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1. OZET

AKSOLOTL KOL REJENERASYONU SURECINDE MIKROBiYOTA
ETKIiSININ MiKROBiYOM VE TRANSKRiPTOM DiNAMIiGi ACISINDAN
ARASTIRILMASI

Aksolotl; omurgali sinifindan, iki yasamli, rejenerasyon yetenegi yiiksek bir
hayvandir. Aksolotl normal sartlar altinda metamorfoz gecirmeyip disaridan tiroid
hormonu uygulamasi ile metamorfoza ugratilabilmektedir. Fakat canli metamorfoz
gecirdikten sonra rejenerasyon yeteneginde, ozellikle de kol rejenerasyonunda
onemli bir azalma olmaktadir. Canlinin sahip oldugu rejenerasyon yetenegini
anlamak icin cesitli acilardan arastirmalar yapilmistir. Canli mikrobiyomunun bu
stirece katkist ise merak edilen ve arastirilan bir konudur. Aksolotl organlarinin
mikrobiyomu metamorfoz sonrasinda yeniden sekillendigi  bilinmektedir.
Metamorfoz ile birlikte azalan rejenerasyon yeteneginin, mikrobiyal degisim ile
iliskisi bu tez calismasinin konusudur. Bu kapsamda metamorfoz Oncesi ve
sonrasinda aksolot yasam ortami mikrobiyom degisimi ile, rejenerasyon sirasinda
degisen mikrobiyota profili ve gen ifadesi arastirilmistir. Boylece hem yasam
ortamindaki hem de rejenerasyon sirasindaki mikrobiyal degisim ele alinarak
biitiinsel bir bakis agisi ile rejenerasyon yetenegi incelendi. Bu ¢aligma kapsaminda
elde edilen sonuglara gore, metamorfoz ile birlikte hem canli organlarinda hem de

canli yasam ortaminda mikrobiyota degismektedir.

Anahtar kelimeler: Aksolotl, Metamorfoz, Mikrobiyom, Rejenerasyon



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



3. GIRIS VE AMAC

Canlilar aleminde bir kisim canlinin kaybolan uzuv ve organlarini yenileme
yetenegi yliksek iken, bir kisim canlilar ise bu 6zelligi kaybederek baska yetenekler
kazanmistir. Bilim insanlar1 halen rejenerasyon yetenegine sahip olan bu
organizmalar1 inceleyerek, bu oOzelliklerini yiiksek organizmalara uyarlamanin
yollarin1 aramak i¢in ¢aligmalarini slirdiirmektedir (Maden 2018). Bu tez
calismasinda kullanilan model organizma da rejenerasyon iistadi olarak bilinen

aksolotldur.

Aksolotl, iki yasamli ve rejenerasyon yetenegi yiiksek bir hayvandir. Bu 6zelliginin
yaninda izsiz yara iyilesmesi (Denis et al. 2013) ve diisiik kanser insidansina (Oviedo
and Beane 2009) sahip olmasi dolayisi ile ¢ok 6zel bir model organizmadir.
Omurgali organizma olmasi dolayst ile, rejenerasyon yetenegi yiiksek hayvanlardan
biyolojik olarak insanlara en yakin olan tiirlerden biridir. Bu nedenle de rejeneratif
biyoloji calismalarinda model organizma olarak kullanilabilmektedir. iki yasaml
canli olmasina ragmen disaridan bir miidahale olmadan metamorfoz geciremez ve
dogada hayatinin tiimiinii suda, ¢ocuk karakterde gecirir. Diger bir deyisle eriskin
donemdeki bir aksolotl larval 6zellikler gostermeye devam eder (Groef, Grommen,
and Darras 2018). Yasam ortamina tiroid hormonu verilerek metamorfoza
ugratildiginda ise kol rejenerasyon yeteneginin azaldig1 gézlenmistir (Demircan et al.
2018). Kara yasamina adaptasyon ile birlikte rejenerasyon yeteneginin azalmasi

ilging bir durum olup halen farkli yonlerden arastirilmaktadir.

Bu organizmalarda yasayan konakgilarin hepsine birden mikrobiyota denmektedir
(Sommer and Béackhed 2013). Mikrobiyotanin konak canlilar ile kurdugu
etkilesimlerin, canlinin metabolik fizyolojik ve davranis siiregleri iizerindeki
rollerinin anlasilmas: ile birlikte mikrobiyom c¢aligmalar1 daha da 6nem kazanip
yayginlasmistir. Konak canli mikrobiyal toplulugunu secebilmekte, mikrobiyota ise
konak canlinin hastalik veya saglik siireglerini etkileyebilmektedir. Konak canli
farkli kosullar altinda farkli mikrobiyal popiilasyona sahiptir. Ornegin canli hayatinin
farkli evrelerinde farkli mikrobiyoma sahiptir. Bazi kompleks olaylar sirasinda da

PR

mikrobiyomun degistigi bilinmektedir



Sekanslama teknolojilerinin gelismesi ile birlikte bir drnekte bulunan mikrobiyal
topluluk  kolaylikla tespit edilebilmektedir. Farkli genomlarin  evrimsel
akrabaliklari1 tespit edebilmek i¢in hepsinde ortak fonksiyona sahip bir
makromolekiil olan rRNA sekans dizisi karsilastirilmaktadir (Grayl et al. 1984).
Filogenetik marker genlerden biri olan 16S rDNA sekans bilgisi ile ornek

mikrobiyotasi tayin edilmektedir.

Kara yasamu ile birlikte aksolotlda degisen olgulardan biri de mikrobiyotadir. Yakin
zamanda yapilan c¢alismalardan  birinde  metamorfoz  sonrasit  aksolotl
mikrobiyotasinin yeniden sekillendigi gosterilmistir. Metamorfoz sonunda en keskin
degisimin gozlendigi organ deri olmakla birlikte, mide, bagirsaklar ve disk
mikrobiyomunun da degisime ugradigi bildirilmistir. (Demircan et al. 2018). Bu

degisimin rejenerasyon siirecine olumlu/olumsuz etkisi merak edilmektedir.

Bu tez calismasinin amaci, metamorfoz dncesi ve sonrasi aksolotl yasam ortami
mikrobiyom degisimini arastirarak rejenerasyona yasam ortami degisiminin etkisini
anlayabilmektir. Ayrica rejenerasyon siirecinde degisen mikrobiyal gen ifadesi
degisiminin aragtirllmasi ile gen ifade farkliliklarini bu iki durum arasinda
kiyaslayarak rejenerasyon ile mikrobiyal gen ifadesinin iligkisini kurmak
amagclanmistir. Boylece mikrobiyomun rejenerasyon siirecine etkisini biitiinsel olarak
ele alarak yorumlamistir. Bu amaglar dogrultusunda neotenik ve metamorfik aksolotl

yasam ortami 0rneklerindeki mikrobiyal degisim incelenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 Rejenerasyon

Rejenerasyon, kaybolan veya hasar alan doku veya organlarin fonksiyonel olarak
yeniden olusturulma siirecine verilen isimdir (Alvarado ve Tsonis 2006) . Aksolotl,
planarya, hidra, zebra balig1 gibi bazi omurgasiz ve omurgali organizmalar, kaybolan

veya hasar almig uzuvlarini rejenere edebilmektedirler (Ghosh 2016).

Evrimsel siiregte bazi omurgali canlilarin rejenerasyon yetenegi diisiip dokular
bazinda sinirlanirken (6rnegin kuslar ve memeliler gibi) bazilarinda ise (6rnegin
amfibiler) halen genis bir rejenerasyon yetenegi goriilmektedir (Maden 2018). Bazi
organizmalarin yiiksek rejenerasyon yetenegine sahip iken bazilarinin bu yetenegi

kaybetmis olmasi ilgi ¢eken bir konu olup, halen arastiriimaktadir.

41.1 Memelilerde rejenerasyon yetenegi

Canl1 organizmalar, yasamini siirdiirebilmek i¢in doku hasar1 ve hasarin onarilmast
arasindaki dengeyi korumak zorundadir (McCusker ve Gardiner 2011). Bu baglamda
doku ve organ yenilenmesi tiim organizmalar i¢in 6nemli bir fonksiyondur. Yetiskin
insanlarin rejenerasyon yetenegi sinirli olup, yalnizca kemik 1ligi bagirsak mukozasi
ve derinin bazi katmanlarmi yenileyebilmektedirler (Epstein ve Maibach 1965)
(Chan, Rebecca J. 2004) (Oates and West 2006).

Memeliler smifinda bulunan hayvanlarin kaybettikleri veya hasara ugrayan
dokularini1 rejenere etme ve izsiz yara iyilesmesi gerceklestirme yetenekleri ¢ok
sinirlidir.  Dokularin yap1 ve islevini korumak ise ¢ogunlukla kaybolan hiicrelerin

yerini alan kok hiicreler ile saglanmaktadir (McCusker and Gardiner 2011).

Memelilerde rejenere edilebilen dokular kas, kemik ve epitel dokularidir. Kas
rejenerasyonunda hasarli kas lifleri satellit (kas doku kok hiicresi) hiicreleri araciligi
ile rejenere edilmektedir. Epidermis dokusu etkin bir sekilde rejenere edilebilirken,

dermis rejenerasyonu skar (yara izi) olusumu ile sonuglanmaktadir (Grefte et al.



2007) (Harty et al. 2003). Son olarak kemik doku siirekli olarak yenilenebilme
yetenegine sahiptir. Bu nedenle kemik dokuda meydana gelen kiriklar, eger kemik
ekstremiteleri arasinda bir bosluk yoksa hasar onarilabilmektedir (Hietaniemi,
Peltonen, and Paavolainen 1995). Bununla beraber memeli canlilar daha karmasik

yapilarini rejenere edememektedir.

Bahsedilen karmasik doku ve organlarin yenilenmesi doku veya organ
rejenerasyonundan ziyade, hasarli veya yaslanmis dokunun doniisiimiinii saglayan
fizyolojik bir degisim olayidir. Memelilerin rejenerasyon yetenegi kaybolan
dokularin yerini alabilen hiicreler ile smirli olup, kaybolan organin tamamim
tiretecek bir seviyede degildir. Kimi dokularin hiicreleri hasar aldiginda veya
yaslandiginda dokuda yerlesik bulunan 6nciil hiicreler ¢ogalir, sonucta fizyolojik ve
hatta sabit bir sekilde devam eden bir rejenerasyon gerceklesir. Bu rejenerasyon
fizyolojik rejenerasyon olarak adlandirilir (Ghosh 2016). Ornegin rejenere oldugu
bilinen dokulardan karacigerin yenilenmesi de, rejenerasyondan ziyade kayip

dokunun telafisi olarak, karacigerin kiitle olarak genislemesidir (Trautwein 2006).

Rejeneratif biyolojide model organizma olarak kullanilan denizyildizi, hidra,
planarya ve aksolotl gibi canlilar ise doku ve organ rejenerasyonu

gerceklestirebilmektedir.

Tetrapodlar grubunun bir {iyesi olan urodiil amfibileri ise diger omurgalilarin sahip
olmadig1 genis bir rejenerasyon yetenegine sahiptir (McCusker and Gardiner 2011).
Omurgalilar arasinda yalnizca urodiil amfibilerinin bazilar1 ve iribas halindeki

kurbagalar i¢ ve dis organlarini yenileyebilir (Sugiura et al. 2016)

4.2 Aksolotl

Aksolotl (Ambystoma mexicanum) omurgalilarin, kaplan semenderleri grubuna ait
Ambystoma ailesinde yer alan amfibik (2 yasamli- yasamlarinin bir boliimiinii suda
bir boliimiinii karada yasayan) bir canlidir. Amfibiler ii¢ gruba ayrilir: anuranlar
(6rnegin kurbagalar), tirodeller (6rnegin semenderler) ve gymnophiona (ayaksiz iki

yasamlilar). Urodeller grubundan olan semenderlere 6rnek aksolot yiiksek



rejenerasyon yetenegine sahip, dogal yasam alan1 Meksika olan (Brandon RA. 1989)
ve nesli tikenmekte olan ender tiirlerdendir (\Voss, Epperlein, and Tanaka 2009).
Urodeller hiicreleri farklilastiktan sonra, farklilasmamis ortami yeniden saglayarak

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

Amfibilerde metamorfozun tamamlanmasindan tiroid hormonlar1 sorumludur
(Allen 1925) (Tile 1912). Amfibik canlilarda larval evrede tiroid hormonu disiik
iken metamorfoz sirasinda en {ist diizeylerine ulasir (Mondolj 1979). Tiroid hormonu
cesitli yolaklarda gen ifade programlarini aktive ederek; canlida morfolojik ve

fizyolojik degisimlere neden olur (Brown and Cai 2007).

Bir¢ok semender tiirii normal yasam dongiisiinde metamorfoza ugrarken aksolotl,
yagsaminin tamamini suda gegirmektedir. Ve normal yasam dongiisiinde metamorfoz
gecirmemektedir (Groef et al. 2018). Ancak disaridan tiroid hormon uygulamasi ile
metamorfoza ugratilabilmektedir (Huxley, 1920). Aksolotl, hayatinin yetiskinlik
evresinde bile juvenile (yavru) karakterlerini korumaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1
podomorfik canlilar olarak adlandirilmaktadirlar (Groef et al. 2018). Gelisimi
boyunca, tiroid hormon seviyesi metamorfoz gergeklesmesini destekleyecek kadar
yiikselmediginden,  disaridan tiroid hormonuna maruz kalmadigi miiddetge
metamorfoza ugramamaktadir (Crowner vd. 2019). Ornegin amfibi grubu harig diger
amniot gruplarinda, yetigskin organizma ile embriyo, doku kurulugu ve hiyoliironat
miktar1 agisindan %20 daha farkli iken amfibiler yetigskinlik donemlerinde de

hiyoliironat igerigi zengin dokularini korurlar.

Aksolotl omiir boyu siiren yiiksek rejenerasyon yetenegine sahiptir. Bu nedenle

rejeneratif biyolojide model organizma olarak kullanilmaktadir.

4.2.1 Aksolotl metamorfozu

Amfibilerde metamorfozun tamamlanmasindan tiroid hormonlart sorumludur
(Allen 1925) (Tile 1912). Tiroid hormonunun iki formu vardir: triiodotironin (T3) ve

tetraiodotronin (T4). T4 formu tiroid bezinin ana {riinii olup, salgilandiktan sonra



periferal organlarda, reseptore baglanma etkinligi daha fazla olan, yani daha aktif
olan T3 formuna donistiiriillmektedir (Nussey S, 2001) Dolasimdaki tiroid hormonu
hiicrelere gegince reseptdriine baglanarak biyolojik yolaklar1 aktive etmektedir

(Manuscript 2013).

Aksolotl tiroid bezinin T4 hormonu salgilayabildigi ve TSH (Tiroid uyarici
hormon) hormonunun var oldugu tespit edilmistir. Buna ragmen dogal olarak
metamorfoza ugrayamamasinin birincil nedeni dolasimdaki tiroid hormon
seviyesinin az olmasi ikinci nedeni ise TSH hormonunun salgilanma diizeyinin az

olmasi olarak bildirilmistir (March and Mexican 1992).

Bununla birlikte aksolotl yasam ortamina tiroid hormonu (T3 veya daha az aktif
olan T,) verilerek metamorfoza ugramasi saglanabilmektedir (Page and Voss 2017)
(Nussey S, 2001).

Resim 4.2.1. 1 Metamorfoz ile birlikte aksolotlun gegirdigi degisimler

Tiroid hormonu, farkli hiicre tiplerinde farkli biyolojik sinyal yollarim tetikledigi
i¢in birgok gelisimsel olay1 kontrol etmektedir. Ornegin tiroid hormon maruziyeti
kuyruk kasinin oliimiine neden olurken (Nakajima 1997) kol kasinin farklilasip
biiylimesini uyarmaktadir (Brown and Cai 2007).



Aksolotl metamorfozu sirasinda bazi organlar kaybolurken bazi doku ve organlar
yeniden sekillenmektedir (Resim 4.2.1. 1). Ornegin canli neotenik evrede solungag
solunumu gerceklestirirken, metamorfoz sonunda solungaglar kaybolur ve akciger
solunumu yapmaya baslamaktadir. Neotenik aksolotl ile karsilastirildiginda
metamorfik aksolotlun deri, kuyruk, dalak ve safra kesesinde yapisal degisimler

gerceklestigi gosterilmistir (Aytiirk, Yildirim, and Elif 2016).

