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1. OZET

AKSOLOTL VE FARE ARKA KOK GANGLIONLARININ REJENERASYON
KAPASITELERININ KARSILASTIRILMASI

Aksolotl semender aile iiyesi, rejenerasyon aragtirmalari i¢in ¢ok degerli bir model
hayvandir. Kopan ekstremitelerini tekrar biiyiitebilen aksolotl hem periferik hem de
merkezi sinir sistemini bagariyla ve eksiksiz bir gekilde yeniler. Aksolotlda periferik
sinirlerin rejenerasyonu da memelilere gore ¢ok daha basarilidir ve hatta ekstremite
rejenerasyonu bunun gerceklesmesine baglidir. Bu hayvanlarda sinir rejenerasyonunu
daha basarili kilan, sistemik faktorler olabilecegi gibi noronlarin intrinsik kapasiteleri
de memelilerden farkli olabilir. Diger taraftan aksolotlun biyolojik olarak embriyonik
donem ozellikleri koruyarak yetigkinlige ulagmasi sinir rejenerasyon basarisinin
altindaki sebep olabilir. Bu gergeklerden yola ¢ikarak, bu tez ¢aligmasinda aksolotl
duyu ndronu akson rejenerasyon kapasitesinin yetiskin ve embriyonik fare ile
karsilastirilmast yapilmistir.  Fare noron kiiltiirleri i¢in yayimlanmis standart bir
protokol izlenmis, aksolotl arka kdk ganglion (AKG) noron protokolii ise bu tez
caligmast kapsaminda gelistirilmistir. Aksolotl ve yetigskin ve embriyonik fare AKG
ndronlart kiiltlirlin 24-48. saatleri arasinda govde ve akson biiytime konisi hareketleri,
akson uzama ve geri cekme miktarlar1 ve dallanma sayilarini analiz etmek amaciyla
goriintiilenmistir. Goriintiiler zaman aralikli aydinlik alan mikroskobisi ile 10 dakika
araliklarla kaydedilmistir. Sonu¢ olarak aksolotl AKG ndronlarinin bireysel néron
rejenerasyon kapasitesinin yetiskin fare ve embriyonik farenin ndronlarina kiyasla
daha yliksek oldugu gozlenmistir. Embriyonik fare AKG néronlarinin rejenerasyon
kapasitesinin ise, yetiskin fare AKG noronlarina kiyasla aksolotl AKG néronlarinin

kapasitesine daha yakin oldugu bulunmustur.

Anahtar Kkelimeler: Arka kok ganglion ndronu, aksololt, fare, periferik sinir

rejenerasyonu, rejenerasyon.



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.



3. GIRIS VE AMAC

Yetigkin memeli merkezi sinir sistemi (MSS) aksonlarinin ¢ogu yaralanma
sonrasinda yeniden biiylimezken, memeli periferik sinir sistemi (PSS) ve cogu
omurgasiz ve memeli olmayan omurgalilarin aksonlart yenilenebilir (6). MSS
hasarindan sonra akson rejenerasyonunun basarisiz olmasi siklikla kalict sakatliklara
neden olur. Bu nedenle, bir ndéronun kopmus aksonu yeniden iiretme kabiliyeti,
fonksiyonun geri kazanilmasi i¢in hayati 6nem tasir. Schwann hiicreleri aksonlarla sik1
temas halindedir ve aksonal fonksiyonu destekler. Schwann hiicrelerinin boliinmesi,

kopmus veya ezilmis periferik sinirin rejenerasyonundaki ilk adimdir (7).

Semenderler tiim yasamlar1 boyunca hasarli veya kayip viicut parcgalarini
yenilemekte mitkkemmeldir. Aksolotl, tetrapodlar arasinda, dokulari, organlar1 ve tiim
viicut pargalarini yeniden biiylitmek i¢in etkileyici bir yetenekle en genis rejeneratif
kapasiteye sahiptir (8,9). Aksolotlin ampute edilmis ekstremitelerini tamamen yeniden
iiretebilme kabiliyeti, onu memelilerden ve neredeyse iirodellerin disindaki tiim
omurgalilardan ayirir, ancak filogeni boyunca bazi rejeneratif mekanizmalar korunur.
Aksolotl ekstremite rejenerasyonu, memelilerin parmak ucu rejenerasyonuyla bazi
temel benzerlikleri paylasir ancak memeli ekstremite rejenerasyonu bu kapsamda ¢ok
siirlidir. Sonug olarak aksolotlin yliksek seviyedeki rejenerasyon kapasitesine sahip
olmasi aksolotlin memelilerde rejeneratif tibbin arastirilmasi ve ilerletilmesi i¢in cazip

bir model olmasini saglar (9).

Merkezi sinir sisteminde sinirli rejeneratif potansiyele sahip olan memelilerin
aksine, aksolotlin merkezi sinir sisteminde gerg¢eklesen agir yaralanmalardan tamamen
kurtulabilecegi gosterilmistir. Aksolotl beyninin biiyiik boliimleri yaralanmadan sonra
tamamen yenilenebildigi ve caligmalar tam lobektomiden bile iyilesebileceklerini

bulmustur (10,11).

Aksolotllarin omurga hasar1 sonucunda kuyruklarini ve omuriliklerini
tamamen rejenere edebildikleri gosterilmistir. Bu rejenerasyon olaylari, memelilerdeki
merkezi sinir sistemi yaralanmasindan sonra aksonal biiyiimeyi engelledigi diisiiniilen

glial skar olusumu olmadan meydana geldigi bulunmustur (12,13).



Aksolotl periferik néronlarinin akson rejenerasyon yetenekleri memelilere
gore daha yiiksektir. Bu hayvanlarda sinir rejenerasyonunu daha basarili kilan,
sistemik faktorler olabilecegi gibi ndronlarin intrinsik kapasiteleri de memelilerden
farkl1 olabilir. Aksolotl noéronlar1 tiroid hormon sinyallemesindeki mutasyonlar
nedeniyle metamorfozunu tamamlayamadigt ve bazi embriyonik o&zelliklerini
korudugu gdzlenmistir (14). Bu dogrultuda embriyonik fare, yetiskin fare ve aksolotl
arka kok ganglion noronlarinin bireysel rejenerasyon kapasitesiteleri in-vitro ortamda
mukayese edildi. Amaca yonelik olarak aksolotl arka kdk ganglion ndron kiiltiirii
protokolii gelistirildi. Gelistirilen bu protokol ile periferik sinir yaralanmalarina

yonelik arastirmalara katki saglamasi amaglanmaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi (PSS), 6zel sinir u¢larina sahip periferik sinirlerden ve
merkezi sinir sisteminin disinda bulunan sinir hiicresi govdelerini igeren
ganglionlardan olusur. Ganglionlar viicudun organlar1 ve dokular1 ile beyin ve
omurilik arasinda duyusal ve motor (efektor) bilgi tasiyan, bag dokusu ile bir arada
tutulan bir¢ok ndronal hiicre govdelerinden ve bunlara giden ve bunlardan ¢ikan sinir

liflerinden olusur (3).

Periferik sinirlerin hiicre gdvdeleri, merkezi sinir sistemi i¢inde veya merkezi
sinir sistemi (MSS) disinda periferik ganglionlarda bulunabilir. Duyu néron hiicre
govdeleri ganglionlarda bulunur, ancak MSS’ne yakindir. PSS'nin motor ndron hiicre
govdeleri MSS'de bulunur. iskelet kasin1 somatik efferent lifler ile innerve eden motor
ndronlarin hiicre govdeleri, beyin, beyin sap1 ve omurilikte bulunur. MSS'den ayrilan
aksonlar periferik sinir lifleri ile innerve ettikleri iskelet kaslara gider. Tek bir néron
MSS'den efektor organa impulslari iletir. Duyusal sistemde (hem somatik afferent hem
de viseral afferent bilesenler), tek bir ndron reseptdrii, duyusal bir ganglion yoluyla

omurilige veya beyin sapina baglanir (1) (Sekil 4.1.1).

— Cutaneous )
Muscle sensory _,--—/’“ N sensory { - Hair
neuron — o Z neurons follicle
T A
/< [
N4
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ganglion
neuron

ch'a "0

Viscera s %o P
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N \

Sekil 4.1.1: Duyu noronlarinin periferik uzantilarinin gosterilmesi (1).



Periferik sinirin biiyiik kismu1 sinir liflerinden ve bunlar1 destekleyen Schwann
hiicrelerinden olusur. Her bir sinir lifi, lif boyunca uzunlamasina seyreden kollajen
fibrillerinden olusan ¢ok ince gevsek bag dokusu olan endondryum ile ¢evrilidir.
Birgok sinir lifi bir araya gelerek sinir fasikiiliinii olusturur. Her bir sinir fasikiilii ise
metabolik olarak aktif diflizyon bariyeri gorevi goren kan-sinir bariyerinin olusumuna
katkida bulunan 6zellesmis bir bag dokusu olan perindryum ile cevrilidir. Sinir
fasikiillerinden olusan periferik sinir ise diizensiz sik1 bag dokusundan olusan bir kilif

olan epinéryum ile ¢evrilir (3) (sekil 4.1.2).

Spinal nerve  / QQ s’

. ) Blood vessels
Epineurium

Perineurium

)xy— Unmyelinated
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Sekil 4.1.2: Periferik sinir organizasyonun gosterilmesi (2).

