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1. OZET

KALBE OZGU VAGAL DUYU NORONLARININ MOLEKULER VE
FONKSIYONEL iNCELENMESI

Kalp, genis sinir ag1 ile oriilmiis bir organdir ve islevi, otonom sinir devreleri
tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Miyokard Infarktiisii (MI) benzeri patolojiler
dolayisiyla, kardiyak sinirler, kalp rahatsizliklarinda risk olusturan yapisal ve islevsel
bir yenilenme geg¢irir. Kardiyak sinirlerin motor bileseni iyi tanimlanmasina ragmen,
kalbin duyu sinir ag1 ayrintili olarak tanimlanmamistir. Onemi diisiiniildiigiinde, kalp
tizerinde vagal duyu dallanmasinin kapsamli bir tasvirinin yapilmasi, iskemi sonrasi
ve yapisal hasar olan durumlarda olusan sempatik asir1 uyarilma ve vagal geri ¢ekilme
gibi otonomik dengesizliklerin ayrmtili tanimlanmasini saglayacaktir. Bu tez
kapsaminda, fare kalbinin tamamini saran vagal duyu sinir liflerini gortintiilemek i¢in
Phox2b transkripsiyon faktoriiniin sadece nodoz gangliyon néronlarina 6zgii ifadesi
kullanildi. Uretilen Phox2b-Cre::tdTomato transgenik fare hatlar1 kullanilarak vagal
afferent sinir ag1 200 um derinliginde ve daha 6nce elde edilmemis bir ¢oziiniirliik ile
biitiin kalp diizeyinde haritalandi. Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbinin dorsal ve
ventral yiizeylerinde, vagal duyu sinir aginin ayrintili dagilimi ve farkli vagal duyu
sonlanma tipleri tanimlandi. Atriyum, ventrikiil ylizeylerinde ve kalp damarlar
boyunca farkli duyu sinir liflerinin dallanma desenleri ve sonlanma tiplerinin kalp
odaciklarina 6zgii mevcudiyetleri karsilagtirmali incelendi. Sinir lifi izleme analizi ile
kalbin dorsal ve ventral yiizeyleri boyunca 2.5-30 um araliinda caplara sahip vagal
afferent liflerin dagilim1 ve yayginligi 6l¢iildii. Vagal afferentlerin atriyumlar ve
ventrikiiller iizerinde cicek ve ug-aglar benzeri sonlanmalar olusturdugu gosterildi.
[laveten sadece ventrikiillerde kas i¢i dizi benzeri sonlanmalar gdzlemlendi. Ayrica,
MI sonrasi kalplerde iskemik alan ¢evresinde vagal duyu sinirlerinin akson filizleri
olusturarak yapisal yeniden modelleme gecirdigini gosterdik. Bu bulgular, vagal duyu
yeniden sekillenmesinin otonomik dengesizlikler ve kardiyak aritmilerin olusumu
tizerindeki etkisine iliskin anlayisimizi gelistirerek ileriye doniik daha etkili sinir
uyarim tedavilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

Anahtar kelimeler: Kalp, Kardiyak afferent, Miyokard infarktiis, Sinir sonlanmasi, Vagus.
*Bu arastirma TUBITAK 1001Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme

Programi tarafindan 219S332 no.lu Proje kapsaminda desteklenmistir.



2. ABSTRACT

MOLECULAR AND FUNCTIONAL INVESTIGATION OF HEART
SPECIFIC VAGAL SENSORY NEURONS

The heart is an organ with an extensive neural network, and its function is tightly
coordinated by autonomic neural circuits. After pathological events such as
Myocardial Infarction (MI), cardiac nerves undergo a structural and functional
remodeling that contributes to cardiac ailments. Although the motor component of the
cardiac nerves is well defined, the sensory neural network of the heart has not been
described in detail. Given its importance, a comprehensive depiction of vagal sensory
branching over the entire heart would allow better identification of autonomic
imbalances manifesting as sympathetic overstimulation and vagal withdrawal in post-
ischemic situations. To this end, we mapped the vagal sensory nerve fibers innervating
the entire mouse heart with unprecedented resolution. Using the Phox2b-
Cre::tdTomato transgenic line, we described the detailed distribution of the vagal
sensory neural network and different types of vagal sensory terminations on the heart’s
dorsal and ventral surfaces. With nerve fiber tracing analysis, we measured the
distribution and prevalence of vagal affernt fibers with varying diameters along the
dorsal and ventral surfaces of the heart. We showed that vagal afferents form terminals
on the atria and ventricles such as flower-spray and end-nets. Vagal afferents formed
intramuscular array-like terminations exclusively in the ventricles. We also showed
that vagal afferents undergo structural remodeling by forming nerve sprouts around
the infarct area in post-MI hearts. These findings may contribute to the development
of more effective nerve stimulation therapies prospectively by improving our
understanding of the potential impact of vagal sensory remodeling on the occurrence

of autonomic imbalances and cardiac arrhythmias.

