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Oz

Amag: Yetiskin beyninde yeni olusan néronlarin gosterilmesi nérogenez
stirecinin aydinlatiimasi agisindan 6nem tasimaktadir. Calismamizda hipo-
kampusun dentat girus (DG) bolgesinde, yeni olusan néron belirteci olan
doublecortin (DCX) proteini icin uygun gdmme 6ncesi mikrodalga isaretle-
me metodu olusturmayi amagladik.

Yontemler: 10 haftalik C57BJ/6J erkek farelerden perfiizyon fiksasyonu ile
beyin dokulari elde edildi. Vibratom ile beyin dokularindan alinan kesitler,
gémme Oncesi mikrodalga yontemi ile anti-DCX antikoru ile isaretlendi.
3,3"-diaminobenzidin (DAB) ile boyanan dokular, mikrodalga yardimi ile
elektron mikroskopik analizler icin hazirlandi. Epon bloklar Gizerindeki doku-
lardan ince kesitler alinarak elektron mikroskobunda incelendi ve morfolojik
analiz icin fotograflandi.

Bulgular: Mikrodalga yontemi kullanilarak yapilan ggmme 6ncesi DCX isaretle-
mesi hem itk hem de elektron mikroskopik (EM) diizeyde spesifik olarak goste-
rildi. DCX pozitif hiicrelerin subgraniler zon (SGZ) ve graniiler tabakada yerlesim
gosterdikleri izlendi. Elektron mikroskopik incelemelerde DCX immuinreaktivite-
sinin akson, dendrit ve hiicre gévdeleri Gizerinde pozitif oldugu gozlendi.
Sonug: Calismamizda, mikrodalga kullanilarak yapilan gémme o6ncesi im-
mun-elektron yontemi ile DG boélgesinde DCX varliginin belirlenebildigini
gosterdik. Calismamiz DCX immdinreaktif hiicreleri, ggmme 6ncesi DAB isa-
retlemesi ile elektron mikroskopik diizeyde gdstererek, nérogenez stirecinin
arastirilacadu ileri calismalar icin temel olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nérogenez, doublecortin, ggmme 6ncesi mikrodalga
teknigi, immin-elektron mikroskopi

Abstract

Objective: Demonstration of newly born neurons in adult brains is an im-
portant issue in terms of elucidating neurogenesis. In our study, we aimed
to develop an appropriate pre-embedding microwave labeling method for
the newly born neuronal marker doublecortin (DCX) protein in the hippo-
campal dentate gyrus (DG) region.

Methods: Brains were obtained from 10-week-old C57BJ/6J male mice by
perfusion fixation. Vibratome sections from brain tissues were labeled with
an anti-DCX antibody using a pre-embedding microwave method. Sec-
tions stained with 3.3'-diaminobenzidine (DAB) were prepared for electron
microscopic (EM) analyses using a microwave. After embedding in Epon,
thin sections were obtained, observed under an electron microscope, and
photographed for morphological assessments.

Results: DCX labeling performed using the pre-embedding microwave
method was specifically demonstrated at both light and electron micro-
scopic levels. DCX-positive cells were localized at the subgranular zone and
granular layer. Electron microscopic observations showed that DCX immu-
noreactivity was positive at the axons, dendrites, and somata.

Conclusion: We demonstrated that the existence of DCX can be deter-
mined using the pre-embedding microwave labeling as an immunoelec-
tron method in the DG region. Our study provides a basis for further stud-
ies on neurogenesis aiming to show DCX-immunoreactive cells using the
pre-embedding DAB labeling method at the electron microscopic level.
Keywords: Neurogenesis, doublecortin, pre-embedding microwave tech-
nique, immunoelectron microscopy

GiRiS

Norogenez Nedir?