Daha Once yapilan ¢alismalarda metamorfoz geg¢irmis aksolotda yenilenme
yeteneginin neotenik aksolota kiyasla azaldigi gosterilmistir (Demircan et al. 2018)
(Monaghan et al. 2014). Metamorfoz sonrasi rejenerasyon yetenegindeki azalmanin

nedeni bilinmemektedir ve arastirilmaktadir.

Bahsedilen baglamda mikrobiyomun rejnerasyon iizerindeki etkisi de Onemlidir.
Daha 6nce yapilmis bir ¢aligmada (Demircan et al. 2018) neotenik ve metamorfik
aksolotlun deri bagirsak mide ve diski 6rneklerinin mikrobiyomu karsilagtirilmistir.
Neotenik aksolotl mikrobiyomunda baskin olan tiirler; Bacteroidetes Firmicutes
Proteobacteria Actinobacteria ve Verrucomicrobia iken metamorfik orneklerde
Proteobacteria tiiri mikroplarin artig1 goriilmiistiir. Proteobacteria subesine ait
bakteriler memelilerde patojen 6zelligi ile bilinmesi bakimindan sonuglar ilging

goriinmektedir.

Konak canli ve mikrobiyomu arasindaki iliskinin, konak canlinin birgok islevine
etki ettigi bilinmektedir. Metamorfoz sonrast degisen mikrobiyomun, canlinin
rejenerasyon yetenegine etkisi bu caligmanin temel konusudur. Neotenik ve
metamorfik organ 6rneklerinin mikrop topluluklari degisimini incelemek sonucunda
elde edilen bulgular su soruyu sormamiza neden olmaktadir: metamorfoz ile birlikte
degisen mikrobiyom, metamorfoz ile birlikte azalan rejenerasyon yetenegi ile iliskili

olabilir mi?



4.2.2 Aksolotl rejenerasyon yetenegi

Bircok omurgali, embriyonik donemde hiicreleri heniiz farklilasmadigr igin
uzuvlarii rejenere edebilmektedir (Bryant, Endo, and Gardiner 2002). Yetiskinlik
donemindeki omurgali canlilar ise bu yetenegini kaybetmislerdir. Omurgali amfibi
tiirlerinden biri olan aksolotl ise, yasaminin yetiskin evresinde bile kol, merkezi sinir
sistemi, kalp, retina gibi kompleks yapilarini fonksiyonel olarak rejenere
edebilmektedir (Voss et al. 2009). Aksolotlu farkli ve ilgi ¢ekici kilan bu 6zelligi

rejeneratif tip arastirmalarinin bir konusunu olusturmaktadir.

Aksolotlun sahip oldugu rejenerasyon yetenegini agiklayabilmek i¢in iki hipotez

onerilmektedir.

Birinci hipotez aksolotlun eseysel olgunluga eristikten sonra bile juvenile (¢cocuk)
ozelliklerini korumasi, yani ‘pddomorfik’ olmasini temel almaktadir. Bu 6zelligi
nedeni ile metamorfoza ugramamakta ve hiicreleri embriyonik &zellikler tasimaya
devam etmektedir. Boylece rejenerasyon yetenegini korudugu diisiiniilmektedir. Bu
hipotez, kurbagalarda metamorfoza ugramadan hemen Once ve metamorfoz

sonrasinda rejenerasyonun kademeli olarak azalmasi ile tutarli goriinmektedir

(Mescher and Neff 2005).

Ikinci hipotez ise urodel grubu canlilarin basit bir kazanilmis bagisiklik sistemine
sahip olmast ve rejenerasyonun zayif bagisiklik yaniti ile iligkilendirilmis olmasi
temeline dayanmaktadir. Memeli organizmalarin rejenerasyon yeteneginin sinirl
oldugu bilinmektedir. Memeli sinifindaki canlilar da gelismis bir kazanilmis
bagisiklik sistemine ve zayif rejenerasyon yetenegine sahiptir. Aksolotl ise; yakin
akrabast Xenopus (zenopus)’a kiyasla zayif bagisiklik sistemine sahip olup,
zenopustan daha yiiksek rejenerasyon yetenegine sahiptir (Godwin and Brockes
2006). Bununla birlikte, memelilerde embriyonik gelisim evresinde, bazi bagisiklik
hiicreleri heniiz gelismemigken, yara izsiz iyilesme ger¢eklesmektedir. Bu da
gelismis  bir bagisiklik  sisteminin  rejenerasyon yetenegini  siirlandirdigini
diistindirmektedir. Yetiskin canlida bagisiklik sisteminin fibrozis, yara izi ve

inflamasyon olusumuna neden oldugu onerilmektedir (Street and House 1997).
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Gergekten de tetrapodlarda bagisiklik sisteminin  baskilanmasi rejenerasyon
yetenegini arttirmaktadir. Ayrica makrofaj ve antijen sunan hiicreleri bulunmayan
farelerin yara izsiz iyilesme gerceklestirdigi gosterilmistir (Martin et al. 2003).
Filogenetik olarak kazanilmis bagisiklik sisteminin gelismisligine baglantili olarak

rejenerasyon yeteneginde azalma oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Flajnik
MF, 2003)

Bazi ¢aligmalar, daha karmasik bagisiklik sisteme sahip omurgali tiirlerde sinir
rejenerasyonunun azaldigini kanitlamaktadir (Aurora and Olson 2015). Bununla
birlikte rejenerasyon igin bagisiklik sistemi aktivitesinin gerekli oldugu bilinmektedir
(Mescher and Neff 2005).

Basarili yara iyilesmesi ve rejenerasyon icin bagisiklik sisteminin bir diizeyde
aktivasyonu gerekmektedir. Rejenerasyonun erken evrelerinde bagisiklik sistemi
hiicreleri yara bolgesine go¢ etmekte ve Onemli bazi roller iistlenmektedirler
(Mescher and Neff 2006). Ornegin nétrofiller yara iyilesmesi sirasinda hiicre
enkazini temizleyerek, ve ayrica ¢esitli biiylime faktorleri ve sitokinler salgilayarak
rejenerasyona katkida bulunmaktadirlar (Wang 2018). Sitokinlerin salgilanmast;
16kosit gocii, hiicre ¢ogalmasi, damarlanma, kollajen yeniden modellemesi gibi
olaylar1 dogrudan etkilemektedir (Godwin and Brockes 2006) (Mescher and Neff
2006). Ayrica yine bagka bir ¢alismada bagisiklik sisteminin uyarilmasinimn sinir
rejenerasyonunu artirdigi gosterilmistir (Bosak et al. 2018). Memelilerde periferal
sinir sistemi hasarlarinda, makrofajlar hasarli bélgeye go¢ ederek miyelin fagositozu
yapmakta ayrica rejenerasyonu uyaran molekiiller (IL-1:sinir hiicrelerinden NGF
iretimini uyarir.) salgilamaktadirlar. Aksolotl ve newt gibi tiirlerde rejenerasyon

sirasinda hizli bir makrofaj yanit1 ger¢ceklesmektedir (Press et al. 1993).

Yetiskin newtlerde amputasyon sonrast dolasimdaki lenfosit ve monosit miktariinin
yariya diistiigii ve reJenerasyon tamamlanana dek normale déonmedigi bildirilmistir.
Bu durum rejenerasyon sirasinda bagisiklik yaniti gerekliliginin kritik bir 6rnegini

temsil etmektedir (Sicard 1985).

Aksolotl kol rejenerasyonunun erken evresinde, (yara iyilesmesi sirasinda) blastema

onciil hiicreleri bagisiklik sistemi diizenleyici rol tistlenmektedir. Yapilan ¢alismalar
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yara iyilesmesi evresinde blastema Onciil hiicrelerinin ¢esitli inflamatuar sitokinler
salgilayarak bagisiklik sistemini diizenledigini gostermistir (Tsai, Baselga-garriga,
and Melton 2019).

4.2.3 Aksolotl uzuv rejenerasyonu

Aksolotl uzuv rejenerasyonu; ampute edilen koldan proksimal distal ekseni boyunca

yeniden iglevsel bir uzuv olusumu siirecidir.

Uzuv rejenerasyonunun birka¢ asamadan olusmaktadir. En erken asamada,
amputasyon bolgesinin etrafi yara epiteli ile ortiiliir. Sonrasinda, farklilasmamis ve
prolifere olan mezenkimal hiicrelerin bir kiitlesi olan blastema dokusu olusumu
gozlenmektedir. Daha ge¢ asamalarda ise blastema dokusu hiicreleri yeniden
farklilasarak kayip uzvu yeniden olusturulmaktadir (Wallace, Watson, and Egar
1981).

Uzuv rejenerasyonun temelde hazirlik ve yeniden gelisim olmak tizere iki fazi
vardir (Stocum 2011). Birinci fazda yara epitelinin olusumu, bagisiklik cevabi,
hiicrelerin geriye farklilasmasi (dediferansiasyon), hiicre ¢ogalmasi (proliferasyon),
ve hiicre gogli (migrasyon) olaylari meydana gelmektedir. Sinir uyarimi, hiicrelerin
geriye farklilasmas1 ve gogii i¢in onem arz etmektedir. ikinci faz ise yeniden gelisim
faz1 olup, bu asamada pattern olusumu ve morfogenez (organ gelisimi) olaylar
meydana gelmektedir. Bu asamada sinir iletimi engellense bile rejenerasyon devam
edebilir (Roy and Lévesque 2006) (Mullen et al. 1996). Rejenerasyona hazirlik
evresi olan ilk asama rejenerasyona 6zgii bir durum sergiler iken yeniden gelisim
evresi embriyonik gelisimine 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 EVRELERI

FAZ 1: YARA IYILESMESI

Yara epitelinin olusumu

Yara etrafindaki epitelyum kaynakli keratinositler gé¢

eder ve su alip sigerek yara ylizeyini kapatir.

Gen ifadesinin uyarilmasi

Yara iyilesmesi ve uzuv rejenerasyonunda gorevli

genler ifade olur.

Sinir uyarimi

Bu asamada sinirsel uyarim zorunlu degildir.

FAZ 2: GERIYE FARKLILASMA

Geriye farklilasma

Kok dokudaki hiicreler, Ozellesmis karakterlerini

kaybeder ve blastemayi olusturmak tizere go¢ ederler.

Blastema olusumu

Gog eden hiicreler blastemay1 olusturur ve ¢cogalirlar

Gen ifadesinin uyarilmasi

Geriye farklilasma icin gerekli genler ifade olur,

rejenerasyona 6zgii bir gen ifade profili vardir.

Sinir uyarimi

Bu asamada sinir uyarimi kesintiye ugrar ise

rejenerasyon gergeklesmez.

FAZ 3: YENIDEN GELIiSiM

Biiyiime ve pattern (desen)

olusumu

Embriyonik gelisime benzer.

Gen ifadesinin uyarilmasi

Embriyonik gelisme sirasinda gergeklesen gen

ifadesine benzer bir profil vardir.

Sinir uyarimi

Biiyiime sinirsel uyarilara baglidir, fakat hiicre

farklilagmasi sinir uyarilarindan bagimsizdir.

Pozisyon bilgisi

Blastemay1 olusturan hiicrelerin kokenine

farklilagmasi i¢in pozisyon bilgisi gereklidir.
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Basarili bir rejenerasyon igin su asamalarin sirayla ger¢eklesmesi gerekmektedir:

yara iyilesmesi, blastema olusumu, uzvun yeniden gelismesi. (Sekil 4.2.3. 1)

a-) Yara lyilesmesi: Hasardan sonraki birkag saatte, yara etrafindaki epitelyum
kaynakl1 keratinositler go¢ eder ve su alip siserek yara yilizeyini kapatir. Bu asama

yara iyilesmesi olarak adlandirilmaktadir (Bryant et al. 2002) (Ferris et al. 2010).

Yara iyilesmesi evresinde gerceklesen dort onemli olay vardir: kan pihtisinin
olusmasi (fibrozis), bagisiklik sistemi hiicrelerin yara bolgesine gogii (infiltrasyon),

hiicre dis1 matriks (HDM) yikimi1 ve yara epidermisinin olusumu.

Yara epiteli 4-12 saat arasinda olugsmaktadir. Yara bolgesi kan pihtisi olusturularak
kapatilir. Kan pihtis1 olustuktan sonra kan damarlar1 daralir, ¢evre dokulardan
epidermal hiicreler yara bolgesine gog¢ eder ve sonunda yara epiteli olusturulur. Ayni
zamanda, dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil ve makrofajlar, yara
bolgesine gog¢ ederek cesitli bliyiime faktorleri (TGF, FGF, CSF, HGF, ILGF)
salgilayarak endotel ve fibroblast hiicrelerini aktive ederek yara bolgesine ¢ekerler.
Boylece bagisiklik sistemi hiicreleri hiicresel proliferasyonu kontrol etmektedir. Yara
iyilesmesi evresinde gerceklesen dnemli olaylardan biri de HDM yikimidir. Matriks
metalloproteinaz (MMP) ’lar doku yikimini saglamaktadir. MMP ler; makrofajlar,
osteoklastlar ve kondrositler tarafindan salinan proteazlar (protein pargalayan
enzimler)’dir. Stump (kok) dokudan hiicre proliferasyonunu ve penetrasyonunu
kolaylagtirmak i¢in dokuda bulunan kollajen liflerin yikimimi saglarlar. Boylelikle
dokuyu yeniden sekillendirirmektedir. Yara epiteli bu olaylarin sonunda morfolojik
olarak ve gen ifadesi bakimindan degisimlere ugrar ve kalinlasarak apikal epitelyal
bakligi (AEB)y1 olusturur (Han et al. 2005).

Rejenerasyonun erken asamalarinda gergeklesen sinyallesmeler dnemlidir. Ornegin
yara epitelinden salmman Aksolotl MARCKS-like protein hasarsiz uzuvda hiicre
proliferasyonunu indiikler (Sugiura et al. 2016). FGF Wnt gibi sinyal yolaklarimin
aktivasyonu da uzuv rejenerasyonu igin gereklidir (Mccusker, Bryant, and Gardiner
2015).
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Sekil 4.2.3. 1 (A) Aksolotl uzuv ampiitasyonu sonrasi blastema olusum ve gelisim
safhalar1. (B) Soldan saga dogru ampiitasyon sonrasi 1. giin, 7. giin, 9. giin, 11. giin,
13. giin, 15. giin, 17. giin, 21. giin, 25. giin ve 31. glinlerde goriilen blastema gelisimi

(Ferris et al. 2010).

b-) Blastema Olusumu: Basarili bir rejenerasyon igin blastema olusumu 6nemli ve

gereklidir.

Blastema dokusu rejenerasyona 6zgii seffaf bir doku olup uzvu olusturacak olan

onciil hiicreleri barindirmaktadir. Blastema dokusu farklilasmamis ve prolifere
olabilen (¢ogalabilen) mezenkimal hiicrelerden olusmaktadir (Ferris et al. 2010)
(Knapp et al. 2013).

Kayip uzvun yeniden olusmasi i¢in dncelikle embriyonik gelisime benzer bir durum
yaratilir. Bunun i¢in farkli konum bilgisine ve farkli kokene sahip hiicreler 6nce
geriye farklilagip prolifere olurlar, daha sonra uzuv yapisini olusturmak i¢in, yeniden
farklilagirlar. Prolifere olan blastema hiicreleri yeniden farklilagirken yine atasal

kokenlerine farklilagir (Autoradiographic 1961) (Anon 2012).

Stump (kok) dokuda bulunan hiicreler farklilasarak blastemayr olusturan
mezenkimal karakterde hiicrelere doniisiirler. Blastema dokusu (Tweedell 2010)
ampiitasyon bolgesindeki hiicrelerin geriye farklilasmasi ile olusur. Bu hiicreler
embriyonik 6zellikler gosterirler ve memeli embriyonik gelisiminde de eksprese olan
baz1 genleri eksprese ederler (Han et al. 2005). Kikirdak, bag doku ve kas hiicreleri

farklilasmis Ozelliklerini kaybederek, hasar géren uzvu onaracak Onciil hiicreleri
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olustururlar. Bu hiicreler blastemayr olusturmak i¢in c¢ogalirlar daha sonra

farklilasarak kayip uzuv yapisini olustururlar (Kragl et al. 2009).

