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1.0ZET

AKSOLOTTA OMURILIK HASARI SONRASI REJENERASYONU
SAGLAYAN MOLEKULER MEKANIiZMALARIN PROTEOMIKS
YONTEMLERI iLE TANIMLANMASI

Aksolot (Ambystoma mexicanum), amfibi sinifi, semender grubuna mensup bir
rejenerasyon kapasitesi son derece yiiksek olan bir omurgali canli tiirlidiir. Yenilenme
ve doku tamir mekanizmasi hala tam olarak anlagilmamakla birlikte, bir hasar
durumunda uzuvlarini (6n ve arka ayaklarini), kuyrugunu, i¢ organlarini ve merkezi
sinir sistemi organlar1 olan beyin ile omuriligi yenileme yetenegine sahiptir. Aksolotta
ampute edilmis bir organin tekrar olusumunun basarili olmasi rejenerasyona spesifik
bir doku olan blastema dokusunun olusmasiyla iligkilidir. Aksolotlarin ¢ok sayida
fonksiyonel ve yapisal protein ile sinyal yolaginin memelilerle ayn1 olmasi aksolotlarla
yapilan deneylerden elde edilecek bilgilerin memelilerde uygulanma potansiyelini
artirmaktadir. Bu tez kapsaminda omurilik hasarinin siirecinde énemli roller oynayan
mekanizmalarin bulunabilmesi i¢in neotenik ve metamorfik aksolotta omurilik hasari
sonrast farkli zaman araliklarinda (0.saat, 6.saat, 12.saat, 24.saat, 4.gilin ve 7.giin) hasar
bolgesinden blastema Ornekleri alinmis, bu Orneklerin proteomiks c¢aligmalar
yapilarak, omurilik rejenerasyonunda rol oynayan proteinlerin tanimlanmasi
amaclanmistir. Cerrahi operasyonlar sonrasinda hem neotenik hem de metamorfik
aksolotlarin omuriliklerini rejenere edebildigi goriilmiistiir. Metamorfik aksolotlarda
cerrahi operasyon sonrast abdomen boélgesinde sivi birikimi gdzlemlenmesinin,
metamorfozu ile beraber degistigi diisliniilen immiin sistem ile iligkili olabilecegi 6ne
stiriilmiistiir. Buna ek olarak yapilan proteom dizi analizlerinde TRIzol protein
izolasyonunu takiben izlenen FASP 6rnek hazirlama protokolii arasindaki uyumsuzluk
oldugu goriilmiistiir. TRIzol protein izolasyonunu takiben FASP protokoliine
gecilmesi tanimlanabilecek protein sayisini diisiirdigli, FASP protkolii hem protein
izolasyonu ve hem de 6rnek hazirligi i¢in tercih edildiginde ise tanimlanan protein

sayisinin arttig1 gorilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Aksolot, rejenerasyon, omurilik hasari, proteomiks



2.ABSTRACT

IDENTIFICATION OF MOLECULAR REGULATORS FOR
REGENERATION USING PROTEOMICS APPROACHES

Among highly regenerative vertebrates amphibian axolotl (Ambystoma mexicanum),
even though it’s regeneration and tissue repair mechanism is still not completely
understood. Upon injury axolotls can regenerate it’s limb, tail, internal organs and
central nervous system organs such as brain and spinal cord. Successful regeneration
of the amputated organ is associated with the formation of blastema tissue, a tissue
specific to regeneration. Since the axolotls share large number of functional and
structural proteins and signaling pathways with mammals, it is possible to use the
information we learn from studying this organism on mammals. In this thesis, in order
to find the mechanisms that play important roles in the process of spinal cord
regeneration, blastema tissue samples are collected at different time points (Hour 0,
Hour 6, Hour 12, Hour 24, Day 4 and Day 7) from neotenic and metamorphic axolotl
following spinal cord injury. Following the sample collection proteomics analysis of
the samples were conducted. The aim of the proteomics analysis was to identify
proteins that play a role in spinal cord regeneration. It has been shown that both
neotenic and metamorphic axolotls were able to regenerate their spinal cord after
spinal cord injury. The observation of fluid accumulation in the abdomen region of
metamorphic axolotls after surgical operations may be related to the changes in the
immune system due to metamorphosis. In addition, it was found that there was a
discrepancy between the TRIzol protein isolation protocol and the FASP sample
preparation protocol. Following the TRIzol protein isolation, it was observed that the
transition to the FASP protocol decreased the number of proteins that could be
identified, and the number of proteins defined could be increased when FASP was

preferred for both protein isolation and sample preparation.

Keywords: Axolotl, regeneration, spinal cord injury, proteomics



3.GIRIS VE AMAC

Omurilik hasar1 sonrasi, hasarli bolgede bir dizi molekiiler ve hiicresel olaylar
meydana gelmektedir. Omurilik yaralanmasi olustugunda, lezyon alanindaki birgok
glial hiicre hemen harekete gecerek farkli hiicrelerle birlikte inflamatuvar yanitlart
baglatmaktadir. Yaralanmaya ilk yanitlardan biri, makrofajlar, nétrofiller ve
l6kositlerin olasi enfeksiyonlari onlemek i¢in yaralanma bolgesine go¢ etmesidir.
Olusturulan inflamatuvar reaksiyon aksonal dejenerasyon ve demiyelinlesme
siireglerini hizlandirmaktadir. Inflamasyon reaksiyonundan sonra lezyon etrafinda bir
0dem olugmakta ve astrositleri bu bdlgeye dogru hareketi sonucunda lezyon
bolgesinde glial yara izi olusumu baglamaktadir. Bu hiicreler kronik fazda daha biiyiik
bir inflamatuvar reaksiyon olusumunu tesvik ederek akson dejenerasyonu ve
demiyelinizasyonuna sebep olmaktadir. Bunda salgiladiklar sinyallesme proteinlerin,
aksonal biiyiime ve miyelin kilif olusumu i¢in inhibitor bir etkiye sahip olmas1 da rol
oynamaktadir. Her ne kadar glial yara olusumu hasarli omuriligi korumak ve stabilize
etmek i¢in olusturuluyor olsa da; bu yogun yapisi ve yara bolgesinden yapilan salgilar

nedeniyle omurilik fonksiyonel olarak iyilesememekte ve yenilenememektedir.

Aksolot (Ambystoma mexicanum), rejenerasyon yetenegi son derece yiiksek
bir amfibi tiiriidiir. Bu canli bir hasar durumunda uzuvlarini (6n ve arka ayaklarini),
kuyrugunu, i¢ organlarini ve merkezi sinir sistemi organlart olan beyin ile omuriligi
yenileme yetenegine sahiptir. Aksolotta doku onarimi bu stirece spesifik bir doku olan
blastema dokusunun olusmasiyla iligkilidir. Blastema dokusu farklilasmis hiicrelerin
(doku hiicresi) farklilasmamis hiicrelere (kok hiicre ve progenitor hiicrelere)
doniismesiyle olusur. Boylelikle ampute edilen organ kok hiicrelerin tekrar gerekli
doku hiicrelerine farklilagmasiyla tam olarak rejenere edilebilir. Aksolotlardaki ¢ok
sayida fonksiyonel ve yapisal protein ile sinyal yolagi memelilerle aynidir. Bu durum
aksolot rejenerasyon caligmalarindan elde edilecek bilgilerin, bu canli rejeneratif
slirecin anlasilmasina imkan saglamasinin yani sira memelilerde hasar sonrasi onarim
slirecinde yaganan problemlerin anlagilmas1t ve potansiyel rejeneratif terapi

stratejilerinin gelistirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.



Bu tezle, omurilik hasarinin iyilesmesi siirecinde Oonemli roller oynayan
mekanizmalarin bulunabilmesi i¢in neotenik ve metamorfik aksolotta omurilik hasari
sonrast farkli zaman araliklarinda (0.saat, 6.saat, 12.saat, 24.saat, 4.gilin ve 7.giin) hasar
bolgesinden blastema Ornekleri toplanip, bu Orneklerin proteomiks c¢alismalari
yaparak, omurilik rejenerasyonunda rol oynayan, neotenik ve metamorfik aksolot
proteomunda farklilik gdsteren proteinleri, bu proteinlerin gérevlerini ve birbirleriyle

olan iligkilerini tanimlamay1 amaglamaktay1z.



4.GENEL BIiLGILER

4.1.Rejenerasyon

Organizma hasar sonrasi zarar goren dokularini yenileyebilmektedir fakat bu
onarim yetenegi hem tiirler arasinda hem de hasarin meydana geldigi dokuya bagl
olarak degisiklik gostermektedir (1-3) Rejenerasyon, organizmanin hasar sonrasi zarar
goren veya organizmanin kaybettigi hiicre, doku ve organlarini, hi¢bir fonksiyon kayb1
olmadan yeniden olusturabilme veya onarabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir
(1). Rejenerasyon yetenegi yiiksek canlilarda meydana gelen bir hasar sonrasi
tetiklenen doku onarim programi canliya gore degiskenlik gdstermektedir. Canlinin
rejeneratif yeteneginden bagimsiz bir sekilde tlim canlilarda hasara kars1 verilen ilk
yanit yara iyilesmesidir. Yara iyilesmesinden sonra olusan doku rejeneratif kapasiteye
sahipse en az ui¢ farkli program beraber ya da birbirinden bagimsiz olacak seklide
dereye girmektedir. Bunlar; doku modellemesi, kok hiicrelerin aktivasyonu ve
proliferasyonu ve geri-farklilasma veya trans-farklilagsmadir. Hasar sonrasi uyarilan
hiicreler, kaderleri belirlendikten sonra bu yonde farklilasmaya giderek yeni dokuyu
olusturmaktadir. Olusan yeni doku hem fonksiyonel agidan hem de boyutu
bakimindan dokunun geri kalaniyla uyumlu olmalidir (3). Blastema, kayip dokuyu
olusturacak farklilasmamis hiicrelerin olusturdugu rejenerasyona 6zgii bir dokuya
verilen isimdir. Blastemada bulunan farklilasmamuis hiicreler yara bolgesinden kdken
alirlar. Yara bolgesindeki kok hiicreler ve/veya bu bolgedeki somatik hiicrelerin geri
farklilasmasiyla elde edilen kok ve Oncii hiicreler blastema hiicre popiilasyonun
olusturmaktadir (4) . Yara yanit1 ve blastema olusumunu takiben organizmanin, kayip
dokularmi dogru hiicre tipileri ve paterni ile yeniden olusturmasi gerekmektedir.
Rejenerasyonun diizgiin bir sekilde gergeklesebilmesi icin hiicreler dogru hiicre

tiplerine farklilasarak kaybedilen gelismis yapilar1 olusturmalidir.

Rejenerasyon pek cok canli tiirlinde goriilmesine karsin, organizmanin
rejeneratif kapasitesine gore; hiicre, doku, i¢ organlar, yapisal organlar ve tiim viicut
rejenerasyonu olmak tiizere farkli biyolojik seviyelerde gerceklesmektedir (1).
Rejenerasyonun en basit 6rneklerinden biri hasar goéren sinir sistemindeki aksonal
biliyimedir. Bagirsak, karaciger ve adrenal salg1 bezleri gibi organlarda hiicrelerinin
proliferasyonuyla gergeklesen rejenerasyon ise belirli bir organi olusturan hiicrelerin

cogalmasimi gerektirdigi i¢in daha kompleks bir siiregtir. Diger doku ve organlardaki



rejenerasyon ise proliferasyon ve kok hiicrelerin geri farklilagmasi ile gergeklesebilir
(5). Organizmalarin kullandig1 rejenerasyon stratejilerini su sekilde Ozetlemek
miimkiindiir: 6nceden var olan dokunun yeniden diizenlenmesi, yetigkin somatik
hiicrelerinin kullanimi ve geri farklilasma ve/veya trans farklilagsma (3). Organizmanin
sahip oldugu rejenerasyon kapasitesine bagli olarak kullandig1 rejenerasyon stratejisi
de degiskenlik gostermektedir (Sekil 4.1.).

Boynuz rejenerasyonu

Fizyolojik Rejenerasyon Kan yenilenmesi
(yipranmis ve gérevini ) Ballk ve amfibilerde
Jorne gelremeyen Tt N\ °OSit refenerasyonu
olarak yenilenmesi) Epitelyal rejenerasyon
Epidermis
Bagirsak epiteli
Yilanlarin deri degistirmesi

Tay dékme

. . Uzuv
Epimorfik (blastema aracilidi ile
rejenerasyon kompleks yapilarin Kuyruk

olusturulmasi)

Reperatif rejenerasyon ——— Doku (blastema araciligi Kemik
rejenerasyon olmadan hasar géren
dokularin olusturulmast) Deri
Kalp
Hicresel (hasar géren E&fqz:
rejenerasyon hucremn yeniden ¢

Doku hasari/kaybi olusturiimas!) Protozoa
Acetabularia

Bébrekler

Kompansatuvar (¢iftli organlarda
ciftlerden birinin kaybi <
ya da hasar gérmesine Akcigerler

. bagli olarak éburunt
Hipertrofi boyutlarinin artmasi)

Karaciger
\» Rejeneratif (hasar géren i¢ <

organlarin yeniden

Pankreas
restore edilmesi)

Morfallaksis Planarya

(viicudun yeniden
modellemesi ile hasar sonrasi o
formun yeniden olusturulmasi) Bazi annelida turleri

Sekil 4.1. Doku hasarina veya kaybina yanit olarak verilen mekanizmalar (6)



Omurgasiz hayvanlarda goriilen rejenerasyon yetenegi omurgali hayvanlara
kiyasla daha yiiksektir. Planarya ve hidra gibi omurgasiz canlilar kopan kiigiik viicut
parcalarindan yeni bir organizmayr meydana getirebilme yetenegine sahipken
omurgalilarda rejenerasyon yetenegi smirlidir ve rejenerasyon kapasitesi tiirler
arasinda degisiklik gosterir (5). Baliklar, zebra balig1 basta olmak iizere, iyi bir
rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Balik tiirlerinde bu kapasite degiskenlik
gostermekle birlikte, yiizge¢ (7, 8), omurilik ve beyin (3, 9), kalp (10-13) ve lens
rejenerasyonu (3) balik tiirlerinde goriilmektedir . ilkel omurgalilarin cesitli organlari
rejenere etme kapasitesi var iken memeliler sinifinda bu yetenek daha da azalmstir.
Kaybolan viicut parcalarmi yenileme yeteneklerindeki smirliliklar var olmakla
beraber, memelilerde, doku homeostazindan o6tiirii dokularin stirekli yenilenmesi
goriilmektedir (6rn; hematopoez, gametogenez, intestital sistem epitelyum ve deri
yenilenmesi). Homeostaz ilgili dokularda bulunan mutlitpotent kdk hiicrelerinin
aktivitesiyle ger¢eklesmektedir. Bu nedenle memeliler iizerinde yapilan rejenerasyon
caligmalarinin biiyiik bir kismi somatik, fetal ve embiriyonik kok hiicrelerin doku
onarimindaki rollerine odaklanmaktadir. Memelilerin sinirli rejenerasyon kapasitesi
organizmanin farkli organlar1 arasinda da degiskenlik gostermektedir. Fare ve insan
gibi memeli tiirlerinde ampiite olan parmak uclarmin rejenere olabildigi (14),
memelilerde bagirsak ve karacigerin kendini yenileme yeteneginin yiiksek oldugu,
karacigerde kismi1 hepatoktemi sonrasi karacigerin kalan loblarinin bilylime gdstererek
organdan alman bolgeyi yeniden olusturabildigi (15, 16), eriskin memeli beyninde
hipakampusun dentate gyrus bolgesinde ve On beyninin lateral ventrikiillerinde

olfaktor néron rejenerasyonun oldugu bilinmektedir (17).

Amfibilerde de rejenerasyon kapasitesi tiirlere gore degiskenlik
gostermektedir. Amfibik canli tiirleri arasinda kurbagalar (Xenopus laevis ve Xenopus
tropicalis), semender ailesinin iiyelerinde olan Newt (Notophthalmus viridescens) ve
Aksolot (Ambystoma mexicanum) ylksek restorasyon kapasitelerinden Otiirii
rejenerasyon c¢aligmalar1 ve rejeneratif tip arastirmalarinda kullanilmak i¢in uygun
modellerdir. Xenopus laevis 'te larval donemde goriilen retina (18), uzuv (19), kuyruk
(20), beyin ve omurilik (19) rejenerasyon yetenegi organizmanin metamorfoza
erigkinlige ulagsmasiyla birlikte kaybolmaktadir (21). Kuyruklu amfibiler omurgali
tetrapodlar arasinda en yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip omurgali hayvanlardir

(22). Aksolot ve Newt gibi amfibiler viicut kisimlarmin (uzuv, ¢ene, kuyruk, deri,



omurilik, kalp vb.) rejenerasyonuna imkan taniyan essiz yetenekleri ve yara izi
birakmadan yaralarint tamamen iyilestirebilme yeteneklerini hayatlar1 boyunca
stirdiirebilmektedir (23-25). Yetiskin Newtler, hasar goren veya kaybettikleri
uzuvlarini, kuyruklarini, beyinlerini, omuriliklerini, kil hiicrelerini, lens, retina, ¢ene
ve kalplerini rejenere edebildikleri i¢in omurgali tiirler arasinda en yiiksek rejeneratif
kapasiteye sahip canl tiiriidiir (5). Neotenik semender tiirli olan aksolotlarda ise, uzuv,

kuyruk, kalp, beyin ve omurilik rejenerasyonu goriilmektedir.
4.2.Aksolot

Ambystoma mexicanum, Amfibi smifi, Urodela takimi, Ambystomatidae
ailesin ve Ambystoma cinsine mensuptur (Sekil 4.2.). Ambystoma cinsi, Kuzey
Amerika’ dan Gliney Meksika ve Giiney Alaska’ya kadar yayilan bir bdlgeyi habitat
edinmistir ve bu bolgede yasamakta olan 30 farkli Ambystoma tiiri tanimlanmaktadir.
Bunlarin arasinda Merkezi Meksiko daglarim1 habitat edinmis 17 Meksika
ambystomatoid semender tiirii bulunmaktadir ve bu tiirlerin besi zorunlu neoteniktir
(26). Neoteni; organizmanin erigkin donemlerinde larval karakteristiklerini
korumasidir, neotenik canlilar normal kosullar altinda metamorfoza ugramazlar ve
yetiskin larval formda iireyebilmektedirler. Aksolot, Meksiko vadi bolgesinde bulunan
Xochimilco G6li’ne endemik neotenik bir ambystomatoiddir (27). Aksolot adini, daha
once burada yasadigina inanilan Aztekler’in tanrist olan Xolotl’dan almaktadir.
Giliniimiizde, habitat kaybi, invasiv canli tiirlerinin artis1 ve yasadiklart goliin su
kalitesindeki degisimlerden otilirii aksolotlar nesli tiikenmekte olan canlilar

kategorisine alinmistir (28).
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Sekil 4.2. 19 farkl tlirdeki 30 adet genin analizine dayanilarak olusturulan 10 farkli semender

ailesinin gosterildigi filogenetik agag (29).

