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1. OZET

NEOTENIK VE METAMORFIK AXOLOTL (AMBYSTOMA MEXICANUM)
BEYNININ STEREOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLER
KULLANILARAK ARASTIRILMASI

Tiim tetrapodlarin organ veya uzuv gibi karmasik yapilarini, yeniden olusturma yetenegine
sahip oldugu bilinmektedir. Beynin ventrikiiler bdlgesinde bulunan ependimoglia
hiicrelerinin, homeostasis ve hasar durumunda proliferatif 6zellik gosterdikleri ve kok hiicre
gorevlerinin oldugu bilinmektedir. Metamorfoz sonrasinda merkezi sinir sisteminde néron ve
glia diizeyinde ortaya ¢ikabilecek degisikliklerin incelenmesi ve altinda yatan mekanizmalarin
acgiklanmasi ¢calismamizin ana amacini olusturmaktaydi. Metamorfozla birlikte axolotlin beyin
dokusunda gergeklesen morfolojik degisimler, yeni olusan noronlar ve beyin boélgelerinde
meydana gelen hiicresel organizasyonlar stereolojik ve immiinohistokimyasal metotlar, 151k ve
elektron mikroskobik yontemler kullanilarak arastirilmistir. Calismamizda, yasamsal
siireglerinde metamorfoz gegirmeyen axolotllar metamorfoza indiiklendi. Metamorfoz
sonrasinda metamorfik axolotllarin beyinlerinin telensefalon bolgesinde meydana gelen
yapisal degisiklikler, neotenik axolotllarin telensefalonu ile karsilastirildi. Metamorfoz
sonrasinda telensefalon bdlgesinde toplam ndron sayisinda neoteniklere gore istatiksel olarak
anlaml derecede bir fark gozlenmedi. Metamorfoz sonrasinda néronlarin ¢ekirdek yapilarinda
ve miyelin kilif organizasyonunda yapisal degisikliklerin oldugu 1s1k ve elektron mikroskobu
diizeyinde gosterildi. Lateral ventrikiiliin duvarinda bulunan bir grup ependimoglia
hiicrelerinin apikal ylizeylerinde goblet hiicrelerine benzer mukopolisakkarit icerikli salg
keselerinin oldugu tespit edildi. Metamorfiklerin proliferasyon indeksi ve NeuN ifade eden
hiicre sayisinin neoteniklerden istatiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu
gbzlendi. Calismamizda metamorfoz sonucunda yeni olusan ve olgunlasan néron sayisinda
onemli derecede artis olmasina karsin, hiicre sayisi bakimindan neotenikler ile anlamli bir fark
gostermedikleri gozlendi. Metamorfik hayvanlarda anti-Ki67 pozitif hiicre sayisi artarken,
toplam hiicre sayisinin neoteniklere gore degismemesi, bu hayvanlarda yiiksek diizeyde olan
hiicre 6limiinden kaynaklanmis olabilecegini diistindiirmektedir. Metamorfoz, memelilerde
perinatal donemdeki noéronal hiicre Oliimiine benzer bir siireci telensefalonda baslatmig

olabilir. Bu tez Istanbul Medipol Universitesi BAP (2022-08) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Axolotl, Ependimoglia, Metamorfoz, Stereoloji, Telensefalon



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF NEOTENIC AND METAMORPHIC AXOLOTL
(AMBYSTOMA MEXICANUM) 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 metamorphasis 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



3. GIRIS VE AMAC

Axolotl (Ambystoma mexicanum) uzuvlari, kalbi, beyni ve akcigerleri gibi i¢
organlart dahil olmak tizere bir¢ok viicut parcasini yenileyebilen rejenerasyon
kabiliyeti yiliksek sucul semenderdir (1). Birgok dokusunun yenilenmesine izin veren
axolotl, rejenerasyon mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaciyla model organizma
olarak yogun ilgi gormektedir. Bu ve benzer canlilar, rejencrasyon yetenekleri ve
benzersiz 6zellikleri nedeniyle, bilim insanlarinin dogay1 anlamalarina ve insan sagligi
i¢in yeni tedavi/koruyucu stratejilerinin gelistirilmesine yardimei olmaktadir.

Axolotlin merkezi sinir sistemi (MSS), viicudun hareketlerini kontrol etmekten
ve duyusal bilgileri islemekten sorumlu olan beyin ve omurilikten olusur. Sinir sistemi
arastirmalart i¢in dikkat ¢eken biiyiileyici yonlerinden biri rejenerasyon kabiliyetidir.
Calismalarda bu hayvanlarin MSS’nin yaralanmalarindan sonra noéronlart yeniden
{iretme yeteneginin oldugu gosterilmistir. insanlardan ve diger bircok memeli tiirden
farkli olarak, axolotl tiim yasami boyunca beynindeki ve omuriliklerindeki néronlar
yenileme yetenegine sahiptir (2).

Axolotlin beyni telensefalon, diensefalon, mezensefalon, ve rhombensefalon
olmak iizere farkli bolgelerden olusmaktadir (3). Semenderlerdeki en biiyiik beyin
bolgesi telensefalon olup pallium, subpallium ve lateral ventrikiil bolgelerine
ayrilmaktadir. Caligmalarda pallium bdlgesinde hasar sonrasinda rejenerasyonun
yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu bolge sahip oldugu néron popiilasyonlarini tekrar
olusturabilir, hasarli sinir liflerini onarabilir, retina, beyin ve omurilikte doku yapisinm
tekrar kazanabilecegi bildirilmistir (2,4). Yeniden onarim ve biiyiime yetenegi, bir¢ok
memeli tiirinde gozlenen fibrotik yara izi ve iyilesme siirecinden hem mekanizma hem
de sonug agisindan ¢ok farklilik gostermektedir. Axolotldaki bu rejeneratif potansiyeli
harekete geciren faktorlerin anlasilmasi, memelilerde rejenerasyonu etkileyen
mekanizmalarin anlagilmasina 1s1k tutabilecegi bildirilmistir (5).

Semenderlerin ¢ogu yasam dongiilerinde, metamorfoz gegirirler ve biiyiime ile
tamamen gelismis yetiskin haline gelirler. Axolotlda ise bu durum farklidir, yasamlari
boyunca larva oOzelliklerini korurlar ve sinirsiz biiylime sergileyen neotenik
organizmalardir (1,6,7).

Sunulan arastirmanin amaci; yetiskin ve metamorfoza indiikklenmis axolotlin

beyninin telensefalon bolgesinde meydana gelen yapisal degisikliklerin stereolojik,



immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik yontemler kullanarak arastirilmasidir.
Molekiiler belirtegler kullanilarak, axolotl beyninin telensefalon bolgesinde lateral
ventrikiilin etrafindaki hiicre tabakasinda olgunlasan noron dagilimlar1 da
incelenmistir. Neotenik ve metamorfik axolotl beyin dokularinin morfolojilerinin
onemli derecede farkliliklar gosterdigi, bunun ise hayvanin yeni hayat bigimine

adaptasyonunda zorunlu oldugu diisiiniilmektedir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Omurgahlarda Beyin Gelisimi ve Rejenerasyon

Beyin gelisimi, omurgalilar arasinda evrimsel olarak korunmus bir diizen
icinde olmasina karsin, farkl tiirler arasinda onemli derecede bir beyin anatomisi
cesitliligi s6z konusudur. Gelisim, yeni ndronlarin iiretimi, hiicrelerin ¢ogalmasi ve
durmasiyla baglantili siireglerle gergeklesir (8). Omurgalilarda MSS  gelisimi
sirasinda, psodostratifiye epitel hiicreleri ventrikiiler yiizeyde hiicre bdliinmesi
gecirmektedir. Burada olusan yeni hiicrelerden bazilar1 ventrikiillerden pial yiizeye
dogru uzanan radyal glial hiicreler (RGH) hatt1 boyunca perifere dogru go¢ ederek
marjinal tabakaya farklilasir, diger hiicreler ise ventrikiil yiizeyinde ¢ogalmaya devam
ederek ventrikiiler tabakay1 (VB) olusturur (9,10). Ventrikiiler tabakadan marjinal
tabakaya dogru go¢ eden noroblastlar kortikal plakay1 olusturur. Subventrikiiler tabaka
ile kortikal tabaka arasindaki ara tabaka hiicresel uzantilar ve go¢ eden hiicrelerden
olugsmaktadir (Sekil 4.1). Prenatal gelisim siirecinde, ventrikiiler ve subventrikiiler
tabakadan go¢ eden hiicreler kortikal tabakanin geniglemesini boyleliklede serebral

korteksin alt1 katmanli yapisinin olugmasini saglar (11)

. Gelisen Korteks
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Resim 4.1 Insanda gelisen serebral korteksin histolojik goriintiisii. Ventrikiil
bolgesinden piamater tabakasina kadar sirayla ventrikiiler tabaka, subventrikiiler
tabaka, ara tabaka, kortikal plaka ve marjinal tabaka sirayla gosterilmektedir (Hill
2022°den uyarlanmistir.).



Memelilerde yeni noronlart ireten hiicreler, morfolojik acidan ve gen
ekspresyon modeli agisindan ndroglia karakterlidir (12,13). Memelilerde serebral
korteks, erken embriyonik donemde noral tiiplin en rostral bdlgesinde olan
noroepitelyal (NE) hiicrelerle belirlenir. NE hiicreleri, hem noronlara hem de glia
hiicrelerine farklilagan kok hiicre karakterindeki hiicrelerdir. RGH, NE hiicrelerinden
koken alan, ventrikiiler tabakada (VVT) bulunan, kortekste ventrikiiler ve pial yiizeyler
arasinda bipolar radyal lifleri olusturan progenitorlerdir (Sekil 2.1, 2.2). RGH, glial
Ozellikleri olan astrositlere, oligodentrositlere ve noronlara farklilasan hiicreler olup
(14), goc eden noronlar igin iskelet gorevi goriirler. Glial fibriller asidik protein
(GFAP) ve astrosite spesifik glutamat tasiyict (GLAST; SLC1A3) madde gibi glial
belirtegleri ifade ederler. RGH'in ndronlari, astrositleri ve oligodendrositleri
tiretebildigi bilinmektedir (15,16). Korteks, proliferatif RGH'den farklilagsmis yavru
hiicrelerden olugmaktadir. Karakteristik alt1 katmanli kortikal yapt RGH uzantilar
boyunca radyal olarak go¢ eden noronlar tarafindan olusturulmaktadir (10).

Ventrikiiler bolge, memelilerde iki katman halindedir. Bunlar tek sira halinde
dizilmis ependimal hiicrelerin olusturdugu liimenle temasta olan bir katman ve
subventrikiiler bolge olarak tanimlanan diger bir tabakadir. Noronal farklilasma
ozelligine sahip hiicreler sadece telensefalonun subventrikiiler bolgesinde bulunan
noral progenitor hiicreler (NPC)’dir (9). Progenitorler bulunduklari bolgeye gore
adlandirilirlar. Ventikiiliin apikal yiizeyinde bulunan glial hiicreler apikal radyal glial
hiicreler (aRGH) ve apikal ara progenitor hiicreler (aAP)’dir. Bazal ara progenitorler
(bAP) ¢ogunlukla fare korteksinde subventrikiiler tabaka (SVB)’da, insan korteksinde
ise i¢ SVB (ISVB) 'de bulunurlar. Bazal RGH (bRGH), fare korteksindeki SVB'de ve
insan korteksindeki dis SVB (DSVB) 'de tanimlanir. Go¢ eden ndronlar ¢ogunlukla
ara tabakada (AT) goriiliirken, olgun noéronlar kortikal plakada (KP) igten disa alti
katmanli bir yap: olusturur. Insan korteksindeki kortikal yiizey genislemesi, sulkus ve
giyrus ad1 verilen katlanmis yapilarla saglanir. ISVB ve DSVB, bir i¢ fiber tabakast ile
histolojik olarak birbirinden ayrilir (10) (Sekil 4.2).
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Resim 4.2 Fare ve insanda gelisen serebral kortekste bulunan progenitérler hiicrelerin
dizilimlerinin sematize edilmesi. aRGH ve aAP ventrikiiler tabakada (VB)
bulunmaktadir. Farede bAP subventrikiiler bdlgede (SVB) bulunurken; insanda ISVB
de bulunmaktadir. bRGH ise SVB ve DSVB de bulunmaktadir. G6¢ eden noronlar
AT’da bulunurlar ve olgun ndronlar kortikal plakta (KP) bulunur (Sun ve Hevner
2014’ ten uyarlanmistir).

NPH noroblastlar halinde olfaktdr bulbusa goc ederek burada GABAerjik
graniiler noronlara ve dopaminerjik periglomeriiler noronlarina farklilasirlar.
Hipokampal subgraniiler bolgede bulunan noéron prokiirsor hiicreler (NPH) ise,
glutamaterjik graniil ndronlarina ve az sayida da hiler astrosit hiicrelerine farklilasirlar.
In vitro ¢alismalarda, bu hiicrelerden néron iiretimi yapilabilirken, in vivo’da bu
hiicrelerin sadece hipokampiiste ve olfaktdr bulbusta yeni noéronlar olusturduklar
bilinmektedir. Yetiskin norogenezi i¢in bu hedef bolgelerin disinda, NPH'in
entegrasyonu esasen yoktur veya minimal diizeydedir. Cogu beyin bolgesi (serebral
korteks dahil), yaralanmaya bagli néronal hiicre 6liimiinden sonra hayatta kalma icin
siirh derecede bir rejenerasyon kapasitesine sahiptir (8). Bu nedenle, ¢ogu beyin

bolgesinde diisiik NPH entegrasyon potansiyeli, yaralanma veya norodejenerasyondan



sonra beyin onarimi i¢in 6nemli bir engel olusturmaktadir. Hiicre replasmani igin
terapotik stratejiler gelistirme adina, bu tiir beyin bdlgelerinde ndérogenez ve ndéron
entegrasyonuna izin verebilecek mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina ihtiyag¢ vardir
(4,17). Yetiskin memeli beyninde yeni noronlarin iiretimi, hipokampusun dentat
girusu ile 6n beyindeki lateral ventrikiillerin subventrikiiler bolgesiyle sinirlidir (18—
20). Norogenez, sessiz bolgelerde uyarilabilir, fakat tretilen yeni néronlarin sayisi
oldukca diisiiktiir ve sonug olarak memelilerin islevsel 1yilesmesi sinirli olmaktadir
(19,20). Memeli olmayan omurgalilardan balik ve semender tiirlerinin yetiskin beyni
ise, noérogenez araciligiyla olasi hasarlart onarabilmektedir (21,22).

Bazi caligmalarda glial hiicrelerin memeli olmayan omurgalilarda da noral kok
hiicre gorevleri oldugu gosterilmis olmasina karsin, beyindeki néronlarin glial kokeni
dogrudan gosterilememistir  (21). Bir arastirmada, memeli olmayan yetiskin
beynindeki kok hiicrelerin gliyal 6zelliklerden ziyade NE 6zelliklere sahip olduklart
gozlenmistir (23).

