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1. ÖZET 
 
AKSOLOTL VE FARE ARKA KÖK GANGLİONLARININ REJENERASYON 
KAPASİTELERİNİN KARŞILAŞTIRILMASI 

 
Aksolotl semender aile üyesi, rejenerasyon araştırmaları için çok değerli bir model 

hayvandır. Kopan ekstremitelerini tekrar büyütebilen aksolotl hem periferik hem de 

merkezi sinir sistemini başarıyla ve eksiksiz bir şekilde yeniler. Aksolotlda periferik 

sinirlerin rejenerasyonu da memelilere göre çok daha başarılıdır ve hatta ekstremite 

rejenerasyonu bunun gerçekleşmesine bağlıdır. Bu hayvanlarda sinir rejenerasyonunu 

daha başarılı kılan, sistemik faktörler olabileceği gibi nöronların intrinsik kapasiteleri 

de memelilerden farklı olabilir. Diğer taraftan aksolotlun biyolojik olarak embriyonik 

dönem özellikleri koruyarak yetişkinliğe ulaşması sinir rejenerasyon başarısının 

altındaki sebep olabilir. Bu gerçeklerden yola çıkarak, bu tez çalışmasında aksolotl 

duyu nöronu akson rejenerasyon kapasitesinin yetişkin ve embriyonik fare ile 

karşılaştırılması yapılmıştır.  Fare nöron kültürleri için yayınlanmış standart bir 

protokol izlenmiş, aksolotl arka kök ganglion (AKG) nöron protokolü ise bu tez 

çalışması kapsamında geliştirilmiştir. Aksolotl ve yetişkin ve embriyonik fare AKG 

nöronları kültürün 24-48. saatleri arasında gövde ve akson büyüme konisi hareketleri, 

akson uzama ve geri çekme miktarları ve dallanma sayılarını analiz etmek amacıyla 

görüntülenmiştir. Görüntüler zaman aralıklı aydınlık alan mikroskobisi ile 10 dakika 

aralıklarla kaydedilmiştir. Sonuç olarak aksolotl AKG nöronlarının bireysel nöron 

rejenerasyon kapasitesinin yetişkin fare ve embriyonik farenin nöronlarına kıyasla 

daha yüksek olduğu gözlenmiştir. Embriyonik fare AKG nöronlarının rejenerasyon 

kapasitesinin ise, yetişkin fare AKG nöronlarına kıyasla aksolotl AKG nöronlarının 

kapasitesine daha yakın olduğu bulunmuştur. 

 

Anahtar kelimeler: Arka kök ganglion nöronu, aksololt, fare, periferik sinir 

rejenerasyonu, rejenerasyon.  
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2. ABSTRACT 
 
COMPARISON OF REGENERATION CAPACITIES OF AXOLOTL AND 
MOUSE DORSAL ROOT GANGLIONS 

 
The axolotl salamander family member is an invaluable model animal for regeneration 

research. The axolotl, which can regrow the severed extremities, successfully and 

completely regenerates both the peripheral and central nervous systems. Regeneration 

of peripheral nerves in the axolotl is also much more successful than in mammals, and 

even limb regeneration depends on this. While there may be systemic factors that make 

nerve regeneration more successful in these animals, the intrinsic capacities of neurons 

may also be different from mammals. On the other hand, retention of the embryonic 

characteristics in axolotl may underlie the nerve regeneration success. Based on these 

facts, in this thesis, the axon regeneration capacity of the axolotl sensory neuron was 

compared with the adult and embryonic mice. A published standard protocol was 

followed for mouse neuron cultures while the axolotl dorsal root ganglion (DRG) 

neuron protocol was developed within the scope of this thesis study. Axolotl, adult and 

embryonic mouse cultures were continously imaged between 24-48th hours to 

quantify and analyse cell soma and axon movements, axon elongation and retraction 

distances and branching numbers. Images were recorded at 10-minute intervals with 

time-lapse brightfield microscopy. As a result, it was observed that the individual 

neuron regeneration capacity of axolotl DRG neurons was higher compared to the 

neurons of adult and embryonic mouse. The regeneration capacity of embryonic 

mouse DRG neurons was found to be closer to the capacity of axolotl DRG neurons 

compared to adult mouse DRG neurons. 

 

Key Words: Dorsal root ganglion neurons, axolotl, mouse, peripheral nerve 

regeneration, regeneration. 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 
 

Yetişkin memeli merkezi sinir sistemi (MSS) aksonlarının çoğu yaralanma 

sonrasında yeniden büyümezken, memeli periferik sinir sistemi (PSS) ve çoğu 

omurgasız ve memeli olmayan omurgalıların aksonları yenilenebilir (6). MSS 

hasarından sonra akson rejenerasyonunun başarısız olması sıklıkla kalıcı sakatlıklara 

neden olur. Bu nedenle, bir nöronun kopmuş aksonu yeniden üretme kabiliyeti, 

fonksiyonun geri kazanılması için hayati önem taşır. Schwann hücreleri aksonlarla sıkı 

temas halindedir ve aksonal fonksiyonu destekler. Schwann hücrelerinin bölünmesi, 

kopmuş veya ezilmiş periferik sinirin rejenerasyonundaki ilk adımdır (7). 

 
Semenderler tüm yaşamları boyunca hasarlı veya kayıp vücut parçalarını 

yenilemekte mükemmeldir. Aksolotl, tetrapodlar arasında, dokuları, organları ve tüm 

vücut parçalarını yeniden büyütmek için etkileyici bir yetenekle en geniş rejeneratif 

kapasiteye sahiptir (8,9). Aksolotlın ampute edilmiş ekstremitelerini tamamen yeniden 

üretebilme kabiliyeti, onu memelilerden ve neredeyse ürodellerin dışındaki tüm 

omurgalılardan ayırır, ancak filogeni boyunca bazı rejeneratif mekanizmalar korunur. 

Aksolotl ekstremite rejenerasyonu, memelilerin parmak ucu rejenerasyonuyla bazı 

temel benzerlikleri paylaşır ancak memeli ekstremite rejenerasyonu bu kapsamda çok 

sınırlıdır. Sonuç olarak aksolotlın yüksek seviyedeki rejenerasyon kapasitesine sahip 

olması aksolotlın memelilerde rejeneratif tıbbın araştırılması ve ilerletilmesi için cazip 

bir model olmasını sağlar (9).  

 
Merkezi sinir sisteminde sınırlı rejeneratif potansiyele sahip olan memelilerin 

aksine, aksolotlın merkezi sinir sisteminde gerçekleşen ağır yaralanmalardan tamamen 

kurtulabileceği gösterilmiştir. Aksolotl beyninin büyük bölümleri yaralanmadan sonra 

tamamen yenilenebildiği ve çalışmalar tam lobektomiden bile iyileşebileceklerini 

bulmuştur (10,11). 

 

Aksolotlların omurga hasarı sonucunda kuyruklarını ve omuriliklerini 

tamamen rejenere edebildikleri gösterilmiştir. Bu rejenerasyon olayları, memelilerdeki 

merkezi sinir sistemi yaralanmasından sonra aksonal büyümeyi engellediği düşünülen 

glial skar oluşumu olmadan meydana geldiği bulunmuştur (12,13). 
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Aksolotl periferik nöronlarının akson rejenerasyon yetenekleri memelilere 

göre daha yüksektir. Bu hayvanlarda sinir rejenerasyonunu daha başarılı kılan, 

sistemik faktörler olabileceği gibi nöronların intrinsik kapasiteleri de memelilerden 

farklı olabilir. Aksolotl nöronları tiroid hormon sinyallemesindeki mutasyonlar 

nedeniyle metamorfozunu tamamlayamadığı ve bazı embriyonik özelliklerini 

koruduğu gözlenmiştir (14). Bu doğrultuda embriyonik fare, yetişkin fare ve aksolotl 

arka kök ganglion nöronlarının bireysel rejenerasyon kapasitesiteleri in-vitro ortamda 

mukayese edildi. Amaca yönelik olarak aksolotl arka kök ganglion nöron kültürü 

protokolü geliştirildi. Geliştirilen bu protokol ile periferik sinir yaralanmalarına 

yönelik araştırmalara katkı sağlaması amaçlanmaktadır. 
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4. GENEL BİLGİLER 
4.1. Periferik Sinir Sistemi 

 
Periferik sinir sistemi (PSS), özel sinir uçlarına sahip periferik sinirlerden ve 

merkezi sinir sisteminin dışında bulunan sinir hücresi gövdelerini içeren 

ganglionlardan oluşur. Ganglionlar vücudun organları ve dokuları ile beyin ve 

omurilik arasında duyusal ve motor (efektör) bilgi taşıyan, bağ dokusu ile bir arada 

tutulan birçok nöronal hücre gövdelerinden ve bunlara giden ve bunlardan çıkan sinir 

liflerinden oluşur (3). 

 

Periferik sinirlerin hücre gövdeleri, merkezi sinir sistemi içinde veya merkezi 

sinir sistemi (MSS) dışında periferik ganglionlarda bulunabilir. Duyu nöron hücre 

gövdeleri ganglionlarda bulunur, ancak MSS’ne yakındır. PSS'nin motor nöron hücre 

gövdeleri MSS'de bulunur. İskelet kasını somatik efferent lifler ile innerve eden motor 

nöronların hücre gövdeleri, beyin, beyin sapı ve omurilikte bulunur. MSS'den ayrılan 

aksonlar periferik sinir lifleri ile innerve ettikleri iskelet kaslarına gider. Tek bir nöron 

MSS'den efektör organa impulsları iletir. Duyusal sistemde (hem somatik afferent hem 

de viseral afferent bileşenler), tek bir nöron reseptörü, duyusal bir ganglion yoluyla 

omuriliğe veya beyin sapına bağlanır (1) (Şekil 4.1.1). 

