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1. OZET

AKSOLOTL'DA KUYRUK REJENERASYONUNU SAGLAYAN
MOLEKULER MEKANIZMALARIN PROTEOMIKS YONTEMI
ILE TANIMLANMASI

Ambystoma mexicanum(aksolotl) su semenderleri sinifindan yasami boyunca
neotenik 6zellige sahip olan bir canlidir. Deneysel arastirmalarda sahip oldugu
yiiksek rejenerasyon yetenegi ve kansere karsi gosterdigi dayaniklilik sebebiyle
model organizma olarak kullanilmaktadir. Aksolotlar maruz kaldiklar1 hasarlar
sonrasi i¢ organlarini, ekstremitelerini, merkezi sinir sistemlerini ve omuriliklerini
eski fonksiyonel ozelligini tekrardan gosterecek sekilde yenileyebilmektedirler.
Sahip olduklart bu &zelligin molekiiler ve hiicresel sinyal mekanizmalar1 ge¢mis
donemlerde teknolojik imkanlarin yetersiz olmasi sebebiyle tam olarak
anlagilamamistir. Giliniimiiziin ¢18ir acan omiks teknolojisi insanliga bu durumun
iistesinden gelebilecek imkanlar sunmaktir. Omiks teknolojisinin en ¢ok c¢alisilan
dallarindan birisi olan proteomiks teknolojisi, hiicresel olaylarin ve etkilesimlerin
protein diizeyinde anlasilmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu ¢alismada aksolotl canlisinin
sahip oldugu rejenerasyon yetenegini anlasilmasi i¢in canlimin omurilik igeren
kuyruk bolgesi ampiite edilmistir. Rejenerasyon siiresince 0. giin, 1. giin , 4. giin ve
7. giin olacak sekilde farkli zaman araliklarinda alinan 6rneklerden hiicresel olaylar
ve etkilesimlerde gérev alan proteinler proteomiks yontemi ile tanimlanmus, aksolotl
proteom veritabani genigletilmistir. Anlamlh diizeyde degistigi tanimlanan proteinler
igerisinden omurilik yenilenmesinde gorev alabilecek sinirsel gorev ile ilgili
proteinler secilerek gen ontoloji analizleri yapilmig; molekiiler fonksiyon
stireglerinde, hiicresel bilesen olarak katildiklari siiregclerde ve biyolojik siireclerde

aldiklar1 gorevler analiz edilmistir.

Anahtar Kelimeler: aksolotl, omurilik, rejenerasyon, proteomiks



2. ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF MOLECULAR MECHANISMS
PROVIDING TAIL REGENERATION IN AKSOLOTL BY THE
PROTEOMICS METHOD

Ambystoma mexicanum(Mexican axolotl) is an aqueous salamander that
posses neoteny during whole life. Axolotls are useful experimental models in
laboratories due to their unique regeneration capacity and resistance to cancerous
diseases. Axolotls can regenerate their missed extremities, internal organs, brains,
and spinal cords with full recovery of function after damages or amputations. The
molecular and cellular signaling mechanisms of this speciality they possess have not
been fully understood in the past due to the insufficient technological possibilities.
Today's groundbreaking omics technology provides humanity with the opportunities
that can come from its superiority. One of the most studied branches of Omics
technology is proteomics which is using for understanding cellular events and
interactions at protein level. In order to understand the regenerative ability of
experimental model axolotl in this study, we amputated the tail containing spinal
cord region to observe cellular events and interactions during tail regeneration in
different time intervals. According to our results, axolotl proteomics database was
expanded by identifying proteins detected on day 0, day 1, day 4 and day 7 samples
by proteomics method. By using significantly changed proteins, neuron related
proteins that can serve in spinal cord regeneration were selected. Selected neuronal
proteins were analyzed in gene ontology analysis that contain molecular functional

processes, cellular components, and biological processes.

Key Words: axolotl, spinal cord, regeneration, proteomics



3.GIRIS VE AMAC

Rejenerasyon, disaridan bir hasara ve yaralanmaya maruz kalarak hasari
goren doku, organ veya ekstremitenin eski fonksiyonunu idame ettirecek sekilde
tekrardan insa edilmesi siirecidir. Bu olay canlilik subeleri arasinda degisiklik
gostermekle beraber omurgali canli tiirleri genis kapsamda disiiniildiigiinde en az
rejenerasyon yetenegine sahip siniftir. Omurgali canlilar arasinda memelilerde
siirlandirilmis diizeyde bir rejenerasyon gerc¢eklesmektedir. Ancak omurgali canlilar
arasinda da istisnai olarak bazi semender tiirlerinde bu olay yiiksek diizeyde goriiliir.
Su semenderlerinden olan aksolotl sahip oldugu rejenerasyon kapasitesi ile bu
disiplinde kullanilan temel model organizmalardan birisi haline gelmistir. Bu
canlilar; kalplerini, karacigerlerini, dalaklarini vb. diger i¢ organlarini, kuyruklarini,

ekstremitelerini, beyinlerini ve hatta omuriliklerini dahi yenileyebilmektedir.

Giinliik yasantimizda meydana gelen is kazalari, yaralanmalar, yanmalar ve
uzuv kayiplari, omurilik yaralanmalar1 gibi vahim durumlar maruz kalanlar
tarafindan g¢aresizce kabullenilmekte herhangi bir ¢oziim iretilememektedir. Ancak
aksolotl bizim maruz kaldigimizda ¢6ziim iiretemedigimiz birgok hasar1 kendi
sistemlerinde var olup heniiz tam olarak ¢oziilememis olan hiicresel ve molekiiler
sinyalleri sayesinde tamir edebilmekte, yenileyebilmektedirler. Giinimiiz omiks
teknolojisi imkanlarimi kullanarak aksolotl modelinin sahip oldugu essiz
rejenerasyonun sirlarin1 adim adim anlamak artik miimkiin hale gelmistir. Bu sebeple
de c¢aligmamizda proteomiks analiz metodu kullanilarak kuyruk bolgesi kesilen
aksolotl'un bu hasari nasil tamir ettigini, hasarin oldugu bolgede yer alan omurilik
rejenerasyonunun hangi molekiiler yolaklar1 ve hangi hiicresel sinyalleri bu siiregte
kullandigin1 ve aksolotl modeline ait sayica yetersiz olan proteom veritabanini da
daha genis bir hale getirmeyi amacladik. Analiz verilerinden elde edilen sinirsel
gorevleri olan proteinlerin rol oynadigi siiregleri biyoinformatik analizler ile

tanmimlayarak omurilik rejenerasyonunu genis bir pencereden aydinlatmaya ¢alistik.



4.GENEL BILGILER

4.1. Rejenerasyon

Rejenerasyon olmasaydi hayat olmazdi, eger her sey rejenere olabilseydi
olim olmazdi. Rejenerasyonun Temel Prensipleri kitabinin yazari Richard J Goss
kitaba bu sozleri ile baslayip biitiin organizmalarin bu iki u¢ nokta arasinda varligini
sirdiirmekte oldugunu ifade edip mutlak Oliimsiizliige asla ulasilamayacagini,
boylesi bir durumun {iremeye ters oldugunu belirterek baslar sézlerine.(1)
Rejenerasyona dair ilk gozlem 1712 yilinda Rene-Antoine Ferchault de Reaumur
tarafindan tatli su 1stakozunun kolunun yenilenmesini gozlemlemesi ve rapor
etmesiyle baslamigtir. Ayni yiizyil igerisinde bu kavram farkli canli organizmalarda
yapilan gozlemlerle vurgulanmistir. 1740 yilinda Abraham Trempley hidra'yl, 1745
yilinda Charles Bonnet halkali solucanlari, 1769 yilinda Lazzaro Spallanzani
amfibileri ve 1770'li yillarda Peter Simon Pallas planaryalari rejenerasyon yapabilen
canlilar olarak gézlemlemis ve rapor etmislerdir. On dokuzuncu yiizyilin baslarinda,
ilk dogabilimciler bircok c¢esit hayvanda rejenerasyonu tarif etmislerdir, ancak
1838'de Matthias Schleiden ve Theodor Schwann tarafindan hiicre teorisinin
gelistirilmesine ve histolojik tekniklerin gelistirilmesine kadar rejenerasyon {izerine
yapilan arastirmalar esas itibariyle sadece disaridan yapilan goézlemler olarak
kalmistir. Mendel Oncesi genetik ¢agda Weismann ekstremitenin yenilenmesinde
onemli bir nokta olan morfogenez teorisini ortaya atmistir. On dokuzuncu yiizyilin
sonlarinda, Thomas Hunt Morgan Drosophila genetigi tlizerine yaptigi meshur
caligmalarina baslamadan oOnce, rejenerasyon arastirmalari yapan okula liderlik
etmistir.(2)

Rejenerasyon 20.yy'da bir¢ok tiiriin ¢esitli yenilenme siiregleri hakkinda detayli
histolojik tanimlamalarla baslamig ancak birkag on yil sonra memelilerin
rejenerasyonuna olan ilgi pek ¢ok insan dokusunun rejenere olabilme yeteneginin
eksikligi nedeniyle azalmistir. Omurgasiz rejenerasyon caligmalari Child'n
metabolik gradient teorileri tarafindan biiyiik oranda etkilenmis ve amfibilerin
ekstremite rejenerasyonu yapilan gozlemsel agiklamalardan ziyade rejenerasyondaki
Ozellesmis doku bilesenlerinin roli, aynilasmanin rolii ve morfogenezin rolii gibi
deneysel agiklanmaya baglamistir. II. Diinya Savasi doneminde kurbagalar ve diger
rejenerasyon kapasitesine sahip olmayan canlilarin ekstremite yenilenmesi
uyarilmaya c¢alisilmistir. Rejenerasyon konusundaki ilgi, ylizyilin ikinci yarisinda
azalirken, memeli dokulari da dahil olmak {izere bircok sistemde rejenerasyon
izerine yogun c¢aligmalar yapimistir. Sadece ylizyilin sonlarina dogru, morfogenez
lizerine yeni goriisler, alana tekrardan genel bir ilgi uyandirmistir. Bu yiizyilin
baslarinda Onemli olduklar1 anlasilan kok hiicreler ve bu hiicrelerin insan
dokularinin yenilenmesini tesvik etme potansiyeli adeta bu calisma alanina yeni bir
hayat vermistir. Bu sebeple de giiniimiiz rejenerasyon g¢alismalarindan beklentiler
yiiksektir.(2)



Rejenerasyon genel bir ifade olarak meydana gelen bir hasar sonucu
kaybedilen viicut kismlarinin tekrardan yenilenmesi veya bdliinen parcalardan
tekrardan yeni bir canlinin olusturulmasidir.(2) Bu olayin gergeklesme kapasitesi
canlilar arasinda cesitlilik gosterir. Ornegin planaryalar kopan baslarindan veya
kiiglik viicut pargalarindan biitiin yapilarini tamamen olusturabilmekte, aksolotl gibi
semender tiirleri hasar goren ya da ampiite edilmis ekstremitelerini tekrardan
olusturabilmektedir.(3, 4) Insanlar ise kan, bagirsak epiteli, kemik dokusu, sa¢ ve
tirnakta ileri denilebilecek diizeyde rejenerasyon yaparken; karaciger, bobrek ve deri
gibi viicut organlari ve kisimlarinda da smirli diizeyde yapabilmektedir. Bu
farkliliklar g6z Oniinde bulunduruldugunda rejenerasyon; fizyolojik rejenerasyon,
hipertrofik rejenerasyon, reperatif rejenerasyon ve asekstiel iireme olarak 4 ana baglik
altinda incelenebilir.(2)

Fizyolojik rejenerasyon; kopan veya hasar goren viicut iiyelerinin, 6len hiicre
gruplarinin dogal olarak, kendiliginden yenilenmesidir. Memelilerin kan hiicrelerinin
yenilenmesi, bagirsak mukozasinin yenilenmesi ve epitel hiicrelerinin yenilenmesi ile
geyiklerin boynozlarinin yenilenmesi dogal olarak gerceklesen fizyolojik
rejenerasyona Ornek olarak verilebilir.(5-7) Hipertrofik rejenerasyon; i¢ organlarda
dokunun alinmasi veya kaybina bagli olarak meydana gelen onarim ya da
yenilenmedir. Bu siirecin kisa siire icerisinde gerceklesmesi viicut hemostazinin
ayarlanmasi ve sistemlerinin organize bir sekilde calismasinin devami igin son
derece kritiktir. Karaciger ve pankreas hiicrelerinde goriilen yenilenme hipertrofik
rejenerasyona ornektir.(6, 8)

Reperatif rejenerasyon; viicudun hasar gormiis veya kaybedilmis bir
parcasinin hiicre diizeyinden baslayip hasar goéren kismin organ diizeyinde yeniden
yapimi ile sonucglanan siirectir. Epimorfik rejenerasyon, dokusal rejenerasyon ve
hiicresel rejenerasyon olmak iizere li¢ grup altinda incelenebilir. Bu ayirim yara
iyilesmesinden sonra kok hiicrelerin ve farklilasmamis Onciil hiicrelerin sayica bol
oldugu  blastema formunun  olusup olusmamasmna  bagh olarak
degerlendirilmektedir.(2) Aseksiiel tireme bir ya da daha fazla parcaya ayrilmig
organizmanin o par¢alardan her birinin tekrardan yeni bir organizmay1 olusturmasi
olarak tanimlanir. Planarya'da gergeklesen olay bu kavrama 6rnek olarak verilebilir.
Stire¢ boyunca molekiiler ve hiicresel diizeyde gergeklesen biiyiik oOlgiideki
benzerliklerden Otiirii rejenerasyon ile ayni kavram igerisinde yer almaktadir.(9)
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Sekil 4.1.Farkl rejenerasyon siiregleri ve siniflandirilmalari(1)



Epimorfik rejenerasyon sozciigiinii ilk olarak tanimlayan kisi Thomas Hunt
Morgan'dir. Gelisimini tamamlayan yeni parcadan énce meydana gelen malzemelerin
cogalmasi seklinde tanimlamistir.(10) Giinlimiizde epimorfik rejenerasyon epitel-
mazenkimal etkilesimler boyunca olusup morfogenetik bilgiyi icerip ifade eden
blastema formunun varligina bagh olarak gerceklesen rejenerasyon olarak tanimlanir.
Blastema formu hasar olustuktan sonra kayb1 gergeklesen ekstremitenin ayni sekilde
olusmasina olanak saglayan hiicreleri icerir. Bu hiicreler yeniden insa edilecek
hasarli bélgenin hem hiicresel hem de molekiiler diizeyde biiylimesini saglayacak ve
dogru paterni olusturacak bilgiyi icerir. Hasar sonrasi hasarin gerceklestigi bolgede
yara iyilesmesi ve bunu takiben hasarli kisimlarin yeniden onarim amagh yikimi
gerceklesir.(11) Yara iyilesmesini sonrasinda, kemik hiicreleri ve epidermal
hiicrelerin aynilagmasi, inflamatuvar hiicrelerin aktivitesi ve sinirsel uyarilarinin da
rolii ile hasar1 igeren bolge ve etrafinda blastema hiicreleri lokalize olurlar.(12)
Blastema formunun olusumu daha ¢ok amfibilerde gergeklesen ekstremite
rejenerasyonunda calisilmakta olan arastirma Kkonularmdan birisidir. Epimorfik
yenilenmenin kusursuzlugu icin kolun ampiitasyonunu takiben yara iyilesmesi,
hasarli kisimlarin yikilmasi, hasar bdlgesindeki kok hiicre popiilasyonunun artmast,
sinir hiicrelerinin uyarmmi ile kok hiicreler ve farklilasmamis hiicrelerin hasarli
bolgeye go¢ edip toplanmasi ve son olarak yenilenme olaymin anahtar1 blastema
formunun olusmasi sirastyla gerceklesmesi gereken asamalardir. Eger bu olaylardan
herhangi biri gerceklesmez ya da yeterli oranda meydana gelmez ise hasar ya
blastema olusmadig1 icin tamir edilemez ya da anormal bir yenilenme siireci ile
noktalanmaktadir.(13)

4.2. Amfibilerde rejenerasyon

Amfibilerin ekstremitelerinin dogal olarak yenilenebilmesi rejenerasyon
calismalarinda gbze carpan ve lizerine yogunlasilan harikulade bir olay olarak yer
tutmaktadir. Amfibilerde rejenerasyonu ilk defa kuyrugun ampiitasyonu sonrasi
meydana gelen yenilenmeyi gozlemleyen Italyan doga bilimci Lazzaro
Spallanzani'nin 18. yy'da rapor etmesi ile baslar. O zamandan itibaren giiniimiize
kadar siire gelen arastirmalar bu esi benzeri olmayan olayin gergeklesmesinde rol
oynayan faktorleri ve molekiilleri bulmaya calismaktadir.(14) Kurulan hipotezlerle
memeli sisteminde var olan veya olmayan aktorler tespit edilip rejenerasyonun
optimal diizeyde memelilerde de gerceklestirebilmek igin ¢alismaktadir. Hasar géren
ya da ampiite edilen kol veya kuyruk kok hiicreler ve faklilasmamis hiicreler ile bu
hiicrelerin etrafinda gerceklesen biiylimeyi kontrol eden Tranforme edici biiylime
faktorii beta(15), anterior-posterior biiyiimenin kontroliinii saglayan Sonic Hedgehog
ve Fibroblast biiyiime faktorleri(16), sinirsel yonelim ve yenilenmede gorevli Wnt
sinyalleri(17, 18), kas-kemik gelisimi ve yenilenmesinde gorevli Bone morfojenik
protein(19), morfogenez, kontrollii biiyiime ve kok hiicrelerin farklilasmasinda
gorevli Hox proteinleri(20, 21) ve rejenerasyon tetikleyici oldugu bilinen retinoik



asit(22) gibi sinyal molekiillerinin yonlendirimi ile ampiite olan kisim ile aynisi
olacak sekilde yeniden insa edilen tam bir kol veya kuyruk tiretilir.

