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OPTIMUM FIKSASYON YONTEMINiN BELIRLENMESi

DETERMINATION OF OPTIMAL FIXATION METHOD FOR CHONDROITIN SULFATE
DETECTION VIA IMMUNOFLUORESCENCE STAINING
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ABSTRACT

Amag: Kondroitin sulfat (KS) zincirleri embriyonik hiicre boélinmesi,
sitokinez ve gelisimde rol oynayan, C. elegans’tan fareye benzer
rollerde gérev alan molekiillerdir. Doku ve hiicrelere mekanik destek
veren, noronal plastisite ve hiicre migrasyonunda gorev alan KS
molekiillerinin biyosentezi, C. elegans’ta insandakine benzer bir
mekanizma ile gergeklestiriimektedir. Bu ¢alismada, C. elegans model
organizmasinda kondroitin siilfat molekullerinin  immiinfloresan
boyama teknigi ile gézlemlenmesi icin en etkin fiksasyon yonteminin
belirlenmesi hedeflenmistir.

Yontem: immiinfloresan boyamalarin  gerceklestiriimesi igin
embriyolar, eriskin C. elegans ‘lardan izole edilmis ve embriyo pelletleri
%4 paraformaldehid (PFA) ve metanol ile fikse edilmek tizere iki farkli
tlipe aynistinilmistir. inkiibasyon ve yikama asamalarini takiben,
ornekler, chondroitinase ABC (CSase ABC) enzimi ile muamele
edilmistir. Enzimin inaktive edilmesinin ardindan %10 donkey serum ile
bloke edilen embriyo pelletleri, primer antikor anti-chondroitin
antibody ile gece boyu inkibe edilmistir. Sekonder antikor olarak
donkey anti-mouse Alexa 488 1:250 oraninda kullaniimigtir. Goériintller
inverted mikroskop kullanilarak elde edilmistir.

Bulgular: PFA ile yapilan boyamalarda, embriyonik katman yapilarinin
daha iyi korundugu goérilmustir. Metanol ile fiksasyonun, embriyonik
tabakalarin yapisini bozdugu ve kondroitin boyamalarinin basarisini
dislrdigi gozlemlenmistir. Yapilan analiz ve karsilastirmalarda, PFA ile
yapilan fiksasyon asamasinin otofloresan sinyalini artirsa da KS
sinyalinin ve morfolojik yapisinin tespiti icin metanol ile yapilan
fiksasyon yontemine gore daha iyi sonug verdigi gézlemlenmistir.
Sonug: Bu galismada, KS tayini igin en etkin yontemin PFA fiksasyon
yontemi oldugu tespit edilmistir. Boylece, PFA ile fiksasyon yontemi
kullanilarak, KS molekillerine dair C. elegans model organizmasinda
fenotipik degisiklikler daha nitelikli ve ylksek dogrulukta analiz
edilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kondroitin silfat, fiksasyon yontemi, C. elegans,
immunfloresan boyama, ekstraseltler matriks

Objective: Chondroitin sulfate (CS) chains are involved in embryonic cell
division, cytokinesis and development from nematode C. elegans to
mice. CS chains provide mechanical support to tissues and cells and play
roles in neuronal plasticity and cell migration. The biosynthesis of CS in
C. elegans is similar to the mechanism in humans. In this study, we
aimed to determine the optimal fixation method for chondroitin sulfate
detection via immunofluorescence staining using C. elegans as a model
organism.

Methods: In order conduct immunofluorescence staining, embryos
were isolated from adult worms and embryonic pellets were allocated
into two separate tubes for fixation with 4% paraformaldehyde (PFA)
and methanol. After incubation and washing steps, samples were
treated with chondroitinase ABC (CSase ABC) enzyme upon which the
enzyme was inactivated. %10 donkey serum was used for blocking and
samples were incubated with anti-chondroitin antibody overnight. As
for secondary antibody, donkey anti-mouse Alexa 488 was used in a
1:250 ratio. Image analysis was performed using an inverted
fluorescent microscope.

Results: The embryonic layers were conserved better in the PFA fixation
method compared with the methanol fixation. In methanol fixated
samples, the structure of the embryonic layers was disrupted
decreasing the success of the CS staining. Although PFA fixation
increased the autofluorescence, it provided a better staining profile for
detection of CS signal and the morphological structure as compared
with the methanol fixation.

