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1. OZET

AKSOLOTL OMURILIK DOKUSUNUN ULTRASTRUKTUREL YAPISININ
TANIMLANMASI

Spinal kord yaralanmasi insanlarda tam olarak tedavisi miimkiin olmayan bir engellilik
durumu olusturmaktadir. Aksolotl yiliksek rejenerasyon kapasitesi nedeniyle
rejeneratif tip arastirmalari igin ideal bir laboratuvar canlisidir. Bu ¢alisma ile aksolotl
spinal kord rejenerasyon siirecini incelemek ve aksolotl spinal kord yapis1 hakkinda
bilgi edinmek amaglanmistir. Aksolotl spinal kord dokusu rejenerasyonunda 6nemli
yeri oldugu bilinen ve kdk hiicre gibi davranan ependimal hiicrelerden koken alan
noron elektron mikroskobunda goriintiilenmistir. Noronun segmentasyonu analiz
programlar1 ile yapilarak {i¢ boyutlu goriintiisi elde edilmistir. Noronlarin
rejenerasyon siirecini incelemek amaciyla aksolotl spinal kord dokusu eksplant kiiltiirii
yapilmistir. Eksplant kiiltiirli optimizasyonu ile hiicre go¢ii, akson uzatma ve canlilik
goriilmiistiir. Go¢ eden ve akson uzatan hiicreler immunositokimya boyamalar ile
gosterilmigtir.  Sonug¢ olarak aksolotlun spinal kord rejenerasyonunu nasil
gerceklestirdigini daha iyi anlamak amaciyla benzer ¢alismalar metamorfoz gegirmis

aksolotl ile yapilip sonuglar kiyaslanabilir.

Anahtar Kelimeler: Aksolotl, Elektron Mikroskobu, Eksplant Kiiltiiri,

Rejenerasyon, Segmentasyon, Spinal Kord



2. ABSTRACT

DEFINING THE ULTRASTRUCTURE OF AXOLOTL SPINAL CORD
TISSUE

Spinal cord injury causes a disability in humanbeings with no complete cure. Axolotl
is an ideal laboratory animal for regenerative medicine research, because of having
high regenerative capacity. The goal of this research is investigating about spinal cord
regeneration process and axolotl spinal cord structure. The neurons, which play an
important role in spinal cord regeneration and are derived from ependymal cells that
have the stem cell character, were viewed under electron microcopy. The neuron’s
three dimensional structure was shown with segmentation method by using analysis
softwares. Axolotl spinal cord explant culture is performed. Cell migration, axon
prolongation and live cells were observed and showed via immunocytochemical
staining. As a result; in order to understand how the spinal cord regeneration is
happening in axolotl, similar studies may be performed in metomorphic axolotl and

the results may be compared.

Key Words: Axolotl, Electron Microscopy, Explant Culture, Regeneration,
Segmentation, Spinal Cord



3. GIRIS ve AMAC

Diinyada spinal kord hasar1 sikligi bir milyonda 3.6-195.4 kisi olarak
goriilmektedir (1). Giincel tedavi segenekleri arasinda; robotik tedaviler, fonksiyonel
elektrik stimulasyonu gibi nororehabilitasyon tedavileri olsa da tam iyilesme

saglanamamaktadir.

Periferik sinirlerde hasar sonrasi rejenerasyon olustugu gozlenmis olsa da

santral sinir sistemi i¢in fonksiyonel bir rejenerasyon heniiz yoktur (2).

Aksolotl  sinir  sistemi  rejenerasyonunu  basarili  bir  sekilde

gerceklestirmektedir.

Aksolotlun bunu nasil yaptigin1 anlayip memelilere translasyonu saglanirsa

spinal kord hasarinin tedavisi i¢in dnemli sonuglar elde edilebilir.

Spinal kordun ultrastriiktiirel yapisinin incelenmesi amaciyla hematoksilen ve
eozin boyamasi yapildi. Dokudaki noronlarin daha detayli incelenmesi amaciyla
elektron mikroskobu ile goriintii alip, analiz programlar1 ile néron segmentasyonu

yapilip ti¢ boyutlu goriintiisii elde edildi.

Aksolotl spinal kord rejenerasyonunu incelemek amaciyla, ¢alismamizda
aksolotl spinal kord dokusu eksplant1 yapildi. Daha 6nce farkli semender tiirlerinde
spinal kord doku eksplant kiiltiirleri yapilmigtir (3) . Aksolotlda ilk kez spinal kord
dokusu eksplant kiiltiirii bu ¢alisma ile yapildi. Eksplantin optimizasyonu igin kiiltiir
besiyerine farkli biiyiime faktorleri eklendi. Literatiirde mevcut ¢alismalarda
kullanilan kiiltiir besiyerlerinin ozmolaritesi memeli canlilara gére optimize edildigi
icin ve aksolotlda bu durum farklilik gosterebilecegi i¢in kiiltiir besiyeri ozmolarite

degisiklikleri uygulandi.

Dokunun boyutunun, dokunun kiiltiir kabina yapigsmasini kolaylastirmasi
amaciyla; farkli boyutta doku kesitleri ile eksplant kiiltiirleri yapildi. Aksolotl spinal
kord dokusu sartlandirma yapilarak eksplante edildi. Blastema dokusunun aksolotlda

ampute segment rejenerasyonundaki rolii nedeniyle blastema ile spinal kord eksplant
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ko-kiiltiirti yapildi. Kas dokusunun hiicre gogiine etki etme olasiligr nedeniyle spinal

kord ile kas ko-kiiltiirii yapildu.

Pirmer hiicre kiiltiiri yapilmadan 6nce hiicrelerin yapigsmasini engelleyecek bir
ortamda belli bir siire tutulduktan sonra hiicre kiiltiirlerinin yapilmasina sartlandirma
hasar1 etkisi denir (4). Bu teknigin akson biiylitmede olumlu etikisi gosterilmistir.
Calismamizda aksolotl spinal kord dokusu diseke edildikten sonra diseksiyon
besiyerinde tutularak sartlandirma hasari etkisi elde edilmesi amaglandi. Sartlandirma
hasar1 sonrasi eksplant kiiltiirii yapilan aksolotl spinal kord dokusunda hiicre gogii ve

akson uzatma gozlendi.

Aksolotl, spinal kord dokusu rejenerasyon hakkinda bilgi verme potansiyeli
olmasi agisindan 6nemli, bu amagla bu konuda daha ¢ok ¢alisma yapilmasi yararh
olabilir. Neotenik aksolotl ile metamorfoz gegirmis aksolotl ¢alismalar1 kiyaslanarak
neotenik aksolotla 6zgii olan rejenerasyonun molekiiler mekanizmalari anlagilabilir.
Elde edilen verilerin memeli canlilarla benzerlik ve farkliliklar: incelenerek memeli
canlilarda spinal kord dokusu rejenerasyonu olusabilmesi i¢in gerekli sartlarin

saglanmasi1 amaglanabilir.



4. GENEL BIiLGILER

Sinir sistemi rejenerasyonu memeli canlilarda sinirli miktarda periferik
sinirlerde goriilmiis olup, merkezi sinir sisteminde klinik olarak anlamli rejenerasyon
heniiz goriilmemistir (2). Hem santral hem de periferik sinir sistemi rejenerasyonunu
gergeklestirebilen semender grubundan olan aksolotl rejenerasyon siirecini incelemek
amaciyla tercih edildi. Spinal kordun ultrastriiktiirel yapisin1 gostermek amaciyla
elektron mikroskobunda incelendi. Kok hiicre 6zelligi gosteren ependimal hiicrelerin
doniigsmesi ile olusan ve rejenerasyonu saglayan ndron; segmentasyon yontemi ile
analiz edildi. Bu amacla Image], Adobe Photoshop, SketchUp analiz programlari
kullanilarak néronun {i¢ boyutlu yapisi gosterildi (5) (6)(7). Spinal kord rejenerasyon
stireci hakkinda yol gosterici olmas1 bakimindan aksolotl spinal kordunun eksplant
kiiltiirii yapildi. Eksplant kiiltiiriiniin optimizasyonu ¢esitli yontemler kullanilarak

saglandi.

4.1. Aksolotl

Aksolotl (Ambystoma mexicanum), amfibi smifindan olan semenderler
grubuna ait olup, Ambystomatidaec familyasindaki kaplan semenderlerindendir.
Aksolotllarin, ana yasam alanlarinin Meksika bolgesindeki gollerin oldugu ve
atalarmin orada yasayan metamorfik kaplan semenderleri oldugu diisiiniilmektedir (8).

Aksolotllarin laboratuvar sartlarinda kolayca yetistirilebilmesi deneysel
calismalar agisindan 6onemlidir. Aksolotllar neotenik evrede kalip disaridan miidahale
edilmedik¢e metamorfoza girmezler ve kalici olarak suda yasarlar (9).

Aksolotllardaki bu yenilenme kapasitesini agiklamak i¢in bazi1 hipotezler
ortaya atilmistir. Bunlar i¢inden en ikna edici olani, aksolotllarin metamorfozlarini
tamamlayamadiklar1 ve embriyonik ya da larval donem benzeri karakteristiklere sahip
oldugu i¢in yiiksek yenilenme kapasitesine sahip oldugudur (10).

Tamir ve rejenerasyon kapasitesi yiiksek olan bir omurgali canl tiiriidiir.
Yenilenme ve doku tamir mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilmamistir. Hasara
maruz kaldiginda 6n ve arka ayaklarini, kuyrugunu, i¢ organlarini ve santral sinir

sistemi kisimlar1 olan beyin ile omuriligi yenileme kapasitesi vardir. Aksolotlda
5



ampute edilmis bir organin tekrar olusumunun basarili olmasi rejenerasyona spesifik
bir doku olan blastema dokusunun olugmasiyla iliskilidir. Aksolotllarin, yapisal
protein ve sinyal yolaklarinin memeli canlilarla benzer olmasi aksolotlarla yapilan
deneylerden elde edilecek bilgilerin memeli canlilarda uygulanma potansiyelini
arttirmaktadir. Aksolotl; tamir ve rejenerasyon yeteneginin yiiksek olmasi nedeniyle,

rejeneratif tip aragtirmalarinda tercih edilmektedir (11).

