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OZET

Memeliler yasamlar1 boyunca mikrobiyota olarak adlandirilan ¢esitli mikroorganizmalar
ile simbiyotik bir iliski igerisindedir. Bagirsak mikrobiyotasinin gelisimi, diyet ve yasam
tarz1 dahil olmak lizere konak ve ¢evresel faktorler arasindaki karmasik bir etkilesimle
diizenlenir. Bu ¢aligsmada kentsel ve kirsal olmak tizere farkli ekolojik ¢evrelerde yasayan
memelilerin bagirsak mikrobiyotasindaki degisimlerin detayli olarak aydinlatilmasi
amaclanmistir. Amaglarimiz dogrultusunda, Bilecik ilinin kentsel ve kirsal alanlarindan
yakalanan Rattus rattus tiirtine ait yabanil ve laboratuvar ratlariin bagirsak
mikrobiyotasindaki tiim taksonomik degisimler 16S rRNA yeni nesil dizileme teknigi ile
karsilagtirmali olarak incelenmistir. Sonug¢ olarak 3 farkli yasam alanindan alinan
bagirsak mikrobiyotasinda yaklasik 2000 farkli bakteri tiirii tanimlanmustir. Tiim bakteri
tiirlerinde hesaplanan Shannon ve Simpsons degerlerine gore laboratuar ratlari en ytiksek
tir cesitliligi gostermistir. Mikrobiyota profillerinin benzerlikleri pCoA teknigi ile
karsilagtirildiginda mikrobiyotay1 olusturan tiirlere ait bakteri popiilasyonlar1 farkl
habitatlarda degiskenlik sergilemistir. Gruplar arasindaki tiir zenginligi tiir seyreltme
teknigi ile karsilastirildiginda ise kirsal yasam alani basta olmak iizere tiim yabanil
ratlardaki toplam farkl tiir sayisi laboratuar ratlarina gore daha yiiksek bulunmustur.
Besin ¢esidinin artmasit mikrobiyotada tiir zenginliginin artmasina neden olurken tiir
cesitliligi diger ekolojik faktorlerin etkisiyle azalmaktadir. Ayrica filogenetik iligkiler
tizerinde durulmus bu amagla N.xanthodon (2n=60,54), Mus musculus tiirleri arasindaki
mikrobiyotadaki farklilar tespit edilmistir. Son olarak ratlarda bagirsak mikrobiyotasinin
kolorektal kansere yatkinlik tizerindeki etkisini belirlemek tizere; Pten/Mtor/Akt sinyal
yolagindaki gen ekspresyon seviyeleri aragtiritlmis ve Pten gen ekspresyon seviyesinin

kirsal yasam alanindan alinan ratlarda yukari regiilasyonu ile agiklanmistir.

Anahtar Kelimeler: Bagirsak mikrobiyotasi, Habitat farkliliklari, Filogenetik, Yeni
Nesil Dizileme, Pten, Mtor, Akt.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

°C: Derece Celsius (Sicaklik birimi)

&' : Erkek birey (cinsiyet)

ul : Mikrolitre (birim)

mM: Minimolar (birim)

g : Merkezkag¢ kuvvetinin 6l¢iim birimi

~ : Yaklasik olarak esittir
Kisaltmalar
RH1 . Rattus rattus Habitat 1 (Kentsel yasam alanindan alinan 6rnekler)
RH2 : Rattus rattus Habitat 2 (Kirsal yasam alanindan alinan 6rnekler)
RL - Rattus sp. Laboratuvar (Laboratuvar ortaminda yetistirilen 6rnekler)
rRNA : Ribozomal riboniikleis asit
DNA : Deoksiriboniikleik asit
FASTQ : Sekanslama dizilerinin hata orani ile ifade eden yazim formati
oTuU : Sekanlama ile olusturulan anlamli dizi parcalari
V3-V4 : 16S rRNA ekzon bolgeleri

dNTP : Deoksinukleozit trifosfat



1. GIRIS VE AMAC

Rodentia, 2000'den fazla tiirden olusan en biiyiik memeli takimidir ve tiim memelilerin
yaklagik %42' sini icermektedir (Carleton ve Musser, 2005). Bu hayvanlar kara, agag,
toprak alt1 ve yar1 sucul gibi ¢ok farkli habitatlarda yayilis gosterirler (Yigit vd., 2006).
Farkli ¢evresel kosullara kars1 gostermis olduklari gliglii cevresel duyarliliklar: ve adaptif
kapasiteleri nedeniyle kilit ekolojik gruplar olarak biyolojik arastirmalarda dikkat
cekmektedir (Liu, 2019). Dogal rodent populasyonlar1 ile ilgili yapilan saha
calismalarinda bazi kemirgenlerin miikemmel paraziter hastalik modelleri veya insanlari
enfekte eden dogal viriis konakeilar1 olduklar1 bulunmustur. Bazi tiirler ise yaslanma,
kanser veya metabolik hastaliklar i¢in onlar1 6nemli modeller haline getiren benzersiz
ozelliklere sahiptir (Donnely vd., 2015).

Son yillarda bagirsak mikrobiyomunun insan psikolojisi ve metabolizmasi iizerinde
sasirtic etkilerini ortaya cikaran arastirmalarda in vivo modeller olarak zebra baligi,
Caenorhabditis elegans (nematod), Drosophila melanogaster (insect)’ in yani sira fareler
ve si¢anlar yaygin olarak kullanilan rodentlerdir (Wei vd., 2018, Lict ve Bahl, 2019).
Insan bagirsak mikrobiyotasinda Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Spirochaeates, VadinBE97 olmak
iizere toplam 9 bakteri ¢esidi tanimlanmistir. Insan ve fare mikrobiyotas: Fusobacteria’
lar disinda mikrobiyal ¢esitlilik bakimindan benzerlik gostermektedir. Firmicutes ve
Bacteroidetes’ler memeli bagirsak mikrobiyotasi i¢in baskin tiirlerdir (Backhed et al.,
2005). Hayvan modelleri, mikrobiyotay1 degistirici faktorlerin olumsuz etkilerinin
degerlendirilmesinde 6nemli bir arag olusturmaktadir (Chung vd., 2012). Bagirsakta
meydana gelen mikrobiyal degisikliklerin insanlarda norolojik hastaliklardan metabolik
ve kardiyovaskiiler hastaliklara ayrica kanser ve gastrointestinal rahatsizliklara kadar
etkili olmasi mikrobiyota arastirmalarini ilgi odagi haline getirmistir (Helmink vd., 2019).
Ekolojik ve evrimsel kuvvetler bagirsak mikrobiyotasinin mikrobiyal ¢esitliligi ile
iliskilendirilen giiclii hipotezlerdir. Bu aragtirmada farkli yasam alanlarindan alinan dogal
rodent popiilasyonlarinin (Rattus rattus) bagirsak mikrobiyotasi, 16S rRNA yeni nesil
dizileme teknigi ile tespit edilerek “Ekolojik faktorler ve Mikrobiyota” arasindaki
iliskinin belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica filogenetik agidan mikrobiyotada meydena

gelen cesitliligi arastirmak amaci ile Rattus rattus, Mus musculus, Nannospalax



xanthodon tiirtiniin iki kromozomal formu (2n=60, 2n=52) mikrobiyal acidan
incelenmistir. Son olarak kolorektal kanser (CRC) ile iliskili oldugu bilinen genlerin iki
farkli habitattan alinan ratlarda ekspresyon seviyeleri arastirilarak bagirsak
mikrobiyotasinin CRC olusumunda ve 6nlenmesindeki etkisi bir 6n ¢aligsma niteliginde

calistimistir.

2. GENEL BILGILER
Gelismis organizmalar, ¢gogunlugunu farkl tiirde bakterilerin olusturdugu ayni zamanda
mantar, viriis ve diger tek hiicrelileri de igeren ¢esitli mikroorganizmalara ev sahipligi
yapar. Bu organizmalar yararli bakterilerle uyumlu, dengeli bir yasam siirdiirmektedir.
Insan ve bircok memelinin ev sahipli§i yaptigi mikroorganizmalarin olusturdugu
toplulugun tiimiine Mikrobiyota, bu toplulugun toplam gen yapis1 ve etkilestigi ¢cevreye
ise Mikrobiyom ad1 verilir (Cénit vd., 2014; Walker vd., 2013). Memeli mikrobiyotasi
deri, ireme organlari, solunum ve yaygin olarak bagirsak sisteminde yerlesmistir. Memeli
organizmalarda en yogun ve en g¢esitli mikroorganizma toplulugunun barinmasinda
bagirsaklarin kivrimli yapisi ve zengin besin igerigine sahip olmasi etkilidir (Y1lmaz vd.,
2017). Bu bakteriler vitaminleri, aminoasitleri ve kisa zincirli yag asitleri gibi
metabolitleri sentezler (Bull vd., 2014). Bu nedenle, bagirsak mikrobiyal topluluklarinin
karakterizasyonu, saglik ve hastalikta konak-mikrop etkilesiminin anlasilmasinda biiyiik
oneme sahiptir. Yapilan calismalar bagirsak mikrobiyomundaki bozulmalar1 otizm,
depresyon, sizofreni, obezite, tip 2 diabetes mellitus, romatoid artrit gibi ¢esitli metabolik
ve komorbid néropsikiyatrik bozukluklarla iliskilendirmistir (Grochowska vd., 2018;
Shreiner vd., 2015). Bu nedenle mikrobiyal toplulugun gelisimi, saglikli bir yasamin
biitlin evrelerinde biiyiikk bir oneme sahiptir (Gensollen vd., 2016). Bagirsak
mikrobiyotasinin gelisimi, diyet ve yasam tarzi dahil olmak iizere konak ve ¢evresel
faktorler arasindaki karmasik bir etkilesimle diizenlenir (Rothschild vd., 2018). Bagirsak
mikrobiyotasinin dogumdan yasliliga kadar dinamikleri, bu toplulugun konak igindeki
degiskenligine ve hastalik riskleri ile olast iliskilere 151k tutabilir (Béckhed vd., 2015).
Saglikli bireylerde mikrobiyota, dogum seklinin bile etkiledigi ve dogumdan sonra
ekolojik ¢evre ile olan etkilesime bagli olarak olugsmaya baslar (Wopereis vd., 2014).
Mikrobiyotanin olgunlasma siirecinde beslenme, genetik faktorler, yas ve yasanilan

cografik bolgeler etki gostermektedir (Flandroy vd., 2018). Ortamdaki etkenlerden



kaynaklanan ¢evresel mikrobiyota bagirsak mikrobiyotasiyla etkilesime girip onu
destekleyebildiginden, farkli ortamlar ve karakteristik mikrobiyotlar norogelisim ve
zihinsel saglig1 etkileme potansiyeline sahiptir (Rook, 2013).

[1k yaslardan itibaren olusmaya baslayan bagirsak mikrobiyotasinin fizyolojik, metabolik
ve bagisiklik sistemi iizerinde olduk¢a karmasik ve aktif gorevler iistlendigi tahmin
edilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasi, bagisiklik sisteminin bakteriler ile ilk defa
tanismasin1 ve daha sonra bakterilere karsi kullanmak tizere hafiza hiicreleri (B
lenfositler) olusmasinda biiylik bir etkendir (Chow vd., 2010; Bjorkstén vd., 2001).
Boylece bagirsak mikrobiyotasindaki bakteri tiirlerine karst bagisiklik kazanilarak
bagisiklik sistemi giiclendirilir. Gelisen bagisiklik sistemi yararli ve zararli bakterileri
birbirinden ayirt edebilir. Bdylece denge igerisinde uyumlu bakterilere tolerans
gosterilirken, hastalik olusturanlara karsi savunma yanit1 verilir. Bagirsak mikrobiyotasi
bagisiklik sisteminin olgunlagmasini, besin emilimini ve metabolizmay: etkiler, patojen
kolonizasyonunu onler (Vrieze vd., 2010; Belkaid vd., 2014). Arastirmacilar bagirsak
mikrobiyotas1 dengesizliginin genellikle enerji metabolizmasi, besin emilimi ve
bagisiklik sistemi bozukluklari ile iliskili oldugunu gostermistir (Zhang vd., 2015; Jin vd.,
2015). Stresin bagirsak bariyer fonksiyonunu onemli Olg¢lide etkiledigi, bagirsak
gecirgenligi ve sistemik inflamasyona yol agtig1 gdsterilmistir (Lambert, 2009). Ornegin,
kisa zincirli yag asitleri (SCFA'lar), bagirsak mikrobiyotasi, konak immiin tepkisi ve
indol tiirevleri gibi aromatik aminoasit metabolitlerinin epitel bariyer biitlinliigliniin
korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Maslowski vd., 2009; Bansal vd., 2010).
Prebiyotikler ve probiyotikler, mikrobiyotayr normallestirmek ve intestinal bariyer
fonksiyonunu iyilestirmek i¢in umut verici bir yaklasim olarak onerilmistir (Russo vd.,
2012; Wilms vd., 2016). Mikrobiyotanin yetiskinlerde, asir1 bir dis stres etkeni olmadan
(6rnegin diyet degisiklikleri veya antibiyotik tedavisi) nispeten stabil ve esnek oldugu 6ne
stirtilmistiir (Faith vd., 2013; Rajili¢-Stojanovi¢ vd. 2013). Mikrobiyotadaki bu esneklik,
bir stres etkisi sona erdiginde ilk durumuna donmesini saglar (Palleja vd., 2018).
Molekiiler temelli mikrobiyal arastirmalar, mikrobiyal ekolojiye bakis agisini biiyiik
Olciide artirmis ve mikrobiyotadaki degiskenlikle ilgili dis faktorlerin tanimlanmasini
hizlandirmistir (Falony vd., 2016). Louis Pasteur, mikropsuz yagamin imkansiz oldugunu
diigiiniirken (Pasteur, 1885), bugiin mikropsuz farelerin bazi ¢aligmalar i¢in uygun oldugu

bilinmektedir. Bu nedenle, mikropsuz fareler adi verilen aksenik fareler, konak¢i ve



bagirsaktaki bakteriler arasindaki etkilesimi incelemek icin yararli araglar saglar (Smith
vd., 2007; Yi vd., 2012). Bununla birlikte, mikropsuz hayvanlar, geleneksel spesifik
patojen icermeyen (SPF) bireylerden fizyolojik olarak farklidir ve bu nedenle
ksenobiyotiklerin in vivo kullaniminda farkliliklar gosterir (Ilett vd., 1990). Bagirsak
mikrobiyotasinin agir metaller de dahil olmak {izere c¢evresel Kirleticilerin
biyoyararlanimi1 ve toksisitesinin 6nemli bir aract olmasi muhtemeldir (Breton vd., 2013).
Mikrobiyota kendi basina bagirsak i¢cindeki metallerle ya da, aktif alim yoluyla, pasif
tasima veya emme yoluyla etkilesime girebilir (Morozzi vd., 1986; Halttunen vd., 2008).
Oral yolla alinmis toksik metallerin girisini kontrol eden bagirsak bariyer biitiinligi,
epitelyal ve mukoza tabakasinin fiziksel engellerini igeren bir yap1 olarak mikrobiyota
konak¢1 etkilesimlerinde Onemli bir yere sahiptir. Bagirsak mikrobiyotast ve
metabolitleri, pH, oksidatif denge, detoksifikasyon enzimleri, ksenobiyotik-metabolize
eden ve konak¢1 proteinlerin tasinmasi gibi ¢evresel parametreleri de etkileyen énemli
faktorlerdir (Claus vd., 2011). Mikrobiyal arastirmalarin biiyiikk bir ¢ogunlugunda,
kemirgen hayvanlarin digki mikrobiyomu yiiksek verimde sekanslama teknikleri ile
analiz edilerek bagirsak mikrobiyotasi iizerinde kontaminantlarin etkisi belirlenmistir
(Brinkman vd., 2011; Breton vd., 2013). Laboratuvar hayvanlarinda (Rattus rattus, Mus
musculus vb.) diyet uygulamasi ile gergeklestirilen bu arastirmalarda agir metaller gibi
inorganik ya da pestisitler gibi organik Kkirleticilerin mikrobiyota {izerine etkisi
incelenmistir (Sizentsov vd., 2019; Breton vd., 2013; Fang vd., 2018; Fazeli vd., 2010;
Feng vd., 2017; Jaeggi vd., 2015). Son yillarda bagirsak mikrobiyomunun insan
psikolojisi ve metabolizmasi lizerinde sasirtici etkilerini ortaya ¢ikaran arastirmalarda ise
in vivo modeller olarak zebra baligi, Caenorhabditis elegans (nematod), Drosophila
melanogaster (insect)’ in yani sira fareler ve siganlar yaygin olarak kullanilan rodentlerdir
(Wei vd., 2018; Lict and Bahl, 2019). Insan bagirsak mikrobiyotasinda Firmicutes,
Bacteroidetes,  Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia,
Cyanobacteria, Spirochaeates olmak iizere toplam 8 bakteri grubu tanimlanmustir. Insan
ve fare mikrobiyotasi Fusobacteria’ lar disinda mikrobiyal ¢esitlilik bakimindan benzerlik
gostermektedir. Firmicutes ve Bacteroidetes’ler memeli bagirsak mikrobiyotast igin
baskin tiirlerdir (Backhed vd., 2005). Hayvan modelleri, mikrobiyotay1 degistirici
faktorlerin olumsuz etkilerinin degerlendirilmesinde 6nemli bir ara¢ olusturmaktadir

(Chung vd., 2012).