4.2.1. Yara iyilesmesi

Hasarin ya da ampiitasyonun hemen sonrasinda ekstremitelerdeki kaslarin
kasilip gevesemesi sebebiyle yumusak doku toplanip geriye dogru cekilir. Daha
sonra ilk dakikalar igerisinde kanayan damarlardaki kanama durur. Saatler igerisinde
hasarin oldugu bolgedeki epidermal hiicreler ampiitasyon yiizeyinden serum ve
hiicreler arasi sivilarin yogun oldugu i¢ kisimlara dogru goc etmeye baslarlar. Gog
eden epidermis kismi ampiitasyonun yapildigi kismi tamamen kapatir. Bu siireg
ampiitasyonun biiyiikliigiine bagli olarak degiskenlik gdsterir. Saatler igerisinde
olabilir ya da bir glin veya iki giin siirebilir. Yara iyilesmesi siirecinin sonu
memelilerde gozlenenin aksine iz kalmadan ya da ayirt edilemeyecek derecede iz
kalacak sekilde gergeklesmektedir.(11)
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Sekil 4.2.Hasar sonras1 ger¢eklesmesi muhtemel olaylarin olast basamaklari.(13)
4.2.2. Fagositoz ve yikim

Ampiitasyon sonrasi yara kisminin iyilesmesi ile beraber ampiite edilen kolun
distal kisminin sonuda tam olarak ayirt edilemeyen histolojik bir belirginlik bulunur.
Bu histolojik yap1 kaslarin, sinirlerin, kemigin ve derinin en ugta kalan kisimlarinin
travma sonrast izlerini tagir. Buradaki histolojik kalinti infalamatuvar hiicreler
tarafindan yikilir, fagosite edilir.. Bu yikim siireci memelilerde kisa siireli oldugu ve
tam olarak gerceklesemedigi i¢in iz birakmaktadir.(11, 15) Fagositoz ve yikim
asamasi siirecinin bu erken siire¢ igerisinde hizli bir sekilde ger¢eklesmesi kolun
kasar gormiis kisminda yapilan yara iyilesmesi siirecini etkinligi artirilmis bir
rejenerasyon siirecine doniistiiriir. Bu stirecte distal hiicre dis1 matriksteki matriksin



metalloproteinazlarin aktiviteleri ile yeniden organize edilmesi ve trombin gibi serin
proteazlarin uyarici etkisi ile hasar Oncesi durumda sakin/pasif halde bulunan
hiicrelerin tekrardan hiicre dongiisiine girmesinin tetiklenmesi gergeklesir.(23, 24)

4.2.3. Aymlasma

Aynilagma siireci ampiite edilen kismin ¢ikintisinin epimorfik rejenerasyon
stirecine kesin karar verilmesi ile baglar. Bu asama ampiite kismin ¢ikintisinin distal
ucundaki dokularin olgun haldeki histolojik karakterlerini kaybettigi ve ileride
blastema hiicrelerini olusturacak olan daha ¢ok embriyonik karakterdeki hiicreleri
iiretmeye bagladigi andan itibaren baglar. Bu siirecte hiicreler tersine yonde
farklilasarak kendilerine 6zgii 6zelliklerini kaybedip daha genel olan baska hiicre
tiplerine farklilasmasina olanak saglayan forma donisebilirler.(25) Aynilasma
sirecinin baglangicinin en belirgin 6zelligi kemik dokusunun asimasinin baglamast,
kas hiicrelerinin kasili durumlarin1 kaybederek yavas yavas olgunlasmamig fenotipe
sahip hiicre tiplerine doniismesi, yara epidermisinin kalinlasarak apikal epidermal
oOrtliyii olusturmasidir. ~ Sinir lifleri de rejenere olmaya baslayarak aynilagsma
slirecinin basladigr kisma dogru uzanirlar.(26) Sinir hiicrelerinin bu siiregteki rolii
epimorfik rejenerasyonun en 6nemli noktasi olan blastema formunun olusumu igin
gereklidir.(27)

4.2 4. Blastema

Rejenerasyonun gergeklestigi yerde bulunan hiicreleri sinir liflerinin uyarmasi
ile yenilenme siirecine katilan olgun hiicrelerin aynilagsmasi veya bazi durumlarda
gecis yaparak farklilagmasi sonucu olusan hiicreler, farklilasma gegirmeyen
parankimal hiicreler, yaralanmanin gergeklestigi yerde bulunan kok hiicrelerden
cogalmis hiicreler ve hasarli bolgenin disindan gelip biriken kok hiicreler
olusturur.(12, 28) Bu hiicreler birikerek ¢ikint1 benzeri formda bir yap1 olustururlar.
Bu yapiya blastema denir.(29) Blastema formu hem yapisal hem de karakteristik
ozelllikleri sebebiyle embriyonik gelisim siirecindeki ekstremite onciilii ¢ikintilar
andirmaktadir. Embriyonik gelisim siirecinde mazenkimal hiicrelerin birbirinden
ayirt edilemez oldugu gibi blastema formu igin de ayn1 durum gecerlidir.(30) Ancak
giiniimiize kadar gelen siiregte yasanan teknolojik gelismeler reperatif
rejenerasyonun gercgeklestigi dokulardaki blastema formunda bulunan hiicreleri
birbirilerinden tamamen olmasa da genel olarak ayirt edilebilecek hale
getirmistir.(13) Blastema formudaki embriyonik ¢ikinti formuna goére en belirgin
faklilik damarlasma olmaksizin siirecin baslamasidir. Olgunlagsma siirecinde ise
damarlagsma ag1 ve kilcallar siirece dahildir.(31)

Hasarlanma sonrasi ani yanit olarak hemen yara iyilesmesi siireci baglar.
Yaralanan bolgenin cevresi keratinosit tiirevli epitel hiicreleri ile hizli bir sekilde
kapatilir. (32) Hiicrelerin hasarli bolgeye go¢ etmesi de bu epitel hiicrelerin perifer
hiicrelerden su alip hacimce yayilip baski yapmasi ile gergeklesir.(33) Hasar



sonrasinin ilk gilinlerinde hasar bolgesi ve yara epidermisinin bulundugu bdlgede
blastema formu baslangici ve blastemaya ait hiicre g¢ogalmalarinin ilk asamalar
gerceklesir. Yara epiteli sinir hiicrelerinden gelen sinyalizasyon ile apikal epidermal
ortli formuna gegis igin uyarilir. Bu gecisin sonucu olarak da bazal keratinositler
¢ogalma siireglerini sonlandirip bag doku fibroblastlarinin erken blastema formunu
olusturmasina olanak saglayan sinyalleri iiretirler. Apikal epidermal ortiinlin bazal
katmaninda bulunan genellikle siitun bigimli morfolojiye sahip hiicreler alt tabakada
uzanan doku matriksine gerekli madde salgilanmasini yaparlar. Yaranin bulundugu
kisimdaki hiicreler de gen ifadesindeki farkliliklar ve kimyasal molekiillerin salinimi
gibi gerceklestirdikleri degisikliklerle yara yatagina gd¢ edip blastema formuna
katilirlar.(34, 35)

Hasar kismindaki hiicrelerin yanit1 yara olustuktan sonra hasarin biiytikliigline
bagli olarak gerceklesir. En gii¢lii yanit ampiitasyon sonrasinda gerceklesmekte ve
blastema formunu olusturmaktadir, kiiglik yaralanmalarda ise blastema fomu
olusturulmadan yara iyilesmesi siiregleri ile yenilenme tamamlanmaktadir.(13) Bu
sebeple rejenerasyon basamaklarinin blastema formu kullanilarak ger¢eklesmesi i¢in
yara epidermisi ve sonrasinda dnciil ¢ikint1 igerisinde meydana gelecek molekiiler ve
hiicresel hadiselerin sinir hiicrelerinden ve inflamatuvar hiicrelerden gelecek erken
sinyaler elzemdir.

4.2.5. Morfogenez

Morfogenez rejenere olan blastemada gerceklesen patern formasyonu
aktivitesinin morfolojik olarak amacina ulagsmasidir. Blastemanin hizli bir sekilde
disariya dogru biiyiimesi ve bazi blastema hiicrelerinin yogunlasarak rejenere olan
kismin iskelet sistemi unsurlarini olusturacak onciil kikirdak modellerine doniismesi
ile morfogenez asamasi baslar.Bu asamada gergeklesen olaylar embriyogenez siireci
ile ayn1 olup siire¢ boyunca, hem doku hem de hiicresel seviyelerde belirgin
proksimodistal ve anteroposterior farklilasma gradyanlari belirgindir. Morfogenez
periyodu sonunda rejenere olan kisim yapisal hasar goren veya ampiite edilmis
kisimdan neredeyse farksizdir.

4.2.6. Bilyiime

Aksolotl canlisinin da dahil oldugu kuyruklu amfibiler omurgalilar arasinda
viicut iiyelerinin bir¢ogunu yeniden yapabilen 6zel bir gruptur. Hasardan veya
amputasyondan sonraki ekstremitelerin yenilenmesi, yara iyilesmesi, blastema formu
olusumu, hiicre ¢ogalmasi ve yeni bir uzuv olusturmak i¢in yeniden gelistirme
stirecinin gerceklestirilmesini igermektedir.(36) Blastemanin olusumu ve ¢ogalmasi,
farkli hiicre tipleri arasinda karmasik bir diizenlenme siireci igerir. Ekstremitenin
amputasyonu sonrasinda epidermal hiicreler yarayr kapatmak igin go¢ eder ve
sonrasinda da ¢ok tabakali bir apikal epitelial 6rtii formuna kadar kalinlasir. Hiicreler
arast matriksin yapis1 matriks metalloproteinazlar tarafindan bozulur. Dermal ve kas
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hiicrelerini apikal epitelial ortii'ye dogru go¢ ederler. Daha sonra aynilasma gegirip
bu yapinin altinda blastema formu olustururlar.(29) Fibroblastlarin migrasyonu igin
TGFB sinyalizasyonunu gerekmekedir.(37) Bir aksolotl ekstremitesinin ampiitasyonu
sonrast TGFB'min disiik diizeydeki ifadesi ampiitasyondan 6 saat sonra tespit
edilebilirken en yiiksek diizeydeki ifadesi 48 saatte tespit edilir. Bu saatten sonra
giinlerce siiren gui¢lii ifade artis1 gozlenir. Belirli bir inhibitor kullanarak rejenere
olan ekstremitelerde TGFB sinyalini bloke etmek ekstremitede gergeklecek olan
rejenerasyonu engellemistir. Amputasyondan hemen sonra inhibitdr eklendiginde,
yara epidermisi olugmus, ancak biraz gecikmeli olarak gerceklesmistir. Yara
iyilesmesinden sonra fibroblast hiicrelerinin go¢ edisi gozlenmemis ve blastema
olusmamustir.(38)

Apikal epidermal ortii hiicre cogalmasin1 destekleyen ©nemli sinyal
molekiillerinin iretilmesinden sorumludur. Wnt3a'nin apikal epitelial ortiinlin i¢
katmanindaki yiksek ifadesi yenilenen Xenophus kollarinda tespit
edilmistir.(39)Wnt /B-katenin yolagmin bir inhibitorii Dickkopf-1 kullanilarak 52.
asamada kolu ampiite edilen Xenopus'un Wnt/B-katenin sinyalizasyonu bloke edilmis
sonug olarak ekstremitenin rejenerasyonunun engelledigi, ancak normal ekstremite
gelisimini engellemedigi gorilmiistiir.(39, 40) Xenopus'un 53-54. asamalarinda
Whnt/B-katenin yolaginin aktivasyonu, rejeneratif potansiyelin biiyiik 0Olgiide
azaltilmis oldugu durumlarda rejenerasyonun yeniden uyarilmasini saglamistir.(40)
Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun bloke edilmesi, yenilenen ekstremitelerde FGF-8
ifadesini azaltmaktadir.(41)

FGF'ler hem gelisim hem de rejenerasyon sirasinda omurgalilarin ekstremite
biliylimesini tesvik eden bir grup mitojendir. Bir¢cok ¢alisma, FGF-8 ve FGF-10'un
yenilenen ekstremitelerin apikal epidermal ortiisiinde ve blastemasinda yiiksek
oranda ifade edildigini, ancak yenilenmeyen ekstremitelerde ampiitasyondan sonra
olmadigini gostermistir.(42, 43) Ayrica, disaridan yenilenmeyen Xenopus ekstremite
cikintilarina FGF-10 verilmesi tam kol bacak yenilenmesini baglatmak igin yeterli
olmaktadir.(41)

Hasar goren ya da ampiite edilen ekstremitenin yenilenmesi elde edilen
bilgiler dogrultusunda rejeneratif biiylimeyi tesvik etmek i¢in aynilagma asamalarimni
ve ¢ok sayida doku ve sinyalin birlikte ¢alismasini igermektedir.
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Sekil 4.2.6.Aksolotl modelinde kol rejenerasyonu giinlere gére gelisim(12)
4.3. Aksolotl

Ambystoma mexicanum kuyruklu amfibiler smifina mensup canlilardir.
Meksika'nin Xochimilco Go6lii ve Chalco GoOlii dogal yasama alanlaridir. Ancak
giniimiiz sartlarinda dogal yasam alaninin bozulmasi sebebiyle daha ¢ok
laboratuvarlarda ve evcil hayvan olarak yetistirilmekte, biyiitiilmektedir. En yaygin
kolonisi ise Kentucky Universitesi biinyesinde bulunan AGSC'dir. Aksolotl
canlilarin1 endemik olmalariin yaninda 6zel kilan en 6nemli 6zellikleri kendilerine
oldiriicii olacak sekilde zarar vermeyen herhangi bir yaralanma veya hasari
kusursuzca yeniden kaybedilen kismin aynisi gibi fonksiyon kaybetmeyecek sekilde
yapabilmeleridir. Bu 6zelligi yasam dongiilerinin herhangi bir siirecinde yapabilme
kabiliyetine sahiptirler. Ancak rejenerasyon siireci larva formunda iken daha hizli
olmakla beraber metamorfik formunda ise sinirlidir.(44, 45)

4.3.1.Aksolotl tarihgesi

Aksolotl, gelisimsel siirecini tam olarak tamamlamamasina ragmen iireme
yetenegine sahip, neotenik, amfibi smifinda yer alan bir semender tiirtidiir. Dogal
yasama ortami1 Meksiko City dolaylarinda bulunan Xochimilco Golii ve Chalco
Golu'diir. Bilim camiasina bu canlilar ilk olarak Avrupali'lar tarafindan tanitilmistir.
Ispanyol'lar yaklasik 500 yil 6nce Meksiko City'e vardiklari zaman Aztek'lerin bu
semender tiiriinii yemeye diiskiin olduklarin1 gézlemlemislerdir. Meksika tarihinde
ilk defa Aksolotl terimi o zaman tanimlanmistir.(46) Aksolotl teriminin kokeni bir
Aztek tanris1 olan xolotl'dan gelir. Sonralari gesitli Aztek dilbilimciler tarafindan bu
terim "su kolesi" veya "su kopegi" seklinde terciime edilmistir.(47)
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Aksolotl'un bilim diinyasina ilk olarak girisi 19.yy'in baslarinda Amerika
gezilerinden donen biyocografya dali'min kurucularindan Alexander von Humboldt
beraberinde getirdigi iki tane aksolotl'u Paris'te bulunan karsilagtirmali anatomi ve
bilimsel paleontolojinin kurucusu Georges Cuvier'e vermistir. Cuvier aksolotl
lizerinde yaptig1 anatomik incelemelerle smiflandirmaya calismistir. Gozlemledigi
kikirdagims: iskelet varlig1 ve az gelismis iireme organlar1 sebebiyle canlinin heniiz
tam olarak bilinmeyen bir siiringen tiiriniin larva hali oldugunu belirtmistir.(48) Bu
olaydan yaklasik 50 yil sonra Fransizlar'in Meksika kaynaklarimi ve kiiltiirint
kesfetme amacli yaptiklar1 temaslarda ilk modern zoolojik bahge olarak da bilinen
Paris Jardin des Plantes'e yabani hayvanlarin bulundugu boliimde sergilenmek {izere
Meksika'dan 34 tane aksolotl getirilmistir. Canlilardan 5 tanesi disi 1 tanesi erkek
olmak iizere 6 tanesi Paris Museum de Histoire Naturelle'de ihtiyoloji ve herpetoloji
profesorii Auguste Dumeril'e verilmistir. Dumeril'e verilen 5 disi aksolotl'dan biri
olan beyaz mutant aksolotl ayn1 zamanda gliniimiizde kullanilan beyaz mutantlarin
da atasidir.