4.2. Spinal Kord Anatomisi, Histolojisi

Spinal kord santral sinir sistemi igerisinde yer alir. Spinal kordta gri cevher ve
beyaz cevher organizasyonu; gri cevher i¢ kisimda, beyaz cevher gri cevheri disardan
saracak sekilde dis kisimda yer alacak sekildedir (Sekil 4.1-2). Transvers kesitlerde gri
cevher anterior ve posterior boynuz kisimlarina ayrilmistir. Posterior boynuz néronlari
spinal sinirler aracilig ile spinal korda giren duyu bilgisini alir. Torasik bdlgede lateral
boynuzlar vardir. Lateral boynuzda sempatik gangliyona giden pregangliyonik viseral
motor ndronlar bulunur. Anterior boynuz ¢izgili kaslara giden spinal sinirlerin motor
ndronlarmin govdelerini barindirir. Beyaz cevher ise anterior, posterior, lateral olmak
tizere 3 kisima ayrilir, spesifik fonksiyonlari olan aksonal yolaklardan olusur. Posterior
kolon; somatik mekanoreseptorlerden aldig1 duyusal bilgiyi (¢ikan yolaklar) tasir
(Sekil 4.3-4).

Lateral kolon; serebral korteksten spinal motor ndronlarla baglant1 kuracak
aksonlar1 barindirir. Bu yolaklara kortikospinal yolaklar denir. Anterior yolaklar hem
inen motor bilgiyi hem de agri, 1s1 gibi ¢ikan duyusal bilgiyi igerir. Spinal kordun
organizasyonu ile ilgili genel kural olarak posteriorda duyusal bilgiyi tasiyan ndronlar,
lateralde pregangliyonik viseral motor ndronlar, anteriorda somatik motor néronlar ve

aksonlar bulunur (12) .
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Sekil 4.3 Spinal kord inen ve ¢ikan yolaklarin sematik goriiniimii (14)

Sekil 4.4 Spinal kord duyu iletim ve motor iletim (¢ikan ve inen) yolaklar (a), spinal kord
enine kesiti (b)



Memeli canlilarda spinal kord dokusunda 6n ve arka boynuzlar bulunurken,
neotenik aksolotl spinal kord dokusunda 6n boynuz ve arka boynuz yapilar
gozlenmemektedir. Santral kanal etrafindan baslayip perifere dogru uzanan néronlar

goriilmektedir (18-20) (21) (Sekil 4.5).

Sekil 4.6 Urodel spinal kord H&E (16)



Amfibi grubundan olan newt (su keleri) ve semender grubunu tarif eden tirodel
spinal kordunda santral kanali ¢evreleyen ependim hiicreleri ile gri cevher ve beyaz
cevher bulunmaktadir. Gri cevher ile beyaz cevher arasindaki sinir memelilerdeki
kadar belirgin degildir. Amfibilerde ependim hiicreleri radiyal uzantilar ile pia matere
kadar uzanir. Spinal kordun {izerinden gecen kan damarlarina kadar uzanan ependim
hiicreleri kan-spinal kord bariyerini olusturur. Urodelde 9 farkli néron tipi tanimlanmis

olup bazilar1 amfibilerde ortak olarak bulunur (16) (Sekil 4.5).

4.3. Sinir sistemi Rejenerasyonu

Aksolotlun spinal kord kesisini tamir yetenegi mevcuttur (17). Aksolotlda
kuyruk bolgesinden yapilan spinal kord kesisinde rejenerasyon siireci blastema dokusu
ile gergeklesir (18). Kuyruk amputasyonu sonrasi gelisen rejenerasyon ile spinal kord
kesisi sonrasi direk aksonal biliyltime seklinde olan iki farkli rejenerasyon tipi vardir
(19) . Doku hasar1 sonras1 gergeklesen rejenerasyon siirecinde; ¢ok az miktarda hiicre
proliferasyonu ve differensiyasyonu gozlenmekle beraber temelde hasarlanan
norondan aksonal biiytiime goriiltir (20) . Amfibilerde ependimogliyal hiicrelerin noral
kok hiicre gibi davrandigi disiiniilmektedir, noral kok hiicre belirteci olan Sox2/3
eksprese etmeleri bu hipotezi desteklemektedir (21) (22). Aksolotlda kesi bolgesindeki
ependimogliyal hiicrelerin epitel hiicresinden mezenkim hiicresine dogru bir
diferansiyasyon gecirip spinal kordun kesilen kismina dogru migrasyon yaptigina dair
kanit vardir (23).

Aksolotlda yapilan spinal kord kesisi modeli ile yapilan rejenerasyon
aragtirmalarinda; EGF, PDGF gibi biiyiime faktorlerinin rejenerasyon siirecinde
onemli oldugu saptanmugtir. Bu faktorler hiicrelerin proliferasyonu ve migrasyonu igin

gerekli olup ependim hiicresinde rejenerasyon siirecini baslatirlar (24).
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4.4. Elektron Mikroskobu

Hiicrenin dis ylizeyi ile ilgili bilgi edinmek i¢in SEM kullanilir. Elektron
mikroskobunun ilk gelistirilmis hali olup, TEM; SEM’deki fizik kurallarinin
gelistirilmesiyle ortaya ¢cikmistir (24) .

TEM ilk olarak 1940’l1 yillarda kullanilmaya baslandi ve o zamandan beri
hiicre biyolojisinde onemli bir teknolojiyi olusturmaktadir. En sik kullanilan TEM,
plastige gomiilii boyanmis ince kesitlere gelen elektron 1simasinin 6rnekten gecerken
dagilip emilmesi sonucu kontrast ve goriintii olusturmasi esasina gore calisir. Elektron
1simasinin kisa dalgaboyu olmasi nedeniyle (goriiniir 1s1kta fotonlardan 100000 kat
daha kisa) TEM subnanometre diizeyinde ¢oziiniirliik saglar ve bu ¢oziiniirlik, 151k
mikroskobu ile elde edilebilecek en yiiksek ¢oziiniirliik olan 20 nm’ye gore ¢ok daha
detayli bilgi verir.

TEM’in; hiicre iskeleti, membran sistemleri, organeller, siller, mikrovillus gibi
farklilasmis hiicrelerdeki Ozellesmis yapilar ve neredeyse her hiicre bileseninin
analizinde degerli oldugu ispatlanmistir. TEM olmadan hiicrelerin kompleks yapilarini

ve hiicresel yapilar1 gostermek miimkiin degildir (25).

4.5. Eksplant Kiiltiirii

Eksplant ¢aligma ortami in vivo ortama en yakin ozelligi gosterir. Eksplant
kiltiir ortami; norojenez, aksonojenez, travmatik lezyon yaniti ve hiicre Oliimii
caligmalart i¢in uygun ortam saglar (8) (9) (10) (11) (12) (13)(14) (15). Eksplant
calisma ortami; fare dorsal kok ganglion hiicreleri i¢in gercek hiicre etkilesim ortamini
taklit edip aksonlarin olusturdugu biyokimyasal olaylar hakkinda bilgi verir (16).
Ancak ex vivo ortamlarin in vivo ortamlarin barindirdig: biitiin 6zelliklere sahip
olmamalar1 6nemli bir kisitlayici faktordiir.

Eksplant ortami; hiicrelerin, dokularin {i¢ boyutlu yapilarini goriintiilemek
acisindan elverislidir. Eksplant ortami olusturmak amaciyla matrijel, kollajen gibi

farkli malzemeler kullanilabilir.

11



5. MATERYAL ve METOT

5.1. Ortak Bilgiler

5.1.1.Sarf malzemeleri

Tablo 5.1 Eksplant kiiltiir sarf malzemeleri

Malzeme Firma Ad1 Katalog numarasi
EGF Sigma E9644
FGF Gibco 2al0-155
NGF Sigma NO0513
RA StemMACS 130-117-339
. Stemcell
Heparin Technologies 07980
NBA Gibco A10888-022
B-27 Gibco 17504044
Antibiyotik -antimikotik soliisyonu Sigma A5955
Glutamin (Glutamax) Gibco 35050061
L-15 Multicell 323-050-cl
Benzocaine Sigma E1501
Filtre kagid: M. Nagel 105.02.125
PFA Sigma 158127
Poly-D lizin Merck P7280
Matrigel Corning 4041123
PBS PanBiotech P04-36500
Cam tabanl1 kiiltiir kab1 WPI FD35
Pl ICN 255535-164
Calcein Invitrogen C1430

5.1.2. Hayvanlarin temini

Tiim deneylerde neotenik aksolotl kullanildi. Aksolotllarin bakimi ve tiretimi
Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM) tarafindan
gerceklestirildi. Deneylerin materyal ve metodlar1 Istanbul Medipol Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-HADYEK) tarafindan onaylandu.
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5.1.3. Hayvanlarn sakrifikasyonu — spinal kord dokusunun ¢ikarilmasi

Ortalama uzunluklar1 18-20 c¢cm olan aksolotl benzokain i¢inde 20-30 dk
bekletildi. Arka ayakta forseps ile sikistirinca olusan refleks yanitin kaybolmasi ile
aksolotlun sakrifiye edildigine karar verilip, aksolotl diseksiyon yatagina alinarak
kafas1 makasla dekapite edildi. Gozle goriiliir aktif kanama durduktan sonra (yaklasik
5 dk) sirt derisi orta hattan arka ayak kismina kadar kesildi. Orta hattan saga ve sola
dogru kayarak kemik doku etrafindaki kas dokusu makasla kesilerek kemik dokuya

ulasildi.

Ince makasla laminalar kesilerek spinal kord iizerindeki kemik doku ¢ikarildi.

Spinal kord dokusu bir ucundan forseps ile tutularak ¢ikarildi.

5.1.4. Benzokain hazirlama

1 gr benzokain 1 It dH20’da 40 °C’de bir gece kalacak sekilde manyetik

karistiricida tutulup, tamamiyla ¢ozdiiriildii.

5.1.5. Diseksiyon besiyeri

%1 Antibiyotik, %1 glutamax, %10 ddH2O oranlar1 kullanilarak L-15’e
eklendi ve diseksiyon besiyeri elde edilmis oldu. Cikarilan spinal kord dokusu
diseksiyon besiyeri igeren kiiltiir kabina konuldu. -20 ° C’den soguk tabla alinip
mikroskop tabanina yerlestirildi. Tablanin {izerine iginde spinal kord dokusu olan
kiiltiir kabi konuldu. Mikroskop altinda; doku, mikroskop obejektifinin mikrometresi

kullanilarak doku parcalarinin uzunluklar1 1 mm uzunlukta olacak sekilde bistiiri ile

kesildi.