 

 
Şekil 4.1.1: Duyu nöronlarının periferik uzantılarının gösterilmesi (1). 
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Periferik sinirin büyük kısmı sinir liflerinden ve bunları destekleyen Schwann 

hücrelerinden oluşur.  Her bir sinir lifi, lif boyunca uzunlamasına seyreden kollajen 

fibrillerinden oluşan çok ince gevşek bağ dokusu olan endonöryum ile çevrilidir. 

Birçok sinir lifi bir araya gelerek sinir fasikülünü oluşturur. Her bir sinir fasikülü ise 

metabolik olarak aktif difüzyon bariyeri görevi gören kan-sinir bariyerinin oluşumuna 

katkıda bulunan özelleşmiş bir bağ dokusu olan perinöryum ile çevrilidir. Sinir 

fasiküllerinden oluşan periferik sinir ise düzensiz sıkı bağ dokusundan oluşan bir kılıf 

olan epinöryum ile çevrilir (3) (şekil 4.1.2). 

 

 
Şekil 4.1.2: Periferik sinir organizasyonun gösterilmesi (2). 

 

Periferik sinirde hücre dışı matriks Schwann hücrelerinin bazal laminasında ve 

endonöryumda bulunur ve esas olarak tip IV kollajen, laminin, fibronektin ve 

entaktinlerden oluşur (2). Laminin, sinir yaralanmasından sonra bazal lamina 

iskelelerine rejeneratif destekleme kabiliyeti kazandıran yapıştırıcı bileşendir ve in-

vitro nörogenezi desteklediği gösterilmiştir (15). Fibronektin ise hem tip IV kollajen 

ve laminin ile sürdürdüğü önemli ilişki hem de sinir lifi oluşumundaki katkısından 

dolayı sinir rejenerasyonunda önemli bir bileşendir (16). Laminin ve tip IV kolajen ile 

kovalent olmayan bağ kuran entaktin yetişkin Schwann hücreleri için öncül göç 
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faktörü olarak rol almaktadır (17). Olgun doku yapısıyla ilişkili olmayan fibrin hücre 

dışı matriks bileşenlerinin onarım stratejisinde önemli rol oynayarak hasar sonrası 

geçici bir ağ oluşturup yeni salgılanan hücre dışı matriksin olgun bileşenleri ile yer 

değiştirir. Başarılı bir aksonal rejenerasyonun gerçekleşmesi için fibrin ağının 

oluşması gerektiği gösterilmiştir (16). 

 

4.1.1. Arka Kök Ganglionu 

 
Arka kök ganglionu, termoreseptörler, nosiseptörler, propriyoseptörler ve 

kemoreseptörler gibi reseptörlerden duyusal bilginin dönüştürülmesinden, modüle 

edilmesinden ve omuriliğe iletilmesinden sorumlu birincil duyu nöronlarının hücre 

gövdelerini içerir. Hücre gövdeleri, somalar arasındaki etkileşimi engelleyen satellite 

hücre katmanlarıyla ayrılır (18) (Şekil 4.1.1.1). AKG nöronları, bir aksonun iki ayrı 

dala ayrılıp distal ve proksimal uç ile sonlanmasından dolayı psödo-unipolar nöronlar 

olarak kabul edilir. Çevreden gelen uyarıların ürettiği aksiyon potansiyellerinin her 

zaman AKG'den geçmesi gerekmez; AKG'yi atlayabilir ve proksimal uç ve omuriliğe 

kadar devam edebilirler. AKG'nin bu benzersiz özelliği yetişkin psödo-unipolar 

nörona farklılaşmadan önce bipolar nöron olarak embriyolojik başlangıcının olması 

ile mümkün olduğu düşünülmektedir (19). Hücre gövdelerinin büyüklüğüne ve 

işlevlerine göre sınıflandırılmış çeşitli AKG nöronları vardır. A Tipi AKG nöronları 

büyüktür; dokunma, titreşim ve propriyosepsiyondan sorumludur. B tipi nöronların 

büyüklüğü küçüktür ve nosisepsiyondan sorumludur (20). 
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Şekil 4.1.1.1: a. Mallory-Azan yöntemi ile boyanmış bir arka kök ganglionu gösteren 

fotomikrograf. psödo-unipolar nöron gövdesi (ok), sinir lifleri (NF). b. Ganglionun yüksek 

büyütmede görüntüsü. Satellite hücresi (ok) (3). 

 

 

4.2. Periferik Sinir Travması 

 

Periferik sinir travmaları, dünya çapında bir milyondan fazla insanı etkileyen 

önemli bir klinik ve halk sağlığı sorunudur. Her yıl Amerika Birleşik Devletleri'nde 

yaklaşık 20 milyon ve Avrupa'da yaklaşık 300.000'den fazla kişi periferik sinir 

travmasından etkilenmektedir (21,22). Ağır yaralanmaların hastaların yaşam kalitesi 

üzerinde yıkıcı etkileri vardır. Periferik sinir travmaları hasarlanan sinir lifleri 

tarafından innerve edilen alanlarda akut veya ilerleyici motor, duyusal ve otonomik 

işlevlerin kaybına neden olmaktadır. Periferal aksonlar, koşullar ve ortam izin 

verdiğinde yenilenebilse de işlevsel iyileşme garanti değildir. Lezyonun ciddiyetine 

bağlı olarak değişen derecelerde defektler görülebilir ve bu genellikle hastayı sakat 

bırakabilir (23). 

 

Periferik sinir travması, Wallerian dejenerasyonu ile karakterizedir ve 

fizyolojik fonksiyonun geri kazanımı büyük önem taşıyan Schwann hücrelerinin ve 
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makrofajların fonksiyonelliğine bağlıdır. Wallerian dejenerasyonu, herhangi bir 

periferik sinirin tüm koruyucu tabakaları kesildiğinde ve aksonlar nöronal hücre 

gövdelerinden ayrıldığında meydana gelir. Yıkılan miyelin atıkların fagositozu ile 

aksonal segmentin hasar bölgesinden distal uca doğru parçalanmasını ifade eder. Aynı 

zamanda proksimal aksonal segment ise bir Ranvier düğümüne ulaşana kadar geriye 

doğru dejenere olur (24,25). 

 

Hasar sonrası her filizin distal kısmında aktin filamentleri bakımından zengin 

filopodiadan oluşan bir büyüme konisi gelişir. Filopodinin uçları büyüme konisinin 

ilerlemesi için bir yön belirler. Tercihen Schwann hücresinin dış tabakasında bulunan 

fibronektin ve laminin gibi hücre dışı matrisin proteinleri ile etkileşime girerler. 

Yeniden farklılaşan Schwann hücreleri ve makrofajlar, daha sonra aksonların 

yenilenmesi için destek sağlayan Büngner bantlarını oluşturmak için endonöral tüpler 

içinde sıraya girerler. Bu filiz, bant boyunca günde yaklaşık 3 mm oranında 

büyüyebilir. Birçok yeni filiz hücresel bantlarla temas etmemesine ve dejenere 

olmasına rağmen, yüksek sayıları duyusal ve motor bağlantılarını yeniden kurma 

olasılığını arttırır. Hasar bölgesini geçtikten sonra, filizler distal güdükte hayatta kalan 

hücresel bantlara girer. Bu bantlar daha sonra nöritleri hedeflerine yönlendirir ve aynı 

zamanda sürekli büyüme için uygun bir mikro çevre sağlar. Yeniden farklılaşan 

Schwann hücreleri, miyeline özgü proteinlerin ekspresyonunu baskılarken nörotrofik 

faktör ve GAP-43 üretimini arttırır. Denerve olan Schwann hücreleri miyelin debrisini 

bir dereceye kadar fagosite edebilir. Miyelin ve aksonal atığın tamamının fagositozu 

için bölgede makrofajların toplanması gereklidir (26,27) (Şekil 4.2.1). 
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Şekil 4.2.1: Wallerian dejenerasyonu (4). 

 

 

4.3. Periferik Sinir Rejenerasyonu 

 
Yetişkin memeli merkezi sinir sistemi (MSS) aksonlarının çoğu yaralanma 

sonrasında yeniden büyümezken, memeli periferik sinir sistemi (PSS) ve çoğu 

omurgasız ve memeli olmayan omurgalıların aksonları yenilenebilir. MSS hasarından 

sonra akson rejenerasyonunun başarısız olması sıklıkla kalıcı sakatlıklara neden olur. 

Bu nedenle, bir nöronun kopmuş aksonu yeniden üretme kabiliyeti, fonksiyonun geri 

kazanılması için hayati önem taşır (6). 
 

Çok sayıda çalışma Schwann hücrelerinin periferik sinir hasarından sonra 

aksonal rejenerasyonda önemli bir rol oynadığını belgelemiştir. PSS'de yeni oluşan bir 

yarada Schwann hücreleri bölünür ve yeni sinir filizinin doğrudan büyümesini 

sağlayan hücresel bantlar geliştirir (4). 

 

Schwann hücreleri aksonlarla sıkı temas halindedir ve aksonal fonksiyonu 

destekler. Aksonlarla yapılan etkileşim modeline göre, Schwann hücreleri miyelinan 

ve miyelinan olmayan tiplere ayrılır. Miyelinli sinir lifi, tek bir akson ve koruma 
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Schwann hücrelerinden oluşurken, miyelinleme yapmayan lif, tek bir Schwann hücresi 

tarafından sarılmış birden fazla aksona sahiptir (7). 

 

Schwann hücrelerinin bölünmesi, kopmuş veya ezilmiş periferik sinirin 

rejenerasyonundaki ilk adımdır. Başlangıçta bu hücreler kendilerini endonöral tüp adı 

verilen bir dizi silindir şeklinde düzenlerler. Çoğalan Schwann hücreleri, Büngner 

bantları adı verilen uzunlamasına sütunlara benzeyen hücresel bantlar halinde 

kendilerini organize ederler. Hücresel bantlar, yenilenen aksonların yeni sinir 

uzantılarının (nöritler veya filizler) büyümesine rehberlik eder. Bantlar yerleştikten 

sonra, proksimal güdükten çok sayıda filiz büyümeye başlar (7). 

