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Sağlık Bilimleri Enstitüsü Müdürü̈ 



 ii 

 

ETİK İLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANI 
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Akademik hayatımın başladığı ilk günden beri desteklerini sunan kıymetli 

dostum Aslı Yazıcı Soyiç’e teşekkür ederim. 
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görüntülendiği disektör çiftleri ................................................................................... 25 
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sayım sonuçlarının normalite grafiği. ........................................................................ 32 

Resim 6.3 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerinin 
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mikroskop görüntüleri. ............................................................................................... 83 

Resim 6.52 (a-f) Neotenik axolotl beyninin diensefalon bölgesinin taramalı elektron 
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1. ÖZET 

NEOTENİK VE METAMORFİK AXOLOTL (AMBYSTOMA MEXİCANUM) 

BEYNİNİN STEREOLOJİK VE İMMÜNOHİSTOKİMYASAL YÖNTEMLER 

KULLANILARAK ARAŞTIRILMASI 

Tüm tetrapodların organ veya uzuv gibi karmaşık yapılarını, yeniden oluşturma yeteneğine 

sahip olduğu bilinmektedir. Beynin ventriküler bölgesinde bulunan ependimoglia 

hücrelerinin, homeostasis ve hasar durumunda proliferatif özellik gösterdikleri ve kök hücre 

görevlerinin olduğu bilinmektedir. Metamorfoz sonrasında merkezi sinir sisteminde nöron ve 

glia düzeyinde ortaya çıkabilecek değişikliklerin incelenmesi ve altında yatan mekanizmaların 

açıklanması çalışmamızın ana amacını oluşturmaktaydı. Metamorfozla birlikte axolotlın beyin 

dokusunda gerçekleşen morfolojik değişimler, yeni oluşan nöronlar ve beyin bölgelerinde 

meydana gelen hücresel organizasyonlar stereolojik ve immünohistokimyasal metotlar, ışık ve 

elektron mikroskobik yöntemler kullanılarak araştırılmıştır. Çalışmamızda, yaşamsal 

süreçlerinde metamorfoz geçirmeyen axolotllar metamorfoza indüklendi. Metamorfoz 

sonrasında metamorfik axolotlların beyinlerinin telensefalon bölgesinde meydana gelen 

yapısal değişiklikler, neotenik axolotlların telensefalonu ile karşılaştırıldı. Metamorfoz 

sonrasında telensefalon bölgesinde toplam nöron sayısında neoteniklere göre istatiksel olarak 

anlamlı derecede bir fark gözlenmedi. Metamorfoz sonrasında nöronların çekirdek yapılarında 

ve miyelin kılıf organizasyonunda yapısal değişikliklerin olduğu ışık ve elektron mikroskobu 

düzeyinde gösterildi. Lateral ventrikülün duvarında bulunan bir grup ependimoglia 

hücrelerinin apikal yüzeylerinde goblet hücrelerine benzer mukopolisakkarit içerikli salgı 

keselerinin olduğu tespit edildi. Metamorfiklerin proliferasyon indeksi ve NeuN ifade eden 

hücre sayısının neoteniklerden istatiksel olarak anlamlı derecede daha yüksek olduğu 

gözlendi. Çalışmamızda metamorfoz sonucunda yeni oluşan ve olgunlaşan nöron sayısında 

önemli derecede artış olmasına karşın, hücre sayısı bakımından neotenikler ile anlamlı bir fark 

göstermedikleri gözlendi. Metamorfik hayvanlarda anti-Ki67 pozitif hücre sayısı artarken, 

toplam hücre sayısının neoteniklere göre değişmemesi, bu hayvanlarda yüksek düzeyde olan 

hücre ölümünden kaynaklanmış olabileceğini düşündürmektedir. Metamorfoz, memelilerde 

perinatal dönemdeki nöronal hücre ölümüne benzer bir süreci telensefalonda başlatmış 

olabilir. Bu tez İstanbul Medipol Üniversitesi BAP (2022-08) tarafından desteklenmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Axolotl, Ependimoglia, Metamorfoz, Stereoloji, Telensefalon 
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2. ABSTRACT 

INVESTIGATION OF NEOTENIC AND METAMORPHIC AXOLOTL 

(AMBYSTOMA MEXİCANUM) BRAIN USING STEREOLOGICAL AND 

IMMUNOHISTOCHEMICAL METHODS 

It is known that all tetrapods have the ability to reconstruct their complex structures, such as 

organs or limbs. It is known that ependymoglia cells in the ventricular region of the brain show 

proliferative properties in homeostasis and damage and have stem cell functions. The main 

purpose of our study was to examine the changes that may occur at the level of neurons and 

glia in the central nervous system after metamorphosis and to explain the underlying 

mechanisms. Morphological changes in the brain tissue of the axolotl with metamorphosis, 

newly formed neurons and cellular organizations in the brain regions were investigated using 

stereological and immunohistochemical methods, light and electron microscopic methods. In 

our study, axolotls that did not undergo metamorphosis in their vital processes were induced 

to metamorphosis. Structural changes in the telencephalon region of the brains of metamorphic 

axolotls after metamorphosis were compared with the telencephalon of neotenic axolotls. After 

metamorphosis, no statistically significant difference was observed in the total number of 

neurons in the telencephalon region compared to neotenics. After metamorphosis, structural 

changes in the nuclei and myelin sheath organization of neurons were demonstrated at the light 

and electron microscopy level. It was determined that there are mucopolysaccharide-

containing secretion sacs similar to goblet cells on the apical surfaces of a group of 

ependymoglia cells located in the wall of the lateral ventricle. It was observed that the 

proliferation index of metamorphics and the number of cells expressing NeuN were 

statistically significantly higher than neotenics. In our study, it was observed that although 

there was a significant increase in the number of newly formed and maturing neurons as a 

result of metamorphosis, they did not show a significant difference with neotenics in terms of 

cell number. While the number of anti-Ki67 positive cells increased in metamorphic animals, 

the total number of cells did not change compared to neotenics, suggesting that the high level 

of cell death in these animals may have resulted. Metamorphosis may have initiated a process 

similar to neuronal cell death in the perinatal period in mammals in the telencephalon. This 

thesis was supported by Istanbul Medipol University BAP (2022-08). 

Keywords: Axolotl, Ependymoglia, Metamorphosis, Stereology, Telencephalon 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ  

Axolotl (Ambystoma mexicanum) uzuvları, kalbi, beyni ve akciğerleri gibi iç 

organları dahil olmak üzere birçok vücut parçasını yenileyebilen rejenerasyon 

kabiliyeti yüksek sucul semenderdir (1). Birçok dokusunun yenilenmesine izin veren 

axolotl, rejenerasyon mekanizmalarının aydınlatılması amacıyla model organizma 

olarak yoğun ilgi görmektedir. Bu ve benzer canlılar, rejenerasyon yetenekleri ve 

benzersiz özellikleri nedeniyle, bilim insanlarının doğayı anlamalarına ve insan sağlığı 

için yeni tedavi/koruyucu stratejilerinin geliştirilmesine yardımcı olmaktadır. 

Axolotlın merkezi sinir sistemi (MSS), vücudun hareketlerini kontrol etmekten 

ve duyusal bilgileri işlemekten sorumlu olan beyin ve omurilikten oluşur. Sinir sistemi 

araştırmaları için dikkat çeken büyüleyici yönlerinden biri rejenerasyon kabiliyetidir. 

Çalışmalarda bu hayvanların MSS’nin yaralanmalarından sonra nöronları yeniden 

üretme yeteneğinin olduğu gösterilmiştir. İnsanlardan ve diğer birçok memeli türden 

farklı olarak, axolotl tüm yaşamı boyunca beynindeki ve omuriliklerindeki nöronları 

yenileme yeteneğine sahiptir (2).  

 Axolotlın beyni telensefalon, diensefalon, mezensefalon, ve rhombensefalon 

olmak üzere farklı bölgelerden oluşmaktadır  (3). Semenderlerdeki en büyük beyin 

bölgesi telensefalon olup pallium, subpallium ve lateral ventrikül bölgelerine 

ayrılmaktadır. Çalışmalarda pallium bölgesinde hasar sonrasında rejenerasyonun 

yüksek olduğu gösterilmiştir. Bu bölge sahip olduğu nöron popülasyonlarını tekrar 

oluşturabilir, hasarlı sinir liflerini onarabilir, retina, beyin ve omurilikte doku yapısını 

tekrar kazanabileceği bildirilmiştir (2,4). Yeniden onarım ve büyüme yeteneği, birçok 

memeli türünde gözlenen fibrotik yara izi ve iyileşme sürecinden hem mekanizma hem 

de sonuç açısından çok farklılık göstermektedir. Axolotldaki bu rejeneratif potansiyeli 

harekete geçiren faktörlerin anlaşılması, memelilerde rejenerasyonu etkileyen 

mekanizmaların anlaşılmasına ışık tutabileceği bildirilmiştir (5).  

Semenderlerin çoğu yaşam döngülerinde, metamorfoz geçirirler ve büyüme ile 

tamamen gelişmiş yetişkin haline gelirler. Axolotlda ise bu durum farklıdır, yaşamları 

boyunca larva özelliklerini korurlar ve sınırsız büyüme sergileyen neotenik 

organizmalardır (1,6,7).  

Sunulan araştırmanın amacı; yetişkin ve metamorfoza indüklenmiş axolotlın 

beyninin telensefalon bölgesinde meydana gelen yapısal değişikliklerin stereolojik, 
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immünohistokimyasal ve elektron mikroskobik yöntemler kullanarak araştırılmasıdır. 

Moleküler belirteçler kullanılarak, axolotl beyninin telensefalon bölgesinde lateral 

ventrikülün etrafındaki hücre tabakasında olgunlaşan nöron dağılımları da 

incelenmiştir. Neotenik ve metamorfik axolotl beyin dokularının morfolojilerinin 

önemli derecede farklılıklar gösterdiği, bunun ise hayvanın yeni hayat biçimine 

adaptasyonunda zorunlu olduğu düşünülmektedir.   
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Omurgalılarda Beyin Gelişimi ve Rejenerasyon 

Beyin gelişimi, omurgalılar arasında evrimsel olarak korunmuş bir düzen 

içinde olmasına karşın, farklı türler arasında önemli derecede bir beyin anatomisi 

çeşitliliği söz konusudur. Gelişim, yeni nöronların üretimi, hücrelerin çoğalması ve 

durmasıyla bağlantılı süreçlerle gerçekleşir (8). Omurgalılarda MSS gelişimi 

sırasında, psödostratifiye epitel hücreleri ventriküler yüzeyde hücre bölünmesi 

geçirmektedir. Burada oluşan yeni hücrelerden bazıları ventriküllerden pial yüzeye 

doğru uzanan radyal glial hücreler (RGH) hattı boyunca perifere doğru göç ederek 

marjinal tabakaya farklılaşır, diğer hücreler ise ventrikül yüzeyinde çoğalmaya devam 

ederek ventriküler tabakayı (VB) oluşturur (9,10). Ventriküler tabakadan marjinal 

tabakaya doğru göç eden nöroblastlar kortikal plakayı oluşturur. Subventriküler tabaka 

ile kortikal tabaka arasındaki ara tabaka hücresel uzantılar ve göç eden hücrelerden 

oluşmaktadır (Şekil 4.1). Prenatal gelişim sürecinde, ventriküler ve subventriküler 

tabakadan göç eden hücreler kortikal tabakanın genişlemesini böyleliklede serebral 

korteksin altı katmanlı yapısının oluşmasını sağlar (11)  

 

Resim 4.1 İnsanda gelişen serebral korteksin histolojik görüntüsü. Ventrikül 

bölgesinden piamater tabakasına kadar sırayla ventriküler tabaka, subventriküler 

tabaka, ara tabaka, kortikal plaka ve marjinal tabaka sırayla gösterilmektedir (Hill 

2022’den uyarlanmıştır.). 
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Memelilerde yeni nöronları üreten hücreler, morfolojik açıdan ve gen 

ekspresyon modeli açısından nöroglia karakterlidir (12,13). Memelilerde serebral 

korteks, erken embriyonik dönemde nöral tüpün en rostral bölgesinde olan 

nöroepitelyal (NE) hücrelerle belirlenir. NE hücreleri, hem nöronlara hem de glia 

hücrelerine farklılaşan kök hücre karakterindeki hücrelerdir. RGH, NE hücrelerinden 

köken alan, ventriküler tabakada (VT) bulunan, kortekste ventriküler ve pial yüzeyler 

arasında bipolar radyal lifleri oluşturan progenitörlerdir (Şekil 2.1, 2.2). RGH, glial 

özellikleri olan astrositlere, oligodentrositlere ve nöronlara farklılaşan hücreler olup 

(14), göç eden nöronlar için iskelet görevi görürler. Glial fibriller asidik protein 

(GFAP) ve astrosite spesifik glutamat taşıyıcı (GLAST; SLC1A3) madde gibi glial 

belirteçleri ifade ederler. RGH'in nöronları, astrositleri ve oligodendrositleri 

üretebildiği bilinmektedir (15,16). Korteks, proliferatif RGH'den farklılaşmış yavru 

hücrelerden oluşmaktadır. Karakteristik altı katmanlı kortikal yapı RGH uzantıları 

boyunca radyal olarak göç eden nöronlar tarafından oluşturulmaktadır (10).  

Ventriküler bölge, memelilerde iki katman halindedir. Bunlar tek sıra halinde 

dizilmiş ependimal hücrelerin oluşturduğu lümenle temasta olan bir katman ve 

subventriküler bölge olarak tanımlanan diğer bir tabakadır. Nöronal farklılaşma 

özelliğine sahip hücreler sadece telensefalonun subventriküler bölgesinde bulunan 

nöral progenitör hücreler (NPC)’dir (9). Progenitörler bulundukları bölgeye göre 

adlandırılırlar. Ventikülün apikal yüzeyinde bulunan glial hücreler apikal radyal glial 

hücreler (aRGH) ve apikal ara progenitör hücreler (aAP)’dir. Bazal ara progenitörler 

(bAP) çoğunlukla fare korteksinde subventriküler tabaka (SVB)’da, insan korteksinde 

ise iç SVB (İSVB) 'de bulunurlar. Bazal RGH (bRGH), fare korteksindeki SVB'de ve 

insan korteksindeki dış SVB (DSVB) 'de tanımlanır. Göç eden nöronlar çoğunlukla 

ara tabakada (AT) görülürken, olgun nöronlar kortikal plakada (KP) içten dışa altı 

katmanlı bir yapı oluşturur. İnsan korteksindeki kortikal yüzey genişlemesi, sulkus ve 

giyrus adı verilen katlanmış yapılarla sağlanır. İSVB ve DSVB, bir iç fiber tabakası ile 

histolojik olarak birbirinden ayrılır (10) (Şekil 4.2). 



 7 

 

Resim 4.2 Fare ve insanda gelişen serebral kortekste bulunan progenitörler hücrelerin 

dizilimlerinin şematize edilmesi. aRGH ve aAP ventriküler tabakada (VB) 

bulunmaktadır. Farede bAP subventriküler bölgede (SVB) bulunurken; insanda İSVB 

de bulunmaktadır. bRGH ise SVB ve DSVB de bulunmaktadır. Göç eden nöronlar 

AT’da bulunurlar ve olgun nöronlar kortikal plakta (KP) bulunur (Sun ve Hevner 

2014’ ten uyarlanmıştır). 

NPH nöroblastlar halinde olfaktör bulbusa göç ederek burada GABAerjik 

granüler nöronlara ve dopaminerjik periglomerüler nöronlarına farklılaşırlar. 

Hipokampal subgranüler bölgede bulunan nöron prokürsor hücreler (NPH) ise, 

glutamaterjik granül nöronlarına ve az sayıda da hiler astrosit hücrelerine farklılaşırlar. 