4.2.1.Aksolot yasam dongiisii ve anatomisi

Paedomorf canlilar olduklart i¢in dogal sartlar altinda metamorfoza ugrayip

karasal hayata ge¢meyen aksolotlarin yasam dongiilerinin tamami suda



gerceklesmektedir. Yasam dongiileri incelendiginde erkek aksolotlar tarafindan suya
birakilan spermlerin disiler tarafindan kloakta toplandigi, i¢ dollenme sonrasi
dollenmis yumurtalarin tekrar suya birakildigi ve embriyonik gelisimin su icerisinde
gerceklestigi goriilmektedir. Suya birakilan dollenmis yumurta i¢inde embriyonik
gelisimi 20°C ‘lik ortam kosullarinda iki haftada tamamlanmaktadir. Aksolotlar
yumurtadan ¢iktiktan sonra morfolojik degisime ugrayip 6n ve arka ayaklarim
olustururlar ve erigkin hale gelirler. Eriskinlerin ¢iftlesmesi i¢in gegen siire disilerde
yumurtadan ¢iktiktan sonra 9-12 ay arasinda olurken erkeklerde 12-15 ay1 bulur (30).
18-24 ay bir aksolot i¢in tamamen erigkin hale ge¢me, 15-45 cm arasinda degiskenlik
gosteren bir viicut biiyiikliigiine sahip olma ve ideal viicut biiyiikliigiine erisme ¢agidir.

Ortalama yasam siiresi 10-15 yildir (31).

Aksolot anatomisine bakildiginda, en dikkat ¢ekici Ozellikleri genellikle
kirmizi renkli solungaclaridir. Akuatik yetigkinler, larval ambystomatid karakteristigi
olan solungaclarini hayatlar1 boyunca kaybetmemektedirler. Aksolotlar solungag
solunumunun yani sira deri ve akciger solunumu da yapabilmektedirler (32). Canlinin
omurgast boyunca uzanan dorsal kuyruk yiizgeci vardir. Uzuvlarina bakildiginda; 6n
uzuvlarda 4 adet arka uzuvlarda ise 5 adet parmak oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2.1.).

1 9-10 cm burun kloak uzunlugu

18 cm tn;plam boy

duzfrsal < Yiizeysel

: gec\”" = = e solungaclar
P =7= ¢

- ":T"‘ p— 2
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yag g arka beyin
kuyruk bébrekler tabakast g.;.; orta beyin
blastema / on beyin
N P
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Kalp

/ / pankreas

karaciger\
mesane
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Sekil.4.2.1. Yetiskin 16kistik aksolotun dis (iist) ve i¢ (alt) goriiniimiiniin karikatiirii (31)
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4.2.2.Aksolot metamorfozu

Metamorfoz amfibilerin  gelisimsel karakteristigidir ve amfibilerde
metamorfoz, canlinin akuatik larval formdan erigkin forma gegerken ge¢irdigi bir dizi
morfolojik, biyokimyasal ve davranigsal degisikligi ifade etmektedir (33-35). Canlida
goriilen tiim bu degisiklikler tiroid hormonlarindaki (T3 — triidodotrionin ve T4 —
tiroksin) degisimler ve bu hormonlarin hedef hiicrelerin ¢ekirdeklerinde bulunan

reseptorleriyle olan etkilesimlerine bagli olarak ger¢eklesmektedir (35, 36).

Amfibilerde tiroid homon metabolizmas1 incelendiginde, sekil 4.2.2.°de de
gosterildigi  gibi ¢evresel uyarilarla hipotalamus tarafindan kortikotropin
serbestlestirici hormon (CRH) salindig1 goriilmektedir. CRF anterior hipofiz bezinde
spesifik reseptorlere baglanarak hem tiroid uyarict hormon (TSH) hem de
adrenokortikotrofik hormon (ACTH) tiretimini tetiklemektedir (37). Hipofiz bezi
tiroid uyarict hormon (TSH) salinimiyla tiroid bezini uyararak tiroid bezinden T (az
miktarda) ve Ty iiretimini baglatirken ACTH kortikoidlerin {iretimini kontrol
etmektedir. Steroid yapili diger hormonlar gibi bu hormonlarda kanda tasiyici
proteinler araciliiyla hedef hiicrelerine gitmektedir. Hedef hiicreye sadece serbest T4
ve T3 girebilmektedir. Hiicre i¢i aktif form T3 oldugu i¢in T4 tasiyici proteinden ayrilip
hiicreye gectiginde sitoplazmada yer alan deiyodinaz enzimleri tarafindan Ts’e
cevrilir. T3 reseptorleri hiicrenin ¢ekirdeginde bulunmaktadir ve T3’e baglanmadan
DNA’ya baglanip transkripsiyonu baslatma 0Ozellikleri olmadigi i¢in inaktif
durumdadirlar. T; ister direk hiicreye girsin ister hiicre i¢inde T4’ten T3 e cevrilmis
olsun, ¢ekirdege tasiyici proteinler yardimiyla girer ve reseptdriin ligand baglanma
bolgesi (‘domain’i), baglanir. Tz tiroid hormon reseptdriine (THR) baglaninca,
reseptoriin DNA’ya baglanma bolgesi, DNA iizerinde bulunan ‘tiroid hormon
response elementi’nin (TRE) yarisina baglanarak 9-cis retinoik asit reseptorii (RXR)
ile heterodimer olusturur. Ligandlarin baglanmasiyla heterodimert olusturan
reseptorler arttk DNA’ya baglanip tiroid hormon response elementi aktive edecek
durumdadir. Boylelikle tiroid homonlari, spesifik genlerin transkripsiyonunu
baslatmaktadirlar (38). Kortikoidleri glukokortikoid (GR) reseptoriiniin ligandlaridir.
GR’ler de niiklear reseptorler ailesinin tiyeleridir. Sitoplazmada konumlanan GR’ler

ligand baglanmasi sonucu ¢ekirdege girmektedirler. Cekirdekte glukokortikoid
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response elementine (GRE) homodimer olarak spesifik genleri aktive etmektedirler.

TR-RXR ve GR’ler arasinda sinerjistik gen aktivasyonu tanimlanmistir(39).

Cevresel Faktorler

\|/

Hipotalamus
CRF = . .°©
l (m]
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s A% A 8" g ACTH
a "y
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l. Hedef Hiicre

Deiyodinaz

metabolizmasi Ligand bagh GR’
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I. I. translokasyonu
Cekirdek
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Current Biology

Sekil 4.2.2. Xenopus’ta tiroid metabolizmasi (37) Stres, su seviyesinin diigmesi ve predator canlilarin
artmas1 gibi ¢evresel faktorlerle uyarilan hipotalamustan CRF salinimi anteriyor hipofiz bezinden TSH
salimimini baglatarak tiroid bezini uyarmaktadir. Uyarilan hipofiz bezinden salgilanan T4 ve T3 hedef
hiicreye taginmakta ve burada T4’lin aktif form olan Ts’e ¢evrimi gergeklesmektedir. T3 daha sonra
hiicre ¢ekirdegine giderek burada reseptoriine baglanmaktadir. Reseptore ligand baglanmasiyla caninin
metamorfik karakterleri sergilemesine sebep olacak bir dizi genin transkripsiyonu baslamaktadir.

Amfibilerde tiroid hormonunun tetikledigi spesifik gen ekspresyonu
organizmanin metamorfozunun altinda yatan temel sebeptir (37, 40) Urodeleler
arasinda paedomorfozun evrimlesmesiyle birlikte bu smifa mensup bir¢ok canli
tiirlinde metamorfozun gergeklesmedigi goriilmiistiir (41). Metamorfoza girmeyen bu

paedomorfik organizmalarda larval karakterler eriskinlik doneminde korunmaktadir
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(42, 43). Paedomorfik tiirlerde gergeklesen biyokimyasal farkliliklar bu canlilarin
dogal sartlar altinda metamorfoza girmesini engellese de Ambystoma mexicanum
(aksolot) tiroid uyarict hormon (TSH), T3 ve T4 uygulamasini takiben metamorfoza
ugramaktadir (35, 44, 45).

Aksolotlarda metamorfozu indiiklemek i¢in arastiricilar tarafindan tercih
edilen iki farkli metot vardir. Bunlardan ilki bu hormonlarin canliya intraperitonel
enjeksiyonla uygulanmasi iken (45) digeri hormonlarin canlinin yasadigi suyun igine
verilmesidir (34). Onceki c¢alismalarin biiyiik bir kismi1 metamorfoz siirecinin
kendisine odaklanmisken (45-48), arastiricilarin ilgilenmeye basladigi bir diger konu

metamorfik aksolotlarda rejenerasyon kapasitesini incelemek olmustur (49, 50).

Resim 4.2.2. Aksolot metamorfozu (51). Neotenik aksolotlara ii¢ giinde bir T4 verilerek metamorfoz
indiiklenmistir. 72 giiniin sonunda canlinin solungaglarinin ve kuyruk yiizgecinin kayboldugu, derisinde
pigmentasyon degisimi gézlemlenmistir (D:Giin).

Resim 4.2.2°de de goriildiigii gibi metamorfoza ugrayan aksolotta, solungaclar,
pigmentasyon ve kuyruk yiizgeci gibi akuatik yasama 6zgii karakteristik ozellikler,
karasal yasama adaptasyonu kolaylastiracak sekilde yeniden diizenlenmektedir ve bu
sire¢ yaklasik iki ayda tamamlanmaktadir. = Metamorfozla beraber aksolot
solungaclarmi ve dorsal kuyruk yiizgecini kaybetmekte ve deri pigmentasyonuna
ugramaktadir. Disaridan verilen tiroidin farkli konsantrasyon dozlart metamorfozun
tamamlanma siiresini etkilese de, metamorfoz siirecini ve metamorfoz ile degisen gen

ekspresyonunu etkilememektedir (52, 53).
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4.2.3.Aksolot Rejenerasyonu

Aksolotlarda rejenerasyon yasamin her doneminde goriilmekte ve bilenebildigi
kadariyla canlinin eriskinlige ge¢mesiyle rejeneratif potansiyelinde kayip
olmamaktadir. Larval donemde goriilen rejenerasyon ile erigkin donemde goriilen
rejenerasyon arasindaki fark erigkin donemde rejenerasyon siiresinin uzamasidir (49,
54). Glinlimiizde, aksolot sahip oldugu otantik rejeneratif 6zelliklerinden o&tiirii kok
hiicre ve restoratif tip calismalarinda kullanilan model organizmalardan birisi olmustur
(28). Aksolotlarin ¢ok sayida fonksiyonel ve yapisal protein ile sinyal yolaginin
memelilerle ayni1 olmasi aksolotlarla yapilan deneylerden elde edilecek bilgilerin
memelilerde uygulanma potansiyelini artirmaktadir. Bu canlilar 6liimciil olmayacak
her tiir hasarlanmay1 giderebilmekte olup, hasar géren doku veya organi tamamen
rejenere edebilme yetenegine sahiptir. Rejenerasyon; bu canlinin i¢ organlarinda,
omurilik ve beyin gibi merkezi sinir sistemi elemanlarinda, kuyruk, solungac ve
on/arka uzuvlarinda gergeklesmektedir (5). Hasar sonrasi rejenere edilen doku veya
organda herhangi bir yara izi olusmamakta ve yeniden olusturulan doku veya organ

fonksiyonlarini hasar 6ncesindeki diizeyde yerine getirebilmektedir.

4.2.3.1.Aksolot uzuv rejenerasyonu

Aksolotta yapilan arastirmalarin basinda uzuv rejenerasyonu calismalari
gelmektedir. Aksolotlar uzuvlarini, uzvun distal ucunda olusan yiiksek proliferatif
aktiviteye sahip hiicrelerin olusturdugu blastema dokusuyla rejenere etmektedir.
Ampiitasyon sonrasi, ampiitasyon bolgesinde konumlanan progenitor hiicreler veya
geri farklilasip kok hiicre haline doniisen hiicreler cogalarak, gelisimsel siirece benzer
bir mekanizma ile uzvun kaybolan kismini yeniden olusturmaktadirlar (55). Uzuv
rejenerasyonunu agagidaki asamalarda 6zetlemek miimkiindiir (22);

1)Yara lyilesmesi: Ampiitasyon bdlgesindeki yiizeyin epidermal migrasyonla
kapatilmasi

2)Fagositoz: Hafif inflamatuvar yanit ve yara epitelinin altindaki matriks

bilesenlerinin enzimatik yikimi
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3)Geri Farklilasma: Yara epitelinin 1-2 mm altinda farklilagmis hiicre
tiplerinin kayb1 ve ayni bolgede geri farklilagmis (kok hiicre benzeri karakter
kazanmis) hiicrelerin varligi

4)Blastema Olusumu: Geri farklilasmis hiicrelerin birikimiyle blastema
dokusunun olusumu

5)Morfogenez ve Biiylime: Blastemanin biiylimesi ve blastemay1 olusturan

hiicrelerin farklilagarak yeni uzvu olusturacak sekilde gelismesi.

Resim 4.2.3.1. Metamorfozla beraber azalan rejenerasyon yetenegi (51). Neotenik ve metamorfik
aksolotlar kullanilarak yapilan ¢alismada metamorfozla beraber rejenerasyon kapasitesinin azaldigi
gOsterilmistir.

Aksolotta uzuv rejenerasyonunun mekanizmasi pek ¢ok arastirmacinin ilgisini
cekmekte ve bu rejeneratif siirecin gergeklesmesinin saglayan molekiiler
mekanizmalarin anlagilabilmesi i¢in calismalar yapilmaktadir (56-58). Uzuv
rejenerasyonu lizerine yapilan bu ¢aligmalarin bir kismi metamorfozun rejenerasyon
iizerine etkisini aydinlatmay1 hedeflenmistir. Bu ¢alismalarda hem metamorfik hem
de neotenik aksolotlarin uzuvlar1 ampiite edilmis ve uzuv rejenerasyonu takip
edilmistir. Yapilan gozlemler rejenerasyonun ileriki gilinlerinde neotenik aksolot
bagarili bir sekilde ampiite edilen uzuvlarmmi rejenere edebildigini gosterirken,
metamorfik aksolotlar ayn1 zaman periyodunda uzuvlarini basarili bir sekilde rejenere
edememis, ampiitasyon bolgesinde anormal yapilarin olustugu gézlemlenmistir ve bu
gozlemlere bagli olarak metamorfozla birlikte aksolotta rejenerasyon kapasitesinin

azaldigini 6ne siirmiistiir (49, 51).
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4.2.3.2.Aksolot merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sistemi rejenerasyonu

Aksolotlar evrimsel olarak daha ilkel neotenik canlilar olduklarindan &tiirii
beyinleri son derece basit bir yapiya sahiptir. Aksolot beyni memeli beynine kiyasla
kismen diiz ve daha uzunlamasina bir goriinlimdedir, beynin telesefalon, mezensefalan
ve rombensefalon boliimleri birbirinden rahatlikla ayrilabilir. Olfaktér bulbus
biiytliktiir fakat optik loblar kiigiikk ve tam ayrilmamustir, serebellum ise tam
gelismemistir (59). Aksolot omuriligi ise memelilerdekine benzer bir yapiya sahiptir.
Merkezi kanalda ependimal hiicreleri barindiran ve igte gri ve dista ak maddeden

meydana gelen omurilik, ti¢ katli bag doku meninjleriyle ¢evrelenmistir

Karasal hayata ge¢is yapan aksolot beynine ait ¢ok veri olmamasina karsin
neotenik ve metamorfik aksolottan alinan organlar kullanilarak yapilan karsilagtirmali
histolojik calismada, canlinin neotenik ve metamorfik formlarinin beyinlerinde de
ciddi farkliliklar olmadigi gosterilmistir ve beyin metamorfoz sonrast mindr degisim
geciren organlardan biri olarak siniflandirilmistir (60). Yine de metamorfik siirecte
beyin de yapisal degisimler gecirmektedir. Ozellikle optik loblar biiyiimekte ve
canlmin yeni binokiiler goriisiine uygun hale gelmektedir (61). Bu durum aksolot
beynin plastisitesini korudugunu ve canlinin hayatt boyunca ciddi degisimler
gecirebilecegini boylelikle ndral plastisiteyi incelemek icin aksolotlarin son derece

yararli model organizmalar olacagini igaret etmektedir.

