rejenere olmakta olan uzvun pozisyon bilgisine sahip hücreleri, 

uzvun farklı hücre türlerinin yerini alarak tambir uzuv oluĢmasını sağlarlar (Taghiyar 

et al. n.d.). 

  Erken blastema hücreleri pozisyon bilgisine henüz ulaĢmamıĢken geç blastema 

hücrelerinde bu bilgi artık sabittir (Gardiner et al. 1995). Rejenerasyonun geç 

aĢamalarında gerçekleĢen olaylar, memelilerdeki embriyonik geliĢime yüksek oranda 

benzerlik gösterir (Anon n.d.). 

  

ġekil 4.2.4. 3 Filogeni ile önerilen hücresel yolaklar  
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4.3 Mikrobiyom 

 

  Hayvanlar ve bitkiler; çeĢitli türde bakteri, arke, virüs gibi mikrop toplulukları için 

konak canlıdırlar. Bu ortak yaĢam hayvanların evrim sahnesine ilk çıktıkları andan 

itibaren baĢlamıĢtır (Mcfall-ngai et al. 2013). Bu organizmalarda yaĢayan 

konakçıların hepsine birden mikrobiyota denmektedir. Bu mikroplar ile konak canlı 

arasında, konak canlının metabolizma, fizyoloji ve bağıĢıklık sistemini etkileyen 

simbiyotik (ikili yaĢam) iliĢkiler vardır (Sommer and Bäckhed 2013) (The et al. 

2013). 

  Ġnsan bağırsak mikrobiyotası farklı mikroorganizma türlerinden oluĢmuĢ olup bu 

mikro canlılar hem birbirleri hem de konak canlı ile etkileĢim halindedirler. Ġnsan 

bağırsak mikrobiyotasının sahip olduğu gen sayısı insan genomundan yüz kat 

fazladır. Mikrobiyomun konak canlıdan farklı olarak gerçekleĢtirdiği gen ifadesi 

konak canlının birçok hayati iĢlevin gerçekleĢtirilmesinde aracılık eder (Ley et al. 

2005).  

  Mikroplar salgıladıkları metabolitler aracılığı ile konak canlının çeĢitli 

fonksiyonlarını etkilerler. Örneğin D. melanogaster bağırsağında yaĢayan bakteriler 

farklı koĢullar altında farklı metabolitler üreterek canlı geliĢimini olumlu veya 

olumsuz etkiler (Sannino, Dobson, and Edwards 2018). 

  Mikroplar konak canlının yaĢamını birçok biyolojik iĢlev yönünden etkileyebilir. 

Ġnsan bağırsağında yaĢayan bazı bakteriler bazı polisakkaritleri metabolize ederek 

asetat, bütirat, propiyonat gibi kısa zincirli yağ asitleri üretirler. Bu ürünler dolaĢıma 

geçerek birçok sisteme etki gösterir. Bu yolla ise; konağa karbon kaynağı ve enerji 

sağlarlar, sinir sistemini etkilerler, dolaĢıma katılarak hormon benzeri iĢlevler 

sergilerler, vücutta üretilmeyen esansiyel vitaminleri ve aminoasitleri üretirler (Ley 

et al. 2005). Ayrıca bağırsak mikrobiyomundaki bakteriler konak bağırsak epitelinin 

ve bağıĢıklık sisteminin farklılaĢıp geliĢmesini sağlayarak fırsatçı patojenler için bir 

koruma sağlar. Böylelikle doku iç dengesinin (homeostaz) korunmasını sağlarlar 

(Sommer and Bäckhed 2013) (Mcfall-ngai et al. 2013). 
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  Bağırsak mikrobiyotası bağırsağın yerli mikroplarını tolere eden ve patojen 

bakterilerden koruyan aktif bir bariyer olarak iĢ görür. Sağlıklı bağırsak 

mikrobiyotası konak için yararlıdır. Patojen bakteriler yerli bağırsak mikrobiyotası 

ile yarıĢarak ve sağlıklı dengeyi değiĢtirerek inflamatuar hastalıklara neden olurlar 

(Hardt 2008). Ayrıca bağırsak mikrobiyotası bağırsak kök hücre aktivitesini 

düzenleyerek bağırsak epitel hücrelerinin yenilenmesini kontrol eder (Mcfall-ngai et 

al. 2013) (Rakoff-nahoum et al. 2004). Bağırsak epitel hücrelerinin yenilenmesinde, 

bağırsak mikrobiyotasının ürettiği metabolitlerin önemli katkıları vardır. Bağırsak 

mikroorganizmaları, kompleks karbonhidratları parçalayarak kısa zincirli yağ 

asitlerini üretirler. Bu metabolitlerden laktik asit, bağırsak kök hücre çoğalmasını ve 

bağırsak rejenerasyonunu destekler, bütirat ise bağırsak epitel hücreleri için enerji 

kaynağıdır.  

  Konak üzerindeki çeĢitli etkilerinin anlaĢılmasından sonra mikrobiyotaya 

mikrobiyal organ, ikinci beyin gibi isimler verilmiĢtir (Ley et al. 2005). 

4.3.1 Farklı canlıların metamorfoz ve rejenerasyon süreçlerine mikrobiyomun 

etkisi 

 

  Birçok hayvanın geliĢimi veya davranıĢı, çevresel sinyallerden, özellikle de bakteri 

kaynaklı sinyallerden etkilenir (Mcfall-ngai et al. 2013). Ġki yaĢamlı canlıların 

vücudunun metamorfoz sırasında uğradığı değiĢimler için de mikroorganizmaların 

rolü önemlidir.  

  Deniz omurgasız canlılarının larvaları, bakteri kaynaklı sinyaller ile beslenme 

metamorfoz ve büyümeleri için uygun bir ortama yerleĢirler.  Örneğin Hydroides 

elegans metamorfozunun belirli bir yüzeyden gelen bakteri kaynaklı sinyallere 

bağımlı olduğu bulunmuĢtur (Vijayan et al. 2019). 

  Yapılan çalıĢmalar, mikrobiyomun konak canlı metamorfozunun tamamlanmasını 

etkileyebildiğini göstermiĢtir. Holometabolik böcek türlerinde metamorfoz sırasında 

mikrobiyom değiĢir. Bu türlerde, simbiyotik bakteriler devre dıĢı kalırsa bağırsak 
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mikrobiyomu patojen türler tarafından kolonize edilir ve konakçının ölümüne neden 

olur (Johnston and Rolff 2015). 

  Yara iyileĢmesinde de benzer bir durum vardır. Diyabet, romatoid artrit gibi 

hastalıkların sonucunda bakteriyel invazyon riski artar ve sonuçta kronik yaralar 

geliĢebilir. Bu yaralar bakteriler tarafından kolonize edilmiĢtir. Burada kolonize olan 

türler önemlidir. Bazı bakteri türleri yara iyileĢmesine olumlu katkı sağlayabilir veya 

inflamasyonu artırarak yara iyileĢmesini geciktirebilirler (Edwards and Harding 

2004).  

  Kompleks bir iĢlem olan rejenerasyon sırasında gerçekleĢen biyolojik yolaklara 

mikropların etkisi son yıllarda merak edilen bir konu olmuĢtur. Bakteriler ve onların 

ürettiği metabolitler, konak canlı fonksiyonlarını destekleyen veya engelleyen 

etkilere sahiptir. Bir yassı solucan türü olan, ve rejenerasyon yeteneğine sahip, 

Dugesia japonica üzerinde yapılan bir mikrobiyom çalıĢmasında, Betaproteobacteria 

sınıfında bulunan Aquitalea türü bakterilerin ürettiği bir metabolit olan indolün, D. 

Japonica rejenerasyonunu inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Lee et al. 2018). 

  Mikrobiyota ve bağıĢıklık sistemi arasında sürekli bir etkileĢim vardır. Ġmmün 

sistemin üyeleri patojen ve simbiyont mikroorganizmaları ayırt ederek patojenleri 

yok etmek zorundadır. Yakın tarihli bir çalıĢma, yassı solucanlarda enfeksiyon 

varlığında ve yokluğunda rejenerasyon baĢarısının farklı sonuçlandığını bildirmiĢtir. 

Memelilerde korunmuĢ bir yolak olan TAK1/MKK/p38 yolağı, Pseudomonas 

enfeksiyon varlığında apoptozu ve tetikler, sonuçta rejenerasyon baskılanır. Aynı 

biyolojik yolak normal rejenerasyon durumunda ise apoptozu engeller (Arnold et al. 

2016).  

  Enfeksiyon ile tetiklenen apoptoz C. elegans organizmasında da gözlenmiĢtir. 

Salmonella typhimurium türü bakterilerin C. elegans bağırsağında kolonizasyonu 

sonucu üreme hücrelerinde hücre ölümü artmıĢtır (Aballay and Ausubel 2001). 
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4.3.2. Aksolotl metamorfozu öncesi ve sonrasında mikrobiyota profili  

 

  Yapılan çalıĢmalar,  mikrobiyotanın rejenerasyon sürecine olumlu veya olumsuz 

etki edebileceğini göstermiĢtir. 

  Aksolotl mikrobiyota profili semenderlerin mikrobiyota profiline benzerlik 

göstermekte olup, beĢ temel sınıfın türlerini baskın olarak içerir: Firmicutes, 

Bacteroidetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia Actinobacteria. Metamorfoz sonrası 

aksolotlda Proteobacteria sınıfı bakteriler artıĢ göstermiĢtir. Bu Ģubeye ait bakteriler 

genellikle patojen özellikleri ile bilinmektedir. 

   Aksolotl mikrobiyomu, metamorfoz ile birlikte değiĢir. Metamorfoz sonrası 

aksolotl bağırsağında goblet hücreleri artar ve daha kalın bir mukus tabakasının 

oluĢur. Akkermansia Municiphila türü mikroorganizmalar müsin parçalayıcı özelliği 

ile bilinen simbiyotik bir türdür. Bu türün bolluğu neotenik bağırsak dokusunda %9 

iken metamorfik bağırsak dokularında %16 oranlarına yükselmiĢtir. Bu da daha kalın 

bir mukus tabakası gözlemi ile tutarlıdır. Aksolotl bağırsağı gerçekleĢen bu yapısal 

değiĢiklikler ile beraber mikrobiyota profili açısından da değiĢime uğrar. Metamorfik 

aksolotl bağırsağında tür çeĢitliliği azalırken metamorfoz öncesi duruma benzerlik 

gösterir. Metamorfoz geçirmiĢ ve geçirmemiĢ aksolotlun deri mide bağırsak ve dıĢkı 

örnekleri karĢılaĢtırıldığında; mikrobiyota bileĢimi ve yapısında en fazla değiĢimin 

tespit edildiği organlar deri ve sindirim sistemi organlarıdır (Demircan et al. 2018).  

  Metamorfoz ile birlikte karasal yaĢama adapte olacak olan canlının mikrop 

topluluklarının da bu yaĢama uyum sağlayacak Ģekilde değiĢmesi beklenen bir 

durumdur. Örneğin metamorfoz sonrası aksolot derisinde Pseudonocardia türü 

bakterilerin çoğaldığı gözlemlenmiĢtir. Bu tür mikroorganizmalar antifungal özelliği 

ile bilinmekte olup, karasal hayatta patojenik mantarlara karĢı konak canlıyı 

koruyarak simbiyotik bir birliktelik sağladığı düĢünülmektedir (Demircan et al. 

2018). 

  Aksolotlda metamorfoz sonrası değiĢen mikrobiyomun canlının rejenerasyon 

yeteneğindeki azalma ile iliĢkili olup olmadığı konusu merak edilen sorulardandır.  
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4.3.3 Aksolotl kol rejenerasyonunda mikrobiyota profili 

 

Aksolotl kol rejenerasyonu sürecinde mikrobiyota büyük oranda değiĢime uğrar. 

