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Nematod Caenorhabditis Elegans'in
Oksijen Seviyesine Bagli Hareket ve Siirii
Olusturma Davraniginin Belirlenmesi

Investigation of oxygen-dependent motility and
swarming behavior in nematode Nematode
Caenorhabditis Elegans

oz

Nematod Caenorhabditis elegans (C. elegans) dogada siirt davranigi gosterebilen bir model orga-
nizmadir. C. elegans sirl olusturma ozellikleri, bulundugu ortamdaki oksijen ve bakteri seviyesi ile
direk iligkilidir. Bu etkilerin karmasik bir sonucu olarak C. elegans kendiliginden organize olabilen
kalabalik gruplar olusturmaktadir. Bu gruplarin kolektif hareketleri canlinin hiz profilinin oksijen
seviyesine bagliligi tarafindan kontrol edilmekte ve yogunluga gore farkli faz gegisleri géstermek-
tedir. Bu grup olusturma davraniglarini kontrol eden, gergek hiz profili tam olarak tespit edile-
memektedir. Bu galismada C. elegans’in hareket hizinin, bulundugu ortamin oksijen seviyesine
bagligi tespit edilmistir. Bu calismanin ayirici 6zelligi, canlinin hem kuyruk hem de kafa sinir-
leri ayni ortami algilayacak sekilde, bir sivi ortam &lgiimii ile yapilmasidir. Oksijen seviyeleri fiber
optik oksijen sensori ile belirlenmis ve hareket hizi ile baglantisi tespit edilmistir. Tespit edilen
deneysel hiz profili, faz ayrimi prensibi kullanilarak siirli olusturma davranigi matematiksel olarak
modellenmistir.

Anahtar So6zclikler: C. elegans, hareket, stiri

ABSTRACT

Model organism Caenorhabditis elegans can perform swarming behavior in nature. This behavior
is intricately linked to the presence of bacteria and oxygen levels in the environment. The com-
plex interplay of all these factors drives the emergence of a self-organized swarming response.
The collective motility of this behavior is particularly controlled by the oxygen-dependent velocity
profile of the animals which triggers phase separation into dense and dilute clusters. However,
the exact velocity profile leading to this transition has not been determined yet. In this study,
we experimentally identified this missing information by using a liquid environment. The main
difference in this measurement is to use liquid culture to be able to stimulate both head and
tail neurons with the same oxygen level. We utilized fiber optic-based sensors to precisely mea-
sure oxygen levels that correlated with the animal’s velocity. Finally, based on these experimental
results, we modeled swarming behavior using phase separation principles.

Keywords: C. elegans, movement, herd

GiRiS

Dogada, baliklardan kuslara kadar birgok canh organizma siirti olusturma 6zelligi kazanmistir. Bu 6zellik
hem savunma hem de avlanma stratejisi olarak canlilara avantaj saglamaktadir.*? Canlilarin stirl dav-
raniglarinin anlagiimasi ve kontrol edilebilmesi, bu davranigin olusturacagi zarari etkileri engellemek
acisindan oldukga 6nemlidir. Bu konuda diinya giindeminde olan en 6nemli 6rnek ¢ekirge strdleridir.®#
Bu sUrUler ¢cok ciddi boyutlarda tarimsal ve ekolojik zarar verebilmektedir. Ancak bu gruplarin karmasik
ic dinamikleri ve nasil kontrol edilip engellenecedi henliz bittin boyutlariyla anlagilamamistir. Model
organizmalar bu karmasik problemin anlasilimasi icin yeni bir platform olma 6zelligi tagimaktadir.

Nematod Caenorhabditis elegans (C. elegans) dogada ¢lrlyen meyve ve mantarlarin etrafinda olusan
bakterileri kolonilerini yiyerek beslenen bir toprak solucanidir.5® Bu canlinin en ayirici 6zelligi, biyolojide
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model organizma olmasi ve birgok genetik metotlarin kullanil-
masina olanak saglamasidir.™® Bu 6zelliklerin yanisira stirl olug-
turma oOzelligi gosterebilen tek model organizmadir.’® Dogadan
toplanmis olan varyantlan™ bakteri ile beslenirken kendiliginden
organize olan, belirli blytkliklerde gruplar olusturmaktadir. Bu
gruplagsma o6zelligi C. elegans’in gosterdigi tek sosyal davranig
olarak kabul edilmektedir.™