Norogenez, oncil hiicrelerden fonksiyonel néronlarin olusma sireci olarak tanimlanmaktadir. Geleneksel olarak sadece embriyonik ve
perinatal dénemlerde oldugu bilinen bu olgu, Altman ve arkadaslarinin 6ncii calismast ile postnatal (PN) sican hipokampus dentat granil
hiicrelerinde (DGH) de gosterilmistir (1,2). Devam eden calismalar ile yeni olusan bu néronlarin yetiskin merkezi sinir sistemine (MSS) en-
tegrasyonu belirlenmis ve multipotent noral kok hticreler (NKH) yetiskin memeli beyninden izole edilmistir (3, 4). Metodolojik alanlarda
yasanan gelismeler ile birlikte, neredeyse tim memelilerde yasam boyu devam eden nérogenez belirlenmistir (5).

Yetiskin beyninde olfaktér bélge ve hipokampus, nérogenezin devam ettigi iki bolge olarak kabul edilmektedir. Onciil hiicreler hipokam-
pusta dentat girusun (DG) subgrandler tabakasinda bulunmakta ve buradan graniiler tabakaya go¢ etmektedir (6).
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Norogenez siirecinin Parkinson, Huntington ve Alzheimer gibi bircok
norodejeneratif hastalikla iliskili oldugu belirtiimektedir (7). Normal
ve patolojik kosullarda nérogenez siirecini arastiran ¢alismalar hem
bircok temel soruyu yanitlayabilmek, hem de kok hicre prensipleri,
noral gelisim, yapisal plastisite ve hastalik mekanizmalarini belirleye-
bilmek ve modelleyebilmek acisindan 6nem tasimaktadir (8).

Doublecortin (DCX) Nedir?

Doublecortin, mikrotiibil bagimli bir fosfoproteindir. Bu proteinin,
gelisen ve yetiskin memeli beyninde, gelisimlerinin sinirh bir stresin-
ce go¢ eden noroblastlar tarafindan eksprese edildigi belirlenmistir
(9, 10). DCX néronal morfogenez siiresince mikrotlibil stabilizasyo-
nunu saglamada, néronal gé¢ boyunca niiklear translokasyon su-
recinde ve ayni zamanda da biliyiime konisi dinamikleri icin kritik
oneme sahiptir (9-13). DCX, néronal yapisal plastisite ve go¢, aksonal
rehberlik ve dendrit dallanmasi ile ilgili morfolojik degisimlerle de
baglantilidir. Kemirgen sinir sisteminde, DCX ekspresyonu hizli bo-
Iinen 6ncil hiicrelerce indiklenmekte ve yaklasik 30 glin boyunca
salinmaya devam ederek néronal olgunlasma sonrasinda sonlan-
maktadir. Olgun néronal belirteclerin, yeni olusan hiicreler tarafin-
dan Uretilmeye baslamasiyla ise DCX ekspresyonu keskin bir bicimde
dists gostermektedir (10).

DCX yetiskin DG'de, proliferatif 6nciil hiicre evresinden (tip 2b ve tip
3) postmitotik evreye kadar (olgunlasmamis néron) eksprese edilir-
ken, olgun graniil hiicresinde DCX ekspresyonu bulunmaz (10). DCX
immdinreaktivitesi hlicre govdesi ve DG molekdiler tabakasina uza-
nan grandl hiicre dendritik uzantilarinda gorulir (14) .

Sinirbilimde immiinsitokimyasal Tekniklerin Kullanimi

Elli yildan daha uzun bir stire 6nce elektron mikroskobunun kesfi ile
MSS yapisinin anlasilmasi radikal olarak degisim gdstermistir. Ayni
zamanda immiuinsitokimya tekniklerinin gelismesi ile de doku kesit-
lerinde protein yerlesimleri 151k mikroskopik seviyede gosterilmeye
baslanmistir. Glniimizde ise gémme o&ncesi ve sonrasi immin-
elektron mikroskopi yontemleri ile elektron mikroskobunun biyut-
me giici birlikte kullanilabilmektedir. Elektron-yogun isaretleyicilerin
(ferritin, uranyum vb) veya altin partikillerinin kullanilmasi ile prote-
inlerin lokalizasyonu belirlenebilmekte, miktar sayisal olarak tespit
edilebilmekte ve mikrocevre ile iliskisi incelenebilmektedir (15).

