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1. GIRiS

Hiicre kiiltiirli caligmalar1 ndéronlarin ayr1 ayri incelenmesine olanak tanimalari,
in vivo ortamdaki bilinmeyen faktdrlerin olmamasi, istenilen farmakolojik ajanlarin
dogrudan uygulanabilmesi ve hiicre digi ortamin daha kolay kontrol edilebilmesi ve
bunlara bagli olarak deneylerin tekrar edilebilirliginin daha giivenilir olmasi1 gibi
avantajlar1 sunmaktadir. Yukarida bahsedilen pek ¢ok {istlinliiklerinden dolayi, gesitli
beyin bdlgelerinden izole edilen ndronlarin Ozelliklerinin incelenmesi icin, hiicre
kiiltiirlerinin kullanimi son yillarda giderek artmaktadir. Primer ndronal hiicre kiiltiirleri
daha ¢ok embriyonik veya erken postnatal donemde alinan dokulardan yapilmaktadir.
Izole hiicre kiiltiirii yapiminda embriyonik dokularin tercih edilmesinin nedenleri
arasinda; bu donemde glia hiicrelerinin az olmasi, daha saf noron kiiltlirii elde
edilebilmesi, hiicreler aras1 baglantilarin ve sinapslarin az olmasi, yasam i¢in daha az
faktorlere ihtiya¢ duymalar1 sayilabilir (Mattson ve ark., 1988; Goslin ve Banker, 1989;
Brewer ve ark., 1993). Eriskin sinir sisteminde ise noronlar arasindaki siki baglarin
bulunmasi, izolasyon sirasinda akson ve dendritlerinin par¢alanmasiyla mekanik ve
metabolik hasarin fazla olmasi, trofik faktorlere daha fazla ihtiya¢ duymalar gibi
nedenlerden dolay1 eriskin noronlarin izole edilip kiiltiirlerinin yapilmasi genellikle
daha zordur. Ancak primer ndron kiiltiirli i¢in embriyonik dokularin kullanilmasi kolay
ve cok yaygin olmakla birlikte, bu sistemler hiicrelerin gelisim asamalarinda olmalari
nedeniyle amaclanan ¢aligsmalar i¢in siklikla uygun olmamaktadir. Embriyonik néronlar
cogu kez fizyolojik, farmakolojik, rejeneratif ve patolojik karakterler bakimindan
eriskin ndronlardan farkliliklar gostermektedir. Bazi durumlarda embriyonik ve eriskin
ndronlar arasindaki bu farklar kalsiyum dinamikleri (Brewer ve ark., 2006), glutamat
norotransmiterine  karst olan duyarliliklar1  (Brewer, 1998) ve mitokondri
fonksiyonlarinda (Parihar ve Brewer, 2007) oldugu gibi c¢ok O©nemli derecede
olabilmektedir. Eriskin hayvanlardan noron kiiltiirleri hazirlamak zor olmakla beraber;
Parkinson hastaligi, Alzeimer Hastalig1, inmeler gibi merkezi sinir sistemi ile ilgili bir
cok oOnemli hastaligin erigkinlerde goriilmesi nedeniyle eriskin noron kiiltiirleri
kullanilarak yapilan ¢alismalar daha fazla tercih edilirler. Erigkin hayvanlardan izole
noron kiiltlirli yapiminin yaklasik 20 yillik bir ge¢misi olmakla birlikte ilk denemeler

cok basarili degildi. Huettner ve Baughman (1986) ile Kaneda ve ark.’nin (1988)



yaptiklar1 ilk caligmalarda embriyonik néronlar iki hafta kadar yasarken, eriskin
merkezi sinir sistemi noronlar kiiltiirlerde sadece saatler igersinde 6lmekteydiler. Son
zamanlarda eriskin hayvanlarda hipokampiis (Brewer, 1997), serebral korteks (Eide ve
McMurray, 2005; Alexanian ve Nornes, 2001), sempatik gangliyonlar (Orike ve ark.,
2001) gibi sinir sisteminin farkli bolgelerinden izole edilen ndron kiiltiirleri basari ile

yapilmaktadir.

Vestibiiler noronlarin 6zellikleri izole hiicre kiiltiirlerinde ¢alisiimamastir.
Vestibiiler sistem fizyolojisi ve patolojisi ile ilgili ¢aligmalar daha ¢ok beyin kesitlerinde
(Sekirnjak ve du Lac, 2002; Him ve Dutia, 2001; Dutia ve Johnston, 1998; Serafin ve
ark., 1991a,b) ve izole tiim beyin preparatlarinda (Babalian ve ark., 1997) arastirilmistir.
Vestibiiler sistem ile ilgili bozukluklar; ozellikle ilerleyen yaslarda c¢ok siklikla
karsilagilan denge problemleri, diigmeler, vertigo, Meniere hastalig1 ve bas donmeleri
gibi toplumun 6nemli bir kismini ilgilendiren rahatsizliklarin altinda yatan nedenleridir.
Vestibiiler sistem temel olarak basin hareketlerini ve pozisyonunu algilar ve bu bilgileri
kullanarak goz hareketlerinin diizenlenmesi, postiiriin saglanmasi ve viicudun
pozisyonunun algilanmasina aracilik eder. Vestibiiler sinyaller labirent igerisinde
bulunan yarim daire kanallar1 ve otolit organlarda yerlesik reseptorlerden alinir ve temel
olarak siiperior, inferior, lateral ve medial vestibiiler ¢ekirdeklere ulastirilirlar.
Vestibiiler sistemle ilgili hiicre kiiltiirii ¢alismalart olduk¢a sinirhidir. Vestibiiler
gangliyon noronlarmin elektrofizyolojik  6zellikleri izole hiicre kiiltiirlerinde
calisilmigtir (Chabbert ve ark., 1997; Lefebvre ve ark., 1991; Rabejac ve ark., 1997).
Genlain ve ark. (2003) ise medial vestibiiler ¢ekirdek néronlariin elektrofizyolojik
ozelliklerini  mikroeksplant  kiiltiirlerinde  ¢aligmiglardir.  Vestibiiler — ¢ekirdek
ndronlarmin izole hiicre kiiltiirleri ise heniiz yapilmamistir. Bu calismada vestibiiler
sistemin bir pargasi olan vestibiiler c¢ekirdek noronlarinin izole hiicre kiiltlirlerin
hazirlanmas1 ve bu kiiltiirlerde néronlarin morfolojik ve elektrofizyolojik 6zelliklerinin
incelenmesi ile, vestibiiler sistem fizyolojisi ve patolojisi ile ilgili olarak yapilacak in

vitro arastirmalara bir altyap1 olusturmasi planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Glinlimiizde yapilan arastirma caligmalarinin  6nemli bir boliimii  hiicre
kiiltiirlerinde gerceklestirilmektedir. Cesitli patolojik durumlarda belli bir maddenin
etkileri yanisira, bir hiicre ya da dokuda iiretilen belirli bir maddenin islevlerini
belirlemek amaciyla belirli bir hiicre serisinden ¢ogaltilan hiicrelerde kullanilarak canli
ortaminda (in vivo) yapilmasi olanaksiz veya zor olan calismalar1 gerceklestirmek
miimkiindiir. Hiicre veya doku kiiltiirii ¢aligmalarinin gegmisi yiiz yila yakin bir siireyi
kapsamaktadir. ilk olarak 1907°de Harrison kurbaga embriyo dokularin1 1913°te Carrel
tavuk embriyo dokularimi kiiltiir ortaminda uzun siire saklayabilmislerdir (Alberts,
1994). Sanford ve ark. (1948) ise, hiicrelerin dokulardan ayrilarak bagimsiz olarak
kiiltiirde yasatilabileceklerini gosterdiler. Bu yillardan sonra hiicre kiiltiirii ¢alismalari

antibiyotiklerin ve tripsinin kullanilmaya baslanmasiyla hizland1 ve giderek yayginlasti.

Doku veya hiicre kiiltiiri genel bir tamimlama ile hayvan veya bitkilerden
hiicrelerin, dokularin veya organlarin ¢ikartilip yasamalar1 ve ¢ogalmalari i¢in suni bir
ortama konulmasidir. Bu suni ortam kabaca uygun bir cam veya plastik kiiltiir kabi ile
hiicrelerin yagami i¢in gerekli besinleri i¢eren bir sividan olusur. Tiim bir organin veya
organin bir parcasinin kiiltliriiniin yapilmasina organ kiiltiirleri ad1 verilirken, hiicrelerin
organ veya dokulardan ayristirilarak ekilmesiyle yapilan kiiltiirlere de hiicre kiiltiirleri

ad1 verilir.

Hiicre kiiltiirii, hiicre biyolojisi ve molekiiler biyolojinin kullandigi baglica
metodlardan biridir ve oldukca genis alanlarda kullanilmaktadir. Temel hiicre
fizyolojisi, hastalik ve hiicreler arasindaki iligkiler, ilaglarin hiicreler {izerindeki etkileri
ve yaslanma gibi model sistemlerde kullanildiklar1 gibi; toksisite testlerinde, kanser
arastirmalarinda, asilarin gelistirilmesi ve iretiminde, biyolojik temelli ilaglarin elde

edilmesinde (insiilin ve hormonlarin iiretilmesi) kullanilmaktadir.



