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1. OZET

AKSOLOT’DA OMURILIK HASARI SONRASI REJENERASYONU
SAGLAYAN MOLEKULER MEKANIZMALARIN YENI-NESIL RNA
DiZILEME ILE TANIMLANMASI

Aksolot beyin ve omurilik de dahil olmak iizere bir¢ok organ ve uzuvlarini rejenere
edebilme kapasitesi sayesinde arastirmacilarin model organizma olarak kullandigi
onemli bir canlidir. Aksolotun bdylesine bir rejeneratif kapasiteye sahip olmasinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin ne oldugu konusunda arastirmalar halen
devam etmektedir. Memelilerin genel olarak rejenerasyon kapasitesinin kisitli olmasi
ve 6zelde de merkezi sinir sistemi hasarlarini tamamen diizeltememelerine karsilik
aksolotda merkezi sinir sistemi rejenerasyonu basarisini saglayan gen ve yolaklar
merak uyandirmaktadir. Transkriptom canlilarin belirli bir organ, doku ya da hiicre
veya belirli bir zaman dilimi i¢in ifade RNA profilinin tiimiine verilen isimdir. Bu
calismada da transkriptom analizinden faydalanarak sinir rejenerasyonunda yer alan
cesitli faktorlerin tanimlanmasi amaglanmistir. Bunun i¢in neotenik aksolotlar kuyruk
bolgesinden kesilmis olup; 0.giin, 1.giin, 4.giin ve 7.giin 6rnekleri alinarak bu drnekler
icin RNA dizileme c¢alismasi yapilmistir. Tanimlanan RNA’lardan anlamli olarak
ifade edilenler, PANTHER Siniflandirma Sistemi’yle molekiiler fonksiyon, biyolojik
stireg, hiicresel bilesen ve protein sinif analizi belirlenmis, STRING veri tabani ile de

protein-protein etkilesimi analiz edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aksolot, merkezi sinir sistemi, omurilik, rejenerasyon,

transkriptom.



2. ABSTRACT

NEXT-GENERATION SEQUENCING TO IDENTIFY MOLECULAR
REGULATORS OF REGENERATION AFTER SPINAL CORD INJURY IN
THE AXOLOTL

Axolotl is a living creature, being used as a model organism through the capacity of
regenaration of organs and limbs including the brain and the spinal cord. Researchs
issue the underlying molecular mechanism of such a regenerative capacity have been
still continuing. Despite mammals have a limited regeneration capacity and they are
not able to completely fix central nerve system damages, genes and pathways ensuring
central nerve system regeneration success in axolotls arouse curiosity. Transcriptome
is the name for a specific organ, tissue, cell or RNA profile for a certain amount of
time. This research aims to identify various factors taking place in nerve regeneration.
Neotenic axolotls were cut from the queue area. Day 0,1,4 and 7 samples collected and
a RNA sequence study conducted based on these samples. Those demonstrating
significance among identified RNAs, molecular function by PANTHER classification
system, biological process, cellular component and protein category analysis were
determined. Additonally, protein-protein interaction analysis was conducted by
STRING database.

Key Words: Axolotl, central nervous system, spinal cord, regeneration,

transcriptome.



3. GIRIS VE AMAC

Her yil birgok insan felg ve omurilik hasar1 (SCI) gibi nedenlerden o6tiirii merkezi sinir
sistemindeki (MSS) fonksiyon kaybindan etkilenmektedirler. Memelilerin sahip
oldugu simirli rejenerasyon kapasitesi nedeniyle bir ¢ok durumda MSS tamamen tamir
edilememektedir. Bu sinirl rejenerasyon kapasitesi bireylerin yasam kalitesinin ve
standartlarinin diismesine neden olmaktadir.

Rejenerasyon, hasara veya yaralanmaya maruz kalan doku ve uzuvlarin, belli bir siire
sonra yapi ve organizasyonlarini geri kazanmasidir. Canlilarin siniflandirilmasina
bakildiginda memeliler az rejeneratif kapasiteye sahip olmakla birlikte, ilgingtir ki
semenderler simifindan Aksolot (Meksika semenderi, Ambystoma mexicanum)
rejenerasyon kapasitesi ¢ok iyi gelismis bir canlidir. Bu canlidaki rejenerasyon
kapasitesinin nasil oldugu heniiz anlasilamamakla birlikte, kuyrugunu, on-arka
ekstremitelerini, i¢ organlarini, beyin ve omuriligini yenileyebilme kapasitesine
sahiptirler. Aksolottaki sinirsiz rejenerasyon yeteneginin altinda yatan molekiiler
nedenlerin anlagilmasi, ileride memeliler i¢in tibbi uygulamalarin yapilabilmesi adina
bir Oncii olabilecektir.

Bu calismada; omurilik hasarini rejenere edebilen aksolotu model organizma olarak
kullanip, bu canlidaki omurilik hasar1 sonrasi noronal rejenerasyon ve plastisite altinda
yatan faktorlerin ve mekanizmalarin ne oldugunu tanimlayabilmek, farkli zaman
araliklarinda doku ornekleri alarak, sinir yenilenmesinin dnemli sathalarinda gérev

alan ¢esitli faktorleri belirleyebilmeyi ve karakterize edebilmeyi hedefledik.



4 GENEL BIiLGILER

4.1 Merkezi Sinir Sistemi

Sinir sistemi, ndronlarin islevlerini destekleyen, elektrokimyasal impulslari tireten
ve destekleyen hiicreler olan noronlardan olusur. Noronlar fonksiyonel ve yapisal
olarak siniflandirilir (1).

Sinir sistemi, beyin ve omurilikten olusan merkezi sinir sistemine (MSS),
omurilikten ¢ikan spinal sinirler ile beyinden ¢ikan kranial sinirleri igeren periferal
sinir sistemine (PNS) boliiniir (2).

Sinir sistemi, sadece iki ana hiicre tipinden olusur - néronlar ve glia hiicreleri. Glia
hiicrelerinin ¢esitli tiirleri 6zel islevler gergeklestirirler. Mezodermden (embriyonik
dokunun orta tabakasindan) tiiretilen bag dokusunda "paketlenmis" olan diger
organlarin aksine, sinir sisteminin glia hiicrelerinin gogu noron iireten ayn1 embriyonik
doku tabakasindan (ektoderm) tiiretilir. Periferal sinir sisteminde iki tiir glia hiicresi
vardir; periferik aksonlar etrafinda miyelin kiliflarin1 olusturan schwann hiicreleri ve
periferik gangliyonlarindaki sinir hiicre govdelerini destekleyen satellit (uydu)
hiicreleridir. Merkezi sinir sisteminde ise dort farkli tip glia hiicresi bulunmaktadir;
MSS’deki sinir hiicrelerinin miyelin kiliflarin1 olusturan oligodendrositler, fagositik
Ozellikte olup savunma gorevinde bulunan mikroglialar, MSS’deki ndéronlarin

beslenmesini saglayan astrositler ile beynin ventrikiillerini ve omuriligin merkezi
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Sekil 4.1.1 Farkli noroglial hiicreler (2).



Noronlar sinir sisteminin temel yapisal ve fonksiyonel birimleridir. Fiziksel ve
kimyasal uyaranlara cevap vermek, elektrokimyasal impulslart uygulamak ve
kimyasal diizenleyicileri serbest birakmak igin uzmanlasmustirlar. Bu aktiviteler
sayesinde, noronlar duyusal uyaranlarin algilanmasini, 6grenmeyi, hafizayi1 ve kas ve
salg1 bezlerinin kontroliinii saglar. Pek ¢ok ndron, postmitotiktir, mitoz ile boliinemez,
ancak ¢ogu, kesilmis bir kismi1 yeniden tretebilir. Glia hiicreleri néronlarin iglevlerine
yardimci olur ve ndronlardan yaklasik bes kat fazladir. MSS'de, glia hiicreleri topluca
noroglia veya sadece glial hiicreler olarak adlandirilir. Mitotik olarak bolmeyen
noronlardan farkli olarak (6zel noral kok hiicreleri harig), glial hiicreler mitoz ile
boliinebilir (2).

Noronlar boyut ve sekil bakimindan 6nemli 6l¢iide farklilik gosterse de, genellikle
li¢c ana bolgeye sahiptirler: bir hiicre govdesi, dendritler ve bir akson. Dendritler, hiicre
govdesinin sitoplazmasindan uzanan ince, dalli yapilardir. Dendritler, elektrokimyasal
impulslart hiicre govdesine ileten alici bir alan saglar. Akson, hiicre gdvdesinden
uzakta, aksiyon potansiyelleri olarak adlandirilan impulslart yiiriiten daha uzun bir
yapidir. Aksonun hiicre govdesi yakinindaki kokeni, akson hillocku olarak
adlandirilan genisletilmis bir bolgedir; aksiyon potansiyelleri buradan kaynaklanir (1).
Aksiyon potansiyeli sinir hiicrelerinde, hiicreler arasi iletisimde rol alir. Tim
hiicrelerde intraseliiler ortam negatif, ekstraseliiler ortam pozitif olacak sekilde
membran potansiyel fark bulunmaktadir. Sinir gibi uyarilabilir dokularin dinlenim
halinde iken gecisi bu aksiyon potansiyeli sayesinde gergeklesir. Aksiyon potansiyeli
fiziksel, kimyasal, elektriksel olarak bir hiicre zarinin uyarilmasiyla, zarin intraseliiler
ve ekstraseliiler taraflarindaki iyon dengesinin degismesi ile ortaya ¢ikan elektriksel
potansiyelin akson boyunca iletilmesidir. Aksiyon potansiyeli olarak adlandirilan bu
sinir uyarist akson hillockundan baslayarak tiim akson boyunca devam eder (3).
Aksonlar olduk¢a uzun olabileceginden, organelleri ve proteinleri hiicre gévdesinden
akson terminallerine tagimak i¢in 6zel mekanizmalar gereklidir. Bu aksonal tagima,
enerjiye bagimlidir ve genellikle hizl1 bir bilesene ve iki yavas bilesene ayrilir. Hizli
bilesen (200 ila 400 mm / giin) esas olarak membrandz kesecikleri tasir (sinaptik iletim
icin Onemlidir). Bir yavas bilesen (0.2 ila 1 mm / giin), sito-iskeletin
mikrofilamanlarini ve mikrotiiplerini tasir, diger yavas bilesen ise (2 ila 8 mm / giin),

sinaptik fonksiyon i¢in kritik olanlar dahil olmak tizere 200 farkli proteini tasir (2).



Noronlar, islevlerine veya yapilarina gore siniflandirilabilir. Fonksiyonel
simniflandirma, sekil 4.1.2'de gosterildigi gibi, ndronlarin impuls uyguladiklari ve
aldiklar1 yone dayanmaktadir. Duyusal veya afferent noronlar, duyusal reseptorlerden
impulslart MSS'ye iletir. Motor ya da efferent noronlar, efektor organlara (kaslar ve
salgi bezleri) MSS'den impulslar tasirlar. Asosiasyon noronlar1 veya internéronlar
tamamen MSS i¢inde yer alir ve sinir sisteminin biitiinleyici veya biitiinlestirici

islevlerine hizmet eder (2).

Merkezi Sinir Sistemi (MSS) Periferal Sinir Sistemi (PNS)

Asosiasyon noron (internoron)

Duyusal néron

Reseptor
e ey
Somatik motor néron X
Iskelet kas1
Otonom motor noéron
Diiz kas
N Kalp kasi
at —————— -
\ ; Bezler

Otonom ganglion

Sekil 4.1.2. CNS ve PNS iliskisi (2).

Beyin ve omurilikten olusan merkezi sinir sistemi MSS, duyusal néronlardan
girdi alir ve kaslar1 ve bezleri innerve eden motor noronlarin aktivitesini yonlendirir.
Beyin ve omurilikteki iligkili néronlar, duyusal uyaranlarla uygun motor tepkilerini
iliskilendirmek ve bdylece kararli bir i¢ ¢cevre olusturmak gorevlerinde bulunurlar. Bu
sayede degisen dis cevreden kaynakli etmenlere kargi homeostaziyi saglamis ve
korunmus olur. Dahasi, tiim omurgalilarin (ve ¢ogu omurgasizlarin) merkezi sinir
sistemleri, en azindan ilkel 6grenme ve hafiza bicimlerine sahip olabilirler. Bu
kapasite, davraniglarin deneyimle degistirilmesine izin verir. Algi, 6grenme, hafiza,
duygular ve hatta belki de bilincin temelini olusturan 6z farkindalik beynin

kreasyonlaridir. (2).



Merkezi sinir sisteminin yapisinin ve islevinin incelenmesi, embriyonik
gelisim siirecinde kurulan temel “plan1” hakkinda bilgi gerektirir. Erken embriyo,
yiizeyinde ektoderm olarak bilinen bir embriyonik doku tabakasi igerir; bu, diger
yapilarin yani sira, sonunda cildin epidermisini olusturacaktir. Gelisim ilerledikge,
ektodermde embriyonun viicudunun dorsal orta ¢izgisi boyunca bir oluk ortaya ¢ikar.
Bu oluk derinlesir ve konsepsiyon sonraki yirminci giinde noral bir tiip olusturmak
icin kaynasmistir. Flizyonun meydana geldigi ektodermin pargasi, noral tiip ve ylizey
ektodermi arasinda yer alan noral krest olarak adlandirilan ayr1 bir yapiya dontistir
(Sekil 4.1.3). Bu siirecin sonunda noral tiip merkezi sinir sistemi tarafindan, noral krest

ise periferal sinir sistemi gangliyonlarindan meydana gelir (2).

Noral Kkrest
>~ Noral oluk

Noral krest
Noral kanal

Néral tiip

Noral krest
Noral oluk Noral oluk

Noral Kkrest

Yumurta
kesesi duvar

Sekil 4.1.3. Merkezi sinir sisteminin embriyonik gelisimi. 22 giinliik bir embriyoya ait bu
dorsal goriiniim, gelisen merkezi sinir sisteminin {i¢ katmandaki enine kesitler (2).

Konsepsiyon sonraki dordiincii haftanin ortasinda, beyni olusturacak olan noral
tiiplin anterior ucunda ti¢ farkli sisme vardir: 6n beyin (prosencephalon), orta beyin
(mezensefalon) ve arka beyin (rhombencephalon). Besinci hafta boyunca, bu alanlar
bes bdlge olusturmak i¢in modifiye edilmistir. On beyin telencephalon ve diensefalona

ayrilir; mezensefalon degismeden kalir ve arka beyin metensefalon ve myelensefalona

ayrilir (2).
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Sekil 4.1.4. Beynin gelisim agamasi (2).

Beynin olusumu ve gelisimi ile beraber MSS’nin temel yapisal sekli olusmaya
baglar. Telencephalon, insanlarda diensefalonu, orta beynini ve arka beynin bir kismim
kaplayan iki biiyiik hemisferi olusturarak, orantisiz olarak biiyiir. Beynin bosluklar
ventrikiiller olarak bilinir ve beyin omurilik sivis1 (BOS) ile doldurulur. Omuriligin
bosluguna merkezi kanal denir ve bu kanal da BOS ile doldurulur.

Merkezi sinir sistemi, MSS'den beyin (kranial sinirler) ve omurilikten
(omurilik sinirleri) ¢ikan sinirler araciliiyla viicutla iletisim kurar. Bu sinirler,
MSS'nin disinda yer alan hiicre gdvdelerinin toplanmasiyla birlikte periferik sinir
sistemini olusturur.

12 kranial sinir; 2 ¢ift cerebrumdan ve 10 ¢ift beyin sapindan ¢ikar. Kranial
sinirler hem duyu hem motor lifleri hem de 6zellesmis duyu liflerini de igerirler.
Duyusal néronlarin hiicre govdeleri beyinde degil, bunun yerine duyu organinin
yakinindaki gangliyonlarda bulunurlar (2).

Spinal sinirler ise; 8 servikal, 12 torakal, 5 lumbal , 5 sakral, 1 koksi olmak
tizere 31 ciftten olusurlar. Spinal sinirler ventral ve dorsal olarak da ikiye ayrilirlar.
Hiicre govdesi bir gangliyonda degil, omuriligin gri maddesi igerisinde yer alir.
Bununla birlikte, bazi otonom motor néronlarin hiicre gévdeleri, omuriligin disindaki

gangliyonlarda bulunurlar (2).

4.1.1. Omurilik hasari

Omurilik, motor ve duyusal bilginin beyin ve viicut arasinda kanal gibi

dolastig sinir agina verilen addir. Omurilik, ¢cogu spinal néronal hiicre gévdesinin yer



aldigr merkezi bolgeleri (gri madde) cevreleyen uzunlamasina yonelimli omurga
yollarin1 (beyaz madde) icerir. Beyinde ise gri madde yiizey alanini arttirmak igin
kivrimli bir yapiya sahiptir. Gri madde duyusal ve motor néronlar1 i¢ceren segmentler
halinde diizenlenmistir. Motor noronlar segmental sinir veya kokler yoluyla
omurilikten ayrilir (4).

Omurilik hasar1 (SCI), genellikle duyusal ve motor fonksiyon kaybina yol agan
yikici bir norolojik bozukluktur. Agir vakalarda felg ve 6liime yol agabilir (5). SCI
olan hastalarda, ilk travmadan kaynaklanan birincil cevap akut fazdir. Burada ilk
yaralanma ve vaskuler hasar meydana gelir (6). Birincil hasardan sonra, hiicresel ve
molekiiler olaylarin tetiklendigi sekonder yaralanma cevabi gelisir. Sekonder cevap,
reaktif oksijen tiirevleri (ROS), reaktif nitrojen tiirevleri (RNS) ve serbest radikaller
gibi yliksek derecede reaktif tiirevlerin tiretilmesiyle ortaya ¢ikabilen nérolojik hasari
ve islev kaybin1 arttirmaktadir (7) ¢iinkii serbest radikaller hiicre membranindaki lipid
peroksidasyonuna neden olarak ndral doku hasarinin gelisimine neden olurlar (8). Bu
degisiklikler ayni zamanda merkezi sinir sisteminin yaralanmasinda temel bir
patofizyoloji olan oksidatif strese de yol agmaktadir (9). Sekonder hasarin sonuglari,
mitokondriyal disfonksiyon, norotransmitter birikimi, kan-beyin bariyerinin ve kan-
omurilik bariyerinin (BSCB) bozulmasi, apoptoz, eksitotoksisite ve inflamatuar ve
immiin siireglerini igerir (10). Mikro-dolasimin bozulmasina bagli olarak, aktive
edilmis noronlar ve glial hiicreler, SCl'dan sonra siklikla pro-inflamatuar fenotipler
sergiler. Bu norotoksik yanitlar, hasar bélgesine infiltre olmus periferal 16kositler,
yerlesik mikroglialar ve astrositler tarafindan daha da siddetlendirilebilir (11). Hasar
sonrast ag¢iga ¢ikan bu siddetli reaksiyonlarla birlikte SCI siklikla kalici sakatlik ve
yasam kalitesinin diisiikk olmasiyla sonuc¢landigindan, tibbi bakim maliyeti ve
verimlilik kaybi dahil olmak {iizere, toplum iizerinde biiyilk bir mali yiik
olusturmaktadir (12).