Dumeril bu canlilarla yaptig1 ilk gézlemlere dayanarak Cuvier'in ¢aligmasini
dogrulamistir.(49, 50) Ancak yaklasik alt1 ay sonra yaptigi bildiride bu goriisiin tam
zittin1 savunmustur. Bu siire¢ igerisinde canlilar ¢iftlestirmis ve gerceklesen basarili
tireme durumunun sonucu olarak destekledigi goriise karst ¢cikmistir. Cilinkii basarili
bir sekilde iireme yapabilen canlinin larva degil yetiskin bir canli olmasi
gerekmektedir.(50, 51) Sergilenen aksolotlar ile beraber Dumeril'in canlilarinin da
hizli bir sekilde iiremesi sonucu bir yil icerisinde canli sayisi sekiz yiizlii rakamlara
ulagmistir. Canlilarin {ireme oraninin yiiksek bir sekilde devam etmesi c¢evredeki
ilgili kurumlarca yaygin olarak ¢alisabilmenin 6niinii agmistir.(50, 52) Dumeril ayni
yil igerisinde yaymladigi raporunda da iretilen bazi canlilarin solungaglarini
kaybedip gozle goriilir bir sekilde anatomik degisiklikler gecirerek karasal
hayvanlara dontistiigiinii belirtmistir. Bu gozlem sonucunda da aksolotlar1 biiyilik
benzerlik gosterdigi kuyruklu kurbagalar cinsinden olan Ambystoma formu olarak
adlandirmistir.(50, 53) Aksolotl'un transforme olup baskalasim ge¢irmesinin nedeni
bu yillarda canliya ilgi duyanlarin merak ettikleri ilk konulardan birisi haline
gelmistir. Canli g6l benzeri akvaryumlar igerisinde bagkalasima indiiklenmeye
calisilmis ve basarili olunmustur. Ancak etkenin c¢evresel sartlar m1 yoksa fizyolojik
sartlar m1 oldugu belirlenememistir.(54)
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Resim 4.3.Dumeril-baskalasim gegirmis aksolotl ve neotenik aksolotl (52)

Vilem Laufberger ve Ogrencileri tiroid bezinin gesitli ¢ift yasamli canli
tiirlerinin  baskalasimi tlizerindeki etkisini incelemek istemislerdir. Bulunduklari
enstitli yaklasik 10 yildir aksolotl da irettigi i¢in bu canliyr da kullanmislar ve
baskalasimi  hizlandiran etken faktoriin  tiroid bezi oldugunu agikca
gostermisglerdir.(50, 55) 20. yy'in baglarinda Dumeril'in sadece 6 tane canlidan {iretip
cogalttigt aksolotlar Avrupa aksoltl populasyonunu olusturmus ve diinyaya
yayilmistir. ilk arastirmalarin ve degerlendirmelerin yapildig1 bu canlilarin fenotipik
ozellikleri giiniimiiz stok canlilar1 da goz Onilinde bulundurularak degerlendirme
yapildiginda muhtemelen Xochimilco Golii kokenli olduklart diisiiniilmektedir.(47,
56)

Uluslararas1 diizeyde en biiyiikk aksolotl kolonisine sahip olan Indiana
Universitesi Aksolotl Kolonisi'nin kurucusu olan Rufus R. Humphrey 1930'lu
yillarda Buffalo Universitesi Anatomi Béliimii'nde kendi ¢alismalar1 igin aksolotlari
kullanmaya baslamis ve emekliligine kadar calismalarini burada silirdiirmiistiir.
Emekliligi sonras1 indiana Universitesinde calismalarma onursal profesdr olarak
devam ederken kendi calismalari i¢in burada kiiciik bir yetistirme kolonisi
olusturmustur. Indiana Universitesi'nde kurulan yetistirme kolonisindeki canlilarin
nesli glinlimiize kadar gelmistir. Bu canlilar farkli dogal yasama alanlari olan
Xochimilco goli'nden ve diger yerlerden alinan cinsler ile birlikte biiylitiiliip
diinyanin en biiyiik aksolotl tesisi haline gelmistir.
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IUAC aksolotlarin gesitli pigment varyantlarini da icermektedir. Kurum yilin
her déneminde yetigkin aksolotl iiretmekte ve haftalik yumurta, embriyo ve larva
tiretimi ile diinya ¢apinda bulunan arastirmacilarin ihtiyacini temin etmektedir.(57)

Giliniimiizde aksolotl laboratuvar hayvani olarak dncellikle gelisim biyolojisi
ve rejenerasyon calismalarinda kullanilmaktadir. Gelisim biyolojisi ¢aligsmalarinda
aksolotl canlisinin embriyosunun seffaf olup gelisimsel basamaklariin rahatlikla
izlenebilir olmas1 ve genetik miidahalelerin yapimina da olanak vermesi bu alandaki
caligmalar i¢in uygundur. Canlinin baskalasim siirecinde meydana gelen organ
diizeyindeki biiyiik degisiklikler de kendini model olarak bu alan i¢in 6zel kilar.
Rejenerasyon calismalarinda ise sahip oldugu essiz yenilenme kapasitesi, omurgali
bir canli olup memelilere daha yakin olmasi sebebiyle siklikla kullanilmaktadir.

4.3.2. Bir deneysel model olarak aksolotl

Aksolotlar kendilerini 6ldiirmeyen neredeyse her hasari iyilestirip tekrardan
yenileyebilmektedirler. Bu canlilarda rejenerasyon Kkalpte, kuyrukta, omurilikte,
yiizeysel solungacglarda, beyinde ve ekstremitelerde goriilmektedir. Rejenerasyon
aksolotlarin yasam dongiilerinin herhangi bir asamasinda gergeklesebilir.Ancak bu
siire¢ larva halinde daha hizli ve milkemmel olmakla beraber baskalasim ge¢irmis
olan aksolotlarda ise daha az giivenilir diizeyde ve yavastir.(28)

Diger kuyruklu amfibilerin diginda aksolotlar zorunlu pedomorfiklerdir.
Cevrelerinde tiroid hormonu ile herhangi bir uyarim olmadig: siirece baskalagim
gecirmezler. Yetiskin canlilarda embriyonik karaktere ait 6zeller goriiliir.(58) Erkek
aksolotlar olgunluk donemine yaklasik 10 ayda girerken disi aksolotlar bu siirece 12
ay ile 18 ay arasi bir zaman zarfinda ulagsmaktadirlar. Dogal ortaminda yasamini
devam ettiren aksolotlarin 6mrii tam olarak bilinmemesine ragmen laboratuvarda
yetistirilen aksolotlarin 6mrii 10 yil ile 15 yil arasinda degisiklik gostermektedir.(59)

Aksolotl canlilar1 i¢ d6llenme yaparak {iirerler. Erkek aksolotlar kur yapma
siirecinin ardindan spermatoforlarint bulunduklar1 ortama dizerek birakirlar. Disi
aksolotl spermatoforlar1 sperm kesesine alip burada spermleri birbirinden ayirir.
Yumurtalama siirecinin gerceklesecegi ana kadar spermatozoa kloakta depolanir.
Yumurtalar yumurta kanalimi terk ederek kloakal odaya girerler. Burada
spermatozoanin yumurtalar ile temasa gecer ve birden fazla sperm yumurta
sitoplazmasina girer.(60) Yumurtalar genellikle sira halinde dizilir ve jelimsi
yapiskan bir yapiya sahip olan kalin bir kaplama yapi ile korunur. Embriyonik
miidahaleler veya nakiller i¢in bu yapinin kirilmasi1 gerekmektedir. Yumurtlamadaki
yumurta sayisi bireyler arasinda biiyiikliik, yas vb. gibi durumlardan otiirii farklilik
gostermektedir. Bir yumurtlama i¢in elde edilen yumurta sayis1 200 ile 1000 yumurta
arasinda degisiklik gostermektedir. Yapilan gozlemler sonucu aksolotlarin ¢iftlesme
durumlarinin mevsimsel oldugu diigiiniilmiistiir. Bu verilere gore en yiiksek verimin
sonbahar aylarinda, en diisiik verimin ise yaz aylarinda oldugu tespit edilmistir.(61)
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Aksolotlarin  koklama duyular1 kuyruklu amfibiler gibidir. Benzer
kimyasallar1 ve kokulu maddeleri birbirinden ayirt edebilen olduk¢a karmagik bir
yaptya sahiptirler. Koku epiteli ve koku soganciginin biiyiik olmast bu durumu
anlasilir kilmaktadir.(59)

Aksolotlarin kalbi 3 odacikli olup 2 atrium ve 1 ventrikiilden olusmaktadir.
Kan ventrikiilden ayrilip akciger atardamarlarina ya da viicudun diger kismina
gonderilmek {izere aorta gider. Oksijen bakimindan zengin olan kan, ylizeysel
solungaclardan ve akcigerlerden c¢ikip kalbin ventrikiiline geri gonderilir. Kan
burada viicutta dolasimini yapmis oksijen bakimindan az olan kan ile karisir. Bu
sistem memelilerde ve kuslarda bulunan 4 odacikli sisteme gore daha az etkilidir.
Canlinin dokular1 oksijence daha az beslenmektedir. Kuyruklu amfibi tiirlerinde aort
yayl birbirilerine gore cesitlilik gostermesine ragmen aksolotl 4 tane aort yayi
icermektedir.(62) Biitiin amfibilerde oldugu gibi aksolotlarda da viicut sicakligi
degiskenlik gostermekte, bu degisiklik sebebiyle kalp atim ritmi ve hizi da
degismektedir.

Aksolotlarda kan hiicrelerinin {iretimi karaciger ve dalak tarafindan
saglanmakta memelilerdeki gibi kemikiligi 6n plana ¢ikmamaktadir. Aksolotlarin
eritrositleri biiyiik, niikleuslu ve oldukca otofloresan 6zellige sahiptir. Hasarlanmaya
bagli olarak kan damarlarinin hizli bir sekilde daralmas: ile asir1 derecede kan kaybi
Onlenip hemen akabinde de pihtilasma gerceklesmektedir. Bu durum baslica 6nemli
atar damarlarda meydana gelse bile siire¢ ayn1 sekilde gergeklesmektedir.(63) Essiz
bir 6zellik olan hizli pithtilagma ve kan kaybinin durdurulmasi sayesinde cerrahi
miidahaleler sonucu canlinin kaybi en aza inmektedir. Aksolotlar ¢evrelerindeki
oksijeni yiizeysel solungaglarda ve derileri boyunca gerceklesen gaz degisimi ile
alirlar. Ayni1 zamanda sahip olduklar1 akcigerleri ile de su ylizeyinden solunum
yaparak yaklasik %40-60 oraninda oksijen alabilmektedirler.(64)

Aksolotlarin kazanilmis bagisiklik sistemi oldukga ilkeldir. Suda eriyen
antijenlere karsi humoral yanit olusturmazlar. Bu sebeple de immunolojik agidan
yetersiz kabul edilirler.(65) Sadece 2 g¢esit immunoglobulin iretebilirler ve
antijenlere kars1 antikor iiretimi oldukga yavastir.(66) Bu durumdan 6tiirii aksolotlar
diger semender tiirlerinden ve amfibi tiirlerinden transplante edilen organ veya
dokular1 reddetmeme 6zelligine sahiptir.(67) Giiniimiizde transgenik olarak tiretimi
yapilabilen beyaz mutant GFP aksolotlarin bulunmasi yapilan doku veya organ nakli
sonrast rejenerasyon esnasinda GFP dokularin hiicresel plastisite ve pozisyonel
hafizay1 nasil etkiledigini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir.(68)
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Sekil 4.3.2.Aksolotl canli goriiniimii ve organlarin organizasyonu(59)
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Kazanilmis bagisiklik sistemindeki zayifliga ragmen aksolotlar bakteriyel
enfeksiyonlara karsi son derece dayaniklidirlar. Bu durumun sebebini muhtemelen
mukoza tabakast ve kuyruklu amfibilerin biitiin hayatlar1 boyunca bagisiklik
sistemini olusturan dogustan gelen bagisiklik sistemidir. Memeli canlilara oranla
sayica daha fazla bulunan nétrofiller ve makrofajlar disaridan gelen istilacilar1 hizlica
yutar ve yok ederler. Antimikrobiyal peptidler ise savunma sistemine ekstra katki
yaparlar.(69) Iki haftalik aksolotlar bakteriyel enfeksiyonlara kars1 dayanikli hale
gelir. Bu sebeple de cerrahi operasyonlar ve dogal yaralanmalarda risk altinda
olmaktan ¢ikarlar. Buna ragmen fungal ve viral enfeksiyonlara karsi duyarhdirlar.
Ayrica kronik stres sonrasinda da bakteriyel enfeksiyon da gecirebilirler. Viral
enfeksiyonlara yatkinligin temelini limfositlerin virlise maruz kalindigi andan
itibaren ¢ogalamamasidir.(70) Bagisiklik sistemi ile alakali diger bir husus da
makrofajlarin rejenerasyon ig¢in olmazsa olmaz elemanlardan birisi olmasidir.
Makrofajlarin sayisinin ampiitasyon veya hasar sonrast ilk asamalarda yetersiz
olmasi asir1 derecede kollojen birikimine yol agmakta ve blastema formunun
olusmasina engel olmaktadir.(71) Ayrica her ne kadar farkli doku tiplerinde asiri
derecede hiicresel cogalmaya yapsalar da aksolotlar kansere karst oldukca
dayaniklidirlar.(72) Bazi istisnai durumlarda tiimor olusumuna rastlanilsa da bu
kadar fazla hiicresel bolinme goriilen bu canlida malignan bir biiylimenin
olmamasinin nedeni hala bilinmemekte ve aydinlatiimay1 beklemektedir.(73)

Yetigkin aksolotlun epidermisi diger larval amfibilere benzemektedir ancak
baskalasim gecirenler amfibiler veya memelilerde oldugu gibi katmanlar1 halinde
belirginlik yoktur. Epidermal leydig hiicreleri mukus salgilayarak benzerine az
rastlanan damarlanmig yapinin yeterli derecede gaz degisimine olanak saglar ve
mikrobiyal tehditlere karsi dayanikliligi arttirir. Salgilanan mukus tabakasi asiri
derecede yapigkan bir kivamdadir.(74) Epidermal yara iyilesmesi ve rejenerasyon
tamamen yara izi kalmayacak sekilde hiicreler arasinda lifli bag doku birikmesi
olmadan gergeklesmektedir.(75)

Aksolotl beyni ¢ok basit bir yapiya sahiptir ve memeli beyinlerinin
embriyonik siireci ile benzerlik gostermektedir. Diiz, yasst ve uzun bir yapiya
sahiptir. On beyin, orta beyin ve arka beyin rahatlikla birbirinden ayirt edilebilecek
sekildedir. Koku sogancigi biiyiik olmasina ragmen optik loblar kiigiik ve ayirt
edilmesi zordur. Beyincik oldukg¢a kiigiik olup az gelisim gostermistir.(59)
Baskalasim geciren aksolotlarin beyni hakkinda ¢ok fazla bilgi edinilememesine
ragmen beynin de canli ile beraber bir takim yapisal degisiklikler gegirecegi konusu
tartisilmazdir. En belirgin 6rnek olarak optik lobun biiyiiyerek canlinin yeni
binokiiler goriisii igin ge¢irdigi uyum saglama siireci rnek verilebilir.(76) Bu durum
aksolotl beyninin plastisitiye sahip oldugunu ve yasam dongiisii siirecince en zor
degisimleri bile gecirebilecegini gosterir ve sinirsel plastitsite aragtirmalar i¢in son
derece uygunluk ifade etmektedir.
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Aksolotl canlilarinda ekstremite yenilenmesi kompleks doku yenilenmesi
calismalari i¢in en uygun orneklerden birisi olup halen de iizerine ¢aligmalar devam
etmektedir. Canlilar ekstremitelerini igerisinde ¢ogalma potensiyeli yiiksek derecede
olan hiicrelerin bulundugu blastema formu ile yenilemektedir. Ampiitasyon
sonrasinda Onciil hiicreler ve aynilasma gegirmis hiicreler gelisimsel siirecte oldugu
gibi kaybi1 yasanan kolu tekrardan iretirler.(77) Olgunlasma asamasinda olan
aksolotlar ampiite edilen kolunu 32 giin igerisinde rejenere edebilmekte, 100 giin
sonrasinda ise kaybin yasandigi andaki durumuna getirebilmektedir. 3 ayhk
olgunlasmamis aksolotlar ise 22 giinde Kkolu olusturmakta 66 giinde de tamamen
yenilemektedir.(12, 45)

4.3.3. Aksolotl sinir sistemi yenilenmesi

Aksolotl periferal sinir sistemi oldukga basit bir sekilde organize olmustur ve
sinirlere bagli rejenerasyon fenomeni sebebiyle arastirmacilar icin Ozel ilgi
gormektedir. Periferik sinirler miyelinlidir. Bu sinirlerin bulunmasi ve hasar
verilmesi kolaydir. Eger ampiite edilen ekstremite ilk 7 giin icerisinde denerve
edilirse blastema formu olugsmamakta ve yenilenme meydana gelmemektedir. Bu
olayin perde arkasinda yenilenme siireci i¢in 6nemli ve destekleyici olup sinirsel
olarak salgilanmasi gereken mitojenik faktorlerin oldugu diisiintilmektedir.(59)

Merkezi sinir sistemi hasarina maruz kalan aksolotlar memeli canlilardaki
durumun aksine yaralanmalardan kurtulabilmektedirler. Beynin biiyiik bir kismi
alinan aksolotl hasar sonrasi o kismi tekrardan ayni sekilde kol 6rneginde oldugu gibi
yenileyebilmektedir.(78) Yapilan ¢alismalarda yetiskin aksolotl beyinlerindeki
ventrikiiler bolge boyunca sinir hiicrelerinin ¢ogaldig1 gosterilmistir.(79) Aksolotlar
ayni zamanda omurilik zedelenmelerini tamamen eski haline gelecek sekilde
yenileyebilmektedirler. Omurilik igeren kuyruk kismimin ampiite edilmesi sonucu
gerceklesen rejenerasyon ile fonksiyonelligini tekrardan kazanacak sekilde omurilik
ve kuyruk yeniden yapilmaktadir. Bu siireclerde memelilerde MSS hasar1 sonucu
aksonal biiyiimeyi 6nledigi tespit edilen glial yara izine rastlanmamaktadir.(80)

4.4. Kuyruk - Omurilik yenilenmesi

18.yy'n iigiincii geyreginde Italyan bir biyolog olan Lazzaro Spallanzani
rejenerasyon yapan canlilari anlattigi kitabinda semenderlerde goriillen kuyruk
yenilenmesi ile ilgili ilk bilimsel raporu da yazmistir. Spallanzani bu raporunda
semenderlerde  gozlemledigi  kuyruk  yenilenmesini  yaptigi  ¢izimlerle
gostermistir.(81) Kitabinda rejenerasyon yapabilen canlilar arasinda bahsettigi sucul
semenderin tam olarak bilinmese de aksolotl olabilme ihtimali yiiksektir.
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Sekil 4.4.Spallanzani'nin ¢izimi ile semender(1-5) ve iribag(6-8) kuyruk
yenilenmesi(81)

Semenderler kuyruklarinin hasar gérmesi ya da ampiite edilmesi sonucu
kuyruklarint omurilik kisimlar1 dahil tamamen yenileyerek ©nceki hareket
kabiliyetlerini ve fonksiyonunu tekrardan kazanirlar. Hasar ya da ampiitasyon
sonrasindaki birkag¢ saat icerisinde olusan hasara bagli yanitlar hiicre sag kalimini
arttirir. Hasarli doku cevresi onarim ve sonrasinda gerceklesecek rejenerasyon
stirecine ortam hazirlayacak hale gelir.(82) Semenderlerin bulundugu sinif igerisinde
yiiksek diizeyde goriilen rejenerasyon yetenegine sahip olup diger canlilarin sahip
olamamasinin nedeninin hasar sonrasi ¢ok kisa siire igerisinde verilen erken yanit
evresine bagl oldugu diistiniilmektedir. Ancak bu siiregte ana rolii onayan genler ve
iligkili biyolojik siirecler hakkinda ¢ok fazla bilgi yoktur. Yapilan aragtirmalarin
birgogu rejenerasyonun aynilagsma siireci ve gozle goriilebilen yeniden modelleme
stirecindeki hiicresel ve gelisimsel degisiklikleri anlamaya yoneliktir.(83)
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Ampiitasyon dncesi Ampiitasyon sonrasi 2. giin Ampiitasyon sonrasi 16. giin