Keywords: Cardiac afferents, Heart innervation, Myocardial infarction, Nerve
endings, Vagal afferents.

*This study was supported by TUBITAK under 1001 Scientific and
Technological Research Projects Funding Program by Project no: 219S332.



3. GIRIS VE AMAC

Kalbin otonom noral kontrolii, kardiyak intrinsik sinir sistemi ile merkezi sinir sistemi
arasindaki siirekli iletisim ile gerceklestirilir(1). Noro-kardiyak eksende gerceklesen bu
iletisgim, kardiyak homeostazi i¢in kritik 6neme sahiptir. Miyokard Infarktiisii (MI) ve diger
kardiyovaskiiler hastaliklar tarafindan tetiklenen sinir liflerinin yapisal ve fonksiyonel yeniden
sekillenmesi yoluyla kardiyak inervasyon desenlerindeki degisiklikler, sempatik
uyarilabilirligi artirarak ve vagal tonusu azaltarak otonomik dengesizlige neden olur ve
sonugta kardiyak aritmilere veya fonksiyonel bozukluga yol agar (2). Kalbin mekanik ve
elektriksel fonksiyonlarinin ndéromodiilasyonu, bazilar1 kalp kasimi inerve eden nodoz
gangliyon (NG) noronlar1 tarafindan baglatilan ve otonom sinir sistemini aktive eden refleks
devreler vasitasiyla gerceklestirilir (3). Bu nedenle, vagal duyusal inervasyon desenlerindeki
degisiklikler, kardiyak indeksleri kontrol eden beyin sap1 aracili refleksleri etkileyebilir ve
sonug olarak kardiyak aritmilere yatkinlig1 artirabilir (4). Bununla birlikte, vagal afferentlerin
kardiyak dallanmasinin su ana kadar elde edilmis kapsamli ve ayrintili bir haritasinin
olmamasi, olusabilecek kardiyak hasarlar sonrasi vagal afferent yeniden sekillenmesinin
(neuralremodeling) kesin tanimlamasin1 ve bunun beyin sap1 aracili reflekslerin diizensizligi
ve parasempatik geri ¢ekilme olgulart {izerindeki muhtemel etkisinin anlasilmasini
engellemigtir. Bu engelin asilmasi sayesinde kalbin ¢alisma mekanizmasi ve sinir sistemi ile
iligkisi hakkinda toplanan bilgiler, hastalik mekanizmalarin1 daha iyi agiklamaya ve gelecekte
hastalik biyobelirtecleri olarak kullanilabilecek molekiillerin bulunmasina yardimer olacaktir.

Literatiirde, transgenik ve optogenetik yaklasimlarimi kullanarak kardiyak sempatik ve
parasempatik sinir liflerinin kdken aldigi intrakardiyak ganglion noronlarinin kardiyak
fonksiyonunu diizenleyici islevlerini inceleyen giincel bir yaymda(5) kalpteki motor liflerin
dallanmalarini sadece gorsel ve islevsel olarak incelenmis kalbin SA diiglimiine uzanan motor
lifler, optogenetik yontemlerle ayr1 ayri uyarilmis ve es zamanli olarak kalp fonksiyonu
iizerindeki etkileri incelenmistir. Ancak kalbi ¢evreleyen duyu néronlarinin parasempatik
intrakardiyak ganglion noronlar1 ve kardiyak sempatik sinirler ile fiziksel ve fonksiyonel
iligkisi incelenmemistir. Bu nedenle, kalbe dallanan NG kokenli vagal duyu noronlarmin
transgenik yontemler kullanmilarak spesifik etiketlemesinin ve optogenetik yontemler ile
fonksiyonel uyarimlarinin kardiyak fonksiyon lizerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir. Yeni
tekniklerin 15181nda kalbi ¢evreleyen vagal duyu noronlarmin kalp elektrofizyolojisi
iizerindeki roliiniin tanimlanmas1 amaglanmistir(5).