Periferik sinirde hiicre dis1 matriks Schwann hiicrelerinin bazal laminasinda ve
endondryumda bulunur ve esas olarak tip IV kollajen, laminin, fibronektin ve
entaktinlerden olusur (2). Laminin, sinir yaralanmasindan sonra bazal lamina
iskelelerine rejeneratif destekleme kabiliyeti kazandiran yapistirict bilesendir ve in-
vitro ndrogenezi destekledigi gosterilmistir (15). Fibronektin ise hem tip IV kollajen
ve laminin ile siirdlirdiigli 6nemli iliski hem de sinir lifi olusumundaki katkisindan
dolay1 sinir rejenerasyonunda dnemli bir bilesendir (16). Laminin ve tip IV kolajen ile

kovalent olmayan bag kuran entaktin yetiskin Schwann hiicreleri i¢in Onciil gog



faktorii olarak rol almaktadir (17). Olgun doku yapistyla iligkili olmayan fibrin hiicre
dis1 matriks bilesenlerinin onarim stratejisinde dnemli rol oynayarak hasar sonrasi
gecici bir ag olusturup yeni salgilanan hiicre dig1 matriksin olgun bilesenleri ile yer
degistirir. Bagarili bir aksonal rejenerasyonun gerceklesmesi i¢in fibrin aginin

olusmasi gerektigi gosterilmistir (16).

4.1.1. Arka Kok Ganglionu

Arka kok ganglionu, termoreseptorler, nosiseptorler, propriyoseptorler ve
kemoreseptorler gibi reseptorlerden duyusal bilginin doniistiiriilmesinden, modiile
edilmesinden ve omurilige iletilmesinden sorumlu birincil duyu néronlarinin hiicre
govdelerini igerir. Hiicre govdeleri, somalar arasindaki etkilesimi engelleyen satellite
hiicre katmanlariyla ayrilir (18) (Sekil 4.1.1.1). AKG néronlari, bir aksonun iki ayri
dala ayrilip distal ve proksimal ug ile sonlanmasindan dolay1 psddo-unipolar néronlar
olarak kabul edilir. Cevreden gelen uyarilarin iirettigi aksiyon potansiyellerinin her
zaman AKG'den gegmesi gerekmez; AKG'yi atlayabilir ve proksimal u¢ ve omurilige
kadar devam edebilirler. AKG'nin bu benzersiz 6zelligi yetiskin psddo-unipolar
ndrona farklilasmadan once bipolar néron olarak embriyolojik baslangicinin olmasi
ile mimkiin oldugu disiliniilmektedir (19). Hiicre govdelerinin biiylikliigiine ve
islevlerine gore smiflandirilmis ¢esitli AKG noronlart vardir. A Tipi AKG noronlart
biiyliktiir; dokunma, titresim ve propriyosepsiyondan sorumludur. B tipi néronlarin

biiytikliigii kiiciiktiir ve nosisepsiyondan sorumludur (20).



. ’
LA = S
{ & 7 ) : X -
o N N by “» . &
.‘k _ 3 . NI

bir arka kok ganglionu g6steren

LR

3 ) RN "// a] aedl
ekil 4.1.1.1: a. Mallory-Azan yontemi ile boyanmis

Y e

S
fotomikrograf. psddo-unipolar ndron gévdesi (ok), sinir lifleri (NF). b. Ganglionun yiiksek
biiylitmede goriintiisii. Satellite hiicresi (ok) (3).

4.2. Periferik Sinir Travmasi

Periferik sinir travmalari, diinya ¢apinda bir milyondan fazla insan1 etkileyen
onemli bir klinik ve halk sagligi sorunudur. Her y1l Amerika Birlesik Devletlerinde
yaklagik 20 milyon ve Avrupa'da yaklasik 300.000'den fazla kisi periferik sinir
travmasindan etkilenmektedir (21,22). Agir yaralanmalarin hastalarin yagam kalitesi
iizerinde yikici etkileri vardir. Periferik sinir travmalari hasarlanan sinir lifleri
tarafindan innerve edilen alanlarda akut veya ilerleyici motor, duyusal ve otonomik
islevlerin kaybina neden olmaktadir. Periferal aksonlar, kosullar ve ortam izin
verdiginde yenilenebilse de islevsel iyilesme garanti degildir. Lezyonun ciddiyetine
bagl olarak degisen derecelerde defektler goriilebilir ve bu genellikle hastay1 sakat
birakabilir (23).

Periferik sinir travmasi, Wallerian dejenerasyonu ile karakterizedir ve

fizyolojik fonksiyonun geri kazanimi biiyiik 6nem tastyan Schwann hiicrelerinin ve



makrofajlarin fonksiyonelligine baghidir. Wallerian dejenerasyonu, herhangi bir
periferik sinirin tiim koruyucu tabakalar1 kesildiginde ve aksonlar ndronal hiicre
govdelerinden ayrildiginda meydana gelir. Yikilan miyelin atiklarin fagositozu ile
aksonal segmentin hasar bolgesinden distal uca dogru parcalanmasini ifade eder. Ayni1
zamanda proksimal aksonal segment ise bir Ranvier diiglimiine ulagana kadar geriye

dogru dejenere olur (24,25).

Hasar sonrasi her filizin distal kisminda aktin filamentleri bakimindan zengin
filopodiadan olusan bir biiyiime konisi gelisir. Filopodinin uglar1 biiylime konisinin
ilerlemesi i¢in bir yon belirler. Tercihen Schwann hiicresinin dis tabakasinda bulunan
fibronektin ve laminin gibi hiicre dig1t matrisin proteinleri ile etkilesime girerler.
Yeniden farklilasan Schwann hiicreleri ve makrofajlar, daha sonra aksonlarin
yenilenmesi i¢in destek saglayan Biingner bantlarini olusturmak i¢in endondral tiipler
icinde siraya girerler. Bu filiz, bant boyunca giinde yaklastk 3 mm oraninda
bliyliyebilir. Bir¢cok yeni filiz hiicresel bantlarla temas etmemesine ve dejenere
olmasina ragmen, yiiksek sayilar1 duyusal ve motor baglantilarin1 yeniden kurma
olasiligin arttirir. Hasar bolgesini gectikten sonra, filizler distal giidiikte hayatta kalan
hiicresel bantlara girer. Bu bantlar daha sonra noritleri hedeflerine yonlendirir ve ayn
zamanda siirekli biiyiime i¢in uygun bir mikro ¢evre saglar. Yeniden farklilasan
Schwann hiicreleri, miyeline 6zgii proteinlerin ekspresyonunu baskilarken nérotrofik
faktor ve GAP-43 iiretimini arttirir. Denerve olan Schwann hiicreleri miyelin debrisini
bir dereceye kadar fagosite edebilir. Miyelin ve aksonal ati§in tamaminin fagositozu

icin bolgede makrofajlarin toplanmasi gereklidir (26,27) (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1: Wallerian dejenerasyonu (4).

4.3. Periferik Sinir Rejenerasyonu

Yetiskin memeli merkezi sinir sistemi (MSS) aksonlarinin ¢ogu yaralanma
sonrasinda yeniden biiylimezken, memeli periferik sinir sistemi (PSS) ve cogu
omurgasiz ve memeli olmayan omurgalilarin aksonlar1 yenilenebilir. MSS hasarindan
sonra akson rejenerasyonunun basarisiz olmasi siklikla kalici sakatliklara neden olur.
Bu nedenle, bir néronun kopmus aksonu yeniden iiretme kabiliyeti, fonksiyonun geri

kazanilmasi i¢in hayati 6nem tasir (6).

Cok sayida ¢alisma Schwann hiicrelerinin periferik sinir hasarindan sonra
aksonal rejenerasyonda énemli bir rol oynadigini belgelemistir. PSS'de yeni olusan bir
yarada Schwann hiicreleri boliinlir ve yeni sinir filizinin dogrudan biiyiimesini

saglayan hiicresel bantlar gelistirir (4).
Schwann hiicreleri aksonlarla siki temas halindedir ve aksonal fonksiyonu

destekler. Aksonlarla yapilan etkilesim modeline gore, Schwann hiicreleri miyelinan

ve miyelinan olmayan tiplere ayrilir. Miyelinli sinir lifi, tek bir akson ve koruma
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Schwann hiicrelerinden olusurken, miyelinleme yapmayan lif, tek bir Schwann hiicresi

tarafindan sarilmis birden fazla aksona sahiptir (7).

Schwann hiicrelerinin bdliinmesi, kopmus veya ezilmis periferik sinirin
rejenerasyonundaki ilk adimdir. Baslangigta bu hiicreler kendilerini endonoral tiip adi
verilen bir dizi silindir seklinde diizenlerler. Cogalan Schwann hiicreleri, Biingner
bantlar1 adi verilen uzunlamasma siitunlara benzeyen hiicresel bantlar halinde
kendilerini organize ederler. Hiicresel bantlar, yenilenen aksonlarin yeni sinir
uzantilariin (noritler veya filizler) biiyiimesine rehberlik eder. Bantlar yerlestikten

sonra, proksimal giidiikten ¢ok sayida filiz biiyiimeye baslar (7).

4.3.1. Aksonal Rejenerasyon

Aksonal rejenerasyonun gerceklesmesi i¢in, ndronun hasar sonrasinda hayatta
kalmasi ve rejenerasyon igin gerekli metabolik duruma gecebilmesi gerekir. Bu
ndronun tipine, canlinin yasina, hasarin niteligine, derecesine ve hiicre govdesinden
uzakligina baglidir. Hasarin distalinde kalan sinir parcasinin rejenerasyona uygun bir
ortam saglamas1 gerekir ve basarili bir akson rejenerasyonu i¢in de uygun hedefin

tekrar inerve edilebilmesi gerekir.