Yapılan bir çalıĢmada kol rejenerasyonunun üç temel evresini temsil eden zaman 

noktalarında; yara iyileĢmesi(1. gün), erken-geç blastema oluĢumu (4. ve 7. günler),  

yeniden geliĢim evresi (30. ve 60. günler), rejenere olan kol dokusundan alınan 

örneklerin mikrobiyomu karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu zaman noktalarında alınan örnekler, 0. 

gün dokusu ile karĢılaĢtırılarak mikrobiyom değiĢimi analiz edilmiĢtir. YaĢam 

ortamının bu değiĢime katkısını anlamak için de 0, 30 ve 60. günlerde su örnekleri 

toplanarak analize dahil edilmiĢtir (ġekil 4.3.3. 1) 

 

ġekil 4.3.3. 1 Aksolotl rejenerasyonun farklı günlerinde alınan örneklerin filum 

düzeyinde taksonomik çeĢitlilik (De et al. 2019) 

  Biyoinformatik analiz sonuçları, Bacteroidetes, Firmicutes, Protebacteria, 

Actinobacteria ve Verrucomicrobia Ģubelerinin alınan örneklerde baskın olarak 

bulunduğunu ortaya çıkarmıĢtır. Su örneklerinde ve rejenerasyonun farklı 

evrelerinde, baskın Ģubeler değiĢmiĢtir. Rejenerasyonun üç ana evresi de kendine has 

bir mikrobiyom profili sergilemektedir. Ayrıca su örnekleri deney gruplarından 

tamamen ayrılarak bağımsız bir mikrobiyal çeĢitlilik göstermiĢtir. Bu da doku 
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örneklerinin gösterdiği değiĢimin yaĢam ortamından kaynaklanmadığını, 

rejenerasyona özgü bir değiĢim sergilediği hipotezini güçlendirmektedir. 

  Deney gruplarında her zaman noktasında bulunan replikalar kendi içerisinde 

kümelenerek anlamlı bir ayrım göstermiĢtir. 0. günde ve yara iyileĢmesi evresinde 

Firmicutes Ģubesinin zenginleĢtiği Protebacteria Ģubesinin azaldığı gözlenirken; 

Blastema oluĢumu ve yeniden geliĢim evresinde Firmicutes Ģubesinin azalmıĢ, 

Protebacteria Ģubesinin zenginleĢmiĢtir. Actinobacteria Ģubesi yeniden geliĢim 

evresinde zenginleĢmiĢtir (De et al. 2019).  

 

4.3.4. Mikrobiyal çeĢitlilik analizlerinin gerçekleĢtirilmesi  

 

  Farklı koĢullar altında değiĢtiği düĢünülen mikrop toplulukları, örnekteki bakteriyel 

16S rRNA geni çoğaltılarak ve sonrasında sekanslayarak tespit edilebilmektedir 

(Caporaso et al. 2010).  

  Bir örnekteki mikroorganizmalar birkaç yöntem ile tespit ve tayin edilebilir. 

Mikroorganizmaların kültür Ģartlarında çoğaltılması bu yöntemlerden biridir. Bu 

yöntemde, örnekte bulunan türlerin tespiti için bakteri kültürü yapılır. Sonuçta 

çoğalan mikroorganizmalar morfolojik ve fenotipik yöntemlerle tanımlanabilir (Iii 

2004). Bu yöntemin en büyük dezavantajı örnekte bulunan tüm mikroorganizmaların 

büyütülmesi için uygun ortam Ģartlarının oluĢturulamaması ve çoğu türlerin gözden 

kaçmasıdır (Baker, Smith, and Cowan 2003) (Sttger 1989). 

  1980‘lerde bakterileri tanımlamak için yeni bir standart geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntem, 

farklı genomların evrimsel akrabalıklarını tespit edebilmek için hepsinde ortak 

fonksiyona sahip bir makromolekülün sekans dizisinin karĢılaĢtırılması temeline 

dayanır. Bunun için en uygun adaylar tRNA ve rRNA gen dizileridir (Grayl et al. 

1984).   

  Filogenetik marker genlerin çoğaltılıp sekanslanması yöntemi ile bir örnekte az 

miktarda bulunan türler bile tayin edilebilmektedir. Bu filogenetik marker genler; 
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16S rDNA(ribozomal ribonükleik asit)  (prokaryotik canlıların tespiti için) ile 18S 

rDNA ve ITS (ökaryotik canlıların tespiti için) sekanslarıdır. Bu genler farklı türler 

arasında korunmuĢ diziler içerdiğinden, sekans benzerliği karĢılaĢtırılarak akrabalık 

seviyeleri belirlenebilir. Bahsedilen marker gen bölgeleri temelde iki ana bölgeye 

sahiptir: korunmuĢ bölgeler ve hiper değiĢken bölgeler. KorunmuĢ bölgelere uygun 

evrensel oligonükleotidler tasarlanıp çoğaltılır (Lu et al. 2000). Hiper değiĢken 

bölgeler ise yakın akraba türlerin evrimsel yakınlığını belirlemek için kullanılır (Peer 

et al. 1996). 

  Tüm yaĢam formlarında ortak olarak bulunan ribozomal alt birimleri kodlayan gen 

parçalarının karĢılaĢtırılması ile filogenetik akrabalıklar gösterilebilir. Bakteriler için 

bu yöntemde hedeflenen gen bölgeleri; 5S, 16S ve 23S rDNA sekanslarıdır. En sık 

kullanılan marker gen ise 16S rDNA‘dır (Iii 2004). 

  16S rDNA bakteri ribozomunun küçük alt birimini kodlayan gen bölgesidir. Bakteri 

16S rDNA gen bölgesi dokuz adet (V1-V9) hiper değiĢken bölge içerir (ġekil 4.3.5. 

1) (Peer et al. 1996). Bu gen bölgesi farklı bakteri türleri arasında sekans çeĢitliliği 

gösterir ve sekans benzerliği/benzemezliği karĢılaĢtırılarak tür tanımlaması için 

kullanılır (Chakravorty et al. 2008). 

 

ġekil 4.3.4. 1 16S rRNA geninin korunmuĢ (mavi) değiĢken (gri) hiperdeğiĢken 

bölgeleri ve bu bölgeleri çoğaltmak için kullanılan primerler (Shahi, Freedman, and 

Mangalam 2017) 
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  16S rDNA gen bölgesi korunmuĢ, yarı-korunmuĢ ve değiĢken bölgeler içerir. 

KorunmuĢ bölgeler bitiĢik olmayan dokuz bölgeden oluĢur (Grayl et al. 1984) (Sttger 

1989). Bu gen bölgeleri filogenetik marker genler olarak adlandırılır. Türe özgü veya 

evrensel primerler ile bu gen bölgeleri çoğaltılır (Sttger 1989). KorunmuĢ bölgelerin 

etrafında hiper değiĢken bölgeler vardır. KorunmuĢ bölgeler PCR primerleri ile 

hedeflenerek, filogenetik sınıflandırma için kullanılacak değiĢken bölgeler çoğaltılır 

(Chakravorty et al. 2008) (Baker et al. 2003).  Yeni nesil sekanslama teknolojilerinin 

geliĢtirilmesinden sonra mikrobiyom çalıĢmaları büyük bir ivme kazanmıĢtır.  Diğer 

dizileme teknolojilerine göre daha ucuz ve hızlı olması bu teknolojinin 

avantajlarındandır. Yeni nesil sekanslama iĢleminin üç temel adımı vardır: kütüphane 

hazırlığı, kütüphane sekanslanması, verilerin analiz edilmesi. 

Ayrıca marker gen dizilemesi dıĢında metagenomiks adı verilen bu yöntem ile bir 

örnekteki tüm mikrop genomlarının sekanslanması da mümkündür (Knight et al. 

2018). 

4.4. Transkriptom 

 

Mikrobiyota profillerinin daha iyi anlamlandırılması ve fonsiyonel yolaklarla daha 

doğrudan iliĢkilendirilmesi için tamamlayıcı bazı yaklaĢımlar önerilmiĢtir (Bryant et 

al. 2017). Bu metotlar mikrobiyotaya ek olarak bazı diğer omik analizlerin 

uygulanmasına dayanmaktadır (Gerber et al. 2019). Aksolotl rejenerasyonu karmaĢık 

bir biyolojik süreç olduğundan, altında yatan genetik, moleküler ve hücresel 

mekanizmaların daha iyi anlaĢılması için bütüncül yaklaĢımlara ihtiyaç 

duyulmaktadır. RNA sekanslanma yöntemi, mikrobiyomun gen ifadesi ve 

fonksiyonel transkripsiyonel aktivitesi hakkında bilgi edinmek amacı için kullanılan 

bir yöntemdir (Knight et al. 2018). Konakçının (bu tezde aksolotl‘un) genomuna 

dayalı gen ifadesi yani aksolotl transkriptomu da oldukça önemli bir bilgi kaynağıdır. 

Daha önce bu alanda mikrobiyotadan bağımsız olarak sadece gen ifade profilini 

hedefleyen bazı çalıĢmalar yapılmıĢtır (Bryant et al. 2017; Gerber et al. 2019; Voss et 

al. 2015). Bunun yanında aksolotlda ne rejenerasyon, ne metamorfoz bağlamında 
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mikrobiyota ile konakçı transkriptomunun beraber araĢtırılması daha önce 

yapılmamıĢtır. Bu yönden bu tezdeki yaklaĢım yenilikçi bir yol izlemektedir. 

RNA sekanslanma yöntemi, mikrobiyomun gen ifadesi ve fonksiyonel 

transkripsiyonel aktivitesi hakkında bilgi edinmek amacı için kullanılan bir 

yöntemdir (Knight et al. 2018). Transkriptom analizinde genelde Ģöyle bir iĢ akıĢı 

izlenir:  ilgilenilen dokudan total RNA izolasyonu yapılır, mRNA molekülleri toplam 

RNA‘dan ayrılır. mRNA parçalara ayrılır, cDNA sentezlenir, uçlarına adaptör diziler 

eklenerek çoğaltılır ve kütüphane oluĢturulur. Daha sonra kütüphane sekanslanır. 

Okumalar referans genomla eĢlenir, eksprese edilen genler, eĢlenen sekans 

okumalarına göre tanımlanmıĢ olur (Giannoukos et al. 2012). Bu çalıĢmada da 

hedeflenen veri setine ulaĢmak için benzer bir yol izlenmiĢtir. 
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5. MATERYAL VE METOT 

 

Bu tez çalıĢması boyunca izlenen deney planı ġekil 5.1‘de özetlenmiĢtir.  

 

ġekil 5. 1 Deney dizaynının Ģema ile özeti 

ÇalıĢmada kullanılan yöntem üç ana baĢlıkta toplanabilir; aksolotl yaĢam ortamı 

mikrobiyomu, rejenerasyon boyunca değiĢen mikrobiyom ve rejenerasyon boyunca 

değiĢen gen ifadesi (ġekil 5.2) 
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ġekil 5. 2 Deney basamaklarının Ģema ile açıklanması 

 

5.1. Aksolotl YaĢam Ortamı Mikrobiyomu  

 

5.1.1 Aksolotların Temini Ve Bakımı 

 

Bu çalıĢma Ġstanbul Medipol Üniversitesi Sağlık Bilim ve Teknolojileri AraĢtırma 

Enstitüsü (SABITA)‘de gerçekleĢtirildi. Yapılan deneysel çalıĢma için 38828770-

604.01.01-E.6808 sayı ile Ġstanbul Medipol Üniversitesi, Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulundan onay alındı. 

