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1. ÖZET 

TRANSNÖRONAL DEJENERASYONUN HÜCRE KÜLTÜRÜNDE CANLI 

GÖRÜNTÜLEME YÖNTEMİ İLE ARAŞTIRILMASI 

Sinir sisteminde kısıtlı bir alanda meydana gelen bir hasar öncelikle hasar bölgesindeki 

hücreleri etkiler ve sonrasında çevre bölgelerde ikincil hasar diye de adlandırılan 

patolojik bir sürecin başlamasına sebep olur. İkincil hasar, çevredeki hücrelerin ölüm 

ve dejenerasyonuna sebep olduğunda transnöronal dejenerasyon olarak da adlandırılır. 

Çalışmamızda bu süreçte rol oynadığı düşünülen P2X7 reseptörü ve hasar sonrası 

yayılan kalsiyum sinyali, femtosaniye kızılötesi lazer kullanılarak oluşturduğumuz in-

vitro hasar modeli ile araştırılmıştır. Hücre kültürü ortamında sınırlı sayıda sinir 

hücresinde aksotomi hasarı oluşturulduktan 24 saat sonra yapılan canlılık testlerinde 

ölüm oranının kontrol grubuna kıyasla arttığı ve yalnızca glia hücrelerinde bulunan 

P2X7 reseptörü bloklandığında ölüm oranın anlamlı bir şekilde kontrol seviyelerine 

düştüğü gözlenmiştir. Boya alım analizlerinde de hasarın hemen sonrasında çevredeki 

glia hücrelerinde boya alımının arttığı ve bu artışın hasar bölgesine olan mesafe ile 

negatif korelasyon gösterdiği gözlenmiştir. P2X7 reseptörü bloklandığında kontrol 

seviyelerine düşmesi glia hücrelerindeki P2X7 reseptörünün aktivasyonunun hücre 

zarında büyük bir por açılmasını sağladığını düşündürmüştür. Panneksin1 ve P2X7 

boyamaları da aksotomi sonrası komşu hücrelerde bu proteinlerin hücre zarındaki 

miktarının da zamana bağlı olarak değiştiğini göstermiştir. Kalsiyumun hasar 

sinyalinin yayılmasındaki etkisinin araştırıldığı deneylerde ise hasarlanan nöronun 

etrafındaki hücrelerin %4,5 inde kalsiyum artışı olduğu, bu oranın NMDA reseptörü 

ve oluklu bağlantılar bloklandığında değişmediği fakat NMDA reseptörlerinin 

bloklanmasının aksotomi sonrası kalsiyum cevabı görülen hücrelerdeki ölüm oranının 

azalttığı görülmüştür. Tüm bu bulgular transnöronal dejenerasyon sinyalinin 

yayılmasında gliaların etkin bir rol oynayabileceğini ve P2X7, panneksin1 ve NMDA 

reseptörlerinin bu süreçte yer aldıklarını ortaya koymuştur.  

     

Anahtar kelimeler: İkincil hasar, NMDAR, transnöronal dejenerasyon, panneksin1, 

P2X7  
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2. ABSTRACT  

INVESTIGATING TRANSNEURONAL DEGENERATION IN CELL 

CULTURE WITH LIVE IMAGING 

An injury occurred in limited region of nervous system primarily affects cells at injury 

region later induces a pathological process in neighboring cells called secondary 

injury. If secondary injury causes death and degeneration of neighboring cells it’s also 

called transneuronal degeneration. In our study, P2X7 receptor and spreading calcium 

signal are considered as possible actors in this process and researched using a precise 

femtosecond infrared laser induced in-vitro injury model. In cell cultures, after limited 

number of neurons were axotomized, viability tests after 24-hour indicated that total 

death ratio were increased compared to control and blocking of P2X7 receptors which 

present only in glial cells, significantly decreased cell death. In dye uptake assays, 

shortly after axotomies, glial cells showed increased dye uptake level and this increase 

was negatively correlated with distance to injury region. Blocking of glial P2X7 

receptors decreased dye uptake of glial cells to control levels and this make us thought 

that P2X7 receptors may open a large pore on the cell membrane. 

Immunocytochemistry indicated that the amount of P2X7 and Pannexin1 channels in 

cell membranes of neighboring cells were also changed time dependently after injury. 

Experiments testing the effect of the spreading calcium signal in response to injury 

indicated that 4.5% of neighboring neurons were showed calcium increase as a 

response to axotomy. Inhibition of NMDA receptors and gap junctions didn’t alter this 

ratio but inhibition of NMDA receptors decreased death ratio of the neighboring 

neurons which showed increased levels of calcium in response to axotomy. All of these 

findings indicated that glial cells may have an active role in spreading of transneuronal 

degeneration signal and P2X7, Pannexin1 and NMDA receptors are involved in the 

process. 

 

Anahtar kelimeler: Secondary injury, NMDAR, transneuronal degeneration, 

Pannexin1, P2X7  
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Travmatik akson hasarı, sinir hücrelerinde travmaya bağlı olarak gelişen aksonal 

dejenerasyon ile sonuçlanan hasara verilen isimdir (1). Hasar sonrası hasarlanan 

hücrede meydana gelen değişiklikler haricinde çevre doku ve hücrelerde de hasara bir 

cevap meydana ve ikincil hasar olarak adlandırılır (2).  Lokal bir hasar bölgesinden 

çevredeki sağlam nöronlara ölüm sinyalinin yayılma süreci ise Transnöronal 

dejenerasyon olarak adlandırılır. Nörodejeneratif hastalıkların ilerlemesinin da 

transnöronal dejenerasyon yoluyla olduğu düşünülmektedir (3, 4). Nörodejeneratif 

süreçler haricinde lokal bir hasarın da transnöronal dejenerasyon yoluyla çevredeki 

sağlam hücrelere zarar verdiği bilinmektedir (5).  

Hasarlanan hücrelerden ATP açığa çıkması da ATP nin, lokal bir hasarın çevreye 

yayılmasına katkıda bulunup bulunmadığına dair çalışmaların yapılmasını sağlamıştır 

(6). Ayrıca bu durum Pürinerjik sinyal yolaklarının da hasar sinyali sonucu aktive olup 

hasarın yayılmasına katkı sağlayabileceklerini düşündürmüştür.  

P2X reseptörlerinin yüksek ATP konsantrasyonunda açtığı büyük porun 

panneksin1 olduğu varsayılarak bununla ilgili birçok çalışma yapılmıştır. panneksin1 

ifade etmeyen hücrelerde de P2X reseptörlerinden bazılarındaki bir yapısal değişiklik 

ile büyük por yapısının oluşması bu mekanizmanın panneksin1 den bağımsız bir 

mekanizma olduğunu savunmuştur (7) Aynı şekilde panneksin1 bloklayıcı 

kimyasalların P2X7 nin aktivasyonu sonrası büyük molekülleri geçirmesini inhibe 

edememiş olması da bunu destekler niteliktedir (8) 

P2X reseptörleri ile panneksin1 kanallarının fiziksel olarak bir bağının olsun ya 

da olmasın fizyolojik süreçlerde panneksin1 kanallarının açılıp kapanmasının P2X ve 

NMDA kanalları tarafından kontrol edildiği gösterilmiştir (9).  

Travmatik hasarlar dışında, nörodejeneratif  hastalıklara bağlı meydana gelen 

sinir hasarlarında nörodejenerasyon başlangıcı her nörodejeneratif hastalık için 

farklılık göstermekle birlikte moleküler düzeylere inildiğinde glutamat 

eksitotoksisitesi, inflamasyon, mitokondrinin ve hücre içi taşıma elemanlarının 

fonksiyon kaybı, protein katlanma bozuklukları gibi süreçlerde ortak mekanizmaların 

ve protein sinyal yolaklarının yer aldığı görülmektedir (10-12). 
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Tüm bu veriler göz önünde bulundurulduğunda travmatik hasar sonucu etrafa 

yayılan ikincil hasar sinyalinin ilerlemesinde görev alan birden fazla mekanizmadan 

hasarın yayılmasında en etkin rol oynadığı düşünülen iki ana hedef belirlenmiştir. 

Bunlardan birincisi ATP ye bağlı aktifleşen pürinerjik sinyal mekanizması, ikincisi ise 

kalsiyum üzerinden ilerleyen sinyaldir. Bu iki sürecin hasar çevresindeki nöronların 

ölümüne olan etkisi incelenecektir. Ayrıca ikincil hasarın ilk hasardan ne kadar süre 

sonra başladığı ve zamana bağlı olarak hem glia hem de nöron hücrelerinde kanal 

dinamiklerini nasıl etkilediği ve hücre zarındaki protein miktarları üzerinde ne gibi 

değişikliklere sebep olduğu femtosaniye kızılötesi lazer kullanılarak arka kök 

gangliyon nöron kültürlerinde sınırlı bir alanda travmatik hasar oluşturularak 

incelenecektir. 
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4. GENEL BİLGİLER 
4.1. Arka Kök Gangliyon Yapısı 

Gangliyon, periferik sinir sistemindeki, anatomik olarak izole halde bulunan 

sinir hücreleri topluluklarına verilen isimdir. Somatik sinir sisteminin elemanlarından 

olan duyu nöronlarının gövdeleri arka kök gangliyon (AKG) içerisinde yer almaktadır.  

 

Resim 4.1.1: İnsanda C1 ve C2 AKG nin anatomik lokalizasyonunun gösterilmesi (13). 

 

AKG, tek bir aksonu olan psödoünipolar nöron gövdelerinden oluşur ve AKG 

nöronlarının aksonları gövdeden çıktıktan sonra iki ayrı dala ayrılır, bir dal arka 

boynuzdan santrala giriş yaparken diğeri de periferdeki özelleşmiş duyu 

reseptörlerinden veya direkt olarak açık akson uçlarından aldığı duyuların omuriliğe 

iletimini sağlar (14). 
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Şekil 4.1.1: AKG nin psödounipolar yapısının şematize edilmiş gösterimi (14). 

Genetik arka plana göre değişim göstermekle birlikte, farelerde 8 servikal, 13 

torasik, 5-6 lumbar, 4 sakral olmak üzere 30-31 çift AKG bulunmaktadır (15, 16). Her 

bir AKG içerisinde farklı tipte duyu nöronları heterojen olarak dağılmıştır. AKG 

içerisindeki farklı duyu nöronu tiplerinin belirlenmesinde kabul edilen ilk 

sınıflandırma yöntemi morfolojik sınıflandırmadır. Hücre boyutu ve boyanma 

yoğunlukları göz önünde bulundurularak sırasıyla büyük ve küçük, açık ve koyu olmak 

üzere ikiye ayrılmışlardır (17, 18). Fakat daha sonraki çalışmalarda morfolojik 

sınıflandırmaya ek olarak duyu nöronlarının stimulus iletim hızlarına (A ve C lifleri) 

ve hücrelerin fonksiyonlarına göre de sınıflandırmalar yapılmıştır (14). AKG 

nöronlarının hayatta kalım mekanizmaları periferdeki akson uçlarının bulunduğu 

yerden salgılanan nörotrofik faktörlere bağlıdır ve bu faktörler AKG nöronunun 

aksonunun bulunduğu yere dolasıyla fonksiyonuna göre de çeşitlilik göstermektedir  

(19).  
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Şekil 4.1.2: Duyu nöronlarının periferik uzantılarınım gösterilmesi (14). 

Farklı nörotrofinler farklı AKG nöron alt tiplerinin canlılığına katkıda bulunur. 

Deriyi innerve eden ağrı nöronları NGF, Propriosensitif nöronlar ve Merkel hücrelerini 

innerve eden mekanosensitif nöronlar Nörotrofin -3 (NT-3), tüy foliküllerini innerve 

eden AKG nöronları ise NT-4 ve NT-5 e bağlıdır (Şekil 4.1.3) (14). 