2.1. Rattus rattus (Linnaeus, 1758)’un Habitat ve Besin Tercihi
Rattus cinsinin iiyeleri yaklasik tic milyon y1l 6nce Pliyosen doneminde ortaya ¢ikmis ve

Glineydogu Asya'ya dagilmistir (Aplin vd., 2003). Genis habitat ¢esitliliginde yasamaya
adapte olabilmeleri, onlarin sonraki zamanlarda Antartika harig her kitada ve tiim habitat
tiplerinde yayilmalarint saglamistir (Lund, 1994). Rattus (Fischer, 1803) cinsi, 66 tiire
sahip olup memelilerin en biiyiik kemirgen cinsini olusturur (Musser& Carleton, 2005).
Bu tiirler arasinda insanlarla yakin iliskili “kommensal tiir” ler olarak bilinen R. exulans,
R. nitidus ve R. turkestanicus esas olarak Orta ve Giineydogu Asya'da bulunurken, R.
norvegicus ve R. rattus'un dagilimi neredeyse diinya ¢apindadir (Aplin vd., 2003).
Tiirkiye’de Ratus rattus (Siyah sigan) ve R. norvegicus (Kahverengi si¢an) olmak iizere
iki tir bulunmaktadir (Yigit vd., 1998). R. rattus ve R. Norvegicus nadiren yaban
hayatinda bulunan ve insanlarla birlikte yasama yakinlig1 diger tiirlere gore ¢ok daha fazla
olan tiirlerdir (Feng ve Himsworth, 2014). Siyah sicanlar kentsel alanlarda depolar,
konutlar ve diger insan yerlesim yerlerinin etrafinda (binalarin catilari, asma tavan aralari,
duvar bosluklari, yer alti tiinelleri) bulunurlar (Dowding vd., 1994; Bennet vd., 2011).
Kirsal alanlarda ise ¢iftlikler, ahir ve mahsullerin depolandig1 odalar gibi alanlar onlarin
besin ihtiyacina uygun yerlerdir (Yabe vd., 1979; Nowak, 1999). Kirsal bolgelerde
yasayan ratlara kiyasla, kentsel ratlar genellikle daha yiiksek bir biiyiime oranina sahip ve
cinsel olgunluga daha hizli bir sekilde ulasir (McGuire vd., 2006). Tipik bir yetiskin siyah
sigan 15 ila 22 cm viicut boyu, 12.75 ila 18.25 cm tam boy uzunlugundadir. Viicut agirhigi
ise alt tiirlere bagli olarak 75 ila 230 g arasinda degismektedir (Schwartz vd., 2001;
Gillespie, 2004,). Hem kentsel hem de kirsal sicanlarda, biiylime hiz1 yasla birlikte azalir,
ancak ergin kentsel sicanlar yaslandikca kiitle kazanmaya devam ederken, ergin kirsal
sicanlar ya ayn1 agirhikta kalir ya da Kkilo verir. Davis (1949), hem kentsel hem de kirsal
popiilasyonlara ait bireylerin ayni diyetle beslendiginde ayni oranda biiyiidiigiinii ve ayn
boyuta ulagtigini gostermistir. Biliylime ve olgunlagsma oranlari, degisken kaynak
bollugunun bir fonksiyonu olarak sehirlerarasinda ve sehir icindeki farkli alanlar arasinda
degisebilmektedir (Glass vd., 1988). Siyah siganlarin dogal besin kaynagini salyangozlar,
eklembacaklilar, mantarlar, tohumlar, yapraklar, meyveler, cicekler, aga¢ kabugu ve
saplar gibi besinler olusturmaktadir (Clark, 1980; Marsh, 1994). Bozkir alanlarda yasayan
R. rattus’un mide igeriginde %70 meyveler, % 15 eklembacaklilar, % 8 tohumlu
meyveler, % 2 kok, % 1 ¢igek, % 1 ¢imen yapragi ve iz besinler olarak (= <% 1) ¢esitli
tohumlar ve yapraklar tespit edilmistir (Clark vd., 1982). Ancak sicanlar ¢ok cesitli



yiyeceklere adapte olabildikleri i¢in besin tercihi biiyiik 6l¢lide mevcudiyetle belirlenir.
Ornegin, kentsel yasam durumunda dogal besin bulamayan siganlar i¢in ¢dpte bulunan
clirimiis yiyecekler bir besin kaynagidir (Glass vd., 1988; Traweger ve Slotta-Bachmayr,
2005). Kemirgenlerin birincil besin kaynagi olan bitki Ortiisii ve omurgasizlardaki
kirletici konsantrasyonlar1 dikkate alinarak yapilan aragtirmalar ¢evre kirliligi hakkinda
onemli bilgiler saglanmistir (Pereira vd., 2006). Karasal yasam alanlarda rat ve fareler
basta agir metal olmak iizere inorganik kirleticiler, radyoaktif kirleticiler ve organik
kirleticilerin olusturduklar1 c¢evre kirliligini ortaya ¢ikarmak i¢in biyomonitdr olarak

siklikla kullanilmaktadir (Wiinschmann, 2002; Jankovska vd., 2009).

2.2. Agir Metallerin Mikrobiyata Uzerine Etkisi
Laboratuvar hayvanlari {izerinde yapilan arastirmalarda 6zellikle agir metallerin kiigiik

memeli mikrobiyatasinda 6nemli degisikliklere neden oldugu kaydedilmistir. Breton vd.
(2013), diisiik konsantrasyonlarda (10 veya 20 mg / kg) ve yiiksek konsantrasyonlarda
(100 mg / kg) kadmiyum’a (Cd) maruz birakilan sicanlarda Firmicutes'in Bacteroidetes'e
oraninin 6nemli Ol¢iide azaldigimi kaydetmistir. Kadmiyum ile muamele edilmis
sicanlarda, Bifidobacteri ve Lactobacilli gibi faydali bakterilerin yogunlugu onemli
oOl¢iide azalirken, Clostridiales, Prevotella ve S24-7 gibi zararli bakterilerin yogunlugu
arttirmistir.  Kadmiyum (Cd)'a maruz kalmanin, siganlarin bagirsak kanalindaki
mikrobiyom iizerindeki etkisi bir¢ok aragtirmaci tarafindan kaydedilmistir (Liu vd., 2014;
Fazeli vd., 2010). Benzer sekilde, Kursun (Pb) ile muamele edilmis siganlarda,
Lactococcus, Enterorhabdus ve Caulobacterales yogunlugu azalirken kilo ve diger
hastaliklarla iligkili olan Desulfovibrionaceae, Barnesiella ve Clostridium bakterilerinin
yogunlugu artmistir (Wu vd., 2016). Krom’a (Cr) maruz birakilmis siganlarda,
Bacteroidetes ve Tenericutes orani artmis ve Firmicutes orani 6nemli dl¢lide azalmaistir.
Ancak Kursun’a (Pb) maruz kalan si¢anlarda, Bacteroidetes ve Firmicutes oranlarinin
diistiigii goriilmiistir (Wu vd., 2016). Sicanlarda krom toksisitesinin azaltilmasi
durumunda, probiyotik susu L. plantarum TW1-1'in bagirsak mikrobiyotasinin
dengesinin korunmasinda ve bagirsak bakterilerinin  krom azaltma kabiliyetinin
arttirtlmasindaki  kritik rolii vurgulanmistir (Wu vd., 2017,) Probiyotiklerin, agir
metallerin indiikledigi bagirsak mikrobiyotasinin degisen kompozisyonunu ve
fonksiyonunu geri kazanmada rol oynadigini gostermistir. L. reuteri DSM17938

miidahalesi, diisiik konsantrasyondaki Nikel (Ni) diyetli sicanlarda, bagirsak



mikrobiyotas1 dengesinin restorasyonuna ve laktik asit bakterilerinin (LAB) biyolojik
cesitliliginin artmasina katkida bulunmustur (Randazzo vd., 2014). Agir metallerin
toksisitesini azaltmak i¢in kullanilan probiyotikler genellikle Lactobacil’dir (Monachese
vd., 2012). Arastirmalar, Lactobacilli'nin akut ve kronik kadmiyum (Cd) toksisitesini
azaltabildigini, organizmalar1 pestisitlerin toksisitesine karsi koruyabildigini ortaya
cikarmistir (Kamaladevi vd.,2016; Trinder vd., 2016). Ayrica antibiyotiklerin diyare ile
iligkili riskini azaltabilecegini ve bagirsak mikrobiyotasinin yeniden dengeledigini
gostermistir (Hempel vd., 2012).

Diyetlerinde yiiksek bakir seviyesi igceren (120 veya 240 mg / kg) sican gruplarinda
Christensenellaceae, Lachnospiraceae ve Allobaculum, Flavonifractor, Oscillospira,
Blautia bakterilerinin popiilasyon yogunlugunun azaldig tespit edilmistir. Oscillibacter,
Anaerotruncus, Peptococcus ve Dorea artarken, Allobaculum, Flavonifractor ve
Oscillospira bollugu cins diizeyinde 240 mg Cu / kg grubunda azalmistir (Feng vd., 2017).
Cins seviyesinde, 6 mg Cu / kg gruba kiyasla, yiiksek bakir seviyesi igeren (120 veya 240
mg/kg) grupta Ruminococcaceae, Defluviitaleaceae, Peptococcaceae,
Peptostreptococcaceae ve Turicibacter, Coprococcus, Blautia familyasi ile iligkili olan
cogu cinsin bollugu artmistir (Feng vd., 2017). Bagirsak mikrobiyotasinin metabolik
aktivitesi, kirletici maddelerin indiikledigi toksisitenin neden oldugu doku hasar1 ve diger
hastaliklara karsi rol oynamaktadir (Pengya vd., 2019). Allobaculum'un dekstran siilfat
sodyum kaynakli inflamasyonu onledigi (Wang, 2015) ve ileal (ileum kaynakl)
bagisiklik markerleri ile pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Cox vd., 2014).
Zackular, (2014), bagirsak mikrobiyotasinda Ruminococcaceae ve Lachnospiraceae'nin
artis gOstermesinin, bu bakterilerin kolorektal kanserin teshisinde mikrobiyom
biyobelirtegleri olabilecegini bildirmistir. Mikrobiyal ¢esitlilik demir ile indiiklenmis
ratlarda 6nemli Olciide etkilenmistir (Fang vd., 2018). Diisiik bakteri ¢esitliligi ve diisiik
Lachnospiraceae, bagirsak iltihabiyla iliskili ve kolite yatkinlik belirteci olarak kabul
edilmistir (Lepage vd., 2011; Brinkman vd., 2011). Demir (Fe) mikroorganizmalar i¢in
kritik bir mikro besin maddesi olmasina ragmen hayvan g¢alismalarinda asir1 demir
takviyesinin bagirsak mikrobiyotasinin disbiyosis’ine neden oldugu gdosterilmistir (Lee
vd., 2008; Tompkins vd., 2001). Asir1 serbest demir, oksidatif stresi indiikleyebilecek
zarar verici serbest radikal tiirlerin iiretimine katilabilir (Papanikolaou vd., 2005). Yapilan

caligmalar yiliksek diyet icerikli demirin, sican kalin bagirsaginda kript hiicresi



proliferasyonundaki degisikliklerle iligskili oldugunu gostererek {ilseratif koliti
siddetlendirebilecegini ortaya koymustur (Siegers vd., 1992; Carrier vd., 2006). Ratlarda
24 mg Fe uygulamasi Ruminococcaceae UCG-014'tin bollugundaki 6nemli bir artis,
Lachnospiraceae FCS020 ve Allobaculum'un bol miktarda azalmasi bagirsak sagligi
iizerinde olumsuz etkilere yol agmistir. Ayn1 zamanda Enterobakterileri arttirdigi ve
bagirsak iltihabini indiikledigi bildirilmistir (Jaeggi vd., 2015; Zimmermann vd., 2010).
Coprococcus 1’ in kontrol grubuna goére goriilen anlamli artisin, biiylik olasilikla
metabolik yollarindaki hidrojenazlar gibi demir bagimli enzimlerden dolay:r oldugu

goriilmiistiir (Calusinska vd., 2010).

2.3. Zirai Ilaclarin Mikrobiyota Uzerine Etkisi
Bagirsak mikrobiyotasindaki bakteriler insektisit direnci ile iligskilendirilmistir (Dada vd.,

2018). Malathion, diazinon ve glifosat pestisitlerin 6nemli ti¢ temsilcisidir. Diazinonun
bagirsak mikrobiyomu lizerine etkisi cinsiyetlere gore sican modellerinde incelenmistir.
Spesifik olarak, Bacteroidaceae, Burkholderiales, Clostridiaceae ve
Erysipelotrichaceae’e ait Coprobacillus dahil olmak tizere bircok bakteri cinsi sadece
erkek siganlardaki mikrobiyomlarda tespit edilmistir. Lachnospiraceae, Butyrivibrio,
Lachnospiraceae, Shuttleworthia, Staphylococcaceae bakterileri diazinon
uygulanmasindan sonra erkek sicanlarda tamamen yok olduklari rapor edilmistir (Gao
vd., 2017). Diger bir yaygin pestisit tiirii olan organoklorik pestisit (OCP)’in, hayvanlarda
bagirsak florasi, lipit metabolizmasi, doku ve viicut agirligina zararl etkileri oldugu
bilinmektedir. Siganlarda, organoklorik pestisit; Firmicutes ve Proteobacteria
popiilasyonlarmin  artmasina Bacteroidetes, Verrucomicrobia ve Actinobacteria
popiilasyonunun azalmasma neden olmustur (Liu vd., 2017). Bir diger pestisit tiirii
Permetrin, siganlarda diyet yoluyla uygulandiginda, Bacteroides prevotella ve B.
porphyromonas tiirlerinin popiilasyonunda azalmaya ve fekal mikrobiyotada
Enterobacteriaceae ve Lactobacillus'un popiilasyonunun artisa neden olmustur (Nasuti
vd., 2016). Siganlarin beslenme kaynagi olan mantarlar1 engellemek i¢in tarimda yaygin
olarak kullanilan Imidazol uygulanan siganlarin mikrobiyomunda, Lactobacillus ve
Bifidobacterium'un popiilasyonu azalirken, Deltaproteobacteria ve Desulfovibrio'nun
miktart Imidazol uygulamasina cevap olarak artmugtir (Kan vd., 2015). Zararh
eklembacaklilara kars1 kullanilan bir insektisit tiirii olan Chlorpyrifos’un sicanlar

iizerinde 9 hafta uygulandiktan sonra bakteriyel cinsler arasinda farkli paternler



olustururarak sicanlarda bagirsak mikrobiyotasi iizerinde etkiler yarattigi gorilmustiir
(Fanga vd., 2018). Normal diyet ile beslenen siganlarda klorpirif (organofosfat pestisit)’
lerden etkilenen 12 bakteri cinsinden belirgin bir sekilde; sadece Sutterella cinsi
bakterilerin klorterrifos ile iki kattan daha fazla zenginlestigi goriilmistiir. Ayrica diisiik
Klorpirifos dozu, Allobaculum, Candidatus Saccharimonas, Coprococcus, Anaeroplasma,
Roseburia ve Sutterella 'da artisa Pseudoflavonifractor, Anaerosporobacter, Aerococcus,
Brevundimonas ve Trichococcus’ da azalmaya neden olmustur (Fanga vd., 2018).
Memeliler ¢evresel kirleticilere oral, inhalasyon ve deri yolu ile maruz kalmaktadir. Kil
ve deri, kirletici maddelere karsi énemli bir engel saglasa da rodentlerin genellikle
kontamine olmus besinler araciligi ile agir metaller ve zirai kimyasallara maruz
kalmaktadir. Solunum yolu ile maruz kalma ise ancak zamaninin ¢ogunu toprak altinda
gegiren bazi tiirler i¢in 6nemli bir maruz kalma yoludur (Smith vd., 2007; Beernaert vd.,
2008).

2.4. Bagirsak Mikrobiyotasinda Yaygin Olarak Bulunan Bakteriler
Memeli mikrobiyotas: farkli hayvan tiirlerinde farkli kompozisyonlara sahip olup

anatomik ve beslenme aliskanliklarina (omnivor, karnivor, herbivor) bagli olarak oldukga
karmasik ve genistir (Flemer vd., 2016). Insan ve sicanlara ait mikrobiyal sekans
verilerine gore her ikisinde de benzer olarak Firmicutes ve Bacteroidetes (% 93) tiirlerinin
baskin oldugu tespit edilmistir (Lleala vd., 2019). Laboratuvar ratlarinin kullanildig1 diger
arastirmalarda da farelere gore rat bagirsak mikrobiyotasinin insanlara daha cok
benzedigi dogrulanmustir (Albert vd., 2008; Manichanh vd., 2010). Bununla birlikte
kentsel yasam alanlarindaki yabanil siganlarin patojenik bakteri (Escherichia coli,
Salmonella spp., Listeria spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Coccidia ve Eimeria
spp., Leptospira icterohaemorrhagiae) kaynagi oldugu bilinmektedir (Battersby ve
Webster 2001; Guenther vd., 2012; Himsworth vd., 2015).

