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GIRIS VE AMAC

Santral sinir sistemi, fonksiyonlarmin yam sira hiicre igerigi agisindan da oldukca

heterojen bir yapiya sahiptir. Burada en genis yer tutan hiicre populasyonu gliadir.

Glia, ok uzun yillar beyinde sinir hiicrelerini (néronlar) bir arada tutmaya yarayan
tutkal olarak disiinilmis bir hiicre grubudur. Oysa son yillarda, glia hiicrelerinin

santral sinir sistemindeki bir ¢ok yeni fonksiyonlarinin varligi kabul edilmektedir.

Primer hiicre kiiltiirleri aktif metabolik yapiya-sahip hiicrelerin aragtinlmasi amaciyla
olusturulan bir modeldir. Kiiltir ortamlarinda yapilan galigmalar canli sinir hiicrelerinin
dinamik aktivitelerinin gosterilmesinde kullanilabilmigtir. Glia hiicresinin gelisimi ve
fonksiyonlan hakkindaki bilgilerimiz, biiyiik bir oranda santral sinir sisteminden elde
edilen glia hticre kiilttrleri ile yapilan galigmalar sonucu elde edilmistir. Bu yontemler
araciigtyla glia hicrelerinin  fizyolojik ozelliklerinin yam sira gesitli patolojik

streglerdeki fonksiyonlan da bugiin igin ¢aligilan konular arasindadir.

Bugiin igin santral sinir sistemi bozukluklariin baginda iskemi ve bunun yol agtig
asidite yer almaktadir. Iskemi sonrasinda asiditeye maruz kalan ortamlarda farkl:

hiicrelerin verdikleri yamtlar aragtiniimaktadir. Néron ve glia hiicrelerinin  asidozis



sonrasindaki viabilite oranlarinin anlagilmasi, ¢éziimler ya da patolojilerden korunma
yollarinin anlagilabilmesinde onemli bir adimdir. Bu ¢aliymalarda in-vivo ortamlarin
yanusira hiicre davramiglarinin daha kolay denetlenebilecegi in-vitro ortamlar da yogun
olarak kullamlmaktadir. Noronlarla yapilmig ¢ok sayida galigma olmasina ragmen glia
hiicrelerinin sadece noéronlara destek goérevi oldugu disinildiginden bu konuda

iizerinde yapilmig az sayida ¢aligma vardir.

Sinir sisteminin bozukluklarimin altinda yatan nedenler anlagildik¢a korunma yollart ve
¢oziimler ortaya ¢ikmaktadir. Biz de olusturdugumuz doku kiiltiiri laboratuarinda,
elde edilecek sonuglarin bu konudaki klinik yaklagimlarda yararlamlabilecek bilgiler
olusturacagi dislncesiyle, glia hiicre canliigmn ekstraselliler ortamin pH sinin

diigmesinden ne oranda etkilendigini gostermeyi amagladik.



GENEL BILGI

I. GLiA HUCRELERININ OZELLIKLERI

Glia hiicresi miyelinizasyon 6zelligi digindaki morfolojik 6zellikleri ile ilk defa 1824
yihinda Dutrochet tarafindan tanimlanmugtir . Virchow 1860 yihinda santral sinir
sisteminde noéronlarin gevresinde bulunmasi nedeniyle “nerve glia” veya néroglia

kavramum ortaya atmugtir (4).

' Bazi karg1 goriislerin bulunmasina ragmen néron ve glia hiicrelerinin farkli “stemsell”
(kok hiicre) hiicrelerinden koken aldigs digiiniilmektedir (4). Penfield (47), glia
gelisimini yematize etmigtir (bkz Sekil 1). Serebral kortekste glial hiicre farklilasmasimnin
birgok basamag yapisal fonksiyonel ve molekiiler diizeyde tammlanmgtir (5). 1909
yiinda Ramon J Kajal ve 1919°da del Rio Hortega tarafindan metalik impregnasyon
teknigiyle 3 farklt hiicre grubunun oldugu 6ne siiriilmiistiir (4). Bunlar astrositler,
oligodendrositler ve mikroglia hiicreleridir. 1960 i yillarda elektron mikroskobunun

yardimuyla hiicre tipleriyle iigili daha ayrintili tanimlamalar yapilabilmistir. Son yillarda



immunolojik tekniklerin gelistirilmesiyle spesifik hiicre tipleri daha kolay ayirt edilmeye

baslamistir.

Gunimiizde yaygin olarak kabul edilen siniflamada vertebrali sinir sisteminde glia
hiicreleri iki ana grupta toplamrlar: Mikroglia ve Makroglia hucreleri. Mikroglia
hiicreleri enfeksiyon, travma gibi hastaliklar srasinda mobilize olan fagositik
hiicrelerdir. Makrofajlardan koken éhrlar, ﬁzyo'léjikw ve embriyolojik olarak sinir
sisteminin diger hiicreleriyle iligkili degildirler. Makroglia hiicreleri 3 farkli tipten

olusur; Oligodendrositler, Schwann hiicreleri ve Astrositler.

Oligodendrositler ve Schwann hiicreleri daha az sayida ve daha kiigiik uzantilart olan
hiicrelerdir. Bu hiicreler, elektriksel sinyallerin iletimini arttran myeliﬁ kilifi olusturarak
aksonu cevresinden izole ederler. Oligodendrositler santral sinir sisteminde, Schwann
hiicreleri periferik sinir sisteminde bulunan aksonlann gevresinde miyelinizasyon
olusturur. Oligodendrositlerin sitoplazmalan, astrositlere gore daha yogundur,
gekirdekleri daha koyu boyamrr ve uzantilan astrositler gibi parlak efektlidir,

astrositlerde bulunan 90 °A filamentleri bulunmaz, 240 °A filamentler mevcuttur.

Astrositler glia hiicre grubunun en fazla sayida bulunan, daha fazla fonksiyona sahip
olan grubudur. Penfield tarafindan 1932 yilinda, yuvarlak gekirdekleri, genis diizensiz
sitoplazmalant  olan parlak goriintiili hiicreler olarak tammlanmglardir (44).
Giinimiizde kabul edilen ayirt edici 6zellikleri sitoplazmalarinda glikojen graniillerinin
bulunmasi ve gekirdekleri ¢evresinde ve uzantilarinda 90 °A boyutunda filamentlerden
olusan demetlerin bulunmasidir. Hiicre govdeleri gesitli sekillerde bulunabilir,

¢ogunlukla uzun uzantilan vardir. Néron hiicreleri iizerinde ug-ayaklar (end-feet)



olustururlar. Sinaptik bolgede bulunan astrositler bazi nérotransmiterlere yiiksek afinite
gostererek sinaptik araliktan uzaklastirirlar. Kan beyin bariyeriyle ug ayaklarla temasta
bulunarak noronlarin beslenmesini saglarlar. Hasarh dokuda olusan atiklar1 mikroglia
hiicreleri ile birlikte uzaklagtirarak doku iyilesmesine yadimci olurlar. Yiksek néron
aktivitesi sirasinda noronlar tarafindan salgillanan K' fazlahigini tamponlarlar (25).

Hasar sonrasinda morfolojik degisiklige ugrayarak reaktif astrositleri olugtururlar (9).

Morfolojik ozelliklerine gore iki grupta toplamirlar: Fibroz astrositler (Tip I) ve

Protoplazmik astrositler (Tip II).

Fibroz astrositler beyaz cevherde yaygin olarak bulunurlar. Morfolojik yapilan
diizensizdir, genelde bir veya bir ka¢ uzantist digerlerinden daha kalindir. Bir ¢ok
norotransmiter ve iyon kanali eksprese eder. Noronlardakine benzer olarak kalsiyum,
aragidonik asit, cAMP, cGMP gibi birgok haberci sistemini aktive ederek gnzﬁm

inditksiyonu, néromodiilator sekresyonu gergeklestirirler (3).

