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1. OZET

TRANSNORONAL DEJENERASYONUN HUCRE KULTURUNDE CANLI
GORUNTULEME YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

Sinir sisteminde kisith bir alanda meydana gelen bir hasar 6ncelikle hasar bélgesindeki
hlcreleri etkiler ve sonrasinda g¢evre bolgelerde ikincil hasar diye de adlandirilan
patolojik bir siirecin baglamasina sebep olur. ikincil hasar, ¢evredeki hiicrelerin 6lim
ve dejenerasyonuna sebep oldugunda transnéronal dejenerasyon olarak da adlandirilir.
Calismamizda bu siiregte rol oynadigi diisiiniilen P2X7 reseptorii ve hasar sonrasi
yayilan kalsiyum sinyali, femtosaniye kiziltesi lazer kullanilarak olusturdugumuz in-
vitro hasar modeli ile arastirilmistir. Hiicre Kiltlrd ortaminda sinirli sayida sinir
hlcresinde aksotomi hasari olusturulduktan 24 saat sonra yapilan canlilik testlerinde
0lum oraninin kontrol grubuna kiyasla arttig1 ve yalnizca glia hiucrelerinde bulunan
P2X7 reseptoru bloklandiginda 6liim oranin anlamli bir sekilde kontrol seviyelerine
diistiigi gézlenmistir. Boya alim analizlerinde de hasarin hemen sonrasinda ¢evredeki
glia hlcrelerinde boya aliminin arttigi ve bu artisin hasar bolgesine olan mesafe ile
negatif korelasyon gosterdigi gozlenmistir. P2X7 reseptori bloklandiginda kontrol
seviyelerine diismesi glia hicrelerindeki P2X7 reseptoriinin aktivasyonunun hiicre
zarinda biiyiik bir por ac¢ilmasimi sagladigimi diistiindiirmiistiir. Panneksinl ve P2X7
boyamalar1 da aksotomi sonrasi komsu hiicrelerde bu proteinlerin hiicre zarindaki
miktarmin da zamana bagli olarak degistigini gostermistir. Kalsiyumun hasar
sinyalinin yayilmasindaki etkisinin arastirildigi deneylerde ise hasarlanan ndéronun
etrafindaki hiicrelerin %4,5 inde kalsiyum artist oldugu, bu oranin NMDA reseptor
ve oluklu baglantilar bloklandiginda degismedigi fakat NMDA reseptorlerinin
bloklanmasinin aksotomi sonrasi kalsiyum cevabi goriilen hiicrelerdeki 6liim oraninin
azalttign gortlmustir. TUm bu bulgular transnéronal dejenerasyon sinyalinin
yayilmasinda glialarin etkin bir rol oynayabilecegini ve P2X7, panneksinl ve NMDA

reseptorlerinin bu siirecte yer aldiklarini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: ikincil hasar, NMDAR, transndronal dejenerasyon, panneksini,
P2X7



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 Pannexinl 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, Pannexinl and NMDA receptors are involved in the

process.

Anahtar kelimeler: Secondary injury, NMDAR, transneuronal degeneration,
Pannexinl, P2X7



3. GIRIS VE AMAC

Travmatik akson hasari, sinir hiicrelerinde travmaya bagl olarak gelisen aksonal
dejenerasyon ile sonuclanan hasara verilen isimdir (1). Hasar sonrasi hasarlanan
hlicrede meydana gelen degisiklikler haricinde ¢evre doku ve hiicrelerde de hasara bir
cevap meydana ve ikincil hasar olarak adlandirilir (2). Lokal bir hasar bolgesinden
cevredeki saglam noéronlara Olim sinyalinin yayilma siireci ise Transnoronal
dejenerasyon olarak adlandirilir. Norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinin da
transnoronal dejenerasyon yoluyla oldugu diisiintilmektedir (3, 4). Norodejeneratif
stirecler haricinde lokal bir hasarin da transndronal dejenerasyon yoluyla ¢evredeki

saglam hiicrelere zarar verdigi bilinmektedir (5).

Hasarlanan hiicrelerden ATP aci8a ¢ikmasi da ATP nin, lokal bir hasarin ¢evreye
yayilmasina katkida bulunup bulunmadigina dair ¢alismalarin yapilmasini saglamistir
(6). Ayrica bu durum Pirinerjik sinyal yolaklarinin da hasar sinyali sonucu aktive olup

hasarin yayilmasina katki saglayabileceklerini diistindiirmiistiir.

P2X reseptorlerinin yiiksek ATP konsantrasyonunda actigi biiyiik porun
panneksinl oldugu varsayilarak bununla ilgili bircok ¢alisma yapilmistir. panneksinl
ifade etmeyen hiicrelerde de P2X reseptorlerinden bazilarindaki bir yapisal degisiklik
ile biiyiik por yapisinin olusmasi bu mekanizmanin panneksinl den bagimsiz bir
mekanizma oldugunu Savunmustur (7) Aymi sekilde panneksinl bloklayici
kimyasallarin P2X7 nin aktivasyonu sonrasi biiylik molekiilleri gegirmesini inhibe

edememis olmasi da bunu destekler niteliktedir (8)

P2X reseptorleri ile panneksinl kanallarinin fiziksel olarak bir baginin olsun ya
da olmasin fizyolojik siire¢lerde panneksinl kanallarinin agilip kapanmasinin P2X ve

NMDA kanallar tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir (9).

Travmatik hasarlar disinda, nérodejeneratif hastaliklara baglh meydana gelen
sinir hasarlarinda noérodejenerasyon baslangici her noérodejeneratif hastalik igin
farklilik  gostermekle  birlikte molekiiler diizeylere inildiginde glutamat
eksitotoksisitesi, inflamasyon, mitokondrinin ve hiicre i¢i tasima elemanlarinin
fonksiyon kaybi, protein katlanma bozukluklar1 gibi siireclerde ortak mekanizmalarin

ve protein sinyal yolaklarinin yer aldig1 goriilmektedir (10-12).



Tum bu veriler g6z 6ntinde bulunduruldugunda travmatik hasar sonucu etrafa
yayilan ikincil hasar sinyalinin ilerlemesinde gorev alan birden fazla mekanizmadan
hasarin yayilmasinda en etkin rol oynadigi diisiiniilen iki ana hedef belirlenmistir.
Bunlardan birincisi ATP ye bagh aktiflesen plrinerjik sinyal mekanizmasi, ikincisi ise
kalsiyum iizerinden ilerleyen sinyaldir. Bu iki siirecin hasar ¢evresindeki néronlarin
6liimiine olan etkisi incelenecektir. Ayrica ikincil hasarin ilk hasardan ne kadar siire
sonra bagladigi ve zamana bagli olarak hem glia hem de néron hiicrelerinde kanal
dinamiklerini nasil etkiledigi ve hiicre zarindaki protein miktarlar1 iizerinde ne gibi
degisikliklere sebep oldugu femtosaniye kizilotesi lazer kullanilarak arka kok
gangliyon noron kiiltiirlerinde smurli bir alanda travmatik hasar olusturularak

incelenecektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Arka Kok Gangliyon Yapisi

Gangliyon, periferik sinir sistemindeki, anatomik olarak izole halde bulunan
sinir hiicreleri topluluklarina verilen isimdir. Somatik sinir sisteminin elemanlarindan

olan duyu ndronlarinin gévdeleri arka kok gangliyon (AKG) icerisinde yer almaktadir.

rsal

Rootlets

Resim 4.1.1: insanda C1 ve C2 AKG nin anatomik lokalizasyonunun gésterilmesi (13).

AKG, tek bir aksonu olan psddolinipolar néron gévdelerinden olusur ve AKG
noronlarinin aksonlar1 govdeden ¢iktiktan sonra iki ayr1 dala ayrilir, bir dal arka
boynuzdan santrala giris yaparken digeri de periferdeki Ozellesmis duyu
reseptorlerinden veya direkt olarak acik akson ucglarindan aldigi duyularin omurilige

iletimini saglar (14).
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Sekil 4.1.1: AKG nin psédounipolar yapisinin sematize edilmis gosterimi (14).

Genetik arka plana gore degisim gostermekle birlikte, farelerde 8 servikal, 13
torasik, 5-6 lumbar, 4 sakral olmak tizere 30-31 ¢ift AKG bulunmaktadir (15, 16). Her
bir AKG igerisinde farkli tipte duyu néronlar1 heterojen olarak dagilmistir. AKG
icerisindeki farkli duyu noronu tiplerinin belirlenmesinde kabul edilen ilk
smiflandirma yontemi morfolojik simiflandirmadir. Hicre boyutu ve boyanma
yogunluklar1 g6z 6niinde bulundurularak sirasiyla buytk ve kiicik, agik ve koyu olmak
tizere ikiye ayrilmiglardir (17, 18). Fakat daha sonraki calismalarda morfolojik
siiflandirmaya ek olarak duyu néronlarinin stimulus iletim hizlarina (A ve C lifleri)
ve hcrelerin fonksiyonlarina gore de smiflandirmalar yapilmistir (14). AKG
ndronlarmin hayatta kalim mekanizmalar1 periferdeki akson uglarinin bulundugu
yerden salgilanan norotrofik faktorlere baghidir ve bu faktérler AKG néronunun
aksonunun bulundugu yere dolasiyla fonksiyonuna gore de ¢esitlilik gostermektedir

(19).
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Sekil 4.1.2: Duyu néronlarinin periferik uzantilarimim gosterilmesi (14).

Farkli norotrofinler farkli AKG noron alt tiplerinin canliligina katkida bulunur.
Deriyi innerve eden agri néronlart NGF, Propriosensitif ndronlar ve Merkel hiicrelerini
innerve eden mekanosensitif ndronlar Norotrofin -3 (NT-3), tuy folikdllerini innerve
eden AKG noronlari ise NT-4 ve NT-5 ¢ baghidir (Sekil 4.1.3) (14).

4.1.1. AKG Néronu

AKG noronlart  periferik  sinir sistemindeki noérodejenerasyon, agri
caligmalarinda ve duyu ndéronlarinin fonksiyonlarinin arastirildigi ¢alismalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir (20). Bu c¢alismalara ek olarak akson rejenerasyonu,
dejenerasyonu, hiicre canliligi, noron agr modellemesi, miyelinizasyon gibi temel

calismalarda da model olarak kullanilabilmektedir (16).

Glutamat, AKG noronlarinda en ¢ok bulunan eksitator norotransmitterdir (21).

AKG hiicrelerinde temel olarak 3 farkli glutamat tiretme mekanizmasi vardir (22):

- Glutamini glutamata ceviren glutaminaz enzimi
- Glukozun glutamata ¢evrildigi trikarboksilik asit dongiisti

- N-asetil-aspartil-glutamat in glutamat ve N-asetil-aspartata ¢evrilmesi



Glutamat Tretildikten sonra vezikiiler glutamat tasiyicilart (VGLUT) ile
paketlenip taginir. VGLUT1, VGLUT2 ve VGLUT2 olmak {izere toplamda 3 VGLUT
alt tipi bulunmaktadir (23). VGLUT2 nin AKG ndéronlarinda en yaygin olarak ifade
edilen alt tip oldugu ¢ogunlukla fareler ile yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (24-26).

4.1.2. Satellit Glia Hicreleri

AKG, histolojik olarak incelendiginde, gangliyon icerisindeki ndron
govdelerinin satellit glia hiicreleri ile birbirlerinden ayrilmis oldugu goriilmektedir.
Noronlar ile ¢evrelerindeki satellit hiicrelerinin arasinda yaklasik olarak 20 nm lik bir
mesafe vardir bu da noronlarin disg ortamla olan etkilesiminin ¢ok az oldugunu ve bu

sayede satellit hiicrelerinin néronlara mekanik destek verdigi diistiniilmektedir (27).