Yarali ndron i¢inde aksonal rejenerasyonu tetikleyen ic¢ faktorler vardir
(28,29). In-vitro ortamda AKG nérit bilyiimesi miyelinle iliskili glikoprotein (MAG)
veya miyelin tarafindan inhibe edilir. Bununla birlikte, periferik dal kiiltiirden 6nce
lezyona ugradiginda, AKG noronlart MAG veya miyelin lizerinde ndritler gelistirebilir
(30,31). Hem in-vitro hem de in-vivo deneyler, AKG periferik aksonlarinin
lezyonunun, miyelin ile iligkili inhibitér molekiillerin inhibitor etkilerinin iistesinden
gelmek i¢in yeterli bir i¢ bliylime kapasitesini aktive ettigini gostermektedir. Periferik
akson lezyonlarinin intrinsik biliylime kapasitesini nasil etkinlestirdigi merak
edilmektedir. Hiicre i¢i siklik adenozin monofosfatin (cAMP), periferal sinir
lezyonundan sonra arttig1 bulunmustur. AKG'ye periferik sinir lezyonu olmadan 6nce
enjeksiyonu yapilan bir cAMP analogu olan dibutiril-cAMP (db-cAMP) néronal i¢

bliylime kapasitesini baslatmak ve AKG noéronlarimin merkezi dalin1 yaralanma
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sonras1 rejenerasyona tesvik etmek i¢in yeterli oldugu gosterilmistir. Ayrica MAG

iizerinde AKG noéronlarinin ndrit bityiimesini de desteklemektedir (30).

Bununla birlikte, aksonal rejenerasyon ¢evresel faktorler tarafindan
diizenlenebilir. Ornegin, sinir hasarindan hemen sonra, cesitli norotrofik faktorler
(6rn., BDNF, FGF, TGF-y, GDNF) iiretilir ve yaralanan aksonlar etrafindaki Schwann
hiicreleri ve makrofajlarindan salgilanir, aksonal zardaki ilgili reseptorlere baglanir ve
lezyon sinyalleri tiretilir. Genel olarak lezyon sinyalleri geriye dogru hiicre govdesine

taginir ve gen ekspresyonunu indiikler (32,33).

Inhibitér molekiiller, rejenerasyonun meydana geldigi memeli PSS'nde daha az
bulunur (34). Akson rejenerasyonunun cevresel inhibisyonu ile iliskili néronal
reseptorleri, koreseptorleri ve asagi akis efektorlerini saptamistir (35). Salgilanan
inhibitdr molekiiller akson yeniden biiylimesini kisitlasa da, son bulgular skari
olusturan astrositlerin farelerde omurilik yaralanmasi sonrasi farkli MSS aksonal

yollarinin kendiliginden yeniden biiyiimesini destekledigini gostermektedir (36).

4.4. Semenderlerde Rejenerasyon

Tim amfibiler rejeneratif kapasiteler sergilerken, bunlardan bazilarinin
rejenerasyon kapasitesi digerlerinden daha fazladir. Semenderler tiim yasamlari

boyunca hasarli veya kay1p viicut parcalarini yenilemekte miikemmeldir.

Tiim semenderler karmasik yapilart yeniden olusturma potansiyelini gosterir:
tiim ekstremiteler, kuyruk, okiiler dokular, merkezi sinir sistemlerinin ve kalbin
onemli kisimlar1 yeniden biiytiyebilir (37,38). Aksolotllarin yan1 sira diger amfibiler
de rejenerasyon yetenekleri bakimindan incelenmistir. Xenopus laevis'in yavrulari
kuyruklarini ve omurgalarini yeniden iiretebilirken, bazi yeni tiirler (Pleurodeles waltl,
Notophthalmus viridescences ve Cynops pyrrhogaster en yaygin olarak incelenen

tiirlerdir) ekstremiteleri ve organlar1 yeniden tiretebilir. (39) (Sekil 4.4.1).
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Sekil 4.4.1: Rejenerasyon calismalarinda kullanilan semender tiirleri (5).

Yetiskin semenderler, hem yap1 hem de islev agisindan retina, beyin bolgeleri
ve omurilik dahil olmak iizere cesitli hasarli sinir dokularin1 yeniden olusturabilir
(37,40). Merkezi sinir sistemi (MSS) hasar1 genellikle hem noronal hem de néronal
olmayan hiicre tiplerini etkiler ve hasarin derecesine bagli olarak davranissal
anormalliklere yol acabilir. Islevi geri kazanmak i¢in hem eksik hiicrelerin hem de
hasarl1 baglantilarin yeniden olusturulmas: gerekir. Semenderler bu siireclerde
oldukca iyi performans gosterir ve bunu asagida aciklandigr gibi cesitli iglemleri

kullanarak yaparlar.

Semenderler de yaralanma sonrasinda omuriliklerini yeniden olusturabilirler

(37,41,42). Bu nedenle ve memelilerin aksine, semenderlerde omurilik travmasi

13



sadece gecici bir hareket kaybma yol agar (43-45). Semenderlerde omurilik
transeksiyonundan sonra, yaralanmanin her iki tarafinda yara iyilesmesi siireci,
omuriligin onarilmasina ve ardindan yeni noronlarin ve aksonlarin iiretilmesine yol
acar. Hasar gOrmiis aksonlar daha sonra merkezi kanali hizalayan ependimoglial
hiicrelerin (memelilerde radyal glial hiicrelerin muadilleri olan) uzantilar1 tarafindan
olusturulan kanallar araciligiyla yeniden biiyiir ve hasarli aksonlarin yeniden islevsel
bir sekilde olugsmasini saglar (37). Semenderlerde kuyruk amputasyonu da yeni bir
omuriligin olusumuyla sonuglanir ve bu deneysel paradigma, omurilik rejenerasyonu
sirasinda ortaya c¢ikan anahtar siire¢lerin ve molekiillerin kesfinde etkili olmustur

(41,42).

Semender beyni evrimsel olarak memeli beyninden daha basit kalmis olsa da,
coklu ndronal alt popiilasyonlari ile beynin genel sito-mimarisi, semenderler dahil tiim
omurgalilar arasinda paylasilir (37). Iki tip yaralanma modeli hem doku rejenerasyonu
hem de davranigsal iyilesme agisindan semender beyninde 6nemli restoratif siirecler
gdstermistir. Ornegin, telensefalon veya dorsal orta beynin parcalari ¢ikarilip, bunun
ardindan yara kapanmasi, proliferasyon, ndronal ¢esitliligin yeniden ortaya ¢ikmasi ve
yeni ndronlar arasi baglantilarin olusumu izlendi (Sekil 4.4.2). Semenderler
memelilerden ¢ok daha iyi olsa da, aksonal izlemeyi iceren dikkatli analizler, bu
yenilenme siirecinin her zaman orijinal yapinin tamamen aynist olmadigini ortaya
koymustur (12,46—50). Buna karsilik, diger yaralanma modelleri, spesifik noronal alt
tiplerini ortadan kaldiran intrakraniyal toksin enjeksiyonundan sonra bireysel ndronal
alt popiilasyonlarin nasil rejenere edildigini ele almigtir. Bu c¢aligmalarda
ependimoglial hiicrelerin yeni noronlar i¢in ana kaynak oldugunu ortaya koymustur.
Bu deneyler ayrica bolgeye 0zgli bir sekilde ependimoglia proliferasyonu ve
ndrogenezde ndrotransmitter sinyali i¢in 6nemli bir rol ortaya koymustur (37,51-53).
Ayrica, iligkisel 6grenme, karar verme ve korku davranisi tahlillerine dayanarak, bu
caligmalar semenderlerle memeliler arasinda kliselesmis davranislarin ontogenetik
kodlamasinin korundugunu gostermistir (37). Bu nedenle, semenderlerdeki beyin
rejenerasyon ¢alisma sonucglarinin memeli karsiliklarini aramak yeni potansiyel tedavi

girigimlerinin bulunmasi agisindan son derece dnemlidir. Bu ilkenin bir kanit1 olarak,
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semenderlerdeki caligmalara dayanarak, fare orta beynindeki dopamin aracili

norogenezi arttirmak miimkiin olmustur (54).

Telencephalon Mechanical injury Wound closure and proliferation

Week 11

Dopaminergic neuron
Ventral midbrain chemical ablation Activation of quiescent progenitors Differentiation

Day 3 Day 14

Key
Ventricle I ;‘ﬁ Quiescent ependymoglia ~—/\‘ Dopaminergic neurons «® Ependymoglial undifferentiated progeny
‘* Parenchyma =@ Activated ependymoglia ‘M New dopaminergic neurons ' O O DO Pallial neuronal subtypes

Sekil 4.4.2: Semenderlerde beyin rejenerasyonu (5).

4.4.1. Rejenerasyonda Model Organizma Aksolotl

Yetigkinlik boyunca dokular1 ve yapilari rejenere edebilen biiyiik bir sucul
semender olan aksolotl (Ambystoma mexicanum), karmasik doku rejenerasyonunun
incelenmesi i¢in paha bigilmez bir modeldir. Aksolotl, tetrapodlar arasinda, dokulari,
organlar1 ve tiim viicut parcalarini yeniden biiyiitmek icin etkileyici bir yetenekle en
genis rejeneratif kapasiteye sahiptir (8,9). Ampiitasyonlu ekstremiteleri miikemmel bir
sekilde yenileyebilen aksolotllar, bu olaganiistii rejeneratif yetenegi goOsteren
memelilerle en yakindan iliskili olan tetrapodlardir ve bu nedenle bu hayvanlarin
calisilmasi rejeneratif tibbin ilerleyebilmesi icin kilit canlidir. Aksolotl, ayn1 zamanda
bir laboratuvar ortaminda yetistirilmesi ve bakimi nispeten kolay oldugundan

rejeneratif aragtirma icin tercih edilen semender haline gelmistir (55).