ÇalıĢma kapsamında toplamda 18 adet vahĢi tip aksolotl kullanıldı. 18 hayvandan 

9‘u metamorfoza indüklenirken 9‘u neotenik halde bırakıldı. Deneylerde kullanılan 

aksolotllar Ambystoma Genetic Stock Center (AGSC)‘den getirilmiĢ olup Ġstanbul 

Medipol Üniversitesi Tıbbi AraĢtırmalar Merkezi‘nde çoğaltıldı. Deneylerde 

kullanılan hayvan grubu, herhangi bir uzvu daha önceden hasar görmemiĢ olan 8 

aylık kardeĢlerden oluĢturuldu.  
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  18 aksolotl, bir akvaryumda bir hayvan olacak Ģekilde Holtfreter's 

solüsyonunda,  yaklaĢık 20 °C oda sıcaklığında muhafaza edildi. Aksolotllar 12 

saatlik karanlık aydınlık döngüsü sağlanarak muhafaza edildi. Holtfreter's solüsyonu 

haftada bir defa değiĢtirildi. Hayvanlar üç günde bir JBL novolotl marka pellet yem 

kullanılarak beslendi. ÇalıĢma baĢlangıcından sonuna dek, hayvanların 

mikrobiyotasını değiĢtirecek tüm etkenlerden (antibiyotik uygulaması vs.) kaçınıldı.  

  Holfreter‘s solüsyonu; 3.46 gram NaCl, 0.05 gram KCl, 0.1 gram CaCl, 0.2 gram 

NaHCO
3
 tuzlarının bir litre distile su içinde çözündürülmesi ile hazırlandı (Mead 

2005). 

 

 5.1.2. Aksolotlların Metamorfoza Ġndüklenmesi 

 

  Deneylerde kullanılacak 9 neotenik aksolotl rastgele seçildi. Metamorfoza 

indüklemek için Sigma- T2376 marka Tetraiodo-L-thyronine(T4) ile 100 uM‘lık bir 

stok çözelti hazırlandı (Page et al. 2007). Hayvanların suyu totalde 50 nM hormon 

içerecek Ģekilde haftada 3 kez değiĢtirildi. Deri değiĢiminin baĢlaması, deri 

kalınlaĢması,  kilo kaybı, solungaç kaybı ve kuyruk incelmesi parametreleri 

gözlendiğinde metamorfoza indükleme iĢlemi sonlandırıldı. Hormon verme iĢlemi 

tamamlandıktan sonra deneylerde kullanılacak olan su örnekleri toplandı. 

 

 

5.1.3. Neotenik ve metamorfik hayvanların yaĢam ortamlarından su 

örneklerinin toplanması 

 

  Neotenik ve metamorfik aksolotlların yaĢam ortamı olan akvaryum suları haftada 

üç kez değiĢtirildi. Deneylerde kullanılan su örnekleri su değiĢiminden üç gün sonra 

toplandı. 9 farklı neotenik aksolotl akvaryum suyundan 50‘Ģer ml su örneği toplandı.     

9 farklı metamorfik aksolotl akvaryum suyundan da yine 50‘Ģer ml su örneği 

toplandı. Örnekler toplanırken hayvan kaynaklı deri dıĢkı gibi materyallerin 
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alınmamasına özen gösterildi. Su örnekleri filtre kâğıdı yardımı ile süzüldü, DNA 

izolasyonu yapılıncaya kadar +4 °C‘de muhafaza edildi. 

 

5.1.4. Su Örneklerinden DNA ve RNA Ġzolasyonlarının Yapılması 

 

  9 adet neotenik aksolotl su örneği +4 °C‘de 6000 g‘de santrifüj edildi. Üst faz 1 ml 

sıvı kalana kadar atıldı. Alta çöken pellet bırakılan 1 ml su ile çözüldü. Üç adet su 

örneği birleĢtirildi ve bir replika oluĢturuldu. Bu Ģekilde toplamda üç adet neotenik 

su örneği oluĢturuldu.  

  9 adet metamorfik aksolotl su örneği +4 °C‘de 6000 g‘de santrifüj edildi. Üst faz 1 

ml sıvı kalana kadar atıldı, alta çöken pellet bırakılan 1 ml su ile çözüldü. Üç adet su 

örneği birleĢtirildi ve bir replika oluĢturuldu. Bu Ģekilde toplamda üç adet 

metamorfik su örneği oluĢturuldu.  

Sonraki aĢamalarda OIAGEN kan ve doku kiti kullanılarak DNA izolasyonu 

gerçekleĢtirildi. 

DNA Ġzolasyonu: OIAGEN DNeasy kiti kullanılarak üreticinin verdiği aĢağıdaki 

protokol uygulandı, özetle: 

Su örneği üzerine 180 µL ATL solüsyonu ve 20 µL proteinaz K solüsyonu eklendi. 

Tüpler 56 °C ‘de ara ara vorteks yaparak tamamen çözülene kadar inkübe edildi.      

Doku tamamen çözününce 200 µL AL solüsyonu eklendi ve tekrar vortekslendi. 200 

µL %96‘lık etanol eklendi ve tekrar vortekslendi ve solüsyon kolonun takılı olduğu 

yeni tüpe aktarıldı. 8000x g‘de 1 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpü değiĢtirildi. 

Kolona 500 µL AW1 solüsyonu eklendi. 8000x g‘de 1 dakika santrifüj edildi. 

Toplama tüpü değiĢtirildi. Kolona 500 µL AW2 solüsyonu eklendi. 20000x g‘de 3 

dakika santrifüj edildi. Toplama tüpü değiĢtirildi. Kolona 200 µL AE solüsyonu 

eklendi, 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 14000x g‘de 1 dakika santrifüj 

edildi. DNA konsantrasyon ve saflık ölçümleri NanoDrop cihazında yapıldı. 
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5.1.5. 16S Metagenomics Kütüphanelerinin Hazırlanması ve Dizi 

Analizi 

 

16S geninin V3-V4 bölgesini çoğaltmak amacıyla aĢağıdaki primerler kullanıldı: 

16S_F: 341 F (5′-CCTACGGGNGGCWGCAG-3′) 

16S_R: 805 R (5′- GACTACHVGGGTATCTAATCC -3′) 

Forward ve reverse primerlerin ucuna Miseq dizileme adaptör dizileri de eklendi. 

Ġzole edilen DNA örneklerinden 16S primerleri kullanılarak metagenomiks 

kütüphaneleri oluĢturuldu. Bioline marka MyTaq DNA polimeraz enzimi üretici 

firmanın protokolü takip edilerek kullanıldı. Bu çoğaltma iĢlemi için aĢağıdaki 

karıĢım hazırlandı (Tablo 5.1.15. 1): 

 

Tablo 5.1.5 1 Polimeraz zincir reaksiyonu 

Reaksiyon içeriği Miktar 

gDNA Reaksiyon hacminde 100 ng 

5X MyTaq Buffer 5 ul 

Forward primer 1 ul 

Reverse primer 1 ul 

Enzim 1 ul 

NFW Reaksiyon hacmi toplamda 15 ul olacak 

Ģekilde  

 

Polimeraz zincir reaksiyonu(PZR) döngü düzeni Ģu Ģekilde yapıldı: 

95 C‘de 3 dakika 

      95 C‘de 30 saniye 

     55 C‘de 30 saniye                         34X 

72 C‘de 30 saniye 

72 C‘de 5 dakika 

 

Elde edilen PZR ürünlerinin büyüklüğü %1‘lik agaroz jel elektroforezine yüklenerek 

kontrol edildi. 400-500 bp arası bantlar jelden kesilerek, Agencourt AMPure XP 

SaflaĢtırma Sistemi (Beckman Coulter) ile saflaĢtırıldı.  
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Kütüphane hazırlığının bir sonraki adımı olarak çoğaltılan 16S rDNA dizilerine 

barkod dizileri eklendi. Bu amaçla ikinci bir PZR gerçekleĢtirildi. Örneğe özgü 

barkod primerler ile her örnekte bulunan amplikonlar iĢaretlendi. Ġkinci PZR 

sonrasında da reaksiyon sonrası çoğaltılmıĢ PZR ürünleri, %1‘lik agaroz jele 

yüklenerek agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. 400-500 bp arası bantlar jelden 

kesilerek, Agencourt AMPure XP SaflaĢtırma Sistemi (Beckman Coulter) ile 

saflaĢtırıldı. Temizlenen amplikonlar Illumina Miseq platformuna yüklenerek Miseq 

300 siklus reaktif kiti(V3) kullanılarak dizileme yapıldı. 

 

5.1.6. Sekans Sonuçlarının Analiz Edilmesi  

 

  Miseq paired end ham dizileme sonuçları analiz edildi. Ham okumalar öncelikle 

kalite kontrolden geçirildi. Nephele platformuna entegre QIIME yazılımı kullanıldı. 

FASTQ paired end pipeline yazılımı ile FASTQ kullanılıp kalite skoru 30‘u geçen 

okumalar sonraki adımlarda kullanıldı. Bu kalite skorunu geçen okumalar QIIME 

açık referans analizi yöntemi ile birleĢtirildi. Bu veriler SILVA referans veri 

tabanında bulunan 16S sekansları ile karĢılaĢtırılarak %97 benzerlik gösteren 

okumalar tanımlandı ve OTU‘lar içine atandı. OTU seçilmesi ve sınıflandırılması 

için uCLUST algoritması ve PYNAST taksonomisi atandı.  Ġleriki analizler için 

microbiome analyst programı kullanıldı ve alfa ve beta çeĢitlilik analizleri 

gerçekleĢtirildi.  

 

5.2. Rejenerasyon boyunca değiĢen mikrobiyom 

 

5.2.1 Aksolotların Temini Ve Bakımı 

 

ÇalıĢma kapsamında toplamda 27 adet vahĢi tip aksolotl kullanıldı. Deneylerde 

kullanılan aksolotllar Ambystoma Genetic Stock Center (AGSC)‘den getirildi ve  

Ġstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi AraĢtırmalar Merkezi‘nde çoğaltıldı. Deneylerde 

kullanılan hayvan grubu, herhangi bir uzvu daha önceden hasar görmemiĢ olan 8 

aylık kardeĢlerden oluĢturuldu.  
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  27 aksolotl, b r akvaryumda b r hayvan olacak Ģek lde Holtfreter's 

solüsyonunda,  yaklaĢık 20 °C oda sıcaklığında muhafaza edildi. Aksolotllar 12 

saatlik karanlık aydınlık döngüsü sağlanarak muhafaza edildi. Holtfreter's solüsyonu 

haftada bir defa değiĢtirildi. Hayvanlar üç günde bir JBL novolotl marka pellet yem 

kullanılarak beslendi. ÇalıĢma baĢlangıcından sonuna dek, hayvanların 

mikrobiyotasını değiĢtirecek tüm etkenlerden (antibiyotik uygulaması vs.) kaçınıldı.  

  Holfreter‘s solüsyonu; 3.46 gram NaCl, 0.05 gram KCl, 0.1 gram CaCl, 0.2 gram 

NaHCO
3
 tuzlarının bir litre distile su içinde çözündürülmesi ile hazırlandı (Mead 

2005). 

 

5.2.2. Aksolotların Kol Ampütasyonlarının Yapılması ve Hayvanlardan Doku 

Örneklerin Toplanması 

 

Deneyde kullanılacak hayvanlardan; kontrol grubunu temsil etmek üzere sıfırıncı gün 

dokusu, rejenerasyonun yara iyileĢmesi aĢamasını temsil etmek üzere 1. gün dokusu, 

rejenerasyonun erken blastema aĢamasını temsil etmek üzere 7. gün dokusu, 

rejenerasyonun geç blastema dokusunu temsil etmek üzere 30. gün dokusu 

toplanmıĢtır. 

Bu amaçla 27 neotenik aksolotl 1, 7 ve 14. gün doku örneklerini toplamak üzere üç 

gruba ayrıldı. Her grupta bulunan 9 hayvan üç biyolojik replika grubuna ayrılıp 

etiketlendi.  

Hayvanlar deney gruplarına %1‘lik benzokain çözeltisi içinde anesteziye alındı. 

Hayvanlara sağ ön kolun zeugopod bölgesinin orta kısmından ampütasyon yapıldı. 