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda,®®'" C. elegans’in stirl olus-
turma oOzelliginin arkasinda bakteri ve oksijen dinamiklerinin
oldugu tespit edilmistir. Bakteri ortami, oksijen tiketiminden
dolayi, oksijeni bitirerek, oldukga distk (~%0,1) oksijen seviyesine
sebep olmaktadir.’® C. elegans, yiyecek olarak bakteriyi bulabilmek
icin dstk oksijen seviyelerine (~%10) yonelmektedir."® Bakteri ve
C. elegans etkilesime girdigi zaman, harekete bagh etkenlerden
dolayr bakteriyi kiimenin igine cekerek, daha yogun bir bakteri
tabakasi olugturmakta ve oksijen seviyesini daha fazla distrerek
tercih ettigi seviyeye indirmektedir. Bu islem sonucunda C. ele-
gans surlleri olugmaktadir. Bu etkilesim fiziksel olarak oldukga
karmasik bir dinamige sahiptir. Yapilan analizler bu dinamigin
temel kontrol parametresi olarak C. elegans’in hiz profilinin oksi-
jen seviyesi ile beraber dismesinden kaynaklandigi tespit edil-
mistir.’® Sonug olarak C. elegans tercih ettigi oksijen seviyesine
ulastigi zaman durmakta ve bu bdlgelerde yogunluk olusturmak-
tadir. Bu temel grup olusturma dinamigi son yillarda gelistirilen
aktif madde fizidi ile carpici benzerlikler gostermektedir. En dik-
kat ceken model hareket tetiklemeli faz gecisi (Motility induced
phase separation, MIPS) modelidir.'*'® Bu model sayesinde bu
canhlarin siirt hareketleri analiz edilebilmektedir.

Bu modelleme sirasinda ortaya ¢ikan en temel problem, hiz profi-
linin belirlenmesidir. Dogal ortamindan farkl olarak, deney ortami
olan agar ylzeyler kullanildigi taktirde canlinin oksijen algilama
ozellikleri tamamen farklilik gostermektedir. Hem kuyrukta
hemde kafa bolgesinde bulunan URX ve PQR' sinir hiicreleri kar-
maslk ve birbirleri ile gelisen oksiyen seviyeleri algilamaktadir.
Bunun sonucu olarak ¢ok distik oksijen seviyesi olan ortamlardan
([0,] ~ %0-%3) kagma refleksi ortaya ¢itkmaktadir.”® Ancak bu dav-
ranisin arkasindaki gergek hiz profilinin ne oldugu hentz anlasila-
mamistir. Bu ¢alismada diiz agar ylizey yerine sivi ortamda oksijen

seviyesine gore hiz dlgimu yapilmis ve gergek profil tespit edil-
mistir. Sivi ortamda oksijen seviyesinin hizli bir sekilde diizenlen-
mesi, oksijen diflizyonunun yavas olmasindan dolayi ayrica zor bir
islemdir. Bu zorlugu asabilmek igin oksijen baglama 6zelligi olan
sodyum stilfit (NaSO,) kullanilmistir. Olusturulan ortamin gergek
zamanli oksijen seviyeleri hassas fiber optik sensorler kullanilarak
belirlemis ve son olarak aktif malzeme modelleri kullanilarak grup
olusturma ozellikleri tespit edilmistir.

MATERYAL VE METOT

Kullanilan organizma

Bu calismada C. elegans varyanti npr-1 (DA609) kullanilmistir. Bu
varyant direk olarak Caenorhabditis Genetics Center (CGC) mer-
kezinden temin edilmistir.

Kullanilan kimyasal

Bu calismada oksijen seviyesini kontrol edebilmek igin 1M yogun-
lugunda NaSO, sodyum stilfit kullanilmistir. Bu kimyasal SO505
Urtin kodu ile temin edilmistir. Ayrica C. elegans sivi ortami olus-
turmak i¢in standary M9 sollisyonu kullaniimistir.

Kullanilan araglar

Oksijen yogunluklari Microx TX3 fiber optic oksijen sensori kulla-
nilarak alinmistir. Video gortintileme ve kayit icin Stereo SMZ18
mikroskobu ve DCC1545M CMOS kamera kullaniimistir.

Modelleme ve simiilasyon

Oksijen ve C. elegans yogunluklarini belirleyen denklemler niime-
rik finite-difference algoritmasi kullanilarak, Matlab programi ile
hesaplanmistir.