Aksolotlin ampute edilmis ekstremitelerini tamamen yeniden iiretebilme

kabiliyeti, onu memelilerden ve neredeyse tirodellerin digindaki tiim omurgalilardan
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ayirir. Memeli ekstremite rejenerasyonu bu kapsamda c¢ok smirhidir. Aksolotl
ekstremite rejenerasyonu, memelilerin parmak ucu rejenerasyonuyla bazi temel
benzerlikleri paylasir ve sonug¢ olarak memelilerde rejeneratif tibbin ilerletilmesi i¢in
cazip bir model sunar. Merkezi sinir sisteminde sadece sinirli rejeneratif potansiyele
sahip olan memelilerin aksine, aksolotl merkezi sinir sisteminde de gerceklesen biiytik
yaralanmalardan tamamen kurtulabilir. Aksolotl beyninin biiyilk bdliimleri
yaralanmadan sonra tamamen yenilenebilir ve caligmalar tam lobektomiden bile
iyilesebileceklerini bulmustur (10,11). Yetiskin beyinlerin ventrikiiler bdlgesi
boyunca noronal proliferasyon gozlenmistir (48). Aksolotllar ayrica omurga hasari
sonucunda kuyruklarint ve omuriliklerini rejenere edebilir. Bu rejenerasyon olaylari
semenderlerde, memelilerdeki merkezi sinir sistemi yaralanmasindan sonra aksonal
biliylimeyi engelledigi diisiiniilen glial skar olusumu olmadan meydana gelir (12,13).
Tam olarak bu hayvanlarin merkezi sinir sisteminin neden glial skarlagma olmadan

iyilesebilecegi arastirilmaktadir.

4.4.1.1. Aksolotlda Periferik Sinir Rejenerasyonu

Aksolotllin periferik sinir sistemi basittir, ancak diger tetrapodlara benzer bir
sekilde diizenlenmistir. Aksolotl periferik sinir sistemi, sinire bagimli rejenerasyon

kapasitesi nedeniyle arastirmacilar1 6zellikle ilgilendirmektedir (55).

Sinir rejenerasyon ¢alismalarinin uzun ge¢misine ragmen, bu siirecin altinda
yatan mekanizmalarin ¢ogu, biiylik dl¢lide birgok modern teknigin semenderlerde
kullanilmak tizere optimize edilmemis olmasindan dolay1 tam olarak anlasilamamstir
(56). Bununla birlikte, daha yeni yaklagimlar, sinirlerin blastemal proliferasyon i¢in
onemli olan bir veya daha fazla biiytime faktoriinii sagladiklar fikrini giiglii bir sekilde
desteklemistir (55). Ilgili faktorler arasinda sinir bilyiime faktorii ve kemik
morfogenetik proteinli (BMP) fibroblast biiyiime faktorleri bulunur. Bu ¢alismalarin
cogu, kiiltiirlenmis blastemal hiicreler lizerinde gerceklestirilmistir ve bu bulgular ile
birlikte, proliferatif sinyalleri sinirden rejeneratif blastemaya iletmek icin birlikte

calisan bir dizi faktor oldugunu gostermektedir (57).
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Akson rejenerasyonuna, norona disaridan gelen sinyaller kadar kendi sahip
oldugu intrinsik mekanizmalar da destek saglar (58,59). Hasar sonrasi rejeneratif moda
gecis, aksonal tagima, hasar sinyal mekanizmalar1 ve anti apoptotik mekanizmalarin
etkinligi noronlarin intrinsik 6zellikleri olarak siniflandirilabilir. Bir néronun hasar
sonras1 verecegi cevap ve bu mekanizmalarin aktivasyonu sahip oldugu intrinsik

yeteneklere baglidir (60,61).

Periferik néronlarla yapilan sinirh sayida in-vitro ¢aligmalarda AKG’lerin
eksplant kiiltiirleri yapilmistir ve bunlar ¢ogunlukla blastema ile kiiltiire edilmislerdir
(62). Ancak aksolotl AKG néronlarinin bireysel intrinsik rejenerasyon kapasitelerini
eksplant kiiltiirii ile anlamak miimkiin degildir. Bunun i¢in en uygun yontem ayrigmis
AKG noronlarinin kiiltlire edilmesidir ancak literatiirde bununla ilgili bir protokol ya

da yaym bulunmamaktadir.

Amaca yonelik olarak aksolotl arka kok ganglion noron kiiltiirii protokolii
gelistirildi. Bu dogrultuda embriyonik fare, yetiskin fare ve aksolotl arka kdk ganglion
ndronlarmin bireysel rejenerasyon kapasitesiteleri in-vitro ortamda mukayese edildi.
Gelistirilen bu protokol ile periferik sinir yaralanmalarina yonelik arastirmalara katki

saglamas1 amaglanmaktadir.
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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

Sigma-59418C

Tripsin EDTA

DNAZ Sigma-D4513
FBS Sigma-F4135
Tripsin Inhibitor Sigma-T6522
Poly-L-Lysine Sigma-P6282
Laminin Sigma-1.2020
Percoll Sigma-P4937

5.2. Hayvan hatlan

Canli goriintiileme deneylerinde 6-8 haftalik Balb-c farelerden, embriyolardan (E13-
E14) ve 1 yasinda, 10-15 cm uzunlugunda vahsi tip aksolotllardan izole edilen AKG
ndron hiicreleri kullanildi. Bu deneyler i¢in 8 adet yetiskin ve embriyonik fare

kullanildi. Aksolotl AKG ndron Kkiiltiir protokoliinii oturmak amaci ve canl
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goriintiileme deneylerinde toplam 60 aksolotl kullanildi. Kullanilan hayvanlar Istanbul
Medipol Universitesi Tip Arastirmalar1 Merkezi’nden (MEDITAM) temin edildi. Etik
kurul onayi, Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan

alindi.

5.3. AKG Noron Kiiltiirii

Bu deneylerde fare nron kiiltiirleri i¢in yaymlanmig standart protokoller uygulanirken

(63), aksolotl duyu noron kiiltiir protokolii ise tez kapsaminda gelistirildi.
5.3.1. Kiiltiir Kaplarimin Hazirlanmasi

Yetiskin ve embriyonik fare: Kiiltiir yapilmadan bir 6nceki giin hiicrelerin

ekim yapilacagi 35 mm’lik cam tabanl kiiltiir kaplar1 néronlarin yagayabilmeleri i¢in
uygun sekilde hazirlandi. Yetiskin ve embriyonik fare AKG ndron kiiltiirii i¢in 750 pl
%10 Poly-L-Lizin (75 pl Poly-L-Lizin + 675 ul steril ddH>O) 35 mm’lik cam tabanli
kiiltiir kaplarinin ortalarma yayilarak kaplandi. Kiiltiir kaplar1 2 saat oda sicakliginda
kabin igerisinde bekletildi. Ardindan 3 kere 1 ml distile su ile yikandi. Kiiltiir
kaplarinin ortalarina 500 pl %1 laminin (5 pl laminin + 495 pl steril ddH>O) eklendi.
Kiiltlir kaplar1 lamininde gece boyu 37 °C’de inkiibatdrde bekletildi. Hiicre ekimleri

yapilmadan 6nce 3 defa steril ddH2O ile yikandi, yikamadan sonra kurumaya birakildi.

Aksolotl: Hiicrelerin ekim yapilacagi 35 mm’lik cam tabanli ve plastik tabanl
kiiltiir kaplarinda ndronlarin yagayabilmeleri i¢in farkli kombinasyonlar denendi.

Birinci yontem

Yetiskin ve embriyonik fare AKG ndron kiiltiirlerinde oldugu gibi 750 pl %10
Poly-L-Lizin (75 pl Poly-L-Lizin + 675 pl steril ddH20) ve 500 pl %1 laminin (5 pl
laminin + 495 pl steril ddH20) ile hem cam tabanli hem de plastik tabanli kiiltiir kaplar1
kaplandi. Kiiltiir kaplar1 lamininde gece boyu 37 °C’de inkiibatorde bekletildi. Hiicre
ekimleri yapilmadan 6nce 3 defa steril ddH>O ile yikandi, yikamadan sonra kurumaya

birakildi.
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Ikinci yontem

Hem cam tabanli hem de plastik tabanli kiiltiir kaplari sadece 750 ul %10 Poly-
L-Lizin (75 pl Poly-L-Lizin + 675 pl steril ddH>O) ile kaplandi. Hiicre ekimi
yapilmadan once 3 kere 1 ml distile su ile yikandi. Laminin %1 oraninda hiicre ekimi

esnasinda eklendi.

Ucgiincii yontem

750 ul %10 Poly-L-Lizin (75 pl Poly-L-Lizin + 675 ul steril ddH>O) ve 500 pl
%1 fibronektin (5 pl fibronektin + 495 pl steril ddH20) ile kaplanan kiiltiir kaplari
gece boyu 37 °C’de inkiibatdrde bekletildi. Hiicre ekimleri yapilmadan 6nce 3 defa
steril ddH»O ile yikandi, yikamadan sonra kurumaya birakildi.

Dordiincii yontem

500 pl %0,2 jelatin (1 pl jelatin + 499 ul steril ddH-O) ile kaplanan kiiltiir
kaplar1 20 dakika 37 °C’de inkiibatdrde bekletildi. Hiicre ekimleri yapilmadan 6nce 3
defa steril ddH>O ile yikandi, yikamadan sonra kurumaya birakildi.

Besinci yontem

750 pl %10 Poly-L-Ornitin (75 pl Poly-L-Ornitin + 675 pl steril ddH>O) ve
500 pl %]l fibronektin (5 pl fibronektin + 495 ul steril ddH>0) ile kaplanan kiiltiir
kaplar1 gece boyu 37 °C’de inkiibatorde bekletildi. Hiicre ekimleri yapilmadan 6nce 3
defa steril ddH>O ile yikandi, yikamadan sonra kurumaya birakildi.