2.1.1. Hiicre Kkiiltiirii cesitleri

Hiicre kiiltiirleri temel olarak iki gruba ayrilabilir; primer hiicre kiiltiirleri ve
stirekli hiicre serileri. Primer kiiltlirler, hiicreler veya dokularin mekanik ve/veya
enzimatik yollarla organ ve dokulardan ayrilarak kiiltiir ortamina konulmasiyla yapilir.
Boylece, elde edilen hiicreler asil kokenlerinin o6zelliklerini yansitmayi siirdiirtirler.
Ornegin, fibroblastlar kollajen salgilamaya, embriyonik kas hiicrelerinden tiiretilen
hiicreler kiiltiir ortaminda kas lifleri olusturarak kendiliginden kasilmaya, sinir hiicreleri
aksonlarin1 uzatarak diger sinir hiicreleriyle sinapslar yapmaya, epitel hiicreleri de
saglam bir epitelin Ozelliklerini tasiyan tabakalar olusturmaya devam ederler. Primer
kilttirler eksplant kiiltiirleri ve izole hiicre kiiltlirleri olarak iki gruba ayrilabilir.
Eksplant kiiltiirlerinde bir parca doku alinip kiiltiire konur ve sonrasinda bu dokulardan
hiicreler c¢ikarak ¢ogalmaya baslar. izole hiicre kiiltiirlerinde ise hiicreler kiiltiire
konulmadan 6nce bulundugu yapilardan mekanik ve/veya enzimatik yollarla ayristirilir
ve bu izole hiicreler sekilde kiiltiire ekilir. Primer hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalan hiicreler
buradan alinip baska Kkiiltiirlere ekilebilir ve cogaltilabilir. Bu sekilde elde edilen
kiiltiirlere ‘sekonder hiicre kiiltiirleri’ denir ve bir seri kiiltiir islemlerinden sonra
‘siirekli hiicre serileri’ elde edilir. Siirekli hiicre serileri genellikle anormal kanser
hiicreleri (6rn. HelLa) ya da transformasyona ugratilmis hiicre serileri olup kdken
aldiklar hiicrelerle pek ¢ok acidan farkliliklar gosterirler. Bu kiiltiirler hiicre siklusunun
kontrolii gibi caligmalardan biiyilkk miktarlarda asilarin ve rekombinat DNA’larin
tiretilmesine kadar farkli alanlarda kullanilmaktadirlar. Bu kiiltlirlerin 6nemli bir
avantaji1 dimetilsiilfoksit veya gliserol gibi uygun kriyoprotektif ajanlarla dondurulabilir
ve uzun siire saklanabilir olmalaridir. Buna karsilik primer kiiltlirlerin 6nemli bir
istiinliigii in vivo ortamdan daha kisa silire once uzaklastirilmis olmalar1 nedeniyle
hiicrelerin dogal yapt ve fonksiyonlarini daha iyi koruyabilmeleridir. Ancak bu
kiltlirlerin hazirlanmasindaki en biiyiik dezavantaj hiicrelerin ayristirilmalari sirasinda
hasara ugramalar1 ve kiiltlirdeki ortamin in vivo ortamdan farkli olmasidir (Alberts,

1994).

Gliniimiizde kiiltiirlerin biiyiik kism1 dokudan ayristirilmis hiicre siispansiyonlari
seklinde yapilmaktadir. Kan hiicreleri ve transformasyona ugramis hiicreler (timor

hiicreleri gibi) ¢ogalabilmek icin bir ylizeye ihtiya¢c duymazlar ve siispansiyon seklinde



kiltiirleri yapilir. Ancak ¢ogu doku hiicreleri siispansiyon ortaminda yasamaya uyumlu
olmayip boliinmek ve c¢ogalmak icin kati bir yiizeye gereksinim duyarlar. Hiicre
kiiltiirleri i¢in bu gereksinim plastik veya cam doku kiiltiir kaplarimin yiizeyi ile
karsilanir. Kandan tiiremis hiicre serileri (16semi ve lenfoma hiicre serileri gibi)
siispansiyon besiyerlerinde liremeye egilimliyken; akciger, bobrek, beyin gibi kati
dokulardan elde edilmis hiicreler bir ylizeye tutunarak tabaka seklinde {ireme
egilimindedirler. Hiicrelerin tiirlerine gore gereksinimleri farkliliklar gostermekle
birlikte ¢cogu hiicre, kiiltiir kaplar1 kollajen ya da laminin gibi 6zel ekstraselliiler matriks

yapilartyla kaplanmazsa tutunamaz, ¢ogalamaz ve farklilagamazlar.

2.1.2. Hiicre kiiltiirii yapiminin temel asamalar:

Hiicre kiltlirii ¢alismalar1 i¢in gerekli temel arag-geregler sunlardir: laminar
akimli kabin, karbon dioksit (CO;) ayarli etiiv, faz kontrast mikroskop, hiicrelerin
tutunma ve hareketlerine olanak saglayacak toksik olmayan, biyolojik olarak inert ve
optik olarak saydam, tek kullanimlik steril plastik veya cam kaplardir. Laminar akiml
kabinler partikiil filtresine sahiptirler. Bu kabinler dikey ya da yatay olabilirler, dikey
olanlarinda siiziilen hava kabinin {istiinden ¢ikarken yatay olanlarinda kullanici
bolgesinden yatay olarak disar1 {iflenmektedir. Kabinlerin kullanim oncesi UV
(ultraviyole, mordtesi) 1sikla sterilizasyonu saglanmalidir. Kullanilan kiiltiir vasatinin
pH’sinin noétral tutulabilmesi ic¢in hiicreler yaklagik olarak % 5 CO;’li ortamda

tutulurlar. Hiicreleri gbzlemek icin de invert faz kontrast mikroskoplar kullanilir.

Hiicre kiiltiirii yonteminin temel agamalar1 sunlardir; 1. Dokunun viicut digina
cikartilmasi, 2. Dokunun parcalanarak hiicrelerin elde edilmesi, 3. Hiicrelerin kiiltiir
kaplarina ekilmesi, 4. Uygun besi ortaminda ve ¢evre sartlarinda inkiibasyonu (Marther,

1998).

Tek bir hiicre tipi hakkinda miimkiin olan en iyi bilgiyi edinmek i¢in o hiicrenin
dokudaki diger hiicre tiplerinden ayrilarak izole edilmesi gerekir. Farkli hiicre tiirleri
doku siispansiyonundan degisik yoOntemlerle ayrilarak (izole edilerek) tipleri

belirlenebilir. Degisik hiicre tiirlerinden olusan bir dokudan tek bir tip hiicreyi ayirmak



icin yapilmasi gereken ilk islem, tiim hiicreleri bir arada tutan hiicre dis1 maddeyi
ayirmaktir. Bunun i¢in doku 6rnegi, proteinleri parcalayan tripsin ve kollajenaz gibi
proteolitik enzimler ve hiicre yapismasinda rol oynayan kalsiyum iyonunu (Ca'?)
baglayan EDTA gibi ajanlarla muamele edilir. Farkli hiicre tiirlerini ayirmak i¢gin
degisik yontemler uygulanabilir. Hiicrelerin fiziksel 6zelliklerine gore; drnegin biiyiik
olanlar kiiciik olanlardan, agir olanlar hafif olanlardan santrifiij edilerek ayrilabilir. En
gelismis hiicre ayristirma yontemlerinden birinde belirli hiicreleri isaretlemek icin
antikor baglanmis bir florasan boya kullanilir. Bdylece isaretlenmis hiicreler
isaretlenmemis olanlardan florasanla aktive olan bir elektronik hiicre ayirici kullanilarak
ayrilabilir. Boyle bir makine saniyede binlerce hiicre ayirabilir ve isaretlenmemis 1000

tane hiicrenin i¢inden florasanla isaretlenmis bir hiicreyi ayirabilecek kadar secicidirler.

Laser 1sm1 kullanarak da mikroskop altinda belli bir hiicre toplulugu
mikrodiseksiyon yontemiyle elde edilebilir. Bu yontem 6zellikle bir timdr dokusunun

cesitli yerlerinden alinan hiicrelerin 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.

Yapilan kiiltliriin amacina bagli olarak hiicreleri ekmek i¢in farkli tipte ve
biiyiikliikte kiiltiir kaplart kullanilabilir. Kiiltiir yapiminin amaci ¢ok sayida hiicre elde
etmek ise, 150 mm c¢apl kaplar veya siseler kullanilabilir. Hiicrelerin ¢ogalmasi arzu
edilmeyip kiiltiirde gelisimleri takip edilecekse 35 veya 60 mm’lik kiiltiir kaplari
kullanilabilir. Immunohistokimya, fotograflama veya elektron mikroskopi amaciyla
kullanilacaklarsa cam tabanli kaplar veya lameller kullanilabilir. Kullanilacak kiiltiir
kaplar1 hiicrelerin yapismalarint kolaylastirmak icin genellikle protein yapisinda bazi
maddelerle kaplanir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlar1 fibronektin, laminin ve
kollajendir. Baz1 kiiltiirlerde bu is i¢in kiiltiir kaplar1 bir tabaka halinde hiicre ile
kaplanir, sonra bunun {izerine esas kiiltiirii yapilacak olan hiicreler ekilir (6rnegin glia

hiicre tabakasi lizerine noronlarin ekilmesi) (Alberts, 1994).