Memelilerin aksine aksolotlarin merkezi sinir sisteminin rejeneratif potansiyeli
yiiksektir ve merkezi sinir sisteminde meydana gelen ciddi hasarlan
onarabilmektedirler. Aksolot beynin meydana gelen biiyiik capli hasarlar sonrasi
canlmin rejenere olabildigi hatta tam lobektomi sonrasinda bile canlinin kendini
onarabildigi gosterilmistir (62, 63). Yetiskin beyinlerinin ventrikiiler bdlgesinin
tamaminda noral proliferasyon goriilmektedir (64). Aksolotlar omurilik hasarin
tamamen iyilestirmekte ve kuyruk ampiitasyonu sonrasi kuyruklarint spinal kolon
dahil rejenere edebilmektedirler. Memelilerde ise bu iki siirecte merkezi sinir sistemi
hasar1 sonrasi aksonal biiyiimeyi engelledigi bilinen glial yara izi olusumu

goriilmektedir.
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Aksolot periferal sinir sistemine bakildiginda basit fakat diger tetropodlara
benzer bir organizasyona sahip oldugu goriilmektedir (54). Periferal sinir sistemi,
canlida goriilen sinir bagimli rejenerasyondan Otiirli arastirmacilarin  ilgisini

¢cekmektedir.

4.3.0murilik ve Omurilik Hasari

4.3.1.0murilik anatomisi

Omurilik néronlarin olusturdugu, motor ve duyusal bilgilerin beyin ve govde
arasinda tagindigi, destek hiicreleri ile birlikte boru seklinde bir kanal gibi uzanan sinir
agma verilen addir. Bilgi aktarilmasinin yani sira kimi refleksleri olusturan ve
koordine eden merkez gorevi gormektedir (65). Memelilerde beyinin medulla
oblongata bdlgesinden baslayip ilk lumbar omurlara kadar devam etmektedir.
Omurilik, omurlardan olugsan omurga tarafindan ve tipki beyinde oldugu gibi meninj
olarak adlandirilan i¢ membranli bag doku elemani tarafindan da korunmaktadir.
Distan ice dogru bu meninjler, dura mater, araknoid mater ve pia mater olarak
adlandirilmaktadir. Araknoid mater ve pia mater arasinda omuriligin korunmasina
yardimc1 olan i¢i serebropinal s1vi ile dolu subaraknoid bosluk ve i¢i gevsek fibroz ve
adipoz bag doku ile dolu epidural bosluk (dura ve periasteum arasinda) bulunmaktadir

(66, 67) . Sekil 4.3.1.’de memeli omuriligi sematize edilmistir.
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Sekil 4.3.1. Omurilik ve omurganin ¢apraz kesiti. SSS: Serebrospinal Sivi
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Omurilikte gri madde merkezde konumlanmakta ve etrafinda ak madde
bulunmaktadir. Gri madde interndronlar, efferent noronlarin hiicre govdeleri ile
dendiritleri ve afferent ndronlarin fiberlerinden olusmaktadir. Gri maddeyi ¢evreleyen
ak madde ise, miyelinli akson gruplarindan olusmaktadir. Bu akson gruplarina fiber
yollar1 ya da yolaklar1 da denmektedir ve bunlar omurilik boyunca longitudinal
uzanmaktadir. Bu yolaklarin bir kismi asagiya dogru yani beyin ile perifer arasindaki
bilgi aligverisini saglarken, digerleri yukartya dogru yani bilgiyi beyne tagimaktadir.

Bu yolaklar beyin ile omurilik arasindaki iletisim acisindan son derece dnemlidir.

4.3.2.0murilik hasari

Omurilik hasar1 (Spinal cord injury-SCI), motor veya duyusal ndronlardaki
kayiplar ile karakterize olan ve yaralanma bolgesine baglh olarak farkli fonksiyonel
kayiplar ile sonuglanan ndrolojik hasarlar olarak tanimlanmaktadir (68). Yapilan
aragtirmalara gore omurilik hasarmin diinyadaki yillik insidans1 milyonda 25.5 (69),

Tiirkiye’deki yillik insidanst ise milyonda 12.7 olarak hesaplanmistir (70).

Merkezi sinir sistemi (MSS) hasarlar1 insan hayatini olumsuz ydnde
etkilemektedir, fel¢ ve omurilik hasarlar1 (SCI) en sik goriilen merkezi sinir sistemi
hasarlaridir. Memelilerin sahip oldugu sinirli rejenerasyon kapasitesinden 6tiirti MSS’
nde goriilen hasarlar tamamen onarilamamaktadir. Omurilik hasar1 sonrasi, MSS
yenilenme ve onariminin ger¢ceklesmemesi bireyin yasam standartlarini diisiirmekte ve
ciddi bir finansal maliyete sebep olmaktadir. Omurilik hasarini tamamen iyilestirmeyi
hedefleyen yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi rejeneratif tip alaninda ¢alisma

yapan aragtirmacilarin en biiyiik hedeflerinden biridir.

Omurilik hasarinin patojenitesini anlamada ve tedavi yollar1 gelistirmede
ilerlemeler olmasma karsin, hasar sonrasinda ¢ogunlukla ciddi ve kalict sakatlik
goriilmektedir. Omurilik hasarini iki asamada incelemek miimkiindiir: a) birinci hasar
olarak da tanimlanan akut fazdir ve bu fazda, doku zedelenmesi iskemi, kanama
(hemoraj) ve vaskular hasar ger¢eklesmektedir. b) ikinci fazsa sekonder hasar olarak
adlandirilan dogal immiin yanitin aktivasyonuna bagli olarak olusan inflamatuvar
yamit fazidir. Inflamatuvar yanitlarin icinde polazirasyon iliskili makrofaj aktivasyonu,

ikincil hasarin karakteristik 6zelligidir. Omurilik hasarmin sonucunu esas belirleyen
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satha ikincil hasardir. Hasar goren omurilikte epimerkezde makrofaj birikimi ve
kanama goriiliir, buradaki makrofajlarin fenotipi ve aktivasyon statiisii, omurilik
hasarmin sonucunu belirler. Makrofaj aktivasyonu ve polarizasyonu mikrogevrede
gerceklesen degisimlere ¢ok duyarlidir. Makrofajlar mikrogevrenin iizerlerindeki
etkilerine gore ya ikincil yanitlar baglatabilir ya da MSS rejenerasyonu

gerceklestirebilirler.

4.3.2.1.0murilik hasarinda ikincil hasarin fizyolojisi

Immiin yanitlarin gérev aldig1 ikincil hasarda kan-omurilik bariyerinin yikimi,
hiicresel diizensizlikler, ekzitotoksisite, oksidatif stres, hemoraj, iskemi ve
inflamatuvar degisimler goriilmektedir. Inflamatuvar degisimler, hiicre nekrozu ve
apoptozu, siiresi uzayan Wallerian denejrasyonu ve yara izi olusumuyla omurilik
dokularinda ikincil hasara sebep olmaktir (71). ikincil hasarin gelisiminde infiltre olan

makrofajlar, notrofiller ve MSS mikroglia hiicreleri rol oynamaktadir (71).

Omurilik dokusunda hasara bagli iskeminin gelisiminde, travma kuvveti,
fibrin, platelet thrombine bagli olarak, intravaskiiler koagiilasyonu kapiller sonrasi
veniiller ve sulkal arterlerin yirtilmasi, vendz statisi, siskinlik, proteindz sivi sizdirmasi
ve 0dem gelismektedir (72, 73). Omuriligi saran pia maddesi sik1 bir yap1 oldugu igin
O0dem artan bir catlak basing yaratmaktadir ve bu durum iskeminin gelismesine
sebebiyet vermektedir. Primer lezyondaki iskemi, metabolik asidiklige sebep olarak
pH’1 diigiir, bu durumu reaktif hiper anemi ve reperfiizyon takip eder. Hiperanemi ve
reperfiizyon toksik iirlinlerinlerin (serbest radikallerin) agiga ¢ikmasina sebep olur,
aciga ¢ikan bu toksik iirlinler ise hiicresel yapilarin zarar gérmesine ve hiicrelerin

oksidatif strese girmesine sebep olmaktadir (74).

Serbest radikaller hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna sebep olarak
noral doku hasarinin gelismesine neden olmaktadirlar (75). Hasar géren omurilikte
serbest radikallerin kaynag1 arasidonik asit kaskadidir. Bu kaskadda serbest radikaller
ya biyojenik amin norotransmitterlerin oto-oksidasyonu ya da monoamin aksidaz-B
aktivitesi gibi enzimlerin aktiviteleri sonucu aciga ¢ikmaktadir. Bu yolaga ek olarak
infiltre olan makrofajlar, notrofiller ve mikroglialarda serbest radikal tiretmektedir.
Artan serbest radikaller akut omurilik hasarmin patofizyolojisinde baska olaylarla da

iliskilendirilmektedir; diisiik Ca*>-ATPaz pompasi aktivitesine bagli olarak yiiksek
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intraselliiler Ca*?, agir1 peroksinitrit (PN), 3-nitrotirozin (3-NT), 4-hidroksinonenal (4-
HNE) tiretimine bagli olarak mitokondri fonksiyon bozuklugu ve spinal mikrovaskiiler
endotelinoksidatif hasarindan kaynaklanan mikrovaskiiler perfiizyon diizensizlikleri

de serbest radikallerin aciga ¢ikmasina sebep olmaktadir (76).

Tim bu mekanizmalarin yanit sira ikincil hasardaki en Onemli siireg
inflamasyondur. Sekonder hasardaki inflamasyonu birka¢ asamada tanimlamak
miimkiindiir (77); Hasar sonrast 0.-2.glinlerde notrofiller stimiile olur ve lokal
mikroglia hasar bolgesine dolmaya baslar, 3.-7.glinlerde kan monositleri birikir, 7. glin
ve devam eden siirecte ise anti-inflamatuvar makrofajlar olusan yara izini diizeltmeye
calisir ve aksonal biiyiime gergeklestir. Omurilik hasar1 sonrasi meydana gelen
inflamasyonunun hem iyilesme siirecine faydali hem de dokuya zarar veren etkileri

vardir.

Omurilik hasar1 sonrasi, hasarli bolgede bir dizi molekiiler ve hiicresel olaylar
meydana gelmektedir. Omurilik yaralanmasi olustugunda, lezyon alanindaki birgok
glial hiicre hemen harekete gecerek farkli hiicrelerle birlikte inflamatuvar yanitlart
baglatir (78). Yaralanmaya ilk yanitlardan biri, makrofajlar, nétrofiller ve 16kositlerin
olas1 enfeksiyonlar1 onlemek icin yaralanma bolgesine go¢ etmesidir (79, 80).
Olusturulan inflamatuvar reaksiyon aksonal dejenerasyon ve demiyelinlesme
stireglerini  hizlandirmaktadir (81). Sekil 4.3.2.1.°de de 0Ozetlendigi gibi akson
dejenerasyona ugrarken, Wallerian dejenerasyonu olarak adlandirilan bir siirecten
geemektedir (82). Burada hasar goren aksonun hem distal hem de proksimal
kisimlarinda Ca*? akigma ve Ca*? bagimli proteaz kalpainlerin aktivasyonu bagli
olarak aksonal dejenerasyon baslamaktadir (83). Yapilan caligmalar, sadece
kalpainlerin degil, Ca*? bagl baska yolaklarin da akson dejenerasyonunda etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir (84-86). Ca*? yolaklarinin baslattig1 olaylar zincirini
takip eden 24-48 saatlik siire¢ gecikme periyodu adlandirilmakta ve bu siirecte
aksonun distal kism1 morfolojik olarak biitiinliik sergilemekte ve kisa bir siire i¢in
hale elektriksel olarak uyarilabilir bir karakter gostermektedir (87). Aksonun hizli
dejenerasyona ugradigi sonraki siirecte ise hiicre iskeleti elementleri, o6zellikle
mikrotiibiilleri, alt linitelerine ayrilmakta ve makrofajlarin agiga ¢ikan akson debrisini
temizlemek {izere bolgeye go¢ ettigi diisiiniilmektedir (88, 89). Inflamasyon

reaksiyonundan sonra lezyon etrafinda bir 6dem olugsmakta ve astrositlerin bu bolgeye
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dogru hareketi sonucunda lezyon bdlgesinde glial yara izi olusumu baslamaktadir (90,
91) Bu hiicreler kronik fazda daha biiyiik bir enflamatuvar reaksiyon olusumunu tegvik
ederek akson dejenerasyonu ve demiyelinizasyonuna sebep olmaktadir. Bunda
salgiladiklar1 sinyallesme proteinlerin, aksonal biiyiime ve miyelin kilif olusumu i¢in
inhibitor bir etkiye sahip olmasi da rol oynamaktadir (80, 92). Her ne kadar glial yara
olusumu hasarli omuriligi korumak ve stabilize etmek i¢in olusturuluyor olsa da; bu
yogun yapist ve yara bolgesinden yapilan salgilar nedeniyle omurilik fonksiyonel

olarak iyilesememekte ve yenilenememektedir.
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Sekil 4.3.2.1. Memelilerde omurilik hasarinin sematik gosterimi. Omurilik hasar1 sonrasinda hiicreler
hasar bolgesine dogru go¢ etmeye baslamaktadirlar. Makrofajlar, 6lmekte olan hiicreleri yutarken,
astrositler, fibroblastlar ve endotelyal hiicreler hasarin meydana getirdigi boslugu doldurmaktadir. Bu
hiicrelerden bazilar salgiladiklar1 proteinlerle akson uzamasini inhibe etmektedir. Hasarin kaudalinde
aksonlar hiicre govdesiyle baglantilarini yitirmistir ve aksonun Olimii ile sonuglanan Wallerian
degredasyonu siirecine girmektedir (86).

Omurilik hasarlarin1 tamamen tedavi etmeyi hedefleyen stratejilerinin
gelistirebilmesi i¢in, sinirl yenilenme yetenegine sahip memeli organizmalar yerine
yenilenme yetenegi yliksek canlilarda aragtirmalar yapmak biiylik 6neme sahiptir. Bu
canlilarda rejenerasyon ve doku onarimimin nasil gerceklestiginin anlasilmasi,
memelilerde onarim mekanizmalarinin anlagilmast ve iyilestirilmesinin Oniinii

acacaktir. Rejenerasyon kapasitesi yiikksek omurgasiz  tiirlerde  onarim
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mekanizmalarina dair 6grenebilecegimiz bircok bilgi olmasina karsin, bu canlilarin
geligkin bir sinir sisteminin olmamasi ve evrimsel olarak memelilere uzak olmalari
nedeniyle, memelilerle daha yakin akraba olan rejenerasyon kapasitesi yiiksek
omurgali canlilar iizerinde bu ¢aligmalarin yapilmasi tedavi stratejisinin gelistirilmesi

stirecinde daha dogru bir yaklasim olacaktir.

4.3.3.Urodele amfibilerde omurilik anatomisi, hasar1 ve rejenerasyonu

Urodele amfibi omuriligi, omurga boyunca uzanan diizlesmis silindir
bicimdeki sinir hiicrelerinden olusmaktadir. Her bir omurga ile birlikte, kordun tim
uzunlugu boyunca bilateral bir ¢ift omurga sinirleri gelisir. Her bir omurilik sinirin
dorsal sensor ve ventral motor kokii vardir. Bunlar bir noktada kaynasarak daha sonra
dorsal, ventral ve iletisim kuran sinir dallarina ayrismaktadir (93). Yetiskinlerin
omuriligi merkezi kanalda yer alan ependimal hiicreleri, gri ve onu g¢evreleyen ak
maddeyi icermektedir (94). Omuriliginin yiizeyinde bircok kan daman

sonlanmaktadir.

Semender omurilik rejenerasyonu c¢aligmalarinin  biiyiik bir  kismua
giinlimiizde ampiitasyonu takiben rejenere olan kuyruk iizerine yapilmaktadir. Daha
eski ¢aligmalarda bu tiirlerinin farkli omurilik lezyonlarini tamir edecek rejeneratif
kapasiteye sahip oldugu gosterilmistir. 1965’lerde Newt tizerinde yapilan ¢alismalar,
canlimin omurilik hasart sonrast omuriligini fonksiyonel olarak rejenere ettigini
gostermistir. Yapilan ¢aligmalarda omuriligin iki ucunun birbirine dogru gog ettigi
zamanla lezyon bdlgesinde akson biiyiimesini gerceklestigi ve omuriligi ucunun
birlestigi gosterilmistir (95, 96). Aksolatta aksonlarin retrograd olarak isaretlenmesiyle
yapilan bir bagka c¢alismada, koordineli ylizme ile supraspinal aksonlarin yeniden

biiytimesi arasinda korelasyon oldugu gosterilmistir (97).

Newt iizerinde yapilan bir baska calismada meninjial ve glial hiicrelerin
hasar sonrasi rejenerasyona imkan tantyan bir ¢evre olusturdugunu gostermektedir. Bu
calismada meninjiyal fibroblastlar ve glial hiicrelerin hasar bolgesine go¢ ederek
endotelyal hiicrelerle birlikte, aksonlarin lizerinde biiyliyebilecegi bir substrat gorevi
gordliigli ve sensOr ndranlar rejenere olmamasina ragmen canlinin tiim motor

kontroliinii geri kazandig1 ifade edilmektedir (98). Bu durum newt meninjial ve glial
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hiicrelerinin ndronal aksonlarla bereber koordineli bir sekilde ¢aligarak hasar bolgesini
doldurdugunu diisindiirmektedir. Memeli omurilik hasarinda ise meninjial
fibroblastlar ve astrositler beraber hareket ederek glial yara izi olusumuna neden
olmakta ve bu yara izi de aksonal biiylimenin ger¢eklesmesini 6nlemektedir (99). Eski
caligmalarin biiyiik bir kism1 hasar sonrasi gergeklesen siiregte omuriligin yapisinda
meydana gelen gelismeleri ifade etse de, gilinlimiizde yapilan g¢aligmalarla bu
gbzlemlerin dogrulugu kanitlanmistir ve bu eski calismalar pek ¢ok molekiiler

caligmanin temellerini olusturmaktadir.