Resim 2.1.2.1: Fare AKG sinin diisiik biyutmeli elektron mikroskopi gérintusi. AKG ndéronunu saran

satellit hiicresi kirmizi ile gosterilmistir. ( N1 — N4 : AKG noronlari, v: kan damarlari, ct: bag doku)
(28)

Satellit hicrelerinin néronlara hem mekanik hem de besleyici destek sagladigi
uzun zamandan beri bilinmektedir. (29) Fakat merkezi sinir sitemindeki destek
hiicrelerine kiyasla fonksiyonlar1 ve farmakolojik 6zellikleri hakkinda bilinenler ¢ok

daha azdir. (30) Destek gorevlerine ek olarak merkezi sinir sistemindeki glia



hiicrelerine benzer bir sekilde satellit hiicrelerinin de ndrotransmisyonda rol
oynayabildikleri gosterilmistir (29). Yeni goriintiileme tekniklerinin kullanilmasi
farkli néron alt tiplerinin ve satellite glia hiicrelerinin fonksiyonlarinin detayli

incelemelerini miimkiin kilmistir (31).

4.2. Sinir Hasan

Sinir dokuda meydana gelen hasar sinir hasar1 olarak adlandirilir. Travmatik
sinir hasari ilk kez siniflandirildiginda morfolojik sonuclar ve hasarin derecesi g6z

oniine alinmustir (32, 33):

- Noropraksi: En kolay iyilesen sinir yaralanmasi bigimidir. Aksonda herhangi
bir hasara rastlanmazken miyelin hasarindan dolayr impuls iletiminde
aksamalar olmaktadir. Sunderland siniflandirmasina goére 1. derece hasar
siifina girer.

- Aksonotmezis: Sinir hiicresi etrafindaki bag doku intakt olmasina ragmen
aksonda hasar goriilmesi sonucu olusur. Rejenerasyon siireci noropraksiye
gore cok daha uzun bir zaman gerektirir. Sunderland siniflandirmasina gore 2.,
3. ve 4. dereceye ayrilir. 3. derecede endonoral tiiplerde hasarlanma varken 4.
Derecede buna ek olarak perindryum hasarina da rastlanir.

- Norotmezis: Hem sinir hiicresinde hem de bag dokuda hasar bulunmaktadir.
Tam iyilesme genellikle miimkiin olmamaktadir. Sunderland siniflandirmasina

gore 5. derece hasar olarak kabul edilir.

Travmatik hasarlar disinda, nérodejeneratif hastaliklara bagli meydana gelen
sinir hasarlarinda noérodejenerasyon baslangici her noérodejeneratif hastalik igin
farklilik gostermekle birlikte farkli klinik sonuglar ortaya c¢ikmasina ragmen
molekiiler diizeylere inildiginde glutamat eksitotoksisitesi, inflamasyon,
mitokondrinin ve hiicre i¢i tasima elemanlarinin fonksiyon kaybi, protein katlanma
bozukluklar1 gibi siireclerde ortak mekanizmalarin ve protein sinyal yolaklarinin yer
aldig1 gorilmektedir (10-12) Bunlara ek olarak, iskemik hasarlarin da Alzheimer ile
ortak bir sekilde Protein kinaz C (PKC) aktivitesini benzer sekilde etkiledikleri
gosterilmistir (34).



4.2.1. Aksonal Hasar

Travmatik akson hasari, sinir hiicrelerinde travmaya bagli olarak gelisen aksonal
dejenerasyon ile sonuglanan hasara verilen isimdir (1). Travmatik akson hasarlarinin
calisilmasi i¢in hem in-vivo hem de in-vitro olarak bir ¢ok farkli hasar modeli
gelistirilmistir (35). In-vivo modeller fizyolojik siireglere daha yakin olmasi sebebiyle
tercih edilirken in-vitro modeller de deney kosullarinin ¢ok daha kontrollii olmasi, tek

hiicre ile izole bir sekilde ¢alisilabilmesi nedeniyle tercih edilmektedir (36, 37).

Aksonal hasar sonrast hiicrede bircok akut ve uzun siireli degisiklikler meydana
gelir. Hasar bolgesinin distal kismi Wallerian dejenerasyonu olarak bilinen bir

dejenerasyon surecine girer (38-40).

Wallerian dejenerasyonunda, aksonal hasar ile birlikte dis ortamdan igeriye bir
kalsiyum akis1 olur ve hem distan gelen kalsiyumun hem de i¢ depolardaki kalsiyumun
da salinmasi ile Kalpainler aktive olur boylece hucre iskeletinin bozulma sureci
baslatilmis olur. Bir siire zarar gérmemis halde kalan distal u¢ normal sartlar altinda
hiicre govdesinden temin edilmekte olan faktorlerin bitmesi, mitokondri zar
potansiyelinin kaybedilip ROS agiga ¢ikmasi ile de graniiler olarak parcalanma
slirecine girer (41).

Proksimal kistmda da akson hasarina bagli olarak hiicrenin kaderini etkileyecek
birtakim degisiklikler meydana gelir. Distal kisimda oldugu gibi burada da hicre igi
iyon degisimi en énemli faktorlerden biridir. Igeriye giren kalsiyum depolarizasyona
neden olur (42). Hasar meydana geldikten sonra hasar sinyalleri hasar bdélgesinden
govdeye retrograd olarak tasinir ve hiicrenin rejenerasyona veya dejenerasyona

gidecegi bu sekilde belirlenir (43).

Hasar sonrasi hiicrede aktive olan sinyal yolaklar ile ilgili yogun g¢aligmalar
yapilmustir. Periferik hasarlarda rejenerasyon kapasitesi santral hasara kiyasla ¢ok
daha yuksektir (44). Bir ¢alismada AKG noronunda hasarlanmamis durumda Histon
deasetilaz-5 (HDACS) in ¢ekirdek igerisinde bulunup rejenerasyonu saglayacak
genlerin ifadesini baskilar konumdayken hasar durumunda hiicre govdesine kadar
gelen kalsiyum sinyali PKC nin cekirdek igerisine girip HDACS in sitoplazmaya

cikmasini ve rejenerasyon ile iligkili olan genlerin ifadesinin arttig1 gosterilmistir (42).
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Bagka bir ¢aligmada periferik akson hasari ile JNK yolaginin retrograd olarak
aktivasyonu sonrast Hsp27 gibi rejenerasyonda gorevli proteinlerin ifadesinin arttigi
gozlenmistir (45). JNK nin aktivasyonu sonrasinda da c-jun ve GAP-43 gibi
rejenerasyon genlerinin ifadesinin de periferik hasar sonucu arttig1 ve bu proteinlerin

ifadesi inhibe edildiginde rejeneratif kapasitenin azalmis oldugu gozlenmistir (46, 47).

Hasarlanan hiicre iginde meydana gelen degisimlere ek olarak glia hiicreleri de
rejenerasyon siirecine katkida bulunmaktadir. Schwann hiicreleri hasar sonrasi agiga
¢ikan miyelin ve akson kalintilarin1 fagosite ettikleri gibi norotrofik faktorlerin de

salarak hiicre canlilig1 ve rejenerasyonuna katkida bulunurlar (48, 49).

Santral hasarlarda ise rejeneratif kapasite daha diisiiktiir, rejenerasyonu saglayan
genler periferik sistemdeki kadar ifade edilemez ve glia hiicreleri de hasardan etkilenip
oliime gidebilir. Santral hasar1 sonrasi rejenerasyonu artirmak igin bagisiklik belirli
antikorlar ile immun hiicrelerin hasar bolgesine daha ¢cok gelmeleri saglanarak miyelin
ve akson kalintilarinin daha etkili bir sekilde temizlenmesi ile rejenerasyona katkida

bulunulmasi {izerine ¢alisilmaktadir (50).

4.2.2. Transnéronal Dejenerasyon ve Ikincil Oliim

Hasar sonrasi hasarlanan hiicrede meydana gelen degisiklikler haricinde ¢evre
doku ve hicrelerde de hasara bir cevap meydana gelir. Bu, sonradan goriilen
dejeneratif etkiye ikincil hasar adi verilir (2). Cevre hiicre veya dokularda gorilen
islev kaybi fizyolojik sartlar altinda birincil hasardan sonra birkag saat iginde

olabilecegi gibi haftalar sonra da goriilebilir (51).

Temel olarak travmatik hasar sonrasi iki gesit hiicre 6liimiinden bahsedebiliriz.
Bunlardan bir tanesi nekrotik 6liim digeri ise apoptotik 6lumdur. Morfolojik olarak
bakildiginda nekrozda hiicrenin sismesi ve organel igeriginin dis ortama salinip
inflamatuar bir siire¢ baglatirken apoptozda hiicrenin biizlisiip DNA bozulmasinin
gerceklestigi ve genellikle inflamasyon sinyali baslatmadigi programli ve zamana
yayilmig bir 6liim s6z konusudur (52, 53). Inflamasyona bagli meydana gelen ikincil

6liimlerin ¢ogunun ise apoptotik 6liimler oldugu gosterilmistir (54).
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Hem travmatik beyin hasarinda hem de omurilik hasarinda ilk anda goriilen
mekanik etkiyle sinirli bir bolgede hiicre 6liimii meydana gelir. Hasar1 takiben
meydana gelen kanama ve iskemi ilk anda bir grup hiicrenin daha 6lumine sebep
olurken inme durumunda damarda meydana gelen travma sonrasinda meydana gelen
6lum travmadan birka¢ saat sonra gergeklesir ve ikincil hasar olarak degerlendirilir
(55).

Iskemi sonrasi birincil bélge cevresindeki hiicrelere kan akist dolayisiyla oksijen
ve besin tedarigi saglanamadigi i¢in hipoksik 6liim gergeklesir, hasar olmasina ragmen
hiicre 6liimiiniin hentiz gergeklesmedigi bir bolge olusur ve bu bolge penumbra alani
olarak adlandirilir (56). Penumbra alaninin ve buradaki hiicrelerin canliliginin
korunabilmesinin hasar sonrasi iyilesme siirecinde c¢ok ©Onemli rol oynadigi

diistintilmektedir (57).

Lokal bir hasar bolgesinden ¢evredeki saglam ndronlara 6liim sinyalinin yayilma
stireci ise Transnoronal dejenerasyon olarak adlandirilir. Norodejeneratif hastaliklarin
ilerlemesinin da transndronal dejenerasyon yoluyla oldugu diisiiniilmektedir (3, 4).
Norodejeneratif siire¢ler haricinde lokal bir hasarin da transndronal dejenerasyon
yoluyla g¢evredeki saglam hiicrelere zarar verdigi bilinmektedir (5). Transnoéronal
dejenerasyonun belirgin bir sekilde tanimlandirilabildigi bolgelerden bir tanesi de
retinadir. Bu bolgede olusan travmatik hasarlar veya glokom gibi rahatsizliklara bagh
meydana gelen ve yayilarak genisleyen hiicre 6liim sinyali buna 6rnek olarak

verilebilir (58).