5.1.6. Kiiltiir besiyeri

Doku kiiltiirlerinin besiyerleri NBA ile hazirlandi. NBA’ya; %10 ddH20, %1

glutamax, %1 antibiyotik, %2 oranlarinda B27 eklenerek kiiltiir besiyerleri elde edildi.
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5.1.7.Kiiltiir kab1 kaplamasi

Cam tabanli kiiltiir kab1 kaplandi. Kaplama i¢in Poly-D lizin kullanildi. 75 pL
poly- D lizin + 675 pL ddH20 kullanilarak, %10’luk poly D- lizin elde edildi. 145 pL/
kiiltiir kab1 eklenerek 1,5 saat kabinde (24 °C) bekletildi. 3 kere ddH20 ile yikama

yapildi. Kaplama islemi bu sekilde tamamlandi.

5.1.8. Faktorler

Doku eksplant kiiltiiriinde; akson uzatma ve hiicre gogiine katki saglamasi
amaciyla cesitli bliylime faktorleri kullanildi.

Blastema olusumunda DNA replikasyonunu indiikledigi saptanan FGF,
eksplant kiiltiirlerinde 10 ng/ ml oraninda kullanildi (26).

Aksolotl spinal kord ependim hiicrelerinin canliligi ve proliferasyonunu
sagladig1 gosterilen EGF, eksplant kiiltiirlerinde 20 ng/ ml oraninda kullanildi (27).

Ekstremite rejenerasyonunu sagladigi bilinen RA, eksplant kiiltlirlerinde 0,1
umolar kullanildi (3) .

FGF’i stabilize ederek FGF’in etki etmesini kolaylastiric etki gdsterdigi i¢in
heparin 1 pm/ ml oraninda kullanild1 (28).

Sican spinal kord rejenerasyonunda NGF salinimi yapan hidrojel kullaniminin
katki sagladigini gosteren calisma nedeniyle eksplant kiiltiiriine 80 ng/ ml oraninda

NGF ilave edildi (29) .

5.1.9. Matrijel

Doku eksplantinin kiiltiir kabina yapismasini1 kolaylastirmak ve ii¢ boyutlu
goriintli elde etmek amaciyla matrijel kullanildi. -20 °C’de siv1 sekilde, 37°C’de jel
seklinde olma 6zelligine sahip olan matrijel kabin igerisinde kirik buz i¢inde tutularak,
matrijelin jellesmesi 6nlendi. Matrijel ¢cicek damlalari halinde pipetle kiiltiir kabina 10
ul /damla olacak sekilde dairesel sirada 5 damla olarak damlatildi. Pipetle kiiltiir
kaplarina uygun sekilde eklendikten sonra tam jellesme saglanmasi i¢in her damlaya

bir spinal kord dokusu ekimi yapilip, 5 dk 37 ° C’ lik inkiibatérde bekletildi.
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Inkiibatérden ¢ikarilip kabine alinan kiiltiir kaplarma 150 ul kiiltiir besiyeri eklendi.
Sonrasinda 20 ° C’ lik inkiibatore transfer edildi. 24 saat sonra kiiltiir besiyeri 1500
ul’ye tamamlandi.

Deneylerde genel olarak 3 giinde bir kiiltiir besiyeri degistirildi. Kiiltiir kab1
tabanina yapisan dokular, yapismayi sagladigi siirece deneyler devam ettirildi.
Dokunun kiiltiir kabi tabanindan ayrildigi deneylerde, deneyler sonlandirildi. Dokunun
kiltlir kab1 tabanina yapigsmasini optimize etmek i¢in her deney protokolii 3 kez ayni

yontemle tekrar edildi.

5.1.10. Dokulari boyanmasi

Eksplant kiiltiir dokular1 PI, calcein boyamasi yapilarak hiicre gocii, canlilik

acisindan incelendi. islem sirasi1 asagidaki gibi uygulands;

Kiiltiir kabindaki NBA ¢ekilip atildi.
3 kere PBS ile yikama yapildi.
5 ul/ ml oraninda PI eklendi.

1 pl/ ml oraninda calcein eklendi.

o~ w e

15 dk i¢inde goriintiileme yapildi.

Goriintilemeler konfokal mikroskopta yapildi (Zeiss, LSM 800). ImageJ

programi ile analiz edildi (5).
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5.2. Aksolotl Spinal Kord Dokusu Ultrastriiktiirel Yapisinin Histolojik

Yontemlerle Gosterilmesi

\‘ > \ .
o
~'~

Segmentasyon

Sekil 5.1 Aksolotl spinal kord néron segmentasyon asamalari

Aksolotl spinal kord dokusu seri kesit halinde elektron mikroskobnuda incelendi. Bu
amagla spinal kord dokusundaki hedef bolgeyi goriintiilemek i¢in hematoksilen ve eozin
boyamasi yapildi. Hedef bdlge olarak santral kanal 6n kismi belirlendi.

Belirlenen hedef bolgeyi elektron mikroskobunda goriintiillemek amaciyla aksolotl spinal
kord dokusu blok haline getirildi. Bloklardan seri kesit alinip elektron mikroskobunda
goriintiilendi. Belirlenen néronun segmentasyonu i¢in analiz programlari kullanilarak {i¢

boyutlu elde edildi.

5.2.1. Hematoksilen-Eozin boyama metodu

Aksolotl spinal kord dokusunun genel histolojik yapisini goriintiilemek ve
elektron mikroskobunda goriintiileme yapilacak alana karar vermek amaciyla
hematoksilen- eozin boyamasi i¢in doku takibi yapildi.

Yukarida anlatildig1 gibi diseke edilen spinal kord dokusu arka ayak hizasindan

1 cm 6nde olacak seviyeden alindi.

1. %4 PFA’da doku fiksasyonu yapildi.
2. PFA’dan alindiktan sonra yikama yapildi.
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Dokular %10 EDTA'da +4 °C 'de bir gece boyunca bekletildi.
EDTA’dan sonra %4 PFA'da bir giin boyunca dokunun fikse olmasi
i¢in tekrar bekletildi.

30 dakika akar suda yikama yapildi. Ikiser saat sirastyla %70- %80-
%96 alkolde bekletildi. Birer saat %100- %100 alkolde bekletildi. 25
dk ksilende bekletildi.

30 dk sivi parafinde bekletildi. Sivi parafin bir gece boyunca
inkiibatorde 60 °C’de bekletildi.

Doku gdmiiliip mikrotomda 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Alinan
kesitler 39 °C suda toplandi. Kesitler pozitif sarjli lama alindi.

Lamlar inkiibatérde 60 °C’de, parafinin tamamen erimesi i¢in 2 saat
bekletildi.

Pozitif sarjli lam tizerindeki kesitler 30 dk ksilende bekletildi. Sirasiyla
%100- %96- %70 alkolde 15'er dk bekletildi. dH20’da 5 dk boyunca
yikandi.

Hematoksilen -eozin boyamasi uygulandi. Ksilende bekletildi.

10. Biomount lameli ile kapatildi.

11. Mikroskop ile brightfield goriintiilleme yapildi

5.2.2.Elektron mikroskobu goriintillemesi icin doku takibinin

hazirlanmasi

Hayvanlarin sakrifikasyonu ve spinal kord dokusunun g¢ikarilmasi
yukarida anlatildig: gibi yapildi.

Elektron mikroskobunda goriintiileme yapabilmek amaciyla asagida
anlatildig sekilde doku takibi yapildi (30).

Dokular 3 giin boyunca fiksasyon soliisyonunda (%2 PFA+ 0.15 M
cocodylate buffer [CB] i¢inde %2,5 GA + 2 mM CaCl2) + 4 ° C’de
bekletildi.

Doku takibinin 1. giiniinde;

3-4 kez 0.15 M CB ile her yikama 5 dk olacak sekilde yikama yapildu.
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Osmiyum-1 soliisyonu hazirlama:

3,3 ml %4 OsO4, 2 ml ferrosiyaniir, 1,3 ml dH20 (1,65 ml 4% OsO4, 1 ml
ferrosiyaniir, 0,65 ml dH20) oranlar1 kullanildi. Soliisyon ¢eker ocak iginde

hazirlandi.
TCH soliisyonu hazirlama:

%0,5 TCH soliisyonu elde etmek i¢in 3 ml dH20O ile 15 mg TCH karistirilip
verteks ile ¢oziinmesi saglandi. Tamamen erimesi i¢in inkiibatdrde 60 °C’de eriyene

kadar bekletildi. Sonra filtreden gecirildi.
Osmiyum-2 soliisyonu hazirlama:

e 15mldH20 ile 1,5 ml % 4 osmiyum kullanilarak 3 ml %2 OsO4 elde
edildi.

e Dokular 30 dk osmiyum-1 soliisyonunda bekletildi.

e 3-4 kez dH20 ile yikama yapildi. Ik yikama sonrasi dokularin
bulundugu tiipler degistirildi.

e Dokular TCH’de 30 dk bekletildi.

e 3-4 dH20 ile yikama yapild1. Ik yikama sonrasi dokularin bulundugu
tiipler degistirildi.

e Dokular Osmiyum-2 soliisyonunda 30 dk bekletildi.

e 3-4 kez dH20 ile yikama yapildu.

Uranil Asetat (UA) hazirlama:

e 60 mgUA, 3 ml dH20 ile %2 oraninda UA hazirlandi.
e Dokular UA i¢inde bir gece boyunca +4 °C’de bekletildi.

Doku takibinin 2. giiniinde;

e UA i¢indeki dokular 4-5 kez dH20 ile yikand1. Tiipler yenilendi.
e Dokular lead aspartate (kursun aspartat) iginde 60 °C’de inkiibatoérde 1
saat bekletildi.

e Dokular dH20 ile 7-8 yikandi. Tiipler yenilendi.
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Aseton ile dehidratasyon;

Dokular sirasiyla %50 asetonda 15 dk, %70 asetonda 15 dk, %90 asetonda 15
dk, %100 asetonda 10 dk, %100 asetonda 10 dk, ikinci %100 asetonda 10 dk bekletildi.

