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Ozet

Anahtar Kelimeler

Yeni nesil dizileme teknolojisinin kullanima girmesi ile mikrobiyota Uzerine yapilan calismalar hiz kazanmistir.
Mikrobiyota calismalari neticesinde insan viicudu ile kendi bagirsak mikrobiyotasi arasindaki etkilesimin ayrintilan ve
karanlikta kalmis bircok alan aydinlanmaya baslamistir. Bagirsak mikrobiyotasinin stabil olmadig, gin icindeki diyet,
ilag kullammi (6zellikle antibiyotik) gibi etkenlerle saatler icinde degisim gosterdigi saptanmistir. Mikrobiyotanin bu
dinamik yapisini ve insan-bagirsak mikrobiyotasi etkilesimini daha iyi anlamak icin uygulanan yontemlerden birisi de
hayvan modelleridir.

Hayvan modelleri, mikrobiyotanin 6lctlebilirligi ve izlenebilirligi acisindan cesitli avantajlar sunmaktadir. Bu tip calismalar
farkl hayvan modelleri izerinde yapilabilmektedir. Bu sayede mikrobiyotanin insan metabolizmasi izerindeki rolleri
daha net gosterilebilmektedir. Gnotobiyotik ile steril hayvan modelleri ile tek bir mikrobiyota Giyesi ve tim mikrobiyota
Uyelerini kapsayacak sekilde hayvan modelleri olusturabilmektedir.

Mikrobiyota calismalarinin hemen hemen tamami bakteriler izerine yogunlasmis durumdadir. Virisler, parazitler ve
mantarlar da mikrobiyota kapsaminda oldugundan goz ardi edilmemeli, bu tir mikroorganizmalar ile ilgili de hayvan
modelleri gelistiriimedir. Bylece karanlikta kalan diger alanlar da aydinliga kavusacaktir.

Mikrobiyota, hayvan modelleri, gnotobiyotik, mikrop, bagirsak

Abstract

Key Words:

Studies related to microbiota have increased enormously with the introduction of the next generation squencing
technology. Results of these studies have revealed the details of the interaction between the human body and its gut
microbiota and the many mysterious and undefined topics. It is determined that gut microbiota is not stable, and it
adapts to some factors in hours such as daytime diet, drug use (especially antibiotics).

One of the methods used for better understanding of this dynamic structure of microbiota and human-gut microbiota
interaction is animal models. Animal models offer several advantages in terms of the tractability of microbiota. Many
different animal models are suitable for such studies. In this respect, the role of microbiota on human metabolism can
be determined more clearly. Steriled and gnotobiotic animal models can be designed to include even from a single
microbiota member and to all microbiota members.

Almost all of the microbiota studies are concentrated on bacteria. Since viruses, parasites and fungi are also covered
by microbiota, animal models should be developed for such microorganisms. By this way, other mysterious topics
areas will also be revealed.

Microbiota, animal models, gnotobiotic, microbes, gut
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Girig

Konvansiyonel mikrobiyolojik calismalar vasitasiyla uzun bir si-
reden beri insan viicut mikrobiyotasi hakkinda kapsamli bir bilgi
meveut idi. Ancak, ozellikle genetik dizileme/sekans analizi gibi
molekiler mikrobiyolojik yontemler, insan ile iligkili mikrobiyota-
nin ¢esitliligi ve karmasikligina yeni 1sik tutmustur'S. Bu ¢alismalar,
mikrobiyota biyolojisi ile insan biyolojisi arasindaki en az ii¢ dnemli
fark oldugunu vurgulamaktadir. Birincisi; mikrobiyotamiz ilk olarak
dogumdan sonra aileden gelir, daha sonra uzun siren cevresel
maruziyet, beslenme, antibiyotik kullanimi, seleksiyon ve mikro-
biyal rekabet sireci sonucunda olusur. Bu, genlerimizin dogrudan
dikey gecisiyle bir tezat olusturur. ikincisi; insan genomlarinda yak-
lasik olarak binde bir oraninda niikleotid farklilik gdsterir. Bunun
aksine, insan bagirsak mikrobiyotasi bireyler arasinda daha fazla
degisim gostermektedir. Uglincii temel bir aynim; insan genomla-
rinin aksine mikrobiyomda kodlanan genetik materyalin, dinamik
oldugu ve bu topluluklarin diyetteki veya diger diizen bozucu degj-
sikliklere tepki olarak yeniden yapilanmasi ve kisa siirede (saatler
icinde) degisme kapasitesine sahip olmasidir®*6. Bu, insan viicut
mikrobiyotasinin hiicrelerimizin % 90’ini ve genlerimizin % 99’unu
olusturdugu gozlemi ile birlikte ele alindiginda, mikrobiyotanin; ba-
girsak ve bagisiklik gelisimi, enerji dengesi, enfeksiyona karsi di-
ren¢ ve yabanci bilesiklerin islenmesi gibi, insanoglunun cesitli
yonleriyle iliskili olmasi sasirtici degildir'”. Bu iliskilerin biyik bir
kismi, mikrobiyotaya veya bilesimine deneysel olarak miidahale
edilebilen hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarla belirlenmistir.