Resim 4.4. Ampiitasyon sonrast kuyruk ve omurilik yenilenmesi(84)

Kuyruklu amfibilerde gerceklesen kuyruk rejenerasyonun en dnemli 6zelligi
motor, duyu ve ara noronlar olmak {izere biitiin sinir hiicresi tiplerinin dahil olarak
eski fonksiyonuna sahip merkezi sinir sisteminin yeniden olusturulmasidir.(84) Bu
mekanizmanin altinda yatan en temel soru ise hasar sonrasi geride kalan omurilik
hiicrelerinin omurilik rejenerasyonu siirecini nasil baslattig1 ve biitiin sinir hiicresi
cesitlerinin nasil olusturdugudur. Histolojik yontemlerle yapilan analizlerde bu
canlilarin yagamlar1 boyunca radyal glial Ozellige sahip hiicrelerin tutuldugu
gosterilmistir. Omuriligin ampiite edilmesi veya lezyonu sonucu terminal radyal glial
hiicreler kuyruk ucuna dogru polarize olmakta ve epitel-mazenkimal gegis ile
lezyonun oldugu bolgeye goc etmektedirler.(85) Radyal glial hiicreler daha sonra tek
katli noroepitel hiicrelerinin olusturdugu ependimal tiip formunu alir. Ependimal tiip
kuyruk rejenerasyonu siiresince posterior yonde uzamaya devam eder. Belli bir
biliylime periyodundan sonra ependimal tiip etrafinda gerceklesen biiyiime rostro-
kaudal yonde de devam eder. Kuyrugun en ug¢ kismi rejenerasyonun en son
asamasina kadar farklilasmadan devam eder. Rejenerasyon tamamlaninca bu kisim
da farklilagir.(86)
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4.5. Proteomiks

Omiks arastirmalar1 organizmalarin biyolojik molekiillerinin yapi, fonksiyon
ve birbirileri ile etkilesimlerine gore karakterize edilmesi ve miktar tayininine baglh
analizlerinin yapilabilmesini amaclar. Bu yeni nesil teknoloji sayesinde olaylarin
biitiin bir sema halinde inceleyebilmek miimkiin hale gelmistir. Genomiks,
metabolomiks ve proteomiks bu alanin en One c¢ikan calisma dallarindandir.
Genomiks organizmanin biitiin genomunda meydana gelen olaylar1 inceler. Genlerin
ve proteinlerin fonksiyonlar1 ile onlarin iligkilerini inceleyen fonksiyonel
genomiks,(87) farkli tiirler arasinda meydana gelen genler arasi yapisal ve
fonksiyonel iliskileri inceleyen komperatif genomiks,(88) g¢evresel materyallerden
elde edilen genetik materyallerin ¢alisildigi metagenomiks(89) bir hiicrenin biitiin
genetik materyalinde meydana gelen epigenetik modifikasyonlarin incelendigi
epigenomiks(90) ve sadece bir kisinin genom diziliminin ve analizinin yapildigi
kisisel genomiks(91) one ¢ikan genomiks dallarindandir. Metabolomiks hiicre
icerisinde kiiciik molekiiller araciligi ile gerceklesen olaylarin sahip oldugu
profillerin c¢alisildigi daldir. Metabolom bir hiicrenin, bir dokunun veya
organizmanin gerceklestirdigi biyolojik siireclerin sonunda olusan biitiin molekiilleri
temsil eder.(92)

Proteomiks hiicresel olaylarda ifade edilen biitlin proteinlerin biiyiik 6lgekli
olarak calisildigi omiks dalidir. Bu alanda hiicresel olaylar esnasinda kompleks
sistemlerde bulunan farkli proteinlerin  birbirileri ile olan etkilesimleri
incelenmektedir. Proteomiks yontemi proteinlerin varligini ve var olan kantitatif
miktarini dogrular.(93) Daha 6nceleri mRNA seviyesi lizerinden proteom ¢aligmalari
yapilmis olmasina ragmen giinimiizde her mRNA'min protein karsiliginin
olmadiginin ispati sonucu bu analizler sadece proteinler tizerinden yapilmaktadir.(94)
Ancak bu siiregte de proteinde meydana gelen post-translasyonel modifikasyonlar
cesitli farkliliklara neden olabilmektedir.(95)

Proteomiks verilerinin tam olarak herhangi bir proteinin varlik seviyesini
gosterebilme giicii hastaliklar tizerinde saglikli ve hasta bireylerin karsilastirilmasi
sonucu elde edilen farkliliklarin tedavi yontemlerinde kullanilmasina olanak
saglamigtir. Bu sayede bir¢ok hastalik igin erken teshis konulmasina olanak
saglayacak belirtegler gelistirilmekte ve canliligin hizmetine sunulmaktadir.(96)

22



Hiicre - Doku kiiltiirii

Analiz icin proteinlerin toplanmas1

Proteinlerin ekstraksivonu
Proteinler ekstrakte edilip, denatiire edilir

Proteinlerin ayinlmas:

(_'}\
Proreinler daha colz silkhkla

molekiiler agirhiklarina gire
ayrilir. Ornek karmasikhg
azaltilir ve bozulmamis
proteinlerin maksimum
tamimlanmas: saglamir

Otomatik veri analizi

Bozulmamis proteinler, post-
translasyonel modifikasyonlar,
dizi polimorfizmleri ve bilinme
bilgelerinin karakterizasyonu da
dahil olmak iizere, yazilim
kullamlarak otomatik hir

seldilde belirlenir

L

Sekil 4.5.Proteomiks veri analizi akis semasi

LC-MS/MS Analizi

Bozulmamis proteinler orbitrap
tabanh kiitle spektrometrilerinde
LC-MS/MS ile analiz edilir

Proteomiks analizinde kullanilacak proteinlerin yapisal olarak bozulmaya
ugramamis olmas1 gerekmektedir. Bu sebeple analizi yapilacak olan hiicre veya doku
orneklerinden protein izolasyonu yapilarak, proteinler denatiire edilir. Denatiirasyon
sonras1 birincil yapilarina geri donen proteinler molekiiler agirliklarina ve iyon
degerlerine gore ayrnistirilir. olanlardan ayrilir. Bozulmaya ugramamis proteinler
kiitle spektrometrisi araciligi ile analiz edilir. Siire¢ sonunda elde edilen otomatik
veriler istatistiksel analizlere tabi tutularak proteinlerin o an i¢in anlamlilik diizeyleri
degerlendirilir. Anlamli degisiklige sahip proteinler daha 6nce tanimlanmamissa
tanimlandirlirlar. Eger tanimlanmis bir protein ise protein siniflandirma analizlerine
tabi tutularak diger proteinler ile iligkisi aragtirilir.(97, 98)

Protein smiflandirma sistemi genel anlamda proteinlerin hiicresel olaylarda
sahip oldugu rolleri belirlemeyi amaglar. Bu sebeple de proteinlerin yapisina,
sekansina ve fonksiyonuna bagl siniflandirma yaparak proteinlerin ¢esitli sekillerde
organize olmasina olanak saglar.(99) En ¢ok kullanilan protein siniflandirma sistemi
molekiiler fonksiyon, hiicresel bilesen ve biyolojik siire¢ olarak 3 farkli ontolojiye
ayiran gen ontoloji analizidir. Gen ontoloji analizi bir proteini diger proteinle veya

daha fazlasi ile iligkilendirirken onun potansiyel olan fonksiyonlari, lokasyonlar1 ve

stiregleri ile iligkilendirerek yansitir.(100)
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5.MATERYAL VE METOT

5.1. Aksolotlar

Bu calismada kullanilan aksolotlar Kentucky Universitesi biinyesinde
bulunan Ambystoma Genetic Stock Center(AGSC)'den almip Istanbul Medipol
Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi olanaklarinda biiyiitiilen canlilardr.
Deneyde kullanilacak 64 canli i¢in gerekli etik kurul izni alinmis olup bu tez icin
yapilan c¢alisma etik kurul icerisinde yer alan proteomik analiz kismini
kapsamaktadir. Canlilarin bakimi 18°C ile 20°C aras1 sicaklikta her iki giinde bir
pellet yem(JBL novolotl) verilerek canlilar i¢in en uygun sivi ortam kosullarini
saglayan Holtfreter soliisyonunu igeren bireysel akvaryumlarinda yapilmistir.

5.2. Orneklerin alinmasi:

Deney igin kullanilacak aksolotlara %0.1 Benzocaine igerisinde anastezi
yapildi. Anesteziye giren canlilardan 0. giin 1. giin 4. giin ve 7. giinde blastema
ornegi alinmak iizere aksolotlarin kloak kismina yakin kisimdan toplam boy ile
yaklasik 1/5 oraninda olacak sekilde bisturi yardimiyla kuyruklar kesildi. ilk kesim
giinli 0. giin ornekleri kesim iglemi yapilan yerden proksimal kisma dogru bisturi
yardimiyla yaklasitk 500 mikron kalinliginda kesilerek alindi. Diger giinlerin
ornekleri de blastema formunun bulundugu kisimdan ayni sekilde bisturi yardimiyla
alindi. Her grup icin de gegerli olacak sekilde alinan 6rnekler -196°C'deki sivi azot
igerisine alinip donduruldu. Proteom ve trasnkriptom analizi i¢in 6rnekler alindiktan
sonra her giin i¢in de immiinolojik boyamalarda kullanilacak doku ornekleri -
196°C'deki siv1 azot igerisine alinip donduruldu. Bu 6rnekler dondurma isleminin
ardindan boyamanin yapilacagi zamana kadar -80°C'de muhafaza edildi. Proteom ve
transkriptom analizi i¢in 0rnek alimi tamamlaninca her giin kendi igerisinde S'er
ornekten 3 grup olacak sekilde gruplandirildi. Gruplandirilan 6rnekler igerisinde
stv1 azot bulunan havanda ezilip ¢oziillip protein lizati elde edildi.

5.3. Histokimyasal boyama

Her boyama oncesinde -80°C'de muhafaza edilen Ornekler histokimyasal
boyamalar i¢in ¢ikartilip uygun sicaklik bileseni(OCT) soliisyonu igerisine gomiildii.
Mikrotom-kriyostat cihazi -40°C'ye ayarlandi ve OCT ile muamaele edilmis doku
haznesine yerlestirildi. Kriyostat cihazi kullanilarak 14pum kalinliginde alinan kesitler
polarize lamlara alinip boyama islemlerinde kullanilmak iizere -20°C'ye kaldirildi.
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5.3.1. Hematoksilen eozin

Hiicre ¢ekirdekleri, eritrositler ve sitoplazmanin organizasyonunun goriilmesi
icin aksolotl kuyruk orneginden alinan 14pum'lik kesitler -20°C'den ¢ikartilip 30
dakika oda sicakliginda bekletildi. Beklemeden sonra 6rnekler 15 dakika aseton ile
fikse edildi. Daha sonra asamali1 alkol yikamasi sirasiyla %100, %96 ve %70 etanol
kullanilarak 30'ar saniyeden yapildi. Sirali etil alkol yikamasini takiben Grnekler
distile su(dH20) ile yikandi. Hematoksilen ile 5 dakika boyunca oda sicakliginda
ornekler inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 15 dakika damlamali olarak musluk suyu
altinda orneklere yikama yapildi. Bu asamadan hemen sonra 6rnekler 3 dakika oda
sicakliginda eozin icerisinde bekletildi. Eozin'den sonra tekrardan sirali etil alkol
yikamasi seyreltikten derisige dogru %70, %96, %100 olacak sekilde 30'ar saniye
yapildi. Asamali alkol yikamasindan hemen sonra ksilol ile 6rnekler muamele edilip
10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ornekler mounting medyum ile kapatildi.
Goriintiileme islemi AxioZoom V16 (Zeiss) altinda yapildi.

5.3.2. Masson'un anilin mavili trikrom boyama yontemi

Kollojen igeren dokularin gosterilmesi i¢in aksolotl kuyruk 6rneginden alinan
14um'lik kesitler -20°C'den c¢ikartilip 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Beklemeden sonra 6rnekler oda sicakliginda %4'liik Paraformaldehit(PFA) igerisinde
15 dakika fikse edildi. Fiksasyon sonrasi drnekler PFA'dan cikartilip 2 dakika Fosfat
tamponlu tuzlu su(PBS) icerisinde inkiibe edildi. PBS inkiibasyonu sonras1 6rnekler
hizlica dH2O ile yikandi. Sonrasinda da oda sicakliginda 2 dakika yine dH2O ile
yikama yapildi. Masson-Trichrome Assay Kiti(Bio-Optica- 010802) A ve B
ayrracindan ayni anda 50'ser pl eklendi. Sonrasinda 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Bekleme sonrast yikama yapilmadan 6rneklerin iizerine 100ul C ayiraci
eklendi ve 4 dakika inkiibe edildi. Daha sonrasinda 6rnekler 4 defa dH2O ile yikand.
Yikama sonrast 100ul D ayiraci eklenip 4 dakika oda sicakliginda bekletilip 4 defa
dH20 ile yikandi. Yikamadan sonra orneklere 50ul E ayiract eklendi. E ayiraci
bulunan ornekler 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ornekler yikanmadan E
ayrraciin tizerine 50ul F aywraci eklenip 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Bekleme siiresinin sona ermesini takiben ornekler dH2O ile yikanip asamali alkol
yikamasina tabi tutuldu. Ornekler sirasiyla %70 ve %96'lik etanol ile hizli bir sekilde
yikandi. Son yikama olan %100'liik etanol asamasinda ise ornekler saleler igerisinde
1 dakika bekletilerek yikama yapildi. Asamali alkol yikamalar1 sonrasinda ornekler
kurutma kagidi iizerinde kurutuldu. Orneklerin seffaflastirilmasi igin iizerlerine 50ul
toluen eklendi. Orneklerin iizerine &rnekleri kaplayacak sekilde Biomount(Bio-
Optica W01030706) damlatildiktan sonra lamel ile kapatildi. Goériintilleme islemi
AxioZoom V16 (Zeiss) altinda yapildi.Kollojenler; mavi renkte boyanmistir.
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5.3.3. Luksol fast blue boyama

Miyelin ve sinir hiicrelerinin bulundugu kisimlarin gosterilmesi i¢in aksolotl
kuyruk oOrneginden alinan 14um'lik kesitler -20°C'den c¢ikartilip 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Beklemeden sonra ornekler oda sicakliginda %@4'liik
Paraformaldehit(PFA) igerisinde 15 dakika fikse edildi. Fiksasyon asamasinin
tamamlanmasinin ardindan 6rnekler %96 etil alkol ile muamele edildi ve kurumaya
birakildi. Kuruma sonrasi orneklerin etrafi hidrofobik sivi 6nleyici ile daire igerisine
alind1. Orneklerin iizerine Luksol Fast Blue Boyama Kiti (Bio Optica,200812) A
ayiracinda 200ul eklenip 56°C'de gece boyunca bekletildi. Sonraki giin 6rnekler
56°C'den almip %96 etil alkol ile sonrasinda da dH20 ile yikandi. Orneklere 500ul
B ayiract eklenip ve etki gostermesi i¢in 1 dakika bekletildi. Bekleme sonrasinda B
aytract %70 etanol kullanilarak iyice yikandi. Yikamayi takiben orneklere 500ul C
ayiract ve 250ul D ayiraci sirast ile eklenip 56°C'de 20 dakika inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyon bitince drnekler énce %96'lik, sonra %100'liik etanol ile yikandi. Alkol
yikamalar1 sonrasinda drnekler ksilen eklenerek iyice netlestirildi ve lizeri Biomount
damlatildiktan sonra lamel ile kapatildi. Goriintilleme islemi AxioZoom V16 (Zeiss)
altinda yapildi. Miyelin; turkuaz mavisi, noéron-glia nukleusu mor-pembe, nisll
cisimcigi uguk pembe

5.3.4. Periyodik Asit Schiff(PAS) Boyama

Doku karbonhidratlarinin gdsterilmesi i¢in aksolotl kuyruk érneginden alinan
14um'lik kesitler -20°C'den c¢ikartilip 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Beklemeden sonra drnekler oda sicakliginda %4'liik Paraformaldehit(PFA) igerisinde
15 dakika fikse edildi. Fiksasyon asamasinin tamamlanmasinin ardindan ornekler
dH20 ile yikanip kurumaya birakildi. Kuruma sonrasi 6rneklerin etrafi hidrofobik
stv1 dnleyici ile daire icerisine alindi. Orneklerin {izerine PAS Periodic Acid Schiff
Hotchkiss Mc Manus 04 (Bio-Optica-130802) kiti A soliisyonu 250ul eklenip 10
dakika bekletildi. Ornekler dH20 ile yikanip 250ul B ayiraci eklenip ve 20 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Ornekler dH20 ile yikanip 250ul C ayiraci eklenip
etkisini gostermesi i¢in 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. C ayiraci iizerine
yikama yapilmadan D ayiracindan 250ul eklenip 2 dakika inkiibe oda sicakliginda
edildi. Ornekler dH20 ile durulanip iizerine 250ul E ayiraci damlatildi. Ornekler
musluk suyu altinda 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda kurutma kagidi
tizerinde kurutuldu. Orneklerin iizerine seffaflasmasi igin toluen eklendi. Orneklerin
tizeri Biomount damlatildiktan sonra lamel ile kapatildi. Goriintiilleme islemi
AxioZoom V16 (Zeiss) altinda yapildi. PAS+ olan polisakkaritler; magenta kirmizi,
nukleus; mavi renkte boyanmustir.
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5.3.5. Weigert - Von Gieson Boyama

Elastik liflerin gosterilmesi i¢in aksolotl kuyruk 6rneginden alinan 14um'lik
kesitler -20°C'den ¢ikartilip 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Beklemeden sonra
ornekler oda sicakliginda %4'lik Paraformaldehit(PFA) icerisinde 15 dakika fikse
edildi. Fiksasyon agamasinin tamamlanmasinin ardindan 6rnekler dH2O ile yikanip
kurumaya birakildi. Kuruma sonrast drneklerin etrafi hidrofobik sivi Onleyici ile
daire icerisine alindi. Orneklerin iizerine 250ul Weigert - Von GIESON Kkiti(Bio-
Optica - 053812) A soliisyonu eklenip 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekleme
sonras1 ornekler dH20 ile durulanip 6rneklerin bekletildigi ortama 1ml B ayiraci
damlatildi. Orneklerin {izerine de 250ul C ayiraci eklenip inkiibasyon ortaminda 30
dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekleme sonrasinda ornekler iki defa dH20 ile
yikanip iizerine 250ul D ayiract eklenip etkisini gdstermesi ig¢in 2 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Bekleme sonrasinda ornekler 5 dakika musluk suyu altinda
yikandi. Sonrasinda ise dH2O ile durulandi. Durulama sonrasi Orneklere art arda
olacak sekilde 250ul E ve F aywract eklenip 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Bekleme sonrast musluk suyu altinda 10 dakika yikama yapildi. Yikama sonrasi
250ul G ayiract eklenip oda sicakhiginda 10 dakika inkiibe edildi. Ornekler
inkiibasyon sonrasi hizlica dH20 ile durulanip ardindan hizlica sirali etil alkol
yikamasina tabi tutuldu. Sira ile %70, %96 ve %100'lik etil alkol yikamasi yapildi.
Asamal1 etil alkol yikamasi sonrast oOrnekler kurutma kagidinda kurutuldu.
Orneklerin iizerine toluen eklenerek seffaflik saglandi. Orneklerin iizeri Biomount
damlatildiktan sonra lamel ile kapatildi. Goriintilleme islemi AxioZoom V16 (Zeiss)
altinda yapildi. Elastik lifler; kirmiz1 kahverengi, nukleus siyah, eritrositler; sari
renkte boyanmustir.