Epoxy- Embedding Kit (45359) hazirlama:

1. Mixture A hazirlama: Epoxy embedding medium 2,5 ml ile 4 ml DDSA
karigtirildi.

2. Mixture B hazirlama: Epoxy embedding medium 4 ml ile 3,5 ml NMA
karistirildi.

3. Mixture C hazirlama: Mixture A ve Mixture B karistirildi. 250 pl  DPM-
30 eklendi.

4. Dokular 1:1 oraninda karistirilan %100 aseton ile Mixture C’de 2 saat
bekletildi.

5. Daha sonra 1:2 oraninda karistirilan %100 aseton ile Mixture C’de 2 saat
bekletildi.

6. En son olarak saf Mixture C’de 2 saat bekletildi.

Mixture C kapsiile dokiildii, dokular diizglince duracak sekilde kapsiile
konuldu. Dokularin bilgisinin yazili oldugu kagitlar da kapsiile eklendi. Dokularin

polimerize olmasi i¢in inkiibatérde 60 °C’de bir gece bekletildi.

Dokularin gomiilii oldugu soliisyonun” polimerize olup yeterli katilik

seviyesine ulagmasi saglandi.

1. Kapsiilden ¢ikarilan dokunun etrafindaki rezin doku tras cihaz1 (Leica,
EM TRIM?2) ile traslandi.

2. Daha sonra ultramikratoma (Leica, EM UC7) alinan dokunun
etrafindaki rezin daha hassas bir yontem olmasi nedeniyle jiletle
traslandi.

3. Son olarak dokunun etrafindaki rezini tamamen temizlemek amaciyla
cam bigak (Leica, EM KMR3) ile tragslama yapildi. Rezinden tamamen
temizlenen dokudan ultramikratomda (Leica, EM UC7) cam bigak
(Leica, EM KMR3) ile 500 nm kalinliginda kesitler alindi.
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4. Kesitler dH20 ile 1slatilmis lama konuldu. Lamlar manyetik 1sitict
(Thermo Scientific) ile 70 °C’de kurutuldu.

5. Sonra toluidin blue ile boyanip tekrar kurutuldu. dH2O ile toluidine
blue boyasi1 yikanip tekrar kurutuldu.

6. Isik mikroskobu ile goriintiileme yapildi.

Toluidine blue ile boyanan kesitlerin goriintiilemeleri ile dokusunun anterior-
posterior kismina karar verilip, elektron mikroskobu ile goriintiileme yapilacak
bolgeye karar verildi. ElImas bigakta seri kesit almadan 6nce doku tekrar cam bigak ile

traglandi.

Image J analiz programu ile spinal kord santral kanal 6n kismindaki néron gap1
hesaplandi. Noron ¢ap1 15 um olarak 6l¢iildii. Cap boyutunun iki kat1 olacak uzunlukta
seri kesit alindi. Her bir kesitin kalinlig1 100 nm idi (15 x2 =30 pm, 30 pum = 30000
nm, 30000 nm/ 100 nm= 300 kesit). Bu sekilde kesit sayisina karar verildi.

Elmas bicak (Diatome, MT13302) ile ultramikratomda 300 adet seri kesit
alindi. Seri kesitler her lamelde 15- 20 seri kesit olacak sekilde lameller iizerine
strastyla toplandi. Lameller elmas bicak kiivetine sigacak sekilde cam ¢izme kalemi
ile cizip kesildi. Lamellerin iizerine kesitler alinmadan 6nce mavi ates ile lameller
yakildi. Kesitler toplandiktan sonra lamellerin kaplanmasi kaplama cihazi (Leica, EM
ACE200) ile “gold platinium” modunda 10 sn “diffuse” ayarinda yapildi. Kaplama
yapilarak elektron mikroskobunda goriintiileme sirasinda “charging” olmasini

engellendi.

Kaplanmig lameller elektron mikroskobunda (Zeiss, Gemini SEM 500)
sirastyla goriintiilendi. Seri kesitlerin standart olmas1 amaciyla goriintiileme 500X, 3

kv’de, BSD detektorti ile yapildi.
Goruntuleme ile santral kanalin oniindeki noronlar incelendi.

Elektron mikroskobu goriintiileri ImageJ, Adobe Photoshop, SketchUp
programlari ile analiz edilip segmentasyon yapildi (23) (24) (25).
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5.3. Eksplant Kiiltiirii Yontem Gelistirme Deneyleri

|.\

Sekil 5.2 Aksolotl spinal kord eksplant kiiltiirii asamalar1

5.3.1. Matrijel ve biiyiime faktorleriyle eksplant kKiiltiirii yontemi

Yukaridaki boliimlerde anlatilan sekilde diseke edilen spinal kord dokusu, 5
adet cam tabanh kiiltiir kabina eksplant kiiltiirii olarak ekildi. Kiiltiir kabinin
kaplamasi, diseksiyon besiyeri, kiiltiir besiyeri, matrijel ve faktorler uygulanmasi ve

deney takipleri yukaridaki bolimlerde anlatildig1 gibi yapildi.

Tablo 5.2 Biiyime faktorlerine gore kiiltiir kaplari icerigi bilesenleri

Kiiltiir Kabi No Faktor

1 Kontrol (faktor eklenmedi)

2 FGF + Heparin
3 EGF

4 EGF + FGF
5

6

EGF + FGF + RA

NGF
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5.3.2. Doku sivisinin absorpsiyonu sonrasi eksplant kiiltiirii yontemi

Matrijel ve biiytime faktorlerinin kullanildigir deneydeki islemler tekrar edildi.
Spinal kord dokusu matrijele ekilmeden 6nce UV’de 30 dk tutulan filtre kagidinin
tizerine konularak dokunun etrafindaki sivinin absorbe edilmesi saglandi. Bu iglemle
matrijele ekilen dokunun yiizmesinin engellenmesi amaglandi.

Daha onceki deneylerde; biliylime faktorlerinden FGF, EGF eklenen kiiltiir
kaplarinda canliligin daha uzun siirmesi nedeniyle bundan sonraki deneylerde bu

faktorler kullanildi.

5.3.3. Kiiltiir kab1 kapagi modifikasyonu ile eksplant kiiltiirii yapismasim

arttirma yontemi

Filtre kagidina ilaveten dokunun yapismasini kolaylagtirmak amacryla, kiiltiir
kabinin kapaginin tam ortasina gelecek sekilde 1 cm uzunlugunda ortasi delik gubuk
aksam yapistirildi. Matrijele ekilen, kiiltiir besiyeri ve faktorleri ilave edilen kiiltiir
kaplarinin iist kismmna 1 x 1 cm boyutlarinda filtre kagidi yerlestirildi. Kiiltiir kab1
kapag1 kapatilinca ¢ubuk aksam ve filtre kagidi ile dokularin kiiltiir kabi tabanina giiglii

bir sekilde yapismas1 amaglandi.

5.3.4. Doku boyutunun Kiiciiltiilmesi ile eksplant kiiltiirii yontemi

Matrijel, EGF ve FGF biiytime faktorleri kullanilarak yapilan bu deneyde,
spinal kord dokusunu kiigiiltme islemi igin vibratom (Leica, VT1000 S) cihazi
kullanildi.

Spinal kord dokusu; oda sicakligi kosullarinda, agar yatagina damlalikla
damlatilan %?2,5 oranindaki diisiik erime noktali agaroza, 1 c¢cm uzunlukta olacak
sekilde gomiildii. 1 dk boyunca -20 °C’de bekletildikten sonra donmus hale gelen

agaroz, agar yatagindan ¢ikarilip dokunun kenarlarindaki agaroz tiraslandi.

Traglanan agaroz icindeki doku, vibratomun stage kismina yapistirict ile
yapistirildiktan sonra, vibratomun stage kismi vida ile sabitlendi. Hazne kismi aCSF
ile dolduruldu. Haznenin dis kismina kirik buz eklendi. 50 um kalinliginda kesitler
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alindi. Alan doku kesitlerinin etrafindaki agaroz forseps yardimiyla uzaklastirildi.
Spinal kord dokusu; eksplant kiiltiirii olarak matrijel ve FGF ile EGF ayn kiiltir
kaplarina eklenerek takip edildi.

Diisiik Erime Noktal Agaroz Yiizdesi Optimizasyon Deneyleri

Diistik erime noktali agaroz %4 oraninda hazirlandi. Beherin i¢ine 4 gr agaroz
ve 100 mL ddH20 eklendi. Mikrodalgada 1 dk boyunca 1sitildi. Tamamen ¢oziilme

gozlenene kadar islem tekrarlandi.

%4 oranindaki diisiik erime noktali agaroz ile hazirlanan doku ornekleri
vibratomda kesilirken kesitlerde biitiinlik kayb1 yasandigi i¢in agarozun oraninda

azalma yapilmasi planlandi.

%2 oraninda hazirland1 (2 gr/ 100 ml ddH20). Agarozda yeterince donma ve

katilagma gozlenmedi.

%2,5 oraninda agar0z hazirlandi1 (2,5 gr/ 100ml ddH20). Agarozda yeterli
katilasma gozlendi. Kesitleri aldiktan sonra kesitlerin biitiinliigiinii korudugu gozlendi.

Ideal agaroz oram %2,5 olarak belirlendi.
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aCSF (Cutting Solution) Hazirlanmasi

Tablo 5.3 aCSF bilesenleri

Onceden hazirland:
(1L),+4 °C’de
saklandu.

Bu kisimdan 150 mL
almip, yukaridaki
kimyasal maddeler
uygun oranda
eklenerek hazirlandi.

Madde mM M?lek,ul gr
agirhgi
KCI 1,47 74,56 0,11 gr/ L
NaH2PO4 1,23 138,01 0,17 gr/ L
NaHCO3 27 84,01 2,275 gr/L
L-ascorbic acid | 0,45 176,12 0,012 gr/ 150 mL
Glucose 10 180,16 0,270 gr /150 mL
Sucrose 213 | 342,20 (035 9uggl
mL
1,5mL (1 M)/
MgClI2 10 95,21 150 mL
75 mL (1M) /
CaCl2 0,5 110,98 150 mL

Vibratom haznesine 150 mL aCSF konuldu. aCSF’in osmolaritesi 300-310

mOsmol/ L olarak ayarlandi.