imminsitokimyasal tekniklerin temel prensibi, hedef proteinin an-
tikor ile direkt veya indirekt olarak isaretlenerek 15tk veya elektron
mikroskobunda goriinilr hale gelmesini saglamaktir (16, 17). 1941
yilindaki 6ncii calisma ile doku kesitlerindeki antijenler, floresan boya
ile isaretli antikorlar ile tespit edilmistir (18). Bu noktadan sonra ¢a-
lismalar birkag farkli yonde ilerlemeye baslamistir (16, 17). Farkl fik-
sasyon ve gdomme yontemleri gelistirilmis, antikora bagl isaretleme
tekniklerinde ilerleme kaydedilmistir (15, 19).

GOmme Oncesi isaretleme metodu, dokulara fiksasyondan sonra
uygulanir ve molekiillerin antijenitesi ile birlikte morfolojisi de iyi
derecede korunur. Bu yéntemin 6nemli avantajlarindan birisi, 6rnek-
leri dokulardaki hedef proteinleri maskeleyebilen tehlikeli kimyasal-
lardan korumasidir. Buna ek olarak, immiin-isaretlemenin ardindan
orneklere elektron mikroskopik takip uygulanarak hiicresel ince-ya-
pinin ileri diizeyde korunmasi saglanir (20).

3,3'-diaminobenzidin (DAB), immiinohistokimya ve immiin-blotlama
yontemlerinde siklikla kullanilan bir kromojendir. DAB'nin oksidas-

yonu, elektron mikroskobunda yiiksek kontrast veren ozmiyofilik bir
polimer olusturur. Organik ¢ozlcilerde ¢6zlinmeyen bu sitokimyasal
arlin, uzun yillar boyunca kalicidir ve farkli enzim aktivitelerinin lo-
kalizasyonlarini belirlemede kullanislidir. Ozmiyum tetraoksit postfik-
sasyonu ile enzim reaksiyon trlinu yogunlastirilabilir (21). Bu 6zellik-
lerinden dolayi DAB, 151k ve elektron mikroskopik ¢alismalarda tercih
edilir.

Son yillarda Jimenez ve arkadaslari tarafindan kullanilan mikrodalga
yontemi ise hem islem siresini kisaltmis hem de boyanma kalitesini
arttirmistir (22). Beyin dokusunda mikrodalga teknigi kullanilarak ya-
pilan gdmme 6ncesi DAB isaretlemesi, hem 1sik hem de elektron mik-
roskobunda goriintl elde edebilmeyi saglamaktadir. Bu yontemde
hem ince-yapi iyi sekilde korunabilmekte, hem de immiin-isaretleme
glclendirilmektedir. GGmme dncesi mikrodalga isaretlemesinde, kla-
sik metodlar ile 2-3 giin stren islem bir gline indirilmektedir. Bunun
yanisira, ince-yaply! olumsuz etkileyen deterjan kullanimi da azaltil-
maktadir (23).

Biowave® Pro-Microwave sistemi gémme o6ncesi imminhistokim-
ya, elektron mikroskopi ve ikili immun-isaretlemeler icin dnemli bir
basamak olmustur. ColdSpot® vakum ve ¢esitli elektriksel gtic mik-
tarlarinin kullanilmasi, ggmme 6ncesi isaretlemede ve elektron mik-
roskopik incelemede basar elde edilmesini saglamaktadir. Vakum
kullanimti ile fiksasyonun etkinligi gelistirilmis, immuin-isaretleme ve
rezin infiltrasyonu icin gereken sire kisaltilmistir (23).