Hem noérodejeneratif siireclerde hem de travmaya bagli sinir hasarlarinda
baslangicta kigUk bir bolgede veya smirli sayida sinir hiicresinde etkili olan fakat
zamanla c¢evredeki saglikli hiicrelere yayilan 6liim sinyallerinin mekanizmasi ve
norodejeneratif slrecler ile travmatik hasarlar arasindaki ortak mekanizmalar hala

arastirilmaktadir.
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4.3. Purin Reseptorleri

Pirinlerin varligina ilk olarak kardiyovaskiiler sistemde rastlanmistir ve sonraki
calismalarla da damarlar iizerinde c¢esitli modiilasyon etkilerine sahip olduklar
gosterilmistir (59, 60). Purinler cAMP, ATP ve NADH gibi 6nemli bilesenlerin

i¢erisinde bulunmaktadir.

Pirinerjik reseptorlerin toplamda 19 alt tipi bulunmaktadir (61). Bunlardan 4
tanesi P1, 8 tanesi P2Y, 7 tanesi de P2X reseptorleridir. P1 reseptorleri G protein bagh
reseptorlerdir ve  adenozin duyarlidirlar, bu yiizden ayn1 zamanda adenozin
reseptorleri olarak da adlandirilirlar (59). P2 reseptorleri ise P2X ve P2Y olmak (izere
ikiye ayrilir. P2X reseptorleri ligand kapili kanallar iken P2Y reseptorleri G protein
baglh reseptorlerdir. P2X reseptorlerinin timinin (P2X1-7) ligandi ATP iken P2Y
reseptorlerinden P2Y2, P2Y4, P2Y11, P2Y13 ATP; P2Y1, P2Y12 ve P2Y13 ADP;
P2Y2, P2Y4 ve P2Y6 UTP; P2Y4, P2Y6 ve P2Y14 de UDP ye kars1 duyarhidir (62).

ATP nin hiicrelerin enerji metabolizmasinda hayati 6nem tasimakla birlikte hem
pirinerjik sinyal mekanizmasina dahil olmasiyla hem de sinir sisteminde
ndrotransmitter gorevi gérmesiyle dnemli roller oynadig bilinmektedir (63). ATP nin
astrosit kalsiyum sinyallerinin modulasyonunda rol oynadig1 (64, 65) ve hasar géren
hiicrelerdeki ATP salinimi (66) da ATP nin sinir sisteminde yalnizca bir
norotransmitter degil ayni1 zamanda hasar sinyal mekanizmasinda da gorevli oldugunu
diistindiirmiistiir. Hasarlanan hiicrelerden ATP a¢iga ¢ikmasi da ATP nin, lokal bir
hasarin ¢evreye yayilmasina katkida bulunup bulunmadigina dair caligmalarin
yapilmasini saglamistir (6). Bu ¢aligmalarin birinde omurilik hasari sonrasinda hasar
bolgesinin merkezinde diisik ATP miktar1 gozlenirken hasar cevresinde yiiksek

miktarda ATP salinimi gézlenmistir (6, 67).

P2X reseptorlerinin tiimii aktive olmalar1 sonucunda hiicre i¢ine iyon akisini
saglar, P2X7 reseptorii ise diisiik ATP konsantrasyonlarinda diger P2X reseptorleri
gibi iyon kanal gorevi goriirken yiiksek ATP konsantrasyonlarin iyon akisina ek olarak
hiicre zarinda apoptoz siirecinde de yer aldig bilinen biiyiik porlarin agilmasina sebep

olur (68).
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Cevresel sinir sisteminde de ATP ve plrin reseptorleri noropatik agr1 modelleri
tizerinden calisilmaktadir (69, 70). AKG deki P2X reseptorlerinin ifadesini mRNA
diizeyinde inceleyen bir ¢alismada P2X7 ifadesinin AKG néronlarinda olmadigi fakat

satellite glia hiicrelerinde oldugu gosterilmistir (71).

4.4. Konneksin Kanallari (Oluklu Baglantilar)

Oluklu baglantilar hiicreler aras1 haberlesmede elektrolit, metabolit ve ikincil
haberci molekullerinin gegisini saglayan kanallara verilen isimdir (72). Oluklu
baglantilar omurgalilarda konneksin kanallari tarafindan meydana gelmistir (73).
Konneksin kanallar1 segici olmayan kanallardir ve hem iyonlarin hem de biiyiik
molekillerin, metabolitlerin gegisine izin verir (74). 21 adet alt Uyeden olusan
konneksin kanallar1 birbirine benzer yapidadir. Tiim tiyelerde hiicre i¢i amino ve
karboksil ucu, 4 adet transmembran, 2 adet hiicre dis1, 1 adet de hiicre i¢i kivrim
bolgesi bulunmaktadir (75). Hicre igerisinde konneksinler altili yapilar halinde bir
araya getirilir ve hiicre zarina bu sekilde tasinirlar (76). Hiicre zarinda bir arada
bulunan konneksin kanallarinin bitisik hiicre ile kars1 karsiya gelmesi sonucunda da
bir oluklu baglant1 olusmus olur (77). Oluklu baglanti olusturmamis olanlar ise zarda

kanal islevi goriir ve Konnekson olarak adlandirilirlar (78).

Oluklu baglantilarin agilip kapanmasi hiicre i¢i pH ve voltaj degisiklikleri, ¢esitli
kimyasallar ve translasyon sonrasi modifikasyonlar ile diizenlenir (73). Voltaj
degisimine bagl olarak a¢ilip kapanma mekanizmasi iki farkl sekilde gerceklesebilir.
Oluklu baglant1 icerisindeki tek bir konneksin alt biriminin bir substrata karsi
kapanmasi hizli kapilanma olarak tanimlanirken kanalin tiimiiniin senkronize bir

sekilde kapanmasi da yavas kapilanma olarak gosterilmistir (79, 80).

Merkezi sinir sisteminde astrositler hem fizyolojik hem de patolojik sureclerde
siklikla calisilmaktadir. Astrositlerin ¢evredeki hiicreleri ve ortami siirekli kontrol
edebilmesi icin oluklu baglantilar bulundurmalar1 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi
olarak kabul edilmektedir (81).
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Fonksiyonel olarak astrositler ile benzer 6zellikler tagidigi diisiiniilen satellit
hicrelerinde yapilan Lusifer sarisi boyamalart da satellit hiicrelerinin yogunlukla
cevreledikleri noron ile, daha az miktarda da diger satellit glia hiicreleriyle aralarinda

oluklu baglantilar oldugu gosterilmistir (30).

Yine astrositlerdeki mekanizmaya benzer bir sekilde satellit glia hiicreleri ile
noronlar arasinda bulunan oluklu baglantilarin néronun uyarilmasi sonucu ortamda
artan ve fazla bulundugu taktirde néronda eksitotoksisiteye yol acabilecek potasyum

ve glutamati tamponladigi da diigiiniilmektedir (82).

4.5. Panneksin Kanallar1

Omurgasizlarda bulunan Inneksin kanallarinin homologu olan panneksin
kanallar1 yapisal olarak konneksin kanallarina ¢ok benzemektedir ve panneksinl,
panneksin2 ve Panneksin3 olmak iizere toplamda 3 adet alt tipi bulunmaktadir (83).
Homologlari olan inneksinler ve yapisal benzerlikleri olan konneksinler hiicreler arasi
oluklu baglant1 gorevi gormelerine ragmen panneksinler yalnizca hiicre zar1 kanali
olarak davranmaktadirlar. Ayrica, konneksin ve panneksinlerin benzer kimyasallar ile
inhibe olmasi iki protein ailesinin de benzer agilip kapanma mekanizmalarina sahip
olduklarim diistindiirmiistiir (84). Fakat panneksin kanallar1 konneksin kanallarindan
farkli olarak hiicreler arasi baglantilar olusturmaz ve hiicre i¢i potasyum, voltaj, pH
degisiklikleri ve mekanik etki ile agilana kadar kapali konumdadir (85, 86). Ayrica
panneksin ve konneksin kanallarinin bir baska farkliligi da voltaj duyarliliklaridir,
konneksin kanallar1 voltaj degisikliklerine karsi hassasken panneksinlerin voltaj
duyarhiliklarinin ¢ok daha az oldugu bilinmektedir (87). Konneksinler kalsiyum
konsantrasyonunun 1mM oldugu durumlarda kapaliyken kalsiyum tutucu bir ajanin
varliginda a¢ik konuma gegerler. Panneksinler ise 10mM a kadar yikselen kalsiyum
konsantrasyonlarina herhangi bir tepki vermemistir (86, 88). Bununla beraber P2Y1
reseptor aktivasyonu sonucunda kalsiyum degisimi ile agildig1 gézlenmistir (89). Bu

da panneksin dinamiginde kalsiyumun tek basina etkili olmadigi gostermektedir.

Panneksin alt tiplerinden panneksinl tim dokularda yaygin olarak ifade
edilirken Panx2 merkezi sinir sisteminde ve panneksin3 de kemik ve deride ifade

15



edilmektedir (87). Panneksinlerin hem fizyolojik hem de patolojik streclerde rol
oynadig bilinmektedir. Tat hiicrelerinde voltaj degisikligi ile panneksin kanallarinin
acilip hiicreden ATP cikisini sagladiklar1 gosterilmistir (86). Yine eritrositler ile
yapilan baska bir ¢alisma da hiicrelerden ATP ¢ikisinin panneksin kanallar1 tizerinden
oldugunu gostermistir (90). Bu bulgular néronlarda goriilen ATP ¢ikisinin da benzer

bir mekanizmayla olabilecegini diigiindlirmiistir.

Iskemik durumda merkezi sinir sistemi néronlarindaki panneksin kanallarmmn
dinamiklerinin incelendigi bir ¢alismada oksijen ve glikoz yoksunlugunun panneksin

kanallarini aktive ettigi gosterilmistir (91).

Trigeminal gangliyonda hem noéronlarda hem de satellit glia hicrelerinde
panneksinl ifadesi oldugu mRNA ve protein diizeyinde gosterilmistir (92). Baska bir
calismada da yine trigeminal gangliyonda inflamasyonun panneksinl ifadesini
artirdigi ve panneksinl geninin silindigi durumlarda da asir1 duyarlilik durumunun
ortadan kalktigi gosterilmistir (93). AKG ile yapilan bir ¢alismada da néron ve
satellitlerde hem panneksinl hem de panneksin2 ifadesi goriilmiistiir ve boya aliminin

panneksinl ve P2X7 tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (94) .

4.6. P2X7 - Panx1 - NMDAR Iliskisi

Hucre ici iyon konsantrasyonu degisimi, voltaj degisimi, mekanik stres gibi
etkiler disinda panneksinl kanallarinin acilip kapanmasi P2X ve NMDA kanallari
tarafindan kontrol edilir (9). P2Y reseptorlerinin de kalsiyum modulasyonu Gzerinden
panneksinl kanallarin1 aktive ettigi gosterilmistir (89). Bazi hiicre tiplerinde P2X
reseptorleri ile panneksinl kanallarinin bir arada bulundugu da gésterilmistir (95). Bu
da P2X reseptorlerinin panneksinl aktivasyonunu direk olarak saglayabildigini veya
ortak bir aktivasyon mekanizmalarinin oldugu iddiasini gii¢lendirmistir. Aktive olan
panneksinl kanali hiicre iginden disina ATP akisini1 saglar. Hiicre disinda artan ATP
konsantrasyonu ise negatif geri besleme yaparak panneksinl i inhibe eder ve normal
haline dondurdr (96).
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P2X reseptorlerinin yiiksek ATP konsantrasyonunda agtigi biiyiikk porun
panneksinl oldugu varsayilmis ve bununla ilgili bircok calisma yapilmistir.
panneksinl ifade etmeyen hiicrelerde de P2X reseptorlerinden bazilarinda karboksil
ucundaki bir yapisal degisiklik ile biiyiik por yapisinin olugsmasi bu mekanizmanin
panneksinl den bagimsiz bir mekanizma oldugunu savunmustur (7). Ayni sekilde
panneksin1 bloklayict kimyasallarin P2X7 nin aktivasyonu sonrasi biiyiik molekiilleri

gecirmesini inhibe edememis olmasi da bunu destekler niteliktedir (8).