Kalbi saran vagal duyu sinirlerinin saglikli kalpteki dallanma desenlerinin belirlenmesi,
bu dallanmanin kalp hastaliklar1 sirasinda gecirdigi potansiyel degisimin karsilagtirmali
cozlimlenmesine olanak saglayacaktir. MI sonrasi kalpteki hasarli bdlgenin ¢evresine uzanan

vagal duyu sinir uglarinin uyarilma etkinliklerinin degisebildigi daha once gosterilmistir.



Ancak, bunun MI bolgesi g¢evresindeki vagal duyu sinirlerinin dallanma yapisindaki
degisimler ile olan iliskisi heniiz gosterilmemistir. Bunun sebebi saglikli kalplerdeki vagal
duyu sinir agininin heniiz detayli bir sekilde haritalanamamasi ile birlikte, iskemik sartlar
sonrast bu vagal agin yapisindaki olast degisikliklerin de heniiz bilinmemesinden
kaynaklanmaktadir.

Kalbi saran sinir ag1 hakkinda fikir edinmek ve kalp {izerinde aday noral ablasyon
merkezleri belirlemek i¢in, kardiyak inervasyonu, kalbin 3 boyutlu(3D) yapisim1 koruyarak
kismen veya biitiinciil olarak haritalayan az sayida calisma bulunmaktadir (5-8). Bunlar
cogunlukla kardiyak dokudaki tirozin hidroksilaz (TH), kolin asetiltransferaz (CHAT) veya
vezikiiler kolin tasiyicis1 (VCHAT) gibi motor ndron belirteglerine karsi immiino reaktiviteyi
kullanarak kardiyak sinir sisteminin motor/efferen bilesenlerini ele alan ¢alismalardir (5-7,9).
Kardiyak sinir sisteminin duyusal bileseni, duyu sinir lifleri i¢in kesin belirteglerin
bulunmamasi nedeniyle kalpte ayrintili olarak ortaya ¢ikarilamamistir, ancak bazi ¢aligmalar
bu konuyu kalbin 3D organ yapisindan 6diin vererek ve CGRP veya substance P gibi
noropeptit belirtegleri kullanarak kismen incelemiglerdir (10).

Anatomik olarak, kalbin vagal duyusal innervasyonu, jugulerforamen i¢inde yer alan
kraniyal ganglionlardan biri olan NG tarafindan saglanir. Embriyonik gelisimde, kranial
ganglionlar hem ndral krestten hem de noral plakoddan kaynaklanabilir. Genikulat, nodoz
(vagus siniri) ve petrozal gangliyonlar yalnizca epibransiyal plakoddan tiiretilir, ancak hem
juguler gangliyonlar hem de AKGler yalnizca ndral krest hiicrelerinden koken alir(11).
Epibransiyal plakoddan NG noronlarimin {iretilmesinde, bir transkripsiyon faktorii olan Paired-
homeobox 2b (Phox2b) gen iirlinii kritik bir rol oynar (12). Viseral duyu néronlarinda, Phox2b
yalmizca NG'den ¢ikan vagal afferentlerde ifade edilir. Bu nedenle, Phox2b gen lokusu,
transgeni kardiyak vagal afferent sinirlere 6zel olarak hedeflemek i¢in kullanilabilir ve kalbi
innerve eden spinal afferent liflerden ayrim yapilmasma izin verir. Ek olarak, visseral
fonksiyonlar kontrol eden beyin sap1 aracili refleksler, spinal afferentler tarafindan tetiklenen
omurilik reflekslerinin herhangi bir miidahalesi olmaksizin kesin bir sekilde kapsamli bir
sekilde incelenebilir (3).

Bu tez calismasinda, kardiyak duyu inervasyonunun vagal bilesenini saglikli durumda
ve MI sonrasi ii¢ boyutlu kalp diizleminde ayrintili ve biitiinciil olarak haritalamak igin
Phox2b-Cre transgenik fare hatt1 ve ileri goriintiileme teknikleri, konfokal mikroskobu ile
yiikksek c¢oziiniirliiklii goriintiilemeden olusan birlesik bir strateji isletildi. Phox2b geni
kontroliinde iiretilen Cre rekombinaz enzimine bagiml sekilde tdTomato raporcu floresan
protein geni ifade eden ikili transgenik hatlar tiretildi (Phox2b-Cre::tdTomato). Bu transgenik
farelerin periferik gangliyonlar izole edildi ve Phox2b gen lokusu kontroliinde tdTomato