MSS’ne zarar gordiikten sonra ¢ogu durumda fonksiyonel iyilesme, néronlarin
yenilenmesi ve geri kazanilmasi ile sinirli kalir. Fonksiyonel iyilesme siirecinin altinda
yatan mekanizmalar heniliz anlasilmamistir. Son birka¢ yilda yapilan caligmalar
MSS'nin hiicre digit ortamimin O6nemli bir rol oynadigini gostermistir. Noronal
rejenerasyon eksikligi kismen hiicre disi ortamda aksonal rejenerasyon inhibitorleri ile

birlikte, biiyiimeyi tesvik eden molekiillerin eksikligi ile agiklanabilir (13).



Oligodendrositler, MSS'deki miyelinasyondan sorumludur. Néron hasarina ek
olarak, SCI sonras1 oligodendrosit Olimii ve akson demiyelinizasyonu
gbzlenir. Oligodendrosit sagkalimi ve akson remiyelinasyonu, motor fonksiyonun
iyilesmesi ile yakindan iligkilidir. Bu nedenle, SCI sonrasi oligodendrosit
yasamsalligini siirdiirmeye doniik aragtirmalar 6nem kazanmaktadir (14).

Glial skar formlar1 MSS’ye hasar verildikten sonra rejenere ndronlara bariyer
olarak davranirlar (Sekil 4.1.5) (15). Astrositler, mikroglialar, oligodendrosit
progenitorleri ve fibroblastlar dahil olmak tizere ¢ok hiicreli bilesenler, glial skar
olusumuna katilir (16, 17). Glial hiicreler hasara karsi olduk¢a duyarlidir. MSS hasari
sirasinda, astrositler ve mikroglialar aktif hale gelir ve ¢ogalmaya baglar, morfolojik
ve fonksiyonel degisiklikler ile karakterize edilir, daha sonra glial skarmni
olusturur. Astrositik aktivasyon, hiicresel hipertrofi, proliferasyon ve gliozis olarak
kendini gosterir (18), bu etkiyi yaralanma bolgesine uzak bolgelerde dahi
gozlemlemek miimkiindiir (19, 20). Neden oldugu olumsuz durumlara ragmen glial
skar olusumunun sagladig1 pozitif sonuglar da vardir. Yaralanma yerinin etraftaki
normal dokuya yayilmasini Onler, boylece hasari geri alir ve lezyon boslugunu
doldurur (21). Glial yara, hasarli bolgeyi yeniden yapilandirmaya ve kan damarlarini
yeniden diizenlemeye yardimci olur, daha sonra epitel hiicreleri skar dokusuna
gotiirebilir. Bu diizenlemelerine ragmen glial skarin noral rejenerasyon igin ana engel

oldugu diistiniilmektedir (22, 23).
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Sekil 4.1.5. Omurilik ve dorsal kok bolgesi lezyonlarinin elemanlar (15).

4.2. Rejenerasyon

Rejenerasyon, biyolojinin en eski alanlarindan biridir. Ik bilimsel gdzlemler
1712’de kerevit (crayfish)’lerde uzuv rejenerasyonu hakkinda ayrintili agiklama yapan
Réne-Antoine Ferchault de Réaumur tarafindan yapilmistir. Bunu takip eden yarim
yiizyilda cesitli ve farkli organizmalarda rejenerasyon iizerine c¢esitli aragtirmalar
yapilmistir: 1740 yilinda Braham Trembley tarafindan hidra, 1745°te Charles Bonnet
tarafindan annelitler, 1769’larda Spallanzani tarafindan amfibiler, 1770’lerde P. S.
Pallas tarafindan planaryalar ile ¢alismiglar ve bunlari rapor etmislerdir (24).

Rejenerasyon, hasar, travma yahut amputasyon sonrasi kopan veya dejenere olan
hiicrelerin dokularin organlarin veya uzuvlarin fonksiyonel olarak restarosyon
stirecine verilen isimdir. Stedman'in Medical So6zliigline gore, rejenerasyon; "kayip ya
da yaralanan boliimiin yeniden iiretimi ya da yeniden olusturulmasi" ya da "bir
aseksiiel iireme bicimi" dir. Bununla birlikte, bdyle bir tanim i¢inde, farkl

mekanizmalar olsa da, genis bir dogal fenomenler yelpazesini igine alir (24).
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Rejenerasyon, yeniden yapilanmanin vazgegilmez bir pargasidir (25).
Dokularimiza zarar gordiigii mekanik ve biyolojik siiregler ile bu hasari onaran
rejeneratif mekanizmalar arasinda bir dengenin siirdiiriilmesi gerekir. Rejenerasyon
kapasitesi bir tiirden bagka tiire bir tiiriin igindeki bireyden bagka bireye ve bir bireyin
farklt yasam evrelerinde farkliliklar goOsterebilir. Yaslandik¢a, rejeneratif
yeteneklerimiz yavas yavas kaybolurken, akut ve kronik yaralanmalar gibi dejeneratif
stiregler olugsmaya devam eder (26).

Tarihsel olarak, rejenerasyon ¢alismalari, ya rejenere olabilen (6rnegin, aksolot)
ya da rejenere olamayan (6rnegin, fare) hayvanlara odaklanmstir. Ikinci durumda,
strateji tipik olarak rejenerasyonu indiiklemek i¢in gerekli olan faktoérleri ve tedavileri
test etmek ve rejenerasyon ile ilgili hiicresel ve molekiiler olaylari tanimlamak igin
rejenerasyonu diizenleyen mekanizmalar1 anlama amaci olmustur. Semenderler ve
baliklar gibi hayvanlarda yapilan deneysel caligmalar, rejenerasyonun ilk olarak inhibe
edildigi ve sonrasinda rejenerasyon-indiikleyici faktorlerin, rejenerasyonun kurtarilip
kurtarilamayacaginin belirlenmesi i¢in test edildigi islev kaybi deneyleri olarak
tasarlanmistir. Bu yaklasim sayesinde, rejenerasyonun gergeklesmesi igin gerekli olan

faktorler ve biyolojik siiregler tanimlanmustir (6rnegin hiicresel proliferasyonu). (26).

4.3. Semenderler

Tetrapodlar arasinda, newts ve aksolot gibi sucul semenderler, en biiyiik rejeneratif
spektruma sahiptirler. Semenderler, kurbagalar ve kardes grubu olan kara
kurbagalarindan olusan bir kuyruklu amfibilerdir (27), hem yirtict hem de tatli su
biyotoplarinda avlanirlar. Boylece, semenderler, ugus ve avlanma davraniglari gibi
erken gelisim asamalarindan c¢evresel uyaranlara kars1 karmasik tepkiler gosterirler
(28-30). Aslinda, mevcut noro-gelisimsel prensipler, yirminci yiizyilin baginda
semender larvalarinda yapilan deneylerle onemli Glgiide sekillenmistir (28, 31-
34). Gelisim caligmalarina ek olarak, semenderler, beyin, retina ve omurilik gibi
karmagik yapilar1 yeniden olusturma yetenekleri nedeniyle wuzun siiredir
arastirmacilar etkilemistirler (35-38). Bu  nedenle,  semenderler,  rejeneratif
kapasiteleri ve gelisimsel siiregleri ve ikisi arasindaki iliskiyi incelemek igin ideal

model organizmalardir.
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Semenderlerde MSS rejenerasyonu ile ilgili ilk ¢aligmalar, Spallanzani tarafindan
kuyruk rejenerasyonu iizerine yapilan goézlemlerle on sekizinci yiizyila kadar
uzanmaktadir (39). Bunu takiben, semenderlerde MSS rejenerasyonu, retina, kuyruk
amputasyonu veya spinal transeksiyon MSS'nin ¢ikarilmasi gibi gesitli yaralanma
modellerinde incelenmistir (40-44). Semenderler molekiiler analizlere uzun siiredir
refraktor olsa da, genom diizenlemesinden manyetik rezonansa veya difiizyon tensor
goriintiilemesine kadar uzanan teknolojik ilerlemeler, daha 6nce yapilmis olandan ¢ok
daha yiiksek bir ¢oziiniirlikte MSS gelisimi ve rejenerasyonunun molekiiler ve
hiicresel stireclerinin arastirllmasina olanak saglar. Biiyiik olcekli genom genis
transkripsiyon analizleri, gen pertiirbasyon deneyleri ve semenderlerde hiicre
soyu takibi yapmak miimkiin hale gelmistir (45-49).

Diger tetrapodlarda oldugu gibi, semenderlerde de bulunan omurilik, dorsal
(duyusal), orta (komissural) ve ventral (motor) olarak alt boliimlere
ayrilabilen merkezi bir gri madde igerir ve somatotopik olarak diizenlenmis yiikselen
spinal ¢ikintilari igeren bir lif bolgesi ile talamusa kadar ¢evrelenir (50-53). Omurilige
inen yollar1 génderen noronlar esas olarak orta beyin ve rhombencephalonda
bulundugu gibi aym1 zamanda magnoseliiler preoptik ve ventrolateral talamik

¢ekirdeklerde de bulunurlar (51, 54).
4.3.1. Semenderlerde MSS yaralanma modelleri

4.3.1.1. Kuyruk amputasyonu ve spinal transeksiyon

Semenderlerde MSS rejenerasyonu ¢cogunlukla omurilik yaranlanmasi sonrasi
incelenmistir. Semenderlerdeki iki dominant omurilik yaralanmasi modeli, en sik
larvalar iizerinde gergeklestirilen kuyruk ampiitasyonu ve ¢ogunlukla yetigkinlerde
uygulanan omurilik transeksiyonudur (55, 56).

Semenderler, tim aksial seviyelerde transeksiyonu sonrasi erigkin
omuriliklerini yeniden canlandiran tek omurgalilardir ve hareket yeteneklerini de geri
kazanirlar (ylizme) (56, 57). Semenderlerdeki bu yetenek ¢esitli tiirlerde
gosterilmistir: Ambystoma (58), Cynops (59), Notophthalmus (51, 59, 60)
ve Pleurodeles (61, 62). Hareket yeteneklerinin geri kazanilmasi,
rhombencephalondaki néronlardan kaynaklanan azalan glutamaterjik ve serotonerjik

projeksiyonlarla yeniden innervasyona baghdir (51, 60, 62). Omuriligin merkezi
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kanalin1 kaplayan ependimal hiicreler (beyinde ventrikiiler ependimoglia hiicrelerinin
karsiligi olan) aksonal rejenerasyonda 6nemli bir rol oynar. Rejenere prendral
ependimal tlipte, ependimal hiicrelerden radyal uzantilar, aralarinda aksonlarin
cogaldigi kanallari olusturur (63-65). Bu siire¢, amfibi embriyo ve larvadaki
longitudinal noral traktlarin gelisimine olduk¢a benzerdir (65, 66). Transdiiksiyon
sonras1 omurilik rejenerasyonu, her bir transeksiyon ylizeyinde yara iyilesmesi ile
baglar ve kisa bir siire sonra uzun bir terminal vesikiilii olusturmak i¢in merkezi
kanalin genisletilmesi ile izlenir (55). Hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve lif
biiyiimesi, eksik kistm noronlar ve aksonlar tarafindan yeniden dolduruldugu i¢in
bosluk kapanmasina katkida bulunur (59).

Kuyruk ampiitasyonu iizerine, ampiitasyon diizlemine yakin bolge, on-arka
eksen boyunca genisleyen rejenerasyon i¢in noral progenitdrleri iiretir. Progenitorlerin
¢ogu rejenerasyon sirasinda dorsal-ventral eksen boyunca pozisyonlarini korur, ancak
omuriligin distal ucundaki bazi hiicreler ventralden dorsal
alanlara gegmektedir (67). Progenitdr hiicrelerin ekspansiyonu, hizli biiyiimenin
baslangici sirasinda mitotik igin yeniden oryantasyonu ile hizli hiicre dongiisii girisi

ve bunu takiben yeni olusan omurilikte nérojenez ile gergeklesir (68, 69).

4.3.2. Aksolot

Aksolot (Meksika semenderi, Ambystoma mexicanum) yiiksek rejeneratif
kapasitesi nedeniyle uzuv ve omurilik rejenerasyon caligmalarini incelemek igin
yararli bir model organizma haline gelmistir (70).

Aksolotlar yasam dongiilerinin tamamini suda gegirirler. Erkek aksolotlarin
suya biraktig1 spermleri disi aksolotlar kloakta toplar, i¢ dollenme gerceklestirerek
dollenmis yumurtalarini suya birakirlar ve gelisimlerini burada tamamlarlar. 20°C’lik
ortam kosullarinda embriyonik gelisim 2 haftada tamamlanir. Aksolotlar yumurtadan
ciktiktan sonra morfolojik degisime ugrayarak uzuvlarin olustururlar, bdylece erigkin
hale gelirler. Erigkin aksolotlardan disi olanlarda yumurtadan g¢iktiktan 9-12 ay
arasinda ¢iftlesme olurken, bu siire erkek aksolotlarda 12-15 ay olmaktadir (70). 18-
24 aylik olan aksolotlar erigkin haldedirler ve boyutlar1 15-45 cm arasinda
degismektedir. Aksolotlarda rejenerasyon yasamlar1 boyunca devam etmekte olup,

larval donemde daha hizl gergeklesmektedir (71).

14


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/ependymal-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/axon
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/cell-proliferation
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301008217302113?via%3Dihub#bib0820

Aksolotlar, klasik olarak yumurta biiyiikliikleri, dig gelisimi, giivenilir {ireme,
embriyonik ve eriskin doku greftlerinin kabulii ve genis kavrama boyutlar1 nedeniyle
hemen hemen her organ sistemi igin gelisim biyolojisi arastirmalarinda
kullanilmaktadir (37). Tarihsel olarak, hem newts hem de aksolotlar, laboratuar
arastirmalarinda kullanilan birincil semender tipidir, ancak aksolotlarin benzersiz
avantaji, uzun vadede laboratuvar ortaminda kolayca yetistirilebilmeleridir. Aslinda,
aksolotlar onlar1 dldiirmeyen hemen hemen her tiirlii yaralanmadan sonra yeniden
rejenere olabilir ve iyilesebilir. Kalp, kuyruk, ¢ene, omurga, solungag, beyin ve tim
ekstremitelerde rejenerasyon gozlenmistir (Sekil 4.2).

Urodellerin  ¢ogunlugunun aksine, aksolotlar, yasadiklar1 ortama tiroid
hormonu ilavesiyle yapay olarak indiiklenmedikg¢e, metamorfoza girmeyen zorunlu
paedomorflardir (72). Vahsi aksolotlarin 6mrii bilinmemekle birlikte, genellikle 10-15
yil arasinda yasarlar. Hayvanlar, karasal hale gelen ve yetiskin kaplan
salamanderlerine (Ambystoma tigrinum) benzeyen metamorfoza ugrayacak sekilde
indiiklenebilir. Aksolotlar aslinda kaplan semenderleri ile yakindan iliskilidir ve bu
tirlerle birlikte diger ¢esitli ambistomatik semender tiirlerine ek olarak melezleme
yapabilirler (73).

9-10 cm burun kloak uzunlug_u
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Sekil 4.3.1 Aksolotun genel goriiniimii ve organ sistemi (71).
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Aksolotlun genel viicut planinin, tetrapodlarin en ilkelleri arasinda oldugu
diistinlilse de, bu semenderler, diger omurgalilarla birlikte bir dizi bazal 6zelligi
paylasmaktadir ve birgok farkli sistemin c¢alismast i¢in yararli olduklarim
kanitlamistir.

Aksolotlar, iki atriyum ve bir ventrikiilden olusan {i¢ odal1 bir kalbe sahiptirler.
Kan, viicudu terk ettik¢e, pulmoner arterlere veya viicudun geri kalan kismina giden
bir aorttan gecebilir. Oksijenli kan akcigerleri terk eder ve kalbin yalnizca ventrikiiliine
geri pompalanir. Burada viicuttan daha 6nce dolasimda olan oksijenli kan ile karisir.
Bu ii¢ odacikli sistem, memelilerde ve kuslarda goriilen dort odacikl sistemden daha
az etkilidir. Aortik yay sayis1 farkli urodel tiirleri arasinda farklilik gosterebilir, ancak
aksolotlar her zaman dort aortik yaya sahiptirler (74).

Tim amfibiler gibi, aksolotlarin da kalp atim hizlar1 ¢evrelerinin sicakligindan
etkilenir. Hematopoez, erigkin karaciger ve dalaktan kaynaklanir (75) ve eritrositleri
cok biiyiik, cekirdekli ve oldukca otofloresan ozelliktedir. Hasar, asir1 kan kaybini
onlemek i¢in hizl1 vazokonstriksiyona neden olur ve pihtilasma ile devam eder.

Aksolotlar ¢ok ilkel bir bagisiklik sistemine sahiptirler. Coziiniir antijenlere
karst humoral bir tepki olusturmazlar (76), sadece iki immiinoglobiilin sinifi iiretirler
ve antijenlere karsi antikorlar1 yavas tiretirler (77). Bu immiin yetmezlik urodellerde
yaygindir ve aksolotlar diger semenderlerden doku ve organ transplantasyonunu
reddetmeme Ozelligindedirler. Transgenik GFP aksolotlar sayesinde rejenerasyon
sirasinda hiicresel plastisite ve konumsal bellegin temelini ortaya c¢ikarmak icin
kullanilmaktadirlar (78).