İn vitro çalışmalarda, bu hücrelerden nöron üretimi yapılabilirken, in vivo’da bu 

hücrelerin sadece hipokampüste ve olfaktör bulbusta yeni nöronlar oluşturdukları 

bilinmektedir. Yetişkin nörogenezi için bu hedef bölgelerin dışında, NPH'in 

entegrasyonu esasen yoktur veya minimal düzeydedir. Çoğu beyin bölgesi (serebral 

korteks dahil), yaralanmaya bağlı nöronal hücre ölümünden sonra hayatta kalma için 

sınırlı derecede bir rejenerasyon kapasitesine sahiptir (8). Bu nedenle, çoğu beyin 

bölgesinde düşük NPH entegrasyon potansiyeli, yaralanma veya nörodejenerasyondan 
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sonra beyin onarımı için önemli bir engel oluşturmaktadır. Hücre replasmanı için 

terapötik stratejiler geliştirme adına, bu tür beyin bölgelerinde nörogenez ve nöron 

entegrasyonuna izin verebilecek mekanizmaların daha iyi anlaşılmasına ihtiyaç vardır 

(4,17). Yetişkin memeli beyninde yeni nöronların üretimi, hipokampusun dentat 

girusu ile ön beyindeki lateral ventriküllerin subventriküler bölgesiyle sınırlıdır (18–

20). Nörogenez, sessiz bölgelerde uyarılabilir, fakat üretilen yeni nöronların sayısı 

oldukça düşüktür ve sonuç olarak memelilerin işlevsel iyileşmesi sınırlı olmaktadır 

(19,20). Memeli olmayan omurgalılardan balık ve semender türlerinin yetişkin beyni 

ise, nörogenez aracılığıyla olası hasarları onarabilmektedir (21,22). 

Bazı çalışmalarda glial hücrelerin memeli olmayan omurgalılarda da nöral kök 

hücre görevleri olduğu gösterilmiş olmasına karşın, beyindeki nöronların glial kökeni 

doğrudan gösterilememiştir (21). Bir araştırmada, memeli olmayan yetişkin 

beynindeki kök hücrelerin gliyal özelliklerden ziyade NE özelliklere sahip oldukları 

gözlenmiştir (23). 

 

4.2. Semender Beyni 

Amfibiler sınıfı 3 takımdan oluşmaktadır. Bunlar Gymnophiona, Anura ve 

Caudata. Semenderler, Caudata ya da Urodela olarak adlandırılan takımındadırlar. 

Urodellerin beyni, periventriküler gri maddeden oluşan kompakt bir lamina ve az 

sayıda göç etmiş hücre veya çekirdek kümesi ile karakterize yapıdadır. Kuyruksuz 

kurbağalarınkiyle (Anuran) karşılaştırıldığında genellikle ilkel olarak kabul 

edilmektedirler (24). Bu tür bir ilkellik, embriyonik gelişim sırasında azaltılmış bir 

hücresel göç ile ilişkilendirilir ve yetişkin beyninde larval özelliklerin ikincil bir 

basitleştirilmesine veya tutulmasına yol açtığı bilinmekte, bu sürece de paedomorfoz 

denilmektedir (25,26).  

İki ventrikül etrafında düzenlenen axolotl palium'un nöroanatomisi, memeli 

telensefalonununkine benzerlikler göstermektedir. Axolotl paliumu, memeli serebral 

korteksinde bulunan bazı nöron alt tiplerinin temel özelliklerine sahiptir (2).  

Semender beyni incelendiğinde, ventriküler bölgede ependimoglia olarak 

adlandırılan hücrelerin varlığı gözlenir. Ependimoglia hücrelerinin homeostasisin 

bozulması ve hasar durumunda proliferatif özelliklerinin olduğu bilinmektedir (2,27). 

Semender beyninin oluşumunda rol alan proliferasyon modelleri, glial çeşitlilik ve 
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nörogenez hakkında çok az şey bilinmektedir. Progenitör hücre olan bu hücrelerin 

gelişim sırasında farklı semender türlerinde görev aldıkları bilinmektedir. Ayrıca, 

doğada kendi yaşam döngülerinde metamorfoz geçiren semenderlerin beyin gelişimi 

çalışmalarında ependimoglia hücrelerinin farklılaşarak, yeni nöronların oluşmasında 

görev aldıkları bilinmektedir (27). 

 

 

Resim 4.3 Axolotl beyin bölgelerinin adlandırılmasının ve ependimoglia hücrelerin 

yerleşimin şematize edilmesi (Lust ve Tanaka’dan uyarlanmıştır).  

 

4.2.1. Ependimoglia hücreler 

Semender beyninin ayırt edici bir özelliği, ventriküler sistemin iç yüzeyini 

kaplayan radyal glia benzeri ependimoglia hücrelerinin kalıcı varlığıdır. 

Memelilerdeki radyal gliaya hücrelerine benzer şekilde, semender ependimoglia 

hücreleri de nörojenik potansiyele sahiptir ve yetişkin beyninde yaralanma kaynaklı 

nörogenezde önemli rolleri vardır (28). Yetişkin notophthalmus'ta daha önce iki tip 

ependimoglia popülasyonu tanımlanmıştır, bunlardan biri kök hücre özelliğine sahip 

tip 1 hücreleri diğeri ise transit çoğaltıcı progenitörlerin özelliklerine sahip tip 2 

hücreleridir (29).  

Radyal glia, sırasıyla ependimal veya periependimal radyal gliayı oluşturan, 

ependimal veya periependimal katmanda yer alan gövdeleri armut veya iğ şeklinde 

olan hücreleri içerir. Bunlar, sırasıyla membrana glia limitans eksterna ve perivasküler 

glial tabakayı oluşturan uç ayaklar olarak sonlandıkları meningeal yüzeye ve vasküler 

duvara radyal olarak yönlendirilmiş uzun sitoplazmik uzantılarla karakterize 

hücrelerdir (30,31). Radyal glia hücreleri sadece filogenetik olarak en ilkel glia 

formunu temsil etmekle kalmaz, aynı zamanda omurgalıların ontogenisi sırasında ilk 

ortaya çıkan hücrelerdir. Ontogenetik olarak olgunlaşmamış bir glia tipini temsil 
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etmektedirler (31). Memelilerde radyal glia hücreleri gelişim ilerledikçe giderek azalır 

ve astrosit hücrelerinin farklı formlarına dönüşürler.  Bu nedenle yetişkin memelilerde 

neredeyse yoktur (32,33). RGH, memelilerde yenidoğan döneminde silli ependimal 

hücrelere, parankimal glial hücrelere ve yetişkin NKH'e dönüşürler (33). Diğer 

omurgalılarda RGH’nın varlığı yetişkinlerde de korunur (31). 

Glial fibriller asidik protein (GFAP) ara filament sınıfına aittir ve astroglial 

soyun olgun hücrelerinin hücre iskeletinde bulunur. Astroglial soya ait hücreler için 

GFAP güvenilir bir moleküler belirteç olarak kullanılmaktadır (34). Tüm astrosit 

tiplerinde, Bergmann glia, periependimal radyal glia, ependimal radyal glia ve 

tanisitlerde GFAP eksprese edilir  (31,35).  

Ependimoglia hücreler, astrosit belirteçleri olan GFAP, glutamin sentaz ve 

akuaporin 4'ü ifade eder, bu nedenle kan-beyin bariyerinde görev aldığı ya da glutamat 

ve iyon hemostazı gibi astrositlere ait görevleri de yerine getirdiği düşünülmektedir 

(36). Ependimoglia hücrelerin astrosit belirteçlerini eksprese etmelerinin yanında 

morfolojileri de memelilerdeki merkezi sinir sistemi progenitor hücrelere 

benzemektedir. Bu hücrelerden, gelişim sırasında nöronlar, astrositler ve 

oligodendrositler dahil diğer hücreler gelişmektedir (37,38). 

Newt beyni, GFAP eksprese eden parankimal astrositlerden yoksundur (28,29). 

Ependimoglia hücreleri, glutamatın metabolik regülasyonuyla nöronları 

eksitotoksisiteden korumada görev alır, bu regülasyonu memelilerde astrositler 

geçekleştirir (29). Bir çalışmada, GFAP ve GLAST işaretleyicileri, newt beynindeki 

tüm ependimoglia hücreler için ortak iken, GS seçici olarak yalnızca tip 1 hücrelerinde 

gösterilebilmiştir (29).  

Semenderler ayrıca nöronların hücre tipine özgü değiştirilmesini de 

sağlayabilir. Spesifik toksin 6-hidroksidopaminin ile dopaminerjik nöronların 

ablasyonundan sonra yeni nöronların oluşturulduğu gösterilmiştir (39). 

 Yetersiz bir rejeneratif cevap veya yaygın bir rejenerasyon süreci, eksik veya 

fazla sayıda hücre ile sonuçlanabilir. Bu nedenle, yeni hücrelerin oluşumunun 

başlatılması ve uygun şekilde sonlandırılması iki kritik adım olarak kabul 

edilmektedir. Durağan dokularda, hücre kaybından sonra yer değiştirme süresini 

kontrol eden mekanizmalar hakkında çok az şey bilinmektedir. Yerel kök hücrelerin 

ve progenitör hücrelerin hücre kaybını ve derecesini nasıl algıladıkları 
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bilinmemektedir, bu mekanizmanın anlaşılması rejenerasyon çalışmaları için 

önemlidir (40). 

 

4.3. Beyin Hasarı ve Rejenerasyon 

Tüm tetrapodların organ veya uzuv gibi karmaşık yapıları yeniden oluşturma 

yeteneğine sahip olduğu bilinmektedir. Ancak memeliler de dahil olmak üzere bu 

türlerin çoğu, yetişkin organizmalara dönüştükçe bu kapasitelerini önemli derecede 

kaybetmektedirler. Bunun yanı sıra, ürodel amfibileri (semenderler ve newtler), 

yetişkinlikleri boyunca yenilenme yeteneğine sahipken, axolotl (Ambystoma 

mexicanum) daha önce vurgulandığı gibi uzuvları, kalbi, beyni ve akciğerleri gibi iç 

organları da dahil olmak üzere birçok vücut parçalarını da yenileyebilen bir sucul 

semenderdir (41). Yüksek düzeyde rejeneratif yeteneklerinin olması nedeniyle, bu 

canlılar, laboratuvar çalışmalarında yeni hayvan modelleri olarak tercih 

edilmektedirler. Ayrıca teleosit balıklar ve semenderler, rejenerasyon yeteneklerini 

erişkin yaşamlarında da devam ettirirler. Sürüngenler, kurbağalar, semenderler ve 

teleosit balıklar gibi daha düşük düzeydeki omurgalılarda ventriküler bölgede bulunan 

NPH’in yetişkinlikleri boyunca da çoğaldıkları bilinmektedir (4). Nöronal hücre 

ölümü gerçekleştiğinde, rejenerasyon gerçekleşebilmektedir (27). Bu mekanizmanın 

nasıl çalıştığının açıklanması rejenerasyon kapasitesi sınırlı olan memeliler için 

önemlidir. NPH in dağılımını, farklılaşmasını ve göçünü inceleyen karşılaştırmalı 

çalışmalar, yetişkin memeli MSS’de nöronal rejenerasyonu uyarmak için 

kullanılabilecek mekanizmaların anlaşılmasına önemli katkı sağlayabilir. Bununla 

ilgili olarak, altta yatan mekanizmaların tanımlanması ile nöronal hasara neden olan 

nöropatolojik hastalıkların tedavisine yönelik önemli katkı sağlayacaktır. 

MSS rejenerasyonu çoğunlukla kuyruk ampütasyonu veya bir parça beyin 

dokusunun çıkarılmasıyla incelenmiştir (21). Hasarlanan beyin dokusunun 

yenilenmesi, nöronlara farklılaşan ependimoglia hücrelerinin proliferasyonu yoluyla 

gerçekleşmekte ve bu süreç nörogenez olarak adlandırılmaktadır. Nörogenez, 

gelişmekte olan beyinde ve bazı yetişkin beyin nişlerinde bulunan hücrelerden yeni 

nöronların oluşturulmasıdır (42,43). Memelilerde, SVB hücreleri yaşam boyunca 

nörogenez geçirir, ancak beyin hasarından sonra lezyon bölgesinde yeni nöron üretme 

yeteneği sınırlı kalır (44,45). Uzun süreli vücut büyümesi sergileyen axolotllar gibi 
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suda yaşayan hayvanlarda, birçok beyin bölgesinde post-embriyonik nörogenez 

gözlenir. Semenderlerde ve memelilerde görülen nörogenez arasındaki moleküler 

ilişki kapsamlı araştırılmamıştır (46). Memeli beyninin fonksiyonu, belirli işlevlerin 

yürütülmesi için gerekli olan farklı ağlara entegre edilmiş olağanüstü çeşitlilikteki 

nöronal alt tiplerin işlem gücüne dayanmaktadır. Bu nedenle MSS'deki rejeneratif 

tıbbın bir temel amacı, yalnızca nöronların orijinal heterojenliğini değil, aynı zamanda 

endojen doku içindeki spesifik bağlantı modellerini de yeniden oluşturmaktır (2). 

Kırmızı benekli semenderde yapılan bir çalışmada, orta beyinde bulunan 

dopaminerjik (DA) nöronların ablasyon sonrasında orta beyin bölgesinde bulunan 

ependimoglia hücrelerinin hücre döngüsüne yeniden girmesine yol açtığı 

gösterilmiştir (21). Dopaminerjik hücre rejenerasyonu, hücresel proliferasyona 

bağlıdır ve normalde durağan olan orta beyindeki ventriküler ependimoglia kök 

hücrelerinin hücre döngüsüne yeniden girişine bağlıdır (28). Hücre tipine özgü 

işaretleme yöntemi kullanılarak, yeni hücrelerin çoğunun ventriküler tabakadan 

çıktığını ve ablasyondan sonra ölen tirozin hidroksilaz (TH) eksprese eden nöronlara 

değişmek için nörogenez geçirdikleri gösterilmiştir. Buna karşılık, intraventriküler 

bölgeye herhangi bir madde verilmeden yapılan enjeksiyonun bir mitotik yanıtı 

indüklediği, ancak bu hücrelerin çoğunun bölgesel ventriküler nişlerinde kaldığı 

gösterilmiştir (21). Ablasyondan sonra, semenderlerde rejenerasyon gerçekleşir, 

histolojik restorasyon tamamlanır ve motor davranışta tamamen iyileşme gerçekleşir   

(28,47). Semenderlerin bu özellikleri, Parkinson hastalığının anlaşılması ve alternatif 

tedavi yöntemlerinin çalışılması için önemli bir hayvan modelidir (28). Evrimsel 

olarak korunmuş TH ve Nurr1 belirteçlerini ifade eden dopaminerjik nöronlar, 

rejenerasyon sırasında yavaş yavaş yeniden oluşurlar ve ablasyondan sonraki dört 

hafta içinde normal sayılarına ulaşabilmektedirler (47). Ablasyon yapılmayan kontrol 

hayvanlarının orta beyinlerinde yeni dopaminerjik nöronların varlığı tespit 

edilememiştir (21). Ablasyon sonrası tam iyileşme gerçekleştikten sonra yeni nöron 

oluşumunun devam etmediği gözlenmiştir (28,47). Newtler, yetişkin omurgalılar 

arasında en kapsamlı rejeneratif kapasiteye sahip olan güçlü bir hayvan modelidir (28). 

Axolotl pallium bölgesine uygulanan hasar sonrasında oluşan yeni nöronların 

olgun elektrofizyolojik özellikler kazandıkları ve yerel afferent girdilere yanıt 

verebildikleri gösterilmiştir. Ancak, beklenmedik bir şekilde uzun mesafe 
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bağlantılarını ve orijinal doku mimarisini yeniden inşa etmekte başarısız oldukları 

belirtilmiştir. Yetişkin axolotlların orijinal uzun mesafe bağlantısını ve doku 

organizasyonunu tamamen yeniden inşa etme kapasitesinde sınırlamalara sahip 

oldukları gözlenmiştir (2). Ayrıca metamorfoz sonrasında rejenerasyon kapasitesinin 

kaybolmaması, bu türde rejenerasyonun kısmen yetişkinlikte paedomorfik bir 

durumun sürdürülmesiyle bağlantılı olduğu teorisine de meydan okumaktadır (48). Bu 

sonuçlarla, yetişkin axolotl beyninin, yeni nöronların oluşumuna talimat vermenin 

ötesinde, beynin geniş bir bölgesi çıkarıldığında bile elektrofizyolojik olarak işlevsel 

olan çeşitli nöronları yeniden üretme yeteneğine sahip olduğu gösterilmiştir (2). 

