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1 OZET

FAREDE KALBE OZGU DUYU NORONLARININ KULTUR VE DOKUDA
MORFOLOJIK VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Duyusal veriler kalpten beyne arka kok gangliyon (AKG) ve nodoz gangliyon (NG)
vasitasi ile iletilir. Son yillarda, akciger, bagirsak, mide gibi organlara 6zgii duyu
noronlari tanimlanmis olmasina ragmen kalbe 6zgii duyu néronlar1 heniiz molekiiler
ve elektrofizyolojik diizeyde detayli incelenmemistir. Literatiirde kalp ile iliskili duyu
sinir govdelerinin NG ve AKG’de bulundugunu gosteren arastirmalar, histolojik
incelemeler ile smirh kalmigtir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda farelerin kalbine
retrograd bir boya olan Di-8-ANEPPQ verilerek kalbe 6zgii duyu néronlar isaretlendi.
AKG ve NG’ler isaretlenmeden bir hafta sonra doku ve hiicresel diizeyde incelendi.
[lk olarak kalbe &zgii ndronlar1 AKG ve NG’den ayristirilarak FACS ile saflagtirildi.
AKG’de kalbe 6zgii duyu ndronlarinin, heterojen néron popiilasyonuna gore gévde
alan1 ve akson kalinliginin anlamli olarak kiigiik oldugunu belirledik. Bu veri kalbe
0zgii noronlarin farkli bir subpopiilasyona ait olabilecegini ve kiiclik capli agn
ndronlarini igerdigini gostermektedir. NG ve AKG’de agr1 reseptdr gen ifade analizi
yapild1 ve onceki caligmada yaptigimiz transkriptom analizi ile uyumlu veriler elde
edildi. Kalbe 6zgii duyu noronlarindaki agri reseptor genleri IHC ile incelendiginde,
TRPV1’in doku boyutunda anlatimi oldugu ve isaretli hiicrelerle ortiistiigii goriiliirken,
P2RX2 ve SCNI10A anlatiminin daha az oldugu ve ortiismedigini tespit ettik. NG ve
omuriligin C8 ve T1-T5 seviyesinde konumlanan AKG’lerde doku boyutunda 3-
boyutlu haritalama sonucu Di-8-ANEPPQ ile isaretli hiicrelerin dokuda heterojen bir
dagilim gosterdigi ve toplam noéron populasyonunun NG’de yaklagik %5’ini,
AKG’lerde %1-3’linii olusturdugu belirlenmistir. Sonug olarak bu tez ¢alismasi ile
literatiirde ilk kez kalbe 6zgii NG ve AKG duyu ndronlarinin dokuda lokalizasyonu ve
orani tespit edilmistir. Elde ettigimiz bulgular, kalbe 6zgii duyu ndoronlarinin
tanimlanmasi ve kalp-sinir sistemi etkilesiminin sistemler seviyesinde anlagilmasina

katki saglama potansiyeline sahiptir.

Anahtar kelimeler: Kalbe Ozgii Duyu Noronu, Arka K6k Gangliyon, Nodoz Gangliyon, Di-
8-ANEPPQ, 3 boyutlu haritalama

*Bu arastirma TUBITAK 1001 Oncelikli Alanlar Ar-Ge Projeleri Destekleme Programi
tarafindan 115S381 nolu ve BAP 2018/19 proje kapsaminda desteklenmistir.



2 ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
MOUSE HEART-SENSORY NEURONS IN CULTURE AND TISSUE.

Sensory information from the heart is transferred to the brain via the dorsal root
ganglion (DRG) and nodose ganglion (NG). Although, internal organs, such as lung,
intestine, and stomach, have specific sensory neuron populations, heart-specific
sensory neurons (HSSN) have not been described in a molecular level, yet. In the
literature, sensory neuron axons innervating have been examined on the sensory nerve
nodes. However, these studies have been limited to histological analysis. In this thesis
study, a retrograde Di-8-ANEPPQ dye, was injected into the hearts of mice. One week
after the labelling, the DRG and NG were dissociated and the HSSN were isolated
using FACS to be examined in the cell culture. As a result of our morphological
analysis of DRG and NG cells, we have shown that both the neuron cell body area and
the axon diameter of the HSSN were significantly smaller than those of heterogeneous
neurons that are not purified in FACS. This novel data indicates that the HSSN may
belong to a different subpopulation and to functionally define, expression of nociceptor
genes were investigated, generating consitent results with previous transcriptome data.
The genes of pain receptors in the HSSN were identified by IHC. We found that
TPRV1 overlapped with labeled cells whereas the expression of P2RX2 and SCN10A
was less and did not overlap. It was found that the cells labelled with Di-8-ANEPPQ
demonstrated a heterogeneous distribution in the tissue after the 3-dimensional tissue
mapping of DRGs located at C8, T1, T3 and T5 levels of the spinal cord and NG. It
was also found that heart-specific sensory neurons constitute 5% of the total NG
neurons and %1-3 of total DRG neurons. As a result, the localization and ratio of the
heart-specific DRG and NG cells in the tissue were investigated for the first time in
this thesis. The outcomes of this thesis study provide the identification of the heart-
specific sensory neurons in tissue and the understanding of the interaction between

heart and sensory nervous system.

Keywords: Heart-Specific Sensory Neuron, Dorsal Root Ganglion, Nodose Ganglion,
Di-8-ANEPPQ, 3D mapping.
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3 GIRIS VE AMAC

Kalp hastaliklari, giiniimiizde klinikte yaygin olarak goriilen bir hastalik
grubudur. Son yillarda yapilan arastirmalarda Tiirkiye niifusunun %34’tinde Kkalp
hastaliklarina rastlama riski tespit edilmistir (1). Klinikte en sik rastlanan olgulardan
biri olan kalp krizi ise, kalbi besleyen damarlarin tikanmasi sonucu kalbe yeterli besin
ve oksijen iletilememesi ve buna bagl olarak dokuda nekroz olusmasi durumudur
(2,3). Kalp krizi hastalarda gogiiste baski, kolda ve gogiis bolgesinde agr1 veya mide
bulantis1 gibi birgok farkli semptom olarak kendini gosterebilmektedir (4). Gogiis
bolgesinde gelisen bu agri hissinin ya da diger duyusal verilerin kalpten beyne
aktarilmasinda kullanilan duyusal néron agi, lokalizasyonu ve molekiiler yolaklar

biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir.

Genel olarak duyusal veriler kalpten beyine, vagus sinirinin interferior
gangliyonu olan NG ve omurilikte bulanan AKG’ler araciligiyla iletilir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda duyu ndronlart ve organlar arasindaki iliski incelenmis ve
bagirsak, akciger, mide gibi organlara 6zgii duyu néronlari tanimlanmustir (5,6). Kalbe
0zgli duyu ndronlarini tanimlamaya yonelik yapilan az sayida histolojik calismada ise,
kalbe 6zgii néronlarin omuriligin servikal ve torakal segmentlerinde ve NG’de yogun
oldugu tespit edilmis fakat detayli molekiiler diizeyde ¢alismalar yapilmamistir (7).
AKG ve NG’de bulunan duyu néronlarinin kalpte olusan agri, basing ve gerilme
bilgilerini tastyabildigi diisiiniilmektedir (7). Bu hiicrelerin kalp ile olan molekiiler ve

hiicresel diizeyde etkilesimi hakkinda literatiirde bilgiye rastlanmamustir.

Bu tez calismasi kapsaminda temel amaclarimiz, ilk olarak AKG ve NG’de
bulunan kalbe 6zgii duyu néronlarinin in vivo isaretlemesi sonrasinda ayristirilarak
kiiltiirii ve molekiiler karakterizasyonu, daha sonra noron spesifik proteinlerle immiin
isaretlemesi yapilarak morfolojik ve kantitatif incelemesi ile gen ifade analizi; ikinci
amacimiz ise kalbe 6zgili duyu noronlarini doku kesitlerinde konum (mapping) ve
toplam hiicre grubuna oranin literatiirde ilk olarak belirlenmesidir. Bu amagla
calismada kalbe 6zgli duyu néronlarini isaretlemek igin retrograd bir boya olan Di-8-
ANEPPQ in vivo enjeksiyon ile fare kalbine verildi. Enjeksiyondan bir hafta sonra

farelerden alinan AKG ve NG dokularindan elde edilen hiicrelerden yesil floresan



isaretli kalbe 6zgii duyu noronlart FACS ile saflastirildi. FACS sonrasi analizlerde
genel NG ve AKG hiicre popiilasyonunun %2-4’niin Di-8-ANEPPQ isaretli duyu
noronlar1 oldugu tespit edildi. Saflastirilan hiicrelerden alinan floresan goriintiilerde,
Di-8-ANEPPQ boyali NG ve AKG sinir hiicrelerinin yesil floresan ile yiiksek

canlilikta oldugu goézlemlendi.

Kalbe 6zgli duyu néronlarinin gévde ¢aplarinin 100-300 pm aralifinda oldugu,
saflastirlmamis heterojen kontrol ndronlarin 100-1000 pm araliginda olan govde
caplarma gore daha kiiclik oldugu gozlemlendi. Kalbe 6zgili duyu néronlarinin néronal
karakterini, gdvde alani, akson dallanmasi ve akson kalinlig1 analizi yapmak amaciyla
hiicreler néron belirteci olan TUJ1 ile immiin boyandi. Kalbe 6zgii duyu AKG ndron
kiiltiirlerinde kontrole gore istatiksel anlamli olarak govde alanlart ve akson
kalinliginin daha kiigiik oldugu tespit edildi. Kalbe 6zgii duyu NG'ler ve kontrol NG
hiicreleri arasinda ise akson kalinlig1 ve dallanmalarinda anlamli bir fark goriilmedi.
Morfolojik analizler sonucu kalbe 0zgii duyu noronlarinin yogun olarak kiiciik
noronlar1 igermesi nedeniyle farkli bir alt popiilasyona sahip olabilecegi kanisina
varildi. Bu alt popiilasyonun yogun olarak literatiirde tanimlanan kii¢iik ¢apl agr

reseptorlerini igerdigi diisiiniildii.

Duyu néronlarinin morfolojik olarak siniflandirilmasi sonucu, kiiciik capli olan
noronlarin agri reseptorleri oldugu tanimlanmistir (8). Yaptigimiz analizler sonucunda
kalbe 6zgli duyu noronlarinda kiigiik ¢apli daha fazla hiicre oldugunu belirledik.
Tamamlanmis olan 1158381 nolu TUBITAK projemiz kapsaminda yapilan
transkriptom analizlerinde agr reseptorlerinde bulunan P2RX2 ve SCN10A genlerinin
ekspresyon ifade seviyelerine gore kalbe 6zgii duyu AKG ve NG hiicrelerinde anlamhi
olarak yiiksek ifade edildigi belirlenmisti. Tuba AKGUL CAGLAR’1n doktora tez
calismasinin transkriptom sonuglarini dogrulamak ve kalbe 6zgii duyu ndronlarim
tanimlamak amaciyla, agri reseptorlerinde bulunan P2RX2, SCNI0A, TRPVI,
TPRV2, CHRNAG6, TRKAT1, TRPA1 genlerinin ifadesi qRT-PCR ile incelendi. Sonug
olarak kalbe 6zgli duyu NG noronlarindaki SCN10A, TRPA1 ve TRPV2 gen
anlatiminda transkriptom ile uyumlu veriler elde edildi. Kalbe 6zgii duyu AKG

ndronlar1 ve heterojen néron drnekleri kullanilarak yapilan qRT-PCR sonuglarinda ise



kalbe 6zgii duyu AKG noéronlarinda P2RX2 transkriptoma uyumlu sekilde ifade

edildigi belirlenmistir.

Kalbe 6zgii duyu néronlarin1 doku boyutunda incelemek amaciyla, gen ifade
analizlerinden yola ¢ikarak belirlenen ve agri reseptorlerinde bulunan TRPV1I,
SCN10A, P2RX2 proteinlerini tespit etmeye yonelik yapilan immiin boyamalar
sonucu NG ve AKG dokusunda Di-8-ANEPPQ isaretli noronlarin tamami TRPV1
proteinini ifade ettigini gostermistir. P2RX2 ve SCN10A’nin Di-8-ANEPPQ isaretli

az sayida hiicrede anlatim1 oldugu belirlenmistir.

Literatiirde omurilikte bulunan dorsal boynuzun (horn) laminar bir
organizasyona sahip oldugu cesitli calismalarda detayli gosterilmistir (9). Termal
uyaranlar kullanilarak, dorsal boynuzda hangi lamina diizeyinin uyarildigini gosteren
yaymlar mevcuttur (10). Bu tez ¢alismasinda ise agriya cevap veren somalari iceren
AKG ve NG dokularinda omurilige benzer laminar organizasyonun olup olmadigini
degerlendirmek amaciyla Di-8-ANEPPQ isaretli NG ve C8, T1, T3, TS5 seviyelerindeki
AKG dokularinin analizleri sonucu kalbe 6zgii duyu néronlarinin NG ve AKG’lerde
heterojen bir dagilim gosterdigini belirledik. NG’lerde bulunan kalbe 6zgii duyu
ndronlarinin AKG’ye oranla istatiktiksel anlamli sekilde daha yogun oldugu tespit
edilmistir. Kalbe 6zgii duyu néronlarinin NG’deki hiicre popiilasyonunun yaklasik
5%’ini olusturdugu belirledik. AKG’ler arasinda C8 ve TI1-TS5 arasindaki hiicre
popiilasyonunda kalbe 6zgii duyu noronlarinin yaklasik %?2-3’liikk bir orana sahip

oldugu tespit ettik.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda kalbe 0zgii duyu noronlarini tanimlamada
kullanilabilecek aday genleri belirlemeye yonelik veriler elde edilmistir. Genel agr1
reseptorii olan TPRV1’in kalbe 6zgii duyu noronlarinin tamaminda ifade edildigi
gosterilmistir. Gen ifade analizlerinde kalbe 6zgii duyu ndronlarinda heterojen
kiltiirlere gore istatistiksel anlamlilik gdsteren ve biyobelirteg potansiyeli tasiyan,
SCNI0A ve P2RX2 gibi genlerin AKG ve NG’de IHC analizleri yapildi. Literatiirde
ilk kez kalbe 6zgii duyu ndronlarinin AKG ve NG dokularindaki konum ve yiizdesi

tespit edilmistir. Elde edilen veriler bilimsel toplantilarda poster ve sozlii olarak



sunulmustur. {leride yapilacak calismalarda, aday agri reseptdr genleri bulunarak
transgenik fare hatlar1 olusturulmasi, tretilecek bu hayvanlarda, kalp ile duyu sinir

iligskisi molekiiler ve fonksiyonel olarak incelenmesi miimkiindiir.



4 GENEL BILGILER
4.1 Kalp Gelisimi ve Fizyolojisi

Embriyo, gelisiminin ilk doéneminde besin ihtiyacini difiizyon yoluyla
karsilayabilmektedir. Ancak kisa zamanda hizli bir sekilde biiyiimesi nedeniyle
oksijen ve besin ihtiyaglarii karsilayacak, ayrica metabolik olarak atik iirtinleri
yapisindan uzaklastirabilecek yeni bir sisteme ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenlerden
dolay1 embriyoda gelisimini tamamlayan ilk sistem kardiyovaskiiler sistemdir. Kalbin
gelisimi, embriyonun 20. giiniinde baglamaktadir (11,12). Embriyoda, kalp ilk olarak
kardiyojenik bolgededen gelismeye bagslar. Kalbin gelistigi bu bolge, embriyonun
mezodermal kraniyal lateral bolgesine kardiyak progenitdrlerin yerlesmesi ile olusur
ve bu bolgeye primer kalp alani (first heart field) adi verilmistir. Kardiyak progenitor
hiicreleriyle birlikte bunlardan kdken aldig1 bilinen kardiyomiyosit hiicreleri, NKX2-
5 ve GATA4 transkripsiyon faktorlerini kalp gelisiminin erken dénemlerinde ifade
edebilmektedir. Kardiyojenik kordon yapilarini kardiyojenik bolge ile endodermden
salgilanan kimyasal faktorler olusturmaktadir. Endokardiyal kalp tiipleri olarak
adlandirilan liimenler, kardiyojenik kordon igerisinde gelismeye baslarlar (13) . Bu
tiipler birbirlerine yaklasarak ilkel kalp tiipiinii meydana getirirler. Ilkel kalp uzadik¢a
perikardiyuma katlanmay:1 gergeklestirmektedir. Bu katlanmayla beraber ana
damarlar1 ve odalar1 hizaya getirir ve S seklindeki yapinin olusmasi saglanir. Bu S
seklindeki bu yap1 insan embriyosunun 23-28. giinlerinde meydana gelir (14).
Miyokardiyum, kardiyomiyositlerin olusturdugu kardiyak jel ve epikardiyum, bu
epimiyokard tabakasi tarafindan olusturulur. Epikardiyum sinir hiicreleri ve kan
damarlarinca zengin bag dokudan meydana gelmis iken, miyokardiyum
kardiyomiyositlerce zengin kas dokusudur. Embriyonun 28. giiniinden itibaren kalpte
spontan kasilmalar olugsmaktadir. Aktin filamentlerin miyozin filamentlerinin
tizerinden kaymasiyla kardiyak kasilmalar gézlenmektedir. Kasilmada gorev alan
proteinleri kodlayan MHC (Myosin Heavy Chain) ve MLC (Myosin Light Chain)
genleri ile troponin-tropomiyozin kompleksinin kalp gelisimin bu asamasinda

karakteristik rol oynadig: bilinmektedir.

Fare kalp gelisimi insan gelisimine benzer fakat daha kisa siirede gergeklesir.

Fare kalbi, erken gastrulasyon sirasinda primitive ¢izginin mezodermal hiicrelerinden



olusmaktadir. Farede kalp gelisiminde, anterior mezodermde bulunan kalp progenitor
hiicreleri embriyonun 7,5. giiniinde primer kalp alani olusturur (15). Birincil kalp alanm
8. giinde orta hatta goc eder ve kalp tiiplinii olusturur. Birincil ve ikincil kalp
alanlarinin genislemesi ile atriya ve ventrikiiller olusur. Kalp tiipiiniin orta kismi, daha
sonra sol ve sag ventrikiiller olusturan kardiyak dongiiyii olusturmak i¢in biikiiliir 9.
giinde endokardiyal bolge ve kalbin ileride olusacak kapakgiklart olusur. Ventrikiiler
yluzey 10. giinde epikardiyal hiicreler tarafindan kapatilir. 15. gilinde, atriyal ve
ventrikiillerde septum ve kapakgik olusur (15). Sol venrikiil ve sol ve sag atriyal primer
kalp alani; sag ventrikiil, ¢ikis yolu ve sol ve sag atriyal sekonder kalp alani tarafindan

olusturulur. Embriyonun 14,5. giiniinde farede kalp gelisimi tamamlanir (Sekil 4.1.1).

Y -
Py o

Kardiyak Kresent Primatif kalp tpi Kalp tlipi Erigkin kalp
insan 15. giin 20.gin 30. giin 40. glin
Fare E7.5 E8 E10-12 E14-18

Sekil 4.1.1. Embriyoda kalp gelisim evrelerinin sematik gosterimi.

4.2  Kalp Anatomisi ve Fonksiyonu

Dolagim sistemi; kalp, kalbe bagli damarlar ve kandan olusur. Siirekli ve kapali
bir sistem oldugu i¢in de madde alig-verisi kilcal damarlarda gergeklesir (16). Kalp
icten disa dogru endokardiyum, miyokardiyum ve epikardiyum tabakalarindan
meydana gelir. Kalp kas1t miyokardiyum tabakasini olusturur. Miyokardiyum islev ve
yapt bakimindan ¢izgili kasa benzemekte ve fonksiyonel olarak otonom kontrole
baghdir. (11). Kalbin otonom kontroliinii atriyoventrikuler diigiim ve sinoatriyal
diiglim olarak adlandirilan iki bolim saglamaktadir (17). Kalbin kasilmasi normal
sartlarda diizenli bir sirayla ger¢eklesmektedir. Atriyum kasilmasini (sistol) ventrikiil
kasilmasi izler ve gevseme sirasinda dort boslugun tamami gevsemektedir. Kalbin

atimin1 saglayan sistem o6zellesmis kalp ileti sistemidir ve bu sistem araciligi ile



miyokardin tiim bdliimlerine yayilmaktadir. Ileti sistemini olusturan yapilar sinoatriyal
diigiim (SA), internodal atriyal yollar, atriyoventrikiiler diiglim (AV), His demeti ve
dallar ile Purkinje sisteminden meydana gelmistir (Sekil 4.2.1). SA diigiimde olan
uyarilar atriyum yollarin1 gegerek AV diigliime, bu diigiimden his demetine, his demeti

dallarindan da Purkinje sisteminden gegerek ventrikiil kaslarina yayilmaktadir (18).