2.4.1. Bacteroidetes
Bacteroidetes subesi, toprakta, ¢okeltilerde, deniz suyunda, bagirsaklarda ve hayvanlarin

derisi de dahil olmak iizere ¢evrede yaygin olarak bulunan ii¢ biiyiik Gram negatif,
sekilsiz, anaerobik veya aerobik ve ¢ubuk seklindeki bakteri sinifindan olusur. Bazi
Bacteroides tiirleri firsatg1r patojenler olsa da, birgok Bacteroidetes, gastrointestinal
sisteme yiiksek oranda bulunan simbiyotik tiirlerdir. Bacteroidetes baZirsaklarda ¢ok

fazla miktarda bulunur. Proteinlerin veya kompleks seker polimerlerinin par¢alanmasi



gibi konake1 i¢in gerekli olan metabolik doniistimleri gergeklestirirler. Anne siitiindeki
sindirilmeyen oligosakaritler her ikisinin de biiytimesini desteklediginden Bacteroidetes
ve Bifidobacterium tiirleri zaten bebeklerde bulunan gastrointestinalde bulunmaktadir.
Boylece spesifik etkilesimler yoluyla konagin immiin sistemi tarafindan segici olarak
taninir (Rajili¢-Stojanovi¢ vd., 2014).

2.4.2. Firmicutes

Firmicutes ¢ogu gram-pozitif hiicre duvar1 yapisina sahip olan bir bakteri subesini
olusturmaktadir. Bununla birlikte, Megasphaera, Pectinatus, Selenomonas ve
Zymophilus gibi birkagi, gram-negatif boyanmalarina neden olan gbzenekli bir sahte dis
zara sahiptir. Genellikle cocci (tekil coccus) veya ¢ubuk benzeri formlarda (basil) hiicre
yapisina sahiptir. Bir¢ok Firmicute, kurumaya direngli olan ve asir1 kosullara dayanabilen
endosporlar tiretir (Ley vd., 2006-a). Cesitli ortamlarda bulunurlar ve grupta bazi énemli
patojenler bulunur. Bu aile iiyelerinden heliobakteriler, anoksijenik fotosentez yoluyla
enerji iiretir. Firmicutes, farenin ve insan bagirsagi mikrobiyomunun en biiyiik boliimiinii
olusturur (Ley vd., 2006-b). Bagirsak florasinin bir pargasi olarak Firmicutes boliimiiniin
enerji emiliminde rol oynadig1 ve potansiyel olarak diyabet ve obezite gelisimi ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Ley vd., 2005). Saglikli yetiskin insanlarin bagirsaklarinda, bol
miktarda bulunan (toplam bagirsak mikrobiyosunun %5'i) Faecalibacterium prausnitzii
(F. prausnitzii), Firmicutes subesinin bir iiyesidir. Bu tiir dogrudan obezitede diisiik
dereceli inflamasyonla iliskilidir (Chakraborti, 2015). Daha yiiksek Firmicute miktarlari,
farelerde daha fazla yaglanma ve viicut agirligr ile de iliskilendirilmistir (Turnbaugh,
2008). Spesifik olarak, obez farelerde, Mollicutes smifi (Firmicutes subesi) en yaygin
olanmidir. Yiiksek Firmicutes bolluguna sahip olan obez farelerin mikrobiyotasi, obez
olmayan farelerin bagirsaklarina nakledildiginde, kontrol grubu mikrobiyotasi

nakledilenlere kiyasla 6nemli miktarda viicuttaki yag oranini artmistir (Million, 2013).

2.4.3. Proteobacteria
Proteobakteriler Gram negatif olup (bazilar1 pratikte Gram pozitif veya Gram degiskeni

tarafindan boyanabilir) esasen lipopolisakaritlerden olusan bir dig membrana sahiptir.
Flagella kullanimiyla hareket edebilirler ancak bazilari hareketsizdir. Metabolizma
tirlerinde genis bir gesitlilik mevcuttur. Cogu iye fakiiltatif veya zorunlu olarak

anaerobik, kemolitototoprofik ve heterotrofiktir, ancak ¢ok sayida istisna ortaya g¢ikar.



"Proteobakteriler", kadinlarda alt iireme sisteminin mikrobiyota dengesizligi ve iltihap ile
iliskilidir (Bennett, 2015).

2.4.4. Aktinobacteria

Aktinobakteriler, karasal veya sucul olabilen Gram pozitif bakteri subesini olusturur.
(Servin vd., 2008). Toprakta, mantarlar gibi davranarak ©lii organizmalarin organik
maddelerinin ayrismasina yardimci olurlar. Actinomycetales (actinomycetes), kolonilerin
siklikla bir mantar gibi genis miseller olusturmasi bu bakteri tiyelerinin uzun siire mantar
oldugunu diistindiirmiistiir. Baz1 toprak Actinobacteria'lar1 (Frankia gibi), kokleri topragi
saran bitkilerle simbiyotik olarak yasar ve bitkinin sakkaritlerine erisim karsiliginda
bitkiler i¢in nitrojen saglar. Mycobacterium cinsinin birgok iiyesi gibi diger tiirler 5nemli
patojenlerdir. Actinobacteria'ya toprakta sagladig1 faydanin disinda heniiz hakkinda ¢ok
fazla bilginin bulunmadig: bir gruptur. Birincil olarak toprak bakterileri olarak anlagilmis
olmasina ragmen, tatl sularda daha fazla bulunabilirler (Ghai vd., 2011). Actinobacteria
baskin bakteriyel subelerden biridir ve en biiyiikk bakteri cinslerinden biri olan
Streptomyces'i igerir. Tibbi veya ekonomik Oneme sahip ¢ogu Actinobacteria,
Actinomycetales sinifina ait, Actinobacteridae alt sinifindadir. Bazilari insanlarda
hastaliga neden olurken, Streptomyces antibiyotik kaynagi olarak dikkat ¢cekmektedir.
Actinobacteria'lar, 6zellikle Streptomyces, tipta insanlar i¢in faydali olan bir¢ok biyoaktif
metabolitin {reticisi olarak taninir. Antibakteriyeller, antifungaller, antiviraller,
antitrombotikler, immiino-karistiricilar, antitimor ilaglar ve enzim inhibitorleri,
insektisitler, pestisitler, herbisitler, antifungal, bitki ve hayvanlar i¢in biiylimeyi tesvik
edici maddeler dahil olmak iizere tarimda bir¢ok zirai ilag tiretiminde de kullanilmaktadir

(Bressan, 2003, Atta, 2009).

2.4.5. Verrucomicrobia
Bu sube sadece birkag tane tamimlanmis tiir icerir (Ornegin; Verrucomicrobium

spinosum). Tespit edilen tiirler; tatli su, deniz ve toprak ortamlarindan ve insan
digskisindan izole edilmistir. Gametlerinde yasayan nematodlarin ekstriizyon patlayici
ektosimbiyolar1 ve endosimbiyomlar1 da dahil olmak iizere dkaryotik konaklarla birlikte
yasayan heniiz laboratuvar sartlarinda kiiltiire edilmemis bir dizi tiir tanimlanmaistir.
Genellikle ellerde ve ayaklarda bulunan sigiller i¢in Verrucae ismi kullanilsa da, bu isim

sigil nedeni olduklarindan degil benzer morfolojisi nedeniyle verilmistir (Cho vd., 2004).



2.4.6. Spirochaetes
Spirochaete, cogu uzun, heliksel olarak sarilmis (tirbuson seklinde veya spiral) hiicrelere

sahip ayirt edici didermal (¢ift membranli) bakteriler iceren Spirochaetes'in bir tiyesidir
(Ryan vd., 2004). Dogada kemoheterotrofik olan Spirochaetler’ in uzunluklar 3 ila 500
um arasinda ve caplart yaklasik 0,09 ila en az 3 pm arasindadir (Margulis vd., 1993).
Spirochaetler, diger bakteriyel filamanlardan, flagellalarinin bakteri i¢ zar1 ile dig zar
arasinda uzunlamasina uzanan eksenel filamentler olarak konumlanmalari ile ayirt
edilirler. Bu yapilar, Spirochaete'nin hareket etmesini saglayan biikiilme hareketine neden
olur. Spirochaete eseysiz enine ikili boliinmeyle cogalir. Spirochaet’lerin ¢cogu serbest
yasayan Ve anaerobiktir, ancak c¢ok sayida istisna vardir. Spirochaetes bakterileri
patojenik kapasiteleri ve yasadiklar1 ekolojik ortamlarin yani sira guanin-sitozin igerigi

ve genom biiylikligl gibi molekiiler 6zelliklerde gesitlilik gosterir (Paster, 2011).

2.4.7. Synergistia
Sinerjist'lerin iki katl hiicre zarfi olmasina ragmen, lipopolisakarit biyosentezinde yer

alan cesitli proteinlerden yola ¢ikilarak, normalin disinda bir dis hiicre zarfina sahip
olabileceklerini belirtilmektedir fakat Sinerjist’lerde heniiz hiicre zarfi tam olarak tespit
edilmemistir (Gupta, 2011; Sutcliffe, 2010). Sinerjistler, hayvan gastrointestinal yollari,
toprak, petrol kuyular1 ve atik su aritma tesisleri de dahil olmak iizere anaerobik
ortamlarin ¢gogunda yasarlar ve ayn1 zamanda Kistler, apseler ve periodontal hastalik gibi
insan hastaliklar1 bolgelerinde de bulunurlar (Gay vd., 2007). Hastalikla iligkili dokularda
var olmalarindan dolayi, Synergistet'lerin firsatg1 patojenler oldugu 6ne stiriilmektedir,
ancak saglikl1 bireylerde umbilikusun (gobek deligi) mikrobiyomunda ve normal vajinal
florada da bulunabilirler (Marchandin vd., 2010). Bu sube i¢indeki tiirler ayrica
periodontal hastalik, gastrointestinal enfeksiyonlar ve yumusak doku enfeksiyonlarinda
da gosterilmistir (Horz vd., 2006). Subeye ait diger tiirlerin, anaerobik ¢iiriitiiciilerde
biyogaz iiretimi i¢in organik yapilarin bozulmasina énemli katkilar1 oldugu ve hidrojen
gazi iiretimi yoluyla yenilenebilir enerji iiretiminde kullanim i¢in potansiyel adaylar
oldugu tespit edilmistir (Riviere vd., 2009). Bilinen Synergistetes tiirlerinin ve cinslerinin
timii su anda tek bir smif (Synergistia), takim (Synergistiales) ve ailesinin

(Synergistaceae) bir pargasidir (Jumas-Bilak vd., 2009).



2.4.8. Mollicutes
Mollicutes, hiicre duvarinin yokluguyla ayirt edilen bir bakteri sinifidir. "Mollicutes"

kelimesi Latin mollis ("yumusak" veya "biikiilebilir" anlamina gelir) ve cutis (“"cilt"
anlamina gelir) kelimesinden tiiremistir. Bireyler ¢ok kiigiiktiir, tipik olarak sadece 0.2-
0.3 um (200-300 nm) boyutundadir ve ¢ok kiiciik bir genom boyutuna sahiptir. Cogu,
hiicre zarmi biraz daha sert kilan sterollere sahip olmasina ragmen, formlari
degismektedir. Birgogu kayma ile hareket edebilir, ancak Spiroplasma cinsinin iiyeleri
sarmal sekilde ve biikiilerek hareket ederler. Mollicutes'deki en iyi bilinen cins
Mycoplasma'dir (Razin vd., 1998). Mollicutes, konagin hiicrelerinde veya i¢inde yasayan
cesitli hayvan ve bitkilerin parazitleridir. Birgogu insanlarda hastaliklara, solunum veya
irogenital yollardaki hiicrelere, 6zellikle de Mycoplasma ve Ureaplasma tiirlerine
baglanir. Fitoplazma ve Spiroplazma, bocek vektorleri ile baglantili bitki patojenleridir

(Wolf vd., 2004).

2.4.9. Fusobacteria
Fusobacteria, zorunlu olarak anaerobik, spor yapmayan Gram-negatif basillerdir.

Asakolitik yapilar1 ve rutin biyokimyasal testlerde genel olarak olumlu sonuglarin azligi
nedeniyle Fusobacteria’larin laboratuvarda tanimlanmasi olduk¢a zordur. Bununla
birlikte, yeni molekiiler biyolojik tekniklerin taksonomiye uygulanmasi, Fusobacterium
necrophorum ve F. nucleatum'un alt tiirleriyle birlikte bir dizi yeni tiir olusturmus ve
tanimlanmasi1 i¢in yeni yontemler saglamistir. Fusobakterilerin doku nekrozu ve
septisemiye neden olan genis bir insan enfeksiyonu spektrumuna dahil oldugu
bilinmektedir. Yakin zamanda amniyotik enfeksiyonlarda, erken dogum ve tropik
iilserlerdeki 6nemleri bildirilmistir. Agiklanan yeni tiirler arasinda tropikal iilserlerden F.
tilserans ve agiz boslugundan birka¢ tiirii tespit edilmistir. F. necrophorum ve F.
nucleatum'un alt tiirlerinin tespiti de miimkiin olmustur. Fusobakterilerin taksonomisinin

gelecekte daha da gelistirilebilecegi muhtemeldir (Bennett vd., 1993).

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvan orneklerinin hazirlanmasi
Dogal yasamlarindan yakalanan 3 tiir Rattus rattus 6 (kentsel yasam alani, kirsal yasam

alani, deney hayvani), Mus musculus 24, Nannospalax xanthodon 43 (2n=52 ve 2n= 60)’
a ait 12 bireyin aniis ve rektum yolu lizerinden diski-epitel siipriintiisii alinarak steril

kaplarda molekiiler analizler i¢in muhafaza edilmistir.



3.2. Analiz Adimlar:

3.2.1. Orneklerden DNA izolasyonu
Cevresel oOrneklerden genomik DNA izolasyonu Zymo Research firmasina ait

“QuickDNA TM Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit, Cat. No.: D6010” veya “Quick-DNA
TM Fungal/Bacterial Miniprep Kit, Cat. No.: D6005” kullanilarak yapilmistir. izole

edilmis DNA’nin miktar ve safligi florometrik olarak Qubit ile tayin edilmistir.

3.2.2. 16s rRNA V3-V4 bélgesinin amplifikasyonu
Tiir tayininde kullanilacak olan 16s rRNA genine ait V3-V4 bolgeleri 341F-805R primer

dizileri ile SimpliAmp Thermal Cycler kullanarak amplifiye edilmistir.

3.2.3. Kiitiiphane hazirlama ve dizileme islemi
16s rRNA V3-V4 amplikon iiriinleri dizileme isleminden énce ABMGood firmasina ait

“Column-Pure PCR Clean-Up Kit, Cat. No.: D509” ile saflastirilmistir. 16s rRNA V3-
V4 amplikon iiriinleri i¢in kiitiiphane hazirlama Illumina’nin “Nextera XT DNA Library
Prep Kit, Cat. No.: FC-131-1096” ile index islemi ise “TG Nextera XT Index Kit v2 Set
A (96 Indices, 384 Samples), Cat. No.: TG-131-2001" ile yapilmustir. Dizileme islemi
Illumina Miseq platformu ile paired-end (PE) 2x150 olarak yapilmistir.

3.2.4. Ham verinin biyoinformatik analizi
Ham veri okumalar1 (FASTQ), Kraken Metagenomik sistemi ile OTU siniflarina

ayrilmistir. Kraken uygulamasi, yiliksek hassasiyet ve hizda kisa DNA sekanslarina
taksonomik etiketler atar. Daha fazla bilgi i¢in “Wood, D. E., & Salzberg, S. L. (2014).
Kraken: ultrafast metagenomic sequence classification using exact alignments. Genome

biology, 15(3), R46.” referansli makaleye bakiniz.

3.2.5. Raporlama
Orneklerdeki tiir seviyesinde bakteriyal dagilim ve ¢esitlilik rapor ve gorsel halinde

sunulmustur.

3.3. Kolorektal kanser ile iliskili gen ekspresyonlarinin analizi

3.3.1 Doku orneklerinin hazirlanmasi
Nannospalax xanthodon ve Rattus rattus ait -80 °C’de muhafaza edilen bagirsak

dokularindan 20 mg alinarak RNA izolasyonu yapilmaistir.



3.3.2. RNA Izolasyonu
Ornek dokulardan RNA izolasyonu, Analytikjena Innu PREP RNA mini Kit 2.0

kullanilarak yapilmistir. Bu prosediire gore;

1. 20 mg doku ornegi steril lam tizerinde parcalanip homojenat haline getirilerek
doku biitiinliigli bozuldu ve iizerine 450 pL Lysis soliisyon RL eklenerek homojen
hale gelmesi saglandi.

2. Homojenat maximum hizda (15.000 rpm) 1dk santrifiij yapildi. Spin filter D yeni
bit toplama kabina takarak Siipernatan Spin filter D ye aktarildi. 11.000g’ de 2 dk
santriflij yapildi.

3. Spin filter R yeni bir toplama kabina alindi. Spin filter D atilarak toplama
tiiptindeki siipernatan miktar1 kadar (450uL) %70 Etanol eklendi ve Spin Filter R
ye aktarildi. 11.000g’de 2 dk santrifiij yapildi.

4. Spin filter R (RNA’lar burada) yeni bir toplama kabina takildi ve 500 uLL Washing
soliisyon HS eklenip 11.000g’ de 1 dk santrifiij yapildi.

5. Spin filter R yeni bir toplama tiipiine takildi ve 700 uL Washing Soliisyon LS
eklenip 11.000g’de 1 dk santrifiij yapildu.

6. Spin filter R yeni bir toplama tiipiine takildi, 11.000g’ de 2 dk santrifiij yapildi ve
biitlin etonol ve soliisyonlarin uzaklastirilmasi saglandi.

7. Spin filter R yeni bir steril ependorfa takidi. Dikkatli bir sekilde filtrenin
merkezine 50 pL RNase Free Water eklendi. 1dk oda sicakliginda Inkiibe edildi
ve 11.000g” de 1 dk santrifiij yapilarak RNA’lar Ependorfa aktarildi. - 80 °C de

saklanmak tizere kaldirildi.