Ozmolarite Ol¢iimii-Ozmometre Cihazi

1. Cihaz arka kisimdaki agma-kapama diigmesine basilarak acildi.

2. Hazirlanan aCSF ¢ozeltisinden 210 mL alinarak ozmolarite cihazinin numune

kabina (kuyucuk) konuldu.

3. Cihazn start diigmesine basildi.

4. Ozmometre cihazinin hazir oldugu ekranda goriiliince tekrar start diigmesine

basilda.

5. Cihazin 3000’e kadar saymasi beklendi.
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6. 290-310 mOsmol arast degerler normal kabul edildi.

7. 290’dan kiigiik ¢ikan ozmolarite degerleri olmasi durumunda 50 mL
ddH20’da 0,5 gr glukoz ¢oziip, ¢ozdiiriilen glukozu ekleyerek 6l¢iim
tekrarland1

8. 310’dan biiyiik ¢ikan ozmolarite degerleri olmast durumunda ddH20

eklenerek ol¢iimler tekrarlandi

5.3.5.Kiiltiir besiyeri ozmolaritesinin arttirilmasi ile eksplant kiiltiirii

yontemi

Matrijel ve EGF ile FGF biiyiime faktorleri kullanilarak spinal kord eksplant
kiiltiirii yapildi.

Kiiltiir besiyeri olarak NBA’ya %1 antibiyotik, %1 glutamax, %2 B27, %5
mannitol eklenerek ozmolaritesi arttirilmis besiyeri kullanildi (306 mOsm).
Ozmolarite arttirtlarak, spinal kord dokusunun kiiltiir kabina yapismasina ve hiicre

gbcline olumlu katki saglanmasi amaglandi.

5.3.6.Sartlandirilmis doku ile eksplant kiiltiirii yontemi

Spinal kord dokusu g¢ikarildiktan sonra 3 giin boyunca L-15 besiyerinin i¢inde
+4 °C’de bekletildi. Bu sekilde sartlandirma hasar1 modeli olusturuldu (4) . Ugiincii
giiniin sonunda spinal kord dokusu matrijelin igine ekildikten sonra NBA ile kiiltiir
besiyeri tamamlandi. Kiiltiir besiyeri degisimi yapilmadan 2 ay boyunca izlendi.
Brighfield mikroskopta hiicre gogii ve akson uzatma gézlendi. Microtubule associated
protein-2 (MAP-2) antikor ve DAPI boyamasi yapildi. Protokolii su sekildedir (31):

Kiiltiir kabindaki kiiltiir besiyeri ¢ekilip atildi.

PBS ile 2 kere yikama yapildi.

500 ul PFA eklendi, 15 dk beklendi.

2 kere PBS ile yikama yapildi.

500 pl blocking soliisyonu eklendi, 45 dk beklendi.

© a0k~ 0w N e

2 kere PBS ile yikama yapildi.
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7. Primer antikor olarak 1/500 oraninda diliie edilen 100 ul microtubule
associated protein-2 antikoru (Monoclonal mouse, LOT No: 073M4774,
Sigma) eklendi, kiiltiir kabinin etrafi 1slak pegete ile sarilip bir gece bekletildi.

8. 3 kere PBS ile yikama yapildi.

9. Sekonder antikor olarak 488 Alexa fluor (goat to mouse IgG, Invitrogen)
kullanildi. 100 pl eklendi. 2 saat beklendi.

10. 3 kere PBS ile yikama yapildi.

11. 1 ml DAPI eklendi. 10 dk sonra 2 kere PBS ile yikama yapildi.

12. Gorilintiileme yapilana kadar +4 °C’de karanlik ortamda muhafaza edildi.

13. Goriintiileme konfokal mikroskobu (Zeiss, LSM 800) ile yapildu.

5.4. Eksplant Ko-Kiiltiirleri

5.4.1. Kas-Spinal Kord Eksplant Ko-Kiiltiirii

Eksplant kiiltiiriinde noronlarin akson uzatmasini uyarmak amaciyla kas
dokusu ile ko-kiiltiir yapildi. Aksolotlun arka ayak besinci parmak ampiitasyonu
yapilarak kas dokusu elde edildi. Ampute edilen kismin iizerindeki cilt dokusu
mikroskop altinda eksize edildikten sonra 1 mm capinda kas dokusu yukarida
anlatildig1 sekilde kaplamasi yapilan kiiltiir kabina ekildi. Kas dokusuna ortalama 10
mm uzaklikta olacak sekilde 3 tane 1 mm uzunlugunda spinal kord dokusu kiiltiir
kabina konuldu. Matrijel yukarida anlatilan sekilde uygulandi. Bu amagla 6 kiiltiir
kabinda deney yapildi. Kiiltiir kaplarinin igerikleri asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 5.4 Kas-Spinal kord ko-kiiltiir kiltiir kaplari igerigi bilesenleri

Kliiliﬁli\lro Doku, Faktor, Kiiltiir Besiyeri
1 Kas dokusu, spinal kord dokusu, EGF, kiiltiir besiyeri (NBA)
2 Kas dokusu, spinal kord dokusu, FGF, kiiltiir besiyeri (NBA)
3 Spinal kord dokusu, EGF, kiiltiir besiyeri (NBA)
4 Spinal kord dokusu, FGF, Kiiltiir besiyeri (NBA)
5 Kas dokusu, FGF, kiiltiir besiyeri (MEM)
6 Kas dokusu, EGF, kiilttir besiyeri (MEM)

Deneylerin takibi dokular kiiltiir kab1 tabanindan ayrilip yiizmeye baslayincaya
kadar yapildi. 3 kez tekrar edildi.

5.4.2.Blastema- spinal kord ko-kiiltiirii

Yukarida anlatilan sekilde hazirlanan benzokain 1/ 5 oraninda ddH2O ile diliie
edildi. Elde edilen benzokain ile yaklagik 20 dk i¢inde anesteziye alinan aksolotlun 6n
kol dirsek ekleminden parmak ucuna kadar 6l¢iiliip 1/2 oranimi koruyacak sekilde el
bilegine yakin seviyeden ampute edildi. Islem sonrasi 2 saat iginde aksolotl
anesteziden cikti. Amputasyon sonrasi aksolotl 8 giin boyunca takip edildi. 8. Giinde
benzokain ile sakrifiye edilen aksolotlun ampute segment ucunda olusan blastema
dokusu 1 cm olacak sekilde bistiiri ile kesildi. Blastemanin en u¢ kismindan 1 mm
uzunlukta doku alinip, sakrifiye edilen baska bir aksolotldan diseke edilen spinal kord
dokusu diger deneylerdeki ile ayni sekilde kiiltiir kabina eksplant kiiltiirii olarak ekildi.
Blastema olusturulan aksolotlun spinal kord dokusu, blastema olusum siirecinde farkli

0zellik kazanmis olabilecegi icin tercih edilmedi. Ortada blastema dokusu ve etrafinda
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10 mm uzaklikta olacak sekilde 3 adet spinal kord dokusu matrijel i¢inde kiiltiir edildi.
Yukarida anlatilan sekilde hazirlanan NBA 150 pl miktarinda eklendi. 24 saat sonra
kiiltiir besiyeri 1500 pl’ye tamamlandi. Diger deneylerden farkli olarak biiyiime
faktorleri verilmedi. Deney takibi dokular kiiltiir kab1 tabanindan ayrilip yiiziinceye

kadar yapildi. Deneyler 3 kez tekrar edildi.
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Sekil 5.3 Blastema Modeli (32)
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6. BULGULAR

6.1. Hayvanlarin Sakrifikasyonu- Omurilik Dokusunun Cikarilmasi

Aksolotllar benzokain anestezisinde sakrifiye edildi. Benzokaine alindiktan 20
dk sonra forseps ile parmak kistirma refleksinin kayboldugu gozlenince, diseksiyon
yatagina alinip dekapite edildi. Spinal kord dokusu Resim 6.1°deki gibi diseke edilip
cikarildi.

Resim 6.1 Aksolotl spinal kord dokusu diseksiyonu
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6.2.  Aksolotl Spinal Kord Dokusu Ultrastriiktiirel Yapisinin Histolojik

Yontemlerle Gosterilmesi

6.2.1. Dokularin hematoksilen- eozin boyamasi

S

Sekil 6.1 H&E Boyamasi, 4X, 4um
Sar1 ok vertebra laminasi, siyah ok paraspinal kas dokusu, kirmizi ok spinal kord

Hematoksilen eozin boyamasi sonrast 4X ve 40X biiyiitmede aksolotl omurgasi
ve spinal kord dokusu goriilmektedir. Yukaridaki sekilde goriilen sar1 ok vertebra

laminasini, kirmizi ok spinal kordu ve siyah ok paravertebral kaslar1 gostermektedir.
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Sekil 6.2 H&E Boyamasi, 40X 4um
Sar1 ok noron, siyah ok santral kanal, kirmiz1 ok ependim hiicresi

Yukaridaki sekilde 40X biiylitmede sar1 ok ndronlari, siyah ok santral kanali

ve kirmizi ok ependim hiicresini gdstermektedir.

Resim 6.2 Spinal kord parafin takibi
Sar1 ok spinal kord
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Yukaridaki resimde hematoksilen eozin boyamasi i¢in parafin takibi yapilan
ve arka ayak seviyesinden alinan kuyruk dokusunun parafin i¢inde fiksasyon edilmis

hali goriilmektedir.

6.2.2.Spinal kord dokusunun elektron mikroskobu goriintiilemesi icin

takibi ve goriintiileri
"

A

B

Resim 6.3 A: Spinal kord doku blogu B: Spinal kord doku blogu traglanmus hali

Yukaridaki resimde elektron mikroskobu igin yapilan doku takibi sonrasi
spinal kordun blok halindeki goriiniimii ve traglanarak elmas bigak ile kesit almaya

uygun hale getirilmis sekli goriilmektedir.
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Sekil 6.3 Toluidine blue boyamasi, 20X, sar1 ok néron, kirmizi ok akson, beyaz ok santral
kanal, yesil ok ependim hiicresi, sar1 okla isaretli noron santral kanal 6n kismini
gostermektedir.