Ekilen hiicrelerin kiiltiir ortaminda yasamlarin1 devam ettirmelerinde en énemli
ve en karmasik faktorlerden biri kiiltiir vasatidir. Kiiltiir vasatindaki besin maddelerinin
yaninda sicaklik, nem, pH, osmolarite, oksijen ve karbondioksit konsantrasyonlari,

biiyiime faktorleri gibi kosullar da onemlidir. Sicaklik genellikle hiicrenin alindigi



ortamdaki sicakliga yakin bir degerdir. Sogukkanli hayvanlardan alinan hiicreler 18-25
°C’de inkiibe edilirken memeli hayvanlardan alinan hiicreler genellikle 36-37 °C’de
inkiibe edilirler. Kiiltiirdeki besin maddelerini temel olarak; aminoasitler, vitaminler,
mineraller ve karbonhidratlar olusturur. Bunlar hiicrelerin biiyiime ve fonksiyonlar1 i¢in
gerekli protein ve diger yapisal elemanlarin yapiminda ve metabolizmanin devam
ettirilebilmesi i¢in gerekli enerjinin saglanmasinda kullanilirlar. Biiylime faktorleri ve
hormonlar hiicrelerin biiyltime hizlarin1 ve islevsel 6zelliklerini belirlerler ve genellikle
kiiltiir vasatina farkli hayvanlardan veya insanlardan elde edilmis olan %5-20’lik serum
olarak katilirlar. Hiicre kiiltiirlerde kullanilan serumun igerisindeki faktorlerin tip ve
miktarlarinin kullanilan serumlar arasinda farkliliklar gostermesi nedeniyle, siklikla
serum yerine tanimlanmis biiylime faktorleri kullanilmaktadir. Kiiltiir vasatlar1 hazir
stvilar  seklinde satin  alinabilecegi gibi kuru toz maddeler halinde alinip
laboratuvarlarda hazirlanabilir. Hazir vasatlarin 6mrii genellikle kisa olmaktadir. Bu
ylzden genellikle vasat icerikleri ayr1 ayr1 hazir satin alinip, kullanilacaklari zaman
kiiltiir vasat1 laboratuvarda hazirlanabilir. Kiiltlir vasatlarinin kiiltiirdeki hiicreleri pH
degisikliklerine karsi koruyan tampon ozellikleri de vardir. Hiicre i¢i ve dist pH,
hiicrelerde iyon dengesinin saglanmasinin yaninda hiicre enzimlerinin optimal
fonksiyon yapmalar1 ve hormon ve biiylime faktorlerinin reseptorlerine baglanmasini
icin de onemlidir. pH’da olusacak kisa siireli degisiklikler bile hiicrelerin apopitoz ile
oliimlerine yol agabilir. Ortam pH’sini1 hiicre tipine gore 7.0-7.4 arasinda tutmak i¢in
genellikle korbondioksit-bikarbonat tabanli tamponlar veya HEPES gibi organik
tamponlar kullanilir. Korbondioksit-bikarbonat tabanli tamponlarin  kullanildigi
durumlarda vasat icerisinde ¢oziinen karbondioksiti ayarlamak i¢in karbondioksit
kontrollii etiivlere ihtiya¢ vardir. Bu etiivlerde genellikle %5 CO; - %95 hava gaz
karisimli hava kullanilarak istenilen pH ve oksijen basinci elde edilebilmektedir. Kiiltiir
vasatinin osmolaritesinin de pek ¢ok maddenin hiicre i¢i ve disinda hareketini etkiledigi
icin kontrol edilmesi gerekmektedir. Osmolarite genellikle vasata ilave edilen tuz ve
glukoz ile ayarlanir. Cogu ticari kiiltiir vasati yaklasitk 300 mOsm olacak sekilde
ayarlanmigtir.  Kiiltir vasatinin osmolaritesi osmometre adi verilen aletlerle
Olclilmektedir. Kiiltliir vasatinin buharlasmasiyla azalmasi sonucu osmolarite artarak

hiicrelerin hasarlanmasina neden olabilir. Buharlasmanin engellenebilmesi ig¢in



genellikle ortam neminin de ayarlanabildigi inkiibatorler kullanilmaktadir (Alberts,

1994).

Kiiltiirlerde ekim yapilmadan once genellikle hiicre sayisi, yogunlugu, 6lii-canl
oranlart belirlenir. Toplam ve canli hiicre sayisini belirlemek i¢in hemositometre
kullanilmaktadir. Bu islemde 6rnek alinip sulandirildiktan sonra hemositometre laminda
hiicreler sayilarak milimetrekiipteki hiicre sayisi hesaplanir. Canli hiicreleri belirleme
yontemleri bazi boyalarla 6lii hiicrelerin boyanirken canli hiicrelerin boyanmamasi
temeline dayanir. Boylece 6lii ve canli hiicrelerin orani bulunur. Tripan mavisi canli
hiicreleri belirlemek icin yararlanilan bu boyalardan biridir. Membran biitiinligi
korunmus canli hiicreler boyay1 almazlar. Olii-canli hiicrelerin belirlenmesinde
kullanilan yontemlerden biri de 6lii hiicre membranlarindan gecerek ¢ekirdegi boyayan

ve florasan bir madde olan propidium iyodiirdiir (Marther, 1998).

2.2. Bilyiime Faktorleri

Biiylime faktorleri hiicrelerin boliinmesini, farklilasmasini1 ve pek ¢ok metabolik
islevlerini etkileyen polipeptid yapida ve suda eriyebilir maddelerdir. Biiyiime faktorleri
cesitli doku ve hiicrelerden salinirlar ve sistemik dolasimda bulunurlar. Etkileri sistemik
olmakla birlikte salindiklart bolgelerde otokrin ve parakrin olarak da etki gosterebilirler
(Tauber ve Tauber, 1987). Biiyiime faktorleri yapilarindaki niikleotid ve amino asit
benzerliklerine gore list ailelere ayrilmislardir (Mercola ve Stiles, 1988). Bu {ist aileler

ve bu ailelere ait biiyiime faktorleri Tablo 1’°de verilmistir.

Biiylime faktorlerinin bir kismi sinir hiicrelerinin gelisimi, farklilagsmasi, akson
ve dendritlerinin belirmesi, hedef innervasyonu, islevsel sinaps olusumu ve néronlarin
hayatta kalmasi ve 6liimiinde belirleyici roller oynamaktadirlar. ‘Norotrofik faktérler’
veya ‘sinir biliylime faktorleri’ adi verilen bu faktdrlerin baglicalari: nérotrofinler
ailesine ait; sinir biiylime faktorii (NGF), beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF),
norotrofin-3 (NT-3) ve norotrofin-4/5 (NT-4/5) olup diger ailelere ait Glial hiicre
kokenli sinir biiytime faktorii (GDNF), Silier norotrofik faktér (CNTF), asidik fibroblast



bliytime faktorii (aFGF), bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), Losemi inhibe edici
faktor (LIF) ve Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) gibi bazi biiyiime
faktorlerinin de sinir sisteminin gelismesi ve fonksiyonunda 6nemli etkileri vardir.
Norotrofinler, diger biiylime faktorlerine gore daha yaygin olarak merkezi ve periferik

sinir sisteminin biitiin sinir hiicre tiplerinde bulunmaktadir (Gun-Moore ve Tavare,

1998).

Tablo 1. Yapilarindaki niikleotid ve amino asit benzerliklerine gore siiflandirilmis

biiylime faktorleri.

Norotrofinler

Sinir biiylime faktorii (NGF)

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF)
Norotrofin-3

Norotrofin-4/5

Glia hiicrelerinden kaynaklanan norotrofik faktorler
Glial hiicre kokenli sinir biiytime faktorii (GDNF)
Norturin
Persefin
Artemin

Sitokinler
Silier noérotrofik faktdr (CNTF)
Losemi inhibe edici faktor (LIF)
Interldkinler

Epidermal biiyiime faktorleri
Epidermal biiylime faktorii (EGF)
Doniistiiriicti biiyiime faktorii-beta (TGFf)
Noregulinler

Mezodermal kokenli biiyiime faktorleri
Asidik fibroblast biiytime faktorii (aFGF)
Bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF)
Platelet kaynakl1 biiytime faktorii (PDGF)

Insiilin benzeri biiyiime faktérleri
Insiilin
Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1)
Insiilin benzeri biiyiime faktorii-2 (IGF-2)




Norotrofik faktorler, noronlarda, kas, bag doku, deri ve bez hiicrelerinde
sentezlenirler. Noronlarda sentez sonrasi bu faktorler govde, dentrit, akson ve akson
terminali gibi pek ¢ok yerden salginabilir. Bu yilizden tek bir néron pek ¢ok nérona, glia
hiicrelerine, kas ve bez gibi hedef dokulara norotrofik faktorleri verebilir (Lessmann ve

ark., 2003).