 

4.3.1. Aksonal Rejenerasyon 

 
Aksonal rejenerasyonun gerçekleşmesi için, nöronun hasar sonrasında hayatta 

kalması ve rejenerasyon için gerekli metabolik duruma geçebilmesi gerekir. Bu 

nöronun tipine, canlının yaşına, hasarın niteliğine, derecesine ve hücre gövdesinden 

uzaklığına bağlıdır. Hasarın distalinde kalan sinir parçasının rejenerasyona uygun bir 

ortam sağlaması gerekir ve başarılı bir akson rejenerasyonu için de uygun hedefin 

tekrar inerve edilebilmesi gerekir. 

 

Yaralı nöron içinde aksonal rejenerasyonu tetikleyen iç faktörler vardır 

(28,29). İn-vitro ortamda AKG nörit büyümesi miyelinle ilişkili glikoprotein (MAG) 

veya miyelin tarafından inhibe edilir. Bununla birlikte, periferik dal kültürden önce 

lezyona uğradığında, AKG nöronları MAG veya miyelin üzerinde nöritler geliştirebilir 

(30,31). Hem in-vitro hem de in-vivo deneyler, AKG periferik aksonlarının 

lezyonunun, miyelin ile ilişkili inhibitör moleküllerin inhibitör etkilerinin üstesinden 

gelmek için yeterli bir iç büyüme kapasitesini aktive ettiğini göstermektedir. Periferik 

akson lezyonlarının intrinsik büyüme kapasitesini nasıl etkinleştirdiği merak 

edilmektedir. Hücre içi siklik adenozin monofosfatın (cAMP), periferal sinir 

lezyonundan sonra arttığı bulunmuştur. AKG'ye periferik sinir lezyonu olmadan önce 

enjeksiyonu yapılan bir cAMP analoğu olan dibutiril-cAMP (db-cAMP) nöronal iç 

büyüme kapasitesini başlatmak ve AKG nöronlarının merkezi dalını yaralanma 
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sonrası rejenerasyona teşvik etmek için yeterli olduğu gösterilmiştir. Ayrıca MAG 

üzerinde AKG nöronlarının nörit büyümesini de desteklemektedir (30). 

 

Bununla birlikte, aksonal rejenerasyon çevresel faktörler tarafından 

düzenlenebilir. Örneğin, sinir hasarından hemen sonra, çeşitli nörotrofik faktörler 

(örn., BDNF, FGF, TGF-y, GDNF) üretilir ve yaralanan aksonlar etrafındaki Schwann 

hücreleri ve makrofajlarından salgılanır, aksonal zardaki ilgili reseptörlere bağlanır ve 

lezyon sinyalleri üretilir. Genel olarak lezyon sinyalleri geriye doğru hücre gövdesine 

taşınır ve gen ekspresyonunu indükler (32,33). 

 

İnhibitör moleküller, rejenerasyonun meydana geldiği memeli PSS'nde daha az 

bulunur (34). Akson rejenerasyonunun çevresel inhibisyonu ile ilişkili nöronal 

reseptörleri, koreseptörleri ve aşağı akış efektörlerini saptamıştır (35). Salgılanan 

inhibitör moleküller akson yeniden büyümesini kısıtlasa da, son bulgular skarı 

oluşturan astrositlerin farelerde omurilik yaralanması sonrası farklı MSS aksonal 

yollarının kendiliğinden yeniden büyümesini desteklediğini göstermektedir (36). 

 

4.4. Semenderlerde Rejenerasyon 

 
Tüm amfibiler rejeneratif kapasiteler sergilerken, bunlardan bazılarının 

rejenerasyon kapasitesi diğerlerinden daha fazladır. Semenderler tüm yaşamları 

boyunca hasarlı veya kayıp vücut parçalarını yenilemekte mükemmeldir. 

 

Tüm semenderler karmaşık yapıları yeniden oluşturma potansiyelini gösterir: 

tüm ekstremiteler, kuyruk, oküler dokular, merkezi sinir sistemlerinin ve kalbin 

önemli kısımları yeniden büyüyebilir (37,38). Aksolotlların yanı sıra diğer amfibiler 

de rejenerasyon yetenekleri bakımından incelenmiştir. Xenopus laevis'in yavruları 

kuyruklarını ve omurgalarını yeniden üretebilirken, bazı yeni türler (Pleurodeles waltl, 

Notophthalmus viridescences ve Cynops pyrrhogaster en yaygın olarak incelenen 

türlerdir) ekstremiteleri ve organları yeniden üretebilir. (39) (Şekil 4.4.1). 
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Şekil 4.4.1: Rejenerasyon çalışmalarında kullanılan semender türleri (5). 

 

 

Yetişkin semenderler, hem yapı hem de işlev açısından retina, beyin bölgeleri 

ve omurilik dahil olmak üzere çeşitli hasarlı sinir dokularını yeniden oluşturabilir 

(37,40). Merkezi sinir sistemi (MSS) hasarı genellikle hem nöronal hem de nöronal 

olmayan hücre tiplerini etkiler ve hasarın derecesine bağlı olarak davranışsal 

anormalliklere yol açabilir. İşlevi geri kazanmak için hem eksik hücrelerin hem de 

hasarlı bağlantıların yeniden oluşturulması gerekir. Semenderler bu süreçlerde 

oldukça iyi performans gösterir ve bunu aşağıda açıklandığı gibi çeşitli işlemleri 

kullanarak yaparlar. 

 

Semenderler de yaralanma sonrasında omuriliklerini yeniden oluşturabilirler 

(37,41,42). Bu nedenle ve memelilerin aksine, semenderlerde omurilik travması 
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sadece geçici bir hareket kaybına yol açar (43–45). Semenderlerde omurilik 

transeksiyonundan sonra, yaralanmanın her iki tarafında yara iyileşmesi süreci, 

omuriliğin onarılmasına ve ardından yeni nöronların ve aksonların üretilmesine yol 

açar. Hasar görmüş aksonlar daha sonra merkezi kanalı hizalayan ependimoglial 

hücrelerin (memelilerde radyal glial hücrelerin muadilleri olan) uzantıları tarafından 

oluşturulan kanallar aracılığıyla yeniden büyür ve hasarlı aksonların yeniden işlevsel 

bir şekilde oluşmasını sağlar (37). Semenderlerde kuyruk amputasyonu da yeni bir 

omuriliğin oluşumuyla sonuçlanır ve bu deneysel paradigma, omurilik rejenerasyonu 

sırasında ortaya çıkan anahtar süreçlerin ve moleküllerin keşfinde etkili olmuştur 

(41,42).  

 

Semender beyni evrimsel olarak memeli beyninden daha basit kalmış olsa da, 

çoklu nöronal alt popülasyonları ile beynin genel sito-mimarisi, semenderler dahil tüm 

omurgalılar arasında paylaşılır (37). İki tip yaralanma modeli hem doku rejenerasyonu 

hem de davranışsal iyileşme açısından semender beyninde önemli restoratif süreçler 

göstermiştir. Örneğin, telensefalon veya dorsal orta beynin parçaları çıkarılıp, bunun 

ardından yara kapanması, proliferasyon, nöronal çeşitliliğin yeniden ortaya çıkması ve 

yeni nöronlar arası bağlantıların oluşumu izlendi (Şekil 4.4.2). Semenderler 

memelilerden çok daha iyi olsa da, aksonal izlemeyi içeren dikkatli analizler, bu 

yenilenme sürecinin her zaman orijinal yapının tamamen aynısı olmadığını ortaya 

koymuştur (12,46–50). Buna karşılık, diğer yaralanma modelleri, spesifik nöronal alt 

tiplerini ortadan kaldıran intrakraniyal toksin enjeksiyonundan sonra bireysel nöronal 

alt popülasyonların nasıl rejenere edildiğini ele almıştır. Bu çalışmalarda 

ependimoglial hücrelerin yeni nöronlar için ana kaynak olduğunu ortaya koymuştur. 

Bu deneyler ayrıca bölgeye özgü bir şekilde ependimoglia proliferasyonu ve 

nörogenezde nörotransmitter sinyali için önemli bir rol ortaya koymuştur (37,51–53). 

Ayrıca, ilişkisel öğrenme, karar verme ve korku davranışı tahlillerine dayanarak, bu 

çalışmalar semenderlerle memeliler arasında klişeleşmiş davranışların ontogenetik 

kodlamasının korunduğunu göstermiştir (37). Bu nedenle, semenderlerdeki beyin 

rejenerasyon çalışma sonuçlarının memeli karşılıklarını aramak yeni potansiyel tedavi 

girişimlerinin bulunması açısından son derece önemlidir. Bu ilkenin bir kanıtı olarak, 



 
 

15 

semenderlerdeki çalışmalara dayanarak, fare orta beynindeki dopamin aracılı 

nörogenezi arttırmak mümkün olmuştur (54).  

 

 

 
Şekil 4.4.2: Semenderlerde beyin rejenerasyonu (5). 

 

4.4.1. Rejenerasyonda Model Organizma Aksolotl 

  

Yetişkinlik boyunca dokuları ve yapıları rejenere edebilen büyük bir sucul 

semender olan aksolotl (Ambystoma mexicanum), karmaşık doku rejenerasyonunun 

incelenmesi için paha biçilmez bir modeldir. Aksolotl, tetrapodlar arasında, dokuları, 

organları ve tüm vücut parçalarını yeniden büyütmek için etkileyici bir yetenekle en 

geniş rejeneratif kapasiteye sahiptir (8,9). Ampütasyonlu ekstremiteleri mükemmel bir 

şekilde yenileyebilen aksolotllar, bu olağanüstü rejeneratif yeteneği gösteren 

memelilerle en yakından ilişkili olan tetrapodlardır ve bu nedenle bu hayvanların 

çalışılması rejeneratif tıbbın ilerleyebilmesi için kilit canlıdır. Aksolotl, aynı zamanda 

bir laboratuvar ortamında yetiştirilmesi ve bakımı nispeten kolay olduğundan 

rejeneratif araştırma için tercih edilen semender haline gelmiştir (55). 