Aorta

Stperiyor vena kava > i LR
7 I ")

Sinoatriyal digum
intermodal yollar
Atriyoventrikdiller

dugim
His demeti

Ventrikiil kasi

Sag dal demeti

Purkinje sistemi

Sol arka demet

Sekil 4.2.1. Kalbin yapis1 ve ileti sistemi (11).

4.3 Kalpte Elektriksel Aktivite ve Aksiyon Potansiyeli

Kardiyomiyositlerde olusan aksiyon potansiyeli ile kalbin kasilmasi
baslamaktadir (11). Kardiyak aksiyon potansiyeli bes fazdan olusur. Faz 0, 1, 2, 3 ve
4 olarak adlandirilir (Sekil 4.3.1). 0. fazda, duyarli Na* kanallar1 hizlica agilir, sodyum
hiicre i¢ine girer ve membran depolarizasyonu gergeklesir. Depolarizasyon sonu hiicre
ici ve dis1 arasinda potansiyel fark meydana gelir ve membran potansiyeli — 60
mV’dan, - 40 mV’a ¢ikar. 1. fazda Na* kanallari kapanir, CI™ hiicre igerisine girmeye
baslar ve kismi repolarizasyon gergeklesir. Daha sonra esik degerinin asilmasi ile
gecici potasyum kanallart agilarak K iyonlariin hiicre digarina ¢ikmasina neden olur.
K* ¢ikisi ile hiicre zar1 potansiyeli -15 mV olur.

K™ hiicre digina yavas olarak ¢ikarken; Na* ve Cl hiicre i¢ine yavasca girer. Plato fazi
aksiyon potansiyelin en uzun siiren bolimidiir. 2. fazda hiicre igerisine alinan

kalsiyum sarkoplazmik retikulumda bulunan kalsiyum kanallarinin agilmasina, bunun



sonucunda sarkoplazmik retikulumdaki kalsiyum iyonlarmin hiicre sitoplazmasina
gegcisini saglamaktadir. Na* ve Ca*? yavas giris kanallar1 kapanir ve K* i¢in hizli kanal
aktivasyonu devam eder. Bdylece repolarizasyonun son fazi olusur. Potansiyelin 3.
fazinda IKs ve IKr kanallar1 depolarizasyon ile acilir ve yaklasik -55mV zar
potansiyeliyle kanal kapanir. Faz 4’te aksiyon potansiyeli biterek dinlenme fazi1 baslar.
Na*/K* pompasi araciligi ile iyonlar duragan fazdaki hiicre i¢i konsantrasyonlarina
ulagir (19).

disan icerl), disan
ltor gecici disadogru Ixs ( yavas K dogrultucu)
leat (uzun Ca)

(disan)

e (yavas K dogrultucul
ke (zh K dogrultucu)

Iy liceri dogrultucu

(icerl)

Ix1 (igerl dogrultucu)
Sekil 4.3.1. Aksiyon potansiyeli grafigi.

4.4  Sinir Sistemi ve Gelisimi

Sinir sistemi embriyonun 21-28. giinleri arasinda ektodermin kalinlagmis
boliimii olan noral plaktan gelismektedir. Noral plaktan; krista noralis ve noral tiip
olusur. Noral tiiptin 6n kismina néroporus anterior, arka kismina néroporus posterior
olarak adlandirilmustir (20,21). i1k olarak néroporus anterior 25-26.giinde kapanmakta
ve daha sonra noral tiiptin kraniyal kismindan beyin ventrikiilleri ve merkezi kanallar
olusmaktadir. 4.¢ift somitin kaudalinde kalan noral tiip omurilik olarak gelismektedir
ve noral tiipiin duvarlarindaki noéroepitelyal hiicrelerden, noronlar ve makroglialar
olusmaktadir. Noral Kkristadan olusan yapilar; kraniyal ve spinal gangliyonlarin
noronlari, satellit ve schwann hiicreleri, sempatik ve parasempatik gangliyonlarin

postgangliyonik noronlar1 olarak siniflandirilmaktadir (20,21).
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Runt ile iligkili transkripsiyon faktorii (RUNX) ailesinin iiyeleri olan RUNX1
ve RUNX3'liin, duyu noronlarinin gelisimsel siirecinde 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. RUNX transkripsiyon faktorleri, gelisimsel siirecte farkli zamanlarda
hem transkripsiyonu inhibe hem de aktive ederek goérev yapmakta ayrica duyu
noronlarinin farkli alt tiplerini (Nosiseptdr, mekanoreseptor ve propriyoseptor)
molekiiler ve fonksiyonel olarak karakterize eden genlerin ifadelenmesini
saglamaktadir. Ayrica bu transkripsiyon faktorlerinin, aksonal biiyiime ve hiicre

oliim yolaklari ile iligskilendirilen ¢esitli ¢alismalarda bulunmaktadir (22).

Periferik sinir sisteminin gelismesinde; Sinir bliyiime faktorii (NGF), beyin
tiirevli norotrofik faktér (BDNF), norotrofin ailesi (NT3 ve NT4), nérotrofin
reseptorii p75 (p75NTR), yiiksek afiniteli Trk reseptor kinazlar (Trk A, B ve C)
gibi cesitli genler ve biiyiime faktorleri rol oynamaktadir (23). NGF, TrkA
reseptOriiniin  substrati olarak, reseptorii aktive eder ve sempatik sinirlerin
biliylimesini, hayatta kalmasini ve korunmasini destekler. NGF gibi NT3’de
dogumdan once duyusal ve sempatik sinir sisremi elemanlarmin gelisimi ve
korunmasinda ve dogumdan sonra sempatik innervasyonda rol oynamaktadir (24).
Helix-loop-helix (HLH) genleri, noral hiicre kaderinin ve sinirsel hiicre olusumunun
erken belirlenmesinde 6nemlidir. Mash1, tiim sempatik ve parasempatik néronlarin
gelisimi i¢in gereklidir ve noral krest hiicrelerinde ifade edilir. Memelilerde sinir
sisteminin merkezi ve periferik bolimlerinin olusumu i¢in, HLH, Mashl ve
Neurogenin-1 (Ngr-1) genleri ifade edilir ve otonom ve duyusal noronlarin
gelisimini destekler (25,26).

4.5 Sinir Hiicresi ve Cesitleri

Sinir sistemini néron adi verilen sinir hiicreleri ile glia adi verilen destek
hiicreleri olusturmaktadir.  Noronlar, duyularin algilanmasi, motor ve duyusal
cevaplarin olusturulmasi, 6grenme ve hafiza gibi fonksiyonlarin yerine getirilmesini
saglayan hiicrelerdir. Morfolojik olarak hiicre govdesi (soma), akson, dendrit ve
sinaptik terminallerden olusmaktadir (27).

Sinir hiicresinin somasi, ¢ekirdek ve sitoplazmadan olusmakta ve bu somanin

dendrit ve akson olarak adlandirilan uzantilart bulunmaktadir. Hiicre govdesinden
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dallanan dendritlerin gdrevi diger sinir hiicreleriyle baglanti kurup bu hiicrelerden
gelen uyarilarin hiicre govdesine iletilmesini saglamaktir. Diger bir uzanti olan
aksonlarin gorevi ise hiicre govdesinden gelen uyarilarin organlara ve diger sinir
hiicrelerine iletmektir (27). Noronlar uzantilarinin sayisina gére unipolar, bipolar ve
multipolar olarak siniflandirilir (Sekil 4.5.1). Aksonlar genellikle dentritlerden uzun
olup, kendi uzunluklar1 boyunca, akson terminalleri ad1 verilen birgok damar benzeri
dal yapis1 olusturur. Bu dallarin her birinin ucunda sinaptik terminal ad1 verilen, diger
noronlarin govdeleri veya dendritleri ile baglanti kurabilen yapilar bulunur. Baglanti
kurduklar1 noktalara ise sinaps adi verilir. Sinir hiicrelerinin membrani kimyasal,
mekanik ve elektriksel uyaricilara karst duyarlidir. Bu tiir uyaricilar sonucunda
ndronun transmembran potansiyelinde degisiklikler aksiyon potansiyeli olarak akson
boyunca ilerlemektedir. Sinir sisteminde noronlarin disinda ayrica glia adi verilen
yardimel hiicreler bulunur. Glia hiicreleri temel olarak noéronlari desteklemekte,
beslemesini saglamakta ve koruyucu kilif olusturabilmekte, ortamdaki iyon

konsantrasyonunu ayarlayarak néronlarin ¢alismasini diizenleyebilmektedir.
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Sekil 4.5.1. Noronlarin uzantilarina gore siiflandirilmasi

Unipolar néronlar, bir uzantiya sahip olup, otonom sinir sistemindeki
gangliyonlarda bulunmaktadir ve bu néronlarin bu néronlarin hiicre gévdesinden ¢ikan
dendritleri yoktur. Bipolar noéronlarin periferik ve merkezi olmak tizere iki uzantisi
vardir. Bu uzantilardan periferik olani néronun dendritidir, periferden hiicre gévdesine

impuls tasir; merkezi olani ise néronun aksonudur ve gelen impulslart MSS (merkezi
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sinir sistemi)’ne tasir. Bipolar ndronlarin ¢ogu duyu néronlarinda bulunmaktadir.
Pseudo-unipolar néronlar, bipolar néronlarin 6zel bir tipi olarak tanimlanan ve duyu
noronlarinda yogun olarak bulunan néronlardir. Pseudo-unipolar néronlarin periferik
uzantilart ¢esitli reseptdrlerden dokunma, basing, agri ve 1s1 gibi duyulart hiicre
govdesine tasirken, merkezi uzantilart ise gelen impulslari omurilige iletir (27).
Multipolar néronlarin bir aksonu ve hiicre govdesinden ¢ikan ¢ok sayida dendriti

vardir. MSS’deki néronlarin biiyiik gogunlugu multipolar néronlardir.

Noronlar fonksiyonel olarak motor, duyu ve interndronlar olarak
siiflandiriimaktadir (Sekil 4.6.1). Duyu noronlari, ¢esitli reseptorlerden aldiklar:
cevaplart merkezi sinir sistemine, motor néronlar ise merkezi sinir sisteminden gelen
cevaplar1 kaslara ve salgi bezlerine iletirler. Duyu ve motor néronlarin disinda kalan
tiim noéronlar internéronlar olarak smiflandirilir. Interndronlar, MSS’deki néronlarin
¢ogunlugunu olusturur (20,27).

DUYU ARA MOTOR

/Dendrit Dendrit

—Reseptor
Huicre

Huicre govdesi

— Miyelin
kilif

Akson— Akson— Hiicre gévdesi

—Miyelin
Aksom/ kilf
Ranvier/
Hiicre gdvdesi Nodu
Pre-sinaptik
terminal

Sekil 4.5.2. Fonksiyonlaria gdre noronlarin siniflandirilmast.

Motor Noronlar, MSS’den gelen uyarilar sonucu, organlarin ve sistemlerin
calismasini aktive veya inhibe ederek diizenler. Motor néronlar, somatik néronlar ve
visseral motor néronlar olmak tizere ikiye ayrilir (7). Somatik motor néronlari, iskelet
kaslarini inerve eder. Visseral motor noronlar ise organlar ve damarlar gibi istek
disinda ¢alisan yapilarin aktivitelerini diizenleyen néronlardir. Bu néronlar sempatik
veya parasempatik olmalarina gore cesitli visseral fonksiyonlar1 aktive veya inhibe

eder.
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Internéronlar, MSS’deki néronlarm cogunlugunu olusturmaktadir. Bu
noronlarin gérevi genel olarak aldiklar1 impulslar1 merkezi sinir sistemi igerisinde bir
norondan digerine tagimaktir. Bu nedenle internéronlarin uzantilar1 merkezi sinir
sisteminin disina ¢tkmamaktadir. Interndronlar, motor ve duyu néronlari arasinda yer
alir. Duyu noronlarindan gelen sinyaller bagli olarak motor cevabin yonetiminde

uyarici veya inhibe edici roller oynayabilir (28).

Duyu Néronlar, viicuttaki duyusal sinyali alarak merkezi sinir sistemine
iletmektedirler. Duyu ndoronlari, tatma, koklama, duyma, gérme gibi iggiidiisel
becerilerimizi katki saglayan dnemli yapilardir (29). Bu néronlar giinliik hayatimizda
ve tehlike aninda viicudumuzun uyarilmasini saglayarak, viicudumuzdaki diger
mekanizmalarin devreye girmesini saglarlar. Duyu noronlar1 fonksiyonel olarak
somatik duyu ndronlari, 6zel duyu noronlar1 ve viseral duyu noronlari olmak iizere {ig
grupta incelenebilir (27). Somatik duyu néronlari; agri, 1s1, dokunma ve basing gibi
duyular1 algilayan noronlardir. Ozel duyu néronlari; gorme, koku alma, isitme ve tat
alma gibi 6zel duyular1 algilar. Bu tiir duyularin algilanmasini saglayan reseptorler
Ozellesmis organlarda bulunur. Viseral duyu néronlari; organlardan, salgi
bezlerinden ve damarlardan gelen duyulari algilayan néronlardir. Viseral duyular,
interoseptorler adi verilen reseptor tarafindan alinir. Bu tiir reseptorler organlarin

damarlarin duvarinda bulunur.

4.6 Merkezi ve Periferik Sinir Sistemi

Sinir sistemi, fonksiyonlar1 nedeniyle viicudumuzda bulunan en karmagsik
sistemlerinden biridir. Merkezi ve periferik olmak iizere iki temel boliimden
olusmaktadir. MSS, beyin ve omurilikten olusmaktadir. Beyin, merkezi sinir
sisteminin en biiylik kismidir, sag ve sol hemisfer olmak {iizere iki yarimkiireden
olusmaktadir. Sag hemisfer viicudun sol tarafindan gelen duyular1 algilar ve
viicudumuzun sol tarafindaki hareketleri kontrol ederken, sol hemisfer de tam tersi
olarak viicudumuzun sag tarafindan gelen duyular1 algilar ve viicudumuzun sag
tarafindaki hareketlerini kontrol etmektedir (30).

Merkezi sinir sisteminin bir diger elemam olan omurilik ise, omurilik sogam ile

ikinci bel omuru arasinda bulunan, omurlarin st iiste gelerek olusturdugu kanal
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bi¢iminde bir yapidir. Omurilikten 31 ¢ift spinal sinir ¢ikar ve bir spinal sinirin ¢ikis
yerine uyan omurilik kismina segment adi verilmektedir. Servikal, torakal, lumbar,
sakral ve koksigeal olmak tizere bes bolgeye ayrilmaktadir (Sekil 4.6.1). Servikalde 8,
torakalde 12, lumbarda 5, sakralda 5 ve koksigeal bolgede 1 segment bulunmaktadir
(7,21). Omuriligin gévde ve ekstremite kaslarini kontrol eden merkez olmasi ve bu
merkezler ile serebral korteks arasinda baglantiy1 saglayan yol olmasi gibi cesitli

fonksiyonlar1 bulunur. Omurilikte arka kok duysal, 6n kok motor fonksiyonlarla ilgili

bilgileri alma ve iletmekle iliskilendirilir (30,31).
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Sekil 4.6.1. Insanin omurilik anatomisi

Periferik sinir sisteminin gorevi ise, viicuda gelen her tiirlii bilgiyi duyusal
noronlar yardimiyla algilamak ve bunlar1 periferik ve merkezi sinir sistemine
tagimaktir. Periferik sinir sistemi 12 ¢ift kranyal sinir, 31 ¢ift Spinal sinir ve bunlarin
gangliyonlarindan olugmaktadir. Bu sistemdeki bir sinir duyusal (afferent) veya motor
(efferent) noronlarin aksonu olan lifler igermektedir. Duyusal néronlar reseptorlerden

MSS’ye, motor noronlar ise MSS’den kaslara veya bezlere uyar1 tasimaktadir (32).
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4.7 Somatik ve Otonom Sinir Sistemi

Somatik sinir sistemi, MSS’ye duyusal bilgi gonderen periferik sinirler ile
iskelet kaslarini uyaran motor sinirlerden olusmaktadir. Duyusal sinirler, kas, eklem,
tendon ve duyu organlarindan gelen uyarilari algilamakta, motor sinirler de bu
uyarilar degerlendirmektedir (33).

Otonom sinir sistemi ise sempatik ve parasempatik olmak iizere fonksiyonel
acidan birbiriyle ters ¢alisan iki boliimden olusmaktadir. Sempatik ve parasempatik
sistemde presinaptik néronlarin anatomik yerlesimleri birbirlerinden farklidir (21,34).
Sempatik ve parasempatik sistemin organlar iizerindeki etkileri terstir. Ornegin
sempatik sistem kalp hizim1 artirir, solunum sayisini artirtr, sindirim sisteminin
calismasini  yavaglatir, periferik damarlarda daralma yapabilmektedir (35).
Parasempatik sistem ise kalp hizim1 ve solunum sayisini azaltir, sindirim sisteminin
calismasini hizlandirr, periferik damarlarda genisleme yapabilmektedir (36). Etkileri
birbirinin tersi olan bu iki sistem birbirini tamamlayacak sekilde ve bir denge i¢inde

calisarak viicudun i¢ ve dis ortamdaki degisikliklere uyumunu saglamaktadir.

4.8 Kalp ve Sinir Sistemi Iliskisi

Kalp, sempatik ve parasempatik sistemlerden ve duyu néronlarindan veri (input)
alarak kalp ritmini ve kasilmay1 diizenler (37). Kalbe sempatik inervasyonu, sag ve sol
stellit gangliyonundan kdken almaktadir (Sekil 4.8.1). Kalp parasempatik aktivitesine
medulladan ¢ikan vagus siniri aracilik eder. Gelismis sempatik stimiilasyon,
sinoatriyal diiglimiin gevsemesini arttirir ve atriyoventrikiiler diigiim iletimini
uyararak, kalp atim hiz1 ve kasilma oraninda artisa neden olmaktadir. Parasempatik
sistemlerin etkileri esas olarak muskarinik ve preganglionik nikotinik reseptorlerin
asetilkolin aktivasyonu ile aracilik eder ve kalp atim hizi ve kasilma azalir (38).
Sempatik ve parasempatik inervasyonun kalp igindeki dagilimi degiskenlik
gostermektedir. Sempatik inervasyon, atriumlardan ventrikiillere dogru azalarak
ilerleyen bir gradyan dagilim gostermektedir. Parasempatik noronlara inervasyonu SA
ve AV nodlarda daha yogunken, kalpteki dagilimi sempattik noronlara gére daha
heterojendir (39). Kardiyak gangliyon ve interndronlar sempatik, parasempatik
sistemler ve miyokard duyusal néronlarindan gelen bilgileri isler ve diger kalp

gangliyonlarina sinyalleri iletmektedir._Norepinefrin ve izoproterenol, sempatik sinir
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sistemini, asetilkolin parasempatik sinir sistemine etki ederek aksiyon potensiyel

frekansini aktive veya inhibe edebilmektedir (40,41).
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Sekil 4.8.1. Kalp sinir sisteminin anatomisi ve dagilimi. Kardiyak sempatik ganglionlar
servikal ve torakal gangliyonlardan olusur. Parasempatik innervasyon vagus siniri ile iliskilidir

(38).

AKG ve NG’de kardiyak sinir sisteminin olugmasini saglayan kardiyak
afferent néronlarini igermektedir (42,43). Bu ndronlar dorsal atriya ve ventrikiillerin
cikis yollarina dagilmakta ve bu noéronlarin distal duyusal ndritleri (uzanti), kalbin
kimyasal ve mekanik ortamimi siirekli olarak iletmektedir. Bu bilgi medulla ve
omurilikteki ikinci néronlara, bu afferent noronlarin merkezi néritlerinden salinan
kimyasal aracilar vasitasiyla aktarilir. Bu noronlardan duyusal girdilerin kalbe olan
efferent noronal ¢ikigin kontroliinde 6nemli bir roli vardir. Literatiirde, sempatik ve

parasempatik sistemlerin kalbin isleyisi lizerindeki etkilerini gosteren caligmalar

bulunmaktadir (7,43).
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4.9 Duyu Néronlar1 ve Organ Iliskisi

Duyu ndronlar ile organlar arasindaki baglanti son yillarda arastirmacilarin
dikkatini ¢eken bir konu olmustur. Yapilan arastirmalarda bagirsak, akciger, mide gibi
cesitli organlara 6zgli duyu ndéronlarinin karakterizasyonu yapilmistir.