Norotrofik faktdrlerin 6nemli bir kismini olusturan norotrofinler iki tip membran
reseptoriine baglanarak etkilerini gosterirler. Birinci tip reseptdrler norotrofinlere
yiiksek affiniteyle baglanan ve {i¢ alt tipi olan tirozin kinaz (trk) reseptorleridir. NGF
trkA’ya, BDNF ve NT-4/5 trkB’ye, NT-3 ise trkC’ye baglanir. NT-3 diisiik affinite ile
trkA ve trkC’ye de baglanabilir. Norotrofik faktorler ile trk reseptorleri arasinda az da
olsa capraz etkilesim vardir. Norotrofinlerin baglandigi diger tip reseptdr biitiin
norotrofinlere daha diisiik affiniteyle baglanan p75°dir. Trk reseptorleri akson
biiyiimesi, noronlarin sagkalimlar1 ve hiicre cogalmasi gibi trofik etkilerde dogrudan rol
alirken, p75 reseptorleri trk reseptorleri lizerinde diizenleyici rolleri vardir (Kaplan ve

Miller, 2000).

NGF, embriyolojik gelisme sirasinda sempatik ndronlarin ve duyu ndéronlarinin
hayatta kalmasinda ¢ok 6nemli rollerinin yanisira, yaralanmalardan sonra rejenerasyon
siirecinde aksonlarin dogru hedeflerini bulmasinda da 6nemli gorevler {istlenirler.
BDNF daha ¢ok merkezi sinir siteminde yaygin olup; motor, duyusal ve sempatik sinir
gelisiminde Onemlidir. Sinir hiicrelerini koruyucu etkisi iyi bilinmektedir ve bu
ozelligiyle Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda tedavi edici potansiyeli
bulunmaktadir. NT-3 VE NT-4/5 ¢esitli noron tiplerinden rejenerasyonu tesvik ederler
(Lessmann ve ark, 2003).

Epidermal biiylime faktorleri epitelyal ve fibroblastik hiicrelerde ¢ogalmaya yol
acan mitojenik etkiye sahiptirler. Merkezi sinir sistemi noronlarinda biiylime,
farklilasma ve noéron hasarlarindan sonra sagkalim iizerine etkileri vardir. TGF ile
birlikte sinir sistemi tiimdrlerinin gelisimi dejeneratif hastaliklarda rolleri bildirilmistir

(Plata-Salaman, 1991). Kiiltiirlerde serebral kortikal ve serebellar néronlarin sagkalim
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oranlarii artirdig1 ve norit uzatmalarini tesvik ettikleri gosterilmistir (Yamada ve ark.,

1996).

Mezoderm kokenli biiylime faktorlerinden PDGF’nin fibroblastlar, glial
hiicreler, arteriyel duvar diiz kas ve endotel hiicreleri lizerinde mitojenik etkileri vardir.
Daha cok otokrin bir etkiyle inflamatuar reaksiyonlarda ve yara iyilesmesinde rol
oynarlar. Merkezi ve periferik sinir sisteminin ¢ogu glia ve sinir hiicrelerinde PDGF ve
reseptorleri ifade edilir. Sinaptik iletideki modiilator etkilerinin yaninda ozellikle glial
hiicrelerin proliferasyonu, gocii ve farklilasmasinda 6nemli rolleri vardir (Valenzuela ve

ark., 1997).

FGF viicutta olduk¢a yaygindir, tanimlanmis 23 alt tipi beyinde ve diger biitiin
orgalarda bulunur. Baslica mitojenik, kemotaktik, angiogenezisi ve farklilasmayu artirici
etkileri vardir. bFGF’in serebral iskemiden sonra néron sagkalimini, akson

rejenerasyonunu ve damarlagsmayi artirict etkileri vardir (Kawamata ve ark., 1997).

GDNF ozellikle ortabeyin noronlarinin gelisimi i¢in 6nemli olup, motor, duyusal
ve sempatik noronlarin yasamlari i¢in de 6nemlidir. Yoklugunda enterik néronlarin ve

bobreklerin gelisiminde de bozukluklar olmaktadir (Moore ve ark., 1996).

IGF’lerin insiilin ile yakin yapisal benzerlikleri vardir. Hiicre proliferasyonunu
uyarirlar. IGF’lerin diisiik konsantrasyonlar1 in-vitro duyusal, sempatik ve motor

noronlarin sagkalimlarini destekler (Recio-Pintove ark., 1986).

Sitokinlerden interlokinler daha cok Idkositlerin iiretim ve baskalagimlarini
uyarirlar. LIF embriyoda ndron gelisiminde rol oynar. Sinir yaralanmalarinda retrograde
olarak tasiarak bazi noropeptidlerin salgilanmasini uyarir. Bazi néronlarin hayatta
kalmasini ve rejenerasyonunu destekler. CNTF silier gangliondan izole edilmistir. LIF’e

benzer etkileri vardir (Zigmond ve ark., 1996).

Gelisen aksonlar hedefe ulasirken uzun mesafeler kat ederler. Uzaktaki
hedeflerine ulagirken hem ara hem de hedef alanlarinda saglanan biiylime ipuglarina
yanit verirler. Distal aksonlarda baslatilan nérotrofin sinyalleme, distal akson uzamasini

desteklemek i¢in hem gerekli hem de yeterlidir. Gelisen aksonlarda baslatilan nérotrofin
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sinyal olaylari, hiicre 6liimiinii engellemek i¢in ndronal hiicre govdelerini retrograd
olarak sinyal gonderir. Bu sinyal olaylar1 hiicrenin yasamini siirdiirmesinde, akson
bliylimesinde, sinaptogeneziste, metobolizmada, norotransmiter ve ndropeptit
fenotiplerinde bulunan transkripsiyonel olaylarini etkiler. Hemen hemen biitiin néronlar
icin presinaptik eslerle fonksiyonel baglantilarin saglanmasi amaciyla dentritlerin
olusmasi gerekir. Cogu durumda dentritler, aksonlar hedef alanlarmma innervasyona
ugramadan Once uzarlar. Ancak bazi caligmalar faktorlerin PSS icindeki dentritlerin
biiyiime ve muhafaza edilmesini kontrol ettigini gostermistir. Retrograd ndrotrofin
sinyali norotransmiter ve noropeptidlerin gen ifadesini de diizenlerler. Bdylece néronlar
kendilerine mahsus fenotipik 6zellikleri kazanirlar. Bu, embriyonik hayatta oldugu

kadar yetigkin canlilarda da gecerlidir. (Zweifel ve ark., 2005).
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2.3. Immunohistokimya

Immunohistokimya, isaretlenmis antikorlar kullanilarak hiicre ve dokuda
antijenlerin bulundugu yerlerin gdsterilmesini saglayan bir yontemdir. Ik kez 1941 de
A.H.Cons’ca uygulandi. Bir antikoru fliioresan veya baska bir boya ile boyayarak doku
kesitlerinde antijenin varoldugu yerler dolayisi ile antijenik fenotip belirlenebilmektedir.
Bu yontem antijene karsi spesifik olarak antikor olusmasi ve antijen ile antikorun
birlesmesine dayanir. Bu 6zel baglantidan dokuda yer alan antijenlerin, bunlara 6zel

antikorlar tiretilmesi ile immunohistokimyasal yontemler gelistirilmistir.

Organizmaya yabanci olan ve kendisine karsi bir bagisik cevap olusturan
maddeye antijen veya immunojen denir. Bir antijen doku {izerindeki protein,
karbonhidrat veya lipid molekiilii olabilir. Bir veya daha fazla antikor baglayict bolge

igerir.

Antikor immunoglobulin olarak bilinen serum proteinidir. Humoral immun
sistemde B lenfositlerinin farklilasmasi ile olusan plazma hiicrelerinden salgilanan
immunoglobulinler IgG, IgA, IgM, IgE ve IgD olmak {izere 5 tiptir. En sik kullanilan
tip IgG’dir. Bu farklilik agir zincirlerinin degisikliginden kaynaklanir.

Antikorlar poliklonal ve monoklonal olmak iizere iki tiptir. Poliklonal antikorlar
bir hayvanin ilgili protein molekiilii ile immunize edilmesi sonucu olusan antikorlardir.
Antijenik uyarimla beraber farklilasan plazma hiicre klonlarinin olusturdugu farkl
ozellikteki antikorlarin tiimiidiir. Monoklonal antikorlarda ise gelistirilen hibridoma

teknigi ile saf antikor iiretilmesi amaglanmis ve saglanmistir.