 

Aksolotlın ampute edilmiş ekstremitelerini tamamen yeniden üretebilme 

kabiliyeti, onu memelilerden ve neredeyse ürodellerin dışındaki tüm omurgalılardan 
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ayırır. Memeli ekstremite rejenerasyonu bu kapsamda çok sınırlıdır. Aksolotl 

ekstremite rejenerasyonu, memelilerin parmak ucu rejenerasyonuyla bazı temel 

benzerlikleri paylaşır ve sonuç olarak memelilerde rejeneratif tıbbın ilerletilmesi için 

cazip bir model sunar. Merkezi sinir sisteminde sadece sınırlı rejeneratif potansiyele 

sahip olan memelilerin aksine, aksolotl merkezi sinir sisteminde de gerçekleşen büyük 

yaralanmalardan tamamen kurtulabilir. Aksolotl beyninin büyük bölümleri 

yaralanmadan sonra tamamen yenilenebilir ve çalışmalar tam lobektomiden bile 

iyileşebileceklerini bulmuştur (10,11). Yetişkin beyinlerin ventriküler bölgesi 

boyunca nöronal proliferasyon gözlenmiştir (48). Aksolotllar ayrıca omurga hasarı 

sonucunda kuyruklarını ve omuriliklerini rejenere edebilir. Bu rejenerasyon olayları 

semenderlerde, memelilerdeki merkezi sinir sistemi yaralanmasından sonra aksonal 

büyümeyi engellediği düşünülen glial skar oluşumu olmadan meydana gelir (12,13). 

Tam olarak bu hayvanların merkezi sinir sisteminin neden glial skarlaşma olmadan 

iyileşebileceği araştırılmaktadır.  

 

4.4.1.1. Aksolotlda Periferik Sinir Rejenerasyonu 
 

Aksolotllın periferik sinir sistemi basittir, ancak diğer tetrapodlara benzer bir 

şekilde düzenlenmiştir. Aksolotl periferik sinir sistemi, sinire bağımlı rejenerasyon 

kapasitesi nedeniyle araştırmacıları özellikle ilgilendirmektedir (55). 

 

Sinir rejenerasyon çalışmalarının uzun geçmişine rağmen, bu sürecin altında 

yatan mekanizmaların çoğu, büyük ölçüde birçok modern tekniğin semenderlerde 

kullanılmak üzere optimize edilmemiş olmasından dolayı tam olarak anlaşılamamıştır 

(56). Bununla birlikte, daha yeni yaklaşımlar, sinirlerin blastemal proliferasyon için 

önemli olan bir veya daha fazla büyüme faktörünü sağladıkları fikrini güçlü bir şekilde 

desteklemiştir (55). İlgili faktörler arasında sinir büyüme faktörü ve kemik 

morfogenetik proteinli (BMP) fibroblast büyüme faktörleri bulunur. Bu çalışmaların 

çoğu, kültürlenmiş blastemal hücreler üzerinde gerçekleştirilmiştir ve bu bulgular ile 

birlikte, proliferatif sinyalleri sinirden rejeneratif blastemaya iletmek için birlikte 

çalışan bir dizi faktör olduğunu göstermektedir (57). 
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Akson rejenerasyonuna, nörona dışarıdan gelen sinyaller kadar kendi sahip 

olduğu intrinsik mekanizmalar da destek sağlar (58,59). Hasar sonrası rejeneratif moda 

geçiş, aksonal taşıma, hasar sinyal mekanizmaları ve anti apoptotik mekanizmaların 

etkinliği nöronların intrinsik özellikleri olarak sınıflandırılabilir. Bir nöronun hasar 

sonrası vereceği cevap ve bu mekanizmaların aktivasyonu sahip olduğu intrinsik 

yeteneklere bağlıdır (60,61). 

 

Periferik nöronlarla yapılan sınırlı sayıda in-vitro çalışmalarda AKG’lerin 

eksplant kültürleri yapılmıştır ve bunlar çoğunlukla blastema ile kültüre edilmişlerdir 

(62). Ancak aksolotl AKG nöronlarının bireysel intrinsik rejenerasyon kapasitelerini 

eksplant kültürü ile anlamak mümkün değildir. Bunun için en uygun yöntem ayrışmış 

AKG nöronlarının kültüre edilmesidir ancak literatürde bununla ilgili bir protokol ya 

da yayın bulunmamaktadır. 

 

Amaca yönelik olarak aksolotl arka kök ganglion nöron kültürü protokolü 

geliştirildi. Bu doğrultuda embriyonik fare, yetişkin fare ve aksolotl arka kök ganglion 

nöronlarının bireysel rejenerasyon kapasitesiteleri in-vitro ortamda mukayese edildi. 

Geliştirilen bu protokol ile periferik sinir yaralanmalarına yönelik araştırmalara katkı 

sağlaması amaçlanmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

18 

5. MATERYAL VE METOT 
 
5.1. Malzeme Listesi 

 

Tablo 5.1.1: Malzeme listesi 

 Malzeme  Firma–Katalog No 

 RPMI-1640  Sigma-R0883  
 

 Neurobasal A  Gibco-A10888-022  
 

 L-15 Multicell-323-050-cl 

 B27  Gibco-17504044  
 

 GlutaMAX  Gibco-35050061  
 

 Antibiyotik  Sigma-A5955  
 

 Kollajenaz  Sigma-C7657  
 

 Hanks Balanced Salt Solution  Sigma-H9269  
 

 Tripsin EDTA  Sigma-59418C  
 

 DNAz  Sigma-D4513  
 

 FBS  Sigma-F4135  
 

 Tripsin İnhibitör  Sigma-T6522  
 

 Poly-L-Lysine  
 

 Sigma-P6282  
 

 Laminin  
 

 Sigma-L2020  
 

 Percoll  
 

 Sigma-P4937  
 

 

5.2. Hayvan hatları 

 

Canlı görüntüleme deneylerinde 6-8 haftalık Balb-c farelerden, embriyolardan (E13-

E14) ve 1 yaşında, 10-15 cm uzunluğunda vahşi tip aksolotllardan izole edilen AKG 

nöron hücreleri kullanıldı. Bu deneyler için 8 adet yetişkin ve embriyonik fare 

kullanıldı. Aksolotl AKG nöron kültür protokolünü oturmak amacı ve canlı 
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görüntüleme deneylerinde toplam 60 aksolotl kullanıldı. Kullanılan hayvanlar İstanbul 

Medipol Üniversitesi Tıp Araştırmaları Merkezi’nden (MEDİTAM) temin edildi. Etik 

kurul onayı, İstanbul Medipol Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 

alındı. 

 

5.3. AKG Nöron Kültürü 

 
Bu deneylerde fare nöron kültürleri için yayınlanmış standart protokoller uygulanırken 

(63), aksolotl duyu nöron kültür  protokolü ise tez kapsamında geliştirildi. 

 
5.3.1. Kültür Kaplarının Hazırlanması 

 
Yetişkin ve embriyonik fare: Kültür yapılmadan bir önceki gün hücrelerin 

ekim yapılacağı 35 mm’lik cam tabanlı kültür kapları nöronların yaşayabilmeleri için 

uygun şekilde hazırlandı. Yetişkin ve embriyonik fare AKG nöron kültürü için 750 µl 

%10 Poly-L-Lizin (75 µl Poly-L-Lizin + 675 µl steril ddH2O) 35 mm’lik cam tabanlı 

kültür kaplarının ortalarına yayılarak kaplandı. Kültür kapları 2 saat oda sıcaklığında 

kabin içerisinde bekletildi. Ardından 3 kere 1 ml distile su ile yıkandı. Kültür 

kaplarının ortalarına 500 µl %1 laminin (5 µl laminin + 495 µl steril ddH2O) eklendi. 

Kültür kapları lamininde gece boyu 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Hücre ekimleri 

yapılmadan önce 3 defa steril ddH2O ile yıkandı, yıkamadan sonra kurumaya bırakıldı. 

 

Aksolotl: Hücrelerin ekim yapılacağı 35 mm’lik cam tabanlı ve plastik tabanlı 

kültür kaplarında nöronların yaşayabilmeleri için farklı kombinasyonlar denendi. 

Birinci yöntem 

Yetişkin ve embriyonik fare AKG nöron kültürlerinde olduğu gibi 750 µl %10 

Poly-L-Lizin (75 µl Poly-L-Lizin + 675 µl steril ddH2O) ve 500 µl %1 laminin (5 µl 

laminin + 495 µl steril ddH2O) ile hem cam tabanlı hem de plastik tabanlı kültür kapları 

kaplandı. Kültür kapları lamininde gece boyu 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Hücre 

ekimleri yapılmadan önce 3 defa steril ddH2O ile yıkandı, yıkamadan sonra kurumaya 

bırakıldı. 
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İkinci yöntem 

Hem cam tabanlı hem de plastik tabanlı kültür kapları sadece 750 µl %10 Poly-

L-Lizin (75 µl Poly-L-Lizin + 675 µl steril ddH2O) ile kaplandı. Hücre ekimi 

yapılmadan önce 3 kere 1 ml distile su ile yıkandı. Laminin %1 oranında hücre ekimi 

esnasında eklendi. 

 

Üçüncü yöntem 

750 µl %10 Poly-L-Lizin (75 µl Poly-L-Lizin + 675 µl steril ddH2O) ve 500 µl 

%1 fibronektin (5 µl fibronektin + 495 µl steril ddH2O) ile kaplanan kültür kapları 

gece boyu 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Hücre ekimleri yapılmadan önce 3 defa 

steril ddH2O ile yıkandı, yıkamadan sonra kurumaya bırakıldı.  

 

Dördüncü yöntem 

500 µl %0,2 jelatin (1 µl jelatin + 499 µl steril ddH2O) ile kaplanan kültür 

kapları 20 dakika 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Hücre ekimleri yapılmadan önce 3 

defa steril ddH2O ile yıkandı, yıkamadan sonra kurumaya bırakıldı.  