5.4. Biyoinformatik:

IIk olarak, bir araya getirilmis 173,130 mRNA dizisi &rnegi mRNA
kiitiphanesine eklendi. Alinan aksolotl mRNA verisine Onceden annotasyon
yapilmamasi sebebiyle mRNA dizilerini tanimlamak tizere, NCBI'dan indirilen bir
lokal niikleotid(nt) ve non-redundant protein sakansi(nr) veritabani kuruldu. (ftp:
/Iftp.ncbi.nlm .nih.gov / blast / db /). Sonrasinda, Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) araciligiyla niikleotid annotasyonu mevcut olan biitiin niikleotid veri
tabanlarma kars1 yapildi. mRNA dizilerinin annotasyonundan sonra niikleotid
dizilerinden protein dizileri elde etmek i¢in Tablo 5.4.1 'deki algoritma kullanildi.
Protein dizilerinin adlandirilmasi i¢in mMRNA annotasyonu ile elde edilen amino asit
dizileri kullanildi. Nikleotid BLAST kullanilarak sayica az olan tanimlanmamis
mRNA annotasyonlarinin protein annotasyonlarini bulmak i¢in de protein BLAST
yapildi. Elde edilen biitiin verilerin analizi MATLAB ortaminda gergeklestirildi.
[statistiksel analizler sonucunda anlamli degisen proteinlerden 1.5 kat ve {izeri olan
465 protein farkl gilinler arasi karsilastirma igin segildi. Giinler arasi karsilagtirma; 1.
giin'in diger giinler(0,4 ve 7. giin) ile kiyaslanarak yapildi.
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Anlamli degisiklige sahip proteinlerden de 36 tane sinirsel gorevi olan protein
bulundu. Bu proteinler iizerine yogunlagilarak molekiiler fonksiyonlari, hiicresel
bilesen olarak gorevleri ve biyolojik siireclerdeki gorevleri gen ontoloji analizi
yapilarak arastirildi.

Tablo 5.4.Niikleotid - protein doniisiim algoritmasi

Input: nucleotide sequences of 173,130 instances of mMRNA

Output: amino acid sequences of 173,130 instances of mMRNA

1: for all nucleotide sequences do

2: COMPUTE 6 different reading frames from both 3’->5’ and 5’->3’

3 DETERMINE start and stop codons

4: end for

. for all nucleotide sequences do

for all open reading frames do

end for

5
6
7. COMPUTE largest length of open reading frame
8
9

: end for

10: for all nucleotide sequence do

11: for all open reading frames do

12: DETERMINE start and stop codons whose length is maximum

13: DETERMINE the sequence of the longest nucleotide sequenc eidentified by

14: start and stop codons

14: COMPUTE the amino acid sequence of the longest nucleotide sequence

15:; end for

16: end for

Anlamli degisiklige neden oldugu saptanan proteinlerin elde edilmesinden
sonra; tanimlanan proteinin hesaplamali analizi yapildi. Gen ontolojisi analizinin
yapilmasi igin PANTHER Siniflandirma Sistemi kullanildi.(101) PANTHER
veritabanina yiliklenecek olan protein referanslart aksolotl i¢in tanimli olmadigindan,
elde edilen proteinlerin non-redundant fare(Mus musculus) ortologlart NCBI
tizerinden BLASTP kullanilarak elde edildi. Flde edilen referanslar PANTHER
veritabanina  yiiklenip simiflandirma analizi yapildi. Tanimlanan aksolotl
proteinlerinin fare ortologlar1 kullanilarak PANTHER veritabani tizerinden hiicresel
bilesen analizi, biyolojik siire¢lerin analizi ve molekiiler fonksiyon analizi yapildu.
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5.5. Proteomik Analiz Asamasi

Uclii peptidlerin  olusturulmas1 i¢in filtre destekli &rnek hazirlama
yontemi(FASP) kullanildi.(17) 50pg protein lizati 6M {ire (Sigma Aldrich) ile
yikandi. Sonrasinda 10mM iyot asetamid(Sigma-Aldrich) ile karanlik ortamda ve
oda sicakliginda 20 dakika alkilleme yapildi. Alkillemeden sonra drnekler ilk olarak
6M iire ile sonra da NH4HCO3 ile yikandi, daha sonrasinda da tripsin/protein orant
1/100 olacak sekilde gece boyunca tripsinizasyon islemi yapildi. Ornekler
100ng/ul'lik peptid konsantrasyonunda hazirlandi. LC-MS/MS analizi daha once
Tang ve ark. tarafindan yapilan protokole gore yapildi.(102)

Parcalanmis peptid dizilerini igeren Ornekler 2pl asetonitril(ACN), 2ul
trifloroasetik asit (TFA)(Sigma-Aldrich), 5ul standard soliisyon(MassPREP Enolase
Pargalama Standardi) (Waters Corp., Milford, MA) ile ¢ozildi ve 50 mM
NH4HCO3 ile toplam hacim 200ul'ye tamamlandi. Soliisyon 400 rpm 60°C'de 2 saat
karistirildi. Karigtirma islemi sonrasi 21,000g 4°C'de 15 dakika santrifuj yapildi.
Yaklagik 500 ng tglii peptid karisimi igceren 2ul 6rnek LC—ESI-qTOF yiiksek
basingli sivi kromatografi sistemine [nanoACQUITY yiiksek basingli sivi
kromatografisi] (UPLC) ve SYNAPT nanolockspray iyon kaynakli yiiksek tanimli
kiitle spektrometrisi, Waters] yiiklendi. Enjeksiyondan 6nce kolonlar %97 mobil faz
A[Su (LC-MS grade, Sigma) ile %0.1 Formik asit(FA)] ve %3 mobil faz B(ACN
igeren %0.1 FA) ile kalibre edildi. Kolon sicaklifi 35°C'ye ayarlandi. Ilk olarak
peptidler nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Yakalama kolonu(Spum partikiil
biiyiikliigii, 180 um i¢ diyametre(i.d.) x 20 mm uzunluk) ile 5Sul/dk akis hizinda 5
dakikada yakalandi. Peptidler, 300 nL/dakika akis hizinda analitik
kolon(nanoACQUITY UPLC BEH C18 Kolon, 1.7 um partikiil biytikligi, 75 pm
i.d. x 250 mm uzunluk, Waters), {izerinde gradyan eliisyon yoluyla 90 dakika
boyunca %5-40 ACN arasinda lineer gradyan ile seyreltilerek yakalama kolonundan
ayristirlldi. Veri bagimsiz alim modu(MSE) cihazin pozitif iyon V modunda
calistirilmasi, MS ve MS/MS fonksiyonlarinin 1,5 saniye araliklarda 6V diisiik enerji
ve 15-40V yiiksek enerji uygulanarak peptid kiitlesi/peptid yiikii orani(m/z) elde
edilmesi ve amino asit dizisini anlamak i¢in de iiriiniin iyon bilgisinin kullanilmasi
ile gerceklestirildi. Kiitlesel siiriiklenmeyi diizeltmek icin de her 45 saniyede i¢ kiitle
kalibre edici glu-fibrinopeptid(500 pmol/uL)(Sigma-Aldrich) 300nL/dk akis hizinda
nanolockspray iyon kaynagi vasitasiyla eklendi. Peptid sinyallerinden 50 m/z ile
1900 m/z degerleri arasindaki veriler degerlendirilmeye alindi.(103)

Elde edilen proteinlerin gen referanslar1 ve niikleotid referanslari alinip
BLAST ile non-redundant fare ortologlar1 bulundu. Fare ortologlarinin da gen
referanslar1 ve erisim referanslar1 alinarak Panther database lizerinde gen ontoloji
analizi yapildi. Yapilan analizler; biyolojik siire¢ler, molekiiler fonksiyon ve hiicresel
bilesenler baslig1 altinda incelendi.
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5.6. Immiinofloresan boyama

-80°C'de tutulan 6rnekler immiinolojik boyamalar i¢in alinip OCT soliisyonu
icerisine gomiildii. -40 ° C'ye ayarlanan mikrotom-kriyostat cihazina OCT ile
muamaele edilmis doku yerlestirildi ve 14um kalinliginde kesitler polarize lamlara
alind1. Kesitler saleler igerisinde 100 ml ph=7.4 PBS igerisinde ¢6ziilen %4'lik PFA
karigimu ile fikse edildi. Fiksasyon sonrast PBS ile oda sicakliginda 20 rpm'de 3 defa
yikama yapildi. Yikama sonrasi orneklerin bulundugu lam kurutma kagidi ile
orneklere zarar verilmeden kuruldu. Orneklerin etrafi sivi engelleyici ile ¢izildi.
Orneklerin iizerine 50'ser p gegirgenlik soliisyonu(%0.3 Triton-X igeren PBS)
damlatildi. Sonrasinda Ornekler oda sicakliginda 20 rpm'de 20 dakika bekletildi.
Bekleme asamasindan sonra gegirgenlik soliisyonu ortamdan uzaklastirildi. Ornekler
45ul bloklama soliisyonu eklendi. Bloklama %0.1 Triton-X-PBS ve %10 ke¢i veya
tavuk serumu icerisinde gerceklestirildi. Serumun ke¢i veya tavuk olarak tercihi
kullanilacak birincil ve ikincil antikorlara gore yapildi. Bloklama soliisyonunun
ilavesinden sonra oda ornekler sicakliginda 20 rpm'de 1 saat bekletildi. Bekleme
sonras1 Ornekler 3 defa hizli bir sekilde PBS ile yikandi. Daha sonra yine 3 defa
olacak sekilde oda sicakliginda 20 rpm'de 10'ar dakika PBS ile yikandi. Yikama
sonrast lam iyice kurutulup 6rneklerin iizerine birincil antikorlar[Tubulin (1: 100,
tavsan, Sigma, T3526), Laminin (1:50, tavsan, Sigma, L9393), aSMA (1: 100, fare,
Sigma , A2547), Hsp70 / Hsc70 (1:50, fare, SantaCruz, sc-24) ve PP1p (1:50, kegi,
SantaCruz, sc-6107)] eklendi. Birincil antikorlar eklendikten sonra 6rnekler +4°C'de
gece boyunca bekletildi. Gece boyunca bekletilen 6rnekler 3 defa PBS ile hizlica
yikandi. Sonrasinda 3 defa oda sicakliginda 20 rpm'de 10'ar dakika PBS ile yitkama
yapildi. Yikama agamalar bitince drnekler karsilik gelen ikincil antikorlar kegi-anti
tavsan 488 (1: 200, Life Technologies, A-11008), kegi-anti fare 488 (1: 200, Life
Technologies, A-11001) veya tavuk-anti kec¢i 488 (1. 200, Life Technologies,
A21467) ile muamele edildi. ikincil antikorlarin eklenmesini takiben oda
sicakliginda 20 rpm'del saat inkiibasyon yapildi. Bu esnada ikincil antikorlarin
1siktan etkilenmemesi i¢in orneklerin {izeri aliiminyum folyo ile kapatildi. Sonrasinda
3 defa PBS ile hizli yikama yapildi. Ardindan da 3 defa oda sicakliginda 20 rpm'de
10'ar dakikadan PBS ile yikama yapildi. Yikama asamalarindan sonra Ornekler,
hiicrelerin nukleuslarinin  boyanmasi igin igerisinde DAPI(Life Technologies,
P36931) soliisyonu olan sale icerisinde oda sicakliginda 20 rpm'de 5 dakika
bekletildi. DAPI muamelesi sonrasi ornekler bir kez PBS ile hizlica yikandi.
Sonrasinda oda sicakliginda 20 rpm'de 5 dakika PBS ile yikandi. Yikama islemi
sonrast ornekler kurutma kagidinda kurutuldu. Orneklerin iizeri mounting medyum
ile kapatildi. Orneklerin goriintiileme islemleri konfokal mikroskop LSM 780 NLO
(Zeiss) kullanilarak yapildi.
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6. BULGULAR

Aksolotl, rejenerasyonu ve kanseri arastirmak i¢in ¢ok uygun bir deneysel
modeldir. Kanser tiirlerine karst dayanikli olup kanserin goriilme sikliginin ¢ok
disiik diizeyde olmasi, rejenerasyon yetenegi, yasam boyu larval doneme ait
Ozelliklere sahip olmast bu canliy1 deneysel model olarak cazip kilan genel
ozelliklerdir.(4) Aksolotlar; kalp, dalak ve karaciger gibi i¢ organlarini,(63)
ekstremitelerini,(25) kuyruklarini,(104) beyinlerini(79) ve omuriliklerini,(105)
hasarlanma veya ampiitasyon sonrasinda tamamen yenileyebilirler. Yenilenme siireci
sonrast yeniden yapilmis olan kisim hasara ugrayan kismin yapmis oldugu
fonksiyonel islevi ayni sekilde yerine getirebilmektedir.(106) Ancak yapilan biitiin
gozlemlere ve analizlere ragmen aksolotl modelinin sahip oldugu rejenerasyon
yeteneginin altindaki hiicresel sinyaller ve molekiiler yolaklar gizemini
korumaktadir. Rejenerasyon yapma yetenegi en diisik omurgalilar olan memeli
canlilarda rejenerasyonun tam anlamiyla yapilabilmesi i¢in gelismis omurgalilar
arasinda essiz rejenerasyon yetenegine sahip aksolotlar ile memeliler arasindaki ortak
hiicresel sinyallerin ve molekiiler yolaklarin tanimlanmasi1 gerekmektedir. Ancak bu
tanimlamalarin yapilacagi rejenerasyon ¢aligmalari i¢in en uygun deneysel aragtirma
modeli olan aksolotl canlisinin genom haritasinin hala tanimlanmamis olmasi ve
aksolotl ile alakali genomik, transkriptomik ve proteomik verinin de azlig1 yapmis
oldugu yetenegin anlasilamamasina neden olmaktadir.