Birçok farklı semender türü bulunmakta ve bu hayvanların rejenerasyon 

mekanizmaları birbirinden önemli derecede farklılık gösterebilmektedir. Örneğin Red-

spotted Newt (Notophthalmus viridescens) ve axolotl (Ambystoma mexicanum) kas 

rejenerasyon mekanizmaları birbirinden çok farklıdır. Bu yüzden farklı semender 

türlerinin rejenerasyon mekanizmalarının açıklanması gerekmektedir. Bu da 

rejenerasyon yeteneği yüksek düzeyde olan hayvan türlerinin, ileri düzey teknikler 

kullanılarak araştırılmasını zorunlu kılmaktadır (49).  

 

4.4. Metamorfoz 

Diğer semender türleriyle karşılaştırıldığında metamorfoz geçiremeyen bir canlı 

olan axolotl larva evresinin morfolojik özelliklerini yetişkinliğe kadar korumaktadır 

(48). Metamorfoz yoluyla büyük oranda morfolojik değişikliklere uğrayan amfibiler, 

gelişimsel zorlukların üstesinden gelmek için iki fazlı yaşam evresi sergilerler. 

Amfibiler metamorfoz sürecinde, larvadan yetişkin formuna geçişle ilişkili bir dizi 

davranışsal, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genetik değişiklik geçirirler (50). 

Tiroit hormonları, metamorfozun başlaması ve tamamlanmasında önemli bir etkendir. 

Tiroit hormonunun doğal birikimi (anuranlarda olduğu gibi) veya yaşam alanlarına 

eklenmesi (axolotlda olduğu gibi), karasal yaşam koşullarına uyum sağlamak için 

organların kritik bir şekilde yeniden düzenlenmesine yol açar. Bu adaptif süreçte, bazı 

mevcut organların ve ekstremitelerin kaybı veya rekonstrüksiyonu veya yenilerinin 

oluşumu gerçekleşebilmektedir (51). Axolotlın metamorfoz geçirmesi için L-tiroksin 

ile indüklenmesi gereklidir. Bunun için yetişme sularına T4 (tetraiodothironin) 

eklenerek metamorfozu tamamlamaları sağlanmaktadır. T4 hormonunun 
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uygulamasından sonraki süreçte gözlenen kilo kaybı, yüzgeçlerin kaybolması ve 

solungaç boyutunda azalma gibi morfolojik değişikliklerle birlikte axolotllar karasal 

hayat koşullarına uyum sağlamaktadırlar (51,52).  

 

4.5. İmmünohistokimyasal Analizler 

4.5.1. Glial Fibriler Asit Protein (GFAP)  

Ependimoglia hücrelerinin işaretlenmesinde GFAP kullanılmaktadır. GFAP 

erişkin insan ve sıçan beyinlerindeki astrositlerin işaretleyicisi olarak kullanılırken, 

axolotl ve diğer telositlerde memeli benzeri astrositler bulunmadığı için GFAP 

işaretleme yöntemi ile progenitör hücre görevi gören ependimoglia hücrelerinin 

beyindeki yerleşim yerlerinin tespiti yapılabilmektedir (21,30,38,53,54). Ayrıca 

axolotl beyninde astrosit hücreleri yerine radialglia hücreleri görev almaktadır (30). 

Sıçanlarda da benzer bir süreç söz konusudur, doğumla birlikte lateral ventrikülün 

duvarında bulunan subventriküler zondaki hücreler farklılaşarak astrositleri 

oluştururlar, yani prenatal dönemde sıçan beyninde astrosit bulunmamaktadır (55). 

Kemirgenlerde doğumdan sonraki üç haftalık süreçte, radyal glia hücrelerinin ya da 

subventriküler bölgedeki progenitör hücrelerin farklılaşmasıyla ve olgunlaşmamış 

astrositlerin bölünmesiyle yeni astrositler oluşmaktadır (55–57).   

 

4.5.2. Miyelin temel protein (MTP) 

Merkezi sinir sisteminde miyelinin ana bileşenlerinden biri de miyelin temel 

proteinidir, “miyelinin yetkili molekülü” olarak adlandırılır (58–60). Sadece 

miyelinleştirici gliada (MSS'deki oligodendrositler ve PSS'deki Schwann hücreleri) 

eksprese edilir ve bu hücreler tarafından üretilen plazma zarının ve miyelin zarının 

sitoplazmik yüzeyinde bulunurlar (60). Fonksiyonel MTP'den yoksunluk, merkezi 

sinir sisteminde şiddetli hipomiyelinizasyon, titreme semptomları ve erken ölüm ile 

karakterize edilir (58). Miyelin oluşumundan sorumlu proteolipid proteini (PLP) ve 

2',3'-siklik nükleotid 3'-fosfodiesteraz (CNP) gibi diğer miyelin proteinlerinin 

eksikliğinin, MSS’de miyelinizasyonu etkilemekten ziyade ikincil nöronal etkilere 

neden olduğu savunulmaktadır (58). 

Bir çalışmada, biyokimyasal analiz sonucunda, neotenik ve metamorfik 

formların her ikisinde de axolotl beyin dokusunda bulunan miyelin bileşenlerinin aynı 
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olduğu gözlenmiştir (59). Miyelin bakımından zengin bölgeler memelilerde 

tanımlanmıştır, ancak memeli olmayan omurgalılarda ve amfibilerde bu bölgeler açık 

bir şekilde tanımlanamamıştır.  Ivan ve ark. yaptığı çalışmada, myeline özel bir boya 

olan Black Gold II reagent ile koronal ve sagital juvenil axolotl beyni kesitlerini 

işaretlemiş ve beynin anterior telensefalon bölgesinde işaretli miyelin alanları tespit 

edememişlerdir (3). Posterior kısmında miyelin ağları tespit edilirken anterior 

kısmında tespit edilememesini ise tutarsızlık olarak değerlendirmişlerdir. Gelişmekte 

olan memelide, miyelinizasyon süreci omurilikte başlar ve doğumdan sonra kademeli 

olarak MSS’nin arka kısmını kaplar. Axolotl beyninin juvenil evresi tamamen 

miyelinli olmasa bile, yetişkin beyninin ön beyin kısmında miyelin içermesi 

mümkündür (3). Bu konuya bir diğer yaklaşım ise axolotlın neoteni ve/veya diğer 

tanımlanamayan fizyolojik olayların bir sonucu olarak beynin ön kısmındaki aksonları 

miyelinleme kapasitesini kaybetmiş olabileceğidir. Bir diğer hipotez ise, Black Gold 

II boyası telensefalondaki miyelinleri işaretlemek için uygun bir işaretleyici 

olmayabilir (3). Bu son hipotezin doğrulanması için, axolotl gelişiminin diğer 

aşamaları ve/veya miyelini saptamaya yönelik metodolojiler kullanılabilir. 

 

4.5.3. Ki-67 

Gelişim sırasında gerçekleşen hücre çoğalma düzeyinin belirlenmesi için çoğu 

zaman Ki-67 işaretlenmesiyle immünohistokimyasal analizler yapılmaktadır (61,62). 

Bir nükleer protein olan Ki-67 hücre döngüsünde G0 fazı hariç, tüm aşamalarda yer 

alır, bu sebeple Ki-67 ile pozitif boyanan hücrelerin sayılarının hesaplanması, hücre 

proliferasyon aktivitesinin doğrudan bir ölçüsü olabilmektedir. Ki-67 işaretleyicileri 

ile hücrelerin proliferasyon indeksi belirlenmektir (61,62). 

 

4.5.4. Nöronal çekirdek antijeni (NeuN) ve çiftkortin (DCX) 

 Ki-67 işaretlemesiyle birlikte beyin gelişimini değerlendirme çalışmalarında 

sıklıkla kullanılan çiftkortin (DCX) ve nöronal çekirdek antijeni (NeuN) işaretlemesi 

de yapılmakta, bu sayede olgunlaşan ve olgunlaşmayan nöronlar birbirinden ayırt 

edilebilmektedir (63). DCX, omurgalı nöronlarındaki sitoiskelet mikrotübülleriyle 

ilişkili bir proteindir ve beyin gelişimi sırasında göç öncesinde ve sırasında 

olgunlaşmamış nöronlar tarafından eksprese edilir (64). NeuN (nöronal çekirdek 



 16 

antijeni), merkezi sinir sisteminde çoğu granül hücrenin çekirdeğinde ve perinükleer 

sitoplazmasında eksprese edilen ancak olgunlaşmamış sinir hücrelerinde 

saptanamayan bir nöronal nükleer antijendir (65). 

 

4.6. Axolotl Beyin Histolojisi 

Axolotlın (ve diğer amfibilerin) genç-yetişkin beyni, diğer omurgalılara benzer 

bölgelerden oluşur: Olfaktör bulbus, telensefalon, diensefalon, mezensefalon ve 

rhombensefalon (3). Ventrikülün etrafını saran tabaka radyalglia veya ependimoglia 

hücrelerini içermektedir (27). Telensefalon bölgesi incelendiğinde medial, lateral, 

ventral ve dorsal pallium olarak adlandırılan bölgelerden oluştuğu görülecektir (3). İki 

hemisfer arasında kalan bölgede, makroskobik olarak da ayırt edilebilen koroid 

pleksus bulunmaktadır. Anterior telensefalon bölgesinde ventrikül bulunmamakta, tek 

sıra halinde dizilmiş nöronlar ve olfaktör sinir bölgesi bulunmaktadır. Posterior 

telensefalon bölgesine doğru ventrikül duvarını oluşturan, birkaç tabaka halinde 

organize olmuş nöronlar görülebilmektedir (2). 
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Resim 4.4 Neotenik axolotl beynine ait telensefalon bölgesinin farklı seviyelerden 

alınan kesitleri. Ön beyin başlangıç kesit görüntüsü ve olfaktör sinir (Olf N) bölgesi 

(a), ventrikül başlangıç bölgesi ve olfaktör bulbus bölgesi (Olf B) (b), Ependimal 

hücreler ile çevrelenmiş ventrikülün (Vt) net olarak görülmeye başlandığı düzey (c); 

ventrikül etrafındaki bölgeler; medial pallium (Mp), dorsal pallium (Dp), lateral 

pallium (Lp), ventral pallium (Vp), Koroid pleksus (Cp) yapısı iki ön beyin hemisferi 

arasında görülmektedir(d ve e), iki hemisfer yapısının birbirine yaklaştığı orta beyne 

doğru geçişin  olduğu bölge (f). (Boya: krezil violet, Büyütme: 4X) 
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5. MATERYAL VE METOT 

5.1. Deney Hayvanları ve Barınma Koşulları 

Medipol Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan etik kurul onayı 

(E-38828770-772.02-49005, 22/09/2020) alındıktan sonra çalışmaya başlandı. 

Çalışmamızda, İstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi Araştırma Merkezinden 

(MEDİTAM) temin edilen 12 aylık 10 adet neotenik ve 10 adet metamorfoza 

indüklenmiş metamorfik axolotl (Ambystoma mexicanum) kullanıldı. Axolotlların 

metamorfoza indüklenmeleri, beslenmeleri ve barınmaları aynı merkezde sağlandı.  

Diğer çalışmalar ise İstanbul Medipol Üniversitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim 

Dalı ve Sağlık Bilim ve Teknolojileri Araştırma Enstitüsü (SABİTA) bünyesindeki 

laboratuvarlarda ve Ondokuz Mayıs Üniversitesi KİTAM ve Histoloji ve Embriyoloji 

Anabilim Dalı laboratuvarlarında gerçekleştirildi.  

 

5.2. Metamorfoz İndükleme 

Axolotlun metamorfoza indüklemesi için L-tiroksin (T4) ile indüklenmesi 

gerekmektedir. Holtfreter çözeltisi içinde tiroksin çözülerek tetraiodothironin (T4 

çözeltisi, 50 nM) solüsyonu hazırlandı. Her bir axolotl ayrı kaplarda olmak üzere bu 

solüsyonlar içerisinde barınması sağlandı (66). Metamorfoz tamamlanana kadar 

kaplardaki solüsyonlar her üç günde bir tazelenerek değiştirildi. T4 hormonu 

uygulamalarından sonraki üç hafta içinde gözlenen kilo kaybı, yüzgeçlerin kaybolması 

ve solungaç boyutunda azalma gibi morfolojik değişiklikler izlenerek karasal hayat 

koşullarına uyum sağlamaları beklendi. Hormon tedavisi, tamamen metamorfik 

axolotllar elde edilene kadar 3 ay boyunca devam ettirildi. Doğal yaşamlarında 

metamorfoz geçiren diğer semenderler larva döneminden sonra serumlarınındaki T4 

seviyesi yavaş biçimde artar. Neotenik axolotl barınma suyuna eklenen T4 serum 

içerisindeki seviyesinin artmasını sağlanmış oldu (51,52).  
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5.3. Doku Takibi 

5.3.1. Parafin doku takibi 

Sakrifiye edilen axolotllardan elde edilen dokular, 1:1 oranda hazırlanan; %4 

paraformaldehit (PFA) + %4 glutaraldehit solüsyon ile bir hafta + 4 °C’de tespit edildi. 

Doku kasetlerine yerleştirildikten sonra, 4 saat akar su altında yıkama yapıldı. Daha 

sonra azalan alkol serilerinden geçirilerek dehidratasyon işlemi gerçekleştirildi. Ksilen 

ile şeffaflaştırma aşamasından sonra, parafin infiltrasyonu için ksilen-parafin 

karışımında (%50 ksilen + %50 parafin) 1 saat bekletildi. Dokular bir gece etüvde sıvı 

parafin içerisinde bekletildi ve ertesi gün parafin içerisine gömüldü. Dokuların alkol 

serisi ve ksilen içerisinde bekletilme süreleri aşağıda verilmiştir. 

• %70 Alkol 1 saat 

• %80 Alkol 1 saat 

• %96 Alkol 1 saat 

• %96 Alkol 1:2 saat 

• %100 Alkol 1 saat 

• %100 Alkol 1:2 saat 

• %100 Ksilen 1 saat 

• %100 Ksilen 1:2 saat 

 

5.3.2. Elektron mikroskop doku takibi  

Elektron mikroskop doku takibi için klasik araldit doku takibi ve en-block 

boyama protokolü olmak üzere iki takip protokolü uygulandı (67,68). Neotenik ve 

metamorfik axolotl karşılaştırması için klasik elektron takibi protokolü kullanıldı. Seri 

kesitlerde gerçekleştirilen nöromelanin ve goblet benzeri hücrelerin analizlerinde en-

block boyama protokolü kullanıldı. 

 

5.3.2.1. Klasik elektron mikroskop doku takibi 

Fikse edilmiş dokular, 0.1 M PBS ile 4 kere onbeşer dk. boyunca orbital 

çalkalayıcıda yıkandı. Osmiyum tetroksit (OsO4) (%1) ile bir saat post-fiksasyon 

yapıldı. Sonrasında 0.1 M PBS ile 4 kere onbeşer dk. boyunca yıkama yapıldı. Artan 

aseton serileri ile dehidratasyon işlemi gerçekleştirildi. 
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• %50 aseton 15 dk.  

• %70 aseton 15 dk. 

• %95 aseton 15 dk. 

• %100 aseton 20 dk. 

• %100 aseton 20 dk. bekletildi. 

Sonrasında propilen oksit aşaması gerçekleştirildi. İki kere yirmişer dk. %100 

saf propilen oksit içerisinde bekletildiler. Gömme materyali Araldit CY212 kiti 

kullanılarak hazırlandı. 