4.2. Semender Beyni

Amfibiler smifi 3 takimdan olusmaktadir. Bunlar Gymnophiona, Anura ve
Caudata. Semenderler, Caudata ya da Urodela olarak adlandirilan takimindadirlar.
Urodellerin beyni, periventrikiiler gri maddeden olusan kompakt bir lamina ve az
sayida go¢ etmis hiicre veya cekirdek kiimesi ile karakterize yapidadir. Kuyruksuz
kurbagalarinkiyle (Anuran) Kkarsilastirildiginda genellikle ilkel olarak kabul
edilmektedirler (24). Bu tiir bir ilkellik, embriyonik gelisim sirasinda azaltilmis bir
hiicresel gog ile iliskilendirilir ve yetiskin beyninde larval 6zelliklerin ikincil bir
basitlestirilmesine veya tutulmasina yol agtig1 bilinmekte, bu siirece de paedomorfoz
denilmektedir (25,26).

Iki ventrikiil etrafinda diizenlenen axolotl palium'un néroanatomisi, memeli
telensefalonununkine benzerlikler gostermektedir. Axolotl paliumu, memeli serebral
korteksinde bulunan bazi néron alt tiplerinin temel 6zelliklerine sahiptir (2).

Semender beyni incelendiginde, ventrikiiler bolgede ependimoglia olarak
adlandirilan hiicrelerin varlig1 gozlenir. Ependimoglia hiicrelerinin homeostasisin
bozulmasi ve hasar durumunda proliferatif 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir (2,27).

Semender beyninin olusumunda rol alan proliferasyon modelleri, glial ¢esitlilik ve



norogenez hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Progenitor hiicre olan bu hiicrelerin
gelisim sirasinda farkli semender tiirlerinde gorev aldiklar1 bilinmektedir. Ayrica,
dogada kendi yasam dongiilerinde metamorfoz geciren semenderlerin beyin gelisimi
caligmalarinda ependimoglia hiicrelerinin farklilagarak, yeni néronlarin olusmasinda

gorev aldiklari bilinmektedir (27).
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Resim 4.3 Axolotl beyin bolgelerinin adlandirilmasinin ve ependimoglia hiicrelerin
yerlesimin sematize edilmesi (Lust ve Tanaka’dan uyarlanmistir).

4.2.1. Ependimoglia hiicreler

Semender beyninin ayirt edici bir 6zelligi, ventrikiiler sistemin i¢ ylizeyini
kaplayan radyal glia benzeri ependimoglia hiicrelerinin kalici  varhigidir.
Memelilerdeki radyal gliaya hiicrelerine benzer sekilde, semender ependimoglia
hiicreleri de norojenik potansiyele sahiptir ve yetiskin beyninde yaralanma kaynakli
norogenezde 6nemli rolleri vardir (28). Yetiskin notophthalmus'ta daha once iki tip
ependimoglia popiilasyonu tanimlanmistir, bunlardan biri kok hiicre 6zelligine sahip
tip 1 hiicreleri digeri ise transit ¢ogaltict progenitorlerin 6zelliklerine sahip tip 2
hiicreleridir (29).

Radyal glia, sirasiyla ependimal veya periependimal radyal gliay1 olusturan,
ependimal veya periependimal katmanda yer alan govdeleri armut veya ig seklinde
olan hiicreleri icerir. Bunlar, sirasiyla membrana glia limitans eksterna ve perivaskiiler
glial tabakay1 olusturan u¢ ayaklar olarak sonlandiklart meningeal yiizeye ve vaskiiler
duvara radyal olarak yonlendirilmis uzun sitoplazmik uzantilarla karakterize
hiicrelerdir (30,31). Radyal glia hiicreleri sadece filogenetik olarak en ilkel glia
formunu temsil etmekle kalmaz, ayn1 zamanda omurgalilarin ontogenisi sirasinda ilk

ortaya c¢ikan hiicrelerdir. Ontogenetik olarak olgunlasmamis bir glia tipini temsil



etmektedirler (31). Memelilerde radyal glia hiicreleri gelisim ilerledikce giderek azalir
ve astrosit hiicrelerinin farkli formlarina doniisiirler. Bu nedenle yetiskin memelilerde
neredeyse yoktur (32,33). RGH, memelilerde yenidogan doneminde silli ependimal
hiicrelere, parankimal glial hiicrelere ve yetiskin NKH'e doniisiirler (33). Diger
omurgalilarda RGH’nin varlig1 yetiskinlerde de korunur (31).

Glial fibriller asidik protein (GFAP) ara filament sinifina aittir ve astroglial
soyun olgun hiicrelerinin hiicre iskeletinde bulunur. Astroglial soya ait hiicreler igin
GFAP giivenilir bir molekiiler belirteg olarak kullanilmaktadir (34). Tiim astrosit
tiplerinde, Bergmann glia, periependimal radyal glia, ependimal radyal glia ve
tanisitlerde GFAP eksprese edilir (31,35).

Ependimoglia hiicreler, astrosit belirtegleri olan GFAP, glutamin sentaz ve
akuaporin 4'ii ifade eder, bu nedenle kan-beyin bariyerinde gorev aldig1 ya da glutamat
ve iyon hemostaz1 gibi astrositlere ait gorevleri de yerine getirdigi diistiniilmektedir
(36). Ependimoglia hiicrelerin astrosit belirteglerini eksprese etmelerinin yaninda
morfolojileri de memelilerdeki merkezi sinir sistemi progenitor hiicrelere
benzemektedir. Bu hiicrelerden, gelisim sirasinda nodronlar, astrositler ve
oligodendrositler dahil diger hiicreler gelismektedir (37,38).

Newt beyni, GFAP eksprese eden parankimal astrositlerden yoksundur (28,29).
Ependimoglia  hiicreleri, glutamatin  metabolik  regiilasyonuyla  ndronlar
eksitotoksisiteden korumada gorev alir, bu regiilasyonu memelilerde astrositler
geceklestirir (29). Bir galismada, GFAP ve GLAST isaretleyicileri, newt beynindeki
tiim ependimoglia hiicreler igin ortak iken, GS se¢ici olarak yalnizca tip 1 hiicrelerinde
gosterilebilmistir (29).

Semenderler ayrica ndronlarin hiicre tipine 0Ozgii degistirilmesini de
saglayabilir. Spesifik toksin 6-hidroksidopaminin ile dopaminerjik n&ronlarin
ablasyonundan sonra yeni noronlarin olusturuldugu gosterilmistir (39).

Yetersiz bir rejeneratif cevap veya yaygin bir rejenerasyon siireci, eksik veya
fazla sayida hiicre ile sonuclanabilir. Bu nedenle, yeni hiicrelerin olusumunun
baglatilmas1 ve uygun sekilde sonlandirilmasi iki kritik adim olarak kabul
edilmektedir. Duragan dokularda, hiicre kaybindan sonra yer degistirme siiresini
kontrol eden mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Yerel kok hiicrelerin

ve progenitor hiicrelerin  hiicre kaybin1 ve derecesini nasil algiladiklar
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bilinmemektedir, bu mekanizmanin anlasilmasi rejenerasyon c¢alismalart igin

onemlidir (40).

4.3. Beyin Hasar1 ve Rejenerasyon

Tiim tetrapodlarin organ veya uzuv gibi karmasik yapilari yeniden olusturma
yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Ancak memeliler de dahil olmak iizere bu
tiirlerin ¢cogu, yetiskin organizmalara doniistiikce bu kapasitelerini 6nemli derecede
kaybetmektedirler. Bunun yani sira, tirodel amfibileri (semenderler ve newtler),
yetigkinlikleri boyunca yenilenme yetenegine sahipken, axolotl (Ambystoma
mexicanum) daha once vurgulandigi gibi uzuvlari, kalbi, beyni ve akcigerleri gibi i¢
organlar1 da dahil olmak ftizere birgok viicut pargalarmi da yenileyebilen bir sucul
semenderdir (41). Yiiksek diizeyde rejeneratif yeteneklerinin olmasi nedeniyle, bu
canlilar, laboratuvar c¢alismalarinda yeni hayvan modelleri olarak tercih
edilmektedirler. Ayrica teleosit baliklar ve semenderler, rejenerasyon yeteneklerini
eriskin yasamlarinda da devam ettirirler. Siirlingenler, kurbagalar, semenderler ve
teleosit baliklar gibi daha diisiik diizeydeki omurgalilarda ventrikiiler bolgede bulunan
NPH’in yetiskinlikleri boyunca da cogaldiklar1 bilinmektedir (4). Noronal hiicre
olimi gergeklestiginde, rejenerasyon gergeklesebilmektedir (27). Bu mekanizmanin
nasil calistiginin agiklanmasi rejenerasyon kapasitesi sinirli olan memeliler igin
onemlidir. NPH in dagilimini, farklilasmasini ve gogiinii inceleyen karsilagtirmali
calismalar, yetiskin memeli MSS’de noéronal rejenerasyonu uyarmak icin
kullanilabilecek mekanizmalarin anlasilmasina 6nemli katki saglayabilir. Bununla
ilgili olarak, altta yatan mekanizmalarin tanimlanmasi ile néronal hasara neden olan
noropatolojik hastaliklarin tedavisine yonelik 6nemli katki saglayacaktir.

MSS rejenerasyonu c¢ogunlukla kuyruk ampiitasyonu veya bir parca beyin
dokusunun ¢ikarilmasiyla incelenmistir (21). Hasarlanan beyin dokusunun
yenilenmesi, noronlara farklilagan ependimoglia hiicrelerinin proliferasyonu yoluyla
gerceklesmekte ve bu siirec norogenez olarak adlandirilmaktadir. Norogenez,
gelismekte olan beyinde ve bazi yetigskin beyin nislerinde bulunan hiicrelerden yeni
noronlarin olusturulmasidir (42,43). Memelilerde, SVB hiicreleri yasam boyunca
ndrogenez gegirir, ancak beyin hasarindan sonra lezyon bolgesinde yeni noron iiretme

yetenegi sinirlt kalir (44,45). Uzun siireli viicut biiyiimesi sergileyen axolotllar gibi
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suda yasayan hayvanlarda, bir¢ok beyin bolgesinde post-embriyonik ndrogenez
gozlenir. Semenderlerde ve memelilerde goriilen nérogenez arasindaki molekiiler
iliski kapsamli arastirilmamustir (46). Memeli beyninin fonksiyonu, belirli islevlerin
yuriitiilmesi i¢in gerekli olan farkli aglara entegre edilmis olaganiistii ¢esitlilikteki
noronal alt tiplerin islem giiciine dayanmaktadir. Bu nedenle MSS'deki rejeneratif
tibbin bir temel amaci, yalnizca noronlarin orijinal heterojenligini degil, ayn1 zamanda
endojen doku i¢indeki spesifik baglanti modellerini de yeniden olusturmaktir (2).
Kirmiz1 benekli semenderde yapilan bir ¢alismada, orta beyinde bulunan
dopaminerjik (DA) néronlarin ablasyon sonrasinda orta beyin boélgesinde bulunan
ependimoglia hiicrelerinin hiicre dongilisiine yeniden girmesine yol agtig
gosterilmigtir (21). Dopaminerjik hiicre rejenerasyonu, hiicresel proliferasyona
baglidir ve normalde duragan olan orta beyindeki ventrikiiler ependimoglia kok
hiicrelerinin hiicre dongiisiine yeniden girisine baghdir (28). Hiicre tipine Ozgii
isaretleme yontemi kullanilarak, yeni hiicrelerin ¢cogunun ventrikiiler tabakadan
ciktigini1 ve ablasyondan sonra olen tirozin hidroksilaz (TH) eksprese eden néronlara
degismek i¢in norogenez gegirdikleri gosterilmistir. Buna karsilik, intraventrikiiler
bolgeye herhangi bir madde verilmeden yapilan enjeksiyonun bir mitotik yaniti
indiikledigi, ancak bu hiicrelerin ¢cogunun bolgesel ventrikiiler nislerinde kaldig:
gosterilmistir (21). Ablasyondan sonra, semenderlerde rejenerasyon gerceklesir,
histolojik restorasyon tamamlanir ve motor davranista tamamen iyilesme gerceklesir
(28,47). Semenderlerin bu 6zellikleri, Parkinson hastaliginin anlagilmas1 ve alternatif
tedavi yontemlerinin g¢alisilmasi igin 6nemli bir hayvan modelidir (28). Evrimsel
olarak korunmus TH ve Nurrl belirteclerini ifade eden dopaminerjik ndronlar,
rejenerasyon sirasinda yavas yavas yeniden olusurlar ve ablasyondan sonraki dort
hafta i¢inde normal sayilarina ulagabilmektedirler (47). Ablasyon yapilmayan kontrol
hayvanlarimin orta beyinlerinde yeni dopaminerjik ndronlarin varligi tespit
edilememistir (21). Ablasyon sonrasi tam iyilesme gerceklestikten sonra yeni ndron
olusumunun devam etmedigi gozlenmistir (28,47). Newtler, yetiskin omurgalilar
arasinda en kapsamli rejeneratif kapasiteye sahip olan giiglii bir hayvan modelidir (28).
Axolotl pallium bolgesine uygulanan hasar sonrasinda olusan yeni néronlarin
olgun elektrofizyolojik Ozellikler kazandiklar1 ve yerel afferent girdilere yanit

verebildikleri gosterilmistir. Ancak, beklenmedik bir sekilde uzun mesafe
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baglantilarin1 ve orijinal doku mimarisini yeniden insa etmekte basarisiz olduklar
belirtilmistir. Yetiskin axolotllarin orijinal uzun mesafe baglantisini ve doku
organizasyonunu tamamen yeniden insa etme kapasitesinde smirlamalara sahip
olduklar1 gézlenmistir (2). Ayrica metamorfoz sonrasinda rejenerasyon kapasitesinin
kaybolmamasi, bu tiirde rejenerasyonun kismen yetiskinlikte paedomorfik bir
durumun stirdiiriilmesiyle baglantili oldugu teorisine de meydan okumaktadir (48). Bu
sonuglarla, yetiskin axolotl beyninin, yeni néronlarin olusumuna talimat vermenin
Otesinde, beynin genis bir bolgesi ¢ikarildiginda bile elektrofizyolojik olarak islevsel
olan ¢esitli ndronlari yeniden liretme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (2).
Birgok farkli semender tiiri bulunmakta ve bu hayvanlarin rejenerasyon
mekanizmalari birbirinden énemli derecede farklilik gosterebilmektedir. Ornegin Red-
spotted Newt (Notophthalmus viridescens) ve axolotl (Ambystoma mexicanum) kas
rejenerasyon mekanizmalart birbirinden ¢ok farklidir. Bu yiizden farkli semender
tirlerinin  rejenerasyon mekanizmalarinin  agiklanmasi gerekmektedir. Bu da
rejenerasyon yetenegi yiiksek diizeyde olan hayvan tiirlerinin, ileri diizey teknikler

kullanilarak arastirilmasini zorunlu kilmaktadir (49).