Akciger ile beyin arasindaki 6nemli bir uyar1 sistemi olan vagus siniri ile ilgili
son zamanlarda bir¢ok calisma bulunmaktadir. Literatiirde yapilan bir c¢alismada
solunum iizerinde giiclii ve zit etkilere yol acabilen iki fare vagus sinir aferenti; P2RY1
(Purinerjik Reseptor Y Tip 2) ve NPY2R (Noropeptit Reseptor Y Tip 2) tanimlanmis
ve bu genleri iceren ndronlarin akcigerleri yogun olarak inerve ettigini gdsterilmistir.
P2RY1 purinerjik reseptorii bulunan NG hiicrelerinin akcigere 6zgii oldugu tespit
edilmistir. Farelerde P2RY1-Chr2 iiretimi olan NG hiicrelerinin in vivo olarak
uyarilmast sonucu solunumun durdugu kalp, mide veya bagirsakta herhangi bir
degisikligin olmadig1 gozlemlenmistir (44). Yapilan galismalar, hava yolundaki
duyusal sinirlerin, astimin patogenezinde Onemli bir rol oynadigini ortaya
koymaktadir. Daha once tanimlanmis bir kasinti reseptorii olan MrgprC11, deriyi
innerve eden ve nonhistaminerjik kasintiya aracilik eden duyu ndoronlarinda
tiretilmektedir. G-protein kapili bir reseptor olan Mrgprs11 reseptoriine sahip nodoz
hiicrelerinin brons hacmini degistirdigini optogenetik yontemleri kullanilarak tespit
edilmistir (45). Akcigere 6zgii duyu noronlarini incelemek amaciyla Piezo2 knock-out
transgenik hayvanlarda solunumu durdugu, Piezo2’nin optogenetik kontrolii ile
farelerde solunumun gegici olarak durdurdugu gosterilmistir. Bu calisma bir
mekanoreseptor olan Piezo2 nin akciger genislemesi ile ilgili duyusal veriyi tasimakla

sorumlu oldugu bulunmustur (46).

Vagus siniri, sindirim, kardiyovaskiiler ve solunum sistemleri ile iligskilendirilen
en Onemli viicut-beyin baglantisidir. Vagal duyu noéronlan ile gastrointestinal
sistemde, bagirsak hormonlarinin kontrolii ve organ geniglemesi tespit edilmistir. Bu
noronlarin  molekiiler c¢esitliligini ve gastrointestinal sistemdeki uyarilar1 nasil
algiladigimi arastiran c¢alismalarda kas ve sinir hiicreleri kullanilarak kokltiiri
yapilmis ve ChR2 iireten transgenik fare hatlar1 kullanarak duyu sinir hiicre alt
tiplerinin bagirsaga 6zgli oldugu ve bu hiicrelerin uyarilmast sonucu organda

fonksiyonel degisimler oldugu tespit edilmistir (5). GPR35 veya GLPIR adh
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reseptore sahip NG hiicrelerinde ChR2 fireten farelerde, GPR35 reseptoriine sahip
noronlarin 1s1k ile uyarilmasi sonucunda bagirsakta kimyasal bir uyaranin oldugu
tespit edilmistir. Bununla beraber GLP1R’nin uyarilmasi ile bagirsakta mekanik
degisimler gozlemlenmistir. Yapilan calismalarla bagirsaktan ve gastrointestinal

fizyolojinin noral kontroliinii anlamaya yonelik molekiiler bir ¢cergeve saglamistir (5).

Yemek sirasinda mide, yutulan yiyecek ve igeceklere uyum saglamak igin
genislemektedir. Duyu néronlart mide hacminin artisinda gérev almakta ve sindirimi
destekleyen sinyalleri uyarabilmektedir. Mide hacmindeki kiigiik artislar, tokluk
hissini olustururken, mide hacmindeki biiyiik artislar, bulanti ve agrinin farkli hislerini
olusturmaktadir. Mide, vagal ve AKG noéronlarindan yogun innervasyon alir. AKG
noronlar1 mide gerilmesini tespit edilebilmekte ancak algi ve davranistaki rolleri kisith
kalmigtir. Yapilan galigmalarda, GLPIR iceren vagal aferent alt tiplerinin mide

gerilmesine cevap verdigini tespit etmislerdir (47).

4.10 Kalbe Ozgii Duyu Néronlari

Kalbe 06zgii noronlarinin yogun olarak AKG ve NG’de konumlandig
bilinmektedir. Literatiirde yapilan bir ¢alismada, servival bolgede C5-C8 arasi, torokal
bolgede T1-T4 arasindaki AKG’larin yogun olarak kalbe innervasyonu belirlenmis ve
bu seviyede bulunan néronlarin kalbe ait duyusal bilgiyi MSS’ne ilettikleri tespit
edilmisir (48). Ayrica literatiirdeki ¢alismalarda, kalbe 6zgii duyu noéronlari in vivo
olarak isaretlenmis ancak morfolojik diizeyde tam olarak karakterizasyonu
yapilmamaistir ve bununla beraber kalbe 6zgili duyu ndéronlarini diger nron tiplerinden
ayiran Ozellikler tam olarak ortaya konulmamistir (49). Kalbe 6zgii duyu néronlart,
CGRP (kalsitonin genine bagli peptid), noropeptid Y gibi noropeptitler ve
vaskiilarizasyonu diizenleyen ve kalbe kronotropik (hizi degistiren) ve inotropik
(kasilma giictinii artiran) etkileri olan P maddesini serbest birakmaktadir. Act biberin
yapisinda bulunan Kapsaisin adli madde, duyusal sinirler tarafindan iiretilen temel agri
algilama reseptorlerinden biri olan TRPV1’i aktive etmektedir. Kapsaisin yiiksek
dozlarda uygulandiginda duyusal sinirlerin bir alt kiimesinin dejenerasyonuna neden
oldugu ve boylece kalici olarak inhibe edildigi gosterilmistir (50). Liu ve ark. 2008’de

AKG ve kardiyomiyosit hiicrelerini kokiiltiire ederek aralarindaki morfolojik iliskiyi
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gostermek icin yaptiklari ¢alismada primer duyusal sinir uglar1 ve kardiyomiyositler
arasindaki  morfolojik  iliski  kurdugu ve noromiiskiiler  kokiiltiirlerde
kardiyomiyositlerin neden oldugu duyusal ndropeptid sentezini sagladigini tespit
etmiglerdir. Kardiyomiyositlerin neden oldugu SP ve CGRP'nin iiretimi ve salinimu,
kismen kardiyomiyositlerin fonksiyonel peptiderjik kontrolii ile iliskili olabilecegini
ve duyusal ndropeptid sentezinin ve hedef kardiyomiyositlerin neden oldugu salinimin
onemi hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini vurgulamiglardir (51).
Chen ve ark. 1999 yilinda Pekin 6rdeklerine kalbin ¢esitli bolgelerine hidrojen
peroksit enjeksiyonu yaparak kalbe ile iliskili olan néronlari isaretlemis ve daha sonra
bu noronlar1 smiflandirmayr amaglamislardir. Kalbi inerve eden sempatik ndronlar
ozellikle T1-T3 ve C15 segmentinde lokalize oldugunu tespit etmisler. Kardiyak duyu
noronlarinin C15 ile T2 arasinda, vagus sinirinden kokenlenen nodoz ve jugular
gangliyonlarinda bulundugunu goézlemlemisglerdir. Boyanan néronlarin  Pekin
ordeklerinde kalp ve kontrol dolagiminin iletisiminden sorumlu oldugunu
distinmiislerdir (7). 1984 yilinda Lee ve ark. yaptiklar1 arastirmada kedilerde kalbe
dallanan sinirlerin aksonlari ile viseral aferent néronlarin segmental dagilimini
incelemiglerdir. HRP ile isaretlenen hiicrelerin hayvanlar arasinda genis bir varyasyon
gosterdigi C7 den T7 segmentine kadar isaretli duyu ndronlarinin bulundugunu
belirlemislerdir (52). Hoover ve ark. yaptiklar1 ¢alisma ile ventrikiiler afferent
noronlarin somalart HRP ile retrograd boyama yapilarak tanimlanmis ve bu
noronlarinin boyutunu belirlenmistir.  Ayrica nodoz gangliyon ve AKG'lerin,
ventrikiiler afferent noronlar1 arasindaki temel fiziksel ve norokimyasal farkliliklar
oldugunu belirleyerek, bu noéronlarin polimodal o6zellie sahip oldugunu

gostermislerdir (53).

4.11 Arka Kok Gangliyon

Omuriligin segmentleri arasinda bulunan, Arka Kok Gangliyonlar (AKG),
dorsal noral tiipten go¢ eden noral krest hiicrelerinden kdken almistir (21) . Duyu
noronlar1 olan AKG’ler, servikal, torakal, lumbar ve sakral spinal sinirlerin dorsal
kokleri boyunca spinal kordun girisine yakin konumlanmistir (54). AKG’ler
psodounipolar noronlar olup tek bir noron hiicre govdesi ve iki dali bulunur. Bir

aksonal dal; dokuya duyusal inervasyon saglamak i¢in ¢evreye uzanirken, diger daha
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kisa dal merkezi sinir sistemi néronu ile sinapsa gitmektedir. Ayrica, memeliler i¢in
bir uyar1 sistemi olarak gorev yapan c¢esitli kimyasal, mekanik ve termal uyaranlar
tespit edebilen ve bunlara cevap verebilen oldukga gelismis néronlardir (55). Bu duyu
noronlar1 i¢ organlardan, deriden ve kemiklerden gelen ¢esitli duyusal verileri beyine
iletmekle gorevlidir. AKG noronlart iletimlerinden sorumlu olduklari duyusal verilere
gore siiflandiriimaktadir (56): Diisiik esikli mekanoreseptorler; dokunma ve basinci,
noniseptorler; agriy1, Pruriseptorler; kasintiy1, proprioseptorler; uzaysal konumuzu ve
sicaklik reseptorleri; sicak veya soguga neden olan uyaranlari iletmek ile sorumludur
(Sekil 4.11.1).

Arka Kok Gangliyon

Pruriseptor Dorsal Horn

Noniseptor

Mekanareseptér

Duyu
Néronlari

Proprioseptor

Termal Reseptor

Sekil 4.11.1 Fareye ait omuriligin sematik gdsterimi.

AKG’ler, anatomik olarak birbirinden ayrilmaktadir. Omuriligin dorsal
hornunda bulunan laminar organizasyona gore her AKG duyu néron tipi kendi duyusal
yolaklarini olusturmaktadir (Sekil 4.11.1). Iletmek ile sorumlu olduklar1 duyu verisini
alan AKG noronlari, gorevlerine gore omurilikteki bulunan bes laminadan birine
giderek sinyali beyine ulastirir. Farede toplamda 30-31 ¢ift olarak 8 servikatorakal, 13
torakalumbar, 5 lumbar, 4 sakral ve 1 koksigeal AKG den olusmaktadir (Sekil 4.9.1).
AKG noronlarinin biiyliime ve gelismesini saglayan norotrphik faktorler; Sinir biiytime
faktorii (NGF), beyinden kokenlenen norotrofik faktor (BDNF), Norotrofin 3 (NT3)
ve NT4’dir (23).
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4.12 Nodoz Gangliyon

Vagus siniri 10. kranial sinir olarak da adlandirilan, motor ve duyusal lifler
igeren, beyin sapindan kolonun belirli bir bolgesine kadar uzanan, viicutta en genis
dagilima sahip olan en Onemli parasempatik sinirdir. Latincede vagus dolasmak
anlamima gelmektedir. Vagus siniri en uzun kranial sinir oldugu ig¢in bu isimle
0zdeslesmistir. Tim parasempatik liflerin yaklasik %75°1 vagus siniri iginde
seyrederek gogiis ve karin bosluguna dagilir. Vagus sinirinin duyusal islevleri
acisindan iki boliime ayrilir; somatik aferentler, cilt ve kaslarda hissedilen duyulardir;
viseral aferentler, viicidumuzda organlardan hissedilen duyulardir. Ayrica vagus
sinirinin; kalpte uyarisi frekansi ve ileti hizin1 yavaslatabilme, koroner damarlarda
vazokonstriksiyon yapabilme, mide bezlerinde salgiy1 arttirma, mide ve bagirsaktaki
peristaltik hareketleri arttirma gibi ¢esitli fonksiyonlari bulunmaktadir (5,57).

NG, vagus sinirin inferior gangliyonu olarak tanimlanmistir (58). NG, vagus
sinirinin hiicre govdesi olmakla beraber orta beyinde ektoderm yapidaki epibrankial
plasedolardan koken almustir (45). Epibrankial plasedolar, Sox3 ifade etmeye
basladiginda epibrankial plasedolar, ¢evreden gelen sinyaller ile plasedo-6zgii genleri
ifade ederek nodoz gangliyon hiicrelerini olustururlar (58). NG, beyinden ¢iktiktan
sonra dil, yutak, girtlak, yemek borusu, kalp, akciger gibi torasik (gogiis ile ilgili)
organlar ve mide, karaciger, bagirsak gibi abdominal organlara dallanmaktadir
(45,59). Beyinden kokenlenen lifler parasempatik etki gostermektedir ve genel olarak
sindirim sistemini hizlandirirken diger sistemleri yavaslatmaktadir. Ayrica ig
organlardan gelen duyusal veriyi beyine iletmekle sorumlu olan vagus siniri,
parasempatik noron fiberlerini, viicuttaki bazi kemoreseptér ve baroreseptdrlerin
algiladiklar1 bilgileri beynin belirli bolgelerine tasimaktadir. Bu ndronlar, ¢esitli

endojen ve eksojen uyaranlarin gegisi i¢in kritik 6neme sahiptir (58,60).
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413 Agn

Agri, viicudumuzda tehlikelere karsi olusan bir uyart mekanizmasidir.
Viicudumuzda gelisen herhangi bir doku hasarinda ortaya ¢ikabilmektedir ve kisi bu
uyarini ortadan kaldirmak igin bir tepki olusturmaktadir. Olusan bu tepki sayesinde
viicut kendi savunma mekanizmasini harekete gegirmektedir ve bu nedenle agri
koruyucu bir mekanizmaya sahiptir (11,61).

4.13.1 Agri Reseptorleri

Deride ve diger dokularda bulunan agri reseptorleri serbest sinir uglarindan
olusmaktadir. Bu reseptorler, derinin yiizeysel tabakalarinda ve bazi i¢ dokularda
yaygin olarak bulunmaktadir. Agrimin ortaya ¢ikmasinda ¢esitli uyaranlar
bulunmaktadir. Bu uyaranlar mekanik, termal ve kimyasal olarak
siiflandirilabilmektedir. Kimyasal agri olusturan bradikinin, seratonin, asitler,
asetilkolin gibi kimyasallar doku zedelenmelerinden sonra ortaya ¢ikan yavas, siddetli
agrinin uyartlmasinda 6nemlidir (11).

Agr reseptorleri, viicutta bulunan diger duyu reseptorlerine gore, daha az
adapte olurlar. Olusan birtakim yavas agrilarda agri liflerinin uyarilmasi, uyaran
devam ettigi slirece giderek artabilmektedir. Agri reseptorlerindeki bu duyarlilik
artisina hiperalijezi denir (62). Agr1 reseptorlerinin adaptasyonun zayif olmasi, agriya
neden olan hasar verici uyar1 devam ettigi siirece kisinin bunun farkinda olmasini

saglamak agisindan 6nemlidir (62,63).
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4.13.2 Kalp ve Agr1

Giinliik yasamimizda, kalp ve gogiis bolgesinde yasanan agrilari ilk olarak kalp
krizi ile iligskilendirilmekte fakat bu agrilar farkli nedenlerle ortaya ¢ikabilmektedir.
Literatiirde yapilan arastirmalara gore, gogiis agris1 yasayanlarin yaklasik %25'inde
agrilarin kalpten bagimsiz olarak olustugu belirlenmistir (64). Kaburga incinmeleri,
goglis bolgesinde bulunan sinir sikismalari, akciger hastaliklar1 ve kas problemleri
kalp bolgesinde olusan agrinin kalbe bagli olmayan diger nedenleri arasindadir. Bu
saglik kosullarindan bazilar1 hayati O6nemde olabilir, bazilari ise basit tedavi
yontemleriyle kisa siirede iyilesebilir.

Miyokard infarktiisii (MI), kalp kas1 olan miyokardin iskemik nekrozuyla
olusmaktadir. Temel olarak kalbi besleyen damarlarin kan akimindaki degisiklikler
nedeniyle ani azalmasina veya kesilmesine bagli olarak gelisen ve o damarin besledigi
kalp kasinda hiicre 6liimii ile sonug¢lanan bir kalp olgusudur (65). MI sirasinda en sik
rastlanan semptom gdgiiste olugan agridir. Olusan bu agriy1 hastalar genellikle gogiiste
baski, basing, agirlik hissi, sitkisma veya yanma seklinde tanimlamaktadir. Agrinin
viseral oOzelliginden dolayi, agr1i net olarak lokalize edilememekte ve
tanimlanamamaktadir.

Viseral duyu, viicudumuzda i¢ organlara 6zgli duyular1 tanimlamaktadir.
Viseral agr ise viicut ylizeyine yansidigi zaman kisi bunu viseral organin bulundugu
bolgede degil, genellikle o organin embriyoda koken aldigi omurilikteki
dermatomunda (tek bir dorsal kok gangliyonundan koken alan periferik sinir lifleri
tarafindan saglanan bir deri bolgesi) hisseder. Kalp boyun ve iist torakstan kdken
almigtir. Buna gore kalbe ait viseral agri lifleri sempatik duyu sinirleri i¢inde yukari
¢ikar ve C3 ve T5 segmentleri arasinda omurilige girer (4,7). Bu nedenle kalpten gelen
agr1 Sekil 4.11.2°de goriildiigii gibi boynun yan tarafina, omuzlara pektoral kaslara,
kolun alt kismina ve gogiiste sternum altindaki bolgeye yansir. Bu bolgeler kendi
duysal liflerini C3 ile TS arasindaki omurilik segmentlerine génderen viicut yiizeyi
bolgeleridir (4). Genellikle agr1 sagdan ¢ok sol tarafta hissedilir. Ciinkii kalbin sol

tarafi sagdan daha fazla koroner hastaliklarla iliskilendirilmistir.
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Talamus

Sekil 4.13.1. Kalp ve agr iliskisinin sema ile gosterilmesi (4)

4.13.3 Agn ile iliskilendirilen Genler

Transient Reseptor Potential (TRP) iyon kanallari; ilk olarak Drosophila
melanogoster'da kesfedilen, nosiseptif duyusal sinir sonlanmalarinda konumlanan ve
hem periferik hem de merkezi sinir sisteminde tat, agr1 ve sicaklik gibi duyularin
algilanmasi ile aktiflestigi bilenen, se¢ici olmayan 6zel bir katyon kanali ailesidir. TRP
kanallarinin kalsiyuma kars1t duyarliliginin yiiksek oldugu bilinmektedir (66). TRP
protein ailesi; TRP conancial (TRPC), TRP vanilloid (TRPV), TRP melastatin
(TRPM), TRP polisistein (TRPP), TRP mukolipin (TRPML) ve TRP ankrin (TRPA)
olmak tizere alt1 sinifa ayrilmistir (67,68). TRPV1 ve TRPA, agri ile iligkilendirilen ve
literatiirde birgok ¢alismada kullanilan kanal proteinleridir. TRPAL iyon kanali ise
yogun olarak duyu noronlarnda anlatimi oldugu tespit edilmistir. AKG ve TG
(trigeminal gangliyon) duyu noronlarinda, TRPA1 kanallar1 genellikle kiigiik ¢apli
ndronlarda ifade edildigi bilinmektedir. Sinir sistemi gelisiminde 6nemli bir role sahip
olan NGF’in, TRPAL in gen anlatmini kontrol ederek kronik enflamatuar hiperaljeziyi
diizenledigini ve ayrica bu diizenlemede nosiseptorlerin de goérev aldig

diistintilmektedir (68).