3.3.3 cDNA Eldesi
[zolasyonu tamamlanan RNA’lardan Jena Bioscience SCRIPT cDNA Synthesis Kit

kullanilarak cDNA elde edilmistir.

Random primer 100 uM 0,5 uL
RNA 10 ng/puL 10 uL

- 65°C ‘de 5 dakika primerlerin RNA baglanmasi i¢in inkiibe edildi ve daha sonra buza

alindi.



SCRIPT RT BUFEER 5x 8 uL

dNTP Mix 10mM 2 uL
DTT Stock 100mM 2 ul
RNase Inhibitor 40 units/uL 1 uL
SCRIPT Rever Transcriptase 200units/pL 1 uL
RNase Free water 15,5 uL

Hazirlanan reaksiyon ortami termal cycler ile 50 °C *de 60 dk ve 42 °C 10dk inkiibe edildi.

c¢DNA’lar termal reaksiyon sonrasinda -20 °C de saklamak tizere kaldirildi.

3.3.4 Real Time PCR Protokol
Dokulardan elde edilen ¢cDNA’ lar Analytikjena InnuMix gPCR SYBR GREEN

MASTERMIX ile Agilent AriaMx Real time PCR cihaz1 kullamlarak yapilmustir.
Deneyler i¢in 96 kuyucuklu DNAse ve RNAse free Plate kullanilmistir.

DNAse Free water 3ulL
Forward Primer 100 uM 0,5 uL
Reverse Primer 100 uM 0,5 uL
InnuMix MasterMix 2x 5uL
cDNA 1 uL
Total 10 uL
Termal Profil
Hot START (1 cycle)
95°C 03.00 dk
Amplification (40cycle)
95°C 00.05 dk
60 °C 00.30 dk
MELT (1 cycle, Resolution: 0,5 °C, SoakTime 5s)
95°C 00.30 dk
65 °C 00.30 dk

95°C 00.30 dk
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Sekil 1 Real time PCR verilerinin standardize edildigi primer standart grafigi ve grafik
egimi (R2 dogruluk payin1 gostermektedir).

3.3.5 Real Time PCR verilerinin istatistiksel incelenmesi

Agilent AriaMx Software programi kullanilarak gen expresyonu sirasinda degisen Cq
(ARn) degerleri standart grafigi yardimi ile Quantity (relative) degerleri hesaplanmistir
(Sekil 1). Her ornek icin 2 farkli organizma ve 3 tekrarli olmak iizere n=6 deger
kullanilmistir. GraphPad Prism 7.0 istatistik programi ile Hedeflenen gen Quantity degeri
ile GAPDH gen degerleri birbirine oranlanarak hedeflenen cDNA miktar1 farkliliklar:
ortadan kaldirilmustir. Ornekler arasindaki en diisiik deger 1’e normalize edilerek tespit

edilen farklar bu degerin katlar1 olarak hesaplanmistir.



4. BULGULAR

4.1. Rat Gruplarinda Belirlenen Tiir Seviyesinde Taksonomik Dagilimlar
Ekolojik faktorlerin bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklere olan etkisi Deney

hayvani, Kirsal yasam ve Kentsel yasam bolgesinden alinan rodent Ornekleri ile

karsilastirilmistir. Orneklerdeki tiir seviyesindeki bakteriyal dagilim en yiiksek okuma

dizisi bulunan 10 tiire ait veriler halinde tablo ve dairesel grafikler hazirlanarak

gosterilmistir (Tablo 1, Sekil: 2-4).

Tablo 1 Tiir seviyesinde taksonomik dagilimlar. RH1: Rattus rattus Habitatl (Kentsel
yasam) RH2: Rattus rattus Habitat 2 (Kirsal yasam), RD: Rattus rattus (Laboratuvar

ratlari).
RH1 RH2 RD

Tiir Okuma % Okuma % Okuma %
Lactobacillus reuteri 37973 6.76 65633 8.87 - -
[Clostridium] scindens 16898 3.01 32435 438 - -
Mordavella sp. Marseille P3756 | 16131  2.87 17463 2.36 - -
[Clostridium] saccharolyticum | 13600 2.42 15399 2.08 - -
Lachnospiraceae bacterium
CAMTO 13090 2.33 8639 117 4732  1.26
Lactobacillus paracollinoides | 11480 2.04 - - - -
Lactobacillus zymae 9280 1.65 - - - -
Lachnoclostridiump hocaeense | 8301 148 11052 149 - -
Escherichia coli 6315 1.12 - - - -
Lactobacillus ruminis 5685 1.01 7929 1.07 - -
Lactobacillus acetotolerans - - 50722 6.86 - -
Anaerostipes rhamnosivorans | - - 5657 0.76 - -
Lachnospiraceae bacterium
Chosost : . 5485 074 - .
Duncaniella sp. B8 - - - - 8283 2.2
Flavonifractor plautii - - - - 7565 2.01
Muribaculum intestinale - - - - 7420 1.97
Intestinimonas
butyriciproducens i i i i 6225 1.66
Candidatus Saccharimonas
aalborgensis i i i i Sl L5
Clostridiales bacterium
CCNALO - - - - 5757 1.53
Marinilactibacillus sp. 15R - - - - 5739 1.53
Oscillibacter valericigenes - - - - 4782 1.27
Faecalibaculum rodentium - - - - 4438 1.18

*RHI: Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus, RH2: Kirsal yasam alanindan alinan
Rattus rattus, RL: Laboratuvar ratlari.



Yabanil yasam alanindan almman rat (RHI ve RH2) orneklerinin mikrobiyotast tiir
diizeyinde benzer profiller gostermektedir. Lactobacillus reuteri tiirii RH1 grubu igin %
6.76 ve RH2 grubu % 8.87 oranlartyla yabanil yasam Orneklerinde tiir diizeyinde en
yogun bulunan bakteri ¢esididir. Benzer sekilde [Clostridium] scindens, Mordavella sp.
Marseille P3756, [Clostridium] saccharolyticum, Lachnospiraceae bacterium GAM79
tiirleri de her iki grup i¢in en yliksek yiizdelige sahip ilk 5 bakteri tiiriidiir. Bu tiirler
arasinda sadece Lachnospiraceae bacterium GAM79 tiirii, laboratuvar hayvanlari grubu
icin (RL) en yiiksek yogunluklara sahip on bakteri tiirlinde ortak olarak tespit edilmistir
(Tablo 1).

Rattus rattus Habitat 1 (Kentsel Yasam)

W Lactobacillus reuteri ® [Clostridium] scindens
Mordavella sp. Marseille-  ® [Clostridium] saccharolyticum
P3756

B | achnospiraceae bacterium * Lactobacillus paracollinoides
GAM79

W Lactobacillus zymae Lachnoclostridiumphocaeense

W Escherichia coli ' Lactobacillus ruminis

Sekil 2. Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus grubuna ait en yiiksek 10 bakteri
tiiriin ylizdelik dagilim grafigi.

Ekolojik farkliliga bagl olarak mikrobiyotadaki degisimler dikkate alindiginda RH1
(Kentsel yasam) grubu i¢in Lactobacillus reuteri tiiriinin RH2 (Kirsal yasam alani)
grubuna gore daha az bulundugu ve Lactobacillus paracollinoides, Lactobacillus zymae,
Escherichia coli tiirlerini diger bakteri tiirlerine kiyasla daha yiiksek diizeyde barmdirdigi
kaydedilmistir (Sekil 2,3). Mikrobiyotada bulunan en yogun bakteri popiilasyonlarina
bakilarak dogal yasam gruplarinin (RH1 ve RH2) %8-10 diizeylerinde Lactobacillus sp.

%4 diizeyinde Clostridium sp. tiirlerini bulundurdugu gozlenmistir (Sekil 2,3).



Rattus rattus Habitat 2 (Kirsal Yasam)

W Lactobacillus reuteri ® Lactobacillus acetotolerans
[Clostridium] scindens ® Mordavella sp. Marseille-
P3756
W [Clostridium] saccharolyticum © Lachnoclostridiumphocaeense
B Lachnospiraceae bacterium Lactobacillus ruminis
GAMT79
B Anaerostipes rhamnosivorans # Lachnospiraceae bacterium
Choco86

Sekil 3. Kirsal yasam alanindan alinan Rattus rattus (RH2) grubuna ait en yiiksek 10
bakteri tliriiniin yiizdelik dagilim grafigi.

Rattus rattus Laboratuvar Hayvani

® Duncaniella sp. B8 ® Flavonifractor plautii

Muribaculum intestinale ® Intestinimonas bu-
tyriciproducens

W Candidatus Saccharimonas * Clostridiales bacterium
aalborgensis CCNA10

W Marinilactibacillus sp. 15R Oscillibacter valericigenes

B L achnospiraceae bacterium # Faecalibaculum rodentium
GAM79

Sekil 4. Laboratuvar ratlar1 (RL) grubuna ait en yiliksek 10 bakteri tiirlinlin yiizdelik
dagilim grafigi.

Laboratuvar ratlar1 (RL) grubuna bakildiginda en yiiksek yogunluga sahip Duncaniella
sp. B8 % 2.2, Flavonifractor plautii % 2.01 bakterileri bulunmaktadir Bu tiirlerin diginda
Muribaculum intestinale, Intestinimonas butyriciproducens, Candidatus Saccharimonas

aalborgensis, Clostridiales bacterium CCNA10, Marinilactibacillus sp. 15R,



Oscillibacter valericigenes, Faecalibaculum rodentium tirleri RL grubu igin
mikrobiyotay1 olusturan ilk on bakteri tiirii olarak goriilmiistiir. Duncaniella sp. B8 %2
ile en yiiksek popiilasyonu olustururken diger tiirler %1-2 arasinda gesitlilik gostermistir
Bu grup i¢in mikrobiyotada tam bir baskin tiir s6z konusu degildir (Sekil 4).

Tiir seviyesinde tespit edilen ¢esitliligi istatistiksel olarak anlamlandirabilmek igin tim
bakteri tiirlerinde Shannon ve Simpsons degerleri hesaplanmistir (Tablo 2). Bu verilere
bakilarak RL grubu RH1 ve RH2 gurubuna gére daha fazla tiir igererek en yiiksek tiir
cesitlilige sahiptir. RH1 grubu ise RH2 grubuna gore daha fazla bakteri cesitliligi
sergilemistir. RH2 grubu kirsal yasam ve kirleticilerin az oldugu bir habitattan alinan
ornekleri kapsamaktadir. Bu nedenle gesitlilik artisinin ¢evresel kirleticilere maruz kalma

ve ¢esitli enfeksiyonlarin mikrobiyotada bulunmasi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Tablo 2. Tiir seviyesinde ¢esitliligi gosteren Shannon ve Simpsons hesaplamalarinin
degerleri.

Tiir seviyesinde cesitlilik

Ornek | Shannon Index (H) / (H/ LN (N))* Simpsons Index (D-1)*
RH1 3.841/0.5631 0.9485
RH2 3.766 / 0.5159 0.9223
RD 4.592 /0.6749 0.9791

*QOrneklerdeki tiir gesitliligini gosterir. Simpsons indeksi 0-1 arasinda bir deger alir. 1
cesitliligi, 0 ise cesitlilik yok anlamina gelir. Shannon indeksi genellikle 1,5-3,5 arasinda
bir deger alir ve bu indeks arttikca ¢esitlilik de artar.

4.2. Rat Gruplarinda Belirlenen Diger Taksonomik Dagilimlar

16S yeni nesil metagenomik sekanslama analizinde tespit edilen mikrobiyota igerisindeki
bakteriyal dagilim; Alem, Sube, Smif, Takim, Aile, Cins diizeylerinde de belirlenerek
hayvan gruplari arasinda karsilastirilmistir. Orneklerdeki bakteriyal dagilim en yiiksek
okuma dizisi bulunan 10 taksonomik birimin verileri halinde tablo hazirlanarak

verilmistir (Tablo 3-8).




Tablo 3. Ornek gruplarindaki mikrobiyota igeriginin Alem diizeyindeki taksonomik
dagilima.

Alem RH1* RH2* RD*

' Okuma % Okuma % Okuma %
Bacteria | 541014 96.27 718363 97.1 338382 90.02
Eukaryota 108 0.02 41 001 32 0.01
Archaea 23 00 4 00 11 0.0
Viruses 4 00 2 00 - -

*RH1: Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus, RH2: Kirsal yagsam alanindan alinan
Rattus rattus, RL: Laboratuvar ratlari.

Gruplarin mikrobiyota iceriklerinin yeni nesil metagenomik sekanslama analizi
kullanilarak RH1 grubunun %96.29, RH2 grubunun %98.2, RL grubunun %90 ‘i
tanimlanarak taksonomik birimlere ayrilmistir. Laboratuvar ratlarinda %10’a yakin
tanimlanamayan bir kisim bulunmaktadir. Ayrica sadece yabanil gruplarda Viral rRNA
bulunmustur. RH1 (Kentsel yasam) grubundaki Eukaryota ve Archaea miktarimin diger

gruplardan daha ytiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4. Ornek gruplarindaki mikrobiyota igeriginin Sube diizeyinde en yiiksek ilk 10
taksonomik birim ve yiizdelik dagilimi.

Sube RH1* RH2* RD*

Okuma % Okuma % Okuma %
Firmicutes 471304 83.87 590863 79.86 234248 62.32
Proteobacteria 25475 453 50446 6.82 16657 4.43
Actinobacteria 14630 2.6 45720 6.18 6689 1.78
Verrucomicrobia 2362 0.42 - - - -
Bacteroidetes 1686 0.3 2464 0.33 47063 12.52
Deinococcus-Thermus 1553 0.28 1876 0.25 - -
Candidatus 919 0.16 2020 0.27 6785 1.8
Saccharibacteria
Tenericutes 819 0.15 927 0.13 3678 0.98
Chloroflexi 333 0.06 3547 0.48 509 0.14
Cyanobacteria 170 0.03 - - - -
Planctomycetes - - 1044 014 - -
Chlamydiae - - 900 012 - -
Thermotogae - - - - 1559 0.41
Ignavibacteriae - - - - 939 0.25

*RHI: Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus, RH2: Kirsal yasam alanindan alinan
Rattus rattus, RL: Laboratuvar ratlari.
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Sekil 5. Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus grubuna ait Sube diizeyindeki
taksonomik birimlere gore yiizdelik dagilim grafigi.

Rattus rattus Habitat 2 (Kirsal yasam)
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Sekil 6. Kirsal yasam alananindan alinan Rattus rattus grubuna ait Sube diizeyindeki
taksonomik birimlere goére yiizdelik dagilim grafigi.

Farkli habitatlardaki ekolojik c¢evrenin sube diizeyindeki etkisine bakildiginda
Firmicutes’lar RH1 gurubunda % 91 iken RH2 grubunda % 86 olarak bulunmustur.
Ayrica sadece RHI1 grubunda, tiirleri ve mikrobiyotadaki islevleri ¢ok net bilinmeyen
Verrucomicrobia bakterileri %0.42 orani ile artis gostermistir. Bu degisim ekolojik
kirleticilerle birlikte Firmicutes ve Verrucomicrobia tiirlerinin arttigin1 gostermektedir.
Bunun aksine Proteobacteria, Actinobacteria, ve Chloroflexi tiirlerinin azalis gosterdigi
bulunmustur (Sekil 5-6). Laboratuvar rat 6rneklerinin mikrobiyotasi, yabanil 6rneklerle
karsilagtirildiginda serbest yasama gore daha az (% 62.32) Firmicutes tiiri
bulundurmaktadir. Benzer sekilde Proteobacteria, Actinobacteria tiirleri diger gruplarda
(RH1, RH2) yerlesik bakteri tiirleri olarak bulunmasina ragmen, RL grubunda bu tiirler
cok daha az oranlara sahiptir. Fakat RL grubunda diger gruplardan farkli bir sekilde
Bacteroidetes % 12.52 diizeyinde oldukga yiiksek bir popiilasyona sahiptir. RH1 ve RH2



gruplarinda yaklasik % 0,3 olan bu bakteri tiirlerinin RL grubunda oldukga yiiksek olmasi
dikkat gekmektedir (Sekil 7).
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Sekil 7. Laboratuvar ratlar1 (RL) grubuna ait sube diizeyindeki taksonomik birimlere gore
ylizde dagilim grafigi.
Smif diizeyinde incelendiginde yabanil rat 6rnekleri (RH1, RH2) ile laboratuvar ratlar
(RL) arasinda 6nemli 6l¢giide farklar tespit edilmistir. RH1 ve RH2 gruplar1 igin Bacilli
sinifi biiytik bir popiilasyona sahipken (ortalama olarak % 45), RL grubunda %14.19 gibi
diistik bir oranda bulunmustur. Clostridia bakterileri ise RH1 ve RH2 gruplarinda
ortalama olarak %35 diizeyinde bulunurken, RL grubunda % 42.69 gibi yiiksek bir oranda
bulunmaktadir. Sube diizeyine benzer bir sekilde Verrucomicrobiae tiirti RH1 grubu i¢in
ayirt edici sekilde diger gruplara gore daha yiiksektir. Ozellikle % 2 lik bir orana sahip
Erysipelotrichia tiirii olmak tizere Betaproteobacteria, Mollicutes tiirleri RL grubu i¢in
onemli bir toplulugu olustururken, diger gruplarda bu tiirler i¢in anlaml diizeyde bir

popiilasyon yoktur (Tablo 5).