Mikrobiyota calismalarinin yaklasik 2/3’0 bagirsak mikrobiyotasi
uzerinde yapilmistir/yapilmaktadr. Bu derleme yazisinda; insan ba-
girsak mikrobiyom arastirmalarinda hayvan modellerinin mevcut
uygulamalarini agiklamaktadir. Bu uygulamalar, tek konak ile ilis-
kili mikrobiyal tOrlerin biyolojisinin incelenmesinden, yizlerce tir
nakledilmis ve tim insan mikrobiyomunun incelenmesine kadar
uzanmaktadir. Her viicut bolgesi ayri bir mikrobiyotaya ev sahipligi
yapmaktadir. Ancak, kalin bagirsak en yiiksek mikrobiyal yogunlu-
gu barindirmaktadir ve en kapsamli olarak incelenen/incelenmek-
te olan kisimdir®.

insan Bagirsak Mikrobiyota Hayvan Modelleri icin Durum
insan biyolojisinin herhangi bir yoniinde oldugu gibi, mikrobiyom
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model sistemlerinin yarari da, gézlemlenen 6zelliklerin dogal insan
sistemini ne kadar iyi temsil ettigine baglidir. insanlarla, laboratu-
varlarda yaygin olarak kullanilan in vivo hayvan modelleri arasinda
bir kisim temel farkliliklar vardir34. in vivo hayvan modellerinin uy-
gunlugu arastinilan soruna/konuya bagli olarak degisebilmektedir.
Bununla birlikte, simbiyotik insan-mikrobiyom etkilesimlerini anla-
mada hayvan modellerinin iki dnemli avantaji vardir. Birincisi; ko-
naktaki mikrobiyota degjsimlerinin kontrol edilebilmesi imkaninin
saglamasi, ikincisi; deneysel olarak 6lcilebilirlik ve izlenebilirligin
saglanmis olmasidirs+7

Konakta Mikrobiyota Degisimlerinin Kontrolii

Hayvan modellerinde insan bagirsak mikrobiyomu {zerine yapilan
calismalar; kontrol edilebilen, standartlastirilmis ve tekrarlanabilir
deneyler araciliglyla hayvanlarin izerinde insan mikrobiyotasi ile
insan viicudunun karmasik 6zelliklerinin degerlendirilmesine ola-
nak saglar.

Genom sekanslamadaki gelismeler gelecekte kisisel genom pro-
jelerini (kisisel tip) gosterse de, genetik dizideki kisilerarasi fark-
liliklar kolayca tespit edilememektedir (3). Bu farkliliklar cesitli
hasta topluluklarinda 6l¢ilebilir. Ancak genom dizisi bilgilerini ve
mikrobiyom ile olan iliskisini yorumlayabilme yetenegi simirlidir. Bu
sorulara cevap vermeye baslamak icin, idantik (monozigotik; MZ)
ve fraternel (dizigotik; DZ) ikiz gruplarda bagirsak mikrobiyotasi ya-
pisindaki kisiler arasi farkliliklar karsilastinlmistir (3). Mikrobiyotada
MZ ikiz ciftlerinde DZ ikiz ciftlerine gore daha fazla benzerlik bu-
lunmamustir. Ancak, MZ ikiz ¢iftlerinde DZ ikizlerine gore daha fazla
korelasyon gésteren bireysel tirler tespit edilmistir (9,10). Bu ¢a-
lismalarda, insan genotipinin mikrobiyotanin sekillenmesindeki ro-
[tndn belirsiz oldugu ileri sirilmektedir. Hayvan modellerinde ko-
nagin genotipi kolayca kontrol edilebilmektedir. Oysaki; insanlarda
genetik varyasyona ek olarak, bireysel farkliliklar da mikrobiyom
calismalarini etkileyebilir ve bunlari 6lgmek veya kontrol etmek de
oldukgca zordur. Bu bireysel farkliliklari gecmisteki cevresel maru-
ziyetler; toksinler, antibiyotikler, diger dizensizlikler ve diyet (hem
deneyden 6nce hem de bir deney sirasinda) olarak siralayabiliriz
(4,11). Bircok insan mikrobiyom calismasl, antibiyotik maruziyeti
olan bireyleri ¢alismadan ¢ikarsa da, antibiyotiklerin uzun sire kul-
lanimlarindaki etkisi karmasiktir. Ayrica antibiyotiklerin etkilerinin
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ortadan kalkmasi igin gereken siire net olarak bilinmemektedir34™.
Benzer sekilde, dzellikle calismadan dnceki diyet ile ilgili olarak kisi
tarafindan belirtilen diyet bildirimlerine giivenilmesi zordur. Calis-
malarda, detayli diyet bilgisi ve gida tiketiminin yakindan kontroli
gerekiyorsa, bireylerin hastaneye yatirilarak yiritilen bir deney
tasanimi kullanilarak izlenmesi dnerilmektedir* 2,