A)Geriye farkhlasma B) Rejenerasyon
Stumplkok) doku
farkhilasma epidermis dermis kas
belirlenme (%100) (~%19) (-%55)

morfogenez

pattern olusumu

l farkhlagmaya 6zel genler \

ebriyonik geligime ozel genler

Blastema: . 0 :
ebriyonik hiicre davranigi %100 543 %17

AEB mezenkimal
hucre gogi
hdcre proliferasyonu
diferansiyel hicre yapigmasi

Sekil 4.2.3. 2 Geriye farklilasma ve rejenerasyon olaylarinda hiicre farklilasmasinin

karsilagtirilmasi (Han et al. 2005).

Blastema olusumu igin; yeterli sinir destegi (Singer 1974), yara epiteli olusumu

(Wallace et al. 1981), farkli konum kimliklerine sahip bag doku orjinli hiicreler

gereklidir (Bryant, French, and Bryant 1981). Yara epiteli ile sinir hiicreleri
arasindaki sinyallesme, rejenerasyon boyunca gerceklesir ve rejenerasyonu
gerceklestirecek hiicrelerin gocli icin onemlidir. Farkli pozisyon bilgisine sahip

hiicreler ise pattern olusumunun dogru gergeklesmesini saglar.

Yara kapandiktan sonra yara epitelinin morfolojisinde ve gen ifadesinde
(Christensen, Weinstein, and Tassava 2001) apikal epitelyal bashigi (AEB)
olusturmak i¢in bazi degisiklikler olur (Han et al. 2005). Takip eden giinlerde sinir
sinyalleri yara epitelini uyarir ve apikal epitelyal basligi olusturur (Singer and Inoue
1964). AEB, uzuv mezankimal hiicrelerin morfogenezini yonlendirir. Boylece erken

blastema olusumu ic¢in bag doku fibroblast hiicrelerinin go¢ etmesini saglayacak
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sinyaller {iretilmis olur. Bu hiicreler yara epiteli altina go¢ ederler ve geriye
farklilagirlar. Daha sonra amputasyon bolgesinin distalinde birikerek blastema
dokusunu olustururlar (Namenwirth 1974). Ayrica stump (kok) dokudaki hiicrelerin
gen ekspresyonlar1 da degisir, yaraya go¢ ederler blastemay1 olustururlar (Singer and
Inoue 1964).

4.2.4 Blastema Hiicrelerinin Kokeni

Yetiskin aksolotl 6n veya arka ayaklar1 sinir doku (néral), kas doku (miyojenik),
bag doku ve epidermal kokenli farkli hiicre tipleri barindirir. Amputasyondan sonra,
amputasyon bolgesinin yakinindaki hiicreler blastema dokusunu olusturmak iizere
yara bolgesinde toplanirlar. Bag doku hiicreleri; kemik, kikirdak, tendon, iskelet zar1
ve fibroblastlar olup, blastemaya en c¢ok katkida bulunan hiicrelerdir. Ayrica

rejenerasyon i¢in gerekli faktorleri de bu hiicreler sentezleyebilirler.

Bag doku hiicreleri, eriskin karakterlerini kaybederek blastemanin multipotent
karakterde onciil hiicrelerine doniisiirler (Sekil 4.2.4. 1). 2009 yilinda yapilan bir
calismada blastemaya katkida bulunan hiicrelerin sinirli potansiyele sahip onciil
hiicrelere dontistigii bulunmus, blastema i¢in de smirli 6nciil hiicrelerin bir havuzu
tanimi yapilmistir (Kragl et al. 2009). Eriskin bag doku hiicreleri, blastemaya en az
%20 oraninda katkida bulunurlar. Bag doku hiicreleri yeniden farklilagirken yine bag
doku kokeninden olan hiicrelere farklilagirlar yani multipotent bag doku onciil

hiicreleri karakterlidirler (Gerber et al. 2019).
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Sekil 4.2.4. 1 Uzuv rejenerasyon siireci. Ampiitasyonun ardindan, uzvun
yenilenmesini saglayan, cogalan hiicrelerden meydana gelen blastema yapisinin
olusumu gerceklesir. Blastemaya katki saglayan hiicreler uzun siiredir

tartigilmaktadir (Montoro and Longaker n.d.).

Blastema hiicrelerinin kokeni ii¢ ana kaynak olabilir: stump (kok) dokuda bulunan
hiicrelerin  kok/onciil hiicrelere geri farklilagsmas1 (dediferansiyasyon), stump
hiicrelerinin ~ koken  kisith  olarak  proliferasyonu  ve  farklilagmasi
(transdiferansiasyon), dokuya 6zgii kok hiicreler (Sekil 4.2.4. 2). Farkli canlilarda
rejenerasyon siirecinde bu kok hiicre kaynaklarindan yalnizca birinin varligindan
ziyade bu kok hiicre kaynaklarinin bir birlesiminin gergeklestigi diisiiniilmektedir
(Montoro and Longaker n.d.). Newt ile yapilan bir ¢alisgmada kol dokusunda bulunan
kas sinir ve bag doku hiicrelerinin geri farklilagmasi ile blastema dokusunun olustugu

gosterilmistir (Autoradiographic 1961).

Blastemay1 olusturan hiicrelerin ¢gogunlugu deri fibroblastlaridir, bunlar sinir ve kas
rejenerasyonuna katkida bulunmazlar. Aksine noral kok hiicreler kas kikirdak sinir
rejenerasyonuna katkida bulunurlar (Fox 1986). Sandoval-Guzman ve arkadaslarinin
yaptig1 bir caligmaya gore (2014) newt kol rejenerasyonunda miyofiberler geri
farklilasirken, aksolotl rejenerasyonunda miyofiberler degil, Pax7+ satellit hiicreler

limb rejenerasyonun katkida bulunur (Wang et al. 2014). Amputasyon sonrasinda
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koldan kemikler ¢ikarilarak olusturulan bir deney diizeneginde kolun tam
rejenerasyonunun gerceklestigi, iskelet elemanlart disindaki hiicrelerin  kemik
dokuyu olust urabildikleri gosterilmistir. Kikirdak hiicrelerinin kasi olusturmadigi,
kas hiicrelerinin kikirdak ve epidermisi olusturmadigi da gosterilmistir. Ozetle,
rejenerasyon sirasinda hiicrelerin sahip oldugu pozisyon bilgisi dokuya o6zgiidiir
(Kragl et al. 2009).
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Sekil 4.2.4. 2 Blastema olusumu i¢in sunulan teorilere genel bakis. Blastemay1
olusturan hiicreler, geriye farklilasma, 6te farklilasma, dokuya 6zgii kok hiicreler

veya bu li¢iiniin bir kombinasyonundan olusabilir (Montoro and Longaker n.d.).

Blastema olusumu, biiyiimesi ve gelismesi icin sinir sinyalleri gereklidir. Sinir ile
Yara Epiteli / Apikal Epitelyal Baslik (YE/AEB) arasindaki iligki belirli yolaklarda
gen ifade degisimlerine neden olur (FGF (fibroblast growth factor), BMP (Bone
Morphogenic Protein), Wnt Sinyal yolu. ). Yara epiteli ile apikal epitelyal baslik
arasindaki sinyallesme sonucunda bazi olaylar gerceklesir. Apikal epitelyal basliktaki
keratinositler dediferansiye olurlar. Bag dokunun fibroblast hiicreleri de mezenkimal
hiicreleri olusturmak tizere farklilasirlar. Blastema olusumu igin sinirler tarafindan
tiretilen norotrofik faktorler (ndropeptidler, organik molekiiller, siklik niikleotidler,

biiylime faktorleri biyoelektrik sinyaller) de gereklidir (Satoh et al. 2008).

Erken blastema olusumu igin, yara etrafindaki dermis hiicreleri ve stump (kok)

dokudan bag doku hiicrelerinin go¢ etmesi gerekir. Bu hiicrelerin etrafindaki hiicre
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dis1 matriks yikima ugrar. Bu hiicre gogiinii YE/AEB etkilesimi ile olusan sinyaller
kontrol eder. Go¢ eden bag doku hiicreleri ve dermisten gelen hiicreler apikal
epitelyal baslik altinda birikir. Bu hiicreler ve onlarin Onciilleri farkli pozisyon
bilgilerine sahiptir, boylece kaybolan uzuv yapisindaki farkli hiicrelerin yerini alirlar
(Endo, Bryant, and Gardiner 2004). Blastemay1 olusturmak i¢in go¢ eden hiicreler
kok dokunun 1 mm gerisinden gelir. Bu nedenle 0. giin dokusu yara dokusunun 1
mm gerisinden toplanir. Bu farklilagmamis hiicreler amputasyon bolgesinin

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

3-)Yeniden Biiyiime: Kaybolan dokularin rejenerasyonu blastema hiicrelerinin distal
eksen boyunca ¢ogalmasi ile gergeklesir. Blastema hiicresi ¢esitli pozisyon
bilgilerine sahiptir. Rejenere olmakta olan uzvun pozisyon bilgisine sahip hiicreleri,
uzvun farkli hiicre tiirlerinin yerini alarak tambir uzuv olusmasini saglarlar (Taghiyar

etal. n.d.).

Erken blastema hiicreleri pozisyon bilgisine heniiz ulasmamisken ge¢ blastema
hiicrelerinde bu bilgi artik sabittir (Gardiner et al. 1995). Rejenerasyonun geg
asamalarinda gergeklesen olaylar, memelilerdeki embriyonik gelisime yiiksek oranda

benzerlik gosterir (Anon n.d.).
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Sekil 4.2.4. 3 Filogeni ile dnerilen hiicresel yolaklar
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4.3 Mikrobiyom

Hayvanlar ve bitkiler; ¢esitli tiirde bakteri, arke, viriis gibi mikrop topluluklari i¢in
konak canlidirlar. Bu ortak yasam hayvanlarin evrim sahnesine ilk ¢iktiklar1 andan
itibaren basglamistir (Mcfall-ngai et al. 2013). Bu organizmalarda yasayan
konakgilarin hepsine birden mikrobiyota denmektedir. Bu mikroplar ile konak canli
arasinda, konak canlinin metabolizma, fizyoloji ve bagisiklik sistemini etkileyen
simbiyotik (ikili yasam) iligkiler vardir (Sommer and Backhed 2013) (The et al.
2013).

Insan bagirsak mikrobiyotas: farkli mikroorganizma tiirlerinden olusmus olup bu
mikro canlilar hem birbirleri hem de konak canli ile etkilesim halindedirler. insan
bagirsak mikrobiyotasinin sahip oldugu gen sayisi insan genomundan yiiz kat
fazladir. Mikrobiyomun konak canlidan farkli olarak gerceklestirdigi gen ifadesi
konak canlinin birgok hayati islevin gerceklestirilmesinde aracilik eder (Ley et al.
2005).

Mikroplar salgiladiklari metabolitler araciligi ile konak canlinin ¢esitli
fonksiyonlarini etkilerler. Ornegin D. melanogaster bagirsaginda yasayan bakteriler
farkli kosullar altinda farkli metabolitler iireterek canli gelisimini olumlu veya

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

Mikroplar konak canlinin yasamini birgok biyolojik islev yoniinden etkileyebilir.
Insan bagirsaginda yasayan bazi bakteriler bazi polisakkaritleri metabolize ederek
asetat, biitirat, propiyonat gibi kisa zincirli yag asitleri tiretirler. Bu {iriinler dolagima
gecerek bircok sisteme etki gosterir. Bu yolla ise; konaga karbon kaynagi ve enerji
saglarlar, sinir sistemini etkilerler, dolasima katilarak hormon benzeri islevler
sergilerler, viicutta iiretilmeyen esansiyel vitaminleri ve aminoasitleri tretirler (Ley
et al. 2005). Ayrica bagirsak mikrobiyomundaki bakteriler konak bagirsak epitelinin
ve bagisiklik sisteminin farklilasip gelismesini saglayarak firsat¢i patojenler igin bir
koruma saglar. Boylelikle doku i¢ dengesinin (homeostaz) korunmasini saglarlar

(Sommer and Béckhed 2013) (Mcfall-ngai et al. 2013).

21



Bagirsak mikrobiyotast bagirsagin yerli mikroplarini tolere eden ve patojen
bakterilerden koruyan aktif bir bariyer olarak is goriir. Saglkli bagirsak
mikrobiyotas1 konak i¢in yararlidir. Patojen bakteriler yerli bagirsak mikrobiyotasi
ile yarigarak ve saglikli dengeyi degistirerek inflamatuar hastaliklara neden olurlar
(Hardt 2008). Ayrica bagirsak mikrobiyotasi bagirsak kok hiicre aktivitesini
diizenleyerek bagirsak epitel hiicrelerinin yenilenmesini kontrol eder (Mcfall-ngai et
al. 2013) (Rakoff-nahoum et al. 2004). Bagirsak epitel hiicrelerinin yenilenmesinde,
bagirsak mikrobiyotasinin iirettigi metabolitlerin 6nemli katkilar1 vardir. Bagirsak
mikroorganizmalari, kompleks karbonhidratlar1 parcalayarak kisa zincirli yag
asitlerini tretirler. Bu metabolitlerden laktik asit, bagirsak kok hiicre ¢ogalmasini ve
bagirsak rejenerasyonunu destekler, biitirat ise bagirsak epitel hiicreleri igin enerji

kaynagidir.

Konak iizerindeki g¢esitli etkilerinin anlasilmasindan sonra mikrobiyotaya

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

4.3.1 Farkh canhlarin metamorfoz ve rejenerasyon siireclerine mikrobiyomun

etkisi

Bir¢ok hayvanin gelisimi veya davranisi, ¢cevresel sinyallerden, 6zellikle de bakteri
kaynakli sinyallerden etkilenir (Mcfall-ngai et al. 2013). Iki yasamli canlilarin
viicudunun metamorfoz sirasinda ugradigi degisimler icin de mikroorganizmalarin

roli onemlidir.

Deniz omurgasiz canlilarinin larvalari, bakteri kaynakli sinyaller ile beslenme
metamorfoz ve bilyiimeleri i¢in uygun bir ortama yerlesirler. Ornegin Hydroides
elegans metamorfozunun belirli bir ylizeyden gelen bakteri kaynakli sinyallere

bagimli oldugu bulunmustur (Vijayan et al. 2019).

Yapilan c¢aligmalar, mikrobiyomun konak canli metamorfozunun tamamlanmasini
etkileyebildigini gostermistir. Holometabolik bocek tiirlerinde metamorfoz sirasinda

mikrobiyom degisir. Bu tiirlerde, simbiyotik bakteriler devre dis1 kalirsa bagirsak
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mikrobiyomu patojen tiirler tarafindan kolonize edilir ve konak¢inin 6liimiine neden

olur (Johnston and Rolff 2015).

Yara iyilesmesinde de benzer bir durum vardir. Diyabet, romatoid artrit gibi
hastaliklarin sonucunda bakteriyel invazyon riski artar ve sonucta kronik yaralar
gelisebilir. Bu yaralar bakteriler tarafindan kolonize edilmistir. Burada kolonize olan
tiirler onemlidir. Baz1 bakteri tiirleri yara iyilesmesine olumlu katki saglayabilir veya
inflamasyonu artirarak yara iyilesmesini geciktirebilirler (Edwards and Harding
2004).

Kompleks bir islem olan rejenerasyon sirasinda gergeklesen biyolojik yolaklara
mikroplarin etkisi son yillarda merak edilen bir konu olmustur. Bakteriler ve onlarin
iirettigi metabolitler, konak canli fonksiyonlarin1 destekleyen veya engelleyen
etkilere sahiptir. Bir yassi solucan tiirii olan, ve rejenerasyon yetenegine sahip,
Dugesia japonica lizerinde yapilan bir mikrobiyom c¢alismasinda, Betaproteobacteria
smifinda bulunan Aquitalea tiiri bakterilerin iirettigi bir metabolit olan indoliin, D.

Japonica rejenerasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Lee et al. 2018).

Mikrobiyota ve bagisiklik sistemi arasinda siirekli bir etkilesim vardir. Immiin
sistemin tiyeleri patojen ve simbiyont mikroorganizmalar1 ayirt ederek patojenleri
yok etmek zorundadir. Yakin tarihli bir caligma, yassi solucanlarda enfeksiyon
varliginda ve yoklugunda rejenerasyon basarisinin farkli sonuglandigini bildirmistir.
Memelilerde korunmus bir yolak olan TAKI1/MKK/p38 yolagi, Pseudomonas
enfeksiyon varliginda apoptozu ve tetikler, sonugta rejenerasyon baskilanir. Ayni
biyolojik yolak normal rejenerasyon durumunda ise apoptozu engeller (Arnold et al.
2016).