BULGULAR

C. elegans’in hiz profilinin tespiti igin Sekil 1A de gosterilen hazne-
ler ve video mikroskobu kullanilarak kaydedilmistir. Hazneler lazer
kesme metodu ile pileksi malzemeden Uretilmistir. Her bir haz-
neye kalabalik olmamasi igin, 20 adet C. elegans yerlestirilmistir.
Sekil 1B de gosterilen fiber optik sensor, haznenin icerisinden
oksijen seviyesinin okunabilmek icin kullaniimistir (bkz. Mater-
yal ve Metot). Video kayit hizi bitin hareketi algilayabilmek igin
10 resim/san. olacak sekilde belirlenmistir.
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Sekil 1. C. elegans hareket hizinin V(O) oksijen seviyesine bagllidi. A) Sivi ortam olgtimleri icin kullanilan degisik boyutlarda hazneler. B) Hassas oksijen
seviyesi 6lgmek igin kullanilan fiber optic sensor. C) Agar ve sivi ortamda C. elegans in hareket hizinin oksiyen seviyesine gore degisimi. Agar ylizeyler
parabolic bir V(O) profili vermekte iken sivi ortam, oksijen seviyesi distiikge slirekli azalan bir profil gostermektedir.
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Sekil 2. C. elegans in slirti davranisi. A) Yogun C. elegans gruplarinin olusturdugu stirliniin optic mikroskop gortintlsu. B) Gruplarin ayrintili electron
mikroskobu goriintisU. Sivi azotla dondurulan siriinin soguk ortam altinda, electron mikroskobisi ile alinan 6rnek resim.

Oksijen seviyeleri 10 pl, 1M NaSO, eklenerek zaman igerisinde
degisik seviyelere dustrilerek %21-%0 araligi taranmistir (Video 1).
C. elegans’in hiz verileri gortntl isleme programi kullanilarak
belirlenmistir. Sekil 1C bu islem sonucunda elde edilen hiz profili
(V(O)) ve oksijen seviyelerini gostermektedir. Agar ytizeylerde dis
ortamin oksijen seviyesi dedistirilerek yapilan deneylerde parabo-
lik bir hiz profili ortaya gikmaktadir. Sekil 1C de gorldugi gibi sivi
ortamda olusan hiz profili tamamen farkl olarak strekli azalan bir
ozellik gostermektedir. Bu sonuglar gostermektedir ki diiz agar
ylzeyinde fiziksel etkenler canlinin hareket ozelliklerini oldukga
degistirmektedir.

Dilz agar ylzeyleri, laboratuvar ortaminda C. elegans model
organizmasini buyttebilmek igin tercih edilmis bir metottur. Bu
metodun kolayliklarinin yaninda getirdigi karmasikliklar ortaya
¢ikmaktadir. Sivi ortamda yapilan deneyler sayesinde ise hem
URX hem de PQR sinir hiicrelerinin ayni oksijen seviyelerini algi-
lamaktadir. Bu durum dogdal grup olusturma ortamlari agisindan
daha gergekgi bir senaryodur. Ancak bu noktada ortaya gikan
yeni soru slrekli disen hiz profilinin stirl olusturma 6zelligi olup
olmadigidir. Bir sonraki asama olarak aktif malzeme modelleri
kullanilarak bu deneysel veriler ile canlinin gruplagsma ozellikleri
modellenmistir.

A

Sekil 2A ve 2B de C. elegans in grup halinde gorintmleri veril-
mistir. Gruplastiklari zaman, bakteri ile beraber oldukga yogun bir
yap! olusturdulari elektron mikroskobu gortntuileriile de anlagila-
bilmektedir (Sekil 2B).

Yogun grup olusturma, fiziksel prensipler agisindan faz ayrimi
olarak dustntlebilir. Bu ayrim sonrasinda yogun ve seyrek bol-
geler ortaya c¢ikar. Bu islem temel olarak birbiri ile etkilesen
parcaciklar icin gecerlidir. Ancak birbirleri arasinda gekim veya
etkilesim olmayan sistemlerin grup olusturma G6zellikleri son
yillarda gelistirilen aktif malzeme modelleri sayesinde mim-
kiin olmustur.?® Bu faz ayriminin olusmasi yodunluga bagli
olarak hiz profilinin yavaglamasi ile mimkin olmaktadir. Daha
onceki calismalar’® bu ayrimi parabolik hiz profili kullanarak
mUmkin oldugunu géstermistir. Bu agamada MIPS modeli kul-
lanilarak deneysel tespit edilen stirekli azalan hiz profilinin faz
ayrimina neden olup olmadi§i ve olusan gruplarin dinamikleri
modellenecektir.