Protoplazmik astrositler gri cevherde daha yaygindir. Noronal aktiviteyle ilgili
sireglerde yer alirlar. Eksitator amino asit, GABA gibi transmiterler igin geri alm (up
take) mekanizmalan mevcuttur. Purinerjik, kolinerejik reseptorlerle intraselliiler
kalsiyum diizeyini regiile ederler. Kapillerle daha yakn iliskilidirler. Bergman Glias

gibi ozellesmis tipleri mevcuttur (3).
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Glia hiicrelerinin 6zellikleri agagidaki gibi 6zetlenebilir (25):

e Beyin dokusunu olusturacak sekilde destek elemam fonksiyonlari vardir, néron

gruplarint birbirinden ayrir ve izole ederler.

e Miyelin kilif olugturarak genis aksonlarin ¢ogunu izole eder ve elektriksel sinyalin

hizli sekilde iletilmesini saglarlar.
e Hasarlanma ve néron 6liimi sonrasinda doku artiklarim uzaklastinrlar.

e Ekstraselliler alanda K" iyon fazlaligim tamponlar, sinaptik ileti sirasinda néronlar

tarafindan salgilanan kimyasal transmiterleri uzaklastirirlar.
e Gelisim evresi sirasinda néron gogiine ve akson bilyiimesine rehberlik ederler.

e Beyin kapiller ve endotel hiicreleriyle sikt baglantilar yaparak kan beyin bariyeri

olusumuna katkida bulunurlar.

e Noronlan besleyici 6zelliklerini destekleyen kanitlar mevcuttur.
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Sekil 1: Glia Hiicresinin Geligimi (Penfield’den modifiye edilmisitir)



II.GLIA HUCRELERININ KULTUR ORTAMINDA URETILMESI

Doku kiiltiirii, olduk¢a yogun bir emek ve malzeme tiiketimi gerektiren ancak
kazandirdig: bilgiler agisindan bugtin biyolojik temel bilimlerde yapilan arastirmalarda
¢ok faydalamlan bir tekniktir. Bugiin igin doku kiiltiirii yapilan hiicreler arasinda en zor
grubu santral sinir sistemi hiicreleri olusturmaktadir. Bu grupta yer alan glia hiicreleri

de hiicre kiiltiirii ortaminda Gzerinde en yogun g¢aligilan hiicre topluluklarindan biridir.

Primer hiicre kiiltirleri aktif metabolik yapiya sahip hiicrelerin aragtirilmas: amaciyla
olusturulan bir modeldir. 1900 lerin basinda Harrison ve Carrel tarafindan galigiimaya
baslanmustir. Harrison’un kiiltiir ortaminda noronal gelisimi gostermesiyle bu alanda bir
¢igir agilmus, daha sonra sinaptogenez ve miyelinizasyon gibi 6zellikleri Peterson ve
Murray tarafindan kiiltiirde gosterilmistir (45). Kiiltiir sinir hiicrelerinin yogun olarak

¢ahgmalarda kullamlmaya baglamas1 1970 li yillanin bagindadir (3).

Glia hiicreleri santral sinir sistemi hiicre igeriginde 6nemli bir orana sahiptir. Sinir
sisteminin heterojenitesi nedeniyle glia hiicreleri in vivo kosullarda néronlara gére ¢ok
daha giic calislan bir hiicre grubudur. Noéronlar igin kullarulabilen elektrofizyolojik
tekniklerin, lezyon galigmalariin glia hiicrelerine uygulanamamas: arastirmacilart in
vitro galismalara yonlendirmis ve gliadan zengin hiicre kiiltiirii ortamlar gelistirme
yoluna itmigtir. Gliay1 izole etme konusundaki ilk girigimler bagka hiicrelerin (fibroblast
gibi) kontaminasyonu nedeniyle basarisiz olmugtur. Ancak 1970 ve 80 li yillardaki

¢alismalarla glia hiicre kiltiirlerinin saflastinimast bagarilabilmigtir (3).
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Primer miks glia kultard, astrosit, oligodendrosit ve mikrogliadah olusmus bir grupla
yeni dogan bir sigan beyninden serum destekli bir ortamda elde edilmistir (34). Hiicre
yogunlugunun diisiik oldugu bu grupta ¢ok az oranda oligodentrosit, biiyiik miktarda
astrosit hiicreleri gelistirilmigtir. Serum destekli ortamlarda glial filamentlerden zengin
astrositler tek tabaka olusturarak geligebilmis bu gozlemlerden yola ¢ikilarak daha
sonra gelistirilen yontemler ile astrosit veya oligodendrositlerden olusan saf hiicre

kulttirlert elde etmek mimkiin hale gelmistir (37).

Bu konuda 6nemli iki ¢aligmadan ilkinde immatiir beyinlerin hiicre kaynag olarak
kullanilmast miimkiin olmustur (34). Immatiir beyin dokusundan alinan hiicrelerin daha
hizh bolinerek bir iki haftada tek tabakali yogun bir hiicre tabakasi olusturabildigi
gosterilmigtir. Bu hiicrelerin glia hiicre serisi (line) haline déniistiiriilmesi de miimkiin
olmustur. Primer kiiltiir ortamlarinda diger hiicrelere oranla daha hizli geligebildigi ve
biiytik oranlar olugturabildigi i¢in primer astrosit kiiltiirleri daha g¢ok tercih edilen bir

model haline gelmistir (11).

Ikinci ¢aligmada ise bu hiicreleri tamimlayabilen immunolojik isaretleyiciler
gosterilmistir (2). Hiicreye 6zgi proteinlere kargi olusturulan antikorlar ile hiicreler
birbirinden kesin olarak ayrilabilmis ve 6zel immunolojik tekniklerle saf kiiltiirler elde
edilebilmigtir (65). Bu yontemler aracihifiyla, elde edilen glia hiicreleri tanimlanabilmis

ve pek ¢ok ozelligi gosterilebilmigtir.
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Bu 6zellikleri arasinda:

o Reseptor ekspresyonu,

o Norotrofik faktor sekresyonu,

e Membran iyon gegirgenligi

e Enzim indiksiyonu,

¢ Protein sentezi,

e Norotransmitter alim

e Metabolik siiregler

e Lipid metabolizmasi sayilabilir.
Primer hiicre kiiltiirlerinin in vivo ortamlarla parelellik goéstermesi, ¢alismalarin
¢ogunun bu ortamlarda yapimasina yol agmugtir. Glia hiicrelerinin enzim aktivasyonu
gelisimsel ve bolgesel olarak in vivo hiicreler ile uyumludur (27). Olson, kiiltiirdeki glia
hiicrelerinin enerji metabolizmasimn in vivo hiicrelerle uyumlu oldugunu géstermistir
(19), ¢esitli m‘iklegr proteinlerin gelisimi de in vivo es degerleriyle aym o&zellikleri
gosterir (52). Glutamat ve serotonin geri alim in vivo ortama benzer sekilde bolgesel
farklilik gosterir (1, 29). Travma sonrasinda astrosit davramginin modiilasyonu in vivo

ile uyumludur (10).

Bu ozelliklerin yam sira astrositlerin gesitli patolojik siirelerdeki fonksiyonlan da
bugiin igin cahsilan konular arasindadir (15, 41). Astrositlerin noéronlan toksisisteye
karg1 koruyucu rol oynadigi, astrosit sayisinda azalma ile birlikte kortikal néronlarda
hasara ugrama orammn ytikseldigi ve glutamat geri alimiyla néronlan eksitatér amino
asit toksisitesinden korudugu (48, 49, 50) 6ne siiriilmiigtiir. Bazi nérotoksik ajanlarin

glutamat geri alimim engelleyerek etki gosterdigi vurgulanmugtir (7). Kimyasal ajanlarla
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yaratilan hipoksinin (59) ve glikokortikoidlerin (6) astrositlerde glutamat geri alimim
disiirdigi gosterilmistir. Ekstraselliler K un arttigi durumlarda da glutamat geri
aliminin bozuldugu, glutamatin toksik diizeylere ulagtig: gosterilmistir (51). Astroglia
hiicreleri K fazlaligim uzaklagtirarak noéronlan korurlar (26, 28). Bu hiicrelerin hiicre
dist ortamin sivi/iyon yogunluklarimn kontroliinde 6nemli rolii oldugu belirtilmigtir
(28). Geri alim galigmalarinda ¢ahgilan besiyeri ortamlarinin serum igeriginin glutamat

geri alimin etkilemedigini gosterilmistir (29).

Primer kiiltiirlerde toksik ajanlarla yapilan caligmalarda; ethanoliin néronal gogi
saglayan onemli glial filamentleri bozdugu (46), astrosit DNA ve protein igeriginde
degisiklikler yarattigi (17), mitokondri ve diiz endoplazmik retikulumda yapisal
degisikliklere yol agarak enzim aktivitesinde azalmaya yol agtifi (33), sitokrom
P4502E1’i indiikleyerek serbest radikal olugumuyla toksisite olusturdugu (36),
¢inkonun 1si-gok proteinleﬁni indiikleyerek (60), kursunun aerobik enerji
metabolizmasimu  bozarak (20) hiicre hasarina yola agtifn  gosterilmigtir.