Enfeksiyon ile tetiklenen apoptoz C. elegans organizmasinda da gozlenmistir.
Salmonella typhimurium tiirii bakterilerin C. elegans bagirsaginda kolonizasyonu

sonucu iireme hiicrelerinde hiicre 6liimii artmistir (Aballay and Ausubel 2001).
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4.3.2. Aksolotl metamorfozu oncesi ve sonrasinda mikrobiyota profili

Yapilan ¢alismalar, mikrobiyotanin rejenerasyon siirecine olumlu veya olumsuz

etki edebilecegini gostermistir.

Aksolotl mikrobiyota profili semenderlerin mikrobiyota profiline benzerlik
gostermekte olup, bes temel sinifin tiirlerini baskin olarak igerir: Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia Actinobacteria. Metamorfoz sonrasi
aksolotlda Proteobacteria sinifi bakteriler artis gostermistir. Bu subeye ait bakteriler

genellikle patojen 6zellikleri ile bilinmektedir.

Aksolotl mikrobiyomu, metamorfoz ile birlikte degisir. Metamorfoz sonrasi
aksolotl bagirsaginda goblet hiicreleri artar ve daha kalin bir mukus tabakasinin
olusur. Akkermansia Municiphila tiirti mikroorganizmalar miisin pargalayici 6zelligi
ile bilinen simbiyotik bir tiirdiir. Bu tiiriin bollugu neotenik bagirsak dokusunda %9
iken metamorfik bagirsak dokularinda %16 oranlarina yilikselmistir. Bu da daha kalin
bir mukus tabakasi gézlemi ile tutarlidir. Aksolotl bagirsagi gerceklesen bu yapisal
degisiklikler ile beraber mikrobiyota profili agisindan da degisime ugrar. Metamorfik
aksolotl bagirsaginda tiir ¢esitliligi azalirken metamorfoz 6ncesi duruma benzerlik
gosterir. Metamorfoz gecirmis ve gecirmemis aksolotlun deri mide bagirsak ve diski
ornekleri karsilastirildiginda; mikrobiyota bilesimi ve yapisinda en fazla degisimin

tespit edildigi organlar deri ve sindirim sistemi organlaridir (Demircan et al. 2018).

Metamorfoz ile birlikte karasal yasama adapte olacak olan canlinin mikrop
topluluklarmin da bu yasama uyum saglayacak sekilde degismesi beklenen bir
durumdur. Ornegin metamorfoz sonras1 aksolot derisinde Pseudonocardia tiirii
bakterilerin ¢cogaldig1 gézlemlenmistir. Bu tiir mikroorganizmalar antifungal 6zelligi
ile bilinmekte olup, karasal hayatta patojenik mantarlara karsi konak canliyi
koruyarak simbiyotik bir birliktelik sagladigi diistiniilmektedir (Demircan et al.
2018).

Aksolotlda metamorfoz sonrasi degisen mikrobiyomun canlinin rejenerasyon

yetenegindeki azalma ile iliskili olup olmadigi konusu merak edilen sorulardandir.
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4.3.3 Aksolotl kol rejenerasyonunda mikrobiyota profili

Aksolotl kol rejenerasyonu siirecinde mikrobiyota biiyiik oranda degisime ugrar.
Yapilan bir ¢calismada kol rejenerasyonunun ii¢ temel evresini temsil eden zaman
noktalarinda; yara iyilesmesi(1. giin), erken-ge¢ blastema olusumu (4. ve 7. giinler),
yeniden gelisim evresi (30. ve 60. giinler), rejenere olan kol dokusundan alinan
orneklerin mikrobiyomu karsilastirilmistir. Bu zaman noktalarinda alinan 6rnekler, 0.
giin dokusu ile karsilagtirilarak mikrobiyom degisimi analiz edilmistir. Yasam

ortaminin bu degisime katkisini anlamak i¢in de 0, 30 ve 60. giinlerde su 6rnekleri

toplanarak analize dahil edilmistir (Sekil 4.3.3. 1)
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Biyoinformatik analiz sonuglari, Bacteroidetes, Firmicutes, Protebacteria,
Actinobacteria ve Verrucomicrobia subelerinin alinan orneklerde baskin olarak
bulundugunu ortaya ¢ikarmistir. Su Orneklerinde ve rejenerasyonun farkli
evrelerinde, baskin subeler degismistir. Rejenerasyonun ii¢ ana evresi de kendine has
bir mikrobiyom profili sergilemektedir. Ayrica su Ornekleri deney gruplarindan

tamamen ayrilarak bagimsiz bir mikrobiyal cesitlilik gostermistir. Bu da doku
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orneklerinin  gosterdigi  degisimin yasam ortamindan kaynaklanmadigini,

rejenerasyona 6zgii bir degisim sergiledigi hipotezini giiclendirmektedir.

Deney gruplarinda her zaman noktasinda bulunan replikalar kendi igerisinde
kiimelenerek anlamli bir ayrim gostermistir. 0. giinde ve yara iyilesmesi evresinde
Firmicutes subesinin zenginlestigi Protebacteria subesinin azaldigi gozlenirken;
Blastema olusumu ve yeniden gelisim evresinde Firmicutes subesinin azalmis,
Protebacteria subesinin zenginlesmistir. Actinobacteria subesi yeniden gelisim
evresinde zenginlesmistir (De et al. 2019).

4.3.4. Mikrobiyal cesitlilik analizlerinin gerceklestirilmesi

Farkli kosullar altinda degistigi diisiiniilen mikrop topluluklari, 6rnekteki bakteriyel
16S rRNA geni ¢ogaltilarak ve sonrasinda sekanslayarak tespit edilebilmektedir
(Caporaso et al. 2010).

Bir Ornekteki mikroorganizmalar birka¢ yontem ile tespit ve tayin edilebilir.
Mikroorganizmalarin kiiltiir sartlarinda g¢ogaltilmasi bu yontemlerden biridir. Bu
yontemde, Ornekte bulunan tiirlerin tespiti i¢in bakteri kiltiirii yapilir. Sonucta
cogalan mikroorganizmalar morfolojik ve fenotipik yontemlerle tanimlanabilir (lii
2004). Bu yontemin en biiyiik dezavantaji 6rnekte bulunan tiim mikroorganizmalarin
bliyiitiilmesi i¢in uygun ortam sartlarinin olusturulamamasi ve ¢ogu tiirlerin gézden

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

1980’lerde bakterileri tanimlamak i¢in yeni bir standart gelistirilmistir. Bu yontem,
farkl1 genomlarin evrimsel akrabaliklarin1 tespit edebilmek icin hepsinde ortak
fonksiyona sahip bir makromolekiiliin sekans dizisinin karsilastirilmas: temeline
dayanir. Bunun i¢in en uygun adaylar tRNA ve rRNA gen dizileridir (Grayl et al.
1984).

Filogenetik marker genlerin ¢ogaltilip sekanslanmasi1 yontemi ile bir drnekte az

miktarda bulunan tiirler bile tayin edilebilmektedir. Bu filogenetik marker genler;
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16S rDNA(ribozomal riboniikleik asit) (prokaryotik canlilarin tespiti igin) ile 18S
rDNA ve ITS (6karyotik canlilarin tespiti i¢in) sekanslaridir. Bu genler farkl tiirler
arasinda korunmus diziler igerdiginden, sekans benzerligi karsilagtirilarak akrabalik
seviyeleri belirlenebilir. Bahsedilen marker gen bolgeleri temelde iki ana bolgeye
sahiptir: korunmus bolgeler ve hiper degisken bolgeler. Korunmus bdlgelere uygun
evrensel oligoniikleotidler tasarlanip c¢ogaltilir (Lu et al. 2000). Hiper degisken
bolgeler ise yakin akraba tiirlerin evrimsel yakinligini belirlemek i¢in kullanilir (Peer

et al. 1996).

Tiim yasam formlarinda ortak olarak bulunan ribozomal alt birimleri kodlayan gen
pargalarinin karsilastirilmasi ile filogenetik akrabaliklar gosterilebilir. Bakteriler icin
bu yontemde hedeflenen gen bolgeleri; 5S, 16S ve 23S rDNA sekanslaridir. En sik
kullanilan marker gen ise 16S rDNA’dir (lii 2004).

16S rDNA bakteri ribozomunun kiiciik alt birimini kodlayan gen bolgesidir. Bakteri
16S rDNA gen bolgesi dokuz adet (V1-V9) hiper degisken bolge igerir (Sekil 4.3.5.
1) (Peer et al. 1996). Bu gen bolgesi farkli bakteri tiirleri arasinda sekans ¢esitliligi
gosterir ve sekans benzerligi/benzemezligi karsilastirilarak tlir tanimlamasi igin

kullanilir (Chakravorty et al. 2008).

| B conservedregion [ Variabie region (v) [l Hypervariable region (k)

Fi73 & L) T
o o v ’)'EE \ r A i w Vs m 3 ) g < v vs"u“‘"“"

V12 (312 bp) MSeq/Roche 454
V-4 {430 bo| MEegRucie 454
V3-¥5 [S50 bp) MiSes o Fcche 454

V41292 bi) MiSey
V5409 (562 bp) MBS Roghe 454

W1V [146620| Plrgochip Atray

Sekil 4.3.4. 1 16S rRNA geninin korunmus (mavi) degisken (gri) hiperdegisken
bolgeleri ve bu bolgeleri ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler (Shahi, Freedman, and
Mangalam 2017)
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16S rDNA gen bolgesi korunmus, yari-korunmus ve degisken bdlgeler igerir.
Korunmus bolgeler bitisik olmayan dokuz bolgeden olusur (Grayl et al. 1984) (Sttger
1989). Bu gen bolgeleri filogenetik marker genler olarak adlandirilir. Tiire 6zgii veya
evrensel primerler ile bu gen bolgeleri ¢ogaltilir (Sttger 1989). Korunmus bolgelerin
etrafinda hiper degisken bolgeler vardir. Korunmus bolgeler PCR primerleri ile
hedeflenerek, filogenetik siniflandirma igin kullanilacak degisken bolgeler ¢ogaltilir
(Chakravorty et al. 2008) (Baker et al. 2003). Yeni nesil sekanslama teknolojilerinin
gelistirilmesinden sonra mikrobiyom caligmalar1 biiyiik bir ivme kazanmistir. Diger
dizileme teknolojilerine gore daha ucuz ve hizli olmasi bu teknolojinin
avantajlarindandir. Yeni nesil sekanslama isleminin ii¢ temel adimi1 vardir: kiitiiphane

hazirligy, kiitliphane sekanslanmasi, verilerin analiz edilmesi.

Ayrica marker gen dizilemesi disinda metagenomiks adi verilen bu yontem ile bir

ornekteki tim mikrop genomlarinin sekanslanmasi da miimkiindiir (Knight et al.

2018).

4.4. Transkriptom

Mikrobiyota profillerinin daha iyi anlamlandirilmasi ve fonsiyonel yolaklarla daha
dogrudan iligkilendirilmesi i¢in tamamlayic1 bazi yaklasimlar onerilmistir (Bryant et
al. 2017). Bu metotlar mikrobiyotaya ek olarak bazi diger omik analizlerin
uygulanmasina dayanmaktadir (Gerber et al. 2019). Aksolotl rejenerasyonu karmasik
bir biyolojik silire¢ oldugundan, altinda yatan genetik, molekiiler ve hiicresel
mekanizmalarin  daha iyl anlasilmasi ig¢in Dbiitlinciil yaklagimlara ihtiyag
duyulmaktadir. RNA sekanslanma yontemi, mikrobiyomun gen ifadesi ve
fonksiyonel transkripsiyonel aktivitesi hakkinda bilgi edinmek amaci i¢in kullanilan
bir yontemdir (Knight et al. 2018). Konak¢inin (bu tezde aksolotl’un) genomuna
dayali gen ifadesi yani aksolotl transkriptomu da olduk¢a 6nemli bir bilgi kaynagidir.
Daha once bu alanda mikrobiyotadan bagimsiz olarak sadece gen ifade profilini
hedefleyen bazi ¢alismalar yapilmistir (Bryant et al. 2017; Gerber et al. 2019; Voss et

al. 2015). Bunun yaninda aksolotlda ne rejenerasyon, ne metamorfoz baglaminda
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mikrobiyota ile konak¢i transkriptomunun beraber arastirilmasi daha Once

yapilmamistir. Bu yonden bu tezdeki yaklasim yenilikg¢i bir yol izlemektedir.

RNA sekanslanma yontemi, mikrobiyomun gen ifadesi ve fonksiyonel
transkripsiyonel aktivitesi hakkinda bilgi edinmek amaci i¢in kullanilan bir
yontemdir (Knight et al. 2018). Transkriptom analizinde genelde séyle bir is akisi
izlenir: ilgilenilen dokudan total RNA izolasyonu yapilir, mRNA molekiilleri toplam
RNA’dan ayrilir. mRNA parcalara ayrilir, cDNA sentezlenir, uclarina adaptor diziler
eklenerek c¢ogaltilir ve kiitliphane olusturulur. Daha sonra kiitiiphane sekanslanir.
Okumalar referans genomla eslenir, eksprese edilen genler, eslenen sekans
okumalarina gore tanimlanmis olur (Giannoukos et al. 2012). Bu ¢alismada da

hedeflenen veri setine ulasmak i¢in benzer bir yol izlenmistir.
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5. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasi1 boyunca izlenen deney plani Sekil 5.1°de 6zetlenmistir.

SU GRNEKLERI REJENERE OLAN
KOL MIKROBIYOMU

MIKROBIiYOM :
| l DATA
ANALIZLERI  ocovookusy <,
1.GUN DOKUSU <_/
7.GUN DOKUSU 4/ )
METAMORFIK NEOTENIK AR
SU ORNEGI SU ORNEGE

Mikrobiyom transkript datas:
kullamlarak mikrobiyomun rejenerasyon
sirecine etkisinin arasunimas

0.GONDOKUSU <)
1.(;0le D()KU&:U g
TRANSKRIPTOM G <7
ANALIZLERI
REJENERE OLAN KOL
TRANSKRIPTOMU

Sekil 5. 1 Deney dizayninin sema ile 6zeti

Calismada kullanilan yontem {i¢ ana baslikta toplanabilir; aksolotl yasam ortami
mikrobiyomu, rejenerasyon boyunca degisen mikrobiyom Ve rejenerasyon boyunca
degisen gen ifadesi (Sekil 5.2)
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Rejenerasyon boyunca degisen Rejenerasyon boyunca degisen gen

mikv:tyom

Aksolotl yasam ortami mikrobiyomu

H&M

Sekil 5. 2 Deney basamaklarinin sema ile agiklanmasi

5.1. Aksolotl Yasam Ortam Mikrobiyomu

5.1.1 Aksolotlarin Temini Ve Bakim

Bu calisma Istanbul Medipol Universitesi Saglik Bilim ve Teknolojileri Arastirma
Enstitiisii (SABITA)’de gergeklestirildi. Yapilan deneysel ¢alisma igin 38828770-
604.01.01-E.6808 say ile Istanbul Medipol Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulundan onay alindi.

Calisma kapsaminda toplamda 18 adet vahsi tip aksolotl kullanildi. 18 hayvandan
9’u metamorfoza indiiklenirken 9’u neotenik halde birakildi. Deneylerde kullanilan
aksolotllar Ambystoma Genetic Stock Center (AGSC)’den getirilmis olup Istanbul
Medipol Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi'nde ¢ogaltildi. Deneylerde
kullanilan hayvan grubu, herhangi bir uzvu daha 6nceden hasar gérmemis olan 8

aylik kardeslerden olusturuldu.
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18 aksolotl, bir akvaryumda bir hayvan olacak sekilde Holtfreter's
soliisyonunda,~yaklasik 20 °C oda sicakliginda muhafaza edildi. Aksolotllar 12
saatlik karanlik aydinlik dongiisii saglanarak muhafaza edildi. Holtfreter's soliisyonu
haftada bir defa degistirildi. Hayvanlar {i¢ giinde bir JBL novolotl marka pellet yem
kullanilarak  beslendi. Calisma baslangicindan sonuna dek, hayvanlarin

mikrobiyotasini degistirecek tiim etkenlerden (antibiyotik uygulamasi vs.) kacinildu.