ATP (Adenozin 5'-trifosfat) hiicre i¢i enerji kaynagi ve hiicre disina ¢iktiginda

piirinerjik haberlesmede rol oynayan onemli bir ndrotansmitterdir. Ekstraselliiler
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ATP, viicudumuzun birgok bdliimiinde sinyal molekiilii olarak gorev alir, merkezi ve
periferik sinir sisteminde etkisini piirinerjik reseptorler ile gostermektedir. Piirinerjik
reseptorler P1, P2X ve P2Y olmak tlizere ii¢ alt sinifa ayrilir (69). P1 reseptorleri
adenozinle aktive olan, adenozin reseptorleridir. P2 reseptorleri ise P2X ve P2Y olmak
tizere iki alt sinifa ayrilmaktadir. P2X reseptorleri, ATP baglandiginda ligand bagiml
iyon kanallarini agarak iyonotropik bir etki gostermekte ve yedi alt tipi bulunmaktadir.
P2Y reseptorleri, ATP baglandiginda postsinaptik hiicrede iyon kanallarinin
acilmasini ve ikincil habercilerin (¢cAMP) olusumuna neden olarak metabotropik bir
etki gostermektedir (70). Yapilan arastirmalarda, ATP'nin bir ndrotransmitter olarak
merkezi ve periferik sinir sisteminde islevinin oldugu, agri, migren ve inflamasyon
gibi patofizyolojik durumlarda rol oynadigi bulunmustur (71). ATP, P2X3 ve P2X2/3
reseptorleri araciligr ile periferik agri sinyallerini bagslatabilmektedir ve bu reseptorleri
uyardiginda membran depolarize olarak agr1 sinyalleri olusturmaktadir. Agr
sinyallerinin periferden merkeze aktarilmasina ise P2X2, P2X3 ve P2X6 reseptorleri
aracilik etmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda ATP’nin piirinoseptorler
araciligt ile migren agrisinin  olusumunda oOnemli bir rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir (59,71). P2X reseptorleri arka kok, trigeminal ve nodoz gangliyon
dahil olmak tizere ¢ogu duyusal néronda bulunmaktadir. AKG ve TG nosiseptif,
mekanik ve proprioseptif ve birincil somatosensoriyel néronlar igerebilmektedir. NG
hiicrelerinde P2X3 reseptorii liretimi hem mRNA hem protein olarak daha fazladir.
P2X2/3 heteromultimerleri 6zellikle NG’de belirleyici bir sekilde fazla olmakla
beraber, tiim P2X alt tipleri duyu néronlarinda bulunmaktadir (69,72).

Voltaj kapih sodyum kanallar1 (NaV), aksiyon potansiyelinin olusumunda
kritik bir rol oynamakta ve ¢ogu hiicrelerin uyar1 olusumu ve iletimi i¢in gereklidir.
Bu iyon kanallar bir adet biiyiik, por olusturucu a-alt birimi ve bir veya birden fazla
yardimci birimden olusmaktadir. Sinir sistemi, iskelet kasi ve kardiyomiyosit gibi
farkli farkli fizyolojik Ozelliklere sahip hiicrelerde a-alt {inite sodyum kanallarinin
izoformlar1 tanimlanmistir. Kardiyomiyositlerde NaV1.5, kalp iletimini belirleyen en
onemli sodyum kanalidir, fakat kalpte baska sodyum kanallar1 da bulunmaktadir (73).
Navl.7, Navl.8 ve Nav1.9, yogun olarak periferik noronlarda bulunmaktadir. Nav1.7

genetik olarak insanlarda agriyr algilamada rol oynadigi bilinmektedir. Nav1.8 ve
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Nav1.9'un agn iletimindeki rolii hayvan calismalarn ile desteklenmis ve Nav1.8 i¢in
agri1 sinyallesmesinde 6nemli bir rol oynadigi ¢esitli deneylerle ispatlanmistir. Yapilan
calismalarda Nav1.8'in nakavt edilmesi veya Navl.8-pozitif néronlarin ablasyonu,

iltihaplanma ve soguk kaynakli agri sonrasinda termal hiperaljeziyi azalttig

belirlenmistir (74).
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Sekil 4.13.2. Agr reseptorlerinde bulunan iyon kanallarinin sinir hiicresi iizerinde
gosterilmesi (75).

Sinir hiicrelerinde, sodyum kanali izoformu NaV1.8 (SCN10A), AKG ve
kranial duyu gangliyonlarin kii¢iik ve orta ¢apli nosiseptif duyu néronlarinda yiiksek
oranda bulunmaktadir (73). NaV1.8 sodyum kanalinin fonksiyonu, agriy1 algilama ile
iliskilendirilmistir. Ancak yapilan son ¢alismalarda bu kanalin EKG'de PR aralig1 ve
QRS siiresin olusmasi ile iliskilendirmistir. Ayrica, SCN10A lokusunun, atriyal
fibrilasyon ile de iliskili oldugu bulunmustur. Bu ¢aligsmalar, kalp elektrofizyolojisinde
NaV1.8’ in rol oynadigimi gostermekte ancak kalpteki asil islevi hala tam olarak

anlagilmamustir (73).

Dogum oncesi, duyusal ve sempatik sinirlerin gelismesi i¢in temel bir protein

olan NGF’in dogum sonrasi agriy1 tetiklemede ve bagisiklikta rol oynadigi
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bilinmektedir. Bu biiyiime faktdriiniin reseptorii TrkA’dir. Trk (tropomiyosin reseptor
kinaz) ailesinin A, B ve C olmak tizere ti¢ farkli reseptorii bulunmaktadir. TrkA bir
reseptor kinazdir. Bu reseptorlerin ligandlari, NGF, BDNF, NT-3 VE NT-4 gibi ¢esitli
norotrofik faktorlerden olusmaktadir. TrkA, periferik sinir sistemi, merkezi sinir
sistemi, bagisiklik ve sindirim sistemi, prostat, uterus, bobrek ve cilt gibi ¢esitli organ
ve dokularda anlatimi bulunmaktadir. NGF, periferik ve merkezi sensitizasyonu
tetiklemekte, boylece hiperaljezi ve allodiniye neden olmaktadir. Bu gibi patolojik
durumlarda, tedavi amag¢li NGF/TrkA sinyalini bloke eden bir analjezik kullanilarak
tedavi edilmektedir (76).

4.14 Retrograde Boyalar ve Uygulamalar:

Sinir hiicreleri salg1 yapabilmekte ve diger salg1 hiicrelerinden farkli olarak, salg1
yapan bolge genellikle hiicre govdesinden uzakta, aksonun sonunda bulunmaktadir
(18,77). Viicudumuzda vezikiiller i¢inde paketlenen maddelerin transportu temel
olarak iki sekilde ger¢eklesmektedir. Vezikiiller i¢inde paketlenen maddeler aksonun
mikrotubulleri boyunca akson ucuna dogru kinezin denilen motor proteinler tarafindan
ATP bagimli bir hareket ile somadan akson ucuna dogru tasinirlar (78,79). Bu yonde
madde tasimimina “anterograde transport” denilir. Akson ucundan somaya dogru
dynein motor proteini ile gergceklesen transporta iSe “retrograde transport” adi
verilmekte ve bu mekanizmanin akson ucundaki metabolik ihtiyaclarin somaya
iletilmesinde rol oynadig1 diistiniilmektedir (77).

Retrograd boyama, kalp, akciger, mide gibi viseral organlara dallanan akson
uclarini boyayarak organlarin ¢evresinde bulunan sinir gdvdelerini, sinir baglantilarini
incelemede kullanilan bir yontemdir. Retrograd boyama teknikleri, hedef bir ndron
popiilasyonu ve sinir sistemi i¢indeki girdileri arasindaki noronal baglantilarin detayli
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Bu teknikler, belirli bir yapidaki ndronlar
(0rnegin gdz) ile beyindeki hedef ndronlar arasindaki baglantilarin haritalanmasina
olanak saglar (80). Bu teknigin tam tersi olan arterograd boyama, sinir baglantilarini
kaynagindan sonlandirma noktalarina (yani hiicre govdesinden sinapsa kadar) izlemek
icin kullanilmaktadir (Sekil 4.14.1). Hem anterograd hem de retrograd izleme

teknikleri, aksonal taginmanin gorsellestirilmesini saglamaktadir.
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Anterograde Retrograde

Sekil 4.14.1. Retrograd ve Anterograd boyalarin mekanizmasi

4.14.1 Fluoro-Gold

Ik olarak Schmued ve Fallon tarafindan retrograd izleyici olarak tanimlanan
Fluoro-Gold (FG) difiizyon yoluyla aksonlardan somalara taginan bir floresan boyadir
(81). Yapilan calismalarda FG’nin dokularda uzun siire etkinligini korudugu
gosterilmistir. Bir baska ¢alismada hiicre i¢i enjeksiyon sonrasi, FG ile isaretlenen
hiicrelerin lizozom benzeri yapilarin elektron mikroskobunda goriintiilenmesi
yapilmigtir. Ayrica FG, immunositokimya ve immunohistokimyasal caligmalarda
sabitlenebildigi i¢in tercih edilmektedir (82). Arastirmacilar, FG enjeksiyonu sonrasi
uzun siireli takip edilen deneylerde, bu boyanin farkli deneysel kosullar altinda
norotoksik etkiler gosterebilecegi sonucuna varmiglardir (83).
4.14.2 Fast Blue

Fast Blue (FB), retrograd 6zellikte néronal izleyici olarak kullanilan floresan
boyalardan biridir. Bu boya, ¢esitli hayvan modellerinde 6rnegin retrograd olarak uzun
mesafelerde etkili bir sekilde tasindigindan, uzun siireli in vivo deneylerde (sigan, kedi
ve maymun vb.) motondronal hiicreleri isaretleme igin tercih edilmektedir. Retrograd
izleme teknikleri, tek bir néron popiilasyonundan sinir sistemi boyunca gesitli
hedeflere noronal baglantilarin detayli degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (84).
Bu teknikler, g6z ile beyindeki hedef ndronlar arasindaki baglantilarin
haritalanmasinda kullanilmaktadir. Fast Blue ve Diamidino Sari, tek veya ¢ift

retrograd floresan isaretleme i¢in en yaygimn kullanilan boyalardandir (85).

4.14.3 Wheat Germ Agglutinin
WGA (Wheat Germ Agglutinin), néronlarda bulunan bugday lektini olarak da

bilinen arterograd ve retrograd boyamalarda kullanilan floresan boyalardan biridir.

29



Calisma mekanizmas:t temel olarak hiicredeki N-asetil glukozamin ve N-
asetilneraminik asite  baglanarak gergeklesir (86). Deneysel ¢alismalarda
sabitlenebildigi i¢cin immunohistokimya ve immunositokimya ¢alismalarinda da
kullanilmaktadir. WGA nin HRP enzimiyle konjugati, sinir baglantilarinin izlenmesi
i¢in 6nemli oldugu ¢esitli caligmalarla kanitlanmistir. Bu konjugatin anterograd izleme
icin uygun oldugu bilinmektedir. (86,87). WGA-HRP konjugati kullanilarak yapilan
bir arastirmada, beyin sapinindaki aksonal ve terminal baglantilarin haritalamasi
yapilmigtir. Calismada sicanlarin nodoz gangliyonlarina enjekte edilen WGA-HRP,
kullanilan boyalarin arasinda, hiicreleri en ¢ok isaretleyen boya oldugu belirlenmistir
(88).
4.14.4 Kolera Toksin B

Kolera toksini, V. cholerae tarafindan sentezlenen bu enterotoksinin A ve B
olarak tanimlanan yapilarindan olusmaktadir. A toksini tek bir alt {initeye sahipken, B
toksini 5 alt liniteden olusmaktadir. B toksini barsak epitel hiicrelerinin yiizeyindeki
gangliosid GMI ile baglandiktan sonra, A alt boliimii sitoplazmaya girer ve burada
ayrisarak Al formuna doniiserek c¢alismaktadir. Yapilan deneysel c¢alismalarda
rekombinant olarak iiretilen B formu, retrograd ve arterograd floresan boya olarak
kullanilmaktadir (89). CTB (Cholera toxin b)’nin, HRP enzimi ile konjugati sicanlarin
MSS’deki hiicrelerini belirlemek ve analiz etmek i¢in kullanilmistir. Analizler sonucu,
CTB nin retrograd olarak tasindigi ve sinir hiicrelerinin gévdelerine baglandigi
gosterilmistir (90). Yetiskin ve yenidogan gelinciklerin beyinlerindeki aksonal
morfolojiyi tanimlamak adina yapilan ¢alismada, CTB’nin arterograd tasinm ozelligi
kullanilarak, WGA ya gore hiicreleri daha iyi boyadigi ve goriintiilemede daha uygun
oldugu bulunmustur (91).

4.14.5 Dil

Dil bir hiicrenin tamamini boyamak i¢in kullanilan lipofilik membran
boyasidir. Membrana gecene kadar zayif floresan ozelligine sahiptir ve genellikle
noronal ve diger hiicreler i¢in uzun siireli bir izleyici olarak kullanilmaktadir (84,92).
Dil’ in ¢ozelti, macun ve kristal gibi farkli formlar1 da bulunmaktadir. Dil ve DiA canli
ve sabitlenmis dokularda ve hiicrelerde anterograd/retrograd ndronal izleyiciler olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Diflizyon yoluyla taginan Dil in aldehitle sabitlenmis

dokularda uzun yillar boyunca isaretli hiicrelerin goriintiilenebildigi de gosterilmistir.
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Ayrica bu boyanin, hiicre canlilifi, gelisimi veya temel fizyolojik 6zelliklerini 6nemli
oOl¢iide etkiledigi bilinmektedir. Dil isaretli motor noronlarin, kiiltiirde dort hafta kadar

Ve in vivo olarak bir yila kadar yasadigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.

4.14.6 Di-8-ANEPPQ

Di-8-ANEPPQ (6-(Dioctylamino)-2-(2-(4-pyridyl) ethenylnaphthalene), voltaja
duyarli, retrograd taginma 6zelligine sahip olan ve hizli cevap veren bir membran
boyasidir. Bu boya, enjeksiyon sonrasi diflizyon yoluyla aksonlardan hiicre gévdesine
tasinmaktadir. Di-2-ANEPEQ'den daha hidrofobiktir ve ndoronlarin retrograd
boyanmasi i¢in kullanilmaktadir. ANEP ailesi, ¢evrelerindeki elektriksel potansiyele
hizli tepki veren problardir. Sinir, kalp ve beyin hiicreleri gibi uyarilabilir hiicrelerdeki
potansiyel degisiklikleri tespit etmek i¢in de kullanilmaktadir (93). Literatiirde Di-8-
ANEPPQ’nun voltaja duyarlilik 6zelligi kullanilarak hiicrelere kimyasal ve elektrik
gibi uyaranlar verilip membran degisiklikleri incelenmistir (94). 1996 yilinda Werner
ve ark., embriyonik tavuklar1 kullanarak yaptiklari arastirmada Di-8-ANEPPQ’yu
omurilikten enjekte ederek, 1-2 saat bekleme sonrasi, motor noronlarinda isaretli
hiicreleri gozlemlemistir. Yapilan calisma ile boyanin retrograd tasima yoluyla
noronal hiicre govdelerini, dentrit ve aksonlar1 isaretledigi belirlenmis, motor
noronlarin uyarimlar sonrasi floresan degisiklikleri kaydedilmistir. Bu ¢alisma ile Di-
8-ANEPPQ’nun belirli bir ndron popiilasyonu i¢indeki sinir aglarinda uyarimlara kars1
cevabin Olclilmesinde ve baglantilarin  haritalanmasinda yararli olabilecegini
gostermislerdir (95). Bu tez c¢alismasi kapsaminda Di-8-ANEPPQ’nun nd&ronlari

retrograd olarak boyama 6zelliginden kaynakli tercih edilmistir.
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5 METOT VE MATERYAL

5.1 Deney Dizaym

Bu tez calismast kapsaminda kalbe 6zgii duyu néronlarin1 doku ve kiiltiir
diizeyinde incelenerek, AKG ve NG kdkenli kalbe 6zgii duyu néronlarinin gévde ¢ap,
akson kalinligi gibi morfolojik ve 3-boyutlu haritalama gibi molekiiler
karakterizasyonunun yapilmast planlanmistir. Proje igerisinde uygulamay1
Onerdigimiz in vivo isaretleme, FACS, kalbe 6zgii duyu noéronu morfolojisini
incelemek amaciyla qRT-PCR, immunositokimya, immunohisyokimyasal yontemler
kullanilarak incelenmistir. Deney basamaklarmin tamami Istanbul Medipol
Universitesi biinyesinde bulunan Regeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalari
Merkezi'nde (REMER) gergeklestirilmistir. Planlanan ¢aligmanin basamaklart Sekil
5.1.1" de detaylandirtlmistir.
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Sekil 5.1.1. Calismanin deneysel basamak ve yontemlerini igeren sema.
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5.2 Fare Soylarn

Hayvanlarla yapilan tiim deneysel islemler Istanbul Medipol Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan verilen 38828770-604.01.01-E.44147
nolu izini ile gergeklestirildi. Bu tez ¢alismasinda yetiskin 10-12 haftalik disi BALB/c

Albino tiirii fareler kullanildi. Calismalarda kullanilan deney hayvanlar1 Istanbul

Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM)’nden temin edildi.

5.3 Kullanilan Sarf Malzemeler ve Vasatlar

Tablo 5.3.1. Molekiiler tekniklerde kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
96-Kuyulu PCR Petrisi BIO-RAD HSP9601
Eppendorf Tipleri Axygen MCT-150-R
iIQ SYBR Green Supermix | BIO-RAD 170-8882
iScript cONA Sentez Kiti BIO-RAD 170-8891
LightCycler 8’1 Strip Roche 6612601001
RNA Zap Sigma MBP-7000
Rnase/Dnase igermeyen Su | Sigma Aldrich W4502
RNeasy Plus Micro RNA Qiagen 74034
Izolasyon Kiti

SsoAdvanced Universal

SYBR Green Supermix BIO-RAD Lrezre
Qubit RNA Olgiim Kiti Thermo Fisher Q32855

Tablo 5.3.2. Hiicre kiiltiirtinde kullanilan sarf malzemeler ve malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
0.22 um Filtre Millipore SLGPO33RS

100 um Cell Strainer Falcon 352360

15 ml Falkon Falcon 352096

35 mm Cam Petri WPI Fd35-100

50 ml Falkon Falcon 352070

6 well Plate Corning 3516
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Eppendorf Tiipleri

Axygen

MCT-150-R

Hiicre Kaziyicisi

Costar

3010

Tablo 5.3.3. Hiicre kiiltiirtinde kullanilan vasatlar

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
0.05% Tripsin/EDTA Gibco 25300054
B-27 Supplement (50X), Thermo Fisher 17504044
Collagenase XI Sigma C7657
DMEM Thermo Fisher 41966029
DNase Sigma D4513
DPBS (+CaClz,+ MgCly) Gibco 14040-091
DPBS(-CaCl,,-MgCl,) Gibco 14190-094
FBS Gibco 10270-106
HBSS (+CaClz,+ MgCl,) Gibco H9269
Laminin Sigma L2020
MEM NEAA Gibco 11140-050
Na-pyruvate Gibco 11360-070
NBA Gibco 10888-022
NGF Sigma N6009
Pen Strep Gibco 15140-122
Poly-L-Lysine Sigma P6282
RPMI 1640 Thermo Fisher 21870076
Tripsin Inhibitorii Sigma T6622

Tablo 5.3.4. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besi yeri igerikleri

Sarf Malzeme Miktar Marka Katalog Numarasi
AKG-NG Diseksiyon Vasati

RPMI %98 Gibco 41966-029
Glutamax %1 Gibco 35050-61

P/S %1 Sigma Aldrich | M3148

Hiicre Ekim Vasati

NBA %94 Gibco 10888-022
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B27 %2 Invitrogen 17504-044
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Sigma Aldrich | M3148

Tablo 5.3.5. Immun boyamalarda kullanilan malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
BSA Capricorn BSA1S
Sitrat Tamponu Bio-Optica 15M103
Fluoromount Aqueous
Mounting Medium Sigma Aldrich F4680
Goat Serum Gibco 16210-064
Hydrogen Peroxide ) )
Soluticy Sigma Aldrich H1009
Lamel (24x60mm) Deckglaser
PAP Pen Sigma Aldrich Z672648-1EA
Paraformaldehit Sigma 158127
Pozitif Yikli Mikroskop Laborant 201504
Slaytlar (26x76mm)
Sodyum Azide Sigma S8032
Tissue Freezing Medium Leica Biosystems 14020108926
Triton-X 100 Sigma X-100
Tween 20 Sigma P1379
Tablo 5.3.6. Antikorlar ve Florasan isaretleyiciler
Sarf Malzemeler Firma Katalog ICC IHC
Numaras1 | Dilissyon | Diliisyon
Alexa Flour 488 Cell Signaling 4408S 1:1000
Alexa Flour 633 Moleculer Probes | A21050 1:500
Alexa Flour 647 Cell Signaling 4414S 1:1000
DAPI Sigma D9542 1:1000
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Di-8-ANEPPQ Biotium 61014
Dil Invitrogen N22880
Fluorogold Santa Cruz sc358883
NF200 Abcam ab4680 1:100.000 | 1:1000
P2RX2 Alomone Lab APR-003 1:200 1:200
SCN10A Alomone Lab ASC-016 | 1:200 1:200
TRPV1 Abcam ab203103 | 1:500 1:200
TUJ1 Abcam ab18207 1:1000 1:500
WGA Alexa Fluor 647 | Life Tech W32466 1:1000 1:500
5.4 Cihazlar
Tablo 5.4.1. Analiz ve goriintillemede kullanilan cihazlar
Cihaz Marka Model
Akim Sitometrisi Analizi FlowJo Versiyon 10.5
FACS BD Influx
Fiji ImageJ
Isik Mikroskobu Zeiss
Inkiibator Thermo Scientific
Konfokal Mikroskobu Zeiss LSM780
Kryostat Leica CM1950
Masaiistii Sogutmali Santrifiij Thermo Scientific ST16R
Mikrosantrifuj Thermo Scientific MicroCL 17R

Termal Dongii Cihazi BIO-RAD T100 Thermal Cycler
gRT-PCR cihaz1 BIO-RAD CFX Connect

Qubit 3.0 Fluorometer Thermo Scientific Q33216

Sinif 2 Biyolojik Kabin Thermo Scientific 51026638

Tablo 5.4.2. In vivo operasyonlarda kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihaz/Malzeme Firma Ad1 Katalog
Numarasi
Di-8-ANNEPPQ Biotium 61014
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Egitim Mikroskopu Zeiss Discovery V8
Enjektor [gnesi BD Microlance 3 304000
Forseps Dumont #5 standard | 11252-30
Hamilton Enjektorii Hamilton 5221002
Heparin Mustafa Nevzat Ila¢ Nevparin
Ipek Dikis Ipi 5/0 Dogsan S2165

Isitic1 Plaka WPI Hot cold plate
Ketasol Richterpharma 3516

Mikro Cimbiz Aesculap BD333R
Minivent Harvard Apparatus D-79232
Perfiizyon Pompasi Ismatec NP40
Rompun Bayer 430720V
Trakeal Kaniil Harvard Apparatus 73-2830
Ventilasyon Tiipii Harvard Apparatus 73-0027
Ventilator Harvard Apparatus 73-0043

5,5 gRTPCR’da Kullamlan Primerler

Kalbe 6zgii duyu noéronlarim1 molekiiler diizeyde karekterize etmek amaciyla

tasarlanan primerler Tablo 5.5.1” de gosterilmistir.