Glikokortikoidlerin de glutamat geri alimim engelleyerek hasar olusturdgu belirtilmigtir

@1).

Noron ve astrosit hiicre canliliinin devam etmesinde ortam pH 1 en 6nemli etkenlerden
biridir. Iskemi sonrasinda yaygin astroglial degisiklikler olur (23). Ozellikle iskemiye
bagl olarak diigen pH degerleri hiicre dliimiine yol agmaktadir (39). Iskemi sirasinda
hiicre dist ve hiicre igi pH'in diismesi nedeniyle (32), glia hiicreleri canltigiu
kaybetmeye baglar (13, 16, 39), hiicre 6liim hiz1 pH nin diisme derecesiyle paraleldir

(39), asit ortama maruz kalinan strenin artmasi da hiicre kaybim artirmaktadir (16).
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III. GLIA HUCRELERI KULTURUNUN YETERSIZ KALDIGI

DURUMLAR

Glia htcrelerinin in vitro ¢aligmalarda kullanilmasinin yanustra yetersiz kaldigi durumlar
da bulunmaktadir. Oncelikle immatir beyin dokusundan elde edilerek
hazirlanmaktadirlar, kiltlir ortamundaki matiirasyonun derecesi in-vivo ortamdakine
paralel olmayabilir. Morfolojik ozellikleri kullanilan besiyeri ortamuna bagh olarak
degisebilmektedir, bu da mattrasyon kriterlerinin yansitilmasinda bir engel olusturabilir.

Bu nedenle, in vivo ortamu tam olarak yansitmadigi akilda tutulmahdir.

Noronlarin alt tipleri biyokimyasal ve morfolojik kriterlerle kiiltiir ortamlarinda daha
kolay ayirt edilebilirken glia hiicresinde bu aynm daha zordur Baz 6zellikleri
noronlarla iligkili olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ornegin aksonlarla birlikte bulunan

ve bulunmayan Schwann hiicrelerinin &zelliklerinin farkli oldugu gosterilmigtir (11).

IV. ISKEMI-PH ILISKISI

Iskemi, doku kanlanmasmin yetersizliji olarak tammlanmaktadir. Cok kisa sireli
oldugunda ¢ok az patolojik bulgu verebilir veya hig vermeyebilir. Iskemik bolgenin
sadece oksijenlenmesi bozulmakla kalmaz, ortamda gerekli enerji gikozun anaerobik

yolla laktata yikilim ile elde edilir; laktik asit gibi metabolitlerin uzaklastirilmast da
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sekteye ugrar ve asidozis (laktik asit birikimi) meydana gelir (24, 39, 40). Iskemi
strasinda hiicre dis1 ve hiicre i¢i pH diser (32, 53). Preiskemik hiperglisemi asidozu

daha da artirir (24).

Global veya fokal olarak olusan iskemi asidozis ile birliktedir. Asidozis sitotoksik beyin
odemi olusumuna ve noéron ve glia hiicrelerinin geri dontigiimsiiz hasarina yol agabilir
(16). Bu hasar asit ortama maruz kalinan siireye ve ortamin pH derecesine bagli olarak
degisir (16, 39). Iskemik hasann olusumunda asidoz, eksitatér amino asit ve oksijen

radikalleri ile birlikte rol oynar (64).

V. HUCRE OLUMU/CANLILIGININ BELIRLENMESINDE

KULLANILAN BASLICA TEKNIKLER

Bu yontemlerin ¢ogu hiicre olumi/canlilifinin direkt olarak olgiilmesinde ziyade
olimii/canliigi  belirleyen indirekt yontemlerdir. Agagida belirtilen = gekilde

gruplanabilirler (12):

Membran biitiinliigiiniin saptanmasina dayanan testler ( En sik kullalan

yontemlerdir)

e Cr salgilanmas; *'Cr ile isaretlenen sitoplazma proteinleri hiicre olimii ile agiga
cikar,

¢ Enzim salgilama testleri; LDH gibi sitoplazma enzimleri hiicre 6liimii ile agiga ¢ikar.
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e Boya reddetme (exlusion) testleri; membran butinligl bozulan hiicreler ortamdaki
tripan mavisi, eozin Y, nigrasin vb boyalart i¢ine alir.
Respirasyon (oksijen kullanimi) ve glikolizi (oksijen iiretimi) belirleyen testler,

olusan metabolitlerin degisme hizinin saptanmasina dayanir.

Radyoizotop isaretli metabolitlerle yapilan testler; radyoaktifle isaretlenen
metabolitler olgiiliir,. Niikleotidler, fosfat, glikoz, amino asit ve kalsiyum

radyoizotoplarla isaretlenebilir.
Protein saptanmasi; hiicre protein igeriginden hiicre sayisi saptanabilir.

Kalorimetrik testler, protein igerigi (metilen mavisi, silforodamin B), DNA igeirgi,
lizozom veya golgi aktivitesi, enzim aktivitesi (hegzosomidaz, mitokondri siiksinat

dehidrogenaz) 6lgtimiine dayanir.
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GEREC VE YONTEM

L. KULTUR ONCESINDE YAPILAN HAZIRLIKLAR

Kullanilan Arag ve Gerecler

o Cam malzemeler: Sise (100 mi), beher (125 ml), erlanmeyer (125 ml) ve pipetler (10
ml, 5 ml, pastor pipeti), hemositometre (Neubauer)

e Metal malzemeler: Siizgeg (Por ¢ap1: 80 um), makas, pens ve bistiiri

e Plastik kaplar: Petri kaplan (60 ve 35 mm), filtrasyon kaplart (250 ve 125 ml),
santrfiyj tiipleri (50 ve 15 mi)

¢ Filtrasyon kagidi (por ¢ap1: 0.2 pm)

¢ Enjektor (10 ve 1 ml)

Gereclerin Temizlenmesi

Hiicre kiltirinde kullamlan malzemelerin tiimii steril olmalidir. Cam malzemeler
K,Cr,0;7 ve H, SO, igeren solusyonun iginde 12-14 saat bekletildikten sonra gesme
suyu ve distile suyla 3 er defa yikanmugtir. Yikanan malzemeler 100 °C de otoklav ile

kurutulduktan sonra aliminyum folyo ile kaplanmistir. Otoklavda 100 kPa basingta 150
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°C de 1 saat siire ile sterilize edilmigtir (Sterilizasyon indikator ile belirlenmigtir). Metal
malzemeler %80 lik etanolde 12 saat bekletilerek sterilize edilmistir. Plastik malzemeler

steril olarak temin edilmistir.

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

e Etanol (%80)

o Besiyeri: Hazir besiyeri olarak DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-
Sigma 5546) kullanilmugtir.

e Fetal Dana Serumu (FCS): Sterii FCS (Biological Instrument-285013)
kullandmugtir.

e Tripsin solusyonu (%0.25): Steril tripsin solusyonu (Biological Instrument-635515)
kullamlmugtir.

e Penisilin-streptomisin solusyonu (10 000 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin
Biological Instrument-705705)

e L-Glutamine (Seromed K0281)

Uretim Besiyerinin Hazirlanmas:

Uretimde kullanilan besiyeri DMEM + %10 inaktive edilmis Fetal dana serumu
icermektedir. Bu ¢ozeltiye %1 oraninda antibiyotik solusyonu ve 2 mM L-glutamin

eklenmistir. Cozelti kullanimdan hemen 6nce 0.2 pum lik filtre kagidindan gegirilmigtir.



II. PRIMER HUCRE KULTURUNUN HAZIRLANMASI

Kultir galigmalart steril kogullar gerektirmektedir. Bu nedenle tiim deneyler steril

kabinde gergeklestirilmigtir. Kabin sterilizasyonu ultra viole 1sik ile saglanmaktadir.

Hiicrelerin Elde Edilmesi

Caliymada yenidogan (d1-d2) Sprague Dawley siganlar kullamlmugtir. Siganlar Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi, Deneysel Cerrahi ve Arastrma , Hayvan Uretim ve Bakim

Merkezinden temin edilmistir.

Yeni dogan siganlar % 80 lik alkolle temizlenerek bag kisimlan makasla gévdeden
ayrdmgtir. Kafa derisi pens yardimuyla styrilarak kafatasi agilmugtir. Beyinler total

olarak gtkartip DMEM igeren bir petri kabina aktarilmugtir.