• Araldit CY 212…………….. 10 ml  

• DDSA……………… ……... 10 ml  

• BDMA…………………….. 0,4 ml  

• Dibütil folat……………….. 0,8 ml 

Yukardaki solüsyonlar cam bir kaba eklendikten sonra 15 dk. boyunca cam 

karıştırıcı ile karıştırıldı.    

 Propilen oksit (%50) + araldit (%50) solüsyonu içerisinde dokular bir saat oda 

ısısında bekletildikten sonra bu karışım dokulardan uzaklaştırıldı. Sonrasında, saf 

araldit içerisinde bir saat bekletildi. Rezin blokların hazırlanması için taze hazırlanan 

araldit kalıplara döküldü ve dokular bu kalıplara yerleştirildikten sonra 48 saat 

boyunca 60 °C etüvde polimerizasyonu sağlandı. 

Rezin bloklardan 500 nm kalınlığında yarı ince kesitler cam bıçak kullanılarak, 

70 nm kalınlığında ince kesitler ise elmas bıçak kullanılarak ultramikrotom ile alındı. 

Lam üzerine alınan yarı ince kesitler %1 toluidin mavisi ile boyandıktan sonra ışık 

mikroskobunda incelendi (69). İnce kesitler ise 200 mesh’lik gridler üzerine 

yerleştirildi. Kontrastlama cihazı (Leica, EM AC20) kullanılarak kesitlerin 

kontrastlaması yapıldı. Program I ile kesitler, 45 dakika boyunca %0,5 uranil asetat 

(EMS,22400) ile, 15 dk. boyunca ise %3 kurşun sitrat (leica, ultrostain II) ile 

kontrastlama yapıldı. Gridler üzerindeki kesitler gridbox içerisine yerleştirildi ve bir 

gün sonra geçirimli elektron mikroskobunda (TEM) kesitlerin farklı büyütmedeki 

görüntüleri elde edildi. 
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5.3.2.2. Enblock staining elektron mikroskop doku takibi 

Dokular Karnovsky fiksasyon solüsyonu ile 3 gün +4’°C de fikse edildi. Fikse 

edilen dokular 3-4 kez beşer dk. boyunca 0.15 M cacodylate buffer (CB) (EMS, 11655) 

ile yıkandılar. İki farklı osmiyum tetroksit (OsO4) solüsyonu kullanıldı. Birinci 

osmiyum tetroksit solüsyonu, 3,3 ml %4 OsO4, 2 ml %5 potasyum ferrosiyanid 

solüsyonu ve 1.3 ml dH2O ile hazırlandı. Bu solüsyon içerisinde dokular 30 dk. 

boyunca oda ısısında bekletildiler. Dı̇stı̇le su ile dokular 4 kez yıkandıktan sonra %5 

Thiocarbohydrazide (TCH) (Sigma, 223220) solüsyonunda 30 dk. bekletildi. TCH 

solüsyonu, 15 mg TCH ve 3 ml dH2O ile hazırlandı, vorteks ile karıştırıldı ve 60 °C’de 

çözünmesi sağlandı. dH2O ile yıkama işleminin ardından ikinci osmiyum 

solüsyonunda (distile su ile hazırlanan %2 OsO4) 30 dk. oda ısısında bekletildi. 

Yıkama işlemi 3-4 kez dH2O ile yapıldıktan sonra, bir gece +4 °C’de %1 uranil asetat 

(EMS,22400) solüsyonunda bekletildi. Ertesi gün; dH2O ile yıkama yapıldıktan sonra 

60 °C etüvde kurşun aspartat [0.066 g kurşun nitrat (EMS, 17900) ve 10 ml 0.03 M 

aspartik asit içerisinde çözüldü ve 1 N potasyum hidroksit çözeltisi (KOH) kullanılarak 

pH 5 olarak ayarlandı] içerisinde 40 dk. bekletildi. Sonrasında yıkama işlemi yapılarak 

artan aseton serisi ile dehidratasyon işlemi yapıldı. 

• %50 aseton 15 dk. 

• %70 aseton 15 dk. 

• %90 aseton 15 dk. 

• %100 aseton 10 dk. 

• %100 aseton 10 dk. 

• %100 aseton 10 dk. 

İki saat 1:1 (%100 alkol + epon karışımında), 2 saat 1:2 (%100 alkol + epon 

karışımında), sonrasında 2 saat saf epon karışımında bekletildi. Gömme solüsyonuna 

yerleştirilen dokular polimerizasyon için etüvde (60 °C) bir gece bekletildi. 
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5.3.2.3. Taramalı elektron mikroskop analizi için dokuların hazırlanması 

%4 PFA + %4 glutaraldehit solüsyonu ile +4 °C’de fikse edilen beyin dokusu 

brain matrix kullanılarak 1 mm’lik dilimler haline getirildi. Her bir dilim PBS ile 

yıkandıktan sonra %1 osmiyum tetroksit (OsO4) ile post fiksasyon gerçekleştirildi. 

Distile su ile yıkamanın ardından aseton serilerinden onbeşer dk (%50, %70, %90, 

%100) geçirildi. Süper kritik kurutma cihazı (Leica, CPD300) kullanılarak kurutma 

işlemi yapıldı. Kurutma işlemi yapılan doku örnekleri iletken bant üzerine 

yerleştirilerek kaplama cihazı (Leica, EM ACE200) ile 30 sn. diffuse ayarında altın-

palladium ile kaplandı. Elektron mikroskobunda (Zeiss, Gemini 500) sekonder 

elektron detektörü ile 3 kv EHT ile farklı büyütmelerde görüntüler çekildi. 

 

5.4. Kesit Alma ve Krezil Viyole Boyama 

Parafin bloklardan mikrotomda 4 μm kalınlığında kesitler lama alındı. Kesitlerin 

lama sıkı tutunması ve deparafinizasyonu için 60 °C etüvde bir gece bekletildi. Daha 

sonra kesitler ksilen içerisinde 45 dk. bekletilerek parafinin dokulardan 

uzaklaştırılması sağlandı. Deparafinizasyon işleminin ardından kesitler, kademeli 

olarak onbeşer dk. konsantrasyonu azalan alkol serilerinden (%100, %90, %80, %70) 

geçirildi ve distile suya indirildi. Distile su içerisinde 5 dk. bekletildikten sonra 

boyama işlemi yapıldı. Etüvde (60 °C) bekletilmiş krezil viyole ile 2 dk. boyunca 

boyanan dokular, ayrıştırıcı içerisinde 20 sn. tutulduktan sonra artan alkol serilerinden 

(%70, %80, %90, %100) onbeşer dk. geçirildi. Ksilende bekletildikten sonra kesitler 

entellan ile kapatılarak ışık mikroskobu ile incelendi ve ilgili alanlardan fotoğraflar 

çekildi. 

 

5.5. Stereolojik Analizler 

Stereolojik analizler için ayrılan deney hayvanları sakrifiye edildikten sonra 

parafin doku takibi yapıldı, parafin bloklardan 4 µm kalınlığında disektör çiftleri 1:24 

örnekleme oranında alındı, deparafinizasyon işlemlerinden sonra krezil violet boyası 

ile boyandılar. 

Minitab programı (versiyon 20) ile güç analizi yapıldı ve analiz testinde uygun 

hayvan sayısının 5 olduğu belirlendi. 
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Güç analiz testi sonucu: 

Maximum 

Difference 

Sample size Target Power Actual Power 

8,58 5 0,95 0,970760 

 

Stereolojik analizler için çalışmaya alınan neotenik (n=5) ve metamorfik (n=5) 

hayvanların telensefalon bölgesindeki hücrelerinin hücresel yoğunlukları ve toplam 

hücre sayıları stereolojik bir yöntem olan fiziksel parçalama (physical fractionator) 

hücre sayım yöntemi kullanılarak hesaplandı (Resim 5.1).   

Hücre yoğunluğu ve toplam hücre sayısı hesaplamasında, sistematik rasgele 

örnekleme (SRÖ) yöntemi kullanıldı. Bu yöntem tüm bileşenlere eşit oranda 

örneklenme şansı vermektedir. Stereolojik analizler için kesit alma sırasında yapılan 

örnekleme ile her 24 kesitten biri SRÖ yöntemi ile alındı. Alınan kesitlerde SRÖ 

yöntemi ile alan örneklemesi de yapılarak analizlerin gerçekleştirileceği alanların 

fotoğrafları ışık mikroskobunda (Olympus Tokyo, Japan) cellSens programı (Olympus 

SC50, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Münster, Germany) kullanılarak 

çekildi. Disektör kesitlerinin görüntülenmesi ise programın ekran bölme özelliği 

kullanılarak, her iki komşu kesitte aynı olan bölgenin fotoğrafları çekilerek yapıldı 

(Resim 5.2 ve 5.3).  Disektör çiftlerinin analizinde, gözlem kesitte bulunup, örnek 

kesitte bulıunmayan hücreler disektör hücre (tanecik) olarak esas alındı. Bu yöntemle 

beyin dokusunun ilgili alanlarının her birinde bulunan toplam hücre sayısı 

hesaplandı(70). 
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Resim 5.1 Fiziksel parçalama yönteminde kullanılan disektör kesit çifti görülmektedir. 

Disektör çiftlerinin analizinde, gözlem kesitte bulunup örnek kesitte bulunmayan 

hücreler disektör hücre (tanecik) olarak esas alındı ve sayıldı. (Büyütme 40X) 
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Resim 5.2 Olympus CellSens programı kullanılarak ardışık iki kesitte aynı iki alanın 

görüntülendiği disektör çiftleri (Büyütme 40X) 

.  

 

 

 

Resim 5.3 Disektör hücrelerinin (taneciklerinin) sayılması. Analizler bilgisayar 

ekranını ikiye bölerek gerçekleştirildi, ilk fotoğrafta bulunan (Gözlem), ikinci 

fotoğrafta (Örnek) bulunmayan nöronlar sayaç kullanılarak sayıldı (Büyütme 40X). 
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5.6. Alsiyan Mavisi Boyama 

Dokulardan alınan 4 μm kalınlığındaki parafin kesitler deparafinize edildi ve 

alsiyan mavisi boyama kiti (Bio optica, 04-160802) protokolüne göre boyama işlemi 

yapıldı.  Boyama işlemleri oda ısısında gerçekleştirildi. 

Her bir kesit üzerine birer damla A solüsyonundan (Alsiyan mavisi pH 2,5) 

eklendi ve 30 dk. etki etmesi için beklenildi. Sonrasında, lam üzerinden solüsyon 

akıtıldı ve B solüsyonu (Sodyum tetraborat) eklendi ve 10 dk. bekletildi. Distile su ile 

yıkamanın ardından C solüsyonu (Mayer Carmalum) eklendi ve 5 dk. boyunca etki 

etmesi için bırakıldı. Distile su ile yıkamanın ardından, artan alkol serilerinden 

geçirildi ve ksilen ile şeffaflaştırıp ışık mikroskobu için hazır hale getirildi. 

 

5.7. Periyodik Asit-Shiff (PAS) Boyama 

Dokulardan alınan 4 μm kalınlığındaki parafin kesitler deparafinize edildi ve PAS 

boyama kiti (Bio optica, 04-130803) protokolüne göre boyama işlemi yapıldı.  

Boyama işlemleri oda ısısında gerçekleştirildi, +4 °C’de saklanan kit uygulama 

yapılmadan önce oda ısısına getirildi. 

Kesitlerin üzerine A solüsyonundan (Bacillus subtilis kaynaklı amilaz) birer 

damla damlatıldı ve 10 dk. inkübe edildi. Distile su ile yıkamanın ardından, B 

solüsyonu (Periyodik asit çözeltisi) eklenerek 10 dk. maruz bırakıldı. Distile su ile 

yıkamanın ardından kesitlerin üzerine birer damla C solüsyonu (Schiff reaktifi 

Hotchkiss McManus) eklendi ve 20 dk. inkübe edildi. Distile su ile yıkamanın 

ardından D solüsyonu (Potasyum metabisülfit çözeltisi) eklendi ve 2 dk.  inkübe edildi. 

Yıkama yapılmadan E solüsyonu (Fiksatif solüsyon) eklendi ve 2 dk. bekletildi. Distile 

su ile yıkama işlemi yapıldıktan sonra F solüsyonu (Mayer Hemalum) eklendi ve 3 dk. 

beklendi. Akan musluk suyu altında 5 dk. boyunca yıkama yapıldı. Artan alkol 

serisinden geçirilerek dehidrate edildi ve ksilen ile şeffaflaştırıldıktan sonra ışık 

mikroskobunda incelemek için hazır hale getirildi. 

 

5.8. İmmünohistokimyasal Analizler: 

Örnekleme yapılarak (1:180) telensefalon bölgesinin 4 farklı seviyesinden 4 μm 

kalınlığındaki parafin kesitler pozitif yüklü lamlara alındı. Kesitlerin lama iyice 

tutunmasını sağlamak ve deparafinize etmek amacıyla kesitler 60 0C etüvde bir gece 
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bekletildiler. Deparafinizasyon işlemi tamamlandıktan sonra pap-pen ile kesitlerin 

etrafı çizildi. Kit (Mouse Rabbit specific HRP/AEC ABC Detection Kit, Abcam 

ab93705) içerisinde bulunan hidrojen peroksit solüsyonundan birer damla kesitlerin 

üzerlerine damlatıldı. Üç kere PBS (P4417, Sigma-Aldrich) ile yıkama 

gerçekleştirildi. 10X sitrat tamponu (005000, Thermo Scientific) 1:10 oranında PBS 

ile seyreltildi. Kesitler sitrat buffer solüsyonu içerisine yerleştirildi ve mikrodalgada 3 

dk. 800 watt ve 10 dk. 180 wattta kaynatarak antijen geri kazanım işlemi yapıldı. 

Sonrasında üç kere PBS yıkama gerçekleştirildi. Kitin içerisinde bulunan blocking 

solüsyonu her bir dokunun üzerine birer damla gelecek şekilde damlatıldı ve 15 dk. 

beklendi. Primer antikorların dilüsyonları denemelerle belirlendi ve primer antikorlar 

(Anti Miyelin Basic Protein (ab40390) 1:50, Anti Ki-67 (ab15580) 1:500, Anti-Çift 

kortin (sc-271390), Anti-NeuN (MAB377) 1:500, Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein 

(MAB360)) PBS ile seyreltildi ve kesitler 37 °C’de bir saat inkübe edildi. Sonrasında 

üç kere PBS ile yıkama gerçekleştirildi. Kitte bulunan Biotinylated Goat Anti-

Polyvalent solüsyonunu her bir dokunun üzerine birer damla gelecek şekilde yayıldı 

ve 15 dk. beklendi. PBS yıkamasının ardından Streptavidin Peroxidase solüsyon her 

bir dokunun üzerine birer damla gelecek şekilde damlatıldı ve 15 dk. beklendi. AEC 

solüsyonu her bir dokunun üzerine birer damla gelecek şekilde damlatıldı ve 8-10 dk. 

beklendi. Ardından distile su ile beş dakika yıkandı. Zıt boyama için Mayer 

hematoksilen kesitler üzerine damlatıldı ve 1,5 dk. bekletildi. Çeşme suyunda 10 dk. 

mordanlama gerçekleştirildi. Kesitler kapatılmadan bir gece +4 °C’te bekletildi, ertesi 

gün su bazlı kapatıcı ile kesitler kapatıldı. Boyanan antikorların ekspresyon 

analizlerinin değerlendirilmesi ışık mikroskop (Nikon, Japan) altında gerçekleştirildi. 

 İmmunohistokimyasal analizler, telensefalon bölgesinin 4 farklı seviyesinden 

alınan kesitlere uygulandı. ImageJ programı (National Institutes of Health (NIH)) 

kullanarak nokta başına 500 μm2 olacak şekilde fotoğrafların üzerine noktalı alan 

ölçüm cetveli atıldı ve pozitif hücre oranı (%) olarak hesaplandı (Şekil 3.4). 