4.4, Metamorfoz

Diger semender tiirleriyle karsilastirildiginda metamorfoz geciremeyen bir canli
olan axolotl larva evresinin morfolojik 6zelliklerini yetigkinlige kadar korumaktadir
(48). Metamorfoz yoluyla biiyiik oranda morfolojik degisikliklere ugrayan amfibiler,
gelisimsel zorluklarin iistesinden gelmek icin iki fazli yasam evresi sergilerler.
Amfibiler metamorfoz siirecinde, larvadan yetiskin formuna gecisle iliskili bir dizi
davranigsal, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genetik degisiklik gegirirler (50).
Tiroit hormonlari, metamorfozun baslamasi ve tamamlanmasinda énemli bir etkendir.
Tiroit hormonunun dogal birikimi (anuranlarda oldugu gibi) veya yasam alanlarina
eklenmesi (axolotlda oldugu gibi), karasal yasam kosullarina uyum saglamak igin
organlarin kritik bir sekilde yeniden diizenlenmesine yol agar. Bu adaptif siirecte, bazi
mevcut organlarin ve ekstremitelerin kaybi veya rekonstriiksiyonu veya yenilerinin
olusumu gergeklesebilmektedir (51). Axolotlin metamorfoz gegirmesi i¢in L-tiroksin
ile indiikklenmesi gereklidir. Bunun igin yetisme sularina T4 (tetraiodothironin)

eklenerek metamorfozu tamamlamalar1  saglanmaktadir. T4  hormonunun
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uygulamasindan sonraki siirecte gozlenen kilo kaybi, yiizgeclerin kaybolmasi ve
solunga¢ boyutunda azalma gibi morfolojik degisikliklerle birlikte axolotllar karasal

hayat kosullarina uyum saglamaktadirlar (51,52).

4.5. immiinohistokimyasal Analizler

4.5.1.Glial Fibriler Asit Protein (GFAP)

Ependimoglia hiicrelerinin isaretlenmesinde GFAP kullanilmaktadir. GFAP
eriskin insan ve sigan beyinlerindeki astrositlerin isaretleyicisi olarak kullanilirken,
axolotl ve diger telositlerde memeli benzeri astrositler bulunmadigi icin GFAP
isaretleme yoOntemi ile progenitoér hiicre gorevi goéren ependimoglia hiicrelerinin
beyindeki yerlesim yerlerinin tespiti yapilabilmektedir (21,30,38,53,54). Ayrica
axolotl beyninde astrosit hiicreleri yerine radialglia hiicreleri gorev almaktadir (30).
Sicanlarda da benzer bir siire¢ s6z konusudur, dogumla birlikte lateral ventrikiiliin
duvarinda bulunan subventrikiiler zondaki hiicreler farklilasarak astrositleri
olustururlar, yani prenatal donemde sican beyninde astrosit bulunmamaktadir (55).
Kemirgenlerde dogumdan sonraki ii¢ haftalik siirecte, radyal glia hiicrelerinin ya da
subventrikiiler bolgedeki progenitdr hiicrelerin farklilasmasiyla ve olgunlasmamis

astrositlerin boliinmesiyle yeni astrositler olusmaktadir (55-57).

4.5.2. Miyelin temel protein (MTP)

Merkezi sinir sisteminde miyelinin ana bilesenlerinden biri de miyelin temel
proteinidir, “miyelinin yetkili molekiilii” olarak adlandirilir (58-60). Sadece
miyelinlestirici gliada (MSS'deki oligodendrositler ve PSS'deki Schwann hiicreleri)
eksprese edilir ve bu hiicreler tarafindan tretilen plazma zarinin ve miyelin zarinin
sitoplazmik ylizeyinde bulunurlar (60). Fonksiyonel MTP'den yoksunluk, merkezi
sinir sisteminde siddetli hipomiyelinizasyon, titreme semptomlar1 ve erken 6liim ile
karakterize edilir (58). Miyelin olusumundan sorumlu proteolipid proteini (PLP) ve
2',3"-siklik niikleotid 3'-fosfodiesteraz (CNP) gibi diger miyelin proteinlerinin
eksikliginin, MSS’de miyelinizasyonu etkilemekten ziyade ikincil ndronal etkilere
neden oldugu savunulmaktadir (58).

Bir calismada, biyokimyasal analiz sonucunda, neotenik ve metamorfik

formlarin her ikisinde de axolotl beyin dokusunda bulunan miyelin bilesenlerinin ayni
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oldugu gozlenmistir (59). Miyelin bakimindan zengin bdlgeler memelilerde
tanimlanmistir, ancak memeli olmayan omurgalilarda ve amfibilerde bu bolgeler agik
bir sekilde tanimlanamamustir. Ivan ve ark. yaptig1 ¢alismada, myeline 6zel bir boya
olan Black Gold Il reagent ile koronal ve sagital juvenil axolotl beyni kesitlerini
isaretlemis ve beynin anterior telensefalon bdlgesinde isaretli miyelin alanlari tespit
edememislerdir (3). Posterior kisminda miyelin aglari tespit edilirken anterior
kisminda tespit edilememesini ise tutarsizlik olarak degerlendirmislerdir. Gelismekte
olan memelide, miyelinizasyon siireci omurilikte baslar ve dogumdan sonra kademeli
olarak MSS’nin arka kismini kaplar. Axolotl beyninin juvenil evresi tamamen
miyelinli olmasa bile, yetiskin beyninin 6n beyin kisminda miyelin i¢ermesi
miimkiindiir (3). Bu konuya bir diger yaklasim ise axolotlin neoteni ve/veya diger
tanimlanamayan fizyolojik olaylarin bir sonucu olarak beynin 6n kismindaki aksonlari
miyelinleme kapasitesini kaybetmis olabilecegidir. Bir diger hipotez ise, Black Gold
Il boyasi telensefalondaki miyelinleri isaretlemek ig¢in uygun bir isaretleyici
olmayabilir (3). Bu son hipotezin dogrulanmasi i¢in, axolotl gelisiminin diger

asamalar1 ve/veya miyelini saptamaya yonelik metodolojiler kullanilabilir.

4.5.3.Ki-67

Gelisim sirasinda gerceklesen hiicre ¢ogalma diizeyinin belirlenmesi i¢in cogu
zaman Ki-67 isaretlenmesiyle immiinohistokimyasal analizler yapilmaktadir (61,62).
Bir niikleer protein olan Ki-67 hiicre dongiisiinde GO fazi harig, tiim asamalarda yer
alir, bu sebeple Ki-67 ile pozitif boyanan hiicrelerin sayilarinin hesaplanmasi, hiicre
proliferasyon aktivitesinin dogrudan bir 6l¢iisii olabilmektedir. Ki-67 isaretleyicileri

ile hiicrelerin proliferasyon indeksi belirlenmektir (61,62).

4.5.4.Noronal cekirdek antijeni (NeuN) ve ¢iftkortin (DCX)

Ki-67 isaretlemesiyle birlikte beyin gelisimini degerlendirme g¢alismalarinda
siklikla kullanilan ¢iftkortin (DCX) ve néronal ¢ekirdek antijeni (NeuN) isaretlemesi
de yapilmakta, bu sayede olgunlasan ve olgunlasmayan noronlar birbirinden ayirt
edilebilmektedir (63). DCX, omurgali noronlarindaki sitoiskelet mikrotiibiilleriyle
iligkili bir proteindir ve beyin gelisimi sirasinda go¢ Oncesinde ve sirasinda

olgunlagsmamis noronlar tarafindan eksprese edilir (64). NeuN (néronal gekirdek
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antijeni), merkezi sinir sisteminde ¢ogu graniil hiicrenin ¢ekirdeginde ve periniikleer
sitoplazmasinda eksprese edilen ancak olgunlasmamis sinir hiicrelerinde

saptanamayan bir néronal niikleer antijendir (65).

4.6. Axolotl Beyin Histolojisi

Axolotlin (ve diger amfibilerin) geng-yetiskin beyni, diger omurgalilara benzer
bolgelerden olusur: Olfaktér bulbus, telensefalon, diensefalon, mezensefalon ve
rhombensefalon (3). Ventrikiiliin etrafin1 saran tabaka radyalglia veya ependimoglia
hiicrelerini igermektedir (27). Telensefalon bolgesi incelendiginde medial, lateral,
ventral ve dorsal pallium olarak adlandirilan bélgelerden olustugu gériilecektir (3). iki
hemisfer arasinda kalan bolgede, makroskobik olarak da ayirt edilebilen koroid
pleksus bulunmaktadir. Anterior telensefalon bolgesinde ventrikiil bulunmamakta, tek
sira halinde dizilmis ndronlar ve olfaktdr sinir bolgesi bulunmaktadir. Posterior
telensefalon bolgesine dogru ventrikiill duvarimi olusturan, birka¢ tabaka halinde

organize olmus noronlar goriilebilmektedir (2).
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Resim 4.4 Neotenik axolotl beynine ait telensefalon bdlgesinin farkli seviyelerden
alinan kesitleri. On beyin baslangic kesit goriintiisii ve olfaktdr sinir (OIf N) bolgesi
(a), ventrikiil baslangi¢ bolgesi ve olfaktér bulbus bolgesi (OIf B) (b), Ependimal
hiicreler ile gevrelenmis ventrikiiliin (Vt) net olarak goriilmeye baslandig1 diizey (c);
ventrikill etrafindaki bolgeler; medial pallium (Mp), dorsal pallium (Dp), lateral
pallium (Lp), ventral pallium (Vp), Koroid pleksus (Cp) yapisi iki 6n beyin hemisferi
arasinda gortilmektedir(d ve e), iki hemisfer yapisinin birbirine yaklastigi orta beyne
dogru gegisin oldugu bolge (f). (Boya: krezil violet, Biiyilitme: 4X)
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullar

Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan etik kurul onay1
(E-38828770-772.02-49005, 22/09/2020) alindiktan sonra c¢alismaya baslandi.
Calismamizda, Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezinden
(MEDITAM) temin edilen 12 ayhk 10 adet neotenik ve 10 adet metamorfoza
indiiklenmis metamorfik axolotl (Ambystoma mexicanum) kullanildi. Axolotllarin
metamorfoza indiiklenmeleri, beslenmeleri ve barinmalar1 ayn1 merkezde saglandi.
Diger ¢alismalar ise Istanbul Medipol Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 ve Saglik Bilim ve Teknolojileri Arastirma Enstitiisii (SABITA) biinyesindeki
laboratuvarlarda ve Ondokuz Mayis Universitesi KITAM ve Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

5.2. Metamorfoz Indiikleme

Axolotlun metamorfoza indiiklemesi igin L-tiroksin (T4) ile indiiklenmesi
gerekmektedir. Holtfreter ¢ozeltisi i¢cinde tiroksin coziilerek tetraiodothironin (T4
¢ozeltisi, 50 nM) sollisyonu hazirlandi. Her bir axolotl ayr1 kaplarda olmak {izere bu
soliisyonlar igerisinde barmnmasi saglandi (66). Metamorfoz tamamlanana kadar
kaplardaki soliisyonlar her ii¢ giinde bir tazelenerek degistirildi. T4 hormonu
uygulamalarindan sonraki ii¢ hafta icinde gozlenen kilo kayb, ylizgeglerin kaybolmasi
ve solungag¢ boyutunda azalma gibi morfolojik degisiklikler izlenerek karasal hayat
kosullarina uyum saglamalar1 beklendi. Hormon tedavisi, tamamen metamorfik
axolotllar elde edilene kadar 3 ay boyunca devam ettirildi. Dogal yasamlarinda
metamorfoz gegiren diger semenderler larva doneminden sonra serumlarinindaki T4
seviyesi yavag bicimde artar. Neotenik axolotl barinma suyuna eklenen T4 serum

icerisindeki seviyesinin artmasini saglanmis 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 hazirlanan; %4

paraformaldehit (PFA) + %4 glutaraldehit soliisyon ile bir hafta + 4 °C’de tespit edildi.
Doku kasetlerine yerlestirildikten sonra, 4 saat akar su altinda yikama yapildi. Daha
sonra azalan alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon islemi gerceklestirildi. Ksilen
ile seffaflastirma asamasindan sonra, parafin infiltrasyonu i¢in ksilen-parafin
karigiminda (%50 ksilen + %350 parafin) 1 saat bekletildi. Dokular bir gece etiivde sivi
parafin igerisinde bekletildi ve ertesi giin parafin igerisine gomiildii. Dokularin alkol
serisi ve ksilen icerisinde bekletilme siireleri asagida verilmistir.

e %70 Alkol 1 saat

e %80 Alkol 1 saat

e %96 Alkol 1 saat

e %96 Alkol 1:2 saat

e %100 Alkol 1 saat

e %100 Alkol 1:2 saat

e %100 Ksilen 1 saat

e %100 Ksilen 1:2 saat

5.3.2. Elektron mikroskop doku takibi

Elektron mikroskop doku takibi i¢in klasik araldit doku takibi ve en-block
boyama protokolii olmak iizere iki takip protokolii uygulandi (67,68). Neotenik ve
metamorfik axolotl karsilagtirmasi i¢in klasik elektron takibi protokolii kullanildi. Seri
kesitlerde gerceklestirilen néromelanin ve goblet benzeri hiicrelerin analizlerinde en-

block boyama protokolii kullanildi.

5.3.2.1. Kilasik elektron mikroskop doku takibi

Fikse edilmis dokular, 0.1 M PBS ile 4 kere onbeser dk. boyunca orbital
calkalayicida yikandi. Osmiyum tetroksit (OsO4) (%1) ile bir saat post-fiksasyon
yapildi. Sonrasinda 0.1 M PBS ile 4 kere onbeser dk. boyunca yikama yapildi. Artan

aseton serileri ile dehidratasyon islemi gergeklestirildi.

19



e 9050 aseton 15 dk.
e %70 aseton 15 dk.
o 995 aseton 15 dk.
e 9100 aseton 20 dk.
e 9100 aseton 20 dk. bekletildi.
Sonrasinda propilen oksit asamas1 gerceklestirildi. Iki kere yirmiser dk. %100
saf propilen oksit igerisinde bekletildiler. Gomme materyali Araldit CY212 Kiti

kullanilarak hazirlandi.

o AralditCY 212................. 10 ml
o DDSA.....cooiiiiii 10 ml
e BDMA..........cciiiiiii 0,4 ml
e Dibiitil folat.................... 0,8 ml

Yukardaki soliisyonlar cam bir kaba eklendikten sonra 15 dk. boyunca cam
karistiricr ile karistirildi.

Propilen oksit (%50) + araldit (%50) soliisyonu igerisinde dokular bir saat oda
1sisinda bekletildikten sonra bu karisim dokulardan uzaklagtirildi. Sonrasinda, saf
araldit igerisinde bir saat bekletildi. Rezin bloklarin hazirlanmasi i¢in taze hazirlanan
araldit kaliplara dokiildii ve dokular bu kaliplara yerlestirildikten sonra 48 saat
boyunca 60 °C etiivde polimerizasyonu saglandi.