Beyinlerin frontal korteks bélgeleri bistiri ile ayrilarak iginde DMEM bulunan baska

bir petri kabina aktarilmustir. Beyin zarlan ve kan damarlan uzaklagtirilmugtir,

Toplanan dokular makas ve pastor pipeti yardimiyla daha kiigiik pargalara ayirilarak bir

santrflyj tiipiinde toplanmugtir.

Santrflyj tiiptine % 0.25 lik tripsin solusyonundan %5 oraninda eklenmistir. Cozeltideki

hiicreler 37 °C de 15 dakika bekletilerek enzimatik aynigtirmaya ugratilmustir.

Cozelti oda 1sisinda 2000 rpm hizda 5 dakika siireyle santrfiije edilmistir. Santrfiij
sonrasinda st kisimda kalan sivi uzaklastinlmstir. Sedimente DMEM eklenerek

pipetle karigtirlmugtir.
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Solusyon siizgegten gegirilmistir (por ¢apt: 80 um). Siiziilen ¢ozelti bagka bir santrfiyj

tiiplinde toplanmugtir.

Hiicre ¢ozeltisindeki hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla hiicreler hemositometrede
saytlmistir. Saymm igin hemositometre 15tk mikroskobuna yerlestirilmig, 1 mm® lik
alandaki hiicreler sayilmustir. Bu say1 10* ile garpilarak ¢ozeltinin mililitresindeki hiicre

sayisi hesaplanmustir.
Hiicrelerin Ekilmesi

Hiicre sayim yapildiktan sonra hiicre gozeltisi 2x 10° hiicre/ml olacak sekilde iireme
besiyeri ile sulandirilmistir. Hazirlanan suspansiyondan 35 mm.lik petri kaplarina 2 ml
konulmustur. Her ekim deneyinde petri kaplarindan birinde glia hiicresinin belirlenmesi
amaciyla steril lamel bulunmaktadir. Petri kaplan %97 nemli hava, %5 CO, igeren

inkiibatérde 37°C de inkiibe edilmigtir.
Hiicrelerin Yasatilmasi

Inkiibatérde bulunan petri kaplart her giin invert mikroskop ile kontrol edilerek,
hiicrelerin buyilimeleri izlenmistir. Besiyerleri 2-3 giin arayla degistirilmigtir. Kontamine

olan petri kaplan inktibatorden uzaklagtirilmgtir.

Hiicrelerin glia oldugu 11-12. giinlerde bu hiicrelere 6zgii Glial Fibriler Asidik Protein
(GFAP) ile boyanarak belirlenmistir. Bityiimelerini ve gogalmalarini tamamlayarak tek
tabakali hiicre toplulugu olusturan kiiltiir hiicreleri 16-18. giinlerde sitotoksisite

deneylerinde kullanimustir.
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Besi yerinin
degistirilmesi

|

Matiir Hiicre Toksisite
Boyanmasi Deneyleri

Sekil 2. Doku Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi
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I1I. IMMUNOHISTOKIMYA

Uretilen hiicrelerin glia oldugunun belirlenebilmesi amaciyla lamel tizerinde yetistirilen
hiicreler ekimden itibaren 11-12. giinlerde Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)

antikoru ile boyanmustir. Boyanan hicreler fotograflanmustir.

Kullanilan malzemeler

o GFAP antikoru (Sigma-G9269) antikoru: Glia hiicrelerinde bulunan Glial Fibriler
Asidik Proteine spesifik bir antikordur. Insan beyninden elde edilen saflastirilmus
GFAP immunojen olarak kullanilarak tavsanda antiserum gelistirilmistir.
Antiserumda bulunan IgG fraksiyonu kromotografile saflagtirilmstir.

e Paraformaldehit (%3)

e PBS (fosfat tamponu + % 0.09 NaCl solusyonu)

o Sekonder antikor (Peroksidaz ile konjuge edilmis antikor)

e DAB (Diaminobenzidin yikama tamponu, pH: 7.4)

e H0,

e Tris tamponu (Tris HCL, pH: 7.4)
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Immunolojik Boyama

I¢inde lamelin bulundugu petri kabindaki besiyeri aspire edilmistir. Hucreler PBS

tamponu ile yikanarak paraformaldehitle oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilerek

sabitlenmistir.

Sabitlenen huicreler tris ile yikanmug ve hiicre tizerini kaplayacak sekilde primer antikor

eklenmigtir. Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.

Hucreler tris ile yikanarak hiicre izerini kaplayacak sekilde sekonder antikor

eklenmigtir. Oda sicakhiginda 1 saat inkiibe edilmistir.

Hiicreler tris ile yikanarak %1 lik H,O, iceren DAB solusyonu eklenmistir. Oda

sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir.
Tris ile yikama yapilmugtir.

Petri kabinda pens ile kaldirilan lamel %1 lik gliserol ile lama yapistirilmus, mikroskopta

goriintilemeye hazir hale getirilmistir.
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PBS ile Yikama

Paraformaldehit ile
Fiksasyon

——— — Yikama (Tris)

{ Primer Antikor ]

Eklenmesi

—— — Yikama (Tris)

Sekonder Antikor J

Eklenmesi

—— — Yikama (Tris)

H,0, ile Inkiibasyon

|:> Yikama (Tris)

Mikroskop
Altinda Goriintiileme

Sekil 3. immunohistokimyasal Gériintiileme



IV. MIKROSKOP GORUNTULEME YONTEMI

Petri kabinda bulunan hiicreler Olympus BX-50 15tk mikroskobunda (20X, 40X, 100X
giiclii objektifler ile) CCD renkli kamera (JVC Corp.) ile goruntilenmistir. Kamerada
olusan gorintiler Video Blaster SE100 (Creative Labs) video sayisallastirma karti ile
bilgisayara aktarilmugtir. Bilgisayara kaydedilen gérﬂntﬁlerin sayfa diizenlemesi
Photoshop (Adobe Corp.) goriintii diizenleme programi ile yapilmigtir. Photoshop
programinda gorintiiler lizerinde parlaklik ve kontrast ayarlari yapildiktan sonra
Tektronix Phaser 480X (Tektronix Corp.) dye sublimation printerda basilmis, renkli

fotokopi ile goZaltilmusgtir.

V. SITOTOKSISITE DENEYLERI

Toksisitenin Olusturulmas:

16-18 ginliik kiltiir hiicrelerinin besiyeri ortamlari (normal kosullarda pH: 7.4+0.1)
ayni organik ve inorganik maddeleri igeren daha diigiik pH’li besiyerleriyle (pH: 6.5+
0.1, pH: 6.0+ 0.1, pH: 5.5+ 0.1, pH: 5.0+ 0.1, ve pH: 4.5+ 0.1) degistirilmistir. Besi
yeri pH lar1 IN HCL ile dasiiralmis, 6l¢iim Jenway 3020 pHmetre ile yapilmistir. Bu
pH degerlerinde hiicreler 10, 30, 60 ve 120 dakika siireyle %5 CO,, %97 nem iceren

inktibatorde 37 °Cde inkiibe edilmigtir. Asit ortama maruz birakilan hiicre kultiirlerinde
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sitotoksisite birbirine paralel iki deneyle saptanmustir. Olusturulan gruplar tabloda

gosterilmistir.

pH: 7.4+ 0.1 | pH: 6.5+ 0.1 | pH: 6.0+ 0.1 | pH: 5.52 0.1 | pH: 5.0+ 0.1 | pH: 4.5£ 0|
10 dakika | 10 dakika | 10 dakika | 10 dakika | 10 dakika | 10 dakika
30 dakika | 30 dakika | 30 dakika |30 dakika | 30 dakika | 30 dakika
60 dakika | 60 dakika | 60 dakika | 60 dakika | 60 dakika | 60 dakika
120 dakika | 120 dakika | 120 dakika | 120 dakika | 120 dakika | 120 dakika

Tablo I: Deney Gruplan

V a.TRIPAN BLUE BOYAMASI ILE TOKSISITE TAYINi

Kullanilan Malzemeler

o Tripan Blue solusyonu (%0.4; Sigma T6146)

¢ Tripsin solusyonu (%0.25)

PBS

Santrflyj tiipt (15 ml)

Hemositometre (Neubauer)




Membran bitiinliigini  kaybeden olii hiicreler ortamdaki boyayr aldiklarindan
mikroskopta koyu renkte gorinmektedirler. Canliligini siirdiiren hiicreler parlak renkte

goruniirler. Olii hiicrelerin tiim hiicre sayisina orant 6lii hiicre yiizdesini verir (30).