NMDA kanallarina bagli panneksinl aktivasyonu ise genellikle travmatik beyin
hasar1 gibi patolojik siireglerde ¢alisilmustir (97). (98)’de iskemi sonucu astrositlerden
glutamat ve ATP salinimi oldugu ve bunun sonucunda da panneksinl in aktive oldugu
gosterilmistir. Yine bagka bir calismada NMDAR 1n panneksinl ve Src kinazlar ile bir
araya gelip bir yap1 olusturdugu ve bu yapinin bozulmasinin iskemik hasar sonrasi

koruyucu oldugu gozlenmistir (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-L.2020
Percoll Sigma-P4937
FBS Sigma-F4135
Tripsin inhibitori 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 si¢an antikoru

Novus-NBP1-40894

Panneksin-1 tavsan antikoru

ThermoFisher-487900

BBG Sigma-B0770
ATP Sigma-A2383
Carbenoxolone Sigma-C4790

Probenecid

Sigma-P36400
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Trizma base Sigma-T1503

HCI 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-PRO1 ThermoFisher — Y3603

5.2. Fare Hatlar1

Boya alim deneylerinde 6-8 haftalik erkek Balb/c farelerden izole edilen AKG
hiicreleri kullanilmistir. Kalsiyum deneyleri i¢in ise Vglut-ires-cre ve Ai96(RCL-
GCaMP6s) fare hatlar1 ¢aprazlanarak glutamaterjik néronlarinda GCaMPG6s ifade eden
ikili transgenik hatlar Uretildi. GCaMP proteini GFP ve Kalmodulin proteinlerinin
birlesiminden olugsmustur. Normal kalsiyum konsantrasyonunda GFP sinyali
baskilanip hafif bir floresan sinyali verirken kalsiyum baglanmasi sonucunda
Kalmodulin yapisal degisiklige ugrar ve bu da GFP sinyalinin baskilanmasini kaldirip

1stmanin ger¢eklesmesini saglar.

5.2.1. DNA izolasyonu ve genotipleme

Genotipleme igin 6ncelikle 1 aylik olan yavru fareler annelerinin kafeslerinden
alimip disi erkek ayrimlar1 yapildi ve kisa siireli Isofluorane anestezisi altindayken
kulaklarindan doku 6rnegi alindi. Dokular PZR ttiplerindeki 75 pl 25 mM NaOH /0.2
mM EDTA’dan olusan lizis soliisyonu igerisine alindi. DNA elde etmek i¢in dokular
Thermocycler cihazina yerlestirildi ve Jackson’in 6nerdigi hizli (kirli) DNA izolasyon

protokolii kullanildi.
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Tablo 5.2.1.1: Jackson Kirli DNA izolasyonu Protokoli

Sicaklik (C) Sire (dk)
98 60
15 o0

Thermocycler cihazindan alinan tiiplere 75 ul 40mM Tris /HCI (pH:5.5) eklenip
lizis soliisyonunun nétralizasyonu saglandi. Ornekler 40009 de 5 dakika santrifijlendi,
slipernatant kismindan 100 pl alindi ve 6nceden otoklavlanmis olan tiiplere aktarilip
PZR yapilana kadar +4 °C de saklandi. PZR reaksiyonunda Jackson’in 6nermis oldugu

primerler kullanildi.

Tablo 5.2.1.2: GCaMP ifadesinin kontrolii i¢in kullanilan primer listesi

Primer Kodu Primer dizisi
19908 (mutant ileri primer) ACG AGT CGGATCTCCCTT TG
0IMR9021 (geri primer) CCG AAA ATC TGT GGG AAG TC

Tablo 5.2.1.3: Cre ifadesinin kontrolii igin kullanilan primer listesi

Primer kodu Primer dizisi
13126 (ileri primer) CGG TAC CAC CAAATCTTA CGG
11642 (mutant geri primer) ATC GAC CGG TAA TGC AGG CAA

Her ornek icin iki ayrt PZR karigimi (Cre ve GcaMP) hazirlandi. Sadece cre
veya sadece GCaMP reaksiyonlarinda pozitif bant gortlen fareler Gretim igin
ayrilirken her iki reaksiyonda da pozitif bantin goriildiigi ikili transgenik fareler

kalsiyum deneyleri i¢in saklandi.
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Tablo 2.2.1.4:Cre igin kullanilan PZR reaksiyon bilesenleri

PCR Reaksiyon Bilesenleri Miktar (ul)
Quickload Master Mix (2x) 5

13126 0.5

11642 0.5
ddH20 3

DNA 1

Tablo 5.2.1.5: GCaMP i¢in kullanilan PZR reaksiyon bilesenleri

PCR Reaksiyon Bilesenleri Miktar (ul)
Quickload Master Mix (2x) 6

19908 0.5
0IMR9021 0.5
0IMR9020 0.3
ddH20 3.7

DNA 1

Tablo 5.2.1.6: Ortak PZR reaksiyonu protokoli

Sicaklik Sdre
95C 1:00
95C 0:25
60 C 0:20
68 C 0:35
2. adima don (35x)

72C 3:00




5.3. AKG Kulturu

5.3.1. Kiiltiir oncesi hazirhiklar

Kdltiir yapilmadan bir giin 6nce 35 mm lik cam tabanli petrilerin tabanlart
PALM microdiseksiyon cihazinin UV lazeri ile isaretlendi. Isaretlenen petriler 100 pl
%1 poly L lisin eklenip 2 saat oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda 2 kere steril
ddH20 ile yikanan petrilere 150 pl %1 Laminin eklendi ve gece boyunca 37 °C de
bekletildi. Ekim asamasina gelindiginde 2 kere steril ddH20 ile yikanip ekim islemi
icin hazir hale getirildi. KUltlir agsamalarinda kullanilacak olan vasatlar taze olarak

hazirlandi.

Tablo 5.3.1.1: Diseksiyon ve yagam vasatlar1 bilesenleri

Diseksiyon vasati Yasam vasati
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 CO. solutma yontemi ile sakrifiye edildi.
Kiiltiirde eritrosit olmasini engellemek i¢in Fare 70% EtOH ile yikandiktan sonra aort
atardamari kesilip fazla kanin akmasi saglandi. Kostalar dikkatli bir sekilde AKG
larina zarar vermeden disekte edilip steril ddH2O ile bir kez yikandiktan sonra soguk
tabla tizerindeki diseksiyon vasati icerisine alindi. 35 adet (+5, -5) AKG u, Carl Zeiss
0.5x stereo mikroskop altinda kostalardan, periferik ve santral uzantilar1 kesilerek

ayrildi.

5.3.3. Hucre eldesi

AKG lar1 %1 Tip I kolajenaz i¢eren yasam vasati igerisinde 37 °C de, %5 CO>
de 40 dakika boyunca inkube edildi. Siire sonunda dikkatli bir sekilde 1 ml HBSS ile
3 kez yikanip kolajenaz uzaklastirildi ve 10x Tripsin EDTA 1x olacak sekilde 500 ul
yasam vasatina almip 15 dakika 37 °C de, %5 CO: de inkiibe edildi. Inkiibatdrden
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alinan tlp icerisine %1 DNAz | eklendi ve sirastyla 1000 pl pipet ucu, 200 pl pipet
ucu ve son olarak da 2 kez insiilin ignesi olmak {izere doku homojenize olana kadar
(10 -15 dakika) asamal1 tritiirasyondan gegirildi. Bu sekilde tekrar 37 °C 5% CO; ye
alman hiicreler 30 dakika — 1 saat arasinda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
doldugunda 1000 rpm de 3 dakika santrifij ile Tripsin EDTA ve DNAz uzaklastirilip
hicreler %9 FBS, %6 Tripsin inhibitorii i¢eren yasam vasatinda siispanse edildi.
Sirastyla 60%, 35% ve 10% olmak iizere Percoll tabakalar1 hazirlandi ve hiicreler en
iist tabakanin iizerine dikkatlice eklenip 1700 rpm de 20 dakika santrifuje alind1. 60%
ve 35% katmanlari arasindan 750 pl Percoll — yagsam vasati karisimi ¢ekilip 3 ml yagam
vasati eklenerek yikandiktan sonra hiicreler sayildi ve her petride 1500 — 2000 arasinda
noron olacak sekilde 200 ul olarak petrilerin tabanlarinin ¢izilmis oldugu kisimlara

ekildi. Hucreler yapistiktan sonra vasatlari1 1 ml e tamamlandi.

5.4. ATP ye Bagh Boya Alim Deneyleri
5.4.1. Farkh konsantrasyonlardaki ATP nin zamana bagh etkisi

AKG kiiltarleri goruntiilenmeden énce 30 dakika boyunca 10 uM YO-PRO-1
ile inkibe edildi. Petri merkezinden 20x objektif ile 3 boyutlu ve 5x5 kare olacak
sekilde 488nm lazer ile konfokal goriintiileri alindi. Kilturler diisiik (100 uM) ve
yuksek konsantrasyonlu (1 mM) ATP uygulamasindan sonra farkli zaman
araliklarinda tekrar goriintiilendi. NOron ve glia hiicrelerinin hiicre zar1 dinamikleri
zamana bagli boya alim analizleri yapilarak incelendi ve hiicre zar1 gecirgenliginin

kontrol gruplarina kiyasla en fazla oldugu zaman kritik nokta olarak belirlendi.

5.4.2. ATP nin noron ve glialarda aktive ettigi kanallarin bulunmasi

Hicreler ATP inkiibasyonu dncesinde P2X7, konneksin ve panneksinl kanallar
hedef alinarak sirasiyla 1 uM BBG, 50 uM CBX, 5 uM CBX ve 1 uM Probenecid ile
bloklandi ve ATP eklendikten sonra kontrol gruplarina kiyasla boya aliminin

maksimum oldugu belirlenen kritik zamanda tekrar goriintiilendi. Boya alim
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analizlerinin sonuglarina gére noron ve glia hiicrelerinde ATP uygulamasi sonucu

aktiflesen kanallar belirlendi.

5.5. Hiicre Kiiltiiriinde ikincil Oliim Deneyleri

5.5.1. Norit hasarinin (aksotomi) uygulanmasi

Zaman aralikli canli goriintiilemenin yapilmayacagi deneylerde aksotomi
uygulamasi i¢in mordtesi lazer (Carl Zeiss PALM MicroBeam) kullanildi. Aksotomi
uygulamasi inkiibator hazneli mikroskop tablasi kullanilarak, fizyolojik sartlara (37
°C ve 5% COy) uygun sekilde yapildi. Canli goriintiileme yapilacak olan deneylerde
ise Carl Zeiss LSM 780 Konfokal mikroskobuna fiziksel olarak eklenmis olan

Chameleon Kizilétesi Femtosaniye lazeri aksotomi igin kullanildi.