Conclusion: In this study, PFA fixation was determined as the optimal
fixation method for CS detection. With the use of PFA fixation method,
phenotypic changes related to CS molecules can be analysed with a
better quality and higher accuracy in C. elegans.

Keywords: Chondroitin sulfate, fixation method, C.
immunofluorescence staining, extracellular matrix
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Girig

Kondroitin siilfat (KS) zincirleri embriyonik hicre
bolliinmesi, sitokinez ve gelisimde rol oynayan, C.
elegans’tan fareye benzer rollerde goérev alan
molekiillerdir.? KS molekdllerinin fonksiyonlar
kurtcuktan memeli sistemlere kadar korunmustur. KS'ler
lineer ve tekrar eden disakkarid birimlerden olusan
polisakkarid yapilardir. Bu polisaakraid zincirler spesifik
proteinlerle kovalent olarak baglanarak, hiicre yiizeyinde
ve ekstraseliler matrikste yaygin olarak bulunan
kondroitin proteoglikan (KPG) yapilarini olustururlar.
Doku ve hiicrelere mekanik destek veren, noronal
plastisite ve hiicre migrasyonunda gorev alan KS
molekillerinin biyosentezi, C. elegans’ta insandakine
benzer bir mekanizma ile gerceklestirilmektedir.%?

C. elegans basit anatomisi, her birinin akibeti belli olan
karakterize edilmis 959 adet somatik hiicresi, genetik
¢alismalara yatkinligi ve genlerinin yarisindan fazlasinin
insan genleriyle homoloji gdstermesinden dolayi oldukga
ragbet goéren bir model organizmadir.3* C. elegans ve
insan arasinda bircok biyolojik islev korunmustur. insan
hastalik genlerinin % 65’ine C. elegans genomunda bir
karsilik bulunabilmektedir.3 C. elegans’in kolay idame
ettirilen ve genetik olarak manipilasyona agik olan
sistemi insanlarda gorilen bircok hastaligin molekiler
mekanizmasinin agiga ¢ikarilmasina katki saglamigtir. 302
adet ndéronu ve bltin noéronal baglanti haritasinin
bilinmesi ile norodejeneratif hastaliklara, ortalama 20
glinlik 6mri ile yaslanma ve metabolik hastalklar
Gzerine, vulval farkllasma mekanizmasi ile kanser
biyolojisine 1sik tutmustur.

KS molekillerinin akibetinin hastalik modelleri, ilag ve
kimyasal ajanlar sonucu gosterdigi  fenotiplerin
arastirilmasi agisindan nematod C. elegans, evrimsel
olarak korunmus olan KS biyogenezi ve fonksiyonlariyla
avantajli  bir model organizma platformudur. C.
elegans’ta embriyonik zar yapisi bes farkli katmandan
olusmaktadir (Sekil 1).

H Vitelin katmani

I Kitin katmani

I Kondroitin proteoglikan katmani
Ekstra-embriyonik matriks

Peri-embriyonik katman

Sekil 1. Kondroitin molekulleri embriyonik katmanlardan
birini olusturmaktadir. C. elegans embriyonik katmanlari
gosterilmektedir.

Kondroitin proteoglikan (KPG) katmani, en distaki vitelin
ve bir altindaki kitin katmanindan sonra embriyoyu
sarmalayan Uglncl katmandir. Vitelin, kitin ve KPG
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katmanlari dis zari olustururken, ekstra-embriyonik
matriks KPG katmaninin hemen altinda asimetrik
yapidadir. Besinci katman olan peri-embriyonik katman
ise lipid molekillerinden  olusan, embriyonun
hidrasyonunu saglayan permeabilite bariyeri olarak
gorev yapar. Kitin tabakasi embriyoya mekanik destek
saglar ve polispermiyi engeller. KPG tabakasi, plazma
mebraninin kitin tabakasina adhezyonunu engelleyerek
embriyonun gelisimi icin alan agilmasini saglar.

KS  molekillerinin  imminofloresan  tayini  igin
uygulanacak fiksasyon yontemi 6nem arz etmektedir.