 

4.1.1. AKG Nöronu 

AKG nöronları periferik sinir sistemindeki nörodejenerasyon, ağrı 

çalışmalarında ve duyu nöronlarının fonksiyonlarının araştırıldığı çalışmalarda yaygın 

olarak kullanılmaktadır (20). Bu çalışmalara ek olarak akson rejenerasyonu, 

dejenerasyonu, hücre canlılığı, nöron ağı modellemesi, miyelinizasyon gibi temel 

çalışmalarda da model olarak kullanılabilmektedir (16). 

Glutamat, AKG nöronlarında en çok bulunan eksitatör nörotransmitterdir (21). 

AKG hücrelerinde temel olarak 3 farklı glutamat üretme mekanizması vardır (22): 

- Glutamini glutamata çeviren glutaminaz enzimi 

- Glukozun glutamata çevrildiği trikarboksilik asit döngüsü 

- N-asetil-aspartil-glutamat ın glutamat ve N-asetil-aspartata çevrilmesi 
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Glutamat üretildikten sonra veziküler glutamat taşıyıcıları (VGLUT) ile 

paketlenip taşınır. VGLUT1, VGLUT2 ve VGLUT2 olmak üzere toplamda 3 VGLUT 

alt tipi bulunmaktadır (23). VGLUT2 nin AKG nöronlarında en yaygın olarak ifade 

edilen alt tip olduğu çoğunlukla fareler ile yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (24-26). 

 

4.1.2. Satellit Glia Hücreleri 

AKG, histolojik olarak incelendiğinde, gangliyon içerisindeki nöron 

gövdelerinin satellit glia hücreleri ile birbirlerinden ayrılmış olduğu görülmektedir. 

Nöronlar ile çevrelerindeki satellit hücrelerinin arasında yaklaşık olarak 20 nm lik bir 

mesafe vardır bu da nöronların dış ortamla olan etkileşiminin çok az olduğunu ve bu 

sayede satellit hücrelerinin nöronlara mekanik destek verdiği düşünülmektedir (27).  

 

Resim 2.1.2.1: Fare AKG sinin düşük büyütmeli elektron mikroskopi görüntüsü. AKG nöronunu saran 

satellit hücresi kırmızı ile gösterilmiştir.  ( N1 – N4 : AKG nöronları, v: kan damarları, ct: bağ doku) 

(28) 

Satellit hücrelerinin nöronlara hem mekanik hem de besleyici destek sağladığı 

uzun zamandan beri bilinmektedir. (29) Fakat merkezi sinir sitemindeki destek 

hücrelerine kıyasla fonksiyonları ve farmakolojik özellikleri hakkında bilinenler çok 

daha azdır. (30) Destek görevlerine ek olarak merkezi sinir sistemindeki glia 
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hücrelerine benzer bir şekilde satellit hücrelerinin de nörotransmisyonda rol 

oynayabildikleri gösterilmiştir (29).  Yeni görüntüleme tekniklerinin kullanılması 

farklı nöron alt tiplerinin ve satellite glia hücrelerinin fonksiyonlarının detaylı 

incelemelerini mümkün kılmıştır (31). 

 

4.2. Sinir Hasarı 

Sinir dokuda meydana gelen hasar sinir hasarı olarak adlandırılır. Travmatik 

sinir hasarı ilk kez sınıflandırıldığında morfolojik sonuçlar ve hasarın derecesi göz 

önüne alınmıştır (32, 33): 

- Nöropraksi: En kolay iyileşen sinir yaralanması biçimidir. Aksonda herhangi 

bir hasara rastlanmazken miyelin hasarından dolayı impuls iletiminde 

aksamalar olmaktadır. Sunderland sınıflandırmasına göre 1. derece hasar 

sınıfına girer. 

- Aksonotmezis: Sinir hücresi etrafındaki bağ doku intakt olmasına rağmen 

aksonda hasar görülmesi sonucu oluşur. Rejenerasyon süreci nöropraksiye 

göre çok daha uzun bir zaman gerektirir. Sunderland sınıflandırmasına göre 2., 

3. ve 4. dereceye ayrılır. 3. derecede endonöral tüplerde hasarlanma varken 4. 

Derecede buna ek olarak perinöryum hasarına da rastlanır.  

- Nörotmezis: Hem sinir hücresinde hem de bağ dokuda hasar bulunmaktadır. 

Tam iyileşme genellikle mümkün olmamaktadır. Sunderland sınıflandırmasına 

göre 5. derece hasar olarak kabul edilir. 

Travmatik hasarlar dışında, nörodejeneratif  hastalıklara bağlı meydana gelen 

sinir hasarlarında nörodejenerasyon başlangıcı her nörodejeneratif hastalık için 

farklılık göstermekle birlikte farklı klinik sonuçlar ortaya çıkmasına rağmen  

moleküler düzeylere inildiğinde glutamat eksitotoksisitesi, inflamasyon, 

mitokondrinin ve hücre içi taşıma elemanlarının fonksiyon kaybı, protein katlanma 

bozuklukları gibi süreçlerde ortak mekanizmaların ve protein sinyal yolaklarının yer 

aldığı görülmektedir (10-12) Bunlara ek olarak, iskemik hasarların da Alzheimer ile 

ortak bir şekilde Protein kinaz C (PKC) aktivitesini benzer şekilde etkiledikleri 

gösterilmiştir (34). 
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4.2.1. Aksonal Hasar 

Travmatik akson hasarı, sinir hücrelerinde travmaya bağlı olarak gelişen aksonal 

dejenerasyon ile sonuçlanan hasara verilen isimdir (1). Travmatik akson hasarlarının 

çalışılması için hem in-vivo hem de in-vitro olarak bir çok farklı hasar modeli 

geliştirilmiştir (35). In-vivo modeller fizyolojik süreçlere daha yakın olması sebebiyle 

tercih edilirken in-vitro modeller de deney koşullarının çok daha kontrollü olması, tek 

hücre ile izole bir şekilde çalışılabilmesi nedeniyle tercih edilmektedir (36, 37). 

Aksonal hasar sonrası hücrede birçok akut ve uzun süreli değişiklikler meydana 

gelir. Hasar bölgesinin distal kısmı Wallerian dejenerasyonu olarak bilinen bir 

dejenerasyon sürecine girer (38-40).   

Wallerian dejenerasyonunda, aksonal hasar ile birlikte dış ortamdan içeriye bir 

kalsiyum akışı olur ve hem dıştan gelen kalsiyumun hem de iç depolardaki kalsiyumun 

da salınması ile Kalpainler aktive olur böylece hücre iskeletinin bozulma süreci 

başlatılmış olur. Bir süre zarar görmemiş halde kalan distal uç normal şartlar altında 

hücre gövdesinden temin edilmekte olan faktörlerin bitmesi, mitokondri zar 

potansiyelinin kaybedilip ROS açığa çıkması ile de granüler olarak  parçalanma 

sürecine girer (41). 

Proksimal kısımda da akson hasarına bağlı olarak hücrenin kaderini etkileyecek 

birtakım değişiklikler meydana gelir. Distal kısımda olduğu gibi burada da hücre içi 

iyon değişimi en önemli faktörlerden biridir. İçeriye giren kalsiyum depolarizasyona 

neden olur (42). Hasar meydana geldikten sonra hasar sinyalleri hasar bölgesinden 

gövdeye retrograd olarak taşınır ve hücrenin rejenerasyona veya dejenerasyona 

gideceği bu şekilde belirlenir (43). 

Hasar sonrası hücrede aktive olan sinyal yolakları ile ilgili yoğun çalışmalar 

yapılmıştır. Periferik hasarlarda rejenerasyon kapasitesi santral hasara kıyasla çok 

daha yüksektir (44). Bir çalışmada AKG nöronunda hasarlanmamış durumda Histon 

deasetilaz-5 (HDAC5) in çekirdek içerisinde bulunup rejenerasyonu sağlayacak 

genlerin ifadesini baskılar konumdayken hasar durumunda hücre gövdesine kadar 

gelen kalsiyum sinyali PKC nin çekirdek içerisine girip HDAC5 in sitoplazmaya 

çıkmasını ve rejenerasyon ile ilişkili olan genlerin ifadesinin arttığı gösterilmiştir (42).  
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Başka bir çalışmada periferik akson hasarı ile JNK yolağının retrograd olarak 

aktivasyonu sonrası Hsp27 gibi rejenerasyonda görevli proteinlerin ifadesinin arttığı 

gözlenmiştir (45). JNK nın aktivasyonu sonrasında da c-jun ve GAP-43 gibi 

rejenerasyon genlerinin ifadesinin de periferik hasar sonucu arttığı ve bu proteinlerin 

ifadesi inhibe edildiğinde rejeneratif kapasitenin azalmış olduğu gözlenmiştir (46, 47).  

Hasarlanan hücre içinde meydana gelen değişimlere ek olarak glia hücreleri de 

rejenerasyon sürecine katkıda bulunmaktadır. Schwann hücreleri hasar sonrası açığa 

çıkan miyelin ve akson kalıntılarını fagosite ettikleri gibi nörotrofik faktörlerin de 

salarak hücre canlılığı ve rejenerasyonuna katkıda bulunurlar (48, 49).  

Santral hasarlarda ise rejeneratif kapasite daha düşüktür, rejenerasyonu sağlayan 

genler periferik sistemdeki kadar ifade edilemez ve glia hücreleri de hasardan etkilenip 

ölüme gidebilir. Santral hasarı sonrası rejenerasyonu artırmak için bağışıklık belirli 

antikorlar ile immun hücrelerin hasar bölgesine daha çok gelmeleri sağlanarak miyelin 

ve akson kalıntılarının daha etkili bir şekilde temizlenmesi ile rejenerasyona katkıda 

bulunulması üzerine çalışılmaktadır  (50).  

 

4.2.2. Transnöronal Dejenerasyon ve İkincil Ölüm 

Hasar sonrası hasarlanan hücrede meydana gelen değişiklikler haricinde çevre 

doku ve hücrelerde de hasara bir cevap meydana gelir. Bu, sonradan görülen 

dejeneratif etkiye ikincil hasar adı verilir (2).  Çevre hücre veya dokularda görülen 

işlev kaybı fizyolojik şartlar altında birincil hasardan sonra birkaç saat içinde 

olabileceği gibi haftalar sonra da görülebilir (51). 

Temel olarak travmatik hasar sonrası iki çeşit hücre ölümünden bahsedebiliriz. 

Bunlardan bir tanesi nekrotik ölüm diğeri ise apoptotik ölümdür. Morfolojik olarak 

bakıldığında nekrozda hücrenin şişmesi ve organel içeriğinin dış ortama salınıp 

inflamatuar bir süreç başlatırken apoptozda hücrenin büzüşüp DNA bozulmasının 

gerçekleştiği ve genellikle inflamasyon sinyali başlatmadığı programlı ve zamana 

yayılmış bir ölüm söz konusudur (52, 53). Inflamasyona bağlı meydana gelen ikincil 

ölümlerin çoğunun ise apoptotik ölümler olduğu gösterilmiştir (54). 
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Hem travmatik beyin hasarında hem de omurilik hasarında ilk anda görülen 

mekanik etkiyle sınırlı bir bölgede hücre ölümü meydana gelir. Hasarı takiben 

meydana gelen kanama ve iskemi ilk anda bir grup hücrenin daha ölümüne sebep 

olurken inme durumunda damarda meydana gelen travma sonrasında meydana gelen 

ölüm travmadan birkaç saat sonra gerçekleşir ve ikincil hasar olarak değerlendirilir 

(55). 

İskemi sonrası birincil bölge çevresindeki hücrelere kan akışı dolayısıyla oksijen 

ve besin tedariği sağlanamadığı için hipoksik ölüm gerçekleşir, hasar olmasına rağmen 

hücre ölümünün henüz gerçekleşmediği bir bölge oluşur ve bu bölge penumbra alanı 

olarak adlandırılır (56).  Penumbra alanının ve buradaki hücrelerin canlılığının 

korunabilmesinin hasar sonrası iyileşme sürecinde çok önemli rol oynadığı 

düşünülmektedir (57). 