ifadesinin sadece kalbin vagal duyu inervasyonunu saglayan NG ndronlarinda gerceklestigi



gosterildi. Kalbin sempatik ve parasempatik motor inervasyonunu saglayan noradrenerjik
Stellate Gangliyon (SG) ve kolinerjik kardiyak gangliyon ndronlarinda tdTomato ifadesi tespit
edilmedi. Yine kalbin spinal duyu inervasyonunu saglayan AKG néronlarinda tdTomato
ifadesi gozlemlenmedi. Bu bulgular Phox2b gen lokusunun sadece NG noéronlarinda
transkripsiyonel a¢idan etkin oldugunu ve Phox2b geni kontroliinde tdTomato ifadesinin kalbi
inerve eden NG kaynakli vagal duyu sinirlerinin tespit edilmesinde etkin bir ara¢ olarak
kullanilabilecegini kanitladi. Daha sonra Phox2b-Cre:: TdTomato fare kalplerindeki tdTomato
proteinleri anti-RFP ile immiin boyamasi optimize edildi. Uygulanan biitiinciil kalp
goriintilleme protokolii sonucu 5X objektif ile kardiyak vagal duyu sinir ag1 daha once
literatiirde erigilmemis bir kapsam ve ¢oziiniirliikte goriintiilendi. Farkli kalplerde vagal duyu
sinir dallanmasi incelendiginde biitiin kalplerde benzer bir sinirlenme deseni gdézlemlendi.
Vagal duyu sinirlerinin damarlar ile birlikte kardiyak hilum bdlgesinden kalbe giris yaptig1 ve
kalbin epikardiyal yiizeyi boyunca ilerledigi tespit edildi. Kardiyak hilumdan giris yapan vagal
duyu sinirlerinin bir kismi kalp yilizeyinde ventrikiiller ile atriyumlar arasinda yatay sekilde
yerlesik olan koroner sinir damarini ¢evreleyerek hemen bu damarin altinda bir diigiim
olusturdu. Bu diiglimden sonra vagal duyu sinirlerinin bir kismi1 daha dikey bir yonelim
gostererek sag ve sol ventrikiile dogru dallanirken bir kismi ise daha yatay bir yonelim
gostererek kardiyak hilumdan gelen ve dogrudan atriyuma dallanan vagal sinir lifleri ile
birlesti.

Kalbi saran vagal duyu sinirlerinin biitiin kalpteki dallanma profili detayl sekilde tespit
edildikten sonra dorsal ve ventral ylizeylerin inervasyon profili incelendi. Kalbin dorsal ve
ventral epikardiyal ylizeylerinin 5X objektifile ¢ekilmis goriintiileri incelendiginde vagal duyu
sinir liflerinin dorsal ve ventral ylizeylerde farkli yogunlukta bulunduklar gézlemlendi. Bu
gdzlemi dogrulamak i¢in farkli kalplerde dorsal ve ventral yilizeylerdeki vagal duyu sinir
yogunlugu 6l¢iildii ve karsilastirmali analiz sonucu kalbin dorsal yiizeyindeki vagal duyu sinir
dallanmasinin istatistiksel agidan anlamli olacak sekilde daha yiiksek yogunlukta oldugu tespit
edildi. Ayrica sinir ¢ap analiz metodolojisi kullanilarak kalbin dorsal ve ventral yiizeyindeki
gorece kalin ¢aptaki (> S5um) ve ince captaki (> Spum) vagal duyu sinirlerinin yiizdesi
hesaplandi. Yapilan Olglimlerin karsilagtirmali istatistiksel analizi sonucu kalbin dorsal
yiizeyinde kalin captaki vagal duyu sinirlerinin ventral yiizeydekine gore anlamli derecede
yiiksek oldugu bulundu. Bununla birlikte ince captaki vagal duyu sinirlerinin ytizdesi ise
kalbin ventral yiizeyinde dorsale gore anlamli sekilde yiiksek bulundu. Ayrica, kalbin atriyum,
ventrikiil ve damarlar1 boyunca farkli vagal duyu sinir sonlanma tipleri yiiksek ¢oziiniirliikte
tespit edildi. Cicek ve ag benzeri sonlanmalar atriyum ve ventrikiiliin epikard yiizeyi boyunca
tespit edildi. ilging bir bulgu olarak kas ici dizi benzeri sonlanmalar sadece ventrikiiliin

miyokard tabakasi boyunca tespit edildi. Bu bulgu viicudun tiim organlarina kan



pompalamakla gorevli olan ve kasilma giicii atriyuma gore daha yiiksek olan ventrikiillerin
kasilma islevinin duyusal kontroliiniin atriyuma gore daha farkli sinir devreleri yoluyla
gerceklesebilecegini dnermektedir.