Rezin bloklardan 500 nm kalinliginda yar1 ince kesitler cam bigak kullanilarak,
70 nm kalinliginda ince kesitler ise elmas bicak kullanilarak ultramikrotom ile alind.
Lam tizerine alinan yar1 ince kesitler %1 toluidin mavisi ile boyandiktan sonra 151k
mikroskobunda incelendi (69). ince kesitler ise 200 mesh’lik gridler iizerine
yerlestirildi. Kontrastlama cihazi (Leica, EM AC20) kullanilarak kesitlerin
kontrastlamasi yapildi. Program | ile kesitler, 45 dakika boyunca %0,5 uranil asetat
(EMS,22400) ile, 15 dk. boyunca ise %3 kursun sitrat (leica, ultrostain II) ile
kontrastlama yapildi. Gridler iizerindeki kesitler gridbox igerisine yerlestirildi ve bir
giin sonra gecirimli elektron mikroskobunda (TEM) kesitlerin farkli biiyiitmedeki

goriintiileri elde edildi.
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5.3.2.2. Enblock staining elektron mikroskop doku takibi
Dokular Karnovsky fiksasyon soliisyonu ile 3 giin +4°°C de fikse edildi. Fikse

edilen dokular 3-4 kez beser dk. boyunca 0.15 M cacodylate buffer (CB) (EMS, 11655)
ile yikandilar. Iki farkli osmiyum tetroksit (OsOs) soliisyonu kullanildi. Birinci
osmiyum tetroksit solisyonu, 3,3 ml %4 OsOs, 2 ml %5 potasyum ferrosiyanid
soliisyonu ve 1.3 ml dH20O ile hazirlandi. Bu soliisyon igerisinde dokular 30 dk.
boyunca oda 1sisinda bekletildiler. Distile su ile dokular 4 kez yikandiktan sonra %5
Thiocarbohydrazide (TCH) (Sigma, 223220) soliisyonunda 30 dk. bekletildi. TCH
soliisyonu, 15 mg TCH ve 3 ml dH20 ile hazirlandi, vorteks ile karistirildi ve 60 °C’de
coziinmesi saglandi. dH2O ile yikama isleminin ardindan ikinci osmiyum
soliisyonunda (distile su ile hazirlanan %2 OsO4) 30 dk. oda isisinda bekletildi.
Yikama islemi 3-4 kez dH-O ile yapildiktan sonra, bir gece +4 °C’de %1 uranil asetat
(EMS,22400) soliisyonunda bekletildi. Ertesi glin; dH2O ile yikama yapildiktan sonra
60 °C etiivde kursun aspartat [0.066 g kursun nitrat (EMS, 17900) ve 10 ml 0.03 M
aspartik asit i¢erisinde ¢6ziildii ve 1 N potasyum hidroksit ¢zeltisi (KOH) kullanilarak
pH 5 olarak ayarlandi] i¢erisinde 40 dk. bekletildi. Sonrasinda yikama islemi yapilarak
artan aseton serisi ile dehidratasyon iglemi yapildi.

e 950 aseton 15 dk.

e %70 aseton 15 dk.

e 990 aseton 15 dk.

e 9100 aseton 10 dk.

e 9100 aseton 10 dk.

e 9100 aseton 10 dk.

Iki saat 1:1 (%100 alkol + epon karisiminda), 2 saat 1:2 (%100 alkol + epon

karisiminda), sonrasinda 2 saat saf epon karigiminda bekletildi. GGmme soliisyonuna

yerlestirilen dokular polimerizasyon i¢in etiivde (60 °C) bir gece bekletildi.
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5.3.2.3. Taramal elektron mikroskop analizi icin dokularin hazirlanmasi

%4 PFA + %4 glutaraldehit soliisyonu ile +4 °C’de fikse edilen beyin dokusu
brain matrix kullanilarak 1 mm’lik dilimler haline getirildi. Her bir dilim PBS ile
yikandiktan sonra %1 osmiyum tetroksit (OsOs) ile post fiksasyon gerceklestirildi.
Distile su ile yikamanin ardindan aseton serilerinden onbeser dk (%50, %70, %90,
%100) gecirildi. Siiper kritik kurutma cihazi (Leica, CPD300) kullanilarak kurutma
islemi yapildi. Kurutma islemi yapilan doku Ornekleri iletken bant iizerine
yerlestirilerek kaplama cihazi (Leica, EM ACE200) ile 30 sn. diffuse ayarinda altin-
palladium ile kaplandi. Elektron mikroskobunda (Zeiss, Gemini 500) sekonder
elektron detektorii ile 3 kv EHT ile farkli biiyiitmelerde goriintiiler ¢ekildi.

5.4. Kesit Alma ve Krezil Viyole Boyama

Parafin bloklardan mikrotomda 4 um kalinli§inda kesitler lama alindi. Kesitlerin
lama siki tutunmasi ve deparafinizasyonu i¢in 60 °C etiivde bir gece bekletildi. Daha
sonra kesitler ksilen igerisinde 45 dk. bekletilerek parafinin dokulardan
uzaklagtirilmasi saglandi. Deparafinizasyon isleminin ardindan kesitler, kademeli
olarak onbeser dk. konsantrasyonu azalan alkol serilerinden (%100, %90, %80, %70)
gecirildi ve distile suya indirildi. Distile su igerisinde 5 dk. bekletildikten sonra
boyama islemi yapildi. Etiivde (60 °C) bekletilmis krezil viyole ile 2 dk. boyunca
boyanan dokular, ayristirict igerisinde 20 sn. tutulduktan sonra artan alkol serilerinden
(%70, %80, %90, %100) onbeser dk. gegirildi. Ksilende bekletildikten sonra kesitler
entellan ile kapatilarak 151k mikroskobu ile incelendi ve ilgili alanlardan fotograflar

cekildi.

5.5. Stereolojik Analizler

Stereolojik analizler i¢in ayrilan deney hayvanlar sakrifiye edildikten sonra
parafin doku takibi yapildi, parafin bloklardan 4 um kalinliginda disektor ciftleri 1:24
ornekleme oraninda alindi, deparafinizasyon islemlerinden sonra krezil violet boyasi
ile boyandilar.

Minitab programi (versiyon 20) ile gii¢ analizi yapild1 ve analiz testinde uygun

hayvan sayisinin 5 oldugu belirlendi.
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Giic analiz testi sonucu:

Maximum Sample size | Target Power Actual Power
Difference
8,58 5 0,95 0,970760

Stereolojik analizler i¢in ¢aligmaya alinan neotenik (n=5) ve metamorfik (n=5)
hayvanlarin telensefalon bolgesindeki hiicrelerinin hiicresel yogunluklar1 ve toplam
hiicre sayilar1 stereolojik bir yontem olan fiziksel parcalama (physical fractionator)
hiicre sayim yontemi kullanilarak hesaplandi (Resim 5.1).

Hiicre yogunlugu ve toplam hiicre sayis1 hesaplamasinda, sistematik rasgele
ornekleme (SRO) yoéntemi kullamldi. Bu yéntem tiim bilesenlere esit oranda
orneklenme sans1 vermektedir. Stereolojik analizler icin kesit alma sirasinda yapilan
ornekleme ile her 24 kesitten biri SRO yéntemi ile alindi. Alinan kesitlerde SRO
yontemi ile alan 6rneklemesi de yapilarak analizlerin gergeklestirilecegi alanlarin
fotograflari 1s1k mikroskobunda (Olympus Tokyo, Japan) cellSens programi (Olympus
SC50, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Miinster, Germany) kullanilarak
cekildi. Disektor kesitlerinin goriintiilenmesi ise programin ekran bdlme &zelligi
kullanilarak, her iki komsu kesitte ayn1 olan bolgenin fotograflari ¢ekilerek yapildi
(Resim 5.2 ve 5.3). Disektor ¢iftlerinin analizinde, gozlem kesitte bulunup, 6rnek
kesitte buliunmayan hiicreler disektor hiicre (tanecik) olarak esas alindi. Bu yontemle
beyin dokusunun ilgili alanlarinin her birinde bulunan toplam hiicre sayisi

hesaplandi(70).
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10pm ‘
—————

Resim 5.1 Fiziksel par¢alama yonteminde kullanilan disektor kesit ¢ifti goriilmektedir.
Disektor ¢iftlerinin analizinde, gozlem kesitte bulunup 6rnek kesitte bulunmayan
hiicreler disektdr hiicre (tanecik) olarak esas alindi ve sayildi. (Bliytlitme 40X)
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Resim 5.2 Olympus CellSens programi kullanilarak ardisik iki kesitte ayn1 iki alanin
goriintiilendigi disektor ciftleri (Biiyiitme 40X)

Resim 5.3 Disektor hiicrelerinin (taneciklerinin) sayilmasi. Analizler bilgisayar
ekranim ikiye bolerek gergeklestirildi, ilk fotografta bulunan (Gozlem), ikinci
fotografta (Ornek) bulunmayan ndronlar sayag kullanilarak sayildi (Biiyiitme 40X).
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5.6. Alsiyan Mavisi Boyama

Dokulardan alinan 4 pum kalinhigindaki parafin kesitler deparafinize edildi ve
alsiyan mavisi boyama kiti (Bio optica, 04-160802) protokoliine gére boyama islemi
yapildi. Boyama islemleri oda 1sisinda gergeklestirildi.

Her bir kesit iizerine birer damla A soliisyonundan (Alsiyan mavisi pH 2,5)
eklendi ve 30 dk. etki etmesi igin beklenildi. Sonrasinda, lam {izerinden soliisyon
akitild1 ve B soliisyonu (Sodyum tetraborat) eklendi ve 10 dk. bekletildi. Distile su ile
yikamanin ardindan C soliisyonu (Mayer Carmalum) eklendi ve 5 dk. boyunca etki
etmesi i¢in birakildi. Distile su ile yikamanin ardindan, artan alkol serilerinden

gecirildi ve ksilen ile seffaflastirip 151k mikroskobu i¢in hazir hale getirildi.

5.7. Periyodik Asit-Shiff (PAS) Boyama

Dokulardan alinan 4 pm kalinligindaki parafin kesitler deparafinize edildi ve PAS
boyama kiti (Bio optica, 04-130803) protokoliine gére boyama islemi yapildi.
Boyama islemleri oda 1sisinda gergeklestirildi, +4 °C’de saklanan kit uygulama
yapilmadan 6nce oda 1sisina getirildi.

Kesitlerin iizerine A soliisyonundan (Bacillus subtilis kaynakli amilaz) birer
damla damlatildi ve 10 dk. inkiibe edildi. Distile su ile yikamanin ardindan, B
soliisyonu (Periyodik asit ¢ozeltisi) eklenerek 10 dk. maruz birakildi. Distile su ile
yikamanin ardindan kesitlerin {izerine birer damla C soliisyonu (Schiff reaktifi
Hotchkiss McManus) eklendi ve 20 dk. inkiibe edildi. Distile su ile yikamanin
ardindan D soliisyonu (Potasyum metabisiilfit ¢ozeltisi) eklendi ve 2 dk. inkiibe edildi.
Yikama yapilmadan E soliisyonu (Fiksatif soliisyon) eklendi ve 2 dk. bekletildi. Distile
su ile yikama islemi yapildiktan sonra F soliisyonu (Mayer Hemalum) eklendi ve 3 dk.
beklendi. Akan musluk suyu altinda 5 dk. boyunca yikama yapildi. Artan alkol
serisinden gecirilerek dehidrate edildi ve ksilen ile seffaflagtirildiktan sonra 11k

mikroskobunda incelemek i¢in hazir hale getirildi.

5.8. Immiinohistokimyasal Analizler:
Ornekleme yapilarak (1:180) telensefalon bdlgesinin 4 farkli seviyesinden 4 pm
kalinligindaki parafin kesitler pozitif yiikli lamlara alindi. Kesitlerin lama iyice

tutunmasini saglamak ve deparafinize etmek amaciyla kesitler 60 °C etiivde bir gece
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bekletildiler. Deparafinizasyon islemi tamamlandiktan sonra pap-pen ile kesitlerin
etrafi ¢izildi. Kit (Mouse Rabbit specific HRP/AEC ABC Detection Kit, Abcam
ab93705) icerisinde bulunan hidrojen peroksit soliisyonundan birer damla kesitlerin
iizerlerine damlatildi. Ug¢ kere PBS (P4417, Sigma-Aldrich) ile yikama
gerceklestirildi. 10X sitrat tamponu (005000, Thermo Scientific) 1:10 oraninda PBS
ile seyreltildi. Kesitler sitrat buffer soliisyonu igerisine yerlestirildi ve mikrodalgada 3
dk. 800 watt ve 10 dk. 180 wattta kaynatarak antijen geri kazanim islemi yapildi.
Sonrasinda ii¢ kere PBS yikama gerceklestirildi. Kitin igerisinde bulunan blocking
sollisyonu her bir dokunun iizerine birer damla gelecek sekilde damlatildi ve 15 dk.
beklendi. Primer antikorlarin diliisyonlar1 denemelerle belirlendi ve primer antikorlar
(Anti Miyelin Basic Protein (ab40390) 1:50, Anti Ki-67 (ab15580) 1:500, Anti-Cift
kortin (sc-271390), Anti-NeuN (MAB377) 1:500, Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein
(MAB360)) PBS ile seyreltildi ve kesitler 37 °C’de bir saat inkiibe edildi. Sonrasinda
tic kere PBS ile yikama gergeklestirildi. Kitte bulunan Biotinylated Goat Anti-
Polyvalent soliisyonunu her bir dokunun iizerine birer damla gelecek sekilde yayildi
ve 15 dk. beklendi. PBS yikamasinin ardindan Streptavidin Peroxidase soliisyon her
bir dokunun {iizerine birer damla gelecek sekilde damlatildi ve 15 dk. beklendi. AEC
soliisyonu her bir dokunun iizerine birer damla gelecek sekilde damlatildi ve 8-10 dk.
beklendi. Ardindan distile su ile bes dakika yikandi. Zit boyama i¢in Mayer
hematoksilen kesitler iizerine damlatildi ve 1,5 dk. bekletildi. Cesme suyunda 10 dk.
mordanlama gergeklestirildi. Kesitler kapatilmadan bir gece +4 °C’te bekletildi, ertesi
giin su bazli kapatici ile kesitler kapatildi. Boyanan antikorlarin ekspresyon
analizlerinin degerlendirilmesi 151k mikroskop (Nikon, Japan) altinda gergeklestirildi.

Immunohistokimyasal analizler, telensefalon bdlgesinin 4 farkli seviyesinden
alian kesitlere uygulandi. ImageJ programi (National Institutes of Health (NIH))
kullanarak nokta basina 500 pum? olacak sekilde fotograflarin {izerine noktali alan
Olctim cetveli atildi ve pozitif hiicre oram1 (%) olarak hesaplandi (Sekil 3.4).

[statistiksel analizler GraphPad (Prism 9.0.0) uygulamasi kullanilarak gerceklestirildi.
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Resim 5.4 Image] programi kullanilarak immiinohistokimyasal analizler

gerceklestirilmesi. Image] programinda noktali alan 6l¢lim cetvelinde her bir nokta

500 pm? alan1 temsil etmektedir (Biiyiitme: 20X).