Anuran, urodele ve memeli glial hiicrelerinin hasar1 takiben bolgeye goc
ettigi, boliinmeye basladigi ve bu hiicrelerde Notch, BMP ve Wnt gibi sinyal
yolaklarinin aktive oldugu bilinmekte ve bu da farkli tiirler arasinda hasara yanit
mekanizmalart acisindan benzerlikler oldugunu gostermektedir (86, 100). Buna
ragmen halen memelilerde fonksiyonel rejenerasyon yerine fonksiyonel olmayan yara
iyilesmesi goriilmesinin nedeni merak uyandirmaktadir. Newt ve aksolot gibi canlilar
lizerinde yapilan ¢alismalarla omurilik rejenerasyonu siirecinde hiicrelerin kdkeni ve
potansiyeli hakkinda bir miktar veri elde edilmesine karsin, hangi sinyallerin bu
hiicreleri boliinmeye, go¢ etmeye, dogru yer ve zamanda dogru hiicre tipine

farklilagmaya tesvik ettigine dair aragtirmalar halen siirmektedir.

4.4.Proteomiks

Proteomiks terimi 1995 yilinda ilk ortaya atildiginda bir hiicre hatti, doku ya
da organizmanin tiim protein igeriginin (proteom) biiyiik-6l¢ekli karakterizasyonunu
tanimlamak i¢in kullaniliyordu (101). Giiniimiizde proteomiks ifadesi iki farkl sekilde
kullanilmaktadir, ilki, gen tirlinlerinin biiyiik 6l¢ekli analizinin sadece protein bazinda
biyokimyasal metotlar kullanilarak gerceklestirilmesini ifade ederken, ikinci kullanimi
ise; proteinlerin karakterizasyonunu, lokalizasyonunu ve basta maya iki hibrid
sistemleri olmak iizere kullanilan protein interaksiyonu calismalarini kapsayan
fonksiyonel genomiksi ifade etmektedir (102). Tanimi ne olursa olsun proteomiks
caligmalarinin hedefi ortaktir; bir 6rnekteki (hiicre, doku vb.) toplam protein igeriginin
kapsamli  analizini yaparak ve proteinlerin  birbirleriyle etkilesimleri,
modifakasyonlari, fonksiyonlar1 ve lokalizasyonlariyla ilgili bilgi sahibi olmak. Sekil

4.4.’te proteomiksin ¢alisma ve uygulama alanlar1 gosterilmektedir.
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Organel Protein
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Sekil 4.4. Proteomiks c¢aligmalari ve biyolojik uygulamalar1 (101). Proteomiks yapilan ¢alismaya gore
yapisal proteomiks, fonksiyonel proteomiks, protein ekspresyon profillemesi, post-translasyonel
modifikasyon, protein-protein interaksiyonlar: ve protein madenciligi ¢alismalart olarak alt birimlere
ayrilmaktadir. Bu alt birimlerin uygulama alanlar figiirde gosterilmektedir.

Proteom dinamik bir yapidir, ¢aligilan 6rnek ister hiicre, ister doku ister organ
olsun, i¢ ve dis kaynakli sinyallerin, hiicre i¢i protein sentezini etkileyebilmesi,
sentezlenen proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlari, translokasyonu ve
yikimi da yine bu sinyallere bagh olarak farkli sekilde etkilenebildigi i¢in proteom
analizi ayn1 zamanda cevre kosullarini da yansitmaktadir. Bu nedenle proteom
caligmalari, belirli bir zamanda ¢evre sartlarinin protein igerigi tizerindeki etkisine dair
bilgiyi de vermektedir. Sadece gen diizeyinde yapilan ¢aligmalar, protein ¢aligmalarina
kiyasla daha kisith bir bilgi vermektedir. Sadece genomu ¢aligarak, hiicre ici
mekanizmalari, hastalik modellerini ve ¢evrenin hiicreye etkisini anlamaya calismak
yetersiz kalacaktir. Hem genlerin hem de gevrenin yansimasi niteligindeki proteom
bu anlamda hiicre i¢i mekanizmalarin daha genis ger¢eveden goriilmesine yardimci

olacaktir.

Gelisen teknoloji ile birlikte proteomiks alaninda da ilerlemeler
kaydedilmektedir. Proteom analizlerinde kullanilan cihazlarda yapilan iyilestirmeler,
farkli proteom ¢aligmalarinin yapilmasini miimkiin kilmistir. Bu ¢aligmalardan biri de
ister hayvan modeli kullanilarak ister klinik calismalardaki ornekler kullanilarak

yapilan omurilik hasarim1 takiben degisen proteomun incelenmesidir (103-106).
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Norotravmanin  teshisinde kolaylik saglayacak biyobelirteclerin - ve hasar
mekanizmasinda kritik rol oynayan molekiillerin tanimlanmasi, hasar sonrasi
uygulanabilecek yeni terapi stratejilerinin gelismesinin Oniinli agacaktir. Rejeneratif
canlilarda hasar sonrasi onarim mekanizmasini anlamak icin yapilan ¢alismalardan
birinde dnceden olusturulmus mRNA sekans veri setleri ve yliksek verimli proteomiks
beraber kullanilarak aksolot kuyruk proteomu olusturulmus ve rejenerasyonun farkl
zaman araliklarinda alinan 6rneklerle karsilastirmali proteom analizi yapilmistir (107).
Aksolot ve sigan kullanilarak gerceklestirilen baska bir ¢alismada, omurilik hasari
sonrast aksolot miR-125b fonksiyonel iyilesme i¢in olmazsa olmaz bir faktor oldugu
gosterilmis, siganda miR-125b seviyelerinin arttirilmasinin Sema4D ve diger glial skar
iligkili genlerin ekspresyonunu azaltarak fonksiyonel iyilesmenin gerceklesmesine
yardimci oldugu gosterilmistir. Ozellikle rejenerasyon kapasitesi yiiksek canlilarda
hasar sonrasi iyilesme siirecinde rol oynayan faktorlerin tanimlanmasi ve bu
faktorlerin rejenerasyon kapasitesi sinirli canli tiirlerinde ortologlarinin bulunmasi
lizerine yapilan ¢alismalar, omurilik hasarinin tedavisine yonelik stratejilerinin

gelistirilmesine yardimci olacaktir.
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S.MATERYAL VE METOT

5.1.Aksolotlarin bakimi ve metamorfoza indiiklenmesi

Bu calismada, Ambystoma Genetic Stock Center (AGSC)’dan getirilen ve
Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi’'nde (MEDITAM)
cogaltilan vahsi tip aksolotlar (Admbystoma mexicanum) kullanilmistir. Calisma
boyunca izlenen deneysel protokol ve deneylerde kullanilacak aksolotlarin bakim ve
manipiilasyon kosullar1 i¢in Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan etik kurul onay1 (Onay No: 38828770-604.01.01-E.2499) alinmistir.
Calismaya 48 adet neotenik hayvan ile baslanmis ve bu hayvanlarin 24 tanesi

metamorfoza indiiklemistir.
5.1.1.Aksolotlarim bakimi

Proje siiresince ayn1 anne-babadan tek yumurtlama doneminden elde edilmis
200 civarindaki 6 aylik ergen 6-8 cm boylarinda vahsi tip aksolot arasindan rastgele
48 adet canl secilmistir. Seg¢ilen canlilar 1 yasindayken deneylere baslanmistir.
Aksolotlar deney siiresince, bu canlilar i¢in en uygun ortam kosulu saglayan Holtfreter
sollisyonii icerisinde her bir akvaryumda bir aksolot olacak sekilde 18-20 °C sicaklik
altinda tutulmustur. Beslenmeleri ise her iki giinde bir pellet yem (JBL novolotl)

verilerek gergeklestirilmistir.
5.1.2.Aksolotlarin metamorfoza indiiklenmesi

Neotenik aksolotlar1 metamorfoza indiiklemek icin  Tiroksin (Ts)
kullanilmistir. Onceki calismalarda T4’tin 20° C’de 50 nM konsantrasyonla
kullanilmast durumunda, yaklagitk 60 giin sonra aksolotlarin metamorfozu
tamamladigi belirtilmistir (30). Bu caligma temel alinarak, 100 uM L-tiroksin stok
solisyonu Holtfreter soliisyonuyla seyreltilerek akvaryum basina final Ts
konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde aksolotlarin metamorfoza indiiklenmesine
baslanilmistir. Bu islem, aksolotlarin metamorfozu tamamlanincaya kadar {i¢ glinde

bir sular1 degistirilerek tekrarlanmstir.

Metamorfoza indiiklenen aksolotlarda morfolojik degisimler, T4 uygulamasini

takiben 2.haftadan sonra gozlenmeye baslanmaktadir. Bu degisimler; kilo kaybu,

27



kuyruk ve dorsal sirt ylizgeglerinin kaybolmasi, géz protriizyonu ve solungaglarinin
kaybolmasi olarak siralanabilir. Metamorfoza ugrayan aksolotlarin akvaryumlarindaki
stvi hacmi canlinin viicudunu nemli tutmaya yetecek kadar, yaklasik % oraninda
azaltilarak metamorfoza ugrayan aksolotlarin karasal hayata gecisleri desteklenmistir.

Metamorfoz siireci yaklasik olarak 6-8 hafta arasinda tamamlanmustir.
5.2.Biyolojik orneklerin hazirlanmasi
5.2.1.Neotenik aksolotlar icin biyolojik orneklerin hazirlanmasi

24 adet neotenik aksolottan laminektomi (kontrol grubu) ve omurilik hasari
grubu (deney grubu) olmak {izere iki farkli grup olusturulmustur. Bu 24 adet aksolottan
18 tanesi omurilik hasar1 grubu canlilarini olustururken 6 tanesi laminektomi grubu
canlilarini olugturmaktadir. Hem laminektomi hem de omurilik hasar1 grubu i¢in Tablo
5.2.1’de gosterildigi iizere farkli zaman araliklarinda (toplam 6 zaman aralig1) doku
ornekleri toplanmistir. Omurilik hasar1 grubu canlilart i¢in 3 canlidan toplanan
ornekler bir arada pargalanarak bir havuz olusturulmus ve proteom g¢aligmasi bu ii¢
canlidan olusturulan protein havuzu iizerinde yapilmigtir. Laminektomi grubu
canlilarinda ise her zaman dilimi i¢in bir canli bulunmaktadir ve tek canlidan gelen
ornek tizerinde proteomiks caligmasi yapilmistir. Doku Ornegi alinacak zaman

araliklar1 ve kullanilacak canli sayilart su sekildedir:

Tablo 5.2.1. Neotenik aksolot i¢in deney ve kontrol grubu dagilim1

Zaman Arahgi Omurilik Hasarn Laminektomi Grubu
Grubu
0.saat 3 adet 1 adet
6.saat 3 adet 1 adet
12.saat 3 adet 1 adet
24.saat 3 adet 1 adet
4.giin 3 adet 1 adet
7.giin 3 adet 1 adet
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5.2.2.Metamorfik aksolotlar icin biyolojik orneklerin hazirlanmasi

Metamorfik aksolotlar da tipki neotenik canlilar da oldugu gibi gruplanmistir.
Tiroksin uygulamasi sonrasi, metamorfik aksolot karakteristigi sergileyen 24 adet
aksolot laminektomi (kontrol grubu) ve omurilik hasar1 grubu (deney grubu) olmak
tizere iki farkli gruba ayrilmigtir. Bu 24 adet aksolottan 18 tanesi omurilik hasar1 grubu
canlilarini olustururken 6 tanesi laminektomi grubu canlilarini olusturmaktadir. Hem
laminektomi hem de omurilik hasar1 grubu i¢in 6 farkli zaman araliginda doku
ornekleri toplanmistir. Omurilik hasari grubu canlilart i¢in 3 canlidan toplanan
ornekler bir arada pargalanarak bir havuz olusturulmus ve proteom g¢aligmasi bu ii¢
canlidan olusturulan protein havuzu iizerinde yapilmigtir. Laminektomi grubu
canlilarinda ise her zaman dilimi i¢in bir canli bulunmaktadir ve tek canlidan gelen
ornek tizerinde proteomiks caligmasi yapilmistir. Doku Ornegi alinacak zaman

araliklar ve kullanilacak canli sayilar1 su sekildedir:

Tablo 5.2.2. Metamorfik aksolotlar i¢in deney ve kontrol grubu dagilimi

Zaman Arahg1 Omurilik Hasarn Laminektomi Grubu
Grubu
0.saat 3 adet 1 adet
6.saat 3 adet 1 adet
12.saat 3 adet 1 adet
24.saat 3 adet 1 adet
4.giin 3 adet 1 adet
7.giin 3 adet 1 adet
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5.3.Kullanilan malzemeler

Tablo 5.3. Kullanilan kitlerin ve sarf malzemelerin listesi.

Malzeme Ad1 Firma Katalog Numarasi
Tiroksin Sigma T1775
Benzokain Acros Organics 150780025
TRIzol Reagent Thermo Fisher 15596026
Glikojen Thermo Fisher RO551
SYBR Safe Thermo Fisher S33102
Quick-Load Purple 2-Log | NEB NO0550S
DNA Ladder

6X Purple Gel Loading | NEB B7025S
Dye

FASP™ Protein | expedeon 44250
Digestion Kit

5.4.Aksolot omurilik hasar1 verilmesi ve doku drneklerinin toplanmasi

5.4.1.0murilik hasar1 modeli

Aksolotlarin metamorfozu tamamlandiktan sonra omurilik hasar1 deneylerine
baglanmistir. Viicut uzunlugu 6-8 cm olan neotenik ve metamorfik aksolotlar, omurilik
hasar1 verilmeden 6nce 0.01% Benzokain (Acros Organics, Kat. No: 150780025) ile
anesteziye alinmstir. Pens ile uzuv ve solungag refleksleri kontrol edilen aksolotlarin
anestezi altinda olduklarindan emin olunduktan sonra omurilik hasar deneylerine
baslanmigtir. Diseksiyon mikroskobu altina alinan aksolotlarin operasyon siiresi
boyunca derilerinin kurumamasi i¢in hasar verilecek bolge disinda kalan kisimlar

Holtfreter soliisyonu ile islatilmis pecetelerle kapatilmistir.  Cerrahi operasyon
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aksolotlar anestezi altinda iken arka bacaklar1 {izerinden bir kesi yapilmasiyla
baglanmistir. Bu kesinin yapildig1 yerde deri ve kas dokusu agilarak erigilen omurda
laminektomi gerceklestirilmistir. A¢ilan omurun i¢inden ge¢en omurilik ¢ikartilmistir
(108). Bu ¢alismada omuriligi ¢ikartilan canlilar deney grubunu olustururken sadece
laminektomi yapilan canlilar ise kontrol grubunu olusturacaktir. Her iki grupta,
operasyon sonrasi acilan deri yarali bolge tizerine yerlestirilerek operasyon bolgesine
siitlir atilmistir. Operasyon sonrasi aksolotlar akvaryumlarina geri konulmustur ve

ornek toplama siirelerine kadar 20° C' de normal ortam kosullarinda tutulmustur.

Anestezi altindaki neotenik ve metamorfik aksolotlarda deney gruplart i¢in
laminektomiyi takiben omurilik hasar1 olusturulmus, kontrol gruplar i¢inse sadece
laminektomi yapilmistir. Neotenik ve metamorfik aksolotlar tizerinde gerceklestirilen

cerrahi operasyonlar Resim 5.4.1°de 6zetlenmis, Sekil 5.4.1.’de sematize edilmistir.

Resim 5.4.1. Aksolotta cerrahi operasyon ve Ornek toplama. Temsili olarak neotenik aksolodun
kullanildig1 sekildeki islemlerin aynilart metamorfik aksolotlar i¢in de yapilmistir. Operasyonlari
gerceklestirmek igin anesteziye alinan aksolotlar derilerinin operasyon siiresi boyunca nemli kalmasi
icin Holtfreter soliisyonuyla 1slatilmig pegete ile sadece operasyon bolgesi agikta kalacak sekilde
mikroskop altina yerlestirilir. Bistiiri yardimiyla hasar bolgesinde ilk kesi yapilir. Omurgaya ulasmak
iin operasyon bolgesinde kaslar da kesilir. Omur goriildiigiinde ilk kesim spindz ¢ikintidan yapilir daha
sonra transvers ¢ikintilar da kesilerek, tek omur agilir ve omurilige ulasilir. Omurilik hasari gruplarinda
acilan omurun iginden gegen omurilik makasla iki ugtan kesilerek ¢ikarilir. Laminektomi gruplarinda
ise sadece omur agilir, omurilik dokusuna 6rnek toplama siiresine kadar herhangi bir zarar verilmez.
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Sekil 5.4.1. Cerrahi operasyonlar. A) Aksolotta yapilan cerrahi operasyonlar i¢in {i¢ kesim bolgesi
belirlenmis ve bu kesim bdlgeleri sirasiyla agilarak omurilige erisim saglanmistir. B) Laminektomi
operasyonu sonrasi omurlar a¢ilmis, omurilik dokusuna herhangi bir zarar verilmemistir. C) Omurilik
hasar1 operasyonlarinda ise igin agilan omurun i¢inden gegen omurilik kesilerek gikartlmistir.