Saglikli kalplerde bu tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen metodoloji kullanilarak vagal
duyu sinir dallanmasinin biitlinciil profili elde edildikten sonra MI olgusunu takiben olusan
hasarli dokunun g¢evresinde vagal duyu sinirlenme agmin degisimi arastirildi. Bu amagla
Phox2b-Cre::tdTomato kalplerde LAD ligasyon yontemi kullanilarak kronik MI modeli
olusturulan kalplerin biitiinclil vagal duyu sinir agmin goriintiilemesi sonucu MI hasar
bolgesinde denervasyon ve hasar bolgesinin cevresinde ise vagal duyu noral yeniden
sekillenmesi (neural remodeling) tespit edildi. Bu bulgu iskemik hasar sonrasi kalp
dokusundavagal duyu sinirlerinin yeniden sekillenmeye ugradiklarini morfolojik olarak
kanitladi. Bu yeniden sekillenme incelen biitiin kalplerde MI sonrasi hasar bolgesinin
periferinde yeni vagal duyu akson filizlerinin istatistiksel olarak anlamli olusumu ile
dogrulandi.

Sonug olarak bu tez caligmasinda transgenik fareler kullanilarak gelistirilen metodoloji
ile ilk defa biitiin kalbin vagal duyu innervasyon haritasi elde edildi. Kalbin dorsal ve ventral
yiizeyleri ve atriyum-ventrikiil boyunca vagal duyu sinir ag1 ve farkli sonlanma tipleri tespit
edildi. Ayrica kalpteki vagal duyu sinirlerini ¢aplarina gore siniflandirmay1 miimkiin kilan bir
hesaplamali goriintii analiz metodolojisi gelistirildi. Bu tez caligmasinda gelistirilen bu
metodolojik yaklagimlar kullanilarak MI sonrasi kardiyak vagal duyu sinirlerinin yeniden
sekillenme gecirdikleri net bir sekilde tespit edildi. Bu ¢alismada gelistirilen yontemlerin diger
kardiyovaskiiler hastalik durumlarinda vagal duyu sinir yeniden sekillenmesi olgusunu
gorilintiileme ve tespit etmede islevsel olacagi diisiiniilmektedir. Boylece vagal duyu sinir
yeniden sekillenmesi ile kardiyovaskiiler hastaliklar sonucu goriilen anormal mediiller
reflekslere bagli kardiyak aritmilerin iligkisi daha iyi tanimlanabilecektir. Bu sayede bu tez
calismasinda gerceklestirilen kalbin vagal sinir agmimn biitiin kalpte kapsamli gorsel
haritalanmasinin kardiyak aritmilerinin klinik tedavisinde daha etkili vagal néromodiilasyon

uygulamalarim gelistirilmesine katki saglayacag diistiniilmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, ¢evreden bilgi almak ve gelen duyusal bilgilere karsi tepkiler tiretip
motor komutlar olusturmak ile sorumludur. Sinir sistemi, merkezi ve ¢evresel sinir
sistemleri olarak iki ana gruba ayrilabilir. Merkezi sinir sistemi (MSS), beyindeki
noronlar ve omurilikten meydana gelirken ¢evresel sinir sistemi (CSS), omurilik ve
beyinden kdken alarak viicuda dagilan sinir aglarindan olusmaktadir(13,14).