 

Beşinci yöntem 

750 µl %10 Poly-L-Ornitin (75 µl Poly-L-Ornitin + 675 µl steril ddH2O) ve 

500 µl %1 fibronektin (5 µl fibronektin + 495 µl steril ddH2O) ile kaplanan kültür 

kapları gece boyu 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Hücre ekimleri yapılmadan önce 3 

defa steril ddH2O ile yıkandı, yıkamadan sonra kurumaya bırakıldı. 

 

Altıncı yöntem 

750 µl %10 Poly-D-Lizin (75 µl Poly-D-Lizin + 675 µl steril ddH2O) ve 500 

µl %1 laminin (5 µl laminin + 495 µl steril ddH2O) ile hem cam tabanlı hem de plastik 

tabanlı kültür kapları kaplandı. Kültür kapları lamininde gece boyu 37 °C’de 

inkübatörde bekletildi. Hücre ekimleri yapılmadan önce 3 defa steril ddH2O ile 

yıkandı, yıkamadan sonra kurumaya bırakıldı. 
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5.3.2. Diseksiyon ve Kültür Vasatlarının Hazırlanması 

 

Yetişkin ve embriyonik fare: Yetişkin ve embriyonik fare doku 

diseksiyonlarında kullanılmak üzere içeriklerinde %1 antibiyotik ve %1 glutaMAX 

olacak şekilde 15 ml RPMI 1640 hazırlandı. Diseksiyon yapılana kadar +4 °C’de 

soğumaya bırakıldı. Aynı anda kültür vasatı da taze olarak hazırlandı. Yetişkin ve 

embriyonik fare nöron kültürlerinde kullanılmak üzere içeriklerinde %1 antibiyotik, 

%1 glutaMAX ve %2 B27 olacak şekilde 15 ml Neurobasal A hazırlandı. Hazırlanan 

vasat kullanılana kadar %5 CO2, 37 °C’de inkübatörde tutuldu. 

 

Aksolotl: Aksolotl doku diseksiyonunda kullanılmak üzere içeriğinde %1 

antibiyotik ve %1 glutaMAX olacak şekilde 15 ml L-15 hazırlandı. Diseksiyon 

yapılana kadar +4 °C’de soğumaya bırakıldı. Kültür vasatı da taze hazırlandı. %1 

antibiyotik, %1 glutaMAX ve %2 B27 olacak şekilde 15 ml Neurobasal A hazırlandı. 

Hazırlanan vasat kullanılana kadar %5 CO2, 37 °C’de inkübatörde tutuldu.  

 

Aksolotl nöron kültüründe kullanılmak üzere hazırlanan vasatlar %10 oranında 

sulandırılarak hazırlandı. 

 

5.3.3. AKG Diseksiyonu 

 

Yetişkin fare: Balb-c yetişkin fareler CO2 solutularak sakrifiye edildi. 

Kostaları AKG’lere zarar vermeden dikkatli bir şekilde çıkartıldı. Çıkartılan kostalar 

soğuk tabla üzerinde, içerisinde diseksiyon vasatı bulunan silikon tabanlı kültür 

kapları içerisine alındı. Steril koşullarda, Carl Zeiss 0.5X stereo mikroskop altında 25-

30 adet AKG periferik ve santral uzantıları kesilerek hızlı bir şekilde çıkartıldı. 
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Resim 5.3.3.1: Yetişkin fare arka kök ganglion diseksiyonu aşamaları 

 

Embriyonik fare: Gebe Balb-c fareler CO2 solutularak sakrifiye edildi. 13-14 

günlük embriyolar çıkarılıp soğuk tabla üzerinde, içerisinde diseksiyon vasatı bulunan 

silikon tabanlı kültür kapları içerisine alındı. Steril koşullarda Carl Zeiss 0.5X stereo 

mikroskop altında embriyoların AKG’ları, omurilikleri nazikçe temizlendikten sonra 

zarar vermeden çıkartıldı. 

 

Aksolotl: Yetişkin aksolotl %1 benzokain içerisinde canlılık belirtisi 

göstermeyene kadar 20 dakika bekletilerek sakrifiye edildi. Omurgası AKG’larına 

zarar vermeyecek şekilde dikkatlice açıldı. Çıkartılan kostalar soğuk tabla üzerinde, 

içerisinde diseksiyon vasatı bulunan silikon tabanlı kültür kapları içerisine alındı. 

Steril koşullarda, Carl Zeiss 0.5X stereo mikroskop altında 25-30 adet AKG periferik 

ve santral uzantıları kesilerek hızlı bir şekilde çıkartıldı. 

 

 

 
 
Resim 5.3.3.2: Aksolotl arka kök ganglion diseksiyonu aşamaları 
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5.3.4. Hücre Eldesi 

 
5.3.4.1. Kollajenaz İnkübasyonu 

 

Yetişkin ve embriyonik fare: Diseksiyondan elde edilen AKG’ler 1 ml %1’lik 

tip 1 kollajenaz enzimi bulunan kültür vasatı içerisine eklenir. [990 µl kültür vasatı+10 

µl kollajenaz enzimi (Sigma)]. 40 dakika ependorfun kapağı açık şekilde 37 °C, %5 

CO2’li etüvde inkübe edilir.  

 

Aksolotl: Diseksiyondan elde edilen AKG’ler 1 ml %1’lik tip 1 kollajenaz 

enzimi bulunan kültür vasatı içerisine eklenir. [990 µl kültür vasatı+10 µl kollajenaz 

enzimi (Sigma)]. 45 dakika ependorfun kapağı açık şekilde 37 °C, %5 CO2’li etüvde 

inkübe edilir. 

 

5.3.4.2. Kollajenaz Enziminin Uzaklaştırılması 

 

Yetişkin fare, embriyonik fare ve aksolotl ganglionlarının kollajenaz 

inkübasyon süreleri sonunda AKG’lerin olduğu kollajenaz enziminin bulunduğu 

kültür vasatı tamamen çekildi. 3 kez 1 ml HBSS ile ganglionlar kollajenaz enziminden 

uzaklaştırıldı. Yıkamanın bitiminde HBSS ganglionlardan tamamen uzaklaştırıldı. 

 

5.3.4.3. Tripsin İnkübasyonu 

 

Yetişkin ve embriyonik fare: 10X Tripsin EDTA’dan 1X olacak şekilde 500 

µl hazırlandı. (450 μl kültür vasatı + 50 μl tripsin 10X). Yıkanan ganglionların üzerine 

eklendi. 15 dakika ependorfun kapağı açık şekilde 37 °C, %5 CO2’li etüvde inkübe 

edilir. 

 
Aksolotl: 10X Tripsin EDTA’dan 1X olacak şekilde 500 µl hazırlandı. (450 μl 

kültür vasatı + 50 μl tripsin 10X). Yıkanan ganglionların üzerine eklendi. 30 dakika 

ependorfun kapağı açık şekilde 37 °C, %5 CO2’li etüvde inkübe edilir. 
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5.3.4.4. Tritürasyon ve DNase inkübasyonu  

 
Yetişkin fare, embriyonik fare ve aksolotl ganglionlarının tripsin inkübasyon 

sürelerinin sonunda tüplere %1 oranında DNase eklendi. Tripsin de ortamdan 

uzaklaştırılmadan ganglionların mekanik ayrıştırması yapıldı. Sırası ile 1000 μl pipet 

ucu, 200 μl pipet ucu ve son olarak da 2 kez insülin iğnesinden geçirilerek doku 

homojenize olana dek tritüre edildi. Tritürasyon aşaması bitince DNase inkübasyonu 

için hücreler 45 dakika ependorfun kapağı açık şekilde 37 °C, %5 CO2’li etüvde 

inkübe edilir. 

 

5.3.4.5. Enzimin Aktivitelerinin Durdurulması Uzaklaştırılması 

Yetişkin fare, embriyonik fare ve aksolotl hücrelerinin DNase inkübasyon 

süreleri sonunda 1000 RPM’de 5 dakika santrifüj edilip DNase ve Tripsin EDTA 

ortamdan uzaklaştırıldı. Tüm enzim aktivitelerini durdurmak için 360 μl kültür vasatı 

içerisine 40 μl FBS ve 30 μl tripsin inhibitörü eklendi. Bir sonraki basamak için hücre 

süspansiyonu hazırlanmış oldu. 

5.3.4.6. Hücrelerin Ayrıştırılması  

Hücrelerin büyüklükleri ve ağırlıklarına göre ayrışması için yetişkin ve 

embriyonik fare için 3 tabakalı, aksolotl için 2 tabakalı percoll gradyanı hazırlandı.  

Yetişkin ve embriyonik fare: Tüpün en altında %60’lık, ortada %35’lik ve en 

üstte %10’luk her biri 500 μl olmak üzere Percoll tabakaları hazırlandı ve bir önceki 

basamakta hazırlanan hücre süspansiyonu en üst tabakanın üzerine dikkatlice eklenip 

1700 RPM de 20 dakika santrifuj edildi. %60’lık ve %35’lik katmanların arasından 

750 μl Percoll – hücre solüsyonu karışımı çekildi. 

Aksolotl: Sırasıyla %80 ve %5 oranında olmak üzere 2 tane 500 μl Percoll 

tabakası hazırlandı. Tüpün en altına %80’lik en üstüne de %5’lik tabakalar birbirine 

karışmayacak şekilde dikkatlice kondu. Hazırlanan hücre süspansiyonu en üst 

tabakanın üzerine dikkatlice eklenip 1700 RPM de 20 dakika santrifuj edildi. %80’lik 

ve %5’lik katmanların arasından 750 μl Percoll – hücre solüsyonu karışımı çekildi. 
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5.3.4.7. Percoll’ün Uzaklaştırılması  

Yetişkin ve embriyonik fare: Bir önceki basamakta elde edilen 750 μl hücre 

solüsyonunun üzerine 3 ml kültür vasatı eklendi. Hücre süspansiyonu 1000 RPM’de 5 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı. 