Kazanilmig bagisiklik sistemindeki bu eksikliklere ragmen, aksolot hala
bakteriyel enfeksiyonlara direnclidir. Bunun nedeni muhtemelen mukus tabakasi ve
tirodeller icin dogustan gelen bagisiklik sistemidir. Antimikrobiyal peptitler ek bir
savunma katmani saglarken, bol nétrofiller ve makrofajlar hizla yabanci istilacilari
igine alir ve yok ederler (79). iki haftalik aksolotlar da, cerrahi miidahaleden sonra bile
bakteriyel enfeksiyon minimal diizeydedir. Aksolot immiin sisteminin baska bir
hususu ise makrofajlarin erken ablasyonu blastema formasyonunu tamamen inhibe
ettigi ve ekstremite amputasyonundan sonra asir1 kollajen birikimi ile sonuglandig

i¢in, makrofajlarin rejenerasyon igin gerekli oldugudur (80).
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Erigkin aksolot epidermisi, diger larval amfibiler ile benzerdir ve memeliler
veya metamorfoz gegiren amfibilerin sahip oldugu farkli katmanlari igermezler (81).
Epidermal leyding hiicreleri tarafindan salgilanan mukusla kaplanmis dermal mukus
bezleri nemi tutmaya yardimei olur ve mikrobiyal tehditlere karsi dayaniklidir. Bu
mukus tabakasi ¢ok yapiskan ve hayvanlarin cerrahi manipiilasyonu sirasinda etkili bir
dogal yapistiric islevindedir. Epidermal iyilesme ve rejenerasyon tamamen skarsizdir
ve uzun siireli fibrozis olmadan ortaya ¢ikar (81).

Aksolot beyni basit bir yapidadir ve memeli embriyonik beyinle birkag
benzerlik gostermektedir. Aksolot beyni telencephalon, mezensefalon ve
rhombencephalon arasinda belirgin ayrintilar ile uzamistir. Koku lobu biiyiiktiir,
ancak optik loblar kii¢lik ve zayif bir sekilde ayrilmistir ve beyincik nispeten daha az
ve zayif bir sekilde gelismistir (82). Beyincik, paraventrikiiler olmayan tiim diger
noronlar sabit kalir ve gelisim sirasinda germinal bolgeden goc etmeyen, aksolot
merkezi sinir sistemindeki tek néronlari igerir (83).

Aksolot uzuv rejenerasyonu, kompleks doku rejenerasyonu arasinda klasik
olarak calisilan en uygun Ornektir. Aksolot da uzuv amputasyonundan sonra,
progenitor hiicreler veya farklilasan hiicreler ekstremiteyi rejenere etmek igin
gelisimsel siiregleri gogaltir ve tekrar ederler (36). Olgun aksolotlar amputasyondan
yaklasik 32 giin sonra uzvu rejenere edebilmekte, 100 giin sonra ise uzvun tamamini
eski haline getirebilmektedirler. 3 aylik aksolotlar ise ampiitasyondan yaklasik 22 giin
sonra uzvu rejenere edebilmekte, 66 giin sonra ise uzvu tekrar eski haline

getirebilmektedirler (84).

4.3.2.1. Aksolotta sinir sistemi rejenerasyonu

Diger tetrapodlarla benzer bir sekilde diizenlenen aksolot perifesik sinir sistemi
(PNS) basittir ve aksolot periferik sinirler 6zellikle gen¢ hayvanlarda miyelinli olarak
bulunmaktadir. Aksolot PNS, sinir bagimli rejenerasyon olayr nedeniyle
arastirmacilar i¢in ozellikle ilgi ¢ekicidir. Bir uzvunun kesilmesi ve yaklasik 7 giin
i¢inde denerve edilmesi durumunda blastema yapisi olugsmaz ve rejenerasyon meydana
gelmez. Bu olayin nedeni arastirilmakle beraber, rejeneratif siireci desteklemek icin
gerekli olan sinir salgilayan mitojenik faktorlerin kaybina bagli olabildigi de

diistintilmektedir (71).
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Merkezi sinir siteminde sinirli rejeneratif potansiyele sahip olan memelilerin
aksine, aksolot merkezi sinir sistemi yaralanmalarindan kurtulabilir. Beynin biiyiik bir
kismina hasar verilen aksolot, yeniden beynin tamamini rejenere edebilir (85, 86).
Yetiskin aksolot beyinlerin ventrikiiler bolgesi boyunca néronal proliferasyon yapilan
caligmalarda gozlemlenmistir (87). Ayrica aksolotlar omurilik zedelenmesinden sonra
omuriligi rejenere edebilirler ve kuyruk ampiitasyonu sonrasi rejenerasyon ile omurilik
ve kuyruk tekrardan eski haline getirebilir. Bu rejeneratif siiregler, memelilerde MSS
hasar1 sonrasi aksonal biiyiimeyi inhibe ettigi diisiiniilen bir glial skar olugsmadan

gergeklesir (88, 89).
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5 MATERYAL VE METOD

Bu tez ¢alismasi boyunca izlenilen deney plani sekil 5.1°de 6zetlenmistir.

Doku
L el Orneklerinin
Toplanmasi

Omurilik

RNA
izolasyonu

Transkriptom
Dizi Analizi

Veri Analizi

Sekil 5.1 Yontem Figiirii.

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalar belirtildigi gibidir;

e Aksolotlarin temini,

e Aksolotlarin bakimai,

e Aksolotlara omurilik hasar1 verilmesi,

e Doku 6rneklerinden RNA kiitiiphanesinin hazirlanmasi ve RNA dizi analizinin
yapilmasi,

o Kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (q-PCR).

5.1. Aksolotlar’in Temini

Bu c¢alisma i¢in kullanilan Aksolotlar, Ambystoma Genetic Stock Center
(AGSC)“dan getirtilmis olup Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirmalar
Merkezi’'nde (MEDITAM) cogaltilmistir. Kullanilan 6 aylik, 8-10 ¢cm boylarinda
dogal tip 60 Aksolot i¢in Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan etik kurul onay1 (Onay No: 38828770-604.01.01-E.2303) alinmistir.
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5.2. Aksolotlar’in Bakimi

Caligmadaki 6 aylik ergen 8-10 cm boyundaki 60 Aksolotun her biri bir
akvaryumda olacak sekilde ~20°C sicaklikta tutulmustur. Holtfreter’s Soliisyonu
igerisinde, her iki giinde bir pellet yem (JBL novolotl) ile beslenmislerdir.

5.3. Kullanilan Malzemeler

Tablo 5.3.1 Kullanilan kitlerin ve sarf malzemelerin listesi.

Sarf Malzeme Adi Firma Katalog Numarasi
Benzocaine Sigma E1501-100G
TRIzol Reagent Thermo Fisher 15596026
Glikojen Thermo Fisher R0551
SuperScript revers Thermo Fisher 11752250
transkriptaz enzimi
2X SYBR Green Bio-Rad 1725141
TrueSeq_RNA_ $amp|e llumina RS-122-2001
Preparation Kiti

5.4. Cihazlar

Tablo 5.4.1 Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Marka Model
Spectramax cihazi SpectraMax-Paradigm Multi-Mode  Microplate

Detection Platform from

Molecular Devices LLC

Mikrosantrifuj

Thermo Scientific

MicroCL 17R

PCR cihaz1 BIO-RAD Thermal Cycler

gRT-PCR cihaz1 BIO-RAD CFX Connect Real-Time
System

NextSeq [llumina

20




5.5. Aksolotlara Omurilik Hasar1 Verilmesi

Tek dogumdan elde edilmis kardes Aksolotlardan uzunlugu 8-10 cm olan
toplamda 60 tane neotenik canli kullanilmistir. Hayvanlar ampiite edilmeden 6nce
9%0.01 benzokain ile anesteziye sokulmus ve ampiitasyon sonrasi rejenerasyon i¢in 20
°C'de tutulmustur. Hayvanlar anestezi altina alindiktan sonra kloakanin ve kuyruk
ucunun ortasindan bisturi yardimiyla kesilmistir. Kesim bolgesinin yaklasik 1 mm’lik
proksimal kismindan 0. giin i¢in bisturi yardimiyla 6rnek toplanmistir. Diger glinler
olan 1. giin yara iyilesmesi ve 4., 7. giin ornekleri icinde, ¢ikan blastema dikkate
alinarak ayni islem uygulanmistir. Toplanan her 6rnek yikilmamasi i¢in sivi nitrojen
icerisine konulmustur. Kuyruk bdlgesinin kesilmesine maruz kalan canlilar cerrahi

islem bitince akvaryumlarina geri konulmustur.

5.6. Doku Orneklerinden RNA Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi ve RNA Dizi

Analizi Yapilmasi

Doku orneklerinden RNA kiitiiphanesinin hazirlanmasi ve RNA dizi analizinin
yapilmasi i¢in TRIzol Reagent (Thermo Fisher, Kat. No: 15596026) kullanilarak
orneklerin RNA izolasyonu yapilmistir. -80°C’de bekletilen 6rnekler havan yardimi

ile parcalanmadan 6nce degrade olmamasi i¢in sivi nitrojen igerisine alinmastir.

5.6.1. Mekanik par¢alama

Doku orneklerinin mekanik pargalanmasi igin, aynt zaman dilimlerine ait
ornekler dnceden sterilize edilmis ve i¢ine bir miktar siv1 nitrojenin konuldugu havan
igerisine alinarak havan tokmagi yardimiyla ezilerek pargalanmistir. Toz haline gelen
doku ornekleri 1 ml TRIzol Reagent iceren ependorf tiipe aktarilmistir. Orneklere,
ceker ocak altinda pipetleme yapilmis sonrasinda da vortekslenerek iyice homojenize
edilmistir. 3-5 dakika oda sicakliginda bekletilen 6rneklerin tizerine 1 ml TRIzol i¢in
200 pl kloroform eklenmistir. Kloroform eklendikten sonra 15 saniye vortekslenen
ornekler 2-3 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
4°C’ de 15000 x g ‘de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 ependorf tiipte
tic farkli faz olusumu goriilmiistiir. Bu fazlardan en iistte berrak olan faz, dokudaki
RNA’lar1, ortadaki ara faz DNA’y1 igerirken en alttaki organik faz da protein ve

lipidleri igermektedir.
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RNA izolasyonu i¢in en iistte bulunan berrak faz, diger fazlarla karismamasina

dikkat edilerek bagka bir ependorf tiipe aktarilmistir.

5.6.2. RNA izolasyonu

Yeni 1.5 ml’lik ependorf tiipe aktarilan {ist faza, baslangigta kullanilan 1 ml
TRIzol’e 500 pul olacak sekilde izopropanol eklenmistir. Elde edilecek RN A miktarinin
artmasi amaciyla 5 pl glikojen (Thermo Fisher, Kat. No.: R0551) eklenerek pipetleme
yapilmis, 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 4°C de 12000 x g’de 10 dakika
santrifiij yapilmis, santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilarak, elde edilen pelletin
tizerine 1 ml TRIzol i¢in 1:1 oraninda olacak sekilde 1 ml %75 EtOH konulmustur.
Ornekler vortekslenmis ve sonrasinda da 4°C de 7500 x g’de 5 dakika santrifiij
yapilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmis, elde edilen RNA pelletinden
EtOH’1 iyice uzaklastirmak i¢in ependorf tiip havada kurutulmustur. Pellet tizerine 20
ul RNaz igermeyen su eklenerek pellet ¢oziilmiistiir. RNA konsantrasyonunun saflik
Olclimii i¢in SpectraMax cihazindaki 230nm, 260nm, 280nm dalga boylarindaki
absorbans degerleri Olciilmiistiir. Olgiim sonrasi RNA 6rnekleri transkriptom

calismasinda kullanilmak iizere -80°C’de saklanmustir.

5.6.3. Transkriptom calismasi

Transkriptom calismasina baslanirken Qubit kullanilarak RNA miktar tayini
yapilmis ve Illumina RNA sekanslama cihazina uygun olacak sekilde kiitiiphane
hazirlamak i¢in TrueSeq RNA Sample Preparation Kiti kullanilmigtir. RNA
fragmanetlerini cDNA’ye ¢evirmek i¢in reverse transkribsiyon islemi uygulanmistir.
Bu islemin ardindan PCR yapilmis ve RNA fragmentleri ¢cogaltilmistir. Cogaltilan
RNA fragmentlerinin yiizde 6’lik poliakrilamid jel elektroforez metoduyla 145 ile 160
bp arasindaki bant profillerine bakilarak kesilmis ve 2 ml tiip igerine yerlestirilmis 0,5
ml Gel Breaker tiiplere alinmistir. Ornekler 20000 g’de 2 dakika santijiij edilerek
ornegin jelden ayrilmasi saglanmistir. Kisa bir inkiibasyon sonrasinda érnekler 0,5
mikron metrelik filtresi bulunan 6zel tiiplere alinarak 600 g de 10 saniye santifiij
edilmistir. RNA saflastirilmasinin saglanmasindan sonra 6rneklerin konsantrasyonlari
esitlenmis ve daha sonra 6rnekler Illumina MiSeq cihazina yiiklenmistir. Elde edilecek
datalar CLC workbench programi kullanilarak analiz edilerek listelenmistir.

Listelenen RNA’larin Aksolot ve diger organizmalardaki adlandirilmasinin yapilmasi
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icin The National Center for Biotechnology Information (NCBI) veribankasi ve Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) kullanilarak boylece bulunan RNA’larin

adlandirilmasi saglanmastir.

5.7. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

SCI sonrasi toplanan doku drneklerinden izole edilen RNA’dan cDNA yapimi i¢in
SuperScript revers transkriptaz enzimi (ThermoFisher Scientific) kullanild1 ve {iretici
firmanin protokolii takip edildi. izlenilen protokole bakildiginda:

1 ng- 5 pg arasi total RNA ya da mRNA’ya, 10 mM dNTP karisimindan 1 pl ve 1
ul oligo(dT) primeri eklendi ve RNase icermeyen su ile reaksiyon hacmi 10 pl’ye
tamamlandi. RNA-primer karisimi 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Bu RNA’daki
katlanmalarin agilmasi yani ikincil yapisinin kirilmast agisindan GSnemlidir.
Inkiibasyon sonrasi ornekler buzda 1 dakika bekletildi. Daha sonra 10X RT
tamponundan 2 pl, 25 mM MgCl2’den 4 ul, 0.1 M DTT den 2 pul ve RNaseOUT™’dan
(40 U/ul) 1 wl tiipe eklendi. Asag1 yukar1 yonde pipetleme yapilarak soliisyonun iyice
karigsmasi saglandi. Karisim 42°C’de 2 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiipe
1 pl SuperScript™ II RT enzimi eklendi. Reaksiyon i¢in tiipler 42°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Reaksiyonun durdurulmasi ve enzimin inaktivasyonu i¢in 70°C’de 15 dakika
inkiibasyon yapildi ve drnekler buza konup qPCR reaksiyonuna geg¢ildi.

Deneylerde tiim cDNA o6rnekleri ve standart 6rnekler ayni sartlarda ve ayni grup
igerisinde 3’er kez ¢alisildi ve bu ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi analizlerde kullanildi. Kontrol
olarak aksolot GAPDH geni (housekeeping gen olarak) normalizasyonda kullanildi.

gPCR i¢in hazirlanacak karisim su sekildedir:

Tablo 5.7.1 qPCR reaksiyon igerigi.

Reaksiyon icerigi Miktar
2X SYBR Green karigim 10 ul
Forward Primer (10pmol/ pl) 0.8 ul
Reverse Primer (10pmol/ ul) 0.8 ul
cDNA 1ul
Distile su 7.4 ul
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Izlenecek sicaklik déngiisii ise su sekildedir:

1. 95°C 5 dk. baslangi¢ denatiirasyonu takiben,

2. 95°C 30 sn. denatiirasyon,
3. 55°C 30 sn. primer baglanmasi ve

4. 72°C 30 sn. uzama.

Bu basamaklardan 2-4 basamaklar1 40 dongii seklinde devam edecektir. Belirtilen

kosullardaki reaksiyon Bio-Rad CFX Real-Time PCR cihazinda gergeklestirilecektir.

Bu ¢aligmada kullanilacak primerler ise tablo 5.7.2’de gosterildigi gibidir;

Tablo 5.7.2 Kullanilan primerlerin ad1 ve sekanslari.

Primer Ad1
Ax_gPCR_RPL4_F
Ax_gPCR_RPL4 R
Ax_gPCR_GAPDH2_F
Ax_gPCR_GAPDH2_R
Ax_gPCR_SkeMus_F
Ax_gPCR_SkeMus_R
Ax_gPCR_PEG10_F
Ax_gPCR_PEG10 R
Ax_gPCR_LOC107 F
Ax_gPCR_LOC107 R
Ax_gPCR_Zona_F
Ax_gPCR_Zona R
Ax_qPCR_Per_F
Ax_gPCR_Per R
Ax_gPCR_Dec F
Ax_gPCR_Dec R
Ax_gPCR_SSUH2_F
Ax_gPCR_SSUH2 R
Ax_gPCR_lum_F

Primer Sekans
TGAAGAACTTGAGGGTCATGG
CTTGGCGTCTGCAGATTTTTT
GGCATTGCCCTCAACGATCACTTT
TCTATTCCTTGCTGGCCATGTGGA
TGCCTTCAGTCGATGAGCTA
CGTCATCGTCGTCGTCGT
GGGCCTTGATCACATCAAAC
TAGACCGTAATTGGCTTCC
GGACATGTCACTCGCATGAA
ACCGCGAGAAAGTTGAAGAA
TCAAACGGAAACTGAAACCA
GCACAGGAACTGGAGGTGAT
GATTGGAGGTGGCCAGACTA
AACAATGGGCTCTCCTTGAA
CCAAAGGATATCCCGTCAGA
TGATGGCAGTTCCTTCAGGT
GGAACCAAAGCTGTTCCAAA
AATTGAAGCATCTGGGAACG
GCAAAGTTGCCCATAGGACT
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Ax_gPCR_lum_R GCTGGGATGCTACTCAGCTC

Ax_qPCR_LOC _F TAGCTGCCCTGGTGGACTAC
Ax_gPCR_LOC_R TGTGCCAGCTCCTCTTTCTT
Ax_gPCR_PIF1 F CAAACTGAATTTTGTTGTCACG
Ax_gPCR_PIF1 R ATGTGTGACCAAGCCACAAC
AX_gPCR_SCAAT F GACCAGGACCAAATGGAATG
Ax_gPCR_SCAAT _R CTGTTTTCACTCCCGGTGTT
Ax_gPCR_Periplakin_F ATCTCGGGACAAAGATGCTG
Ax_gPCR_ Periplakin_R CCCAGTCACACTCCTGGTTT

5.8. Biyoinformatik

Transkriptom ¢aligmasindaki RNA’lara karsilik gelen proteinlerin BLAST
tizerinden Mus musculus ortologu bulunmustur. Bir sonraki adimda ise belirlenen bu
proteinlerin analizi yapilmistir. Bu amagla PANTHER Classification System
kullanilarak, tiim proteinlerin ortologlart PANTHER sistemine yiiklenmis, belirlenen
bu proteinlerin biyolojik siire¢, molekiiler fonksiyon, hiicresel bilesen, protein sinifi
PANTHER araciligiyla grafik haline getirilmistir.