Galismamizin amacina yonelik olarak, yeni olusan néronlarda gegici
olarak sentezlenen bir hiicre iskeleti proteini olan ve néronal oncill
belirteci olarak kullanilan DCX, mikrodalga kullanimi ile desteklenen
gémme oncesi immiin-elektron mikroskopik yéntem kullanilarak isa-
retlenmistir (10).

YONTEMLER

Galismamizda C57BJ/6J erkek fareler kullanildi. Hayvanlar isi kontrol-
Ii odada (20+3°C) 12 saat aydinlik/karanhk dongisiinde tutuldu ve
standart diyet ile beslendi. Calismamizin etik kurul onayi “Institutio-
nal Animal Care and Use Committee” (IACUC)'den #3471-15 numarasi
ile alind1.

Perfiizyon Fiksasyonu

Farelere ketamin (100 mg/kg; Alfasan International B.V., Woerden,
Holland) ve ksilazin hidroklorid (10 mg/kg; Bayer, Barmen, Germany)
ile derin anestezi uygulandiktan sonra gogus kafesi acildi ve aorta-
dan perflizyon pompasi (ISM831C; Ismatek, Wertheim, Germany)
yardimiyla intrakardiyak perfiizyon fiksasyon uygulandi. 5 ml heparin
(1000 U/ml; 9041081; Philadelphia, USA) ve ardindan araliksiz pH=7,4
fiksatif (0,1 M HEPES (7365-45-9; Calbochem, CA, USA) icinde %2,5
glutaraldehit (111-30-8; EMS, PA, USA), %0,5 paraformaldehit (30525-
89-4; EMS, PA, USA) ve %0,1 pikrik asit (88-89-1; EMS, PA, USA) solis-
yonu) verildi. Sakrifiye edilen hayvanlarin beyinlerine, ayni soliisyon-
da +4°C'de gece boyu bekletilerek postfiksasyon uygulandi.

Gomme Oncesi DAB isaretlemesi ve Elektron Mikroskopik Takip
Beyin dokularindan 70-80 um kalinhginda vibratom kesitleri alindi
(VT 1000S; Leica Nussloch, Germany). Kesitler %1 sodyum borohid-
rid (16940-66-2; Sigma, Missouri, USA) ile calkalayicida 30 dakika in-
kibe edildikten sonra PBS (A4417; Sigma, Missouri, USA) ile yikandi.
Bu asamadan sonraki islemler mikrodalga (Biowave® Pro-Microwave
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Tablo 1. Mikrodalga kullanilarak uygulanan gdmme 6ncesi DAB
isaretleme metodunun basamaklari

Uygulanan islem Siire Vakum
Sitrat tampon, pH=9 (Antijen geri kazanimi) 5dk Acik
PBS ile ylkama 1dk Kapal
9%0,3 Hidrojen peroksit (H,0.) 1dk Kapali
PBS ile ylkama 1dk Kapal
%0,5 Triton X-100 5dk Acik
Anti-DCX primer antikoru

(1:400; ab18723, MA, USA) 37 dk Acik
PBS ile ylkama 1dk Kapal
Biyotinli sekonder antikor 15 dk Acik
PBS/imidazol ile ytkama 1dk Kapal
Avidin/Biyotin Kompleks (ABC) 15 dk Acik
imidazol ile ylkama 1dk Kapali
3,3'-diaminobenzidin (DAB) 10 dk Acik
imidazol ile yikama 1dk Kapal
PBS ile ylkama 1 dk Kapal
PBS: fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi;

DCX: doublecortin

Tablo 2. DAB ile isaretlenen vibratom kesitlerine uygulanan mikrodalga
ile elektron mikroskopik takip islemi

Uygulanan islem Siire Vakum
Ozmiyum tetraoksit 13 dk Acik
PBS ile ylkama 1,5 dk Kapal
Uranil asetat 6 dk Acik
%50 etanol 40 sn Kapal
%75 etanol 40 sn Kapali
%95 etanol 40 sn Kapali
%100 etanol 40 sn Kapali
%100 etanol 40 sn Kapali
Propilen oksit 40 sn Kapali
1:1 propilen oksit/epon 3dk Acik
%100 epon 9dk Acik
PBS: fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

System, TedPella Inc., CA, USA) kullanilarak Tablo1'de gdsterilen basa-
maklar halinde gerceklestirildi.