Tablo 5: Ornek gruplarindaki mikrobiyota igeriginin Simf diizeyinde en yiiksek ilk 10
taksonomik birim ve yiizdelik dagilimi.

Sinf RH1* RH2* RD*

Okuma % Okuma % Okuma %
Bacilli 242699 43.19 333543 45.08 53331 14.19
Clostridia 222474  39.59 246048 33.26 160484 42.69
Alphaproteobacteria - - 23645 3.2 - -
Betaproteobacteria - - - - 2161 0.57
Gammaproteobacteria 10993 1.96 11590 1.57 6047 1.61
Deltaproteobacteria 11637 2.07 12075 1.63 2246 0.6




Actinobacteria 8835 1.57 38368 519 - -
Coriobacteriia 5027 0.89 5175 0.7 4287 1.14
Verrucomicrobiae 2339 042 - - - -
Negativicutes 2066 0.37 3601 049 4757 1.27
Deinococci 1553 0.28 1876 025 - -
Bacteroidia 1459 0.26 1796 0.24 41223 10.97
Erysipelotrichia - - - - 7217 1.92
Mollicutes - - - - 2223 0.59

*RH1: Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus, RH2: Kirsal yagam alanindan alinan
Rattus rattus, RL: Laboratuvar ratlari.

Proteobakteri Siniflarinin Dagilimi
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Sekil 8 Gruplarin Proteobakteri alt siniflarina gore yiizde dagilim grafigi.

Proteobakteri ¢esitliligi smif diizeyinde gruplar arasinda belirgin farkliliklar
gostermektedir. 6 farkli sinifta incelenen proteobakteriler her grup i¢in farkli bir profil
sergilemektedir. RH1 grubu tiim proteobakterilere oranlandiginda % 50’ye yakin
Deltaproteobacteria ve % 40 Gammaproteobacteria tiirlerine sahipken diger tiirler %10
icerisinde daha diisiik oranlarda bulunmaktadir. RH2 grubu i¢in bakildiginda diger
tiirlerde esen miktarlarda bulunan Alphaproteobacteria bu grup i¢in % 40 gibi yiiksek bir
oranin yaninda, % 20 Deltaproteobacteria ve %20 Gammaproteobacteria igerigine
sahiptir. RL grubunda ise diger gruplarda olduk¢a diisiik diizeyde bulunan
Betaproteobacteria %15 ve Epsilonproteobakteria %15 oldukga yiiksek bir popiilasyona



sahiptir. Ayrica % 10 Alphaproteobacteria, %15 Deltaproteobacteria, % 45
Gammaproteobacteria tiirlerine sahiptir. Proteobakteri alt siniflarina gére en zengin tiir

cesitliligini RL grubu bulundururken, Deltaproteobacteria tiiriinde en biiyiik poptilasyona

sahip grup RH1’dir (Sekil 8).

Tablo 6. Tim gruplarda mikrobiyota igeriginin Takim diizeyinde en yiiksek ilk 10
taksonomik birim ve yiizdelik dagilimi.

Takim RH1* RH2* RD*

Okuma % Okuma % Okuma %
Lactobacillales 231909 41.27 311963 42.17 46454 12.36
Clostridiales 220219 39.19 243285 32.88 157886 42.0
Desulfovibrionales 10882 1.94 10871 147 - -
Enterobacterales 9001 1.6 6772 092 - -
Bacillales 7467 1.33 14650 1.98 6190 1.65
Bacteroidales - - - - 35169 9.36
Micrococcales 3220 0.57 16079 217 - -
Eggerthellales 2842 051 - - 2282 0.61
Verrucomicrobiales 2339 042 - - - -
Veillonellales 1869 0.33 2858 0.39 3555 0.95
Streptosporangiales 1839 0.33 3598 049 - -
Rhizobiales - - 11327 153 - -
Rhodobacterales - - 7032 09 - -
Erysipelotrichales - - - = 7217 1.92
Chromatiales - - - - 2114 0.56
Campylobacterales - - - - 2089 0.56

*RH1: Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus, RH2: Kirsal yagsam alanindan alinan
Rattus rattus, RL: Laboratuvar ratlari.

Tespit edilen mikrobiyota profilleri her grup igin takim ve aile diizeyine incelenmistir.
Bagirsak inflamatuart ile dogrudan iliskisi bulunan Enterobacteriaceae tirii RHI
grubunda diger gruplara gore daha yiliksek oranda bulunmustur. Bununla birlikte
Eubacteriaceae, Staphylococcaceae, Leuconostocaceae tiirleri sadece RH1 grubunda
anlamli diizeyde bir popiilasyona sahiptir. Diger gruplardan bulunmayan
Muribaculaceae, Hungateiclostridiaceae, Oscillospiraceae, Carnobacteriaceae tiirleri

RL gurubunda 6nemli oranlara sahip ve spesifik olarak bulunan bakterilerdir (Tablo 6-7).



Tablo 7. Ornek gruplarindaki mikrobiyota iceriginin Aile diizeyinde en yiiksek ilk 10
taksonomik birim ve yiizdelik dagilimi.

Aile RH1* RH2* RD*

Okuma % Okuma % Okuma %
Lactobacillaceae 204448  36.38 277795 37.55 37348 9.94
Lachnospiraceae 148854  26.49 159871 21.61 54471 14.49
Clostridiaceae 22733 4.05 21440 2.9 13063 3.48
Streptococcaceae 15046 2.68 18152 245 - -
Desulfovibrionaceae 10534 1.87 10452 141 - -
Enterobacteriaceae 8885 1.58 6551 0.89 - -
Eubacteriaceae 6570 117 - - - -
Clostridiales Family XI11 | 4620 0.82 7417 1.0
Staphylococcaceae 3093 055 - - - -
Leuconostocaceae 2947 052 - - - -
Micrococcaceae - - 8036 1.09 - -
Rhodobacteraceae - - 6897 093 - -
Ruminococcaceae - - 6149 0.83 22568 6.0
Muribaculaceae - - - - 19453 5.17
Hungateiclostridiaceae - - - - 8575 2.28
Oscillospiraceae - - - - 8172 2.17
Carnobacteriaceae - - - - 5745 1.53
Peptococcaceae - - - - 5389 1.43

*RH1: Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus, RH2: Kirsal yagam alanindan alinan
Rattus rattus, RL: Laboratuvar ratlari.

Tablo 8: Ornek gruplarindaki mikrobiyota iceriginin Cins diizeyinde en yiiksek ilk 10
taksonomik birim ve yiizdelik dagilimau.

Cins RH1* RH2* RD*
Okuma % Okuma % Okuma %

Lactobacillus 187768 33.41 272079 36.78 37253 9.91
Lachnoclostridium 59485 10.59 76364 10.32 13321 3.54
Clostridium - - - - 10315 2.74
Mordavella 16131 2.87 17463 236 - -
Pediococcus 11076 197 - - - -
Streptococcus 9860 1.75 16598 224 - -
Desulfovibrio 9653 1.72 9931 1.34 - -
Anaerostipes 8026 143 6619 0.89 - -
Blautia 7734 1.38 6179 0.84 - -
Clostridium 6340 1.13 - - - -
Escherichia 6325 1.13 4664 0.63 - -
Herbinix - - 4751 0.64 - -
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*RH1: Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus, RH2: Kirsal yagam alanindan alinan
Rattus rattus, RL: Laboratuvar ratlar.
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Sekil 9 Rattus rattus Habitat 1 (Kentsel yasam) grubuna ait Cins diizeyindeki taksonomik

birimlere gore ylizde dagilim grafigi.

Kentsel yasam alanindan alinan (Sanayi alani) Rattus rattus (RHI1) Orneklerinin

mikrobiyotasinda cins diizeyinde en belirgin tiir Lactobacillus tur. En yiiksek ikinci tiir

ise Lachnoclostridium’dur. Bu iki cins RH1 ve RH2 grubu i¢in ortaktir. RHI

popiilasyonunun ¢ogunlugunu olusturan Lactobacillus RH2 grubuna gore azalma

gosterirken, Lachnoclostridium’ cinsinde iki grup arasinda anlamli bir farklilik yoktur.

Benzer bir sekilde Streptococcus, Desulfovibrio cinsleri RH1 gurunda azalma gosterirken

Mordavella, Anaerostipes, Blautia, Escherichia cinsleri diger gruplara goére artig

gostermistir. Ayrica Pediococcus ve Clostridium ait bir cins iki yabanil grubu ayirt edici

olarak sadece RH1 gurubunda anlamli olarak degerlendirilmistir (Sekil 9).
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Sekil 10 Rattus rattus Habitat 2 (Kirsal yagam) grubuna ait Cins diizeyindeki taksonomik
birimlere gore yiizde dagilim grafigi.

RHI1 grubuna benzer sekilde kirsal yasam alanindan alinan Rattus rattus érneklerinin
mikrobiyotasinda en yiiksek iki popiilasyona sahip cinsler sirasiyla, Lactobacillus ve
Lachnoclostridium ’dur. Ayn1 zamanda bu grup % 2’lik oranla Mordavella, Streptococcus
ve Desulfovibrio cinslerine ev sahipligi yapmaktadir. Diger gruplardan farkli olarak RH2

grubunda % 0.6’ lik oranlarda Herbinix ve Roseburia cinslerinin bulundugu goriilmiistiir

(Sekil 10).
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Sekil 11 Rattus rattus Laboratuvar hayvanmi grubuna ait Cins diizeyindeki taksonomik
birimlere gore ylizde dagilim grafigi.



Laboratuvar ratlar1 grubunda (RL) mikrobiyota profili cins diizeyinde yabanil 6rneklere
(RHI1, RH2) benzerlik gosterse de mikrobiyotay1 olusturan bazi cinslerin populasyon
yogunlugu diger gruplardan oldukga farklidir. Ornegin RH1 ve RH2 gruplarinda ortalama
% 35 oraninda bulunan Lactobacillus, RL grubunda % 9.91 oraniyla en biiyiik
popiilasyona sahip cinstir. Benzer sekilde Lachnoclostridium cinsi % 3.54 oranla diger
gruplara gore 3 kat daha az bulunmaktadir. Bu azalmaya kars1 oranlar1 %1.5-2.5 arasinda
degisen Duncaniella, Ruminococcus, Flavonifractor, Muribaculum, Intestinimonas,
Candidatus Saccharimonas, Marinilactibacillus cinsleri mikrobiyotadaki tiir ¢esitliligini

onemli dlgiide artirmistir (Sekil 11).

4.3. Rat Gruplarinda Bakteriyal Cestililik Analizleri

Tim gruplar arasindaki Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus (RH1) , Kirsal
yasam alanindan alinan Rattus rattus (RH2), Laboratuvar ratlar1 (RL) bagirsak
mikrobiyotasinda belirlenen bakteriyal c¢esitliligin dagilimlar1 analiz edilmistir.
Orneklerdeki toplam OTU’larin minimum, ortalama ve maximum sayis1 (Cesitlilik
Egrisi), ornekler arasindaki benzerlik ve farkliliklar (PCoA plot), orneklerdeki tiir
cesitliligi (richness),(Seyreltme egrileri) incelenmistir (Sekil 12,13,14).

Tor Gesitliligi Egrisi

RH1 RH2 0
Gruphs

Sekil 12. Grup igerisindeki mikrobiyota tiir ¢esitlilik egrisi.
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Sekil 13. Gruplardaki tiir ¢esitliligini anlamlandirarak pCoA Plot teknigi ile olusturulan
benzerlik grafigi.
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Sekil 14. OTU'larin okunma tekrarina gore farkli tiirlerin miktarimi gosteren Tiir
seyreltme egirisi.

4.4. Rat Gruplarinda Belirlenen Mikrobiyota Profilleri
Tespit edilen mikrobiyota profilleri belirgin tiirler ve taksonomik birimlerin
yiizdeliklerine gore her grup icin hazirlanarak kladogramlar halinde asagida verilmistir

(Sekil 15-17).



Sekil 15. Kentsel yasam alanindan alinan Rattus rattus (RH1) grubunda mikrobiyota
tiyelerini taksonomik birimler ile gosteren kladogram.



Sekil 16. Kirsal yasam alanindan alinan Rattus rattus (RH2) grubunda mikrobiyota
iyelerini taksonomik birimler ile gdsteren kladogram.
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Sekil 17. Laboratuvar ratlar1 grubunda (RL) mikrobiyota iiyelerini taksonomik birimler
ile gosteren kladogram.

4.5. Farkh Memeli Gruplarinda Belirlenen Taksonomik Dagilimlar

Tiirler arasinda bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler ve filogenetik iliskilerin
mikrobiyotaya olan etkisini arastirmak amaci ile dogal ortamindan alinan Rattus rattus,
Mus musculus ve Nannospalax xantodon tiiriiniin iki kromozomal formu (2n=60 ve
2n=52)’na ait orneklerin mikrobiyota profilleri karsilastirilmistir. Orneklerdeki tiir
seviyesinde belirlenen bakteriyal dagilimi en yiiksek okuma dizisi bulunan 10 tiire ait
veriler halinde sunulmustur (Sekil 18-19). Tiir seviyesinde gesitliligi gosteren Shannon
ve Simpsons hesaplamalarinin degerleri verilmistir (Tablo 9). Ayrica diger taksonomik

dagilimlar tablolar halinde sunulmustur (Tablo 10,11).
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aense : A grum prop = Lact Yacu-
Anaerobutyricum hallii 51395 | 2.94 R RS

t + + W Araerobutyricum hallli Anaerostipes hadrus
Anaerostipes hadrus 150722 |29 | ® Duncaniella sp. BS # Lachnospiraceae bacterium
Duncaniella sp. B8 43380 | 2.48 GAMTS

lachnosp«raceae bacterium I [ ‘ Shetioklupmm W Chostidisles. becsertum

CCNA10

GAM79 31671 1.81

| Herbinix luporum | 23689 1.36

Clostridiales bacterium

CCNA10 22915 131

Sekil 18 Nannospalax xanthodon (2n=60 ve 2n= 52) 0Orneklerinin bagirsak
mikrobiyotasinin tiir seviyesinde taksonomik dagilimlari.

Muribaculum intestinale, Clostridium saccharolyticum N.xanthodon tiiriiniin her iki
kromozomal formunda da en baskin tiirler olarak tespit edilmistir (sirasiyla, % 3.92,
%4.96; %3.43, %4.92). Escherichia coli (% 2.62), Caproiciproducens sp.NJN-50
(%1.75), Clostridium botulinum (%1.62), endosymbiont TC1 of Trimyema compresseum
(%1.18) sadece 2n= 60 formunda, Anaerotignum propionicum (% 3.56) Anaerostipes
hallii (%2.94), Lachnospiraceae bacterium GAM79 (%1.81), Herbinix luporum (%21.36)
sadece 2n= 52 formunda tespit edilmis olup kromozomal formlar arasinda ayirici tiirler
olarak saptanmistir. Memeli gruplari arasinda Mus musculus’ un tiir seviyesinde
bakteriyal dagilimina bakildiginda ise N.xanthodon’dan farkli olarak bagirsak florasinda

Oscillibacter valericigenes (%1.37) tiirtinii igerdigi kaydedilmistir.



M.musculus

Tur Okuma | %

[Clostridium) saccharolyticum | 10130 268

Muribaculum Intestinale 9687 2.56

Anaerotignum proplonicum 9606 254 M.musculus

Duncaniella sp. B8 8800 2.32

Clostridium botulinum 7972 211

! | u [Cloatidium] sacchariyticum  ® Muribac tum intestinaie

Anaerostipes hadrus | 6206 | 164 | Anaerotignum proponicum Duncaniela sp. B8

Herbinix luporum 5589 148 B Clostridium botilinim Anaerostipes hadiis
C'O'al"d‘ﬁl‘.‘ﬁ Dﬂd"“um | W HOminix luporum n_'loz.lzlmno: bactorum
CCNALO 5558 147 CCNALD

+ + ' W Anaerobutyricum halll Qsclilbacter valericigenes
Anaerobutyricum hallii 5388 142
Oscillibacter valericigenes 5192 137

Sekil 19. Mus musculus orneklerinin bagirsak mikrobiyotasinin tiir seviyesinde
taksonomik dagilimlari.

Projemizin bu boliimiinde besin ve habitat farkliliklar1 degil, mikrobiyotanin memeli
filogenetigine etkisi belirlenmeye calisilmistir. Tiir seviyesinde tespit edilen ¢esitliligi
istatistiksel olarak anlamlandirabilmek i¢in tiim bakteri tiirlerinde Shannon ve Simpsons
degerleri hesaplanmistir (Tablo 9). Tiim taksonomik kategorilerde tespit edilen bakteriyal
flora tablolar halinde sunulmus olup (Tablo 10,11), 6zellikle kromozomal olarak
olagantistii ¢esitlilik gostererek taksonomik olarak problemli olan N. xanthodon tiiriine
odaklanilmustir. Bu verilere gore N. xanthodon, 2n= 60 ise N.xanthodon 2n= 52 grubuna
gore daha fazla bakteri ¢esitliligi sergilemistir. Mus musculus ise daha fazla tiir i¢ererek
en yiiksek tiir ¢esitliligine sahiptir. N. xanthodon yasaminin biiyiik ¢ogunlugunu toprak
altinda gecirir ve bitki kokleri ile beslenmektedir. M. Musculus ise ylizey tizerinde
yasayan ve daha fazla besin ¢esitliligine sahip bir memeli tiiriidiir. Ayn1 zamanda toprak
alt1 yasam buradaki memeliler i¢in daha sinirlayici ve kapali bir habitat saglamaktadir.
Bu durum onlar yiizey iizerindeki ¢evresel dalgalanmalardan korunmayida beraberinde
getirir. Kentsel yasam rat gruplarinda goriilen ¢esitlilik artisinin gevresel kirleticilere
maruz kalma ve cesitli enfeksiyonlarin mikrobiyotada bulunmasi ile ilgili oldugu kanisina
kolektif olarak M. Musculus tiiriiniin yiizey iizerinde, N.xanthodon tiiriine gére daha fazla
cevresel kirleticilere ve besin gesitliligine sahip olmasi tiir farkliliginin yanisira etkili

cevresel bir neden olarak goriilebilmektedir.