Bu sirada da proteinlerin BLAST iizerinden bulunan Mus musculus ortoloklari
STRING sistemine yiiklenmis ve belirlenen proteinlerin birbirleriyle olan baglantisi

bulunarak grafik haline getirilmistir.
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6 BULGULAR

Omurilik hasart verilen aksolotlardan alinan doku 6rneklerinden, Trizol Reagent
ile RNA izolasyonu yapilip, transkriptom ile RNA kiitiiphanesi olusturulmus ve RNA
dizi analizi yapilmistir. PANTHER Siniflandirma Sistemi ile farkli zaman araliklar
icin molekiiler fonksiyon, biyolojik siire¢, hiicresel bilesen ve protein simif
gruplandirilmasi yapilmig hem de STRING iizerinden proteinlerin birbirleriyle olan

etkilesimleri grafik haline getirilmistir.

6.1 Transkriptom Analizi

Bu tez calismasi igin yapilan transkriptom analizinde RSEM protokolii (90)
kullanilmigtir. RSEM; bir referans genomunun varligina dayanmadigindan, de novo
transkriptome diizenekleriyle miktar tayini i¢in 6zellikle faydalidir.

l.glin Orneklerinin 0.giin Orneklerine karsilastirilmasinda anlamli degisim
gosteren 605 tane transkript elde edilmistir. Bunlardan 245 tanesinin Mus musculus
karsiligr bulunmus olup, 62 tanesinin daha yiiksek seviyede ifade edildigi, 183
tanesinin ise daha diisiik seviyede ifade edildigi bulunmustur.

Ayni islem diger zaman araliklarina da uygulanarak; 4.giin 6rneklerinin 0.giin
orneklerine karsilagtirmasi yapildiginda anlamli degisim gosteren_500 tane transkript
bulunmus olup, 217 tanesinin Mus musculus karsiligi tanimlanmigtir. Bu tanimlanan
transkriptlerin 87 tanesi daha yiiksek seviyede ifade edilirken, 130 tanesinin daha
diisiik seviyede ifade edildigi bulunmustur.

7.glin orneklerinin 0.giin orneklere karsilastirilmasinda ise; anlamli degisim
gosteren 381 tane transkript elde edilmistir. Bunlardan 213 tanesinin Mus musculus
karsilig1 tanimlanarak 41 tanesi daha yiiksek seviyede ifade edilirken, 172 tanesinin
daha diisiik seviyede ifade edildigi goriilmistiir.

Tiim zaman dilimleri i¢in yapilan transkriptom analizleri igerisinden yiiksek
seviyede ifade edilen ve diisiik seviyede ifade edilenler olarak en uygun 20 RNA
tablolar haline getirilmis olup, bu tablolar ekler kisminda verilmistir. Ekler kisminda
bulunan bu listeler igerisinden sinir sisteminde goérevli olanlar ise Tablo 6.1.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 6.1.1 Tiim zaman dilimleri i¢in sinir sisteminde gorev alan RNA'lar.

RNA dizileme numarasi PostFC Zaman arahg Aciklama
AMEXTC_ 0340000126316 89,82712158 D1vsDO yiiksek XP_021489437.1
zinc  finger BED

seviyede ifade
domain-containing

edilir. _ ,
protein 6 [Meriones
unguiculatus]

AMEXTC_0340000067758 0,032951225 D1vsDO diisiik XP_018089084.1
PREDICTED: protein

S100-G-like [Xenopus

seviyede ifade

edilir. ]
laevis]
AMEXTC_0340000032782 15,94340835 D4vsDO yiiksek ASW28000.1
seviyede ifade tenascin-C
- [Ambystoma
edilir. )
mexicanum]
AMEXTC_0340000022484 13,47883787 D4vsDO yiiksek XP_018114574.1
PREDICTED:

seviyede ifade

- collagen alpha-1(VII)

edilir. o
chain-like isoform X2
[Xenopus laevis]

AMEXTC_0340000242350 0,02712957 DdvsDO diisiik ELW48343.1  High

seviyede ifade mobility group protein
. B1 [Tupaia chinensis]
edilir.
AMEXTC_0340000007234 5,916774809 D7vsDO yiiksek XP_017951799.1
seviyede ifade "REDICTED:
- filamin-A isoform X3
edilir.

[Xenopus tropicalis]

6.2 Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)

Elde edilen transkriptome datasi incelenerek, rejenerasyon sirasinda tiim zaman
dilimleri i¢in miktar1 degisiklik gdsteren RNA’larin rejenerasyon i¢in dnemli roller
oynayabilecegi diisiiniiliip bu RNA’lar1 kodlayan genler qPCR analizi i¢in secilmistir.

Omurilik hasar1 sonrast alinan doku 6rneklerinin transkriptom analizi sonrasi
0.giin, 1.giin,4.glin ve 7.giinlerde miktarlar1 degisen retrotransposon-derived protein
PEG10 (PEG10), zonadhesin-like (Zona), uncharacterized protein LOC (Loc), protein
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SSUH2 homolog (SSUH2), putative sodium-coupled neutral amino acid transporter 10
isoform X4 (SIc38a10), skeletal muscle (SkeMus) genlerinin qPCR analizi yapilmis
olup, farkli zaman dilimlerinde rejenerasyon asamalarina uygun olarak degisim

gozlemlenmistir. (Sekil 6.2.1).

12
***
10
8
Yook

6

4

2 T

**Tl )
. l T
PEG10 Zona SSUH2 Slc38a10 SkeMus

mday0 mdayl mday4 mday7

Sekil 6.2.1 Tiim zaman dilimleri i¢in ortak olan genlerin qPCR analizi.

Farkli grup verilerinin ortalamalar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak
belirlenmesi i¢in Student’s t-testi de yapilmistir (Sekil 6.2.1). Bu teste gore p<0.05 *,
p<0.01 **, p<0.001 *** olacak sekilde qPCR grafigi iizerinde gosterilmistir.

6.3 PANTHER Siniflandirma Sisteminin Kullanilmasi

PANTHER Simiflandirma Sistemi, sekanslama, proteomik veya gen
ekspresyonu deneylerinden elde edilen genis ¢apli, genom ¢apinda verileri analiz
etmeyi saglayan gen fonksiyonunu, ontolojiyi, yollar1 ve istatistiksel analiz
araclarin1 birlestiren kapsamli bir sistemdir (91). Bu tez ¢alismasinda bu
siniflandirma sistemini kullanarak proteinlerin siniflandirilmasi amaglanmistir.

PANTHER Siniflandirma Sistemi’ne yiiklenecek olan referanslarin aksolot
karsiligi olmadigindan, NCBI iizerinden BLAST kullanilarak Mus musculus
ortologlart bulunmustur. Elde edilen referanslar PANTHER Siniflandirma
Sistemi’ne yliklenerek her bir zaman dilimi i¢in molekiiler fonksiyon, biyolojik

siiregler, hiicresel siirecler ve protein siniflandirilmalar1 analizi yapilmistir.
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6.3.1 1.giin RNA o6rneklerinin 0.giin RNA 6rneklerine gore PANTHER

Siniflandirma Sistemi ile analiz edilmesi

SCI sonrasi Orneklerin PANTHER siniflandirma sistemindeki molekiiler
fonksiyon, biyolojik siireg, protein siniflandirmasi analizine bakilmistir. 1.giin
orneklerinin 0.giin Orneklerine karsilastirilmasi sonrast molekiiler fonksiyon
analizine bakildiginda, RNA’larin yaygin olarak aktivite olarak baglanma (%36.2),
katalitik aktivite (%37.9) veya yapisal molekiil aktivitesinde (%17.2) gérevli oldugu
goriilmiistiir. Bununla beraber, tasiyici aktivite, sinyal doniistiiriicii aktivite ve
reseptor aktivitesinde de gorevli RNA’larin yer aldigi goriilmektedir (Sekil 6.3.1
A).

Tasiyici
aktivite

%5.2

Yapisal molekiil
aktivitesi
%17.2

Baglanma
%36.2

Sinyal doniistiiriicii

aktivite
%1.7 \
/

Reseptor aktivitesi
%1.7

\_‘\.
Katalitik aktivite
A %37.9
- Ty
Ureme . 3ars:;|a; :evap Biyolojik adhezyon
%0.9 2 %1.8
Cok hiicreli organizma \ /
siiregleri Biyolojik regiilasyon
%2?7 \ %7.1

Hiicresel bilesen
organizasyonu/biyogenez
%9.7

Metabolik siiregler
%29.2

Hiicresel siirecler

Lokalizasyon %34.5

%5.3
Bagisikhk sistemi
siirecleri \
%3.5
B Gelisimsel siirecler
%2.7
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Kalsiyum baglayici protein
o

Tasiyica
%3.4 Hiicre adhezyon molekiil
%1.7
Transferaz
%8.5

Saperon
%3.4
Stoskeletal protein
%6.8

Transkripsiyon
faktor o6.8

Surfaktan ) . )
%17 N\ Sav unm;n/;):glsll\hl\ protein
Stiyallcus: Enzim modiilator
molekiilii o
%1.7
Reseptor

%1.7
Oksidorediiktaz
%6.8

Hidrolaz
%10.2

—— Ligaz %17
T Liyaz o517

Membran trafik protein
%3.4

Niikleik asit

baglanmasi

C %30.5

Sekil 6.3.1 1.glin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA 6rnekleri ile karsilastiriimasinin PANTHER
veri tabani ile analizi. A. Molekiiler fonksiyon analizi. B. Biyolojik siire¢ analizi. C. Protein
siniflandirmasi analizi.

Biyolojik siireclerin analizinde ise RNA’larin yaygin olarak hiicresel siiregler
(%34.5), metabolik siiregler (%29.2) ve hiicresel bilesen organizasyonunda (%9.7)
siiflandirildigi goriilmektedir. Bunun yani sira, biyolojik regiilasyon, biyolojik
adhezyon, uyarana cevap, iireme, ¢ok hiicreli organizma siirecleri, lokalizasyon,
bagisiklik sistemi siirecleri ile gelisimsel siireclerde de RNA’larin yer aldigi
goriilmektedir (Sekil 6.3.1 B.).

Protein smiflandirmasi analizinde, RNA’larin daha c¢ok niikleik asit
baglanmasinda (%30.5) yer alirken, bir kisminin da kalsiyum baglayici protein, hiicre
adhezyon molekiilii, saperon, stoskeletal protein, savunma/bagisiklik proteini, enzim
modiilatadr, hidrolaz,ligaz, liyaz, membran trafik proteini, oksidorediiktaz, reseptor,
sinyalleme molekiilli, surfaktan,transkripsiyon faktor, transferaz, tasiyici olarak

gorevlendirildigi goriilmektedir (Sekil 6.3.1 C.).

6.3.2 1.giin RNA o6rneklerinden 0.giin RNA 6rneklerine gore daha yiiksek
seviyede ifade edilenlerin PANTHER Simiflandirma Sistemi ile analiz

edilmesi

SCI sonras1 omurilik dokusunda elde edilen transkriptlerden tanimlanarak
ifade edilen 245 RNA’dan ifadesi daha yiiksek seviyede olan 62 tanesinin PANTHER
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siniflandirma sisteminde molekiiler fonksiyon, biyolojik siire¢ ve protein
siniflandirilmasina bakilmistir. Molekiiler fonksiyon analizine gore baglanma
(%41.7), katalitik aktivite (%25.0), yapisal molekiil aktivitesi (%16.2) tasiyici
aktivite (%8.3) ve reseptor aktivitesi (%8.3)’nde de gorevli RNA’larin yer aldigi
goriilmektedir (Sekil 6.3.2 A.).

Tasiyict
aktivite

%38.3

Yapisal molekiil
aktivitesi
%16.7

Baglanma
%41.7

Reseptor aktivitesi

%8.3
Katalitik aktivite
A %25.0
Cok hiicreli organizma Biyolojik regiilasyon
siirecleri 5 %5.3
%105 Hiicresel bilesen
organizasyonu/biyogenez
%15.8
Metabolik siirecler
%21.1
Lokalizasyon

%5.3

Hiicresel siirecler

Gelisimsel siiregler %36.8

%5.3
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Tasiyici
%12.5

Stoskeletal protein
%25.0
Surfaktan
%12.5

Niikleik asit
baglanmasi

%]12.5

Savunma/bagisikhik protein
%12.5

Hidrolaz

C %25.0

Sekil 6.3.2 1.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA 6rekleri ile karsilastirilmasida daha
yiiksek seviyede ifade edilenlerin PANTHER veri tabani ile analizi. A. Molekiiler fonksiyon
analizi. B. Biyolojik siire¢ analizi. C. Protein siiflandirmasi analizi.

Biyolojik siireglerin analizine bakildiginda ifadesi daha yiiksek seviyede olan
62 tane RNA’nin hiicresel siire¢ler (%36.8), metabolik siiregler (%21.1) ve hiicresel
bilesen organizasyonu (%15.8), cok hiicreli organizma stiregleri (%10.5), biyolojik
regiilasyon (%5.3), lokalizasyon (%S5.3), ile gelisimsel siirecler (%5.3) de RNA’larin
siniflandinldigr goriilmektedir (Sekil 6.3.2 B.).

Protein simiflandirmasi analizine bakilacak olunursa, yiiksek seviyede ifade
edilen 62 tane RNA’nin stoskeletal protein (%25.0), hidrolaz (%25.0),
savunma/bagisiklik protein (%12.5), niikleik asit baglanmasi (%12.5), surfaktan
(%12.5) ve tastyict (%12.5) olarak siniflandirildigr goriilmektedir (Sekil 6.3.2 C.).

6.3.3 1.giin RNA o6rneklerinden 0.giin RNA 6rneklerine gore daha diisiik
seviyede ifade edilenlerin PANTHER Simiflandirma Sistemi ile analiz

edilmesi

SCI sonras1 kuyruk dokusundan elde edilen transkriptlerden tanimlanarak ifade
edilen 245 RNA’dan ifadesi daha diisiik seviyede olan 183 RNA’nin PANTHER
siniflandirma  sistemindeki molekiiler fonksiyon, biyolojik siire¢, protein
siniflanfirma analizine bakilmistir. Molekiiler fonksiyon analizinde katalitik

aktivite (%41.3), baglanma (%34.8), yapisal molekiil aktivitesi (%17.4), tasiyici
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aktivite (%4.3) ve sinyal doniistiiriicli aktivitesi (%2.2)’nde de gorevli RNA’larin
yer aldigi goriilmektedir (Sekil 6.3.3 A.).

Tasiyic1
aktivite

%4.3

Yapisal molekiil
aktivitesi
%17.4

Baglanma

%34.8
Sinyal déniistiiriicii
aktivite
%2.2
Katalitik aktivite
A %41.3
Uym;ana cevap
Ureme %32 Biyolojik adhezyon
%1.1 %2.1
Cok hiicreli organizasyon \ /
siiregleri s~ S L Biyolojik regiilasyon
%1.1 s j"/«:7.4 . S
Hiicresel bilesen
organizasyonu/biyogenez
%8.5
Metabolik siirecler
%30.9
Hiicresel siirecler
%34.0
Lokalizasyon
%S5.3
Bagisikhik sistemi
siirecleri Gelisimsel
B %4.3 siirecler

%2.1
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Kalsiyum baglayici protein
%5.9

Tasiyica
%2.0

Hiicre adhezyon molekiil

/ %2.0

Saperon
%3.9
Stoskeletal protein
%3.9
\ Savunma/bagisikhik protein
%2.0

Transferaz
%9.8

Transkripsiyon
faktor o,7.8

Sinyalleme

molekiili T~

%2.0

Enzim modiilator
%2.0

Hidrolaz

Reseptor 7
%2.0 %7.8
Oksidorediiktaz — Licaz o
%7.8 $ar w20
T Liyaz o4
Membran trafik protein
%3.9
Niikleik asit
C baglanmasi
%33.3

Sekil 6.3.3 1.glin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA 6rnekleri ile karsilastiriimasinda daha diistik
seviyede ifade edilenlerin PANTHER veri tabani ile analizi. A. Molekiiler fonksiyon analizi.
B. Biyolojik siire¢ analizi. C. Protein siniflandirmasi analizi.

Biyolojik siireclerin analizine bakildiginda ifadesi daha diisiik seviyede olan
183 RNA’nin hiicresel siiregler (%34.0), metabolik stirecler (%30.9), hiicresel bilesen
organizasyonu/biyogenez (%8.5), biyolojik regiilasyon (%7.4), lokalizasyon (%5.3),
gelisimsel siirecler (%5.3) bagisiklik sistemi siiregleri (%4.3), uyarana cevap (%3.2),
biyolojik adhezyon (%2.1), gelisimsel stirecler (%2.1), ¢ok hiicreli organizma siiregleri
(%]1.1), tireme (%1.1) ve uyarana cevap (%3.2) olarak siniflandirildigr goriilmektedir
(Sekil 6.3.3 B.).