DAB (Sigma, Missouri, USA) ile isaretlenen kesitlerden bazilarn 11k
mikroskopik inceleme i¢in lam lizerine alinarak entellan kullanilarak
lamel ile kapatildi. Diger vibratom kesitlerine ise elektron mikrosko-
pik inceleme icin Tablo 2'de gosterilen islem uygulandi.

Mikrodalga ile elektron mikroskopik takibi tamamlanan dokular, Ac-
lar® (TedPella Inc., CA, USA) filmlerin arasina Epon 812 (45345; Sigma,
Missouri, USA) icine gémiildi ve gece boyunca 60°C'de polimerize
edildi. istenilen bélgeler stereomikroskop altinda ayrilarak nceden
hazirlanan epon doku bloklarina yapistirildi. 60 nm kalinhginda ince
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Resim 1. a, b. DCX proteini icin gomme 6ncesi mikrodalga yontemi
kullanilarak DAB ile isaretlenen vibratom kesitlerinin 15tk mikroskopik

olarak gortintilenmesi. Ok: DCX-ir hiicreler. (a) X200 buyiitme; (b) x400
blyttme

kesitler ultramikrotom (Ultracut EM UC7; Leica, Nussloch, Germany)
cihazi ile formvar kapli 100 mesh nikel gridler (FF100-Ni; EMS, PA,
USA) lizerine alindi. Doku kesitlerini iceren gridler 30 dk. uranil asetat
(6159-44-0; EMS, PA, USA) ile boyandi ve distile su ile yikandiktan son-
ra yaklasik 30 sn-1 dk. boyunca kursun sitrat (512-26-5; EMS, PA, USA)
ile kontrastlandi. Distile su ile yikanan kesitler kurutulduktan sonra
(JEM-1400; JEOL, Tokyo, Japan) gecirimli elektron mikroskobu ile in-
celendi ve fotograflandi (Advanced Microscopy Techniques Corpora-
tion, Danvers, MA, USA).

BULGULAR

Yapilan 1sik mikroskopik degerlendirmelerde (BX-51; Olympus, Tok-
yo, Japan), DCX-ir hiicrelerin beklendigi gibi subgrandiiler zonda (SGZ)
veya granuler tabaka icerisine yerlesmis sekilde bulunduklar gérdl-
dii (Resim 1). isaretlenmenin niikleus ve sitoplazmada pozitif oldugu
gozlendi.

Elektron mikroskopik degerlendirmelerde, DG'nin graniler tabaka-
sinda ve SGZ'de goriilen DCX (+) nodronlarin sitoplazma, akson ve
dendritlerinde DAB isaretlenmesi gorildi. (Resim 2). SGZ'deki DCX-ir
hicrelerin cogunlugunun yuvarlak ve dizgiin sekle sahip ¢ekirdek
icerdikleri goraldi.

TARTISMA

Calismamizda DCX proteininin, gdmme 6ncesi DAB isaretlemesi ile
gosterilebilmesi amaciyla mikrodalga kullanilarak spesifik bir metod
olusturuldu. Bu yontemle 70-80 um kalinligindaki vibratom kesitle-
ri, anti-DCX antikoru ile isaretlendi ve bu isaretleme DAB ile goriinir
hale getirildi. Kesitlerin bir bolimu lama yayilarak 1sik mikroskopik
olarak gorintilenirken, diger vibratom kesitlerine ise mikrodalga
kullanilarak elektron mikroskopik takip uygulandi. Bu yontemde mik-
rodalga kullanilarak, klasik gdmme 6ncesi isaretlemelere kiyasla hem
ince yapinin daha iyi korunmasi saglandi hem de islem siiresi oldukca
kisaltilmis oldu.