Femtosaniye lazeri, secilen hicrelere stabil ve tekrarlanabilir aksotomi
uygulanabilmesi icin optimize edildi. (Objektif: 20x, dalga boyu:793nm, iterasyon: 30,
tarama hiz1: ¢ekim ile senkronize, lazer giicii: %60) Bu hasar modeli canli kalsiyum
gorinttleme ve boya alim deneylerinde kullanildi. Mikroskop yaziliminda zaman
dizisi araligi 0 ms olarak belirlendi ve YO-PRO-1 ile GCaMP gortntilemelerinde
konfokal mikroskobun 488nm, P1 goruntulemek icin ise 561nm lazeri kullanildi. Hasar
verilecek olan noronlar belirlendi ve noritleri isaretlenerek canli goriintiilleme
yapilirken es zamanli olarak hasar verildi. Tiim deneylerde aksotomi cevresindeki

noron ve glia hicreleri segilerek analiz edildi.

5.5.2. Aksotomi sonrasi ikincil 6liim oranlarimin belirlenmesi

Kltiirlerin 48. saatinde 6lii hiicrelerin cekirdeklerini boyayan Propidium Iyodiir
(P1I), besi yeri igerisindeki oran1 %5 olacak sekilde petrilere eklendi ve 20x objektif ile
merkezden 10x10 karelik aydinlik alan ve floresan goriintiileri alindi. Goriintii
alindiktan sonra her petrinin merkezinden 10 adet canli néron se¢ildi ve yaklasik bir
govde boyu mesafeden akson hasar: verildi. Hasardan 24 saat sonra ayni ayarlar ile
ayni bolgeden tekrar 10x10 kare alindi ve gruplar arasindaki Oliim oranlarn

karsilastirildi. Oliim belirteci olarak PI kullanilmakla birlikte ertesi giin ayn1 bolgeden
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alinan goriintiilerde bulunamayan hiicreler de 6l olarak kabul edildi. Ayni deneyler
hasar Oncesi ve sonrasi 1 er saat olmak tlizere P2X7 ve panneksinl kanallarinin
kimyasal inhibitorleri (sirasiyla 1 uM BBG, 1 pM Probenecid) kullanilarak
tekrarlandi. Kontrol olarak ayni miktarda kimyasallarin ¢6ziilmiis oldugu steril ddH>O

kullanildi.

5.5.3. Hucre zar1 protein miktarlarinin karsilastirilmasi

10 adet hiicrenin hasarlandig petriler hasardan 1, 6, 12 ve 24 saat sonra 4% PFA
ile fikse edilip anti-Panx1 ve anti-P2X7 antikorlari ile isaretlenip 5.5.3.1’de ayrintili
olarak anlatilan immunositokimya protokolii uygulanarak boyandi. Hasarlanan her
hlcrenin cevresindeki ndron ve glia hiicreleri 40x yagli objektif kullanilarak 3 boyutlu

olarak 488nm ve 561nm lazer ile goérintilendi.

5.5.3.1. Immunositokimyasal boyama protokoli

Hiicrelerin icerisinde bulundugu yasam vasati ¢ekilerek petriler 2 kere 1 ml 1x
PBS ile yikand1 ve 750 pl %4 lik PFA eklenerek oda sicakliginda 15 dakika fikse
edildi. Siire sonunda PFA ¢ekilerek atildi ve 1ml 1x PBS ile 2 kere yikandi. Bloklama
icin 3:100 BSA, 1:100 kegi serumu, 3:1000 Sodyum Azit igeren PBS eklenip oda
sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi. Bloklama sonrasinda ayni soliisyon igerisinde
¢ozllmiis birincil antikorlar (tavsan anti-Panx1: 1:100, sigan anti-P2X7: 1:500) her
petriye eklendi ve +4 °C de c¢alkalama kabi iizerinde gece boyu inkiibe edildi. Ertesi
giin 3 kere Ser dakika calkalama kabi {izerinde PBS ile yikanan petrilere yine ayni
sollisyon icerisinde ¢ozlinmiis ikincil antikorlar (keg¢i anti-tavsan Alexa Fluor 488 nm,
keci anti-sigan Alexa Fluor 568 nm) eklendi ve oda sicakliginda 3 saat ¢alkalama kab1
ile inkube edildi. Siire bitiminde 5 dakika boyunca 1x PBS ile 4 kere yikanan petriler
500 pl, 1 pg/ml DAPI eklenip 3 dakika oda sicakliginda bekletildi, 3 dakika sonunda
DAPI petriden ¢ekildi ve 1 kere 5 dakika 1x PBS ile yikandi. Goriintiilenene kadar
3:1000 Sodyum Azit igeren PBS igerisine alinip +4 °C “de bekletildi.
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5.5.4. Aksotomi sonrasi ikincil hasara bagh boya alim analizleri

Tiim canli goriintiileme deneyleri konfokal mikroskop ile, 37 °C ve 5% CO;
altinda, kiiltiirlerin 48. saatinde gerceklestirildi. Aksotomi sonrasi ¢evredeki hiicrelerin
zar dinamiklerinin incelenmesi i¢in boya alim deneyleri yapildi. Bu deneylerde, hiicre
zarindaki segici olmayan biiyiik porlarin agilip kapanmasinin gostergesi olarak YO-
PRO-1 iyodiir (491/509) kullanildi. Hiicrelere son konsantrasyonu 10 pM olacak
sekilde YO-PRO-1 eklendi ve huicreler 30 dakika sonunda 3 boyutlu ve 5x5 kare olarak
488nm lazer, 20x objektif ile goriintulendi. Ik goriintiiler sonrasinda hasar grubunda
petri merkezinde se¢ilen 10 adet hiicreye kizilotesi lazer ile bir hiicre gévdesi boyu
mesafeden aksotomi yapildi, kontrol gruplarinda ise Yyine secilen hicrelerin
kenarlarina ayni ayarlarda ve sayida atiglar yapildi. Bir petrideki tiim kesimler
gerceklestikten sonra (~15 dakika) tekrar ayni ayarlarda konfokal goriintiileri alindu.
Hucre dinamiklerindeki degisimin P2X7 reseptoriiniin hiicre zarinda a¢tifi biiyiik
pordan kaynakli olup olmadiginin belirlenmesi igin kiiltiirler boya eklenmeden 1 saat
once %5 CO2, 37 °C’de 1uM BBG ile inkiibe edildi. Hem glialar hem de noronlarda
hasar bolgesine olan mesafe de goz oOnilinde bulundurularak boya alim analizleri

gergeklestirildi.

5.5.5. Aksotomi c¢evresindeki noronlarin Kkalsiyum degisiminin

belirlenmesi

Kalsiyum goruntilemesi deneylerinde Vglut2-GCaMP ikili transgenik fare
hattindan alinan AKG Kkiiltiirleri kullanildi. Her petride birbirinden uzak noktalar
secilerek her bir gergcevede tek bir ndrona aksotomi uygulandi ve bu esnada 488 nm
lazer kullanilarak zaman aralikli canli goriintiileme yapildi. Hasar verilecek olan her
hiicre ve cevresindeki hucreler hasar dncesi kontrol atis1 yapilarak ayni ayarlarda
goruntilendi. Boylece her hicre igin spontan kalsiyum aktivitesinin kontrol
saglanmis oldu. Aksotomi yapilan ndrona komsu olan néronlardaki kalsiyum
degisimleri analiz edildi.
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5.5.6. Kalsiyum —ikincil 61um korelasyonunun incelenmesi

Aksotomi yapilan néronun etrafindaki komsu néronlarda gorulen kalsiyum
degisiminin hiicre Oliimiine katkisinin arastirilmasi igin kalsiyum gorintilemesi
yapilacak olan hiicrelere goriintiilemeden 5 dakika 6nce PI eklendi ve hasar verildikten
24 saat sonra ayni hiicreler tekrar bulunarak 561nm lazer ile konfokal gorintileri
alind1 ve aksotomi gevresindeki néronlarin 6liim orani analiz edildi. Ayni1 deneyler,
hasar oncesinde NMDA reseptorleri ve konneksin kanallar1 bloklanarak (sirasiyla
100puM AP5, 5uM CBX) tekrar gergeklestirildi ve kalsiyuma bagli 6liim oranlar
kontrol grubuyla kiyaslandi.

5.6. Gériintiilerin Analizi ve Istatistiksel Degerlendirme

Alinan tiim goruntiler Fiji (Fiji is Just ImageJ) programu ile analiz edildi. Olii-
canli hiicre saymmi yapilirken hasar Oncesi ve sonrasi ayni bodlgeden alinan
gorlntiilerde, ayni hiicrelerin bulunmasi “ROI manager” aract yardimiyla
gergeklestirildi. 3 boyutlu gorunttlerin analizleri ise maksimum intensite projeksiyonu
yapilmis goriintiiler iizerinde, yine “ROI manager” araci ile hiicre cevrelerinin

secilmesi ile yapildi

Fijiden alinan ham veriler MS Excel iizerinde islenerek (zaman, merkeze
yakinlik vb. Parametrelerin tayini) tim istatistiksel testler (t Test, one-way ANOVA,
chi kare) SPSS ve GraphPad Prism ile yapilip grafikler de yine GraphPad Prism

kullanilarak olusturuldu.
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6. BULGULAR

6.1. Genotipleme Sonuclar:

DNA Negatif  Pozitif 250

DNA Negatif Pozitif 250
Ladder Kontrol Kontrol

Ladder Kontrol  Kontrol

Resim 6.1.1: Cre (sol) ve GCaMP (sag) ifadesi igin yapilan PZR sonucu agaroz jel goriintiisii. 250
numarali farede yalniz Cre ifadesi vardir ve tiretim i¢in ayrilmistir. 251 ve 252 numarali fareler ise ikili
transgenik oldugu i¢in kalsiyum goriintilleme deneylerinde kullanilmak {izere ayrilmustir.

6.2. AKG Kulturi

AKG Noronlar1 ekimden ~2 saat sonra norit uzatmaya basladi ve kaltlrin 48.
saatinde aksotomi i¢in yeterli boya ulast1 ve satellit hiicreleri de 48. Saatte noronlarin

cevresinden uzaklagmaya basladi.

Resim 3.2.1: AKG kiltiirtiniin 48. saatinde noron ve glialarin temsili gérunttsi (siyah ok ndronu,
kirmizi ok gliay1 gostermektedir.).
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Hicre Kkiiltiiriiniin ilk giinlerinde AKG noéronlarinda nadir olarak spontan

kalsiyum aktivitesi gozlendi (Sekil 6.2.2).

Resim 6.2.2: AKG noronlarinda spontan kalsiyum aktivitesinin temsili gorintiisi.

6.3. ATP nin Hiicre Zan Gegirgenligi Uzerindeki Etkisi

NOron ve glialarin hiicre zarinda ATP ye bagli olarak biiyiik bir por acilip
acilmadiginin tespiti i¢in ortama verilen yiiksek ve diisiik konsantrasyonlu ATP nin

boya alimini nasil etkiledigi incelendi.
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Sekil 6.3.1: ATP uygulamasi sonrasi noronlardaki boya alim miktarlarinin gosterilmesi. Anlamlilik

degerleri kontrol grubuna kiyasla verilmistir (*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).

Boya alim analizi protokoliine uygun bir sekilde hazirlanan hiicreler, ATP
uygulamasi 6ncesinde ve uygulamadan 15, 30 ve 60 dakika sonra 5x5 kare ve 3
boyutlu olarak konfokal mikroskop ile goruntulendi. Boya alim miktarlari, hicre
icerisinde Olculen floresan parlaklik degisiminin baslangigta Gl¢iilen degere olan orani
ile degerlendirmistir. ATP nin etkisini spontan boya alimiyla kiyaslayabilmek icin

kontrol olarak kiltiirlere ATP yerine steril ddH2O eklenmistir.