Protein siiflandirmasi analizine bakildiginda, diisiik seviyede ifade edilen 183
RNA’nin yaygin olarak niikleik asit baglanmasi (%33.3), transferaz (%9.8) olarak
belirlendigi ve bununla birlikte kalsiyum baglayici protein, hiicre adhezyon molekiil,
saperon, stoskeletal protein, savunma/bagisiklik protein, enzim modiilator, hidrolaz,
ligaz, liyaz ,membran trafik protein, oksidorediiktaz, reseptor, sinyalleme molekiilii,
transkripsiyon faktor ve tasiyici olarak gorevlendirildigi goriilmektedir (Sekil 6.3.3
C.).
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6.3.4 4.giin RNA orneklerinin 0.giin RNA 6rneklerine gore PANTHER

Siniflandirma Sistemi ile analiz edilmesi

SCI sonrast orneklerin PANTHER siniflandirma sistemindeki molekiiler
fonksiyon, biyolojik siireg, protein siniflandirmasi analizine bakilmistir. 4.giin
orneklerinin 0.giin Orneklerine karsilastirilmast sonrasi molekiiler fonksiyon
analizine bakildiginda, RNA’larin baglanma (%41.4), katalitik aktivite (%37.1) ve
yapisal molekiil aktivitesi (%10.0) olarak smiflandirilmanin yanmi sira, reseptore
aktivitesi, sinyal doniistiiricii aktivite, translasyon diizenleyici aktivite, tasiyici

aktivite ve antioksidan aktivitesi de yer almaktadir (Sekil 6.3.4. A.).

Tasiyic aktivite
%4.3

Translasyon diizenleyici aktivite

™S

Yapisal molekiil aktivitesi
%10.0

Antioksidan aktivitesi

/ %]1.4

Sinyal déniistiiriicii aktivite

%1.4 =

—_—
Reseptor aktivitesi |
0,

vo14 i Baglanma
%41.4
|
|
|
Katalitik aktivite
A %37.1 T >
Uyarana cevap
%4.8 . &
i w ; Biyolojik adhezyon
Cok hiicreli organizasyon %0.8
siirecleri /
0,
%40 \ Biyolojik regiilasyon
%5.6
Hiicresel bilesen
organizasyonu/biyogenez
%12.7
Metabolik siiregler
%27.0
Hareket
%0.8 Hiicresel siirecler
& %37.3
Lokalizasyon
%4.0
Gelisimsel
siiregler
B %3.2
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Kalsiyum baglayici protein
%3.0

Tasiv Hiicre adhezyon molekiilii
o a3 e
%3.0 \ / Hiicre birlesme molekiilii

/ %3.0
Saperon

%]1.5

Transferaz
%10.6

Stoskeletal protein
%7.6
Transkripsiyon faktor,

%7.6

Enzim modiilator

Sinyalleme molekiilii %10.6

%6.1

Reseptor
%3.0
Hidrolaz

Oksidorediiktaz %6.1

%1.5 s
Izomeraz

Ligaz o415

%4.5
Niikleik asit

\
baglanmasi \ Liyaz %1.5

%24.2 Membran trafik protein

C %1.5

Sekil 6.3.4 4.glin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA 6rnekleri ile karsilagtiriimasinin PANTHER
veri tabani ile analizi. A. Molekiiler fonksiyon analizi. B. Biyolojik siire¢ analizi. C. Protein
siiflandirmasi analizi.

Biyolojik siire¢ analizine bakildiginda RNA’lar daha ¢ok hiicresel siirecler
(%37.3), metabolik siiregler (%27.0), hiicresel bilesen organizasyonu/biyogenez
(12.7) de gorev alirken, biyolojik regiilasyon, biyolojik adhezyon, uyarana cevap, ¢ok
hiicreli organizasyon siiregleri, hareket, lokalizasyon, gelisimsel siireclerde de yer
almaktadirlar (Sekil 6.3.4 B.).

Protein simiflandirmas: analizinde ise niikleik asit baglanmasi (%24.2),
transferaz (%10.6) ve enzim modiilatorii (%10.6) 6n planda iken, stoskeletal protein,
hidrolaz, izomeraz, ligaz, liyaz, membran trafik proteini, oksidorediiktaz, reseptor,
sinalleme molekiilii, transkripsiyon faktor, transferaz, tasiyici, kalsiyum baglanma
proteini, hiicre adhezyon molekiilii, hiicre birlesme molekiilii ve saperonlar da gérev

almaktadirlar (Sekil 6.3.4 C.).

6.3.5 4.giin RNA orneklerinden 0.giin ENA 6rneklerine gore daha yiiksek
seviyede ifade edilenlerin PANTHER Simiflandirma Sistemi ile analiz

edilmesi

SCI sonrast kuyruk dokusunda elde edilen transkriptlerden tanimlanarak ifade
edilen 195 RNA’dan ifadesi daha yiiksek seviyede olan 87 RNA’nin PANTHER

siniflandirma  sisteminde molekiiler fonksiyon, biyolojik silireg, protein
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siniflandirilmasi analizleri yapilmistir. Molekiiler fonksiyon analizine bakildiginda,

baglanma (%36.0), katalitik aktivite (%36.0), yapisal molekiil aktivitesi (%12.0),

tastyict aktivite (%8.0), sinyal doniistiiriicii aktivitesi (%4.0) ve reseptor aktivitesi

(%8.3)’nde gorevli RNA’larin yer aldigi goriilmektedir (Sekil 6.3.5 A).

Tasiyicr aktivite
%8.0

Yapisal molekiil aktivitesi
%12.0

Baglanma
%36.0

Sinyal doniistiiriicii aktivite

%4.0

Reseptor aktivitesi
%4.0

Katalitik aktivite

A %36.0

Uyarana ceva ivoloji Y
Yarsms p Biy oloj:/t(srggiilasyon

Hiicresel bilesen

organizasyonu/biyogenez
%11.1

Metabolik siirecler
%27.8

Lokalizasyon
%2.8

Hiicresel siirecler
%47.2
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- Kalsiyum baglayici protein
Tasiyica / %4.8
%3.0

Hiicre adhezyon molekiilii
%4.8

Transferaz lliicr%/:).‘ilélesme molekiilii

%10.6 ’

Stoskeletal protein

%4.8

Enzim modiilator
%39.5

Sinyalleme molekiilii
%9.5

Reseptor
%4.8 Hidrolaz
%9.5

Niikleik asit
baglanmasi Ligaz
%14.3 Liyaz vl

C %4.8

Sekil 6.3.5 4.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA 6rnekleri ile karsilagtirilmasinda daha
yiiksek seviyede ifade edilenlerin PANTHER veri tabani ile analizi. A. Molekiiler fonksiyon
analizi. B. Biyolojik siire¢ analizi. C. Protein siniflandirmasi analizi.

Biyolojik siireglerin analizine bakildiginda ifadesi daha yiiksek seviyede olan
87 RNA’nin hiicresel siiregler (%47.2), metabolik siirecler (%27.8), hiicresel bilesen
organizasyonu/biyogenez (%11.1), biyolojik regiilasyon (%5.6), uyarana cevap
(%5.6) ve lokalizasyon (%2.8) olarak proteinlerin simiflandirildigi goriilmektedir
(Sekil 6.3.5 B.).

Protein siniflandirmasi analizine bakildiginda, yiiksek seviyede ifade edilen 87
RNA’nin niikleik asit baglanmas1 (%14.3), transferaz (10.6), hidrolaz (%9.5), ligaz
(%9.5), enzim modiilator (%9.5), sinyalleme molekiilii (%9.5), liyaz (%4.8),
stoskeletal protein (%4.8), hiicre birlesme proteini (%4.8), hiicre adhezyon molekiilii
(%4.8), kalsiyum baglayici protein (%4.8), reseptor (%4.8) ve tasiyici (%3.0) olarak
siiflandirldigr goriilmektedir (Sekil 6.3.5 C.).

6.3.6 4.giin RNA orneklerinden 0.giin RNA orneklerine gore daha diisiik
seviyede ifade edilenlerin PANTHER Simiflandirma Sistemi ile analiz

edilmesi

SCI sonrasi kuyruk dokusunda elde edilen transkriptlerden tanimlanarak ifade
edilen 217 RNA’dan ifadesi daha diisiik seviyede olan 130 RNA’nin PANTHER
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siniflandirma  sisteminde molekiiler fonksiyon, biyolojik siireg, protein
siniflandirma analizlerine bakilmigtir. Molekiiler fonksiyon analizine bakildiginda,
katalitik aktivite (%44.4), baglanma (%37.8), yapisal molekiil aktivitesi (%8.9),
translasyon diizenleyici aktivite (%4.4), tasiyict aktivite (%4.3) ve antioksidan
aktivitesi (%2.2)’nde de gorevli RNA’larin yer aldig1 goriillmektedir (Sekil 6.3.6 A.).

Tasiyicr aktivite

o Antioksidan aktivitesi

Translasyon duzenleylcl aktivite %2.2
%4.4 /

Yapisal molekiil aktivitesi
%8.9

Baglanma
%44.4

Katalitik aktivite
%37.8

Uyarana cevap
Biy 0l0jlk adhezyon
Cok hiicreli organizasyon
siirecleri
%5.6 \ Blvolo,]lk regnlasy on
{ ) Hiicresel bilesen
N ! organizasyonu/biyogenez
%13.3
Metabolik siirecler
%26.7
l°l/alrelket Hiicresel siiregler
o %33.3
Lokalizasyon
%4.4
Gelisimsel
siirecler
B %4.4
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Kalsiyum baglayici protein

22 Hiicre adhezyon molekiilii

%2.2
Hiicre birlesme molekiilii
%2.2
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7 o2

Transferaz
%11.1

Stoskeletal protein

Transkripsiyon faktor %8.9

%11.1
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%4.4

Reseptor
%2.2
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Sekil 6.3.6 4.glin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA 6rnekleri ile karsilagtirilmasinda daha diisiik
seviyede ifade edilenlerin PANTHER veri tabani ile analizi. A. Molekiiler fonksiyon analizi.
B. Biyolojik siire¢ analizi. C. Protein siniflandirmasi analizi.

Biyolojik siireclerin analizine bakildiginda ifadesi daha yiiksek seviyede olan
130 RNA’nin yaygin olarak hiicresel siirecler (%33.3), metabolik siiregler (%26.7),
hiicresel bilesen organizasyonu/biyogenez (%13.3), biyolojik regiilasyon (%5.6), ¢cok
hiicreli organizma siiregleri (%5.6), uyarana cevap (%4.4), lokalizasyon (%4.4),
gelisimsel siirecler (%4.4), biyolojik adhezyon (%]1.1), ve hareket (%1.1) olarak
siniflandirildigi goriilmektedir (Sekil 6.3.6 B.).

Protein simiflandirmasi analizine bakilacak olunursa, diisiik seviyede ifade
edilen 130 RNA’nin yaygin bir sekilde niikleik asit baglanmasi (%28.9), transferaz
(%11.1), enzim modiilator (%11.1), transkripsiyon faktor (%11.1) olarak belirlendigi
ve bununla birlikte kalsiyum baglayici protein, hiicre adhezyon molekiil, hiicre
birlesme molekiilii, saperon, stoskeletal protein, hidrolaz, izomeraz, ligaz, membran
trafik protein, oksidorediiktaz, reseptor, sinyalleme molekiilii olarak gorevlendirildigi

goriilmektedir (Sekil 6.3.6 C.).
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6.3.7 7.giin RNA orneklerinin 0.giin RNA 6rneklerine gore PANTHER

Siniflandirma Sistemi ile analiz edilmesi

SCI sonrast orneklerin PANTHER siniflandirma sistemindeki molekiiler
fonksiyon, biyolojik siireg, protein siniflandirmasi analizine bakilmistir. 7.giin
orneklerinin 0.giin Orneklerine karsilastirilmas1 sonrast molekiiler fonksiyon
analizine bakildiginda, molekiiler fonksiyon analiz sonuglarina gore RNA’larin
yaygin olarak baglanma (%43.1) ve katalitik aktive (%39.7) olarak gérev almaktadir.
Bununla birlikte tasiyici aktivite, translasyon diizenleyici aktivite, yapisal molekiil
aktivitesi, sinyal doniistiiriicii aktivite de diger fonksiyonlar olarak yer almaktadir

(Sekil 6.3.7 A).

Translasyon diizenleyici aktivite Tasiyicl aktivite

%3.4 \ / %3.4

Yapisal molekiil aktivitesi
%8.6

Sinyal déniistiiriicii aktivite
%1.7

Baglanma
%43.1

Katalitik aktivite Q
%39.7 >
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Sekil 6.3.7 7.glin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA 6rnekleri ile karsilastiriimasinin PANTHER
veri tabani ile analizi. A. Molekiiler fonksiyon analizi. B. Biyolojik siire¢ analizi. C. Protein
simiflandirmasi analizi.

Biyolojik siire¢ analizinde RNA’larin yaygin olarak hiicresel siirecler (%31.6),

metabolik siirecler (%21.8) ve hiicresel organizasyon/biyogenez (%13.5) de gorev

aldiklar1 goriilmektedir. Bunun yani sira biyolojik regiilasyon, uyarana cevap, ¢ok

hiicreli organizma siirecleri, hareket, lokalizasyon, bagisiklik sistemi siiregleri,

gelisimsel siiregler de diger siiregler arasindadir (Sekil 6.3.7 B.).
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Protein siniflandirmasina baktigimizda ise yaygin olarak niikleik asit
baglanmasi (%25.5), enzim modiilatorii (%11.8), stoskeletal protein (%9.8), transferaz
(%9.8) icerisinde yer alirken, membran trafik proteini, ligaz, izomeraz, hidrolaz,
savunma/bagisiklik proteini, saperon, kalsiyum baglayici protein, tasiyic,
transfer/tagiyict protein, transkripsiyon faktor, sinyalleme molekiilii, reseptor ve

oksidorediiktaz gruplarinin da yer aldigi gortilmektedir (Sekil 6.3.7 C.).

6.3.8 7.giin RNA 6rneklerinden 0.giin RNA o6rneklerine gore daha yiiksek
seviyede ifade edilenlerin PANTHER Simiflandirma Sistemi ile analiz

edilmesi

SCI sonras1 kuyruk dokusundan elde edilen transkriptlerden tanimlanarak ifade
edilen 213 RNA’dan ifadesi daha yiiksek seviyede olan 41 RNA’nin PANTHER
siniflandirma  sistemindeki molekiiler fonksiyon, biyolojik slire¢, protein
siniflandirmast analizi yapilmistir. Molekiiler fonksiyon analizine bakildiginda
RNA’larin, baglanma (%58.3), katalitik aktivite (%25.0), yapisal molekiil aktivitesi
(%16.7)’nde yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 6.3.8 A.).

Yapisal molekiil aktivitesi
%16.7

Baglanma

\ %58.3

Katalitik aktivite |
%25.0
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B %32.0
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%8.3 Stoskeletal protein

%38.3

Transkripsiyon faktor,

Savunma/bagisikhk proteini
%8.3 %8.3
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%38.3
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%16.7
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Sekil 6.3.8 7.glin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA 6rnekleri ile karsilagtirilmasinda daha
yiiksek seviyede ifade edilenlerin PANTHER veri tabani ile analizi. A. Molekiiler fonksiyon
analizi. B. Biyolojik siire¢ analizi. C. Protein siniflandirmasi analizi.

Biyolojik siireclerin analizine bakildiginda ifadesi daha yiiksek seviyede olan
41 RNA’nin hiicresel siiregler (%32.0), metabolik siiregler (%20.0), hiicresel bilesen
organizasyonu/biyogenez (%16.0), biyolojik regiilasyon (%12.0), bagisiklik sistemi
stirecleri (%8.0), uyarana cevap (%4.0), ¢ok hiicreli organizma siiregleri (%4.0) ve
gelisimsel siiregler (%4.0) olarak siniflandirildig goriilmektedir (Sekil 6.3.8 B.).

Protein siniflandirmasi analizine bakildiginda, yiiksek seviyede ifade edilen 41
RNA’nin  niikleik asit baglanmasi (%25.0), enzim modilatér (%16.7),
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savunma/bagisiklik proteini (%8.3), stoskeletal protein (%8.3), kalsiyum baglayici
protein (%8.3), tastyici (%8.3), transfer/tastyici protein (%8.3), transkripsiyon faktor
(%8.3) ve sinyalleme molekiilii (%8.3) olarak siniflandirildig1 goriilmektedir (Sekil
6.3.8 C.).

6.3.9 7.giin RNA orneklerinden 0.giin RNA 6rneklerine gore daha diisiik
seviyede ifade edilenlerin PANTHER Siniflandirma Sistemi ile analiz

edilmesi

SCI sonrasi kuyruk dokusunda tanimlanarak ifade edilen 213 RNA’dan ifadesi
daha diisiikk seviyede olan 172 RNA’nin PANTHER siniflandirma sisteminde
molekiiler fonksiyon, biyolojik siire¢ ve protein smif analizleri yapilmistir.
Molekiiler fonksiyon analizine bakildiginda, katalitik aktivite (%43.5), baglanma
(%39.1), yapisal molekiil aktivitesi (%6.5), translasyon diizenleyici aktivite (%4.3),
tasiyic1 aktivite (%4.3) ve sinyal doniistiiriicii aktivite (%2.2)’de de gorevli
RNA’larin yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 6.3.9 A.).

Translasyon diizenleyici aktivite Tagiyicr aktivite

%4.3 \ / %4.3

Yapisal molekiil aktivitesi
%6.5

Sinyal doniistiiriicii aktivite
%2.2

Baglanma
%39.1

Katalitik aktivite
%43.5
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Sekil 6.3.9 7.glin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA 6rnekleri ile karsilagtirilmasinda daha diisiik
seviyede ifade edilenlerin PANTHER veri tabani ile analizi. A. Molekiiler fonksiyon analizi.
B. Biyolojik siire¢ analizi. C. Protein siniflandirmasi analizi.

Biyolojik siireclerin analizine bakildiginda ifadesi daha yiiksek seviyede olan
172 RNA’nin hiicresel siiregler (%31.8), metabolik siirecler (%22.7), hiicresel bilesen
organizasyonu/biyogenez (%12.7), lokalizasyon (%8.2), biyolojik regiilasyon (%6.4),

uyarana cevap (%?5.5), cok hiicreli organizma siiregleri (%4.5), gelisimsel siire¢ler
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(%35.5), hareket (%1.8) ve bagisiklik sistemi siiregleri (%0.9) olarak siniflandirildigt
gortilmektedir (Sekil 6.3.9 B.).

Protein siiflandirmasi analizine bakacak olursak, diisiik seviyede ifade edilen
130 RNA’nin ¢ogunlugunun niikleik asit baglanmasi (%26.3), transferaz (%10.5),
enzim modiilatér (%10.5) olarak smiflandirildigi ve bununla birlikte kalsiyum
baglayic1 protein, saperon, stoskeletal protein, hidrolaz, izomeraz, ligaz, membran
trafik protein, oksidorediiktaz, reseptor, transkripsiyon faktor, transfer/tasiyici protein

ve tasiyici olarak siniflandirildigi goriilmektedir (Sekil 6.3.9 C.).