Yukaridaki sekilde cam bicak ile alinan kesit Orneginin toluidine blue
boyamasinda santral kanal ve onu ¢evreleyen ependim hiicreleri ile santral kanal
komsulugundaki ndronlar ve daha disarida yerlesmis olan aksonlar goriilmektedir.
Toluidine blue boyamasi seri kesitlerde goriintiilenmesi amacglanan bolgeye karar
verildi. Kesit kalinligi 500 nm’dir. Toluidine boyamas1 protokolii materyal ve metot

boliimiinde anlatildigr gibi yapildi.
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Signal A = aBSD1 Date :24 Jun 2022

D= 571 ZEISS
e G.Com =HT = 3.00 kV Time :10:41:02

Sekil 6.4 Spinal kord seri kesiti 180X goriiniimii, kirmizi ok santral kanal 6n kismini
gostermektedir

Elektron mikroskobu goriintiisiinde spinal kord dokusunun 6n ve arka kismini
ayirtetmek amaciyla doku blogu traglaninca 6n kisim sol taraf yatay traglanarak blok
isaretlenmis oldu. Yukaridaki sekilde sag iist kosede blogun yatay traglanmis hali
goriilmektedir. Kirmiz1 okla gdsterilen kisim segmentasyon yapilacak alan i¢in hedef
bolge olarak secildi. O bolgeden alinan seri kesitlerden 127 adet segildi. Birinci kesit
iizerinde segilen néronun 127 seri kesit boyunca segmentasyon yontemiyle analizi

yapilarak incelendi.
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Sekil 6.5 Spinal kord kesiti 150X gdriintiimii, kirmizi ok ependim hiicresi, sar1 ok santrali
gosterir.

Elektron mikroskobu goriintiileri toluidine blue gorintiileriyle uyumlu olup santral
kanli ependim hiicreleri ve ependim hiicrelerinden perifere uzanan néronlar goriilmektedir.

Diizenli 6n ve arka boynuz yapilari goriilmedi.
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Sekil 6.6 Spinal kord dokusu elektron mikroskobu (Zeiss, GeminiSEM 500), 500X, 3.00 kV, sar1 ok noron, kirmizi ok ndron, yesil ok akson

Elektron mikroskobu goriintii biyiikliigii 500X yapilarak santal kanalin 6n kismi goriintiilendi. Segmentasyon analizi yapilacak noéronlar ve

aksonlarla olan komsuluklar1 gosterildi.
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ZEISS ZEISS

Mag= 2.58KX 3um WD = 4.4mm EHT = 30.00 kV Signal A = aSTEMT Date :8 Aug 2022 Time :10:54:49 Mag= 4.21KX - WD = 4.4mm EHT=30.00KV  Signal A = aSTEMT
1 Pro

IProbe = 200.0nA | | System Vacuum = 2.66e-06 mbar 00.0 nA
GeminiSEM 500-8203017188ise Reduction = Line Avg ESBGridis= 400V  Column Mode = Analytic GeminiSEM 500-8203017188ise Reduction = Line Avg ESBGridis= 400V  Column Mode = Analytic

Sekil 6.7 Spinal kord dokusu (Zeiss, GeminiSEM 500), 2.58 K X, 30.00 kV, kirmiz1 ok ¢ekirdek membrani, sar1 ok hiicre membrani

Elektron mikroskobu goriintii biiyiikliigi arttirilarak ndronlarin ¢ekirdek sitoplazma kisimlar1 gosterildi. Yukaridaki sekilde goriildiigii gibi ¢ekirdek

zar1 ile sitoplazma zariin birbirine ¢ok yakin seyrettigi gosterildi.
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Mag= 467KX 2um WD = 44mm EHT = 30.00 kV Signal A = aSTEM1 Date :8 Aug 2022 Time :11:25:37
I Probe = 200.0 nA |
GeminiSEM 500-8203017188ise Reduction = Line Avg ESB Gridis= 400V  Column Mode = Analytic

ZEISS
System Vacuum = 1.86e-06 mbar

Sekil 6.8 Aksolotl spinal kord dokusu (Zeiss, GeminiSEM 500), 4.21 K X, 30.00 kV, sar1 ok hiicre membran1, kirmiz1 ok ¢ekirdek membran

Yukaridaki sekillerde goriildiigii gibi aksolotl spinal kord dokusunun ¢ekirdek membrani ile sitoplazma membrani goriilmektedir. Arada kalan

kisim sitoplazmayi olusturmaktadir.
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Mag= 5.18KX 2pm WD = 4.4mm EHT = 30.00 kV Signal A = aSTEM1 Date :8 Aug 2022  Time :11:22:33

EISS
1 Probe = 200.

1 System Vacuum = 1.91e-06 mbar
GeminiSEM 500- 017180ise Reduction = Line Avg ESB Gridis= 400V  Column Mode = Analytic

Sekil 6.9 Aksolotl spinal kord dokusu (Zeiss, GeminiSEM 500), 5.18 K X, 30.00 kV, kirmiz1 ok akson

Yukaridaki sekilde aksonlar kirmizi oklarla gdsterilmistir. Santral kanalin etrafindaki noronlarin periferine dogru gidildik¢e akson

lar goriilmeye baslandi.



6.2.3. Seri kesitlerin ii¢ boyutlu analizi

Sekil 6.10 Aksolotl spinal kord segmentasyonu i¢in hiicre se¢ciminin yapildigi ilk kesit

Santral kanalin 6n kismidan ndron segildi. 127 adet kesit Image] ile iist iiste
getirilerek “alignment” yapildi. Data dosyasmin boyutlarini kiigiiltmek amaciyla

secilen néronun gevresi “crop” fonksiyonu ile kesildi.

Yukaridaki sekilde etrafi yesil olarak sinirlari belirlenen hiicre segmentasyon
icin secildi. Asagidaki sekillerde goriildiigii iizere, Adobe Photoshop program ile bu
hiicrenin i¢i boyand1 ve bu islem 127 kesit i¢in tekrarlandi. Boyama islemi “manuel”
olarak her kesitte uygulandi. Asagidaki sekilde gosterildigi gibi 127 tane kesit sirastyla
SketchUp program ile arka arkaya dizilip birlestirildi. Hiicrenin ti¢ boyutlu goriintiisii
elde edildi.
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Sekil 6.11 Seri kesitlerden 15 kesit araliklarla alinan kesitlerin tizerinde yesil renkle isaretli néron, 127. Kesit 15’er ritmik sayma dizininde olmamasina
ragmen son kesit oldugu igin sekilde gosterilmistir.



4%

Sekil 6.12 Segmente edilen kesitlerin birlestirilmesi



1%

Sekil 6.13 Segmentasyon sonrasi birlestirilen kesitlerin doku iginde farkli agilardan gériiniimii



Sekil 6.14 Hiicrenin segmente edilen kisminin ¢ap / uzunluk oran

Hiicrenin c¢ap1 3 farkli ¢ap Ol¢limiiniin ortalamasi alinarak ImageJ ile 15 pm
hesaplandi. Segmente edilen kesit sayist 127 olup her kesit 100 nm kalinliginda
oldugundan segmentasyona dahil edilen hiicre wuzunlugu 12.7 pm’dir

(127x100nm=12700nm=12.7pum).

Cekirdegi ve sitoplazmasini ayr1 renklerde gostererek segmentasyonu yapilan

hiicre agagidaki sekillerde gosterildigi gibi secilip segmente edildi.
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Sekil 6.15 Aksolotl spinal kord dokusundan egmentasyon igin se¢ilen hiicrenin, serinin ilk
kesitindeki goriiniimii ve isaretlenmesi

Sekil 6.16 Seri kesitlerden 15 kesit araliklarla alinan kesitlerin iizerinde yesil renkle isaretli
ndron, 127. kesit 15’er ritmik sayma dizininde olmamasina ragmen son kesit oldugu i¢in
sekilde gosterilmistir
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Sekil 6.17 Segmentasyon yapilan hiicrenin sol yan taraftan goriiniimii
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Sekil 6.18 Hiicrenin segmente edilen kisminin ¢ap / uzunluk orani

Hiicrenin capt 3 farkli cap Ol¢iimiiniin ortalamasi alinarak ImageJ ile 15 um
hesaplandi. Segmente edilen kesit sayis1 127 olup her kesit 100 nm kalinliginda oldugundan
segmentasyona dahil edilen hiicre uzunlugu 12.7 pm’dir (127x100nm=12700nm=12.7pm).
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Sekil 6.19 Hiicre ¢ekirdeginin segmentasyonu. Kirmizi ile ¢ekirdek, yesil ile sitoplazma
gosterilmistir.

Yukaridaki elektron mikroskobu goriintiilerinde de goriildiigii gibi, segmentasyon

sonucunda da ¢ekirdek boyutlarinin sitoplazmanin biiyiik bir kismim kapladigi gosterilmistir.

Sekil 6.18’de segmente edilen néronun 127 kesit boyunca cekirdek zari isaretlenip
boyanarak segmente edildi. Ayni néron ikince kez ¢ekirdek ile segmente edilerek sitoplazma

ve ¢ekirdek oranlar1 gosterildi.
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6.3. Eksplant Kiiltiirii Yontem Gelistirme Deneyleri

6.3.1. Matrijel ve biiyiime faktorleriyle eksplant Kiiltiir yontemi

Resim 6.4 Diseksiyon besiyerinde spinal kord dokulari

Spinal kord dokular1 materyal ve metot boliimiinde anlatildig gibi L-15 ile hazirlanan
diseksiyon besiyerine alindi. Kiiltlir ekimi Oncesi diseksiyon besiyerinde uygun boyutlara

getirmek amaciyla kesildi.
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Sekil 6.20 FGF eklenmis kiiltiir besiyeri (NBA) igerisinde eksplant dokudan gdgen spinal
kord hiicresi, akson boyu 474,407 um olarak 6l¢iildii (ImageJ), inkiibasyonun 3. giiniinde
eksplant dokudan gog¢ eden hiicreler calcein ve PI ile boyandi, konfokal mikroskopta
fizyolojik sartlar saglanarak goriintii alindi (LSM 880) (yesil calcein, kirmizi PI)
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Sekil 6.21 EGF eklenmis kiiltiir besiyeri (NBA) igerisinde eksplant dokusu (ImageJ),
inkiibasyonun 3.gliniinde eksplant dokudan gog eden hiicreler calcein ve PI ile boyandi,
konfokal mikroskopta fizyolojik sartlar saglanarak goriintii alind1 (LSM 880) (yesil calcein,
kirmiz1 PI)
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Sekil 6.22 Faktor eklenmeden hazirlanan kiiltiir besiyeri (NBA) igerisinde eksplant dokusu
(ImageJ), inkiibasyonun 3.giiniinde eksplant dokudan gog eden hiicreler calcein ve Pl ile
boyandi, konfokal mikroskopta fizyolojik sartlar saglanarak goriintii alindi (LSM 880) (yesil
calcein, kirmizi PI)

Materyal ve metot bdliimiinde anlatildig1 sekilde hazirlanan kiiltiir kaplarinda
eksplant kiiltiirii yapildi. Yukaridaki sekillerde gorildigii gibi; FGF eklenilen kiiltiir
kaplarindan alinan goriintiide akson uzatan nodron gosterildi. Ancak hedeflenen
miktarda hiicre gogli, akson uzatma gosterilemedi. EGF eklenmis kiiltiir kabindan
alinan goriintiide canlhilik diger kiiltlir kaplarina gore daha yiiksekti. Tekrarlanan

deneylerde beklenilen canlilik gdsterilemedi.