Galismamiz ile, DCX-ir hiicrelerin SGZ'de veya grandiler tabaka igin-
de yerlesim gosterdigi ve isaretlenmenin niikleus ve sitoplazmada
pozitif oldugu belirlenmistir. DCX isaretlenmesi goérilen bdélgelerin
onceki calismalar ile uyumluluk géstermesi, uyguladigimiz yéntemin
spesifikligini desteklemektedir (24, 25).

Yaptigimiz elektron mikroskopik incelemelerde, SGZ'deki DCX-ir hiic-
relerin blyuk ¢ogunlugunun yuvarlak ve diizgiin sekilli ¢ekirdege
sahip olduklari gézlendi. Bu bulgumuz 6nceki yillarda yapilan ¢alis-
malarla uyumluluk gostermektedir (26, 27).
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Resim 2. a, d. DCX proteini i¢in uygulanan gémme 6ncesi DAB
isaretlemesinin elektron mikroskopik seviyede goriintiilenmesi. Mavi
isaretli bolgeler: DAB ile isaretlenen DCX-ir profiller. Barlar: 500 nm. (a) x200
buyutme; (b) x5000 buyltme; (c) x8000 buyltme; (d) x12000 biyiitme

Norogenez siirecinin goriintilenmesi icin noral dncul hicreleri he-
defleyen yeni metodlarin gelistiriimesine ihtiya¢ vardir. Calismamiz-
da noral 6ncil hiicre belirteci olan DCX proteinini, C57BJ/6J farelerin
hipokampusunda, hem 15tk hem de elektron mikroskopik seviyede
gosterebilmek icin gémme 6ncesi mikrodalga yontemi olusturuldu.

Glnumuze kadar uygulanan yontemler, yeni olusan hangi néronun
mevcut dongliye katildigi konusunu agiklia kavusturmamaktadir.
Yeni olusan néronlarin nasil aktive oldugunun belirlenmesi icin yeni
noronal ag calismalari gerekmektedir (28).

ince-yapisal diizeyde immiin-isaretlemenin basarisi bircok faktére
baglidir. ince-yapinin antijeniteyi bozmadan korunmasi proteinin lo-
kalizasyonunu dogru olarak belirlemek icin 5nemlidir. Bu nedenle an-
tijenite ve iyi korunmus ince-yapi arasindaki denge 6nemlidir. Ancak,
her doku ve antijen icin gerekli en iyi deney kosullari farklilik géstere-
bileceginden, standart bir protokoliin olusturulmasi olduk¢a zordur.
Bununla birlikte, arastirmacilarin daha énce basari ile uyguladiklar
islemler, daha sonra yapilacak ¢alismalarda pozitif bir sonuca ulasma
ihtimalini artirmaktadir (20). Yaptigimiz ¢alismanin, klasik ydntemle-
re gore ¢ok daha kisa ve etkin bir teknik ortaya koyarak, nérogenez
strecini inceleyecek arastirmacilar igin yol g0sterici olacagini diislin-
mekteyiz.

SONUC

Elektron mikroskobu ve optogenik araglar kullanilarak yapilacak ile-
riki calismalar yeni dogan néronlarin sinaptik input ve outputlarini
ortaya koyabilmek icin gereklidir (29). Isik ve elektron mikroskopik
incelemelerin bir arada yapilabilmesi, isaretlenen proteinin hiicresel
ozelliklerini daha ayrintili anlama imkani sunmaktadir. Bizim calisma-
miz ile, ayni doku tizerinde 151k ve elektron mikroskopik diizeyde DCX
proteini ilk kez gosterilmis, literatlirdeki eksiklige katki saglayacak ¢a-
lismalar icin yontem olusturulmustur.
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