Aksolotl: Percoll katmanları arasından alınan 750 μl Percoll- hücre solüsyonu 

karışımı üzerine 2 kere 3 ml kültür vasatı eklenerek 1000 RPM’de 5 dakika santrifüj 

edildi. Süpernatant atıldı. 

 

5.3.4.8. Hücre Ekimi 

Yetişkin ve embriyonik fare: Elde edilen hücre pelletinin üzerine her bir 

kültür kabına 500 μl ekim yapılacak şekilde kültür vasatı eklendi. Ekilen hücreler 2 

saat boyunca 37 °C, %5 CO2’li etüvde tutunmaları için inkübe edildi. 2 saatin sonunda 

kültür kaplarındaki kültür vasatı 1500 μl’ye tamamlandı. 

Aksolotl: Percoll uzaklaştırıldıktan sonra ekim için hazır hale gelen hücreler, 

kültür kabı başına 100 μl ekim yapılacak şekilde kültür vasatı ile dilüe edildi. Hücreler 

kültür kabına çiçek şeklinde ekildi. Ekim yapıldıktan sonra aksolotl nöronları 20 °C, 

%5 CO2’li etüvde inkübe edilmeye devam edildi. Aksolotl nöronlarının kültür kabına 

tutunmaları memeli nöronlarına göre daha hassas olduğu için vasat tamamlama işlemi 

ekim yapıldıktan 24 saat sonra kademeli olarak yapıldı. 100 μl ekilen hücreler ilk 

olarak 500 μl’ye, inkübasyonun 48.  saatinde ise kültür vasatı 1500 μl’ye tamamlandı. 

5.4. Mikroskobik Görüntüleme 

Ekim yapılan yetişkin ve embriyonik fare hücreleri ilk 24. saatlerini 

tamamladıklarında, aksolotl hücreleri ise 48. saatinde mikroskobik görüntülemeye 

alındılar. Görüntülemeler zaman aralıklı aydınlık alan (Bright Field) mikroskobisi ile 

yapıldı. 24 saat boyunca 10 dakika aralıklarla SD konfokal mikroskop (Zeiss Cell 

Observer Spinning Disc Time-Lapse Microscope) ile çekimleri yapıldı. Aksolotl AKG 

nöron hücreleri için uygun yaşam koşulları olan 20 °C, %5 CO2 oranı sağlanarak 

zaman aralıklı görüntülemeleri yapıldı. Memeli AKG nöron hücrelerinin uygun yaşam 
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koşulları olan 37 °C, %5 CO2 oranı ayarlanarak zaman aralıklı çekimleri yapıldı. 

Takibi yapılan hücreler görüntünün merkezine alınıp 3x3 mikroskobik alan 

boyutunda, 145 görüntü kaydedildi. 

 
Resim 5.4.1: Yetişkin fare AKG nöronlarının aydınlık alan mikroskobi görüntüsü. 

 

5.5. Akson Uzama ve Hücre Hareket Dinamiklerinin Analizi 

Aksonlardaki hücre gövde hareketi ve büyüme konisi hareketi miktarı Fiji 

(ImageJ) programının Trackmate eklentisi kullanılarak belirlendi (64). Hücre gövde 

hareketi, hücrenin merkezi belirlenerek takip edildi. Hücrelerin merkezi “ROI 

manager” aracı yardımıyla belirlendi (Resim 5.5.2).  
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Resim 5.5.2: A. Trackmate eklentisi kullanılarak hücre gövde hareketi ve büyüme konisi 

hareketi ölçüldü. Mavi yol hücre gövdesinin izlediği yolu gösteriyor. Kırmızı yol büyüme 

konisinin izlediği yolu gösteriyor. B. “ROI manager” kullanılarak hücre gövde merkezi 

belirlendi. 

 

TrackMate eklentisi, tek nokta izlemek için kullanılan bir eklentidir. Amacı 

zaman aralıklı görüntülemelerde bir noktayı farklı zamanlarda işaretlemeyi sağlayarak 

X-Y koordinatında hareketini hesaplamaktır.  

Trackmate eklentisi ile aksolotl, yetişkin ve embriyonik AKG nöronlarının 

hücre gövde hareketi ve büyüme konisinin hareketleri ölçüldü. Akson uzunluğunun 

yanı sıra büyüme konilerinin hareketinin ölçülmesindeki amaç bazı nöronlar 

aksonlarını uzatmasa bile büyüme konilerinde hareket gözlenmiştir. Bu hareketliliğin 

rejenerasyon kapasitesinde farklılık yaratacağı düşünüldüğü için büyüme konilerinin 

hareketleri incelendi. 

Görüntülemeye alınan 10 adet aksolotl AKG nöron kültürlerinin her birinden 

8 nöron 24 saat boyunca takip edildi. Bu nöronların 20 tanesinin akson uzama miktarı, 

büyüme konisi hareketi ve dallanma sayısı analiz edildi. 6 adet yetişkin ve embriyonik 
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fare AKG nöron kültürlerinin her birinden 8 nöron 24 saat boyunca takip edildi. Hem 

yetişkin fare hem de embriyonik fare AKG nöronlarının 20 tanesinin akson uzama 

miktarı, büyüme konisi hareketi ve dallanma sayısı analiz edildi. Aksolotl AKG 

nöronlarının aksonlarının ve büyüme konisinin hareketlerini ölçerken büyüme 

konisinin en uzun ucundan ölçümler yapıldı (Resim 5.5.3). 

 
 

Resim 5.5.3: Aksolotl AKG nöronlarının büyüme konisinin aydınlık alan mikroskobi 

görüntüsü. 

 

24 saatlik görüntüleme boyunca büyüme konileri 3x3 mikroskobik alan 

boyutundaki görüntünün dışında kalan ve aksonları diğer nöronlarla birbirleri ile temas 

eden nöronların ölçümü yapılmadı (Resim 5.5.4). Analize 24 saat boyunca 

görüntülenen nöron gövdeleri, büyüme konileri dahil edildi.  
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Resim 5.5.4: İki farklı aksolotl AKG nöronlarının uzayan aksonlarının birbiri ile temasının 

aydınlık alan mikroskobi görüntüsü. 

 

AKG nöronlarının; akson uzama miktarı, uzatma ve geri çekme (sayısı, 

varlığı/yokluğu) ve dallanma sayıları ölçüldü. (63). 

Fiji’den alınan ham veriler MS Excel üzerinde işlenerek tüm istatistiksel testler (t 

Test, one-way ANOVA) ve GraphPad Prism ile yapılıp grafikler de yine GraphPad Prism 

kullanılarak oluşturuldu. 
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6. BULGULAR 

 
6.1. Aksolotl Kültür Kabı Kaplama Protokollerinin Etkinlikleri 

 

Yetişkin fare ve embriyonik fare AKG nöron kültürlerinde kullanılan Poly-L-

Lizin ve laminin kombinasyonu aksolotl AKG nöronlarının yüzeye tutunup akson 

uzatmaları için uygun ortam oluşturmadı.  

 

Yüzey kaplamasının sadece Poly-L-Lizin olduğu ve lamininin kültür kaplarına 

ekim sırasında hücrelerle karıştırılıp daha sonra kültür kabına ekilen hücrelerde ilk 24 

saatlik periyotta ölümler gerçekleşti. Yüzeye tutunan nöron gözlenmedi. 

 

Poly-L-Lizin ve fibronektin kullanılan kültür kaplarında hücrelerde yüzeye 

tutunma gözlense de akson uzatan hücre gözlenmedi. 

 

Aksolotl AKG nöron hücreleri için jelatinle kaplanan kültür kaplarına ekilen 

hücrelerin ilk 24 saatlik periyotta ölümleri gerçekleşti. 

 

Poly-L-Ornitin ve fibronektin ile kaplanan kültür kaplarında yüzeye tutunan 

aksolotl AKG nöron hücrelerinin sayısında artış gözlense de akson uzatma 

gerçekleşmedi.  

 

Farklı yüzey kaplaması kombinasyonlarının denemesi sonucunda aksolotl 

AKG nöron hücrelerinin 750 µl %10 Poly-D-Lizin ve 500 µl %1 laminin ile kaplanan 

kültür kaplarında yüzeye tutunduğu ve akson uzattığı gözlendi (Resim 6.1.1).  
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Resim 6.1.1: Poly-D-Lizin ve laminin ile kaplanan kültür kaplarında inkübe edilen aksolotl 

AKG nöronlarının temsili aydınlık alan mikroskobi görüntüsü. 
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6.2. Akson Uzama Miktarının Mikroskobik Takibi 

 

Yetişkin fare, embriyonik fare ve aksolotl AKG nöronları kültüre edildi. Akson 

dinamiklerinin ölçümü, hücre gövdesi hareketi analizleri için gerekli olan görüntüler 

için zaman aralıklı aydınlık alan mikroskobisi kullanıldı. Aksolotl AKG nöronları 

yetişkin ve embriyonik fare AKG nöronları 24. saatlerinden 48. saatlerine kadar 

görüntülendi. Akson uzama miktarları karşılaştırıldı (Resim 6.2.1, Resim 6.2.2, Resim 

6.2.3, Tablo 6.2.1). 

 

 

 
Resim 6.2.1: Yetişkin fare AKG nöronlarında akson uzamaları A. 24. saatte yetişkin fare 

hücrelerinde akson uzaması (137,706 µm). B. 36. saatte yetişkin fare hücrelerinde akson 

uzaması (547,645 µm). C. 48. saatte yetişkin fare hücrelerinde akson uzaması (838,63 µm). 

 

 
Resim 6.2.2: Embriyonik fare AKG nöronlarında akson uzamaları A. 24. saatte embriyonik 

fare hücrelerinde akson uzaması (98,375 µm). B. 36. saatte embriyonik fare hücrelerinde 

akson uzaması (126,643 µm). C. 48. saatte embriyonik fare hücrelerinde akson uzaması 

(180,322 µm). 
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Resim 6.2.3: Aksolotl AKG nöronlarında akson uzamaları A. 24. saatte aksolotl hücrelerinde 

akson uzaması (391,426 µm). B. 36. saatte aksolotl hücrelerinde akson uzaması (763,544 µm). 