Deneysel Olciilebilirlik ve izlenebilirlik

Mikrobiyom ¢alismalarinda hayvan modelleri uygulanabilirlik aci-
sindan 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bagirsagin tim kisimlari
kolaylikla incelenebilir. insanda vitamin, hormon ve besin resep-
torleri muazzam cesitlilikte olup, kolondan ziyade ince bagirsakta
bulunmaktadir. Buna ek olarak; oksijen, pH ve besin maddeleri ve
bilinmeyen diger faktorlerin degiskenlikleri mikrobiyotay: sekillen-
dirir. Sonug olarak, ince bagirsagin mikrobiyotasi, diski rnekle-
rinden farkli bir yapi ve kompozisyon géstermektedir®. insan ince
bagirsak mikrobiyomunun &rneklenmesi zordur. Bu sorunlardan
dolayr hayvan modellerinin kullanimi ideal yontemdir. Bagirsagin
proksimal bolgelerinin drneklenmesi veya incelenmesi icin artan
olanaklara ek olarak, terminal arastirmalar (hayvanlarin feda edil-
digi) diger biyocografik deneyleri kolaylastirmaktadir. Yukarida
bahsedilen sorunlara ragmen insanlardan kolaylikla toplanan fekal
orneklerle yapilan son calismalar, bagirsak mikrobiyotasinin inanil-
maz derecede dinamik oldugunu ve giinlik diyetteki degisikliklere
uyum sagladigini ortaya koymaktadir®®. Bu gozlemler; deneysel
calisma Oncesinde, deney sirasinda ve sonrasinda yapilabilen or-
neklemeler ile birlikte yapilan veri analizlerinin neticesinde elde
edilen 6nemli bilgilerdir. Bu sekilde, her mikrobiyomun kendi
kontroli olarak kullanilabilir oldugu da gérilmektedir®.

Her bireyin mikrobiyomu diger bireylerden farkli oldugu igin, in-
sanlarda tekrarll deneyler gerceklestirmek ve tedavi edilmemis
kontrol gruplarinin deneysel grup olarak tanimlanmasi zor olmak-
tadir. Hayvan modeli ¢alismalarinda; belirli bir mikrobiyota, istatis-
tiksel analizler ve yeterli veri saglamak amaciyla birden ¢ok konaga
nakledilebilir. Ancak, hayvan modellerinde de zorluklar bulunmak-
ta olup, insan ve mikrobiyotasi arasindaki essiz iligkinin anlasilma-
sinda heniiz cok yenidir3*.

insan Bagirsak Mikrobiyomu ve in Vivo Hayvan Modelleri

insan Bagirsak Mikrobiyomunu incelemek Amaciyla Hayvan
Modellerinin Kullanimi

insan bagirsak mikrobiyomunu incelemek amaciyla gelistirilen
hayvan modelleri serisini tanimlamadan &nce, hayvan modelle-
rinin, dogrudan insan ile yapilan calismalara gére bazi dezavan-
tajlarini vurgulamak gerekir. Diger biyolojik arastirmalarda oldugu
gibi, bir hayvan modelinin kullanilip kullanilamayacag, arastirilan
sorularin/sorunlarin niteligine baglidir. insan bagirsak mikrobiyo-
mu gibi tam anlamiyla aydinlatlmamis bir konuda, insan biyolo-
jisinin bir hayvan modeliyle gosterilmesi (aynalanmasi) genellikle
zordur. Ornegin; 16S rRNA dizi analizi ile insanlarin ve farelerin
bagirsaklarinda ayni seviyede mikrobiyal gruplar tasidiklari ortaya
cikarilmistir. Ancak bu mikrobiyota Uyeleri tir seviyesinde degisik-
lik gostermektedir3+¢. Bu farkliliklar, farelerde immiin regilasyo-
nun konaga 6zel modellerinin ortaya ¢ikarmasini etkileyebilir. Buna
ragmen mikrobiyotanin metabolizmadaki roliini anlamada 6nemli
avantajlar saglayabilir. Olgiilebilirlik ve maliyet gibi faktorlerden do-
layr memeli olmayan konaklar cazip deneysel modellerdir. Bunlar,
insandan temel farkliiklari olan (aerobige karsi anaerobik, farkli
pH, vb.) bir bagirsak ortami sunmaktadirlar. Herhangi bir modelde
oldugu gibi, bu ozelliklerin etkisi, arastirlan soruna bagli olacakti®*.

insan Mikrobiyomunun Memeli Olmayan Modelleri

Basit organizmalar

Basit cok hiicreli organizmalar konak-mikrobiyota iliskisinin evrim-
sel olarak korunmus 6zelliklerini tanimlama firsati saglar. Ornegin;
Cnidarian Hydra (tatl sularda yasayan omurgasiz canli), farklilagmig
dokuya sahip en basit hayvanlari temsil eder. Bu canlinin bagirsak
epiteli dogrudan mikrobiyal ajanlara maruz kalir. ilkel hayvanlarla
iliskili mikrobiyal ajanlarin molekiiler mikrobiyolojik analizleri, farkl
Hydra tirlerinin farkll mikrobiyotalara sahip oldugunu ve dogadan
izole edilen hayvanlarda gozlemlenen mikrobiyal birliktelik kalipla-
rinin 30 yil askin sire sonrasinda bile muhafaza edildigini ortaya
koymaktadir'®. Bu sonuglar, hayvan ile iliskili mikrobiyotanin sta-
bilite ve seleksiyon gibi temel ilkelerinden bazilarinin daha basit
modellerde ele alinabilecegini ortaya koymaktadir®.

Basit hayvan konaklarin ikinci dnemli 6zelligi de; dogal mikrobi-
yotanin potansiyel olarak karmasikligini azaltmalandir. Yapilarinin
daha az oranda karmasik olmasi sayesinde metagenomik shotgun




dizileme gibi molekiler mikrobiyolojik yontemler ile mikrobiyota
Uyelerindeki bireylerin genom dizilerinin eksiksiz gosterilebilmesi
bu canlilarin 6nemli bir avantajidir. Cogu bakterinin kolayca kiltir(
yapilamadigi icin bu dnemli bir 6zelliktir®. Ornegin; Oligochaeta so-
lucaninin (kara tath su solucani) kiltiri yapilmamis/yapilamayan
simbiyonlarinin mikrobiyotanin metagenomik dizilenmesi ile tam
genom dizileri gosterilebilir. Béylece bu canlinin enerjiyi nasil isle-
digini aciklayan metabolik yollari ortaya konularak, agiz veya aniis
olmadan atiklarin Ustesinden nasil geldigi de aciklanmis olur®.