5.4.2.Doku orneklerinin toplanmasi

Diseksiyon mikroskobu altinda neotenik ve metamorfik canlilardan hasar
sonrast, yenilenmenin 0., 6., 12., 24. saatleri ile 4. ve 7. glinleri doku 6rnekleri yara
bolgesinin tekrar agilmasi ve olusan blastema dokusu ile birlikte 1mm civarindaki
cevre dokularin alinmasiyla toplanmistir. Toplanan doku oOrnekleri hemen sivi
nitrojene aktarilarak dondurulmus ve protein izolasyonuna kadar -80° C’ de
saklanmigtir. Ornek toplama islemi omurilik hasar1 gruplarina ek olarak laminektomi

gruplarinda da ayni zaman araliklari i¢in gergeklestirilmistir.

O.saat grubu: Omurilik hasar1 gruplar icin aksolotlarin omurilik hasar bolgesinin
anteriyoriinden 0.5mm biiyiikliiglinde doku alinmistir. Laminektomi yapilan gruplar
icin ayn1 bolgeye denk diisen doku 6rnegi alinmistir. Hayvanlardan alinan dokular
hemen siv1 nitrojende dondurulup -80°C’de saklanmistir. Alinan dokular proteomiks

calismasinda kullanilmastir.

6.saat grubu: Omurilik hasar1 gruplar icin aksolotlarin omurilik hasar bolgesinin
anteriyoriinden 0.5mm biiyiikliiglinde doku alinmistir. Laminektomi yapilan gruplar
icin ayn1 bolgeye denk diisen doku 6rnegi alimmistir. Hayvanlardan alinan dokular
hemen siv1 nitrojende dondurulup -80°C’de saklanmistir. Alinan dokular proteomiks

calismasinda kullanilmastir.
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12.saat grubu: Omurilik hasar1 gruplar i¢in aksolotlarin omurilik hasar bdlgesinin
anteriyoriinden 0.5mm biiyiikliiglinde doku alinmigtir. Laminektomi yapilan gruplar
icin ayn1 bolgeye denk diisen doku 6rnegi alimmistir. Hayvanlardan alinan dokular
hemen siv1 nitrojende dondurulup -80°C’de saklanmistir. Alinan dokular proteomiks

caligsmasinda kullanilmistir.

24.saat grubu: Omurilik hasar1 gruplar i¢in aksolotlarin omurilik hasar bdlgesinin
anteriyoriinden 0.5mm biiyiikliiglinde doku alinmigtir. Laminektomi yapilan gruplar
icin ayn1 bolgeye denk diisen doku 6rnegi alimmistir. Hayvanlardan alinan dokular
hemen siv1 nitrojende dondurulup -80°C’de saklanmistir. Alinan dokular proteomiks

calismasinda kullanilmistir.

4.Giin grubu: Omurilik hasari gruplar i¢in omurilik hasar bolgesinde olusan blastema
ve sadece omurilik rejenerasyon mekanizmasinda gorevli faktorlerin ortaya
cikartlmasi i¢in Imm ¢evre dokulardan 4.giin doku 6rnegi alinmigtir. Laminektomi
yapilan gruplar i¢in ayn1 bdlgeye denk diisen doku 6rnegi alinmistir. Hayvanlardan
alinan dokular hemen sivi nitrojende dondurulup -80°C’de saklanmistir. Alinan

dokular proteomiks ¢alismasinda kullanilmigtir.

7.Giin Grubu: Omurilik hasar1 gruplar i¢in omurilik hasar bolgesinde olugan blastema
ve sadece omurilik rejenerasyon mekanizmasinda gorevli faktorlerin ortaya
cikarilmasi i¢in Imm ¢evre dokulardan 7.giin doku 6rnegi alinmigtir. Laminektomi
yapilan gruplar i¢in ayn1 bdlgeye denk diisen doku 6rnegi alinmistir. Hayvanlardan
alinan dokular hemen sivi nitrojende dondurulup -80°C’de saklanmistir. Alinan

dokular proteomiks ¢alismasinda kullanilmgtir.

5.4.3.Cerrahi operasyon sonrasi refleks testleri

Resim 5.4.1’de Ozetlenen cerrahi operasyon ¢alismalarinin basarist canlilar
anesteziden c¢iktiginda yapilan refleks testleriyle dogrulanmistir. Refleks testlerinde
canlilarin kuyruk ve arka uzuvlar1 pens yardimiyla sikistirilarak, verdikleri tepkiler
kayit altina alinmistir. Omurilik hasar1 sonrasi canlilarin, hasarin yapildigi bolgeden

itibaren felg olmasi beklenmektedir. Bu durumda omurilik operasyonunun basarili
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olarak tanimlanabilmesi icin operasyon sonrast arka uzuv ve kuyruk pens ile
sikistirildiginda canlinin tepki vermemesi beklenmemektedir. Bu testlerde hem
omurilik hasart1 hem de laminektomi Oncesinde ve sonrasinda canlilarin tepkileri

kontrol edilmis, gozlemler kamera ile kayit altina alinmistir.

5.5.Toplanan 6rneklerden RNA ve protein izolasyonu

Doku orneklerinden protein kiitiiphanesinin hazirlanmas1 ve protein dizi
analizinin yapilmasi amaciyla protein izolasyonu yapilmistir. Protein izolasyonu
yapilacak 6rneklerden ayni zamanda RNA izolasyonu da yapilacagi i¢in iki izolasyona
beraber olanak taniyan metodunun oturtulmasi denemeleri yapilmistir. Bunun i¢in ilk
olarak neotenik ve metamorfik aksolot karaciger ve omuriligi 6rneklerinden TRIzol
Reagent (Thermo Fisher, Kat. No: 15596026) kullanilarak protein izolasyonu
yapilmistir. izole edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 dlgiildiikten sonra TRIzol
metodunun bu c¢aligma i¢in uygun olduguna karar verilmistir. Bunu takiben
laminektomi ve omurilik hasar grubu canlilarindan toplanan doku orneklerinden
TRIzol Reagent kullanilarak gergeklestirilen protein izolasyonu iiretici firmanin
talimatlar1 izlenmistir. Tiim zaman dilimleri i¢in doku 6rnekleri toplandiktan sonra
protein izolasyonlarma baslanmistir. -80°C’den c¢ikartilan doku o6rnekleri TRIzol

icerisine aktarilmadan 6nce bozulmamalari i¢in hemen siv1 nitrojen alinmistir.

5.5.1.Mekanik parcalama/doku lizisi

Canlilardan toplanan 6rneklerden protein izole etmek i¢in, 6rnekler dncelikle
mekanik parcalanmistir, mekanik parcalama i¢in asagida belirtilen basamaklar takip

edilmistir;

1- S1v1 nitrojenden c¢ikarilan ornekler mekanik pargalanama i¢in, deney gruplarinda
ayni zaman dilimine ait li¢ canlidan alinan rnekler 1ml TRIzol Reagent i¢eren ependorf
tiipe aktarilirken laminektomi gruplart i¢in toplanan tek canlidan 6rnek 1 ml TRIzol
igerisine aktarilmstir.

2- Ornekler, ceker ocak altinda 2.5 ml siringa yardimiyla TRIzol igerisinde

parcalanmis sonrasinda da vortekslenerek iyice homojenize edilmistir.
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3- 5 dakika oda sicakliginda bekletilen 6rneklerin iizerine 1 ml TRIzol igin 200 ul
kloroform eklenmistir. Kloroform eklendikten sonra 15 saniye vortekslenen drnekler
2-3 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

4- Inkiibasyon sonras1 4°C’ de 15000 x g ‘de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast ependorf tiipte ii¢ farkli faz olusumu goriilmiistiir. Bu fazladan {istteki berrak
faz, dokudaki RNA’lar1, ortadaki ara faz DNA’y1 igerirken en alttaki organik faz ise

protein ve lipidleri igermektedir.

5.5.2.RNA izolasyonu

Faz ayirimi sonrasinda iistteki berrak faz alinarak RNA izolasyonu gergeklestirilmistir,

RNA izolasyonu siiresince asagidaki protokol izlenmistir.

1- Yeni bir 1.5 mI’lik ependorf tiipe aktarilan iist faza, baslangicta lizis i¢in kullanilan
I ml TRIzol’e 500 pl izopropanol olacak sekilde izopropanol eklenmistir. Elde
edilecek RNA miktarinin arttirmak amaciyla 5 pl glikojen (Thermo Fisher, Kat. No.:
R0O551) eklenerek pipetleme yapilmistir, 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
2-4°C de 12000 x g’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilarak, elde edilen pelletin {lizerine 1ml Trizol i¢in 1:1 oraninda olacak
sekilde 1 ml %75 EtOH konulmustur.

3- Ornekler vortekslenmis ve sonrasinda da 4°C de 7500 x g’de 5 dakika santrifiij
yapilmustir.

4- Santrifiij sonrasi slipernatant uzaklastirilmistir, elde edilen RNA pelletinden EtOH’1
iyice uzaklagtirmak i¢in tlip havada kurutulmustur.

5- Pelleti tlizerine 20 pul RNaz icermeyen su eklenerek pellet ¢oziilmiistiir. RNA
konstrasyon ve saflik 6l¢iimii icin SpectraMax cihazinda 230nm, 260nm ve 280 nm
dalga boylarindaki absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. RNA biitlinliigiinii gdstermek icin
ornekler agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur. Agaroz jel elektroforezi ve

konsantrasyon 6l¢timii sonrast RNA 6rnekleri -80°C’de saklanmustir.

5.5.3.Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi icin 1X TAE Buffer i¢inde 100 ml %1 °’lik agaroz jel
hazirlanmis igerisine 5 ul SYBR Safe (Thermo Fisher, Kat. No.: S33102) eklenerek
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jel dokiilmiis ve donmasi beklenmistir, donduktan sonra elektroforez tankina aktarilan
jelin lizerine maksimum seviyeye kadar 1X TAE Buffer konulmustur. Marker olarak
Quick-Load Purple 2-Log DNA Ladder (NEB, Kat. No.: N0550S) kullanilmistir ve
ornekler 6X Purple Gel Loading Dye (NEB, Kat. No.: B7025S) ile karistirilarak jele
yiiklenmistir. Ornekler, 80V ve 400mA’de 45 dakika boyunca yiiriitiilmiis ve

ChemiDoc cihazinda Image Lab™ (Bio-Rad) programi kullanilarak goriintiilenmistir.

5.5.4.Protein izolasyonu

Kloroform ayrimi sonrast RNA’y1 iceren iist faz uzaklastirildiktan sonra tiipte
kalan ara faz ve organik (fenol-kloroform) faz DNA ve protein izolasyonu igin
kullanilir. Bu ¢alismada protein izolasyonunu gerceklestirmek icin once DNA
coktiiriilerek uzaklastirilmis daha sonra protein izolasyonuna baslanmistir. Protein
izolasyonu i¢in iiretici firmanin 6nerdigi protokol takip edilmistir, 6nerilen protokoliin

basamaklar1 asagida belirtildigi gibidir;

1- Ara fazin lizerindeki berrak faz tamamen uzaklagtirilip, tiipte sadece ara ve organik
faz birakilmistir.

2- En bastan lizis i¢in kullanilan 1 ml TRIzol i¢in 300 pul %100 EtOH tiipe eklendikten
sonra tiip birkag kere ters ¢evrilerek karigtirilmagtir.

3- Oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edilen 6rneklere 4°C de 2000 x g’de 5 dakika
santrifiij yapilarak DNA pelleti ¢oktiiriilmiistiir. Fenol-etanol siipernatant1 ise 15
ml’lik falkon tiipe aktarilarak protein izolasyonuna devam edilmistir.

4- Proteinleri ¢oktiirmek icin falkon tiip igerisindeki fenol-etanol siipernatantina 1.5
ml izopropanol eklenerek, 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

5- Inkiibasyon sonrasi da 4°C de 12000 x g’de 10 dakika santrifiij yapilarak protein
pelleti elde edilmistir.

6- Siipernatant tamamen uzaklastirilmistir ve pellet iizerine %95 EtOH igerisinde taze
hazirlanmis 0.4 M {iireden 2 ml eklenmis ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilip,
4°C de 7500 x g’de 5 dakika santriflij yapilmistir. Santrifiij sonra siipernatant
uzaklastirllmigtir. Bu islem iki kere daha 0.4 M iire ile tekrarlandiktan sonra bir kere
de %100 EtOH ile tekrarlanarak protein pelletine yikama yapilmistir.

7- %100 EtOH yikamasinda sonra siipernatant uzaklagtirilinca, protein pelleti EtOH

tamamen uzaklastirmak icin 5-10 dakika boyunca havada kurutulmustur.
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8- Etanol uzaklastirillinca protein pelleti lizerine 200 ul %1 SDS eklenerek,
¢oziindiriilmiistiir (Pelletin tamamen ¢oziinmesi i¢in %1 SDS eklendikten sonra 50°C
’de 5-7 dakikalik inkiibasyonla saglanmaistir).

9- Pellet tamamen c¢oziindiikten sonra 4°C de 1000 x g’de 10 dakika santrifiij
yapilmustir. Santrifiij sonrast supernatant yeni bir 1.5 ml’lik tlipe aktarilmis ve
konsantrasyonlar1  Ol¢iildiikten sonra proteom c¢alismasina kadar -80°C’ye
kaldirtlmistir.

10- Elde edilen proteinlerin konsantrasyonlari Qubit 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher,

Kat. No.: Q33216) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

5.5.5.Qubit 3.0 Fluorometer ile protein konsantrasyonunun ol¢ciimii

Qubit 3.0 Fluorometer ile protein konsantrasyonlarinin 6l¢iimii iiretici firmanin

talimatlar takip edilerek, asagida belirtilen protokol takip edilerek gerceklestirilmistir;

I- 1 pl Qubit Protein Reagent ile 199 pl Qubit Protein Buffer ile vortekslenerek
karigtirilir (Total 6rnek sayisi1 ve standartlar i¢in kullanilacak hacim kadar soliisyon
hazirlanir).

2- Ug standart igin ayr1 tiiplerde, total hacmi 200 pl olacak sekilde 190 pl soliisyon 10
ul standart ile vortekslenerek karistirilir ve 15 dakika karalik ortamda oda sicakliginda
inkiibe edilir.

3- Orneklerden ise 198 ul soliisyon 2 pl protein ile vortekslenerek karistirilir ve 15
dakika karalik ortamda oda sicakliginda inkiibe edilir.

4- Inkiibasyon sonrasi once standartlar sonra Orneklerin cihazda okutularak
proteinlerin konsantrasyon dl¢timleri yapilir.

Ozetle TRIzol kullanilarak baslatilan mekanik parcalama ve RNA izolasyonu
icin RNA’lar1 igeren {ist fazin alinmasindan sonra kalan ara ve organik var protein
izolasyonu i¢in kullanilmistir. Protein izolasyonu icin Once ara fazdaki DNA igerigi
presipite edilmis siipernatantta kalan protein igerigi ile izolasyona devam edilmistir.
Protein izolasyonu sonrasinda Qubit 3.0 Fluorometer cihazi kullanilarak protein
konsantrasyonlar1 Ol¢iilmiistiir. Elde edilen konsantrasyon degerleri Tablo 4.’te

gosterilmistir.
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5.6.Protein kiitiiphanesinin olusturulmasi ve protein dizi analizi

Izole edilen protein 6rneklerinden protein kiitiiphanesinin olusturulmasi ve protein

dizi analizinin yapilabilmesi i¢in, 6rnekler FASP (Filter Aided Sample Preparation -

Filtre Yardimli Ornek Hazirlama) ydntemi kullanilarak cihaza yiiklemeye hazir hale

getirilmigtir. Bu yontemi gerceklestirmek i¢in FASP™ Protein Digestion Kit

(expedeon, Kat.No. 44250) kullanilmistir ve 6rnekler asagida belirtildigi gibi tiretici

firmanin 6nerdigi protokol takip edilerek hazirlanmistir.
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Izole edilen 200ul’lik protein érneklerinin tamamma 250 pl UPX ve 5ul
proteaz inhibitor karisimi eklenerek, pipedaj yapilarak karistrilir.

Ornekler 100°C 600 rpm’de 10 dakika calkalayici kullanilarak karigtirilir.
Calkalama sonrasinda 4°C’de 1 saat boyunca inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasinda drnekler 16.000 xg ‘de 10 dakikda santrifiijlenir ve
stipernatant LoBind tiiplere aktarilir.

Qubit 3.0 Fluorometer ile protein konsantrasyonlari tayin edilir.

Protein konsantrasyon tayini sonrasinda tim Ornekler final konsantrasyonu
50ng/30ul olacak sekilde hazirlanir.

Hazirlanan 6rnekler kullanilan kitin igindeki filtreli FASP tiiplerine aktarilir ve
tizerine 200pl iire ilave edilerek 14.000 xg’de 15 dakika santrifiijlenir.
Santrifiij sonras: filtre iizerine tekrar lizerine 200pl iire ilave edilerek 14.000
xg’de 15 dakika santrifiij islemi tekrarlanir.

Toplama tiipiindeki siipernatant uzaklastirilir, filtrenin ilizerine 10 pl
iyodoasetamid ve 90 ul iire eklenir 1 dakika 250 rpm’de g¢alkalanarak
karistirilir ve sonrasinda 20 dakika boyunca karanlikta inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonras1 drnek iizerine 100 pl iire eklenerek 15 dakika boyunca
santrifiij edilir, bu iglem toplam 3 kere tekrarlanir.