Fiksatifler ~cross-linking yapanlar ve denatiirasyon
yapanlar  olmak lizere iki ana  kategoride
siniflandiriimaktadir.® Metanol dehidrasyon/
denatiirasyon yoluyla fiksasyon saglarken,

paraformaldehid (PFA) cross-linking yaparak fiksasyon
yapiimasina neden olmaktadir.® Aldehitler ve alkol bazli
fiksatifler hiicre biyolojisi alaninda etkinligi en ¢ok
karsilastirilan fiksatif ajanlar arasinda yer almaktadir.”
Fiksasyon antijeniteyi bozabilecgi icin, farkli fiksasyon
yontemlerinin test edilmesi en iyi boyama sonucu
alinmasi agisindan 6nemlidir. . Bu c¢alismada, PFA ve
metanol ile fiksasyon yontemleri kullanilarak KS tayini
icin en iyi hangi yodntemin kullaniimasi gerektigi
incelenmistir. Yapilan analiz ve karsilastirmalarda, PFA ile
yapilan fiksasyon asamasinin otofloresan sinyalini artirsa
da, KS sinyalinin ve morfolojik yapisinin tespiti icin
metanol ile yapilan fiksasyon yontemine gore daha iyi
sonug verdigi tespit edilmistir. Boylece, PFA ile fiksasyon
yontemi ile, KS molekillerine dair C. elegans model
organizmasinda fenotipik degisiklikler daha nitelikli ve
yiksek dogrulukta analiz edilebilecektir.

Yontem

Kurtguklarin idame Ettirilmesi

Kurtguklarin kultiire edilmesi icin Nematode Growth
Medium (3 g/L Sodium Chloride, 2.5 g/L Bacto peptone,
17 g/L Bacteriological agar) ve OP50 bakteri susu
kullanilmistir. Deneyler 20 — 25 C'de sogutmali inkiibator
kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan
yabanil tip N2 (Bristol) C. elegans susu, University of
Minnesota Caenorhabditis Genetics Center’dan temin
edilmistir.

Embriyo Eldesi

C. elegans kultiri, 60 mm’lik Nematode Growth
Medium/ OP50 (NGM/OP50) petri kaplarinda eriskin
evreye gelene kadar buyutildikten sonra, kurtguklar
dH20 kullanilarak petri kaplarindan falkon tiplerine
aktarilmistir.  Kurtcuklarin  tlplerin  dibine ¢Okmesi
saglandiktan sonra supernatant uzaklastiriimistir. Eriskin
C. elegans popillasyonu BS2X hipokloriir sollsyonu ile
(0.5 M NaOH, 20% (v/v)) muamele edilerek eriskin
hayvanlarin katikilleri eritilmis ve embriyolar elde
edilmistir. Hipoklorir solisyonu M9 tampon c¢ozeltisi
kullanilarak (1 mM MgS04; 22 mM KH2PO4; 42 mM
Na2HPO4; 86 mM NacCl) ortamdan uzaklastiriimistir. M9
tampon ¢ozeltisi icindeki embriyolar immiinfloresan
boyamalar igin kullaniimistir.
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immiinfloresan Boyamalar

Embriyo pelletleri %4 paraformaldehid (PFA) ve metanol
ile fikse edilmek lzere iki farkh tlpe ayristiriimistir.
Fiksatif eklendikten sonra, embriyolarin kitikillerinde
catlak olusturarak fiksatiflerin penetre olmasini saglamak
amaciyla tlpler sivi azot igerisinde dort kez dondurulup
coézdirilmistir.r® Ardindan, %4 PFA ve metanol olmak
Gzere iki farkli tup icerisindeki embriyolar gece boyu 4
BC'de inklbe edilmistir. Ertesi giin, PFA ve methanol
soluisyonlari % 0,25 Triton-X igeren PBS ¢ozeltisi (PBST) ile
embriyolardan uzaklastirlmistir. Ornekler, 0,04M Tris
Acetate, pH 8 igerisinde ¢ozilmis ve 50muU/ pl
chondroitinase ABC (CSase ABC) enzimi ile muamele
edilmistir. Negatif kontrol olarak yalnizca 0,04M Tris
Acetate, pH 8 sollsyonu ile muamele edilen 6rnekler
kullanilmigtir. CSase ABC enzimi iceren ve icermeyen iki
ayritiip 3 saat boyunca 37 C'de inkiibe edilmistir. Enzimin
inaktive edilmesi igin ornekler 95 C'de 5 dakika
bekletilmistir. Ornekler oda sicakliginda 1 saat boyunca
%10 donkey serum ile bloke edildikten sonra primer
antikor anti-chondroitin antibody (anti-proteoglycan ADi-
0S antibody 1B5, 1:20; Seikagaku) ile 4 C’'de gece boyu
inkiibe edilmistir. Sekonder antikor olarak donkey anti-
mouse Alexa 488 (Life Technologies) 1:250 oraninda
kullanilmistir ve 49,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
iceren VectaShield mounting medium ile mikroskop
preparatlari hazirlanmistir.