Ampütasyon sonrasında hayvanlar rejenere olmaları için tekrar kendi ortamlarına 

bırakılıp aynı Ģartlarda büyütmeye devam edildi.  
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Resim 5.2.2. 1 Aksolotl kol ampütasyon modelinin oluĢturulması 

 

  0. Gün Örneklerinin Toplanması: Kol ampütasyonlarının yapılmasından hemen 

sonra sıfırıncı gün örneklerini temsil etmek üzere, 9 neotenik ve hayvandan, 

ampütasyon bölgesinin yaklaĢık 1 mm proksimalinden 0. gün örnekleri toplandı. 

Sıfırıncı gün örnekleri ampütasyon öncesi durumu temsil etmekte olup, kontrol grubu 

olarak sonraki aĢamalar için saklanmıĢtır. Replikaları oluĢturan hayvanların doku 

örnekleri steril kabinde, steril bisturi ucu kullanılarak toplandı ve hemen sıvı azotta 

donduruldu. Örneklerden DNA izolasyonu yapılana kadar örnekler -80 °C de 

saklandı  

  1. Gün Örneklerinin Toplanması: Ampütasyondan 24 saat sonra 9 neotenik 

aksolotldan ampütasyon bölgesinin 1 mm proksimalinden dokular toplandı. 

Replikaları oluĢturan hayvanların doku örnekleri steril kabinde, steril bisturi ucu 

kullanılarak toplandı ve hemen sıvı azotta donduruldu. DNA izolasyonları yapılana 

kadar -80 °C ‗de saklandı. Ampütasyondan 24 saat sonra alınan dokular yara 

iyileĢmesi sırasındaki dokuyu temsil etmektedir. 

 30. Gün Örneklerinin Toplanması: Amputasyondan 30 gün sonra 9 neotenik 

aksolotldan, yara bölgesinin distalinde belirgin olarak tespit edilebilen Ģeffaf bir doku 

olan blastema dokusu toplandı. Replikaları oluĢturan hayvanların doku örnekleri 

steril kabinde, steril bistüri ucu kullanılarak toplandı ve hemen sıvı azotta 

donduruldu. DNA izolasyonlarına kadar -80 °C ‗de saklandı. Alınan bu dokular 

blastema dokusu mikrobiyal profili temsil etmektedir. 
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5.2.3. Doku Örneklerinden DNA Ġzolasyonlarının Yapılması 

Doku Homojenizasyonu: 

  Neotenik ve metamorfik 0, 1, 7, ve 30. gün dokularından DNA izolasyonu yapıldı. 

Her zaman noktasında bulunan replikaları oluĢturan 3 doku sıvı azot ile havanda 

ezilerek bir doku havuzu oluĢturuldu.  

Sonraki aĢamalarda OIAGEN kan ve doku kiti kullanılarak DNA izolasyonu 

gerçekleĢtirildi. 

DNA Ġzolasyonu: OIAGEN DNeasy kiti kullanılarak üreticinin verdiği aĢağıdaki 

protokol uygulandı, özetle: 

Toz halindeki doku 1,5 luk ependorf tüpüne alındı. Dokuların üzerine 180 µL ATL 

solüsyonu ve 20 µL proteinaz K solüsyonu eklendi. Tüpler 56 °C ‘de ara ara vorteks 

ederek tamamen çözülene kadar inkübe edildi. Doku tamamen çözününce 200 µL 

AL solüsyonu eklendi ve tekrar vortekslendi. 200 µL %96‘lık etanol eklendi ve 

tekrar vortekslendi ve solüsyon kolonun takılı olduğu yeni tüpe aktarıldı. 8000x g‘de 

1 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpü değiĢtirildi. Kolona 500 µL AW1 solüsyonu 

eklendi. 8000x g‘de 1 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpü değiĢtirildi. Kolona 500 

µL AW2 solüsyonu eklendi. 20000x g‘de 3 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpü 

değiĢtirildi. Kolona 200 µL AE solüsyonu eklendi, 1 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edildi. 14000x g‘de 1 dakika santrifüj edildi. DNA konsantrasyon ve saflık ölçümleri 

NanoDrop cihazında yapıldı. 

 

5.2.4. 16S Metagenomics Kütüphanelerinin Hazırlanması ve Dizi Analizi  

 

16S geninin V3-V4 bölgesini çoğaltmak amacıyla aĢağıdaki primerler kullanıldı: 

16S_F: 341 F (5′-CCTACGGGNGGCWGCAG-3′) 

16S_R: 805 R (5′- GACTACHVGGGTATCTAATCC -3′) 

Forward ve reverse primerlerin ucuna Miseq dizileme adaptör dizileri de eklendi. 

Ġzole edilen DNA örneklerinden 16S primerleri kullanılarak metagenomiks 

kütüphaneleri oluĢturuldu. Bioline marka MyTaq DNA polimeraz enzimi üretici 

firmanın protokolü takip edilerek kullanıldı. 

 



39 
 

Bu çoğaltma iĢlemi için aĢağıdaki karıĢım hazırlanmıĢtır (Tablo 5.2.4.1): 

 

Tablo 5.2.4. 1 Polimeraz zincir reaksiyonu 

Reaksiyon içeriği Miktar 

gDNA Reaksiyon hacminde 100 ng 

5X MyTaq Buffer 5 ul 

Forward primer 1 ul 

Reverse primer 1 ul 

Enzim 1 ul 

NFW Reaksiyon hacmi toplamda 15 ul olacak 

Ģekilde  

 

 

PZR döngü düzeni Ģu Ģekilde yapılmıĢtır: 

95 C‘de 3 dakika 

      95 C‘de 30 saniye 

     55 C‘de 30 saniye                         34X 

72 C‘de 30 saniye 

72 C‘de 5 dakika 

 

Elde edilen PZR ürünlerinin büyüklüğü %1‘lik agaroz jel elektroforezine yüklenerek 

kontrol edildi. 400-500 bp arası bantlar jelden kesilerek, Agencourt AMPure XP 

SaflaĢtırma Sistemi (Beckman Coulter) ile saflaĢtırıldı. 

Kütüphane hazırlığının bir sonraki adımı olarak çoğaltılan 16S rDNA dizilerine 

barkod dizileri eklendi. Bu amaçla ikinci bir PZR gerçekleĢtirildi. Örneğe özgü 

barkod primerler ile her örnekte bulunan amplikonlar iĢaretlendi. Ġkinci PZR 

sonrasında da reaksiyon sonrası çoğaltılmıĢ PZR ürünleri, %1‘lik agaroz jele 

yüklenerek agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. 400-500 bp arası bantlar jelden 

kesilerek, Agencourt AMPure XP SaflaĢtırma Sistemi (Beckman Coulter) ile 

saflaĢtırıldı. Temizlenen amplikonlar Illumina Miseq platformuna yüklenerek Miseq 

300 siklus reaktif kiti(V3) kullanılarak dizileme yapıldı. 
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5.2.5. Sekans Sonuçlarının Analiz Edilmesi  

 

Miseq paired end ham dizileme sonuçları analiz edildi. Ham okumalar öncelikle 

kalite kontrolden geçirildi. Nephele platformuna entegre QIIME yazılımı kullanıldı. 

FASTQ paired end pipeline yazılımı ile FASTQ kullanılıp kalite skoru 30‘u geçen 

okumalar sonraki adımlarda kullanıldı. Bu kalite skorunu geçen okumalar QIIME 

açık referans analizi yöntemi ile birleĢtirildi. Bu veriler SILVA referans veri 

tabanında bulunan 16S sekansları ile karĢılaĢtırılarak %97 benzerlik gösteren 

okumalar tanımlandı ve OTU lar içine atandı. OTU seçilmesi ve sınıflandırılması 

için uCLUST algoritması ve PYNAST taksonomisi atandı.  Ġleriki analizler için 

microbiome analyst programı kullanıldı ve alfa ve beta çeĢitlilik analizleri 

gerçekleĢtirildi.  

5.3. Rejenerasyon boyunca değiĢen gen ifadesi 

 

5.3.1. Aksolotların Temini Ve Bakımı 

ÇalıĢma kapsamında toplamda 27 adet vahĢi tip aksolotl kullanıldı. Deneylerde 

kullanılan aksolotllar Ambystoma Genetic Stock Center (AGSC)‘den getirilmiĢ olup 

Ġstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi AraĢtırmalar Merkezi‘nde çoğaltıldı. Deneylerde 

kullanılan hayvan grubu, herhangi bir uzvu daha önceden hasar görmemiĢ olan 8 

aylık kardeĢlerden oluĢturuldu.  

27 aksolotl, b r akvaryumda b r hayvan olacak Ģek lde Holtfreter's 

solüsyonunda,  yaklaĢık 20 °C oda sıcaklığında muhafaza ed ld . Aksolotllar 12 

saatlik karanlık aydınlık döngüsü sağlanarak muhafaza edildi. Holtfreter's solüsyonu 

haftada bir defa değiĢtirildi. Hayvanlar üç günde bir JBL novolotl marka pellet yem 

kullanılarak beslendi. ÇalıĢma baĢlangıcından sonuna dek, hayvanların 

mikrobiyotasını değiĢtirecek tüm etkenlerden (antibiyotik uygulaması vs.) kaçınıldı.  
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5.3.2 Aksolotların Kol Ampütasyonlarının Yapılması ve Hayvanlardan Doku 

Örneklerin Toplanması 

 

Deneyde kullanılacak hayvanlardan; kontrol grubunu temsil etmek üzere sıfırıncı gün 

dokusu, rejenerasyonun yara iyileĢmesi aĢamasını temsil etmek üzere 1. gün dokusu, 

rejenerasyonun erken blastema aĢamasını temsil etmek üzere 7. gün dokusu, 

rejenerasyonun geç blastema dokusunu temsil etmek üzere 14. gün dokusu 

toplanmıĢtır. 

 

Bu amaçla 27 neotenik aksolotl 1, 7 ve 14. gün doku örneklerini toplamak üzere üç 

gruba ayrıldı. Her grupta bulunan 9 hayvan üç biyolojik replika grubuna ayrılıp 

etiketlendi.  

 

Hayvanlar deney gruplarına ayrıldıktan sonra %1‘lik benzokain çözeltisi içinde 

anesteziye alındı. Hayvanlara sağ ön kolun zeugopod bölgesinin orta kısmından 

amputasyon yapıldı. Amputasyon sonrasında hayvanlar rejenere olmaları için tekrar 

kendi ortamlarına bırakılıp aynı Ģartlarda büyütmeye devam edildi.  

 

0. Gün Örneklerinin Toplanması: Kol ampütasyonlarının yapılmasından hemen sonra 

sıfırıncı gün örneklerini temsil etmek üzere, 9 neotenik ve hayvandan, ampütasyon 

bölgesinin yaklaĢık 1 mm proksimalinden 0. gün örnekleri toplandı. Sıfırıncı gün 

örnekleri ampütasyon öncesi durumu temsil etmekte olup, kontrol grubu olarak 

sonraki aĢamalar için saklanmıĢtır. Replikaları oluĢturan hayvanların doku örnekleri 

steril kabinde, steril bistüri ucu kullanılarak toplandı ve hemen sıvı azotta 

donduruldu. Örnekler RNA izolasyonları yapılana kadar -80 °C de saklandı.  

 

1. Gün Örneklerinin Toplanması: Amputasyondan 24 saat sonra 9 neotenik 

aksolotldan amputasyon bölgesinin 1 mm proksimalinden dokular toplandı. 

Replikaları oluĢturan hayvanların doku örnekleri steril kabinde, steril bistüri ucu 

kullanılarak toplandı ve hemen sıvı azotta donduruldu. RNA izolasyonları yapılana 

kadar -80 °C‘de saklandı. Ampütasyondan 24 saat sonra alınan dokular yara 

iyileĢmesi sırasındaki dokuyu temsil etmektedir. 
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  14. Gün Örneklerinin Toplanması: Ampütasyondan 14 gün sonra 9 neotenik 

aksolotldan, yara bölgesinin distalinde belirgin olarak tespit edilebilen Ģeffaf bir doku 

olan blastema dokusu toplandı. Replikaları oluĢturan hayvanların doku örnekleri 

steril kabinde, steril bistüri ucu kullanılarak toplandı ve hemen sıvı azotta 

donduruldu. RNA izolasyonları yapılana kadar -80 °C‘de saklandı. Alınan bu 

dokular blastema dokusu mikrobiyom profilini temsil etmektedir. 