Memeli olmayan omurgalilar ve omurgasizlar

Drosophila melanogaster (meyve sinegi); gelisim, davranis ve ba-
gisiklik gibi biyolojinin bir¢ok yoni icin dnemli bir model gorevi
gbriir. Bu modelin iki dnemli avantaji (bityiik 6lcekli deneylerin
genetik olculebilirligi ve izlenebilirligi) vardir. Ayrica meyve sinegj,
bagirsak mikrobiyomunun in vivo calismalarinda énemli bir sistem
olarak kurulma potansiyeline sahiptir. ilk calismalar, bu canlinin
bagirsak mikrobiyomunun ~ 20 tirden olusan nispeten basit ya-
pida oldugunu ortaya koymustur''s. D. melanogaster bagirsak
mikrobiyomu bilesenlerinin aerob olmasi (bu organizmanin bagr-
sag oksijene gegirgendir), bu topluluga deneysel olarak midahale
edilmesini kolaylastirabilir. Bununla birlikte, insan bagirsak mikro-
biyomunun baskin yeleri meyve sineginde bulunmayan anaerob-
lardir. Bu farkliiklara ragmen, bu canlimin bagirsak mikrobiyomu
ve konak-mikrobiyal etkilesiminin biydleyici yonleri sayesinde
insan biyolojisine benzeme potansiyeli bulunmaktadir. Ornegin;
D. melanogaster‘in mikrobiyotasinda bulunan Acetobacter pomo-
rum tarafindan Uretilen asetik asit; insilin sinyalizasyonunda rol
oynar'®. Ancak Acetobacter spp. insan bagirsak mikrobiyomunun
onde gelen Uyelerinden degildir. Asetik asit insan bagirsaginda
merkezi bir metabolik bilesendir®. Ayrica, D. melanogaster’da bulu-
nan bagirsak bakterileri ciftlesme tercihi ile iliskilendirilmistir”. Bu
canhidaki mikrobiyomun bazi Giyelerinin insilin sinyalinde rol oyna-
£ gibi, insan bagirsak mikrobiyotasinin farkli Gyelerinin de benzer
bir rol oynayabilecegini distindirmektedir.

Zebra baligi da (Danio rerio) insan mikrobiyotas biyolojisini an-
lamak i¢in &nemli bir model olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiriin
gelisim biyolojisinin kullanilan 6zelliklerinden bazilari; yetiskinlik
dncesi transparan (yan seffaf) bagirsak, hizl gelisim ve ileri gene-
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tik midahale teknikleri de dahil olmak tUzere bagirsak mikrobiyom
ekoloji calismalarina fayda saglamasi olarak siralanabilir®. Ozellik-
le zebra balig embriyolari; eliza plaklarda muhafaza edilebilmesi,
simbiyoza aracilik eden bir kisim konak veya mikrobial faktorle-
rin genis ¢apl taranmasini kolaylastinr. Zebra balig), yerlesik bir
mikrobiyota veya belirlenmis bir mikrobiyal bilesen (gnotobiyotik)
bulunmayan ortamda muhafaza edilebildiginden, konaklarin mik-
robiyotalarini secme becerileri ile ilgili temel sorularini ele almak
icin kullanilmigtir. Ornegin; fare bagirsak Mikrobiyotasinin, steril
(mikroorganizma barindirmayan) zebra baligina ve zebra balig
mikrobiyotasinin da steril bir fareye karsilikli nakli, bu mikrobiyota-
nin alici konak tarafindan yeniden sekillendirildigini gdstermekte-
dir'8. Baska bir deyisle, nakilden sonraki mikrobiyota yapisi, alici
organizmanin dogal mikrobiyotasiyla eslesecek sekilde yeniden
dizenlenir. Bu donisimi tetikleyen faktorler tamimlanmamustir.
Bu faktorler; konak immiin mekanizmalari, pH, oksijen gradyanlari,
diyet farklliklarini veya bunlarin ve diger faktorlerin kombinasyo-
nunu icerebilir34¢,

Gnotobiyotik: iizerinde hangi tir mikroorganizma barindirdig) bili-
nen veya Uzerinde hic bir tir mikroorganizma barindirmayan can-
llara (ki burada canlidan kasit yitksek memelilerdir) verilen isim.
Aseptik kosullarda (tamamen steril ortamlarda) Uretilirler konakta
olabilecek mikroorganizmalarin tirlerini ve bu mikroorganizmala-
rin hayvanin Uzerinde veya i¢ organlarinda barinirken hayvana ne
tUr yarar veya zararlar verdiginin arastiriimasinda kullanilirlar.?