6.4 STRING Veritabam Kullamlarak Protein-Protein Etkilesimi Incelenmesi

Hiicresel fonksiyonun sistem bazinda anlasilmasi, ifade edilen proteinler
arasindaki tiim fonksiyonel etkilesimlerin bilgisini gerektirir. Belirli bir organizma igin
bilinen ve tahmin edilen tiim proteinlerin fonksiyonel iliskilerinin toplanmasi, genom
capinda fonksiyonel bir baglantiya sahip bir protein ag1 ile sonuglanir. STRING veri
tabani, ¢ok sayida organizma i¢in bilinen ve tahmin edilen protein-protein
iliskilendirme verilerini birlestirerek bu bilgileri toplamayr ve entegre etmeyi
amaclamaktadir (92). Proteinlerin birbirleri ile olan etkilesimleri kadar, islevsel ve
dogrusal protein etkilesimlerini de gostermektedir. Bu analiz yapilirken bir

sinirlandirma yapilmamastir.

6.4.1 1.giin RNA o6rneklerinin 0.giin RNA 6rneklerine gore daha yiiksek

seviyede ifade edilenlerin STRING veritabani ile analiz edilmesi

1.glin RNA o6rneklerinin 0.giin RNA 6rneklerine gére daha yliksek seviyede
ifade edilen RNA’larin STRING veri taban ile analizi incelendiginde, Hba-a2 ile Hbb-
¥, Srrm2,Vasp ile DdxS5, Tubalc, Ptp4a2,Ubc ile Cdknla’nin etkilesimde oldugu
goriilmektedir (Sekil 6.4.1).
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Sekil 6.4.1 STRING veri tabani ile tanimlanan 1.giin RNA drneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore yiiksek seviyede ifade edilenlerin analizi.

6.4.2 1.giin RNA orneklerinin 0.giin RNA 6rneklerine gore daha diisiik

seviyede ifade edilenlerin STRING veritabam ile analiz edilmesi

I.glin RNA orneklerinin 0.giin RNA orneklerine gore karsilastirilmasina
bakildiginda daha diisiik seviyede ifade edilen RNA’larin STRING veri tabani ile
analizi incelendiginde, birbirleriyle olan etkilesimi goriilmekte ve merkez proteinler
olarak olarak ribozomal protein olan Rpl (Ribozomal protein L) protein ailesinin etkili
oldugu goriilmektedir (Sekil 6.4.2).
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Sekil 6.4.2 STRING veri tabani ile tanimlanan 1.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore diisiik seviyede ifade edilenlerin analizi.

6.4.3 4.giin RNA orneklerinin 0.giin RNA o6rneklerine gore daha yiiksek
seviyede ifade edilenlerin STRING veritaban ile analiz edilmesi

4.giin RNA oOrneklerinin 0.giin RNA o6rnekleri ile karsilastirildiginda daha
yiksek seviyede ifade edilen RNA’larin STRING veri tabami ile analizi
incelendiginde, merkezde ATP baglayici Actrlb (Beta-centractin) proteini oldugu ve
diger proteinler ile etkilesim halinde oldugu goriilmektedir (Sekil 6.4.3).
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Sekil 6.4.3 STRING veri tabani ile tanimlanan 4.gtin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore yiiksek seviyede ifade edilenlerin analizi.

6.4.4 4.giin protein érneklerinin 0.giin protein érneklerine gore daha diisiik

seviyede ifade edilenlerin STRING veritabani ile analiz edilmesi

4.giin RNA o6rneklerinin 0.glin RNA o6rneklerine gore verilerine bakildiginda
SCI sonrasi kuyruk dokusunda daha diisiik seviyede ifade edilen RNA’larin STRING
veri tabani ile analizi incelendiginde, proteinlerin birbirleriyle ve merkezdeki
ribozomal protein olan Rpl (Ribozomal protein L) protein ailesinin diger proteinlerle

olan etkilesimi goriilmektedir (Sekil 6.4.4).
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Sekil 6.4.4 STRING veri tabani ile tanimlanan 4.giin RNA &6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore diisiik seviyede ifade edilenlerin analizi.

6.4.5 7.giin RNA o6rneklerinin 0.giin RNA 6rneklerine gore daha yiiksek
seviyede ifade edilenlerin STRING veritabani ile analiz edilmesi

7.giin RNA orneklerinin 0.glin RNA oOrneklerine gore karsilastirilmasina
bakildiginda daha yiiksek seviyede ifade edilen RNA’larin STRING veri tabani ile
analizi incelendiginde, Rsl24d1 (Probable ribosome biogenesis protein RLP24)’in ve

diger proteinlerin etkilesimleri goriilmektedir (Sekil 6.4.5).
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Sekil 6.4.5 STRING veri tabani ile tanimlanan 7.giin RNA drneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore yiiksek seviyede ifade edilenlerin analizi.

6.4.6 7.giin RNA orneklerinin 0.giin RNA 6rneklerine gore daha diisiik

seviyede ifade edilenlerin STRING veritabani ile analiz edilmesi

7.gin RNA orneklerinin 0.giin RNA 06rneklerine gore karsilagtirilmasina
bakildiginda daha diisiik seviyede ifade edilen RNA’larin STRING veri tabani ile
analizi incelendiginde, merkezdeki ribozomal protein olan Rpl (Ribozomal protein L)
protein ailesinin ve Gukl (Guanylate kinase) proteinin diger proteinlerle olan
etkilesimi goriilmektedir (Sekil 6.4.6).
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Sekil 6.4.6 STRING veri tabani ile tanimlanan 7.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore diisiik seviyede ifade edilenlerin analizi.
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7  TARTISMA ve SONUC

Daha onceki ¢alismalarda yetiskin memeli merkezi sinir sisteminde plastisite ve
rejenerasyonun smirli  olmast nedeniyle SCI'nin tedavi edilemez oldugu
diistiniilmiistiir. Bununla birlikte, son yirmi yilda yapilan ¢alismalar, omurgal
MSS’nin hem noérojenezini hem de 6nemli 6l¢ilide plastisitesini géstermis ve SCI’ya
kars1 biyolojik yanitlarin ¢alismalarini uyarmistir (93). Benzer sekilde, SCI sonrasi
basarili rejenerasyonu destekleme yetenegi, rejeneratif Kapasitenin simirlidan artan
rejeneratif yetenege dogru degistigi tlirlerde, basar1 biyolojik siireclerin
tanimlanmasindan kaynaklanacaktir (94).

Aksolotlar gibi urodele grubuna ait amfibileri, hasar gormiis organ ve/veya
dokularini yeniden rejenere edebilmeleri nedeniyle daha ¢ok tercih edilen deney
hayvanlaridir (95). Bununla birlikte aksolotlar bir omuriligin tamamini yeniden
olusturabilirler (36, 96) ve bu 6zellikleri sayesinde MSS ¢alismalarinda iyi bir model
organizma olarak kullanilmaktadirlar.

Bu calismada, omurilik hasar1 sonrasi rejenerasyonu saglayan molekiiler
mekanizmalar yeni-nesil RNA dizileme ile tamimlanmistir. RNA sekanslama
yaklasimlar1 ile 6rneklerden izole edilen RNA’lar yeni nesil sekanslama yontemi
(NGS) ile fragmentlerine ayrilir ve sekanslanir. Elde edilen fragmentler, temel
¢coztiniirliikteki transkriptomlar1 temsil eder ve transkript seviyesindeki genlerin
ekspresyonunun kuantatif olarak olgiilebilmesini saglar (97). Bu yeni teknoloji, model
olmayan organizmalar igin veya aksolot gibi referans genomu olmayan organizmalar
igin uyarlanmistir. RNA-diz, kodlama ve kodlamayan genlerin varligin1 ve ifade
diizeyini gozlemlemeye izin vermektedir (98).

Bu tez calismasinda transkriptom analizindeki tablolar1 olusturmadaki temel
amagc; l.giin yara iyilesmesi ile blastema olusumunun erken evrelerinin 0.giin ile
karsilastirmasini yapabilmek ve degisen protein profilini gorebilmektir. Bununla
birlikte qPCR yapilmasindaki amag¢ ise tiim zaman dilimlerinde ortak olarak
tanimlanmis ve her zaman aralifi i¢in hem artan hem de azalanlarin dogru olup
olmadigini gosterebilmektir. Bunun i¢in tiim zaman dilimleri i¢inden PEG10, SSUHZ2,
Zona, Locl07, SIc38al0, SkeMus segilmis olup qPCR analizleri yapilmis ve

rejenerasyon sirasinda anlamli olarak degisen profil gdzlemlenmistir.

54


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/noncoding-dna

Neotenik aksolotlardan SCI sonrasi farkli zaman araliklarinda (0.glin, 1.giin,
4.glin ve 7.glin) alinan Kuyruk dokularinin RNA izolasyonu sonrasi transkriptom
analizleri incelendiginde; 1.giin 6rneklerinin 0.giin drneklerine gore 605 tane RNA’nin
analiz edildigi, bu RNA’lardan 245 tanesinin tanimlanarak ifade edildigi, 4.glin
orneklerinin 0.glin 6rneklerine gore 500 tane RNA ‘nin analiz edildigi, bu RNA’lardan
217 tanesinin tanimlanarak ifade edildigi, 7.glin 6rneklerinin 0.giin 6rneklerine gore
381 tane RNA’nin analiz edildigi, bu RNA’lardan 213 tanesinin tanimlanarak ifade
edildigi bulunmustur. Kullanilan zaman dilimleri i¢in RNA’larin tanimlanan protein
karsiliklar1 ile PANTHER Siniflandirma Sistemindeki sonuglarina bakildiginda tiim
zaman dilimlerinin molekiiler fonksiyon analizinde baglanma, katalitik aktivite,
yapisal molekiil aktivitesi, tagiyici aktivitenin ortak oldugu, biyolojik siire¢ analizinde
hiicresel siirecler, hiicresel bilesen organizasyonu/biyogenez, biyolojik regiilasyon,
biyolojik adhezyon, uyarana cevap, ¢ok hiicreli organizma siirecleri, metabolik
stiregler, hareket, lokalizasyon ve gelisimsel siireglerin ortak oldugu, hiicresel bilesen
analizinde hiicre elemanlari, organel ve makromolekiiler kompleks olarak
gruplandirildigi ve protein sinif analizinde ise niikleik asit baglanmasi, transferaz,
tasiyici, stoskeletal protein, hiicreler arasi matriks protein ve hidrolaz olarak
gruplandirildigr goriilmistiir.

Demircan T., ve arkadaglarinin 2016 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada; aksolot
da kuyruk amputasyonu sonrasi omurilik hasar1 rejenerasyonunda gorevli olan
proteinlerin mMRNA-seq referansi kullanarak proteomik analizini yapmiglardir. Elde
ettikleri sonuglara bakildiginda; tanimlanan proteinlerin, biyolojik regiilasyon,
gelisimsel siirecler, bagisiklik sistemi siireci ve hiicresel bilesen organizasyonu veya
biyogenezde rol oynadigini bulmuslardir (99). Bunlar rejenerasyonun ilk agamalarinda
tetiklenen yollardir. Literatiirden yola ¢ikarak bu ¢alismanin sonuglarina baktigimizda,
PANTHER biyolojik siire¢ analizi sonucuna gore 1.giin proteinlerinin 0.giin
proteinlerine gére yaygin olarak hiicresel bilesen organizasyonu/biyogenez, biyolojik
regiilasyon ile birlikte hiicresel siiregler ve metabolik siireglerde, bunlarla birlikte
gelisimsel siirecler ve bagisiklik sistemi siirecinde gorevli olduklar1 goriilmektedir.
Literatiirde yer alan ve proteom analizi ile tanimlanan proteinler ile bu tez galismasinda
transkriptom analizi ile tanimlanmasi yapilan 6rneklere bakildiginda; sitoplazmik

ribozomlarin biiyiik alt bileseni (100) olan 60S ribosomal protein L3 (Rpl3), dinein
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motor kompleksi ile ¢esitli kargolara baglanan bir adaptor proteini olarak islev goren
(101) Protein Hook homolog 3 (Hook3), kofaktor baglanmada gorevli olan
Transketolase (Tkt), mRNA baglayici protein (102) olan Cold-inducible RNA-binding
protein (Cirbp), kalsiyum baglayici S100-A4 (S100a4), pre-mRNA birlestirilmesinde
rol alan (103) Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 (Ddx5)’in ortak olarak
yer aldig1 goriilmektedir.

STRING veri tabanmi analiz sonuglart incelendiginde; calisilan tiim zaman
dilimleri i¢in protein-protein etkilesiminde merkez protein olarak ribozomal protein L
(Rpl ailesi) ailesi goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalara bakildiginda ise translasyon igin
gerekli olan ribozomal proteinlerin de rejeneratif dokularda up-regiile edildigi
belirlenmis olup, bu rejenerasyonun biiyiik miktarda translasyonu gerektirdigini
gostermektedir (104).

Endo T., ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, uzuv amputasyonu
sonrast uzuv rejenerasyonunda meydana gelen bir dizi olaylari incelemislerdir.
Literatiirdeki sonucglara gore uzuv ampiitasyonunu takiben hasarli bolgede yara
iyilesmesi, hasarli kisimdaki hiicrelerin gogii, sinir hiicrelerinden gelen sinyaller ile
farklilagmis hiicrelerin yara bolgesine go¢ etmesi ile blastema formunun olusumu
rejenerasyon i¢in ger¢eklesen asamalardir (105). Bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglari
inceledigimizde, literatiirii takiben (105); rejenerasyonun ilk evresi olan 1.giin
proteinlerinin 0.glin proteinlerine gore olan sonuglarina bakildiginda anlamli olarak
diisiik seviyede ifade edilenlerin apoptoz, nérodejenerasyon, hiicre yikimi gibi stiregler
ile hiicrelerin go¢line ve anlamli olarak daha yiiksek seviyede ifade edilenlerin ise yara
iyilesmesine katkida bulundugu 6nceki goriilmektedir. Bunu takiben kullanilan diger
zaman dilimlerinin analizi ile rejenerasyonun sonraki asamalarinin da gergeklestigi
gorilmektedir.

Paternal olarak ifade edilen gen 10 (PEG10), beyin gelisimi sirasinda
transkripsiyonel bir faktor olarak islev goren ayirt edici bir proteini
kodlayan murin miyelin ekspresyon faktori 3 (MyEF-3)ile %61.4 homoloji
gosterir. CCHC tipi ¢inko parmak motifinin korunmasi PEGI10'un ayrica bir
transkripsiyon faktorii olarak da islev gorebilecegini diisiindiirmektedir (106, 107).
PEG10 geni, temel islevlerini gosteren eutherian memelilerde yiiksek oranda

korunmustur ve retroviral gag-pol proteinleri ile yiiksek benzerlik gostermektedir
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(108, 109). Fareler iizerinde yapilan aragtirmalar, plasenta olusumu ve adiposit
farklilagmasinda 6nemli bir rol oynadig1 i¢in PEG10'U 6nermektedir (110). PEG10,
plasenta, yumurtalik, testis ve ayrica beyin, bobrek, akciger gibi somatik yetiskin
organlarda giiclii bir sekilde ifade edilir (111). Bununla birlikte, PEG10'un diizensiz
ifadesi hiicre proliferasyonu, apoptoz ve malignitelerin gelisimi ile yakindan
iligkilidir. Bununla  birlikte, PEG10 ifadesinin  diizenlenmesinin  kapsamli
mekanizmasi heniiz baslangi¢ asamasindadir (112).

Kromozom 3p26.1'de yer alan SSUH2 geni, ilk olarak en az ii¢ acik okuma
cercevesini (ORF) igeren ve muhtemelen farkli fonksiyonel ilgisi olan cesitli
translasyon {rlinlerini kodladig1 varsayilmis olup c¢DNA kiitiiphanesinde
tanimlanmustir (113). Ayn1 zamanda SSUH2 geninin fare dokular1 ve organlarinda
yaygin bir sekilde eksprese edildigi ve SSUHZ2 geninin spesifik hiicre tiplerinin
gelisiminde kritik bir rol oynayabilecegi gosterilmistir. Subseliiler lokalizasyon analizi
ile SSUH2 proteininin bir niikleer protein oldugu gosterilmistir. Kantitatif reverse
transkripsiyon PCR (qRT-PCR) kullanilarak periferal kan hiicrelerinde ve dis eti
hiicrelerinde SSUHZ2 ekspresyonunu ol¢iilmiis olup, diisiik seviyelerde SSUH2 mutant
transkriptleri bulunmustur (114). Anormal SSUH2 transkriptlerinin azalmis
stabilitesinin, mRNA'nin bozulmasina ve dolayisiyla protein ekspresyonunda bir
azalmaya neden oldugunu varsayilmistir (115). Zebra baliginin erken dis gelisimi
memeliler ile 6nemli 6l¢tide benzer olup (116) bu sayede Zebra baligi genom dizisinin
bir arastirmasi, insan SSUH2'ye ii¢ homolog gen ortaya ¢ikarmistir. Simdiye kadar
SSUH2 ve onun farkli izoformlarinin fonksiyonel énemi ile ilgili herhangi bir veri
bulunmamaktadir. SSUH2 ekspresyonu ayrica faredeki ¢oklu dokularda da meydana
gelmistir. Aslinda, bu ifade SSUH2* ve SSUH2”- farelerin dokularinda diisiik
seviyelerde gerceklesir. Bununla birlikte, SSUH2'deki mutasyonlar temel olarak
knock-in farelerde dis anomalileri ile iligkilidir. Bu iliski muhtemelen diger dokularda
SSUH2'nin islevini telafi eden proteinlerden kaynaklanmaktadir (114).