Mikroskop analizi

Gorlntller Leica DMI1 inverted mikroskop (DMI4000)
kullanilarak elde edilmistir. C. elegans’larin idame
ettirilmesi ve embriyolarin izole edildiginin
konfirmasyonu igin stereomikroskop (Leica M165 FC)
kullanilmigtir.

Bulgular

C. elegans embriyolarinda PFA ve metanol fiksasyon
yontemlerinin etkinliginin incelendigi ve optimum
fiksasyon yonteminin belirlenmesinin hedeflendigi bu
¢alismada, PFA ile yapilan boyamalarda, embriyonik
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katman yapilarinin daha iyi korundugu gorilmustdr (Sekil
2A). Metanol ile fiksasyon islemi gercgeklestirildiginde,
embriyonik tabakalarin yapisinin bozuldugu ve kondroitin
boyamalarinin  basarisinin  distigli  gozlemlenmistir
(Sekil2B).

Sekil 2A’da PFA fiksasyonu ile yapilan boyamada, birinci
panelnde KS sinyali gérilmektedir. Sekil 1’de embriyonik
katmanlarin  sematik  gosteriminde yesil olarak
isaretlenen KPG katmani net bir sekilde tespit
edilebilmektedir. ikinci panelde, DAPI ile isaretlenmisg
embriyonik hucrelerin gekirdekleri gosterilmektedir.
Uglincii panel, embriyonun 1sik mikroskobu ile elde edilen
gorantasidar.  Sekil  2B’deki  birinci  panel ile
karsilastirildiginda, KPG katmaninin metanol fiksasyonu
sonucu morfolojik yapisinin bozuldugu gorilmektedir. KS
molekillerine ait sinyal, noktasal bir sekilde dagilmis ve
ikinci paneldeki DAPI ile yapilan boyamada embriyonik
cekirdek hiicreleri bulanik bir sekilde goriilmekte ve kag
adet cekirdek oldugu tespit edilememektedir.

Sekil 2C panelinde negatif kontrol olarak temsili
gorantileri sunulan chondroitinase ABC (CSase ABC)
enzimi ile muamele edilmemis gortntiler, KS sinyalinin
spesifik olarak kondroitin molekdillerini gosterdigini
dogrulamaktadir. CSase ABC enzimi ile muamele edilerek
elde edilen Sekil 2A ve 2B, enzimin KS zincirlerini degrede
ederek, monoklonal antikor 1B5’in taniyacagl kondroitin
parcalarinin olusmasini sagladigl temsili gorintalerdir.
Sekil 2C'de metanol fiksasyonu ile gerceklestirilen DAPI
boyamasinin basarisi, Sekil 2B’dekine benzer sekilde
dusaktar.

KS molekdllerinin tespit ve analizi igin PFA’nin, metanol
ile karsilagtirildginda daha etkin bir fiksasyon yontemi
oldugu goézlemlenmekle birlikte PFA fiksasyonu sonucu
otofloresan sinyalinin olustugu gorilmektedir. Metanol
ile yapilan fiksasyonda, otofloresan sinyali oldukca
dusiktir. PFA ile fiksasyon sonucu otofloresan
sinyalindeki artis, KS molekdllerine dair yapilan analizleri
etkilemeyecek diizeydedir.



Yiicel, Kondroitin Siilfat Tayini igin Fiksasyon Yénteminin Belirlenmesi

Metanol
CSaseABC +

<)

Negatif Kontrol

Metanol
CSaseABC

PFA

CSasenBC

Sekil 2. PFA ve metanol ile gergeklestirilen fiksasyon islemlerinin karsilastiriimasi. A) PFA B) Metanol fiksasyonu ile yapilan immiinfloresan
boyamalarda, yukaridan asagiya dogru birinci panelde KS sinyali gériilmektedir. ikinci panelde embriyonik ¢ekirdek hiicreleri ve tigiincii
panelde ise embriyonun i1sik mikroskobundaki gorintlst verilmistir. C) Chondroitinase ABC (CSase ABC) enzimi ile muamele edilmemis
gorintiler, KS sinyalinin spesifik olarak kondroitin molekiillerini gésterdigini dogrulamaktadir. Olgii belirteci 25 mikronu géstermektedir.