144 Il <ontrol
*kkk 100 uM ATP

Bl 1 mvmATP

Floresan Parlaklik Degisimi

Sire (dk)

Sekil 6.3.2: ATP uygulamasi sonrast glialardaki boya alim miktarlarinin gosterilmesi. Anlamlilik

degerleri kontrol grubuna kiyasla verilmistir (*: p<0.05, ****: p<0.0001).
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Ortamdaki ATP hem ndéron hem de glia hiicrelerindeki boya alim miktarlarin
kontrol grubuna kiyasla arttirmistir. Bu artisin 1mM ATP uygulamasinda glialarda
noronlara kiyasla 3,6 kat fazlayken 100uM ATP uygulandiginda 1,5 kat fazla oldugu

g6zlenmistir.

ImM ATP uygulandiginda hem glia hem de néronlarda daha uzun sireli boya
alimi gézlenmistir. 100uM ATP uygulamast ise her iki hiicre tipi i¢in de sadece ilk 15
dakikada anlamli bir artan boya alimina neden olurken zamanla kontrol seviyelerine
gerilemistir. Bu ytzden diisiik ATP degisimlerinin de g0zlenebilmesi icin bundan
sonraki deneylerde ilk 15 dakika kritik nokta olarak belirlenmis ve hem hasar hem de

ATP deneyleri bu siire zarfinda gergeklestirilmistir.
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Kontrol 100 uM ATP

0. dk

15. dk

30. dk

60. dk

100 pm

Resim 6.3.1: 100 uM ATP uygulamasi sonucu zamana bagli boya alim analizleri. N6ronlar
beyaz ok, glialar kirmizi ok ile gosterilmistir.
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Kontrol 1 mM ATP

0. dk

15. dk

30. dk

60. dk

Resim 6.3.2: 1 mM ATP uygulamasi sonucu zamana bagli boya alim analizleri. Noronlar beyaz
ok, glialar kirmiz1 ok ile gosterilmistir.
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6.4. ATP Uygulamasinin Hiicrelerde Aktive Ettigi Kanallarin Tespiti

Belirlenen kritik nokta (15.dk) stresince uygulanan ATP nin hicrelerde hangi
kanallar yoluyla biiyiik bir por a¢tig1 ve/veya agilan porun tespiti i¢in deneyler P2X7
reseptorleri, panneksinl kanallar1 ve konneksin kanallarinin inhibitorleri varhiginda

tekrarlanmustir.
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Sekil 6.4.1: ATP uygulamasimin ndronlarda hangi kanallarin aktivasyonu ile boya alimimi artirdiginin

gosterilmesi. Anlamlilik degerleri ATP grubuna kiyasla verilmigtir (****: p<0.0001).

P2X7 reseptoriinin ve panneksinl kanalinin ayr1 ayr1 bloklanmasi ndronlardaki
boya alimmi kontrol seviyelerinin altina diistirmiistiir. Konneksin kanallarini
bloklamak i¢in 50 uM CBX kullanilirken, panneksinl kanalini bloklamak i¢in 5 uM
Carbenoxolone (CBX) kullanilmasindan yola ¢ikarak 50 uM CBX in ayni1 zamanda
panneksinl kanallarmi1 da blokladigi diistiniilmiis ve bu yiizden iki farkli
konsantrasyon uygulamasi birbiriyle kiyaslanarak konneksin kanallarinin etkisi

incelenmistir. iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.
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Sekil 6.4.2: ATP uygulamasinin glialarda hangi kanallarin aktivasyonu ile boya alimimni artirdiginin
gosterilmesi. Anlamlilik degerleri ATP grubuna kiyasla verilmistir (***: p<0.001, ****: p<0.0001).

Glialardaki ATP uygulamasina bagli boya aliminin da P2X7 reseptorleri ve
panneksinl kanalinin bloklanmasi ile anlamli bir sekilde azaldigi gosterilmistir.
panneksinl kanallarinin bloklanmas1 P2X7 reseptoriiniin bloklanmasina kiyasla boya
alimini daha fazla diisiirmiistiir (p<0.001). Konneksin kanallarinin ise stirece bir etkisi

gozlenmemistir.

6.5. Aksotomi Modelinin Olusturulmasi

Ikincil 8liimiin tespiti i¢in olusturulan in-vitro aksotomi modelinde hiicrelerde
canl1 gorilintiileme yapilmayacaksa PALM MicroBeam, canli goriintiileme yapilacaksa

Konfokal mikroskobu ile Femtosaniye lazeri kullanildi (Sekil 6.5.1).
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S0-pm

Resim 6.5.1: Femtosaniye lazer aksotomisinin temsili goriintiisii (Sol: aksotomiden once, sag:
aksotomiden sonra, aksotomi yapilan bolge siyah ok ile gosterilmistir).

6.6. Aksotomi Yapilan Hiicrelerin Cevresindeki Hiicrelerin Protein

Miktarlarindaki Degisim

Hasar sonras1t hem glia hem de noronlarda hiicre zarindaki protein miktarlar
zamana bagli olarak immunositokimyasal boyamalar ile incelenmistir. Petri
merkezinde 10 adet néronun hasarlandigr gruplar hasardan 1 saat, 6 saat, 12 saat ve 24
saat sonra fikslenip P2X7 reseptorii ve panneksinl kanalina karsi antikorlar ile
boyanmistir. Hasar verilen noronlarin ¢evresindeki hiicrelerin 3 boyutlu goriintiileri
almarak P2X7 ve panneksinl miktarlar1 analiz edilip gruplar kendi aralarinda
kiyaslanmistir. Yapilan immunositokimya boyamalar1 sonucunda ndéronlarda P2X7

ifadesine rastlanmamistir (Resim 6.6.1).
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Panneksinl

Panneksinl

Resim 6.6.1: N&ron ve glialardaki panneksinl ve P2X7 reaktivitesinin kontrol preparatindaki
temsili gérintusa.
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Hem noron hem de glia hiicrelerinde panneksinl miktarlarinin benzer sekilde
degistigi gozlemlenmistir (Sekil 6.6.2a). Noronlarda hasar sonrasi ilk saatte (n=163)
artis gosterip 6. saate (n=220) kadar sabit kalmis ve 12. Saatte (n=352) gerileyip 24.
Saatte (n=222) ise kontrol seviyelerinin (n=158) de altina diismiistiir (p<0.0001).

Glia hucrelerinde de panneksinl miktarinda 1. saatten (n=174) itibaren artis
gozlenirken, 6. saatte (n=135) ve 12. saate kadar (n=143) herhangi bir degisim
gozlenmemistir. Hasarin 24. saatinde (n=125) ise panneksinl seviyeleri kontrol

seviyelerine (n=355) kadar gerilemistir (Sekil 6.6.2b).
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Sekil 6.6.1: Aksotomi yapilan hiicrelere komsu a) noronlarin ve b) glialarin hiicre zarindaki panneksinl
miktarinin zamana bagli degisiminin floresan parlaklik degeri ile gosterilmesi (**: p<0.01, ***%*;

p<0.0001).

Glia hiicrelerinin hiicre zarindaki P2X7 degisimi ise daha kompleks bir trend
gostermektedir (Sekil 6.6.2). Hasar sonrasi ilk saatte (n=170) P2X7 reseptoriiniin
hiicre zarindaki miktar1 da panneksinl e benzer sekilde kontrol grubuna (n=355)
kiyasla bir artis gostermistir. Fakat 6. saatte (n=136) azalip 12. saate (n=143) kadar
sabit kalip 24. saatte (n=125) ise tekrar artis gostermis ve kontrol seviyelerinin de

tizerine ¢ikmistir (p<0.0001).
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Sekil 6.6.2: Glialarin hiicre zarindaki P2X7 miktarinin zamana bagh degisiminin floresan parlaklik

degeri ile gosterilmesi (*: p<0.05, ****: p<0.0001)

6.7. Aksotomi Sonrasi ikincil Oliimiin Gosterilmesi

AKG Kkultirleri 48. saatinde PI ile boyanip 10x10 kare olacak sekilde
gorunttlendi. Hasar gruplarinda her petride merkezden segilen 10 adet ndron
hasarlandi. Hasar grubunun kontrolii olarak ise farkli petrilerde merkezden segilen 10
adet noéronun kenarma kontrol atislar1 yapildi. 24 saat sonra tekrar ayni1 bolgelerden
10x10 kare goriintiilendi ve hasarlanan noronlarin ¢evresindeki néronlarin 6lim
oranlart kiyaslandi. Hasar grubunda kontrol grubuna kiyasla artan 6lim oranina

rastland1. (p<0.05)

Kontrol grubunda (n=1143) petri genelindeki 6liim orami %4,8 iken hasar
grubunda (n=1467) Olim oraninin anlaml olarak artip %7,3 e kadar ciktig
bulunmustur. Glia hiicrelerinde bulunan P2X7 reseptoriiniin bloklanmasi (n=1094)
Olim oranin1 kontrol seviyelerine kadar, %4,7 e diisiirmiistiir. P2X7 reseptOriiniin
hiicre zarinda actig1 biiyiik porun panneksinl kanali oldugu hipotezini gz oniinde
bulundurarak panneksinl kanallarinin bloklandigi (n=1426) grupta ise 6liim oraninin
hasar grubuna kiyasla azalip %6 ya indigini fakat bu diisiisiin istatiksel olarak anlamli

olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 6.7.1: Aksotomi yapilan hiicrenin ¢evresindeki ndronlarin 6lim oraninin gosterilmesi (*: p<0.05,
**: p<0.01).

6.8. Aksotomi Sonras1 Cevredeki Hucrelerin Hiicre Zar1 Gegirgenliginin

Incelenmesi

Petri merkezinde belirlenen 10 adet néronun hasarlanmasi sonucu 5x5 karelik
bir alandan hasar Oncesi ve sonrasi YO-PRO-1 goriintiileri alinarak hiicre zar
dinamikleri incelenmistir. Noron hiicrelerinin genel boya alimlari incelendiginde
kontrol grubu (n=597) ile hasar grubu (n=700) arasinda anlamli bir farklilik
g6zlemlenememistir. Hasar merkezine yaklastik¢a (<600 um) boya alimlariin kontrol
grubuna kiyasla arttig1 gézlenmistir fakat bu artisin hasar merkezine olan mesafe ile

arasinda herhangi bir korelasyona rastlanmamastir.
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Sekil 6.8.1: Hasar bolgesine olan mesafeye gore néronlarin boya alim miktarlarinin karsilagtirilmasi

Glia hiicrelerindeki genel boya alimi hasar grubunda (n=724) kontrol grubuna
(n=599) kiyasla anlamli olarak artis gostermistir (p<<0.0001). Ayrica hasar merkezine
yaklastik¢a boya aliminin arttig1 gozlenmistir Hasar merkezine olan mesafe ile boya
alimi arasinda negatif korelasyon belirlenmistir (p<<0.01). Ayni deneyler P2X7
resptorleri bloklandiktan sonra (n=601) yapildiginda ise hasar verilen gruptaki glia
hiicrelerinin kontrol grubundakine benzer sekilde davrandigi gozlemlenmistir Alttaki

tabloda kontrol grubu etiketi yanlis.
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Sekil 6.8.2: Hasar bolgesine olan mesafeye gore glialarin boya alim miktarlarinin karsilagtiriimasi

41



_Kontrol

YO-PRO-1

Resim 6.8.1: Aksotomi sonrasi ¢evrede bulunan hiicrelerin boya alim miktarlari. Beyaz oklar
aksotomi yapilan néronlari, kirmizi oklar ise glia hucrelerini gdstermektedir.
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6.9. Aksotomi Cevresindeki Noronlarin Kalsiyum Degisimi

Aksotomi aninda hem hasarlanan hem de g¢evre hiicrelerdeki kalsiyumun es
zamanli olarak gdzlenmesi i¢in aksotomi esnasinda konfokal mikroskop ile zaman
aralikli gorintiler alindi. Kalsiyum indikatori olarak glutamaterjik néronlarinda
GCaMP ifade eden AKG kiiltiirleri kullanildi. Her hiicrenin farkli kalsiyum aktivitesi
olacagi g6z 6niinde bulundurularak her hiicreye aksotomi dncesi kontrol atis1 yapilarak

zaman aralikli goriintiileri alindu.
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Sekil 6.9.1: Aksotomi sirasinda ¢evredeki 1s1ma yapan néronlarin tiim noéronlara olan orani. Yalnizca
aksotomi yapilan grup, NMDA reseptorleri ve konneksin kanallarinin bloklandigi grup ile

karsilastirilmstir.