Lokal bir hasar bölgesinden çevredeki sağlam nöronlara ölüm sinyalinin yayılma 

süreci ise Transnöronal dejenerasyon olarak adlandırılır. Nörodejeneratif hastalıkların 

ilerlemesinin da transnöronal dejenerasyon yoluyla olduğu düşünülmektedir (3, 4). 

Nörodejeneratif süreçler haricinde lokal bir hasarın da transnöronal dejenerasyon 

yoluyla çevredeki sağlam hücrelere zarar verdiği bilinmektedir (5). Transnöronal 

dejenerasyonun belirgin bir şekilde tanımlandırılabildiği bölgelerden bir tanesi de 

retinadır. Bu bölgede oluşan travmatik hasarlar veya glokom gibi rahatsızlıklara bağlı 

meydana gelen ve yayılarak genişleyen hücre ölüm sinyali buna örnek olarak 

verilebilir (58).  

Hem nörodejeneratif süreçlerde hem de travmaya bağlı sinir hasarlarında 

başlangıçta küçük bir bölgede veya sınırlı sayıda sinir hücresinde etkili olan fakat 

zamanla çevredeki sağlıklı hücrelere yayılan ölüm sinyallerinin mekanizması ve 

nörodejeneratif süreçler ile travmatik hasarlar arasındaki ortak mekanizmalar hala 

araştırılmaktadır.  
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4.3. Pürin Reseptörleri 

Pürinlerin varlığına ilk olarak kardiyovasküler sistemde rastlanmıştır ve sonraki 

çalışmalarla da damarlar üzerinde çeşitli modülasyon etkilerine sahip oldukları 

gösterilmiştir (59, 60).  Pürinler cAMP, ATP ve NADH gibi önemli bileşenlerin 

içerisinde bulunmaktadır.  

Pürinerjik reseptörlerin toplamda 19 alt tipi bulunmaktadır (61). Bunlardan 4 

tanesi P1, 8 tanesi P2Y, 7 tanesi de P2X reseptörleridir. P1 reseptörleri G protein bağlı 

reseptörlerdir ve  adenozin duyarlıdırlar, bu yüzden aynı zamanda adenozin 

reseptörleri olarak da adlandırılırlar (59). P2 reseptörleri ise P2X ve P2Y olmak üzere 

ikiye ayrılır. P2X reseptörleri ligand kapılı kanallar iken P2Y reseptörleri G protein 

bağlı reseptörlerdir. P2X reseptörlerinin tümünün (P2X1-7) ligandı ATP iken P2Y 

reseptörlerinden P2Y2, P2Y4, P2Y11, P2Y13 ATP; P2Y1, P2Y12 ve P2Y13 ADP; 

P2Y2, P2Y4 ve P2Y6 UTP; P2Y4, P2Y6 ve P2Y14 de UDP ye karşı duyarlıdır (62).  

ATP nin hücrelerin enerji metabolizmasında hayati önem taşımakla birlikte hem 

pürinerjik sinyal mekanizmasına dahil olmasıyla hem de sinir sisteminde 

nörotransmitter görevi görmesiyle önemli roller oynadığı bilinmektedir (63). ATP nin 

astrosit kalsiyum sinyallerinin modülasyonunda rol oynadığı (64, 65) ve hasar gören 

hücrelerdeki ATP salınımı (66) da ATP nin sinir sisteminde yalnızca bir 

nörotransmitter değil aynı zamanda hasar sinyal mekanizmasında da görevli olduğunu 

düşündürmüştür. Hasarlanan hücrelerden ATP açığa çıkması da ATP nin, lokal bir 

hasarın çevreye yayılmasına katkıda bulunup bulunmadığına dair çalışmaların 

yapılmasını sağlamıştır (6). Bu çalışmaların birinde omurilik hasarı sonrasında hasar 

bölgesinin merkezinde düşük ATP miktarı gözlenirken hasar çevresinde yüksek 

miktarda ATP salınımı gözlenmiştir (6, 67).   

P2X reseptörlerinin tümü aktive olmaları sonucunda hücre içine iyon akışını 

sağlar, P2X7 reseptörü ise düşük ATP konsantrasyonlarında diğer P2X reseptörleri 

gibi iyon kanal görevi görürken yüksek ATP konsantrasyonların iyon akışına ek olarak 

hücre zarında apoptoz sürecinde de yer aldığı bilinen büyük porların açılmasına sebep 

olur (68).  
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Çevresel sinir sisteminde de ATP ve pürin reseptörleri nöropatik ağrı modelleri 

üzerinden çalışılmaktadır (69, 70). AKG deki P2X reseptörlerinin ifadesini mRNA 

düzeyinde inceleyen bir çalışmada P2X7 ifadesinin AKG nöronlarında olmadığı fakat 

satellite glia hücrelerinde olduğu gösterilmiştir (71).  

 

4.4. Konneksin Kanalları (Oluklu Bağlantılar) 

Oluklu bağlantılar hücreler arası haberleşmede elektrolit, metabolit ve ikincil 

haberci moleküllerinin geçişini sağlayan kanallara verilen isimdir (72). Oluklu 

bağlantılar omurgalılarda konneksin kanalları tarafından meydana gelmiştir (73). 

Konneksin kanalları seçici olmayan kanallardır ve hem iyonların hem de büyük 

moleküllerin, metabolitlerin geçişine izin verir (74). 21 adet alt üyeden oluşan 

konneksin kanalları birbirine benzer yapıdadır. Tüm üyelerde hücre içi amino ve 

karboksil ucu, 4 adet transmembran, 2 adet hücre dışı, 1 adet de hücre içi kıvrım 

bölgesi bulunmaktadır (75). Hücre içerisinde konneksinler altılı yapılar halinde bir 

araya getirilir ve hücre zarına bu şekilde taşınırlar (76).  Hücre zarında bir arada 

bulunan konneksin kanallarının bitişik hücre ile karşı karşıya gelmesi sonucunda da 

bir oluklu bağlantı oluşmuş olur (77). Oluklu bağlantı oluşturmamış olanlar ise zarda 

kanal işlevi görür ve Konnekson olarak adlandırılırlar (78). 

Oluklu bağlantıların açılıp kapanması hücre içi pH ve voltaj değişiklikleri, çeşitli 

kimyasallar ve translasyon sonrası modifikasyonlar ile düzenlenir (73). Voltaj 

değişimine bağlı olarak açılıp kapanma mekanizması iki farklı şekilde gerçekleşebilir. 

Oluklu bağlantı içerisindeki tek bir konneksin alt biriminin bir substrata karşı 

kapanması hızlı kapılanma olarak tanımlanırken kanalın tümünün senkronize bir 

şekilde kapanması da yavaş kapılanma olarak gösterilmiştir (79, 80).  

Merkezi sinir sisteminde astrositler hem fizyolojik hem de patolojik süreçlerde 

sıklıkla çalışılmaktadır. Astrositlerin çevredeki hücreleri ve ortamı sürekli kontrol 

edebilmesi için oluklu bağlantılar bulundurmaları önemli özelliklerinden bir tanesi 

olarak kabul edilmektedir (81). 
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Fonksiyonel olarak astrositler ile benzer özellikler taşıdığı düşünülen satellit 

hücrelerinde yapılan Lusifer sarısı boyamaları da satellit hücrelerinin yoğunlukla 

çevreledikleri nöron ile, daha az miktarda da diğer satellit glia hücreleriyle aralarında 

oluklu bağlantılar olduğu gösterilmiştir (30).  

Yine astrositlerdeki mekanizmaya benzer bir şekilde satellit glia hücreleri ile 

nöronlar arasında bulunan oluklu bağlantıların nöronun uyarılması sonucu ortamda 

artan ve fazla bulunduğu taktirde nöronda eksitotoksisiteye yol açabilecek potasyum 

ve glutamatı tamponladığı da düşünülmektedir (82). 

 

4.5. Panneksin Kanalları 

Omurgasızlarda bulunan İnneksin kanallarının homoloğu olan panneksin 

kanalları yapısal olarak konneksin kanallarına çok benzemektedir ve panneksin1, 

panneksin2 ve Panneksin3 olmak üzere toplamda 3 adet alt tipi bulunmaktadır (83). 

Homologları olan inneksinler ve yapısal benzerlikleri olan konneksinler hücreler arası 

oluklu bağlantı görevi görmelerine rağmen panneksinler yalnızca hücre zarı kanalı 

olarak davranmaktadırlar. Ayrıca, konneksin ve panneksinlerin benzer kimyasallar ile 

inhibe olması iki protein ailesinin de benzer açılıp kapanma mekanizmalarına sahip 

olduklarını düşündürmüştür (84). Fakat panneksin kanalları konneksin kanallarından 

farklı olarak hücreler arası bağlantılar oluşturmaz ve hücre içi potasyum, voltaj, pH 

değişiklikleri ve mekanik etki ile açılana kadar kapalı konumdadır (85, 86). Ayrıca 

panneksin ve konneksin kanallarının bir başka farklılığı da voltaj duyarlılıklarıdır, 

konneksin kanalları voltaj değişikliklerine karşı hassasken panneksinlerin voltaj 

duyarlılıklarının çok daha az olduğu bilinmektedir (87). Konneksinler kalsiyum 

konsantrasyonunun 1mM olduğu durumlarda kapalıyken kalsiyum tutucu bir ajanın 

varlığında açık konuma geçerler. Panneksinler ise 10mM a kadar yükselen kalsiyum 

konsantrasyonlarına herhangi bir tepki vermemiştir (86, 88). Bununla beraber P2Y1 

reseptör aktivasyonu sonucunda kalsiyum değişimi ile açıldığı gözlenmiştir (89). Bu 

da panneksin dinamiğinde kalsiyumun tek başına etkili olmadığı göstermektedir.  

Panneksin alt tiplerinden panneksin1 tüm dokularda yaygın olarak ifade 

edilirken Panx2 merkezi sinir sisteminde ve panneksin3 de kemik ve deride ifade 
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edilmektedir (87). Panneksinlerin hem fizyolojik hem de patolojik süreçlerde rol 

oynadığı bilinmektedir. Tat hücrelerinde voltaj değişikliği ile panneksin kanallarının 

açılıp hücreden ATP çıkışını sağladıkları gösterilmiştir (86). Yine eritrositler ile 

yapılan başka bir çalışma da hücrelerden ATP çıkışının panneksin kanalları üzerinden 

olduğunu göstermiştir (90). Bu bulgular nöronlarda görülen ATP çıkışının da benzer 

bir mekanizmayla olabileceğini düşündürmüştür.  

İskemik durumda merkezi sinir sistemi nöronlarındaki panneksin kanallarının 

dinamiklerinin incelendiği bir çalışmada oksijen ve glikoz yoksunluğunun panneksin 

kanallarını aktive ettiği gösterilmiştir (91). 

Trigeminal gangliyonda hem nöronlarda hem de satellit glia hücrelerinde 

panneksin1 ifadesi olduğu mRNA ve protein düzeyinde gösterilmiştir (92). Başka bir 

çalışmada da yine trigeminal gangliyonda inflamasyonun panneksin1 ifadesini 

artırdığı ve panneksin1 geninin silindiği durumlarda da aşırı duyarlılık durumunun 

ortadan kalktığı  gösterilmiştir (93). AKG ile yapılan bir çalışmada da nöron ve 

satellitlerde hem panneksin1 hem de panneksin2 ifadesi görülmüştür ve boya alımının 

panneksin1 ve P2X7 tarafından düzenlendiği gösterilmiştir (94) .  