İstatistiksel analizler GraphPad (Prism 9.0.0) uygulaması kullanılarak gerçekleştirildi. 
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Resim 5.4 ImageJ programı kullanılarak immünohistokimyasal analizler 

gerçekleştirilmesi.  ImageJ programında noktalı alan ölçüm cetvelinde her bir nokta 

500 μm2 alanı temsil etmektedir (Büyütme: 20X). 

 

5.9. İstatistiksel Analiz 

Tez çalışmasının bulgularının istatistiksel analizleri GraphPad (Prism 9.0.0) 

kullanılarak gerçekleştirildi. Shapiro-wilk testi ve Student t testi kullanıldı. İstatistiksel 

anlamlılık değeri p≤ 0,05 olarak değerlendirildi. 
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6. BULGULAR 

Çalışmamızda neotenik evrede olan (Neo) grubu ve metamorfoz geçirmiş 

metamorfik (Met) grubu olmak üzere iki farklı yaşam periyodunda olan axolotllar 

kullanıldı. Fiziksel disektör yöntemi, immünohistokimyasal analizler için Cavalieri 

yöntemi ile rutin ışık mikroskobik ve elektron mikroskobik teknikler kullanılarak 

metamorfoz sürecinde oluşan olası gelişim ve değişimlerin beyin dokusu üzerindeki 

etkisi araştırıldı. Neo ve Met axolotlların telensefalon bölgelerindeki toplam nöron 

sayısı stereolojik yöntemlerden olan fiziksel disektör yöntemi ile hesaplandı. Ayrıca 

aynı kesitler üzerinde rutin histopatolojik değerlendirmeler gerçekleştirildi.  

Stereolojik analizlerde ve immunohistokimyasal analizlerde güç testi 5 olarak 

tespit edildiği için 5 neotenik, 5 metamorfik axolotl kullanıldı. Geçirimli elektron 

mikroskobu analizinde 3 adet neotenik, 2 adet metamorfik axolotl kullanıldı. Taramalı 

elektron analizleri 2 neotenik axolotl kullanılarak gerçekleştirildi. Metamorfoza 

indükleme sırasında üç axolotl öldüğünden dolayı araştırmamız yedi hayvan üzerinden 

gerçekleştirildi. Çalışmalar sonucunda elde edilen bulgularımız aşağıda verilmiştir. 

 

6.1 Histopatolojik Bulgular 

Neo ve Met axolotlların telensefalonları medial, lateral, dorsal ve ventral 

palliumdan oluşmaktadır. Her iki grupta da ventrikül lümeninde koroid pleksus 

bulunmaktadır. Neo ve Met axolotlların nöronlarında çekirdekler hücre hacminin 

büyük bir bölümünü kapladığı, prizmatik şekilli ependimoglia hücrelerin ventrikül 

duvarını döşediği görüldü. Kan hücrelerinin morfolojilerinin ise metamorfozla birlikte 

değiştiği tespit edilmiştir (Resim 6.27).  
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Resim 6.1 Neo ve Met axolotlların beyinlerinin telensefalon bölgelerinin krezil violet 

boyama görüntüleri (Büyütme 10X).   
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6.2 Stereolojik Sonuçlar 

Her bir hayvan ve gruba ait cresyl violet ile boyanmış kesitler üzerinde yapılan 

analizler sonucunda elde edilen toplam nöron sayıları tablolarda verilmiştir (Tablo 6.1-

6.3, Şekil 6.2-6.3). Hata katsayısı (HK) ve değişim katsayısı (DK) değerleri sayım 

sonuçlarına göre hesaplandı ve her iki değerin de güven aralığında olduğu gözlendi. 

Neo ve Met axolotlların beyinlerinin telensefalon bölgelerinde toplam nöron sayısının 

grup içi normal dağılım gösterdiği, gruplar arasında toplam nöron sayısı bakımından 

istatistiksel olarak anlamlı bir farkın olmadığı saptandı (Şekil 6.3). 

 

Tablo 6.1 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bölgesinin fiziksel disektör hücre 

sayım sonuçları (HK: hata katsayısı, SRÖ: sistematik rasgele örnekleme) 

Hayvan No Toplam 

Disektör 

hücre 

Noise: Var 

(SRÖ): 

Toplam 

Var: 

HK değeri Ortalama 

HK değeri 

Neotenik-1 1488 1712 517,212 2005,21 0,03 

0,04 
 

Neotenik-2 1396 1396 125,6 1521,6 0,03 

Neotenik-3 1689 1689 691,34 2380,34 0,03 

Neotenik-4 409 409 25,1458 3901,94 0,05 

Neotenik-5 308 308 2,65833 310,658 0,06 

 

 

Tablo 6.2 Metamorfik axolotl beyninin telensefalon bölgesinin fiziksel disektör hücre 

sayım sonuçları (HK: hata katsayısı, SRÖ: sistematik rasgele örnekleme) 

Hayvan No Toplam 

Disektör 

hücre 

Noise: Var 

(SRÖ): 

Toplam 

Var: 

HK değeri Ortalama 

HK değeri 

Metamorfik-1 561 561 23,57 584,57 0,04 

0,05 
 

Metamorfik-2 583 583 57,92 640,92 0,04 

Metamorfik-3 525 525 21,80 546,80 0,04 

Metamorfik-4 657 657 35,51 692,51 0,04 

Metamorfik-5 325 325 31,56 356,56 0,06 
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Tablo 6.3 Neotenik ve metamorfik axolotl beyninin telensefalon bölgesinin fiziksel 

disektör hücre sayım sonuçları (DK: değişim katsayısı, SS: standart sapma, SEM: 

ortalama standart hata)   

Grup DK SS SEM 

Ortalama 

Toplam 

Hücre Sayısı 

Neotenik 0,14 23328,31 11664,15 146842 

Metamorfik 0,08 14723,98 6584,76 171418 

 

 

 

Resim 6.2 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgesinin hücre 

sayım sonuçlarının normalite grafiği. 
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Resim 6.3 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerinin 

fiziksel disektör hücre sayım sonuçları. Sonuçlar (±SEM) olarak verilmiştir.  

 

 

6.3 İmmünohistokimyasal Bulgular 

İmmünohistokimyasal yöntemlerle işaretlenmiş kesitler üzerinde yapılan 

analizler sonucunda elde edilen toplam pozitif hücre sayılarına ait bulgular her bir 

hayvan ve her bir grup için aşağıdaki tablolarda verilmiştir (Tablo 6.4-7, Şekil 6.4-26). 

 

6.3.1 Anti Ki-67 immünohistokimya sonuçları 

İmmünohistokimya yöntemi kullanılarak örnekler anti Ki-67 ile işaretlendi ve 

Ki-67 ifade eden hücrelerin toplam hacmi Cavalier yöntemi ile hesaplandı.  Aynı 

örneklerde ventriküle farklı uzaklıkta bulunan Ki-67 ifade eden hücreler tespit edilerek 

her iki gruptaki pozitif hücreler birbirleri ile kıyaslandı. Neotenik ve metamorfik 

axolotl beyinlerinde Ki-67 ifade eden hücrelerin toplam hacimleri kıyaslandığında 

metamorfik grupta istatiksel olarak anlamlı derecede fazla olduğu tespit edildi. 

Telensefalon bölgesinden 1:180 örnekleme ile yapılan analizler sonucunda Ki-67 ifade 

eden hücrelerin toplam hacimlerinin metamorfozla birlikte arttığı bulundu. Cavalieri 

yöntemi kullanarak yaptığımız immünohistokimyasal incelemelerimizde ayrıca koroid 

pleksus bölgesindeki hücrelerin de Ki-67 ifade ettiği gözlendi. 
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Resim 6.4 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerine ait Ki-67 immünohistokimya boyaması (Vt: Ventrikül, Cp: koroid pleksus, 

ok başı: ventrikül duvarı, ok: Piamater, *: Artefakt).  

 

 

Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon kesitlerinde 

ependimoglia hücreleri ile radialglia hücrelerinin ventrikül duvarında bulundukları ve 

Ki-67 ifade eden nöronların da ventriküle farklı uzaklıklarda bulunabildikleri tespit 

edildi (Resim 6.4-4.9).  
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Resim 6.5 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerine ait Ki-67 immünohistokimya boyaması (Vt: Ventrikül, Cp: koroid pleksus, 

ok: Anti Ki-67 ifade eden hücreler, ok başı: Ependimoglia hücre). 
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Resim 6.6 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerine ait Ki-67 immünohistokimya boyaması. Ventrikül duvarında Ki-67 ifade 

eden hücreler (ok) bulunmaktadır. (Vt: Ventrikül, Cp: koroid pleksus) 
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Resim 6.7 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerine ait Ki-67 immünohistokimya boyaması. Ventrikülden farklı uzaklıkta Ki-

67 ifade eden nöronlar (ok) bulunmaktadır. (Vt: Ventrikül) 
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Resim 6.8 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerine ait Ki-67 immünohistokimya boyaması. Ventrikülden farklı uzaklıkta Ki-

67 ifade eden nöronlar (ok) bulunmaktadır. (V: Damar, Vt: ventrikül) 
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Resim 6.9 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met)axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerine ait Ki-67 immünohistokimya boyaması. Ventrikülden farklı uzaklıkta Ki-

67 ifade eden nöronlar (ok) bulunmaktadır. (V: Damar, Vt: ventrikül) 
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Tablo 6.4 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bölgesine ait Ki-67 

immünohistokimya Cavalieri yöntemi hacim sonuçları. 

 Ki-67 İfade Eden Hücrelerin Hacmi (μm3)  

 1. Bölge 2. Bölge 3. Bölge 4. Bölge Ortalama 

Neotenik-1 65 55 55 55 57 

Neotenik-2 25 35 7 0 16 

Neotenik-3 56 21 113 158 87 

Neotenik-4 64 32 107 44 62 

Neotenik-5 57 38 47 50 48 

Grup Ort. 54 

 

Tablo 6.5 Metamorfik axolotl beyninin telensefalon bölgesine ait Ki-67 

immünohistokimya Cavalieri yöntemi hacim sonuçları. 

Ki-67 İfade Eden Hücrelerin Hücre Hacmi (μm3) 

 1. Bölge 2. Bölge 3. Bölge 4. Bölge Ortalama 

Metamorfik-1 150 175 50 109 121 

Metamorfik -2 83 79 116 109 97 

Metamorfik -3 72 93 121 101 97 

Metamorfik -4 94 77 112 92 94 

Metamorfik -5 208 152 90 121 142 

Grup Ort. 110 
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Resim 6.10 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerine ait 

Ki-67 immünohistokimya hacim sonuçları normalite grafiği. 

 

 

Resim 6.11 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerine ait 

Ki-67 ifade eden toplam hücre hacmi sonuçları. 
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6.3.1 Anti - miyelin temel protein (MTP) immünohistokimya sonuçları 

6.3.1.1 Telensefalon 

Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerine ait 

kesitlerde MTP ifade eden hücreler sayıldı. Telensefalon bölgesinde 1:180 örnekleme 

ile yapılan analizlerde her iki gruptaki deneklere ait kan hücrelerinin MTP ifade ettiği 

görülürken sinir sistemi hücrelerinin MTP ifade etmediği tespit edildi. Sinir sistemi 

hücrelerinde MTP ifadesi tespit edilemediğinden istatiksel analizler 

gerçekleştirilememiştir (Resim 6.12-4.16). MTP ifadesinin olmadığının pozitif 

kontrolü olması maksadıyla sıçan beyin dokusu kullanıldığında hipokampüs ve beyin 

korteksi bölgesindeki miyelinli sinir liflerinin pozitif işaretlendiği gözlenmiştir (Resim 

6.17). 
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Resim 6.12 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerine ait MTP immünohistokimya boyaması. (Vt:Ventrikül) 
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Resim 6.13 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerine ait MTP immünohistokimya boyaması. Piamaterde bulunan kan damarı 

(V) içindeki kan hücrelerinin kuvvetli MTP ifadesi açıkça görülmektedir. 
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Resim 6.14 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bölgesine ait MTP 

immünohistokimya boyaması. MTP ifade eden merkezi sinir sistemi hücreleri tespit 

edilememiştir. Kan hücreleri MTP ifade etmektedir. 
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Resim 6.15 Metamorfik axolotl beyninin telensefalon bölgesine ait MTP 

immünohistokimya boyaması. MTP ifade eden merkezi sinir sistemi hücreleri tespit 

edilememiştir. Kan hücreleri MTP ifade etmektedir.  
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Resim 6.16 Metamorfik axolotl beyninin telensefalon bölgesine ait MTP 

immünohistokimya boyaması. Koroid pleksus bölgesinde kan hücreleri MTP ifade 

etmektedir. 

 

Resim 6.17 Sıçan beyninin MTP immünohistokimya boyaması. Uzunlamasına 

seyreden aksonların etrafını çevreleyen miyelin kılıfında MTP ifadesi tespit edilmiştir. 

Halka içine alınan alanda miyelinli aksonlar belirgin bir biçimde anti MTP pozitiftir. 

(Büyütme 10X ve 20X) 
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6.3.1.2 Diensefalon  

MTP immünohistokimya analizleri sonucunda her iki grupta MTP ifade eden 

bölgeler tespit edildi. Metamorfik axolotllarda MTP ifadesinin arttığı gözlendi. (Resim 

6.18). 

 

 

Resim 6.18 Neotenik ve metamorfik axolot beyinlerinin diensefalon bölgelerinin MTP 

immünohistokimya boyaması.  Halka içerisinde gösterilen bölgede neotenik (a,c,e)  ve  

metamorfik (b,d,f) axolotl MTP ifade eden sinir lifleri görülmektedir. 
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6.3.2 Anti-NeuN immünohistokimya sonuçları 

İmmünohistokimya yöntemi kullanılarak örnekler anti NeuN ile işaretlendi ve 

NeuN ifade eden hücrelerin toplam hacmi Cavalieri yöntemi ile hesaplandı. 

Telensefalon bölgesinde yapılan analizlerde her iki grupta ventrikül duvarından farklı 

uzaklıklarda NeuN ifade eden hücreler görülürken metamorfik grupta ventrikül 

duvarını döşeyen ependimoglia hücrelerin olduğu bölgelerde NeuN ifade eden 

hücreler tespit edildi (Resim 6.19-4.21).  Aynı örneklerde NeuN ifade eden hücreler 

esas alınarak her iki grup birbirleri ile karşılaştırıldı (Tablo 6.6-4.7). Neotenik ve 

metamorfik axolotl beyinlerinde NeuN ifade eden hücrelerin toplam hacimleri 

kıyaslandığında metamorfik grupta istatiksel olarak anlamlı derecede daha fazla 

olduğu tespit edildi (p=0,0228) (Resim 6.22-4.23). Telensefalon bölgesinde yapılan 

analizler sonucunda NeuN ifade eden hücrelerin toplam hacimlerinin metamorfozla 

birlikte arttığı saptandı.  
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Resim 6.19 Neotenik axolot beyninin anterior bölgesinin NeuN immünohistokimya 

boyaması. Piamaterden (ok başı) farklı uzaklıklarda NeuN ifade eden hücreler (ok) 

bulunmaktadır (b,d,f). (a,c,e: negatif kontrol, Olf N: olfaktör sinir)  
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Resim 6.20 Neotenik axolot beyninin telensefalon bölgesinin NeuN 

immünohistokimya boyaması. Ventrikül duvarından farklı uzaklıklarda NeuN ifade 

eden hücreler (ok) bulunmaktadır (b,d,f). NeuN ifade eden hücreler Ventral 

telensefalon (d) ve dorsal telensefalon (f) ok ile gösterilmektedir (a,c,e: negatif kontrol, 

Vt: ventrikül).  
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Resim 6.21 Metamorfik axolot beyninin telensefalon bölgesinin NeuN 

immünohistokimya boyaması. Ventrikül duvarından farklı uzaklıklarda NeuN ifade 

eden hücreler (ok başı) bulunmaktadır. Anti-NeuN negatif hücreler (ok) ile 

gösterilmiştir. (Lp: Lateral pallium, Mp: medial pallium, Vp: ventral pallium, Vt: 

ventrikül) 
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Tablo 6.6 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bölgesine ait Cavalieri yöntemi 

NeuN immünohistokimya hacim sonuçları 

NeuN Pozitif Hücre Hacmi (μm3) 

 1. Bölge 2. Bölge 3. Bölge Ortalama 

Neotenik-1 149 145 213 169 

Neotenik-2 205 249 199 218 

Neotenik-3 128 328 108 188 

Neotenik-4 96 114 194 135 

Grup Ort. 
177 

 

Tablo 6.7 Metamorfik axolotl beyninin telensefalon bölgesine ait Cavalieri yöntemi 

NeuN immünohistokimya hacim sonuçları 

NeuN Pozitif Hücre Hacmi (μm3) 

 1. Bölge 2. Bölge 3. Bölge Ortalama 

Metamorfik -1 318 336  327 

Metamorfik -2 262 261,2 260,4 261 

Metamorfik -3 307 280  293 

Metamorfik -4 444 416 624 494 

Grup Ort. 344 
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Resim 6.22 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerine ait 

NeuN immünohistokimya hacim sonuçları normalite grafiği.  