insan Mikrobiyomunun Memeli Modelleri

insan mikrobiyomunun memeli modelleri, yukarida tarif edilen
memeli olmayan modellerin &lcilebilirligini sunmamakla birlik-
te, mikrobiyotanin deneysel ¢alismalari icin ana temeli saglamis-
tir. Cesitli memelilerden fekal Mikrobiyotanin kiltirden bagimsiz
16S rRNA dizilisi, memeliler arasinda, Mikrobiyota yapisinin en
azindan filum seviyesinde 6nemli dlciide korunmus oldugu ortaya
koymustur®®. insanlar da dahil olmak iizere memeliler, iki bakteri
filumunun hakimiyeti altindadir. Bunlar; Gram negatiflerden Bacte-
riodetes ve Gram pozitiflerden Firmicutes tir. Her iki grubun tyeleri
de zorunlu anaeroblardir3+.
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Fare Modelleri: mikroorganizmalardan arindirilmasi durumu
Laboratuvar faresi (Mus musculus), bir model sistem olarak insan
biyolojisiyle bircok 6zellik bakimindan benzerlik gdsterdigi icin,
insan bagirsak mikrobiyotasi icin en yaygin kullanilan modeldir.
Bu &zelliklerden bazilari; kiicik boyutlu olmasi, biyik yavrular ol-
masl, hizll Greme siresi gibi arastirma alanlarinda uygulanan genel
avantajlardir. Bununla birlikte, bu 6zellikler hayvanlan steril veya
gnotobiyotik bir durumda tutmak icin kullanilan tekniklerle birlikte
onemli hale gelmektedir.

Birkac sirket, steril hayvanlar Uretse de, su anda ticari olarak az
sayida tir bulunmaktadir. Steril fare serisi Gretiminde genellikle iki
yaklasim kullanilir. Birincisi; yavrular modifiye sezaryen ile alinir ve
sterril bir anneye emzirmek igin verilir?. Alternatif olarak; embriyo-
lari konvansiyonel (steril olmayan) anneden alinarak psddo gebe
olan steril disiye, aseptik sartlarda nakledilen bir embriyo transfer
modeli kullanilmaktadir. Bu yaklasimda, steril konak disi, embriyo
implantasyonundan dnce bir vazektomili erkekle eslestirilir?.

Steril fareler esnek plastik film izolatérlerinde muhafaza edilir ve
beslenir. Bunlar genellikle HEPA filtre ile filtrelenen giris ve cikis
portlari ve cift kapil bir n kamarasi olan, kapal merkezi bir bdlme-
den olusurlar (Sekil 1a ve b). Hava, 6zel bir pompa ile saglanir ve
besleme pompasi baglantisi kesildiginde kirli havanin akisini 6nle-
mek icin ¢ikis portlari HEPA filtrelidir (6rnegin, izolator taginirken).
Sarf malzemeleri, paslanmaz celik bir tasima silindirinde, ince-da-
yanikli polyester bir film tabakasiyla kaplanmis olarak otoklavianir
(Sekil 1c). Silindir, esnek bir plastik aktarma mangsonu yoluyla 6n
kamaraya baglandiktan sonra, manson, aerosol haline getirilmis bir
sterilizasyon maddesi ile muamele edilir ve izolatoriin ic tarafindan
mylar tabakasi delinir. Sonrasinda, sarf malzemeleri kullanilmak
Uzere izolator icine gekilir. Steril kosullar, aerobik ve anaerobik
kilturlerle ve mikrobiyolojik molekiler yontemlerden 16S rRNA
gen sekanslaryla, rutin olarak takip edilir. Mikrobiyotanin konak
fizyolojisine katkisini ele alabilmek icin, steril fareler, steril olma-
yanlarla ve konvensiyonel farelerden mikrobiyota kolonize edilmis
eski steril farelerle karsilastinlabilir. Bu karsilastirmalar, kolonize
ve steril hayvanlar arasinda 100°den fazla fenotipik ayrimi ortaya
cikarmigtir 7. Bunlar morfolojik 6zellikler (gekum boyu, villus uzun-
lugu), nutrisyonel farkliliklar (vitamin gereksinimleri, kalori ¢ikisi)
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ve genis kapsamli immiin regiilasyon bozulmasidir. Ozellikle, bu
ozelliklerden sorumlu tiirler veya tir gruplan veya altta yatan me-
kanizmalar cogu durumda bilinmemektedir. Bu gozlemler, mikro-
biyotanin saglik ve hastaliklara olan katkisini arastirmak icin dnemli
temeller olusturmaktadir®.