1941 ve 1950 yillarinda Albert H. Coons ve arkadaglar tarafindan ilk kez bir
antikoru fléresan bir boya ile isaretleyerek doku kesitlerine uygulanmasi ile baglayan
immunohistokimyasal boyama teknigi, bu ilk boyanmalardan sonra ¢ok sayida antikor
tiretimi sonucunda teknik ileri derecede genislemis ve gelismistir. Sadece farkli antikor
liretmenin yam sira, farkli isaret¢ilerde kullanilarak immunohistokimyanin, hem 151k,

hem fléresan hem de elektron mikroskop ile degerlendirilmesi saglanmistir. Rutin
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olarak parafine gomiilii kesitler iizerinde calisilan immunohistokimya, ayni zamanda
dondurup-kirma (frozen) kesitlerde kullanilabildigi gibi, sadece tespit edilmis kiiltiir

hiicrelerinde de calisilabilmektedir. (Gartner ve Hiatt, 1997).

Immunofléresan isaretleme gerek 151k gerekse elektron mikroskopide dogrudan

(tek asamali) veya dolayli (iki asamali) olmak tizere iki sekilde uygulanmaktadir.

A B. a

Sekonder antikor

[s]
g R A
/\/\ /\/\

@  isaretieyici molekdl

Sekil 1. Immunofloresan isaretlemenin tek asamali (A) ve iki asamali (B) uygulanisi.

Key’den degistirilerek alinmistir (2006).

Tek asamali yontemde; antikor, floresan boya veya enzim ve altin tanecikleri
gibi diger isaretleyiciler ile isaretlenmis olarak bulunur ve dogrudan kesitler {izerine
uygulanir (Sekil 1A). Iki asamali yéntemde oncelikle antijene 6zel birincil antikor kesit
lizerine uygulanir. Bdylece 1. asamada, isaretsiz primer antikor antijene baglanir. Daha
sonra olusan antijen-antikor kompleksinin goriiniir hale gelebilmesi i¢in isaretlenmis
ikinci antikor uygulanir. Isaretleyici olarak biotin, hidrojen peroksidaz, alkalen fosfataz,

glukoz oksidaz ve floresan isaretleyiciler kullanilabilir (Sekil 1B) (Key, 2006).

Hiicre kiiltiir ortaminda iiretilen hiicrelerde hem immunoperoksidaz hem de
immunofloresan yontemi kullanilarak immunoreaktivite saptanabilir. Ayrica hem tek
asamali hem de iki asamali yontem kullanilabilir, ancak en sik kullanilan yontem iki

asamal1 yontemdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Geng eriskin (6-8 haftalik) Balb/C fareler Yiiziincii Y1l Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Unitesi’nden temin edildi. Hayvanlar standart fare
kafeslerinde oda 1sisinda stirekli yem ve su ile barindirildi. Tip Fakiiltesi Etik Kurulu

izni alindi. Hayvanlarin en az ac1 ¢ekmesi i¢in gerekli biitiin 6nlemler alindi.

3.2. Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

Kiiltiir hazirlanmasinda temel olarak Brewer’in (1997) metodu bazi degisiklikler
yapilarak kullanildi. Deney hayvanlar1 intraperitoneal olarak enjekte edilen ketamin
(100 mg/kg, Ketalar, Pfizer) ile anestezi edildi. Fareleri agr1 testi uygulanarak
anestezinin tam gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edildi. Agriya cevap
olugsmadiginda diseksiyon islemini baslandi. Fare once diseksiyon tahtasina sabitlendi.
Diseksiyon mikroskobunun 11k kaynagi altinda orbital yaklasimla kafatasi ac¢ildi ve
beyinleri B27, NeurobasalA, antibiyotik ve glutamin i¢eren 2 ml soguk kiiltiir vasati
icersine alind1 (kiiltiir vasatinin detayli bilesimi asagida verilmistir). Beyin sogutmali
tabla tlizerine alindiktan sonra operasyon mikroskopu altinda medial vestibiiler
cekirdekler iki tarafli olarak diseksiyonla ¢ikartildi. Cikartilan vestibiiler ¢ekirdekler bir
ependorf tiip i¢ersinde hazirlanmis olan papain enzim soliisyonuna (6 U/ml, NBA i¢inde
hazirlanmis) kondu. Bu enzim soliisyonu i¢inde 4 °C’de 30 dak inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan hiicreler mekanik tritiirasyonla ayristirildi. Mekanik tritiirasyon
icin sirasiyla mavi ve sart mikropipet uglari ve insiilin enjektorii kullanildi. Elde edilen
hiicre stispansiyonu DNase (100 mikrogram/ml) iceren vasat icersinde 15 dakika
stireyle 50 Hz vibrasyonlu ajitatdrde tutuldu. Noronlar1 glia hiicrelerinden ve artiklardan
ayirmak i¢in hiicre silispansiyonuna perkol gradyani uygulandi. Perkol gradyani
herbirinden 1 ml olmak iizere NeurobasalA igersinde %60, 30, 20 ve 10’luk perkolden
hazirlandi. Hiicre siispansiyonu bu perkol gradyaninin iizerine ilave edildi ve 4 °C’de,
5000 devir/dakika’da 25 dakika siireyle santrifiij edildi. %30’luk bant seviyesinden 1 ml

hiicre siispansiyonu alind1 ve 5 ml kiiltiir vasati ile sulandirildi. Hiicre siispansiyonu
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4°C’de, 2000 devir/dakika’da 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatant

uzaklastirilarak 200 mikrolitre hiicre siispansiyonu elde edildi.

3.3. Hiicrelerin Ekilmesi

Hiicreler daha dnceden %10’luk poli-L-lizin (Sigma, P4707) ile kaplanmis olan
dort kuyulu petrilere ekildi. Her bir kuyuya 50 mikrolitre hiicre siispansiyonu konuldu
ve kiiltiir vasati ile 400 mikrolitreye tamamlandi. Poli-L-lizin 2 saat siireyle oda 1sisinda
petrilerde bekletilerek kaplandi. Distile su ile yikandiktan sonra 1 saat kurumaya
birakildi. Bu kaplama islemleri ekimden hemen 6nce uygulandi. Ekimden sonra petriler
1 saat siireyle etiivde %5 CO, ve 37 °C’de inkiibe edildi. Bu siire sonunda yapismayan
hiicreler ve istenmeyen kalintilarin uzaklastirilmasi igin kiiltiir vasati degistirildi.
Elektrofizyoloji yapilacak deneyler i¢in ise 35 mm’lik plastik petrilere ekim yapildi. Bu
petriler de onceden poli-L-lizin ile kaplandi ve ekimden sonra kiiltiir vasatt 1500

mikrolitreye tamamlandi.

3.4. Kiiltiir Vasati

Kiiltiir vasati NeurobasalA icerisinde su bilesenler ile hazirlandi: 2 mM
GlutaMaxI (Gibco), 100 iinite/ml penisilin, 100 mikrogram/ml streptomisin ve %2 B27
(NBA-B27) (Gibco). Hiicre sagkalim oranlarina etkilerini arastirmak igin bazi
deneylerde kiiltiir vasatina asagidaki madde ve faktorler (hepsi Sigma’dan) ilave edildi:
fotal dana serumu (FCS) (%10 ve %20), sinir biiyiime faktorii (NGF) (50 ng/ml), beyin-
kaynakli norotrofik faktér (BDNF) (50 ng/ml), ndrotrofin-3 (NT3) (50 ng/ml), 16semi
inhibe edici faktor (LIF) (10 ng/ml), bazik fibroblast biiytime faktorii (bFGF) (5 ng/ml),
epidermal biiyiime faktorii (EGF) (20 ng/ml), insulin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1)
(50 ng/ml).

3.5. immiinohistokimya ve Canhilik Testleri

Immiinohistokimya deneyleri igin hiicreler 6nceden poli-L-lizin ile kaplanmis 15

mm capli yuvarlak lamellere ekildi. Kiiltiirtin ikinci giiniinde hiicreler poliklonal glial
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fibriler asidik protein (GFAP), monoklonal fosforillenmis néroflament NF200 (NE14),
norotrofin reseptdrlerinden poliklonal trkA (NGF-R i¢in), monoklonal trkB (BDNF-R
ve NT4/5 icin) ve poliklonal trkC (NT3 ig¢in) primer antikorlart kullanilarak
immiinohistokimyasal isleme tabi tutuldu (Tablo 2). Ozet olarak, hiicreler PBS igersinde
taze olarak hazirlanmig ve sogutulmus (4°C) %4’lik paraformaldehit ile 30 dakika
tespit edildi. Kiiltiirler PBS ile yikand1 ve 30 dakika blok soliisyonunda (PBS igerisinde:
BSA %3, Triton X %0.3, Na-azide %0.01) bekletildi. Bir gece 4°C’de 1:100 oraninda
sulandirilmis primer antikorlar ile inkiibe edildi ve 3 kez 5 ml PBS ile yikandi. Florasan
florokrom konjiige edilmis sekonder antikorlar (Tablo 3) 3-4 saat uygulandi ve kiiltiirler
yine 3 kez 5 ml PBS ile yikandi. Ozel bir soliisyon ile (Slow Fade Light Antifade Kit,
Mol. Probes, S-7461) kapatma isleminin ardindan hiicreler konfokal mikroskop (Zeiss
LSM 510 Meta) ile goriintiilendi.