Yapilan analizler sonucunda aksotomi yapilan ndronlarin tiimiinde kalsiyum
artig1 goriiliirken (dis ortamdaki kalsiyumun hasar bdlgesinden hiicre igerisine girisi)
hasar ¢evresindeki tim néronlarin (n=557) %4,5 inde kalsiyum artigina rastlanmustir.
Bu oran NMDA reseptorleri (n=285) ve konneksin kanallarinin (n=309) bloklandig1
gruplarda da sirasiyla %4,2 ve %4,5 olarak gézlenmis ve gruplar arasinda istatiksel bir
farka rastlanmamistir (Sekil 6.9.1).
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6.10. Kalsiyum Artisinin Hiicre Oliimiiyle Tliskisi

Kalsiyumun aksotomi gevresindeki noronlarin 6liimii {izerinde herhangi bir
etkisi olup olmadiginin arastirilmasi i¢in goriintiileme yapilacak olan hiicrelere PI
eklenmis ve aksotomi yapilan hiicreler ile ¢cevrelerindeki hiicreler 24 saat sonra tekrar
gorlntiilenmistir. Aksotomi yapilan hiicrenin etrafindaki hiicrelerden 1s1yanlarin 6liim

oranlari ile 1s1mayan hiicrelerin 6liim oranlar1 karsilastirildi.
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Sekil 6.10.1: Aksotomi sonrasi ¢evrede kalsiyum artigi goriilen néronlardaki 6liim oraninin kalsiyum

artig1 goriilmeyen noronlar ile karsilagtirtlmasi.

Aksotomi grubunda (n=557) isiyan hiicrelerdeki 6liim orani (%32) 1simayan
hiicrelerdeki 6liim oranina (%18) kiyasla artis gostermistir fakat bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamigtir. Kalsiyuma bagli artan o6lim oraninda rol
oynayabilecegi diisiiniillen NMDA reseptorleri ve konneksin kanallari bloklanip ayni

deneyler tekrarlanmistir.
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254

Oliim Orani (%)

Sekil 6.10.2: Aksotomi sonrasi ¢evredeki tiim néronlarin 6liim oranlarinin karsilagtirilmasi (*: p<0.05).

Aksotomi uygulamasindan 24 saat sonra kisa mesafedeki tiim ndronlarin 6liim
oranlart NMDA reseptorii ve konneksin kanallarinin bloklanmasi sonucu incelenmistir
(Sekil 6.10.2). NMDA reseptorlerinin bloklanmasi (n=285) 6liim oranini anlamli bir
sekilde azaltirken konneksin kanallarinin  (n=309) bu suregte bir etkisi

gbzlenememistir.

NMDA reseptorunun ve konneksin kanallarinin aksotomi esnasinda kalsiyum
artis1 goriilen komsu néronlarin 6liimi tizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in kalsiyum

cevabi goriilen ve goriilmeyen néronlar her grup igerisinde ayri1 ayri incelenmistir
(Sekil 6.10.3).
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Sekil 6.10.3: Aksotomi yapilan néronun g¢evresinde 1sima goriilen noronlardaki 6liim oranlart ve
NMDA reseptorleri ile konneksin kanallarinin bloklanmasi sonrast degisiminin gosterilmesi (*:
p<0.05).

Bu deneyler sonucunda yine konneksin kanallarinin bu siliregte bir etkisine
rastlanmamistir. NMDA reseptorleri bloklanan gruplarda ise 1sima goriilen ve
goriilmeyen hiicre gruplarinda 6liim oraninin sirastyla %1 ve %13,6 ya kadar diistiigi
gozlenmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu komsu néronlarda aksotomiye
kalsiyum cevabi vermeyen hiicrelerin 6liim oranlar lizerinde NMDA ve konneksin
kanallarinin anlamli bir etkisinin olmamasina ragmen kalsiyum cevabi goriilen
hiicrelerde NMDA kanallarinin bloklanmasinin kontrol grubuna kiyasla 6liim oranini

anlamli bir sekilde azalttig1 gériilmiistiir (p<0.05).
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Resim 6.10.1: Aksotomi sirasinda alinan GCaMP goriintiilerinin termal haritasi. Sol taraf kontrol
atig1, sag taraf aksotomi atigin1 gostermektedir. Siyah ok hasarlanan, Beyaz ok ise kontrol grubuna

kiyasla kalsiyum artig1 goriilen néronlari isaret eder.
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0. Saat 24. saat

Aksotomi

Aksotomi + 100 uM AP5

Aksotomi + 50 uM CBX

Resim 6.10.2: Hasar sonrasi kalsiyum artig1 goriilen hiicrelerdeki 6liimiin gosterilmesi. Siyah ok
hasar verilen hiicreyi, beyaz ok hasara kalsiyum cevabi veren komsu hiicreyi gostermektedir
(Aksotomi grubu, Sekil 25 te termal harita ile gosterilen hiicrelerin aksotomiden 24 saat sonraki
gOruntisadar.)
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7. TARTISMA

AKG néron kiiltiiri 6zellikle rejenerasyon, agri, miyelinizasyon gibi streglerin
incelenmesi igin siklikla kullanan hiicre kiiltiiri modellerinden biridir (100-104)
Calismamizda da hem stabil ve tekrarlanabilir olmasi hem de yetiskin hayvandan
rahatlikla izole edilebilen olgun hiicreler ile ¢alismamiza olanak saglayan bir kiltiir

protokoli kullanilmistir (105).

Sinir sisteminde meydana gelen bir hasar ¢evredeki hasarlanmayan hiicreleri de
zaman icerisinde etkileyip ikincil hasar sonucu bir dejenerasyon surecini
baslatmaktadir. Hasar sonrasi hasarlanan ¢evre doku ve hiicrelerde meydana gelen
hasar ikincil hasar olarak adlandirilir (2). Travmatik akson hasarlarinin galisilmasi i¢in
hem in-vivo hem de in-vitro olarak bir ¢ok farkli hasar modeli gelistirilmistir (35).
Transndronal dejenerasyonun in-vivo modellerinin dezavantajlarindan biri izole bir
sistemde ¢alisamamak ile birlikte ikincil 6liim siirecinin gilinler sonra ortaya ¢ikmasidir
(106). Bu siirenin uzunlugu ¢ok fazla faktoriin ve farkli hiicre tiplerinin siirece dahil
olmasiyla birlikte siirecin daha kompleks hale gelmesine neden olur. Olusturmus
oldugumuz model, hiicre kiiltlirii ortaminda femtosaniye kizilotesi lazer kullanilarak
tek bir hiicrenin kontrollii bir aksotomi yapilarak hasarlanmasina ve bu sistemin
konfokal mikroskobu ile birlestirilmis olmasi da aksotomi esnasinda fizyolojik

kosullara uygun bir sekilde canli goriintiileme yapilmasina olanak saglamistir.

Sinir hasar1 sonrast hasarlanan hiicreden dig ortama ATP salinimi oldugu
bilinmektedir (107). Hasar olmaksizin da ATP nin glia hucrelerindeki purinerjik
reseptorlerin aktivasyonunu saglayip ¢ogalmalarini indiikledigi (7) , veya kalsiyum
modiilasyonunu saglayip hiicreler arasi iletisime de katkida bulundugu gosterilmistir
(64, 65). Calismamizda oncelikle dis ortamdaki ATP miktarinin AKG néron ve glia
hicrelerine olan etkisinin incelenebilmesi icin hucreler diisiik ve yiiksek
konsantrasyonlu ATP ile muamele edilip zamana bagli olarak goriintiilendi. ATP
etkisinin incelenmesi amaciyla hiicre zar dinamikleri ve hiicre zarinda bulunan porlarin
acilip kapanmasinin incelenmesi i¢in kullanilan yontemlerden bir tanesi olan (108,
109) boya alim analiz yéntemi kullanildi. Ozellikle apoptoz sonucu hiicre zarinda
meydana gelen veya plrinerjik sinyal aktivasyonu sonrasi hiicre zarinda agilan

porlarin dinamiklerinin incelenmesi i¢in YO-PRO-1 ve TO-PRO-3 gibi floresan
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boyalar kullanimiyla hiicre zarindaki agilan porlardan hiicre i¢ine boya alimi bu
streclerin dinamik olarak izlenebilmesini miimkiin kilmistir (110-112). Yapmis
oldugumuz boya alim analizleri 100 uM ATP uygulamasi sonras1t AKG noron ve
glialarinin akut olarak (~15 dk) etkilendigini ve zamanla bu etkinin normal seviyelere
diistiiglinti gostermistir. 1 mM ATP uygulamasi ise hem néron hem de glialar lizerinde
daha uzun siireli bir etkiye sebep olmussa da 100 uM ATP uygulamasinin sonucuna
benzer bir sekilde kontrol grubuna kiyasla en yiiksek fark akut olarak gézlenmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak ATP nin akut siirecte etkin oldugu gorildii ve ilk 15 dakika
yapilacak deneyler igin kritik nokta olarak belirlendi. Ayrica 100 uM ATP uygulamasi
sonucu glia hucrelerindeki boya alimi ndronlardakinin yaklasik iki katiyken 1 mM

ATP uygulamasinda bu oran dort katina ¢ikmustir.

AKG deki satellit hiicrelerinde P2X7 ifadesi oldugu fakat AKG néronlarinda
olmadigi literatiirde gosterilmistir (71). Bu bilgiden de yola ¢ikarak glia hiicrelerindeki
boya aliminin néronlara kiyasla daha yiiksek olmasi bu siirecte P2X7 reseptoriiniin
roliiniin olabilecegini ve P2X7 ile direk veya dolayli yollardan kompleks benzeri bir
yap1 olusturdugu diisiiniilen panneksinl (99, 113, 114) kanalinin da siirece dahil

olabilecegini diistindiirmiistiir.