 

5.3.3 Doku Örneklerinden RNA Ġzolasyonlarının Yapılması 

 

Doku Homojenizasyonu: 

Toplanan 0, 1, 7, ve 14. gün dokularından RNA izolasyonu yapıldı. Her zaman 

noktasında bulunan replikaları oluĢturan 3 doku sıvı azot ile havanda ezilerek bir 

doku havuzu oluĢturuldu. Toz halindeki dokuların yarısı DNA yarısı RNA 

izolasyonunda kullanıldı. 

 

RNA Ġzolasyonu:  

Toz haline getirilen 50/100 mg dokuya 1 ml TRIzol eklendi. Toz halindeki doku 

örneği vortekslenerek homojen hale getirildi. Homojenize olduktan sonra iki dakika 

oda sıcaklığında inkübe edildi. TRIzol miktarının beĢte biri kadar kloroform eklendi, 

alt üst ederek karıĢtırıldı. 3 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. +4 °C ‘de 

14000xg‘de 15 dakika santrifüj edildi. Bu aĢamada RNA, protein ve DNA üç ayrı 

fazda ayrılmıĢ Ģekilde bulunur. Üst faz 45 eğim yapılarak yeni tüpe alındı vd TRIzol 

miktarının yarısı kadar izopropanol eklendi ve 10 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edildi (pipetaj, alt-üst) +4 °C ‘de 14000 g‘de 10 dk santrifüj edildi. Bu aĢamada tüp 

duvarında pellet görüldü. Süpernatant atıldı ve TRIzol miktarı kadar %75‘lik etanol 

eklendi. +4 C‘de 8000 g‘de 5 dk santrifüj edildi. Pellet iĢaretlendi ve tüpte kalan 

alkolün uzaklaĢması için oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. Alkol uzaklaĢtıktan 

sonra pellet RNaz içermeyen su ile çözüldü, 60°C ‘de 10 dakika inkübe edildi. RNA 

konsantrasyon ve saflık ölçümleri NanoDrop cihazında yapıldı. 
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5.3.4 RNA Kütüphanelerinin Hazırlanması ve Transkriptom Dizi Analizi 

    

Kütüphane hazırlığına baĢlamadan önce izole edilen total RNA dan poliA 

seleksiyonu ile mRNAlar aĢağıdaki protokole uygun olarak seçildi:  

Örnekler 50 ug total RNA olacak Ģekilde 50 ul RNase free su ile çözüldü. 50 ul 2x 

Poly(A) seleksiyon tamponu eklendi. 65°C de 10 dakika inkübe edildi. Tüpler buza 

alınarak ve soğutuldu. Turbo DNase (life Technologies) veya RQ1 DNase (Promega) 

ile genomik safsızlık giderildi. 720 ug Dynabeads MyOne streptavidin C1, 1.5 ml 

mikrosantrifüj tüpe alındı. Magnet portüpe aktarıldı. Manyetik boncuklara 

değmemeye özen göstererek süpernatant atıldı. Tüplere 300 ul TE eklenerek 

karıĢtırıldı. 30 saniye inkübe edildi. Magnet portüpe alındı. Manyetik boncuklara 

değmemeye özen göstererek süpernatant atıldı. Bu iĢlem dört kere tekrarlandı. 100 ul 

TE içinde 200 pmol biyotinlenmiĢ oligo(T) boncuklar karıĢtırıldı. 10 dakika 37 C de 

çalkalandı. 37 C de önce 30 snaiye TE ile sonra iki kere Poly(A) seleksiyon tamponu 

ile yıkandı. 100 μl RNA eklendi ve 10 dakika 37 °C‘de çalkalandı. Tüp, magnet 

portüpe konuldu, boncuklar 3 kere 50 μl 2× Poly(A)+ seleksiyon tamponu ile 

yıkandı. Elüsyon için boncuklar 50 ul ultra saf su ile resüspanse edildi. Sonrasında 65 

C de 10 dakika inkübe edildi. Tüp magnet portüpe alındı ve sıvı kısım yeni bir tüpe 

alındı. Sonrasında 12.000x g de oda sıcaklığında santrifüj yapıldı. 

 

PoliA seleksiyonu sonrası elde kalan RNA fragmente edildi. 1 ug/ul final 

konsantrasyonda RNA RNase free suda çözüldü. Thermal cycler cihazında 94 °C de 

5 dakika inkübe edildi. Her örneğe 2 ul 0.5 M EDTA eklendi, vortekslenerek buza 

alındı. Tüplere 1:10 oranında 3 M sodyum asetat (pH 5.2), glikojen (100 μg/ml) ve 

hacmin 2.5 katı kadar 100% etanol eklenerek karıĢtırıldı. Gece boyu  −80 °C de 

inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrası örnekler +4 °C‘de 15.000x g‘de 25 dakika 

santrifüj edildi. Süpernatant atılarak pellet kurutuldu. Rnase free suda örnekler 

çözüldü. 

Fragmente edilen RNA örneklerinin saflıkları ölçüldü. Agoroz jel elektroforezi ile 

bant boyutları kontrol edildi.  
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  Sonraki adımda RNA nın 5‘ ve 3‘ uçlarına adaptörlerin bağlandı. Bu adaptörler 

sekans ve index dizilerini içerir. Bağlanan bu adaptörler sayesinde RNA 

fragmentlerini cDNA ya çevirmek mümkündür. SuperScript II reverse transcriptase 

kullanılarak RNA örnekleri cDNA ya çevrildi. Illumina nın protokolü izlenerek 

cDNA nın ikinci kalıbı sentezlendi. 

  Hazırlanan kütüphanelerin dizilenmesi, NextSeq Series High-Output Kit‘i 

kullanılarak Illimuna‘nın Next-SEQ cihazında gerçekleĢtirildi. 

 

5.3.5. RNA dizilemesi sonuçlarının analiz edilmesi      

 

  NextSeq cihazından elde edilen veriler kalite skorlamasına tabi tutuldu ve kalite 

skoru 30 sınırını geçen okumalar ile analizlere baĢlandı. FastQC nitelik raporu ile 

yoğunluğu belirlenen düĢük nitelikteki baz dizileri ve adaptör diziler Trimmomatic 

0.36v aracı kullanılarak kırpıldı. Diziler daha sonra Trinity (Grabherr vd. 2011) 

yazılımı kullanılarak ‗de-novo‘ birleĢtirildi ve contigler oluĢturulup bu kontigler 

arasından gerçek transkriptler belirlendi. Tekrar eden transkriptlerin elimine edilmesi 

sonrasında listelenen RNA‘ların aksolotl ve diğer organizmalardaki 

adlandırılmasının yapılması için ―The National Center for Biotechnology 

Information‖ (NCBI) veribankası kullanıldı ve bulunan RNA‘lar tanımlandı. 

Böylelikle transkriptom-seviyesindeki araĢtırmanin ham veri (FASTQ dosyalarinin) 

analizi tamamlandı ve bu çalıĢmanin devamı niteliğinde (follow-up) çalıĢmalar için 

yeni bir veri kaynağı elde edilmiĢ oldu. Bundan sonra bu verinin detaylı aĢagı akıĢ 

(downstream) analizi yapılabilir veya baĢka bir omik verisetiyle (transkriptom, 

mikrobiyom vb. veristeleriyle) birleĢtirilip meta-analiz yapılabilir. Bu tezin konusu 

olan aksolotl ve mikrobiyota ilikisi bağlamında ise oluĢturulan bu transkriptom 

veriseti yakın gelecekte mikrobiyota sonuclarını daha iyi anlamlandırmak ve daha 

kapsayıcı sonuçlara ulaĢmak için tamamlayıcı bir öneme sahiptir.  
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 Tablo 5.3. 1 Kullanılan sarflar 

 

Sarf Malzeme Adı Üretici Firma Katolog Numarası 

%0.1 Trikain Mesilat Sigma E10521 

Tetraiodo-L-thyronine(T4) Sigma T2376 marka 

DNeasy kan ve doku kiti Qiagen 69504 

TRIzol Reagent By Life Technologies 15596018 

MyTaq DNA polimeraz Bioline BIO-21107 

Agencourt AMPure XP Kiti Beckman  A63881 

MiSeq V2 500 döngü kit  Illumina MS-102-2003 

Nextera  Illumina 20018705 

Agarose GeneOn  

10X blue juice gel loading 

buffer 

Invitrogen  

Quick Load 1 Kb Purple Plus 

DNA Ladder 

Invitrogen N0550S 

SYBR Safe DNA Gel Stain Thermo Fisher S33102  

6XPurple Gel Loading Dye Ġnvitrogen  

Glikojen Thermo Fisher R0551 

2X SYBR Green Bio Rad 1725141 

SuperScript revers transkriptaz 

enzimi 

Thermo Fisher 11752250 

EZ RNA methylation Kit Zymo R5001 

ScriptSeq V2 RNA Sample 

Preparation Kit 

Cambio FSE51100 

NextSeq Series High-Output Kit Illumina  

Bioanalyzer RNA 6000 Pico kit   

SQK-RNA001 Kiti Oxford Nanopore 

Technologies 

 

 

 

 



46 
 

Tablo 5.3. 2 Kullanılan cihazlar 

 

Cihaz Marka  Model 

Thermal Shaker   

Mikrosantrifüj cihazı Thermo Scientific MicroCL 17R 

Nanodrop   

Thermal Cycler  BIO-RAD Thermal Cycler 

Nextseq Illumina  

ChemiDoc BIO-RAD  

Elektroforez sistemi   

Spectramax cihazı 

 

SpectraMax-Paradigm Multi-Mode Microplate 

Detection Platform from 

Molecular Devices LLC 

qRT-PCR cihazı BIO-RAD CFX Connect Real-TimeSystem 

MinION R9.4 Oxford Nanopore 

Technologies 
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6. BULGULAR 

6.1. Aksolotl yaĢam ortamı mikrobiyomu 

6.1.1. DNA izolasyon sonuçları 

 

Neotenik ve metamorfik aksolotl yaĢam ortamından toplanan su örneklerinin DNA 

izolasyon sonuçları tablodaki gibidir (Tablo 6.1.1. 1) 

 

Tablo 6.2.1 1 Su örnekleri DNA konsantrasyonları tablosu 

DOKU ÖRNEĞĠ Konsantrasyon(ng/µl) A260/280 A260/230 

Neotenik su R1 

DNA 

30 ng/µl 1.87 1.78 

Neotenik su R2 

DNA 

31ng/µl 1.87 1.81 

Metamorfik su R1 

DNA 

31.1 ng/µl 2.1 0.49 

Metamorfik su R2 

DNA 

16.2 ng/µl 1.1 0.32 

Metamorfik su R3 

DNA 

16.5 ng/µl 0.9 1.16 

6.1.2 Biyoinformatik analiz sonuçları 

 

  Neotenik ve metamorfik aksolotl yaĢam ortamından alınan örneklerin mikrobiyom 

yoğunluk ve değiĢiminin araĢtırılması için, 16S rRNA geninin V3-V4 bölgesi arası 

hedeflendi ve örneklerdeki mikrobiyom profili tespit edildi. Örnekler yeni nesil 

dizileme yöntemi kullanılarak sekanslandı. 9 neotenik 9 metamorfik aksolotl 

akvaryumundan alınıp üçer replika halinde birleĢtirilen 6 adet su örneğinden 

toplamda 16995 ile 58197 arasında okuma sayısı elde edildi. DNA dizileri  
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Operasyonel Taksonomik Birimi (OTU) ne atandıktan sonra 319 tane OTU elde 

edildi (ġekil 6.1.2. 1) Bu dizilerde toplamda 7 filum, 31 aile, 50 cins gözlendi. 