Farkh surelerle farkli pH ortamlarina maruz birakilan hiicreler (bkz tablo ) inkiibatérde
| saat siireyle normal inkiibasyon besiyerlerinde inkibe edilmislerdir. Ortama tripsin
eklenerek ylizeye yapisan hiicreler ayirilmuglardir. Hiicre g¢ozeltisi santrfilj tiibiine

aktarilarak 1000 rpm hizda 5 dakika stireyle sanrfiij edilmistir.

Ust kisimda kalan sivi atilmig ve sediment 1 ml PBS ile sulandmilarak iyice
kanstinlmustir. Bu hiicre ¢ozeltisi %10 oraninda Tripan blue ¢ozeltisi ile karigtinlmustir.

Oda sicakliginda 4 dakika inkiibe edilmigtir.

Hemositometrede canli (boyanmamg) ve 6li (boyanmug) hiicreler sayimugstir. Canh

hiicre orant agagidaki formille hesaplanmstir:

Canli hiicre sayisi

Canli Hiicre Oram (%) = x 100

Canl: hiicre say1s1 + Ol hiicre sayis
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V b. LAKTIK DEHIDROGENAZ (LDH) OLCUMU iLE TOKSISITE TAYIiNi

Kullanilan Malzemeler

e LDH kiti (NADP ve KHPO4 tamponu Sigma-LD-P kiti),
e Sodyum piruvat solusyonu

e Spektrofotometre (Philips PU 8600)

LDH, hiicre membram bitinlaginin bozulmastyla ortaya ¢ikan sitoplazmik bir
enzimdir. Kiltlir besiyerine salgtlanan LDH miktar1 hiicre éliim oranim verir (31 ).
LDH, NADH (Indirgenmis Nikotinamid dinukleotid) varhginda piruvat: laktata
doniistirmektedir. Bu yontemde enzim aktivitesi, ortamda bulunan NADH 1n NAD
(Nikotinamid dinukeotid)’ e oksidasyonunun spektrofotometrik olarak 340 nm de

olgiilmesiyle bulunur (66).

Farkli pH degerlerindeki ortamlara farkli siirelerde maruz birakilan hiicreler (bkz tablo)
24 saat siireyle normal pH It besiyerinde %5 CO,, %97 nemli hava igeren inkﬁbatérde
37°C de 24 saat inkiibe edilmiglerdir. Hiicrelerin bulundugu besiyerlerinden 0.5 ml, 0.2
mg NADH, 1 ml fosfat tamponu ve 0.1 ml sodyum piruvat ile vortekste karistirilarak
kuartz spektrofotometrik kiivetine aktarlmustir. Absorbans degisikligi 30 saniye
arabkla 3 dakika boyunca okunmustur. Absorbans degisikliginin lineer oldugu aralik

AA olarak belirlenmigtir.
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LDH aktivitesi Unite/ml cinsinden agsagidaki formiille hesaplanmustir:

A Absorbans x Is1 diizeltme faktori
0.001 x 0.05 x Istk araligi(cm)

Serum LD (Unite/ ml) =

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu c¢alismada bulgularin degerlendirilmesinde SPSS Inc V6.1 istatistik programi
kullamlmustir. Verilerin degerlendirilmesi i¢in iki yonlii ve tek yonli ANOVA ile

Duncan’s multipl range testi uygulanmugtir.
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BULGULAR

Bulgular 3 grupta toplanmustir:

I. Primer glia kiiltiriinin (mikst) elde edilmesi

II. Glia kultirinde asiditenin yol agtigt toksisitenin Tripan Blue reddi deneyi ile
gosterilmesi

MI.Glia kalturinde asiditenin yol agtigi toksisitenin LDH enzim aktivitesi ile
gosterilmesi

I. Primer glia kiiltiiriiniin elde edilmesi:

Sigan beyin dokusundan elde edilen hiicre suspansiyonu ml. de 2x10° bulunacak sekilde
tretim besiyeri ile suléndmlrms ve 35 mm” lik petri kaplarina 2 ml konulmustur. Her
ekim sirasinda kaplardan birinde glia hiicresinin saptanmasi igin lamel konulmustur.
Invert mikroskopla hiicrelerin gelisimi her giin gozlenmis, 2-3 giin arayla besiyeri
degistirilerek glia hiicrelerinin tek tabaka olusturacak sekilde buyiimeleri izlenmistir
(Sekil 4). Hiicrelerin glia oldugu, lamel iizerinde gelisen hiicrelerin bu hiicreler icin
spesifik Glial Fibriler Asidik Protein ile immunohistokimyasal yéntem kullanarak
boyanmas: sonucu tesbit edilmisitr. Sekil 5 ve Sekil 6 da GFAP-ile boyanmus farkli
tipteki glia hiicreleri goriinmektedir ( ZbX, 40X ve 100X buyutmeyle gorintileme

yapilmustir).
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Sekil 4: Invert Mikroskopta Glia Hiicreleri
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Sekil 5: GFAP + Glia Hiicreleri
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Sekil 6: GFAP + Glia Hiicreleri
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II. Tripan Blue reddi deneyi ile toksisitenin gosterilmesi:

Biiyiimesini tamamlayan glia kiiltiir hiicreleri 17. giinde farkli pH ortamlarina (pH: 7.4
+0.1, pH: 6.5+ 0.1, pH: 6 £ 0.1, pH: 5.5 = 0.1, pH:5 £ 0.1, pH: 4.5 = 0.1 ), farkli
strelerle (10 dk., 30 dk., 60 dk., 120 dk. ) maruz birakilmuslardir (n=5). Asiditeye

maruz kalan ortamdaki canli hiicre yiizdesi, tripan blue boyamas! ile saptanmugtir.

Kontrol kiiltiirlerinde Hiicre Canliligt % 93.5 £+ 1 dir. Tiim gruplar ele alindiginda pH
degisikligi (F135,5=527,53; p<0.001) ve bu ortamlara maruz kalinan stire (F1353=270,13;
p<0.001) hiicre canliliginda Onemli ol¢ide azalma yaratmaktadir (Sekil 7). pH

degisikligi ile uygulama siirest arasinda etkilesim vardir (F3s,15=53.40; p<0.001).

pH: 6.5 = 0.1 degerli ortama maruz birakilma hiicre canliliginda 120 dakikaya kadar

onemli bir azalma yaratmamugtir (Sekil 8).

100 +

90 +

80 T

60 +

Canh Hiicre (%)

50 +
——pH: 7,4
L ~a—-pH: 6,5
40 -

']
L

30

0 10 dk 30 dk 60 dk ’ 120 dk
SURE

Sekil 8: pH: 6.5 + 0.1 degerli ortamda hiicre canlihiginin siireye gére degisimi
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Sekil 7: Asit ortamun Yarattigi Toksisite
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pH: 6 + 0.1 degerli ortama maruz birakilma hiicre canlihginda 30 dakikaya kadar
onemli bir azalma yaratmazken, 60 ve 120 dakika siireyle maruz kalma hiicre

canliliginda 6nemli bir azalma yaratmaktadir (p<0.05) (Sekil 9).

100 =
T bd
________ ‘_______-__ v\t——"_“
90 =+ T
Tl e &
* *
— 80 =
2
2 704
O
z
= 60 -
=
]
© 50+
—e—pH: 7,4
40 + —a=pH: 8
30 ' : ; g
0 10 dk 30 dk P ot
SURE

Sekil 9: pH: 6.0 + 0.1 degerli ortamda hiicre canliliginin siireye gére degisimi

pH: 5.5 = 0.1 degerli ortama maruz birakilma hiicre canliliginda 10 dakikaya kadar
onemli bir azalma yaratmazken 30, 60 ve 120 dakika siireyle maruz kalma hiicre

canhlifinda 6nemli bir azalma yaratmaktadir (p<0.05) (Sekil 10).

100 =
______ I bd - S 4
80 4+ TTTm—-- T, .
* \\\~
. 80 <4 Ssal
é \~{\‘
@ 4 Tl
g 70 * ‘\"“‘-I
I 604 *
c
<
O 50 4
—e—pH: 7,4
40 = —a-=pH: 5,5
30 { 4 + -|
0 10 dk 30 dk 60 dk 120 dk
sURE

Sekil 10: pH: 5.5 + 0.1 degerli ortamda hiicre canhiliginin siireye gore degisimi
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pH: 5 + 0.1 degerli ortama 10 dakika sireyle, 30 dakika sureyle, 60 dakika sureyle ve
120 dakika siireyle maruz kalma hiicre canlihginda 6nemli bir azalma yaratmaktadir

(p<0.05) (Sekil 11).