C. 48. saatte aksolotl hücrelerinde akson uzaması (1048,195 µm). 
 

 

AKG nöronlarının akson uzatmalarının belirlenmesi için 24 saat boyunca 

aksonları takip edilerek uzunlukları ölçüldü.  
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24 saat boyunca yetişkin fare nöronlarının 556.5 ± 79.48 µm (n=20), aksolotl 

nöronlarının 692.5 ± 90.13 µm (n=20), embriyonik fare nöronlarının ise 120.1 ± 8.080 

µm (n=20) akson uzattığı tespit edildi. Embriyonik AKG nöronlarının yetişkin fare 

(p=0.0004) ve aksolotlla (p<0.0001) kıyasla anlamlı olarak daha az akson uzattıkları 

tespit edildi. Aksolotl nöronlarının akson uzatma miktarının yetişkin fareye kıyasla 

daha fazla olmasına rağmen bu farklılığın istatiksel olarak anlamlı olmadığı tespit 

edildi (Resim 6.2.4).  

 

 
Resim 6.2.4: Yetişkin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG nöronlarının 24 saatlik 

takiplerinden elde edilen görüntülerle akson uzama miktarlarının karşılaştırılması (*** 

p<0,001, **** p<0,0001). 
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6.3. Akson Geri Çekme Miktarının Mikroskobik Takibi 

 

Akson boyunun dinamik olarak değişkenlik göstermesinin rejenerasyon ile 

ilişkilendirilebileceği göz önünde bulundurularak aksonların geri çekilme miktarları 

analiz edildi.  

 

24 saat boyunca yetişkin fare nöronlarının aksonlarının geri çekilme miktarı 

26.23 ± 3.157 µm (n=20) iken aksolotl nöronlarında bu değer 45.90 ± 8.195 µm 

(n=20), embriyonik fare nöronlarında ise 12.86 ± 2.458 µm (n=20) olarak ölçüldü. 

Aksolotl nöronlarının akson geri çekme miktarının yetişkin (p= 0.0333) ve embriyonik 

(p=0.0030) fareye kıyasla anlamlı olarak artış gösterdiği tespit edildi. Ayrıca yetişkin 

fare nöronlarının da embriyonik fareye kıyasla akson geri çekme miktarının daha fazla 

olduğu belirlendi (p=0.0066) (Resim 6.3.1). 

 

 
Resim 6.3.1: Yetişkin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG nöronlarının 24 saatlik 

takiplerinden elde edilen görüntülerle akson geri çekme miktarlarının karşılaştırılması (* 

p<0,05, ** p<0,01). 
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6.4. Büyüme Konisinin Hareketinin Mikroskobik Takibi 

 

Kültüre edilen AKG nöronlarının büyüme konilerinin 24 saat boyunca aldıkları 

mesafe tespit edildi.  

 

Yetişkin farede büyüme konilerinin aldıkları mesafe 552.9 ± 45.83 µm (n=20), 

aksolotlda 606.0 ± 39.90 µm (n=20), embriyonik fare kültürlerinde ise 474.7 ± 15.29 

µm (n=20) olarak ölçüldü. Aksolotl nöronlarının büyüme konilerinin aldıkları 

mesafenin embriyonik fareye kıyasla anlamlı olarak arttığı belirlendi (p=0.0094) 

(Resim 6.4.1). 

 

 
Resim 6.4.1: Yetişkin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG nöronlarının 24 saatlik 

takiplerinden elde edilen görüntülerle büyüme konisinin hareketlerinin karşılaştırılması (** 

p<0,01). 
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6.5. Hücre Gövdesinin Hareketinin Mikroskobik Takibi 

 

AKG nöron gövdelerinin 24 saat boyunca hareketleri gözlemlendi ve aldıkları 

mesafe tespit edildi.  

 

24 saat boyunca yetişkin fare nöronlarının 190.3 ± 13.08 µm (n=20), aksolotl 

nöronlarının 313.1 ± 37.53 µm (n=20), embriyonik fare nöronlarının ise 348.1 ± 45.51 

µm (n=20) mesafe kat ettiği tespit edildi. Aksolotl ve embriyonik AKG nöron 

gövdelerinin aldıkları mesafenin yetişkin fareye kıyasla anlamlı olarak artış gösterdiği 

belirlendi (sırasıyla p= 0.0102, p=0.0037) (Resim 6.5.1). 

 

 
Resim 6.5.1: Yetişkin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG nöronlarının 24 saatlik 

takiplerinden elde edilen görüntülerle hücre gövdesinin kat ettiği mesafelerin karşılaştırılması 

(* p<0,05, ** p<0,01). 
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6.6. Akson Dallanma Sayısının Mikroskobik Takibi 

 
24 saat boyunca ana aksondan yeni oluşan ve geri çekilen dallanma sayıları her 

bir gruptaki nöronlar için analiz edildi.  

 

24 saat boyunca kültüre edilen hücrelerin görüntülemenin ilk anındaki ana 

aksondan çıkan dallanma miktarları tespit edildi. İlk andaki dallanma miktarları 

yetişkin fare nöronlarında 2.250 ± 0.1637 (n=20), aksolotl nöronlarında 2.000 ± 

0.3780 (n=20), embriyonik fare nöronlarında ise 2.571 ± 0.2974 (n=20) olarak 

belirlendi. Gruplar arasında anlamlı bir farklılık tespit edilemedi (Resim 6.6.1). 

 

 
Resim 6.6.1: Yetişkin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG nöronlarının 24 saatlik 

takiplerinden elde edilen görüntülerle akson dallanma sayılarının karşılaştırılması. 
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Yeni oluşan dallanma sayısı yetişkin fare nöronlarında 1.000 ± 0.2673 (n=20), 

aksolotl nöronlarında 0.7143 ± 0.1844 (n=20), embriyonik fare nöronlarında 0.2500 ± 

0.1637 (n=20) olarak bulundu. Geri çekilen dallanma sayıları yetişkin fare 

nöronlarında 0.1250 ± 0.1250 (n=20), aksolotl nöronlarında 0.5714 ± 0.2020 (n=20), 

embriyonik fare nöronlarında 0.7500 ± 0.2500 (n=20) olarak bulundu.  En fazla yeni 

dallanma sayısı ve en az geri çekilme miktarı yetişkin fare nöronlarında gözlendi. Bu 

artış (p=0.0313) ve azalmaların (p= 0.0421) embriyonik fare nöronlarına kıyasla 

anlamlı olduğu gözlendi (Resim 6.6.2). 

 

 

 
Resim 6.6.2: Yetişkin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG nöronlarının 24 saat boyunca 

yeni oluşan ve geri çekilen akson dallanma sayıları (* p<0,05). 
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7. TARTIŞMA 

 
Çalışmamızda yetişkin ve embriyonik fareden izole edilen olgun AKG 

nöronlarının in-vitro ortamda yaşamasını sağlayan kültür protokolü takip edilmiştir 

(63). Çalışmalarımızda kullandığımız bu protokolden elde ettiğimiz veriler stabil 

olduğundan dolayı memeli AKG kültür protokolünde herhangi bir modifikasyon 

yapmaya ihtiyaç duyulmamıştır. 

 

Yenilenen aksonların hücre dışı matriks ile etkileşimleri, rejeneratif süreçte 

anahtar rol oynar. Rogers ve ark. izole edilmiş duyusal nöronların, Poly-L-Lizin kaplı 

yüzeylere kıyasla laminin ve fibronektin kaplı substratlar üzerinde daha uzun nörit 

uzaması olduğunu göstermişlerdir (65). Laminin, Schwann hücreleri için fibronektin 

kaplı substratlar yerine laminin kaplı substrat üzerinde daha iyi bir morfoloji 

geliştirdiğinden dolayı tercih edilen bir substrattır  (66). Başka bir çalışmada AKG 

eksplantlarının, laminin jelleri üzerinde fibronektin ve kollajen tip I’e kıyasla daha iyi 

büyüdüğü gösterilmiştir (67). Öte yandan, farklı duyusal nöron popülasyonlarının 

farklı substrat tercihleri olabileceği düşünülmektedir. Embriyonik duyu nöronları, 

fibronektin ve laminin üzerinde benzer şekilde büyürken, kutanöz duyu nöronlarının 

laminini tercih ettiği bilinmektedir (68). Embriyonik dönemde beyinde nöral krestlerin 

migrasyonunda da hücre dışı ortam proteinlerinin rolü önemlidir. Lamininin, 

embriyonik dönemdeki aksonal uzamayı destekleyici iyi bir subsrat olarak 

bilinmektedir (69). Nöronların yüzeye tutunma oranlarını arttırmak, hücrelerin ve 

proteinlerin katı yüzeylere bağlanmasını kolaylaştırmak için Poly-D-Lizin tercih 

edilmektedir (70). Bu bilgilerden yola çıkarak geliştirdiğimiz aksolotl AKG nöron 

kültürü protokolünde kaplama metodu olarak Poly-D-Lizin ve laminin tercih 

edilmiştir. Dolayısıyla kullandığımız bu kombinasyonun nöronların yüzeye tutunma 

eğilimini artırarak hem hücre canlılığının korunmasında hem de nörit uzamasında 

etkili olmasının literatürle tutarlı olduğu gözlemlenmiştir.  

 

Kültür protokolünün optimizasyonunda karşılaştığımız bir farklılık da aksolotl 

AKG nöron kültürü memeli AKG nöron kültürü ile aynı yoğunluktaki kültür vasatında 

inkübe edildiğinde nöronların önce su kaybedip daha sonra normal boyutlarına geri 

döndüğü ama bu osmolarite değişiminden dolayı nöronların yüzeye tutunamadığı 
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ancak hayatta kaldıkları gözlemi olmuştur. Buna dayanarak aksolotl kültür vasatı %10 

oranında ddH2O ile dilüe edilip aksolotl nöronlarının stabil şekilde kültüre edilmesi 

sağlanmıştır. Bu durum aksolotlın mutlak sucul bir semender olmasına bağlı 

olabileceğini düşündürmüştür (14). Aksolotl türü ile ilgili belirli bir bilgi olmasa da 

literatürde tatlı suda yaşayan omurgalı bazı tetrapod ve balık türlerinin nispeten daha 

düşük plazma osmolaritesine sahip olduğu bilinmektedir (71). 