Tablo 9 Tiir seviyesinde g¢esitliligi gosteren Shannon ve Simpsons hesaplamalarinin
degerleri.

Tiir seviyesinde cesitlilik

Ornek Shannon Index (H) / (H/ LN | Simpsons Index (D-1)*
(N))*

N.xanthodon, 2n=60 | 4.106 /0.6051 0.9663

N.xanthodon, 2n=52 | 3.723/0.5524 0.9533

M.Musculus 4.332/0.6324 0.9757

* orneklerdeki tiir gesitliligini gosterir. Simpsons indeksi 0-1 arasinda bir deger alir. 1
cesitliligi, O ise cesitlilik yok anlamina gelir. Shannon indeksi genellikle 1,5-3,5 arasinda
bir deger alir ve bu indeks arttikca ¢esitlilik de artar.

Tablo 10 N. xanthodon ve Mus musculus 6rneklerinin bagirsak mikrobiyotasinin (Alem-
Sube-Sinif) taksonomik dagilimlari.

N.xanthodon, 2n=60 N.xanthodon,2n=52 M.musculus
Alem | Okuma | % Alem Okuma | % | Alem [Okuma | %
Bacteria <dacteria> | 777214 | 912 Bacteria <bacteria> | 1562201 | 89.45 [ Bacteria <bacteria> | 348076 | 9192
Eukaryota |'sa 001 Eukaryota |96 |00 'Euum 54 To01
Archaea [2 00 Viruses |5 00 | Archaea 1 00
Viruses .2 00 Archaea 1 00 'm .1 'oo
N.xanthodon, 2n=60 N.xanthodon,2n=52 Mus musculus
Frmicutes S04978 | NS Femcutes | 1057955 | s | Frmacutes 231689 6119
o 120009 | 1416 e & 319600 | 1912 Bacterodetes It [ne
Protecbactena 87645 | 1028 Protecoactera Tss1ss (318 | > 4 .
: ¢ - Protecbactena 20047 817
ACtnobactena 15366 18 ACtnobacteria 18394 106 + +
SOOI | <acinobactens> | | |2 18551 | 49
Chiceotens <Chiorotess> | 3235 | 038 Demococeus- Themus 1964 om | ! !
Tenencutes 3209 038 Ignavbactenae 1768 01 andidatus
Denococcus- Thermus 2195 | 026 Chiorolied <Gl | 1507 (000 |  [rocharbackria ! e ! .
Cancatus 7 008 Tenericutes 1390 008 Denococcus- Thermus jus2 03
ISaccharDactena | Blusimicroba <phytum= 1292 Too7 | Chiorofiexi <Chiorofiexi> | 962 .OZS
Synergistetes |68 oo7 Thermotogae <phylum= | 1274|007 | | Tenericutes 958 025
Cyanobactena &7 005 y Ther gae <phylum> 1 300 'ooe
Vermucomcroba 262 007
N. xanthodon, 2n=60 N.xanthodon, 2n=52 Mus musculus
St | Okuma | % St [Okuma % St | Okuma | %
Clostidia | 426025 | 4999 || Clostricia [1012981 580 || Clostidia | 204080 | 5389
Bacteroisa [ 113093 [1327 || Bacteroicia {30021 [1719 | | Bacteroca [4490 [1149
Bacis [41650 | 489 || Gammaproteodacteria 22829 131 || Gammaproteobacteria | 18822 | 497
Gammaproteobacteria | 39969 | 469 | | DeRaproteobacteria |22686 (13 Bacih [15208 | 404
Deftaproteodacteria 38950 | 457 Bacih [ 13477 077 | Actnobacteria <high GC 2isir 136
Coriodactersa 7068 | 083 || Fravobactersa 13388 |o77 | Grame> | |
lactinobacteria <high GC Tet36  lo7e || Tseresa (11986 | 069 Dekaprotecactera |86 |22
Grame> P 508 > Conobacteria [s015 156
Aphaprotecbacteria 13302 (039 | [acsnovacteria <hich GC P pawy |7 |38 |09
Negaticutes 3113 037 | [Grame» { Negatvcutes 2001 |oss
Tissioredia 3084 036 || Awhaoroteobacteria [5892 034 || Aphaproteobacteria 168 | 036




Tablo 11 . N. xanthodon ve Mus musculus 6rneklerinin bagirsak mikrobiyotasinin
(Takim-Aile-Cins) taksonomik dagilimlari.

~ Nxanthodon, 2n=60 | | N.xanthodon,2n=52 , ‘Mus musculus
Takim | Okuma | % (Takm  [Okuma (% | | Takm [ okuma | %
Clostridales | 814177 | 486 Clostraiales | 999200 [57.21 | | Clostndiates | 201704 | 5327
Bacteroidaies \ 98455 | 1155 | |Bacterodales | 263111 | 1506 | |Bacteroidales | 35104 | 927
Desuttovibrionales | 36128 | 4.24 Desulovirionales | 19883 | 114 "Ba*oo}mes | 11610 | 307
Enterobacterales | 34192 | 401 | [Enterodacterales | 17736 | 102 | | Bfidobacteriales | 8492 | 224
lactobacilales | 32313 | 379 | | Flavobacterales | 13388 | 077 | | DesuMtovibrionales | 7732 | 204
‘Bacilales 6688 078 | |Baciiales |8674 |05 | Enterobacterales | 7119 | 188
Eopertnelaes | 3439 |04 | [Tissiereldles 6788 | 039 | |Leonelaks |53 | 141
Limnochordales \ 2777 0 33 Cytophagales 4856 0 28 Pseooomonaaales 4220 i1
Toserelides | 2287 | 027 | |lactobacilales | 4435|025 | | Eryspelobichales | 3758 | 099
Ceivbrionales | 2206 | 026 | |Eggertmeliales | 3920 | 0.22 |Egoertheliales | 3420 | 001
N. xanthodon, 2n=60 N.xanthodon, 2n=52 : Mus musculus
Alle [ okuma % Ale | oxma % | Alle [ Okuma | %
Lachnospeaceae | 178893 | 2099 | | Lachnospiraceae |634726 | 3634 | |Lachnospraceae | 103542 | 2738 |
‘Ruminococcaceae | 82787 | 971 | | Muribacuiaceas | 161312 | 924 | Ruminococcaceae | 26979 (712 |
Murbacuiaceae [72752 | 854 | |Ruminococcaceae | 65686 | 377 | | Murbaculacese | 21489 | 567
Enterobacteriaceae | 34020 | 399 | | Clostridiaceae [36042 206 | | Clostidiaceas [15660 |418 |
Lactobaciaceae | 28271 | 332 | | Oscilospiraceas (27149 (155 | |[Lactobacitaceae | 9040 | 239
Clostndiaceae [26633 313 | |Enterobacteriacese | 17574 | 101 | | Bifdobacteriaceas | 8402 | 224
Desullovibrionaceae | 23154 | 272 | | Rikenellaceae [ 15917 | 091 | | Desuovibronaceae | 7313 | 193
Oscilospiraceae (15224 | 179 | | Hungateiciostridaceae | 15528 | 089 | | Enterobacteriacese | 6880 | 182
Desulfomicrobiaceae | 11960 | 14 | | Porphyromonadaceae | 15192 | 087 | Osclospracese | 6334 | 168
Hungateiclostridiaceae | 8382 | 104 | | Desufovibrionaceae | 14612 | 084 | | Coxellaceae |s22 |14
| N.xanthodon, 2n=60 N.xanthodon, 2n=52 Mus musculus
Cins |Okuma | % cins | Okma % | Cins | Okuma [% |
Lachnoclostrdum | 49558 | 582 | [Lachnoclostidum | 137717 | 789 || Lachnodlostidium | 22372 | 591 |
Ruminococcus | 45074 | 529 | | munbaculum 86565 | 496 || Clostridium 12127 |32
‘Muribacutum |33415 392 | |Anaerostipes 62365 | 357 | Muribaculum |ose7 256 |
Duncanielia | 28499 334 | |anaerougnum | 62258 [356 | Anaerotigrum | 9606 | 254 |
Lactobacilius |27136 | 318 | |Lachnoanaerobacuim | 51825 | 297 | Duncanieia 8800 | 232 |
Anaerostipes 25500 | 299 | |Anaerobutyricum | 51395 | 294 || Lactobacilus 8666 | 220 |
Clostridum (2276|273 | |Ouncameta 43380 |248 | Ruminococcus | 8405 | 222 |
Escherichia |22314 | 262 | |Ciostidium |20610 |17 || Anaerostipes 8374|221 |
Caproiciproducens | 14919 | 175 | [ Ruminococcus | 26470 152 || Bficobacterm | 8325 |22
Desulfomicrobium | 11960 | 1.4 Butyrivibrio | 24489 |14 || Herbinix |'sses 148 |

4.6. Farkh Memeli Gruplarinda Bakteriyal Cesitlilik Analizleri

Rattus rattus, N. xanthodon, 2n=60, Nannospalax xanthodon 2n=52 ve M. Musculus
tiirleri arasindaki bagirsak mikrobiyotasinda belirlenen bakteriyal ¢esitliligin dagilimlar:
analiz edilmistir. Orneklerdeki toplam OTU’larm minimum, ortalama ve maximum
sayist (Cesitlilik Egrisi), ornekler arasindaki benzerlik ve farkliliklar (PCoA plot),
orneklerdeki tiir ¢esitliligi (richness),(Seyreltme egrileri) incelenmistir (Sekil 20-22).

Memeli gruplar1 olarak 2 farkli tiir ve 2 kromozomal form arasinda yapilan bakteriyal




cesitlilik analizleri ile farkli memeli tiirlerinin ve N.xanthodon tiiriiniin kromozomal

formlarinin birbirinden ayrildig: tespit edilmistir.

Tar Cegitlilik Egrisi

Turler

Rrartus N.xamthodon Nxanthodon M.musculus
=80 =52
Goaplar

Sekil 20 Grup igerisindeki mikrobiyota tiir ¢esitlilik egrisi.

Species PCoA Plot [Taxonomic Classification)
M.musculus

e N.xanthodon, 2n=60

Coordinate 2 (33 ")
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Sekil 21 Gruplardaki tiir ¢esitliligini anlamlandirarak pCoA Plot teknigi ile olusturulan
benzerlik grafigi.
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Sekil 22 OTU'larin okunma tekrarina gore farkl: tiirlerin miktarini gésteren Tiir seyreltme
egirisi.
4.7. Diger Memeli Gruplarinda Belirlenen Mikrobiyota Profilleri
Tespit edilen mikrobiyota profilleri belirgin tiirler ve taksonomik birimlerin

ylizdeliklerine gore her grup icin hazirlanarak kladogramlar halinde asagida verilmistir

(Sekil 23-25).



TClostrsim] scindons ATCC 35

Sekil 23 N. xanthodon, 2n= 60" da mikrobiyota iiyelerini taksonomik birimler ile gdsteren
kladogram.
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Sekil 24 N. xanthodon, 2n= 52’ de mikrobiyota liyelerini taksonomik birimler ile gosteren
kladogram.



Sekil 25 M. Musculus’ da mikrobiyota iiyelerini taksonomik birimler ile gosteren
kladogram.

4.8. Kolorektal Kanser ile iliskili Gen Expresyon Profillerinin Belirlenmesi
Kolorektal kanser ile iliskili oldugu bilinen genlerin (Pten, Mtor, Akt) iki farkli habitattan
alinan ratlarda ekspresyon seviyeleri laboratuvar ratlari ile karsilastirilarak incelenmistir
(Sekil 26). Pten geni en fazla kirsal ratlarda eksprese edilirken, Mtor ve Akt geni en fazla
kentsel yayilig gosteren ratlarda eksprese edilmistir. Laboratuvar ratlari arastirilan her {i¢
gen icin benzer oranlarda eksprese edilirken Pten geni kentsel ratlarla benzer kirsal
ratlardan oldukga diisiik, Mtor geni dogal yasam alanindan alinan ratlara gore diisiik, Akt
geni ise kirsal ratlardan yiiksek, kentsel ratlara gore oldukga diisiik seviyede eksprese

edilmistir.
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Sekil 26. Kolorektel kanser ile iligkili genlerin (Pten, Mtor, Akt) Rat gruplarinin bagirsak
epitel dokularinda mRNA ekspresyon seviyeleri.

5.TARTISMA

5.1. Tiirlere Gore Mikrobiyotadaki Degisimler

5.1.1. Kentsel alanlarda yasayan Rattus rattus’da bagirsak mikrobiyatasinin

degerlendirilmesi

Kentsel yasam grubunda (RH1) diger gruplara gore oldukga yiiksek oranda bulunan ve
ayn1 zamanda en yiiksek popiilasyonu olusturan Lactobacillus zymae ilk olarak bir
bugday tiiriiniin eksi hamurundan izole edilen bir bakteri tiiriidiir (Ganzle, vd., 1998).
Laktik asit bakterileri (LAB) arasinda olan L. zymae eksi mayali ekmek, klasik ekmek,
atistirmaliklar, pizza ve tatli pismis iirlinlerin tiretimi i¢in kullanilan yiyecekleri kiif ve
bakteri bozulmasindan koruyan bir tiirdiir (Vuysta, vd., 2007). Bu tiiriin mikrobiyotadaki
varlig1 bugday, ¢avdar, piring gibi un igerikli besinlerden kaynaklanmaktadir (De Vuyst
ve Ga'nzle, 2005). Kentsel yasam alanlarindaki ratlarin mikrobiyotasinda Lactobacillus
zymae’nin yiiksek miktarda olmasi, insan besin artiklarinda bulunan unlu gida tiiketimi

ile aciklanabilir. Pediococcus pentosaceus ise diger gruplarla karsilastirildiginda bu



grupta 40 kat daha fazla tespit edilmistir. P. pentosaceus bitki materyallerinde,
olgunlagsmis peynirlerde ve gesitli islenmis etlerde bulunabilmektedir (Osmanagaoglu,
vd., 2001). Ayrica gesitli etler, sebzeler ve peynirler gibi yiyecekleri mayalayabilen bir
baslangig kiiltiirii olmasi nedeniyle endiistriyel olarak 6nemli bir tiir oldugu bilinmektedir
(Hu, vd., 2006). Kentsel yasam grubunun beslenme diyetlerinde islenmis et, peynir
irliinlerinin yer aldigi ve mikrobiyotadaki bu sekillenmenin alinan besinlerden
kaynaklandigr goriilmiistir. RH1 grubunda yiikksek yogunlukta bulunan bakteri
popiilasyonlarindan biri de Lactococcus garvieae’ dir. Bu tiir vaskiiler endotelde
lezyonlara neden olarak i¢ organlarin yiizeyinde kanamalara yol agmaktadir. Ayrica
immiinosiipresyon veya karaciger sirozunu neden oldugu diistiniilmektedir (Wilbring,
2011). Genellikle suda yasayan tiirler olmakla birlikte bir¢ok ¢iftlik hayvani i¢in patojen
etki gosterdigi ve yumusak doku enfeksiyonlarina sebep oldugu bildirilmistir. L. garvieae
kanatl eti, ¢ig inek siitii, ¢ig et Uriinleri, endiistriyel mezbahalarda, kedi ve kopeklerde
bulunmustur (Zuily, 2011) . Beslenme tercihlerinde kuslar gibi kii¢iik omurgalilar da olan
ratlarin bu ve benzeri bakteri tiirlerini mikrobiyota igerisinde tagimalar1 olasidir. Kirsal
yasam alanlar1 ve laboratuvar ratlarina gore L. garvieae’nin 10 kat daha yiiksek oranda
bulunmasi, kentsel yasam grubundaki ratlarin daha fazla ¢ig et ve siit driini ile
beslenmeleri veya yasadiklar1 bolgedeki diger evcil memeliler (kedi, kdpek vb.) ile ayni
ekolojik ¢evrede yasamalarindan kaynaklanmis olabilir. Kentsel yasam grubunda artis
gosteren Kurthia zopfii ise Planococcaceae familyasindan bir bakteri cinsidir. Kurthia
sp. gram-pozitif, spor yapmayan, c¢ubuk benzeri bir bakteridir. Cesitli et, siit ve
topraklarda da bulunmustur (Mei, 2009). Kurthia zopfii’nin patojen olmamakla birlikte
ishal etkilerinin oldugu bilinmektedir. (Keddie, 1981). Beslenme tercihlerinde ¢ig et ve
stit tirlinlerinin bulunmas1 muhtemel olan RH1 grubu mikrobiyotasinda yer alan Kurthia
zopfii zararsiz olmasina ragmen bu grupta metabolizmayi etkileyebilecek diger tiirlerin
popiilasyonunun artmasina neden olabilmektedir. Kurthia zopfii’nin yami sira RH1
mikrobiyotasinda farkli patojen tiirler de tespit edilmistir.