100 -
F 3. b - J
80 4+ | TTmm—ee S
*\\\\
. 80 + .
= S
— \\
o 70 4+ S
S S
z s04 TSN
= \\~
] ~.o
O 504 S
—e—pH: 7,4 * =
40 == —=—-pH:S *
30 $ } $ |
0 10 dk 30 dk 60 dk 120 dk
SURE

Sekil 11: pH: 5.0 + 0.1 degerli ortamda hiicre canhihiginin siireye gére degisimi

pH: 4.5 + 0.1 degerli 10 dakika siireyle, 30 dakika siireyle, 60 dakika siireyle ve 120
dakika streyle maruz kalma hiicre canlilifinda 6nemli bir azalma yaratmaktadir

(p<0.05) (Sekil 12).

100
~~~~~ 3 I e S 4
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Sekil 12: pH: 4.5 £ 0.1 degerli ortamda hiicre canlilifinin siireye gore degisimi
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ITI. LDH aktivitesi ile toksisitenin gosterilmesi:

Biiyimesini tamamlayan farkli grup glia kultir hicreleri 17. giinde farkli pH
ortamlarma (pH: 7.4 £ 0.1, pH: 6.5 £ 0.1, pH: 6 £ 0.1, pH: 5.5+ 0.1, pH:5 £ 0.1, pH:
4.5+0.1 ), farkh sirelerle (10 dk., 30 dk., 60 dk., 120 dk. ) maruz birakimislardir
(n=5£2). Asiditeye maruz kalan ortamdaki hiicre olimii LDH aktivitesi ile

saptanmuigtir.

Kontrol kiilttirlerinde LDH aktivitesi 311.5 £ 45 U/ml dir. Tim gruplar ele alindiginda
pH degisikligi (Fs;5=68,69; p<0.0001) ve bu ortamlara maruz kalinan siire
(Fg23=19,18;, p<0.0001) ortamin LDH aktivitesinde Onemli o&lgiide azalma
yaratmaktadir. (Sekil 13). pH degisikligi ile uygulama siiresi arasinda etkilesim vardir

(Fs2,15=3.23; p<0.001).

pH: 6.5 £ 0.1 degerli ortama maruz birakilma 120 dakikaya kadar LDH aktivitesinde

onemli bir arti yaratmamugtir (Sekil 14).

1000
200
800
700
600
500
400
300
200
100

LDH Aktivitesi (U/ml)

Sekil 14: pH: 6.5 = 0.1 degerli ortamda LDH aktivitesinin siireye gére degisimi



LDH TOKSISITESI

37

-

5EE3

°cgg8 T
BEDNO

| N I ) 1
« 0 LI L L)
 © O O O O O oo © o o
S 8§38 88 § 8 § 8
- -

;

(lwyn) 1sayamiy HA
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pH: 6 + 0.1 degerli ortama maruz birakilma 120 dakikaya kadar LDH aktivitesinde

onemli bir artig yaratmamugtir (Sekil 15).

LDH Aktivitesi (U/mi)

1000
900
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700
600
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Sekil 15: pH: 6.0 + 0.1 degerli ortamda LDH aktivitesinin siireye gére degisimi

pH: 5.5 + 0.1 degerli ortama 10 dakika siireyle, 30 dakika siireyle, 60 dakika siireyle ve

120 dakika siireyle maruz kalma LDH aktivitesinde énemli bir artig yaratmaktadir

(p<0.05) (Sekil 16).

LDH Aktivitesi (U/ml)
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Sekil 16: pH: 5.5 + 0.1 degerli ortamda LDH aktivitesinin siireye gore degisimi
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pH: 5 + 0.1 degerli ortama 10 dakika stireyle, 30 dakika siireyle, 60 dakika stireyle ve

120 dakika siireyle maruz kalma LDH aktivitesinde onemli bir artig yaratmaktadir

(p<0.05) (Sekil 17),

LDH Aktivitesi (U/ml)

Sekil 17: pH: 5.0 = 0.1 degerli ortamda LDH aktivitesinin sireye gore degisimi

pH: 4.5 £ 0.1 degerli ortama 10 dakika siireyle, 30 dakika siireyle, 60 dakika siireyle ve
120 dakika slireyle maruz kalma LDH aktivitesinde énemli bir artig yaratmaktadir

(p<0.05) (Sekil 18).”

1200 ~
——pH: 7,4
—=—pH: 4,8 *

1000 =+
800 +
600 -

400 ~

LDH Aktivitesi (U/ml)

200 +

0 10 dk 30 dk §0 dk 120 dk
SURE

Sekil 18: pH: 4.5 £ 0.1 degerli ortamda LDH aktivitesinin siireye gore degisimi
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TARTISMA

Sinir sisteminin heterojenligi nedeniyle glia hiicreleri, in vivo kosullarda néronlara gére
¢ok daha zor galigilan bir hiicre grubudur. Néronlar i¢in kullamlabilen elektrofizyolojik
tekniklerin, lezyon ¢aligmalanmn gliaya uygulanamamasi aragtirmacilan in vitro
¢aliymalara yonlendirmistir (11). Primer htcre kilttrleri in vivo ortamlarla biiyiik
benzerlik gosterir, bu ozellikler bir ¢ok caligmayla gosterilmistir: glia hiicrelerinin
negatif membran potansiyeli ve katyon (Na', K") transportu 6zelliginin in vivo glia
hicreleri ile buyiik benzerlik gosterdigi (28), enerji metabolizmasimn in vivo
ortamdakine benzer oldugu (19), kiiltir glia hiicrelerinde bulunan karbonik anhidraz,
NA'-K" ATPaz, HCO;" ATP az enzimlerinin uyardift ATPaz aktivitesinin, gelisimsel
ve bolgesel olarak in vivo ile uyumlu oldugu (27), kiiltiir hiicrelerinde niikleer
proteinlerin geligiminin in vivo ortamla uyumlu oldugu (52), glutamat ve serotonin geri
alimmin in vivo ile bolgesel benzerlik gosterdigi (1, 29) ve travma sonrasinda astrosit

davranislarinin in vivo ile uyumlu oldugu belirtilmigtir. (10).

Néron ve glia hiicre canlilifinin devam etmesinde ortam pH 1 en 6nemli etkenlerden
biridir. Iskemik beyin hasan iizerinde yapilan ¢aligmalar son yillarda serebral asidozis
konusunda odaklanmugtir. Iskemi sonrasinda kanlanmanmn azalmasina bagli olarak

hipoksinin gelistigi, hipoksik ortamda gerekli enerjinin (ATP), glikozun laktata
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anaerobik yikilimu ile elde edildigi; glikoz kullamminmin arttigi (39) ve laktat Gretiminin
artmastyla laktik asidoz meydana geldigi gosterilmigtir (24). Hipoksik ortamda glikoz
varliginda ATP diizeylerinde ¢ok az diiyme oldugu, hiicrelerin canhiliklarim birkag saat
stirdiirebildigi (63) ve glutamat geri alimi gibi ATP bagimh islevlerin de birkag¢ saat

korundugu belirtilmistir (61).

Iskemi strasinda hiicre disi ve hiicre i¢i pH diigmektedir (32, 53), pH m 6.2- 6.9
arasinda oldugu bu degerlerdg kultiir astroglia hiicreleri birka¢ saat canlilifini devam
ettirebilmektedir (14, 16, 39). Asidifikasyon, ATP nin tiikenmesi ile birlikte ilerleyici
htcre olimiine yol agmaktadir (62). Ortam pH inin daha dustiiga degerlerde canliigin
devam edebilmesi daha kisa siirelerde mimkiin olmustur, pH: 6. 5 oldugunda glia
hiicrelerinin yarisiun canliifim 6 saatte kaybettigi, pH: 5.9 da 2 saatte kaybettigi (39),
hiicre dist pH da daha fazla ditymenin hiicre 6liimiine neden oldugu belirtilmigtir (16,
39). Bizim sonuglanmiz da hiicre canliliinin pH: 6.5 degerinde 2 saate kadar
bozulmadan devam ettigini, pH: 5.0 altindaki degerlerde kisa siirelerde azalmaya

bagladigimt géstermektedir.

Hipoksinin astroglialarda tek bagina minimal hasar yaratirken pH: 6.6-6.2 degerlerinde
7 saatte hiicrelerinin yansiun 6limiine yol agtifi, benzer sekilde tek bagma ATP
diizeylerinde orta dereceli diiyme ( 30 dakikada %70) yaratirken bu pH diizeylerinde
biiylik diigmelere yol agtif1 belirtilmistir (62). Hipoksiyle birlikte giden asidozda ATP
tiikenmesine bagl olarak glutamat geri alim da diigmektedir (62). Asidoz normoksik
kosullarda glikolitik hizi azaltmakta ama ATP olusumu devam etmektedir, ATP den