 

 

ġekil 6.1.2. 1 Örneklerden elde edilen sekans sayısı tablosu 

 

 Aynı deney grubunda bulunan farklı örneklerin farklı okuma sayısı verdiği tespit 

edildi. 

6.1.3 Taksonomik ÇeĢitlilik 

 

Neotenik ve metamorfik aksolotl yaĢam ortamında görülen mikroorganizmaların 

Ģube düzeyinde gösterildiği grafik aĢağıda bulunmaktadır. Aynı örnek grubu içindeki 

farklı replikalarda bakteri Ģubelerinin göreceli bolluğu değiĢkendir. Metamorfoz 

sonrasında Bacteroidetes ve Proteobacteria Ģubesi göreceli bolluğu azalmıĢtır. 

Ayrıca metamorfik örneklerde Ģube düzeyinde çeĢitlilik azalmıĢtır (ġekil 6.1.3. 1). 

  



49 
 

   

 

ġekil 6.1.3. 1 Neotenik ve metamorfik su örneklerinde bulunan mikroorganizmaların 

Ģube düzeyinde grafiği 

 

  Neotenik ve metamorfik aksolotl yaĢam ortamında görülen mikroorganizmaların 

Ģube düzeyinde gösterildiği ısı haritası aĢağıda bulunmaktadır (ġekil 6.1.3. 2) 

Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Chlamydiae, Cyanobacteria Ģubesi 

üyelerinin bolluğu metamorfik örneklerde azalırken; Patescibacteria ve 

Proteobacteria Ģubeleri üyelerinin bolluğu artmıĢtır.  
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ġekil 6.1.3. 2 Neotenik ve metamorfik su örneklerinde bulunan mikroorganizmaların 

Ģube düzeyinde ısı haritası 

 

Neotenik ve metamorfik aksolotl yaĢam ortamında görülen mikroorganizmaların aile 

ve cins düzeyinde gösterildiği ısı haritası aĢağıda bulunmaktadır (ġekil 6.1.3. 3)  ( 

ġekil 6.1.3. 4) 

Metamorfik örneklerin en az iki replikasında neotenik örneklere kıyasla artıĢ 

gösteren bakteri aileleri Moraxellaceae, Alteromonadaceae, Choromobacteriaceae, 

Rhodocyclaceae, Aeromonadaceae, Rubritaleaceae’dir. Neotenik örneklerde ise 

Burkholderiaceae, Nitrosomonadaceae, Weeksellaceae, Rickettsiaceae, 

Sphingomonadaceae, Xanthomonadaceae, Microbacteriaceae, 

Flavobacteriaceae‘dir. Metamorfik örneklere kıyasla neotenik örneklerde daha fazla 

bakteri ailesi artıĢ göstermiĢtir (ġekil 6.1.3. 4)   
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ġekil 6.1.3. 3 Neotenik ve metamorfik su örneklerinde bulunan mikroorganizmaların 

aile düzeyinde ısı haritası 

 

  Metamorfik örneklerin en az iki replikasında neotenik örneklere kıyasla artıĢ gösteren 

bakteri cinsleri Dyadobacter, Psoudacidovorax, Rhodobacter, Simplicispira, 

Dechloromonas, Rhodoferax, Ferribacterium, Vogesella, Flectobacillus, Aeromonas, 

Luteolibacter, Propionivibrio‘dur.  Neotenik örneklerde ise Rhizobacter, Paucibacter, 

Stenotrophomonas, Pelomonas, Limnohabitans, Acidovorax, Polynucleobacter, 

Flavobacterium, Novosphingobium‘dur. Metamorfik örneklere kıyasla neotenik örneklerde 

daha fazla bakteri cinsleri en az iki kat artıĢ göstermiĢtir. Ayrıca aynı tür örneğin farklı 

replikalarında farklı türlerin çoğaldığı gözlenmiĢtir. 
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ġekil 6.1.3. 4 Neotenik ve metamorfik su örneklerinde bulunan mikroorganizmaların 

cins düzeyinde ısı haritası 

LEfSe analizi sonuçlarına göre neotenik ve metamorfik su örneklerinde farklılığa 

neden olan baskın bakteri aileleri ġekil 6.1.3. 5‘de gösterilmiĢtir. Neotenik 

örneklerde baskın olarak bulunan bakteri aileleri Aquabacterium ve Nevskia iken; 

metamorfik örneklerde baskın bulunan aileler Vogesella Ferribacterium Rhodoferax 

Simplicispira Rheinheimera Pseudacidovorax olarak değiĢim göstermiĢtir. 
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ġekil 6.1.3. 5 Neotenik ve metamorfik su örnekleri LEfSe analiz sonuçları  

 

6.1.4 Beta çeĢitlilik analizi 

 

Beta çeĢitlilik analizi, örnek sekans sonuçlarının analizi sonrası elde edilen OTU 

tablosu kullanılarak yapıldı. Deney grupları arasındaki mikrobiyal zenginlik beta 

çeĢitlilik analizi ile tespit edilir. Deney gruplarının mikrobiyota çeĢitliliği Bray-

Curtis indeksi kullanılarak analiz edildi. Örnekler arası ayrıĢmalar temel koordinatlar 

analizi (PCoA) ile iki boyutlu grafik ile gösterildi. Gruplardan alınan örneklerin 

kendi içindeki ve diğer gruplara kıyasla farklılıkları PERMANOVA testi kullanılarak 

karĢılaĢtırıldı. Grupları oluĢturan örneklerin grup içi mesafe farklılıkları gruplar arası 

mesafelerden oldukça farklı olduğu bulundu (R
2
=0,67747; p< 0,1). Gruplar arası 

güçlü ve bariz bir ayrıĢma gözlemlendi, R
2
 değeri de bu sonucu desteklemektedir. 

Neotenik ve metamorfik örnekler birbirinden ayrı olarak kümelenme gösterdi. 

Metamorfik örneklerin birbirine yakın kümelendiği gözlenirken; metamorfik 

örneklerden bir tanesinin ayrı olarak kümelendiği gözlendi. Neotenik ve metamorfik 

örnekler birbirinden ayrı olarak kümelenme gösterdi. Neotenik örneğin iki replikası 

da birbirine yakın kümelenirken; metamorfik örneklerin üç repikasından biri diğer 

ikisinden ayrı olarak konumlanmıĢtır ( ġekil 6.1.4. 1 ). Anlamlılık bakımından p 
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değerinin yetersiz (anlamsız) kalmasının sebebi büyük ihtimal nispeten küçük örnek 

sayısıdır. Daha büyük bir örnek seti ile aynı deneyin tekrarlanması halinde 

muhtemelen anlamlı bir sonuç alınacaktır. 

 

 

 

 

       [PERMANOVA] F-value: 6.3014; R-squared: 0.67747; p-value < 0.1 

 

ġekil 6.1.4. 1 Neotenik ve metamorfik yaĢam ortamı örnekleri mikrobiyotasının 

Bray-Curtis indeksine göre benzerliklerinin Temel Koordinat Analizi (PCoA) grafiği  

6.1.5. Alfa çeĢitlilik analizi 

 

Neotenik ve metamorfik su örneklerinin örnek içi çeĢitliliğini tespit edebilmek için 

alfa çeĢitlilik analizi gerçekleĢtirildi. Bu analiz neotenik ve metamorfik örneklerin 

OTU tablolarının karĢılaĢtırılmasını sağlamaktadır. Alfa çeĢitlilik analizleri Chao1 

çeĢitlilik indeksi kullanılarak hesaplandı ve ġekil 6.1.5. 1‘de gösterildi (p-value: 

Deney 

Grupları 
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0.022181 ). Alfa çeĢitlilik analizine göre metamorfik örneklerde, neotenik örneklere 

kıyasla tür çeĢitliliğinin azaldığı gözlendi. 

 

 

ġekil 6.1.5. 1 Neotenik ve metamorfik yaĢam ortamı örneklerinin alfa çeĢitlilik 

analiz sonuçları 

 

6.2. Metamorfoz sonucu değiĢen aksolotl mikrobiyomu ve akvaryum suyuna 

etkisi 

  

6.2.1. Biyoinformatik analiz sonuçları 

 

Aksolotl metamorfozu sonrasında değiĢen akvaryum su çeĢitliliğine, aksolotl 

organlarındaki mikrobiyom değiĢiminin katkısını anlamak için daha önce Demircan 

Lab tarafından yapılan bir deney sonuçları ile karĢılaĢtırma yapılmıĢtır. 
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ġekil 6.2.1. 1 a) Neotenik ve metamorfik aksolotl deri, mide bağırsak ve dıĢkı 

mikrobiyomu (Demircan et al. 2018) b)Neotenik ve metamorfik aksolotl akvaryum 

su mikrobiyomu 

 

Akvaryum suyu ve hayvan organlarının mikrobiyal çeĢitliliği Ģube düzeyinde 

karĢılaĢtırılmıĢtır (ġekil 6.2.2. 1). Buna göre örnek gruplarında baskın olan ortak 

bakteri Ģubeleri; Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, 

Verrucomicrobia‘dır. Proteobacteria Ģubesi metamorfik su örneğinde artarken; 

metamorfoz geçirmiĢ hayvanın deri ve bağırsağında artmıĢ midesinde azalmıĢtır. 

Bacteroidetes Ģubesi metamorfik su örneğinde azalırken; metamorfik aksolotl deri, 

bağırsak, dıĢkı ve mide organlarında artıĢ göstermiĢtir. Verrucomicrobia Ģubesi 

metamorfik suda azalırken; metamorfik aksolotl deri, mide ve dıĢkı örneğinde 

azalırken bağırsakta artmıĢtır. Actinobacteria Ģubesi metamorfik su örneğinde 

azalırken; metamorfik aksolotl deri ve midesinde artarken, bağırsak ve dıĢkısında 

azalmıĢtır. 
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ġekil 6.2.1. 2 a) Neotenik ve metamorfik aksolotl organlarının cins düzeyinde ısı 

haritası (Demircan et al. 2018) b)Neotenik ve metamorfik aksolotl akvaryum su 

mikrobiyomunun cins düzeyinde ısı haritası 

 

Ayrıca akvaryum suyu ve hayvan organlarının mikrobiyal çeĢitliliği cins düzeyinde 

karĢılaĢtırılmıĢtır (ġekil 6.2.2. 2). Aquabacterium cinsi neotenik su örneğinde bol 

miktarda bulunurken; metamorfoz geçirmiĢ hayvan dokularında tespit edilemedi, 

yanlızca neotenik deride tespit edilmiĢtir. Chryseobacterium cinsi metamorfik ile 

kıyaslandığında neotenik akvaryum suyunda bol miktarda bulunurken; metamorfik 

aksolotl dokularından yalnızca midede artıĢ göstermiĢtir. 
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6.2.2. Alfa çeĢitlilik analizi 

 

Alfa çeĢitlilik analizine göre metamorfoz sonrası hem aksolotl organlarında, hem de 

akvaryum suyunda örnek içi çeĢitliliğinin azaldığı gözlendi. 