Yukaridaki sekilde goriildiigii gibi kiiltiir besiyerine faktor ilave edilmeden
yapilan eksplant kiiltlirlinden alinan goriintiide 6liim oraninin diger kiiltiir kaplarina
gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Boyamalarin protokolleri materyal ve metot

boliimiinde anlatildig: sekilde yapildi.
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6.3.2. Doku sivisinin absorpsiyonu sonrasi eksplant kiiltiirii yontemi

Resim 6.5 Filtre kagidi

Yukaridaki resimde goriilen filtre kagitlar1 kullanildi. FGF’li kiiltiir kaplarinin
brightfield goriintiisiinde hiicre gocii diger kiiltiir kaplarina oranla daha yiiksek oldugu
icin PI, Calcein boyamasi yapilip konfokal mikroskopta goriintiilendi. Asagidaki

sekilde gortildiigii tizere hem hiicre 6liimii ve hem de kismi canlilik gortildi.
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Sekil 6.23 FGF eklenmis kiiltiir besiyeri (NBA) igerisinde filtre kagidina fazla sivinin
absorbe edildigi eksplant dokusu (ImageJ), inkiibasyonun 7.giiniinde eksplant dokudan gog
eden hiicreler calcein ve PI ile boyandi, konfokal mikroskopta fizyolojik sartlar saglanarak

gortintii alind1 (LSM 880) (yesil calcein, kirmizi PI)
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6.3.3. Kiiltiir kab1 kapagl modifikasyonu ile eksplant Kkiiltiirii

yapismasini arttirma yontemi

Resim 6.6 Filtre kagidinin yerlestirilmesi
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Dokunun yapismast amaciyla kullanilan ¢ubuk aksamli kiiltiir kab1 kapagi ve
filtre kagidi yukaridaki resimdeki gibidir. Kiiltiir kab1 kapagimin ¢ubuk kismina filtre
kagidi konuldu. Filtre kagidi ¢ubugun ucundan diismeyecek sekilde kapak g¢evrilip
kiltiir kab1 kapatildi. Tekrarlayan denemelerde doku yapigsmasi saglanamadi ve bu

nedenle mikroskop goriintiisii alinmadi.

6.3.4.Doku boyutunun Kii¢iiltiilmesi ile eksplant Kiiltiirii yontemi

Sekil 6.24 FGF eklenmis kiiltiir besiyeri (NBA) igerisinde vibratom ile kesit alinan dokunun
eksplant kiiltiirti (ImageJ), inkiibasyonun 3. giiniinde eksplant dokudan go¢ eden hiicreler
calcein ve PI ile boyandi, konfokal mikroskopta fizyolojik sartlar saglanarak goriintii alind1
(LSM 880) (yesil calcein, kirmizi PT)

56



Asagidaki resimde gorildiigii sekilde agar yatagina doku alinip diisiik erime

noktali agaroza materyal ve metot boliimiinde anlatildig: sekilde gomiildii.

Resim 6.7 Diisiik erime noktali agaroz iginde doku

Agarozdaki doku, vibratom stage kismina yapistirici ile yapistirildi. Vibratom (Leica,
VT1000 s) ile 50 um kalinliginda kesit alindi.
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Resim 6.8 Vibratom stage kismina yapistirici ile yapistirilan agaroz iginde doku

Resim 6.9 Vibratom (Leica, VT 1000S)

58



6.3.5.Kiiltiir besiyeri ozmolaritesinin arttirllmasi ile eksplant Kkiiltiirii

yontemi

NBA’nin ozmolaritesi materyal ve metot boliimiinde “Ozmolarite 6l¢timii-
Ozmometre Cihaz1” kisminda anlatildigr gibi hesaplanip 306 mOzmol degerindeki
besiyeri ile deneyler yapildi. Hiicrelerde 6liim gozlendi. Tekrarlanan deneylerde de

benzer sonuclar elde edildi.

20 pm
-

Sekil 6.25 FGF eklenmis ve ozmolaritesi arttirtlmig (306 mOzmol) kiiltiir besiyeri (NBA)
igerisinde eksplant dokusu (ImageJ), inkiibasyonun 7.giiniinde eksplant dokudan go¢ eden
hiicreler calcein ve PI ile boyandi, konfokal mikroskopta fizyolojik sartlar saglanarak
gortintii alind1 (LSM 880) (yesil calcein, kirmizi PI)
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6.3.6. Doku sartlandirma hasari ile eksplant kiiltiirii yontemi

Spinal kord dokusu materyal ve metot boliimiinde anlatildig1 gibi sartlandirma
hasar1 sonrasi, matrijel ve NBA ile 2 ay siire ile kiiltiir besiyeri degistirilmeden izlendi.
Resimde goriildiigii gibi akson uzatma gozlendi. Hiicre ¢ekirdek yapilari resimdeki

gibi goriildil.

1pm
-

Sekil 6.26 Kiiltiir besiyeri (NBA) igerisinde eksplant dokusu (ImageJ), inkiibasyonun 2.
ayinda eksplant dokudan gé¢ eden hiicreler DAPI ve MAP-2 ile boyandi, konfokal
mikroskopta goriintt alindi (LSM 800) (mavi DAPI, yesil MAP-2)
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Sekil 6.27 Kiiltiir besiyeri (NBA) igerisinde eksplant dokusu (ImageJ), inkiibasyonun 2.
ayinda eksplant dokudan gé¢ eden hiicreler DAPI ve MAP-2 ile boyandi, konfokal
mikroskopta goriintt alindi (LSM 800) (mavi DAPI, yesil MAP-2)
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Sekil 6.28 NBA Kkiiltiir besiyeri i¢inde sartlandirma hasari ile yapilan spinal kord doku eksplanti, inkubasyonun 2.ayimda hiicre gogii ve akson uzamast,
brightfield mikroskop goériinimii



6.4. Ko-kiiltiirler

6.4.1. Kas-spinal kord eksplant ko- kiiltiirii

Spinal kord ve kas ko-kiiltiirleri materyal ve metot boliimiinde anlatilan sekilde
hazirlanan kiiltiir kaplarina eksplant olarak ekildi. Asagidaki resimde ampiite arka

ayak parmak sepmenti goriilmektedir. Arka ayak segmentinden kas dokusu elde edildi.

Sadece Kkas kiiltiirii ile hazirlanan kiiltiir kaplarinda MEM Kkiiltiir besiyeri olarak
kullanildi. Kas ve spinal kord ko-kiiltiirii hazirlanan kiltiir kaplarinda NBA kiiltiir
besiyeri kullanildi. Béylece NBA besiyerinin MEM besiyerine gore kas dokusuna
farkli etkisi olup olmayacaginin goriilmesi amaglandi. Kas dokularinda kiiltiir kaplari

arasinda fark goriilmedi.

Sadece spinal kord eskplant kiiltiirii ile hazirlanan kiiltiir kaplarinin, kas- spinal

kord ko-kiiltiirlerine kontrol grubu olmasi1 amaglandi.

Asagidaki sekilde canlilik gostermeyen hiicrelerin daha ¢ok oldugu

goriilmektedir.
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20 pm
-

Sekil 6.29 FGF eklenmis NBA besiyeri igerisinde kas- spinal kord eksplant ko-kiiltiiriinden
spinal kord dokusu (ImageJ), inkiibasyonun 3.giiniinde spinal kord eksplant dokudan gog
eden hiicreler calcein ve PI ile boyandi, konfokal mikroskopta fizyolojik sartlar saglanarak
gortintii alind1 (LSM 880) (yesil calcein, kirmizi PI)
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Resim 6.10 Ampiite edilen parmak segmenti

6.4.2. Blastema -spinal kord eksplant ko-kiiltiirii

Materyal ve metot boliimiinde anlatildig1 sekilde blastema dokusu olusturuldu.
Sekiz giin boyunca 6n bilek seviyesinde hasar yapilarak olusturulan blastema dokusu
takip edildi. Asagidaki blastema dokusunun alinmasi resminde goriildiigii sekilde

blastema dokusu alindi.
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20 pm
-

Sekil 6.30 NBA besiyeri igerisinde blastema spinal kord eksplant ko-kiiltiiriinden spinal kord
dokusu (ImageJ), inkiibasyonun 7.giiniinde spinal kord eksplant dokudan go¢ eden hiicreler
calcein ve PI ile boyandi, konfokal mikroskopta fizyolojik sartlar saglanarak goriintii alindi

(LSM 880) (yesil calcein, kirmizi PT)
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Resim 6.11 Aksolotl 6n kolunda, dirsek-parmak aras1 mesafe 6l¢timii

Resim 6.12 Aksolotl 6n kol bilek diizeyinde ampiitasyon
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Resim 6.13 Aksolotl blastema olusumu 8 giinliik takip siireci




Resim 6.14 Blastema dokusunun alinmasi
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7. TARTISMA

Bu ¢alismada aksolotl spinal kord dokusunun enine kesitinde memelilerdeki
yapidan farkli olarak 6n boynuz ve arka boynuz yapisinin olmadig1 gosterildi. Spinal
kord dokusunun enine kesitindeki anatomiyi Enos ve ark 2019°daki c¢aligsmalarinda
gostermistir (15). Bizim ¢alismamizda da hematoksilen-eozin takiplerinde spinal kord
dokusunda benzer yap1 sekli gosterildi. Diizenli bir 6n boynuz ve arka boynuz
yapisinin olmamasi aksolotlun rejenerasyon yeteneginde onemli olabilir. Amfibi
grubundan olan iirodel tiirliniin spinal kord rejenerasyonunun incelendigi bir ¢calismada
ependim hiicrelerinin noérona donlisiip rejenerasyon sagladigi gosterilmistir.
Calismamizdaki toluidin blue boyasi ile alinan histolojik kesitler, bu ¢aligmadaki

kesitlerin histolojik yapisi ile benzerlik gostermektedir (16).