bagimsiz olarak glutamat reseptoriinii etkilemektedir ve glutamat geri alimm

yavaslatmakta, glutamat birikimi de néron 6limiine yol agmaktadir (61).
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Astrogliada hiicre igi pH, hiicre dist pH a paralel olarak dismektedir (39). Hiicre i¢i pH
aktif proton (H+) bosaltimi ve degisim mekanizmalartyla notral degerlere getirilmeye
caligtimaktadir (62). Bu aktif sireg ATP bagimli oldugundan ATP tiikenmesi hicre igi
pH da diismeye neden olmaktadir. Hiicre i¢i pH diigmesi hipoksinin de oldugu durumda

daha fazla hiicre igi pH dismesine yol agmaktadir (62). Hiicre iginde kigik pH

degisiklikleri hiicre canlihginda 6nemli degisikliklere yol agmaktadir (16, 39).

Hiicre i¢i pH 1n diismesi glikolitik hiz ve ATP nin diisme hiziyla paraleldir. Enerji kaybi
hiicre i¢i asidoza, hiicre igi asidoz enerji kaybina yol agarak bir kisir dongii olusumuna

ve astroglia hiicrelerinde 6lime yol agmaktadir. (62).

In vivo ortamda iskemi sonrasinda in vitro ortamdan farkh olarak reperflizyon ile
lokosit invazyonu, endotel hasari ve reperfiizyon hasart meydana gelmektedir, kilttr
ortaminda néron ve mikroglia gelisimi de yoktur, buna ragmen hipoksi ve asidoza

maruz birakilan kiiltiir hiicrelerindeki degisiklikler in vivo ortamla paraleldir (62).

Iskemi sirasinda gliada hiicre i¢i pH diigmektedir (32), diigiik hiicre igi pH hiicre
oliimiine yol agmaktadir (16). Mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte, hiicre igi
asidozun, demir iyonunun katalizledigi serbest radikal olugmunu artirdigi, bunun da
lipid peroksidasyonu ile hiicrenin membran yapisit bozdugu (47), dusiik pH degerleri
proteinlerin ve nukleik asitlerin denatlirasyonuna yol agabildigi (24), asidozun Na'/H'
ve CI7THCO3" degisimini uyararak hiicrenin gigsmesine yol agtig1 (28) one siiriilmektedir.
Aym zamanda mitokondrial enerji metabolizmasimin inhibisyonu ile iskemi sonrasi
metabolik iyilesmeyi (18) engellemektedir. Mekanizmasi bilinmemekle beraber iskemi

sirasinda astrositlerden eksitator amino asit salgilandif gosterilmistir (42).
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Astroglia hiicreleri K™ fazlaligim uzaklagtirarak ve doku pH it stabilize ederek
noronlart korumaktadir (26, 28). Bu hiicreler asidoz sirasinda proton gukuru gibi rol
oynamaktadir (32). In vitro pH diistigiinde astroglia hiicreleri de asidifiye olarak (35).
pH: 6.0 altindaki degerlerde hipoksiye karsi daha hassaslagmaktadir (13, 39, 63), pH:
5.5 altindaki belirgin hasara ugramaktadir (32). Astroglia hicrelerinin asidoza

néronlardan daha hassas oldugu gosterilmistir (13, 16).

Asidozun beyinde yaratti@1 hasar, dozuna baghdir, iskemi Oncesinde goriilen
hipergliseminin iskemiye duyarlihg artirdify, yiiksek glikoz diizeyinin hiicrelerde daha

belirgin hasar yaratti§ gosterilmistir (24).

Inkomplet iskemide hasarin komplet iskemiden daha fazla oldugu (47), bu durum,
glikozun ortamda bulunmasinin anaerobik glikozla daha fazla laktat olusumuna, ve
laktik asidoza neden olmast ile agiklanabilir ¢linkii laktat yogunlugunun yiikselmesi ile
hiicre dis1 ve hiicre i¢i pH da diigme belirlenmistir (18). Laktik asit birikimi katalilik
demiri agifa ¢ikararak serbest radikal olusumuna bu da peroksidatif hasara yol
agmaktadir (47). Iskemik hasarin olusumunda asidoz, eksitator amino asitler, serbest

sitozolik Ca ve oksijen radikalleri ile birlikte rol oynamaktadir (64).

Iskemi sirasinda olusan hasar iizerinde yapilan calismalarda asidozun 6nemli rolii
oldugu bilinmektedir. Asidozda pH: 6.0-5.8 degerlerinde protein sentezinden bagimsiz
olarak immunoreaktivitenin arttig1 (reaktif gliozis) GFAP boyamas: ile gésterilmistﬁ
(43). Anaerobik glikoliz sonucu olugan laktik asit, asidoza yol agmakta, bu da hiicre
metabolizmasmni bozmaktadir (24). Ayrica hipoksi ve asidoz birlikte ve ayri ayn

glutamat geri alimint bozarak néron 6liimine yol agmaktadirlar (60, 61). Néronlar ile
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ilgili bu konuda birgok ¢aligma yapilmis ve asidoza karsi daha direngli olduklar
gosterilmistir (14, 16). In vivo ortamda mikro elektrotlarla yapilan deneylerde kortikal
astroglia hiicrelerinin hiicre i¢i pH degerlerinin (5.3£0.2) hiicre disi ortamdan daha
diisiik oldugu gosterilmistir (32), hiperglisemide de hticre igi pH (5.9£0.1) daha diigiik
bulunmugtur (53). Glia hiicreleri belki bu 6zellikleriyle néronlari hiicre dist pH

diisiikliigiiniin yarattig1 hasardan korumaktadir.

Glia hiicrelerininin de asidoza verdikleri yanit aragtiriimaktadir. Asit ortamun hiicre
volimiinde artiga ve hiicre Slumiine yol agti§i gosterilmistir (16, 22, 39, 54, 595).
Yapilan galigmalarda hiicrelerin verdigi yamtin ortamin pH derecesine ve bu pH
degerine maruz kalinan siireye gore degistigi saptanmustir (16), pH diismesine yol agan
asidin de 6nemi biiyiiktiir, laktik asit gibi organik asitler membrandan gegis hizlar1 daha
fazla oldugundan hucre iginde HCL gibi inorganik asidlerden daha fazla asidifikasyona
yol agmakta (8) ve daha ¢ok hasar yaratmaktadir (8, 13, 16, 39, 55), kontrol
kulturlerinde hiicre canlihi %93 + 6.6 iken laktik asitle yaratilan asidozda hiicrelerin

pH: 4.8, HCL ile yaratilan asidozda pH: 3.8 degerine kadar canliiklarimi devam

ettirebildigi gosterilmistir(16).

Bizim ¢alisma modelimizde HCL kullanilmugtir, pH 1n 4.5 e kadar distiigii degerler 2
saate kadar galigilmustir. Bir bagka ¢aligmada pH 4.1 in altindaki degerlerde 10 dakika
gibi kisa bir siirede hiicrelerin canliifim kaybettigi, HCL ile olugturulan asidozda pH:
4.4 uzerindeki degerlerde ‘10 d?.kikaya kadar gecici degisiklikler oldugu, 24 saat
stirenin sonunda morfolojik yapllar\mm onemli olglide degistigi gosterilmigtir (16).
Bizim modelimizde pH: 5.5 altindaki degerlerde 10 dakikada onemli kayiplar

baglamugtir.



pH 1n 6.5 degerine kadar diismesi kisa siirelerde glia hiicrelerinin 6limiine yol agmadig
gosterilmigtir (64). Bizim sonuglarimiz da bununla uyumludur. pH: 6.4 degerinde 9
saatte hiicrelerin canliligini %30 oraninda kaybettigi, hipoksi ve glikozun veya ortama
laktat (25mM) eklenmesinin hasan artirdig1 gosterilmistir (13). Hipoksi tek bagina veya
glikoz tiketimi ile birlikte glial hasara neden olmaktadir (67). Kortikal astroglial
hiicrelerin kiiltiir ortaminda pH: 6.5-6.0 degerlerinde 1-2 saat surede geri dontgimli
kromatin kiimelenmesi gosterdigi, daha uzun siirelerde geri dontsiimsiiz hasara
ugradigi vurgulanmustir (40). Narasimhan canli hiicre oramnin pH: 5.2 degerinde 3

saatte % 60 oldugunu belirtmigtir (38).