Monoassosiasyon (tek bir bakteri tiirii iceren mikrobiyota)
Steril fareler, bilinen mikrobiyal tirler veya konsorsiyumlarla kolo-
nizasyon icin bir platform gérevi gorirler (gnotobiyotikler; Sekil 2).
Steril farelere belirgin, genom sekansli insan bagirsak mikroplari-
nin tek bir tiriniin sokulmasi, mikrobiyotik konak etkilesimini kes-
fetmek icin basit bir gnotobiyotik sistem saglar. Ornegin; gnotobi-
yotik farelerde, belirgin insan bagirsak simbiyonu olan Bacteroides
thetaiotaomicron’un genom ¢apinda transkripsiyonel kesitleri, ko-
nak diyet tarafindan sekillendirilen adaptif beslenme mekanizmala-
rini ortaya cikarmistir. Bitki polisakaritlerinden zengin bir standart
fare yemi bulunmasi durumunda B. thetaiotaomicron, sindirilemez
substratlarin bozulmasi ve tasinmasiyla ilgili genlerin expresyonu-
nu artirir. Gnotobiyotik fareler basit bir seker diyetinde tutuldugun-
da, B. thetaiotaomicron bu genleri bastirir ve bunun yerine konakgl
mukus glikanlarinin aiminda rol alan genlerin expresyonunu arti-
nrd. Farkl gen bolgelerini etkileme ya da ortam kosullarina goére
gen ekspresyonunda degisiklik yapabilme kabiliyeti; konak ve mik-
robiyota uyumu icin gereklidir. Ayrica bu 6zellik, normal kosullar
altinda konaga yerlesmesi mimkin olmayan bazi insan bagirsak
mikrobiyotasi Uyelerinin de konaga uyumunu aciklamak icin yeter-
lidir*2'. Symbiont uyumunun genetik belirleyicileri, sekans ekleme
(INSeq) kullanilarak genom biyukligi olcegi ile degerlendirilebi-
lir?2. Bu yaklasimda, hiicreler rasgele yerlestirilen bir transpozonile
mutageneze tabi tutulur ve popUlasyon segici bir kosula tabi tutulur
(6rnegin, steril bir fare bilyimesi). Popilasyondaki her transpozo-
nun yerlestirme konumu ve goreceli bollugu, yiksek isleme sirala-
mas kullanilarak degerlendirilir ve uygunluk icin gerekli genlerdeki
mutantlarin secimden sonra popilasyon zenginliginde azalmasi
beklenir. Deneysel parametrelerin degjstirilmesi (6rnegin; konak
hayvanin diyet, genotip veya mikrobiyotanin degistirilmesi), hedef
genler ve konak biyolojisinin farkll yonleri arasindaki spesifik ilis-
kileri tanimlar®*¢- Yeni calismalarla bu ve buna benzer konak-mik-
robiyota etkilesim mekanizmalar ortaya konuldugunda, insandaki
bircok hastaligin mikrobiyota ile iliskisi de aydinlatilmis olacaktir.




Monoassosiye gnotobiyotik fareler, insan bagirsak mikroplarinin in
vivo kolonize olma ve rekabet etme mekanizmalariyla ilgili bilgiler
vermesinin yani sira, mikrobiyotaya konak tepkisinin temel ilkele-
rini belilemede 6nemli bir platform olarak hizmet eder. Ornegin,
bir insan bagirsak mikropu olan Bacteroides fragilis, bir mukozal
kolonize olmasina izin veren IL-10 Ureten dizenleyici T hicre-
lerini indiikler?2. Bu konak-mikrobiyal etkilesimi, gnotobiyotik ve
monoassosiye farelerde gozlenebildiginden, bu etkilesimi yonlen-
diren spesifik bir bakteriyel simbiyoz faktoriini (yizey polisakarit
A) ve yaniti yonlendiren konak molekilis (Toll benzeri reseptor 2)
belirlemek mimkin olmustur®®. Daha da 6nemlisi, gnotobiyotik
farelerin bu mono-kolonizasyonlari, laboratuvarda heniiz kiltiri
yapilamayan mikroorganizmalara karsi verilen konak tepkileri bile
ortaya cikarabilir. Ornegin, fare bagirsagindaki Th17 hiicrelerinin
farklilasmasi, ince bagirsagin epiteline yakin bir sekilde baglanan
kloroforma direncli parcalanmis filament6z bir bakteri (SFB) tara-
findan induklenir?4. Bu mikrop laboratuvarda hi¢bir zaman basarili
bir sekilde Uretilememesine ragmen, konvansiyonel farelerden
steril alicilara kloroformla muamele edilmis kiicik bagirsak epitel
preparatlaryla nakledilerek, gnotobiyotik farelerde saf kiiltirde
muhafaza edilebilir’. Kultird yapilmis ve kiltird yapilmamis/ya-
pilamamis mikrobiyal cesitlilik arasindaki fark, bu tip hayvan mo-
delleriyle gosterilebilir. Bu modeller konak yanitinin immainolojik
calismalari icin dnemli bir temel saglamis ve SFB’nin genom sekan-
sini belirlenmesine olanak saglamistir?s

Ozellikle, monoassosiasyon modeli de reversibl kolonizasyonu
icerecek sekilde genisletilmistir. Bu yaklasimda, steril fareler, bak-
teri peptidoglikaninin iki esas bileseni olan ve fare ve diger memeli-
lerde bulunmayan, D-alanin ve diaminopimelik asit icin oksotropik
bir E. coli mutantiyla kolonize edilir. Bu sus, bu bilesiklerin mevcu-
diyetinde in vitro muhafaza edilebilmesine ragmen, steril farelerin
kolonizasyonundan sonra etkili bir sekilde temizlenir ve boylece
tekrar steril olurlar. Bu model bagirsak kolonizasyonu baglaminda
immUn bellegj incelemek icin kullanilimigtir.3+