5.9. Istatistiksel Analiz

Tez c¢alismasmin bulgularinin istatistiksel analizleri GraphPad (Prism 9.0.0)
kullanilarak gergeklestirildi. Shapiro-wilk testi ve Student t testi kullanild. Istatistiksel
anlamlilik degeri p< 0,05 olarak degerlendirildi.
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6. BULGULAR

Calismamizda neotenik evrede olan (Neo) grubu ve metamorfoz gecirmis
metamorfik (Met) grubu olmak flizere iki farkli yasam periyodunda olan axolotllar
kullanildi. Fiziksel disektor yontemi, immiinohistokimyasal analizler i¢in Cavalieri
yontemi ile rutin 1s1k mikroskobik ve elektron mikroskobik teknikler kullanilarak
metamorfoz siirecinde olusan olasi gelisim ve degisimlerin beyin dokusu tizerindeki
etkisi arastirildi. Neo ve Met axolotllarin telensefalon bolgelerindeki toplam néron
sayist stereolojik yontemlerden olan fiziksel disektdr yontemi ile hesaplandi. Ayrica
ayni kesitler tizerinde rutin histopatolojik degerlendirmeler gerceklestirildi.

Stereolojik analizlerde ve immunohistokimyasal analizlerde giic testi 5 olarak
tespit edildigi i¢in 5 neotenik, 5 metamorfik axolotl kullanildi. Gegirimli elektron
mikroskobu analizinde 3 adet neotenik, 2 adet metamorfik axolotl kullanildi. Taramali
elektron analizleri 2 neotenik axolotl kullanilarak gergeklestirildi. Metamorfoza
indiikleme sirasinda ii¢ axolotl 61diigiinden dolay1 arastirmamiz yedi hayvan iizerinden

gerceklestirildi. Calismalar sonucunda elde edilen bulgularimiz asagida verilmistir.

6.1 Histopatolojik Bulgular

Neo ve Met axolotllarin telensefalonlar1 medial, lateral, dorsal ve ventral
palliumdan olugmaktadir. Her iki grupta da ventrikiil limeninde koroid pleksus
bulunmaktadir. Neo ve Met axolotllarin noéronlarinda c¢ekirdekler hiicre hacminin
biiyiik bir boliimiinii kapladigi, prizmatik sekilli ependimoglia hiicrelerin ventrikiil
duvarini dosedigi goriildii. Kan hiicrelerinin morfolojilerinin ise metamorfozla birlikte

degistigi tespit edilmistir (Resim 6.27).
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6.2 Stereolojik Sonuglar

Her bir hayvan ve gruba ait cresyl violet ile boyanmis kesitler tizerinde yapilan

analizler sonucunda elde edilen toplam néron sayilari tablolarda verilmistir (Tablo 6.1-

6.3, Sekil 6.2-6.3). Hata katsayis1 (HK) ve degisim katsayis1 (DK) degerleri Sayim

sonuglarina gore hesaplandi ve her iki degerin de giiven araliginda oldugu gozlendi.

Neo ve Met axolotllarin beyinlerinin telensefalon bdlgelerinde toplam néron sayisinin

grup i¢i normal dagilim gosterdigi, gruplar arasinda toplam néron sayis1 bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 saptandi (Sekil 6.3).

Tablo 6.1 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bolgesinin fiziksel disektdr hiicre
sayim sonuglar1 (HK: hata katsayisi, SRO: sistematik rasgele drnekleme)

Hayvan No Toplam | Noise: Var Toplam | HK degeri | Ortalama
Disektor (SRO): | Var: HK degeri
hiicre
Neotenik-1 1488 1712 | 517,212 | 2005,21 0,03
Neotenik-2 1396 1396 125,6 1521,6 0,03
Neotenik-3 1689 1689 | 691,34 | 2380,34 0,03 0,04
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 bolgesinin fiziksel disektor hiicre
saymm sonuglar1 (HK: hata katsayis1, SRO: sistematik rasgele drnekleme)

Hayvan No Toplam | Noise: Var Toplam | HK degeri | Ortalama

Disektor (SRO): Var: HK degeri
hiicre

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

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

Metamorfik-3 525 525 21,80 546,80 0,04 0,05

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 bdlgesinin fiziksel

disektor hiicre sayim sonuglar1 (DK: degisim katsayisi, SS: standart sapma, SEM:
ortalama standart hata)

Ortalama
Grup DK SS SEM Toplam
Hiicre Sayis1
Neotenik 0,14 23328,31 11664,15 146842
Metamorfik 0,08 14723,98 6584,76 171418

Normal QQ plot
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Resim 6.2 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bdlgesinin hiicre
sayim sonuglarinin normalite grafigi.
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Resim 6.3 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bolgelerinin
fiziksel disektor hiicre sayim sonuglari. Sonuglar (:SEM) olarak verilmistir.

6.3 Immiinohistokimyasal Bulgular
Immiinohistokimyasal yontemlerle isaretlenmis Kkesitler iizerinde yapilan
analizler sonucunda elde edilen toplam pozitif hiicre sayilarina ait bulgular her bir

hayvan ve her bir grup i¢in asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 6.4-7, Sekil 6.4-26).

6.3.1 Anti Ki-67 immiinohistokimya sonuclari

Immiinohistokimya ydntemi kullanilarak drnekler anti Ki-67 ile isaretlendi ve
Ki-67 ifade eden hiicrelerin toplam hacmi Cavalier yontemi ile hesaplandi. Ayni
orneklerde ventrikiile farkli uzaklikta bulunan Ki-67 ifade eden hiicreler tespit edilerek
her iki gruptaki pozitif hiicreler birbirleri ile kiyaslandi. Neotenik ve metamorfik
axolotl beyinlerinde Ki-67 ifade eden hiicrelerin toplam hacimleri kiyaslandiginda
metamorfik grupta istatiksel olarak anlamli derecede fazla oldugu tespit edildi.
Telensefalon bolgesinden 1:180 drnekleme ile yapilan analizler sonucunda Ki-67 ifade
eden hiicrelerin toplam hacimlerinin metamorfozla birlikte arttigi bulundu. Cavalieri
yontemi kullanarak yaptigimiz immiinohistokimyasal incelemelerimizde ayrica koroid

pleksus bolgesindeki hiicrelerin de Ki-67 ifade ettigi gézlendi.
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Resim 6.4 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerine ait Ki-67 immiinohistokimya boyamasi (Vt: Ventrikiil, Cp: koroid pleksus,
ok basi: ventrikiil duvari, ok: Piamater, *: Artefakt).

Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon kesitlerinde
ependimoglia hiicreleri ile radialglia hiicrelerinin ventrikiil duvarinda bulunduklart ve
Ki-67 ifade eden noronlarin da ventrikiile farkli uzakliklarda bulunabildikleri tespit
edildi (Resim 6.4-4.9).
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Resim 6.5 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerine ait Ki-67 immiinohistokimya boyamasi (Vt: Ventrikiil, Cp: koroid pleksus,
ok: Anti Ki-67 ifade eden hiicreler, ok basi: Ependimoglia hiicre).
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Resim 6.6 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerine ait Ki-67 immiinohistokimya boyamasi. Ventrikiil duvarinda Ki-67 ifade
eden hiicreler (ok) bulunmaktadir. (Vt: Ventrikiil, Cp: koroid pleksus)
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Resim 6.7 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerine ait Ki-67 immiinohistokimya boyamasi. Ventrikiilden farkli uzaklikta Ki-

67 ifade eden noronlar (ok) bulunmaktadir. (Vt: Ventrikiil)
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Resim 6.8 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerine ait Ki-67 immiinohistokimya boyamasi. Ventrikiilden farkli uzaklikta Ki-
67 ifade eden noronlar (ok) bulunmaktadir. (V: Damar, Vt: ventrikiil)
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20 um

Resim 6.9 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met)axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerine ait Ki-67 immiinohistokimya boyamasi. Ventrikiilden farkli uzaklikta Ki-
67 ifade eden noronlar (ok) bulunmaktadir. (V: Damar, Vt: ventrikiil)
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Tablo 6.4 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bdlgesine ait Ki-67
immiinohistokimya Cavalieri yontemi hacim sonuglari.
Ki-67 ifade Eden Hiicrelerin Hacmi (um?3)
1. Bolge 2. Bolge 3. Bolge 4. Bolge | 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

immiinohistokimya Cavalieri yontemi hacim sonuglari.

beyninin telensefalon bdlgesine ait Ki-67

Ki-67 ifade Eden Hiicrelerin Hiicre Hacmi (um?3)

1. Bolge | 2. Bolge | 3.Bolge | 4.Bolge | 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 bolgelerine ait
Ki-67 immiinohistokimya hacim sonuglari normalite grafigi.
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Resim 6.11 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bdlgelerine ait
Ki-67 ifade eden toplam hiicre hacmi sonuglari.
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6.3.1 Anti - miyelin temel protein (MTP) immiinohistokimya sonuglari

6.3.1.1 Telensefalon

Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bdolgelerine ait
kesitlerde MTP ifade eden hiicreler sayildi. Telensefalon bolgesinde 1:180 6rnekleme
ile yapilan analizlerde her iki gruptaki deneklere ait kan hiicrelerinin MTP ifade ettigi
goriiliirken sinir sistemi hiicrelerinin MTP ifade etmedigi tespit edildi. Sinir sistemi
hiicrelerinde  MTP  ifadesi  tespit edilemediginden istatiksel  analizler
gerceklestirilememistir (Resim 6.12-4.16). MTP ifadesinin olmadiginin pozitif
kontrolii olmasi maksadiyla si¢can beyin dokusu kullanildiginda hipokampiis ve beyin
korteksi bolgesindeki miyelinli sinir liflerinin pozitif isaretlendigi gézlenmistir (Resim
6.17).
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Resim 6.12 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerine ait MTP immiinohistokimya boyamasi. (Vt:Ventrikiil)
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Resim 6.13 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerine ait MTP immiinohistokimya boyamasi. Piamaterde bulunan kan damari
(V) igindeki kan hiicrelerinin kuvvetli MTP ifadesi agik¢a goriilmektedir.

44



LT o

f ooﬁoi‘v”.

e Mo s
e

Den 2

21
P

P PN

MTP

Resim 6.14 Neotenik axolotl

telensefalon bolgesine ait

beyninin

immiinohistokimya boyamasi. MTP ifade eden merkezi sinir sistemi hiicreleri tespit

edilememistir. Kan hiicreleri MTP ifade etmektedir.
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Resim 6.15 Metamorfik axolotl beyninin telensefalon bolgesine ait MTP
immiinohistokimya boyamasi. MTP ifade eden merkezi sinir sistemi hiicreleri tespit
edilememistir. Kan hiicreleri MTP ifade etmektedir.
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Resim 6.16 Metamorfik axolotl beyninin telensefalon bolgesine

ait MTP

immiinohistokimya boyamasi. Koroid pleksus bolgesinde kan hiicreleri MTP ifade

etmektedir.

Resim 6.17 Sican beyninin MTP immiinohistokimya boyamasi. Uzunlamasina
seyreden aksonlarin etrafini gevreleyen miyelin kilifinda MTP ifadesi tespit edilmistir.
Halka igine alinan alanda miyelinli aksonlar belirgin bir bigimde anti MTP pozitiftir.

(Biiytlitme 10X ve 20X)
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6.3.1.2 Diensefalon

MTP immiinohistokimya analizleri sonucunda her iki grupta MTP ifade eden
bolgeler tespit edildi. Metamorfik axolotllarda MTP ifadesinin arttig1 gozlendi. (Resim
6.18).
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Resim 6.18 Neotenik ve metamorfik axolot beyinlerinin diensefalon bélgelerinin MTP
immiinohistokimya boyamasi. Halka igerisinde gosterilen bolgede neotenik (a,c,e) ve
metamorfik (b,d,f) axolotl MTP ifade eden sinir lifleri goriilmektedir.
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6.3.2 Anti-NeuN immiinohistokimya sonuclari

Immiinohistokimya y&ntemi kullanilarak drnekler anti NeuN ile isaretlendi ve
NeuN ifade eden hiicrelerin toplam hacmi Cavalieri yontemi ile hesaplandi.
Telensefalon bolgesinde yapilan analizlerde her iki grupta ventrikiil duvarindan farkli
uzakliklarda NeuN ifade eden hiicreler goriiliirken metamorfik grupta ventrikiil
duvarin1 doseyen ependimoglia hiicrelerin oldugu bolgelerde NeuN ifade eden
hiicreler tespit edildi (Resim 6.19-4.21). Ayni 6rneklerde NeuN ifade eden hiicreler
esas alinarak her iki grup birbirleri ile karsilastirildi (Tablo 6.6-4.7). Neotenik ve
metamorfik axolotl beyinlerinde NeuN ifade eden hiicrelerin toplam hacimleri
kiyaslandiginda metamorfik grupta istatiksel olarak anlamli derecede daha fazla
oldugu tespit edildi (p=0,0228) (Resim 6.22-4.23). Telensefalon bolgesinde yapilan
analizler sonucunda NeuN ifade eden hiicrelerin toplam hacimlerinin metamorfozla

birlikte arttig1 saptandi.
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Resim 6.19 Neotenik axolot beyninin anterior bolgesinin NeuN immiinohistokimya
boyamasi. Piamaterden (ok basi) farkli uzakliklarda NeuN ifade eden hiicreler (ok)

bulunmaktadir (b,d,f). (a,c,e: negatif kontrol, OIf N: olfaktor sinir)
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Resim 6.20 Neotenik axolot beyninin telensefalon bdlgesinin  NeuN
immiinohistokimya boyamasi. Ventrikiil duvarindan farkli uzakliklarda NeuN ifade
eden hiicreler (ok) bulunmaktadir (b,d,f). NeuN ifade eden hiicreler Ventral
telensefalon (d) ve dorsal telensefalon (f) ok ile gosterilmektedir (a,c,e: negatif kontrol,
Vt: ventrikiil).
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Resim 6.21 Metamorfik axolot beyninin telensefalon bdolgesinin  NeuN
immiinohistokimya boyamasi. Ventrikiil duvarindan farkli uzakliklarda NeuN ifade
eden hiicreler (ok basi) bulunmaktadir. Anti-NeuN negatif hiicreler (ok) ile
gosterilmistir. (Lp: Lateral pallium, Mp: medial pallium, Vp: ventral pallium, Vt:
ventrikiil)
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Tablo 6.6 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bolgesine ait Cavalieri yontemi

NeuN immiinohistokimya hacim sonuglari

NeuN Pozitif Hiicre Hacmi (um?®)

1. Bolge 2. Bolge 3. Bolge 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 bolgesine ait Cavalieri yontemi

NeuN immiinohistokimya hacim sonuglari

NeuN Pozitif Hiicre Hacmi (um?®)

1. Bolge 2. Bolge 3. Bolge 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 bélgelerine ait
NeuN immiinohistokimya hacim sonuglari normalite grafigi.
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Resim 6.23 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bdlgelerine ait
NeuN ifade eden toplam hiicre hacmi sonuglari.
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6.3.3 Anti-GFAP (Glial Fibriller Asidik Protein) immiinohistokimya Sonuclari

Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bolgelerine ait
kesitlerde GFAP ifade eden hiicreler analiz edildi. Telensefalon bolgesinde analizlerde
her iki gruptaki axolotllarda ependimoglia hiicrelerinin GFAP ifade ettigi goriiliirken
metamorfik grupta GFAP ifade eden hiicre uzantilarinin daha genis alanlara uzandigi
gozlendi (Resim 6.24-4.26).