 

4.6. P2X7 – Panx1 – NMDAR İlişkisi 

Hücre içi iyon konsantrasyonu değişimi, voltaj değişimi, mekanik stres gibi 

etkiler dışında panneksin1 kanallarının açılıp kapanması P2X ve NMDA kanalları 

tarafından kontrol edilir (9). P2Y reseptörlerinin de kalsiyum modülasyonu üzerinden 

panneksin1 kanallarını aktive ettiği gösterilmiştir (89). Bazı hücre tiplerinde P2X 

reseptörleri ile panneksin1 kanallarının bir arada bulunduğu da gösterilmiştir (95). Bu 

da P2X reseptörlerinin panneksin1 aktivasyonunu direk olarak sağlayabildiğini veya 

ortak bir aktivasyon mekanizmalarının olduğu iddiasını güçlendirmiştir. Aktive olan 

panneksin1 kanalı hücre içinden dışına ATP akışını sağlar. Hücre dışında artan ATP 

konsantrasyonu ise negatif geri besleme yaparak panneksin1 i inhibe eder ve normal 

haline döndürür (96).  
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P2X reseptörlerinin yüksek ATP konsantrasyonunda açtığı büyük porun 

panneksin1 olduğu varsayılmış ve bununla ilgili birçok çalışma yapılmıştır. 

panneksin1 ifade etmeyen hücrelerde de P2X reseptörlerinden bazılarında karboksil 

ucundaki bir yapısal değişiklik ile büyük por yapısının oluşması bu mekanizmanın 

panneksin1 den bağımsız bir mekanizma olduğunu savunmuştur (7). Aynı şekilde 

panneksin1 bloklayıcı kimyasalların P2X7 nin aktivasyonu sonrası büyük molekülleri 

geçirmesini inhibe edememiş olması da bunu destekler niteliktedir (8).  

NMDA kanallarına bağlı panneksin1 aktivasyonu ise genellikle travmatik beyin 

hasarı gibi patolojik süreçlerde çalışılmıştır (97). (98)’de iskemi sonucu astrositlerden 

glutamat ve ATP salınımı olduğu ve bunun sonucunda da panneksin1 in aktive olduğu 

gösterilmiştir. Yine başka bir çalışmada NMDAR ın panneksin1 ve Src kinazlar ile bir 

araya gelip bir yapı oluşturduğu ve bu yapının bozulmasının iskemik hasar sonrası 

koruyucu olduğu gözlenmiştir (99). 
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5. MATERYAL VE METOD 
5.1. Malzeme Listesi 

Tablo 5.1.1: Malzeme Listesi 

Malzeme Firma – Katalog No 

RPMI 1640 Sigma-R0883 

Neurobasal - A Gibco-A10888-022 

Antibiyotik – Antimikotik Sigma-A5955 

GlutaMAX Gibco-35050061 

B27 Gibco-17504044 

Kolajenaz Sigma-C7657 

Tripsin-EDTA Sigma-59418C 

DNaz Sigma-D4513 

Hanks Balanced Salt Solution Sigma-H9269 

Poly L Lysine Sigma-P6282 

Laminin Sigma-L2020 

Percoll Sigma-P4937 

FBS Sigma-F4135 

Tripsin inhibitörü Sigma-T6522 

PBS Sigma-P4417 

Tween-20 Sigma-P9416 

Triton-X Sigma-T8787 

Goat Serum Sigma-G9023 

BSA Sigma-A9418 

Sodyum Azit Sigma-S8032 

P2X7 sıçan antikoru Novus-NBP1-40894 

Panneksin-1 tavşan antikoru ThermoFisher-487900 

BBG Sigma-B0770 

ATP Sigma-A2383 

Carbenoxolone Sigma-C4790 

Probenecid Sigma-P36400 
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Trizma base Sigma-T1503 

HCl Sigma-H1758 

NaOH Sigma-221465 

EDTA Sigma-E9884 

PFA Sigma-15127 

488 goat anti rabbit Abcam-ab150077 

568 goat anti rat Abcam-ab175476 

AP5 Sigma-A5282 

DAPI Sigma – D9542 

YO – PRO 1 ThermoFisher – Y3603 

 

5.2. Fare Hatları 

Boya alım deneylerinde 6-8 haftalık erkek Balb/c farelerden izole edilen AKG 

hücreleri kullanılmıştır. Kalsiyum deneyleri için ise Vglut-ires-cre ve Ai96(RCL-

GCaMP6s) fare hatları çaprazlanarak glutamaterjik nöronlarında GCaMP6s ifade eden 

ikili transgenik hatlar üretildi. GCaMP proteini GFP ve Kalmodulin proteinlerinin 

birleşiminden oluşmuştur. Normal kalsiyum konsantrasyonunda GFP sinyali 

baskılanıp hafif bir floresan sinyali verirken kalsiyum bağlanması sonucunda 

Kalmodulin yapısal değişikliğe uğrar ve bu da GFP sinyalinin baskılanmasını kaldırıp 

ışımanın gerçekleşmesini sağlar. 

 

5.2.1. DNA izolasyonu ve genotipleme  

Genotipleme için öncelikle 1 aylık olan yavru fareler annelerinin kafeslerinden 

alınıp dişi erkek ayrımları yapıldı ve kısa süreli Isofluorane anestezisi altındayken 

kulaklarından doku örneği alındı. Dokular PZR tüplerindeki 75 µl 25 mM NaOH / 0.2 

mM EDTA’dan oluşan lizis solüsyonu içerisine alındı. DNA elde etmek için dokular 

Thermocycler cihazına yerleştirildi ve Jackson’ın önerdiği hızlı (kirli) DNA izolasyon 

protokolü kullanıldı. 
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Tablo 5.2.1.1: Jackson Kirli DNA izolasyonu Protokolü 

Sıcaklık (C)  Süre (dk) 

98 60 

15 ∞ 

 

Thermocycler cihazından alınan tüplere 75 µl 40mM Tris /HCl (pH:5.5) eklenip 

lizis solüsyonunun nötralizasyonu sağlandı. Örnekler 4000g de 5 dakika santrifüjlendi, 

süpernatant kısmından 100 µl alındı ve önceden otoklavlanmış olan tüplere aktarılıp 

PZR yapılana kadar +4 °C de saklandı. PZR reaksiyonunda Jackson’ın önermiş olduğu 

primerler kullanıldı.  

 

Tablo 5.2.1.2: GCaMP ifadesinin kontrolü için kullanılan primer listesi 

Primer Kodu Primer dizisi 

19908 (mutant ileri primer) ACG AGT CGG ATC TCC CTT TG 

oIMR9021 (geri primer) CCG AAA ATC TGT GGG AAG TC 

 

Tablo 5.2.1.3: Cre ifadesinin kontrolü için kullanılan primer listesi 

Primer kodu Primer dizisi 

13126 (ileri primer) CGG TAC CAC CAA ATC TTA CGG 

11642 (mutant geri primer) ATC GAC CGG TAA TGC AGG CAA 

 

Her örnek için iki ayrı PZR karışımı (Cre ve GcaMP) hazırlandı. Sadece cre 

veya sadece GCaMP reaksiyonlarında pozitif bant görülen fareler üretim için 

ayrılırken her iki reaksiyonda da pozitif bantın görüldüğü ikili transgenik fareler 

kalsiyum deneyleri için saklandı. 
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Tablo 2.2.1.4:Cre için kullanılan PZR reaksiyon bileşenleri 

PCR Reaksiyon Bileşenleri Miktar (µl) 

Quickload Master Mix (2x) 5  

13126 0.5 

11642 0.5 

ddH2O 3 

DNA 1  

 

Tablo 5.2.1.5: GCaMP için kullanılan PZR reaksiyon bileşenleri 

PCR Reaksiyon Bileşenleri Miktar (µl) 

Quickload Master Mix (2x) 6  

19908 0.5 

oIMR9021 0.5 

oIMR9020 0.3 

ddH2O 3.7 

DNA 1 

 

Tablo 5.2.1.6: Ortak PZR reaksiyonu protokolü 

Sıcaklık Süre 

95 C  1:00 

95 C 0:25 

60 C 0:20 

68 C 0:35 

2. adıma dön (35x)  

72 C 3:00 
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5.3. AKG Kültürü 

5.3.1. Kültür öncesi hazırlıklar 

Kültür yapılmadan bir gün önce 35 mm lik cam tabanlı petrilerin tabanları 

PALM microdiseksiyon cihazının UV lazeri ile işaretlendi. İşaretlenen petriler 100 µl 

%1 poly L lisin eklenip 2 saat oda sıcaklığında bekletildi. Süre sonunda 2 kere steril 

ddH2O ile yıkanan petrilere 150 µl %1 Laminin eklendi ve gece boyunca 37 °C de 

bekletildi. Ekim aşamasına gelindiğinde 2 kere steril ddH2O ile yıkanıp ekim işlemi 

için hazır hale getirildi. Kültür aşamalarında kullanılacak olan vasatlar taze olarak 

hazırlandı.  

Tablo 5.3.1.1: Diseksiyon ve yaşam vasatları bileşenleri 

Diseksiyon vasatı Yaşam vasatı 

RPMI 1640 %1 Antbiyotik Neurobasal A %1 Antbiyotik 

%1 GlutaMAX %1 GlutaMAX 

 %2 B27 

 

5.3.2. AKG diseksiyonu 

Transgenik ve/veya Balb/c fareler CO2 solutma yöntemi ile sakrifiye edildi. 

Kültürde eritrosit olmasını engellemek için Fare 70% EtOH ile yıkandıktan sonra aort 

atardamarı kesilip fazla kanın akması sağlandı. Kostalar dikkatli bir şekilde AKG 

larına zarar vermeden disekte edilip steril ddH2O ile bir kez yıkandıktan sonra soğuk 

tabla üzerindeki diseksiyon vasatı içerisine alındı. 35 adet (+5, -5) AKG u, Carl Zeiss 

0.5x stereo mikroskop altında kostalardan, periferik ve santral uzantıları kesilerek 

ayrıldı. 

 

5.3.3. Hücre eldesi 

AKG ları %1 Tip I kolajenaz içeren yaşam vasatı içerisinde 37 °C de, %5 CO2 

de 40 dakika boyunca inkübe edildi. Süre sonunda dikkatli bir şekilde 1 ml HBSS ile 

3 kez yıkanıp kolajenaz uzaklaştırıldı ve 10x Tripsin EDTA 1x olacak şekilde 500 ul 

yaşam vasatına alınıp 15 dakika 37 °C de, %5 CO2 de inkübe edildi. İnkübatörden 
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alınan tüp içerisine %1 DNAz I eklendi ve sırasıyla 1000 µl pipet ucu, 200 µl pipet 

ucu ve son olarak da 2 kez insülin iğnesi olmak üzere doku homojenize olana kadar 

(10 -15 dakika) aşamalı tritürasyondan geçirildi. Bu şekilde tekrar 37 °C 5% CO2 ye 

alınan hücreler 30 dakika – 1 saat arasında inkübe edildi. İnkübasyon süresi 

dolduğunda 1000 rpm de 3 dakika santrifüj ile Tripsin EDTA ve DNAz uzaklaştırılıp 

hücreler %9 FBS, %6 Tripsin inhibitörü içeren yaşam vasatında süspanse edildi. 

Sırasıyla 60%, 35% ve 10% olmak üzere Percoll tabakaları hazırlandı ve hücreler en 

üst tabakanın üzerine dikkatlice eklenip 1700 rpm de 20 dakika santrifuje alındı. 60% 

ve 35% katmanları arasından 750 µl Percoll – yaşam vasatı karışımı çekilip 3 ml yaşam 

vasatı eklenerek yıkandıktan sonra hücreler sayıldı ve her petride 1500 – 2000 arasında 

nöron olacak şekilde 200 µl olarak petrilerin tabanlarının çizilmiş olduğu kısımlara 

ekildi. Hücreler yapıştıktan sonra vasatları 1 ml e tamamlandı. 

 

5.4. ATP ye Bağlı Boya Alım Deneyleri 

5.4.1. Farklı konsantrasyonlardaki ATP nin zamana bağlı etkisi 

AKG kültürleri görüntülenmeden önce 30 dakika boyunca 10 µM YO-PRO-1 

ile inkübe edildi. Petri merkezinden 20x objektif ile 3 boyutlu ve 5x5 kare olacak 

şekilde 488nm lazer ile konfokal görüntüleri alındı. Kültürler düşük (100 µM) ve 

yüksek konsantrasyonlu (1 mM) ATP uygulamasından sonra farklı zaman 

aralıklarında tekrar görüntülendi. Nöron ve glia hücrelerinin hücre zarı dinamikleri 

zamana bağlı boya alım analizleri yapılarak incelendi ve hücre zarı geçirgenliğinin 

kontrol gruplarına kıyasla en fazla olduğu zaman kritik nokta olarak belirlendi.  