Tablo 5.5.1. AKG ve NG hiicrelerinin karakterizasyonu igin kullanilan kantitatif gergek
zamanli PCR primerleri

Kantitatif Ger¢ek | Primer dizisi 5’-3’

Zamanh PCR

Primerleri

TRPV1-F CATCTTCACCACGGCTGCTTAC

TRPV1-R CAGACAGGATCTCTCCAGTGAC
Nosiseptor TRPV2-F GGGTCAATGCCTGTATCCTG
Primerleri

TRPV2-R TGCCAGAGAAAGAGGTAGCT

SCN10A-F CGCTGAATCTCTTTGTCGGG
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SCN10A-R CGTCTTCTCCTCGCTCTGAT
TRPA1L-F AACACGGCTTTGATGTCCAC
TRPAIL-R TCATGTCCAAGTCTCCGCTT
TRKA-F ACCCACAGTGAAGATCCAGA
TRKA-R CCAAATTTCTTCACGGTGGC
CHRNAG-F GAGACACTTCGAGTTCCAGCAG
CHRNAG-R GGTCCAGGTTATCACACCGTCA
P2RX2-F TACCTGCCATTCAGACGACG
P2RX2-R GCTTGCAATGTTGCCCTTTG
TUJ1-F ACGCATCTCGGAGCAGTT
) TUJ1-R CGGACACCAGGTCATTCA
P:r:::;ri NF200-F AAAGTGAACACGGATGCTATGC
NF200-R GTGCTTTTCAGTGCCTCCAAC
VGLUT-F TGCTACCTCACAGGAGAATGGA
VGLUT-R GCGCACCTTCTTGCACAAAT
Normalizasyon | GAPDH-F GGTGCTGAGTATGTCGTGGA
i¢in Kontrol | GAPDH-R CGGAGATGATGACCCTTTTC
Genleri

5.6 Invivo Opere Edilecek Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda 2-3 aylik yetiskin Balb-C tiirii fare kalbe 6zge duyu
noronlarin1 isaretlemek i¢in kullamildi. Deney hayvanlar1 tartilarak agirliklari
belirlendi. Daha sonra fareleri anesteziye almak amaciyla Ketamin (100 mg/kg) ve
Ksilen (10 mg/kg) karisimi hazirlanip intraperitoneal yol ile enjekte edildi. Farenin
refleksleri; parmak kistirma yanitlarina belirli araliklarla bakilarak, anesteziye girip
girmedigi kontrol edildi. Aseptik kosullarin saglanmas1 amaciyla farenin gogiis bolgesi

ve ¢ene bolgesi tiras edildi.
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5.7 Trakeostami

Fareler oral veya trakeostami adi verilen iki farkli yontemle entiibe edilebilir.
Cerrahi miidahale sirasinda torakotomi agamasinda viicuttaki negatif basing bozuldugu
icin hayvanin akcigerleri soner. Entiibasyonun temel amaci bu negatif basinci
saglamak ve operasyonda olusabilecek komplikasyonlari en aza indirmektir.
Hayvanlarin anatomik yapist ve agirligi bakimindan kii¢iik oldugu igin bu ¢alisma
kapsaminda trakeostami yontemi tercih edildi. Trakeostami islemi i¢in ilk olarak
bogazin orta bolgesine 1-1.5 cm’lik dikey bir kesi atildi. Kesi yapilan bolgenin altinda
bulunan bag doku disekte edildi ve submandibular tiikriik bezleri yan taraflara alindi.
Yapilan iglemler sirasinda vagus siniri ve karotid artere zarar verilmemesine 6zen
gosterildi. Trake goriiniir hale geldikten sonra, iki segment arasina makas ile kiigiik bir
kesi atildi. Aspirasyon ve ventilasyon degerleri farenin agirligina gore diizenlendi.
Daha sonra endotreal tiip, trakede agilan bosluga yerlestirildi (Resim 5.7.1).
Operasyonda olusabilecek hipotermi ve benzeri komplikasyonlar1 énlemek igin fare

sicak ped iizerine yatirildi.

Resim 5.7.1. BalbC farelerin trakeostomi yontemi ile entiibasyonu. (A) Trakeye
ulagsmak i¢in bag doku diseksiyonu (B) Ventilasyon i¢in trakeye kesi olusturma (C)
Trakeostomi tiipiiniin yerlestirilmesi (D) Operasyonun ardindan kesinin dikilmesi

5.8 Farede in vivo Retrograde isaretleme

Kalbe 06zgli duyu noéronlarini isaretlemek amaciyla calismamizda cesitli
retrograd boyalar tercih edildi. Voltaj duyarli Di-8-AneppQ, Fluorogold, Dil, WGA-
Alexa Fluor 647 olmak iizere dort farkli boya kullanildi. Fareler anesteziye alinip,
trakeostemi islemi gerceklestirildikten sonra, farenin kaburga kaslarinin 4-5.
seviyelerinin bulundugu bolge belirlendi. Belirlenen bolgeye kesi atildi, sirasiyla deri
ve kaslar, kaburgay1 gorene kadar dikkatlice disekte edildi. Kaburga kiit uglu cerrahi
aletle ayrildi. Kaburgalarin arasini retraktor yardimiyla agilarak kalp goriiniir hale

getirildi. Retrograd boya, Hamilton enjektorti ile kalbe verildi. Boya verildikten sonra,
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sirastyla kaburga, kaslar ve deri 5.0 ip kullanilarak dikildi. Enfeksiyonu onlemek

amaciyla operasyon bdlgesi batikon ile temizlendi (Sekil 5.8.1).

i Lie i 7

Resim 5.8.1. Fare kalbine Di-8-AneppQ boyasinin verilme basamaklar1 (A) Gogiis bolgesinin
tiraglanma sonrasi derisine kesi atilmasi (B) Kalbe ulagsmak i¢in bag doku diseksiyonu (C)
Ekartorler yardmiyla disekte edilen bolgenin sabitlenmesi (D) Di-8-AneppQ yiiklii hamilton
enjektorii ile kalbin apeks bolgesine boyanin enjeksiyonu (E) toraks ve kas bolgesinin 5-0 ipek
iplikle dikilmesi (F) Derinin dikilmesi. Operasyon tamamlandiktan sonra fareler post-operatif
odasina alinir.

5.9 Fareden Doku izolasyonu

5.9.1 Nodoz Gangliyon (NG) izolasyonu

In vivo uygulamasi sonrasi 7. giinde farelerde diseksiyon sirasinda kanama
riskini azaltmak ve diseksiyonu kolaylastirmak amaciyla kalbin aortadan kesilmesi
gerekmektedir. Fare ketamine (100 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile anesteziye
alindiktan sonra, diseksiyon ig¢in sirt Gistii yatirildi ve sabitlendi. 70% alkol ile gogiis
kafesi sterilize edilmis fare stratum hizasindan deri ve daha sonra diyaframa ulagilarak
diyafram kesildi. Kalbe ulastiktan sonra aortadan kesilerek, viicudundan tiim kanin
bosalmasi beklendi. Nodoz diseksiyonu igin boyun bélgesindeki deri kesildikten sonra
tikiiriik bezleri alindi, trake ¢ikarilarak vagus sinire ulasildi. Vagus sinir lifi takip
edilerek jugular foramende bulanan nodoza ulasildi (Sekil 5.9.1). Sag ve solda 1 adet
olan nodozlar ¢ikarilarak stereo mikroskop altinda steril kosullarda RPMI 1640

vasatina alindi.
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Resim 5.9.1. Nodoz diseksiyonun basamaklar1. (A) Tikiiriik bezlerinin alinmasi (B) Trakenin
kesilmesi (C) Kesilmis olan trake (D) Sinir takip edilerek nodozun bulunmasi (E) Sinirleri
takip edilerek bulunan nodozun diseksiyonu (F) disekte edilen nodozon goriintisii.

5.9.2 Arka Kok Gangliyon (AKG) izolasyonu

AKG diseksiyonu igin servikal seviyedeki omurilik kafatasi ile birlesme
noktasindan kesilerek omurilik agiga ¢ikarildi. Omurilik temizlenerek, sag ve sol kosta
soguk tampon ¢ozeltisi icerisine alind1 (Sekil 5.9.2). Servikal ve toraks seviyesindeki
AKG’lar stereo mikroskobu yardimiyla kostadan ¢ikarilarak, soguk RPMI 1640

icerisine alindi.

41



Resim 5.9.2. AKG diseksiyonunun basamaklari. (A) Omurilik kesimi (B) Omuriligin oluk
makasi ile ayrigtirilmast (C) Temizlenmis olan kostalar (D) Kostalarin makas yardinu ile
kesimi (E) Kostanin silikon tabanda sabitlenmesi (F) Kemiklerin arasinda bulunan AKG’nin
¢ikarilmasi.

5.10 Fare Primer Hiicre Kiiltiiri

Kalbe 6zgii duyu néronlarini, hiicre boyutunda incelemek adina, diseksiyon
sonrast AKG ve NG dokular1 enzimatik ve mekanik olarak ayristirildi. Sonraki

asamada hiicreleri molekiiler analizler yapmak amaciyla petri kaplarina ekildi.

5.10.1 Hiicre Plak Yiizey Matriksleri

Kiiltiire edilen AKG ve NG hiicrelerinin petri kaplarina daha iyi tutunmasi ve
yapismasini saglamak i¢in Poly-L ve laminin kullamlmaktadir. 1k olarak steril dH20O
%10 Poly-L petriler kaplanarak iki saat oda sicakliginda bekletildi. Petriler iki saat
sonunda iki kere steril dH20 ile yikandiktan sonra kalsiyum ve magnezyum i¢cermeyen
1x PBS ile 10 mg/ml olarak hazirlanan Laminin kaplandi. Kaplamanin tamamlanmasi
i¢in petriler 37°C inkiibatorde bir gece bekletildi.
5.10.2 Sinir Hiicre Kiiltiirii

Kalbe 6zgli duyu ndéronlarinin detayli morfolojik ve molekiiler incelemelerini
yapmak amaciyla, diseksiyon sonrasi NG ve AKG dokular1 100 U/mL Tip XI
Kolajenaz igerisinde 40 dakika 37°C sicaklikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
dokular enzimi ortamdan uzaklastirmak igin Hank’s Buffer Salt soliisyonu ile yikandi.
Dokular 1 mg/ml tripsin igerisine alinarak 37°C de 15 dakika inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonras1 dokular sirayla kesik mavi ug, mavi ug ve sar1 uglardan gegirilerek
mekanik olarak ayristirildi. Tritlirasyonun son asamasinda insiilin enjektoriinden
gecirilen hiicreler 100 mg/mL DNAse igerisinde 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast 1000 Rotation Per Minute (RPM)’da santrifiij edilen hiicrelerin
supernatanti atilirak, pelleti %10 fetal bovine serum ve 700 lg/mL tripsin inhibitori
iceren NBA ile diliie edildi. Hiicreleri glia ve kan hiicreleri gibi sinir hiicresinden farkli
hiicrelerden ayirmak amaciyla %10, %35 ve %60 perkol gradienti hazirland.
Hazirlanan gradyana hiicre siispansiyonu yavas¢a eklendi. Hiicre silispansiyonunu
gradientde ayirmak i¢in 1700 RPM’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
beyaz bulutumsu bir tabaka olustu, olusan bu yapinin altinda bulunan sinir hiicreleri
pipet yardimiyla alindi. Perkolii ortamdan uzaklastirmak igin hiicreler NBA eklenerek
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 hiicre pelleti FACS da ayristirilmak i¢in PBS igerisine
alindi. Heterojen ornekler i¢cin de ayni basamaklar uygulandi, hiicre pelleti NBA
icerisinde ¢oziilerek hemositometre ile hiicre sayimi yapildi. Sayim sonrasinda deney

planina uygun sekilde petri kaplarina ekildi (Sekil 5.10.1).
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Sekil 5.10.1. AKG ve NG izolasyonun sematik olarak gdsterilmesi.
5.11 Floresanca Aktiflestirilmis Hiicre Ayrismasi (FACS)

Enzimatik ve mekanik yollarla Di-8-ANEPPQ isaretli kalbe 6zgii AKG ve NG
dokulari, hiicre boyutuna ayristirildi. Di-8-ANEPPQ isaretli heterojen hiicreleri
homejen hale getirmek i¢in Floresanla Aktive Edilmis Hiicre Ayristirma (FACS-
sorter; BD Biosciences) cihazi kullanildi. Bu ¢alisma igin, in vivo olarak kalbe Di-8-
aneppQ verilen ve herhangi bir miidehalede bulunulmayan kontrol farelerden AKG ve
nodoz gangliyonlar operasyonun 7. giiniinde ¢ikarildi. AKG izolasyonunda belirtilen
adimlar takip edilerek enzim yoluyla ayristirilan hiicreler, %1 DNAse ve %1 FBS

iceren kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS icerisine alinarak 100 um’lik hiicre
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stizgecinden (cell strainer) gecirildi. FACS ayrigtirmasi sirasinda kapilamanin canli ve
saglikl1 hiicrelere odaklanmasi, 6lii hiicre ve debrilerden kurtulmak amaciyla sirasiyla
kontrol NG ve AKG hiicreleri FACS’ta 488 nm uyarim ve GFP ve 700 nm 1s1ma
filtreleri kullanilarak analiz edildi. Otofloresan ve canli hiicre profilinin olusturulmasi
sonucunda sirastyla Di-8-ANEPPQ isaretli NG ve AKG heterojen hiicre popiilasyonu
floresanla aktivite edilerek isaretli noéronlar 25 ng/ml NBA iceren 35 mm’lik petri
kaplarina ayristirildi. Ayristirilan Di-8-ANEPPQ isaretli hiicreler LSM780 konfokal
mikroskobunda incelendi. Boyanin saflastirilan hiicrelerdeki varligi belirlendikten
sonra petrilerden hiicreler toplanarak 1000 RPMI 3 dakika santrifiij edildi. NG ve
AKG hiicrelerinin bir kismi kiiltire edilerek geri kalant RNA izolasyonu i¢in ayrildi.
Kiiltiir ortamina alinan hiicrelerin canliligini korumak ve FACS sonrasi stresi azaltmak
i¢in ayristirma islemi tamamlandiktan sonra hiicre vasatina 25 ng/ml NGF konuldu.
Bir sonraki giin kiiltir besiyeri degistirilerek hiicrelerin durumu 151k mikroskobu

altinda incelendi.

5.12 Immiinositokimyasal (ICC) inceleme

Heterojen olarak elde edilen kalbe 06zgli duyu noronlart FACS ile
saflastirildiktan sonra petri kaplarina ekildi. Hiicrelerin petri kabina tutunmasi ve
akson uzatmasi i¢in 2-3 giin beklendi. Kiiltiiriin 3-4. giinlerinde hiicreler %4 PFA
(Paraformaldehit) ile sabitlendi. Hiicrelerin protein diizeyini ve hiicre igi
lokalizasyonunun belirlemek amaciyla immunositokimyasal boyamalar yapildi.
Boyama protokolii uygulanacak hiicrelerin ilk olarak besiyeri pipet yardimiyla cekildi
ve PBS ile yikanarak besiyeri ortamdan uzaklastirdi. Hiicreleri sabitlemek amaciyla
%4 PFA hiicrelerin yiizeyini kaplayacak miktarda eklenerek 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Sabitlenen hiicreler 1x PBS ile yikandiktan sonra 1x PBS’te
¢oziilen %3 BSA, %0.01 Sodyum Azit, %5 Serum, 0.1% Triton X ile hazirlanan
bloklama soliisyonunda 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Proteinleri
isaretlemek amaciyla Tablo 5.3.6’de belirtilen konsantrasyonlarda birincil antikorlar
hiicre kaplarina eklendi ve galkalayiciyr kullanarak ornekler +4°C de 12-16 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, eklenen antikorlar pipet yardimiyla
topland1. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra mikroskopta floresan goriintii alabilmek
icin kullanilan birincil antikorlar1 taniyip baglanabilen floresan o6zellikli ikincil

antikorlar kullanildi. Konsantrasyonlart Tablo 5.3.6’da belirtilen ikincil antikorlar
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petriye ekledi ve inkiibasyon karanlikta oda sicakliginda gergeklestirildi. ikincil
antikorlar bir saat sonunda ortamdan uzaklastirildi. Floresan boyama sonrasi hiicreler
%0.02 Tween-20 PBS ile yikanarak baglanmamis antikorlar ortamdan uzaklastirildi.
Goriintilleme oncesi hiicrelere ¢ekirdek boyasi 1 ug/ml DAPI (Sigma, D9542)
eklenerek 3 dakika oda sicakhginda karanlikta bekletildi. Ornekler PBS ile
yikandiktan sonra kurumamasi igin tekrar PBS eklenerek LSM780 Konfokal

mikroskobu ile goriintiilendi.

5.13 Immiinohistokimyasal (IHC) inceleme

Operasyonun 7. giiniinde hayvan perfiize edilir. Perfiize edilen hayvanin AKG
ve NG sinirleri ile birlikte boyanin verildigi yeri belirlemek i¢in kalp disekte edilerek
doku dondurma mediumu igerisine alinarak donduruldu. Boyanin kalp digindaki
organlara tasinip tasinmadigin1 gozlemlemek amaciyla ayrica akciger, karaciger gibi
organlart da donduruldu. Doku dondurma mediumu igerisindeki dokular -80°C ye
kaldirildi. Immiinboyamada kullanmak amaciyla kroyostatda 10 pm kesitler alind.
Doku kesitleri %4 PFA’da 20 dakika oda sicakliginda sabitlendi. Sabitlenen 6rnekleri
PFA’dan uzaklastirmak amaciyla dokular 1x PBS ile yikandi. Sonraki asamada
dokulardaki peroksidaz enzimini inaktive etmek amaciyla %0,3 Hidrojen Peroksit ile
dokular yikandi. Birincil antikorun g¢alismasina gore epitop agiga ¢ikarma islemi
yapildi. Epitop ag¢iga ¢ikarmak i¢in sitrat tamponun i¢ine alinan slaytlar mikrodalga
firinda 5 dakika 700W, 12 dakika 300 W da 1sitilarak inkiibe edildi. Isitilan dokular
sitrat tampon igerisinde oda sicakligina alinarak sogumasi beklendi ve daha sonra pap
kalemi ile dokularin etrafinda hidrofobik bir bariyer olusturuldu. Doku kesitlerinin
tizerine bloklama soliisyonu eklenerek 1 saat oda sicakliginda bloklama
gerceklestirildi. Bloklama sonrasi, soliisyon ortamdan uzaklastirildi. Diliisyon tampon
¢oOzeltisi ile istenilen oranda sulandirilan birincil antikorlarin doku kesitlerinin {istiine
eklendi. Kesitler gece boyunca +4°C de inkiibe edildi. Bir sonraki giin birincil
antikorlar ¢ekilerek, kalan kimyasali uzaklastirmak amaciyla kesitler PBS ile yikandi.
Birincil antikoru taniyacak ikincil antikor istenilen diliisyonda hazirlanarak dokularin
tistlerine konuldu ve 1 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. PBS yikamalar1
yapildiktan sonra, ¢ekirdekleri boyamak amaciyla DAPI (1ug/ml) ile oda sicakliginda
5 dakika muamele edildi. Boyamasi sonrasi PBS ile yikanan dokular kapatma

mediumunu kullanarak lamel ile kapatildi. Kapaticinin polimerlesmesi igin kesitler
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+4°C 1 gece boyunca bekletildi. LSM780 Konfokal mikroskobu kullanilarak

mikroskop altinda incelenerek doku kesitlerinin boyamasi tespit edildi.