Temel gruplagsma prensibi, striklenme ve difiizyon denklem-
leri ile belirlenmektedir. Bu temel denklemler asagidaki gibidir,
W C. elegans yogunlugunu ve O ise ortamin oksijen seviyesini
goOstermektedir;

Sekil 3. Grup olusturma dinamiklerinin similasyonlari. A) Dusiik yogunluktaki gruplarin esit dagilmis ortamdan gruplagsmis duruma gegisi. Bu gegis faz
ayrimina neden olmakta ve yogun (kirmizi) ve seyrek (mavi) bolgeler olusturmaktadir. B) Cok yogun diizgiin dagilmis canlilarin zaman igerisinde
gruplasma dinamigi. Canlilar yodun ortamda ise, stru igerisinde seyrek delikler olusturacak sekilde gruplasma 6zelligi gosteriyor.
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Bu denklemlerde, Dy :\2/—_ C. elegans in diflizyonunu, D, oksijen

diflizyonunu, =21% oksijen takip hassasiyetini ve V hiz profi-

lini gostermektedir. Ayrica f oksijenin ylizeyden ¢ozlinme mikta-
rinive O, ise dig ortamin oksijen seviyesini belirtmektedir. Ve son
olarak k_bakteri ve C. elegans’in ortak oksijen tiketme miktarini
vermektedir.

Bu denklemler deneysel olarak tespit ettigimiz hiz profili V(O) kulla-
nilarak ¢ézulmustir. Sekil 3A tipik faz ayrim dinamigini gostermek-
tedir. Bu modelleme sirasinda oksijen ve C. elegans yodunluklari
dizgin dagilim gosterecek sekilde ancak faz ayrimini tetiklemek
icin dlslk seviyede oynamalar eklenerek baslatilmistir. Sekil 3A
da gortilecegi lizere zaman ilerledikge gruplar olusmakta ve grup
yogunluklart artmaktadir. Literatlrde daha dnceden gozlemlendi-
ginin aksine, yeni hiz profili sayesinde yodunluk giderek artis gos-
termektedir. Bu artistaki limit canlilarin olusturacagi maksimum
yogunluk tarafindan belirlenir. Literatlirden farkli olarak, bu ayrimin
temel sebebi distik oksijen yogunluklarinda canli hizlanma yerine
yavaglama egilimi gostermesinden kaynaklanmaktadir. Bunun
yaninda, ayni similasyon C. elegans yogunlugu ylksek bir seviyede
baslatildigi taktirde, gruplagsma dinamigi kiimeler yerine stri ice-
risinde delikler olusacak sekilde ortaya ¢tkmaktadir.

TARTISMA

C. elegans model organizma olarak belirlendikten sonra agar
ylzeyler uygun ortam olarak secilmis ve basaril bir sekilde kul-
lanilmistir. Bu calismada elde ettigimiz sonuglar gostermek-
tedir ki oksijen yogunlugunun canlinin hizi Gizerinde olan etkisi,
bulundugu ortamin agar ylizey ve sivi ortam olusu birbirlerinden
oldukga farkli sonuglara sebep olmaktadir. Agar ylzeyler oksijen
seviyelerine gore parabolik, sivi ortam ise slrekli azalan bir pro-
fil sergilemektedir. C. elegans siri olusturdugu durumda iginde
bulundugu yodun yapi diiz agar ylizeyinden, diger C. elegans lar-
dan dolayl oldukga karmasiktir. Bu ortam igerisinde kuyruk ve
kafada bulunan URX ve PQR sinir hiicreleri daha gergekgi olan, sivi
ortami algilamaktadir. Bu galismada elde ettigimiz, V(O) hiz profili
slird davraniglarinin modellenmesi i¢in daha gergekgi bir deneysel
veri ortaya koymaktadir.

Etik Komite Onay:i: Deneylerde omurgasiz canli, Caenorhabditis elegans,
kullaniimis olup herhangi bir etik kurulu onayr gerekmemistir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis Bagimsiz.
Cikar Catismasi: Yazar gikar catismasi bildirmemistir.
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