 

5.4.2. ATP nin nöron ve glialarda aktive ettiği kanalların bulunması 

Hücreler ATP inkübasyonu öncesinde P2X7, konneksin ve panneksin1 kanalları 

hedef alınarak sırasıyla 1 µM BBG, 50 µM CBX, 5 µM CBX ve 1 µM Probenecid ile 

bloklandı ve ATP eklendikten sonra kontrol gruplarına kıyasla boya alımının 

maksimum olduğu belirlenen kritik zamanda tekrar görüntülendi. Boya alım 
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analizlerinin sonuçlarına göre nöron ve glia hücrelerinde ATP uygulaması sonucu 

aktifleşen kanallar belirlendi.  

 

5.5. Hücre Kültüründe İkincil Ölüm Deneyleri 

5.5.1. Nörit hasarının (aksotomi) uygulanması  

Zaman aralıklı canlı görüntülemenin yapılmayacağı deneylerde aksotomi 

uygulaması için morötesi lazer (Carl Zeiss PALM MicroBeam) kullanıldı. Aksotomi 

uygulaması inkübatör hazneli mikroskop tablası kullanılarak, fizyolojik şartlara (37 

°C ve 5% CO2) uygun şekilde yapıldı. Canlı görüntüleme yapılacak olan deneylerde 

ise Carl Zeiss LSM 780 Konfokal mikroskobuna fiziksel olarak eklenmiş olan 

Chameleon Kızılötesi Femtosaniye lazeri aksotomi için kullanıldı.  

Femtosaniye lazeri, seçilen hücrelere stabil ve tekrarlanabilir aksotomi 

uygulanabilmesi için optimize edildi. (Objektif: 20x, dalga boyu:793nm, iterasyon: 30, 

tarama hızı: çekim ile senkronize, lazer gücü: %60) Bu hasar modeli canlı kalsiyum 

görüntüleme ve boya alım deneylerinde kullanıldı. Mikroskop yazılımında zaman 

dizisi aralığı 0 ms olarak belirlendi ve YO-PRO-1 ile GCaMP görüntülemelerinde 

konfokal mikroskobun 488nm, PI görüntülemek için ise 561nm lazeri kullanıldı. Hasar 

verilecek olan nöronlar belirlendi ve nöritleri işaretlenerek canlı görüntüleme 

yapılırken eş zamanlı olarak hasar verildi. Tüm deneylerde aksotomi çevresindeki 

nöron ve glia hücreleri seçilerek analiz edildi. 

 

5.5.2. Aksotomi sonrası ikincil ölüm oranlarının belirlenmesi 

Kültürlerin 48. saatinde ölü hücrelerin çekirdeklerini boyayan Propidium İyodür 

(PI), besi yeri içerisindeki oranı %5 olacak şekilde petrilere eklendi ve 20x objektif ile 

merkezden 10x10 karelik aydınlık alan ve floresan görüntüleri alındı. Görüntü 

alındıktan sonra her petrinin merkezinden 10 adet canlı nöron seçildi ve yaklaşık bir 

gövde boyu mesafeden akson hasarı verildi. Hasardan 24 saat sonra aynı ayarlar ile 

aynı bölgeden tekrar 10x10 kare alındı ve gruplar arasındaki ölüm oranları 

karşılaştırıldı. Ölüm belirteci olarak PI kullanılmakla birlikte ertesi gün aynı bölgeden 
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alınan görüntülerde bulunamayan hücreler de ölü olarak kabul edildi. Aynı deneyler 

hasar öncesi ve sonrası 1 er saat olmak üzere P2X7 ve panneksin1 kanallarının 

kimyasal inhibitörleri (sırasıyla 1 µM BBG, 1 µM Probenecid) kullanılarak 

tekrarlandı. Kontrol olarak aynı miktarda kimyasalların çözülmüş olduğu steril ddH2O 

kullanıldı.  

 

5.5.3. Hücre zarı protein miktarlarının karşılaştırılması 

10 adet hücrenin hasarlandığı petriler hasardan 1, 6, 12 ve 24 saat sonra 4% PFA 

ile fikse edilip anti-Panx1 ve anti-P2X7 antikorları ile işaretlenip 5.5.3.1’de ayrıntılı 

olarak anlatılan immunositokimya protokolü uygulanarak boyandı. Hasarlanan her 

hücrenin çevresindeki nöron ve glia hücreleri 40x yağlı objektif kullanılarak 3 boyutlu 

olarak 488nm ve 561nm lazer ile görüntülendi. 

 

5.5.3.1. Immunositokimyasal boyama protokolü 

Hücrelerin içerisinde bulunduğu yaşam vasatı çekilerek petriler 2 kere 1 ml 1x 

PBS ile yıkandı ve 750 µl %4 lük PFA eklenerek oda sıcaklığında 15 dakika fikse 

edildi. Süre sonunda PFA çekilerek atıldı ve 1ml 1x PBS ile 2 kere yıkandı. Bloklama 

için 3:100 BSA, 1:100 keçi serumu, 3:1000 Sodyum Azit içeren PBS eklenip oda 

sıcaklığında 45 dakika inkübe edildi. Bloklama sonrasında aynı solüsyon içerisinde 

çözülmüş birincil antikorlar (tavşan anti-Panx1: 1:100, sıçan anti-P2X7: 1:500) her 

petriye eklendi ve +4 oC de çalkalama kabı üzerinde gece boyu inkübe edildi. Ertesi 

gün 3 kere 5er dakika çalkalama kabı üzerinde PBS ile yıkanan petrilere yine aynı 

solüsyon içerisinde çözünmüş ikincil antikorlar (keçi anti-tavşan Alexa Fluor 488 nm, 

keçi anti-sıçan Alexa Fluor 568 nm) eklendi ve oda sıcaklığında 3 saat çalkalama kabı 

ile inkube edildi. Süre bitiminde 5 dakika boyunca 1x PBS ile 4 kere yıkanan petriler 

500 µl, 1 µg/ml DAPI eklenip 3 dakika oda sıcaklığında bekletildi, 3 dakika sonunda 

DAPI petriden çekildi ve 1 kere 5 dakika 1x PBS ile yıkandı. Görüntülenene kadar 

3:1000 Sodyum Azit içeren PBS içerisine alınıp +4 oC ‘de bekletildi. 
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5.5.4. Aksotomi sonrası ikincil hasara bağlı boya alım analizleri  

Tüm canlı görüntüleme deneyleri konfokal mikroskop ile, 37 °C ve 5% CO2 

altında, kültürlerin 48. saatinde gerçekleştirildi. Aksotomi sonrası çevredeki hücrelerin 

zar dinamiklerinin incelenmesi için boya alım deneyleri yapıldı. Bu deneylerde, hücre 

zarındaki seçici olmayan büyük porların açılıp kapanmasının göstergesi olarak YO-

PRO-1 iyodür (491/509) kullanıldı. Hücrelere son konsantrasyonu 10 µM olacak 

şekilde YO-PRO-1 eklendi ve hücreler 30 dakika sonunda 3 boyutlu ve 5x5 kare olarak 

488nm lazer, 20x objektif ile görüntülendi. İlk görüntüler sonrasında hasar grubunda 

petri merkezinde seçilen 10 adet hücreye kızılötesi lazer ile bir hücre gövdesi boyu 

mesafeden aksotomi yapıldı, kontrol gruplarında ise yine seçilen hücrelerin 

kenarlarına aynı ayarlarda ve sayıda atışlar yapıldı. Bir petrideki tüm kesimler 

gerçekleştikten sonra (~15 dakika) tekrar aynı ayarlarda konfokal görüntüleri alındı. 

Hücre dinamiklerindeki değişimin P2X7 reseptörünün hücre zarında açtığı büyük 

pordan kaynaklı olup olmadığının belirlenmesi için kültürler boya eklenmeden 1 saat 

önce %5 CO2, 37 °C’de 1µM BBG ile inkübe edildi. Hem glialar hem de nöronlarda 

hasar bölgesine olan mesafe de göz önünde bulundurularak boya alım analizleri 

gerçekleştirildi. 

 

5.5.5. Aksotomi çevresindeki nöronların kalsiyum değişiminin 

belirlenmesi 

Kalsiyum görüntülemesi deneylerinde Vglut2-GCaMP ikili transgenik fare 

hattından alınan AKG kültürleri kullanıldı. Her petride birbirinden uzak noktalar 

seçilerek her bir çerçevede tek bir nörona aksotomi uygulandı ve bu esnada 488 nm 

lazer kullanılarak zaman aralıklı canlı görüntüleme yapıldı. Hasar verilecek olan her 

hücre ve çevresindeki hücreler hasar öncesi kontrol atışı yapılarak aynı ayarlarda 

görüntülendi. Böylece her hücre için spontan kalsiyum aktivitesinin kontrolü 

sağlanmış oldu. Aksotomi yapılan nörona komşu olan nöronlardaki kalsiyum 

değişimleri analiz edildi. 
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5.5.6. Kalsiyum – ikincil ölüm korelasyonunun incelenmesi 

Aksotomi yapılan nöronun etrafındaki komşu nöronlarda görülen kalsiyum 

değişiminin hücre ölümüne katkısının araştırılması için kalsiyum görüntülemesi 

yapılacak olan hücrelere görüntülemeden 5 dakika önce PI eklendi ve hasar verildikten 

24 saat sonra aynı hücreler tekrar bulunarak 561nm lazer ile konfokal görüntüleri 

alındı ve aksotomi çevresindeki nöronların ölüm oranı analiz edildi. Aynı deneyler, 

hasar öncesinde NMDA reseptörleri ve konneksin kanalları bloklanarak (sırasıyla 

100µM AP5, 5uM CBX) tekrar gerçekleştirildi ve kalsiyuma bağlı ölüm oranları 

kontrol grubuyla kıyaslandı.  

 

5.6. Görüntülerin Analizi ve İstatistiksel Değerlendirme 

Alınan tüm görüntüler Fiji (Fiji is Just ImageJ) programı ile analiz edildi. Ölü-

canlı hücre sayımı yapılırken hasar öncesi ve sonrası aynı bölgeden alınan 

görüntülerde, aynı hücrelerin bulunması “ROI manager” aracı yardımıyla 

gerçekleştirildi. 3 boyutlu görüntülerin analizleri ise maksimum intensite projeksiyonu 

yapılmış görüntüler üzerinde, yine “ROI manager” aracı ile hücre çevrelerinin 

seçilmesi ile yapıldı 

Fijiden alınan ham veriler MS Excel üzerinde işlenerek (zaman, merkeze 

yakınlık vb. Parametrelerin tayini) tüm istatistiksel testler (t Test, one-way ANOVA, 

chi kare) SPSS ve GraphPad Prism ile yapılıp grafikler de yine GraphPad Prism 

kullanılarak oluşturuldu.  
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6. BULGULAR 
6.1. Genotipleme Sonuçları 

   

Resim 6.1.1: Cre (sol) ve GCaMP (sağ) ifadesi için yapılan PZR sonucu agaroz jel görüntüsü. 250 
numaralı farede yalnız Cre ifadesi vardır ve üretim için ayrılmıştır. 251 ve 252 numaralı fareler ise ikili 
transgenik olduğu için kalsiyum görüntüleme deneylerinde kullanılmak üzere ayrılmıştır. 

 

6.2. AKG Kültürü 

AKG Nöronları ekimden ~2 saat sonra nörit uzatmaya başladı ve kültürün 48. 

saatinde aksotomi için yeterli boya ulaştı ve satellit hücreleri de 48. saatte nöronların 

çevresinden uzaklaşmaya başladı. 