Yukarida tespit edilen tiirlerin yani sira kentsel yasam grubunda 4 kata kadar artis
gosteren Lactobacillus brevis, fermente gidalar gibi bircok farkli ortamda ve normal
mikrobiyotada bulunabilir. L. brevis'in baslica metabolitleri arasinda laktik asit ve etanol
bulunur. Boylece probiyotiklerde ve gida korunmasinda kullanilmaktadir (Sami, ve

digerleri, 1997) (Schmalreck, vd., 1975). L.brevis’in ¢ogunlukla g¢ikolatalarda ve



baliklarda da fermantasyon sonucu olusan tiraminini iirettigi bulunmustur. Ayrica L.
brevis, kefir yapiminda kullanilan baslica Lactobacillus tiirlerinden biridir (Pidoux,
1989). Bu tiir tizerine yapilan bir¢ok ¢aligmada insan bagisiklik fonksiyonunu iyilestirdigi
gosterilmistir. RH1 grubunda bu tiiriin artmasi alinan besinlerin toksik etkilerini azaltic1,
bagisiklik sistemini destekleyici bakteri tiirlerinin artmasina yardimci oldugu ve diger
gruplara gore mikrobiyotasinda farkli probiyotik tiirlerini tasimasinda 6nemli bir faktor
oldugu diistiniilmektedir.

Kentsel yasam grubunda diger gruplara gore 100 kat daha fazla bulunan iki benzer tiir
Weissella paramesenteroides ve Weissella ceti, Leuconostocaceae familyasina ait gram-
pozitif bakteri cinsleridir (Woese, 1987). Bu cinse ait birgok sus probiyotik potansiyeli
ve antienflamatuar etkinlik gibi ¢esitli yararli 6zellikler gostermektedir (Bjorkroth K, vd.,
2002). Weissella ceti tiirii toprak, taze sebzeler ve fermente gidalar veya et ve et tirtinleri
gibi ¢ok cesitli endiistriyal tiriinlerden izole edilmistir. Bu tiirlin 6zellikle RH1 grubunda
arttig1 gézlemlenmis ve bu gruptaki proteabakteri cesitliligini onemli 6lcilide arttirdig
tespit edilmistir. Farkli endiistriyal {irtinlerle beslenebilen kentsel yasayan ratlar diger
gruplara gore onemli olgiide farkli probiyotik tiirlerine sahip olsa da toplam probiyotik
miktar1 diger gruplardan daha azdir. Benzer bir sekilde Anaerostipes hadrus insan
diskisindan izole edilmis Anaerostipes cinsinden Gram pozitif bir bakteridir. Bu tiirlerin
biitirat Uirettigi gosterilmistir. Butiratin, bagirsak epitel hiicrelerinin bliyiimesini arttirdigi
ve anti-enflamatuar bir ajan olarak etki ettigi i¢in gastrointestinal sistem homeostazi
tizerinde olumlu bir etkisi oldugu gosterilmistir (Vercoe, vd., 2012). Anaerostipes
hadrus’un kentsel yasam grubundaki artisi, ¢evresel ekolojik kirleticilere karsi bir
savunma adaptasyonu olarak diistliniilebilir. Clinkii kentsel yasam ratlar1 diger gruplara
gore birgok kirleticiye maruz kalmakta ve mikrobiyotasinda kirleticilerin emilimini
azaltmak icin bu bakteri tlirlerinin varligina ihtiya¢ duymaktadir.

Birgok bakteri tiiriinden taksonomik olarak ¢ok ayr1 6zellikler tasiyan ve kentsel yasam
grubunda belirgin bir sekilde 400 kat artis1 goriilen Akkermansia muciniphila, 2004
yilinda Muriel Derrien ve digerleri tarafindan onerilen, insan bagirsaginin miisin
bozundurucu bakteri tiiriidiir (Vos, vd., 2017, Derrien, vd., 2004). Obezite, diyabet ve
iltihaplanma ile olan iligkisini anlamak i¢in kapsamli aragtirmalar yapilmistir (Everard,
vd., 2013, Caesar, vd., 2015). A. muciniphilanin insanlarda anti-enflamatuar etkilere

sahip olduguna inanilmaktadir. Yapilan arastirmalarda A. muciniphila kolonizasyonu,



apandisit veya enflamatuar barsak hastaligi (IBD) gibi enflamatuar durumlar arasinda
negatif korelasyon oldugu kaydedilmistir. (Dao, vd., 2015; Derrien, vd., 2016).

Son olarak proteobakteri sinifinda yer alan iki farkli tiir Lactobacillus mucosae ve
Lactobacillus reuteri RH1 grubunda benzer bir sekilde 5 kat artis gostermistir.
Lactobacillus mucosae ¢ubuk seklinde bir laktik asit bakteri tiiriidiir. Mukus baglama
aktivitesine sahiptir (Lee, vd., 2012). Lactobacillus mucosae dahil bir¢ok Lactobacillus
tirti, intestinal mukusdaki bilesenlere baglanan mub olarak bilinen bir hiicre yiizeyi
mukus baglayici proteini kodlayan bir gene sahiptir. Bu yapisma proteininin, bakterilerin
gastrointestinal sistem gibi acik akish bir ortamda hayatta kalmasini sagladigi
belirtilmistir (Roos, vd., 2000). Lactobacillus mucosae’ nin epitel gecirgenligini azalttigi
ve epitelyal bariyer fonksiyonunu iyilestirdigi gosterilmistir. Bu mikrorganizmanin
varlifi, patojenik organizmalarin ¢oguna karsi rekabet¢i bir dislama saglar ve yeni
probiyotik gida iiriinlerinin gelistirilmesine yardimci olur. Artmis epitelyal aktivite ayn
zamanda bir¢ok bagirsak hastaligina neden olan faktorlerden biridir (Watanabe, vd.,
2010).

5.1.2. Kirsal alanlarda yasayan Rattus rattus’da bagirsak mikrobiyatasinin
degerlendirilmesi

Kirsal yasam grubunda (RH2) diger gruplara kiyasla 6nemli miktarda artan Anaerostipes
rhamnosivorans, zorunlu anaerobik, spor olusturan, biitirat tireten kivircik ya da gubuk
seklinde bir bakteridir (Bui, ve digerleri, 2014). Bu tiir sekerlerden ziyade asetik ve laktik
asitlerden biitirat {iretebilen bagirsak mikrobiyotasinin baslica temsilcileridir (Flint, ve
digerleri, 2012a). Butiratin kansere ve iilseratif kolite karst koruma saglayabildigi
belirtilmistir (Hague, vd., 1997). Ayrica farelerde insiilin direnci ve obezite gelisiminin
onlenmesi ile iligkilendirilmistir (Flint, vd., 2012b). RH2 grubunda artis gdsteren ve A.
rhamnosivorans ile benzer metabolik isleve sahip Herbinix luporum, karbon kaynagi
olarak glikoz, mannoz, arabinoz, ¢Oziiniir nisasta, galaktoz, selobiyoz ve seliiloz
kullanabilen bir bakteridir. Bu substratlardan elde edilen baslica fermantasyon iiriinleri
etanol, asetik asit, biitirik asit ve hidrojendir (Bui, vd., 2014).

RH2 grubundaki artis1 ile dikkat ¢eken Micropruina glikojenika, aktif camurdan izole
edilen Micropruina cinsinden Gram pozitif ve spor olusturmayan bir bakteridir (Shintani,

vd., 2000). Bu tiirler substratlar1 hiicre igi glikojen olarak depolayabilir. Hiicreler



anaerobik kosullar altinda nitrati nitrite indirgemekle birlikte, nitriti nitrojene
indirgeyemez. Diger tiirlerden farkli olarak antifungal bir etkiyle mantarlar tizerinde
beslendigi bilinen Streptomyces koyangensis, turp ekim arazilerinden izole edilen
Streptomyces cinsinden bir bakteri tiiriidiir (Lee, vd., 2005). Kirsal yasam alanlarindaki
ratlarin mikrobiyotasinda bu tiirlerin bulunmasi, kentsel yasam grubundakilere gore daha
cok bitkisel ve mantar kokenli besinler tiikettigine isaret etmektedir. Kirsal yasam
grubunun ekolojik ¢evreleriyle de uyum gosteren iki farkli bakteri tiiriinden Clostridium
cellulosi, inek giibresi iceriginde ve bir mandira topragindan izole edilmistir. Ayni
ekolojik ¢evrelerde bulunan bir diger tiir Staphylococcus muscae’nin ise hastalik ile
iliskili oldugu bilinmektedir. Bu tiir ilk olarak inek ¢iftliklerinde yakalanan sineklerden
izole edilmistir (Hajek vd., 1992). Bu bakteri tiirlerinin kirsal yasam alanlarindaki rat
bagirsak mikrobiyotasindaki artisi, mikrobiyota bilesenlerinin ¢evresel faktorlerden
dogrudan etkilendigi yoniinde 6nemli bir gostergedir. Bunlarin disinda RH2 grubunda yer
alan Actinomyces viscosus, yetiskin insanlarin % 70' inin agizin1 kolonize eden insan ve
hayvan patojeni / patobiontudur (Eng, vd., 1981) A. viskozus diisiik bir viriilans seviyesine
sahip olup hayvanlarda periodontal hastaliga neden olurken insanlarda endokardite neden

oldugu gosterilmistir (Mardis, vd., 2001).

5.1.3. Laboratuvar ratlarimin bagirsak mikrobiyatasinin degerlendirilmesi

Laboratuvar ratlar1 (RL) grubuna ait mikrobiyotada tepit edilen tiirler arasinda 3 tiir,
dikkat c¢ekici sekilde Candidatus cinsinde smiflandirilmistir. Bu cins heniiz
kiiltiirlenmemis mikroorganizmalar i¢in gegici bir taksonomik kategoridir. Candidatus
Saccharimonas aalborgensis, Candidatus Cyclonatronum proteinivorum, Candidatus
Tachikawaea gelatinosa metabolik 6zellikleri tam olarak bilinmeyen tiirler arsindadir. Bu
tirlerin yabanil rat mikrobiyotasindaki (RH1, RH2) popiilasyonlar1 oldukca diisiik
olmasina ragmen, laboratuvar ratlar1 grubunda ortalama olarak 5-8 kat daha fazladir.
Candidatus Saccharimonas aalborgensis daha once sadece laboratuvar hayvani
gruplarina uygulanan diisiik intektisit uygulamalarinda rapor edilmistir (Fanga, vd.,
2018). Yabanil rat gruplartyla (RH1, RH2) karsilagtirildiginda laboratuvar ratlart
grubunda (RL) 3 kat daha yiiksek olan bir diger bakteri Oscillibacter valericigenes, bir
glikoz ortaminda biiyiitiildiigiinde baskin olarak valerat lireterek fermantatif olarak

biiyiimektedir. Insan bagirsak mikrobiyotasi {izerine yapilan calismalarda, saglikli



kontrol gruplarinda O. valericigenes tiirii, Crohn (Bagirsak iltihab1) hastaligi tanisi olan
hastalara gére anlamli derecede daha fazla bulunmustur (Mondot, ve digerleri, 2011). RL
grubunda bu tiirlin daha yiiksek olmasi daha saglikli bir mikrobiyotay1 ifade etmektedir.
Yabanil rat 6rneklerinde daha az olmasi mikrobiyotaya bagli hastaliklara yatkinligin bir
gostergesi olarak diistiniilebilir. Benzer bir sekilde bir¢ok hastalikla ters orantili oldugu
distiniilen Ruminococcus albus ve Ruthenibacterium lactatiformans tiirleri laboratuvar
ratlar1 gurubunda 3 kat daha fazla miktarda bulunmaktadir. Bu tiirler Ruminococcus
cinsine ait kesfedilen cesitli tiirlerden olup ilk olarak insan bagirsaginda bulundugu
bildirilmistir (Rajili¢-Stojanovi¢, vd., 2014). Insan ve hayvan konakgilarindan diski,
rumen ve bagirsak igeriginden elde edilmistir (Rainey, 2009). Bagirsaktaki bitki hiicre
duvar1 yikiminda rol oynayabilirler. Ruminococcus albus’ un enflamatuar bagirsak
hastalig1 olan kisilerde daha az oldugu bulunmustur (Nagao-Kitamoto, vd., 2017; Henke,
vd., 2019). Laboratuvar ratlarinin (RL) besinleri bitkisel kokenli islenmis hayvansal yem
statlisiinde oldugundan, yabanil rat gruplarina gore ¢ok farkli bir beslenme diyetleri
vardir. Beslenme, mikrobiyotay1r dogrudan etkileyen bir faktér olarak goriilmektedir.
Ornegin dogada toprak, hava ve suda bolca bulunan Brevibacillus brevis tiirii daha ¢ok
cliriiyen bitkisel kaynaklarda yaygin olarak bulunan Gram pozitif, aerobik, spor olusturan
bir basildir. Nadiren bulasict hastaliklarla iligkilidir. Laboratuvar hayvani1 grubunda 10
kat daha fazla bulunan bu tiir beslenmeye bagli olarak mikrobiyotada yer alir. RL
grubunda diger gruplara gore 4 kat daha biiylik bir popiilasyona sahip Bacteroides
cellulosilyticus tiirii ise Bacteroides cinsindeki bir bakteridir. Bu bakterilerin,
mikrobiyotadaki seliillozun (seliilolitik) bozunmasinda o©nemli bir rol oynadigi
bildirilmistir. Seliiloz, bitki hiicre duvarlarinda bulunan ve énemli bir diyet lifi kaynag1
olan bir polisakkarittir. Bagirsaktaki ¢ogu bakteri bitki polisakkaritlerini parcalayamaz
(Flint, 2008). Seliilozun Bacteroides cellulosilyticus tarafindan bozunmasi asetat,
propionat ve siiksinat liretimiyle sonuclanir (Robert, 2007). Bu grupta artis gosteren diger
bir tlir ise Pseudomonas koreensis’ tir. P. koreensis Pseudomonas cinsinin tarimsal
topraklarda yaygin olarak bulunan bir tiiriidiir. Organik maddelerin ayrigmasi ve bitki
biiyiimesinin desteklenmesi ile ilgili ¢esitli islevlere sahip olduklar1 ve ayrica patojenik

etkiler gosterebildikleri bildirilmistir (Palleroni, 1993).



5.2. Rat gruplarinda Diger Taksonomik Birimlere Gore Mikrobiyotadaki
Degisimler
Mikrobiyotadaki tiir bazindaki degisikliklerin yani sira sube, aile ve cins diizeyinde
karsilastirmalar yapilmigtir. Kentsel yasam grubu (RH1) mikrobiyotasi sube diizeyinde
incelendiginde  Firmicutes  bakterilerindeki  artisa ~ karst  Proteobacteria,
Actinobacteria’larda azalmalar goriilmiistiir. Literatiirdeki bircok agir metal
uygulamalarinin oral olarak deneysel uygulamasinda Firmicutes’larin azaldigi, pestisit
uygulamasinda ise artti@i tespit edilmistir (Breton, ve digerleri, 2013) (Breton, ve
digerleri, 2013). Bagirsak mikrobiyotasindaki Fimicutes’lar besinlerin sindirilmesi ve
enerji dontigiimleri ile iliskilendirilerek obezite ile ilgili calismalarda Firmicutes’un
arttigr bildirilmistir (Ley, vd., 2005). Bu arastirmada kentsel yasam ratlarindaki
Firmicutes bakterilerindeki artisi, insan besin atiklarina kolay bir sekilde ulasabilmeleri
ile besinlerini daha ¢ok un, seker gibi yiiksek enerjili gidalarin olusturmasina bagl olarak
hizli bir metabolizma gereksinimi ile iliskilendirilebilir. Mikrobiyota degisikliginde
besinin yani sira ¢evresel kirleticiler de etkili bir faktordiir. Bu nedenler sanayi alanindan
alman RH1 orneklerinde bu tiiriin artis1 ¢evresel toksiklere karsi gelistirilen bir
mikrobiyal savunma sisteminin gereksinimi ile de aciklanabilir. Toksik maddelerin
mikrobiyotadaki degisikliklerini inceleyen bircok arastirmada agir metallerin
mikrobiyota igerisindeki Proteobacteria’leri pestisitlerin ise Actinobacteria’lar azalttigi
gosterilmistir (Wu, vd., 2017). Kentsel yasam grubundaki rat mikrobiyotasindaki
Proteobacteria ve Actinobacteria tiirlerinin azalmasi, diger gruplara goére gevresel
kirleticilere daha ¢ok maruz kaldigin1 gostermektedir. Sinif diizeyindeki degisimlerin de
besin-mikrobiyota arasindaki iliskiyi destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir. Kentsel
yasam grubunda artis gosteren Clostridiales, Desulfovibrionales, Enterobacterales
tiirleri, diger aragtirmalarda da uygulanan ¢evresel kirleticiler ile mikrobiyota icerisinde
arttigi bildirilmistir (Jaeggi, vd., 2015). Aile diizeyinde Onemli islevlere sahip
Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, basta olmak {izere mikrobiyotada énemli azalmalar
tespit edilmistir. Bunlar aileler; Streptococcaceae, Ruminococcaceae, Bacillaceae,
Micrococcaceae, Thermomonosporaceae, Actinomycetaceae, Oscillospiraceae,
Peptostreptococcaceae, Mycobacteriaceae, Erysipelotrichaceae, Carnobacteriaceae,
Aerococcaceae, Planococcaceae, Microbacteriaceae, Nocardioidaceae’dir.  Ancak

bagirsak bariyer biitinliigiinii destekleyici gorevi oldugu bilinen Akkermansiaceae basta