Aksolotl canlisinin sahip oldugu rejenerasyon kapasitesinin memeli canlilar
icin de kullanilabilir hale getirilmesi i¢in gilinlimiiz teknolojisinin gelismis
imkanlarint  kullanmak belki de  yenilenmenin molekiiler mekanizmalarinin
anlasilmasina olanak saglayacaktir. Hiicresel sinyallerin ve molekiiler yolaklarin
anlasilmasinda 6nemli bir role sahip olan genomik, transkriptomik ve proteomik
analizler giiniimiiz teknolojisinde bunun i¢in en uygun imkan saglayan teknolojidir.
Aksolotl modelinde daha 6nce tanimlanmis protein profilinin sinirli sayida olmasi
rejenerasyon esnasinda rol alan proteinlerin calisilmasini giiglestirmekte, aksolotl
proteom veri tabani olusturmak i¢in yetersiz kalmaktadir.(107, 108)

Su ana kadar yapilmis olan biitiin proteom galismalar1 aksolotl ekstremite
ksimlarina ait proteomik analizlerini igermekte olup, proteom veritabani olusturmak
icin sayica yetersiz kalmaktadir. Bu calismada aksolotl canlisinin omurilik igeren
kuyruk ampiitasyonu sonrasi rejenerasyonda gorev alabilecek proteinler annote
edilmis ve rejenerasyonunun 1. giinii, 4. giinii ve 7. giinlinde meydana gelen protein
degisiklikleri ilk defa gosterilerek farklilik gosteren gen ifadesi analizi yapilmistir.
Calismanin  devaminda da literatiir bilgileri 1s183inda  aksolotl omurilik
rejenerasyonunda gorev almasi muhtemel proteinler detayli olarak analiz edilmistir.
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6.1. Histolojik Boyamalar

Aksolotlardan alinan kuyruk 6rneklerinin histolojik yapisinin belirlenmesi ve
omurilik rejenerasyonunun gergeklestigi bolgelerin gosterilmesi ve tanimlanmasi i¢in
histolojik boyamalar yapildi. Hasar sonrasi gergeklesen siiregte sinir hiicrelerinin
yoneliminin ve uzamasinin gerceklestigi gevsek bag doku ve hiicreler aras1 bolgeler
stireci gergeklestigi kismi agik bir sekilde gosterme amagli histolojik boyamalara tabi
tutuldu. Hiicre c¢ekirdekleri ve sitoplazma organizasyonunun belirlenmesi igin
Hematoksilen-Eozin boyamasi, kollajen igeren dokularin belirlenmesi igin
Masson'un anilin mavili trikrom boyamasi, elastik liflerin belirlenmesi icin Weigert
Von Gieson boyama, doku karbonhidratlarinin belirlenmesi igin Periyodik Asit
Schiff boyama ve sinir hiicreleri ile miyelinizasyonun bulundugu kisimlarin
belirlenmesi i¢in Luksol Fast Blue boyama iireticinin(Bio-Optica) protokollerine

uygun olarak yapildi.
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Resim 6.1.1.Aksolotl kuyruk Hematoksilen-Eozin boyama. (A)Yumusak bag
doku(daire),  (B)Omurilik(dikdortgen), (C)iskelet kas1 lifleri(daire), (D)
Epidermis(ok). Hiicre cekirdekleri; koyu mavi-menekse renkte, sitoplazma; pembe

renkte boyanmustir.
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Resim 6.1.2.Aksolotl kuyruk Masson'un anilin mavili trikrom boyama. (A)iskelet
kasi lifleri(daire), (B)Bazal mebran(ok). Kollojen iceren dokular; mavi renkte, kas
lifleri; kirmiz1 renkte, nukleus; koyu kahverengi-siyah renkte boyanmustir.
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Resim 6.1.3.Aksolotl kuyruk Luksol Fast Blue boyama. (A)Miyelinizasyon ve sinir
hiicrelerinin genis ac¢1 goriinimii (B)Omurilik(ok), (C)Sinir hiicresi toplulugu
(D)Omurilik(daire), Miyelin; turkuaz mavisi renkte, sinir hiicreleri ve glial hiicreler;
mor-pembe renkte, nissl cisimcikleri uguk pembe renkte boyanmustir.
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Resim 6.1.4.Aksolotl kuyruk Periyodik Asit Schiff Boyama. (A)PAS+ hiicrelerin
goriiniimii, (B)Epidermis(ok), (C)iskelet kasi lifleri(ok), (D)Epidermal leydig
hiicreleri(daire). Doku karbonhidratlari; magenta-kirmizi renkte, nukleuslar; mavi
renkte boyanmustir.
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Resim 6.1.5.Aksolotl kuyruk Weigert Von Gieson boyama. A)Kuyruk boyama
pozitif elastik lifler(ok) tistten goriiniim, (B)Elastik lifler(ok) yakin goriiniim, Elastik
lifler; kirmiz1 kahverengi, nukleus; siyah, eritrositler; sar1 renkte boyanmuistir.
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6.2. Aksolotl kuyruk rejenerasyonunda gorevli proteinler

Proteom analizinin yapilmasi i¢in Oncelikle filtre yardimli 6rnek hazirlama
metodu kullanildi.(109) 50ug protein lizati iyot-asetamit ve ditiyotreitol ile
indirgenme ve alkilleme basamaklari i¢in inkiibe edilip tripsinizasyon igin gece
boyunca inkiibe edildi. 200 ng tglii peptid karisiminin LC-MS/MS nano sistem ile
analizi yapilarak farkli giinlere ayrilmis gruplara ait farklilagtirilmis protein ifadesi
analizi yapildi.(102)

Proteom analizi sonucunda 1864 tane peptid sekansi elde edildi. Elde edilen
bu sekanslardan 1103 tanesi protein tanimlama kriterlerini geg¢ti. Olusturulan
peptidlere karsilik gelen proteinlerin tamimlanmasi hedeflendi. Ancak aksolotl
modeline ait herhangi bir protein veri tabani olmadigi i¢in daha once elde edilen
aksolotl mMRNA sekanslama verisi protein veritabanin olusturulmasi i¢in kullanildi.
Elde edilen 1103 peptid igerisinden 1001 peptid Okaryotik proteinlere karsilik
gelirken, diger proteinler de bakterilere ait proteinler veya heniiz herhangi bir
eslenigi olmayan proteinler, tanimlanmamis olabilecek proteinler, olarak elde edildi.

Anlaml degisiklige neden oldugu saptanan proteinlerin elde edilmesinden
sonra; tanimlanan proteinin hesaplamali analizi yapildi. Hesaplamali analizin
yapilmasi igin PANTHER Siniflandirma Sistemi kullanildi.(101) PANTHER
veritabanina yiiklenecek olan protein referanslart aksolotl i¢in tanimli olmadigindan,
elde edilen proteinlerin non-redundant fare(Mus musculus) ortologlart NCBI
tizerinden BLASTP kullanilarak elde edildi. Elde edilen referanslar PANTHER
veritabanina  yliklenip siniflandirma analizi yapildi. Tanimlanan aksolotl
proteinlerinin fare ortologlar1 kullanilarak PANTHER veritabani iizerinden hiicresel
bilesen analizi, biyolojik siire¢lerin analizi ve molekiiler fonksiyon analizi yapildu.

Yapilan istatistik analizleri dogrultusunda elde edilen proteinlerden 1.5 kat ve
tizeri olan 465 proteinin anlamli degistigi kabul edilip farkli giinler arasi
karsilastirma yapildi. Karsilastirma; 1. giin baz alinarak diger giinler(0,4 ve 7. giin)
ile kiyaslama yapildi. Anlamli degisiklige sahip proteinlerden 36 tanesinin sinirsel
stirecler ile ilgili gorevi oldugu tespit edildi. Bu proteinlerin molekiiler fonksiyonlari,
hiicresel bilesen olarak gorevleri ve biyolojik siireglerdeki gorevleri gen ontoloji
analizi yapilarak arastirildi.
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PANTHER veritabaninda tanimlanan aksolotl proteinlerinin hiicresel bilesen
analizi sonuglarma gore daha ¢ok yapisal ve sitoplazma icerisinde gorev yapan
proteinler oldugu analiz edildi. Bunlarin disinda makromolekiiler komplekslerde,
hiicreler aras1 bolgede, hiicre zarinda, hiicreler aras1 matrikste ve hiicre kavsaklarinda
gorevli olduklari analiz edildi.

Hiicre kavsaklan
1.4

y

Organel
%30.9

Hiicre elemanlan
%641.4

Membran
%051

Makromolekiiler .

kompleks " Hiicrelerarasi
%12.6 Hiicrelerarasi  matriks
bdlge %2.8
%5.8

Sekil 6.2.1.Kuyruk rejenerasyonunda tanimlanan proteinlerin hiicresel bilesen
analizi.
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Biyolojik siireglerin analizi sonucunda tanimlanan aksolotl proteinlerinin
cogunlugunun metabolik olaylarda, hiicresel olaylarda ve biyolojik diizenlemelerde
rol aldig1 analiz edildi. Diger O©nemli gorevler ise hiicresel bilesenlerin
organizasyonu, lokalizasyonel diizenlemeler, gelisimsel siiregler, c¢ok hiicreli
organizmalara ait siiregler, uyarana yanit siiregleri bagisiklik sistemi siiregleri,
biyolojik adezyon siirecleri ve apoptotik siiregler olarak analiz edildi. Biyolojik siire¢
analizi degerlendirildiginde metabolik, hiicresel ve gelisimsel siirecler ile hiicresel
bilesenlerin organizasyonu ve ¢ok hiicreli organizmalara ait siireglere ait proteinlerin
elde edilenlerin yarisindan fazla yiizdeye sahip olmasi yapilan analizleri kantitatif
olarak dogrulamaktadir.

Uyaranaverilenyanit %4.7 Apoptiksiireg %1

N

Ureme %0.9 Biyolojik adhezyon %1.6

Cok hiicreli organizma Biyolojik regiilasyon %8.6
siirecleri

%d.2 Hiicresel bilesen

organizasyonu f biyogenez
%8.4

Metaboliksiirecler
%30.9
Hiicresel siiregler
%19.7

Gelisimsel siirecler

Lokalizasyon pagisiklik sistemi %8
%8.4 siiregleri
%63.5

Sekil 6.2.2.Kuyruk rejenerasyonunda tanimlanan proteinlerin biyolojik siire¢ analizi
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Molekiiler fonksiyon analiz sonuglarina gore proteinlerin  biiyiik
cogunlugunun katalitik aktivite, baglanma aktivitesi ya da yapisal molekiil aktivitesi
gosterdigi elde edildi. Diger yapilan gorevlerin enzim diizenleyici aktiviteye, tasiyici
aktiviteye, reseptor aktivitesine, niikleik asit baglama aktivitesine, translasyon
diizenleyici aktiviteye, antioksidan aktivitesine ve protein baglama aktivitesine sahip
oldugu analiz edildi. Rejenerasyonun tamami goz Oniine alinarak elde edilen
molekiiler islevler degerlendirildiginde yiiksek oranda etkinlige sahip aktivitelerin,
yapisal molekiil aktivitesi, katalitik aktivite ve baglanma aktivitesi, yapim-yikim
stireclerinde rol almasi elzem olan fonksiyonlar olmasi analizin dogrulugunu
desteklemektedir.

Taglyici aktivite Antioksidan aktivitesi
Translasyon regiilator %4.1 \ %1.1

aktivitesi %2.4

Yapisal molekiil

Aktivitesi%16.7 Baglanma

%29.2
Reseptor aktivitesi
%3.6

Protein baglamaTFA
%0.4

Miikleik asit baglama
TFA %3

Enzim regiilatir
aktivitesi%4.9

Katalitik aktivite
%34.7

Sekil 6.2.3.Kuyruk rejenerasyonunda tanimlanan proteinlerin molekiiler fonksiyon
analizi.
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6.3 - Aksolotl omurilik rejenerasyonunda gorevli proteinler

Aksolotl kuyruk rejenerasyonunu saglayan proteinlerin hesaplamali analizinin
incelenmesini takiben omurilik rejenerasyonunda gorevli proteinlerin segilmesi igin
fare ortologlarina ait referanslar tizerinden anlamli degisiklige sahip her proteinin
gorevleri tespit edildi. Anlamli degisiklige sahip 465 protein arasindan sadece 36
tanesinin sinirsel islevleri oldugu bulundu. Bu proteinlere ait hiicresel bilesen analizi,
biyolojik siire¢ analizi ve molekiiler fonksiyon analizi kendi ortolog referanslar
kullanilarak PANTHER veritaban1 iizerinden yapildi. Sinirsel aktiviteye sahip olan
ve omurilik rejenerasyonunda gorev alabilecek proteinler ayrica 1. giine ait 6rnekler
ile yapilan kiyaslamalarda hangi giinde en yiiksek ve en diisiik ifade degerine sahip
oldugu analiz edildi. Uniprot veritabaninda tanimlanan proteinlerin fare ortologlar
kullanilarak yapilan iglev arastirmalarinda Tablo 6.3.2.'de de gosterildigi tizere
sinirsel rejenerasyon, aksonal yenilenme, merkezi sinir sistemi yenilenmesi, aksonal
yonelim, sinir hiicresi go¢i, sinir hiicresi olgunlagmasi, 6grenme ve hafiza, sirkadyen
ritim, sinaps regiilasyonu, miyelinizasyon vb. 6nemli rollere sahip olduklar1 analiz

edildi.

Uyarana verilen

yanit %3.3
Cok hiicreli organizma Biyolojik adhezyon %5
siirecleri /
%6.7 Biyolojik regiilasyon %3.3

Metabolik siirecler
%10

Hiicresel bilesen
organizasyonu / biyogenez
%11.7

Lokomosyon %1.7

Lokalizasyon
%10

Hiicresel siirecler

Bagigiklik sistemi %30

siirecleri
¥b. 7

Geligimsel siirecler
%11.7

Sekil 6.3.1.0murilik rejenerasyonu igin tanimlanan proteinlerin biyolojik siiregler
analizi.

42



Organel
%23.5

Hiicre elemanlan
9%35.3

Membran

%%5.9
Makromolekiiler
kompleks  Hiicreler arasi
%11.8 Hiicreler arasi  matriks
bblge %11.8
%%5.9

Sekil 6.3.2.0murilik rejenerasyonu ig¢in tanimlanan proteinlerin hiicresel bilesen
analizi.

Sinirsel aktivite ile ilgili gorevi oldugu bulanan proteinlerin PANTHER
analizi yapilarak biyolojik siireglere ait verilerinde en ¢ok hiicresel, gelisimsel,
metabolik siiregler ile bagisiklik sistemi siire¢lerinderol aldig1 analiz edilmistir. Bu
proteinlerin hiicresel bilesen analizlerinde en ¢ok hiicre ve organel elemanlar1 olarak
gorev aldiklari, makromolekiiler kompleks, hiicreler arast matriks, hiicreler arasi
bolge, membran ve sinapsta da rol aldig: tespit edilmistir.
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Tasiyici aktivite
%4.5

Yapisal molekiil
aktivitesi %13.6

.
Baglanma

R t.. I'[t. .t .
eseplor aKktivitesi 4236.4

4.5

Katalitik aktivite
%40.9

Sekil 6.3.3.0murilik rejenerasyonu i¢in tanimlanan proteinlerin molekiiler fonksiyon
analizi.

Sinirsel olaylarda ilgili gorevleri oldugu tespit edilen proteinlerin literatiir
verilerine gore cogunlukla aksonal uzama, aksonal yonelim, merkezi sinir sistemi
projeksiyonu, nodronal olgunlasma, sinir sistemi gelisimi, astrosit goci,
miyelinizasyon, noral tiip katlanmasi, periferal sinir sistemi aksonal yenilenme,
O0grenme ve hafiza, sinirsel apoptotik siirecler, sinaptik gecis, TRK reseptor sinyal
yolagi, aksonal tasinma, sirkadiyen ritmi akson ve dentrid gelisimi ve sinirsel

dallanma siireclerinde rol aldig tespit edildi.
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Tablo 6.3.1.Sinirsel gorevi olan proteinlere ait hit verileri ile ve fare gen ve protein

ortologu
Gen . . Fare Gen Fare Prot.

Gen Ref. Sembolii Niikleotid Ref. Ort. ort.
0i|823468215 SLIT3 XM _012575664.1 226823283 NP_035542.2
0i|513195606 NR4A2 XM_004943055.1 7305325 NP_038641.1
0i|556954967 KDM2B XM _005988984.1 755513744 XP—O;1124651
gi|733913777 OLFM1 XM _010720989.1 2599125 AAB84058.1
gi|719779164 HEXB XM _010223492.1 148668553 EDL00872.1
gi|641774671 HOOK3 XM _008172652.1 46559745 NP_997542.1
0i|674085002 VASP XM _008852040.1 1617402 CAA67108.1
0i|530565088 RABSA XM_005279051.1 38372905 NP_075615.2
gi|641775877 SPTBN1 XM _008173041.1 568970049 XP—026151466

] XP 1857
gi|727055498 DPYSL2 XM 010408272.1 568986628 —02615 85

0i|213410 NVTN1 M76615.1 126722834 NP_035737.2
0i|837809781 ARG1 XM _004587236.2 71059675 CAJ18381.1
0i|823466735 AARS XM _012570372.1 148679537 EDL11484.1
gi|542155741 RRAS2 XM _005486626.1 165972315 NP_080122.2
0i|591367768 GPI XM 007058670.1 254553458 NP_032181.2
0i|641759755 RASA1 XM 005288152.2 227170 1615347A
gi|524978917 COL4A2 XM _005037479.1 226437587 NP_034062.3
gi|542156244 COLG6A3 XM _005486868.1 339895744 NP—O(7)1122993
gi|564260954 MAPK1 XM _006269319.1 6754632 NP_036079.1

45



gi[529443255

gi[701346251
gi[533166094

gi|640805780

gi[641795146
gi[701400654

gi[557276295

gi|699658014
gi[836709591

gi[557278113
gi[641779766
gi[542163307
gi[830222311
gi[697443123
0i[46849362
gi[557330839

gi|27436374

COLG6A1l
RHOA

DBNL

NDEL1

KIF5B

EPHA7

SYAP1

NAMPT

SPTAN1

COL6A2
LUZP1
EZR
KIF4A
COL3Al
G6PD
MPZ

GAPDH

XM_005241291.1

XM_009993263.1
XM_005396685.1

XM_008061138.1
XM_005290971.2

XM_009970533.1

XM_006021240.1

XM_009883548.1
XM_004613285.2

XM_006022067.1
XM_005309372.2
XM_005490247.1
XM_004694456.2
XM_009666273.1
AB111377.1]
XM_006038221.1

AF482996.1

6753484

31542143

226423873

9965368

148691088

568926053

270265917
257153454

568913212

22203747
187950785
83921618
162287089
30851550
6996917
162139829

62201487

NP_034063.1
NP_058082.2

NP_00113978
11

AAG10061.1
EDL23035.1

XP_00653766
9.1

NP_080208.2
NP_067499.2

XP_00649787
7.1

NP_666119.1
AAI37785.1
NP_033536.2
NP_032472.2
AAH52398.1
NP_032088.1
NP_032649.2

AAH92267.1
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Tablo 6.3.2.0murilik yenilenmesinde gorevli proteinlerin islevleri ve ifade
degisiklikleri

E.Y.K.D. E.Y.O.D. E.D.O.D.