Tablo 2. immiinohistokimyasal isaretlemede kullanilan primer antikorlar.

Mono .
. Elde Hangi tiire Katolog | Uretici Firma
Antikor ad1 | Ozellik /poli
Yeri karsi No /yer
klonal
Glial Fibriler .
GFAP Fare Insan M GF-2 Dako
Asidik Protein
Fosforile
Nel4 Noroflament High | Fare Domuz M Ne5389 | Sigma
(200 kD)
Trk A NGF Reseptor Tavsan Rekombinant | P 06-574 | Ubstate
BDNF Reseptor, Becton-
Trk B Fare Sican M 610102
NT 4-5 Dickinson
Trk C NT 3 Kegi Fare P 07-226 | Ubstate
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Tablo 3. immiinhistokimyasal isaretlemede kullanilan sekonder antikorlar.

Hangi
Eld Uyaril ..
Antikor adi (,3 tiire yartina Katolog No Uretici Firma /yer
Yeri (nm)
karsi
Alexa fl
4 8§xa uor Keci Fare IgG | 488 A11001 Invitrogen
Alexa fluor . Tavsan )
K 568 Invit
488 G A11008 TVIogent
Alexa Fluor . .
568 Kee1 Fare IgG | 568 A11004 Invitrogen
Alexa Fluor . Tavsan )
568 Keci 19G 568 A11011 Invitrogen
Alexa Fl
6 3zxa Hor Tavsan | Kegi IgG | 633 A21086 Invitrogen

Kiiltiirlerde canlilik testi icin 10 mikromolar florasan propidyum iyodiir boyasi
kullanildi. Hiicrelerin ekilmesinden hemen sonra, 24, 48 ve 72 saat sonra florasan

mikroskopta 6lii ve canli hiicreler sayilarak hiicre sag kalim oranlar1 hesaplandi.

3.6. Noron Morfolojisinin Degerlendirilmesi ve Istatistik Analizler

Kiiltiirii yapilan hiicrelerin ve uzantilarinin boyutlar1 ve morfolojileri alinan
dijital goriintiiler tizerinde Axiovision 3.0 yazilimi ile gergeklestirildi. Hiicre sagkalim
oranlariin karsilastirilmasi ve serumun norit uzatmaya olan etkilerinin istatistiksel
analizleri SigmaStat (Systat Software Inc, USA) istatistik programi kullanilarak Ki-kare
testi ile yapildi. Veriler ortalama + SD (Standart sapma) olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1 Kiiltiirde Noéronlarin Morfolojik ve Fenotipik Ozellikleri

Enzimatik ve mekanik izolasyonla 1 mg vestibiiler ¢ekirdek dokusundan
yaklagik 680 sinir hiicresi elde edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu yogunlugu 9190
hiicre/ml idi. Buna gére petrilere ekilen hiicrelerin ekim yogunlugu 11.6 hiicre/mm? idi.
Ekim yogunlugunun diisiik olmasi nedeniyle ndronlar genelde birbirlerinden ayr1 ayri
bulunmaktaydi ve glia hiicreleriyle temas halinde degillerdi. Ekimin hemen sonrasinda
canlilik testleri yapildi. Olii hiicrelerin ¢ekirdekleri boyay1 alarak florasan mikroskopta
kirmiz1 olarak goriindii (Sekil 2). Ekim sonrasinda canli olan hiicrelerin oran1 %93 idi.
Bu oran bir saat sonra yapilan yikama isleminden sonra da ayniydi. Ekilen hiicrelerin
%81’1 petri tabanmna yapisirken %19’u kiiltiir vasatinin degistirilmesi sirasinda

kayboldu.

Hiicreler ekildiklerinde kiiltiirlerde kiiresel sekildeydiler ve uzantilari yoktu.
Ekimden kisa bir siire sonra (3-5 saat) noritler uzamaya basladi. Kiiltiiriin 48. saatinde
hiicre govdeleri biiyiikliikleri ve noritlerin uzunluklar1 Axiovision3 yazilimi ile 6l¢iildii.
Hiicreler multipolar 6zellikte olup, somadan ¢ikan primer norit sayisi bir néron igin
ortalama 6.8 + 2.3 (n=53) idi. Yuvarlak veya iiggen seklinde olan multipolar néronlarin
en kiictikleri 12.5 en biiylikleri ise 22.5 mikrometre ¢apindaydi (ortalama néron capi
16.6 = 1.9 mikrometre). Hiicrelerden ¢ikan 107 mikrometre kadar uzunlukta ndritler
vardi (ortalama norit uzunlugu 37.4 + 11.9 mikrometre) (Sekil 3). Norit uzama hizi
saatte 0.8 mikrometre idi. Kiiltiir periyodu stiresince glia hiicreleri ¢ok azdi. Kiiltiirdeki
hiicreler sinir bilylime faktorii reseptorlerinden trkB icin negatif iken pek ¢ogu trkA ve

trkC icin pozitifti (Sekil 4).
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Sekil 2. Vestibiiler néron
kiiltiirtinde propidium iyodiir
ile olii-canlilik testi.
Propidium iyodiir 10
mikromolar konsantrasyonda
kiiltiire konur ve 6l
noronlarin ¢ekirdegine
baglanir. Isik mikroskopunda
(A) goriilen li¢ nérondan olii
olan bir tanesi florasan
mikroskopta kirmizi 1s1ma
vermekte (B, ok). C’de ise iki

gOriintii Uistiiste verilmistir.



Sekil 3. izole hiicre kiiltiiriinde bir vestibiiler néronun dért giinliik geligimi.
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A.

Sekil 4. Biiylime faktorii reseptorlerinden
trkA (A), trk B(B) ve trk C(C)

immunohistokimyasi. Medila vestibiiler

ndronlarin biiyiik kismi trk A ve trk C i¢in
pozitif iken (A ve C) trk B pozitif néron
Y : bulunmadi (B). Kirmizi renk néron
: | markir1 olarak kullanilan NF200’{in
' , ': varligini gosteriyor. A ve C’de yesil renk

sirastyla trkA ve trk C varligin1 gosteriyor.

a
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4.2. Serumun Kiiltiirlerde Hiicre Sagkalim Oranlarina Etkisi

Serumsuz kiiltiir vasatinda inkiibe edilen Kkiiltiirlerde noéronlarin sagkalim
oranlar1 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sirasiyla %52, %9, %1 ve %0 idi. Kiiltlir vasatina
%10 serum ilave edilmesi noéronlarin sagkalim oranlarini serumsuz Kkiiltlirlere gore
artird, ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildi; 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sagkalim
oranlar1 sirasiyla %92, %29, %11 ve %3 (p=0.076, Ki-kare testi) bulundu. Kiiltiir
vasatina %20 serum ilave edilmesi ise ndronlarin sagkalim oranlarimi anlamli sekilde
artirarak hiicre sagkalim oranlar1 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sirasiyla %92, %68, %33
ve %8 bulundu (p<0.01, Ki-kare testi) (Sekil 5).

100 -

80
60 M 24.saat
48, saat
40 m72. %aat
N 96. saat
20 -
0 1 — . L . )

Kontrol %10 soerum %20 sorum

% canl néron

Sekil 5. Serumlu ve serumsuz vestibiiler hiicre kiiltiirlerinde canlilik oranlari. Kiiltiir
vasatina %20’lik FCS ilave edimesi noronlarin sagkalim oranlarin1 serumsuz kiiltiirlere
gore anlamli oranda artirmistir (*p<0.01, Ki-kare testi). Kiiltiir vasatina %10’lik FCS
ilave edimesi noronlarin sagkalim oranlarimi artirsa da bu istatistiksel olarak anlaml

seviyede degildi (p=0.067, Ki-kare testi).

Kiiltiir vasatina serum ilave edilmesi noronlarin sagkalim oranlarini artirmanin

yaninda norit uzatan ndron sayisini da anlamli oranda artirdi; serumsuz Kkiiltiirlerde
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noronlarin %2’°si norit uzatirken; vasata %20 serum ilave edilen kiiltiirlerde néronlarin

%81 norit uzatt1 (p<0.05, Ki-kare testi).