 

ġekil 6.2.2. 1 a) Neotenik ve metamorfik aksolotl organlarının alfa çeĢitlilik grafiği 

(Demircan et al. 2018) b)Neotenik ve metamorfik aksolotl akvaryum suyu alfa 

çeĢitlilik analizi grafiği 

 

6.2.3. Beta çeĢitlilik analizi 

 

Beta çeĢitlilik analizine göre metamorfoz sonrası hem aksolotl organlarında, hem de 

akvaryum suyunda tür çeĢitliliğinin azaldığı gözlendi. 
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ġekil 6.2.3. 1 a) Neotenik ve metamorfik aksolotl organlarının alfa çeĢitlilik grafiği 

(Demircan et al. 2018) b)Neotenik ve metamorfik aksolotl akvaryum suyu alfa 

çeĢitlilik analizi grafiği 

 

6.3. Rejenerasyon boyunca değiĢen gen ifadesi 

 

GerçekleĢtirilen bu analiz ile aksolotl uzuv rejenerasyonu sırasında aksolotl 

transkriptom değiĢimini anlamak için bir kaynak oluĢturuldu. Bu kaynak özellikleeĢ 

zamanlı mikrobiyota değiĢimini yorumlamak üzere yapılacak ileri çalıĢmalar için 

faydalı olacaktır. Bundan sonraki çalıĢmaların ana amacı; ileri detaylı analizlerle 

çeĢitli faktörler sonucunda değiĢen mikrobiyomun bütünsel olarak transkriptom 

değiĢimine katkısını anlamak olacaktır. Ayrıca konak canlı mikrobiyomundaki 

değiĢen profilin, hangi iĢlevleri gerçekleĢtirdiğini anlamak ve özelde konak canlının 

hangi biyolojik süreçlerine katkı sağladığını anlamlandırmak için kaynak veri 

oluĢturuldu.  

Transkriptom analizi iki asamadan oluĢmaktaydı: deneysel aĢama ve biyoinformatik 

analiz aĢaması. Deneysel aĢama kısmı tamamen tamamlandı. Biyoinformatik 

analizlerin ise önemli bir bölümü tamamlandı.  NextSeq cihazından elde edilen ham 

veriler ((FASTQ dosyaları) kalite skorlamasına tabi tutularak kalite skoru 30‘u geçen 

okumalar ile analizlere devam edildi. Ayrıca okumalar birleĢtirilerek ortaya çıkan 

kontigler üzerinden gerçek transkriptler belirlendi. Sonuçta RNA çeĢitlerine ulaĢıldı 
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ve gerekli tanımlamalar yapıldı. Böylelikle bu transkriptom seviyesindeki araĢtırma 

sonucunda kaliteli ve kapsamlı bir veri seti elde edildi. Böylece bu tez çalıĢmasınn 

devamı niteliğinde yapılacak sonraki çalıĢmalar için yeni bir veri kaynağı elde 

edilmiĢ oldu. Bundan sonraki çalıĢmalarda bu verinin detaylı aĢağı akıĢ 

(downstream) analizinin yapılması veya baĢka bir omik verisetiyle (transkriptom, 

mikrobiyom vb. veri setleriyle) birleĢtirilerek meta-analiz yapılması planlanabilir. 

Sonuç olarak bu tezin konusu olan aksolotl uzuv rejenerasyonu ve mikrobiyota 

iliĢkisi bağlamında elde edilen bu hazır transkriptom veri seti mikrobiyota 

değiĢimlerini daha iyi anlamlandırmak ve daha kapsayıcı sonuçlara ulaĢmak için 

tamamlayıcı bir öneme sahiptir. Bu veri seti bu yöndeki gelecek integratif 

biyoinformatik yaklaĢımlar için önemli bir kaynak oluĢturacaktır. 
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7. TARTIġMA 

 

Bu tez çalıĢması kapsamında; aksolotlun metamorfoz ile birlikte değiĢen yaĢam 

ortamı mikrobiyotası, aksolotun rejenerasyon ile birlikte değiĢen kol mikrobiyotası 

ve kol gen ifadesi araĢtırılarak rejenerasyon sürecine mikrobiyomun etkisi bütünsel 

olarak ele alındı. Neotenik ve metamorfik aksolotl yaĢam ortamı örnekleri ile 

rejenere olan neotenik aksolotl kol dokusu örneklerinin DNA izolasyonunun 

ardından, 16S PCR yapılarak tüm örnekler için dizileme yapıldı. Biyoinformatik 

analizler ile örneklerde bulunan mikroorganizmalar tespit edildi. Ayrıca yine 

rejenerasyon boyunca değiĢen gen ifadesini anlamak ve mikrobiyom ile 

iliĢkilendirmek için mRNA dizileme ve biyoinformatik analizler gerçekleĢtirildi.  

Neotenik ve metamorfik akvaryum su örrneklerinde baskın olarak bulunun 7 Ģube 

vardı. Bunlardan Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Chlamydiae, 

Cyanobacteria Ģubesi üyelerinin bolluğu metamorfik örneklerde azalırken; 

Patescibacteria ve Proteobacteria Ģubeleri üyelerinin bolluğu artmıĢtır. Bu sonuçlar 

daha önce yapılan çalıĢmalardaki yaĢam ortamı mikrobiyomu ile kısmen benzerdir 

(ġekil 4.3.3. 1) (Walke et al. 2014). Metamorfik örneklerde artan Patescibacteria 

Ģubesi, önceleri CPR (aday Ģube radyasyonu) olarak adlandırılan, daha sonra bu Ģube 

üyelerinin tek bir filuma yani Patescibacteria Ģubesine ait olduğu tespit edilen, 

nanobakterilerin oluĢturduğu Ģubedir (Danczak et al. 2017) (Herrmann et al. 2019). 

Yeni keĢfedilen bir Ģube olduğundan bu Ģube üyelerinin özelliği iyi bilinmemektedir. 

Metamorfoz sonunda bu Ģube üyelerinin artıĢı ilginçtir.     Metamorfoz sonrasında 

artıĢ gösteren bir baĢka Ģube olan Proteobacteria Ģubesine ait bazı türler iki 

yaĢamlıları enfekte eden bazı mantarları baskılayan antimikotikler üretmesi ile 

bilinirler. Aksolotun metamorfoz geçirmesi ile birlikte mantar enfeksiyonu riski 

artmaktadır. Bu bağlamda bu Ģube üyelerinin artıĢı, kara yaĢamına adaptasyon olarak 

değerlendirildiğinde anlamlıdır.  

Aksolotlun mide bağırsak deri ve dıĢkı mikrobiyomunda baskın olarak bulunan 

türler; Bacteroidetes, Firmicutes, Protebacteria, Actinobacteria ve Verrucomicrobia 

Ģubesi üyeleridir (Demircan et al. 2018). Aksolotl yaĢam ortamında Firmicutes 
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Ģubesi haricinde diğer Ģubeler baskın olarak bulunuyordu. Su yaĢam ortamı ile canlı 

arasındaki kaçınılmaz etkileĢimin doğal bir sonucu olarak aynı Ģubelerin baskın 

olması anlamlıdır. Yalnız su örneklerinde Firmicutes Ģubesi yerine Patescibacteria 

Ģubesi artıĢ göstermiĢtir ki, bu Ģubenin neotenik hayvanın mikrobiyomunda 

bulunmaması ve metamorfoz ile birlikte armıĢ olması ilginçtir. 

Amfibiler benzersiz ve değiĢken deri toplulukları kazanabilirler. Mikrobiyal 

topluluklarını ebeveynlerinden, beraber yaĢadıkları topluluklardan veya çevresel 

etmenler aracılığı ile edinebilir (Mckenzie et al. 2011). Deri mikrobiyomu, iç 

organlara kıyasla dıĢ çevre ile daha yoğun temas halindedir. Bu durum, en azından 

deride konak mikrobiyomunun filogenetik özgüllüğünü gizleyebilir.  Bu da farklı 

çevresel koĢullarda büyüyen canlıların mikrobiyomunu değiĢken kılabilmektedir 

(Mckenzie et al. 2011). Bu nedenle de deri çevresel değiĢimler ile daha keskin 

değiĢimlere uğrayabilir. Deney koĢullarında metamorfoza uğratılan bir aksolotl için 

neotenik duruma göre hiçbir çevresel değiĢiklik yoktur. Fakat metamorfoz 

sonrasında hem aksolotl deri mikrobiyomu hem de akvaryum su mikrobiyomu 

değiĢmiĢtir. Bu mikrobiyal değiĢimin tek nedeni ise hayvanda gerçekleĢen 

metamorfoz olayıdır. Metamorfoz sonrasında hem deri mikrobiyomunda hem de 

akvaryum suyunda Proteobacteria artmıĢ, Verrucomicrobia azalmıĢtır. Deri ile 

yaĢam ortamı arasındaki etkileĢim göz önüne alındığında bu değiĢimin birbiri ile 

uyumlu olması beklenen bir durumdur. 

Aksolotl yaĢam ortamı mikrobiyomu ve aksolot mikrobiyomu kısmen değiĢkenlik 

göstermektedir. Bu da aksolotlun, yaĢam ortamında bulunan türleri kendi 

mikrobiyomuna seçici olarak kabul etmesinin bir sonucu olabilir. Bu bulguyu 

destekleyen diğer bir gözlem ise; baĢka hiçbir değiĢiklik yokken metamorfoz 

sonrasında hayvanın ve akvaryum suyunun mikrobiyomunun değiĢime uğramasıdır.  

Burkholderiaceae, ailesi üyeleri neotenik suda artıĢ göstermiĢken metamorfik suda 

azalmıĢtır. Bu türün üyeleri iki yaĢamlıların derisinde bulunmakla birlikte doğada 

suların derinliklerinde yaĢarlar.  

Rhodocyclaceae,Chromobacteriaceae, Moraxellaceae, Aeromonadaceae,ve 

Rubritaleaceae ailesi üyeleri matamorfik su örneklerinde neotenik su örneklerine 
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kıyasla iki katı artıĢ göstermiĢtir. Bu ailelerden  Rhodocyclaceae, bd enfeksiyonuna 

karĢı koruma sağlamaktadır (Hylidae 2020).  

Vücut mikrobiyomu immün cevapları tetikleyerek rejenerasyonu etkilebilir. 

Metamorfik aksolot su örneklerinde bağıĢıklık sistemini regüle edebilen 

mikroorganizmalar gözlenmiĢtir. Rickettsiaceae ailesi üyeleri insanlarda patojenik 

özellikleri ile bilinmekle birlikte, bu mikroorganizmalar ile enfekte edilmiĢ endotel 

hücrelerin, doğal bağıĢıklık tepkilerini arttırdığı ve yüzey yapıĢma moleküllerinin 

ifadesini arttırdığı gösterilmiĢitir. Neotenik su örneklerinde  Rickettsiaceae ailesi 

artmıĢ metamorfik su örneklerinde ise azalmıĢtır. Rejenerasyonun erken evrelerinde 

doğal bağıĢıklık tepkisi gereklidir. Ġnfalamasyon uzuv rejenerasyonunda ve yara 

iyileĢmesi evrelerinde olumlu katkılar sağlar. Pro-anti inflamatuar sinyaller 

rejenerasyon boyunca eĢ zamanlı olarak uyarılmakta; sitokin salgılanması ile lökosit 

infiltrasyonu, damar oluĢumu, hücre çoğalması ve kollajen yeniden modellenmesi 

olaylarına aracılık eder. YerleĢik mikroorganizmaların bağıĢıklık sistemine katkı 

sağladığı bilindiğinden, rejenerasyon yeteneği azalan metamorfik aksolotun yaĢam 

ortamında bu türün azalması ilginçtir. 

Flavobacterium cinsi doğada bol bulunur. Su, sebzeler, çiğ süt, süt ürünleri et ve et 

ürünleri gibi birçok gıdadan izole edilebilmektedir. Balıkların ve diğer hayvanların 

normal bağırsak florasında bulunabilir ve bazı türleri patojendir. 130 tane 

tanımlanmıĢ türü vardır. F. psychrophilum F. columnare F. branchiophilum da 

içinde olduğu  birkaç türü; tatlı su balıklarının ölümüne neden olur (Duchaud et al. 

2007) (Declercq et al. 2013) (Good et al. 2015) Neotenik ve metamorfik örneklerin 

bazılarında artıĢ göstermektedir. Metamorfoza indüklerken yaĢanılan hayvan 

kaybının nedeni ile iliĢkilendirilebilir. 

Flectobacillus cinsi su örneklerinde bulunur. Bacteroidetes filumunun 

Flexibacteraceae ailesinin bir üyesidir. Zebrafish bağırsaklarında bulunan bir türdür. 