 

 

Resim 6.23 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerine ait 

NeuN ifade eden toplam hücre hacmi sonuçları. 
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6.3.3 Anti-GFAP (Glial Fibriller Asidik Protein) immünohistokimya sonuçları 

Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerine ait 

kesitlerde GFAP ifade eden hücreler analiz edildi. Telensefalon bölgesinde analizlerde 

her iki gruptaki axolotllarda ependimoglia hücrelerinin GFAP ifade ettiği görülürken 

metamorfik grupta GFAP ifade eden hücre uzantılarının daha geniş alanlara uzandığı 

gözlendi (Resim 6.24-4.26).  

 

 

Resim 6.24 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerine ait 

GFAP immünohistokimya boyaması. Ventrikül duvarında GFAP ifade eden hücreler 

bulunmaktadır. (Dp: Dorsal pallium, Lp: lateral pallium, Mp: medial pallium, Vp: 

ventral pallium, Vt: ventrikül) 
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Resim 6.25 Neotenik axolotl beyninin telensefalonuna ait GFAP immünohistokimya 

boyaması. Dorsal telensefalon (a,c) ve ventral telensefalon (b)  ventrikül duvarında 

bulunan GFAP ifade eden hücreler (ok) ve uzantıları (ok başı) gösterilmiştir. Anterior 

telensefalon (d) ventrikül başlangıcında bulunan GFAP ifade eden hücreler ve 

uzantıları görülmektedir. (Vt: Ventrikül) 
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Resim 6.26 Metamorfik axolotl beyninin telensefalonuna ait GFAP 

immünohistokimya boyaması. Ventrikül duvarında bulunan GFAP ifade eden hücreler 

(ok) ve uzantıları (ok başı) gösterilmiştir. (d) Kan damarı etrafını saran GFAP ifade 

eden hücre uzantıları görülmektedir. (Vt: Ventrikül) 
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6.4 Toluidin Mavisi Boyama Sonuçları 

Araldite gömülen rezin bloklardan 500 nm kalınlıktaki kesitler toluidin mavisi 

ile boyandı ve histopatolojik analizler gerçekleştirildi. Neotenik axolotlda mekik 

şeklinde olan kan hücrelerinin metamorfik axolotlda oval şekilli olduğu tespit edildi 

(Resim 6.27). Metamorfik axolotlda ependimoglia hücrelerinde morfolojik 

değişiklikler gözlemlendi. Metamorfik axolotlın nöron çekirdeklerinde veziküler 

boşlukların varlığı belirgindi (Resim 6.28). Telensefalonda farklı büyüklük ve 

çaplarda miyelinli sinir lifleri tespit edildi (Resim 6.29-4.30). Neotenik axolotlın 

telensefalon bölgesinin lateral palliumdaki nöronlar ile medial pallium bölgesinde 

bulunan nöronların şekillerinin farklı olduğu tespit edildi. Lateral palliumdaki nöronlar 

prizmatik şekilli iken medial palliumdaki nöronların ise yuvarlak şekilli oldukları fark 

edildi (Resim 6.31). Neotenik  ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerinde ventrikül duvarında tek sıra halinde sıralanan ependimoglia hücrelerden 

bazılarının apikal kısmında salgı keseleri tespit edildi (Resim 6.32). 
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Resim 6.27 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalonunda 

bulunan kan damarları (V), eritrositler ve diğer kan elamanları. 
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Resim 6.28 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon 

bölgelerinde ventrikül etrafında dizilmiş ependimoglia hücreler ve nöronlar 

görülmektedir. Metamorfik nöron çekirdeklerinde çok sayıda veziküler boşluklar 

bulunmaktadır. (Vt: Ventrikül, ok: veziküler boşluk) (Toluidin mavisi, Olympus ışık 

mikroskobu, büyütme 40X ve 100X) 
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Resim 6.29 Neotenik axolotl beyninin şematize görüntüsü ve farklı seviyelerdeki 

miyelinli sinir lifleri. (A) Axolotl beyninin makroskobik şematik görüntüsü, analiz için 

aldığımız kesitlerin alındığı düzeyi gösteren yer kırmızı okla gösterilmektedir. (B) 

Neotenik axolotl beyninin telensefalon görüntüleri. Telensefalon (a) bölgesinin bir 

bölümünün görüntüsü. Halka içerisinde miyelinli sinir lifleri (b, c, d). 
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Resim 6.30 Metamorfik axolotl beyninin şematize görüntüsü ve farklı seviyelerdeki 

miyelinli sinir lifleri. (A) Axolotl beyninin makroskobik şematik görüntüsü, analiz için 

aldığımız kesitlerin alındığı düzeyi gösteren yer kırmızı okla gösterilmektedir. (B) 

Metamorfik axolotl beyninin telensefalonu görüntüleri. (a,c) Telensefalon bölgesinin 

bir bölümünün görüntüsü. (b, d), halka içerisinde miyelinli sinir lifleri. 
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Resim 6.31 Neotenik axolotl beyninin şematize görüntüsü ve telensefalon ve 

diensefalon bölgelerinden alınan kesitlerin genel görüntüsü görülmektedir.) I numaralı 

alanın 40X ile çekilmiş görüntüsünde lateral pallium bölgesinde piramidal şekilli 

nöronlar ok başları ile gösterilmiştir (a,b). II numaralı alanın 40X ile çekilmiş 

görüntüsünde tek sıra halinde dizilmiş koroid pleksus hücreleri ok başları ile 

gösterilmiştir (c,d). III numaralı alanın 40X ile çekilmiş görüntüsünde medial pallium 

bölgesinde yuvarlak şekilli nöronlar ok başları ile gösterilmektedir (e,f). 
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Resim 6.32 Neotenik (Neo) axolotl beyninin telensefalon bölgesinde ventrikül 

etrafında tek sıra halinde sıralanan ependimoglia hücrelerinin apikal kısmında (oklar) 

salgı ürünü görülmektedir. (Vt: Ventrikül) 

 

6.5 Elektron Mikroskop Sonuçları 

6.5.1 Geçirimli elektron mikroskop sonuçları 

Elektron mikroskobik analizler için araldite gömülen doku bloklarından 70 nm 

kalınlıkta alınan kesitlerde histopatolojik analizler gerçekleştirildi. Neotenik ve 

metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerinden alınan görüntülerde 

analizler yapıldı. Metamorfik axolotl nöron çekirdeklerinde veziküler boşlukların 

varlığı belirgindi. Neotenik ve metamorfik axolotl nöron çekirdekleri sitoplazmanın 

büyük bir kısmını kaplamaktaydı. Neotenik axolotl nöronlarının çekirdekleri 

ökromatin yapıdayken, metamorfik axolotl nöronların çekirdeklerinin heterokromatik 

yapıda olduğu gözlendi (Resim 6.33-35, 39, 42). Neotenik ve metamorfik axolotl 

telensefalon bölgesinde miyelinli sinir liflerinin olduğu tespit edildi. Neotenik ve 

metamorfik axolotlların miyelin lamel yapılarının birbirlerinden farklı olduğu 

gözlemlendi. Telensefalonda ve omurilikte farklı büyüklük ve çaplarda miyelinli sinir 

lifleri tespit edildi (Resim 6.36, 39- 44). Neotenik axolotlun telensefalonu dura 

materinde desmozom yapıları görüntülendi. Mikroglia benzeri hücreler, 

oligodendroglialar ve lipofuksin benzeri yapı içeren hücreler neotenik grupta gözlendi 

(Resim 6.33-35,44).  

Neotenik ve metamorfik axolotl diensefalon bölgesinde immünohistokimyasal 

analizlerde hücre periferinde MTP pozitif granüllerin varlığı tespit edildi. Bu 

granüllerin MTP ifadesiyle ilişkisinin açıklanması için enblock yöntemi kullanılarak 

seri kesitler alındı ve elektron mikroskop analizleri gerçekleştirildi. Diensefalonda 

gerçekleştirilen ışık ve elektron mikroskop analizleri, bu granüllerin pigment kaynaklı 
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olabileceğini düşündürmektedir. Grup halinde organize olan ve sitoplazmalarında 

pigment içeren hücrelerin varlığı tespit edildi (Resim 6.45). 

Telensefalon ve diensefalon bölgelerindeki ependimoglia hücrelerinin 

analizleri ışık ve elektron mikroskopları kullanılarak yapıldı. Prizmatik şekilli 

ependimoglia hücrelerinin ventrikül çevresinde tek sıra halinde sıkıca dizildiği ve 

apikallerinde büyük keselere sahip olduğu gözlendi. İki farklı elektron doku takibi 

yapılmasına karşın, elektron mikroskobik analizler sonucu salgı keselerinin içeriği 

kesin olarak belirlenemedi. Kese içeriğindeki maddelerin karbonhidrat olabilme 

ihtimali göz önünde bulundurarak parafin kesitlerinde PAS ve alsiyan mavisi ile 

boyamalar yapıldı ve ışık mikroskobunda incelendi. Bu keseler PAS negatif iken, 

alsiyan mavisi ile pozitif boyandılar. Karbonhidrattan zengin keselerin elektron 

görüntüleri ve köpüklü yapısı memeli Goblet hücrelerinde görülen salgı keselerine 

benzemekteydi (Resim 6.46). 
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Resim 6.33 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalon 

bölgesinden çekilen geçirimli elektron mikroskop görüntüler. (Neo) nöronlar (N) ve 

miyelinli aksonlar (ok) görülmektedir. (Met) axolotlda morfolojik olarak değişime 

uğrayan nöronlar (N) görülmektedir. 
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Resim 6.34 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalon 

bölgesinden çekilen geçirimli elektron mikroskop görüntüler. Neotenik axolotl 

nöronları (N) ve miyelinli aksonları (ok) görülmektedir. Metamorfik axolotlda 

morfolojik olarak değişime uğrayan nöronlar (N) görülmektedir. 
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Resim 6.35 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalon 

bölgesinden çekilen geçirimli elektron mikroskop görüntüler. Neotenik axolotl ait 

nöronlar (N) görülmektedir. Metamorfik axolotl ait nöronların (N) çekirdeklerindeki 

yapısal değişim fark edilmektedir. 
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Resim 6.36 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalon 

bölgesinden çekilen geçirimli elektron mikroskop görüntüler.  Neotenik axolotl 

aksonları kompakt olmayan miyelin lamelleri ile çevrelenirken, metamorfik axolotl 

aksonların ise daha sıkı paketlenen miyelin lamelleri ile çevrelendikleri 

gözlenmektedir. (Ax: Miyelinli aksonlar) 
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Resim 6.37 Neotonik (Neo) axolotl beyninin telensefalon bölgesinden çekilen 

geçirimli elektron mikroskobik görüntüler. Dura materde (D) bulunan desmozomlar 

koyu kalın çizgiler biçiminde görülmektedir. (N: Nöron). 
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Resim 6.38 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bölgesinden geçirimli elektron 

mikroskop ile çekilen kan hücrelerine ait görüntüler. Eritrositlerin (E) çekirdekli 

oldukları gözlenmektedir. Bazofil (B); Monosit (M). 
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Resim 6.39 Neotenik (Neo) axolotl beyninin telensefalon bölgesinden çekilen 

geçirimli elektron mikroskobik görüntüler. Nöronların (N) çekirdeklerinin çok büyük, 

sitoplazmalarının sınırlı miktarda olduğu, ayrıca dokuda bulunan miyelinli sinir 

liflerinin kompakt olmayan miyelin kılıflara sahip oldukları görülmektedir. 

 

 



 73 

 

Resim 6.40 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bölgesinden çekilen geçirimli 

elektron mikroskobik görüntüler. Nöronun yanında kompakt yapıda miyelin kılıfına 

sahip sinir lifi demeti (Ax) görülmektedir (a). Etrafını nöropilin çevrelediği bir 

mikroglia benzeri hücre (Mg) (b) ve  hücrenin etrafındaki nöropil (akson ve dendrit 

uzantıları) gözlenmektedir (c). Lipofuksin olduğu düşünülen yapı (ok) görülmektedir 

(d). 
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Resim 6.41(a-d) Metamorfik axolotl beyin dokusunun telensefalon bölgesinin gri 

maddesinden çekilmiş geçirimli elektron mikroskobik görüntüler. Dokudaki büyük 

çaplı miyelinli sinir liflerinin etrafındaki miyelin kılıflarındaki lamellerin bazı 

bölgelerde birbirinden ayrıldığı, boncuk biçimli yapılarla lamellerin birbirine 

tutunduğu gözlenmektedir.  

 

Resim 6.42 Neotenik axolotl omurilik (Neo Sc) dokusundan çekilmiş geçirimli 

elektron mikroskobik görüntüler. Farklı çapta miyelinli aksonlar (Ax) görülmektedir.  
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Resim 6.43 Metamorfik axolotl omurilik (Met Sc) dokusundan çekilmiş geçirimli 

elektron mikroskobik görüntüler. Dokudaki büyük çaplı miyelinli sinir liflerinin 

etrafındaki miyelin kılıflarındaki lamellerin bazı bölgelerde birbirinden ayrıldığı, 

lamellerin farklı noktalardan birbirlerine tutunduğu gözlenmektedir.  
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Resim 6.44 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl geçirimli elektron mikroskop 

ile çekilmiş görüntüler. Miyelinli aksonların (Ax) etrafındaki miyelin kılıfı üreten 

oligodendroglialar (Og) görülmektedir.  
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Resim 6.45 Neotenik axolotl beyin dokusunun diensefalon bölgesinden çekilmiş 

geçirimli elektron mikroskobik görüntüler. Grup halinde organize olmuş nöronların, 

pial yüzeye bakan bölgelerinde siyah granüler yapılar (kırmızı kesikli daireler) tespit 

edilmiştir (a, b, c). Kesikli çizgi ile işaretlenmiş nöronun hücre içerisinde bulunan 

elektron yoğun yapılar (oklar) görülmektedir (c, d). Bu nöronlar katekolaminerjik 

nöron olabilir. Hücre sitoplazmasında kırmızı ile işaretlenen yapıların nöromelanin 

olabileceği düşünülmektedir (f). 
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Resim 6.46 Neotenik axolotl beyinin telensefalon bölgesinde ventrikül etrafında 

sıralanan ependimoglia hücrelerin apikal kısmında bulunan salgı ürününün (halka 

içerisinde) ışık (a,c)  ve geçirimli elektron (b,d) mikroskobik görüntüler. Salgı 

granülünün kristaloit yapısı dikkat çekmektedir. Neotenik axolotlın ventriküle bakan 

duvarının parafin kesitleri görülmektedir (e,f). Granüllerin PAS (oklar) ile 

boyanmadığı (e), alsiyan mavisi (oklar) ile boyandığı görülmektedir (f). 
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6.5.2 Taramalı elektron mikroskop sonuçları 

Taramalı elektron mikroskop analizleri için kritik kurutma yapılan neotenik 

axolotl beyninin telensefalon ve diensefalonda bulunan ependimoglia hücreler 

taramalı elektron mikroskobu kullanılarak incelendiğinde, prizmatik şekilli 

ependimoglia hücrelerinin ventrikül çevresinde tek sıra halinde sıkıca dizildiği ve bu 

hücrelerin ventriküler yüzeye bakan kısımlarının bir özel tabaka ile kaplandığı 

gözlenmektedir. Birçok silya ve hücre salgılarından oluşan örtü, ependimoglia 

hücrelerinin ventrikülere bakan yüzeylerinde fark edilmektedir. Orta beynin bir 

bölgesinde ventriküle bakan hücrelerin apikal yüzeyinde çok sayıda apikal yüzey 

özelleşmesi gözlemlendi. Diensefalonun bir bölgesinde bazı hücrelerin apikal 

yüzeyinde özel yapılar bulunmazken, diğer bir bölgesinde ise hücre apikal yüzeyinde 

farklı morfolojide silya yapıları gözlendi (Resim 6.39-4.44). 