Holfreter’s soliisyonu; 3.46 gram NaCl, 0.05 gram KCI, 0.1 gram CaCl, 0.2 gram
NaHCO? tuzlarinin bir litre distile su icinde ¢éziindiiriilmesi ile hazirlandi (Mead
2005).

5.1.2. Aksolotllarin Metamorfoza indiiklenmesi

Deneylerde kullanilacak 9 neotenik aksolotl rastgele segildi. Metamorfoza
indiikklemek i¢in Sigma- T2376 marka Tetraiodo-L-thyronine(T4) ile 100 uM’lik bir
stok ¢ozelti hazirlandi (Page et al. 2007). Hayvanlarin suyu totalde 50 nM hormon
icerecek sekilde haftada 3 kez degistirildi. Deri degisiminin baglamasi, deri
kalinlasmasi,  kilo kaybi, solunga¢ kaybi ve kuyruk incelmesi parametreleri
gbzlendiginde metamorfoza indiikleme islemi sonlandirildi. Hormon verme islemi

tamamlandiktan sonra deneylerde kullanilacak olan su 6rnekleri toplandi.

5.1.3. Neotenik ve metamorfik hayvanlarin yasam ortamlarindan su

orneklerinin toplanmasi

Neotenik ve metamorfik aksolotllarin yasam ortami olan akvaryum sulari haftada
tic kez degistirildi. Deneylerde kullanilan su 6rnekleri su degisiminden ii¢ giin sonra
toplandi. 9 farkli neotenik aksolotl akvaryum suyundan 50’ser ml su 6rnegi toplandi.
9 farkli metamorfik aksolotl akvaryum suyundan da yine 50’ser ml su Ornegi

topland1. Ornekler toplanmirken hayvan kaynakli deri digki gibi materyallerin
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alinmamasina 6zen gosterildi. Su 6rnekleri filtre kagidi yardimu ile siiziildii, DNA

izolasyonu yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

5.1.4. Su Orneklerinden DNA ve RNA Izolasyonlarinin Yapilmasi

9 adet neotenik aksolotl su &rnegi +4 °C’de 6000 g’de santrifiij edildi. Ust faz 1 ml
siv1 kalana kadar atildi. Alta ¢oken pellet birakilan 1 ml su ile ¢6ziildii. Ug adet su
ornegi birlestirildi ve bir replika olusturuldu. Bu sekilde toplamda ii¢ adet neotenik
su 6rnegi olusturuldu.

9 adet metamorfik aksolotl su 6rnegi +4 °C’de 6000 g’de santrifiij edildi. Ust faz 1
ml s1v1 kalana kadar atild1, alta ¢oken pellet birakilan 1 ml su ile ¢dziildii. Ug adet su
Oornegi birlestirildi ve bir replika olusturuldu. Bu sekilde toplamda ii¢ adet
metamorfik su 6rnegi olusturuldu.

Sonraki agamalarda OIAGEN kan ve doku kiti kullanilarak DNA izolasyonu
gerceklestirildi.

DNA Izolasyonu: OIAGEN DNeasy Kiti kullanilarak iireticinin verdigi asagidaki

protokol uygulandi, 6zetle:

Su 6rnegi tlizerine 180 pL ATL soliisyonu ve 20 pL proteinaz K soliisyonu eklendi.
Tipler 56 °C ’de ara ara vorteks yaparak tamamen coziilene kadar inkiibe edildi.
Doku tamamen ¢6ziiniince 200 pL. AL soliisyonu eklendi ve tekrar vortekslendi. 200
L %96’k etanol eklendi ve tekrar vortekslendi ve soliisyon kolonun takili oldugu
yeni tlipe aktarildi. 8000x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii degistirildi.
Kolona 500 pL AWI soliisyonu eklendi. 8000x g’de 1 dakika santriftij edildi.
Toplama tiipii degistirildi. Kolona 500 pL. AW?2 soliisyonu eklendi. 20000x g’de 3
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii degistirildi. Kolona 200 pL AE soliisyonu
eklendi, 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 14000x g’de 1 dakika santrifiij
edildi. DNA konsantrasyon ve saflik dl¢iimleri NanoDrop cihazinda yapildi.
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5.1.5. 16S Metagenomics Kiitiiphanelerinin Hazirlanmas1 ve Dizi

Analizi

16S geninin V3-V4 bolgesini ¢ogaltmak amaciyla asagidaki primerler kullanildi:

16S _F: 341 F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3")

16S R: 805R (5'- GACTACHVGGGTATCTAATCC -3')

Forward ve reverse primerlerin ucuna Miseq dizileme adaptor dizileri de eklendi.
Izole edilen DNA o&rneklerinden 16S primerleri kullanilarak metagenomiks
kiitliphaneleri olusturuldu. Bioline marka MyTaq DNA polimeraz enzimi {iretici
firmanm protokolii takip edilerek kullanildi. Bu cogaltma islemi icin agagidaki

karisim hazirland: (Tablo 5.1.15. 1):

Tablo 5.1.5 1 Polimeraz zincir reaksiyonu

Reaksiyon icerigi Miktar

gDNA Reaksiyon hacminde 100 ng

5X MyTaq Buffer 5ul

Forward primer 1ul

Reverse primer 1ul

Enzim 1ul

NFW Reaksiyon hacmi toplamda 15 ul olacak
sekilde

Polimeraz zincir reaksiyonu(PZR) dongii diizeni su sekilde yapildi:
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 fiiriinlerinin biiyiikligii %1 lik agaroz jel elektroforezine yiiklenerek

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

Saflasgtirma Sistemi (Beckman Coulter) ile saflastirildi.
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Kiitliphane hazirliginin bir sonraki adimi olarak ¢ogaltilan 16S rDNA dizilerine
barkod dizileri eklendi. Bu amagla ikinci bir PZR gergeklestirildi. Ornege 6zgii
barkod primerler ile her 6rnekte bulunan amplikonlar isaretlendi. Ikinci PZR
sonrasinda da reaksiyon sonrasi cogaltilmis PZR dirlinleri, %1’lik agaroz jele
yiiklenerek agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. 400-500 bp arasi bantlar jelden
kesilerek, Agencourt AMPure XP Saflastirma Sistemi (Beckman Coulter) ile
saflastirildi. Temizlenen amplikonlar Illumina Miseq platformuna yiiklenerek Miseq

300 siklus reaktif kiti(V3) kullanilarak dizileme yapildi.

5.1.6. Sekans Sonuclarinin Analiz Edilmesi

Miseq paired end ham dizileme sonuglar1 analiz edildi. Ham okumalar oncelikle
kalite kontrolden gecirildi. Nephele platformuna entegre QIIME yazilimi kullanildi.
FASTQ paired end pipeline yazilimi ile FASTQ kullanilip kalite skoru 30’u gecen
okumalar sonraki adimlarda kullanildi. Bu kalite skorunu gegen okumalar QIIME
acik referans analizi yontemi ile birlestirildi. Bu veriler SILVA referans veri
tabaninda bulunan 16S sekanslari ile karsilastirilarak %97 benzerlik gosteren
okumalar tanimlandi ve OTU’lar i¢ine atandi. OTU segilmesi ve siniflandirilmasi
icin uCLUST algoritmasi ve PYNAST taksonomisi atandi. Ileriki analizler igin
microbiome analyst programi kullanildi ve alfa ve beta c¢esitlilik analizleri

gergeklestirildi.

5.2. Rejenerasyon boyunca degisen mikrobiyom

5.2.1 Aksolotlarin Temini Ve Bakim

Calisma kapsaminda toplamda 27 adet vahsi tip aksolotl kullanildi. Deneylerde
kullanilan aksolotllar Ambystoma Genetic Stock Center (AGSC)’den getirildi ve
Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi’nde ¢ogaltildi. Deneylerde
kullanilan hayvan grubu, herhangi bir uzvu daha 6nceden hasar gérmemis olan 8

aylik kardeslerden olusturuldu.
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27 aksolotl, bir akvaryumda bir hayvan olacak sekilde Holtfreter's
sollisyonunda,~yaklagsik 20 °C oda sicakliginda muhafaza edildi. Aksolotllar 12
saatlik karanlik aydinlik dongiisii saglanarak muhataza edildi. Holtfreter's soliisyonu
haftada bir defa degistirildi. Hayvanlar ii¢ giinde bir JBL novolotl marka pellet yem
kullanilarak  beslendi. Calisma baslangicindan sonuna dek, hayvanlarin

mikrobiyotasini degistirecek tiim etkenlerden (antibiyotik uygulamasi vs.) kaginildu.

Holfreter’s soliisyonu; 3.46 gram NaCl, 0.05 gram KCI, 0.1 gram CaCl, 0.2 gram
NaHCO? tuzlarinin bir litre distile su icinde ¢oziindiiriilmesi ile hazirlandi (Mead

2005).

5.2.2. Aksolotlarin Kol Ampiitasyonlarinin Yapilmasi ve Hayvanlardan Doku

Orneklerin Toplanmasi

Deneyde kullanilacak hayvanlardan; kontrol grubunu temsil etmek iizere sifirinci giin
dokusu, rejenerasyonun yara iyilesmesi asamasini temsil etmek {izere 1. giin dokusu,
rejenerasyonun erken blastema asamasini temsil etmek iizere 7. giin dokusu,
rejenerasyonun ge¢ blastema dokusunu temsil etmek tizere 30. giin dokusu
toplanmistir.

Bu amagla 27 neotenik aksolotl 1, 7 ve 14. giin doku 6rneklerini toplamak tizere ii¢
gruba ayrildi. Her grupta bulunan 9 hayvan {i¢ biyolojik replika grubuna ayrilip
etiketlendi.

Hayvanlar deney gruplarma %1°lik benzokain ¢ozeltisi iginde anesteziye alindi.
Hayvanlara sag on kolun zeugopod boélgesinin orta kismindan ampiitasyon yapildi.
Ampiitasyon sonrasinda hayvanlar rejenere olmalar i¢in tekrar kendi ortamlarina

birakilip ayni sartlarda biiyiitmeye devam edildi.

36



?/}*‘ .

Resim 5.2.2. 1 Aksolotl kol ampiitasyon modelinin olusturulmasi

-

0. Giin Orneklerinin Toplanmasi: Kol ampiitasyonlarinin yapilmasindan hemen
sonra sifirinct giin Orneklerini temsil etmek tizere, 9 neotenik ve hayvandan,
amplitasyon bdlgesinin yaklasik 1 mm proksimalinden 0. giin 6rnekleri toplandi.
Sifirinci giin 6rnekleri ampiitasyon oncesi durumu temsil etmekte olup, kontrol grubu
olarak sonraki agamalar i¢in saklanmigtir. Replikalar1 olusturan hayvanlarin doku
ornekleri steril kabinde, steril bisturi ucu kullanilarak toplandi ve hemen sivi azotta
donduruldu. Orneklerden DNA izolasyonu yapilana kadar 6rnekler -80 °C de
sakland1

1. Giin Omeklerinin Toplanmasi: Ampiitasyondan 24 saat sonra 9 neotenik
aksolotldan ampiitasyon bdlgesinin 1 mm proksimalinden dokular toplandi.
Replikalar1 olusturan hayvanlarin doku ornekleri steril kabinde, steril bisturi ucu
kullanilarak toplandi ve hemen sivi azotta donduruldu. DNA izolasyonlar1 yapilana
kadar -80 °C ‘de saklandi. Ampiitasyondan 24 saat sonra alinan dokular yara
tyilesmesi sirasindaki dokuyu temsil etmektedir.

30. Giin Orneklerinin Toplanmasi: Amputasyondan 30 giin sonra 9 neotenik
aksolotldan, yara bdlgesinin distalinde belirgin olarak tespit edilebilen seffaf bir doku
olan blastema dokusu toplandi. Replikalar1 olusturan hayvanlarin doku oOrnekleri
steril kabinde, steril bistiiri ucu kullanilarak toplandi ve hemen sivi azotta
donduruldu. DNA izolasyonlarina kadar -80 °C ‘de saklandi. Alinan bu dokular

blastema dokusu mikrobiyal profili temsil etmektedir.
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5.2.3. Doku Orneklerinden DNA izolasyonlarinin Yapilmasi
Doku Homojenizasyonu:

Neotenik ve metamorfik 0, 1, 7, ve 30. giin dokularindan DNA izolasyonu yapildi.
Her zaman noktasinda bulunan replikalar1 olusturan 3 doku sivi azot ile havanda
ezilerek bir doku havuzu olusturuldu.

Sonraki agamalarda OIAGEN kan ve doku kiti kullanilarak DNA izolasyonu
gergeklestirildi.
DNA izolasyonu: OIAGEN DNeasy kiti kullanilarak iireticinin verdigi asagidaki

protokol uygulandi, 6zetle:

Toz halindeki doku 1,5 luk ependorf tiipiine alindi. Dokularin iizerine 180 uL ATL
soliisyonu ve 20 pL proteinaz K soliisyonu eklendi. Tiipler 56 °C ’de ara ara vorteks
ederek tamamen c¢oziilene kadar inkiibe edildi. Doku tamamen ¢oziiniince 200 pL
AL soliisyonu eklendi ve tekrar vortekslendi. 200 uL %96°lik etanol eklendi ve
tekrar vortekslendi ve soliisyon kolonun takili oldugu yeni tiipe aktarildi. 8000x g’de
1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii degistirildi. Kolona 500 pL AW1 soliisyonu
eklendi. 8000x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii degistirildi. Kolona 500
nL AW2 soliisyonu eklendi. 20000x g’de 3 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii
degistirildi. Kolona 200 pL AE soliisyonu eklendi, 1 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. 14000x g’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA konsantrasyon ve saflik dl¢timleri
NanoDrop cihazinda yapildu.

5.2.4. 16S Metagenomics Kiitiiphanelerinin Hazirlanmasi ve Dizi Analizi

16S geninin V3-V4 bolgesini ¢ogaltmak amaciyla asagidaki primerler kullanildi:
16S_F: 341 F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3")

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

Forward ve reverse primerlerin ucuna Miseq dizileme adaptor dizileri de eklendi.
Izole edilen DNA orneklerinden 16S primerleri kullanilarak metagenomiks
kiitiiphaneleri olusturuldu. Bioline marka MyTaq DNA polimeraz enzimi iretici

firmanin protokolii takip edilerek kullanildi.
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Bu ¢ogaltma iglemi i¢in asagidaki karisim hazirlanmistir (Tablo 5.2.4.1):

Tablo 5.2.4. 1 Polimeraz zincir reaksiyonu

Reaksiyon icerigi Miktar

gDNA Reaksiyon hacminde 100 ng

5X MyTaq Buffer 5ul

Forward primer 1ul

Reverse primer 1ul

Enzim 1ul

NFW Reaksiyon hacmi toplamda 15 ul olacak
sekilde

PZR dongii diizeni su sekilde yapilmistir:
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 fiiriinlerinin biiyiikligii %1 lik agaroz jel elektroforezine yiiklenerek
kontrol edildi. 400-500 bp arasi bantlar jelden kesilerek, Agencourt AMPure XP
Saflastirma Sistemi (Beckman Coulter) ile saflastirildi.

Kiitiiphane hazirliginin bir sonraki adimi olarak c¢ogaltilan 16S rDNA dizilerine
barkod dizileri eklendi. Bu amagla ikinci bir PZR gergeklestirildi. Ornege 6zgii
barkod primerler ile her &rnekte bulunan amplikonlar isaretlendi. Ikinci PZR
sonrasinda da reaksiyon sonrasi cogaltilmis PZR iirlinleri, %]1’lik agaroz jele
yiiklenerek agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. 400-500 bp aras1 bantlar jelden
kesilerek, Agencourt AMPure XP Saflastirma Sistemi (Beckman Coulter) ile
saflagtirildi. Temizlenen amplikonlar Illumina Miseq platformuna yiiklenerek Miseq

300 siklus reaktif kiti(V3) kullanilarak dizileme yapildi.
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5.2.5. Sekans Sonuc¢larinin Analiz Edilmesi

Miseq paired end ham dizileme sonuglari analiz edildi. Ham okumalar 6ncelikle
kalite kontrolden gegirildi. Nephele platformuna entegre QIIME yazilimi kullanildi.
FASTQ paired end pipeline yazilimi ile FASTQ kullanilip kalite skoru 30’u gecen
okumalar sonraki adimlarda kullanildi. Bu kalite skorunu gecen okumalar QIIME
acik referans analizi yontemi ile birlestirildi. Bu veriler SILVA referans veri
tabaninda bulunan 16S sekanslar1 ile karsilagtirilarak %97 benzerlik gosteren
okumalar tanimland1 ve OTU lar i¢ine atandi. OTU se¢ilmesi ve siniflandirilmasi
icin uCLUST algoritmas1 ve PYNAST taksonomisi atandi. Ileriki analizler igin
microbiome analyst programi kullanildi ve alfa ve beta c¢esitlilik analizleri

gerceklestirildi.