4.3. Biiyiime Faktorlerinin Kiiltiirlerde Hiicre Sagkalim Oranlarina Etkisi

Biiytime faktorlerinden NGF ve IGF-1 noronlarin sagkalim oranlarini higbir
faktor katilmamis olan kontrol kiiltiirlerine gére anlamli oranlarda artirdi. NGF katilmis
kiiltiirlerde néronlarin sagkalim oranlar kiiltiiriin 24, 48, 72 ve 96. saatlerinde sirasiyla
%68, %34, %13 ve %3 olarak bulundu (p<0.01, Ki-kare testi). IGF-1 katilmisg
kiiltiirlerde ise sagkalim oranlar1 kiiltiiriin 24, 48 ve 72. saatlerinde sirasiyla %66, %29
ve %S5 olarak bulundu (p<0.05, Ki-kare testi). Biiyiime faktorlerinden LIF, BDNF, NT3,
FGF ve EGF Kkiiltiirlerde noronlarin sagkalim oranlarini anlaml bir sekilde etkilemedi.
BDNF katilmis kiiltiirlerde kiiltiiriin 24, 48 ve 72. saatlerinde ndronlarin sagkalim
oranlar1 sirasiyla %64, %13 ve %3; NT3 katilmis kiiltiirlerde kiiltiiriin 24, 48 ve 72.
saatlerinde noronlarin sagkalim oranlar sirasiyla %45, %11 ve %]1; LIF katilmis
kiiltiirlerde kiiltiiriin 24, 48 ve 72. saatlerinde noéronlarin sagkalim oranlari sirasiyla
%42, %11 ve %2; FGF %60, %16 ve %3; EGF katilmis kiltiirlerde kiiltiiriin 24, 48 ve
72. saatlerinde noronlarin sagkalim oranlar1 sirasiyla %60, %13 ve %2 olarak bulundu.

(p>0.05, Ki-kare testi) (Tablo 4).
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Tablo 4. Serumsuz vestibiiler hiicre kiiltiirlerinde canlilik oranlar1 ve kiiltiirlere sinir biiyiime faktdrlerinin katilmasinin canlilik oranlarina

etkileri.
% canli hiicre orani
Serumsuz NGF BDNF IGF-1 LIF katilmis | NT3 katilmis | EGF katilmis | FGF katilmig
kiiltiir vasat1 | katilmis katilmis katilmis kiiltiir vasat1 | kiiltiir vasat1 | kiiltiir vasat1 | kiiltiir vasati
kiiltiir vasat1 | kiiltlir vasat1 | kiiltiir vasati
24. saat 52 68 64 66 42 45 60 60
48. saat 9 34 13 29 11 11 13 16
72. saat 1 13 3 5 2 1 2 3
96. saat 0 3 0 0 0 0 0 0
Ki-kare testi p<0.01 p=0.705 P<0.05 p=0.554 p=0.780 p=0.818 p=0.472
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Eriskin Vestibiller Noron Kiiltiirlerinde Sagkallm ve Norit

Rejenerasyonu

Noronlar izolasyon sirasinda biitiin uzuntilarin1 kaybetmelerine ragmen, kiiltiire
konulduktan 3-4 saat gibi kisa bir siire sonra uzantilari rejenere olmaya basladi. Ekim
sirasinda yuvarlak ve uzantilar1 olmayan hiicreler kiiltiirtin ikinci giliniinde yuvarlak,
oval veya iicgen seklinde, 12-22 mikrometre ¢apinda ve multipolar 6zellikteydi. Medial
vestibiiler ¢ekirdek hiicrelerinin izole kiiltiirlerdeki bu morfolojik 6zellikleri daha énce
beyin kesitlerinde bildirilen 6zelliklerine benzerlikler gosterdi (Johnston ve ark., 1996,
Holstein ve ark., 1999). Noritler 0.8 mm/saat hizda rejenere oldular ve bazilart 107
mikrometre kadar uzama gosterdiler. Vestibiiler ndronlarin primer ndrit sayis1 bir néron
icin ortalama 6.8 + 2.3 iken ortalama norit uzunlugu ise 37.4 + 11.9 mikrometreydi.
Rejenere olan noritlerin uzunluklari diger merkezi sinir sistemi izole kiiltiirlerinde elde
edilen degerlere yakin bulundu; Brewer’in (1997) hipokampal ndron kiiltiirlerinde
kiiltiirtin 4. gilinlinde noéronlardan ortalama 3.8 primer norit ¢ikarken noritlerin

uzunluklar1 74 miktometre kadarda.

Merkezi sinir sistemine ait ndronlarin kiiltiirlerde bu kadar hizli rejenere olmasi
kiltlir ortammin ndronlarin yasam ve fonksiyonlar1 i¢in uygun oldugunun bir
gostergesidir. Kullanilan kiiltiir vasati noronlarin sadece yasamlarinin devam
ettirilmesini saglamamis bunun yaninda biitiin uzantilarin1 kaybederek mekanik ve
metabolik hasara ugrayan eriskin vestibiiler ndronlarin diger baz1 merkezi sinir sistemi
noronlarinda oldugu gibi (hipokampal, serebral korteks noronlari) uygun ortam

oldugunda rejenere olabildiklerini géstermistir.

Bu calismada vestibiiler néronlarin glia hiicrelerinden ayrilip daha saf olarak
kiiltiire ekilmesi i¢in perkol gradyani kullanildi. Kiiltiirlerde glia hiicreleri oraninin
%]10’u gegmemesi yapilan uygulamanin basarili oldugunu gostermektedir. Perkol
gradyani ile ndronlarin sagkalimlari ve norit rejenerasyonuna olumsuz etkileri olan
doku kalintilar1 da biiylik Ol¢lide uzaklastirilarak daha temiz kiiltiirler elde edildi.

Kiiltiirlerde glia varligi noronlarin fonksiyonlarini etkileyebilecegi ve arastirilacak
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kimyasal ajanlarin néronlarin yaninda glia hiicrelerini de etkileyebilecegi i¢in, 6zellikle
glia hiicrelerinin fonksiyonlar1 c¢alisilmayacaksa kiiltiirlerde glia varligi istenilmez.
Noron kiiltiiri yapiminda onceleri néronlar bir glia tabakasi lizerine ekilirken (Huettner
ve Baughman, 1986) bugiin artik perkol gradyam1 uygun kiiltiir vasatlarinin
kullanilmastyla glia tabakasina gerek olmadigi gibi glia hiicrelerinin varligi minimuma
indirilebilmektedir. Baz1 ¢alismalarda glia hiicreleri oran1 %5’e kadar diisiirtilebilmistir
(Juurlink ve ark., 1990). Bizim yaptigimiz kiiltiirlerde de glia oraninin az olmasi ve
daha az yogunlukta ekim yapilmasi nedeniyle ndronlar genellikle birbirilerinden ayri

bulunmaktaydilar ve glia hiicreleriyle temas halinde degillerdi.

Vestibiiler c¢ekirdeklerin kiigiik olmasi nedeniyle her bir fareden elde edilen
doku miktar1 (4.5 + 0.2 mg) ve dolayisiyla sinir hiicresi sayis1 da azdi. Bu nedenle ekim
yogunlugu da (11.6 hiicre/mm?) oldukca diisiik oldu. Merkezi sinir siteminin diger
bolgelerinden yapilan izole hiicre kiiltiirlerinde daha fazla doku kullanilabildigi i¢in
genelde daha yogun ekimler yapilabilmektedir. Hipokampal néronlar kiiltlirlere 150
hiicre/mm” yogunlukta ekim yapildiginda Brewer (1997) hiicreleri {i¢ haftadan fazla
yasatabilmistir. Benzer sekilde, kortikospinal traktus néronlart 350 hiicre/mm®
yogunlukta ekildiklerinde bir haftadan daha uzun siireyle kiiltiir ortaminda canliliklarini
devam ettirebilmislerdir (Alexanian, 2001). Ekim yogunluklar1 ndronlarin kiiltiirlerde
sagkalim oranlar1 iizerinde etkili olabilir. Bizim yaptigimiz kiiltiirlerde kiiltiiriin 96.
saatinde sagkalim oranlar1 %8 iken daha yogun ekim yapilan koklear c¢ekirdek
kiiltiirlerinde (307 hiicre/mm?, Fitzakerley ve ark., 1997) 7. giinde bu orana yakin bir
sagkalim elde edilmistir. Fitzakerley ve ark. (1997) optimal belirledikleri yogunlugun
tizerinde ve altinda yapilan ekimlerde sagkalim oranlarinin azaldigini1 gosterdiler. Eger
fare vestibiiler hiicre kiiltiirleri de birka¢ hayvandan alinip farkli yogunluklarda ekimler
denenebilirse sagkalim siirelerini uzatmak miimkiin olabilir. Noronlarin sagkalim
oranlar1 ve siirelerini etkileyen 6nemli faktdrlerden biri de kiiltiir vasatina katilan serum
ve biiyiime faktorleridir. Kiiltiire katilan %20’lik fotal dana serumu vestibiiler

ndronlarin sagkalim oranlarini ve siirelerini anlamli derecede artirmistir.
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5.2. Serum, NGF ve IGF-1 Kiiltiirdeki Vestibiiler Cekirdek Noronlarini
Destekledi

Kiiltiir vasatina serum ilavesi ndronlarin sagkalim oranlarint artirmistir. Yiizde
20’lik FCS ilave edimesi %10’lik FCS’ ye oranla néronlarin sagkalim oranlarini
artirmada daha etkiliydi. Serumun kiiltiir ortaminda sinir hiicrelerine olan trofik etkileri
bilinmektedir. Bu etkiler serumun igersinde bulunabilen pek ¢ok c¢esitli biiylime
faktoriinden kaynaklantyor olabilir. Ancak serumun igerigi ve trofik etkinin tam olarak
bunlardan hangisinin etkisiyle ortaya ciktiginm1 belirlemek giigtiir. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinda ortamin kontrol edilebilmesi ve deneylerin aynmi sartlarda tekrar
edilebilirligi en biiylik avantajdir ve bu nedenle serum gibi icersinde bilinmeyen bazi
faktorlerin bulundugu vasatlar pek tercih edilmezler. Daha ¢ok serumun yerine
gecebilecek ve noron sagkalimi igin gerekli temel maddelerin oldugu ve igerigi tam
olarak bilinen vasatlar (NeurobasalA gibi) ve bunlara ilave edilen yeterli trofik etkiyi
saglayabilecek biiylime faktorleri kullanilir (Bjare, 1992). Biz de burada burada trofik
etkileri oldugu bilinen baglica biiylime faktorlerinin vestililer ndron kiiltiirlerinde

sagkalim oranlarina etkilerinin olup olmadiklarini arastirdik.