5.14 Di-8-ANEPPQ ile isaretli Kalbe Ozgii Duyu Néronlarmm Yer ve
Yiizdesinin Doku Kesitlerinde Haritalamasi

AKG ve NG’nin Di-8-ANEPPQ ile in vivo isaretleme sonrasi dokularin biitiin
olarak ya da alinan seri kesitlerde kalbe 6zgii duyu noronlarinin 3B (3-boyutlu)
yapisinda konumunu tespit etmeyi ve kalbe 6zgiin duyu néronlarinin isaretlenmis
heterojen dokudaki yiizdelik gdsterimini tayin etmeyi amagladik. Bu amagla, in vivo
isaretlenmis NG ve AKG dokular1 diseksiyon sonrast OCT ile donduruldu.
Dondurulan dokularin kryostatla 10 um kalinliginda seri kesitleri alindi ve LSM780
konfokal mikroskobunda Di-8-ANEPPQ isaretli kesitler goriintillendi. Daha sonra
isaretli Kkesitlerdeki hiicre sayisini, toplam noronlara oranlamak amaciyla, doku
kesitleri Img/ml DAPI ile boyandi. Boyama sonrasi kesitler 1 kez PBS ile yikandi ve
goriintiileme 6ncesi doku kapatma soliisyonu ile kesitler kapatildi. Haritama igin
alinan kesitler ImajeJ, Zen Lite ve Adobe Illustrator programi kullanilarak analiz edildi
ve birlestirildi.  Birlestirme yaparken once tiim fotograflar czi formatindan JPEG
formatina doniistiiriildii. Adobe Illustrator programinda ti¢lii fotograflar olacak sekilde
st iiste getirildi. Seri kesit alindig1 igin, isaretli hiicrelerin her kesitte farkli olup
olmadigini belirlemek amaciyla, li¢lii fotograflar biraya getirildi ve daha sonra hiicre
sayimi, haritalamasi yapildi. AKG ve NG’ler igin Illustrator programinda haritalama
icin alman kesit resimleri kullamlarak ¢izgisel bir taslak olusturuldu. Ust iiste gelen
fotograflar, olusturulan AKG ve NG taslagina yerlestirilerek isaretli ndronlarin
bulunduklar1 alanlara temsili olarak noktalar eklendi. Aynm islem {iglii fotograflar
halinde tiim kesit fotograflarina uygulandi. Haritalama yaparken, yaklasik her dokudan
30-60 arast kesit elde edildi. Yapilan caligmada doku biitlinliigii, kesitlerdeki Di-8-
ANEPPQ sinyali, kesit sayis1 (20-40) dikkat edilerek analizler gerceklestirildi. Doku

biitlinliigiinti kaybetmis, kesit sayis1 15’den az 6rnekler kullanilmadi.

5.15 RNA lzolasyonu

FACS ile saflagtirilan kalbe 0zgii duyu noronlarim1 molekiiler diizeyde
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incelemek amaciyla RNA izolasyonu yapildi. Kalbe 06zgli duyu noéronlar
saflagtirildiktan hemen sonra ya da kiiltiire edildikten 3 giin sonra RNeasy Plus Micro
RNA izolasyon Kiti kullanilarak izolasyon yapildi. FACS sonrast 1000-1500 NG
hiicresi, 15.000-20.000 AKG hiicresi elde edildi. Az miktarda elde edilen hiicrelerden
verimli bir sekilde RNA elde etmek i¢in 500 hiicreye kadar RNA izolasyonuna olanak
saglayan RNeasy Plus Micro Kit kullanildi. Kitin igerisinde bulunan protokoliin
adimlarinda birkag degisiklik izlenerek RNA izolasyonu yapildi. Hiicre
siispansiyonundan yapilacak olan RNA izolasyonu i¢in besiyer uzaklastirilarak lizis
tamponu eklendi. Eger izolasyon hiicre kiiltiiriindeki tutunan hiicrelerden yapilacaksa
besiyeri uzaklastirilarak petri kaplar1 1x PBS ile bir kez yikandi. 350 ul %1 S-
mercaptoethanol igeren lizis tamponu, hiicre siispansiyonu i¢eren eppendorfa veya
petri kaplarina eklendi. Petri kabindaki lizis tamponu igeren hiicreler, hiicre kaziyicisi
(cell scraper) ile toplandi. Bu basamaktan sonra hiicre siispansiyonu ve tutunan
hiicreler i¢in ayn1 adimlar izlendi. Lizis tamponu eklenen 6rnekler pipetaj yapilarak
homejenize edildi. Ormekler gDNA eliminator spin kolonlarina aktarildi ve 30s 8000
X g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 kolonlar atild1, kolonlarin altindaki tiipe gegen
stviya 350 pl %70’lik etanol eklendi ve lizat homojen olana kadar pipet ile karistirildi.
RNeasy MinElute spin kolonlara aktarilan lizat 15 s 8000 X g de santrifiij edildi.
RNeasy spin kolona 700 pl yikama tamponundan eklendi ve 15 s 8000 X g de santrifiij
edildi. RNeasy Spin Kolona 500 pl yikama tamponundan eklendi ve 15 s 8000xg de
santrifiij edildi. 500 pl %80’lik alkol eklendi ve 2 dk 8000xg de santrifiij edildi. Yeni
bir toplama tiipline alinan RNeasy kolonu maksimum hizda 3 dk santrifiij edilerek
etanol tamamen uzaklastirilmis oldu. Bu asamada RNA’nin toplanacagi RNase
icermeyen toplama tiipiine aktarilan kolonun tam ortasina 14 pl RNase icermeyen
distile su eklendi ve oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi. Daha sonra yiiksek hizda 1dk
santrifiij edildi ve izole edilen RNA -80°C’de muhafaza edildi.

5.15.1 RNA Kantifikasyonu

RNA izolasyonu sonrasi, 0rneklerin RNA miktarlarin1 6l¢mek i¢in Qubit cihazi
ve Qubit cihazina uyumlu olan RNA kiti kullanildi. RNA kitinde kullanim
kilavuzunda ve Tablo 5.15.1°de belirtilen miktarlarda ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
Qubit cihazinin kalibrasyonu i¢in kit ile birlikte gelen Standart 1 ve Standart 2 Tablo
5.15.1°de belirtildigi sekilde hazirlanarak, vortekslenerek 2 dk oda sicakliginda inkiibe
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edildi ve cihazda okutuldu. Kalibrasyondan sonra ¢alisma soliisyonu igerisine alinan

ornekler vortekslenerek 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve cihazda okutuldu.

Tablo 5.15.1. Qubit RNA 6l¢iim kiti i¢in kullanim miktarlari

Hacim Standart Ornekler
Qubit Soliisyonu 190 pl 198 ul
Standart 10 pl -
Ornek - 2 ul
Toplam 200 pl 200 pl

5.15.2 cDNA Sentezi

AKG ve NG lerden izole edilen RNA’larin konsantrasyon olglimleri
yapildiktan sonra, cDNA sentezi i¢in iScript Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR kiti kullanildi. Kit igerisinde bulunan protokol Tablo 5.15.2°de gosterildi.
Protokolde verilen oranlara gore hazirlanan master mix tiiplere dagitildi, RNA ve su
eklendi. Tiplerde bulunan 6rnekler termal 1siticida 30 dk 42°C ve 5 dk 85°C’ye
ayarlanan programda isitilarak hazirlandi.

Tablo 5.15.2. cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri

Icerik Reaksiyon i¢in gerekli hacim (ul)
5x iScript advanced reaction mix 4
iScript advanced reverse transcriptase 1
RNA (50-200ng) 0.5-2
Niikleaz icermeyen su 13-14.5
Toplam Hacim 20
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5.15.3 Gerc¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli QRT-PCR reaksiyonunda kullanilan primerler Tablo 5.15.3’de

gosterilmistir. Orneklerden elde edilen cDNA 1:3 veya 1:5 oraninda diliie edilerek

reaksiyon Tablo 5.13.1°deki gibi gerceklestirildi. Reaksiyondan elde edilen sonuglar

GAPDH’ye gore normalize edildi.

Tablo 5.15.3. gqRT-PCR reaksiyon igerigi

Icerik Reaksiyon i¢in gerekli hacim (ul)
Niikleaz icermeyen su 3
Forward Primer (10 pm) 0.5
Reverse Primer (10 pm) 0.5
cDNA (1:3) 1
Syber Green supermix (2x konsantrasyon) 5
Toplam Hacim 10
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6 BULGULAR

6.1 Kalbe Ozgii Duyu Néronlarmn In Vivo isaretlenmesi ve Isaretli Dokularin
Goriintiilenmesi

Bu tez ¢alismasina Oncii olan arastirmalarda, kalbe 6zgii duyu ndronlarini
retrograd boyalar ile isaretlenmesine yonelik in vivo doz optimizasyonu, giin ve boya
seceneklerinin  degerlendirildigi deneysel ¢alismalar MSc. Tuba AKGUL
CAGLAR’in ‘Sinir Hiicreleri ile Kalp Kas1 Hiicreleri Arasindaki Etkilesimin
Molekiiler ve Elektrofizyolojik Diizeyde Arastirlmasi’ adli doktora tez
calismasinda yapilmistir. On ¢alismalarda, Di-8-ANEPPQ’nun karsilastirilan Dil ve
Fluorogold gibi diger boyalara goére sayica daha fazla somayi, yiiksek floresan
siddetinde isaretleyebilmesi yonii ile Di-8-ANEPPQ tercih edilmistir. Di-8-ANNEPQ
fare kalbinin apex bolgesine verilerek operasyondan 7 giin sonra AKG ve NG

dokularinda en verimli in vivo isaretlemeyi sagladigi gortilmiuistiir.

Bu tez ¢alismasinda, Di-8-ANEPPQ isaretli sag ve sol AKG ve NG dokulari ayr1
olarak incelendi. Kalbin gévdenin solunda konumlanmasi nedeniyle kalbe 6zgii duyu
noronlarinin sol AKG’lerde daha yogun olabilecegi diisiindiik. In vivo Di-8-ANEPPQ
isaretli AKG ve NG dokular1 igerdigi floresan boya ile isaretlenme verimi
karsilastirildiginda, NG dokularinda sayica daha fazla floresan ile isaretli hiicre
gozlemlendi (Sekil 6.3.1A-E). Sag ve Sol NG’lerin kendi aralarinda karsilastirilmasi
sonucu hiicre sayis1 acisindan aralarinda anlamli fark gézlenmedi. Sag ve sol olarak
ayrilan AKG’lerin ayn1 segmentlerinden dallanan dokular incelendiginde sol C5
seviyesindeki AKG’lerdeki Di-8-ANEPPQ isaretli somalarin, sag C5 seviyesindeki
AKG’lere gore sayica fazla oldugu belirlendi. Ayrica sag T1 seviyesinden alinan AKG
dokusunda sol T1 dokusuna gore sayica daha fazla Di-8-ANEPPQ isaretli soma
gozlemlendi (Sekil 6.1.1).
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Sekil 6.1.1. Di-8-ANEPPQ ile isaretlenen sag ve sol kostadan alinan AKG ve NG dokularinin
konfokal mikroskobunda goriintiilenmesi. (A) Sag NG, (B) Sag C1, (C) Sag CS, (D) Sag T1,
(E) Sol NG, (F) Sol C1, (G) Sol C5, (H) Sol T1. Olgek bar1: 50 pm

Sag ve sol T3, TS5, T7 seviyelerinden alinan AKG’ler isaretli soma sayisi
acisindan degerlendirilmesi sonucu aralarinda anlamli bir fark tespit edilmemistir
(Sekil 6.1.2). Kalbe 06zgii duyu ndronu innervasyonu ve retrograd tasinim
beklemedigimiz C1 ve L1 seviyelerindeki dokular incelenmistir ve bu iki dokuda da
Di-8-ANEPPQ isaretli hiicre goriilmemistir. Bu bulgu anatomik olarak C1 ve L1

seviyesinde kalbe dallanan duyu siniri olmadigin1 dogrulamaktadir.

Sekil 6.1.2. Di-8-ANEPPQ ile isaretlenen sag ve sol kostadan alinan AKG dokularinin
konfokal mikroskobunda goriintiilenmesi. (A) Sag T3, (B) Sag T5, (C) Sag T7, (D) Sag L1,
(E) Sol T3, (F) Sol T5, (G) Sol T7, (H) Sol L1. Olgek bar1: 50 um
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6.2 Di-8-ANEPPQ Isaretli Doku Kesitlerinde ITHC Optimizasyon Cahsmasi

Di-8-ANEPPQ isaretli dokular1 daha detayli incelemek amaciyla kesitlerde
yapilan immunohistokimyasal boyamalar sirasinda Di-8-ANEPPQ’nun floresan
sinyalini kaybettigi tespit edildi (Sekil 6.2.1). Floresan siddetini korumak ve sinyal
kaybin1 6nlemek amaciyla cesitli optimizasyon calismalar1 yapildi. ilk olarak
kullanilan fiksatifin sicakliginda degisiklik yapildi. Oda sicakligi ve +4°C olarak iki
farkli sicaklikta fikselenerek yapilan ¢aligmada fiksasyon sonrasi, +4°C’de fikslenen
dokularin, oda sicakliginda fikslenen dokulara gore Di-8-ANEPPQ sinyalinin daha
fazla oldugu ve sinyalini korudugu belirlenmistir. Fikslenen dokulara yapilan
immunohistokimyasal boyama sonucunda dokularda Di-8-ANEPPQ sinyalinin

tamamen kayboldugu gézlemlendi (Sekil 6.2.1).

Sekil 6.2.1. Di-8-ANEPPQ isaretli AKGKesitlerde fiksatif sicakligi degiskenine bagli THC
optimizasyonu. (A-D) Fiksasyon oncesi Di-8-ANEPPQ isaretli kesitin goriintiisii, (B) +4°C
%4 PFA ile fikse edilen doku kesitinin goriintiisti, (C-F) Di-8-ANNEPQ isaretli AKG
kesitinde Tujl ve DAPI boyama sonrasi konfokalde goriintiisii. TUJ1: Kirmizi, DAPI: Mavi.
Olgek bari: 50 pm

Boyanin sinyalini iyilestirmek ve kaybini dnlemek ic¢in yapilan bir diger
calisma ise fiksatif yogunlugunu degistirmek ve epitop agiga ¢ikarma basamagini
degerlendirmekti. Fiksatif oranlart %1 ve %4 PFA ile fikselenen dokularn
inceledigimizde dokuda Di-8-ANEPPQ sinyalinin korundugu belirlendi fakat epitop
ac1ga ¢ikarma basamakli IHC (Immiinojistokimya) sonras: floresan sinyali tamamen
kayboldu (Sekil 6.2.2). Epitop agiga ¢ikarma adimi yapilmadan boyanan kesitlerde ise
Di-8-ANEPPQ floresan siddetinin yiiksek oranda azaldig: belirlendi.
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Sekil 6.2.2. Di-8-ANEPPQ isaretli kesitlerde fiksatif ve epitop aciga ¢ikarma teknigine bagl
IHC optimizasyonu. (A-B) %1 PFA ile fikslenen AKG kesitlerinin goriintiisii, (C-D) %4 PFA
ile fikslenen AKG kesitlerinin goriintiisii, (E) %1 PFA ile fikslenen epitop agiga ¢ikarma
islemiyle Tujl ve DAPI boyamas: yapilan kesitin konfokaldeki goriintisii, (F) %1 PFA ile
fikslenen epitop aciga ¢ikarma islemi yapilmadan Tujl ve DAPI boyamas: yapilan kesitin
konfokaldeki goriintiisii. (G) %1 PFA ile fikslenen epitop agiga ¢ikarma iglemiyle Tujl ve
DAPI boyamasi yapilan kesitin konfokaldeki goriintiisii, (H) %21 PFA ile fikslenen epitop
agiga ¢ikarma islemi yapilmadan Tujl ve DAPI boyamas: yapilan kesitin konfokaldeki
gorilintlisii. Tujl ve DAPI boyama sonrasi konfokalde goriintiilenmesi. TUJ1: Kirmizi, DAPI:
Mavi. Olgek bari: 50 pm

Caligmalarimizin deneysel basamaklarinda yasadigimiz sorunlar1 boyayi satin
aldigimiz ticari firma yetkililerine danismamiz sonucu Di-8-ANEPPQ’nun
fikslenmeye uygun olmadigini 6grendik. Bunun iizerine labaratuvarimizda bulunan

retrograd olarak taginabilen boyalar arastirdik.

6.3 Kalbe Ozgii Duyu Noronlarim WGA ve Di-8-ANEPPQ ile Isaretlenmesi ve
Karsilastirnimas:

Di-8-ANNEPPQ’nun THC ile uyumlu olmamasini deneyimlememiz sonucu
IHC ile doku takibi amaciyla laboratuvarimizda bulunan retrograd olarak taginabilen
ve fikslenebilen bir boya olan WGA’y1 degerlendimeye karar verdik. Di-8-ANEPPQ
ve WGA’y1 karsilastirmak amaciyla yapilan histolojik ¢alismalarda, WGA isaretli
kesitlerde kesit basina isaretli bir hiicre gozlemlenirken, Di-8-ANEPPQ isaretli kesitte,
isaretli birden ¢ok hiicre tespit edilmistir. Fikslenme ve immiin boyama sonrasi Di-8-
ANNEPPQ’nun floresan sinyali tamamen kaybolurken, WGA’nin floresan sinyalinin

korundugu ama azaldig belirlendi (Sekil 6.3.1). Bu ¢alisma ile, Di-8-ANEPPQ’nun
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kesitlerde WGA’ya gore daha fazla hiicre govdesini isaretlemesi nedeniyle Di-8-
ANEPPQ boyasi ile caligmalara devam edildi ve isaretli kesitler boyama sonrasi

goriintiileriyle birlestirilerek IHC analizlerine devam edildi.

Di-8-ANNEPPQ

WGA

Sekil 6.3.1. Retrograde boyanan AKG ve NG doku Kkesitlerinin immunohistokimyasal
incelenmesi. (A) Di-8-ANEPPQ ile isaretlenen AKG kesiti, (B) Fiksasyon sonrasi Di-8-
ANNEPQ isaretli AKG kesiti (C) Di-8-ANEPPQ isaretli AKG kesitinde Tujl ve DAPI
boyama sonrasi konfokalde goriintiilenmesi, (D) WGA ile isaretlenen NG kesiti, (E)
Fiksasyon sonrast WGA isaretli NG kesiti, (F) WGA isaretli NG kesitinde TUJ1 ve DAPI
boyama sonras1 konfokalde goriintiillenmesi. TUJ1: Kirmizi, DAPI: Mavi. Olgek bari: 50 um

Kalbe enjekte edilen WGA ve Di-8-ANEPPQ boyalarinin ayni hiicre
popiilasyonlarini isaretledigini gdstermek amaciyla kalbin apeks bolgesine iki boyada
esit miktarda ve ayni bolgeye verildi. Operasyondan bes giin sonra, WGA ve Di-8-
ANEPPQ isaretli olan nodoz dokusunda, WGA isaretli her hiicrenin Di-8-ANEPPQ
isaretli oldugu belirlendi. Sonug¢ olarak WGA’nin, Di-8-ANNEPPQ’e gore daha az
hiicreyi boyadigi tespit edildi (Sekil 6.3.2).
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——— Birlesik

Sekil 6.3.2. Kalbine Di-8-ANNEPQ+WGA enjekte edilen farenin operasyondan 5 giin sonra
NG dokularinin konfokal mikroskobunda gériintiilenmesi (A) sag NG, (B) sol NG. Olgek
bart: 50 pm

6.4 Kalbe Ozgii Duyu Néronlarimin FACS ile Saflastirilmasi

Di-8-ANEPPQ boyasmin kalpten NG ve AKG dokularinda isaretledigi kalbe
0zgili duyu noronlart FACS cihazi ile saflagtirildi (Sekil 6.4.1). FACS ile yapilan
kapilama ve saflagtirma sonucunda, genel NG ve AKG hiicre popiilasyonunun
strastyla %3.27 ve %2.82’sinin Di-8-ANEPPQ isaretli duyu ndronlar1 oldugu tespit
edildi (Sekil 6.4.1). FACS ile saflastirilan Di-8-ANEPPQ isaretli duyu néronlari cam
petrilere ekilerek konfokal mikroskobu altinda floresan goriintiileri alindi.
Saflastirmanin ardindan alinan floresan goriintiilerde, Di-8-ANEPPQ boyali NG ve
AKG sinir hiicrelerinin yesil floresana sahip oldugu ve canliliklariin yiiksek oldugu
gozlemlendi (Sekil 6.4.1). Elde edilen bulgular, FACS cihaz1 ile Di-8-ANEPPQ
isaretli hiicrelerinin boyanmamis hiicre popiilasyonundan ayrildigini, basari ile

saflastirildigini ve iglem sonrasi canliliklarini koruduklarint géstermistir.
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Sekil 6.4.1. Fare kalbine in vivo Di-8-ANEPPQ verilmesi sonrast AKG ve NG hiicrelerinin
FACS analizi ve floresan goriintiisii. (A) Di-8-ANEPPQ ile isaretlenmis NG hiicrelerinin
floresan yayilimi ve saflagtirma sonrasi hiicre kiiltiirii goériintiisii. (B) Di-8-ANEPPQ ile
isaretlenmis canli AKG hiicrelerinin floresan yayilimi ve saflagtirma sonrasi hiicre
kiiltiiriindeki durumu. Olgek bar1: 50 um, Di-8-ANEPPQ: yesil.