 

6.5.2.1 Telensefalon 

 

Resim 6.47 Neotenik axolotl beyninin telensefalonundan çekilen taramalı elektron 

mikroskop görüntüleri. Ventrikül (Vt) lümeninde koroid pleksus (Cp) görülmektedir 

(a, b). Ependimoglia hücrelerinin düzenli dizilimi dikkat çekmektedir (oklar). Apikal 

yüzeyleri genişlemiş, bazal kısımları ise boru biçimli olan ependimoglia hücrelerin 

sıralı dizilimi gözlenmektedir (oklar) (c). Ependimoglia hücrelerinin hemen alt 

tarafında kompakt halde düzenlenen nöronlar görülmektedir (d). 
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6.5.2.2 Diensefalon 

 

Resim 6.48 Neotenik axolotl beyninin diensefalonun taramalı elektron mikroskop 

görüntüleri. Ventriküler  (Vt) yüzeyde yüzeye paralel seyreden silyum olduğu 

düşünülen yapılar görülmektedir (oklar).  

 

 

Ventrikülü sınırlandıran taraftaki hücreler çoğunlukla huni biçimli iken iç 

kısımlardakilerin küre biçimli olduğu, ayrıca buradaki hücrelerin sıkıca paketlendiği, 

hücreler arası aralığın çok az olduğu fark edilmektedir. Ependimoglia hücrelerin 

ventriküle bakan yüzeylerinde silyum ve salgı ürünlerinin oluşturduğu örtü 

gözlenmektedir (Resim 6.49,50).          
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Resim 6.49 Neotenik axolotl beyninin diensefalon bölgesinden çekilen taramalı 

elektron mikroskop görüntüleri. Diensefalonun ventriküle bakan duvarındaki 

hücrelerin organizasyonu görülmektedir (a, b, c). Ependimoglia hücrelerin ventriküle 

bakan yüzeylerinde silyum ve diğer hücre elemanlarının oluşturduğu örtü 

gözlenmektedir (oklar). 
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Resim 6.50 Neotenik axolotl beyninin diensefalon bölgesinin taramalı elektron 

mikroskop görüntüleri. Ependimoglia hücrelerinin ventriküle bakan yüzeyinde kalın 

bir örtü tabasının olduğu görülmektedir (oklar) (c). Ependimoglia hücrelerinin apikal 

yüzeyinden bakıldığında sınırlı sayıda hücrenin silyumlu olduğu (ok başı), ayrıca bu 

tabakadaki hücrelerin apikal yüzeye yakın sitoplazmalarında vakuoler yapıların varlığı 

görülmektedir (oklar) (e,f). (Vt: Ventrikül) 

 

 

Ventriküle yakın olan alanda küre biçimli hücrelerin yoğunluğu, karşı tarafında 

ise sinir hücrelerinin uzantılarının transfer kesitlerinin oluşturduğu süngerimsi görüntü 

dikkat çekmektedir (Resim 6.51).  

 



 83 

 

Resim 6.51 Neotenik axolotl beyninin diensefalon duvarının ventrikül tarafından 

başlayıp (sağ taraf), beynin çevresini örten zarlara (sol taraf) kadar uzanan duvarın 

taramalı elektron mikroskop görüntüsü. (Vt: Ventrikül, ok:nöron) 

 

Taramalı elektron mikroskobik görüntülerde, diensefalonun ventrikül 

duvarında bulunan hücrelerde apikal yüzey özelleşmeleri tespit edildi. Bu yapılar 

memelilerdeki olfaktor mukozada bulunan duyu nöronlarının apikal kısmında 

gözlenen olfaktör vezikül ve silyumlara benzemektedir. Yanyana organize olmuş 

hücrelerden birinin apikal yüzeyinde herhangi bir tipik özel yapı yokken, diğer hücre 

de ise apikal yüzey özelleşmesinin varlığı dikkat çekmektedir (Resim 6.52).   

 

 

Resim 6.52 Neotenik axolotl beyninin diensefalon bölgesinin taramalı elektron 

mikroskop görüntüleri. Duvarın ventriküle bakan yüzeyindeki hücrelerin apikal 

kısımlarında çok sayıda apikal yüzey özelleşmeleri (ok başı) bulunmaktadır (d).  
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Taramalı elektron mikroskobik görüntülerde, diensefalon hipotalamus 

bölgesindeki ventrikül duvarında bulunan hücrelerde farklı apikal yüzey özelleşmeleri 

tespit edildi.  Hipotalamus bölgesinde bulunan ependimoglia hücrelerinin mikrovillus 

ve silyum yapıları gösterildi. Bu hücrelerin gövdesinden çıkan silyumların salgı 

keseleri olduğunu düşündüğümüz yapıları sardığı gösterildi (Resim 6.53).   

 

 

Resim 6.53 Neotenik axolotl beyninin diensefalon taramalı elektron mikroskop 

görüntüleri. Hipotalamus bölgesinde (kesikli dikdörtgen) ependimoglia hücrelerinin 

ventriküle bakan yüzeyindeki silyumlar ve silyumlar tarafından sarılmış salgı keseleri 

(ok başı) görülmektedir (d). Salgının yapıldığı hücre yüzeyi (ok) görülmektedir (f).  
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7. TARTIŞMA 

Sinirbilim alanında yapılan axolotl beyin dokusuna ait histolojik çalışmaların 

rejenerasyon ve yeniden yapılanma hakkında önemli veriler sağlama potansiyeli 

vardır. Çalışmamızda metamorfoza indüklenen neotenik axolotl beyin dokusunun 

morfolojik ve hücresel değişikliğe uğradığı gösterildi. Bir çalışmada hem metamorfoz 

öncesi hem de sonrası yetişkin axolotlların, dorsal paliyumunda bölgesel yaralanma 

oluşturulduğunda nöronlarının yenilenebildiği gösterilmiştir (2). Axolotlın çeşitli 

nöron serilerini yenileyebildiği ve oluşan yeni nöronların elektrofizyolojik olarak aktif 

hale gelerek afferent sinyalleri aldığı gösterilmiştir (2).  

Gruplardaki hayvan sayılarını belirlemek için güç analiz testi yapıldığında her 

grupta beş hayvan olması gerektiği saptandı. Axolotlın telensefolon bölgesindeki 

hücrelerin toplam sayısı stereolojik yöntemlerden olan fiziksel disektör yöntemi 

kullanılarak tespit edildi. Elde edilen sayım sonuçlarına göre HK ve DK değerleri 

hesaplandı. HK ve DK değerlerinin güven aralığı içinde olmasıyla grup içi dağılımın 

homojenliği ve örnekleme stratejisinin doğruluğu teyit edildi.  

Birçok hücre tipi, vücudumuzun normal işlevleri için sürekli olarak çoğalır ve 

yenilenir. Proliferasyon, hücre bölünmesi ve çoğalması sürecidir. Bu süreç, hücre 

siklusunun farklı evrelerinde yer alan moleküler mekanizmalar tarafından düzenlenir. 

Proliferasyon belirteçleri, hücrelerin proliferasyon sürecinde hangi evrede olduklarını 

ve nasıl düzenlendiklerini belirlemek için kullanılan moleküllerdir. Bu belirteçler, 

hücre siklusunun farklı evrelerindeki gen ekspresyonu, protein seviyeleri ve 

aktiviteleri gibi çeşitli faktörlere dayanır. Ki-67 proteini, hücre bölünmesinin G1, S, 

G2 ve M fazlarında yüksek oranda ifade edilir ve hücrelerin proliferasyon hızıyla 

ilişkilidir (71,72).  

İnsan ve birçok memeli türünde beyin gelişimi, yetişkinlik dönemine kadar 

devam eden karmaşık bir süreci kapsamaktadır (73). Gelişim süreci, yeni nöronların 

oluşumunu ve ölümünü kapsayan olaylar dizisidir. Gelişimsel hücre ölümü tüm 

omurgalılarda beyin gelişiminin önemli bir özelliğidir. Memelilerde başlangıçta 

üretilen nöronların yaklaşık yarısı perinatal dönemde apoptoza uğramaktadır. Hücre 

içi proteinlerin ölüme neden olan kaspaz-3 aktivasyonu ve apoptoz gelişimsel nöronal 

hücre ölümünde görülür (73). Ahern ve ark. tarafından yapılan çalışma sonuçlarına 

göre hücre ölüm periyodunun farelerde büyük ölçüde doğum sonrası ilk haftada 
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olduğu ve birçok beyin bölgesinde doğumdan sonraki ilk üç gün içinde en yüksek 

düzeyde hücre ölümünün gerçekleştiğini tespit etmişlerdir (74). Doğumla birlikte 

gerçekleşen hücre ölümü çeşitli hormonların ve proinflamatuar sitokinlerin etkisi 

altında olabilir (73).  

Telensefalon bölgesinden sistematik rasgele örnekleme ile alınan kesitlerde 

anti-Ki-67 proliferasyon belirteci ile immünohistokimyasal analizler yapılarak 

metamorfik axolotlların neotenik axolotllara göre Ki-67 ifade eden hücre sayılarının 

istatiksel olarak anlamlı derecede arttığı tespit edilmiştir. Metamorfik aksolotllarda Ki-

67 ifade eden hücrelerin sayısının daha fazla oluşu nöronların aktif olarak prolifere 

olduğunu göstermektedir. Neotenik aksolotlların metamorfoz geçirmesi için 

kullandığımız T4 hormonu telensefalon bölgesindeki hücreleri proliferasyona 

indüklemiş olabilir (75).  

Metamorfik aksolotlların telensefalon bölgelerinde metamorfoz ile hücre 

proliferasyonunun arttığı sonucunu elde ettiğimizde toplam nöron sayısında da artış 

gösterebileceklerine yönelik beklentimiz oldu. Fakat, stereolojik analizlerimiz 

telensefalon bölgesinde toplam nöron sayısının metamorfozla değişmediğini gösterdi. 

Metamorfoz öncesi ve sonrasında toplam nöron sayısında bir değişiklik olmadığı elde 

edilen verilerin istatiksel analizleri sonucunda tespit edildi. Metamorfoz sonrasında 

telensefalon bölgesinde toplam nöron sayısında istatiksel olarak anlamlı bir değişiklik 

tespit edilemezken proliferasyon belirteci olarak kullanılan Ki-67’yi ifade eden hücre 

sayısında istatiksel olarak anlamlı bir artışın olması düşündürücüdür. Metamorfik ve 

neotenik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerindeki olgun nöronları tespit etmek 

için yaptığımız NeuN immünohistokimya analiz sonuçlarına göre metamorfik aksolotl 

beyinlerindeki olgun nöronların sayılarının neotenik aksolotlların olgun nöron 

sayılarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde artmış olduğu tespit edilmiştir. 

Toplam hücre sayılarını karşılaştırdığımız stereolojik analiz sonuçlarımıza göre 

gruplar arasında toplam hücre sayılarında farklılığın olmayışı olgunlaşan hücre 

sayısındaki bu artış ile de açıklanabilir. Toplam hücre sayısında farklılığın olmayışı 

fakat prolifere olan nöronların sayısının fazla oluşunun nedeni metamorfoz sürecinde 

hızla gerçekleşen hücre ölümleri de olabilir. Başka bir ifade ile metamorfoz 

memelilerin perinatal dönemlerindeki nöronal hücre ölümlerine benzer bir süreci de 

başlatmış olabilir. Bu sürecin hangi yönde ve mekanizma ile gerçekleştiğini belirlemek 
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ve farklı evrelerdeki gelişim sürecinde medial, lateral ve dorsal telensefalonlardaki 

apoptotik hücrelerin organizasyonları ve oranlarının açıklanması için apoptoz 

belirteçleri kullanılarak yapılacak yeni çalışmalara ihtiyaç vardır.  

Işık ve elektron mikroskobik tekniklerle axolotllarda ventrikülün etrafını 

döşeyen ependimoglia hücrelerin morfolojik organizasyonları incelendi. Neotenik ve 

metamorfik axolotlların ependymoglia hücrelerinin apikal yüzeyinde kese içerisinde 

depolanmış salgı maddeleri gözlemlendi. Elektron mikroskobik analizler için 

hazırlanan dokulardan alınan 500 nm kalınlıktaki kesitlerde ventrikülün etrafını 

döşeyen hücrelerin apikal yüzeyinde tespit edilen ürün parafin kesitlerde alsiyan 

mavisi ile boyandığında bunların mukopolisakkarit içerikte olduğu tespit edildi. 

Amfibi ve balıklara ait beyin ve omurilikler üzerinde yapılan çalışmalarda ventrikül 

etrafına dizilen, pial yüzeye doğru ayakçık uzatan hücrelerin varlığı ve bu hücrelerin 

yeni nöronların kaynağı olduğu gösterilmiştir (28,39,76). Newt ve axolotl üzerinde 

yapılan çalışmalarda telensefalonun ventrikül duvarını döşeyen bu hücrelerin beyin 

gelişimi, büyümesi ve rejenerasyonunda görev aldıkları ve yeni nöronların da kaynağı 

oldukları gösterilmiştir. Bu hücrelerin, astrosit belirteci olan glial fibriller asidik 

protein (GFAP), glutamin sentaz ve aquaporin 4'ü ifade etmesi memeli sinir 

sistemindeki progenitör hücreler olan radialglial hücrelere benzer özellikte olduklarını 

düşündürmektedir (39). Bu nedenle yetişkin amfibiler ve balıklarda bulunan bu 

hücreler ependimo-radyal glia (ERG) olarak adlandırılmışlardır (77).  Buna ek olarak 

ERG'ler "radyal glia" (78), "tanisit" (79) veya "ependymoglia" olarak da 

isimlendirilmişlerdir (29). Lust ve ark. yaptıkları bir çalışmada onbeş farklı 

transkripsiyonel ERG hücre grubu tespit etmişlerdir (46). Bu hücreler üç ana grup 

altında sınıflandırılmış olup bunlar; sessiz (quiescent) ependimoglia, aktif 

ependimoglia ve nöron öncülü yeni (novel) ependimogliadır.   

Urodel omurilik rejenerasyonunda ependimal hücrelerin rolü araştırılmıştır. 

Çalışmalarda ependimal hücrelerin büyüme faktörü ve retinoid yanıt oluşturma ile 

ekstrasellüler oluşum ve yıkımda görev almalarının yanı sıra hücre iskeleti 

değişiklikleri, aksonal büyüme ile ilişki oldukları, kök hücre görevlerinin bulunduğu 

ve dorsal-ventral ağın tekrar yapılanmasında görev aldıkları gösterilmiştir (80). 