Belirli mikrobiyal topluluklarda cesitliligin artiriimasi

Genom sekans ile tanimlanmis insan bagirsak simbiyonlari, steril
fare modellerinde orta seviyede bir cesitlilik seviyesini temsil eder.
Ornegin, insan bagirsaginda bulunan iki major filumun (Bacteroi-
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des ve Firmicutes), tim insan mikrobiyotasinda olusmasi muhte-
mel es metabolizma ozelliklerini tanimlamak icin steril farelerde
birlikte kiltird yapilmistir®. Basitlestirilmis mikrobiyal topluluklar,
mikrobiyal topluluk kompozisyonu, mikrobik genom icerigi ve
konak diyeti arasindaki iliskileri tanimlama girisimlerini de kolay-
lastinir. Yapilan bir calismada, genom dizisi tanimlanmis on adet
bakterinden olusan mikrobiyotanin farkli diyet kosullari altinda ko-
nak ile etkilesimi arastirilmistir. Farkli diyet kosullar altinda her bir
mikrobiyota tyesinin miktar matematiksel olarak hesaplanmig ve
sonug olarak bazi besin maddelerinin eksikliginin bir kisim bak-
terilerin sayisinda belirgin derecede azalmaya neden oldugu sap-
tanmistir?s, Onemli olan, bu modellerin, degisik gida icerikleri ile
ve kompleks gida kombinasyonlari ile dogrulanabilir olmasidir. Her
mikrobiyal toplulugun tam genom dizisi bilindigj icin, miktari, mik-
robiyal toplulugun dogrudan gen icerigini ve dagilimini (metageno-
me) cikarmak icin kullanilabilir ve potansiyel olarak diyet bagimli
mikrobiyal toplulugun yeniden yapilanmasina yol agan altta yatan
mekanizmalar hakkinda fikir sahibi olunabilir?®. Bu basitlestirilmis,
tanimlanmis mikrobiyal topluluklar tek tek arsivienmis suslardan
toplandigindan, 6nemli suslarin dislanmasinin sonuglari incelene-
bilir. Yedi tirden olusan bir mikrobiyal konsorsiyum (basitlestiril-
mis insan bagirsak mikrobiyotasi) dahil olmak tizere diger bazi mik-
robiyal kltir kolleksiyonlarinin, steril hayvanlan nesiller boyunca
istikrarl bir sekilde kolonize ettigi gosterilmistir?’

Bu tamimli mikrobiyota ¢alismalari, az sayidaki tirle kisitlanmis olsa
da, kisisellestirilmis kiltir kolleksiyonlarinin gelistirilmesi, bu de-
neylerin genisletilmesi icin yarar saglayabilir?2. Bu kolleksiyonlarda,
tek bir dondr drneginden binlerce izolat, gok kuyulu formatta canli
stoklar olarak arsivlenir. Multipleks PCR stratejisi, her kuyucuktaki
izolatin 16S rRNA gen dizisinin tanimlanmasini saglar. Bu koleksi-
yonlar, orijinal toplulugun filum, sinif ve takim diizeyinin %99’unu
temsil eder. Cins (genus) seviyesinde, tam kiltirlenmemis numu-
nedeki hicrelerin yaklasik % 70’i oraninda bu tiirden retilmis or-
nekler bulunur. Bu kolleksiyonlar, tanimlanmis ve basitlestirilmis
mikrobiyal topluluklar arasindaki boslugu kapatma cabalarina ve
insan bagirsak mikrobiyotasindaki karmasikligi tanimlamaya yararli
bir temel saglayabilir.
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insan bagirsak mikrobik topluluklari

Steril fare modeli, in vivo olarak tam fraksiyone olmayan insan
bagirsak mikrobiyotasinin islevini incelemek icin bir ortam ola-
rak kullaniimistir. Bu modeli molekdler mikrobiyolojik yontemler
kullanarak test etmek icin, Turnbaugh ve ark. steril farelere insan
fekal numuneleri transfer ederek 16S rRNA dizilimi ile transplante
edilmis mikrobiyotayr monitdrize etmislerdir®. Yazarlar, transplan-
tasyondan sonra cesitliligin asgari diizeyde kayboldugunu ve ve-
rici numunede bulunan filogenetik gruplarin ¢ogunun muhafaza
edildigini gostermislerdir. Dahasi, farkli insan vericilerinden alinan
mikrobiyota kompozisyonlari, transplantasyondan sonra belirgin
bir dizende kalmaktadir?2. Bu gdzlemlerin insan diski numunele-
ri ile kolonize edilmis steril hayvanlarin, insan dondrlerinin belirli
metabolik 6zelliklerini sergiledigi énceki raporlarla uyumlu oldu-
gu gorilmektedirs. Bu yaklasim, insan bagirsak mikrobiyotalarinin
diyetteki degisime olan tepkisini arastirmak icin kullanilmis ve bu
mikrobiyota kompozisyonlarininin, diyet degisikliginin tek bir gi-
ninde bile degjsebilecegini ortaya koymustur®. Yakin zamanda,
gebe ve gebe olmayan kadinlarin mikrobiyomlarinin metabolik ka-
pasitelerini arastirmak icin yapilan bir calismada, G¢inci trimester-
deki kadinlardan toplanan fekal drneklerin steril farelere nakli, alici
hayvanlarda kilo artisi ile sonuclanmistir Ayni kadinlarin Giginci
trimesterdeki toplanan fekal numuneleri nakledilen fareler, ilk ¢
ayda ayni kadinlardan toplanan fekal numuneleri nakledilen farele-
re gore daha fazla kilo almistir. Bu durum, gebelik sirasinda ortaya
cikan bagirsak mikrobiyotasinin yeniden bicimlenmesinin konakta
metabolik degjsiklikler ve metabolik sonuclar dogurdugunu di-
sUndirmektedir?®. Bununla birlikte, bu modelin 6nemli bir sorunu,
farkli bir konak hayvandan tiretilen yabanci mikrobiyomlarin (6r-
negin, farelere verilen insan mikrobiyomlar), mikrobiyotaya tim
konak yanitini gostermemesidir. Ornegin, steril farelerin ince ba-
girsaklarinda CD8 ve CD4 T hiicre sayisi disiktir. Bu durum tam
fare mikrobiyotasi kolonizasyonu ile dizeltilebilir®. Bununla birlik-
te, sicanlardan veya insanlardan alinan bagirsak mikrobiyotalari,
ayni genislikte filogenetik gruplar icermesine ve fare mikrobiyotasi
ile ayni kolonizasyon yogunluguna sahip olmasina ragmen, steril
farelere karsi olan bagsiklik yaniti eski haline getirmede yetersiz
kalmaktadir®. Konak 6zgilligin temeli ve kapsami arastirlmaya
devam etmektedir.
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Sican ve domuz modelleri