Resim 3.2.1: AKG kültürünün 48. saatinde nöron ve gliaların temsili görüntüsü (siyah ok nöronu, 
kırmızı ok gliayı göstermektedir.). 
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Hücre kültürünün ilk günlerinde AKG nöronlarında nadir olarak spontan 

kalsiyum aktivitesi gözlendi (Şekil 6.2.2).  

 

Resim 6.2.2: AKG nöronlarında spontan kalsiyum aktivitesinin temsili görüntüsü. 

 

6.3. ATP nin Hücre Zarı Geçirgenliği Üzerindeki Etkisi 

Nöron ve gliaların hücre zarında ATP ye bağlı olarak büyük bir por açılıp 

açılmadığının tespiti için ortama verilen yüksek ve düşük konsantrasyonlu ATP nin 

boya alımını nasıl etkilediği incelendi. 
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Şekil 6.3.1: ATP uygulaması sonrası nöronlardaki boya alım miktarlarının gösterilmesi. Anlamlılık 

değerleri kontrol grubuna kıyasla verilmiştir (*: p<0.05, **:  p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).   

Boya alım analizi protokolüne uygun bir şekilde hazırlanan hücreler, ATP 

uygulaması öncesinde ve uygulamadan 15, 30 ve 60 dakika sonra 5x5 kare ve 3 

boyutlu olarak konfokal mikroskop ile görüntülendi. Boya alım miktarları, hücre 

içerisinde ölçülen floresan parlaklık değişiminin başlangıçta ölçülen değere olan oranı 

ile değerlendirmiştir. ATP nin etkisini spontan boya alımıyla kıyaslayabilmek için 

kontrol olarak kültürlere ATP yerine steril ddH2O eklenmiştir. 
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Şekil 6.3.2: ATP uygulaması sonrası glialardaki boya alım miktarlarının gösterilmesi. Anlamlılık 

değerleri kontrol grubuna kıyasla verilmiştir (*: p<0.05, ****: p<0.0001). 
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Ortamdaki ATP hem nöron hem de glia hücrelerindeki boya alım miktarlarını 

kontrol grubuna kıyasla arttırmıştır. Bu artışın 1mM ATP uygulamasında glialarda 

nöronlara kıyasla 3,6 kat fazlayken 100µM ATP uygulandığında 1,5 kat fazla olduğu 

gözlenmiştir.  

1mM ATP uygulandığında hem glia hem de nöronlarda daha uzun süreli boya 

alımı gözlenmiştir.  100µM ATP uygulaması ise her iki hücre tipi için de sadece ilk 15 

dakikada anlamlı bir artan boya alımına neden olurken zamanla kontrol seviyelerine 

gerilemiştir. Bu yüzden düşük ATP değişimlerinin de gözlenebilmesi için bundan 

sonraki deneylerde ilk 15 dakika kritik nokta olarak belirlenmiş ve hem hasar hem de 

ATP deneyleri bu süre zarfında gerçekleştirilmiştir. 
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Resim 6.3.1: 100 µM ATP uygulaması sonucu zamana bağlı boya alım analizleri. Nöronlar 
beyaz ok, glialar kırmızı ok ile gösterilmiştir. 
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Resim 6.3.2: 1 mM ATP uygulaması sonucu zamana bağlı boya alım analizleri. Nöronlar beyaz 
ok, glialar kırmızı ok ile gösterilmiştir.  
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6.4. ATP Uygulamasının Hücrelerde Aktive Ettiği Kanalların Tespiti 

Belirlenen kritik nokta (15.dk) süresince uygulanan ATP nin hücrelerde hangi 

kanallar yoluyla büyük bir por açtığı ve/veya açılan porun tespiti için deneyler P2X7 

reseptörleri, panneksin1 kanalları ve konneksin kanallarının inhibitörleri varlığında 

tekrarlanmıştır.  
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Şekil 6.4.1: ATP uygulamasının nöronlarda hangi kanalların aktivasyonu ile boya alımını artırdığının 

gösterilmesi. Anlamlılık değerleri ATP grubuna kıyasla verilmiştir (****: p<0.0001). 

P2X7 reseptörünün ve panneksin1 kanalının ayrı ayrı bloklanması nöronlardaki 

boya alımını kontrol seviyelerinin altına düşürmüştür. Konneksin kanallarını 

bloklamak için 50 µM CBX kullanılırken, panneksin1 kanalını bloklamak için 5 µM 

Carbenoxolone (CBX) kullanılmasından yola çıkarak 50 µM CBX in aynı zamanda 

panneksin1 kanallarını da blokladığı düşünülmüş ve bu yüzden iki farklı 

konsantrasyon uygulaması birbiriyle kıyaslanarak konneksin kanallarının etkisi 

incelenmiştir. İki grup arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır.  
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Şekil 6.4.2: ATP uygulamasının glialarda hangi kanalların aktivasyonu ile boya alımını artırdığının 

gösterilmesi. Anlamlılık değerleri ATP grubuna kıyasla verilmiştir (***: p<0.001, ****: p<0.0001). 

Glialardaki ATP uygulamasına bağlı boya alımının da P2X7 reseptörleri ve 

panneksin1 kanalının bloklanması ile anlamlı bir şekilde azaldığı gösterilmiştir. 

panneksin1 kanallarının bloklanması P2X7 reseptörünün bloklanmasına kıyasla boya 

alımını daha fazla düşürmüştür (p<0.001). Konneksin kanallarının ise sürece bir etkisi 

gözlenmemiştir.  

 

6.5. Aksotomi Modelinin Oluşturulması 

İkincil ölümün tespiti için oluşturulan in-vitro aksotomi modelinde hücrelerde 

canlı görüntüleme yapılmayacaksa PALM MicroBeam, canlı görüntüleme yapılacaksa 

Konfokal mikroskobu ile Femtosaniye lazeri kullanıldı (Şekil 6.5.1).  
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6.6. Aksotomi Yapılan Hücrelerin Çevresindeki Hücrelerin Protein 

Miktarlarındaki Değişim 

Hasar sonrası hem glia hem de nöronlarda hücre zarındaki protein miktarları 

zamana bağlı olarak immunositokimyasal boyamalar ile incelenmiştir. Petri 

merkezinde 10 adet nöronun hasarlandığı gruplar hasardan 1 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 

saat sonra fikslenip P2X7 reseptörü ve panneksin1 kanalına karşı antikorlar ile 

boyanmıştır. Hasar verilen nöronların çevresindeki hücrelerin 3 boyutlu görüntüleri 

alınarak P2X7 ve panneksin1 miktarları analiz edilip gruplar kendi aralarında 

kıyaslanmıştır. Yapılan immunositokimya boyamaları sonucunda nöronlarda P2X7 

ifadesine rastlanmamıştır (Resim 6.6.1). 

Resim 6.5.1: Femtosaniye lazer aksotomisinin temsili görüntüsü (Sol: aksotomiden önce, sağ: 
aksotomiden sonra, aksotomi yapılan bölge siyah ok ile gösterilmiştir). 
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Resim 6.6.1: Nöron ve glialardaki panneksin1 ve P2X7 reaktivitesinin kontrol preparatındaki 
temsili görüntüsü. 

Panneksin1 

P2X7 

DAPI Panneksin1 P2X7 
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Hem nöron hem de glia hücrelerinde panneksin1 miktarlarının benzer şekilde 

değiştiği gözlemlenmiştir (Şekil 6.6.2a). Nöronlarda hasar sonrası ilk saatte (n=163) 

artış gösterip 6. saate (n=220) kadar sabit kalmış ve 12. Saatte (n=352) gerileyip 24. 

Saatte (n=222) ise kontrol seviyelerinin (n=158) de altına düşmüştür (p<0.0001).  

Glia hücrelerinde de panneksin1 miktarında 1. saatten (n=174) itibaren artış 

gözlenirken, 6. saatte (n=135) ve 12. saate kadar (n=143) herhangi bir değişim 

gözlenmemiştir. Hasarın 24. saatinde (n=125) ise panneksin1 seviyeleri kontrol 

seviyelerine (n=355) kadar gerilemiştir (Şekil 6.6.2b).   
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Şekil 6.6.1: Aksotomi yapılan hücrelere komşu a) nöronların ve b) gliaların hücre zarındaki panneksin1 

miktarının zamana bağlı değişiminin floresan parlaklık değeri ile gösterilmesi (**:  p<0.01, ****: 

p<0.0001).  

Glia hücrelerinin hücre zarındaki P2X7 değişimi ise daha kompleks bir trend 

göstermektedir (Şekil 6.6.2). Hasar sonrası ilk saatte (n=170) P2X7 reseptörünün 

hücre zarındaki miktarı da panneksin1 e benzer şekilde kontrol grubuna (n=355) 

kıyasla bir artış göstermiştir. Fakat 6. saatte (n=136) azalıp 12. saate (n=143) kadar 

sabit kalıp 24. saatte (n=125) ise tekrar artış göstermiş ve kontrol seviyelerinin de 

üzerine çıkmıştır (p<0.0001).  
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Şekil 6.6.2: Gliaların hücre zarındaki P2X7 miktarının zamana bağlı değişiminin floresan parlaklık 

değeri ile gösterilmesi (*: p<0.05, ****: p<0.0001) 

 

6.7. Aksotomi Sonrası İkincil Ölümün Gösterilmesi 

AKG kültürleri 48. saatinde PI ile boyanıp 10x10 kare olacak şekilde 

görüntülendi. Hasar gruplarında her petride merkezden seçilen 10 adet nöron 

hasarlandı. Hasar grubunun kontrolü olarak ise farklı petrilerde merkezden seçilen 10 

adet nöronun kenarına kontrol atışları yapıldı. 24 saat sonra tekrar aynı bölgelerden 

10x10 kare görüntülendi ve hasarlanan nöronların çevresindeki nöronların ölüm 

oranları kıyaslandı. Hasar grubunda kontrol grubuna kıyasla artan ölüm oranına 

rastlandı. (p<0.05)  

Kontrol grubunda (n=1143) petri genelindeki ölüm oranı %4,8 iken hasar 

grubunda (n=1467) ölüm oranının anlamlı olarak artıp %7,3 e kadar çıktığı 

bulunmuştur. Glia hücrelerinde bulunan P2X7 reseptörünün bloklanması (n=1094) 

ölüm oranını kontrol seviyelerine kadar, %4,7 e düşürmüştür. P2X7 reseptörünün 

hücre zarında açtığı büyük porun panneksin1 kanalı olduğu hipotezini göz önünde 

bulundurarak panneksin1 kanallarının bloklandığı (n=1426) grupta ise ölüm oranının 

hasar grubuna kıyasla azalıp %6 ya indiğini fakat bu düşüşün istatiksel olarak anlamlı 

olmadığı gözlenmiştir. 
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Şekil 6.7.1: Aksotomi yapılan hücrenin çevresindeki nöronların ölüm oranının gösterilmesi (*: p<0.05, 

**:  p<0.01). 

  

6.8. Aksotomi Sonrası Çevredeki Hücrelerin Hücre Zarı Geçirgenliğinin 

İncelenmesi 

Petri merkezinde belirlenen 10 adet nöronun hasarlanması sonucu 5x5 karelik 

bir alandan hasar öncesi ve sonrası YO-PRO-1 görüntüleri alınarak hücre zar 

dinamikleri incelenmiştir. Nöron hücrelerinin genel boya alımları incelendiğinde 

kontrol grubu (n=597) ile hasar grubu (n=700) arasında anlamlı bir farklılık 

gözlemlenememiştir. Hasar merkezine yaklaştıkça (<600 µm) boya alımlarının kontrol 

grubuna kıyasla arttığı gözlenmiştir fakat bu artışın hasar merkezine olan mesafe ile 

arasında herhangi bir korelasyona rastlanmamıştır.   
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Şekil 6.8.1: Hasar bölgesine olan mesafeye göre nöronların boya alım miktarlarının karşılaştırılması 