Telensefalon & Ependimoradiaglia Hiicre
Dp

Mp

Resim 6.24 Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bolgelerine ait
GFAP immiinohistokimya boyamasi. Ventrikiil duvarinda GFAP ifade eden hiicreler
bulunmaktadir. (Dp: Dorsal pallium, Lp: lateral pallium, Mp: medial pallium, Vp:
ventral pallium, Vt: ventrikiil)

55



Resim 6.25 Neotenik axolotl beyninin telensefalonuna ait GFAP immiinohistokimya
boyamasi. Dorsal telensefalon (a,c) ve ventral telensefalon (b) ventrikiil duvarinda
bulunan GFAP ifade eden hiicreler (ok) ve uzantilar1 (ok basi) gosterilmistir. Anterior
telensefalon (d) ventrikiil baslangicinda bulunan GFAP ifade eden hiicreler ve
uzantilar1 goriilmektedir. (Vt: Ventrikiil)
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Resim 6.26 Metamorfik axolotl beyninin  telensefalonuna ait GFAP
immiinohistokimya boyamasi. Ventrikiil duvarinda bulunan GFAP ifade eden hiicreler
(ok) ve uzantilar1 (ok basi) gosterilmistir. (d) Kan damari etrafin1 saran GFAP ifade
eden hiicre uzantilar1 goriilmektedir. (Vt: Ventrikiil)
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6.4 Toluidin Mavisi Boyama Sonuclar:

Araldite gomiilen rezin bloklardan 500 nm kalinliktaki kesitler toluidin mavisi
ile boyand1 ve histopatolojik analizler gergeklestirildi. Neotenik axolotlda mekik
seklinde olan kan hiicrelerinin metamorfik axolotlda oval sekilli oldugu tespit edildi
(Resim 6.27). Metamorfik axolotlda ependimoglia hiicrelerinde morfolojik
degisiklikler gozlemlendi. Metamorfik axolotlin néron ¢ekirdeklerinde vezikiiler
bosluklarin varligi belirgindi (Resim 6.28). Telensefalonda farkli biiyiiklik ve
caplarda miyelinli sinir lifleri tespit edildi (Resim 6.29-4.30). Neotenik axolotlin
telensefalon bolgesinin lateral palliumdaki ndronlar ile medial pallium bolgesinde
bulunan néronlarin gekillerinin farkli oldugu tespit edildi. Lateral palliumdaki néronlar
prizmatik sekilli iken medial palliumdaki néronlarin ise yuvarlak sekilli olduklari fark
edildi (Resim 6.31). Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerinde ventrikiil duvarinda tek sira halinde siralanan ependimoglia hiicrelerden

bazilarinin apikal kisminda salgi keseleri tespit edildi (Resim 6.32).

58



Resim 6.27 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalonunda
bulunan kan damarlar1 (V), eritrositler ve diger kan elamanlart.
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Resim 6.28 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyinlerinin telensefalon
bolgelerinde Vventrikiil etrafinda dizilmis ependimoglia hiicreler ve noronlar
goriilmektedir. Metamorfik noron c¢ekirdeklerinde ¢ok sayida vezikiiler bosluklar
bulunmaktadir. (Vt: Ventrikiil, ok: vezikiiler bogluk) (Toluidin mavisi, Olympus 1s1k
mikroskobu, biiyiitme 40X ve 100X)
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[l Medial pallium
B Dorsal pallium
B Lateral pallium
[ coa

Ventral pallium

Hea

Resim 6.29 Neotenik axolotl beyninin sematize goriintiisii ve farkli seviyelerdeki
miyelinli sinir lifleri. (A) Axolotl beyninin makroskobik sematik goriintiisii, analiz i¢in
aldigimiz kesitlerin alindig1 diizeyi gosteren yer kirmizi okla gosterilmektedir. (B)
Neotenik axolotl beyninin telensefalon goriintiileri. Telensefalon (a) bolgesinin bir
boliimiiniin goriintiisii. Halka ig¢erisinde miyelinli sinir lifleri (b, c, d).
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Resim 6.30 Metamorfik axolotl beyninin sematize goriintiisii ve farkli seviyelerdeki
miyelinli sinir lifleri. (A) Axolotl beyninin makroskobik sematik goriintiisii, analiz i¢in
aldigimiz kesitlerin alindig1 diizeyi gosteren yer kirmizi okla gosterilmektedir. (B)
Metamorfik axolotl beyninin telensefalonu goriintiileri. (a,c) Telensefalon bolgesinin
bir boliimiiniin goriintiisii. (b, d), halka igerisinde miyelinli sinir lifleri.
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Resim 6.31 Neotenik axolotl beyninin sematize goriintiisii ve telensefalon ve
diensefalon bolgelerinden alinan kesitlerin genel goriintiisii goriilmektedir.) | numaral
alanin 40X ile ¢ekilmis goriintiisiinde lateral pallium bolgesinde piramidal sekilli
noronlar ok baslar1 ile gosterilmistir (a,0). Il numarali alanin 40X ile ¢ekilmis
goriintlistinde tek sira halinde dizilmis koroid pleksus hiicreleri ok baslar ile
gosterilmistir (c,d). I numarali alanin 40X ile ¢ekilmis goriintiisiinde medial pallium
bolgesinde yuvarlak sekilli noronlar ok baslari ile gosterilmektedir (e,f).
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Resim 6.32 Neotenik (Neo) axolotl beyninin telensefalon bolgesinde ventrikiil
etrafinda tek sira halinde siralanan ependimoglia hiicrelerinin apikal kisminda (oklar)
salgi iirlinti goriilmektedir. (Vt: Ventrikiil)

6.5 Elektron Mikroskop Sonuclari

6.5.1 Gegirimli elektron mikroskop sonuglari

Elektron mikroskobik analizler i¢in araldite gomiilen doku bloklarmdan 70 nm
kalinlikta aliman Kesitlerde histopatolojik analizler gerceklestirildi. Neotenik ve
metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon boélgelerinden alinan goriintiilerde
analizler yapildi. Metamorfik axolotl néron g¢ekirdeklerinde vezikiiler bosluklarin
varlig1 belirgindi. Neotenik ve metamorfik axolotl ndron ¢ekirdekleri sitoplazmanin
bliylik bir kismini kaplamaktaydi. Neotenik axolotl ndronlarinin ¢ekirdekleri
okromatin yapidayken, metamorfik axolotl ndronlarin ¢ekirdeklerinin heterokromatik
yapida oldugu gozlendi (Resim 6.33-35, 39, 42). Neotenik ve metamorfik axolotl
telensefalon bolgesinde miyelinli sinir liflerinin oldugu tespit edildi. Neotenik ve
metamorfik axolotllarin miyelin lamel yapilarimin birbirlerinden farkli oldugu
gbzlemlendi. Telensefalonda ve omurilikte farkli biiyiikliik ve ¢aplarda miyelinli sinir
lifleri tespit edildi (Resim 6.36, 39- 44). Neotenik axolotlun telensefalonu dura
materinde desmozom yapilart goriintiilendi. Mikroglia benzeri hiicreler,
oligodendroglialar ve lipofuksin benzeri yapi igeren hiicreler neotenik grupta gézlendi
(Resim 6.33-35,44).

Neotenik ve metamorfik axolotl diensefalon bolgesinde immiinohistokimyasal
analizlerde hiicre periferinde MTP pozitif graniillerin varlig1 tespit edildi. Bu
graniillerin MTP ifadesiyle iliskisinin agiklanmasi i¢in enblock yontemi kullanilarak
seri kesitler alindi ve elektron mikroskop analizleri gerceklestirildi. Diensefalonda

gerceklestirilen 151k ve elektron mikroskop analizleri, bu graniillerin pigment kaynakli
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olabilecegini diisiindiirmektedir. Grup halinde organize olan ve sitoplazmalarinda
pigment iceren hiicrelerin varlig: tespit edildi (Resim 6.45).

Telensefalon ve diensefalon boélgelerindeki ependimoglia hiicrelerinin
analizleri 1sik ve elektron mikroskoplar1 kullanilarak yapildi. Prizmatik sekilli
ependimoglia hiicrelerinin ventrikiil ¢evresinde tek sira halinde sikica dizildigi ve
apikallerinde biiyiik keselere sahip oldugu gozlendi. Iki farkli elektron doku takibi
yapilmasina karsin, elektron mikroskobik analizler sonucu salgi keselerinin igerigi
kesin olarak belirlenemedi. Kese igerigindeki maddelerin karbonhidrat olabilme
ihtimali g6z Oniinde bulundurarak parafin kesitlerinde PAS ve alsiyan mavisi ile
boyamalar yapildi ve 11k mikroskobunda incelendi. Bu keseler PAS negatif iken,
alsiyan mavisi ile pozitif boyandilar. Karbonhidrattan zengin keselerin elektron
goriintiileri ve kopiiklii yapist memeli Goblet hiicrelerinde goriilen salgi keselerine

benzemekteydi (Resim 6.46).
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Resim 6.33 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalon
bolgesinden gekilen gegirimli elektron mikroskop goriintiiler. (Neo) noronlar (N) ve
miyelinli aksonlar (ok) goriilmektedir. (Met) axolotlda morfolojik olarak degisime

ugrayan noronlar (N) goriilmektedir.
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Resim 6.34 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalon
bolgesinden c¢ekilen gecirimli elektron mikroskop goriintiiler. Neotenik axolotl
noronlart (N) ve miyelinli aksonlari (ok) goriilmektedir. Metamorfik axolotlda

morfolojik olarak degisime ugrayan noronlar (N) goriilmektedir.
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Resim 6.35 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalon
bolgesinden ¢ekilen gegirimli elektron mikroskop goriintiiler. Neotenik axolotl ait
noronlar (N) goriilmektedir. Metamorfik axolotl ait néronlarin (N) ¢ekirdeklerindeki
yapisal degisim fark edilmektedir.
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Resim 6.36 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl beyninin telensefalon
bolgesinden ¢ekilen gegirimli elektron mikroskop goriintiiler. Neotenik axolotl
aksonlart kompakt olmayan miyelin lamelleri ile gevrelenirken, metamorfik axolotl
aksonlarin ise daha siki paketlenen miyelin lamelleri ile g¢evrelendikleri
gozlenmektedir. (Ax: Miyelinli aksonlar)
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Resim 6.37 Neotonik (Neo) axolotl beyninin telensefalon bdlgesinden c¢ekilen
gecirimli elektron mikroskobik goriintiiler. Dura materde (D) bulunan desmozomlar
koyu kalin gizgiler bigiminde goértilmektedir. (N: Noron).
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Resim 6.38 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bolgesinden gecirimli elektron
mikroskop ile ¢ekilen kan hiicrelerine ait goriintiiler. Eritrositlerin (E) cekirdekli
olduklar1 gézlenmektedir. Bazofil (B); Monosit (M).
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Resim 6.39 Neotenik (Neo) axolotl beyninin telensefalon bolgesinden ¢ekilen
gecirimli elektron mikroskobik goriintiiler. Noronlarin (N) ¢ekirdeklerinin ¢ok biiyiik,
sitoplazmalarinin sinirli miktarda oldugu, ayrica dokuda bulunan miyelinli sinir
liflerinin kompakt olmayan miyelin kiliflara sahip olduklari1 goriilmektedir.
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Resim 6.40 Neotenik axolotl beyninin telensefalon bolgesinden ¢ekilen gegirimli
elektron mikroskobik goriintiiler. Noronun yaninda kompakt yapida miyelin kilifina
sahip sinir lifi demeti (Ax) goriilmektedir (a). Etrafini noéropilin c¢evreledigi bir
mikroglia benzeri hiicre (Mg) (b) ve hiicrenin etrafindaki noropil (akson ve dendrit
uzantilari) gézlenmektedir (c). Lipofuksin oldugu diistiniilen yap1 (ok) goriilmektedir

().

73



Resim 6.41(a-d) Metamorfik axolotl beyin dokusunun telensefalon bolgesinin gri
maddesinden ¢ekilmis gegirimli elektron mikroskobik goriintiiler. Dokudaki biiyiik
capli miyelinli sinir liflerinin etrafindaki miyelin kiliflarindaki lamellerin bazi
bolgelerde birbirinden ayrildigi, boncuk big¢imli yapilarla lamellerin birbirine
tutundugu goézlenmektedir.

Resim 6.42 Neotenik axolotl omurilik (Neo Sc) dokusundan ¢ekilmis gegirimli
elektron mikroskobik goriintiiler. Farkli ¢apta miyelinli aksonlar (Ax) goriilmektedir.
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Resim 6.43 Metamorfik axolotl omurilik (Met Sc) dokusundan gekilmis gegirimli
elektron mikroskobik goriintiiler. Dokudaki biiyiikk ¢apli miyelinli sinir liflerinin
etrafindaki miyelin kiliflarindaki lamellerin bazi1 bdlgelerde birbirinden ayrildigi,
lamellerin farkli noktalardan birbirlerine tutundugu gézlenmektedir.
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Resim 6.44 Neotenik (Neo) ve metamorfik (Met) axolotl gegirimli elektron mikroskop
ile ¢ekilmisg goriintiiler. Miyelinli aksonlarin (Ax) etrafindaki miyelin kilifi tireten
oligodendroglialar (Og) goriilmektedir.
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Resim 6.45 Neotenik axolotl beyin dokusunun diensefalon bdlgesinden gekilmis
gecirimli elektron mikroskobik goriintiiler. Grup halinde organize olmus noéronlarin,
pial yiizeye bakan bolgelerinde siyah graniiler yapilar (kirmizi kesikli daireler) tespit
edilmistir (a, b, c). Kesikli ¢izgi ile isaretlenmis néronun hiicre igerisinde bulunan
elektron yogun yapilar (oklar) goriilmektedir (¢, d). Bu noronlar katekolaminerjik
noron olabilir. Hiicre sitoplazmasinda kirmizi ile isaretlenen yapilarin néromelanin
olabilecegi disiiniilmektedir (f).
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Resim 6.46 Neotenik axolotl beyinin telensefalon bolgesinde ventrikiil etrafinda
siralanan ependimoglia hiicrelerin apikal kisminda bulunan salgi iiriiniiniin (halka
icerisinde) 151k (a,c) ve gegirimli elektron (b,d) mikroskobik gorintiler. Salgi
graniiliiniin kristaloit yapis1 dikkat ¢cekmektedir. Neotenik axolotlin ventrikiile bakan
duvarinin parafin kesitleri goriilmektedir (e,f). Grantllerin PAS (oklar) ile
boyanmadigi (e), alsiyan mavisi (oklar) ile boyandig: gériilmektedir (f).
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6.5.2 Taramah elektron mikroskop sonuglari

Taramali elektron mikroskop analizleri igin kritik kurutma yapilan neotenik
axolotl beyninin telensefalon ve diensefalonda bulunan ependimoglia hiicreler
taramali elektron mikroskobu kullanilarak incelendiginde, prizmatik sekilli
ependimoglia hiicrelerinin ventrikiil ¢evresinde tek sira halinde sikica dizildigi ve bu
hiicrelerin ventrikiiler yiizeye bakan kisimlarmin bir 6zel tabaka ile kaplandig:
gozlenmektedir. Bircok silya ve hiicre salgilarindan olusan ortii, ependimoglia
hiicrelerinin ventrikiilere bakan yiizeylerinde fark edilmektedir. Orta beynin bir
bolgesinde ventrikiile bakan hiicrelerin apikal yiizeyinde ¢ok sayida apikal ylizey
Ozellesmesi gozlemlendi. Diensefalonun bir bdlgesinde bazi hiicrelerin apikal
yiizeyinde 6zel yapilar bulunmazken, diger bir bolgesinde ise hiicre apikal yiizeyinde

farklt morfolojide silya yapilar1 gozlendi (Resim 6.39-4.44).