Santrifiijler sonrasinda tiipte toplanan sivi kisim uzaklastirilir, filtreye 100l
50mM amonyum bikarbonat eklenerek 14.000 xg’de 15 dakika santrifii
yapilir, bu islem toplamda 3 kere tekrarlanir.

Ornek {izerine 75ul digestion soliisyonu eklenir, tiipiin her tarafi hava
almaycak bir sekilde parafilm ile sarilarak 37°C ‘lik etlivde bir gece

inkiibasyona kaldirilarak tripsinizasyon gergeklestirilir.
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13- Tripsinizasyon sonrasinda filtre yeni bir tlipe aktarilir ve {izerine 100ul
amonyum bikarbonat eklenerek 14.000 x g 15 dakika iki defa santrifiij edilir.

14- Tipteki siv1 kisim uzaklastirilmadan filtreye 50 pl sodyum kloriir eklenerek
14.00 xg’de 15 dakika santrifiij edilir.

15- Santrifiij sonrasi filtre atilir, elde edilen peptid Orneklerini konsantre hale
getirmek igin liyofilizasyon yapilir. Ornekler sivi nitrojen igine daldirilarak
hemen dondurulur ve liyofilizatére konarak, iki giin boyunca liyofilizasyona
tabi tutulur.

16- Liyofilizasyon sonrast %0.1 formik asit ¢ozeltisinden 20 ul eklenerek
konsantrasyonu o6l¢iilen Ornekler, final konsantrasyonu 100ng/ul olacak

sekilde%0.1 fomik asitte hazirlandiktan sonra cihaza ytiklenir.

Nano akis sivi kromatografisinin (UPLC), elektrospray iyonizasyon-kuadrupol
ucus zamani (ESI-QTOF) kiitle spektrometresi ile birlestirilmesi protein ifade
farkliliklarinin derinlemesine analiz edilebilecegi ileri bir proteomik arastirmalar
platformu meydana getirmektedir. Teknolojik yenilikler ile birlikte gelisen proteomik
metodolojiler, protein ifade farkliliklarinin analiz edilmesini miimkiin kilmaktadir.
Karmasik protein orneklerinin analiz edilebilmesi icin kiitle spektrometresi analizi
oncesinde g¢esitli yontemler ile ayristirilmalart yani analiz edilen karisimin
basitlestirilmesi gerekmektedir. Total protein ekstraklart tek bir seferde kiitle
spektrometresine verilmis olsaydi, yiiksek miktardaki proteinler diisiik miktarda
bulunan proteinleri maskeleyecek ve tanimlamanin kisith olmasma neden
olabilecektir. Bu sorunu ¢ézmek i¢in de 1D ters faz kromatografisi (1D-RP) biitiin
protein ornekleri i¢in kullanilmigtir. Bu kromatografik yontemde peptitler, Cis kolon
dolgu maddesine karst goreceli hidrofobik etkilesmelerine dayanarak farkl
zamanlarda kolondan ¢ikmaktadirlar. Bu metotta peptit ornekleri dncelikle tuzak
kolon adi verilen 2 cm’lik Cig kolonunda alikonur ve ardindan nano pompa ile
olusturulan asetonitril gradienti ile tuzak kolondan ayrilan peptitler Cis analitik
kolonunda hidrofobik etkilesimler ile ayrigtirilarak kolondan g¢ikmaktadir. Peptit
karigiminin karmasiklik derecesi goz Oniine alinarak, farkli uzunlukta nano kolonlar
kullanilmaktadir. MS analizi kiitle spektrometresi ile peptitlerin biitiinii hakkinda bilgi
toplamak i¢in gergeklestirilirken, MS/MS analizi ise peptitlerin amino asit dizi bilgisi
bulunmustur. Peptitlerin analizi i¢in iki farkli metot kullanilmistir. Birincisi Waters’in

MSE sistemi diye adlandirilan ve SYNAPT-HDMS sisteminde 6nce 5 €V daha sonra
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25-40 eV carpigsma enerjisindeki analiz yontemidir. Bu yontemde her bir ¢arpisma
enerjisinde 1.5 s kadar veri toplanmakta ve belirli m/z araliginda olan peptitler
taranarak, hem peptidin biitiinii hakkinda hem de amino asit sekans1 hakkinda daha

fazla bilgi alinmaktadir.

Bu tez kapsaminda da LC-MSE teknolojisi kullanilmigtir, bu teknolojide doku
orneklerinden ekstrakte edilen proteinler tripsin ile parcalandiktan sonra bir boyutlu
ters faz (RP) kromatografik ayrigtirma yonteminden sonra peptit agirliginin
belirlenmesi i¢in MS denilen analiz gerceklestirilmistir ve ardindan MS/MS
yontemiyle amino asit sekansi belirlenmek i¢in kullanilmistir. Waters Synapt G2-Si
Q-TOF cihazina yiiklenen 6rnekler, hem 120 hem de 180 dakikalik okumalar 3 kere
tekrarlanmistir ve elde edilen verilen Masslynx, Version 4.1 yazilimi kullanilarak
gosterilmistir. LC-MS metodoloji kullanilarak ayrilan proteinler, protein kiitiiphanesi

olusturulduktan sonra VENNY 2.1. (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)

cevrimigi platformu kullanilarak bir 6rnek basina yapilan ii¢c ayr1 okumada ortak
tanimlanan protein sayisina bakilmistir. Bu proteinler {izerinden gen ontoloji analizi

PANTHER Version 13.1. siiflandirma sistemi kullanilarak yapilmistir.
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6.BULGULAR

6.1.Aksolotlarin metamorfoza indiiklenmesi

Neotenik aksolotlar iki aylik slire boyunca sularina T4 katilarak metamorfoza
indiiklenmistir. 1ki aylik siireg boyunca canlilarda gdzlemlenen morfolojik

degisiklikler Resim 6.1°de 6zetlendigi gibidir.

L28

0.Giin =T 2.Hafta 4.Hafta 6.Hafta \ 8.Hafta

Resim 6.1. Aksolot metamorfozu. Iki aylik bir siirec boyunca yasadigi ortama Ts ilavesiyle
metamorfozu indiiklenen aksolotta meydana gelen morfolojik degisimler goriintiilenmistir. 11k iki
haftadan sonra goriilmeye baglayan morfolojik degisimler; solungaclarin ve dorsal kuyruk ylizgecinin
kaybolmasi, canlida goriilen kilo kaybi, goz kapaklarinin belirginlesmesi olarak 6zetlenebilir (109).

Resim 6.2. Aksolotta metamorfoz direnci. Bir adet, iki aylik T4 uygulamasinin sonunda aksolot kuyruk
ylizgecini kaybettigi halde solungac¢larini kaybetmemistir.

41



6.2.0murilik hasar modeli sonrasi refleks testleri

Cerrahi operasyonlar sonrasinda yapilan cerrahi miidahalenin basarisini
gostermek i¢in canlilarin kuyruk ve arka uzuv refleksleri operasyonu takiben canlilar
anesteziden ¢iktiktan sonra kontrol edilmistir. Canlilarin verdigi refleks yanitlart

Tablo 6.2°de gosterilmektedir.
Tablo 6.2. Neotenik ve Metamorfik Aksolot Refleks Yanitlar1

Operasyon Grubu  Ornek zaman dilimi Operasyon Oncesi Operasyon Sonrasi
Neoteonik Aksolot 0.saat + -
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 6.saat + -
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 12.saat + -
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 24 saat + -
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 4.giin + =
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 7.glin < =
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 0.saat + -
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 6.saat I+ +
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 12.saat + +
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 24 saat + +
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 4.giin 4 +
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 7.glin S +
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 0.saat + -
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 6.saat + -
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 12.saat + -
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 24 saat + -
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 4.glin 4 -
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 7.glin A -
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot Kon 0.saat + -
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 6.saat + +
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 12.saat + +
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 24 saat + +
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 4.glin s <
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 7.glin 1 +

Laminektomi Grubu
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6.3.0murilik hasar modeli sonrasi metamorfik aksolotlar

Omurilik hasar1 operasyonlarinda sonra metamorfik aksolotlarin abdomen

bolgesinde siskinlik gézlemlenmistir.

A) B)

Resim 6.3. Metamorfik aksolotta omurilik hasar1 sonrasi goriilen degisimler. A) Cerrahi operasyonlar
oncesi metamorfik aksolot. B) Cerrahi operasyondan 45giin sonra metamorfik aksolot.

6.4.0murilik hasar modeli sonras1 omurilik rejenerasyon
Neotenik ve metamorfik aksolotlar iizerinde yapilan omurilik hasar1 sonrasi,
hem neotenik aksolotlar (Resim 6.4.1.) hem de metamorfik aksolotlar (Resim 6.4.2.)

hasar sonras1 omuriligi rejenere etmistir.
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Resim 6.4.1.Neotenik aksolotta hasar sonrasi omurilik rejenerasyonu. A) Omurilik hasar operasyonu
oncesi omurilik. B) Omurilik hasar operasyonu sonrasi omuriligi ¢ikartilmis omurganin gériiniimii C)

Neotenik aksolotta omurilik hasar operasyonundan bir ay sonra rejenere olan omurilik.

Resim 6.4.2. Metamorfik aksolotta hasar sonrast omurilik rejenerasyonu A) Omurilik hasar operasyonu
oncesi metamorfik aksolotta omurilik B) Omurilik hasar1 sonrasi omuriligi ¢ikartilmis omurganin
goriiniimii. C) Metamorfik aksolotta omurilik hasar operasyonundan bir buguk ay sonra rejenere olan

omurilik.
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6.5.RNA konsantrasyonlari
24 farkli Ornekten TRIzol kullanilarak izole edilen RNA’larin
konsantrasyonlar1 Tablo 6.3.’teki gibidir.

Tablo 6.5. Neotenik ve Metamorfik Aksolot RNA Konsantrasyonlari

Operasyon Grubu  Ornek zaman dilimi A260/A280 Konsantrasyon (ng/pl)
Neoteonik Aksolot 0.saat 1.6 154 ng/pl
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 6.saat 1.8 159 ng/ul
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 12.saat 1.5 138 ng/ul
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 24.saat 1.7 147 ng/pl
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 4.giin 2.0 133.5 ng/pl
Omurilik Hasart Grubu
Neoteonik Aksolot 7.glin 1.8 69 ng/ul
Omurilik Hasar1 Grubu
Neoteonik Aksolot 0.saat 22 141 ng/pl
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 6.saat 1.3 31 ng/pl
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 12.saat 1.9 55 ng/ul
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 24.saat 1.7 94.6 ng/ul
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 4.giin 2.0 56 ng/ul
Laminektomi Grubu
Neoteonik Aksolot 7.glin 1.9 95 ng/ul
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 0.saat 22 131 ng/pl
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 6.saat 2.3 79 ng/ul
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 12.saat 2.0 123 ng/pl
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 24.saat 2.5 265 ng/pl
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 4.giin 24 240 ng/pl
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 7.glin 2.1 172.5 ng/pl
Omurilik Hasar1 Grubu
Metamorfik Aksolot 0.saat 1.8 76 ng/ul
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 6.saat 1.3 68.6 ng/pl
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 12.saat 1.9 55 ng/pl
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 24.saat 1.7 125 ng/pl
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 4.giin 1.6 61 ng/ul
Laminektomi Grubu
Metamorfik Aksolot 7.glin 1.8 179 ng/pl

Laminektomi Grubu
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6.6.Agaroz jel elektroforezi

Izolen edilen RNA 6rneklerine ait jel goriintiisii Sekil 6.3.’de gdsterilmektedir.

Sekil 6.6. TRIzol ile izole edilen RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii. M: Marker, 1: Neotenik OH
0.saat, 2:Neotenik OH 6.saat, 3:Neotenik OH 24.saat, 4:Neotenik OH 4.giin, 5:Neotenik Lami 0.saat,
6:Metamorfik OH 0.saat, 7:Metamorfik OH 12.saat, 8:Metamorfik OH 24.saat, 9:Metamorfik OH
4.giin, 10:Metamorfik OH 7.glin, 11:Metamorfik Lami 24.saat, 12:Metamorfik Lami 7.giin ( OH:
Omurilik Hasari, Lami: Laminektomi) Diger orneklerin konsantrasyonu diisiik oldugu agaroz jele
yiiklenmemis igin sadece konsantrasyonlari yliksek olan 12 6rnek segilerek agaroz jel elektroforezi
gergeklestirilmistir.

6.7.Protein konsantrasyonlari

Protein izolasyonu sonrasinda Qubit 3.0 Fluorometer cihazi kullanilarak

olgiilen protein konsantrasyonlar1 Tablo 6.4’te belirtildigi gibidir.
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Tablo 6.7. Neotenik ve Metamorfik Protein Konsantrasyon Sonuglar1

Operasyon Grubu Ornek zaman dilimi Konsantrasyon (ug/ml)
Neoteonik Aksolot Omurilik ~ 0.saat 291 pg/ml
Hasar1 Grubu

Neoteonik Aksolot Omurilik ~ 6.saat 268 ng/ml
Hasar1 Grubu

Neoteonik Aksolot  12.saat 346 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Neoteonik Aksolot  24.saat 269 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Neoteonik Aksolot  4.giin 206 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Neoteonik Aksolot 7.giin 186 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Neoteonik Aksolot  0.saat 134 pg/ml
Laminektomi Grubu

Neoteonik Aksolot  6.saat 184 pg/ml
Laminektomi Grubu

Neoteonik Aksolot  12.saat 260 pg/ml
Laminektomi Grubu

Neoteonik Aksolot  24.saat 230 pg/ml
Laminektomi Grubu

Neoteonik Aksolot  4.giin 165 pg/ml
Laminektomi Grubu

Neoteonik Aksolot  7.giin 434 ng/ml
Laminektomi Grubu

Metamorfik Aksolot  0.saat 264 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Metamorfik Aksolot  6.saat 343 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Metamorfik Aksolot  12.saat 312 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Metamorfik Aksolot  24.saat 289 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Metamorfik Aksolot  4.giin 342 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Metamorfik Aksolot  7.giin 336 pg/ml
Omurilik Hasar1 Grubu

Metamorfik Aksolot  0.saat 179 pg/ml
Laminektomi Grubu

Metamorfik Aksolot  6.saat 297 pg/ml
Laminektomi Grubu

Metamorfik Aksolot  12.saat 166 pg/ml
Laminektomi Grubu

Metamorfik Aksolot  24.saat 406 pg/ml
Laminektomi Grubu

Metamorfik Aksolot  4.giin 259 pg/ml
Laminektomi Grubu

Metamorfik Aksolot  7.giin 313 pg/ml

Laminektomi Grubu



6.8. Proteom dizi analizi
6.8.1.Venn diyagramlari

Proteom dizi analizi optimizasyon g¢alismasi i¢in neotenik akslolottan alinan
dokudan TRIzol kullanilarak protein izolasyonu ve FASP ile o6rnek hazirligi
gergeklestirilen numunelerin {i¢ tekrarli olacak sekilde 120 dakika (TRIzol-FASP 120
dakika) ve 180 dakika (TRIzol-FASP 180 dakika) okuma programlar1 secilerek
yapilan caligmada tanimlanan protein miktarlar1 sirasiyla Sekil 6.8.1.1. ve Sekil
6.8.1.2.°de gosterilmektedir.  Sadece FASP protokolii kullanilarak hazirlanan
orneklerin 180 dakikalik 6rnek analiz (FASP 180 dakika) sonucu ise Sekil 6.8.1.3.’te
gosterilmektedi.

R1 R2

R3

Sekil 6.8.1.1. TRIzol-FASP 120 dakika ii¢ tekrarli okuma sonuglari. VENNY 2.1. yazilim1 kullanilarak
Venn diyagrami iizerinde okuma basina tanimlanan ortak protein sayilart gosterilmektedir. Ayni
ornekten {izerinde yapilan 120 dakikalik ii¢ okumada tanimlanan ortak protein miktar1 43, toplam
protein miktart ise 316°dir (TRIzol-FASP 120 dakika: TRIzol ile protein izolasyonu ve FASP protokolii
ile 6rnek hazirligr gerceklestirilen neotenik aksolot dokusunun 120 dakikalik okuma programinda
yapilan analizi).
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R1 R2

Sekil 6.8.1.2. TRIzol-FASP 180 dakika {i¢ tekrarli okuma sonuglari. VENNY 2.1. yazilimi kullanilarak
Venn diyagrami iizerinde okuma basina tanimlanan ortak protein sayilart gosterilmektedir. Ayni
ornekten iizerinde yapilan 180 dakikalik ii¢ okumada tanimlanan ortak protein miktar1 175, toplam
protein miktar1 ise 384’ tiir (TRIzol-FASP 180 dakika: TRIzol ile protein izolasyonu ve FASP protokolii
ile 6rnek hazirligr gerceklestirilen neotenik aksolot dokusunun 120 dakikalik okuma programinda
yapilan analizi).
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R1 R2

Sekil 6.8.1.3. FASP 180 dakika {i¢ tekrarli okuma sonuglart. VENNY 2.1. yazilimi kullanilarak Venn
diyagram iizerinde okuma basina tanimlanan ortak protein sayilar1 gosterilmektedir. Ayni drnekten
iizerinde yapilan 180 dakikalik iic okumada tanimlanan ortak protein miktar1 321, toplam protein
miktar1 ise 776’dir (FASP 180 dakika: FASP protokolii takip edilerek protein izolasyonu ve 6rnek
hazirligr yapilan neotenik aksolot dokusunun 180 dakikalitk okuma programinda yapilan analiz
sonuglarr).
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6.8.2.Gen ontoloji analizi

Venn diyagramlari olusturulduktan sonra bir O6rnek iizerinde yapilan icli
okumalarda ortak olarak tanimlanan proteinler segilerek, aksolotta tanimlanan bu
proteinlerin tekrarsiz fare (Mus musculus) ortologlart NCBI iizerinden BLASTP
kullanilarak bulunmasi ardindan bulunan referanslarin PANTHER veri tabanina
yiiklenip siniflandirma analizi yapilmistir. Gen ontoloji analizleriyle proteinler,
molekiiler fonksiyonlarina (Sekil 6.8.2.1, Sekil 6.8.2.4. ve Sekil 6.8.2.7.), biyolojik
islevlerine (Sekil 6.8.2.2., Sekil 6.8.2.5. ve Sekil 6.8.2.8.) ve hiicresel bilesenlerine
(Sekil 6.8.2.3., Sekil 6.8.2.6. ve Sekil 6.8.2.9.) gore ayrilmistir.