Gen Sembolii Fonksiyon

Aksonal uzama,
SLIT3 Aksonal
yonelim(110)

16,786336 7. giin 0. giin

Dopaminerjik sinir
farklilasmas1,(111) N .
NR4A2 Néronal gbg, Noronal 7,0450382 0. giin 0. giin

olgunlagma(112)

On beyin geligimi,
Orta beyin gelisimi,
KDM2B Arka beyin gelisimi,
Noral tiip
katlanmas1(113, 114)

5,0416237 1. glin 7. giin

Noron gogiiniin
oLpm1  neeatifregilasyonu, g o) 0000,
Sinir sistemi
gelisimi(115, 116)

7. giin 0. giin

Astrosit gocii, . .
HEXB Miyelinizasyon(117) 3,5663559 4. giin 0. giin

Noral kok hiicre

hilig
HOOK3 devamhihg, 3,4085317
Norogenez

regiilasyonu(118)

7. giin 0. giin

Aksonal yonelim,
VASP Noral tiip
katlanmasi(119)

3,3336488 1. glin 7. glin

Sinaptik vesikiil

ekzositozu, Uzun
stireli ndronal sinaptik  2,9896313 1. giin 0. giin

plastisite(120)
Aksonogenez(121)

RABSA
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SPTBN1

DPYSL2

NVTN1

ARG1

AARS

RRAS2

GPI

RASA1

COL4A2

COL6A3

MAPK1

COL6Al

RHOA

DBNL

Aksonal

yonelim(122)
Norogenez, Akson
yonelimi, Sinir
sistemi gelisimi,(123)

Omurilik

gelisimi(124)

PSS akson

rejenerasyonu(125)
Noronal yonelim(126)

Noromuskiiler
stireg(127, 128)

Noron Sliimii
regiilasyonu(129)

Ogrenme ve

hafiza(130)

Aksonal

yonelim(131)

Aksonal

yonelim(132)

Aksonal

yonelim(132)

Aksonal

yonelim(133)
TRK reseptdr sinyal

yolagi(134)

Aksonal

yonelim(132)

Aksonal yonelim,
Aksonogenez(135)
TRK reseptdr sinyal

yolag1(136)

Noronal yonelim(137)

2,6612293

2,4918418

2,1370208

2,0768127

1,9383703

1,9214275

1,9014677

1,8016997

1,7666800

1,7631617

1,7409652

1,7408401

1,7351643

1,6458690

. glin

. glin

. glin

. gun

. glin

. gln

. gin

. gin

. gin

. gin

. gin

. glin

. glin

. gun

. gin

. gin

. gln

. gln

. gln

. gln

. glin
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NDEL1 Noronal yonelim(138) 1,6258642 4. giin 7. glin

Aksonal
KIF5B yonelim,(139) 1,6227492 4. giin 0. giin
Sinaptik gecis(140)

Noronal dallanma
morfogenezi,(141)
Noronal apoptoz
EPHA7 regiilasyonu,(142) 1,6143805 4. giin 7. giin
Beyin geligimi,
Aksonal
yonelim(143)

Kisa siireli
plastisite(144)
SYAP1 Memelilere ait 1,6123487 1. glin 7. glin
tanimlanmis
fonksiyonu yok

NAMPT Sirkadiyen ritim(145) 1,6091697 0. glin 4. giin

Aksonal , .
SPTAN1 yinelim(146) 1,5803860 1. giin 7. gin

Aksonal
COL6 yonelim(132) ,5803860 giin 7. giin
Sinir plakasinin

LUzP1 biikiilmesi(147)

1,5666979 0. giin 7. giin

Aksonal , .
EZR yonelim(148) 1,5575269 4. giin 0. giin
Aksonal
yonelim(149)
Aksonal kargo
tasinimi(150)

KIF4A 1,5483489 0. giin 4. giin

Aksonal yonelim,

L3Al
CcoL3 Noronal gog(132)

15377415 4. giin 7. giin

Noronal apoptoz
G6PD stireci(151) S. nigra  1,5304921 4. giin 0. glin
gelisimi(152)



MPZ Sinaptik gecis(153)  1,5285940 0. giin 7. giin

Noronal apoptoz
stireci(154)
akson ve dendrit
gelisimi(155)

GAPDH 1,5092005 0. giin 4. glin

6.4 - Immunofléresan boyama

Proteomiks verilerinin dogrulanmasi igin analizler sonucu tanimlanmig
proteinlerin  varliginin  aksolotl kuyruk kesitlerinde gosterilmesi amaciyla
Hsp70/Hsc70, Laminin, Tubulin, Protein fosfataz 1 katalitik alt {inite beta ve alfa-
smooth muscle aktin antikorlart kullanilarak immunofléresan boyamalar yapildi.
Immunofléresan boyama icin aksolotl proteinlerine 6zel antikorlarin olmamasi
sebebiyle insan ve fare antijenlerine yonlendirilen ticari antikorlar kullanildi. Yapilan
immunofloresan boyamalar sonucu annote edilen proteinlerin varligin1 gdsteren
pozitif sonuglar elde edildi.
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Dapi
Hsp70/Hsc70

Resim 6.4.1.Aksolotl kuyruk Hsp70/Hsc70 immunofldresan boyama. Kirmizi kutular
icerisinde omurilik bolgesi(a') ¢izgili kas ve epidermal bolge(a") gosterilmektedir.
Dapi boyamasi mavi renkte, antikor boyamasi yesil renkte boyanmuistir.
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Resim 6.4.1.1.Aksolotl kuyruk Hsp70/Hsc70 immunofléresan boyama omurilik
bolgesi. Hsp70/Hsc70 omurilik perifer bolgesinde ok ile gosterilen glial hiicrelerde
tespit edilmistir.
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Resim 6.4.1.2.Aksolotl kuyruk Hsp70/Hsc70 immunofldresan boyama epidermal

bolge. Epidermal bazal bolgedeki silindirik hiicrelerdeki Hsp70/Hsc70 ifadesi beyaz
ok ile, keratinsiz epidermal hiicrelerdeki Hsp70/Hsc70 ifadesi sar1 ok ile, gevsek bag
dokudaki Hsp70/Hsc70 ifadesi **** ile gosterilmistir. Cizgili kaslarda da
Hsp70/Hsc70 ifadesi belirgin bir sekilde goriilmektedir.
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Dapi
Laminin

Resim 6.4.2.Aksolotl kuyruk Laminin immunofléresan boyama. Beyaz kutular
omurilik(a’) ve epidermal katman hiicreleri ve ¢izgili kas hiicreleri(a")
gostermektedir. Dapi boyamasi mavi renkte, antikor boyamasi yesil renkte

boyanmustir.
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ori madde

Resim 6.4.2.1.Aksolotl kuyruk Laminin immunofléresan boyama-omurilik. Laminin
ifadesi omurilik beyaz maddede ve arka kok gangliyonlarda(kirmizi kutular) belirgin

bir sekilde goriilmektedir.
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" Cizgili Kas

Resim 6.4.2.2.Aksolotl kuyruk Laminin immunofléresan boyama-epidermis.
Laminin ifadesi epidermal hiicrelerde ve c¢izgili kaslarda belirgin bir sekilde

goriilmektedir.
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Resim 6.4.3.Aksolotl kuyruk Protein phosphatase 1 Katalitic subunit beta
immunofloresan boyama. PP1B ifadesi omurilik ak madde kisminda(a') ve sinir
liflerinde(a") goriilmektedir. Dapi boyamasi mavi renkte, antikor boyamasi yesil

renkte goriilmektedir.
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Resim 6.4.3.1.Aksolotl kuyruk PP18 omurilik immunofléresan boyama. PP18 ifadesi

omurilik ak madde bdlgesinde net bir sekilde goriilmektedir.
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Resim 6.4.3.2.Aksolotl kuyruk PP1B sinir lifleri immunofléresan boyama. PP18

ifadest sinir liflerinde(kirmiz1 kutular) net bir sekilde goriilmektedir.
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Resim 6.4.4.Aksolotl Tubulin immunofléresan boyama. Tubulin ifadesi omurilik
aksonal uzantilarinda(a') ve ¢izgili kas lifleri, epidermis tabakasinin bazal membrani
ve epidermal leydig hiicrelerinde goriilmektedir.(a") Dapi boyamast mavi renkte,

antikor boyamasi yesil renkte goriilmektedir.
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ak madde

gri madde

Resim 6.4.4.1.Aksolotl Tubulin immunofléresan boyama omurilik. Tubulin ifadesi
omurilik ak madde bolgesi ve aksonal uzantilari ile sinir liflerinde(kirmiz1 kutular)

gorilmektedir.
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Resim 6.4.4.2.Aksolotl Tubulin immunofléresan boyama epidermal bolge. Tubulin
ifadesi ¢izgili kaslarda, epidermal leydig hiicrelerinde(kirmiz1 kutular) ve epidermis

bazal membranda(beyaz ok) goriilmektedir.
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Resim 6.4.5.Aksolotl o-Smooth Muscle Aktin(aSMA) boyama. aSMA ifadesi

atardamar duvari ve toplardamar duvarinda(a') ve ¢izgili kas hiicrelerinde(a")
gorilmektedir. Dapi boyamasi mavi renkte, antikor boyamasi yesil renkte

gorilmektedir.

63



Resim 6.4.5.1.Aksolotl a-Smooth Muscle(aSMA) boyama. aSMA ifadesi atardamar

duvari(kirmizi ok) ve toplardamar duvarinda(beyaz ok) goriilmektedir.
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Cizgili Kas

Resim 6.4.5.Aksolotl a-Smooth Muscle(aSMA) boyama. aSMA ifadesi ¢izgili kas

hiicrelerinde goriilmektedir.
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7.TARTISMA

Analizlerden elde edilen verilere gore sinirsel gorevler ile ilgili proteinlerden
16 kat ve tizeri bir artis degeri ile en yiiksek ifadeye sahip olan Slit-3 proteinidir. Slit
protein ailesi daha Once yapilan c¢alismalarda gelisimsel siirecte akson
yoneliminde(156) serebellar lezyonlar ve omurilik lezyonlar1 sonrasinda(157)rol
aldiklar1 tespit edilmistir. Yapilan psikiyatrik ve davranigsal bozuluk deneylerinde de
Slit-3 duplikasyonun major depresif bozukluklara yatkinliga neden oldugu
gosterilmistir.(158) Ancak yakin zamanda yapilan bir ¢alismada aksonal yonelimde
ana role sahip oldugu diisiiniilen Slit-3'in kan damarlarinin olusumunda gorevli yeni
bir faktor olarak embriyonik gelisim sirasinda organogenezi'i yonettigi ve sinirsel
gelisim agisindan ¢ok da onemli bir role sahip olmadigi vurgulanmistir.(159)
Calismamizin genel anlamda kuyruk yenilenmesinde rol alan proteinlerin tespiti
olmasi sebebiyle Slit-3'{in organogenez siirecinde rol almasi ve bu derece yiiksek bir
ifade ile elde edilmesi normal karsilanabilir. Lakin kuyruk yenilenmesini sadece
damarlasmanin ve doku olusumunun oldugu bir siire¢ olarak degerlendirmek yanlis
olacaktir. Ciinkii icerdigi omurilik ve periferal sinirler yenilenmenin kusursuz bir
sekilde gergeklesmesi igin gereklidir.(160) Bu sebeple de Slit-3 ifadesinin 16 kat
artmis olmast hem organogenezde hem de daha 6nce rol aldig: tespit edilen sinirsel
gelisim ve yenilenmede gorevli olmast ile agiklanabilir. Sinirsel siireclerde gorevli
olan ikinci en yiiksek fadeye sahip protein ise 7 kat artis gosteren NR4A2 diger bir
adi ile NURR1'dir NR4A?2 geninin diislik diizeyde ifade edilmesi sonrasi sinir sistemi
gelisimi ve devamliliginda ve sinaptik siireglerde rol alan genlerin ifadesinde azalma
meydana geldigi gosterilmistir.(111) Diger bir in-vitro ¢alismada da NR4A2'nin
BMP2 araciligt ile sinir kok hiicrelerinin dopaminerjik sinir hiicrelerine farklilagsma
stirecinde yer aldig1 bulgusu elde edilmistir.(161) Ampiitasyon sonrasi gerceklesen
yenilenme siireci agisindan NR4A2 ifadesi degerlendirildiginde; sinirsel
organizasyonun saglanmasi, daha fazla sayida sinaps yapilmasinin gerekliligi ve kok
hiicrelerin sinir hiicrelerine farklilagmasimin yogun olmasi nedeniyle tutarli bir
sonugtur. Sinirsel gorev ile iliskili oldugu tespit edilen proteinlerin {igiinciisii de 5 kat
ifade artigina sahip olan KDM2B'dir. Bu protein lizin amino asidini ozellikle
demetile etmektedir. Histon metilasyonlarinin transkripsiyonal diizenlenmede 6nemli

olmast sebebiyle KDM2B'nin ifade artisi canlinin gelisimsel siirecinde, hiicre
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dongiisliniin ayarlanmasinda ve hiicrelerinin farklilasmasinda sz sahibi olacaktir. Bu
gen lizerinde yapilan arastirmalarda gen ifadesinde goriilen azalmanin néronal dnciil
hiicrelerin oliimiinlin hizlandig1 ve genden yoksun transgenik canlilarin noral tiip
katlanmas1 siirecini organize edemedi8i ve bu siiregte problem yasadig
goriilmistiir.(114) KDM2B'in aksolotl kuyruk rejenerasyonunda gosterdigi ifade
artist canlinin yenilenme siirecinde embriyonik profil gostermesi ve hiicre dongiisii
ile hiicre farklilagsmasi igin gerekli olan regiilasyonlarin gergeklesmesinde muhtemel
bir durumdur. HOOK3 néron Oncilii hiicrelerde yiiksek miktarda ifadeye sahip
oldugu bilinen diger bir proteindir. Bu proteini ifade eden genin ifadesinin RNAI
araciligi ile azaltilmasi sonucu ndron Onciilii hiicrelerin hiicre dongiilerinden ¢iktig
ve norogenez sirecinin zamanlamasinin  bozuldugu elde edilmistir.(118)
Calismamizda da bu proteine ait elde edilen ifade artis1 néron onciilii hiicrelerin de
bol miktarda rol almasi ile anlamli olarak agiklanabilir. DPSYL2 sinirsel polarite ve
akson uzamasinda rol alan Semaphorin3a(Sema3a) sinyalizasyonuna katilan protein
ailesindendir. Bu proteinin ifadesindeki azalma omurilik motor néronlarinin anormal
bir sekilde organize olmasina neden olurken fosforlanmasi ise bu ndronlarin dogru
bir sekilde organize olmalarini saglar.(124) Diger bir ¢alismada ise bu molekiiliin
biiyliyen aksonlarin distal kisimlarinda yiiksek miktarda oldugu gosterilmistir.(123)
Omurilik yenilenmesi siireci ile bu bulgular degerlendirildiginde aksonal uzamanin
ve aksonlarin organizasyonunun dogrulugu i¢in hasar sonrast DPSYL2 proteininin
ifadesinde artisin olmasi gerekmektedir. Analizlerimizde elde edilen 2 kat ve iizeri
DPSYL2 ifade artist g¢alismamizin dogrulugunu desteklemektedir. Nuklear
distribiisyon faktor E ortologu olan NDEL1 ifadesinin néronal kok hiicre hatlarindaki
artist ~ sinir  hiicrelerine  farklilasmay1 arttirirken, — astroglial ~ farklilagmay1
azaltmaktadir.(138) NDELI ifadesinin de anlamli diizeyde artis gostermesi omurilik
yenilenmesi siirecinde astroglial hiicrelerden daha ¢ok sinir hiicrelerinin gerekli
olmasinin sonucudur. EPHAY sinir hiicrelerinde siklikla dentridik kisimlarda
bulunarak dentridik gelisimde rol almaktadir. Ayrica sinaptik fonksiyonun
olgunlagmasi ve koordinasyonunu saglamaktadir. Ozel olarak kortikal sinir gelisimi
stirecinde ifade edilmektedir.(141) Hiicresel enerjinin iretildigi NAD+ metabolik
yolaginin en 6nemli bilesenlerinden olan NAMPT proteini enerji {iretimine bagh

olarak biyolojik saatin diizenlenmesi gibi siireglerde rol almaktadir.(145) NAMPT
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protein ifadesinin anlamli diizeyde artis1 biyolojik yakit olarak goérev aldigr seklinde
aciklanabilir. Yakin zamanda glioblastoma hiicreleri kullanilarak yapilan bir
calismada NAMPT ifadesinin artis1 bu kanser hiicrelerinin yasamasina, ¢gogalmasina
ve tiimor miktarinin artmasina neden olurken; ifadesini diisiiriilmesi sonucu kanser
hiicrelerinin ¢ogalma olmaksizin Kendilerini yenileme asamasinda dahi giigliik
cektigi gosterilmistir.(162) Bu sonuglar ele alindiginda kok hiicre faaliyetlerinin
gerceklestigi ortamda enerji ihtiyacinin olusu NAMPT ifadesinin normal degerinin
biraz tizerinde olmasmi ag¢iklamaktadir. Bu siire¢te aksolotl hiicrelerinin memeli
hiicrelerine gore kanser olusumuna yatkinliginin diisiik olmasi sebebi ile kok

hiicrelerde kanserlesme goriilmesi beklenmemektedir.