Hayvan modellerinde iskemi sirasinda hiicre dist pH 1 6.5-6.0 degerlerine diistiigii

gosterilmigtir, hiperglisemide daha da disiik degerlere ulagmaktadir (53).

Hiicre canlilifi-toksisite deneyleri gesitli yontemlerle yapilabilir, en ok kullamilan

yontemler Tripan blue reddi, ve LDH aktivitesi 6lgiim deneyleridir (16, 31, 39).

IiIﬁcre dis1 pH 6.8 degerine kadar distiigtinde hiire i¢i pH sabit tutulabilmektedir (39),
ihmli asidoz noronlarda NMDA kanal iletiminin diigmesine neden olarak, néronlar
glutamat norotoksisitesinden korumaktadir (14, 26). Hicre i¢i pH degerinin
diizenlenmesi hiicre digt Na' iyonlarina baghdir, diisik hiicre dist pH degerlerinde
Na'/H" degigimi inhibisyona ugrar bu da sitoplazmik asidifikasyonu takiben hiicre

sismesine iskemi sonrast 6deme neden olmaktadir (22).

pH 1 hiicre diginda 6.8 in altina distigi degerlerde hiicre voliimiinde artig bagladig,
laktik asitin hiicre sigmesine Na*, CI" akimu ile neden oldugu, asidozun derece ve siiresi

arttikga vollimiin arttig1 ve 5.6 altindaki degerlerde buna paralel olarak hiicre 6liimii
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goruldugi saptanmustir (54, 55, 56, 57 ) Hiicre sigmesinin Na'/H™ antiporteri gibi
sistemlerle ilgili oldugu (35) ve Na" ve HCOj; replasmani ile inhibe edilebildigi
gosterilmistir(55). Diiiretikler asidozda aktive olan CI7/ HCO;™ degisim mekanizmasini
bloke ederek hiicre sismesini onlemektadirler (56). Glia hiicrelerinin volim artiginda
aragidonik asitin rolii oldugu ve Na' iyonunun olmadig besiyeri ortaminda hiicre

sismesinin engellendigi gosterilmigtir (57, 58).

Asidoz sirasinda hiicre igi ATP depolarindaki azalma glia hiicre canlihigindaki azalmaya
paralel bulunmustur (39). Farkli gelisim derecelerinde hiicre canlilik deneylerinin
benzer bulunmasi, olgunlagma derecesinin asit ortamdan etkilenmede matiirasyonun
onemli olmadifim gostermektedir (39) Hasar sonrasinda hipotermi uygulamasi

metabolizmay: yavaslatarak canlili1 artirmaktadir (39).
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SONUC

Yeni dogan sigan beyinlerinden elde edilen drneklerle primer mikst glia hiicre kiltiirii
olusturuldu. Hiucreler, serum destekli besiyeri ortamunda, CO, li inkiibatorde
¢ogalmalart kontrol edilerek 16-18 gin boyunca yasatidi. Hiucrelerin buytk
gogunlugunun glia hiicresi oldugu bu hiicrelere 6zgii glial fibriler asidik protein

antikoru ile belirlendi.

Kiiltir glia hiicreleri asit ortamun yarattifi toksisiteyi belirlemek amaciyla kullanild:.
Hicreler farkh siirelerle (10, 30, 60 ve 120 dakika), farkli asit ortamlara (pH: 6.5, 6.0,
5.5, 5.0, 4.5) maruz birakildi. Hangi pH degZerlerinde hangi siirelerle canliliklarim

koruduklan / kaybettikleri iki farkh deney grubunda gésterildi.

Tripan Blue reddi deneyleriyle toksisite 6lgiimii yapilan grupta hiicre canlilifi, kontrol
kulturlerinde %93+1 idi. pH degigikliginin (p<0.001) ve bu ortamlara maruz kalma
siiresinin (p<0.001) hiicre canliligim 6nemli dlgude azalttigim belirlendi. pH diismesine
ve sirenin uzamasma paralel olarak hicre canliliginda azalma gozlendi. pH:6.5
degerinde hiicre dis1 ortama maruz brrakilmamin 2 saate kadar hiicre canliliginda
degisiklik yaratmadigi, pH: 6 degerinde 1 saat, pH: 5.5 degerinde 30 dakika, pH: 5 ve
pH: 4.5 degerlerinde 10 dakika maruz birakilmanin hiicre canliliginda 6nemli azalmaya

(p<0.05) yol agtigin belirlendi.
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LDH aktivitesi ol¢iimii ile toksisite belirlenen grupta kontrol kiiltiirlerinde LDH
aktivitesi 311.5 = 45 bulunmusken benzer sekilde pH degisikliginin (p<0.001) ve bu
ortamlara maruz kalma siresinin (p<0.001) LDH aktivitesini (dolayisiyla hiicre
olimini) énemli 6lgiide artirdigim gozlendi. pH:6.5 ve pH: 6 deSerinde hiicre dist
ortama maruz birakilmann 2 saate kadar LDH aktivitesinde degisiklik yaratmadig:, pH:
5.5, pH: 5 ve pH: 4.5 degerinde 10 dakika maruz birakilmamn ise ¢nemli artisa

(p<0.05) yol agtig belirlendi.

Iki deneyde elde edilen sonuglar birbirine yakindi, asit ortamin yarattig1 toksisite ile
ilgili bu sonuglarin glia hiicre ozellikleri ile ilgili bilgilere bir katki olacag: ve

toksisiteden korunma ile ilgili ¢alismalara yol gosterebilecegi diigiincesindeyiz.
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OZET

Santral sinir sisteminde en genig yer tutan hiicre toplulugu glia hiicreleridir. Uzun yillar
sadece noronlara destek gorevi yaptigt digunilmiistir. Son yillarda birgok 6nemli
fonksiyonunun oldugu anlagimaya baglamugtir, Kiltiir ortaminda yapilan galismalarda,
glia hiicrelerinde goriilen 6zelliklerin in vivo ortamla benzerligi ortaya konmustur. Bu
da aragtirmacilari, hiicre davramglaninin daha kolay kontrol edilebilecegi kiiltiir

¢alismalarina yonlendirmigtir.

Serebral iskemi konusunda yapilan ¢aligmalar, ortaya ¢ikan doku hasarinda asidozun
onemli rol oynadigmm gostermistir. Bu galiymada ortam pH indaki diigmenin glia
hiicrelerinin canliliftna etkileri, tripan blue reddi deneyleri ve LDH aktivitesi 6lglimii ile
aragtinlmugtir. Kullamlan besiyerindeki pH de@erinin diigmesi hiicrelerde 6liime yol
agmaktadir. Hiicre 6limi, pH degerlerinin diigmesiyle ve bu pH degerlerine maruz
kalinan siire uzadikga artar. pH: 6.5 degerli ortamda 2 saat boyunca hiicre canhihiginda
onemli bir degisiklik gozlenmezken, 5.5-5.0 altindaki degerlerde 10 dakika 6nemli

oranda hiicre kaybina yol agmaktadir.
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SUMMARY

Glial cells are the most abundant cell population in the central nervous system. For
many years, they were considered only as supporting elements for neurons. In recent

years, it is understood that they also have other important functions.

The studies performed in culture medium have revealed that the glial cell features in
cultures and in vivo are very similar. This has lead the investigators to carry out their

studies in cultured cells where they can easily control the cell behaviour.

The experiments concerning cerebral ischemia have revealed that acidosis has an
important role in tissue damage. In this study, we investigated the effects of the
decrease in the pH of medium on the viability of the glial cells by using trypan blue
exclusion and LDH activity. When the pH of the medium was decreased, the cell death
occured. Cell death increased as the pH decreased and the exposure time increased.
Although there wasn’t any important change at pH: 6.5 for 2 hours, the cells lost most

of their viability at pH values lower than 5.5-5.0, in 10 minutes.
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