5.3. Rejenerasyon boyunca degisen gen ifadesi

5.3.1. Aksolotlarin Temini Ve Bakim

Caligma kapsaminda toplamda 27 adet vahsi tip aksolotl kullanildi. Deneylerde
kullanilan aksolotllar Ambystoma Genetic Stock Center (AGSC)’den getirilmis olup
Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi’nde ¢ogaltildi. Deneylerde
kullanilan hayvan grubu, herhangi bir uzvu daha 6nceden hasar gérmemis olan 8
aylik kardeslerden olusturuldu.

27 aksolotl, bir akvaryumda bir hayvan olacak sekilde Holtfreter's
sollisyonunda,~yaklagik 20 °C oda sicakliginda muhafaza edildi. Aksolotllar 12
saatlik karanlik aydinlik dongiisii saglanarak muhafaza edildi. Holtfreter's soliisyonu
haftada bir defa degistirildi. Hayvanlar {i¢ glinde bir JBL novolotl marka pellet yem
kullanilarak  beslendi. Calisma baslangicindan sonuna dek, hayvanlarin

mikrobiyotasini degistirecek tiim etkenlerden (antibiyotik uygulamasi vs.) kaginildi.
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5.3.2 Aksolotlarin Kol Ampiitasyonlarinin Yapilmasi ve Hayvanlardan Doku

Orneklerin Toplanmasi

Deneyde kullanilacak hayvanlardan; kontrol grubunu temsil etmek iizere sifirinci giin
dokusu, rejenerasyonun yara iyilesmesi asamasini temsil etmek iizere 1. giin dokusu,
rejenerasyonun erken blastema asamasini temsil etmek iizere 7. giin dokusu,
rejenerasyonun ge¢ blastema dokusunu temsil etmek iizere 14. giin dokusu

toplanmustir.

Bu amagla 27 neotenik aksolotl 1, 7 ve 14. giin doku 6rneklerini toplamak iizere {i¢
gruba ayrildi. Her grupta bulunan 9 hayvan ii¢ biyolojik replika grubuna ayrilip
etiketlendi.

Hayvanlar deney gruplarina ayrildiktan sonra %!1’lik benzokain ¢ozeltisi iginde
anesteziye alindi. Hayvanlara sag on kolun zeugopod bolgesinin orta kismindan
amputasyon yapildi. Amputasyon sonrasinda hayvanlar rejenere olmalart i¢in tekrar

kendi ortamlarma birakilip ayn sartlarda biiylitmeye devam edildi.

0. Giin Orneklerinin Toplanmasi: Kol ampiitasyonlarinin yapilmasindan hemen sonra
stfirinct glin Orneklerini temsil etmek {izere, 9 neotenik ve hayvandan, ampiitasyon
bolgesinin yaklastk 1 mm proksimalinden 0. giin 6rnekleri toplandi. Sifirinci giin
ornekleri ampiitasyon Oncesi durumu temsil etmekte olup, kontrol grubu olarak
sonraki asamalar icin saklanmistir. Replikalar1 olusturan hayvanlarin doku 6rnekleri
steril kabinde, steril bistiiri ucu kullanilarak toplandi ve hemen sivi azotta

donduruldu. Ornekler RNA izolasyonlar1 yapilana kadar -80 °C de saklandh.

1. Giin Orneklerinin Toplanmasi: Amputasyondan 24 saat sonra 9 neotenik
aksolotldan amputasyon bdlgesinin 1 mm proksimalinden dokular toplandi.
Replikalar1 olusturan hayvanlarin doku Ornekleri steril kabinde, steril bistiiri ucu
kullanilarak toplandi ve hemen siv1 azotta donduruldu. RNA izolasyonlar1 yapilana
kadar -80 °C’de saklandi. Ampiitasyondan 24 saat sonra alinan dokular yara

tyilesmesi sirasindaki dokuyu temsil etmektedir.
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14. Giin Orneklerinin Toplanmasi: Ampiitasyondan 14 giin sonra 9 neotenik
aksolotldan, yara bolgesinin distalinde belirgin olarak tespit edilebilen seffaf bir doku
olan blastema dokusu toplandi. Replikalar1 olusturan hayvanlarin doku ornekleri
steril kabinde, steril bistiiri ucu kullanilarak toplandi ve hemen sivi azotta
donduruldu. RNA izolasyonlar1 yapilana kadar -80 °C’de saklandi. Alinan bu
dokular blastema dokusu mikrobiyom profilini temsil etmektedir.

5.3.3 Doku Orneklerinden RNA izolasyonlarinin Yapilmasi

Doku Homojenizasyonu:

Toplanan 0, 1, 7, ve 14. giin dokularindan RNA izolasyonu yapildi. Her zaman
noktasinda bulunan replikalar1 olusturan 3 doku sivi azot ile havanda ezilerek bir
doku havuzu olusturuldu. Toz halindeki dokularin yarisi DNA yarisi RNA

izolasyonunda kullanildi.

RNA izolasyonu:

Toz haline getirilen 50/100 mg dokuya 1 ml TRIzol eklendi. Toz halindeki doku
ornegi vortekslenerek homojen hale getirildi. Homojenize olduktan sonra iki dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. TRIzol miktarinin beste biri kadar kloroform eklendi,
alt lst ederek karistirildi. 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. +4 °C ’de
14000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Bu asamada RNA, protein ve DNA {i¢ ayr
fazda ayrilmis sekilde bulunur. Ust faz 45 egim yapilarak yeni tiipe alind1 vd TRIzol
miktariin yaris1 kadar izopropanol eklendi ve 10 dakika oda sicaklifinda inkiibe
edildi (pipetaj, alt-iist) +4 °C *de 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Bu asamada tiip
duvarinda pellet goriildii. Siipernatant atild1 ve TRIzol miktar1 kadar %75’lik etanol
eklendi. +4 C’de 8000 g’de 5 dk santrifiij edildi. Pellet isaretlendi ve tiipte kalan
alkoliin uzaklagmasi i¢in oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Alkol uzaklastiktan
sonra pellet RNaz igermeyen su ile ¢ozildii, 60°C ’de 10 dakika inkiibe edildi. RNA

konsantrasyon ve saflik 6l¢timleri NanoDrop cihazinda yapildi.
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5.3.4 RNA Kiitiiphanelerinin Hazirlanmasi ve Transkriptom Dizi Analizi

Kiitiphane hazirligina baslamadan once izole edilen total RNA dan poliA
seleksiyonu ile mRNAlar asagidaki protokole uygun olarak secildi:

Ornekler 50 ug total RNA olacak sekilde 50 ul RNase free su ile ¢dziildii. 50 ul 2x
Poly(A) seleksiyon tamponu eklendi. 65°C de 10 dakika inkiibe edildi. Tiipler buza
alinarak ve sogutuldu. Turbo DNase (life Technologies) veya RQ1 DNase (Promega)
ile genomik safsizlik giderildi. 720 ug Dynabeads MyOne streptavidin C1, 1.5 ml
mikrosantrifiij tiipe alindi. Magnet portiipe aktarildi. Manyetik boncuklara
degmemeye Ozen gostererek siipernatant atildi. Tiplere 300 ul TE eklenerek
karistirildi. 30 saniye inkiibe edildi. Magnet portiipe alindi. Manyetik boncuklara
degmemeye 6zen gostererek siipernatant atildi. Bu islem dort kere tekrarlandi. 100 ul
TE i¢inde 200 pmol biyotinlenmis oligo(T) boncuklar karistirildi. 10 dakika 37 C de
calkalandi. 37 C de once 30 snaiye TE ile sonra iki kere Poly(A) seleksiyon tamponu
ile yikandi. 100 pl RNA eklendi ve 10 dakika 37 °C’de ¢alkalandi. Tiip, magnet
portiipe konuldu, boncuklar 3 kere 50 pl 2x Poly(A)+ seleksiyon tamponu ile
yikandi. Eliisyon i¢in boncuklar 50 ul ultra saf su ile resiispanse edildi. Sonrasinda 65
C de 10 dakika inkiibe edildi. Tiip magnet portiipe alind1 ve s1v1 kisim yeni bir tiipe
alindi. Sonrasinda 12.000x g de oda sicakliginda santrifiij yapildi.

PoliA seleksiyonu sonrasi elde kalan RNA fragmente edildi. 1 ug/ul final
konsantrasyonda RNA RNase free suda ¢oziildii. Thermal cycler cihazinda 94 °C de
5 dakika inkiibe edildi. Her 6rnege 2 ul 0.5 M EDTA eklendi, vortekslenerek buza
alindi. Tiiplere 1:10 oraninda 3 M sodyum asetat (pH 5.2), glikojen (100 pg/ml) ve
hacmin 2.5 kat1 kadar 100% etanol eklenerek karistirildi. Gece boyu —80 °C de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi ornekler +4 °C’de 15.000x g’de 25 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet kurutuldu. Rnase free suda oOrnekler
¢Ozildii.

Fragmente edilen RNA orneklerinin safliklar1 olgiildii. Agoroz jel elektroforezi ile

bant boyutlar1 kontrol edildi.
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Sonraki adimda RNA nin 5° ve 3’ uglarina adaptorlerin baglandi. Bu adaptorler
sekans ve index dizilerini igerir. Baglanan bu adaptorler sayesinde RNA
fragmentlerini cDNA ya ¢evirmek miimkiindiir. SuperScript II reverse transcriptase
kullanilarak RNA ornekleri cDNA ya cevrildi. Illumina nin protokolii izlenerek
cDNA nin ikinci kalib1 sentezlendi.

Hazirlanan kiitiiphanelerin  dizilenmesi, NextSeq Series High-Output Kit’i

kullanilarak Illimuna’nin Next-SEQ cihazinda gercgeklestirildi.

5.3.5. RNA dizilemesi sonuclarinin analiz edilmesi

NextSeq cihazindan elde edilen veriler kalite skorlamasina tabi tutuldu ve kalite
skoru 30 sinirin1 gegen okumalar ile analizlere baslandi. FastQC nitelik raporu ile
yogunlugu belirlenen diisiik nitelikteki baz dizileri ve adaptor diziler Trimmomatic
0.36v araci kullanilarak kirpildi. Diziler daha sonra Trinity (Grabherr vd. 2011)
yazilim1 kullanilarak ‘de-novo’ birlestirildi ve contigler olusturulup bu kontigler
arasindan gergek transkriptler belirlendi. Tekrar eden transkriptlerin elimine edilmesi
sonrasinda  listelenen  RNA’larin  aksolotl ve diger organizmalardaki
adlandirilmasinin  yapilmast i¢in “The National Center for Biotechnology
Information” (NCBI) veribankas1 kullanildi ve bulunan RNA’lar tanimlandi.
Boylelikle transkriptom-seviyesindeki arastirmanin ham veri (FASTQ dosyalarinin)
analizi tamamlandi ve bu c¢alismanin devami niteliginde (follow-up) ¢alismalar i¢in
yeni bir veri kaynagi elde edilmis oldu. Bundan sonra bu verinin detayli asagi akis
(downstream) analizi yapilabilir veya baska bir omik verisetiyle (transkriptom,
mikrobiyom vb. veristeleriyle) birlestirilip meta-analiz yapilabilir. Bu tezin konusu
olan aksolotl ve mikrobiyota ilikisi baglaminda ise olusturulan bu transkriptom
veriseti yakin gelecekte mikrobiyota sonuclarin1 daha iyi anlamlandirmak ve daha

kapsayici sonuglara ulasmak i¢in tamamlayici bir Gneme sahiptir.

44



Tablo 5.3. 1 Kullanilan sarflar

Sarf Malzeme Adi Uretici Firma Katolog Numarasi
%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
MyTagq DNA polimeraz Bioline BI10O-21107
Agencourt AMPure XP Kiti Beckman A63881
MiSeq V2 500 dongii kit Illumina MS-102-2003
Nextera Illumina 20018705
Agarose GeneOn

10X blue juice gel loading | Invitrogen

buffer

Quick Load 1 Kb Purple Plus | Invitrogen NO0550S
DNA Ladder

SYBR Safe DNA Gel Stain Thermo Fisher S33102
6XPurple Gel Loading Dye Invitrogen

Glikojen Thermo Fisher R0551

2X SYBR Green Bio Rad 1725141
SuperScript revers transkriptaz | Thermo Fisher 11752250
enzimi

EZ RNA methylation Kit Zymo R5001
ScriptSeq V2 RNA Sample Cambio FSE51100
Preparation Kit

NextSeq Series High-Output Kit | Illumina

Bioanalyzer RNA 6000 Pico kit

SQK-RNAO001 Kiti

Oxford Nanopore

Technologies
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Tablo 5.3. 2 Kullanilan cihazlar

Cihaz Marka Model

Thermal Shaker

Mikrosantrifiij cihazi Thermo Scientific MicroCL 17R
Nanodrop

Thermal Cycler BIO-RAD Thermal Cycler
Nextseq [llumina

ChemiDoc BIO-RAD

Elektroforez sistemi

Spectramax cihazi

SpectraMax-Paradigm

Multi-Mode Microplate
Detection Platform from

Molecular Devices LLC

gRT-PCR cihaz1

BIO-RAD

CFX Connect Real-TimeSystem

MinlON R9.4

Oxford Nanopore

Technologies
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6. BULGULAR

6.1. Aksolotl yasam ortamm mikrobiyomu

6.1.1. DNA izolasyon sonuclari

Neotenik ve metamorfik aksolotl yasam ortamindan toplanan su 6rneklerinin DNA

izolasyon sonuglar1 tablodaki gibidir (Tablo 6.1.1. 1)

Tablo 6.2.1 1 Su 6rnekleri DNA konsantrasyonlari tablosu

DOKU ORNEGI Konsantrasyon(ng/ul) | A260/280 A260/230
Neotenik su R1 | 30 ng/ul 1.87 1.78
DNA

Neotenik su R2 | 31ng/ul 1.87 181
DNA

Metamorfik su R1 | 31.1 ng/ul 2.1 0.49
DNA

Metamorfik su R2 | 16.2 ng/ul 11 0.32
DNA

Metamorfik su R3 | 16.5 ng/ul 0.9 1.16
DNA

6.1.2 Biyoinformatik analiz sonuclar:

Neotenik ve metamorfik aksolotl yasam ortamindan alinan érneklerin mikrobiyom
yogunluk ve degisiminin arastirtlmasi i¢in, 16S rRNA geninin V3-V4 bolgesi arasi
hedeflendi ve 6rneklerdeki mikrobiyom profili tespit edildi. Ornekler yeni nesil
dizileme yontemi kullanilarak sekanslandi. 9 neotenik 9 metamorfik aksolotl
akvaryumundan alinip tger replika halinde birlestirilen 6 adet su &rneginden
toplamda 16995 ile 58197 arasinda okuma sayisi elde edildi. DNA dizileri
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Operasyonel Taksonomik Birimi (OTU) ne atandiktan sonra 319 tane OTU elde
edildi (Sekil 6.1.2. 1) Bu dizilerde toplamda 7 filum, 31 aile, 50 cins g6zlendi.

WNeoR3
WMetR1
WMetR2
WNeoR2
WNeoR1
WMetR3

Sekil 6.1.2. 1 Orneklerden elde edilen sekans sayisi tablosu

Kitiiphane Boyutu

@ 16995
e 18040
021672
0 35702
e 41428
58107
T T T | T
20000 30000 40000 50000 60000

Okuma Savilan

Ayni deney grubunda bulunan farkli 6rneklerin farkli okuma sayist verdigi tespit

edildi.