Yetişkin zebra balığı beyin dokusunda yapılan araştırmalarda nöronların 

sürekli olarak üretildiği farklı çoğalma noktaları saptanmıştır (81,82). Bu ve diğer 
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gözlemlerden yola çıkarak, beyindeki homeostatik nörogenezin geniş dağılımının, bu 

hayvanlardaki kapsamlı rejeneratif yeteneğin altında yatan bir bileşenin varlığından 

kaynaklandığı savunulmaktadır (83). Bununla birlikte, bu bağlantının daha fazla teste 

ihtiyacı vardır, çünkü doğal olarak meydana gelmediği türlerde fonksiyonel nöronal 

replasman için germinal olmayan bölgelerin devreye girme olasılığını için önemlidir 

(21). 

Hayvan hücre zarında ve hücre dışı matriskte bulunan mukopolisakkaritler 

veya glikozaminoglikanlar (GAG'ler), organogenez ve büyüme kontrolü, hücre 

adezyonu, sinyal iletimi, iltihaplanma ve patojenlerle etkileşimlerde önemli 

moleküllerdir (84,85). Nörodejeneratif hastalıklar hakkında yapılan araştırmalarda 

GAG'ların biyolojik etkileri ve seviye farklılıkları araştırılmış olup GAG'ların 

potansiyel terapötik ajanlar olarak kullanılabilecekleri savunulmaktadır. Alsiyan 

mavisi hem sülfatlanmış hem de karboksillenmiş asit mukopolisakkaritleri, ayrıca 

sülfatlanmış ve karboksillenmiş sialomusinleri (glikoproteinler) boyamaktadır (86). 

Çalışmamızda ventrikül etrafına dizilmiş, apikal yüzeylerinde mukopolisakkarit 

keseleri olan, bazal yüzeylerinde ise daha küçük salgı ürünleri tespit edilen 

ependimogliaların olduğu gözlenmiştir. Bu hücreleri detaylı olarak tanımlayabilmek 

için çalışmamızı daha ileri götürerek alsiyan mavisi boyaması ile histolojik 

incelemelerini ve elektron mikroskobu analizi ile de ultrastrüktürel incelemelerini 

gerçekleştirdik. Histolojik ve ultrastrüktürel incelemelerimiz apikalinde kese bulunan 

bu ependimoglia hücrelerinin ışık ve elektron mikroskobik özelliklerinin goblet 

hücrelerine benzer yapıda olduğunu göstermektedir. Bu hücrelerin alsiyan mavisi 

boyama incelemesinde goblet hücrelerinde olduğu gibi mavi boyandıkları ve elektron 

mikroskobu ile ultrastrüktürel incelenmesinde de goblet hücresinin yapı özelliklerine 

sahip oldukları saptandı. Axolotl beyninde ventrikül duvarında bulunan bu goblet 

benzeri hücreler, herhangi bir skar oluşumu olmaksızın hücre proliferasyonu, 

farklılaşması ve rejenerasyonu için GAG üretiyor olabilir, beyin ventrikül gelişimine 

katkıda bulunuyor olabilir ve BOS akışında rol oynayabilirler. Hücre yapısı 

incelendiğinde bu yapısal organizasyon, hücre içerisinde bazalden apikale veya 

apikalden bazale doğru bir taşıma sürecinin olabileceğini düşündürmektedir. 

Horstman (1954), hücresel uzantılarını geniş mesafelere yayan ependimoglia 

hücrelerini “tanisit” (“gerilmiş hücre”) olarak isimlendirmiştir (87). Tanisitler, 
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omurgalıların merkezi sinir sisteminde bulunan en yaygın makroglia türüdür. 

Tanisitler median eminens ve sirkumventriküler organ bölgesinde sıkı bağlantılarla 

kan-beyin bariyerinde görev alırlar (87). Bu hücrelerin yetişkin hipotalamik 

nörojenezde yeni nöronların üretilmesinde görev aldığı bilinmektedir (88). 

Tanisitlerin, nestin gibi nöral kök hücre belirteçlerini, notch yolu bileşenlerini ve Rax 

gibi hipotalamik progenitöre özgü transkripsiyon faktörlerini ifade ettikleri 

saptanmıştır (20, 21). Tanisitler yetişkin memelilerde oldukça ince bir tabaka 

biçiminde beyin dokusunun belirli bölgelerinde bulunurlar. Bu bölgeler diensefalik 

üçüncü ventrikülün duvarı, mezensefalonun dorsal ve ventral duvarları, dördüncü 

ventrikülün tabanı ve omurilik merkezi kanalın ventral kısmıdır. Tanisit benzeri 

hücreler ayrıca yetişkin sıçanların lateral ventriküllerinde de tanımlanmışlardır. 

Axolotlun telensefalon bölgesinde gözlenen goblet benzeri hücrelerin, omurgalıların 

merkezi sinir sistemindeki tanisit hücrelerinin görevlerini üstlenen hücreler olabileceği 

düşünülmektedir. Çalışmamızda gözlemlediğimiz farklı granül içeriğine sahip olan bu 

hücrelerin, tanisit hücreleriyle benzer görevlerinin olabileceğini düşünmekteyiz. 

Özellikleri karmaşık olan bu hücrelerin fonksiyonlarının ve ince yapılarının 

tanımlanabilmesi için ileri düzeyde çalışmalara gereksinim vardır. 

Hücre çekirdeği, kromatin adı verilen fibriler yapıdan oluşur ve çekirdekteki 

kromatin ökromatin ve heterokromatin olarak iki farklı formda bulunmaktadır. 

DNA'nın aktif olmadığı, sıkıca paketlenmiş veya yoğunlaştırılmış fibrillerden oluşan 

kromatin, heterokromatin olarak adlandırılmıştır (90). Aktif transkripsiyonun 

meydana geldiği gevşek bir şekilde paketlenmiş fibriller ise ökromatin olarak 

tanımlanmaktadır. Aktif olarak protein sentezleyen hücrelerin çekirdeklerinde büyük 

miktarda ökromatin bulunurken, aktif olarak protein sentezlemeyen hücrelerin 

çekirdeklerinin büyük bölümü heterokromatiktir (91). Beyin gelişimi üç ana 

basamakta gerçekleşir; nörogenez, göç ve sinaptogenez (92). Heterokromatin, 

çekirdeğin hem mekanik özelliklerini hem de içinde gerçekleşen genetik süreçlerini 

etkileyerek hücre göç sürecini desteklemektedir. Hücre göçü, sağlık ve hastalık 

durumlarında kilit bir süreçtir. Hayvanlarda hücre göçü, çeşitli doku ve sistemlerin 

normal işlevinde olduğu kadar embriyogenezde de temel bir süreçtir. Yoğunlaştırılmış 

kromatin ve daha sert bir çekirdek, hareket stresine karşı nükleer dayanıklılığı 

artırabilir ve göç işlemi sırasında DNA hasarını önemli derecede azaltabilir. Ayrıca, 
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göç eden hücrelerde heterokromatinin yeniden organizasyonu, diğer birçok gereksiz 

transkripsiyonel değişikliğin inhibisyonu ile birlikte migrasyona özgü transkripsiyonel 

planın indüklenmesi için de önemlidir. Dolayısıyla hücre göçü araştırmalarında 

heterokramatik çekirdek incelemeleri önemli bir yer tutmaktadır. Son çalışmalarda, 

çeşitli hücre tiplerinde hücre göçünün uyarılması sonucunda hücre çekirdeğinde 

heterokromatin seviyelerinde önemli bir artış olduğu gösterilmiştir (93,94). Neotenik 

ve metamorfik axolotl nöronlarına ait elektron mikroskobik incelemelerimizde 

neotenik nöronların çekirdeklerinde ökromatik alanların, metamorfik nöronlarda ise 

heterokromatik alanların daha fazla olduğu gözlenmiştir. Metamorfik axolotl 

telensefalon nöronlarının çekirdeklerinde büyük ve çok sayıda yoğunlaşmış 

heterokromatik alanların olduğu saptanmıştır. Bu sonuçlara dayanarak, metamorfoz 

sonrasında nöron DNA’sının aktif olmadığı, hücre metabolizmasının pasif bir duruma 

geçtiği söylenebilir. Ayrıca axolotlun neotenik evreden metamorfik evreye geçerken 

çekirdeklerdeki kromatin organizasyonunun ökromatikten heterokromatiğe dönüşerek 

hücresel göç sürecinde kilit bir rolü olduğunu düşünmekteyiz. 

Beyin yapılarındaki katekolaminlerin histokimyasal tayinleri ile sinir 

hücrelerinin uzantıları analiz edilerek 17 farklı nöron grubu tanımlanmıştır (95). Beyin 

katekolaminerjik nöronları üç tipe ayrılır: dopaminerjik, noradrenerjik ve adrenerjik 

(96). Katekolamin sentezleyen nöronların üç tipinden ikisi (noradrenerjik ve 

dopaminerjik) nöromelanin içermektedir (95). Neuromelanin, substantia nigra ve 

locus coeruleus'ta bulunan katekolamin metabolizmasının ürünü olan ve dopaminerjik 

ve noradrenerjik nöronların belirteci olarak kullanılan koyu renkli bir pigmenttir (97). 

Temel morfolojik özelliklerinden biri sitoplazmalarında nöromelanin varlığı olan 

katekolaminerjik beyin nöronları birçok memeli türünde bulunur (95). Yüksek 

nöromelanin içeriğine sahip hücreler, nörodejeneratif süreçte daha erken ölürler. 

Nöromelaninin bazı laboratuvar hayvan türlerinin katekolaminerjik nöronlarında 

bulunmaması nedeniyle nöromelaninin hücredeki rolünün karşılaştırmalı nörobiyoloji 

için önemli olduğu düşünülmektedir. At, koyun, köpek, zürafa ve kurbağa 

nöronlarında nöromelanin bulunurken, laboratuvarda sık tercih edilen fare ve 

sıçanlarda nöromelanin pigmenti bulunmamaktadır. İlginç olan bir durum ise 

nöromelanin kurbağaların hem erişkin evresinde hem de iribaş evresinde 

gözlenmektedir (95,98). İnsanda ise dopaminerjik nöronlarda nöromelanin birikimi 
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yaşa bağlı olarak farklı düzeylerde gözlenmektedir. İnsanda, doğumdan iki sene sonra 

nöromelanin varlığı gözlenmeye başlanır, yirmili yaşlarda sitoplazmadaki 

nöromelanin oranı %47 seviyelerine ulaşır, yaşla birlikte bu oran artar ve ellili yaşlarda 

maksimum seviyeye ulaşır (95,99). Semenderlerdeki katekolaminerjik sistem 

incelenmiş ve bu çalışmalarda diensefalik ve mezensefalik dopaminerjik nöron 

popülasyonunun fonksiyonel olarak memeli ventral tegmentum ve substantia nigra ile 

homolog olduğunu ileri sürülmüştür (47). Axolotl omuriliğinde katekolaminerjik 

nöronların varlığı gösterilmiştir. Merkezi kanal iç yüzeyini döşeyen ependima 

tabakasında bulunan hücreler olup, kanalın lümeniyle temas eden apikal uzantıları ve 

hücre gövdesinden ventral medyan septuma uzanan aksonal uzantıları bulunmaktadır 

(100). Başka bir axolotl beyin çalışmasında katekolaminerjik nöronlardan olan 

dopaminerjik nöronların varlığı gösterilmiştir (28,47). Çalışmamızda, 

immünohistokimyasal analizleri yaparken fark ettiğimiz kromojen pozitif granülleri 

içeren hücre gruplarının elektron mikroskobik analizlerinde, bu hücrelerin 

sitoplazmasındaki granüllerin nöromelanine benzer yapıda olduğunu gözlemledik. 

Axolotl beyninin telensefalon ve diensefalon bölgelerinde hem parafin kesitlerde hem 

rezin kesitlerde nöromelanin olduğunu düşündüğümüz pigmentler içeren hücrelerin 

varlığı tespit edildi. Hatta herhangi bir boyama işlemi yapılmayan parafin kesitlerde 

bile bu granüllerin koyu kahve renkli oldukları gözlenmekteydi. Axolotl beyninde 

pigment içeren bu hücrelerin nöromelanin içeren katekolaminerjik nöronlar 

olabileceklerini düşünmekteyiz. Çalışmamızda nöromelanin içerdiğini tespit ettiğimiz 

ve katekolaminerjik nöron olduğunu düşündüğümüz bu hücrelerin hangi alt gruba ait 

olduklarını ve neotenik-metamorfik beyin dokusundaki dağılımlarının hangi düzeyde 

olduğunu belirlemek için daha ileri araştırmalar yapılmasının önemli olduğunu 

düşünmekteyiz. 

Doktora tezi çalışmamızda metamorfoza indüklenmiş axolotl beyninde; 

gelişen, olgunlaşan ve farklılaşan nöronların yerleşim yerleri ve beyin dokusunun 

yapısında meydana gelen morfolojik değişimleri immünohistokimyasal ve stereolojik 

teknikler kullanarak analiz ettik. Neotenik axolotl metamorfoza indüklendiğinde, 

telensefalon bölgesinde hücre yapısı ve organizasyonlarında önemli değişikliklerin 

gerçekleştiği histolojik, stereolojik ve ultrastrüktürel incelemelerimiz ile açığa 

çıkarılmıştır.   
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8. SONUÇ 

Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bölgelerinde, toplam 

hücre sayısı bakımından bir farklılık gözlenmedi. Metamorfozla birlikte axolotl 

beyninin telensefalon bölgesinde proliferasyon indeksi ve olgun nöron sayısının 

artması, beynin bu bölgesinde yeni bir hücresel organizasyonun gerçekleştiğini 

düşündürmektedir. Ependimoglia hücrelerin ışık ve elektron mikroskop bulguları, 

ventrikül duvarında bulunan bu hücrelerin histolojik olarak farklı yapıda alt gruplardan 

oluştuğunu göstermektedir. Bir grup ependimoglia hücrelerinin apikal kısımlarında 

mukopolisakkarit içerikli salgı granüllerinin varlığı tespit edilmiştir. Bu hücrelerin, 

tanisit benzeri hücreler olabileceği ya da proliferasyon, farklılaşma ve rejenerasyonu 

için ihtiyaç duyulan mukopolisakkaritleri üretiyor olabileceği düşünülmektedir. 

Neotenik axolotl beyninin telensefalon ve diensefalon bölgelerindeki ventrikül 

duvarlarında bulunan ependimoglia hücrelerin apikal yüzey özelleşmelerinin 

bulundukları bölgeye ve ait oldukları ependimoglia hücrelerin alt gruplarına göre 

farklılık gösterdiği gözlendi. Laboratuvarlarda sıklıkla kullanılan fare ve sıçan gibi 

deney hayvanlarında bulunmayan ama insan beyninde bulunan nöromelanin 

pigmentinin varlığı axolotl telensefalon ve diensefalon bölgelerinde tespit edildi. 

Katekolaminerjik nöron olduğu düşünülen bu hücrelerin, dopaminerjik, noradrenerjik 

veya adrenerjik mi olduğunun tespiti için kapsamlı çalışmalara ihtiyaç vardır.  
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86.  Demirbağ E, Çinar K, Tabur MA, Aşti RN. Histochemical Structure of Stomach 

(Proventriculus and Gizzard) in Some Bird Species. SDU J Nat Appl Sci. 19(2), 

115-122, 2015. 

87.  Reichenbach A, Bringmann A. Comparative Anatomy of Glial Cells in 

Mammals. Evolutionary Neuroscience. 397-439, 2020. 

88.  Lee DA, Bedont JL, Pak T, Wang H, Song J, Miranda-Angulo A vd. Tanycytes 

of the hypothalamic median eminence form a diet-responsive neurogenic niche. 

Nat Neurosci. 15(5):700-702, 2012. 

89.  Shimogori T, Lee DA, Miranda-Angulo A, Yang Y, Wang H, Jiang L vd. A 

genomic atlas of mouse hypothalamic development. Nat Neurosci. 13(6):767, 

2010. 

90.  Carlberg C, Molnár F. Chromatin. Sayfa no:15-28. İçinde: Carlberg C, Molnár 
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