Aeromonas cinsi Proteobacteria sınıfının Enterobacteriaceae ailesinin bir üyesidir. 

A. hydrophila, A. caviae, and A. veronii   türlerinin de içinde bulunduğu 14 ten fazla 

türü insan hastalıkları ile iliĢkilendirilmiĢtir. Semenderler için de patojen özellikte 

olan türleri vardır. Aksolotlda kırmızı lekeli cilt olarak kendini gösteren bir hastalığa 

https://en.wikipedia.org/wiki/Flavobacterium_psychrophilum
https://en.wikipedia.org/wiki/Flavobacterium_columnare
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavobacterium_branchiophilum&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Aeromonas_hydrophila
https://en.wikipedia.org/wiki/Aeromonas_caviae
https://en.wikipedia.org/wiki/Aeromonas_veronii
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neden olan parazitik türleri bilinmektedir. Aksolotlda hastalık modeli oluĢturmak 

üzere kullanılmıĢtır (Farkas and Monaghan 2015). Aeromonas cinsi metamorfik su 

örneklerinin tamamında artmıĢtır. Metamorfoz sırasında yaĢanılan hayvan ölümleri 

ile doğrudan iliĢki kurulabilir. Ayrıca Aeromonas cinsi üyelerinin, su canlılarının 

yara iyileĢme süreçlerini olumsuz etkilediği gösterilmiĢtir (Minnaganti et al. 2000). 

Bu türün metamorfik suda artıĢ göstermesi, yara iyileĢmesi sürecini olumsuz 

etkilemesi dolayısı ile de azalan rejenerasyon yeteneği ile iliĢkilendirilebilir. 

Beta çeĢitlilik analizine göre neotenik yaĢam ortamı örneklerine kıyasla metamorfik 

yaĢam ortamı örneğinde çeĢitlilik azalmıĢtır. ÇeĢitliliğin azalması ve su 

mikrobiyomunun muhtemel patojen mikroorganizmalara kayması, metamorfik 

aksolotl rejenerasyon yeteneğinin çevresel etmenlerden etkilenebildiği hipotezini 

destekleyebilir. 

Vücut mikrobiyomunda varolan simbiyotik bakteriler, patojen büyümesini 

engelleyerek konağı patojen organizmalardan koruyan özellikler sergilerler.  

Semenderler için ölümcül olabilen mantar patojeni Batrachochytrium 

dendrobatidis(Bd) enfeksiyon riski, yüksek sıcaklıklarda daha da artmaktadır.  Farklı 

sıcaklıklarda Bd‘yi baskılayan üç mikroorganizma türü; Stenotrophomonas, 

Acinetobacter, Chryseobacterium yapılan bir çalıĢma sonucunda bildirilmiĢtir 

(Muletz-wolz et al. 2017). Bu tez çalıĢmasında ise Stenotrophomonas, Acinetobacter, 

Chryseobacterium türleri neotenik aksolotlda bol bulunurken metamorfoz sonrası 

azalmıĢtır. Ancak bazı çalıĢmalar Stenotrophomonas suĢlarının Bd 

enfeksiyonunundan koruyucu olduğunu bildirirken, bazı çalıĢmalar ise bu enfeksiyon 

ile sinerjik bir iliĢki gösterdiğini bildirmiĢtir. Stenotrophomonas cinsi, mantar 

enfeksiyonuna maruz bırakılan bir semenderde fırsatçı patojen olarak enfekte 

edebilmektedir (Bates et al. 2019). 

Semender bağırsak mikrobiyomu ve sindirim performansı farklı sıcaklıklarda 

değiĢkenlik göstermektedir. Bağırsak mikrobiyomunun çeĢitliliği içeriği ve 

iĢlevselliği sıcaklık faktöründen etkilenir. Bağırsak mikrobiyomunun çeĢitliliğinin 

sıcaklık artıĢı ile azaldığı bildirilmiĢtir. Semenderlerde belli taksonların yokluğu da 

patojen türlerin artıĢı ile iliĢkilendirilmiĢtir (Fontaine, Novarro, and Kohl 2018).  

Doğada metamorfoz sonrasında canlıların diyet bileĢimleri de değiĢmektedir. Farklı 

türde karmaĢık gıdaların sindirimi için de bağırsak mikrobiyomu değiĢkenlik 
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göstermektedir. Stenotrophomonas, ve  Sphingopyxis cinsi bakterilerin 

semenderlerde sindirim ve enerji üretimi ile iliĢkili olduğu yapılan çalıĢmalarda 

gösterilmiĢtir. Metamorfik akvaryum su örneklerinde de Sphingopyxis artıĢ 

gösterirken, neotenik akvaryum su örneklerinde ise Sphingopyxis cinsi 

mikroorganizmaların azaldığı gözlemlenmiĢtir. Stenotrophomonas türü bakteriler 

kitini sindirebilirler. Kitin, eklembacaklıların dıĢ iskeletlerinin baskın bileĢenidir ve 

metamorfoz sonrası semenderlerin beslenmesi kitin içerikli olmaktadır (Maglia, 

1996), bu da bu bakterilerin bolluğu ile bu hayvanlardaki enerji özümseme 

arasındaki iliĢki için potansiyel bir açıklama önerir (Fontaine et al. 2018).  

Bu tez kapsamına ilk defa mikrobiyota ile transkriptom-seviyesindeki değiĢiklerin 

eĢzamanlı analizini içeren bir çalıĢma tasarlandı ve uygulandı. Sonuç olarak elde 

edilen transkriptom veri seti mikrobiyal değiĢiklikleri anlamlandırmak için ve yeni 

bakıĢ açıları kazanmak için önemli bir kaynak oluĢturmaktadır. Söz konusu verinin 

gelecekte yapılacak fonksiyonel karakterizasyon araĢtırmalarında büyük katkı 

sağlanması bekleniyor. Elde edilen transkriptom veri seti, okumaların kalitesi ve 

sayısı bakımından niteliklidir. Ayrıca bu yeni kaynak bu alandaki önemli bir boĢlugu 

doldurmaktadır ve gelecek çalıĢmalar için uygun bir kaynak oluĢturmaktadır. Bundan 

sonraki araĢtırmaların çıkıĢ noktası olarak açısından elde edilen transkiptom verisinin 

aĢağı akıĢ (downstream) biyoinformatik analizlerinin yapılması önerilebilir. Bu yolla 

farklı gruplar arasında ifade düzeyi istatistiksel açıdan anlamlı olarak değiĢen genler 

ve/veya aday biyobelirteçler belirlenebilir. Bir sonraki basamak olarak da anlamlı 

değiĢim gösteren mRNA ürünlerinin (gene products) yani proteinlerin birbirleri ile 

etkileĢimleri DAVID (https://david-d.ncifcrf.gov/home.jsp) ve STRING 

(https://string-db.org/) veri bankaları aracılığı ile listelenebilir ve Cytoscape 

(http://www.cytoscape.org/) programı aracılığıyla görsel (etkileĢim ağı) hale 

getirilebilir. 

Hazırlanan bu tez sadece iki omik bilgiyi kapsamaktadır. Oysa hızla yaygınlaĢan 

sekanslama teknolojisi baĢka olanaklar da sunmaktadır. Proteomik, metabolomik gibi 

analizler bu teknolojilere örnek olarak verilebilir. Metatranskriptomiks verilerinin 

elde edilmesi, mikrobiyal gen ifade düzeyi hakkında ve mikrop topluluklarının 

iĢlevleri hakkında bilgi vermesi açısından değerlidir. Bu yönden bu tür verilerin 
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oluĢturulması metagenomiks çalıĢmalarını tamamlamak için hayati olabilmektedir 

(Bashiardes, Zilberman-schapira, and Elinav 2016). 

Genel olarak daha uzun vadede diğer mikrobiyota çalıĢma alanlarında olduğu gibi 

aksolotl rejenerasyon konusunda bütünleyici yaklaĢımlara ihtiyaç vardır. Bu açıdan 

tamamlayıcı bir yöntem olarak multi-omik analizler büyük bir potansiyele sahiptir. 

Bunlara yönelik bütüncül biyoinformatik metotlar da Ģu an aktif olarak 

geliĢtirilmektedir ve bazı algoritmalar da uygulamaya konulmuĢtur. Son olarak, daha 

kapsamlı bir sonuca ulaĢmak için omik analizlerle elde edilen bazı sonuçların 

laboratuvarda valide edilip detaylı olarak araĢtırılması gerekecektir. Bu deneyler 

hücresel, moleküler ve fonskiyonel karakterizasyon Ģeklinde olabilir. 

Sonuç olarak bu tez metamorfoz ile birlikte azalan rejenerasyon yeteneğinin, 

mikrobiyal değiĢim ile iliĢkisini mikrobiyota ve buna tamamlayıcı ek olarak 

transkriptom seviyesinde ele almıĢtır. Bu kapsamda metamorfoz öncesi ve 

sonrasında aksolot yaĢam ortamı mikrobiyom değiĢimi ile, rejenerasyon sırasında 

değiĢen mikrobiyota profili ve gen ifadesi araĢtırılmıĢtır. Böylece hem yaĢam 

ortamındaki hem de rejenerasyon sırasındaki mikrobiyal değiĢim ele alınarak 

bütünsel bir bakıĢ açısı ile rejenerasyon yeteneği incelenmiĢtir. Bu çalıĢma 

kapsamında elde edilen sonuçlara göre, metamorfoz ile birlikte hem canlı 

organlarında hem de canlı yaĢam ortamında mikrobiyota değiĢmektedir. Elde edilen 

yeni veri setleri daha önceki omik veri setlerini tamamlayıcı katkı sağlamaktadır. 

Buna benzer verilerin artması ve bütüncül olarak dikkate alınması bu model 

organizmanın daha etkili kullanımını kolaylaĢtıracaktır. Aksolotl rejenerasyon 

konusu gittikçe daha çok dikkatleri üzerine çeken ve çalıĢmaların gittikçe hızlandığı 

bir alandır. Bu tezdeki yenilikçi yaklaĢımla elde edilen veri setleri ve bulgular 

aksolotl uzuv rejenerasyonu alanında önemli boĢluğu doldurmakta ve gelecekte 

yapılacak daha kapsamlı araĢtırmalar için bir köprü niteliğini taĢımaktadır. 
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8. SONUÇLAR 

Neotenik ve metamorfik akvaryum su örrneklerinde baskın olarak bulunun 7 Ģube 

vardı. Bunlardan Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Chlamydiae, 

Cyanobacteria Ģubesi üyelerinin bolluğu metamorfik örneklerde azalırken; 

Patescibacteria ve Proteobacteria Ģubeleri üyelerinin bolluğu artmıĢtır. Metamorfoz 

sonunda bu Ģube üyelerinin artıĢı ilginçtir.     Metamorfoz sonrasında artıĢ gösteren 

bazı türler iki yaĢamlıları enfekte eden bazı mantarları baskılayan antimikotikler 

üretmesi ile bilinirler.  

Metamorfik aksolot su örneklerinde bağıĢıklık sistemini regüle edebilen 

mikroorganizmalar gözlenmiĢtir. YerleĢik mikroorganizmaların bağıĢıklık sistemine 

katkı sağladığı bilindiğinden, rejenerasyon yeteneği azalan metamorfik aksolotun 

yaĢam ortamında bu türün azalması ilginç bulunmuĢtur. 

Bu tez kapsamına ilk defa mikrobiyota ile transkriptom-seviyesindeki değiĢiklerin 

eĢzamanlı analizini içeren bir çalıĢma tasarlandı ve uygulandı. Sonuç olarak elde 

edilen transkriptom veri seti mikrobiyal değiĢiklikleri anlamlandırmak için ve yeni 

bakıĢ açıları kazanmak için önemli bir kaynak oluĢturmaktadır. Söz konusu verinin 

gelecekte yapılacak fonksiyonel karakterizasyon araĢtırmalarında büyük katkı 

sağlanması beklenmektedir. 
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