6.5 Kalbe Ozgii Duyu Noéronlarimn Morfolojik incelenmesi

Kalbe 6zgili duyu néronlarinit morfolojik olarak siniflandirmak amaciyla govde
caplarina, akson kalinligi ve dallanmasi gibi 6zellikleri incelendi. Kalbe 6zgii duyu
noronlar olarak tanimlanan hiicreler FACS’ta saflastirilan, yesil floresan ile igaretli
hiicrelerden olusmakta, heterojen kontrol hiicreleri ise FACS’ta saflagtirilmamas,
dokudan elde edilen tiim hiicreleri icermektedir. FACS sonrasi elde edilen kalbe 6zgii
duyu noéronlarimi 151k mikroskobu goriintiilerinde, heterojen kontrol noronlara gore
hiicrelerin daha kiigiik ¢ap ve alanina sahip oldugu gozlemlendi (Sekil 6.5.1A-D).
Daha detayl: sayim ve analiz yapmak amaciyla hiicreler néron belirteci olan TUJ1 ve
¢ekirdek boyasi olan DAPI ile immiin boyama yapildi (Sekil 6.5.1 E-H). Di-8-
ANEPPQ isaretli hiicreler TUJ1 noron belirteci ile %100 ortiistii. Heterojen kiiltiirdeki

glialarda floresan gozlemlenmedi.
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Sekil 6.5.1. Kalbe o6zgii duyu noronlar1 ve kontrol néronlarmm 1sik mikroskobu ve
immunohistokimyasal boyama sonrasi goriintiilenmesi. (A-E) Kontrol NG, (B-F) Kalbe 6zgii
duyu NG, (C-G) Kontrol AKG, (D-H) Kalbe 6zgii AKG. TUJ1: Kirmizi,Yesil, DAPI: Mavi.
Olgek bart: 50 pm

Immun boyama sonrasi, hiicrelerin gévde capi, akson kalinlig1 ve dallanmasini
ImagelJ programinda yapilan analiz sonucunda kalbe 6zgii NG’lerin ortalama 300 pm
cap alanina, heterojen noronlarin ise ortalama 400 pm ¢ap alanina sahip oldugu ve
kalbe 6zgii duyu NG’lerin heterojen kontrol NG’lerine gore gévde ¢apinin istatiksel
olarak daha kiigiikk oldugu belirlendi. Akson ¢apt ve dallanma analiz sonuglari
incelendiginde iki hiicre grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. (Sekil 6.5.2A-C).
Kalbe 6zgii duyu NG’lerin gévde alanlar1 ve akson kalinliklarinda goériilen anlamli fark
sonrasi, aym c¢alisma kalbe 6zgii duyu AKG’leri icinde yapildi. Immiin boyama
analizlerinde kalbe 6zgii AKG’lerin heterojen kontrol AKG’lere gore govde alanlart
ve akson kalinliklarinda istatiksel anlamli olarak daha kii¢iik oldugu tespit edildi.
NG’de oldugu gibi AKG kdokenli néronlarda da akson dallanma analizleri sonucu
anlaml fark olmadig belirlendi (Sekil 6.5.2).
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Sekil 6.5.2. Kalbe 6zgii duyu AKG ve NG noronlari ile heterojen AKG ve NG noronlarmin
gbovde alani, akson kalinligi ve akson dallanmalarinin karsilastirmali degerlendirmesi. (A)
AKG govde alani, (B) AKG akson kalinligi (C) AKG akson dallanmasi (D) NG govde cap,
(E) NG akson kalinlig1 (F) NG akson dallanmasi.

AKG kokenli kalbe 6zgii duyu noronlarinin goévde alanlarindaki farklarim
karsilastirmak amaciyla olusturulan grafikte, kalbe 6zgii duyu AKG’lerin govde
caplarmin yogun olarak  200-300 pm? boyutunda oldugu belirlenmistir. Kontrol
grubunun heterojen bir popiilasyon gosterdigi 100-1000 pm?olarak genis bir aralikta
hiicre alanlarina sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.5.3A). Gévde alani analizi
sonuglarini ayrica dot plot grafigi ile gosterilmistir. Analiz sonucunda kontrol AKG
govde alanlarinin ortalamanin {istiinde bir popiilasyona sahip oldugu, kalbe 6zgii

AKG’lerin daha kii¢ciik ve homojen bir dagilim gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
6.5.3B).
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Sekil 6.5.3. Kalbe 6zgii duyu AKG ve kontrol AKG gangliyonlarin gévde alan1 analizlerinin
grafik olarak gosterimi. (A) Siitun grafigi ve (B) Dot plot grafigi ile gosterilmesi.

Kalbe 6zgii duyu NG'lerinin gévde alanlarmin 200-400 um? de yogun bir
dagilim gosterdigi, kontrol NG’lerde ise bu dagilimin 200-800 um? arasi oldugu
belirlenmistir (Sekil 6.5.4). Gévde alanlarinin arasindaki farki ayrica dot plot grafigi
ile inceledigimizde, kalbe 6zgii duyu NG govde alanlarimn 100-500 pm? arasinda
dagilim gosterdigi, kontrol NG’lerin ise 100-700 um? arasinda heterojen bir dagilim
gostermektedir (Sekil 6.5.4).
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Sekil 6.5.4. Kalbe 6zgii duyu NG ve kontrol NG gangliyonlarin gévde alani analizlerinin
grafik olarak gosterimi. (A) Siitun grafigi ve (B) Dot plot grafigi ile gosterilmesi.

6.6 AKG ve NG Dokusunda Kalbe Dallanan Duyu Néron Somalarinin
Histolojik incelenmesi

Doku boyutunda detayli inceleme yapmak amaciyla omuriligin farkl
segmentlerinden alinan kesitler Sekil 6.6.1 de gosterilmistir. Di-8-ANEPPQ isaretli
somalar, C5-C8 ve T1-T5 seviyelerinden alinan AKG doku kesitlerinde yogun olarak
gozlemlendi. Kalbe 06zgli duyu ndronu innervasyonu ve retrograd tagimim
beklemedigimiz C3, T13 ve L1 seviyelerindeki doku Kesitleri incelenmis ve bu doku
kesitlerinde Di-8-ANEPPQ isaretli hiicre goriilmemistir.
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Sekil 6.6.1. Kalbe boya verilen fareden alinan farkli béliimlerden alinan AKG kesitlerinin
goriintiilenmesi. (A) C3, (B) C5, (C) C8, (D) T2, (E) T4, (F) T6, (G) T9 (H) T13 (1) L2
Olgek bart: 50 um

Di-8-ANEPPQ isaretli AKG kesitlerinde yesil floresana sahip hiicrelerin,
noron oldugunu dogrulamak amaciyla kesitler néron belirteci olan TUJ1 ile immiin
boyamasi yapildi. Omuriligin T2 ve T5 segmentlerinden alinan doku kesitlerini
kullanarak yapilan immunohistokimyasal caligmalar sonucunda, Di-8-ANEPPQ
isaretli hiicrelerde TUJI anlattimi oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglarla, Di-8-
ANNEPQ isaretli hiicrelerin noron oldugunu doku boyutunda dogrulamaktadir (Sekil
6.6.2).
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Sekil 6.6.2. Kalbe 6zgli duyu AKG kesitlerinin immunohistokimyasal boyama sonrasi
gortintiilenmesi (A) Di-8-ANEPPQ isaretli T2 kesiti, (B) Di-8-ANEPPQ isaretli T5 kesiti. Di-
8-ANNEPPQ: Yesil, TUJ: Kirmizi, DAPI: Mavi. Olgek bart: 50 pm

6.7 Kalbe Ozgii Duyu Néronlarimin gRT-PCR ile Degerlendirilmesi

Kalbe 6zgii duyu ndronlarini in vivo isaretleme ve tanimlamay1 amagladigimiz
ve TUBITAK tarafindan 115S381 proje numarasi ile tamamlanan, ‘Sinir Hiicreleri ile
Kalp Kasi Hiicreleri Arasindaki Etkilesimin Molekiiler ve Elektrofizyolojik Diizeyde
Arastirilmasit’ baslikli projemizde bu tez ¢alismasina temel olan veriler elde edilmisti.
Proje kapsaminda retrograd ilerleyen boyalar ile isaretlenen kalbe 6zgli duyu
noronlarin  tanimlanmasina yonelik biyoinformatik analizler gergeklestirildi.
Analizlerde kalbe 6zgii duyu néronlarini heterojen néronlara gére gen ifade oranlamasi
yapilmis ve aralarindaki farki gostermek i¢im Log2 tabanindaki kat degisimi

incelenmistir.

Transkriptom sonuglarindan elde edilen verilere gore kalbe 6zgii duyu AKG
noronlarinin heterojen noronlarla karsilastirilmasi sonucu Log2 tabanli kat degisimi
1.5°dan fazla olan 19 genin ifadesinin daha yiiksek oldugu, Log2 tabanli kat degisimi
1.5’dan az olan 377 genin ifadelerinin diisiik oldugu belirlenmisti. Kalbe 6zgii duyu
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NG noéronlarinda, heterojen ndronlarla karsilagtirildiginda Log2 tabanli kat degisimi
1.5’dan fazla olan 5 genin ifadesinin yiiksek oldugu, Log?2 tabanli kat degisimi 1.5’dan
diisiik olan 380 genin ifadelerinin diisiik oldugu tespit edilmisti. Bu tez kapsaminda
kalbe 06zgli duyu noéronlarimt morfolojik analizler sonucu kiiciik ¢apli agr

reseptorleriyle iliskilendirdik.

Log?2 tabanli kat degisim sonuglarina gore kalbe 6zgii duyu AKG noronlarinda
P2RX2 ve SCN10A, kalbe 6zgii duyu NG noronlarinda P2RX2 anlamli olarak yiiksek
ifade edildigi tespit edildi. Son yillarda yapilan galismalarda P2RX2 ve SCN10A
genlerini agr reseptorlerinin ifade ettigi gosterilmistir (96). Trankriptom datalarim
dogrulamak ve kalbe 6zgii duyu noéronlarin1 tantmlamak amaciyla, agriy1 algilayan
sinirlerde bulunan bulunan P2RX2, SCN10A, TRPV1, TPRV2, CHRNAG, TRKAL,
TRPA1 genlerinin ifadesi gen ekspresyon analizi yapilarak incelendi (Sekil 6.7.1).
Kalbe 6zgii NG’leri kontrol NG’lere oranlayarak yapilan gen ekspresyon analizinde
SCN10A ve TRPA1’in kontrole oranla gen anlatimimin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 6.7.1A). Gen ekspresyon analizi ile elde edilen sonuglari
transkriptomdaki Log2 tabanli kat degisim oranlariyla karsilastirdigimizda kalbe 6zgii
duyu NG noronlarinda TPRV2 ve TRPA1’in gen anlatiminin transkriptom ile uyumlu
sonu¢ verdigi belirlenmistir. SCN10A ifadesinin kalbe 6zgii duyu ndronlarinda fazla
oldugu fakat transkiriptom datalarma gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil
6.7.1B).
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Sekil 6.7.1 Kalbe 6zgii duyu NG hiicrelerinde agr1 reseptorleri gen ifade analizi. (A) Kalbe
6zgli NG’lerin heterojen kontrole oranla degisim grafigi (B) Kalbe 6zgii NG’lerin Log2 kat
degisimi.

Kalbe 6zgii duyu AKG noronlar1 ve heterojen néron ornekleri kullanilarak
yapilan gen ekspresyon analizi sonuglarini heterojen AKG’ler ile karsilastirdigimizda,
SCN10A, TRPAL ve P2RX2’in gen anlatiminin kalbe 6zgii AKG’lerde daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (Sekil 6.7.2A). Sonuglar1 Log2 tabanli kat degisim oranlariyla
karsilagtirdigimizda kalbe 6zgii duyu AKG néronlarinda P2RX2’in transkriptoma

uyumlu sekilde artarak ifade ettigi belirlenmistir (Sekil 6.7.2B).
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Sekil 6.7.2 Kalbe 6zgii duyu AKG hiicrelerinde agr1 reseptorleri gen ifade analizi. (A) Kalbe
0zgii AKG’lerin kontrole oranla katlik degisim grafigi (B) Kalbe 6zgii AKG’lerin Log2 kat
degisimi.

6.8 Kalbe Ozgii Duyu Néronlarimin Agr1 Reseptorii Proteinleri Ekspresyonun

Degerlendirilmesi

Cap analizinde elde ettigimiz verilerden yola c¢ikarak kalbe 6zgii duyu
noronlarinin  kiigiik ¢apli nosiseptorlerce yogun olabilecegi o6ngoriildi. Gen
ekspresyon analizi sonuglarina gore kalbe 6zgii duyu AKG ve NG’de SCN10A ve
P2RX2 genlerinin yiiksek miktarda ifade ettigi gosterilmisti. Genel agri reseptdrii olan
TRPV1’de kullanilarak, Kiigiik ¢capli agr1 reseptorlerinin membranlarinda bulunan bu
genleri protein diizeyinde incelemek amaciyla Di-8-ANEPPQ isaretli NG ve
omuriligin farkli segmentlerinden alinan AKG doku kesitleri kullanilarak
immunohistokimyasal boyamalar yapildi. Di-8-ANEPPQ isaretli NG’den alinan
kesitlerde TRPV1 ve P2RX2 immun boyama sonrasi alinan goriintiilerde NG
kesitindeki hiicrelerin yogun olarak TRPV1 ifade ettigi gozlendi. P2RX2
ekspresyonunun hiicrelerde daha az oldugu tespit edilmistir. Di-8-ANNEPQ isaretli
hiicrelerin hepsi TRPV1 eksprese ettigi, TRPV1’e gore daha az hiicrenin P2RX2’de
ifade ettigi belirlenmistir (Sekil 6.9.1).
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Sekil 6.8.1. In vivo olarak Di-8-ANEPPQ ile isaretli NG Kesitinde agr ile iliskilendirilen
proteinlerle boyama sonrasi goriintiilenmesi (A) Di-8-ANNEPPQ, (B) TPRV1, (C) P2RX2
(D) BF: Aydinlik alan (E) DAPI, (F) Birlesik. Goriintiiler 20x objektif ile gekilmistir. Olgek
cubugu: 50pm.

Di-8-ANNEPQ isaretli T1 seviyesinde konumlanan AKG dokusundan alinan
kesitlerde, immiin boyama sonrast TRPV1’in isaretli hiicrelerde yogun olarak ifade
edildigi belirlenmistir. SCN10A’nin TRPV 1 e gore daha az sayida hiicrede anlatigimi
oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.9.2).

Di-8-ANNEPPQ

=X

Sekil 6.8.2. In vivo olarak Di-8-ANEPPQ ile isaretli T1 seviyendeki AKG kesitinin agri ile
iliskilendirilen proteinlerle boyama sonrasi goriintiilenmesi (A) Di-8-ANEPPQ, (B) TPRV1,
(C) SCN10A (D) BF: Aydmnlik alan, (E) DAPI, (F) Birlesik. Goriintiiler 20x objektif ile
cekilmistir. Olgek cubugu: 50um.
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6.9 AKG ve NG Doku Kesitlerinde Kalbe Ozgii Duyu Néronlarimin Haritalama
Calismasi

AKG ve NG dokularini yiiksek ¢oziiniirliikte dokudaki organizasyon ve sayisal
olarak degerlendirmek amaciyla haritalama ¢aligmasi da yapilmistir. Rexed’in laminar
sistemine gore omuriligin gri cevheri arkadan 6ne dogru 10 farkli laminaya ayrilmistir
(9). Laminar organizasyon ile duyu ndronlarinin hangi bolgelerde konumlandigi
belirlenmistir (9,97). Bu tez ¢alismasinda, agriya cevap veren somalarin omurilige
benzer bir laminar organizasyonunun olup olmadigin1 degerlendirmek amaciyla NG
ve omuriligin servikal ve torakal segmentlerindeki AKG dokular1 kullanilarak 3
boyutlu haritalama calismasi yapildi. Haritalanma ¢alismasin1 yapmak amaciyla
kesitler iist iiste getirilerek olusturulan doku sablonuna yerlestirildi ve isaretli hiicreleri
temsilen yesil noktalar eklendi. Incelenen tiim AKG ve NG’ler i¢in ayn1 basamaklar
uyguland1 (Sekil 6.9.1). Yapilan calisma kesitlerin birlestirilmesi ile elde edilen

stereolojik bir haritalama ¢alismasidir.

Sekil 6.9.1. Kesitleri birlestirme basamaklar

Kalbe inerve olan noéronlarin NG dokusunda, AKG’lere oranla sayica daha
fazla oldugu belirlenmis ve dokuda heterojen bir dagilim gosterdigi tespit edilmistir
(Sekil 6.9.2). Kalbe 6zgii duyu noronlarinin NG’deki hiicre popiilasyonunun %5
(105/2037)’ini olusturdugu belirlenmistir. Sag ve sol olarak ayrilan NG dokular
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arasinda kalbe 0Ozgli duyu noronlar1t icermesi agisindan anlamli bir fark

gbzlenmemistir.

Sekil 6.9.2. Kalbe 6zgii duyu néronlarini doku boyutunda haritalama ¢alismasi.

Omuriligin C8, T1, T3 ve T5 segmentlerinden alinarak, sag ve sol olarak ayrilan
AKG dokularinda yapilan incelemeler sonucunda, kalbe 6zgii duyu néronu olarak
belirledigimiz Di-8-ANEPPQ pozitif hiicrelerin, dokuda heterojen bir dagilim
gosterdigi tespit edilmistir. Haritalama ve hiicre sayimi sonucu, C8 segmentindeki
AKG’lerin %1.5, T1 segmentindeki AKG’lerin % 2.5, T3 segmentindeki AKG’lerin
%1-3 arast ve T5 segmentindeki AKG’lerin %2’lik bir orana sahip oldugu tespit
edilmistir. Cesitli segmentlerde yapilan incelemelerde, kalbe 6zgii duyu néronlarinin
sadece sol T1 ve T3’iin sag boliime gore hiicre sayilarinda anlamli bir fark tespit

edilmistir (Sekil 6.9.3).

BNG mC8 mT1 mT3 mT5

ylzdesi
w

Kalbe 6zgl duyu néronlarinin

SAG SOL

Sekil 6.9.3. Di-8-ANEPPQ isaretli dokularin haritalama sonrasi yiizdelik dagilimi. (* p<0.05,
**p<0.01)



7 TARTISMA VE SONUC

Giiniimiizde kalp hastaliklar1 bulasic1 olmayan hastaliklar sinifinda, 6liim orani en
fazla olan gruptur. Son yillarda yapilan aragtirmalarda kalp hastaliklarina bagh
Tirkiye’de 6liim oranlarinin %34’e ulastigi belirlenmistir. (1). Klinikte en sik
rastlanan olgulardan biri olan kalp krizi, kalbi besleyen damarlarda olusan tikaniklik
gibi problemler sonucu, kalbe oksijen ve besleyici maddeler temin edilemedigi i¢in
kalpte hasarlar meydana gelerek olugmaktadir. Kalp krizi sirasinda gogiiste olusan
agr1, nefes darligi, mide bulantisi en sik rastlanan semptomlardir. Bu semptomlarin
olusmasinin nedeni kalpten gelen duyu sinirlerinin viseral 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Literatiirde yapilan caligmalarda bu agrinin iist ekstremitede
olmasmin nedeni kalpten gelen duyusal uyarilarin omurilikteki C3-8, T1-T8 arasi
olmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir (4). Hastalarin teshisi, gosterdigi
klinik semptomlar, biyokimyasal kan testleri ve EKG ile konulmaktadir. Ayrica
tanimlanan semptomlar yas ve cinsiyete bagli olarak farklilik gosterebilmektedir.
Fakat kalp krizi sonrasi kalpten gelen agrinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi halen

tam olarak yapilamamustir.