Glia hücrelerindeki genel boya alımı hasar grubunda (n=724) kontrol grubuna 

(n=599) kıyasla anlamlı olarak artış göstermiştir (p<0.0001). Ayrıca hasar merkezine 

yaklaştıkça boya alımının arttığı gözlenmiştir Hasar merkezine olan mesafe ile boya 

alımı arasında negatif korelasyon belirlenmiştir (p<0.01). Aynı deneyler P2X7 

resptörleri bloklandıktan sonra (n=601) yapıldığında ise hasar verilen gruptaki glia 

hücrelerinin kontrol grubundakine benzer şekilde davrandığı gözlemlenmiştir Alttaki 

tabloda kontrol grubu etiketi yanlış.  
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Şekil 6.8.2: Hasar bölgesine olan mesafeye göre gliaların boya alım miktarlarının karşılaştırılması 
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Resim 6.8.1: Aksotomi sonrası çevrede bulunan hücrelerin boya alım miktarları. Beyaz oklar 
aksotomi yapılan nöronları, kırmızı oklar ise glia hücrelerini göstermektedir. 
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Hasar+ 1µM BBG 

Hasar 



 

43 
 

6.9. Aksotomi Çevresindeki Nöronların Kalsiyum Değişimi 

Aksotomi anında hem hasarlanan hem de çevre hücrelerdeki kalsiyumun eş 

zamanlı olarak gözlenmesi için aksotomi esnasında konfokal mikroskop ile zaman 

aralıklı görüntüler alındı. Kalsiyum indikatörü olarak glutamaterjik nöronlarında 

GCaMP ifade eden AKG kültürleri kullanıldı. Her hücrenin farklı kalsiyum aktivitesi 

olacağı göz önünde bulundurularak her hücreye aksotomi öncesi kontrol atışı yapılarak 

zaman aralıklı görüntüleri alındı.   
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Şekil 6.9.1: Aksotomi sırasında çevredeki ışıma yapan nöronların tüm nöronlara olan oranı. Yalnızca 

aksotomi yapılan grup, NMDA reseptörleri ve konneksin kanallarının bloklandığı grup ile 

karşılaştırılmıştır. 

 

Yapılan analizler sonucunda aksotomi yapılan nöronların tümünde kalsiyum 

artışı görülürken (dış ortamdaki kalsiyumun hasar bölgesinden hücre içerisine girişi) 

hasar çevresindeki tüm nöronların (n=557) %4,5 inde kalsiyum artışına rastlanmıştır. 

Bu oran NMDA reseptörleri (n=285) ve konneksin kanallarının (n=309) bloklandığı 

gruplarda da sırasıyla %4,2 ve %4,5 olarak gözlenmiş ve gruplar arasında istatiksel bir 

farka rastlanmamıştır (Şekil 6.9.1).  
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6.10. Kalsiyum Artışının Hücre Ölümüyle İlişkisi 

Kalsiyumun aksotomi çevresindeki nöronların ölümü üzerinde herhangi bir 

etkisi olup olmadığının araştırılması için görüntüleme yapılacak olan hücrelere PI 

eklenmiş ve aksotomi yapılan hücreler ile çevrelerindeki hücreler 24 saat sonra tekrar 

görüntülenmiştir. Aksotomi yapılan hücrenin etrafındaki hücrelerden ışıyanların ölüm 

oranları ile ışımayan hücrelerin ölüm oranları karşılaştırıldı. 
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Şekil 6.10.1: Aksotomi sonrası çevrede kalsiyum artışı görülen nöronlardaki ölüm oranının kalsiyum 

artışı görülmeyen nöronlar ile karşılaştırılması. 

 

Aksotomi grubunda (n=557) ışıyan hücrelerdeki ölüm oranı (%32) ışımayan 

hücrelerdeki ölüm oranına (%18) kıyasla artış göstermiştir fakat bu artış istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıştır. Kalsiyuma bağlı artan ölüm oranında rol 

oynayabileceği düşünülen NMDA reseptörleri ve konneksin kanalları bloklanıp aynı 

deneyler tekrarlanmıştır.  
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Şekil 6.10.2: Aksotomi sonrası çevredeki tüm nöronların ölüm oranlarının karşılaştırılması (*: p<0.05). 

 

Aksotomi uygulamasından 24 saat sonra kısa mesafedeki tüm nöronların ölüm 

oranları NMDA reseptörü ve konneksin kanallarının bloklanması sonucu incelenmiştir 

(Şekil 6.10.2). NMDA reseptörlerinin bloklanması (n=285) ölüm oranını anlamlı bir 

şekilde azaltırken konneksin kanallarının (n=309) bu süreçte bir etkisi 

gözlenememiştir. 

NMDA reseptörünün ve konneksin kanallarının aksotomi esnasında kalsiyum 

artışı görülen komşu nöronların ölümü üzerindeki etkisinin incelenmesi için kalsiyum 

cevabı görülen ve görülmeyen nöronlar her grup içerisinde ayrı ayrı incelenmiştir 

(Şekil 6.10.3).  
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Şekil 6.10.3: Aksotomi yapılan nöronun çevresinde ışıma görülen nöronlardaki ölüm oranları ve 
NMDA reseptörleri ile konneksin kanallarının bloklanması sonrası değişiminin gösterilmesi (*: 
p<0.05). 

 

Bu deneyler sonucunda yine konneksin kanallarının bu süreçte bir etkisine 

rastlanmamıştır. NMDA reseptörleri bloklanan gruplarda ise ışıma görülen ve 

görülmeyen hücre gruplarında ölüm oranının sırasıyla %1 ve %13,6 ya kadar düştüğü 

gözlenmiştir. Yapılan istatistiksel analizler sonucu komşu nöronlarda aksotomiye 

kalsiyum cevabı vermeyen hücrelerin ölüm oranları üzerinde NMDA ve konneksin 

kanallarının anlamlı bir etkisinin olmamasına rağmen kalsiyum cevabı görülen 

hücrelerde NMDA kanallarının bloklanmasının kontrol grubuna kıyasla ölüm oranını 

anlamlı bir şekilde azalttığı görülmüştür (p<0.05). 
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Resim 6.10.1: Aksotomi sırasında alınan GCaMP görüntülerinin termal haritası. Sol taraf kontrol 
atışı, sağ taraf aksotomi atışını göstermektedir. Siyah ok hasarlanan, Beyaz ok ise kontrol grubuna 
kıyasla kalsiyum artışı görülen nöronları işaret eder.  
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Resim 6.10.2: Hasar sonrası kalsiyum artışı görülen hücrelerdeki ölümün gösterilmesi. Siyah ok 
hasar verilen hücreyi, beyaz ok hasara kalsiyum cevabı veren komşu hücreyi göstermektedir 
(Aksotomi grubu, Şekil 25 te termal harita ile gösterilen hücrelerin aksotomiden 24 saat sonraki 
görüntüsüdür.) 
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7. TARTIŞMA 

AKG nöron kültürü özellikle rejenerasyon, ağrı, miyelinizasyon gibi süreçlerin 

incelenmesi için sıklıkla kullanan hücre kültürü modellerinden biridir (100-104) 

Çalışmamızda da hem stabil ve tekrarlanabilir olması hem de yetişkin hayvandan 

rahatlıkla izole edilebilen olgun hücreler ile çalışmamıza olanak sağlayan bir kültür 

protokolü kullanılmıştır (105).   

Sinir sisteminde meydana gelen bir hasar çevredeki hasarlanmayan hücreleri de 

zaman içerisinde etkileyip ikincil hasar sonucu bir dejenerasyon sürecini 

başlatmaktadır. Hasar sonrası hasarlanan çevre doku ve hücrelerde meydana gelen 

hasar ikincil hasar olarak adlandırılır (2). Travmatik akson hasarlarının çalışılması için 

hem in-vivo hem de in-vitro olarak bir çok farklı hasar modeli geliştirilmiştir (35). 

Transnöronal dejenerasyonun in-vivo modellerinin dezavantajlarından biri izole bir 

sistemde çalışamamak ile birlikte ikincil ölüm sürecinin günler sonra ortaya çıkmasıdır 

(106). Bu sürenin uzunluğu çok fazla faktörün ve farklı hücre tiplerinin sürece dahil 

olmasıyla birlikte sürecin daha kompleks hale gelmesine neden olur. Oluşturmuş 

olduğumuz model, hücre kültürü ortamında femtosaniye kızılötesi lazer kullanılarak 

tek bir hücrenin kontrollü bir aksotomi yapılarak hasarlanmasına ve bu sistemin 

konfokal mikroskobu ile birleştirilmiş olması da aksotomi esnasında fizyolojik 

koşullara uygun bir şekilde canlı görüntüleme yapılmasına olanak sağlamıştır. 

Sinir hasarı sonrası hasarlanan hücreden dış ortama ATP salınımı olduğu 

bilinmektedir (107). Hasar olmaksızın da ATP nin glia hücrelerindeki pürinerjik 

reseptörlerin aktivasyonunu sağlayıp çoğalmalarını indüklediği (7) , veya kalsiyum 

modülasyonunu sağlayıp hücreler arası iletişime de katkıda bulunduğu gösterilmiştir 

(64, 65).  Çalışmamızda öncelikle dış ortamdaki ATP miktarının AKG nöron ve glia 

hücrelerine olan etkisinin incelenebilmesi için hücreler düşük ve yüksek 

konsantrasyonlu ATP ile muamele edilip zamana bağlı olarak görüntülendi. ATP 

etkisinin incelenmesi amacıyla hücre zar dinamikleri ve hücre zarında bulunan porların 

açılıp kapanmasının incelenmesi için kullanılan yöntemlerden bir tanesi olan (108, 

109) boya alım analiz yöntemi kullanıldı. Özellikle apoptoz sonucu hücre zarında 

meydana gelen veya pürinerjik sinyal aktivasyonu sonrası hücre zarında açılan 

porların dinamiklerinin incelenmesi için YO-PRO-1 ve TO-PRO-3 gibi floresan 
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boyalar kullanımıyla hücre zarındaki açılan porlardan hücre içine boya alımı bu 

süreçlerin dinamik olarak izlenebilmesini mümkün kılmıştır (110-112). Yapmış 

olduğumuz boya alım analizleri 100 µM ATP uygulaması sonrası AKG nöron ve 

glialarının akut olarak (~15 dk) etkilendiğini ve zamanla bu etkinin normal seviyelere 

düştüğünü göstermiştir. 1 mM ATP uygulaması ise hem nöron hem de glialar üzerinde 

daha uzun süreli bir etkiye sebep olmuşsa da 100 µM ATP uygulamasının sonucuna 

benzer bir şekilde kontrol grubuna kıyasla en yüksek fark akut olarak gözlenmiştir. Bu 

sonuçlardan yola çıkarak ATP nin akut süreçte etkin olduğu görüldü ve ilk 15 dakika 

yapılacak deneyler için kritik nokta olarak belirlendi. Ayrıca 100 µM ATP uygulaması 

sonucu glia hücrelerindeki boya alımı nöronlardakinin yaklaşık iki katıyken 1 mM 

ATP uygulamasında bu oran dört katına çıkmıştır.  

AKG deki satellit hücrelerinde P2X7 ifadesi olduğu fakat AKG nöronlarında 

olmadığı literatürde gösterilmiştir (71). Bu bilgiden de yola çıkarak glia hücrelerindeki 

boya alımının nöronlara kıyasla daha yüksek olması bu süreçte P2X7 reseptörünün 

rolünün olabileceğini ve P2X7 ile direk veya dolaylı yollardan kompleks benzeri bir 

yapı oluşturduğu düşünülen panneksin1 (99, 113, 114) kanalının da sürece dahil 

olabileceğini düşündürmüştür.  