6.1.3 Taksonomik Cesitlilik

Neotenik ve metamorfik aksolotl yasam ortaminda goriilen mikroorganizmalarin

sube diizeyinde gosterildigi grafik asagida bulunmaktadir. Ayn1 6rnek grubu igindeki

farkli replikalarda bakteri subelerinin goreceli bollugu degiskendir. Metamorfoz

sonrasinda Bacteroidetes ve Proteobacteria subesi goreceli bollugu azalmistir.

Ayrica metamorfik 6rneklerde sube diizeyinde ¢esitlilik azalmistir (Sekil 6.1.3. 1).
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Sekil 6.1.3. 1 Neotenik ve metamorfik su 6érneklerinde bulunan mikroorganizmalarin

sube diizeyinde grafigi

Neotenik ve metamorfik aksolotl yagam ortaminda goriilen mikroorganizmalarin
sube diizeyinde gosterildigi 1s1 haritasi asagida bulunmaktadir (Sekil 6.1.3. 2)
Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Chlamydiae, Cyanobacteria subesi
dyelerinin  bollugu metamorfik Orneklerde azalirken; Patescibacteria ve

Proteobacteria subeleri iiyelerinin bollugu artmistir.
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Sekil 6.1.3. 2 Neotenik ve metamorfik su 6rneklerinde bulunan mikroorganizmalarin

sube diizeyinde 1s1 haritasi

Neotenik ve metamorfik aksolotl yasam ortaminda goriilen mikroorganizmalarin aile
ve cins diizeyinde gosterildigi 1s1 haritas1 asagida bulunmaktadir (Sekil 6.1.3. 3) (
Sekil 6.1.3. 4)

Metamorfik Orneklerin en az iki replikasinda neotenik orneklere kiyasla artig
gosteren bakteri aileleri Moraxellaceae, Alteromonadaceae, Choromobacteriaceae,
Rhodocyclaceae, Aeromonadaceae, Rubritaleaceae’dir. Neotenik orneklerde ise
Burkholderiaceae, Nitrosomonadaceae, Weeksellaceae, Rickettsiaceae,
Sphingomonadaceae, Xanthomonadaceae, Microbacteriaceae,
Flavobacteriaceae’dir. Metamorfik 6rneklere kiyasla neotenik drneklerde daha fazla

bakteri ailesi artis gostermistir (Sekil 6.1.3. 4)
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Sekil 6.1.3. 3 Neotenik ve metamorfik su 6rneklerinde bulunan mikroorganizmalarin

aile diizeyinde 1s1 haritas1

Metamorfik orneklerin en az iki replikasinda neotenik Orneklere kiyasla artig gosteren
bakteri  cinsleri ~ Dyadobacter,  Psoudacidovorax, = Rhodobacter,  Simplicispira,
Dechloromonas, Rhodoferax, Ferribacterium, Vogesella, Flectobacillus, Aeromonas,
Luteolibacter, Propionivibrio’dur. Neotenik O6rneklerde ise Rhizobacter, Paucibacter,
Stenotrophomonas,  Pelomonas,  Limnohabitans,  Acidovorax,  Polynucleobacter,
Flavobacterium, Novosphingobium’dur. Metamorfik 6rneklere kiyasla neotenik orneklerde
daha fazla bakteri cinsleri en az iki kat artis gostermistir. Ayrica aymi tiir 6rnegin farkl

replikalarinda farkl tiirlerin gogaldig1 gdzlenmistir.
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Sekil 6.1.3. 4 Neotenik ve metamorfik su 6rneklerinde bulunan mikroorganizmalarin

cins diizeyinde 1s1 haritast

LEfSe analizi sonuglarina gére neotenik ve metamorfik su orneklerinde farkliliga
neden olan baskin bakteri aileleri Sekil 6.1.3. 5’de gosterilmistir. Neotenik
orneklerde baskin olarak bulunan bakteri aileleri Aquabacterium ve Nevskia iken;
metamorfik drneklerde baskin bulunan aileler Vogesella Ferribacterium Rhodoferax

Simplicispira Rheinheimera Pseudacidovorax olarak degisim gostermistir.
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Sekil 6.1.3. 5 Neotenik ve metamorfik su 6rnekleri LEfSe analiz sonuglari

6.1.4 Beta cesitlilik analizi

Beta cesitlilik analizi, 6rnek sekans sonuglarinin analizi sonrasi elde edilen OTU
tablosu kullanilarak yapildi. Deney gruplar1 arasindaki mikrobiyal zenginlik beta
cesitlilik analizi ile tespit edilir. Deney gruplarimin mikrobiyota cesitliligi Bray-
Curtis indeksi kullanilarak analiz edildi. Ornekler aras1 ayrismalar temel koordinatlar
analizi (PCoA) ile iki boyutlu grafik ile gosterildi. Gruplardan alinan G&rneklerin
kendi igindeki ve diger gruplara kiyasla farkliliklar1 PERMANOVA testi kullanilarak
karsilastirildi. Gruplart olusturan orneklerin grup i¢i mesafe farkliliklar: gruplar arasi
mesafelerden oldukga farkli oldugu bulundu (R?=0,67747; p< 0,1). Gruplar aras
gii¢lii ve bariz bir ayrisma gdzlemlendi, R? degeri de bu sonucu desteklemektedir.
Neotenik ve metamorfik Ornekler birbirinden ayri olarak kiimelenme gosterdi.
Metamorfik Orneklerin birbirine yakin kiimelendigi gdzlenirken; metamorfik
orneklerden bir tanesinin ayri olarak kiimelendigi gozlendi. Neotenik ve metamorfik
ornekler birbirinden ayr1 olarak kiimelenme gosterdi. Neotenik 6rnegin iki replikasi
da birbirine yakin kiimelenirken; metamorfik 6rneklerin {i¢ repikasindan biri diger

ikisinden ayr1 olarak konumlanmistir ( Sekil 6.1.4. 1 ). Anlamlilik bakimindan p
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degerinin yetersiz (anlamsiz) kalmasinin sebebi biiyiik ihtimal nispeten kiigiik 6rnek
sayisidir. Daha biliylk bir O6rnek seti ile aymi deneyin tekrarlanmasi halinde

muhtemelen anlamli bir sonug alinacaktir.

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

SampleType

[18,99¢]

Net

8§ Neo

Axis.2

Axis.l [67.7%)]
Sekil 6.1.4. 1 Neotenik ve metamorfik yasam ortami ornekleri mikrobiyotasinin

Bray-Curtis indeksine gore benzerliklerinin Temel Koordinat Analizi (PCoA) grafigi

6.1.5. Alfa cesitlilik analizi

Neotenik ve metamorfik su 6rneklerinin 6rnek ici cesitliligini tespit edebilmek i¢in
alfa cesitlilik analizi gergeklestirildi. Bu analiz neotenik ve metamorfik 6rneklerin
OTU tablolarinin karsilastirilmasini saglamaktadir. Alfa ¢esitlilik analizleri Chaol
cesitlilik indeksi kullanilarak hesaplandi ve Sekil 6.1.5. 1°de gosterildi (p-value:
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0.022181 ). Alfa gesitlilik analizine gore metamorfik 6rneklerde, neotenik 6rneklere

kiyasla tiir ¢esitliliginin azaldig1 gozlendi.

CLASS
i Met

il Neo

Npha Diversity Measure

Alpha-diversity Index: Chaol

samples

Sekil 6.1.5. 1 Neotenik ve metamorfik yasam ortami Orneklerinin alfa cesitlilik

analiz sonuglari

6.2. Metamorfoz sonucu degisen aksolotl mikrobiyomu ve akvaryum suyuna

etkisi

6.2.1. Biyoinformatik analiz sonuclar:

Aksolotl metamorfozu sonrasinda degisen akvaryum su cesitliligine, aksolotl
organlarindaki mikrobiyom degisiminin katkisini anlamak ic¢in daha 6nce Demircan

Lab tarafindan yapilan bir deney sonuglar ile karsilagtirma yapilmaistir.
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Sekil 6.2.1. 1 a) Neotenik ve metamorfik aksolotl deri, mide bagirsak ve diski
mikrobiyomu (Demircan et al. 2018) b)Neotenik ve metamorfik aksolotl akvaryum

su mikrobiyomu

Akvaryum suyu ve hayvan organlarinin mikrobiyal cesitliligi sube diizeyinde
karsilastirilmistir (Sekil 6.2.2. 1). Buna gére 6rnek gruplarinda baskin olan ortak
bakteri subeleri; Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Verrucomicrobia’dir. Proteobacteria subesi metamorfik su Orneginde artarken;
metamorfoz ge¢irmis hayvanin deri ve bagirsaginda artmis midesinde azalmistir.
Bacteroidetes subesi metamorfik su 6rneginde azalirken; metamorfik aksolotl deri,
bagirsak, diski ve mide organlarinda artis gostermistir. Verrucomicrobia subesi
metamorfik suda azalirken; metamorfik aksolotl deri, mide ve diski O6rneginde
azalirken bagirsakta artmistir. Actinobacteria subesi metamorfik su Orneginde
azalirken; metamorfik aksolotl deri ve midesinde artarken, bagirsak ve digkisinda

azalmstir.
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Sekil 6.2.1. 2 a) Neotenik ve metamorfik aksolotl organlarinin cins diizeyinde 1s1
haritas1 (Demircan et al. 2018) b)Neotenik ve metamorfik aksolotl akvaryum su

mikrobiyomunun cins diizeyinde 1s1 haritasi

Ayrica akvaryum suyu ve hayvan organlarinin mikrobiyal ¢esitliligi cins diizeyinde
karsilagtirillmistir (Sekil 6.2.2. 2). Aquabacterium cinsi neotenik su 6rneginde bol
miktarda bulunurken; metamorfoz ge¢irmis hayvan dokularinda tespit edilemedi,
yanlizca neotenik deride tespit edilmistir. Chryseobacterium cinsi metamorfik ile
kiyaslandiginda neotenik akvaryum suyunda bol miktarda bulunurken; metamorfik

aksolotl dokularindan yalnizca midede artig gostermistir.
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6.2.2. Alfa cesitlilik analizi

Alfa gesitlilik analizine gére metamorfoz sonrasi hem aksolotl organlarinda, hem de

akvaryum suyunda ornek igi ¢esitliliginin azaldigi gézlendi.

a b

Sekil 6.2.2. 1 a) Neotenik ve metamorfik aksolotl organlarinin alfa ¢esitlilik grafigi
(Demircan et al. 2018) b)Neotenik ve metamorfik aksolotl akvaryum suyu alfa

cesitlilik analizi grafigi

6.2.3. Beta cesitlilik analizi

Beta ¢esitlilik analizine gore metamorfoz sonrast hem aksolotl organlarinda, hem de

akvaryum suyunda tiir ¢esitliliginin azaldig1 gozlendi.
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Sekil 6.2.3. 1 a) Neotenik ve metamorfik aksolotl organlarinin alfa g¢esitlilik grafigi
(Demircan et al. 2018) b)Neotenik ve metamorfik aksolotl akvaryum suyu alfa

cesitlilik analizi grafigi

6.3. Rejenerasyon boyunca degisen gen ifadesi

Gergeklestirilen bu analiz ile aksolotl uzuv rejenerasyonu sirasinda aksolotl
transkriptom degisimini anlamak i¢in bir kaynak olusturuldu. Bu kaynak ozelliklees
zamanli mikrobiyota degisimini yorumlamak tizere yapilacak ileri ¢alismalar igin
faydali olacaktir. Bundan sonraki calismalarin ana amaci; ileri detayli analizlerle
cesitli faktorler sonucunda degisen mikrobiyomun biitiinsel olarak transkriptom
degisimine katkisin1 anlamak olacaktir. Ayrica konak canli mikrobiyomundaki
degisen profilin, hangi islevleri gerceklestirdigini anlamak ve 6zelde konak canlinin
hangi biyolojik siireclerine katki sagladigin1 anlamlandirmak i¢in kaynak veri

olusturuldu.

Transkriptom analizi iki asamadan olusmaktaydi: deneysel asama ve biyoinformatik
analiz asamasi. Deneysel asama kismi tamamen tamamlandi. Biyoinformatik
analizlerin ise dnemli bir boliimii tamamlandi. NextSeq cihazindan elde edilen ham
veriler (FASTQ dosyalari) kalite skorlamasina tabi tutularak kalite skoru 30’u gegen
okumalar ile analizlere devam edildi. Ayrica okumalar birlestirilerek ortaya g¢ikan

kontigler {izerinden gercek transkriptler belirlendi. Sonucta RNA ¢esitlerine ulasildi
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ve gerekli tanimlamalar yapildi. Boylelikle bu transkriptom seviyesindeki arastirma
sonucunda Kaliteli ve kapsamli bir veri seti elde edildi. Boylece bu tez ¢alismasinn
devami niteliginde yapilacak sonraki caligmalar icin yeni bir veri kaynagi elde
edilmis oldu. Bundan sonraki c¢aligmalarda bu verinin detayli asagr akis
(downstream) analizinin yapilmasi veya bagka bir omik verisetiyle (transkriptom,
mikrobiyom vb. veri setleriyle) birlestirilerek meta-analiz yapilmasi planlanabilir.
Sonug olarak bu tezin konusu olan aksolotl uzuv rejenerasyonu ve mikrobiyota
iliskisi baglaminda elde edilen bu hazir transkriptom veri seti mikrobiyota
degisimlerini daha iyi anlamlandirmak ve daha kapsayici sonucglara ulagmak igin
tamamlayict bir Oneme sahiptir. Bu veri seti bu yondeki gelecek integratif

biyoinformatik yaklasimlar i¢in 6nemli bir kaynak olusturacaktir.
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7. TARTISMA

Bu tez calismasi kapsaminda; aksolotlun metamorfoz ile birlikte degisen yasam
ortam1 mikrobiyotasi, aksolotun rejenerasyon ile birlikte degisen kol mikrobiyotasi
ve kol gen ifadesi arastirilarak rejenerasyon siirecine mikrobiyomun etkisi biitiinsel
olarak ele alindi. Neotenik ve metamorfik aksolotl yasam ortami1 ornekleri ile
rejenere olan neotenik aksolotl kol dokusu oOrneklerinin DNA izolasyonunun
ardindan, 16S PCR yapilarak tim Ornekler i¢in dizileme yapildi. Biyoinformatik
analizler ile Orneklerde bulunan mikroorganizmalar tespit edildi. Ayrica yine
rejenerasyon boyunca degisen gen ifadesini anlamak ve mikrobiyom ile

iligkilendirmek i¢cin mRNA dizileme ve biyoinformatik analizler gerceklestirildi.

Neotenik ve metamorfik akvaryum su orrneklerinde baskin olarak bulunun 7 sube
vardi. Bunlardan Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Chlamydiae,
Cyanobacteria subesi lyelerinin bollugu metamorfik Orneklerde azalirken;
Patescibacteria ve Proteobacteria subeleri tiyelerinin bollugu artmistir. Bu sonuglar
daha 6nce yapilan c¢alismalardaki yasam ortami mikrobiyomu ile kismen benzerdir
(Sekil 4.3.3. 1) (Walke et al. 2014). Metamorfik 6rneklerde artan Patescibacteria
subesi, onceleri CPR (aday sube radyasyonu) olarak adlandirilan, daha sonra bu sube
tiyelerinin tek bir filuma yani Patescibacteria subesine ait oldugu tespit edilen,
nanobakterilerin olusturdugu subedir (Danczak et al. 2017) (Herrmann et al. 2019).
Yeni kesfedilen bir sube oldugundan bu sube {iyelerinin 6zelligi iy1 bilinmemektedir.
Metamorfoz sonunda bu sube iiyelerinin artist ilgingtir. Metamorfoz sonrasinda
artts gosteren bir bagka sube olan Proteobacteria subesine ait bazi tiirler iki
yasamlilar1 enfekte eden bazi mantarlar1 baskilayan antimikotikler iiretmesi ile
bilinirler. Aksolotun metamorfoz gecirmesi ile birlikte mantar enfeksiyonu riski
artmaktadir. Bu baglamda bu sube iiyelerinin artisi, kara yasamina adaptasyon olarak

degerlendirildiginde anlamlidur.