NGF ve IGF-1 merkezi ve periferik sinir sistemi hiicre kiiltiirlerinde sik¢a
kullanilan biiyiime faktorlerindendir ancak farkli noron tiplerinin farkli faktorlerden
yasamsal destek alabildigi de bilinmektedir (Ang ve ark., 1993; Thoenen ve ark., 1993;
Zhang ve ark., 1993; Yin ve ark., 1994; Luo ve ark., 1997; Silva ve ark., 2000;
Kimpinski ve Mearow, 2001; Salie ve Steeves, 2005). Biz bu calisgmamizda pek c¢ok
farkli faktoriin bu acidan etkinligini test ettik. Vestibiiler ¢ekirdekten fenotipik olarak
cok sayida trkA immiinoreaktif hiicrenin izole edilmesi bu reseptoriin ligandi olan
NGF’nin hiicrelerin yasama oranini artirmasi ile uyumluydu. Daha once vestibiiler
cekirdeklerde trkA ve IGF2R (IGF reseptorii) pozitif hiicrelerin varligi baskalar
tarafindan gosterilmis olup, bizim bulgularimiz bunlarla tutarlidir (Sobreviela ve ark.,

1994; Nagano ve ark., 1995).

NGF ve IGF-1’in disinda test edilen sinir biiylime faktorleri ise vestibiiler

cekirdek hiicrelerinin kiiltiirlerdeki sagkalim oranlarina olumlu etkiler gostermediler.
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Bunlardan BDNF’in etkili olmamas1 bu noronlarda kiiltiirlerde BDNF’in reseptorii olan
trkB’nin gdsterilememesi ile uyumluydu. Ancak vestibiiler néron kiiltiirlerinde varligini
gosterdigimiz trkC reseptorleri araciligiyla etki eden NT-3 faktorii de ndéron sagkalimi
tizerine etkisizdi. Etili olarak bulunmayan diger faktdrlerden LIF, EGF ve FGF’in
reseptorlerinin vestibiiler ¢ekirdek ndronlarinda varligi konusunda ise yeterli bilgiler

bulunmamaktadir.

Baz1 biiyiime faktorlerinin kiiltlirlerde noéron sagkalimi ve norit uzatmaya
etilerinin  gosterilememesi bu faktorlerin tek baglarina kullanilmalarina bagh
olabilmektedir. Baz1 sinir biiylime faktorleri birlikte uygulandiklarinda tek baslarina
uygulandiklarinda ortaya ¢ikmayan etkileri goriilebilmektedir. Ornegin motor
néronlarda BDNF, FGF ve CNTF tek baslarina yeterli trofik etki saglamayip, ancak
birlikte uygulandiklarinda noronlara yeterli destegi sagladiklart gosterilmistir (Nishi,
1994). Ileriki ¢alismalarda vestibiiler noronlar iizerine de yukarida denenen sinir
biliylime faktorleri kombine edilerek de sagkalim oranlarina ve ndrit uzamaya olan

etkilerinin arastirilmasi faydali olacaktir.

Sonu¢ olarak, bu calisma ile eriskin medial vestibiiler ¢ekirdek ndronlarinin
izole kiiltlirleri ilk defa yapildi. Dort giine kadar kiiltiirlerde canli tutulan vestibiiler
noronlarin baz1 fenotipik oOzellikleri tanimlandi ve bu izole Kkiiltiirlerin fizyolojik,
toksikolojik, farmakolojik ve patofizyolojik calismalarda kullanilabilmesi saglanmis
oldu. Ornegin bu kiiltiir sistemini kullanarak ndron uzantilarina laser ile hasar yapilarak
norit  dejenerasyonunu  zaman-aralikli  mikroskopi  kullanarak direk olarak
gozlemlenebilir, norit dejenerasyonu mekanizmasi incelenebilir, dejenerasyon hizi ve

miktarini azaltabilecek, rejenerasyonu destekleyebilecek kimyasal ajanlar test edilebilir.

[zole vestibiiler kiiltiirlerdeki noronlarm kullandiklart ndrotransmiterler,
membran reseptdrleri  ve yamitlar1 gibi  diger fizyolojik  Ozellikleri de
immunohistokimyasal ve elektrofizyolojik yontemlerle tanimlanabilir. In vivo ndronlara
daha yakin ozelliklere sahip olabilmeleri igin vestibiiler noron kiiltiiri protokoliinde
baz1 degisiklikler ongdriilebilir; 6rnegin izolasyon sirasindaki enzimatik uygulama

stiresi kisaltilarak iyon kanal1 proteinlerinin parcalanmasi azaltilabilir, serum ile birlikte
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bliylime faktorleri kombine edilerek ndron sagkalim siireleri uzatilarak ndronlara

kaybetikleri membran proteinlerinin yerine konmasi i¢in zaman kazandirilabilir.

Burada tarif edilen izole ndron kiiltiirlerinde vestibiiler sistem ile 1ilgili
patofizyolojik ¢aligmalar ve hiicre seviyesinde ndronal dejenerasyon ve rejenerasyonun

mekanizmalart ile ilgili caligmalar yapilmas1 miimkiin olabilecektir.
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OZET

Altuntas S, Giindiiz C, Eriskin fare medial vestibiiler c¢ekirdek hiicrelerinin
izolasyonu ve kiiltiiriiniin hazirlanmasi. Y.Y.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji
Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2008. Merkezi sinir sistemi noronlarinin
ozelliklerinin incelenmesi i¢in izole hiicre kiiltiirlerinin kullanimi  sunduklari
avantajlardan dolay1 son yillarda giderek artmaktadir. Bu proje ile vestibiiler sistem
patolojilerinin ileri yaslarda daha c¢ok goriilmelerinden dolayr ozellikle eriskin
farelerden medial vestibiiler ¢cekirdek néronlarinin izole hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi
ve bu Kkiiltiirlerde vestibiiler noéronlarin morfolojik 6zelliklerinin tanimlanmasi
amaclandi. Vestibiiler c¢ekirdek noéronlarmin izole hiicre kiiltiirleri daha Once
yapilmamis olup bu proje kapsaminda ilk olarak gergeklestirildi. Vestibiiler néronlar
kiiltiirde rejenerasyon gostererek noritler uzattilar ve in vivo Ozelliklerine benzer
morfolojilerini kazanip fotal dana serumu ilave edilmis kiiltiirlerde dort giine kadar
canliliklari stirdiirdiiler. Gelistirilen bu metod sayesinde vestibiiler sistem ile ilgili
fizyolojik, toksikolojik, farmakolojik ve patofizyolojik calismalar yapilabilir, ndron
Oliimleri ve akson dejenerasyonu mekanizmalar1 incelenebilir, dejenerasyon hizi ve
miktarini azaltabilecek, rejenerasyonu destekleyebilecek kimyasal ajanlar test edilebilir.

Anahtar sozciikler: Vestibiiler ¢ekirdek, izole hiicre kiiltiirii, biiytime faktorleri.
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SUMMARY

Altuntas S, Isolation and culture of adult mouse medial vestibular nucleus
neurons. University of Yuzuncu Yil University, Institute of Health Sciences,
Master Thesis in Department of Physiology, Van, 2008. There has been an increase
in the use of isolated cell cultures to study the properties of central nervous system
neurons due to their advantages. The aim of this project is to prepare vestibular nucleus
isolated cell cultures from adult mice especially because vestibular pathologies are more
common in the older ages and to describe the morphological properties of vestibular
neurons in culture. Isolated cell cultures of vestibular nucleus neurons has not been
performed before and first described in this study. The vestibular neurons showed
regeneration and grew neurites in cultures gaining some adult-like morphological
properties and stay alive up to four days in fetal calf serum supplemented medium.
Using this method of adult neuronal cultures physiological, toxicological,
pharmacological and pathophysiological studies of vestibular system can be performed,
mechanisms of neuronal death and axon degeneration can be studied, and chemical
substances that could reduce the amount and rate of degeneration and promote
regeneration can be tested.

Key words: Vestibular nucleus, isolated cell culture, growth factors.
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