Glikoliz reaksiyonunun 6. basamagini Kkatalizleyerek glikozun enerji ve
karbon molekiillerine ayrismasinda rol oynayan GAPDH her hiicrede aktif olarak
bulunmasi gereken referans bir proteindir. Bu onemli gorevinin diginda apoptotik
stireglerde, vesikiiler tasimmimda ve aksonal taginimda da gorevlidir.(163) Yakin
zamandaki calismaya gore GAPDH aktivitesinin diisiiriilmesinin akson ve dentrid
gelisimini  etkileyerek kortikal norogelisimde kritik bir role sahip oldugu
gosterilmistir.(155) GAPDH molekiiliiniin proteomiks calismalarinda
gosterilebilmesi en muhtemel proteinler arasinda olmasi sebebiyle ¢alismanin
dogrulugunu kanitlamaktadir. Bag dokularin temel bileseni olan kollajenler hiicreler
aras1 matriks bolgesinin diizenlenmesi, sinir hiicrelerin birbirileri ile sinirsel ag ve
baglanti kurmasi, aksonal uzama ve sinaptik diizenlemede 6nemlidir.(132) Kollajen
tiplerinden olan COL3Al1, COL4A2, COL6ALl, COL6A2 ve COLG6A3 anlamh
diizeyde ifade artisina sahip proteinler olarak analiz edilmistir. Analizlerimiz sonucu
anlaml diizeyde ifade artisina sahip olmasina ragmen heniiz memeli canlilardaki
fonksiyonu bilinmeyen bir protein elde edilmistir. Meyve sinekleri ile yapilan bir
calisgmada SYAP1 proteinin mutasyonunun kisa siireli sinaptik plastisitenin
azalmasma ve davranigsal plastisite ile iliskili bozukluklara neden oldugu
gosterilmistir.(144) Hem merkezi sinir sistemini hem de periferal sinir sistemini
yenileyebilen aksolotl gibi bir canlida SYAPL'in gdrevinin arastirtlmasi omurgali
canlilardaki omurilik rejenerasyonun molekiiler basamaklarmin anlasilmasi icin

gerekli goriinmektedir.
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Aksolotlarin sahip oldugu omurilik rejenerasyonu yeteneginin uzun zamandir
biliniyor olmasina ragmen memeli canlilardaki omurilik hasarlarina deva olacak
calismalar nispeten az diizeyde kalmistir. Yapmis oldugumuz calismada proteomik
ve biyoinformatik kaynaklar kullanilarak dogal omurilik rejenerasyonunda rol alan
proteinlerin molekiiler ve hiicresel yonleri kiigiikk bir pencereden incelenmistir.
lleride yapilacak olan sadece omurilik odakli proteom, genom ve metabolom
caligmalar1 pencereyi biiylitecek, karmasikligin daha da anlasilir bir hale gelmesini

saglayacaktir.
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8.SONUC

Sinir kok hiicreleri tiim omurgalilarin omuriliginde bulunur, ancak sadece
semenderler bu hiicreleri omurilik hasarlarin1 onarmak, tekrardan inga etmek igin
etkili bir sekilde kullanabilmektedirler.(164) Su semenderlerinden olan aksolotlarda,
kuyruk ampiitasyonundan sonra, ampiitasyon ucunda bulunan hiicreler yeniden
biiyiiyerek tamamen islevsel bir omurilik olusturur. Aksolotlarin sahip oldugu
ekstremite yenilenmesi diger deneysel canli modellerinde de c¢alisilabilmesine
ragmen, omurilik rejenerasyonu yapabilme agisindan Kkendini omurgali canlilar
arasinda essiz kilar.(105) Nadir rastlanan bu 6zelligin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar, ge¢mis yillara gore ileri diizeyde gelismis teknolojik imkanlarin
varligina ragmen halen iyi anlasgilmamigtir. Daha oOnceki calismalarda, aksolotl
omurilik yenilenmesinde yenilenen kok hiicrelerin, embriyonik ndoroepitelyal
hiicrelere benzer bir molekiiler hale dondiigii ve fonksiyonel olarak hizli
boliinmelerin daha da arttigi gosterilmistir.(165) Hiicre ¢ogalmasinin uzaysal ve
zamansal analizini incelenmis ve yenilenen omurilikteki yiliksek hiicre ¢ogalmasinin
gerceklestigi bolge isaretlenerek rejenerasyonun posterior yonde ilerleyisi zaman
igerisinde izlenmistir. Biitiin bu c¢aligmalarin ortak sonucu olarak aksolotlarda
rejeneratif omurilik yenilenmesindeki bas aktdrler; hiicre dongiisiiniin hiz kazanmast,
kok hiicrelerin aktivasyonu ve hiicre akisi olarak géze ¢arpmaktadir.(160) Ancak
hiicresel sinyaller ve molekiiler yolaklar hala aydinlatilmay1 beklemektedir. Bu tez
caligmasinda, aksolotl kuyruk yenilenmesinde goérev alan proteinlerin proteomiks
analizleri ile tespit edilmesi ve kuyruk yenilenmesi siirecinde omurilik
yenilenmesinde de rol oynayan proteinlerin genis bir pencereden ele alinarak detayl
bir sekilde incelenmesine olanak saglayip farkli hiicresel mekanizmalarin aksolotl
omurilik yenilenmesine olan katkis1 arastirilmistir.

Calismada elde edilen sonuglar 1s1@inda sinir sisteminin  gelisimsel
stireclerinde, aksonal yenilenmelerde, aksonal yonelimde, sinaptik gegislerde,
sirkadiyen ritimde, sinir hiicrelerinin dallanmasinda, aksonal taginimda, sinirsel hiicre
gociinde, omurilik gelisiminde vb. gorevlerde rol alan proteinler tespit edilmistir.
Yapilan ¢aligma neticesinde aksolotl proteom veritabani arttirilmis, canlinin blastema
evresinin olusumu ve sonrasii iceren giinlere ait farkli ifade gosteren proteinler
tanimlanmistir. Calismanin genis kapsamli olup sadece omurilik yenilenmesine
odaklanmayis1 omurilik rejenerasyonu ile alakali protein havuzuna ait bilgiyi tam
olarak ifade edemese de yapilan gen ontoloji analizleri ile bu siirecte gérev aldigi
tanimlanan 36 tane proteinin varligi bu calisma Oncesinde aksolotl proteom
veritabaninin 309 tane(108) ile siirli olmasina kiyasla iyi bir neticedir. ileride
sadece omurilik hasarina bagli olarak yapilacak caligmalar bu siirecte gorevli
bilinmeyen proteinlerin aydinlatilmasina olanak saglayacak, gizeminin koruyan
yenilenme siirecinin anlagilmasi daha kolay bir hal alacaktir.
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1. Arastirmamn Adi : Axoloitda Kuyruk Rejenerasyonu Saglayan Molekaler Mekanizmalarin Yeni-
nesil RNA Dizileme ve Protemoiks Yontemleri ile Tanimlanmasi
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onayt alimmigtir” ifadesinin yer almasini kabul etmiglerdir.

3. Aragtirmacilarin Sertifikasyon Belgelerinin Alindigi Kurumlar ve Tarihleri

DIKKAT: Calismanin canli hayvan iizerinde yapilacak uygulamalarinda gorev alacak tim
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Istanbul Medipol Universitesi-REMER s
hayvan deneylerinde galigacak diger aragtirmacilarin sertifikalari ekte bilginize sunulmusgtur

4. Calismayi Destekleyen Kurulus(lar):

5. Calismanin tiiri
oX Miinferit proje o Uzmanlik tezi

o Doktora tezi o Yiiksek lisans tezi

6. Projenin Baglama Tarihi ve Siiresi: 01/02/2016- 12 Ay

7. Projenin Yapilacag Yer / Yerler:

Istanbul Medipol Universitesi, Uluslararasi Tip Fakdltesi

Rejeneratif ve Restoratif Tip Aragtirmalari Merkezi (REMER), Kavacik Yerleskesi, Kavacik Mah.
Ekinciler Cad. No.19, Kavacik/Beykoz/ISTANBUL

8. Arastirmanin Literatiirdeki Yeri:

Bir ¢ok insan iy kazalari, savaslar, doga olaylari veya hastaliklar ylizinden uzuvlarini ya da ig
organlarini kaybedebilmekte, bu durum yiiziinden de sakatlik yasamak da yasamint kaybetmektedir.
Oldiiriicti olmayan uzuv kayiplarinda ve/veya organ hasarlarinda yenilenmenin kazanilmasi igin
galigmalar siirmekle beraber henil istenilen gelisme seviyesine ulagilamamistir. Bunun en biiyiik
sebebi memelilerde kismi tamirinin olmasina ragmen sinirli rejenerasyon kapasitesi nedeni ile, akut
ya da kronik yaralanmalarin gogu tamamen tamir edilemez. Toplum saghgina ve iilkelerin
ekonomisine olan etkisi géz 6niin alindiginda rejeneratif tip alanindali galismalarin énemi daha iyi
anlagilmaktadur.

Boylesi tedavi segeneklerinin bulunmasi agisindan, memelilerde siirli yenilenme kapasitesi goz
ontine alindiginda, yenilenme yetenegi yiiksek canlilarda arastirmalar yapmak 6nem arz etmektedir.
Bu canlilarin rejenerasyonu ve doku tamirin nasil gergeklestirdiklerinin anlagilmasi, sinirh yenilenme
potansiyeline sahip memelilerde kimi tibbi uygulamalarin yapilabilmesinin Sniinii agacaktir. Cogu
omurgasiz hayvan modelinde rejenerasyon ¢aligmalara siirmek ile beraber bu canlilarin memelilere
olan uzakligi, 6grenilen bilginin memeli sistemine taginmasini sinirlamaktadir (Alvarado ve Tsonis,
2006; Muneoko vd., 2008).

Diger canlilar ile kiyaslandiginda, diger tiirlere gdre daha ytiksek rejenerasyon kapasitesine sahip
kimi omurgali canlilar vardir, rnegin amfibi sinifindan olan Axolotl (Amystoma Mexicanum) gibi.
Yenilenme ve doku tamiri mekanizmalarinin nasil oldugu hala tam olarak anlagilamamig bu canli,
ekstremitelerini (6n ayaklari ve arka ayaklarim), kuyrugunu, kalp dahil i¢ organlarini, beyin ve
omurilik gibi CNS elemanlarini yenileme kapasitesine sahiptir. Boylesine olaganiistii yenilenme
kapasitesine sahip olmasi, Axolotl’1 kok hiicre ve rejenerasyon arastirmalari igin uygun bir model
organizma yapmaktadir.

Bu ¢alismada, Axolotl’un rejeneratif potansiyelini kullanarak kuyruk rejenerasyonu igin ‘omiks’
bilgisi tretmeyi planlamaktayiz. Bu hedefe varmak igin, neotenik Axolot!’larin kuyruk bolgeleri
kesilecektir. Kuyruk kesilmesinin ardindan yenilenme ve doku tamirinin farkli zaman araliklarinda
(0., 1.4, ve 7. giin araliklarina), blastema ve blastemanin 0.5 mm proximal b&lgesinden doku
Ornekleri alinacak ve bu 6rnekler igin transkriptomik ve proteomik galigmalar yapilacaktir. Neotenik
Axolotl’larin kuyruk tamiri sirasinda farkl sekilde ifade edilmis gen ve protein profilinin bulunmasi
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ile bu genlerin fonksiyonel ¢alismalarinin yapimasin énil agilmis olacaktir. Bu galigma ile ayrica
Axolotl’'un yaygin bir model olarak kullanilmasinin 8niinde engel olan limitli veri tabanlari da
geligtirilmis olacaktir. Bu galismanin sonuglari ile uzuv ve organlardaki hasarlarin tamirine dair
bilginin iretilmesine ve memeli sisteminde rejenerasyonu miimkiin kilacak bilimsel gabalara katki
sunulmas hedeflenmektedir.

9. Aragtirmanin Amaci (varsa 6n ¢alisma sonuglarin belirtiniz):

Organ yetmezlikleri, omurilik yaralanmasi, ekstrimite kayiplari her yil ylizbinlerce insani trajik olarak
etkilemektedir. Vakalarinin gogunda, memeli onarim sistemi fonksiyonel restorasyon gergeklestirme
yetenegine sahip degildir. Memelilerde rejenerasyonun gergeklesmesini engelleyen kimi faktdrlerin
varlii ya da rejenerasyonun olmasini saglayacak kimi faktdrlerin eksikligi yiiziinden memelilerin
organ ve uzuy hasarlarinda fonksiyonel bir tamir/yenilenme gergeklesememektedir. Bu faktSrlerin ne
oldugunun tamimlanmas: yaralanmalar sonrasi kalici hasar olusmamasi agisindan hayati Snem
tagimaktadir. Boylesi bir tanimlama islemi igin de yenilenme potansiyeli yiiksek canlilarda
rejenerasyon mekanizmalarinin ¢aligilmasi gerekmektedir. Bu canlilara 6rnek olarak, amfibiler sinifi
tiyesi bazi omurgalilar verile bilinir.

Axolotl i¢ organlari, merkezi sinir sistemi ve uzuvlarinda olusan hasarlari tamamen onarabilme
ozelligine sahiptir. Biz de bu galisma ile kuyruk bolgesi kesilen Axolotl’'un bu hasari nasil tamir
ettigini hangi molekiiller mekanizmalari bu iyilesme siirecinde  kullandifini  aragtirmay
amaglamaktayiz. Bu g¢aliyma ile Axolotl proteomiks ve transkriptomiks veri tabanlarinin
olusturulmasina katki sunmay: da hedeflemekteyiz. Axolot!’larin rejenerasyonun farkli evrelerinde
hangi molekiiler mekanizmalar aracilig ile yenilenmenin kapisini araladigini ve bu mekanizmalarin
memeli sisteminde kargiliklarinin olup olmadiginin arastirilmasi da bu projenin amaglarindan bir
digerini olugturmaktadir.

10. Onerilen Prosediirlere Alternatifler:
Deney hayvan kullanmadan bilimsel hedeflerinize ulasamayacagimizi nasil tespit ettiniz?

Onerilen proje kuyruk rejenerasyonda gérev alan molekiiler mekanizmalarin transkriptomiks ve
proteomiks analizler sonucu bulunmasi hedefi ile olusturulmustur. Kuyrukta yenilenme sirasinda
miktar: degisen RNA ve proteinlerin belirlenmesi igin hasar olusturulmasi ve hasar sonrasi izlenmesi
igin canli bir sistem gerekmektedir. Bu yenilenme siirecini etkileyen ve tetikleyen mekanizmalarin
anlagilmasi da ancak canli bir organizmada galisma yapmak ile miimkindiir. Bu sebeplerden otiirii
genel olarak rejenerasyonun bu proje dzelinde ise kuyruk iyilesmesini aragtirmak ve ilgili molekiiler
mekanizmalari bulmak ancak deney hayvani kullanarak miimkiindir.

11. Gereg ve Yontem:
(Bu bolimde, arastirmada kullanilacak deney hayvanlart, deney gruplary, her gruptaki hayvan sayisi,

uygulanacak kimyasal maddeler, cerrahi girisimler, uygulama siiresi, alinacak érnekler ile analiz
yontemlerini agik bir sekilde yaziniz).
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a) Deney Hayvanlari:

Y
Kullanilmas: Planlanan Deney Hayvaniyla flgili Bilgiler
Tiri Soyu Cinsiyeti Yasi Sayisi
Lﬁxolotl Ambysoma Mexicanum | Digi-erkek 4-6 aylik 36

Deney boyunca 36 hayvan aragtirmalar igin kullamilacaktir. Hayvanlarda kuyruk amputasyonu kuyruk
ucu ve bitiminin tam orta yerinden kesilmesi ile olusturulacaktir,

Kesilen kuyruk bslgesinden farkli glinlerde rnekler alinacaktir.

9 canlidan 0. giin 6rnegi alinacaktir. Ornekler kesim yerinin yaklagik Imm proximal bolgesinden
alinacaktir. Bu ornekler her biri 3 hayvandan gelen olmak {izere 3e ayrilacaktir. Béylece 3 farkli
biyoloji tekrar (her bir tekrar 3 hayvan 6rnegi igerecektir) yapilma sansi olacaktir. Bu grup kontrol
grubu olarak kullanilacaktir.

9 canlidan 1. giin blastema Grnegi alinacaktir. Bu drnekler her biri 3 hayvandan gelen olmak tizere 3e
ayrilacaktir, Boylece 3 farkli biyoloji tekrar (her bir tekrar 3 hayvan 6rnegi igerecektir) yapilma sansi
olacaktir.

9 canlidan 4. giin blastema Grnegi alinacaktir. Bu érnekler her biri 3 hayvandan gelen olmak {izere 3e
ayrilacaktir. Boylece 3 farkli biyoloji tekrar (her bir tekrar 3 hayvan 6rnegi igerecektir) yapilma sansi
olacaktir,

9 canlidan 7. giin blastema 6rnegi alinacaktir. Bu 6rnekler her biri 3 hayvandan gelen olmak iizere 3e
ayrilacaktir. Bdylece 3 farkli biyoloji tekrar (her bir tekrar 3 hayvan 6rnegi igerecektir) yapilma sansi
olacaktir.

b) Yontemler:

Yukarida bahsi gegen drnekler dondurulup bu drneklerden RNA ve protein izolasyonlari yapilacaktir.
RNA izolasyonu sonucu &rnekler yeni nesil dizileme igin uygun hale getirilecek ve kiitiiphaneler
olusturulacaktir. Miseq cihazina yiiklenecek farkli zamanlardan alinan Srneklerden degisen RNA
profili ¢ikarilacak ve bu profil CLC workbench programi ile analiz edilecektir.

Protein izolasyonlari sonucu elde edilen proteinler de LC-MS/MS yéntemi ile proteomiks analizine
hazirlanacaktir. Rejenerasyonun  farkl zamanlarinda  degisen protein profilinin  bulunmasin
amaglayan bu galisma ile ayni zamanda Axolotl protein veri bankasi olusturulmas: da
hedeflenmektedir.
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12. Preanestezik, Analjezik ve Anestezik Ajanlar:

&
nr Anestezi
Y i gegecek siire
Amino benzocaine 0.01% (w/V) Bulundugu 30 dk
yere

O Protokole uygulanmasi uygun degild

oX Cilt veya parmak kistirma yanitlari

ir

o Palpebra veya kornea refleksi (rodentler igin uygun degildir)

0 Cene veya iskelet kasi tonusu izlenmesi

oX Fizyolojik yanitin izlenmesi

o Diger, agiklayinz: ..

13. Arastirmada Kullamlacak Otenazi Yontemleri

X Otenazi uygulanma

uygulama var mi?)
Hayir yoktur

=]
=]

. Yiiksek doz anestezik
. Anestezi/trankilizan altinda dekapitasyon

0. Anestezi/trankilizan altinda servikal dislokasyon

=]
a
a

- Cerrahi sirasinda ekssanguinasyon
. Karbondioksit solutma
. Diger, tammlayiniz:

yacaktir. (Bu durumda bu hayvanlara yapilmasi planlanan baska bir
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14. Hayvanlarin Deney Protokoliinden Cikartilma  Olgiitleri (uygun _seceneklerin tim
; ¥

isaretlenmelidir)
0 Vieut agirhiginin %15’inden fazla kilo kaybi

o Davrani bozuklugu

Xo Diizgiin gida ve su alamama

0 Uyaranlara belirgin derecede azalmis yanit verme

Xo Veteriner hekimin uygun gérmesi (insani nedenler). Tanimlayiniz:

o Diger, tanimlayiniz.

15. Kaynaklar:

1. A. Sanchez Alvarado, P.A. Tsonis (2006), Bridging the regeneration gap : Genetic 1

insights from diverse animal models Nat. Rev., 7 pp. 873-884

2. Muneoka K., Allan C. H., Yang X., Lee J., Han M. (2008). Mammalian regeneration and
regenerative medicine. Birth Defects Res. C Embryo Today 84, 265-280
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