 

Xenopus laevis ile yapılan in-vitro çalışmalarda sıcaklık koşullarının 20°C’de 

tutulduğu bilinmektedir (72). Aksolotl AKG nöronları memeli nöronlarına kıyasla 

daha soğuk ortamda 20°C’de inkübe edilmiştir. Düşük sıcaklığın aksolotlın 

rejenerasyon kapasitesinin yüksekliğinde önemli rol oynadığı yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir (73). Laboratuvarımızda yapılan daha önceki çalışmalarda aksolotl 

nöronları memeli koşulları olan 37°C’de inkübe edilmiş ve sadece %10 oranında bir 

yaşam olduğu gözlenmiştir. Çalışmamızda geliştirilen aksolotl AKG nöron protokolü, 

aksolotl nöronlarının yaşam oranlarının ve rejenerasyon kapasitesinin en yüksek 

olduğu optimum sıcaklıkta 20°C’de stabilize edilmiştir. Memeli AKG nöronlarının 

yaşayabildiği optimize edildiği sıcaklık 37°C olarak bilinmektedir (63). 

Laboratuvarımızda yapılan daha önceki çalışmalarda memeli nöronlarının 20°C’de 

gelişemediği ve düzgün aktivite gösteremediği gözlenmiştir.  

 

Deneysel çalışmalar, yetişkin hayvanlarda genç hayvanlara kıyasla sinir 

rejenerasyonunun daha yavaş ve akson dinamiklerinin daha az olduğunu göstermiştir. 

(74,75).  Yetişkin sıçanlarda nöron büyüme faktörü (NGF) reseptörlerinin azalması 

aksonal rejenerasyonun azalmasına neden olduğu gösterilmiştir (76). Yetişkin 

hayvanlarda aksonal rejenerasyon hızı yavaşlar ve rejenere aksonların yoğunluğu 

azalır. Yaşlanma aynı zamanda, büyüme konisi hareketi ve akson dallanmasında 

azalmaya neden olur (77). Aksolotl nöronlarının tiroid hormon sinyallemesindeki 

mutasyonlar nedeniyle metamorfozunu tamamlayamadığı ve bazı embriyonik 

özelliklerini koruduğu gözlenmiştir. Bu nedenle de aksolotl nöronlarının embriyonik 

fareye yakın davranış sergiledikleri düşünülür (14). Literatürdeki çalışmalar farklı 

dönemlerde olan nöronların farklı davranışlar gösterdiğini ortaya koymuştur (77).  Bu 

bulgularla tutarlılık gösteren çalışmamızda embriyonik fare ve yetişkin fare AKG 
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nöronlarının arasındaki hem morfolojik hem de dinamik farklılıklar rejenerasyonun 

düzenlenmesinin yaşa bağlı bir değişkenlik gösterdiğini düşündürmektedir. 

Çalışmamızın sonuçlarına genel bir bakış atıldığında embriyonik fare ve aksolotl AKG 

nöronları kültüre edilip rejenerasyon kapasitelerinin karşılaştırılması sonucu 

birbirlerine yakın davranışlarda bulunduğu gözlenmiştir. Bu iki grubun da yetişkin 

fare AKG nöronlarına kıyasla daha yüksek bir rejenerasyon kapasitesi gösterdiği 

aşikardır.  

 

Periferal nöron hasarı sonrasında hücre iskeletinin yeniden yapılanması akson 

rejenerasyonu için en etkili faktör olduğu bilinmektedir. Hücre iskeletini oluşturan 

mikrotübüllerin polimerizasyonun inhibisyonunun, akson rejenerasyonunu 

sınırlandırdığı bilinmektedir (78,79). Hem gelişen nöronların (80,81) hem de hasar 

sonrası rejenere olan periferik nöronların (82) büyüme konisi içindeki hücre iskeleti 

dinamikleri gelişen aksonların uzamasını ve yönlendirilmesini sağlar. Sinir 

rejenerasyonu sırasında yaşa bağlı değişikliklerle ilgili çoğu çalışma, nöronların 

verdiği yanıt, aksonları ve onların uçlarıyla ilgilidir. Hasar sonrası yetişkin hayvanların 

büyüme konisinde mikrotübül ve filament dağılımında azalma ile akson uzamasında 

azalma olduğu bilinmektedir (83). Başka bir periferik sinir rejenerasyonu ile ilgili 

çalışmada genç ve yetişkin sıçanlar karşılaştırıldığında yetişkinlerde daha düşük 

yoğunlukta nörofilament varlığı ile akson dallanma sayısında azalma olduğu 

gösterilmiştir (75).  Literatürde aksolotl AKG nöronlarıyla ilgili hem hücre iskeleti 

hem de buna bağlı akson dinamiği hakkında çalışma bulunmamaktadır. Çalışmamızda 

ise hem yeni oluşan dallanma sayısı hem de akson uzama miktarı yetişkin AKG 

nöronlarında embriyonik AKG nöronlarına göre daha yüksektir.  Bu bulgular 

literatürde bulunan memeli nöron davranışları ile çelişkili olmasına rağmen aksolotl 

AKG nöronlarının embriyonik AKG nöronlarından daha yüksek rejeneratif kapasiteye 

sahip olduğunu gösterdik. Aynı şekilde hücre gövde hareketine baktığımızda aksolotl 

AKG nöronlarının kat ettiği mesafenin embriyonik fare AKG nöronlarına yakın 

olduğu ve yetişkin fare AKG nöronlarına göre oldukça aktif hareket halinde 

olduklarını gözlemledik. Bu sonuçlardan yola çıkarak aksolotl AKG nöronlarının 

hücre iskelet dinamiğinin bu hızlı yapısal değişikliklere uyum sağlamak için memeli 

hücrelerine kıyasla daha efektif intrinsik mekanizmaları olduğu öne sürülebilir. Bu 
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bilgiyi desteklemek için aksolotl ve embriyonik nöronlarda hücre iskeleti ve akson 

rejenerasyonu arasındaki ilişkiyi açıklayacak çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

Yaralanma sonrası aksonların rejenerasyonu sırasında büyüme konilerinin 

oluşması embriyonik gelişim sırasındaki nöronların davranışına benzemektedir. 

Büyüme konileri, embriyonik nöronlarda nöronal hücre gövdelerinin veya dallanma 

uçlarının yakınında oluşurken, hasarlı aksonların dejenere uçlarında oluşur (84).  Biz 

de çalışmamızda akson rejenerasyonun ilk adımlarından biri olarak kabul edilen ve 

rejenerasyon için önemli bir parametre olan büyüme konisinin kat ettiği mesafeye 

baktığımızda aksolotl AKG nöronlarının embriyonik fare AKG nöronlarından daha 

hareketli olduğunu gözlemledik. Ek olarak, yetişkinde önemli ölçüde artan vücut 

boyutu nedeniyle, rejenere olan aksonların genellikle gelişen nöronların aksonlarından 

çok daha uzun mesafeler kat ettiği gözlenmiştir (84). Benzer olarak çalışmamızda 

yetişkin fare AKG nöronlarının, embriyonik fare AKG nöronlarından daha fazla 

büyüme konisi hareketliliğine sahip olmasına rağmen aksolotl AKG nöronlarına 

oldukça yakın mesafe kat ettiğini gözlemledik. 

 

Aksonal rejenerasyon ile ilgili literatürde nöronal hücrelerin rejenerasyon 

kapasitelerinin göstergesi olan belli parametreler görülmektedir. Memelilerde AKG 

nöronlarının primer kültürü ile yapılmış birçok çalışma mevcuttur ve bu çalışmalarda 

periferik sinir rejenerasyonun intrinsik kapasitesine, akson hasarı sonrası 

rejenerasyonda aktive olan rejenerasyon-asosiye genlere (RAGler), nöron gliya 

sinyallemelerine dair birçok moleküler mekanizma ortaya konulmuştur (59,61,84,85). 

Ancak aksolotl gibi sistemik olarak rejenerasyon kapasitesi yüksek olduğu belirlenen 

bir hayvan modelinde geliştirilmiş primer nöron kültürü çalışması mevcut değildir. 

Bizim çalışmamız literatürde var olmayan bir tekniği geliştirme ve optimize etme 

amaçlı olduğu için gözlemlenen daha üstün rejeneratif kapasitenin moleküler 

mekanizmalarına dair bir açıklama sunmaması limitasyonlarından biridir. Bu 

süreçlerin araştırılması ve aksolotl nöronlarını daha üstün kılan mekanizmaların 

aydınlatılmasını amaçlayan ileriki çalışmalar için bir temel yöntem oluşturacaktır.  
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8. SONUÇ 

 

Memelilerde travma sonrası periferik sinir rejenerasyonun görece sınırlılığı 

klinik bağlamda önemli bir konudur. Ancak bazı omurgalı canlıların yüksek sinir 

rejenerasyonu gösterirken memelilerde bunu sınırlayan faktörler ve hücresel 

mekanizmalar konusunda hala açık noktalar olduğu düşünülmektedir. Sinir 

rejenerasyonun daha başarılı olduğu aksolotl nöronlarının intrinsik kapasitelerinin 

memeli nöronlarından farklı olduğu düşünülmektedir. Bu bilgiler ışığında literatürdeki 

bu boşluğu doldurabilmek için stabil ve tekrarlanabilir bir aksolotl AKG nöron 

protokolü geliştirildi. Bu yöntemleri kullanarak yapılan çalışmaların sonuçlarına göre 

aksolotlda akson rejenerasyon kapasitesi karşılaştırıldığında yetişkin ve embriyonik 

farenin akson rejenerasyon kapasitesinden daha yüksek olduğu gözlendi. 
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