Sicanlar, steril durumlarda basariyla yeniden tiretilen ilk kemirgen-
lerdi. Siganlarda insan biyolojisinin birgok yo6ni (kardiyovaskiiler
hastalik, toksikoloji ve davranis dahil) farelerden daha iyi model-
lenmistir ve yeni teknikler sicanlarda hedeflenmis genetik calisma-
lara da izin vermektedir?. insan bagirsak mikrobiyotasi ile steril
farelerin kolonize edilmesi, bu mikrobiyotanin farelerden sicanlara
transplantasyondan sonra orijinal yapilarini ve kompozisyonlarini
daha fazla muhafaza ettigini ortaya koymaktadir. Bu da sicanlarin
insan bagirsak mikrobiyomu ¢alismalari icin istiin bir model olus-
turabilecegini dissindirmektedir®®.

Steril farelerin, tam insan bagirsak mikrobiyotasi ile kolonize edil-
mesi, mikrobiyotanin nakledildikten sonra si¢anlarda farelere gore
orijinal yapisini ve kompozisyonunu daha fazla muhafaza ettigjni
ortaya konmaktadir. Bu durum siganlarin insan bagirsak mikrobi-
yomu i¢in Ustin bir model saglayabilecegini diisindirmektedirs®.
Ozellikle Firmicutes filumu sicanlarda, Clostridia cluster IV gibi
insan bagirsak filotipleri de dahil olmak izere farelerden daha iyi
temsil edilmektedir®®. Bununla birlikte, sicanlarin artan boyutu, bu
hayvanlarin steril beslenmesinin karmasikligini ve maliyetini de art-
tirir.

Bu karmasiklik, gnotobiyotik domuzlarla daha da artmaktadir, ¢lin-
ki bu hayvanlar yetiskinlige kadar steril halde kalamazlar/yetistiri-
lemezler. Bununla birlikte, gnotobiyotik izolatdrler icinde sezeryan
ile dogan domuz yavrular, haftalarca steril halde muhafaza edile-
bilir ve insan bagirsak mikrobiyotasi ile kolayca kolonize edilebilirs.
Domuz, insan gastrointestinal biyolojisinin bircok yoni icin iyi bir
model sagladig) icin, bu alan olgunlastiginda insan mikrobiyotasi-
nin giderek daha dnemli bir modelini temsil edebilir®™.

Sonug

insan bagirsak mikrobiyotasini ve etkilerini incelemek amaciyla
hayvan modelleri kullaniminin; tekrarlanabilir olmasi, élceklendi-
rilebilir ve izlenebilir olmasi, 6rnek alma kolayligl, midahale edi-
lebilir olmasi gibi birgok avantaji bulunmaktadir. Béyle avantajlari
olmasina ragmen, steril farelere aktarilan mikrobiyotaya gerekli
bagisik yanitin az olmasi, bagirsak-mikrobiyom etkilesiminin hay-
van modelinin kendi tiriine 6zgi olarak yeniden sekillenmesi gibi




dezavantajlan bulunmaktadir. Yeni nesil genom sekans cihazlar-
nin gelismesi, maliyetlerin azalmasi ile insan-mikrobiyota iliskisinin
karanlikta kalan bir cok alani aydinliga kavusacaktir. Mikrobiyota
calismalari genellikle bakteriler Gzerine yogunlasmaktadir. Bu du-
rum; virUsler, parazitler ve mantarlarin da mikrobiyom syesi oldu-
gu distnildiginde 6nemli bir eksiklik olarak géze carpmaktadir.
Bu agidan hayvan modelleri kullanimi hakkinda literatirde cok az
sayida yayin bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalar Uzerine de yo-
gunlasilmali, konak etkilesimi ve etkilesim mekanizmalari ortaya
konmalidir. Hayvan modelleri, tam anlamiyla insan mikrobiyotasi
ve etkilesimini temsil etmese de, gelecekte de mikrobiyota calis-
malarinin ayrilmaz bir parcasi olmaya devam edecektir.

Sekil 1. Steril hayvan yetistirme. Esnek plastik izolatorler (a, b) steril bir cevre
olusturur. Sarf malzemeleri, bir aktanim diizenegi (d) vasitasiyla izolatore bagla-

nan otoklavlanmig bir silindir (c) vasitasiyla tasinir.
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Sekil 2. insan bagirsak mikrobiyomunun incelenmesi icin gnotobiyotik yakla-
simlar. Gnototobiotik teknikler, tam ya da kismi insan bagirsak mikrobiyotasi-
nin (Ustte) hassas bir konaga girmesine izin verir. Kolonizasyona mikrobik ve
konakgr yanitlari, genler, transkriptler, proteinler, metabolitler ve konak tepkisi

seviyesi (altta) olarak dlgilebilir (3 nolu kaynaktan alinmistir).
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