Altinc1 yontem

750 pl %10 Poly-D-Lizin (75 pl Poly-D-Lizin + 675 ul steril ddH>O) ve 500
ul %1 laminin (5 pl laminin + 495 pl steril ddH»>0O) ile hem cam tabanli hem de plastik
tabanl kiiltiir kaplar1 kaplandi. Kiiltiir kaplar1 lamininde gece boyu 37 °C’de
inkiibatorde bekletildi. Hiicre ekimleri yapilmadan 6nce 3 defa steril ddH>O ile

yikandi, yikamadan sonra kurumaya birakildu.
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5.3.2. Diseksiyon ve Kiiltiir Vasatlarinin Hazirlanmasi

Yetiskin _ve embriyonik fare: Yetiskin ve embriyonik fare doku

diseksiyonlarinda kullanilmak tizere igeriklerinde %1 antibiyotik ve %1 glutaMAX
olacak sekilde 15 ml RPMI 1640 hazirlandi. Diseksiyon yapilana kadar +4 °C’de
sogumaya birakildi. Ayni anda kiiltiir vasati da taze olarak hazirlandi. Yetiskin ve
embriyonik fare noron kiiltiirlerinde kullanilmak {izere iceriklerinde %1 antibiyotik,
%1 glutaMAX ve %2 B27 olacak sekilde 15 ml Neurobasal A hazirlandi. Hazirlanan
vasat kullanilana kadar %5 CO,, 37 °C’de inkiibatorde tutuldu.

Aksolotl: Aksolotl doku diseksiyonunda kullanilmak iizere iceriginde %1
antibiyotik ve %1 glutaMAX olacak sekilde 15 ml L-15 hazirlandi. Diseksiyon
yapilana kadar +4 °C’de sogumaya birakildi. Kiiltiir vasati da taze hazirlandi. %1
antibiyotik, %1 glutaMAX ve %2 B27 olacak sekilde 15 ml Neurobasal A hazirlandi.
Hazirlanan vasat kullanilana kadar %5 CO3, 37 °C’de inkiibatorde tutuldu.

Aksolotl noron kiiltiiriinde kullanilmak tizere hazirlanan vasatlar %10 oraninda

sulandirilarak hazirlandi.

5.3.3. AKG Diseksiyonu

Yetiskin fare: Balb-c yetiskin fareler CO, solutularak sakrifiye edildi.

Kostalar1 AKG’lere zarar vermeden dikkatli bir sekilde ¢ikartildi. Cikartilan kostalar
soguk tabla iizerinde, igerisinde diseksiyon vasati bulunan silikon tabanli kiiltiir
kaplart i¢erisine alind1. Steril kosullarda, Carl Zeiss 0.5X stereo mikroskop altinda 25-
30 adet AKG periferik ve santral uzantilar1 kesilerek hizli bir sekilde ¢ikartildi.
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Resim 5.3.3.1: Yetiskin fare arka kok ganglion diseksiyonu asamalari

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

giinliik embriyolar ¢ikarilip soguk tabla lizerinde, icerisinde diseksiyon vasati bulunan
silikon tabanli kiiltiir kaplari igerisine alindi. Steril kosullarda Carl Zeiss 0.5X stereo
mikroskop altinda embriyolarin AKG’lar1, omurilikleri nazik¢e temizlendikten sonra

zarar vermeden ¢ikartildi.

Aksolotl: Yetigkin aksolotl %1 benzokain igerisinde canlilik belirtisi
gostermeyene kadar 20 dakika bekletilerek sakrifiye edildi. Omurgast AKG’larina
zarar vermeyecek sekilde dikkatlice acildi. Cikartilan kostalar soguk tabla iizerinde,
icerisinde diseksiyon vasati bulunan silikon tabanli kiiltiir kaplar1 igerisine alindu.
Steril kosullarda, Carl Zeiss 0.5X stereo mikroskop altinda 25-30 adet AKG periferik

ve santral uzantilari kesilerek hizli bir sekilde ¢ikartildi.

Resim 5.3.3.2: Aksolotl arka kok ganglion diseksiyonu asamalari
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5.3.4. Hiicre Eldesi

5.3.4.1. Kollajenaz Inkiibasyonu

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

tip 1 kollajenaz enzimi bulunan kiiltiir vasati igerisine eklenir. [990 ul kiiltiir vasati+10
ul kollajenaz enzimi (Sigma)]. 40 dakika ependorfun kapagi acik sekilde 37 °C, %5
CO2’li etlivde inkiibe edilir.

Aksolotl: Diseksiyondan elde edilen AKG’ler 1 ml %1’lik tip 1 kollajenaz
enzimi bulunan kiiltiir vasat1 i¢erisine eklenir. [990 pl kiiltlir vasati+10 pl kollajenaz
enzimi (Sigma)]. 45 dakika ependorfun kapagi agik sekilde 37 °C, %5 CO-’li etiivde
inkiibe edilir.

5.3.4.2. Kollajenaz Enziminin Uzaklastirilmasi

Yetiskin fare, embriyonik fare ve aksolotl ganglionlarinin kollajenaz
inkiibasyon siireleri sonunda AKG’lerin oldugu kollajenaz enziminin bulundugu
kiiltiir vasati tamamen ¢ekildi. 3 kez 1 ml HBSS ile ganglionlar kollajenaz enziminden
uzaklastirildi. Yikamanin bitiminde HBSS ganglionlardan tamamen uzaklastirilda.

5.3.4.3. Tripsin Inkiibasyonu

Yetiskin ve embriyonik fare: 10X Tripsin EDTA’dan 1X olacak sekilde 500

ul hazirlandi. (450 pl kiiltiir vasati + 50 pl tripsin 10X). Yikanan ganglionlarin {izerine
eklendi. 15 dakika ependorfun kapagi agik sekilde 37 °C, %5 CO2’li etiivde inkiibe

edilir.

Aksolotl: 10X Tripsin EDTA’dan 1X olacak sekilde 500 pl hazirlandi. (450 pl
kiiltiir vasatr + 50 pl tripsin 10X). Yikanan ganglionlarin iizerine eklendi. 30 dakika
ependorfun kapagi acik sekilde 37 °C, %5 CO>’li etlivde inkiibe edilir.
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5.3.4.4. Tritiirasyon ve DNase inkiibasyonu

Yetiskin fare, embriyonik fare ve aksolotl ganglionlarinin tripsin inkiibasyon
stirelerinin sonunda tiiplere %1 oraninda DNase eklendi. Tripsin de ortamdan
uzaklastirilmadan ganglionlarin mekanik ayristirmasi yapildi. Sirast ile 1000 pl pipet
ucu, 200 pl pipet ucu ve son olarak da 2 kez insiilin ignesinden gecirilerek doku
homojenize olana dek tritiire edildi. Tritlirasyon agamas1 bitince DNase inkiibasyonu
icin hiicreler 45 dakika ependorfun kapagi agik sekilde 37 °C, %5 CO?’li etiivde
inkiibe edilir.

5.3.4.5. Enzimin Aktivitelerinin Durdurulmasi1 Uzaklastirilmasi

Yetigkin fare, embriyonik fare ve aksolotl hiicrelerinin DNase inkiibasyon
stireleri sonunda 1000 RPM’de 5 dakika santrifiij edilip DNase ve Tripsin EDTA
ortamdan uzaklastirildi. Tiim enzim aktivitelerini durdurmak i¢in 360 pl kiiltiir vasati
icerisine 40 pul FBS ve 30 pl tripsin inhibitorii eklendi. Bir sonraki basamak i¢in hiicre

stispansiyonu hazirlanmis oldu.

5.3.4.6. Hiicrelerin Ayristirilmasi

Hiicrelerin biiyiikliikleri ve agirliklarina gore ayrigmast icin yetiskin ve

embriyonik fare i¢in 3 tabakali, aksolotl i¢in 2 tabakali percoll gradyan1 hazirlandu.

Yetiskin ve embriyonik fare: Tiipiin en altinda %60°lik, ortada %35’lik ve en

iistte %10’luk her biri 500 pl olmak tizere Percoll tabakalar1 hazirland1 ve bir dnceki
basamakta hazirlanan hiicre siispansiyonu en iist tabakanin tizerine dikkatlice eklenip
1700 RPM de 20 dakika santrifuj edildi. %60’lik ve %35°1ik katmanlarin arasindan
750 pl Percoll — hiicre soliisyonu karigimi ¢ekildi.

Aksolotl: Sirasiyla %80 ve %5 oraninda olmak iizere 2 tane 500 pl Percoll
tabakas1 hazirlandi. Tiipiin en altina %80°lik en {istline de %5°lik tabakalar birbirine
karismayacak sekilde dikkatlice kondu. Hazirlanan hiicre siispansiyonu en iist
tabakanin tizerine dikkatlice eklenip 1700 RPM de 20 dakika santrifuj edildi. %80°’lik

ve %5’lik katmanlarin arasindan 750 pl Percoll — hiicre soliisyonu karigimi ¢ekildi.
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5.3.4.7. Percoll’iin Uzaklastirilmasi

Yetiskin ve embriyonik fare: Bir 6nceki basamakta elde edilen 750 pl hiicre

sollisyonunun iizerine 3 ml kiiltiir vasat1 eklendi. Hiicre siispansiyonu 1000 RPM’de 5

dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildu.

Aksolotl: Percoll katmanlar1 arasindan alinan 750 pl Percoll- hiicre soliisyonu
karisimi {izerine 2 kere 3 ml kiiltiir vasat1 eklenerek 1000 RPM’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant atildi.

5.3.4.8. Hiicre Ekimi

Yetiskin ve embriyonik fare: Elde edilen hiicre pelletinin {izerine her bir

kiiltiir kabina 500 pl ekim yapilacak sekilde kiiltiir vasati eklendi. Ekilen hiicreler 2
saat boyunca 37 °C, %5 CO2’li etlivde tutunmalari i¢in inkiibe edildi. 2 saatin sonunda

kiiltiir kaplarindaki kiiltiir vasat1 1500 pl’ye tamamlandi.