Translasyon regiilatér aktivitesi %3.4 Taglyici aktivite %3.4

\ /7

Yapisal molekiiler aktivitesi %6.9

N\

Molekdler fonksiyon regiilatoru
%3.4

Baglanma
%48.3

Katalitik aktivite
%34.5

Sekil 6.8.2.1. TRIzol-FASP 120 dakika calismasinda tanimlanan ortak proteinlerin molekiiler
fonksiyonlarina gore ayrim grafigi.
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Biyolojik adhezyon %2.3
Uyariya yanit %11.4

\

Ureme %2.3 Biyolojik reglilasyon %15.9

-

Multiselltler organizmal islev %2.3

~

Hicresel komponent

— organizasyonu / biyogenez
%18.2

Metabolik islev %27.3

Hucresel islev %9.1

Lokalizasyon %11.4

Sekil 6.8.2.2. TRIzol-FASP 120 dakika ¢aliymasinda tanimlanan ortak proteinlerin biyolojik islevlerine
ayrim grafigi.

Supramolektler kompleks %3.7

Protein iceren kompleks %18.5

Hiicre %48.1

Organel %14.8

Membran %3.7

Ekstrasellller bolge %11.1

Sekil 6.8.2.3. TRIzol-FASP 120 dakika caligmasinda tanimlanan ortak proteinlerin hiicresel
bilesenlerine gore ayrim grafigi.
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Translasyon regllator aktivitesi %1.9 Tasiyici aktivite %1.9

Yapisal molekiiler aktivitesi %7.4

Molekiiler iletim aktivitesi %0.9 ™

Molekiler fonksiyon regiilatori
%7.4

Baglanma
%40.7

Katalitik aktivite
%39.8

Sekil 6.8.2.4. TRIzol-FASP 180 dakika calismasinda tanimlanan ortak proteinlerin molekiiler
fonksiyonlarina gore ayrim grafigi.

Biyolojik adhezyon %1.4
Uyariya yanit %10.6

Ureme %0.7\

Multiselltiler organizmal islev %1.4 ——

Biyolojik regiilasyon %12.7

Hucresel komponent
organizasyonu / biyogenez

Metabolik islev %28.2 %18.3

Hucresel islev %13.4
Lokomasyon %0.7
Gelisimsel islev %2.1
Bliylime %0.7

immiin sistem islevi %1.4

Lokalizasyon %8.5

Sekil 6.8.2.5. TRIzol-FASP 180 dakika ¢aligmasinda tanimlanan ortak proteinlerin biyolojik islevlerine
ayrim grafigi.
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Supramolektiler kompleks %6.9 Sinaps %1.4

Protein iceren kompleks %5.6 .
J'/:
[ \
x
| |
Organel %22.2 —J, ‘— Hiicre %55.6
"yl 'lll
\ y
/
X y
4 ¥
Membran %4.2 / \.‘4‘7__;/

Ekstraselltler bélge %4.2

Sekil 6.8.2.6. TRIzol-FASP 180 dakika caligmasinda tanimlanan ortak proteinlerin hiicresel
bilesenlerine gore ayrim grafigi

Translasyon regiilator aktivitesi %1.0 Taslyici aktivite %3.9

Yapisal molekiiler aktivitesi %5.3

Molekdler iletim aktivitesi %1.0

Molekiiler fonksiyon regilatéru —

%5.3

Baglanma
%31.9

Katalitik aktivite
%51.7

Sekil 6.8.2.7. FASP 180 dakika ¢aligmasinda tanimlanan ortak proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina
gore ayrim grafigi.
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Sinyallesme %0.4 Biyolojik adhezyon %0.9

Uyariya yanit %$10.8 ~ Biyolojik regulasyon %9.5

Multiselltler organizmal islev %2.2 — 4

/ Hiicresel komponent
organizasyonu / biyogenez
%12.6

y
A —

Hicresel islev %8.7

Metabolik islev %43.3
— Gelisimsel iglev %3.5

__— Biiylime %0.9

immiin sistem islevi %0.9

Lokalizasyon %6.1

Lokomasyon %0.4

Sekil 6.8.2.8. FASP 180 dakika ¢alismasinda tanimlanan ortak proteinlerin biyolojik islevlerine gore
ayrim grafigi.

Supramolekiiler kompleks %5.6 Sinaps %0.8

Protein iceren kompleks %3.2 \
N

Organel %21.6 —

— Hicre %59.2
y /

Ekstrasellller bolge %5.6

Membran %4.0

Sekil 6.8.2.9. FASP 180 dakika ¢alismasinda tanimlanan ortak proteinlerin hiicresel bilesenlerine gore
ayrim grafigi.
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6.8.3.STRING: protein etkilesim aglar:

Gen ontoloji analizlerini takiben STRING veri tabaninda fonksiyon protein
iligki ag1 analizi yapilmistir (Sekil 6.8.3.1., Sekil 6.8.3.2. ve Sekil 6.8.1.3.). STRING
analizleri yapilirken gen ontoloji analizinde oldugu gibi bir 6rnek iizerinde yapilan
ticlii okumalarda ortak olarak tanimlanan proteinler se¢ilmistir. Aksolotta tanimlanan
bu proteinlerin, NCBI iizerinden BLASTP kullanilarak bulunan tekrarsiz fare (Mus

musculus) ortologlari referans alinarak STRING analizi gergeklestirilmistir.

Hnmpao

Sekil 6.8.3.1. TRIzol-FASP 120 dakika ¢alismasinda tanimlanan ortak proteinlerin STRING: protein
etkilesim analizi.
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Sekil 6.8.3.2. TRIzol-FASP 180 dakika ¢alismasinda tanimlanan ortak proteinlerin STRING: Protein
etkilesim analizi.
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Pakiipl

Sekil 6.8.3.3. FASP 180 dakika ¢alismasinda tanimlanan ortak proteinlerin STRING: Protein etkilesim
analizi.
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7.TARTISMA

7.1 Aksolotlarin metamorfoza indiiklenmesi

Iki aylik bir siirec boyunca yasadiklari ortama Ts soliisyonu eklenerek
metamorfoza indiiklenen aksolotlarda onceki calismalarla uyumlu olacak sekilde
Resim 6.1°de belirtilen morfolojik degisimler; solungaglarin ve dorsal kuyruk
yiizgecinin kaybolmasi, canlida goriilen kilo kaybi, géz kapaklarinin belirginlesmesi
gozlemlenmistir. 1ki aylik siirecin sonunda gozlenen morfolojik degisimler
aksolotlarin metamorfoza indiiklendigini gostermektedir. Caligma baglangicinda
50nM Ty soliisyonu canlilarin ortamima homojen bir sekilde her yere dagitilarak
eklenirken, deney siiresince dort canlinin 6liimii tizerine kullanilan tiroksin soliisyonun
konsantrasyonu 25 nM’a diisliriilerek metamorfoz indiikleme calismasina devam
edilmistir. Baglangicta kullanilan 50 nM’lik konsantrasyonun bazi hayvanlarin
oliimiine sebep olmasinda hayvanlarin bireysel metabolik farkliliklarinin etkili oldugu

diistintilmektedir.

Metamorfoza indiikklenmesi amaciyla ayni tarihte T4 soliisyonu verilen
aksolotlardan bir tanesinin iki aylik siirecin sonunda T4 uygulamasina yanit vermedigi,
solungaglarinin kaybolmadigi gézlemlenmistir. Bu durumunda bu canlidaki metabolik
farkliliklardan otiirii  oldugu diisliniilmektedir. Calisma siiresince canliya Ty
uygulamasi devam ettirilmis ve 4 aylik siireci sonunda canlinin solungaglariin geri
cekilmeye basladig1 gdzlemlenmesine ragmen, solungaglari tamamen kaybolmamaistir

(Resim 6.2.).

7.2 Omurilik hasar modeli sonrasi refleks testleri

Anestezi altindaki neotenik ve metamorfik aksolotlarda deney gruplari i¢in
laminektomi ve omurilik hasari, kontrol gruplar icinse sadece laminektomi
yapilmistir. Resim 5.4°te 6zetlenen cerrahi operasyon ¢aligsmalarinin basarisi canlilar
anesteziden ciktiginda yapilan refleks testleriyle kontrol edilmistir. Bu testlerde
canlmin kuyruk ve arka uzuvlari pens ile sikistirilarak refleks yanitlar1 kontrol
edilmigtir. Omurilik hasar1 ve laminektomi grubu canlilarin operasyon sonrasi kuyruk

ve arka uzuv refleks yanitlar1 Tablo 6.2’de gosterilmistir. Operasyonu takiben siirecte
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caligmada kullanilan her aksolot i¢in haftada bir kere refleks yanit kontrolleri yapilmig

ve bu kontroller video kaydina alinmigtir.

Refleks testlerin kontrol amagli kullanmak ve hasar dncesi refleks yanitlarinin
nasil oldugu goéstermek amaciyla operasyon oncesinde canlilarin arka uzuvlar ve
kuyruklar1 pens ile sikistirildiginda canlinin arka uzvunwkuyrugunu geri ¢ektigi ve
neotenik canlilar s6z konusu oldugunda yiizerek, metamorfik canlilara bakildiginda
ise ylirliyerek uzaklastig1 gozlemlenmistir. Operasyon giiniinden itibaren ¢ekilen hasar
testi videolarinda omurilik hasar1 verilen canlilarin arka uzuvlari pens ile sikistirilarak
refleks yanitlar1 kontrol edildiginde canlilarin arka uzuv ve kuyruklarimi geri
cekmedigi, tepki vermedigi ve ylizerken/yliriirken arka uzuvlari kullanmadiklar
goriilmektedir. Rejenerasyonun daha ileriki donemlerinde, neotenik canlilar i¢in hasar
sonrasi ikinci ayda metamorfik canlilar i¢in hasar sonrasi iki buguk ay sonra, canlilarin
arka uzuvlari pens ile sikistirildiginda refleks yanit1 verdigi, yiizerken/yiiriirken arka

uzuvlari kullandig1 gortilmektedir.

Laminektomi yapilan canlilarin ise operasyon sonrasi bu canlilarin refleks
testlerine cevap verdigi ve yiizerken/yiirlirken arka uzuvlari kullandig1 goriilmektedir.
Laminektomi yapilan neotenik ve metamorfik canlilar arasinda 0.saat laminektomi
gruplarinda, omurilik dokusu operasyonu takiben hemen alindig1 i¢in bu canlilarda
operasyon sonrasi yapilan refleks testlerinde canlilarin herhangi bir refleks yaniti
vermedigi gozlemlenmistir. Diger laminektomi gruplarinda da ornek toplama
sonrasinda bu canli gruplarinin refleks testlerine cevap vermedigi, yiizerken/yiiriirken
arka uzuvlar1 kullanmadig1 goriilmektedir. Rejenerasyonun daha ileriki donemlerinde
ise bu canlilarin tipk1 omurilik hasar grubu canlilarinda oldugu gibi arka uzuvlari pens
ile sikistirilldiginda refleks yanit1 verdigi, yiizerken/yiiriirken arka uzuvlar1 kullandigi

goriilmektedir.

Omurilik rejenerasyonu siirecini, canlinin davraniglarina bakarak anlamak
tizere gerceklestirilen refleks testlerinde, 24 metamorfik canlinin 15’inde abdomen
bolgesinde bir siskinlik oldugu gozlemlenmistir (Resim 6.4). Sadece metamorfik
canlilarda gozlemlenen bu durumun, canlilar anestezi altina alinip incelendiginde

abdomen bolgesinde biriken sividan kaynakli oldugu anlasilmistir. Metamorfozla
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beraber degisen immiinitenin bu durumun goézlemlenmesiyle bir iliskisi olup

olmadiginin anlagilmasi ancak ileride yapilacak arastirmalarla miimkiin olacaktir.

Neotenik ve metamorfik aksolotlar kullanilarak yapilan uzuv rejenerasyonu
caligmasinda, metamorfik  aksolotlarin  uzuv  rejenerasyonunu  basariyla
gerceklestiremedigi, rejenerasyon sonrasinda metamorfik canlilarin uzuvlarinin
anormal morfoloji sergiledigi gosterilmistir (Resim 4.2.3.1.). Bu ¢alismada elde edilen
veriler 15181nda, neotenik ve metamorfik aksolot omurilik rejenerasyon yanitlarinda da
benzer bir iyilesme profilinin goriilmesi beklenmekteydi, neotenik aksolotlarda
operasyon sonrasi omuriligin tamamen rejenere olmasi ve refleks testlerinde canlinin
arka uzuvlarini hasar 6ncesinde oldugu kullanmasi beklenirken, metamorfozla birlikte
rejeneratif kapasitenin kisitlandigi metamorfik canlilarda, operasyon sonrasi
rejenerasyonun basarili bir sekilde gergeklesmemesi ve buna bagli olarak da refleks
testlerinde canlilarin arka uzuv ve kuyruklarinin pens ile sikistirilmasina tepki
vermemesi beklenmekteydi. Buna karsin metamorfik canli gruplarinin da, neotenik
gruplarda oldugu refleks testlerine yanit vermesi ve hasardan yaklasik bir ay sonra
operasyon bolgesinde yapilan incelemelerde hem neotenik aksolotlarda (Resim 6.4.1)
hem de metamorfik aksolotlarda (Resim 6.4.2.) rejenere omurilik dokusunun
gozlemlenmesi beklenmedik bu bulgu olmustur. Bu durum uzuv rejerasyonu ve
omurilik rejenerasyonu siireglerinde farkli mekanizmalarin rol oynayabilecegini,
immiinite, hiicre tipi ve doku kompleksliginin rejenerasyon iizerinde farkli etkileri
olabileceginin diigiindlirmektedir. Buna ek olarak yapilan refleks testlerinde, neotenik
canlilarda operasyon sonrasi ikinci aydan itibaren arka uzuv ve kuyruklar1 pensle
sikistirildiginda canlilarin uzuv ve kuyruklarini geri ¢ektigi, ylizerken arka uvuzlarini
kullandig1 goriilmektedir, metamorfik canlilarin i¢in bu siirecin ortalama iki buguk aya
cikmasi, rejenerasyonun gecikmeli olarak gergeklestigini diislindiirmektedir. Bu
gecikmenin tam olarak neye bagl olarak gerceklestigi hakkinda bir fikir sahibi
olabilmek i¢in transkriptom ve proteom caligmalarindan elde edilecek verilere ihtiyag

duyulmaktadir.

7.3. RNA izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi

Omurilik hasar1 veya laminektomi yapilan neotenik ve metamorfik aksolotlarin

farkl1 zaman araliklarinda toplanan doku 6rneklerinden TRIzol kullanilarak RNA
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izolasyonu yapilmistir. TRIzol yontemi ayni dokudan DNA, RNA ve proteinin
izolasyonunu miimkiin kilan bir yontemdir. Toplanan doku 6rneklerinden hem RNA
hem de protein izolasyonu gergeklestirilerek, elde edilecek proteom verilerinin yani
sira istenilmesi durumunda transkriptom analizlerinin de yapilmasi planlanmistir.
Izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 Tablo 6.3.’te gosterildigi gibidir. RNA
orneklerinin tiimiiniin konsantrasyonlar1 yiiksek olmadig1 i¢in, konsantrasyonu yliksek
olan 12 RNA 06rnegi secilmistir, diisiik konsantrasyona sahip oérneklerden esit miktarda
agaroz jele yiliklendiginde Ornegin tamami veya tamamina yakin bir kismi
kullanilacag1 icin sadece yliksek konsantrasyona sahip oOrneklerle agaroz jel
elektroforezi gerceklestirilmistir. Segilen RNA 6rnekleri ile agaroz jel elektroforezi
yapilarak; 28S 18S ve 5S rRNA bant profilleriyle RNA biitlinligii gosterilmistir. RNA
ornekleri transkriptom analizleri gerceklestirilene kadar -80°C’de muhafaza

edilecektir.

7.4. Protein izolasyonu, protein kiitiiphanesinin olusturulmasi ve protein dizi
analizi

Rejenerasyonun farkli zaman araliklarinda toplanan &rneklerin protein
izolasyonu ayni dokudan hem RNA hem de protein izolasyonunu miimkiin kilan
TRIzol yéntemiyle gerceklestirilmistir. Izole edilen proteinlerin konsantrasyonlari
Tablo 6.4.’te gosterildigi gibidir. Protein 6rneklerinin konsantrasyonlarina bakilarak,
orneklerin proteom analizinde kullanilmaya uygun olduguna karar verilmistir.
Proteom analizinin yapilmasi i¢in drnekler FASP yontemi kullanilarak hazirlanmigtir
(110). Bu yonteme gore hazirlanan 6rnekler liyofilizasyon sonrasinda %0.1 formik asit
icerisinde ¢oziindiiriilerek, final konsantrasyonu 200 ng/ul olacak sekilde ayarlanmig
ve Waters Synapt G2-Si Q-TOF cihazina yiiklenmistir. LC-MS/MS analizi yapilarak,
neotenik ve metamorfik aksolotlarin omurilik rejenerasyonun farkli zaman

araliklarinda toplanan 6rneklerine ait protein ifadesi analizi yapilmasi hedeflenmistir.