Nöronlarda görülen boya alımının P2X7 reseptörünün bloklanması ile azalması 

ise gliaların sürece dahil olduğunu düşündürmüştür. Primer mikroglia kültürlerinde 

BzATP ile P2X7 nin aktive edilmesi sonrası yapılan ELİSA analizleri, kültür ortamına 

IL1β ve IL18 salınımının olduğunu, fakat aynı süreç P2X7 KO mikroglialarda 

tekrarlandığında IL1β ve IL18 varlığına rastlanmadığını göstermiştir (115). Benzer 

şekilde, satellit glia hücrelerindeki P2X7’nin ATP ye bağlı aktivasyonunun 

inflamatuar sitokinlerin salınımına neden olduğu ve ortama salınan sitokinlerin AKG 

nöronlarında bulunan P2X3 reseptörlerini aktive edip nöropatik ağrı sürecini 

tetiklediği gösterilmiştir (116). Bu veriler göz önünde bulundurulduğunda, 

aksotominin hemen sonrasında görülen glia aktivasyonunun inflamuar süreçleri 

başlatıp nöronlarda bulunan pürin reseptörlerinin aktivasyonu ile ikincil ölüm sinyalini 

kuvvetlendirdiği değerlendirilmiştir.  
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Fizyolojik şartlarda AKG nöronları ve satellit hücreleri arasında konneksin 

proteinlerinden oluşan oluklu bağlantıların olduğu bilinmektedir (117). Tüm bu 

bilgiler göz önünde bulundurularak boya alımlarının hangi kanallardan kaynaklı 

olduğunun belirlenmesi için aynı deneyler P2X7, panneksin1 ve konneksin kanalları 

bloklanarak tekrarlandı. Hem nöron hem de glialarda panneksin1 kanalının ATP ye 

bağlı boya alımında rol oynadığı gözlendi. Konneksin ve panneksin kanallarının 

yapılarının birbirlerine benzemesi sebebiyle ortak kimyasallar tarafından inhibe 

edildikleri bilinmektedir (84). Konneksinlerin bloklanması için 50 µM CBX 

gerekliyken, panneksin1 in bloklanması için 5 µM CBX in yeterli olduğu gösterilmiştir 

(118). İkisi arasındaki ayrımın yapılabilmesi için her iki konsantrasyon da kullanıldı 

ve 50 µM CBX in konneksinleri bloklarken panneksin1 i de bloklamış olacağı 

varsayılarak sonuçlar incelendi. 5 µM CBX ve 50 µM CBX uygulamasının ATP ye 

bağlı boya alımını benzer şekilde azalttıklarından yola çıkılarak konneksin 

kanallarının ATP ye bağlı boya alımı üzerinde bir etkisinin olmadığı sonucuna varıldı.  

Beklendiği gibi glialardaki ATP ye bağlı boya alımında P2X7 reseptörünün 

rolünün olduğu gözlendi. Fakat beklenmedik bir şekilde P2X7 bloklanmasının aynı 

gruptaki nöronların boya alım miktarlarını da azalttığı gözlendi. P2X7 ve panneksin1 

ifadesinin protein düzeyinde kontrolü için immunositokimyasal boyamalar yapıldı. 

Boyamalar sonucunda glialarda panneksin1 ve P2X7 nin hücre zarında lokalize olduğu 

görülürken nöronların hücre zarında yalnızca panneksin1 e rastlandı. Nöronlarda 

P2X7 ifadesi olmamasına rağmen P2X7 nin bu süreçte rol oynaması, glia 

hücrelerindeki aktifleşen P2X7 reseptörlerinden ortama daha çok ATP salınması 

sonucu nöronlarda bulunan diğer pürin reseptörlerinin açılmış olabileceğini 

düşündürdü.  

 Hücre kültüründe, limitli sayıda nörona verilen hasarın çevredeki hücreleri 

nasıl etkilediğinin araştırılması için merkezinde 10 adet nörona aksotomi yapılan 

kültürler belirli zaman aralıklarında fikslendi ve komşu hücrelerdeki P2X7 ile 

panneksin1 in hücre zarındaki protein miktarları zamana bağlı olarak analiz edildi. 

Hem nöron hem de glialardaki panneksin1 miktarının aksotomiden sonraki ilk saatte 

arttığı fakat 24 saat sonuna doğru tekrar düştüğü gözlenmiştir. Glialardaki P2X7 nin 

ise aksotomiden 1 saat sonra arttığı gözlenirken ilk 6 saatte 24 saat sonunda tekrar 
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kontrol grubunun üzerine çıkmış olduğu gözlendi. İlk 6 saatte görülen azalmanın 

nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte 24 sonunda görülen panneksin1 miktarındaki 

azalmanın P2X7 miktarındaki artış ile gösterdiği negatif korelasyon, (96) de belirtilen, 

ortamdaki fazla ATP nin panneksin1 in inhibisyonuna neden olduğu verisiyle anlam 

kazanmaktadır. Kültür ortamında limitli sayıda nöronda yapılan aksotomi hasarının 

çevredeki nöronların canlılığı üzerindeki etkisinin incelenmesi için aksotomiden 24 

saat sonra yapılan canlılık testleri az sayıda nöronun hasarlanmasının çevredeki 

nöronların ölümüne sebep olduğunu göstermiştir. Aynı deneyler kimyasal 

bloklayıcıların varlığında tekrarlandığında, P2X7 nin bloklanması ölüm oranlarını 

kontrol seviyelerine kadar düşürmüştür. panneksin1 in bloklanması ise ölüm 

oranlarında bir düşüşe sebep olsa da bu düşüş hasar esnasında bloklayıcı 

kullanılmayan gruba kıyasla anlamlı çıkmamıştır.  

P2X7 nin bloklanmasının ölüm oranlarını düşürmesi ikincil ölüm sinyalinin 

yayılmasında glia hücrelerin rolünün olabileceğini düşündürmüştür. Hasarın hemen 

sonrasında yapılan boya alım analizleri sonucunda nöronların boya alım seviyelerinde 

bir artışa rastlanamazken gliaların boya alımlarının kontrol grubuna kıyasla artmış 

olduğu gözlendi. Aksotomi merkezine olan mesafeye göre yapılan analizler de 

glialardaki boya alım seviyesinin hasar merkezine yaklaştıkça arttığını göstermiştir. 

P2X7 nin bloklayıcısının varlığında aynı deneyler tekrarlandığında ise gliaların 

kontrol grubundaki gibi davrandığı gözlenmiştir. Böylece kültür ortamında 

gerçekleştirilen aksotomi hasarından hemen sonra (~15 dk) glialara P2X7 nin de 

süreçte yer aldığı bir hasar sinyalinin gittiğini ve hasar bölgesine olan mesafenin de bu 

sinyalin yayılmasında önemli bir faktör olduğu tespit edilmiş oldu. Travmatik hasar 

söz konusu olduğunda etkin olduğu düşünülen en önemli faktörlerden bir diğeri 

kalsiyum eksitotoksisitesidir (119, 120). Kalsiyumun ikincil ölüm hasarında herhangi 

bir etkisinin olup olmadığının belirlenmesi için yapılan deneylerde aksotomi yapılan 

nörona komşu nöronların sadece % 4,5 inde aksotomi esnasında kalsiyum artışına 

rastlandı. NMDA reseptörlerinin ve konneksin lerin bloklanması da bu oranı 

değiştirmedi. Yakın mesafe ölüm oranlarına bakıldığında, aksotomi esnasında 

kalsiyum artışı görülen komşu nöronlarda kalsiyum cevabı görülmeyen nöronlara 

kıyasla daha fazla ölüm oranı görüldü fakat bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildi. 

NMDA reseptörleri ve konneksin lerin bloklayıcılarının varlığında deneyler 
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tekrarlanıp 24 saat sonraki ölüm oranlarına bakıldığında konneksin kanallarının 

herhangi bir etkisine rastlanmazken NMDA reseptörlerinin bloklanması aksotomi 

yapılan nöronun yakın çevresindeki nöronların ölüm oranını anlamlı olarak 

düşürmüştür. Kalsiyum cevabı görülen ve kalsiyum cevabı görülmeyen nöronlar ayrı 

ayrı incelendiğinde ise kalsiyum cevabı görülen nöronlardaki ölüm oranının NMDA 

reseptörlerinin bloklanması sonucu azaldığı fakat kalsiyum cevabı görülmeyen 

nöronlardaki düşüsün anlamlı olmadığı görülmüştür. Bu da NMDA reseptörlerinin 

ikincil ölüm sinyalinin yayılmasında rol oynadığının özellikle de aksotomi sonrası 

komşu hücrelerde görülen kalsiyum artışının ölümcül etkilerini azalttığı gösterilmiştir.  

Anoksik hücre depolarizasyonu sonrasında aktifleşen NMDA reseptörlerinin Src 

kinaz ve Panneksin1 in yer aldığı bir sinyal yolağını başlatıp hücre ölümüne neden 

olduğu hipokampal kesit kültürlerinde gösterilmiştir (91, 121-124). Yine benzer 

şekilde epileptik süreçlerde Panneksin1 in modülasyon görevi yapıp uyarılabilirliği 

artırdığı gösterilmiştir (91, 121, 124). Çalışmamızda NMDA reseptörlerinin kanal 

fonksiyonunun aksotomi esnasındaki kalsiyum cevabı üzerinde bir etkisinin olmadığı 

görülmüştür. NMDA bloklanmasının aksotomi sırasında çevre hücrelerde herhangi bir 

etkisi olmamasına rağmen kalsiyum artışı görülen hücrelerdeki ölüm oranını 

düşürmesi ise NMDA reseptörlerinin ikincil ölüm sinyalini başlatmasındaki önemini 

ortaya koymuştur. Kronik ağrı modellerinde hücrelerden salınan ATP, glutamat ve 

sitokinlerin, NMDA ve pürin reseptörlerini aktifleştirmesi ile nöron ve glialarda 

inflamatuar süreci başlatıp kronik ağrı durumunu meydana getirdiği gösterilmiştir 

(123, 125, 126). Çalışmamızda da bu verilerle uyumlu bir şekilde glial pürinerjik 

sinyalinin önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir.  

Tüm bu bulgular bir araya geldiğinde transnöronal dejenerasyonun kronik ağrı ve 

epileptik nöbet gibi durumlardakine benzer şekilde gerçekleşmiş olabileceği 

düşünülmüştür. Aksotomi çevresindeki sağlam nöronların depolarizasyonunun 

kalsiyum eksitotoksisitesinden daha kompleks, NMDA reseptörlerinin yer aldığı bir 

ikincil ölüm sürecini başlattığı, glialardaki pürinerjik yolağın aktifleşmesinin ise 

hasarın ilk anından itibaren inflamatuar cevap oluşturduğu ve nöron ile glia 

hücrelerinde gerçekleşen bu iki ayrı sürecin ortak bileşeni olan panneksin1 in devreye 

girmesiyle ikincil ölüm sürecinin kuvvetlendiği değerlendirilmiştir.  
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8. SONUÇ 

Hücre kültüründe oluşturmuş olduğumuz aksotomi modeli her hücrenin birebir 

kantifikasyonunun yapılmasına olanak sağlamış, bu sayede nöron ve glia hücrelerinin 

ayrı ayrı incelenmesini, hasar bölgesine olan mesafeye bağlı analizlerin 

yapılabilmesini, hücrelerdeki protein değişikliklerinin hücre içi lokalizasyonlarına 

göre değerlendirilebilmesini ve en önemlisi de hasar esnasında canlı görüntüleme 

yapılabilmesini mümkün kılmıştır.  

Bu yöntemleri kullanarak yaptığımız deneylerin sonuçlarını özetleyecek olursak, 

hasarlanan bir hücre komşu hücrelerinin bir kısmında kalsiyum cevabı oluşturur ve bu 

cevap komşu hücrenin NMDA reseptörleri üzerinden ölüme gitmesine sebep olabilir. 

Yine hasarlanan hücre çevresindeki hücrelerin (özellikle gliaların) pürinerjik sinyal 

yolağının P2X7 üzerinden aktivasyonu çevredeki nöronlarda ikincil ölümün 

gerçekleşmesine neden olan mekanizmalardan bir tanesidir.  
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