Aksolotl: Percoll uzaklastirildiktan sonra ekim i¢in hazir hale gelen hiicreler,
kiiltiir kab1 bagina 100 pl ekim yapilacak sekilde kiiltiir vasati ile diltie edildi. Hiicreler
kiiltiir kabina ¢igek seklinde ekildi. Ekim yapildiktan sonra aksolotl néronlar1 20 °C,
%35 CO2’li etiivde inkiibe edilmeye devam edildi. Aksolotl néronlariin kiiltiir kabina
tutunmalar1 memeli ndronlaria gore daha hassas oldugu i¢in vasat tamamlama islemi
ekim yapildiktan 24 saat sonra kademeli olarak yapildi. 100 pl ekilen hiicreler ilk

olarak 500 pl’ye, inkiibasyonun 48. saatinde ise kiiltiir vasati 1500 pl’ye tamamlanda.

5.4. Mikroskobik Goriintiileme

Ekim yapilan yetiskin ve embriyonik fare hiicreleri ilk 24. saatlerini
tamamladiklarinda, aksolotl hiicreleri ise 48. saatinde mikroskobik goriintiilemeye
alindilar. Goriintiilemeler zaman aralikli aydinlik alan (Bright Field) mikroskobisi ile
yapildi. 24 saat boyunca 10 dakika araliklarla SD konfokal mikroskop (Zeiss Cell
Observer Spinning Disc Time-Lapse Microscope) ile ¢ekimleri yapildi. Aksolotl AKG
ndron hiicreleri i¢in uygun yasam kosullar1 olan 20 °C, %5 CO; orani saglanarak

zaman aralikli goriintiilemeleri yapildi. Memeli AKG noéron hiicrelerinin uygun yasam
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kosullart olan 37 °C, %5 CO orani ayarlanarak zaman aralikli ¢ekimleri yapildi.
Takibi yapilan hiicreler goriintiinlin merkezine almip 3x3 mikroskobik alan

boyutunda, 145 goriintii kaydedildi.

Resim 5.4.1: Yetiskin fare AKG noronlarinin aydinlik alan mikroskobi goriintiisii.

5.5. Akson Uzama ve Hiicre Hareket Dinamiklerinin Analizi

Aksonlardaki hiicre gévde hareketi ve biiyiime konisi hareketi miktar1 Fiji
(ImageJ) programiin Trackmate eklentisi kullanilarak belirlendi (64). Hiicre govde
hareketi, hiicrenin merkezi belirlenerek takip edildi. Hiicrelerin merkezi “ROI

manager” araci yardimiyla belirlendi (Resim 5.5.2).
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Resim 5.5.2: A. Trackmate eklentisi kullanilarak hiicre gdvde hareketi ve biiyiime konisi
hareketi 6lgiildii. Mavi yol hiicre gévdesinin izledigi yolu gosteriyor. Kirmizi yol biiylime
konisinin izledigi yolu gosteriyor. B. “ROI manager” kullanilarak hiicre gévde merkezi

belirlendi.

TrackMate eklentisi, tek nokta izlemek i¢in kullanilan bir eklentidir. Amaci
zaman aralikli goriintiilemelerde bir noktay1 farkli zamanlarda isaretlemeyi saglayarak

X-Y koordinatinda hareketini hesaplamaktir.

Trackmate eklentisi ile aksolotl, yetiskin ve embriyonik AKG ndoronlarinin
hiicre govde hareketi ve biiylime konisinin hareketleri dl¢iildii. Akson uzunlugunun
yant sira biiylime konilerinin hareketinin Ol¢lilmesindeki amag¢ bazi ndronlar
aksonlarini uzatmasa bile biiylime konilerinde hareket gozlenmistir. Bu hareketliligin
rejenerasyon kapasitesinde farklilik yaratacagi diisiiniildiigii i¢in biiylime konilerinin

hareketleri incelendi.

Goriintiilemeye alinan 10 adet aksolotl AKG ndron kiiltiirlerinin her birinden
8 noron 24 saat boyunca takip edildi. Bu néronlarin 20 tanesinin akson uzama miktari,

biiytime konisi hareketi ve dallanma say1s1 analiz edildi. 6 adet yetiskin ve embriyonik
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fare AKG noron kiiltlirlerinin her birinden 8 néron 24 saat boyunca takip edildi. Hem
yetigkin fare hem de embriyonik fare AKG néronlarinin 20 tanesinin akson uzama
miktari, bliylime konisi hareketi ve dallanma sayis1 analiz edildi. Aksolotl AKG
noronlarinin aksonlarinin ve bilylime konisinin hareketlerini 6lgerken biiylime

konisinin en uzun ucundan dl¢iimler yapildi (Resim 5.5.3).

Resim 5.5.3: Aksolotl AKG ndronlarinin biiylime konisinin aydinlik alan mikroskobi

goruntiisi.

24 saatlik goriintiileme boyunca biiyiime konileri 3x3 mikroskobik alan
boyutundaki goriintiiniin disinda kalan ve aksonlar1 diger ndronlarla birbirleri ile temas
eden noronlarin Olglimii yapilmadi (Resim 5.5.4). Analize 24 saat boyunca

gorlintiilenen néron govdeleri, biiyiime konileri dahil edildi.
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Resim 5.5.4: iki farkli aksolotl AKG néronlarinin uzayan aksonlarinin birbiri ile temasinin

aydinlik alan mikroskobi goriintiisii.

AKG noronlariin; akson uzama miktari, uzatma ve geri ¢cekme (sayisi,

varligi/yoklugu) ve dallanma sayilar1 dlgiildii. (63).

Fiji’den alinan ham veriler MS Excel {izerinde islenerek tiim istatistiksel testler (t
Test, one-way ANOVA) ve GraphPad Prism ile yapilip grafikler de yine GraphPad Prism
kullanilarak olusturuldu.
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6. BULGULAR

6.1. Aksolot] Kiiltiir Kab1 Kaplama Protokollerinin Etkinlikleri

Yetiskin fare ve embriyonik fare AKG ndron kiiltiirlerinde kullanilan Poly-L-
Lizin ve laminin kombinasyonu aksolotl AKG noéronlarinin yiizeye tutunup akson

uzatmalar1 i¢in uygun ortam olusturmadi.

Yiizey kaplamasinin sadece Poly-L-Lizin oldugu ve lamininin kiiltiir kaplarina
ekim sirasinda hiicrelerle karistirilip daha sonra kiiltiir kabina ekilen hiicrelerde ilk 24

saatlik periyotta dliimler gerceklesti. Yiizeye tutunan néron gozlenmedi.

Poly-L-Lizin ve fibronektin kullanilan kiiltiir kaplarinda hiicrelerde yiizeye

tutunma gozlense de akson uzatan hiicre gézlenmedi.

Aksolotl AKG noron hiicreleri i¢in jelatinle kaplanan kiiltiir kaplarina ekilen

hiicrelerin ilk 24 saatlik periyotta 6liimleri gergeklesti.

Poly-L-Ornitin ve fibronektin ile kaplanan kiiltlir kaplarinda yiizeye tutunan
aksolotl AKG ndron hiicrelerinin sayisinda artis gozlense de akson uzatma

gerceklesmedi.
Farkli yiizey kaplamasi kombinasyonlarmin denemesi sonucunda aksolotl

AKG noron hiicrelerinin 750 pl %10 Poly-D-Lizin ve 500 ul %1 laminin ile kaplanan

kiiltiir kaplarinda yiizeye tutundugu ve akson uzattig1 gézlendi (Resim 6.1.1).
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Resim 6.1.1: Poly-D-Lizin ve laminin ile kaplanan kiiltiir kaplarinda inkiibe edilen aksolotl

AKG noronlarmin temsili aydinlik alan mikroskobi goriintiisii.
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6.2. Akson Uzama Miktarinin Mikroskobik Takibi

Yetiskin fare, embriyonik fare ve aksolotl AKG noronlari kiiltiire edildi. Akson
dinamiklerinin 6l¢iimii, hiicre gdvdesi hareketi analizleri i¢in gerekli olan goriintiiler
icin zaman aralikli aydinlik alan mikroskobisi kullanildi. Aksolotl AKG néronlar

yetiskin ve embriyonik fare AKG ndronlar1 24. saatlerinden 48. saatlerine kadar

gorilintiilendi. Akson uzama miktarlar1 karsilastirildi (Resim 6.2.1, Resim 6.2.2, Resim

6.2.3, Tablo 6.2.1).

Resim 6.2.1: Yetiskin fare AKG noronlarinda akson uzamalar1 A. 24. saatte yetigkin fare
hiicrelerinde akson uzamasi (137,706 pm). B. 36. saatte yetiskin fare hiicrelerinde akson

uzamasi (547,645 um). C. 48. saatte yetiskin fare hiicrelerinde akson uzamasi (838,63 pm).

Resim 6.2.2: Embriyonik fare AKG néronlarinda akson uzamalar A. 24. saatte embriyonik
fare hiicrelerinde akson uzamasi (98,375 um). B. 36. saatte embriyonik fare hiicrelerinde
akson uzamasi (126,643 pum). C. 48. saatte embriyonik fare hiicrelerinde akson uzamasi

(180,322 pm).
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Resim 6.2.3: Aksolotl AKG noronlarinda akson uzamalar1 A. 24. saatte aksolotl hiicrelerinde

akson uzamasi (391,426 pm). B. 36. saatte aksolotl hiicrelerinde akson uzamasi (763,544 um).
C. 48. saatte aksolotl hiicrelerinde akson uzamasi (1048,195 um).