Noronlarda goriilen boya aliminin P2X7 reseptoriiniin bloklanmasi ile azalmasi
ise glialarin stirece dahil oldugunu diistindiirmiistiir. Primer mikroglia kalturlerinde
BzATP ile P2X7 nin aktive edilmesi sonras1 yapilan ELISA analizleri, kiiltiir ortamina
IL1B ve IL18 saliniminin oldugunu, fakat ayni siire¢ P2X7 KO mikroglialarda
tekrarlandiginda IL1B ve IL18 varligina rastlanmadigini gostermistir (115). Benzer
sekilde, satellit glia hucrelerindeki P2X7’nin ATP ye bagh aktivasyonunun
inflamatuar sitokinlerin salinimina neden oldugu ve ortama salinan sitokinlerin AKG
noronlarinda bulunan P2X3 reseptorlerini aktive edip noropatik agri siirecini
tetikledigi  gosterilmistir (116). Bu veriler goz Oniinde bulunduruldugunda,
aksotominin hemen sonrasinda goriilen glia aktivasyonunun inflamuar siiregleri
baslatip néronlarda bulunan pirin reseptdrlerinin aktivasyonu ile ikincil 61im sinyalini

kuvvetlendirdigi degerlendirilmistir.
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Fizyolojik sartlarda AKG nd&ronlar1 ve satellit hiicreleri arasinda konneksin
proteinlerinden olusan oluklu baglantilarin oldugu bilinmektedir (117). Tim bu
bilgiler g6z 6ninde bulundurularak boya alimlarinin hangi kanallardan kaynakli
oldugunun belirlenmesi igin ayn1 deneyler P2X7, panneksinl ve konneksin kanallari
bloklanarak tekrarlandi. Hem néron hem de glialarda panneksinl kanalinin ATP ye
bagli boya aliminda rol oynadigi gozlendi. Konneksin ve panneksin kanallarinin
yapilarinin birbirlerine benzemesi sebebiyle ortak kimyasallar tarafindan inhibe
edildikleri bilinmektedir (84). Konneksinlerin bloklanmasi i¢in 50 uM CBX
gerekliyken, panneksin1 in bloklanmasi i¢in 5 pM CBX in yeterli oldugu gosterilmistir
(118). Ikisi arasindaki ayrimim yapilabilmesi icin her iki konsantrasyon da kullanild
ve 50 uM CBX in konneksinleri bloklarken panneksinl i de bloklamis olacagi
varsayilarak sonuglar incelendi. 5 uM CBX ve 50 uM CBX uygulamasinin ATP ye
bagli boya alimini benzer sekilde azalttiklarindan yola c¢ikilarak konneksin

kanallariin ATP ye bagli boya alimi {izerinde bir etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

Beklendigi gibi glialardaki ATP ye bagl boya aliminda P2X7 reseptoriiniin
roliiniin oldugu gozlendi. Fakat beklenmedik bir sekilde P2X7 bloklanmasinin ayni
gruptaki néronlarin boya alim miktarlarini da azalttig1 gézlendi. P2X7 ve panneksinl
ifadesinin protein duzeyinde kontroll i¢in immunositokimyasal boyamalar yapildi.
Boyamalar sonucunda glialarda panneksin1 ve P2X7 nin hiicre zarinda lokalize oldugu
goriilirken néronlarin hiicre zarinda yalnizca panneksinl e rastlandi. Noronlarda
P2X7 ifadesi olmamasina ragmen P2X7 nin bu siiregte rol oynamasi, glia
hlcrelerindeki aktiflesen P2X7 reseptorlerinden ortama daha ¢ok ATP salinmasi
sonucu noronlarda bulunan diger piirin reseptorlerinin  agilmis olabilecegini

diistindiirddi.

Hiicre kiiltiiriinde, limitli sayida ndrona verilen hasarin ¢evredeki hiicreleri
nasil etkilediginin arastirilmasi i¢in merkezinde 10 adet norona aksotomi yapilan
kiltarler belirli zaman araliklarinda fikslendi ve komsu hiicrelerdeki P2X7 ile
panneksinl in hiicre zarindaki protein miktarlart zamana bagli olarak analiz edildi.
Hem ndron hem de glialardaki panneksinl miktarinin aksotomiden sonraki ilk saatte
arttig1 fakat 24 saat sonuna dogru tekrar diistiigli gozlenmistir. Glialardaki P2X7 nin

ise aksotomiden 1 saat sonra arttif1 gozlenirken ilk 6 saatte 24 saat sonunda tekrar
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kontrol grubunun iizerine ¢ikmis oldugu gézlendi. Ilk 6 saatte goriilen azalmanin
nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte 24 sonunda gorulen panneksinl miktarindaki
azalmanin P2X7 miktarindaki artis ile gosterdigi negatif korelasyon, (96) de belirtilen,
ortamdaki fazla ATP nin panneksinl in inhibisyonuna neden oldugu verisiyle anlam
kazanmaktadir. Kiiltiir ortaminda limitli sayida néronda yapilan aksotomi hasarinin
cevredeki noronlarin canliligi iizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in aksotomiden 24
saat sonra yapilan canlilik testleri az sayida ndéronun hasarlanmasinin ¢evredeki
noronlarin  6limiine sebep oldugunu gostermistir. Ayni deneyler kimyasal
bloklayicilarin varliginda tekrarlandiginda, P2X7 nin bloklanmas1 6liim oranlarini
kontrol seviyelerine kadar diislirmiistiir. panneksinl in bloklanmasi ise Oliim
oranlarinda bir diisiise sebep olsa da bu diisiis hasar esnasinda bloklayici

kullanilmayan gruba kiyasla anlamli ¢itkmamastir.

P2X7 nin bloklanmasinin 6liim oranlarim1 diisiirmesi ikincil 6liim sinyalinin
yayilmasinda glia hiicrelerin roliiniin olabilecegini diisindiirmiistiir. Hasarin hemen
sonrasinda yapilan boya alim analizleri sonucunda néronlarin boya alim seviyelerinde
bir artigsa rastlanamazken glialarin boya alimlarinin kontrol grubuna kiyasla artmis
oldugu gozlendi. Aksotomi merkezine olan mesafeye goére yapilan analizler de
glialardaki boya alim seviyesinin hasar merkezine yaklastik¢a arttigini géstermistir.
P2X7 nin bloklayicisinin varliginda aynmi deneyler tekrarlandiginda ise glialarin
kontrol grubundaki gibi davrandigi gozlenmistir. Bdylece kiiltiir ortaminda
gergeklestirilen aksotomi hasarindan hemen sonra (~15 dk) glialara P2X7 nin de
siirecte yer aldig1 bir hasar sinyalinin gittigini ve hasar bolgesine olan mesafenin de bu
sinyalin yayilmasinda énemli bir faktor oldugu tespit edilmis oldu. Travmatik hasar
s6z konusu oldugunda etkin oldugu diisiiniilen en 6nemli faktorlerden bir digeri
kalsiyum eksitotoksisitesidir (119, 120). Kalsiyumun ikincil 6liim hasarinda herhangi
bir etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde aksotomi yapilan
ndrona komsu noronlarin sadece % 4,5 inde aksotomi esnasinda kalsiyum artigina
rastlandi. NMDA reseptorlerinin ve konneksin lerin bloklanmasi da bu orani
degistirmedi. Yakin mesafe Oliim oranlarina bakildiginda, aksotomi esnasinda
kalsiyum artis1 goriilen komsu ndronlarda kalsiyum cevabi goriilmeyen ndronlara
kiyasla daha fazla 6liim orani goriildii fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi.

NMDA reseptorleri ve konneksin lerin bloklayicilarinin  varliginda deneyler
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tekrarlanip 24 saat sonraki Olim oranlarina bakildiginda konneksin kanallarinin
herhangi bir etkisine rastlanmazken NMDA reseptorlerinin bloklanmasi aksotomi
yapilan noéronun yakin c¢evresindeki noéronlarin 6liim oranin1 anlamli olarak
diistirmistiir. Kalsiyum cevabi goriilen ve kalsiyum cevabi goriilmeyen néronlar ayri
ayr1 incelendiginde ise kalsiyum cevabi goriilen néronlardaki 6liim oraninin NMDA
reseptorlerinin  bloklanmasi1 sonucu azaldigr fakat kalsiyum cevabi goriilmeyen
noronlardaki diisiisiin anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Bu da NMDA reseptorlerinin
ikincil 6liim sinyalinin yayilmasinda rol oynadiginin 6zellikle de aksotomi sonrasi

komsu hiicrelerde goriilen kalsiyum artiginin 6liimciil etkilerini azalttig1 gosterilmistir.

Anoksik hiicre depolarizasyonu sonrasinda aktiflesen NMDA reseptorlerinin Src
kinaz ve Panneksinl in yer aldig1 bir sinyal yolagini baslatip hiicre 6liimiine neden
oldugu hipokampal kesit kiiltiirlerinde gosterilmistir (91, 121-124). Yine benzer
sekilde epileptik sireclerde Panneksinl in modllasyon gorevi yapip uyarilabilirligi
artirdig1 gOsterilmistir (91, 121, 124). Calismamizda NMDA reseptorlerinin kanal
fonksiyonunun aksotomi esnasindaki kalsiyum cevabi lizerinde bir etkisinin olmadigt
goriilmiistiir. NMDA bloklanmasinin aksotomi sirasinda ¢evre hiicrelerde herhangi bir
etkisi olmamasina ragmen kalsiyum artis1 goriilen hiicrelerdeki 6liim oranini
diistirmesi ise NMDA reseptorlerinin ikincil 61um sinyalini baslatmasindaki 6nemini
ortaya koymustur. Kronik agri modellerinde hiicrelerden salinan ATP, glutamat ve
sitokinlerin, NMDA ve plrin reseptorlerini aktiflestirmesi ile néron ve glialarda
inflamatuar siireci baslatip kronik agr1 durumunu meydana getirdigi gosterilmistir
(123, 125, 126). Calismamizda da bu verilerle uyumlu bir sekilde glial purinerjik

sinyalinin 6nemli bir rol oynadig1 gdsterilmistir.

Tum bu bulgular bir araya geldiginde transnoronal dejenerasyonun kronik agri ve
epileptik nobet gibi durumlardakine benzer sekilde gerceklesmis olabilecegi
distintilmustir. Aksotomi gevresindeki saglam noéronlarin  depolarizasyonunun
kalsiyum eksitotoksisitesinden daha kompleks, NMDA reseptorlerinin yer aldigr bir
ikincil 6lum silrecini baslattigi, glialardaki purinerjik yolagin aktiflesmesinin ise
hasarin ilk anindan itibaren inflamatuar cevap olusturdugu ve ndron ile glia
hlcrelerinde gergeklesen bu iki ayri siirecin ortak bileseni olan panneksinl in devreye

girmesiyle ikincil 6liim stirecinin kuvvetlendigi degerlendirilmistir.
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8. SONUC

Hiicre kiiltiirtinde olusturmus oldugumuz aksotomi modeli her hiicrenin birebir
kantifikasyonunun yapilmasina olanak saglamis, bu sayede néron ve glia hiicrelerinin
ayr1 ayrt incelenmesini, hasar bolgesine olan mesafeye bagli analizlerin
yapilabilmesini, hiicrelerdeki protein degisikliklerinin hiicre i¢i lokalizasyonlarina
gore degerlendirilebilmesini ve en onemlisi de hasar esnasinda canli goriintiilleme

yapilabilmesini miimkiin kilmistir.

Bu yontemleri kullanarak yaptigimiz deneylerin sonuglarini 6zetleyecek olursak,
hasarlanan bir hiicre komsu hiicrelerinin bir kisminda kalsiyum cevabi olusturur ve bu
cevap komsu hiicrenin NMDA reseptorleri tizerinden 6liime gitmesine sebep olabilir.
Yine hasarlanan hiicre ¢evresindeki hiicrelerin (6zellikle glialarin) purinerjik sinyal
yolagimin P2X7 (zerinden aktivasyonu cevredeki néronlarda ikincil 6limin

gerceklesmesine neden olan mekanizmalardan bir tanesidir.
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