6.5.2.1 Telensefalon

Resim 6.47 Neotenik axolotl beyninin telensefalonundan gekilen taramali elektron
mikroskop goriintiileri. Ventrikiil (Vt) limeninde koroid pleksus (Cp) goriilmektedir
(a, b). Ependimoglia hiicrelerinin diizenli dizilimi dikkat ¢gekmektedir (oklar). Apikal
ylizeyleri genislemis, bazal kisimlart ise boru bigimli olan ependimoglia hiicrelerin
siralt dizilimi gozlenmektedir (oklar) (c). Ependimoglia hiicrelerinin hemen alt
tarafinda kompakt halde diizenlenen ndronlar goriilmektedir (d).
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6.5.2.2 Diensefalon

Resim 6.48 Neotenik axolotl beyninin diensefalonun taramali elektron mikroskop
gortntiileri. Ventrikiller (Vt) yiizeyde ylizeye paralel seyreden silyum oldugu
diisiiniilen yapilar goriilmektedir (oklar).

Ventrikiilii sinirlandiran taraftaki hiicreler ¢ogunlukla huni bi¢imli iken i¢
kisimlardakilerin kiire bi¢imli oldugu, ayrica buradaki hiicrelerin sikica paketlendigi,
hiicreler arasi1 araligin ¢ok az oldugu fark edilmektedir. Ependimoglia hiicrelerin
ventrikiile bakan ylizeylerinde silyum ve salgt iirlinlerinin olusturdugu ortii

gozlenmektedir (Resim 6.49,50).
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Resim 6.49 Neotenik axolotl beyninin diensefalon bdolgesinden ¢ekilen taramali
elektron mikroskop gorintiileri. Diensefalonun ventrikiile bakan duvarindaki
hiicrelerin organizasyonu goriilmektedir (a, b, ¢). Ependimoglia hiicrelerin ventrikiile
bakan ylizeylerinde silyum ve diger hiicre elemanlarmin olusturdugu ortii
gozlenmektedir (oklar).
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Resim 6.50 Neotenik axolotl beyninin diensefalon bolgesinin taramali elektron
mikroskop goriintiileri. Ependimoglia hiicrelerinin ventrikiile bakan yiizeyinde kalin
bir 6rtli tabasinin oldugu goriilmektedir (oklar) (c). Ependimoglia hiicrelerinin apikal
yilizeyinden bakildiginda sinirli sayida hiicrenin silyumlu oldugu (ok basi), ayrica bu
tabakadaki hiicrelerin apikal yiizeye yakin sitoplazmalarinda vakuoler yapilarin varligi
goriilmektedir (oklar) (e,f). (Vt: Ventrikiil)

Ventrikiile yakin olan alanda kiire bigimli hiicrelerin yogunlugu, kars1 tarafinda
ise sinir hiicrelerinin uzantilarinin transfer kesitlerinin olusturdugu stingerimsi goriinti

dikkat ¢ekmektedir (Resim 6.51).
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Resim 6.51 Neotenik axolotl beyninin diensefalon duvarinin ventrikiil tarafindan
baslayip (sag taraf), beynin cevresini Orten zarlara (sol taraf) kadar uzanan duvarin
taramal1 elektron mikroskop goriintiisii. (Vt: Ventrikiil, ok:ndron)

Taramali elektron mikroskobik goriintiilerde, diensefalonun ventrikiil
duvarinda bulunan hiicrelerde apikal yiizey 6zellesmeleri tespit edildi. Bu yapilar
memelilerdeki olfaktor mukozada bulunan duyu noéronlarinin apikal kisminda
gozlenen olfaktor vezikiil ve silyumlara benzemektedir. Yanyana organize olmus
hiicrelerden birinin apikal yiizeyinde herhangi bir tipik 6zel yap1 yokken, diger hiicre
de ise apikal yiizey dzellesmesinin varlig1 dikkat gekmektedir (Resim 6.52).

Resim 6.52 Neotenik axolotl beyninin diensefalon bélgesinin taramali elektron
mikroskop goriintiileri. Duvarin ventrikiile bakan yiizeyindeki hiicrelerin apikal
kisimlarinda ¢ok sayida apikal yiizey 6zellesmeleri (ok basi) bulunmaktadir (d).
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Taramal1 elektron mikroskobik goriintiilerde, diensefalon hipotalamus
bolgesindeki ventrikiil duvarinda bulunan hiicrelerde farkli apikal yiizey 6zellesmeleri
tespit edildi. Hipotalamus bolgesinde bulunan ependimoglia hiicrelerinin mikrovillus
ve silyum yapilart gosterildi. Bu hiicrelerin gévdesinden ¢ikan silyumlarin salgi

keseleri oldugunu diisiindiigiimiiz yapilart sardig1 gosterildi (Resim 6.53).

Resim 6.53 Neotenik axolotl beyninin diensefalon taramali elektron mikroskop
gortintiileri. Hipotalamus bolgesinde (kesikli dikdortgen) ependimoglia hiicrelerinin
ventrikiile bakan yiizeyindeki silyumlar ve silyumlar tarafindan sarilmis salgi keseleri
(ok bas1) goriilmektedir (d). Salginin yapildigi hiicre yiizeyi (ok) goriilmektedir (f).
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7. TARTISMA

Sinirbilim alaninda yapilan axolotl beyin dokusuna ait histolojik ¢alismalarin
rejenerasyon ve yeniden yapilanma hakkinda onemli veriler saglama potansiyeli
vardir. Calismamizda metamorfoza indiiklenen neotenik axolotl beyin dokusunun
morfolojik ve hiicresel degisiklige ugradig1 gosterildi. Bir ¢aligmada hem metamorfoz
oncesi hem de sonrasi yetiskin axolotllarin, dorsal paliyumunda bolgesel yaralanma
olusturuldugunda noéronlarinin yenilenebildigi gosterilmistir (2). Axolotlin g¢esitli
noron serilerini yenileyebildigi ve olusan yeni ndronlarin elektrofizyolojik olarak aktif
hale gelerek afferent sinyalleri aldigi gosterilmistir (2).

Gruplardaki hayvan sayilarini belirlemek i¢in gii¢ analiz testi yapildiginda her
grupta bes hayvan olmasi1 gerektigi saptandi. Axolotlin telensefolon bdlgesindeki
hiicrelerin toplam sayist stereolojik yontemlerden olan fiziksel disektor yontemi
kullanilarak tespit edildi. Elde edilen sayim sonuglarina gore HK ve DK degerleri
hesaplandi. HK ve DK degerlerinin giiven aralig1 icinde olmasiyla grup ici dagilimin
homojenligi ve 6rnekleme stratejisinin dogrulugu teyit edildi.

Birgok hiicre tipi, viicudumuzun normal islevleri i¢in siirekli olarak ¢ogalir ve
yenilenir. Proliferasyon, hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasi siirecidir. Bu siireg, hiicre
siklusunun farkli evrelerinde yer alan molekiiler mekanizmalar tarafindan diizenlenir.
Proliferasyon belirtegleri, hiicrelerin proliferasyon siirecinde hangi evrede olduklarini
ve nasil diizenlendiklerini belirlemek icin kullanilan molekiillerdir. Bu belirtegler,
hiicre siklusunun farkli evrelerindeki gen ekspresyonu, protein seviyeleri ve
aktiviteleri gibi gesitli faktorlere dayanir. Ki-67 proteini, hiicre boliinmesinin G1, S,
G2 ve M fazlarinda yiiksek oranda ifade edilir ve hiicrelerin proliferasyon hiziyla
iligkilidir (71,72).

Insan ve bircok memeli tiiriinde beyin gelisimi, yetiskinlik dénemine kadar
devam eden karmasik bir siireci kapsamaktadir (73). Gelisim siireci, yeni néronlarin
olusumunu ve Oliimiinii kapsayan olaylar dizisidir. Gelisimsel hiicre oliimi tiim
omurgalilarda beyin gelisiminin 6nemli bir 6zelligidir. Memelilerde baslangigta
tiretilen noronlarin yaklasik yarisi perinatal donemde apoptoza ugramaktadir. Hiicre
i¢i proteinlerin 6liime neden olan kaspaz-3 aktivasyonu ve apoptoz gelisimsel noronal
hiicre 6limiinde goriiliir (73). Ahern ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma sonuglarina

gore hiicre 6liim periyodunun farelerde biiyiik 6l¢liide dogum sonrasi ilk haftada
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oldugu ve birgok beyin bolgesinde dogumdan sonraki ilk ii¢ giin i¢cinde en yiiksek
diizeyde hiicre oliimiiniin gergeklestigini tespit etmislerdir (74). Dogumla birlikte
gerceklesen hiicre Oliimii gesitli hormonlarin ve proinflamatuar sitokinlerin etkisi
altinda olabilir (73).

Telensefalon bolgesinden sistematik rasgele 6rnekleme ile alinan kesitlerde
anti-Ki-67 proliferasyon belirteci ile immiinohistokimyasal analizler yapilarak
metamorfik axolotllarin neotenik axolotllara gore Ki-67 ifade eden hiicre sayilarinin
istatiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir. Metamorfik aksolotllarda Ki-
67 ifade eden hiicrelerin sayisinin daha fazla olusu ndronlarin aktif olarak prolifere
oldugunu gostermektedir. Neotenik aksolotllarin metamorfoz gegirmesi igin
kullandigimiz T4 hormonu telensefalon bdlgesindeki hiicreleri proliferasyona
indiiklemis olabilir (75).

Metamorfik aksolotllarin telensefalon bolgelerinde metamorfoz ile hiicre
proliferasyonunun arttig1 sonucunu elde ettigimizde toplam ndron sayisinda da artis
gosterebileceklerine yonelik beklentimiz oldu. Fakat, stereolojik analizlerimiz
telensefalon bolgesinde toplam ndron sayisinin metamorfozla degismedigini gosterdi.
Metamorfoz dncesi ve sonrasinda toplam noron sayisinda bir degisiklik olmadigi elde
edilen verilerin istatiksel analizleri sonucunda tespit edildi. Metamorfoz sonrasinda
telensefalon bolgesinde toplam noron sayisinda istatiksel olarak anlamli bir degisiklik
tespit edilemezken proliferasyon belirteci olarak kullanilan Ki-67’yi ifade eden hiicre
sayisinda istatiksel olarak anlamli bir artisin olmasi disiindiiriiciidiir. Metamorfik ve
neotenik axolotl beyinlerinin telensefalon bolgelerindeki olgun noronlari tespit etmek
icin yaptigimiz NeuN immiinohistokimya analiz sonuglarina gére metamorfik aksolotl
beyinlerindeki olgun ndronlarin sayilarinin neotenik aksolotllarin olgun ndron
sayilarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis oldugu tespit edilmistir.
Toplam hiicre sayilarmi karsilastirdigimiz stereolojik analiz sonug¢larimiza gore
gruplar arasinda toplam hiicre sayilarinda farkliligin olmayis1 olgunlasan hiicre
sayisindaki bu artis ile de agiklanabilir. Toplam hiicre sayisinda farkliligin olmayisi
fakat prolifere olan ndronlarin sayisinin fazla olusunun nedeni metamorfoz siirecinde
hizla gergeklesen hiicre Oliimleri de olabilir. Baska bir ifade ile metamorfoz
memelilerin perinatal dénemlerindeki noronal hiicre 6liimlerine benzer bir siireci de

baglatmis olabilir. Bu siirecin hangi yonde ve mekanizma ile ger¢eklestigini belirlemek
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ve farkli evrelerdeki gelisim siirecinde medial, lateral ve dorsal telensefalonlardaki
apoptotik hiicrelerin organizasyonlar1 ve oranlarinin agiklanmasi i¢in apoptoz
belirtegleri kullanilarak yapilacak yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Isik ve elektron mikroskobik tekniklerle axolotllarda ventrikiiliin etrafini
doseyen ependimoglia hiicrelerin morfolojik organizasyonlar incelendi. Neotenik ve
metamorfik axolotllarin ependymoglia hiicrelerinin apikal yiizeyinde kese igerisinde
depolanmis salgi maddeleri gozlemlendi. Elektron mikroskobik analizler igin
hazirlanan dokulardan alinan 500 nm kalinliktaki kesitlerde ventrikiiliin etrafini
doseyen hiicrelerin apikal yiizeyinde tespit edilen iirlin parafin kesitlerde alsiyan
mavisi ile boyandiginda bunlarin mukopolisakkarit igerikte oldugu tespit edildi.
Amfibi ve baliklara ait beyin ve omurilikler iizerinde yapilan ¢aligmalarda ventrikiil
etrafina dizilen, pial ylizeye dogru ayakg¢ik uzatan hiicrelerin varligi ve bu hiicrelerin
yeni noronlarin kaynagi oldugu gosterilmistir (28,39,76). Newt ve axolotl iizerinde
yapilan ¢alismalarda telensefalonun ventrikiil duvarmni déseyen bu hiicrelerin beyin
gelisimi, bliylimesi ve rejenerasyonunda gorev aldiklar1 ve yeni néronlarin da kaynagi
olduklar1 gosterilmistir. Bu hiicrelerin, astrosit belirteci olan glial fibriller asidik
protein (GFAP), glutamin sentaz ve aquaporin 4'li ifade etmesi memeli sinir
sistemindeki progenitor hiicreler olan radialglial hiicrelere benzer 6zellikte olduklarini
diistindiirmektedir (39). Bu nedenle yetiskin amfibiler ve baliklarda bulunan bu
hiicreler ependimo-radyal glia (ERG) olarak adlandirilmiglardir (77). Buna ek olarak
ERG'ler "radyal glia" (78), "tanisit" (79) veya "ependymoglia" olarak da
isimlendirilmiglerdir (29). Lust ve ark. yaptiklar1 bir g¢alismada onbes farkli
transkripsiyonel ERG hiicre grubu tespit etmislerdir (46). Bu hiicreler ii¢ ana grup
altinda smiflandirilmis  olup bunlar; sessiz (quiescent) ependimoglia, aktif
ependimoglia ve néron Onciilii yeni (novel) ependimogliadir.

Urodel omurilik rejenerasyonunda ependimal hiicrelerin rolii arastirilmistir.
Calismalarda ependimal hiicrelerin biiyiime faktorii ve retinoid yanit olusturma ile
ekstraselliiler olusum ve yikimda gorev almalarmin yani sira hiicre iskeleti
degisiklikleri, aksonal biiyiime ile iliski olduklari, kdk hiicre gérevlerinin bulundugu
ve dorsal-ventral agin tekrar yapilanmasinda goérev aldiklari gosterilmistir (80).