AKG noronlarinin akson uzatmalarinin belirlenmesi i¢in 24 saat boyunca

aksonlar takip edilerek uzunluklari 6l¢iildii.
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24 saat boyunca yetiskin fare ndronlarinin 556.5 + 79.48 pm (n=20), aksolotl
ndronlariin 692.5 + 90.13 um (n=20), embriyonik fare ndronlarinin ise 120.1 + 8.080
um (n=20) akson uzattig1 tespit edildi. Embriyonik AKG ndronlarinin yetigkin fare
(p=0.0004) ve aksolotlla (»<0.0001) kiyasla anlamli olarak daha az akson uzattiklari
tespit edildi. Aksolotl ndronlarinin akson uzatma miktariin yetigkin fareye kiyasla
daha fazla olmasina ragmen bu farkliligin istatiksel olarak anlamli olmadig: tespit

edildi (Resim 6.2.4).
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Resim 6.2.4: Yetiskin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG noéronlarmin 24 saatlik
takiplerinden elde edilen goriintiilerle akson uzama miktarlarinin karsilastirilmas: (***

p<0,001, **** p<0,0001).
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6.3. Akson Geri Cekme Miktarimin Mikroskobik Takibi

Akson boyunun dinamik olarak degiskenlik gdstermesinin rejenerasyon ile
iligkilendirilebilecegi gbz Oniinde bulundurularak aksonlarin geri ¢ekilme miktarlari

analiz edildi.

24 saat boyunca yetigkin fare noronlarinin aksonlarmin geri ¢ekilme miktar
26.23 £ 3.157 pm (n=20) iken aksolotl néronlarinda bu deger 45.90 £ 8.195 pm
(n=20), embriyonik fare néronlarinda ise 12.86 + 2.458 um (n=20) olarak ol¢iildii.
Aksolotl ndronlarinin akson geri gekme miktarinin yetiskin (p=0.0333) ve embriyonik
(p=0.0030) fareye kiyasla anlaml olarak artig gosterdigi tespit edildi. Ayrica yetiskin
fare néronlariin da embriyonik fareye kiyasla akson geri gekme miktarinin daha fazla

oldugu belirlendi (p=0.0066) (Resim 6.3.1).
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Resim 6.3.1: Yetiskin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG noéronlarmin 24 saatlik

takiplerinden elde edilen goriintiilerle akson geri ¢ekme miktarlarinin karsilagtiritlmast (*

p<0,05, ** p<0,01).

35



6.4. Biiyiime Konisinin Hareketinin Mikroskobik Takibi

Kiiltiire edilen AKG néronlarinin biiylime konilerinin 24 saat boyunca aldiklari

mesafe tespit edildi.

Yetigkin farede biiyiime konilerinin aldiklart mesafe 552.9 = 45.83 pm (n=20),
aksolotlda 606.0 + 39.90 um (n=20), embriyonik fare kiiltiirlerinde ise 474.7 = 15.29
pum (n=20) olarak ol¢iildii. Aksolotl noronlarinin biiylime konilerinin aldiklari
mesafenin embriyonik fareye kiyasla anlamli olarak arttig1 belirlendi (p=0.0094)

(Resim 6.4.1).
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Resim 6.4.1: Yetiskin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG noéronlarmin 24 saatlik

takiplerinden elde edilen goriintiilerle biiylime konisinin hareketlerinin karsilagtirilmasi (**

p<0,01).
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6.5. Hiicre Govdesinin Hareketinin Mikroskobik Takibi

AKG noéron govdelerinin 24 saat boyunca hareketleri gozlemlendi ve aldiklar

mesafe tespit edildi.

24 saat boyunca yetiskin fare ndronlarinin 190.3 + 13.08 pm (n=20), aksolotl
ndronlarmin 313.1 + 37.53 um (n=20), embriyonik fare néronlarinin ise 348.1 +45.51
um (n=20) mesafe kat ettigi tespit edildi. Aksolotl ve embriyonik AKG noron
govdelerinin aldiklar1 mesafenin yetiskin fareye kiyasla anlamli olarak artis gosterdigi

belirlendi (sirasiyla p= 0.0102, p=0.0037) (Resim 6.5.1).
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Resim 6.5.1: Yetiskin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG noronlarmin 24 saatlik

takiplerinden elde edilen goriintiilerle hiicre gdvdesinin kat ettigi mesafelerin karsilastiriimasi
(* p<0,05, ** p<0,01).
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6.6. Akson Dallanma Sayisinin Mikroskobik Takibi

24 saat boyunca ana aksondan yeni olusan ve geri ¢ekilen dallanma sayilari her

bir gruptaki néronlar i¢in analiz edildi.

24 saat boyunca kiiltiire edilen hiicrelerin goriintiilemenin ilk anindaki ana
aksondan cikan dallanma miktarlar1 tespit edildi. Ilk andaki dallanma miktarlart
yetiskin fare noronlarinda 2.250 + 0.1637 (n=20), aksolotl ndronlarinda 2.000 +
0.3780 (n=20), embriyonik fare noronlarinda ise 2.571 £ 0.2974 (n=20) olarak
belirlendi. Gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilemedi (Resim 6.6.1).
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Resim 6.6.1: Yetiskin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG noéronlarmin 24 saatlik

takiplerinden elde edilen goriintiilerle akson dallanma sayilarinin karsilastiriimast.
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Yeni olusan dallanma sayisi yetiskin fare ndronlarinda 1.000 + 0.2673 (n=20),
aksolotl noronlarinda 0.7143 + 0.1844 (n=20), embriyonik fare néronlarinda 0.2500 +
0.1637 (n=20) olarak bulundu. Geri ¢ekilen dallanma sayilar1 yetiskin fare
noronlarinda 0.1250 + 0.1250 (n=20), aksolotl néronlarinda 0.5714 + 0.2020 (n=20),
embriyonik fare noéronlarinda 0.7500 £ 0.2500 (n=20) olarak bulundu. En fazla yeni
dallanma say1s1 ve en az geri ¢ekilme miktar1 yetiskin fare néronlarinda gézlendi. Bu
artis (p=0.0313) ve azalmalarin (p= 0.0421) embriyonik fare ndronlarina kiyasla
anlamli oldugu gozlendi (Resim 6.6.2).
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Resim 6.6.2: Yetiskin fare, aksolotl ve embriyonik fare AKG ndronlarinin 24 saat boyunca

yeni olusan ve geri ¢ekilen akson dallanma sayilari (* p<0,05).
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7. TARTISMA

Calismamizda yetigkin ve embriyonik fareden izole edilen olgun AKG
ndronlariin in-vitro ortamda yasamasini saglayan kiiltiir protokolii takip edilmistir
(63). Calismalarimizda kullandigimiz bu protokolden elde ettigimiz veriler stabil
oldugundan dolayr memeli AKG Kkiiltlir protokoliinde herhangi bir modifikasyon
yapmaya ihtiya¢ duyulmamustir.

Yenilenen aksonlarin hiicre dis1 matriks ile etkilesimleri, rejeneratif siirecte
anahtar rol oynar. Rogers ve ark. izole edilmis duyusal ndéronlarin, Poly-L-Lizin kapl
yiizeylere kiyasla laminin ve fibronektin kapli substratlar iizerinde daha uzun ndrit
uzamasi oldugunu gostermisglerdir (65). Laminin, Schwann hiicreleri i¢gin fibronektin
kaplt substratlar yerine laminin kapli substrat {lizerinde daha iyi bir morfoloji
gelistirdiginden dolay1 tercih edilen bir substrattir (66). Baska bir ¢calismada AKG
eksplantlarinin, laminin jelleri lizerinde fibronektin ve kollajen tip I’e kiyasla daha iyi
biiyiidiigii gosterilmistir (67). Ote yandan, farkli duyusal néron popiilasyonlarmin
farkli substrat tercihleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Embriyonik duyu néronlari,
fibronektin ve laminin lizerinde benzer sekilde biiyiirken, kutandz duyu noéronlarinin
laminini tercih ettigi bilinmektedir (68). Embriyonik donemde beyinde noral krestlerin
migrasyonunda da hiicre disi ortam proteinlerinin rolii onemlidir. Lamininin,
embriyonik donemdeki aksonal uzamayi destekleyici iyi bir subsrat olarak
bilinmektedir (69). Noronlarin yiizeye tutunma oranlarmi arttirmak, hiicrelerin ve
proteinlerin kati yilizeylere baglanmasini kolaylastirmak igin Poly-D-Lizin tercih
edilmektedir (70). Bu bilgilerden yola ¢ikarak gelistirdigimiz aksolotl AKG néron
kiiltiiri  protokoliinde kaplama metodu olarak Poly-D-Lizin ve laminin tercih
edilmistir. Dolayisiyla kullandigimiz bu kombinasyonun ndronlarin yiizeye tutunma
egilimini artirarak hem hiicre canliliginin korunmasinda hem de noérit uzamasinda

etkili olmasinin literatiirle tutarli oldugu gozlemlenmistir.

Kiiltiir protokoliiniin optimizasyonunda karsilagtigimiz bir farklilik da aksolotl
AKG noron kiiltliri memeli AKG néron kiiltiirii ile ayn1 yogunluktaki kiiltiir vasatinda
inkiibe edildiginde ndronlarin 6nce su kaybedip daha sonra normal boyutlara geri

dondiigii ama bu osmolarite degisiminden dolayr ndronlarin yiizeye tutunamadigi
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ancak hayatta kaldiklar1 gézlemi olmustur. Buna dayanarak aksolotl kiiltiir vasat1 %10
oraninda ddH>O ile diliie edilip aksolotl ndronlarinin stabil sekilde kiiltiire edilmesi
saglanmigtir. Bu durum aksolotlin mutlak sucul bir semender olmasina baglh
olabilecegini diisiindiirmiistiir (14). Aksolotl tiirii ile ilgili belirli bir bilgi olmasa da
literatiirde tatli suda yasayan omurgali bazi tetrapod ve balik tiirlerinin nispeten daha

diisiik plazma osmolaritesine sahip oldugu bilinmektedir (71).