Zonadhesin-like (Zona) sperm transmembran proteindir. Baslangigta ¢oziinen
domuz sperm membranlarindan izole edilmis olup, zona pellucida'ya tiire 6zgii bir
sekilde baglandigi bulunmustur (117). Bunu takiben cDNA klonlama ve domuz
zonadesin sckanslamasi, insanlarda (118, 119) ve farelerde (120) sekans

homologlarinin izolasyonuna yol agmistir. Zonadhesin, biiyiik, mozaik tipli, ¢ok
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domainli bir proteindir. Domain adi ve diizenlemesinde bazi tiir farkliliklart olmasina
ragmen, her tlirlin dort farkli ayirici domaini vardir (120). Bunlarin her biri, genel
olarak protein fonksiyonunun farklilifina ragmen, her bir alanin benzer bir rol
oynadigi cesitli fonksiyonel olarak hiicre disi proteinlerde meydana geldigi tarif
edilmektedir. Spesifik olarak, bu alanlarm her biri ya protein-protein ya da protein-
karbonhidrat etkilesimleri yoluyla yapigsmada bir rol oynayabilir. Tipik olarak, bunlar
hiicre ylizeyinde meydana gelir ve hiicre-hiicre ya da hiicre-hiicre dis1 matris
baglanmasini getirir (121). Bununla uyumlu olarak, zonadhesinin 6nerilen islevi,
spermatozoanin yumurta ekstraseliiler matriksine (zona pellucida) (117) baglanmasina
yardime1 olan adezyonlardan biridir. Bu zonadhesinin fertilizasyonda oynadigi roli
gosterse de proteinin testiste ek olarak heniiz tanimlanmamis bir rol oynamasi
miimkiindiir (121).

Yetiskin iskelet kas1 (SkeMus) kimyasal, mekanik veya fiziksel yaralanmalara
tepki olarak yeniden rejenere olma yetenegine sahiptir. Hasar gérmiis veya yaralanan
iskelet kasi, ekstraselliiler metriksin bazal laminasi ile kas liflerinin plazma arasina
yerlestirilen, ¢ok uzak duragan mononiileer kok hiicrelerin aktivasyon alanini satellit
hiicre olarak adlandirir (122).

Uncharacterized protein LOC (Loc), yapisal olarak bir genin var oldugu ancak
karsilik gelen translasyon iirlinliniin izole edilmedigi ve karakterize edilmedigi
anlamina gelmektedir. Her yeni dizilenmis genomda kodlanan proteinlerin %20 ile
%40’ 11 olusturmaktadirlar (123).

Merkezi sinir sisteminde amino asit tastyicilari, ndrotransmiterlerin, érnegin
glutamat ve aspartat igin tastyicilar olarak 6nemli bir rol oynarlar (124). Ayrica, amino
asit tastyicilar1 ayn1 zamanda besin sensorleri olarak da islev gorebilir ve tagima
islevlerinden dolayi, besin sentezine (125) bagli olarak sentezini artirarak veya
azaltarak protein sentezini kontrol edebilirler (126). Hellsten SV. ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismada (127), SLC38A10’un immiin boyama ile fare beyninde bol
oldugu ve boyanmanin hem néronlar hem de astrositler i¢cin markerlar ile birlikte
renklendirildigini gostermislerdir. Ayrica tasimanin ¢ift yonli oldugu ve L -
glutamin, L alaninin, L —glutamat ~ ve D -aspartate alimmi ve disa akimin

gostermislerdir. Tiim bunlar ele alindiginda hiicre tipi lokalizasyonu ve SLC38A10 i¢in
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substrat profili, bu tagityicinin hem uyarict hem de inhibitér norotransmisyonda yer
alan yollarda potansiyel bir role sahip oldugunu diistindiirmektedir.

Bu yaptigimiz c¢alismanin transkriptom sonuglarinda ¢ikan proteinlerin
gorevlerine bakildiginda protein iiretim ve yikim mekanizmasi, yara iyilesmesinin
tetiklenmesi gibi birgok gorev ve fonksiyonda yer alan RNA’larin varlig
goriilmektedir ve bu sonuglar genel bir veri ¢alismasini ifade etmektedir. Bununla
birlikte transkriptom tablolarinda (Tablo 8.1 ile 8.6 araliginda gosterilmistir) tiim
zaman dilimleri i¢in artan ve azalan proteinlere bakildiginda aslinda sinir sisteminde
de gorev almakta olan RNA’larin varligi s6z konusudur. Bunlardan bazilarina
bakilacak olunursa tablo 8.1°de 1.giin Orneklerinin 0.giin &rneklerine gore
kiyaslandiginda artan proteinlerden zinc finger BED domain-containing protein 6;
diizenleyici, yapisal ve enzimatik de dahil olmak iizere sayisiz proteinin yapisi ve
islevi igin gereklidir.

Merkezi sinir sisteminde ¢inko, sinir koruyucu bir {iriin veya kofaktor olarak ek
bir role sahiptir. Bu rolde ¢inko, “¢cinko iceren” néronlar olarak adlandirilan belirli bir
noron grubunun sinaptik vezikiillerinde yogunlagsmistir. Cinkonun, néron hasarinin
eksitotoksik mekanizmalarin1 iceren beyin hastaliklarinda veya yaralanmalarinda
noronal yaralanmaya neden olan bir etken olabilecegine dair bol miktarda kanit vardir
(128). Tablo 8.2°de 1.giin 6rneklerinin 0.giin 6rneklerine gore kiyaslandiginda azalan
proteinlerden protein S100-G-like; genellikle sinyal iletimi, hiicre farklilasmasi, hiicre
hareketliliginin diizenlenmesi, transkripsiyon ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi gibi cok
sayida hiicresel aktiviteye katilirlar (129). Bununla birlikte ndrodejenerasyon, néron
sagkalimi ve bliylimesinde asir1 ekspresyonu goriilmektedir (130). Tablo 8-3’de 4.giin
orneklerinin 0.giin 6rneklerine gore kiyaslandiginda artan proteinlerden tenascin-C;
esas olarak embriyonik gelisimde ifade edilen ve yetiskinlikte down-regiile edilen bir
hiicre dist matriks molekiilii ailesidir. Erigskinde yeniden ifadesi, iltihaplanma,
rejenerasyon veya neoplazi gibi patolojik kosullar altinda gerceklesir. Tenaskin
ailesinin en 6nemli tiyesi olan Tenascin-C'nin (TN-C), glioma dokusunda yiiksek
oranda eksprese edildigi ve artan kanitlar ile TN-C'nin hiicre gogii veya invazyonunda
onemli rolii oldugunu géstermektedir (131). Collagen alpha-1(VI1) chain-like isoform
X2; sinir dokusunun biiyiimesini ve rejenerasyonunu modiile eden faktorler, en ilging

biyolojik ve klinik problemin bir pargasidir. Hem in vivo hem de in vitro yapilan
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caligmalar, kollajen tarafindan bu siirecin giliglendirilmesi veya inhibe edilmesinde
aktif rol lizerinde 6nemli bir 151k tutmustur. Hiicre yapismasi, biiyiime ve farklilasma
i¢in kosullar saglama kabiliyeti nedeniyle doku kiiltiiriinde siklikla substrat olarak
kullanilan kollajen, Schwann hiicreleri tarafindan sinir lifi ve sinir lifi miyelinasyonu
icin gereklidir (132). Tablo 8.4’de 4.glin Orneklerinin 0.giin Orneklerine goére
kiyaslandiginda azalan proteinlerden High mobility group protein B1 (HMGB1); Daha
Oonce sadece transkripsiyonu arttiran bir niikleer faktor olarak islev gordiigii
diisiiniilen protein, son zamanlarda enfeksiyona, yaralanmaya ve enflamasyona
verilen cevaba aracilik eden Onemli bir sitokin oldugu kesfedilmistir. Yapilan
calismalar Alzheimer hastaliginin sigan modellerinde 6lmekte olan ndronlar etrafinda
bulunur ve HMGBI enjeksiyonu B-amiloidin temizlenmesini geciktirir ve Alzheimer
hastaliginin ilerlemesini hizlandirir. Alternatif olarak, artan HMGBI1 seviyeleri, ¢esitli
klinik ortamlarda gozlenen yiiksek HMGBI1 seviyeleri goz oniine alindiginda,
rejeneratif siirecin (ekstraserebral bolgelerde de meydana gelebilir) bir gostergesi
olabilir (133). Tablo 8.5°de 7.giin oOrneklerinin 0.glin Grneklerine  gore
kiyaslandiginda artan proteinlerden filamin-A isoform X3; yaklasik 30 yil once ilk
kas dis1 aktin baglayici protein olarak kesfedilmistir ve memelilerde 3 farkl
izoformu bulunmustur. Filamin A ve B’deki null ve spesifik missense
mutasyonlarinin, insanlarda beyin, kemik ve diger organlarda genis bir gelisimsel
malformasyona neden oldugu bildirilmis olup, muhtemelen farkli hastaliklarin
frakli filamin etkilesimleri vurguladig: diisiiniilmektedir. Filamin A gelismekte olan
serebral krotekste fonksiyon olusturabilir; go¢ eden néronlarin ucundaki filamentoz
aktinin dinamik olarak diizenlenmesi i¢in, filamin A hareketsiz ndronlarin tamamen
yoklugunu ve boylece ventrikiiler zondan ayrilmalarint 6nler (134).

Elde edilen proteinlerin sinir sistemindeki etkilerinin yanisira, kan
hiicrelerinin liretiminde, proteinlerin liretim ve yikim mekanizmalarinda, yara
iyilesmesinin tetiklenmesi ile RNA baglayic1 protein olarak da gorev yaptiklari
goriilmektedir.

Bu calisma ile omurilik hasar1 sonrasi merkezi sinir sisteminde meydana gelen
rejeneratif siireg, sinir sistemindeki gelisimsel siire¢, omurilik gelisimi gibi etkenlerde
rol alan RNA’larin varlig1 tespit edilmis olup, yapilan ¢alisma neticesinde aksolot

transkriptom veri taban1 arttirilmistir.
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8 EKLER

Tablo 8.1 1.giin 6rneklerinin 0.giin 6rneklerine gore en yiiksek degisimi gosteren RNAlar.

RNA dizileme numarasi

AMEXTC_0340000126316

AMEXTC_0340000029886

AMEXTC_0340000195584

AMEXTC_0340000059884

AMEXTC_0340000006001

AMEXTC_0340000063544

AMEXTC_0340000043230

AMEXTC_0340000126973

AMEXTC_0340000125567

AMEXTC_0340000051557

PostFC
89,82712158

54,64597303

54,40736515

40,98040617

29,85543857

23,95043545

16,54381096

15,87534138

15,86353629

15,36071879

Aciklama

XP_021489437.1 zinc finger
BED domain-containing protein
6 [Meriones unguiculatus]
XP_007070961.1
PREDICTED: periostin isoform
X1 [Chelonia mydas]

BAE47565.1 beta-globin
[Cynops pyrrhogaster]
XP_023808666.1
uncharacterized protein

LOC101166204 isoform X3
[Oryzias latipes]
XP_006117710.1
PREDICTED: uncharacterized
protein LOC102449186 isoform
X1 [Pelodiscus sinensis]
XP_017736557.1
PREDICTED: LOwW
QUALITY PROTEIN: zinc
finger BED domain-containing
protein 6 [Rhinopithecus bieti]
XP_014351169.1
PREDICTED: uncharacterized
protein K02A2.6-like
[Latimeria chalumnae]
XP_017945114.1
PREDICTED: retrotransposon-
derived protein PEG10
[Xenopus tropicalis]
OCA19210.1 hypothetical
protein XENTR_v90029571mg
[Xenopus tropicalis]
XP_014339909.1
PREDICTED: endogenous
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AMEXTC_0340000234723

AMEXTC_0340000046647

AMEXTC_0340000086004

AMEXTC_0340000024435

AMEXTC_0340000057674

AMEXTC_0340000086013

AMEXTC_0340000067022

AMEXTC_0340000040619

AMEXTC_0340000123158

AMEXTC_0340000031971

14,54615917

13,87988762

12,81603484

12,54052454

12,43422175

11,62155907

11,56329336

11,45264267

10,72110522

10,64635423

retrovirus group 3 member 1
Env polyprotein-like, partial
[Latimeria chalumnae]
XP_017578166.1

PREDICTED: protein
NYNRIN-like [Pygocentrus
nattereri]

XP_019112704.1
PREDICTED: protein
NYNRIN-like  [Larimichthys
crocea]

XP_015265085.1
PREDICTED: cold shock
domain-containing protein E1
isoform X1 [Gekko japonicus]
AUO029847.1 MucXS
[Xenopus tropicalis]
XP_018408340.1
PREDICTED: putative nuclease
HARBI1 [Nanorana parkeri]
XP_011175023.1
PREDICTED: ATP-dependent
DNA helicase PIF1-like, partial
[Solenopsis invicta]
NP_001292069.1 tubulin
alpha-8 chain [Gallus gallus]
OCT57199.1 hypothetical
protein XELAEV_18003842mg
[Xenopus laevis]
XP_023653258.1 myb-related
transcription factor, partner of
profilin-like  [Paramormyrops
kingsleyae]

XP_014665334.1
PREDICTED: putative nuclease
HARBI1 [Priapulus caudatus]
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Tablo 8.2 1.giin &rneklerinin 0.giin 6rneklerine gore en diisiik degisimi gosteren RNA’lar.

RNA dizileme numarasi

AMEXTC_0340000066390

AMEXTC_0340000124334

AMEXTC_0340000038193

AMEXTC_0340000131159

AMEXTC_0340000067480

AMEXTC_0340000160357

AMEXTC_0340000266531

AMEXTC_0340000193725

AMEXTC_0340000066990

AMEXTC_0340000070761

AMEXTC_0340000174517

PostFC
0,112177018

0,110915975

0,109303376

0,10406764

0,102756633

0,098308883

0,097698312

0,081504655

0,081070157

0,077616108

0,076855397

Aciklama

XP_007431701.1
PREDICTED: 60S ribosomal
protein L13a [Python
bivittatus]

XP_005300453.1 protein
disulfide-isomerase A4
[Chrysemys picta bellii]
XP_007070961.1

PREDICTED: periostin
isoform X1 [Chelonia mydas]
AAH43955.1 Gdi2-prov

protein [Xenopus laevis]
XP_008945582.1
PREDICTED: 40S ribosomal
protein S4, partial [Merops
nubicus]

XP_018411455.1
PREDICTED: protein CDV3
homolog isoform X1
[Nanorana parkeri]
NP_001079885.1
transketolase-like 2 L
homeolog [Xenopus laevis]
AAH87521.1 LOC496093

protein, partial  [Xenopus

laevis]
XP_415765.1 PREDICTED:
malate dehydrogenase,

mitochondrial [Gallus gallus]
KOB75968.1 beta-actin
[Operophtera brumata]
XP_006272431.1
PREDICTED: signal
transducer and activator of
1-alpha/beta

[Alligator mississippiensis]

transcription
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AMEXTC_0340000192858

AMEXTC_0340000054658

AMEXTC_0340000005238

AMEXTC_0340000156910

AMEXTC_0340000057045

AMEXTC_0340000066700

AMEXTC_0340000067461

AMEXTC_0340000067758

AMEXTC_0340000041076

0,076701263

0,072668825

0,071517078

0,071073361

0,065905229

0,063319705

0,049379854

0,032951225

0,030332325

XP_007065975.1
PREDICTED: A-kinase
anchor protein 8-like [Chelonia
mydas]

NP_001120075.1 60S
ribosomal protein L3 [Xenopus
tropicalis]

XP_012820988.1
PREDICTED: collagen alpha-
6(VI) chain-like isoform X1
[Xenopus tropicalis]
XP_007067431.1
PREDICTED: vigilin isoform
X1 [Chelonia mydas]
BAOO00931.1 proteasome
subunit beta type 8,F-type,
partial [Cynops pyrrhogaster]
BAE23941.1 unnamed protein
product, partial [Mus
musculus]

XP_006627823.1
PREDICTED: 60S ribosomal
protein  L21  [Lepisosteus
oculatus]

XP_018089084.1
PREDICTED: protein S100-
G-like [Xenopus laevis]
XP_023605507.1 nucleosome
assembly protein 1-like 1

isoform X2 [Myotis lucifugus]
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Tablo 8.3 4.giin 6rneklerinin 0.giin 6rneklerine gore en yiiksek degisimi gosteren RNAlar.

RNA dizileme numarasi

AMEXTC_0340000071773

AMEXTC_0340000066686

AMEXTC_0340000207707

AMEXTC_0340000032782

AMEXTC_0340000052945

AMEXTC_0340000184568

AMEXTC_0340000022484

AMEXTC_0340000054226

AMEXTC_0340000069679

AMEXTC_0340000186727

AMEXTC_0340000008900

PostFC

29,2503962

23,87970781

18,87611513

15,94340835

15,33847079

13,79015806

13,47883787

11,67060519

8,604436889

7,537346541

7,461563372

Aciklama
AGH15796.1 Rplll protein
[Pachytriton brevipes]
XP_003768263.1 keratin, type
I cytoskeletal 42 [Sarcophilus
harrisii]

ADX36088.1
thrombospondin-1
[Ambystoma mexicanum]
ASW28000.1 tenascin-C
[Ambystoma mexicanum]
XP_009665719.1
PREDICTED: nuclear pore
complex-interacting  protein
family ~ member B3-like
[Struthio camelus australis]
XP_006278775.2
PREDICTED: alpha-
centractin [Alligator
mississippiensis]
XP_018114574.1
PREDICTED: collagen alpha-
1(VII) chain-like isoform X2
[Xenopus laevis]
XP_014351169.1
PREDICTED: uncharacterized

protein K02A2.6-like
[Latimeria chalumnae]

NP_001011499.1 40S
ribosomal protein S23

[Xenopus tropicalis]
AAI51542.1 ADSS protein,
partial [Bos taurus]
XP_018414343.1
PREDICTED: ATP-citrate
synthase isoform X2

[Nanorana parkeri]
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AMEXTC_0340000063329

AMEXTC_0340000167006

AMEXTC_0340000046163

AMEXTC_0340000066381

AMEXTC_0340000024435

AMEXTC_0340000064147

AMEXTC_0340000238110

AMEXTC_0340000002829

AMEXTC_0340000123695

7,314048436

7,225531739

7,058542688

6,897943064

6,745138058

5,318803416

4,959651805

4,851119335

4,6750839

XP_018424440.1
PREDICTED: keratin, type Il
cytoskeletal 5-like [Nanorana
parkeri]

XP_019812656.1
PREDICTED: DBIRD
complex subunit ZNF326
isoform X2 [Bos indicus]
BAT33741.1 LINE-1 type
transposase domain containing
1-like, partial [Xenopus laevis]
AFN68290.1 keratin 5, partial
[Ambystoma mexicanum]
AUO029847.1 MucXS
[Xenopus tropicalis]
BAB18863.1 Ras like G
protein Rad [Cynops
pyrrhogaster]
XP_019361392.1
PREDICTED: CCR4-NOT
transcription complex subunit
1 isoform X8 [Gavialis
gangeticus]

XP_002191975.2
PREDICTED: keratin, type Il
cytoskeletal cochleal-like
[Taeniopygia guttata]
XP_020662528.1 dual
specificity protein phosphatase

1 [Pogona vitticeps]
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Tablo 8.4 4.giin 6rneklerinin 0.giin 6rneklerine gore en diisiik degisimi gosteren RNA’lar.