Yetigkin zebra baligi beyin dokusunda yapilan arastirmalarda ndronlarin

stirekli olarak ftiretildigi farkli ¢ogalma noktalar1 saptanmistir (81,82). Bu ve diger
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gozlemlerden yola cikarak, beyindeki homeostatik nérogenezin genis dagiliminin, bu
hayvanlardaki kapsamli rejeneratif yetenegin altinda yatan bir bilesenin varligindan
kaynaklandig1 savunulmaktadir (83). Bununla birlikte, bu baglantinin daha fazla teste
ithtiyaci vardir, ¢linkii dogal olarak meydana gelmedigi tiirlerde fonksiyonel noronal
replasman i¢in germinal olmayan bolgelerin devreye girme olasiligini i¢in dnemlidir
(21).

Hayvan hiicre zarinda ve hiicre dis1 matriskte bulunan mukopolisakkaritler
veya glikozaminoglikanlar (GAG'ler), organogenez ve biiylime kontrolii, hiicre
adezyonu, sinyal iletimi, iltihaplanma ve patojenlerle etkilesimlerde ©nemli
molekiillerdir (84,85). Norodejeneratif hastaliklar hakkinda yapilan arastirmalarda
GAG'larin biyolojik etkileri ve seviye farkliliklart arastirllmigs olup GAG'larin
potansiyel terapotik ajanlar olarak kullanilabilecekleri savunulmaktadir. Alsiyan
mavisi hem siilfatlanmis hem de karboksillenmis asit mukopolisakkaritleri, ayrica
stilfatlanmig ve karboksillenmis sialomusinleri (glikoproteinler) boyamaktadir (86).
Calismamizda ventrikiil etrafina dizilmis, apikal yiizeylerinde mukopolisakkarit
keseleri olan, bazal yiizeylerinde ise daha kiigiik salgi tiriinleri tespit edilen
ependimoglialarin oldugu gdzlenmistir. Bu hiicreleri detayli olarak tanimlayabilmek
icin ¢alismamizi daha ileri gotiirerek alsiyan mavisi boyamasi ile histolojik
incelemelerini ve elektron mikroskobu analizi ile de ultrastriiktiirel incelemelerini
gerceklestirdik. Histolojik ve ultrastriiktiirel incelemelerimiz apikalinde kese bulunan
bu ependimoglia hiicrelerinin 151k ve elektron mikroskobik ozelliklerinin goblet
hiicrelerine benzer yapida oldugunu goéstermektedir. Bu hiicrelerin alsiyan mavisi
boyama incelemesinde goblet hiicrelerinde oldugu gibi mavi boyandiklar1 ve elektron
mikroskobu ile ultrastriiktiirel incelenmesinde de goblet hiicresinin yap1 6zelliklerine
sahip olduklar1 saptandi. Axolotl beyninde ventrikiil duvarinda bulunan bu goblet
benzeri hiicreler, herhangi bir skar olusumu olmaksizin hiicre proliferasyonu,
farklilasmasi ve rejenerasyonu i¢in GAG firetiyor olabilir, beyin ventrikiil gelisimine
katkida bulunuyor olabilir ve BOS akisinda rol oynayabilirler. Hiicre yapisi
incelendiginde bu yapisal organizasyon, hiicre icerisinde bazalden apikale veya
apikalden bazale dogru bir tagima siirecinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Horstman (1954), hiicresel uzantilarin1 genis mesafelere yayan ependimoglia

hiicrelerini “tanisit” (“gerilmis hiicre”) olarak isimlendirmistir (87). Tanisitler,
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omurgalilarin merkezi sinir sisteminde bulunan en yaygin makroglia tiirtidiir.
Tanisitler median eminens ve sirkumventrikiiler organ bdlgesinde siki baglantilarla
kan-beyin bariyerinde gorev alirlar (87). Bu hiicrelerin yetiskin hipotalamik
norojenezde yeni noronlarin iretilmesinde gorev aldigi bilinmektedir (88).
Tanisitlerin, nestin gibi noral kok hiicre belirteglerini, notch yolu bilesenlerini ve Rax
gibi hipotalamik progenitére Ozgii transkripsiyon faktorlerini ifade ettikleri
saptanmistir (20, 21). Tanisitler yetiskin memelilerde olduk¢a ince bir tabaka
bi¢iminde beyin dokusunun belirli bolgelerinde bulunurlar. Bu bolgeler diensefalik
ticlincti ventrikiiliin duvari, mezensefalonun dorsal ve ventral duvarlari, dordiincii
ventrikiilin taban1 ve omurilik merkezi kanalin ventral kismidir. Tanisit benzeri
hiicreler ayrica yetiskin sicanlarin lateral ventrikiillerinde de tanimlanmislardir.
Axolotlun telensefalon bolgesinde gozlenen goblet benzeri hiicrelerin, omurgalilarin
merkezi sinir sistemindeki tanisit hiicrelerinin gérevlerini tistlenen hiicreler olabilecegi
diistiniilmektedir. Calismamizda gozlemledigimiz farkli graniil igerigine sahip olan bu
hiicrelerin, tanisit hiicreleriyle benzer gorevlerinin olabilecegini diisiinmekteyiz.
Ozellikleri karmasik olan bu hiicrelerin fonksiyonlarmin ve ince yapilarmin
tanimlanabilmesi i¢in ileri diizeyde ¢aligmalara gereksinim vardir.

Hiicre ¢ekirdegi, kromatin adi verilen fibriler yapidan olusur ve ¢ekirdekteki
kromatin Okromatin ve heterokromatin olarak iki farkli formda bulunmaktadir.
DNA'nin aktif olmadigi, sikica paketlenmis veya yogunlastirilmis fibrillerden olugan
kromatin, heterokromatin olarak adlandirilmistir (90). Aktif transkripsiyonun
meydana geldigi gevsek bir sekilde paketlenmis fibriller ise Okromatin olarak
tanimlanmaktadir. Aktif olarak protein sentezleyen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde biiyiik
miktarda Okromatin bulunurken, aktif olarak protein sentezlemeyen hiicrelerin
cekirdeklerinin biiylik bolimii heterokromatiktir (91). Beyin gelisimi ii¢ ana
basamakta gergeklesir; ndrogenez, gb¢ ve sinaptogenez (92). Heterokromatin,
¢ekirdegin hem mekanik 6zelliklerini hem de iginde gergeklesen genetik siireglerini
etkileyerek hiicre gog¢ siirecini desteklemektedir. Hiicre gocii, saglik ve hastalik
durumlarinda kilit bir siirectir. Hayvanlarda hiicre gocii, cesitli doku ve sistemlerin
normal islevinde oldugu kadar embriyogenezde de temel bir siirectir. Yogunlastirilmis
kromatin ve daha sert bir cekirdek, hareket stresine karsi niikleer dayaniklilig

artirabilir ve go¢ islemi sirasinda DNA hasarin1 6nemli derecede azaltabilir. Ayrica,
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gdc eden hiicrelerde heterokromatinin yeniden organizasyonu, diger bir¢cok gereksiz
transkripsiyonel degisikligin inhibisyonu ile birlikte migrasyona 6zgii transkripsiyonel
planin indiiklenmesi i¢in de 6nemlidir. Dolayisiyla hiicre gogii aragtirmalarinda
heterokramatik ¢ekirdek incelemeleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Son ¢alismalarda,
cesitli hiicre tiplerinde hiicre gdgciiniin uyarilmast sonucunda hiicre ¢ekirdeginde
heterokromatin seviyelerinde 6nemli bir artis oldugu gosterilmistir (93,94). Neotenik
ve metamorfik axolotl noéronlarina ait elektron mikroskobik incelemelerimizde
neotenik noronlarin ¢ekirdeklerinde dokromatik alanlarin, metamorfik noéronlarda ise
heterokromatik alanlarin daha fazla oldugu gozlenmistir. Metamorfik axolotl
telensefalon noronlarinin ¢ekirdeklerinde biiylik ve cok sayida yogunlasmis
heterokromatik alanlarin oldugu saptanmistir. Bu sonuglara dayanarak, metamorfoz
sonrasinda ndron DNA’sinin aktif olmadigi, hiicre metabolizmasinin pasif bir duruma
gectigi sOylenebilir. Ayrica axolotlun neotenik evreden metamorfik evreye gecerken
cekirdeklerdeki kromatin organizasyonunun dkromatikten heterokromatige dontigserek
hiicresel gog siirecinde kilit bir rolii oldugunu diisiinmekteyiz.

Beyin yapilarindaki katekolaminlerin histokimyasal tayinleri ile sinir
hiicrelerinin uzantilari analiz edilerek 17 farkli néron grubu tanimlanmustir (95). Beyin
katekolaminerjik ndronlar ti¢ tipe ayrilir: dopaminerjik, noradrenerjik ve adrenerjik
(96). Katekolamin sentezleyen ndronlarin ii¢ tipinden ikisi (noradrenerjik ve
dopaminerjik) néromelanin icermektedir (95). Neuromelanin, substantia nigra ve
locus coeruleus'ta bulunan katekolamin metabolizmasinin {iriinii olan ve dopaminerjik
ve noradrenerjik noronlarin belirteci olarak kullanilan koyu renkli bir pigmenttir (97).
Temel morfolojik 6zelliklerinden biri sitoplazmalarinda néromelanin varligi olan
katekolaminerjik beyin noéronlart birgok memeli tiirtinde bulunur (95). Yiiksek
noromelanin igerigine sahip hiicreler, norodejeneratif siirecte daha erken Oliirler.
No6romelaninin bazi laboratuvar hayvan tiirlerinin katekolaminerjik ndronlarinda
bulunmamasi nedeniyle néromelaninin hiicredeki roliiniin karsilastirmali ndrobiyoloji
icin 6nemli oldugu disiiniilmektedir. At, koyun, kopek, ziirafa ve kurbaga
noronlarinda noromelanin bulunurken, laboratuvarda sik tercih edilen fare ve
sicanlarda néromelanin pigmenti bulunmamaktadir. Ilging olan bir durum ise
noromelanin kurbagalarin hem eriskin evresinde hem de iribag evresinde

gozlenmektedir (95,98). insanda ise dopaminerjik noronlarda ndéromelanin birikimi
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yasa bagli olarak farkli diizeylerde gozlenmektedir. Insanda, dogumdan iki sene sonra
noromelanin  varligi gozlenmeye baslanir, yirmili yaslarda sitoplazmadaki
ndromelanin orani1 %47 seviyelerine ulasir, yasla birlikte bu oran artar ve ellili yaglarda
maksimum seviyeye ulasir (95,99). Semenderlerdeki katekolaminerjik sistem
incelenmis ve bu calismalarda diensefalik ve mezensefalik dopaminerjik noron
popiilasyonunun fonksiyonel olarak memeli ventral tegmentum ve substantia nigra ile
homolog oldugunu ileri siirtilmistiir (47). Axolotl omuriliginde katekolaminerjik
noronlarin varligi gosterilmistir. Merkezi kanal i¢ yiizeyini ddseyen ependima
tabakasinda bulunan hiicreler olup, kanalin liimeniyle temas eden apikal uzantilar1 ve
hiicre govdesinden ventral medyan septuma uzanan aksonal uzantilar1 bulunmaktadir
(100). Baska bir axolotl beyin g¢alismasinda katekolaminerjik néronlardan olan
dopaminerjik  noronlarin  varli@i  gosterilmistir  (28,47).  Calismamizda,
Immiinohistokimyasal analizleri yaparken fark ettigimiz kromojen pozitif graniilleri
iceren hiicre gruplarmin elektron mikroskobik analizlerinde, bu hiicrelerin
sitoplazmasindaki graniillerin néromelanine benzer yapida oldugunu goézlemledik.
Axolotl beyninin telensefalon ve diensefalon bolgelerinde hem parafin kesitlerde hem
rezin kesitlerde néromelanin oldugunu diisiindiigiimiiz pigmentler iceren hiicrelerin
varlig1 tespit edildi. Hatta herhangi bir boyama islemi yapilmayan parafin kesitlerde
bile bu graniillerin koyu kahve renkli olduklari gézlenmekteydi. Axolotl beyninde
pigment igeren bu hiicrelerin néromelanin igeren katekolaminerjik noéronlar
olabileceklerini diisiinmekteyiz. Calismamizda néromelanin igerdigini tespit ettigimiz
ve katekolaminerjik noron oldugunu disiindiigiimiiz bu hiicrelerin hangi alt gruba ait
olduklarin1 ve neotenik-metamorfik beyin dokusundaki dagilimlarinin hangi diizeyde
oldugunu belirlemek i¢in daha ileri arastirmalar yapilmasinin 6nemli oldugunu
diistinmekteyiz.

Doktora tezi ¢alismamizda metamorfoza indiiklenmis axolotl beyninde;
gelisen, olgunlasan ve farklilasan néronlarin yerlesim yerleri ve beyin dokusunun
yapisinda meydana gelen morfolojik degisimleri immiinohistokimyasal ve stereolojik
teknikler kullanarak analiz ettik. Neotenik axolotl metamorfoza indiiklendiginde,
telensefalon bolgesinde hiicre yapist ve organizasyonlarinda énemli degisikliklerin
gerceklestigi histolojik, stereolojik ve ultrastriiktiirel incelemelerimiz ile agiga

¢ikarilmistir.
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8. SONUC

Neotenik ve metamorfik axolotl beyinlerinin telensefalon bélgelerinde, toplam
hiicre sayis1 bakimindan bir farklilik gozlenmedi. Metamorfozla birlikte axolotl
beyninin telensefalon bolgesinde proliferasyon indeksi ve olgun néron sayisinin
artmasi, beynin bu bdlgesinde yeni bir hiicresel organizasyonun gerc¢eklestigini
diistindiirmektedir. Ependimoglia hiicrelerin 151k ve elektron mikroskop bulgulari,
ventrikiil duvarinda bulunan bu hiicrelerin histolojik olarak farkli yapida alt gruplardan
olustugunu gostermektedir. Bir grup ependimoglia hiicrelerinin apikal kisimlarinda
mukopolisakkarit icerikli salgi graniillerinin varlig1 tespit edilmistir. Bu hiicrelerin,
tanisit benzeri hiicreler olabilecegi ya da proliferasyon, farklilasma ve rejenerasyonu
icin ihtiya¢ duyulan mukopolisakkaritleri iiretiyor olabilecegi diistiniilmektedir.
Neotenik axolotl beyninin telensefalon ve diensefalon bolgelerindeki ventrikiil
duvarlarinda bulunan ependimoglia hiicrelerin apikal ylizey 06zellesmelerinin
bulunduklar1 bolgeye ve ait olduklari ependimoglia hiicrelerin alt gruplarina gore
farklilik gosterdigi gozlendi. Laboratuvarlarda siklikla kullanilan fare ve sican gibi
deney hayvanlarinda bulunmayan ama insan beyninde bulunan ndromelanin
pigmentinin varlig1 axolotl telensefalon ve diensefalon bolgelerinde tespit edildi.
Katekolaminerjik néron oldugu diisiiniilen bu hiicrelerin, dopaminerjik, noradrenerjik

veya adrenerjik mi oldugunun tespiti i¢in kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.
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