Xenopus laevis ile yapilan in-vitro ¢alismalarda sicaklik kosullarinin 20°C’de
tutuldugu bilinmektedir (72). Aksolotl AKG néronlart memeli ndronlarina kiyasla
daha soguk ortamda 20°C’de inkiibe edilmistir. Diisiik sicakligin aksolotlin
rejenerasyon kapasitesinin yiiksekliginde dnemli rol oynadigi yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir (73). Laboratuvarimizda yapilan daha onceki calismalarda aksolotl
noronlart memeli kogullar1 olan 37°C’de inkiibe edilmis ve sadece %10 oraninda bir
yasam oldugu gozlenmistir. Calismamizda gelistirilen aksolotl AKG ndron protokolii,
aksolotl ndronlarinin yasam oranlarimin ve rejenerasyon kapasitesinin en yiiksek
oldugu optimum sicaklikta 20°C’de stabilize edilmistir. Memeli AKG noéronlarinin
yasayabildigi optimize edildigi sicaklik 37°C olarak bilinmektedir (63).
Laboratuvarimizda yapilan daha onceki ¢alismalarda memeli néronlarinin 20°C’de

gelisemedigi ve diizgiin aktivite gosteremedigi gdzlenmistir.

Deneysel caligmalar, yetiskin hayvanlarda gen¢ hayvanlara kiyasla sinir
rejenerasyonunun daha yavas ve akson dinamiklerinin daha az oldugunu goéstermistir.
(74,75). Yetiskin sicanlarda néron biiylime faktorii (NGF) reseptorlerinin azalmast
aksonal rejenerasyonun azalmasina neden oldugu gosterilmistir (76). Yetiskin
hayvanlarda aksonal rejenerasyon hizi yavaslar ve rejenere aksonlarin yogunlugu
azalir. Yaglanma ayni zamanda, biiylime konisi hareketi ve akson dallanmasinda
azalmaya neden olur (77). Aksolotl néronlarinin tiroid hormon sinyallemesindeki
mutasyonlar nedeniyle metamorfozunu tamamlayamadigi ve bazi embriyonik
ozelliklerini korudugu gozlenmistir. Bu nedenle de aksolotl néronlarinin embriyonik
fareye yakin davranis sergiledikleri diisiiniiliir (14). Literatiirdeki ¢alismalar farkli
donemlerde olan noéronlarin farkli davraniglar gosterdigini ortaya koymustur (77). Bu

bulgularla tutarlilik gosteren ¢alismamizda embriyonik fare ve yetigskin fare AKG
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noronlarinin arasindaki hem morfolojik hem de dinamik farkliliklar rejenerasyonun
diizenlenmesinin yasa bagli bir degiskenlik gosterdigini diisiindiirmektedir.
Calismamizin sonuclarina genel bir bakis atildiginda embriyonik fare ve aksolotl AKG
ndronlart kiiltiire edilip rejenerasyon kapasitelerinin karsilagtirilmast  sonucu
birbirlerine yakin davraniglarda bulundugu goézlenmistir. Bu iki grubun da yetiskin
fare AKG noéronlarina kiyasla daha yliksek bir rejenerasyon kapasitesi gosterdigi

asikardir.

Periferal noron hasar1 sonrasinda hiicre iskeletinin yeniden yapilanmasi akson
rejenerasyonu icin en etkili faktor oldugu bilinmektedir. Hiicre iskeletini olusturan
mikrotiibiillerin ~ polimerizasyonun  inhibisyonunun, akson rejenerasyonunu
sinirlandirdigi bilinmektedir (78,79). Hem gelisen noronlarin (80,81) hem de hasar
sonrasi rejenere olan periferik noéronlarin (82) bilyiime konisi i¢indeki hiicre iskeleti
dinamikleri gelisen aksonlarin uzamasini ve yoOnlendirilmesini saglar. Sinir
rejenerasyonu sirasinda yasa bagli degisikliklerle ilgili cogu g¢alisma, ndronlarin
verdigi yanit, aksonlar1 ve onlarin uglariyla ilgilidir. Hasar sonrasi yetiskin hayvanlarin
biiytime konisinde mikrotiibiil ve filament dagiliminda azalma ile akson uzamasinda
azalma oldugu bilinmektedir (83). Baska bir periferik sinir rejenerasyonu ile ilgili
calismada gen¢ ve yetiskin sicanlar karsilastirildiginda yetigskinlerde daha diisiik
yogunlukta norofilament varligi ile akson dallanma sayisinda azalma oldugu
gosterilmistir (75). Literatiirde aksolotl AKG ndéronlariyla ilgili hem hiicre iskeleti
hem de buna bagli akson dinamigi hakkinda ¢alisma bulunmamaktadir. Caligmamizda
ise hem yeni olusan dallanma sayis1t hem de akson uzama miktar1 yetiskin AKG
ndronlarinda embriyonik AKG ndronlarma gore daha yiiksektir. Bu bulgular
literatiirde bulunan memeli néron davraniglari ile ¢eliskili olmasina ragmen aksolotl
AKG noronlarinin embriyonik AKG ndronlarindan daha yiiksek rejeneratif kapasiteye
sahip oldugunu gosterdik. Ayn1 sekilde hiicre govde hareketine baktigimizda aksolotl
AKG noronlarinin kat ettigi mesafenin embriyonik fare AKG noéronlarina yakin
oldugu ve yetiskin fare AKG ndéronlarina gore oldukga aktif hareket halinde
olduklarimi gozlemledik. Bu sonucglardan yola ¢ikarak aksolotl AKG noronlarinin
hiicre iskelet dinamiginin bu hizl1 yapisal degisikliklere uyum saglamak i¢in memeli

hiicrelerine kiyasla daha efektif intrinsik mekanizmalar1 oldugu one siiriilebilir. Bu
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bilgiyi desteklemek i¢in aksolotl ve embriyonik ndronlarda hiicre iskeleti ve akson

rejenerasyonu arasindaki iliskiyi agiklayacak ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yaralanma sonrasi aksonlarin rejenerasyonu sirasinda bilylime konilerinin
olusmasi embriyonik gelisim sirasindaki noronlarin davranigina benzemektedir.
Biiytime konileri, embriyonik ndéronlarda néronal hiicre govdelerinin veya dallanma
uclarinin yakininda olusurken, hasarli aksonlarin dejenere uclarinda olusur (84). Biz
de calismamizda akson rejenerasyonun ilk adimlarindan biri olarak kabul edilen ve
rejenerasyon i¢in onemli bir parametre olan biiyiime konisinin kat ettigi mesafeye
baktigimizda aksolotl AKG noronlarinin embriyonik fare AKG noéronlarindan daha
hareketli oldugunu gozlemledik. Ek olarak, yetiskinde 6nemli Slgiide artan viicut
boyutu nedeniyle, rejenere olan aksonlarin genellikle gelisen néronlarin aksonlarindan
cok daha uzun mesafeler kat ettigi gozlenmistir (84). Benzer olarak ¢aligmamizda
yetiskin fare AKG ndronlarmin, embriyonik fare AKG ndronlarindan daha fazla
biliylime konisi hareketliligine sahip olmasina ragmen aksolotl AKG noronlarina

oldukca yakin mesafe kat ettigini gozlemledik.

Aksonal rejenerasyon ile ilgili literatiirde noronal hiicrelerin rejenerasyon
kapasitelerinin gostergesi olan belli parametreler goriilmektedir. Memelilerde AKG
noronlarinin primer kiiltiirli ile yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur ve bu ¢aligmalarda
periferik sinir rejenerasyonun intrinsik kapasitesine, akson hasar1 sonrasi
rejenerasyonda aktive olan rejenerasyon-asosiye genlere (RAGler), néron gliya
sinyallemelerine dair birgok molekiiler mekanizma ortaya konulmustur (59,61,84,85).
Ancak aksolotl gibi sistemik olarak rejenerasyon kapasitesi yiiksek oldugu belirlenen
bir hayvan modelinde gelistirilmis primer ndron kiiltiirii calismas1 mevcut degildir.
Bizim c¢aligmamiz literatliirde var olmayan bir teknigi gelistirme ve optimize etme
amaclt oldugu icin gozlemlenen daha dstiin rejeneratif kapasitenin molekiiler
mekanizmalarina dair bir agiklama sunmamasi limitasyonlarindan biridir. Bu
siireclerin arastirilmasi ve aksolotl noronlarin1 daha {istiin kilan mekanizmalarin

aydinlatilmasin1 amagclayan ileriki ¢caligmalar i¢in bir temel yontem olusturacaktir.
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8. SONUC

Memelilerde travma sonrast periferik sinir rejenerasyonun gorece sinirlilig
klinik baglamda 6nemli bir konudur. Ancak bazi omurgali canlilarin yiiksek sinir
rejenerasyonu gosterirken memelilerde bunu smirlayan faktorler ve hiicresel
mekanizmalar konusunda hala acik noktalar oldugu diisiiniilmektedir. Sinir
rejenerasyonun daha basarili oldugu aksolotl ndronlarinin intrinsik kapasitelerinin
memeli ndronlarindan farkli oldugu diistiniilmektedir. Bu bilgiler 15181nda literatiirdeki
bu boslugu doldurabilmek icin stabil ve tekrarlanabilir bir aksolotl AKG noéron
protokolii gelistirildi. Bu yontemleri kullanarak yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore
aksolotlda akson rejenerasyon kapasitesi karsilastirildiginda yetiskin ve embriyonik

farenin akson rejenerasyon kapasitesinden daha yiiksek oldugu gozlendi.
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