Duyu noronlar glinlimiizde gérme, koklama, tat alma gibi duyularimiza ek olarak,
viicudumuzdaki i¢ organlardan beynimize fizyolojik durumumuz hakkinda hayati
bilgiler aktarabilmektedir (44). Literatiirde gastorintestinal sistem, bagirsak ve
akcigere 0zgii duyu noronlart son yillarda tanimlanmstir (5,47,98). Kalbe 6zgii
noronlari inceleyen ¢aligmalarda ise otonom sinir sistemin parasempatik ve sempatik
sinirleri ile kalp iliskisi incelenmis, duyu noéronlarinin sinir baglantilar1 ise
bulunduklar1 omurilik segmentleri agisindan temel tanimlamalar yapilmis fakat

ayrintil morfolojik ve molekiiler ¢aligmalar eksik kalmistir.

Kalpten gelen duyusal bilgi AKG ve NG beyne vasitasiyla iletilmektedir. AKG
ve NG kardiyak sinir sisteminin olusmasini saglayan kardiyak afferent noronlari
icermektedir (42,43). Bu tez ¢alismasi kapsamindaki amaglarimiz, AKG ve NG’de

bulunan kalbe 6zgii duyu néronlarinin in vivo isaretleme sonrasi ayrigtirilmasi,
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kiiltirde ve morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu ile kalbe 6zgii duyu néronlarini
doku kesitlerinde konum (mapping) ve toplam hiicre grubuna oranin belirlenmesidir.
Bu tez ¢alismasinin temel aldig1 kalbe-6zgii duyu sinirlerinin retrograd boyalar ile
isaretlenmesine yonelik in vivo doz, giin ve boya seceneklerinin degerlendirildigi
deneysel yaklasimlarin gelistirilmesi MSc. Tuba AKGUL CAGLAR’in ‘Sinir
Hiicreleri ile Kalp Kas1 Hiicreleri Arasindaki Etkilesimin Molekiiler ve
Elektrofizyolojik Diizeyde Arastirilmasi’ adli tezinde yapilmistir. On ¢alismalarda,
Di-8-ANNEPPQ’nun karsilastirilan Dil ve Fluorogold gibi diger boyalara gore sayica
daha fazla somayi, yiiksek floresan siddetinde isaretleyebilmesi yonii ile Di-8-
ANEPPQ tercih edilmistir. Onemli olarak, Tuba AKGUL CAGLAR’1n tez galismasi
kapsaminda kalbe enjekte edilen sadece C ve T segmentlerinde bulunan AKG ve NG
disinda omurilik, karaciger, akciger ve kalp gibi cesitli organlar1 bulunmadigi,
yayilimin hedefli oldugu ve sistemik dagilim géstermedigi incelenmistir. Sonuglarimiz
literatiire ile uyumlu sekilde boyanin retrograd olarak sadece dogru anatomik

segmentte yer alan AKG’ler ile NG isaretledigi gostermistir (48,49,95).

Kalbe 6zgii duyu néronlarim isaretlemek igin, operasyon sirasinda farelerin
kalplerinin apex bolgesinden enjeksiyon yapildi. Literatiirde, siganlarla yapilan
caligmalarda kalbe 6zgili duyu néronlarini isaretlemede retrograd boyay1 kalbin 4 farkl
bolgesine veren caligmalar bulunmaktadir. Akciger, bagirsak gibi organlarin duyu
noronlarin1 aragtirmak amaciyla yapilan caligmalarda retrograd boyalar, organ
hacminin genisliginden dolay1 akciger ve bagirsagin bir¢gok bdlgesine enjekte
edilmistir (5,46). Biz de yaptigimiz caligmada bu bilgilerin onciiligiinde Di-8-
ANEPPQ’y1 kalbin apeks bolgesinden bir kez enjekte etmeye karar verdik. Enjeksiyon
sonrasi, farelerde mortalite oranin yiiksek oldugu belirlendi. ilerleyen ¢alismalarda
mortaliteyi 6nlemek amaciyla boyanin paste formu kullanilabilir. Kullanilacak paste

boya kalbe zarar vermeden yiizeyine yerlestirilerek boyanin niifiiz etmesi saglanabilir.

Kalbe 6zgii duyu noronlarinin AKG’lerde C5-8 ve T1-T8 seviyelerinde daha
yogun bulundugu ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (4,49). Fakat sag/sol ayrimi ve
somalarin konumu, yiizdesi hakkinda bir ¢alisma bulunmamaktadir. In vivo olarak

kalbe Di-8-ANEPPQ verilen farelerden diseksiyon sonrast NG ve AKG’lerden alinan

70



dokular sag ve sol olarak ayrilarak yapilan incelemelerde, literatiire benzer olarak
NG’lerde, C5-C8 ve T1-8 seviyesinden alinan AKG’lerde Di-8-ANEPPQ isaretli
somalar gozlemlendi. NG ve AKG’leri kendi i¢inde Kkarsilastirdigimizda, NG
dokusunda sayica isaretli hiicrelerin daha yogun oldugu goézlemlenmistir. NG’lerde
isaretli hiicreleri daha fazla goriilmesinin nedeni anatomik yapisindan kaynakl
olabilecegi diisiiniildii. Sag ve sol olarak ayrilan Di-8-ANEPPQ isaretli AKG’ler
incelendiginde doku boyutunda C5-C8 ve T1-T5 seviyeleri arasinda isaretli néronlar

arasinda anlaml fark gézlemlenmemistir.

AKG ve NG dokularinda Di-8-ANEPPQ ile isaretli hiicreleri detayli incelemek
ve noéron oldugunu dogrulamak amaciyla yapilan IHC sonrasi dokudaki Di-8-
ANEPPQ isaretli hiicrelerin floresan sinyalini kaybettigini, isaretli kesitlerin gogunda
sinyalin tamamen kayboldugu belirlendi. Sorunu ¢6zmek amaciyla deney diizeneginde
[HC basamaklarinin; fiksatif ¢esidi, sicaklik degisimi, fiksasyon siiresi optimize edildi.
Yapilan tiim ¢alismalar sonucu sinyali iyilestirecek yontemler yetersiz kaldi. Uretici
firma ile irtibat kurularak teknik destek alindi. Aldigimiz bilgiler ile Di-8-
ANNEPPQ’nun fikslenebilen bir boya olmadigi sonucuna ulastik. Bu nedenle IHC
caligmalarinda fiksasyon Oncesi alinan goriintiiler boyama sonrasi goriintiiler ile

birlestirildi.

Immiinohistokimya ¢alismalar1 i¢in laboratuvarimizda bulunan retrograd olarak
taginabilen ve fikslenebilen bir boya olan WGA’y1 deneylerimizde Di-8-ANEPPQ ile
karsilastirmaya karar verdik. WGA hem retrograd hem de arterograd 6zellik gosteren,
sabitlenebildigi i¢in ICC ve IHC’de kullanimi uygun olan hiicredeki N-asetil
glukozamin ve N-asetilneraminik asite baglanarak ¢alisan bir boyadir (87,88). Di-8-
ANEPPQ lipofilik 6zellige sahip, hiicre zarina entegre olarak ¢alisan bir retrograd
boyadir (99). Doku boyutunda yapilan incelemelerde WGA nin kalbe enjeksiyondan
5 giin sonra AKG ve NG’lere tasindig1 belirlenmistir. WGA isaretli somalarin Di-8-
ANNEPQ’ya gore sayica daha az oldugu tespit edildi. Kesit boyutunda yapilan
incelemelerde de WGA isaretli NG kesitlerinde, biitiin dokudaki hiicrelere gore sayica
daha az isaretli soma gozlemlenmistir. Bunun nedeni boyanin dokudaki stabilitesinden

kaynakli oldugu diisiiniildii. Ayrica literatiirde yapilan c¢alismalarda WGA isaretli
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hiicrelerin farkli bir popiilasyona ait olabilecegi gosterilmistir (100). Sicanlarda
yapilan calismada WGA’nin AKG disinda schwann hiicreleri ve ranvier diiglimlerini
de isaretledigi tespit edilmistir. Farkli AKG kesitlerinde ise Di-8-ANEPPQ isaretli
dokulara uyumlu olarak c¢ok sayida isaretli soma belirlenmigtir. Sonraki asamada
fikslenme ve immiin boyama sonrasi Di-8-ANEPPQ’ nun floresan sinyali tamamen
kaybolurken, WGA’nin floresan sinyalinin korundugu belirlendi. Bu ¢aligma ile, Di-
8-ANNEPQ’nun kesitlerde WGA’ya gore daha fazla hiicre gévdesini isaretledigi
sonucuna varildi. Di-8-ANNEPQ boyasi1 ile ¢alismalara devam edildi ve isaretli

kesitler boyama sonrasi goriintiileriyle birlestirildi.

Iki farkl retrograd boya olan WGA ve Di-8-ANEPPQ’nun kalbin ayn1 bdlgesine
vererek boyalarin spesifik olarak ayni hiicreleri boyanacaginmi diisiindiik. Yapilan 6n
caligmalarda, NG’de AKG’ye gore daha fazla isaretli hiicre oldugu tespit edilmisti bu
nedenle ayni kalpte ikili boyamada NG dokusu incelendi. Calisma sonucunda WGA
isaretli her hiicrenin Di-8-ANEPPQ isarctli oldugu belirlendi. NG dokusu
incelendiginde ise Di-8-ANEPPQ isaretli sayica daha ¢ok hiicre oldugu gézlemlendi.
Bu sonucun, WGA’nin kalpten somalara taginma hiz farki ve membran diflizyon
oranin daha diisik olmasi, farkli hiicre tiplerini de boyamas: ile stabilite
farkliliklarindan kaynakli olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica literatiirde WGA
kullanilarak yapilan in vivo arastirmalarda, WGA isaretli hiicrelerin gévde alanlarinin,
isaretli olmayan hiicrelere gore daha biiyiik oldugu tespit edilmistir (101). Yapilan
aragtirmalarda  WGA isaretli hiicrelerin farkli bir popiilasyonu isaretledigi
belirlenmistir. Bir bagka ¢alismada ise WGA isaretli hiicrelerin AKG disinda, farkli
noron tiplerini de boyadigi tespit edilmistir (100). Bu ¢alismalar kalpten enjekte edilen
WGA’nin  kalbe 06zgli duyu noronlarmin tamamint neden boyamadigim
aciklamaktadir. Yaptigimiz morfolojik analizler sonucu Di-8-ANEPPQ isaretli

noronlarin kiiciik ¢apli ndronlar1 daha fazla igerdigi tespit edilmistir.

Kalbe 6zgili duyu néronlarini heterojen noronlardan ayirmak ve detayli morfolojik
analizler yapmak amaciyla Di-8-ANEPPQ isaretli heterojen hiicreler FACS cihazinda
saflastirildi. Heterojen popiilasyonda %3,27 Di-8-ANEPPQ pozitif NG hiicresi ve
%2,82 Di-8-ANEPPQ pozitif AKG hiicresi elde edildi. Isik mikroskobundan alinan
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goriintiilerde, kalbe 6zgii duyu ndronu olarak diisiindiigiimiiz FACS ile saflastirilan
pozitif hiicrelerin kontrol hiicrelere gore govde caplarmin daha kiigiik oldugu
gozlemlendi. Morfolojik analizler sonucu FACS ile saflastirilmis kalbe 6zgii duyu
AKG noronlar1 ve heterojen AKG ndron kiiltiirleri karsilastirildiginda, kalbe 6zgii
duyu AKG néron gévde alanlarinin (200-300 um?) ve akson ¢aplarinin istatistiksel
anlamli olarak daha kiigiik oldugu belirlendi. Kalbe 6zgii ve heterojen AKG
noronlarinin aksonal dallanmasina bakildiginda iki grup arasinda anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir. Ayni ¢alismay1 kalbe 6zgii duyu NG noéronlar1 ve hetorojen NG
noronlar1 kullanarak yaptigimizda analiz ettigimiz sonuglarda kalbe 6zgii duyu NG
ndronlarinin istatiksel anlamli olarak heterojen NG kiiltiiriine gore kiigiik oldugu tespit
ettik. Kalbe 6zgli NG’lerin akson kalinliginda heterojen NG’lere gore anlamli fark
bulunmamistir. Fakat gévde alanina gore akson kalinligi daha fazla oldugu
belirlenmistir. Olgiimleri yaparken sinir gévdelerinin uglarindan dlgiim yapilmistir.
Daha sonra yapilacak olan ¢alismalarda akson kalinlik dlgiimleri gévdeden 1-2 cm
daha uzak mesafede yapilabilir. Ayrica morfolojik analizlerin tamami ekimden 3 giin
sonra yapilmisti. Gelecek ¢alismalarda hiicre ekiminden 1 giin sonra analiz yapilarak
aralarinda karsilastirma yapilabilir. AKG ve NG’de yapilan analizler sonucu kalbe
6zgii duyu noéronlarinin kii¢iik capli néronlar1 yogun icermesinden dolay1 farkli bir alt

poplilasyona sahip olabilecegi kanisini varilmistir.

Cap analizi sonuglari, literatiirde yapilan ¢aligmalar ile karsilastirildiginda kalbe
0zgili duyu noronlarinin kontrole gore govde alanlan kii¢iik oldugu i¢in yogun olarak
nosiseptdr sinifindaki noronlart igerdigi diisiiniildi (102). SCN10A, TPRV1 ve P2RX2
agr1 ile iliskilendirilen noSiseptorlerin hiicre membranlarinda bulunan kanal
proteinleridir (103). 1155381 nolu TUBITAK projemizde yapilan transkriptom
verilerinde SCN10A ve P2RX2 genlerinin AKG ve NG’lerde anlamli olarak gen
ifadesinin heterojen noronlara gore yiiksek oldugu bulunmustur. Trankriptom
datalarin1 dogrulamak ve kalbe 6zgli duyu noronlarimi tanimlamak amaciyla, agri
reseptorlerinde bulunan genlerinin ifadesini qRT-PCR ile inceledik. Sonug olarak
kalbe 6zgii duyu NG noronlarindaki TPRV2 ve TRPAL gen anlatiminda transkriptom
ile uyumlu olarak ifade edildigi belirlendi. Kalbe 6zgii duyu AKG noronlart ve

heterojen ndron drnekleri kullanilarak yapilan qRT-PCR sonuclarinda ise kalbe 6zgii
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duyu AKG ndronlarinda P2RX2 transkriptoma uyumlu sekilde ifade edildigi

belirlenmistir.

Gen ifade bulgularimiza dayanarak kalbe 6zgii duyu AKG’de SCN10A ve
TRPV1, kalbe 6zgii duyu NG hiicrelerinde P2RX2 ve TRPV1 genlerinin yiiksek
miktarda ifade ettigi gosterilmisti. Bu genleri protein diizeyinde incelemek amaciyla
Di-8-ANEPPQ isaretli NG ve omuriligin farkli segmentlerinden alinan AKG’ler
kullanilarak yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonucunda Di-8-ANEPPQ
isaretli NG ve AKG’deki hiicrelerin yogun olarak TRPV 1’1 ifade ettigi gézlendi. Fakat
Di-8-ANEPPQ az sayida hiicrenin P2RX2 ve SCN10A ifade ettigi belirlendi. Gen
ifade analizlerinde anlatimi yiiksek olan P2RX2 ve SCN10A’nin protein diizeyinde
diisiik ekspresyon oldugu belirlendi. Bu genlerin mRNA seviyesinin protein
translasyonunu yansitmamis olabilir ya da farkli segmentteki kesitler ve cesitli
antikorlar ile calisma tekrarlanabilir. Calismayr dogrulamak amaciyla kiiltiir

boyutunda immunositokimyasal analizler yapilabilir.

Rexed’in laminar sistemine gore omuriligin gri cevheri arkadan 6ne dogru 10
farkli laminaya ayrilmistir (9). Bu laminalarda genel olarak deriden gelen afferent lifler
sinaps yapar. Literatiirde termal uyaranlarla, omurilik dorsal hornda laminar
organizasyonda hangi lamina diizeyinin uyarildigin1 gosteren g¢alismalarda dorsal
hornda haritalama yapilmistir (10). Dokuyu daha net goriintiilemek i¢in literatiirde
berraklastirma yontemi kullanilmaktadir. Fakat kullandigimiz Di-8-ANEPPQ
fikslenemedigi i¢in, berraklastirma yontemleri sonrast dokudaki floresan 6zelligini
kaybetmektedir. Tez ¢alismas1 kapsaminda dorsal horndaki laminal organisyonun,
gangliyon diizeyinde AKG ve NG dokularinda olup olmadig1 sorusuna cevap vermek
ve kalbe 6zgili duyu ndronlarinin toplam noronlara gére oranini belirlemek amaciyla
haritalama calismasi yapilmistir. Yapilan ¢alisma kesitlerin birlestirilmesi ile elde
edilen stereolojik bir haritalama ¢aligmasidir. Calismada NG ve omuriligin C8, T1, T3
ve T5 seviyesindeki dokular kullanildi. Haritalama sonucunda sag ve sol olarak ayrilan
NG ve AKG’lerde bulunan kalbe innerve olan néronlarin dokuda heterojen bir dagilim
gosterdigi belirlendi. Kalbe innerve olan duyu néronlarmin dokudaki yiizdesini

belirlemek amaciyla yapilan sayimlarda NG’lerde bulunan kalbe o6zgii duyu

74



noronlarinin AKG’lere gore istatiksel anlamli olarak sayica daha fazla oldugu tespit
edildi. NG’lerde isaretli hiicre oran1 yaklasik %5 iken, AKG’lerde bu oran en fazla %3
oldugu belirlendi. Sag ve sol ayrimi yapilarak yapilan analizlerde sol T1 ve T3
segmentlerinde bulunan kalbe 6zgii duyu néronlarinin sag bolgedeki isaretli hiicrelere
gore anlamli olarak fazla oldugu tespit edilmistir. Bunun nedenin kalbe dallanan
noronlarin yogun olarak solda oldugu literatiirde ileri siiriilmiistiir. Sonuglarimiz
literetiire uyumlu olarak sol bolgede kalbe 6zgii duyu ndronlarinin daha yogun
oldugunu gostermistir. Bu ¢aligma ile literatiirde ilk olarak kalbe 6zgii duyu AKG ve

NG’de bulunan néronlarin konumu ve ylizdesini belirlenmistir.

Literatlirde bagirsak ve mideye 6zgli ndronlari tanimlarken cesitli proteinler
biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (5,6). Bu tez ¢alismasi ile doku ve hiicresel
boyutlarinda gen ekspresyon analizleri sonuglarina gore kalbe 6zgii duyu néronlarmni
karakterize etmede SCN10A, P2RX2 gibi proteinler tanimlamada kullanilabilir. Bu
genleri kullanilarak olusturulacak transgenik hatlarda, kalp ile sinir iligkisini
molekiiler ve fonksiyonel 0Ozelliklerinden yararlanilarak arastirilmasina olanak
saglama potansiyeli vardir. Kalbe 6zgii duyu noronlarint morfolojik ve molekiiler
olarak detayli olarak inceleyerek literatliire Ozgiin bir katki saglamistir. Tez
caligmasinda elde ettigimiz veriler, bilimsel toplantilarda poster ve szlii sunum olarak
hazirlanmistir. Bu tez galismasiyla elde ettigimiz sonuglari, etki degeri yiiksek

dergilerde yayimlanma ve uluslararasi toplantilarda sunmay1 hedeflemekteyiz.

Gelecek calismalarda, haritalama sonuglarinin istatistiksel anlamliligini arttirmak
amaciyla ornek alinan hayvan sayisi arttirtlabilir ve omuriligin analiz edilmeyen
segmentleri kullanilabilir. Elde edilen veriler farkli ve biiyiikk hayvan tiirlerinde kalbe
0zgili duyu noronlarin1 3B goriintiileme ve haritalama yonelik ¢aligmalara olanak
saglayabilir. Bu tez c¢alisgmasinda kalbe &zgii biyobelirteg tamimlamak ve
siiflandirmada yontemler gelistirilerek, literatiire katki saglanmistir. Elde ettigimiz
verilerin 1s18inda kalbe 6zgii duyu noronlarinin tanimlanmasi ve kalp-sinir sistemi

etkilesiminin sistemler seviyesinde anlagilmasina katki saglamistir.
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