olmak {tizere zararli etkilerinin de oldugu bilinen Leuconostocaceae, Eubacteriaceae,
Staphylococcaceae, Leuconostocaceae, Eggerthellaceae, Prevotellaceae
poptilasyonlarinda diger gruplara gore artis goriilmiistiir. Tiim gruplardaki mikrobiyota
profilleri genel olarak incelendiginde, belirlenen 3 subenin populasyon biiyiikliikleri
arasinda dnemli farkliliklar tespit edilmistir. Mikrobiyotanin biiyiik bir kismini olusturan
bu 3 Sube; Firmicutes, Proteobacteria ve Actinobacteria yabanil rat 6rneklerine gore
laboratuvar ratlarinda oldukca diisiik diizeydedir. Laboratuvar ratlar1 grubundaki
mikrobiyota igerigi yabanil gruplarinkine zit bir sekilde cins diizeyinde birbirine yakin
biiyiikliikteki popiilasyonlardan olusmaktadir. Yabanil ratlarin mikrobiyotasinda %80
oraninda Firmicutes bulunurken, laboratuvar ratlarinda bu oran %60’tir. Aile ve cins
diizeyindeki sonuglara bakildiginda laboratuvar ratlarinin mikrobiyotasinda tiirlerin
populasyon yiizdeliginin diger gruplara gére daha az oldugu gériilmiistiir. Ornegin ¢cogu
tiirtiniin probiyotik oldugu bilinen Lactobacillales, yabanil rat gruplarinda ortalama %40
iken, laboratuvar ratlar1 grubunda %12 oranina sahiptir.  Ayrica Bacillales,
Lachnoclostridium tiirlerinin de laboratuvar ratlarinda daha diisiikk oranlarda oldugu
goriilmiistiir. Laboratuvar hayvanlarinin steril temiz ve ekolojik kirleticilerden daha uzak
bir ortamda yasadiklar1 géz 6niine alindiginda mikrobiyotanin islevsel olarak bu etkenlere
kars1 bir bariyer gérme islevi serbest yasayan rat rneklerine gore daha azdir. Bu yiizden
yabanil rat gruplar1 (RHI,RH2) ile karsilastirildiginda bir¢ok patojen ve inflamatuar
etkiye sahip bakterilerinde bulundugu ¢ok sayida cins laboratuvar ratlar1 (RL)gurubunda
diisiik oranda bulunmaktadir. Genellikle islenmis gidalar, ¢ig et ve siit Uriinlerinde
bulunan Streptococcaceae, Desulfovibrionaceae, Enterobacteriaceae, Eubacteriaceae,
Staphylococcaceae, Micrococcaceae, Thermomonosporaceae, , Propionibacteriaceae,
Mycobacteriaceae, Aerococcaceae, Planococcaceae, Microbacteriaceae,
Nocardioidaceae,  Ardenticatenaceae,  Streptomycetaceae, = Rhodobacteraceae,
Hyphomicrobiaceae, Dermabacteraceae, Parachlamydiaceae cinslerinin laboratuvar
ratlarinda diger gruplara gore oldukca diisiik popiilasyonlarda bulundugu goriilmiistiir.
Mikrobiyotada azalan bu popiilasyonlarin laboratuvar ratlarinin bitkisel besinlerle
beslenmesi, steril bir ortamda biiylimeleri ve bir¢cok ekolojik faktdrden uzak bir yasam
gecirmeleri ile iliskili oldugu muhtemeldir. Mikrobiyotanin konakg¢inin ihtiyaglarina ve
beslenmesine gore sekillenmesi dngoriilen bir hipotezdir. Bu aragtirmada laboratuvar

hayvanlarmin mikrobiyotasinda sube, sinif ve cins diizeyinde artig gosteren bakteriler bu



hipotezi desteklemektedir. Laboratuvar ratlarinda 6zellikle bitkisel polisakkaritleri ve
besin kaynaklarini sindirmeye yardimci oldugu diisiiniilen Bacteriodietes sinifi basta
olmak tizere, Lachnospiraceae ve Verrucomicrobiae’de, cins diizeyinde ise Bacteroidia
ve Clostridiales’lerde artis oldugu tespit edilmistir. Ayrica RL grubu, diger gruplarda
cok az (%]1-5) bulunan probiyotik gorevi olan proteabakteri sinifina dahil
Epsilonproteobakteria (%15) Alphaproteobacteria (% 10) ve Deltaproteobacteria (%15
) tiirlerini oldukga yliksek oranlarda barindirmaktadir. Cins diizeyinde incelendiginde de
farkli proteabakteri cinslerini diger gruplardan daha yiiksek oranlarda bulundurmaktadir.
Ayrica Laboratuvar hayvanlari gurubunda daha yiiksek oranda bulunan diger bakteri
cinsleri Eggerthellaceae, Ruminococcaceae, Hungateiclostridiaceae, Oscillospiraceae,
Peptococcaceae, Muribaculaceae, Mycoplasmataceae, Prevotellaceae
Erysipelotrichaceae, Carnobacteriaceae, Helicobacteraceae, Acholeplasmataceae,
Sporomusaceae, Bacteroidaceae, Rikenellaceae, Flavobacteriaceae, Paludibacteraceae,
Planctomycetaceae’dir. Bu grupta bir¢ok farkli metabolizmaya sahip ve konak ile
simbiyoz olarak yasayabilen bakteri tiirleride goriilmektedir. Mikrobiyotadaki tiir
cesitliligini belirlemek iizere yapilan Simpsons ve Shannon endexlerine bakildiginda
Laboratuvar ratlar1 grubunun en yiiksek degere sahip olmasi mikrobiyotadaki tiir
cesitliligini ifade etmektedir. Laboratuvar ratlarinin mikrobiyotalarinda diger gruplarla
karsilastirildiginda birgok tiir ortak olmasina ragmen laboratuvar ratlarinda daha fazla
cins gesitliligi bulunmustur. Mikrobiyotada belirlenen bakterilerin populasyon
biiyiikliigii agisindan gruplar arasinda farkliliklar olmasina ragmen, birgok tiir her grupta
ortak olarak tespit edilmistir. Ancak gruplara spesifik olan bakteri tiirleri de bulunmustur.
Kentsel yasam grubunda; Verrucomicrobiales, Eubacteriaceae, Leuconostocaceae ve
Pediococcus cinsleri, Kirsal yasam grubunda Rhodobacterales ve Rhizobiales cinsleri,
Laboratuvar ratlar1 grubunda ise Erysipelotrichales, Chromatiales, Campylobacterales,
Flavobacteriales, Duncaniella, Ruminococcus, Flavonifractor, Muribaculum,
Intestinimonas, Candidatus Saccharimonas ve Marinilactibacillus cinsleri gruplar arasi

ayirt edici bakterial floray1 olusturmaktadir.

5.3. Filogenetik ve Mikrobiyal Degisimler
Diyet, yas, cinsiyet, esaret ve tiir bagirsak mikrobiyotasinin bilesiminin giiglii

etkenleridir. Bagirsakta yerlesen bakteri kolonilerinin memelilerin evrimde oldukga etkili



oldugu diisiiniilmektedir. Ayni tiiriin {yelerinin bagirsak mikrobiyotalari, diger
tirlerinkinden daha c¢ok birbirine benzer. Kara memelileri {izerinde yapilan bir
arastirmada bagirdaktaki bakteri igeriginin dogal ya da tutsak bir cevreden olup
olmadiklarina bakilmaksizin genel olarak benzer konakgilar arasinda daha benzer oldugu
sonucuna varilmigtir. Tirlere 6zgii bagirsak mikrobiyotasi, bagirsak mikrobiyal
bilesiminin konakgi filogenisini yansittigi bilinen vahsi hominidlerde tanimlanmistir (Ley
vd., 2008; Lombardo, 2008). Bagirsak florasinin baslangigta ve siirekli olarak dis
kaynaklardan elde edilen bakteriler tarafindan olugmasina karsin, evrimsel zaman
cizelgeleri boyunca biiylik maymun tiirleri arasindaki bagirsak mikrobiyotasinin
bilesiminin filogenetik olarak korundugunu ve dikey kalitimla tutarl bir sekilde ayrildig:
tespit edilmistir (Ochman vd., 2010). Giiney fili ile leopar fok bagirsagi mikrobiyotasi
arastirilmig ve aralarindaki belirgin farkliliklar, fok filogenisinin benzer sekilde bagirsak
mikrobiyotasi tarafindan yansitilabilecegi gosterilmistir (Nelson vd., 2012).

Bu arastirmada yaban hayatindan alinan Rattus rattus, Mus musculus ve N. xanthodon
tiirtinlin 2n= 60 ve 2n= 52 olmak iizere iki kromozomal formu, filogenetigin mikrobiyal
degisimler iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla c¢alisilmistir. Gruplardaki tiir
cesitliligini anlamlandirarak pCoA Plot teknigi ile olusturulan benzerlik grafiginde tespit
edilen belirgin farkliliklar tiirlerin mikrobiyota {izerindeki etkisini dogrular niteliktedir
(Sekil 21). Bu ¢alismada taksonomik olarak problemli olan N. xanthodon tiirtiniin verileri
dikkat ¢ekicidir. Tirkiye'de Nannospalax cinsi genel olarak ii¢ tiirle temsil edilir -
Nannospalax leucodon (Nordmann, 1840), Nannospalax xanthodon (Satunin, 1898) ve
Nannospalax ehrenbergi (Nehring, 1898). N. xanthodon'un diploid kromozomlarinin (2n)
say1s1 36 ile 60 arasinda degismekte ve temel say1 (NF) 66 ile 92 arasinda degismektedir
(So6zen vd., 2013). Sitolojik calismalar Anadolu korfareleri i¢cin 50'den fazla sitotip (tiir
icinde farkli kromozomal sayilara sahip bireyler) ortaya koymustur ve bu olaganiistii
karyolojik ¢esitlilik 6nemli bir taksonomik problemdir (Arslan ve Zima, 2015).
Aragtirmacilar, sitotipleri molekiiler teknikler kullanarak taksonomik olarak nasil
degerlendirilecegi  sorusuna yanit artyorlar. Son molekiiler c¢aligmalar, korfarelerin
filogenisinin anlasilmasinda dikkate deger veriler saglamistir. mtDNA'ya dayali
caligmalar Anadolu sitotiplerinde tiir diizeyinde farkliliklar gdstermemekle birlikte,
cesitli sitotipler arasinda 6nemli ayriliklar bildirilmistir (Yagei ve ark., 2018). Bu projede

arastirilan N. xanthodon tiiriiniin 2n=60 ve 2n= 52 kromozomal formlar1 arasinda goriilen



bagirsak mikrobiyatasindaki degiskenlik sitotiplerin ayr1 birer tiir ya da clad/irk
tanimlanmalart i¢in yapilacak arastirmalara taksonomik karakter olarak katkida
bulunabilmektedir. Nitekim bizim ¢alismamiz az sayida 6rnek ve sitotiple ¢aligilmis olup
bu konuda kesin bir kural konulmasinda yetersiz olmasina ragmen taksonomik olarak

problemli N. xanthodon tiirii i¢in 6n ¢alisma ve yeni veri niteligindedir.

5.4. Kolorektal iligkili Genler

Kolorektal kanser (CRC) diinyadaki en yaygin kanserdir ve son yillarda goriilme sikligi
artmaktadir. CRC olusumunun c¢esitli faktorlerle iligkili olduguna inanilmaktadir.
Epidemiyolojik  veriler, CRC'nin esas olarak c¢evresel faktorlerden, yeme
aliskanliklarindan, fiziksel aktiviteden ve genetik faktorlerden etkilendigini
gostermektedir (Chatenoud vd., 2016). Bagirsak mikrobiyotasi, CRC olusumunun
onlenmesinde ve bagirsak bagisikliginin korunmasinda énemli roller oynar. Kolorektal
kanserle iliskili PTEN geninin ratlarda ekspresyon seviyesi arastirilmis ve PTEN gen
ekspresyonunun koleraktal kanser olusumu ve gelisimini engelledigi tespit edilmistir.
(Zhang vd., 2019). PTEN geni, klasik bir tiimor baskilayici olarak kabul edilen gesitli
fonksiyonlara sahip ¢oklu anti-tiimér 6zelliklerine sahip bir gendir (Lagué vd., 2008).
Pten / Akt / mTOR sinyal yolaklari, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve hayatta
kalmasini dengelemede kritik bir rol oynar. Son g¢alismalarda pTEN / AKT / mTOR
yolagindaki polimorfizmlerin kansere yatkinlik ile iliskili oldugu belirlenmistir. pTEN,
bir tiimor baskilayicit ve plazma membran lipid fosfatazdir ve AKT'nin aktivasyonunu
inhibe eder, pTEN / AKT / mTOR yolunu negatif olarak diizenler (Zhang ve ark., 2017).
Bu calismada Pten geni yukari regiile edilen kirsal ratlarda Mtor ve Akt geninin asagi
regiilesyonu Pten/Mtor/Akt sinyal yolag ile ilgili ¢alismalar1 dogrulamaktadir (Sekil 26).
Ancak arastirmamizda cevresel faktorlerin neden olabilecegi kansere yatkinligin kentsel
ve kirsal yasam alanina sahip ratlarda karsilastirmasi ve kansere yatkinligin belirlenmesi
hedeflenmistir. Kentsel ratlarda Pten ekspresyon seviyesinde goriilen azalma Mtor ve Akt
gen aktivasyonunda artisa neden olurken kanser agisindan risk olusturmaktadir. On
aragtirma niteliginde olan projemizin bu kismu Oneriler boliimiinde belirtildigi tizere

ileriki ¢alismalarda genisletilerek kapsamli bir sekilde incelenecektir.



6.SONUC VE ONERILER

Mikrobiyota igerisindeki tilirler arastirilan gruplar arasinda; yasadiklari ekolojik cevre,
beslenme sekilleri, c¢evresel kirleticiler ve yasam alanlarini paylastiklar1 diger
popiilasyonlar gibi birgok etkene bagli olarak farklilik gostermektedir. Ozellikle
besinlerden kaynaklandigini tespit ettigimiz bakteri tiirleri gruplar arasinda gesitlilik
gostermektedir. Laboratuvar hayvanlarinin bitkisel besinlerle beslendigi g6z Oniine
alindiginda birgok bitkisel besin sindirimi yapan tlrlerdeki artis beslenmeyle
mikrobiyotanin iligkisini desteklemektedir. Kentsel yasam alanindan yakalanan grupta
mikrobiyotadaki bakteri tiirleri daha ¢ok un, seker, islenmis et ve siit tiriinlerinde yiiksek
miktarda bulunan bakteri tlirleri olmasi beslenmenin dogrudan mikrobiyota iizerinde
etkisi oldugunu ve alinan besinlere goére mikrobiyotanin diizenlenmesini gostermistir.
Benzer sekilde farkli yasam alanlarindan yakalanan rat popiilasyonlarinin ekolojik ¢evre
ile etkilesim halinde olmasi, ¢evresindeki bir ¢ok canli ve gelismis organizmada bulunan
baktersi tiirlerinin rat mikrobiyotasinda farkli diizeylerde bulundugu kaydedilmistir. Kirsal
yasam alanlarindan alinan ratlarda daha c¢ok ciftlik hayvanlarinda bulunan tiirlerin
belirlenmesi ayn1 sekilde kentsel yasam alanlarindan alinan ratlarda evcil memeli (kedi,
kopek vb.) hayvanlarda bulunan bakteri tiirleri tespit edilmistir. Bu sonuglar rat
mikrobiyotasinin ekolojik c¢evresinde bulunan diger memeli tiirlerine bagli olarak
mikrobiyotast igeriginin diizenlendigi ve bu bakteri tiirleri ile birlikte yasadigi
goriilmiistiir. Ayrica gevresel kirleticilere maruz kalmanin mikrobiyotay1 fonksiyonel
olarak bu kirleticilere kars1 savunma olusturacak sekilde diizenlendigini gériilmektedir.
Kentsel yagam alanindan alinan ratlarda bir¢ok ¢evresel kirleticinin besin, solunum veya
temas yoluyla sindirim yoluna alinmasi mikrobiyotayr islevsel bir fonksiyon
kazandirmaktadir. Birgok bakteri tiiriiniin bagirsak bariyerini destekledigi, olusturulan
mukoza ve bakterilerin bagirsak hiicrelerine baglanma proteinleri ile tutunmalari
simbiyotik bir yasam alan1 olusturarak hem mikroorganizmalar i¢in hem de konake1 i¢in
avantaj saglamaktadir. Boylece ¢evresel kirleticilerin etkisi bagirsak ve mikrobiyotanin
olusturdugu bir savunma sistemi ile azaltilabilecegi ongoriilebilir. Projemizde ¢alisilan
farkli tiirler arasindaki mikrobiyotadaki degisiklik beslenme faktorlerinin yani sira
filogeni ve bagirsak florasi arasinda giiclii bir iliski oldugunu, tiir farkliliklarinin
mikrobiyota ilizerinde oldukga etkili oldugunu gostermektedir. Kromozomal olarak

degiskenlik gosteren N.xanthodon tiiriinde mikrobiyotadaki farkliliklara dikkat ¢ekilerek



tiiriin taksonomik problemi ile ilgili aragtirmalara yeni bir yaklasim sunulmustur. Son

olarak Pten/Akt/Mtor sinyal yolaginda kentsel ratlarda goriilen Pten ekspresyonunda

diisiis, kansere yatkinlik ile mikrobiyota arasindaki iligkinin énemi vurgulanmaktadir.

Ileriki arastirmalarimizda hem filogenetik hem de kanser mikrobiyota iliskisi

genisletilerek arastirilacaktir.
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