Neotenik aksolotl spinal kord dokusunda 6n boynuz ve arka boynuz yapisinin
olmamasinin rejenerasyondaki Onemini anlamak amaciyla metamorfoza ugramis

aksolotl ile neotenik aksolotl spinal kord transvers kesitleri karsilastirilabilir.

Santral kanalin etrafinda ependimal hiicrelerden sonra dagilmis sekilde noronlar
gbzlendi. Bu noronlarin birbirleriyle iliskisi rejenerasyon i¢in 6nemli olabilir. Bu

noronlarin kok hiicre 6zelliginde olduguna dair caligmalar bulunmaktadir (16).

Segmentasyon calismalar1 doku ve hiicreler hakkinda daha detayli bilgi vermesi ve
ortak terminolojinin olusturulmasi i¢in 6nemlidir. Hiicre veya organel isaretlemesinin
“manuel” olarak yapilmasinin zaman alict ve i1 ylikii fazla olmasi1 nedeniyle son
zamanlarda "machine learning tool” yapay zeka teknikleri ile segmentasyonu ve
isaretlermeyi kolaylastiracak analiz programlar1 gelistirilmistir. Ancak bu programlar
icin gorilintli kalitesi ve tipkilik ¢ok onemli oldugu igin her zaman istenilen sonug
alinmayabilir. Bu durumlarda “manuel” isaretleme metodlar1 hala Onemini

korumaktadir.

Bu caligmada seri kesit goriintiilerindeki bazi farklilik oranlar1 nedeniyle “manuel”
segmentasyon yontemleri tercih edilmistir. Manuel segmentasyonun avantajlari

hiicredeki degisimi her kesitte gozle kontrol ederek ilerleme firsati vermesidir.
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Dezavantajlar1 ise hiicrenin hacmi, boyutlar1 hakkinda ileri diizeyde istatistik bilgi
verememesidir. Bu 6l¢iimler 6nceden bilinen degerlerin analiz programlarina tanitilip

en-boy oranlarinin olusturulmasi ile elde edildi.

Segmentasyon klinik olarak 6énemli bir yere sahiptir. Dokular ve organlarin fizyolojik
sinirlarda olup olmadigma segmentasyon analizleri sonucu normal dokular ve
hiicrelerden elde edilen verilere gore karar verilir. Hakkinda yeterince bilgi olmayan
canlilar ve dokular i¢in standart verilerin elde edilmesi i¢in de onemlidir. Saglikli
insanlarin radyolojik goriintiilemeleri sonrasinda yapilan segmentasyon analizi ile

spinal kordun seviyeleri ve seviyeler arasindaki boyut degisikligi ortaya konmustur
(33).

Eksplant kiiltiirleri hiicredeki canlilik faaliyetlerinin in vivo ortamlara gore

daha detayli ve gergege yakin bir sekilde gosterilmesine olanak tanir (34).

Dmetrichuk ve ark. 2005°te yaptiklari ¢caligmada amfibi grubundan newt (su
keleri) spinal kord dokusu eksplantinda aksonal uzama gosterilmistir. Ancak benzer
sekilde amfibilerde spinal kord dokusu eksplant kiiltiiriiniin hiicre goc¢ii ve aksonal
uzama olusturdugu giincel ¢alisma sayisinin ¢ok sinirli olmasi, aksolotlda spinal kord
doku eksplant kiiltiiriiniin beklenilen sekilde olmasi i¢in optimizasyon ¢aligmalarina

gerek oldugunu gostermektedir.

Retinoik asidin spinal kord dokusu hiicre kiiltiiriinde rejenerasyon i¢in gerekli
oldugunu ve retinoik asit inhibisyonunun rejenerasyon siirecini durdurdugunu
gosteren calisma olmasina ragmen calismamizda yapilan deneylerde retinoik asidin
eksplant kiiltiiriine eklenmesinin beklenen etkiyi olusturmadigi goriildi (3,35). Farkli

miktarlarda retinoik asit kullanilarak deneylerin tekrarlanmasi sonug verici olabilir.

Giampaoli ve ark. blastema olusumunda FGF’in DNA replikasyonunu
indiikledigini gostermisler (26). Caligmamizda, spinal kord dokusunda da benzer
etkinin olugsmasini amaglayarak FGF kullandik. Rejenerasyona ek katki gézlenmedi.
Heparinin intrinsik salgilanan FGF’1 stabilize ederek FGF’in etkisini arttirdigim
gosteren calismalar nedeniyle ¢alismamizda heparin kullanildi (28). Anlamli sonug

elde edilemedi.
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NGF salimimi yapan hidrojelin sigan spinal kord rejenerasyonuna katki
sagladigimi gosteren c¢alisma nedeniyle, ¢alismamizda eksplant kiiltiiriine NGF ilave

edildi (29). Rejenerasyona yonelik ek katki gézlenmedi.

Ko-kiiltir ¢alismalarinda blastemanin intrinsik retinoik asit etkisinin
rejenerasyona katki sagladigi gosterilmistir (35). Bu ¢aligmada blastema ko-kiiltiir ile
boyle bir etki gdzlenemedi. Salinan retinoik asit miktarinin yetersiz olmasi, kullanilan
spinal kord dokusunun biiyiikliigii ile iliskili olabilir. Biiyiik dokuya retinoik asidin
diffiize olmasi daha zorlasir. Blastema ve spinal kord dokusunun birbirine olan

mesafesi optimize edilerek deney tekrarlanmasi hedeflenen sonucu gosterebilir.

Kas- spinal kord ko-kiiltiirii ile kas dokusunun spinal kordtan hiicre gogii i¢in
yon belirleyici olmas1 planlandi. Ancak beklenen etki goriilmedi. Sigan spinal kord
dokusunun insan kas dokusu ile ko-kiiltiir yapildig1 bir ¢alismada innervasyonun
tamamlanmasi i¢in spinal kord dokusu dorsal kok gangliyon ile eksplante edilmis (36).
Spinal kord dokusunun kiiltiir kabina yapismasi optimize edilerek ve dorsal kok

gangliyon ile eksplante edilerek deneyin tekrar edilmesi sonug verebilir.

Aksolotl ile ilgili giincel bir derlemede aksolotllarin matriks metalloproteinaz
enzimlerinin rejenerasyon sirasinda arttigi ifade edilmistir. Doku eksplant kiiltiirlerinin
kiiltiir kab1 tabanina yapigsma sorunun nedenlerinden biri litik 6zellikte olan bu enzimin

doku yapismasini engellemesi olabilir (37).

Sartlandirma hasarinin yapildigi aksolotl spinal kord eksplant kiiltiiriinde hiicre
gocli ve akson uzatma gorildi. Sartlandirilmig spinal kord dokusunun stres
altindayken rejenerasyon i¢in gereken faktorleri intrinsik olarak sagladigi ve boylece
disardan destege ihtiya¢ kalmadan rejenerasyon siirecini baslatabildigi goriildii (4).
Besiyerinin siirekli degistirilmemesi dokunun salgiladigi faktorlerin kiiltiir kabinda
kalmasimi saglar. Boylece spinal kord dokusunun salgiladigi intrinsik faktorler
sayesinde eksplant kiiltiiriinde hiicre gogii, akson uzatma eylemlerini yapabildigi
distiniilmektedir. Bu c¢alisma ile wuzun siireli besiyeri ve doku boyutu
optimizasyonlarindan sonra basit kosullarda, yani biiyiime faktorlerine ihtiyac

duyulmadan spinal kord dokusunun eksplant kiiltiirii anlamli sonug verdigi goriildii.
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Bagka amfibi tiirlerinde spinal kord eksplanti yapilmis olsa da aksolotl spinal kord
dokusu eksplant1 ilk kez bu ¢aligmada denendi.
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8. SONUC

[k kez bu calisma ile neotenik aksolotl spinal kord dokusu elektron mikroskobu
goriintiilemesi yapildi. Noron hiicresi segmente edildi. Metamorfoz gegirmis aksolotl
spinal kord dokusu ile neotenik aksolotl spinal kord dokusunun histolojik yapisini

kiyaslayan ¢alismalar néronlarin yapisi hakkinda bilgi verebilir.

Daha iyi tekniklerle yapilan segmentasyon ndéron hakkinda daha fazla bilgi
verecektir. Spinal kord dokusundaki hiicreler immunositokimyasal veya
immunohistokimyasal yontemlerle isaretlenerek hiicre tipleri belirlenip tek tek

segmente edilirse spinal kordtaki hiicreler hakkinda daha detayli bilgi edinilmis olur.

Aksolotlun yliksek rejenerasyon kapasitesinin anlasilmasina katki saglamak
amaciyla yapilan bu ¢alismada ilk defa aksolotl spinal kord eksplant kiiltiirii ¢aligildi.
Daha onceki calismalarda amfibi tiirlinden canlilarda spinal kord eksplant kiiltiirti

yapilmis olsa da aksolotl spinal kord eksplant1 ilk kez yapilmis oldu.

Sartlandirma hasar1 yapilan spinal kord dokusunda canlilik, hiicre gocii,
rejenerasyon olustugu goriildii. Aksolotllarin canlilik i¢in daha az gereksinimlerinin
olmasi, yliksek rejenerasyon yetenekleriyle iligkili olabilir. Sartlandirma hasar1 yapilan
spinal kord dokulari ile kas ko-kiiltiiri yapilarak kas dokusu innervasyon agisindan

incelenebilir.
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