Deney orneklerine baslanmadan o6nce, ayni izolasyon metodu kullanilarak
omurilik dokusundan izole edilen protein ornekleri, Waters Synapt G2-Si Q-TOF
cihazina yiiklenmis ve {i¢ tekrarli hem 120 dakika hem de 180 dakikalik okuma
programlar1 segilerek optimizasyon c¢aligmast yapilmistir. Yapilan optimizasyon

calismasindan elde edilen veriler, VENNY 2.1. kullanilarak Venn diyagramlari sekilde
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gosterilmistir. Venn diyagramlarina bakildiginda 120 dakikalik okuma programinda
tanimlanan 316 proteinden 43’1 her ii¢ okumada da tanimlanabilirken (Sekil 6.8.1.1),
180 dakikalik okuma programinda tanimlanan 384 proteinden 175’1 her li¢ okumada
da tanimlanabilmistir (Sekil 6.8.1.2.). Tanimlanan protein miktar1 az olmasina karsin
180 dakikalik okumada ortak tanimlanan proteinlerin daha fazla olmasi, neotenik ve
metamorfik aksolottan omurilik rejenerasyonun farkli zamanlarinda toplanan 24 adet
ornegin analizinin de 180 dakikalik programda yapilmasinin daha uygun olacagin
onermektedir. Protein izolasyon ve Ornek hazirli§i asamalarinda FASP protokolii
tercih edildiginde ise tanimlanan ortak protein miktar1 321, toplam protein miktari ise
776’ya yiikselmistir (Sekil 6.8.1.3.). Bu durum FASP protokolii tek basina tercih
edildiginde tanimlanabilecek protein miktarinin daha yiliksek olabilecegini isaret

etmektedir.

Ug calisma icinde ayri venn diyagramlar1 kullanilarak bulunan ortak
proteinlerin PANTHER siniflandirma sistemi kullanilarak gen ontoloji analizi
yapilmistir. PANTHER veri tabanina yiiklenecek olan protein referanslari aksolot i¢in
taniml1 olmadigindan, 6ncelikle NCBI iizerinden BLASTP kullanilarak elde edilen
proteinlerin tekrarsiz fare (Mus musculus) ortologlari bulunmustur. Bulunan
referanslar PANTHER veri tabanina yiiklenip smiflandirma analizi yapilmistir.
Boylelikle, aksolot proteinlerinin fare ortologlar1 kullanilarak PANTHER veri taban
tizerinden molekiiler fonksiyon, biyolojik silire¢ ve hiicresel bilesen analizleri
gerceklestirilmistir. TRIzol-FASP 120 dakika c¢alismasinda ortak tanimlanan
proteinler ilizerinden gerceklestirilen gen ontoloji analizinde; proteinlerin molekiiler
fonksiyonlarina gore ayrimlari Sekil 6.8.2.1.”de, biyolojik islevlerine gore ayrimi Sekil
6.8.2.2.’de ve hiicresel bilesenlerine gore ayrimi Sekil 6.8.2.3’te yiizdelik dilimleri
belirtilerek gosterilmistir. TRIzol-FASP 180 dakika calismasinda tanimlanan ortak
proteinlerin gen ontoloji analizi sonuglart Sekil 6.8.2.4.’te molekiiler fonksiyonlarina,
Sekil 6.8.2.5.’te biyolojik iglevlerine ve Sekil 6.8.2.6.’da hiicresel bilesenlerine gore
yiizdelik dilimleriyle beraber gosterilmistir. Son olarak, FASP 180 dakika
calismasinda tanimlanan ortak proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina Sekil 6.8.2.7.,
biyolojik islevlerine gore Sekil 6.8.2.8. ve hiicresel bilesenlerine gore Sekil 6.8.2.9.

ayrim grafikleri ylizdelik dilimleriyle gosterilmistir.

Ortak tanimlanan proteinlerin fare ortologlart kullanilarak, STRING veri

tabani lizerinde protein etkilesim analizi yapilmigtir. STRING: protein etkilesim aglari
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yukarida belirtilen TRIzol-FASP 120 dakika, TRIzol-FASP 180 dakika ve FASP 180
dakika calismalar i¢in sirasiyla Sekil 6.8.3.1., Sekil 6.8.3.2. ve Sekil 6.8.3.3.te

gosterilmektedir.

Veri tabanlari kullanilarak 6n denemelere ait proteinler tanimlanirken
caligsmaya ait ornekler cihaza yiiklenmek iizere hazirlanmis ve Orneklerin analizine
baglanmigstir. Kolona 6rnek yiiklemesi dncesinde yapilan Qubit protein konsantrasyon
tayini ile enjekte edilen her mikro litreye karsilik ne kadar peptit bulundugu saptanmis
ve boylelikle fazla yiliklemeler Onlenmistir. Caligma oOrneklerinin liyofilizasyon
isleminden sonra zaman kazandiracagi icin baslangicta ilk 14 6rnegin yiliklenmesi, bu
orneklerinin biyoinformatik analizleri yapilirken kalan 10 6rnegin cihaz okumalarina
baslanmasina karar verilmis ve kalan 10 6rnek liyofilizatdrden ¢ikartildiktan sonra
%0.1’lik formik asitte ¢oziinmeyip -20°C’ye kaldirilarak, cihaza yiiklenene kadar

burada muhafaza edilmistir.

Omurilik rejenerasyonunda rol oynayan proteinleri tanimlamak igin
kullanilacak deney orneklerinin FASP yontemi asamalarinda birtakim sorunlarla
karsilasilmistir. Bu sorunlardan ilki liyofilizasyon sonrasi cihaza yiiklemek i¢in %0.1
formik asitte ¢oziindiiriilen ilk 14 6rnegin homojenize edilememesidir. Normal sartlar
altinda liyofilizatorden ¢ikartilan 6rnege formik asit eklendiginde 6rnegin tamamen
¢coziiniip, seffaf sivi bir madde halinde cihaza yiiklenmesi beklenmektedir.
Homojenize edilmesi planlanan Orneklerin, tiipte lipid benzeri yuvarlak bir yap1
olusturmustur. Orneklerden bagka bir set olmadig igin, protein izolasyon ve &rnek
hazirlama agamasinin tekrarlanamayacagi ilk 14 6rnek bu sekilde cihaza yiliklenmis ve
analiz sonucunda tanimlanan proteinler {izerinden proteomiks caligmasina devam
edilmigtir. Kalan 10 6rnek cihaza yiiklenirken taze %0.1 formik asitte ¢oziindiigiinde
benzer bir durumla karsilasiimamistir. ilk 14 6rnegin %0.1 formik asitte beklenildigi
¢oziinmemesinin nedeni tam olarak anlasilamamasina karsin, kullanilan formik asitten
otiiri  olabilecegi diisiiniilmektedir. Neotenik ve metamorfik aksolotlardan
rejenerasyonun farkli zamanlarinda toplanan ve TRIzol yontemi kullanilarak protein
izolasyonu gergeklestirilen drnekler, FASP yontemiyle Waters Synapt G2-Si Q-TOF
cihazina yiiklenmeye hazir hale getirilirken 6rneklerde olusan beklemeyen lipid

yapisinin protein kiitliphane olusturma ve dolayisiyla protein dizi analizin yapilmasin

64



olumsuz etkilemistir. Ilk 14 &rnegin formik asitte tam olarak ¢dziinmemesinin

tanimlanan protein sayisini etkiledigi diistiniilmektedir.

Ornek analizinde karsilasilan bir diger sorun ise, analiz esnasinda cihazin hata
vermesidir. QTOF sistemi yiiksek basing hatasi vermis, normal sartlar altinda 6rnek
stabilitesinin bozulmamasi i¢in 4°C olmas1 gereken 6rnek sicakligi 8.6°C’ye ¢ikmustir,
yiiksek basing hatas1 ¢oziildiikten sonra ornek sicakligi artmasma ragmen cihaza
yiiklenen ve yedegi olmayan 6rneklerin okumasina devam edilmistir. 24 6rnek icin de
lic tekrarli okuma sonuglarinda ortak tanimlanan proteinlerin, proteom dizi analizi
optimizasyon ¢alismasinda oldugu gibi, VENNY 2.1. kullanilarak gosterilmesi ve
tanimlanan bu proteinlerin PANTHER siiflandirma sistemi kullanilarak gen ontoloji
analizi yapilmasi hedeflenmistir. PANTHER veri tabanina yiiklenecek olan protein
referanslari aksolot i¢in tanimli olmadigindan, aksolot omurilik 6rnekleri kullanilarak
gerceklestirilen 6n ¢alismada oldugu gibi, oncelikle elde edilen proteinlerin tekrarsiz
fare (Mus musculus) ortologlar1 NCBI tizerinden BLASTP kullanilarak bulunmasi
ardindan bulunan referanslarin PANTHER veri tabanina yiiklenip siniflandirma
analizi yapilmasi hedeflenmistir. Bu yontemle aksolot proteinlerinin fare ortologlari
kullanilarak PANTHER veri tabani iizerinden molekiiler fonksiyon, biyolojik siire¢ ve

hiicresel bilesen analizleri yapilmas1 amaglanmuistir.

Aksolotta rejeneratif siireglerin proteomiks yoOntemiyle aydinlatilmaya
calisildig, aksolot kuyruk proteomu ¢alismasinda 1001 protein (107) ve rejenere olan
uzuvdan farkli zamanlarda alinan blastema dokusunun proteomiks caligmasinda
anlami degisim gosteren 309 protein (111) tanimlanmistir. Bu ¢alismada 24 setlik
ornekten proteinin tanimlanamamasi nedeni kullanilan TRIzol protein izolasyon
metodunun 6rnek hazirlamak i¢in kullanilan FASP metoduyla uyumsuzlugu ve
orneklerin analizi sirasinda karsilasilan teknik sorunlardan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Sivi nitrojende dondurulmus dokudan hem RNA hem de protein
izolasyonu yaparken, dokuyu sivi nitrojen yardimiyla havanda ezerek toz haline
getirdikten sonra, toz halindeki 6rnegin yarisinin RNA izolasyonu yarisinin da protein
izolasyonunda kullanilmasi, karsilagilan sorunun Oniine gegebilirdi ancak, ¢alisma
ornekleriyle ayn1 boyutlarda alinan baska omurilik o6rnekleri iizerinde yapilan

denemelerde dokunun 1 mm gibi son derece kiiclik boyutlarinda olmasi, sivi azot
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kullanilarak havanda toz haline getirildiginde 6rnek kaybinin olmasi, farkli doku
homojenizasyon metodu tercih edilmistir. Baslangi¢c dokusundan ayni anda hem DNA,
hem RNA, hem de protein izolasyonunu miimkiin kildig1 i¢in TRIzol ydnteminin
kullanilmasina karar verilmistir. TRIzol izolasyon yontemiyle yeterli konsantrasyonda
protein elde edilmesine ragmen, izolasyonu takiben gergeklestirilen FASP yonteminde
ciddi miktarda protein kaybinin oldugu diistiniilmektedir. FASP metodu 6rnek
hazirlamada son derece bagarili bir yontem olmasina karsin TRIzol kullanilarak izole
edilen protein Ornekleri iizerinde basarilt bir sonu¢ alinamamistir. Literatiirde farkl
doku oOrneklerinden TRIzol kullanilarak izole edilen proteinlere ait proteom
caligmalari bulunmaktadir (112-114). Bu ¢alismalarin, bu tez calismasindan farki
protein izolasyonu sonrasinda takip edilen proteomiks basamaklaridir, TRIzol ile izole
edilen proteinlerin proteomiks analizlerinde 2D-jel elektroforez yontemini takiben
LC-MS/MS yapilarak protein tanimlanabilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise TRIzol ile
izole edilen Ornekler FASP yontemiyle hazirlandiktan sonra LC-MS/MS analizi
yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda yeterli miktarda protein tanimlanamamasi
TRIzol yontemiyle izole edilen protein 6rneklerinin FASP yonteminde kullanilmaya

uygun olmadigina isaret etmektedir.

Yasanilan teknik sorunlar proteomiks ¢aligmasindan istenilen miktarda protein
tanimlanamamasinda etkili olmustur. Cihaza yiiklenen orneklerin analiz esnasinda
sicakliklarindaki 4°C’lik artis 0rnek stabilitesini azaltarak ornek kalitesini diislirmiis
bu nedenle de protein tanimlanmasini olumsuz etkilemis olabilecegini
diistindiirmektedir. 24 6rneklik set icerisinde yeterli miktarda protein tanimlanmadigi
icin biyoinformatik analizlere optimizasyon ¢aligmasinda kullanilan 6rneklerle devam
edilmigtir. Yapilan ilk optimizasyon c¢alismasi farkli siirelerde yapilan ornek
okumalarmin, tanimlanan protein miktar1 iizerindeki etkisi anlamaya yoneliktir.
Yukarida da belirtildigi gibi bu optimizasyon ¢aligmasinin sonucunda 180 dakikalik
okumalarda tanimlanan protein sayisinin arttigit bulunmustur. Diger optimizasyon
caligmasi ise TRIzol ve FASP protokollerinin protein dizi analizi {izerindeki etkisinin
anlasilmast icin gerceklestirilmistir. Bu c¢aligmada iki farkli izolasyon protokolii
uygulanan 6rnekler kullanilmigtir. Bu 6rneklerden birinde, TRIzol kullanilarak protein
izolasyonu gerceklestirip izolasyonu takiben FASP protokolii uygulanarak 6rnekler
hazirligr gergeklestirilmistir. Diger 6rnek ise sadece FASP protokolii takip edilerek

hem protein izolasyonu gerceklestirilmis hem de 6rnek hazirligi gerceklestirilmistir.
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Hem izolasyon hem de 6rnek hazirli§i asamalarinda FASP protokoliiniin takip edildigi
ve 180 dakikalik 6rnek okuma programinin uygulandigi ¢alismada tanimlanan ortak
protein miktar1 321, toplam protein miktar1 ise 776’ya ylikselmistir. Sadece FASP
protokolii takip edildiginde elde edilen total protein sayisi yaklasik iki kat artmast,
TRIzol protein izolasyon protokolii ile FASP protokolii arasindaki uyumsuzlugun
protein dizi analizinde tamimlanan protein miktarin1 etkiledigi diisiincesini

desteklemektedir.
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8.SONUC

Rejeneratif kapasitelerinin farkli oldugu uzuv rejenerasyonu g¢aligmalariyla
gosterilen neotenik ve metamorfik aksolotlarin omurilik rejenerasyonun farkli
zamanlarinda toplanan orneklerin proteom analizi yapilarak, rejenerasyonun erken
zamanlarinda bu canlinin iki farkli formunda gorev alan proteinler, bu proteinlerin
rolii, birbiriyle iliskilerinin proteomiks kullanilarak gosterilmesi hedeflenmistir. LC-
MS/MS analizi sonucunda elde edilen verilerin dncelikle BLASTP aramalar1 yapilarak
fare ortologlart bulunmustur. Bunun temel sebebi proteom analizinde kullanilan veri
tabanlarinda aksolot i¢in tanimli protein referanslarinin olmamasidir. BLASTP
aramas1 sonucunda elde edilen proteinler PANTHER smiflandirma sistemi
kullanilarak molekiiler fonksiyon, biyolojik aktivite ve hiicresel bilesenlerine gore
ayrilmistir. STRING: fonksiyonel protein iliski aglar1 kullanilarak tanimlanan

proteinlerin birbirleriyle etkilesimleri gosterilmistir.

TRIzol metodu DNA, RNA ve proteinin ayn1 baglangi¢ materyalinden izole
edilmesini miimkiin kilmasina karsin, yapilan ¢calismada protein dizi analizi i¢in uygun
olmadig1 goriilmiistiir. Bunun temel sebebinin TRIzol protein izolasyonunu takiben
izlenen FASP Ornek hazirlama protokolii arasindaki uyumsuzluk olabilecegi
diistintilmektedir. TRIzol protein izolasyonunu takiben FASP protokoliine gecilmesi
tanimlanabilecek protein sayisini diisiirdiigii, FASP protkolii hem protein izolasyonu
ve hem de 6rnek hazirligi i¢in tercih edildiginde ise tanimlanan protein sayisinin arttig
goriilmiistiir. Buna ek olarak Orneklerin Waters Synapt G2-Si Q-TOF cihazinda
yapilan analizlerinde, 6rnek basma ayrilan okuma siiresinin 120 dakikadan 180
dakikaya c¢ikarilmasiyla tanimlanan protein miktarinda artig goriilmesi, aksolot
omurilik 6rneklerinin proteom dizi analizinde 180 dakikalik okuma programinin tercih

edilmesinin tanimlanabilecek protein sayisini ylikseltecegine isaret etmektedir.

Insan akraba olarak bildigimiz en yakin rejeneratif omurgali canl tiirii olan
aksolot lizerinden yapilacak rejeneratif ¢caligmalar, insanda hasar onarim mekanizmasi
anlasilmasi ve potansiyel rejeneratif terapilerin ortaya konabilmesi miimkiin olabilir.
Aksolotta rejenerasyon caligmalarina devam edilerek canlinin essiz rejenerasyon
yeteneginin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi son derece dnem

tagimaktadir
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