Tartigsma

Proteinlerin seliiler ve subseliler yerlesiminin tespit
edilmesi icin antikorlarin kullanimi ve
imminhistokimyasal ve immiinfloresan boyamalar
yaygin olarak uygulanan yéntemlerdir. Ancak C. elegans
model organizmasinda molekiiler genetik teknikler
antikor boyama yontemlerinin 6niine ge¢mektedir. Bu
teknikler arasinda ilgili genin Green Fluorescent Protein
ile isaretlenmesi (2009 Nobel Kimya Odiilii), promotér
bolgesinin veya cDNA drinlerinin GFP ile gen flizyonlari
olugturarak goézlemlenmesi en temel yaklasimken, son
gelismeler arasinda MOSSCI, CRISPR/Cas9 yontemleri
bulunmaktadir. Fonksiyon kaybina ugramadan genleri
isaretleme yontemleri gelistirilmis olsa dahi, gen
Urlinlerinin direkt olarak antikorlar ile gézlenebilir olmasi
protein fonksiyonlarinin galisilmasi agisindan 6nem arz
etmektedir. Bunun en temel sebebi genellikle gen
fonksiyonlarinin anlasiimasi icin kullanilan genetik ve
molekiiler analizlere ek olarak, immin isaretleme yoluyla
gen Urinlerinin ifade paterni ve hiicresel yerlesiminin
tespitine ihtiyag duyulmasidir. C. elegans model
organizmasinda immiin boyamalara dair en biliytk
sorunlardan biri kurtcuklarin dis ylzeyini kaplayan kitikdil
sebebiyle antikorlarin  dokulara ulagsmasinin  zor
olmasidir.® C. elegans’in dis iskeletini olusturan ve onu dis
etkenlerden koruyan, morfolojik yapisini korumasini
saglayan kutikil yapisi embriyolarda bes adet katmandan
olusmaktadir. Kitikil yapisinin boyamalarda yarattigi
engelin 6niine gegebilmek icin kullanilan yontemlerden
birisi “freeze-crack” yontemidir. Fiksasyon soliisyonunun
ve antikorun dokulara ulasmasi, embriyolarin sivi azot
icerisinde birka¢ kez dondurulup ¢ozlilmesi vasitasiyla
saglanabilmektedir.
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Calismamizda, C. elegans embriyolarinda kondroitin
silfat tayini icin kullanilacak en iyi fiksasyon yontemini

arastirdigimizda, PFA ile fiksasyonun metanolle
karsilastirildiginda daha iyi sonug verdigini
gozlemlenmistir.  Metanol membrandan lipidleri
uzaklastirip, proteinleri ¢okturerek  fiksasyonu

saglamaktadir. PFA, proteinler ve lipidler arasinda ¢apraz
baglar olusturarak fiksasyon sagladigi icin, membran
yapisi korunmaktadir. KS molekdlleri, hiicre ylizeyinde ve
ekstraselller matrikste bulunduklari igin, metanolin
membrani  modifiye edici etkisinden dolayi, KS
molekilleri ve KPG embriyonik tabakasinin morfolojisi
metanolle ile muamaele sonucu hasar gdrmiis olabilir.*°
PFA fiksasyonu otofloresan etkisinden dolayi dezavantajli
olabilmektedir. Metanol ile fiksasyon yapildiginda
otofloresan etkisi az olmakla birlikte, boyamanin basarisi
dusiktir. PFA ile yapilan fiksasyonda otofloresan sinyali,
KS sinyalinin analiz edilmesinin 6nline gegmemektedir.
KS molekdllerinin morfogenez, noéronal plastisite, iskelet-
kas hastaliklari ve enfeksiyonlarda rol aldigina dair
bulgular ve C. elegans’tan memeli sitemlerine kadar
evrimsel olarak korunmus rollere sahip olmalari, bu
molekillerin analizi icin C. elegans model organizmasinin
kullanilabilecegine isaret etmektedir.>!! Yakin zamanda
fare modelinde yapilan c¢alismalar, KS molekillerinin
perinéral net (PNN) vyapilarinda néroprotektif rol
oynadigini ve KS degredasyonunun psikiyatrik ve
nérolojik hastaliklarda etkisi oldugunu géstermistir.1213
Kisa yasam donglisi, korunmus hicresel islevleri ve
genetik manipilasyonlara agik sistemiyle C. elegans, bu
calismada optimize edilmis KS imminfloresan boyama
yontemi ile KS fonksiyonlarini etkileyen faktorlerin
arastirilmasi icin avantajli bir platformdur.
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