Aksolotlun mide bagirsak deri ve digki mikrobiyomunda baskin olarak bulunan
tirler; Bacteroidetes, Firmicutes, Protebacteria, Actinobacteria ve Verrucomicrobia

subesi lyeleridir (Demircan et al. 2018). Aksolotl yasam ortaminda Firmicutes
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subesi haricinde diger subeler baskin olarak bulunuyordu. Su yasam ortamu ile canli
arasindaki kacinilmaz etkilesimin dogal bir sonucu olarak ayni subelerin baskin
olmasi anlamhidir. Yalniz su 6rneklerinde Firmicutes subesi yerine Patescibacteria
subesi artis gostermistir ki, bu subenin neotenik hayvanin mikrobiyomunda

bulunmamasi ve metamorfoz ile birlikte armis olmasi ilgingtir.

Amfibiler benzersiz ve degisken deri topluluklar1 kazanabilirler. Mikrobiyal
topluluklarin1 ebeveynlerinden, beraber yasadiklari topluluklardan veya cevresel
etmenler araciligi ile edinebilir (Mckenzie et al. 2011). Deri mikrobiyomu, ig
organlara kiyasla dis ¢evre ile daha yogun temas halindedir. Bu durum, en azindan
deride konak mikrobiyomunun filogenetik 6zgilliigiinii gizleyebilir. Bu da farkli
cevresel kosullarda biiyliyen canlilarin mikrobiyomunu degisken kilabilmektedir
(Mckenzie et al. 2011). Bu nedenle de deri g¢evresel degisimler ile daha keskin
degisimlere ugrayabilir. Deney kosullarinda metamorfoza ugratilan bir aksolotl i¢in
neotenik duruma gore higbir ¢evresel degisiklik yoktur. Fakat metamorfoz
sonrasinda hem aksolotl deri mikrobiyomu hem de akvaryum su mikrobiyomu
degismistir. Bu mikrobiyal degisimin tek nedeni ise hayvanda gerceklesen
metamorfoz olayidir. Metamorfoz sonrasinda hem deri mikrobiyomunda hem de
akvaryum suyunda Proteobacteria artmis, Verrucomicrobia azalmistir. Deri ile
yasam ortami arasindaki etkilesim goz Oniline alindiginda bu degisimin birbiri ile

uyumlu olmasi beklenen bir durumdur.

Aksolotl yasam ortami1 mikrobiyomu ve aksolot mikrobiyomu kismen degiskenlik
gostermektedir. Bu da aksolotlun, yasam ortaminda bulunan tiirleri kendi
mikrobiyomuna secici olarak kabul etmesinin bir sonucu olabilir. Bu bulguyu
destekleyen diger bir gozlem ise; baska hicbir degisiklik yokken metamorfoz

sonrasinda hayvanin ve akvaryum suyunun mikrobiyomunun degisime ugramasidir.

Burkholderiaceae, ailesi tiyeleri neotenik suda artis gostermisken metamorfik suda
azalmistir. Bu tiirlin {iyeleri iki yasamlilarin derisinde bulunmakla birlikte dogada

sularin derinliklerinde yasarlar.

Rhodocyclaceae,Chromobacteriaceae, Moraxellaceae, Aeromonadaceae,ve

Rubritaleaceae ailesi iiyeleri matamorfik su orneklerinde neotenik su orneklerine
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kiyasla iki kati artig gostermistir. Bu ailelerden Rhodocyclaceae, bd enfeksiyonuna
kars1 koruma saglamaktadir (Hylidae 2020).

Viicut mikrobiyomu immiin cevaplarn tetikleyerek rejenerasyonu etkilebilir.
Metamorfik aksolot su oOrneklerinde bagisiklik sistemini regiile edebilen
mikroorganizmalar gdozlenmistir. Rickettsiaceae ailesi iiyeleri insanlarda patojenik
ozellikleri ile bilinmekle birlikte, bu mikroorganizmalar ile enfekte edilmis endotel
hiicrelerin, dogal bagisiklik tepkilerini arttirdigr ve ylizey yapisma molekiillerinin
ifadesini arttirdig1 gosterilmisitir. Neotenik su Orneklerinde Rickettsiaceae ailesi
artmis metamorfik su orneklerinde ise azalmigtir. Rejenerasyonun erken evrelerinde
dogal bagisiklik tepkisi gereklidir. Infalamasyon uzuv rejenerasyonunda ve yara
iyilesmesi evrelerinde olumlu katkilar saglar. Pro-anti inflamatuar sinyaller
rejenerasyon boyunca es zamanli olarak uyarilmakta; sitokin salgilanmasi ile 16kosit
infiltrasyonu, damar olusumu, hiicre ¢ogalmasi ve kollajen yeniden modellenmesi
olaylarina aracilik eder. Yerlesik mikroorganizmalarin bagisiklik sistemine katki
sagladig1 bilindiginden, rejenerasyon yetenegi azalan metamorfik aksolotun yasam

ortaminda bu tiiriin azalmas ilgingtir.

Flavobacterium cinsi dogada bol bulunur. Su, sebzeler, ¢ig siit, siit tirinleri et ve et
tiriinleri gibi bir¢ok gidadan izole edilebilmektedir. Baliklarin ve diger hayvanlarin
normal bagirsak florasinda bulunabilir ve bazi tiirleri patojendir. 130 tane

tamimlanmig tiirtc vardir. F. psychrophilum F. columnare F. branchiophilum da

icinde oldugu birkag tiirii; tatli su baliklarinin 6liimiine neden olur (Duchaud et al.
2007) (Declercq et al. 2013) (Good et al. 2015) Neotenik ve metamorfik drneklerin
bazilarinda artis gostermektedir. Metamorfoza indiiklerken yasanilan hayvan

kaybinin nedeni ile iligkilendirilebilir.

Flectobacillus cinsi su Orneklerinde bulunur. Bacteroidetes filumunun

Flexibacteraceae ailesinin bir liyesidir. Zebrafish bagirsaklarinda bulunan bir tiirdiir.

Aeromonas cinsi Proteobacteria simifinin Enterobacteriaceae ailesinin bir iyesidir.

A. hydrophila, A. caviae, and A. veronii tiirlerinin de iginde bulundugu 14 ten fazla

tiirii insan hastaliklan ile iliskilendirilmistir. Semenderler i¢in de patojen Ozellikte

olan tiirleri vardir. Aksolotlda kirmiz1 lekeli cilt olarak kendini gdsteren bir hastaliga
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neden olan parazitik tiirleri bilinmektedir. Aksolotlda hastalik modeli olusturmak
tizere kullanilmistir (Farkas and Monaghan 2015). Aeromonas cinsi metamorfik su
orneklerinin tamaminda artmigtir. Metamorfoz sirasinda yasanilan hayvan oliimleri
ile dogrudan iliski kurulabilir. Ayrica Aeromonas cinsi liyelerinin, su canlilarinin
yara iyilesme siireclerini olumsuz etkiledigi gosterilmistir (Minnaganti et al. 2000).
Bu tiirlin metamorfik suda artis gostermesi, yara iyilesmesi siirecini olumsuz
etkilemesi dolayisi ile de azalan rejenerasyon yetenegi ile iliskilendirilebilir.

Beta ¢esitlilik analizine gore neotenik yasam ortami orneklerine kiyasla metamorfik
yasam ortami Orneginde ¢esitlilik azalmistir. Cesitliligin  azalmast ve su
mikrobiyomunun muhtemel patojen mikroorganizmalara kaymasi, metamorfik
aksolotl rejenerasyon yeteneginin g¢evresel etmenlerden etkilenebildigi hipotezini
destekleyebilir.

Viicut mikrobiyomunda varolan simbiyotik bakteriler, patojen biiyiimesini
engelleyerek konagi patojen organizmalardan koruyan oOzellikler sergilerler.
Semenderler i¢in  Oliimciil olabilen mantar patojeni  Batrachochytrium
dendrobatidis(Bd) enfeksiyon riski, yiiksek sicakliklarda daha da artmaktadir. Farkli
sicakliklarda Bd’yi baskilayan {i¢ mikroorganizma tiirii; Stenotrophomonas,
Acinetobacter, Chryseobacterium yapilan bir ¢alisma sonucunda bildirilmistir
(Muletz-wolz et al. 2017). Bu tez ¢alismasinda ise Stenotrophomonas, Acinetobacter,
Chryseobacterium tiirleri neotenik aksolotlda bol bulunurken metamorfoz sonrasi
azalmistir.  Ancak  bazi  ¢alismalar  Stenotrophomonas  suslarinin = Bd
enfeksiyonunundan koruyucu oldugunu bildirirken, bazi ¢alismalar ise bu enfeksiyon
ile sinerjik bir iliski gosterdigini bildirmistir. Stenotrophomonas cinsi, mantar
enfeksiyonuna maruz birakilan bir semenderde firsatgr patojen olarak enfekte
edebilmektedir (Bates et al. 2019).

Semender bagirsak mikrobiyomu ve sindirim performansi farkli sicakliklarda
degiskenlik gostermektedir. Bagirsak mikrobiyomunun ¢esitliligi igerigi ve
islevselligi sicaklik faktdriinden etkilenir. Bagirsak mikrobiyomunun c¢esitliliginin
sicaklik artis1 ile azaldigi bildirilmistir. Semenderlerde belli taksonlarin yoklugu da
patojen tiirlerin artisi ile iliskilendirilmistir (Fontaine, Novarro, and Kohl 2018).
Dogada metamorfoz sonrasinda canlilarin diyet bilesimleri de degismektedir. Farkli

tirde karmagik gidalarin sindirimi i¢in de bagirsak mikrobiyomu degiskenlik
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gostermektedir. ~ Stenotrophomonas, ve Sphingopyxis  cinsi  bakterilerin
semenderlerde sindirim ve enerji iretimi ile iliskili oldugu yapilan caligmalarda
gosterilmistir. Metamorfik akvaryum su Orneklerinde de Sphingopyxis artis
gosterirken, neotenik akvaryum su Orneklerinde ise Sphingopyxis cinsi
mikroorganizmalarin azaldigi gozlemlenmistir. Stenotrophomonas tiirii bakteriler
kitini sindirebilirler. Kitin, eklembacaklilarin dis iskeletlerinin baskin bilesenidir ve
metamorfoz sonrast semenderlerin beslenmesi kitin igerikli olmaktadir (Maglia,
1996), bu da bu bakterilerin bollugu ile bu hayvanlardaki enerji 6ziimseme

arasindaki iligki i¢in potansiyel bir agiklama onerir (Fontaine et al. 2018).

Bu tez kapsamina ilk defa mikrobiyota ile transkriptom-seviyesindeki degisiklerin
eszamanli analizini iceren bir ¢alisma tasarland1 ve uygulandi. Sonug¢ olarak elde
edilen transkriptom veri seti mikrobiyal degisiklikleri anlamlandirmak i¢in ve yeni
bakis agilart kazanmak i¢in 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. S6z konusu verinin
gelecekte yapilacak fonksiyonel karakterizasyon arastirmalarinda biiyiik katki
saglanmasi bekleniyor. Elde edilen transkriptom veri seti, okumalarin kalitesi ve
say1st bakimindan niteliklidir. Ayrica bu yeni kaynak bu alandaki 6nemli bir boslugu
doldurmaktadir ve gelecek galigmalar i¢in uygun bir kaynak olusturmaktadir. Bundan
sonraki arastirmalarin ¢ikis noktasi olarak agisindan elde edilen transkiptom verisinin
asag1 akis (downstream) biyoinformatik analizlerinin yapilmasi onerilebilir. Bu yolla
farkli gruplar arasinda ifade diizeyi istatistiksel agidan anlamli olarak degisen genler
ve/veya aday biyobelirtegler belirlenebilir. Bir sonraki basamak olarak da anlaml
degisim gosteren MRNA iiriinlerinin (gene products) yani proteinlerin birbirleri ile
etkilesimleri DAVID  (https://david-d.ncifcrf.gov/home.jsp) ve  STRING
(https://string-db.org/) veri bankalar1 araciligi ile listelenebilir ve Cytoscape
(http://www.cytoscape.org/) programi araciligiyla gorsel (etkilesim agi) hale

getirilebilir.

Hazirlanan bu tez sadece iki omik bilgiyi kapsamaktadir. Oysa hizla yayginlasan
sekanslama teknolojisi bagka olanaklar da sunmaktadir. Proteomik, metabolomik gibi
analizler bu teknolojilere 6rnek olarak verilebilir. Metatranskriptomiks verilerinin
elde edilmesi, mikrobiyal gen ifade diizeyi hakkinda ve mikrop topluluklarinin

islevleri hakkinda bilgi vermesi agisindan degerlidir. Bu yonden bu tiir verilerin
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olusturulmasi metagenomiks g¢alismalarin1 tamamlamak i¢in hayati olabilmektedir

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

Genel olarak daha uzun vadede diger mikrobiyota ¢alisma alanlarinda oldugu gibi
aksolotl rejenerasyon konusunda biitiinleyici yaklagimlara ihtiya¢ vardir. Bu acidan
tamamlayict bir yontem olarak multi-omik analizler biiyiik bir potansiyele sahiptir.
Bunlara yonelik biitlinciil biyoinformatik metotlar da su an aktif olarak
gelistirilmektedir ve bazi algoritmalar da uygulamaya konulmustur. Son olarak, daha
kapsamli bir sonuca ulagmak i¢in omik analizlerle elde edilen bazi sonuglarin
laboratuvarda valide edilip detayli olarak arastirilmasi gerekecektir. Bu deneyler

hiicresel, molekiiler ve fonskiyonel karakterizasyon seklinde olabilir.

Sonu¢ olarak bu tez metamorfoz ile birlikte azalan rejenerasyon yeteneginin,
mikrobiyal degisim ile iliskisini mikrobiyota ve buna tamamlayict ek olarak
transkriptom seviyesinde ele almistir. Bu kapsamda metamorfoz Oncesi ve
sonrasinda aksolot yasam ortami1 mikrobiyom degisimi ile, rejenerasyon sirasinda
degisen mikrobiyota profili ve gen ifadesi arastirilmistir. Boylece hem yasam
ortamindaki hem de rejenerasyon sirasindaki mikrobiyal degisim ele alinarak
biitiinsel bir bakis acgis1 ile rejenerasyon yetenegi incelenmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda elde edilen sonuglara gore, metamorfoz ile birlikte hem canl
organlarinda hem de canli yasam ortaminda mikrobiyota degismektedir. Elde edilen
yeni veri setleri daha 6nceki omik veri setlerini tamamlayici katki saglamaktadir.
Buna benzer verilerin artmasi ve biitiinciil olarak dikkate alinmasi bu model
organizmanin daha etkili kullanimini kolaylastiracaktir. Aksolotl rejenerasyon
konusu gittikge daha ¢ok dikkatleri iizerine ¢eken ve ¢alismalarin gittikce hizlandig
bir alandir. Bu tezdeki yenilik¢i yaklasimla elde edilen veri setleri ve bulgular
aksolotl uzuv rejenerasyonu alaninda 6nemli boslugu doldurmakta ve gelecekte

yapilacak daha kapsamli aragtirmalar i¢in bir koprii niteligini tagimaktadir.
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8. SONUCLAR

Neotenik ve metamorfik akvaryum su Orrneklerinde baskin olarak bulunun 7 sube
vardi. Bunlardan Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Chlamydiae,
Cyanobacteria subesi lyelerinin bollugu metamorfik Orneklerde azalirken;
Patescibacteria ve Proteobacteria subeleri tiyelerinin bollugu artmigtir. Metamorfoz
sonunda bu sube iiyelerinin artisi ilgingtir. ~ Metamorfoz sonrasinda artis gosteren
bazi tiirler iki yasamlilar1 enfekte eden bazi mantarlar1 baskilayan antimikotikler

uretmesi ile bilinirler.

Metamorfik aksolot su Orneklerinde bagisiklik sistemini regilile edebilen
mikroorganizmalar gozlenmistir. Yerlesik mikroorganizmalarin bagisiklik sistemine
katki sagladigi bilindiginden, rejenerasyon yetenegi azalan metamorfik aksolotun

yasam ortaminda bu tiiriin azalmasi ilging bulunmustur.

Bu tez kapsamina ilk defa mikrobiyota ile transkriptom-seviyesindeki degisiklerin
eszamanli analizini iceren bir ¢alisma tasarland1 ve uygulandi. Sonug¢ olarak elde
edilen transkriptom veri seti mikrobiyal degisiklikleri anlamlandirmak igin ve yeni
bakis agilart kazanmak igin 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. S6z konusu verinin
gelecekte yapilacak fonksiyonel karakterizasyon arastirmalarinda biiyiik katki

saglanmas1 beklenmektedir.
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