RNA dizileme numarasi

AMEXTC_0340000069444

AMEXTC_0340000216277

AMEXTC_0340000064919

AMEXTC_0340000057204

AMEXTC_0340000055424

AMEXTC_0340000069589

AMEXTC_0340000038193

AMEXTC_0340000170437

AMEXTC_0340000030945

PostFC
0,134106967

0,117033479

0,114296537

0,098678053

0,087552447

0,077361142

0,073885613

0,069218137

0,030441097

Aciklama
XP_009930666.1
PREDICTED: 40S ribosomal
protein S2, partial
[Opisthocomus hoazin]
KHK12987.1 hypothetical
protein 1614 14939, partial
[Listeria monocytogenes
SHLO006] %iden=93.137
XP_019967856.1
PREDICTED: alpha-actinin-3-
like [Paralichthys olivaceus]
P31231.1 RecName:
Full=Calsequestrin-1;
AltName: Full=Calsequestrin,
skeletal muscle isoform; Flags:
Precursor
XP_018426105.1
PREDICTED:  tropomyosin
alpha-3 chain isoform X5
[Nanorana parkeri]
XP_007453897.1
PREDICTED: 60S ribosomal
protein L22-like 1-like [Lipotes
vexillifer]

XP_007070961.1
PREDICTED: periostin
isoform X1 [Chelonia mydas]
KHM22702.1 endonuclease,
partial [Enterobacter
hormaechei subsp. oharae]
XP_012826675.1
PREDICTED: collagen alpha-
3(VI) chain isoform X2

[Xenopus tropicalis]
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AMEXTC_0340000055571

AMEXTC_0340000175183

AMEXTC_0340000242350

AMEXTC_0340000191248

AMEXTC_0340000214366

AMEXTC_0340000191714

AMEXTC_0340000143922

AMEXTC_0340000091473

AMEXTC_0340000178983

AMEXTC_0340000239742

AMEXTC_0340000239738

0,030131341

0,027319212

0,02712957

0,026615128

0,016781551

0,013956324

0,013543182

0,010360707

0,010125287

0,007582248

0,007116458

XP_018092323.1
PREDICTED: myosin-4
[Xenopus laevis]
XP_021066260.1  peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase A
isoform X2 [Mus pahari]
ELW48343.1 High mobility
group protein Bl [Tupaia
chinensis]

XP_007995756.1
PREDICTED: 60S ribosomal
protein L13a isoform X1
[Chlorocebus sabaeus]
KFV02792.1 40S ribosomal

protein S2, partial [Tauraco

erythrolophus]
XP_004413149.1
PREDICTED: elongation
factor 1l-alpha 1, partial
[Odobenus rosmarus
divergens]

ACL53389.1 unknown [Zea
mays] %iden=38.542
XP_010952794.1
PREDICTED: 60S ribosomal
protein L7a, partial [Camelus
bactrianus]

XP_005298314.1 60S
ribosomal protein L23a
[Chrysemys picta bellii]
XP_005974090.1
PREDICTED: elongation
factor 1-alpha 1-like
[Pantholops hodgsonii]
AAH14892.1 Unknown
(protein for IMAGE:3909122),
partial [Homo sapiens]
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Tablo 8.5 7.giin 6rneklerinin 0.giin 6rneklerine gore en yiiksek degisimi gosteren RNAlar.

RNA dizileme numarasi

AMEXTC_0340000195584

AMEXTC_0340000067344

AMEXTC_0340000145853

AMEXTC_0340000024435

AMEXTC_0340000201758

AMEXTC_0340000126973

AMEXTC_0340000003048

AMEXTC_0340000007234

AMEXTC_0340000071015

AMEXTC_0340000002081

AMEXTC_0340000000072

PostFC

20,3550853

18,3538159

16,49444589

13,12461294

8,640504709

8,458992079

7,0783676

5,916774809

5,59953858

5,261707105

4,637548196

Aciklama
BAE47565.1 beta-globin
[Cynops pyrrhogaster]

%iden=61.644

BAD30049.1 minor alpha
globin  chain  [Ambystoma
mexicanum]

XP_012811743.1
PREDICTED: galectin-9
isoform X2 [Xenopus tropicalis]
AUO29847.1 MucXS [Xenopus
tropicalis]
P1014833.1
protein AB205_ 0089960 [Rana
catesbeiana]

XP_017945114.1
PREDICTED: retrotransposon-
derived protein PEG10
[Xenopus tropicalis]
XP_018082069.1
PREDICTED: IgGFc-binding

hypothetical

protein-like [Xenopus laevis]
XP_017951799.1
PREDICTED: filamin-A
isoform X3 [Xenopus tropicalis]
XP_021410234.1 tropomyosin
beta chain isoform  X11
[Lonchura striata domestica]
AAH43901.1 LOC398464
protein, partial [Xenopus laevis]
XP_015678832.1
PREDICTED: serine/arginine
repetitive matrix protein 2-like
[Protobothrops

mucrosquamatus]
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AMEXTC_0340000177473

AMEXTC_0340000063329

AMEXTC_0340000047971

AMEXTC_0340000065249

AMEXTC_0340000066381

AMEXTC_0340000174310

AMEXTC_0340000013314

AMEXTC_0340000277558

AMEXTC_0340000060089

4,492107164

4,37947738

4,377567723

4,074194512

3,487983765

3,14800565

3,090599409

2,725419466

2,663527307

XP_006118433.1
PREDICTED: dipeptidyl
peptidase 1 [Pelodiscus sinensis]
XP_018424440.1
PREDICTED: keratin, type Il
cytoskeletal 5-like [Nanorana
parkeri]

XP_006862233.1
PREDICTED: KH domain-
containing, RNA-binding, signal
transduction-associated protein
1 isoform X1 [Chrysochloris
asiatica]

XP_003229218.1
PREDICTED: alpha-actinin-3
[Anolis carolinensis]
AFN68290.1 keratin 5, partial
[Ambystoma mexicanum]
XP_018415849.1
PREDICTED: desmoplakin
isoform X2 [Nanorana parkeri]
XP_019591155.1
PREDICTED: galectin-3-
binding protein [Rhinolophus
sinicus]

OCA16073.1 hypothetical
protein
XENTR_v900287892mg,
partial [Xenopus tropicalis]
XP_005310567.1
PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: src-like-adapter
[Chrysemys picta bellii]
%iden=66.787
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Tablo 8.6 7.giin 6rneklerinin 0.giin 6rneklerine gore en diisiik degisimi gésteren RNA’lar.

RNA dizileme numarasi

AMEXTC_0340000047259

AMEXTC_0340000184733

AMEXTC_0340000171595

AMEXTC_0340000066593

AMEXTC_0340000057204

AMEXTC_0340000127006

AMEXTC_0340000143490

AMEXTC_0340000066974

AMEXTC_0340000005844

AMEXTC_0340000070761

AMEXTC_0340000084244

AMEXTC_0340000122053

AMEXTC_0340000156911

PostFC

0,144282309

0,143594623

0,13162458

0,131444255

0,128984775

0,128077555

0,120742005

0,114711096

0,113810691

0,11110713

0,08607903

0,085272744

0,071314018

Aciklama
XP_010626665.1 PREDICTED: CCR4-
NOT transcription complex subunit 6-like
[Fukomys damarensis]

KFQ14876.1  Pleckstrin homology-like
domain family A member 3, partial
[Leptosomus discolor]

XP_003215431.1 PREDICTED: 14-3-3
protein theta [Anolis carolinensis]
XP_019397857.1 PREDICTED: 60S
ribosomal protein L38 isoform X1
[Crocodylus porosus]

P31231.1 RecName: Full=Calsequestrin-
1; AltName: Full=Calsequestrin, skeletal
muscle isoform; Flags: Precursor
XP_014351693.1 PREDICTED:
uncharacterized protein LOC106705974
[Latimeria chalumnae]

XP_007498108.1 PREDICTED: acidic
leucine-rich nuclear phosphoprotein 32
family member B isoform X1
[Monodelphis domestica]
XP_018081912.1 PREDICTED: 40S
ribosomal protein S9-like [Xenopus laevis]
XP_019373457.1 PREDICTED: LOW
QUALITY PROTEIN: selenoprotein P
[Gavialis gangeticus]

KOB75968.1
brumata]
XP_004684642.1 PREDICTED: myosin-
3 [Condylura cristata]
XP_013806534.1

neuroblast

beta-actin [Operophtera

PREDICTED:
differentiation-associated
protein AHNAK, partial [Apteryx australis
mantelli]

XP_007067431.1 PREDICTED: vigilin
isoform X1 [Chelonia mydas]
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AMEXTC_0340000123641

AMEXTC_0340000055571

AMEXTC_0340000038193

AMEXTC_0340000044071

AMEXTC_0340000067758

AMEXTC_0340000011144

AMEXTC_0340000067636

0,067984786

0,064639076

0,057817215

0,054199741

0,047829404

0,034924723

0,028349747

XP_023652093.1 ribosome-binding
protein 1 isoform X5 [Paramormyrops
kingsleyae]

XP_018092323.1 PREDICTED: myosin-
4 [Xenopus laevis]

XP_007070961.1 PREDICTED: periostin
isoform X1 [Chelonia mydas]
XP_014799912.1 PREDICTED: fibrillin-
1 isoform X1 [Calidris pugnax]
XP_018089084.1 PREDICTED: protein
S100-G-like [Xenopus laevis]
XP_002191975.2 PREDICTED: Keratin,
type Il cytoskeletal  cochleal-like
[Taeniopygia guttata]

CYJ58040.1 3-ketoacyl-ACP reductase

[Streptococcus pneumoniae]
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l.giin Orneklerinin 0.giin Ornekleri ile karsilagtirllmasinda elde edilen
sonuglarda, hiicresel bilesen analiz sonuglarina gore proteinlerinin yaygin olarak
organel (%33.3), hiicre elemanlar1 (%37.6) ve makromolekiiler kompleks (%17.2) de
gorevli olduklart goriilmektedir. Membran, hiicre kavsakalri, hiicreler aras1 bolge ve

hiicresel aras1 matrikste de gorevli olan RNA’larin varlig1 goriilmektedir (Sekil 8.1).

Hiicre
kavsaklari
%1.1

/

Organel
%33.3

Hiicre
elemanlar
%37.6

Membran
%7.5
matriks
%1.1
Hiicreler arasi
bolge
%2.2

\\ Hiicreler aras

Makromolekiiler
kompleks
%17.2

Sekil 8.1 PANTHER veri tabani ile tanimlanan 1.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore hiicresel bilesen analizi.

l.giin Orneklerinin 0.giin Ornekleri ile karsilastirlmasinda elde edilen
sonuclarda, daha yiiksek seviyede ifade edilen 62 RNA’nin hiicresel bilesen analiz
sonuclarina gore; hiicre elemanlar1 (%46.7), organel (%33.3), makromolekiiler
kompleks (%6.7), hiicre kavsaklari (%6.7), hiicreler aras1 bolge (%6.7) de gorevli olan
RNA’larin varligr goriilmektedir (Sekil 8.2).
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Hiicre kavsaklar:
%6.7

Organel
%33.3
Hiicre
elemanlan
%46.7
Makromolekiiler
kompleks

%6.7
Hiicreler aras1

bélge

%6.7
Sekil 8.2 PANTHER veri tabani ile tanimlanan 1.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore daha yiiksek seviyede ifadesinin hiicresel bilesen analizi.

l.giin Orneklerinin 0.giin Ornekleri ile karsilastirilmasinda elde edilen

sonuclarda, daha diisiik seviyede ifade edilen 183 proteinin (PostFC<1) hiicresel

bilesen analiz sonuglarina gore; hiicre elemanlan (%35.9), organel (%33.3),

makromolekiiler kompleks (%19.2), membran (%9.0), hiicreler aras1 bolge (%1.3) ve

hiicreler aras1 matriks (%1.3) de gorevli olan RNA’larin varligi goriilmektedir (Sekil

8.3).

Hiicre
elemanlar:
%35.9

Organel
%33.3

Hiicreler arasi matriks
, %]1.3

Membran
%9.0

Hiicreler aras1 bélge

Makromolekiiler %1.3

kompleks
%19.2

Sekil 8.3 PANTHER veri tabani ile tanimlanan 1.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore daha diisiik seviyede ifadesinin hiicresel bilesen analizi.
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4.glin Orneklerinin 0.giin ornekleri ile karsilastirilmasinda elde edilen
sonuglarda, hiicresel bilesen analiz sonuglarina bakildiginda yaygin olarak hiicre
kavsaklar1 (%38.0), organel (%28.3), makromolekiiler kompleks (%18.5) ve membran
(%12.0) olustururken, hiicreler arast bolge, hiicreler arasi matriks, hiicreler arasi

kavsaklar1 da siniflandirmada yer almaktadir (Sekil 8.4).

Hiicre kavsaklar

/ %1.1

Organel
%328.3

Hiicre
elemanlar:
%38.0

Mcmbran\:_
$
%12.0 <

——— Miicreler aras1 matriks
%1.1

Makromolekiiler Hiicreler arasi bolge
kompleks %]1.1
%18.5

Sekil 8.4 PANTHER veri tabani ile tanimlanan 4.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore hiicresel bilesen analizi.

4.glin Orneklerinin 0.giin ornekleri ile karsilastirilmasinda elde edilen
sonuclarda, daha yiiksek seviyede ifade edilen 87 RNA’nin hiicresel bilesen analiz
sonuclarina gore; hiicre elemanlar1 (%38.7), organel (%22.6), makromolekiiler
kompleks (%19.4), membran (%12.9), hiicreler aras1 matriks (%3.2) ve hiicreler arasi

bolge (%3.2)’de gorevli olan RNA’larin varligi goriilmektedir (Sekil 8.5).
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Organel
%22.6 g

Hiicre
elemanlar
%38.7

Membran
%12.9

Hiicreler aras1 matriks
%3.2

Makromolekiiler Hiicreler arasi bilge

kompleks ve32
%19.4

Sekil 8.5 PANTHER veri tabani ile tanimlanan 4.giin RNA 6rmeklerinin 0.glin RNA
orneklerine gore daha yiiksek seviyede ifadesinin hiicresel bilesen analizi.

4.glin Orneklerinin 0.giin Ornekleri ile karsilastirilmasinda elde edilen
sonuglarda, daha diisiik seviyede ifade edilen 130 proteinin (PostFC<1) hiicresel
bilesen analiz sonuglarina goére; hiicre elemanlann (%37.7), organel (%31.1),
makromolekiiler kompleks (%18.0), membran (%11.5), hiicre kavsaklar1 (%1.6)’nda
gorevli olan RNA’larin varligr goriilmektedir (Sekil 8.6).

Hiicre kavsaklar

Vi

Organel

%31.1 =
° Hiicre

elemanlar:
%37.7

Membran
%11.5

Makromolekiiler
kompleks
%18.0

Sekil 8.6 PANTHER veri tabani ile tanimlanan 4.giin RNA 6rmeklerinin 0.glin RNA
orneklerine gore daha diisiik seviyede ifadesinin hiicresel bilesen analizi.
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7.giin Orneklerinin  0.giin Ornekleri ile Kkarsilastirilmasinda elde edilen
sonuclarda, hiicresel bilesen analizi sonuglarina gore hiicre elemanlart (%37.8),
organel (%32.2) ve makromolekiiler kompleks (%18.9) olarak yer aldigi, bunlarla
birlikte hiicreler arasi bolge, hiicre kavsaklari, membran siniflandirilmasi yapilmigtir

(Sekil 8.7).

Hiicre
kavsaklar:
%2.2

L

Organel
%32.2

Hiicre
elemanlary
%37.8

\
Membran
%6.7

Hiicreler arasi

Makromolekiiler bolge

kompleks %2.2
%18.9

Sekil 8.7 PANTHER veri tabani ile tanimlanan 7.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore hiicresel bilesen analizi.

7.glin Orneklerinin 0.giin ornekleri ile karsilastirilmasinda elde edilen
sonuclarda, daha yiiksek seviyede ifade edilen 41 RNA’nin hiicresel bilesen analiz
sonuclarina gore; hiicre elemanlart (%40.0), organel (%35.0), makromolekiiler
kompleks (%15.0) ve hiicreler aras1 bolge (%10.0)’de gorevli olarak siniflandirildig:
goriilmektedir (Sekil 8.8).
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Organel

%35.0 Hiicre
elemanlar

%40.0

Makromolekiiler
komlzld(s Hiicreler aras
%15.0 -
bilge
%10.0

Sekil 8.8 PANTHER veri tabani ile tanimlanan 7.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore daha yliksek seviyede ifadesinin hiicresel bilesen analizi.

7.giin Orneklerinin 0.giin ornekleri ile karsilastirilmasinda elde edilen

sonuclarda, daha diisiik seviyede ifade edilen 130 RNA’nin hiicresel bilesen analiz

sonuclarina gore; hiicre elemanlart (%37.5), organel (%31.9), makromolekiiler

kompleks (%19.4), membran (%8.3), hiicre kavsaklar1 (%?2.8)’nda gorevli olan

proteinlerin varlig1 goriilmektedir (Sekil 8.9).

Hiicre
kavsaklar:

%2.8

/

Organel
%31.9
Hiicre
elemanlar:
%317.5

Membran
%8.3

Makromolekiiler
kompleks
%19.4

Sekil 8.9 PANTHER veri tabani ile tanimlanan 7.giin RNA 6rneklerinin 0.giin RNA
orneklerine gore daha diisiik seviyede ifadesinin hiicresel bilesen analizi.
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Kisisel Bilgiler ,
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