Cevresel sinir sistemi, kendi i¢cinde duyusal ve motor olmak tizere iki bdliime
ayrilir (Sekil 4.1.1). CSS’nin duyusal boliimii, duyusal veriyi MSS’e tasimakla gorevli
olan sinirlerden olustugu i¢in “getirici” (afferent) olarak adlandirilir. Bu sinir hiicreleri
hem kan basincina meydana gelecek degisimler gibi viicut icinden hem de dokunma,
tat alma koklama gibi dis ¢evreden gelen uyarilari iletmek ile gorevlidirler. CSS’nin
motor boliimii ise duyusal veri sonucu beyinde olusan motor yanitlart MSS’den
uzaklastirip hedeflerine ulagtirmak ile gorevlidir ve bu sebeple gotiiriicii (eferent)
ndronlar olarak adlandirilirlar. CSS’nin motor boliimi iki alt dala ayrilir: somatik sinir
sistemi (SSS) ve otonom sinir sistemi (OSS). SSS, istemli motor tepkilerden
sorunluyken OSS, kontroliimiiz diginda gerceklesen istemsiz tepkilerden sorumludur.
OSS, genellikle homeostaziyi kontrol etmek amaciyla viicuttaki organ sistemlerinin
diizenlenmesinde rol oynar. Otonom sinir sistemi de kendi igerisinde sempatik ve
parasempatik sinir sistemleri olarak iki boliime ayrilir. Bu iki sistem arasindaki denge
homeostazi olusturur. Kalp hem sempatik hem de parasempatik sistem ile
baglantilidir. Sempatik sistem kalp atis hizinin artmasina neden olurken parasempatik

sistem atig hizinin diismesini saglar(13,14).
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Sekil 4.1.1. Merkezi sinir sistemi ve ¢evresel sinir sistemi arasindaki iligki (13).

Sinir sisteminde yer alan ndronlar, fonksiyonlarina ek olarak yapisal olarak da
simiflandirilirlar (Sekil 4.1.2). Noronlarin yapisal olarak siniflandirilmasi, néronun
hiicre govdesinden c¢ikan uzantilarin sayisma goére yapilmaktadir. Psédounipolar
ndronlar, hiicre govdesinden “T” seklinde tek bir uzanti ¢ikaran néronlardir. PSS’deki
duyu noronlari, psddounipolar yapidadirlar. Dallanmis uzantilardan bir tanesi
periferden duyusal uyarilar toplarken diger uzanti, bu uyarilar1 MSS’deki sinapslara
iletir. iki ayr1 uca uzanan iki uzantisi olan néronlar, bipolar néronlar olarak adlandirilir.
Bu tip noronlar goziin retinasinda bulunurlar. Multipolar (¢cok kutuplu) ndronlar, en
yaygin goriilen noron tipidir. Hiicre govdesinden uzanan birden fazla dendrit ve aksona

sahiplerdir. Motor néronlar, multipolar hiicre yapisina sahiplerdir (13).
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Sekil 4.1.2. Noronlarin yapisal olarak siniflandirilmasi (13).

Sinir sistemi, noronlar disinda destekleyici hiicreleri de icerir. Destek hiicreleri,
ndronlarin ¢alismasina yardimei olurlar. Schwann ve uydu hiicreleri PSS’inde bulunan
destek hiicreleri iken MSS’de oligodendrositler, microglia, astrositler ve epindimal
hiicreler yer alir. Schwann hiicreleri, periferik aksonlarin etrafinda yer alan myelin
kilifin olusmasinda rol alirlar; uydu hiicreleri ise ganglionikgliositler olarak da
adlandirilirlar ve duyusal ve otonomik gangliyonlardaki ndéronlarin fonksiyonlarim
desteklerler. Oligodendrositler, MSS aksonlar1 etrafindaki myelin kilifin olusmasinda;
mikroglialar, MSS’deki patojen ve hiicre kalintilarinin fagositozunda; astrositler, kan-

beyin bariyerinin olusmasinda rol alirlar (13).

4.2. Duyu Sinir Sistemi

Duyusal sinir sistemi somatik-duyusal ve visseral-duyusal sistem olmak iizere
ikiye ayrilir. Somatik-Duyusal Sinir sistemi dokunma, agri, basin¢ gibi duyularin
AKG’ler yoluyla spinal korda ve oradan merkezi sinir sisteminin diger birimlerine
taginmasindan sorumludur. Visseral-Duyusal Sinir Sistemi ise organlarin isleyigine
dair hissi bilginin basta NG yoluyla arka beyne ve oradan da daha yukarida
konumlanmis kortikal bolgelere iletiminde sorumludur. Bu tez ¢alismasinda kalbin
mekanik ve kimyasal ortamindan bilgi tastyan NG kaynakli duyu sinirlerinin kalpteki

sinir ag1 olusumlarinin yapisina yogunlasilacaktir.



4.2.1. Kalp sinir sisteminin duyu bilesenleri

Kalbi saran sinir sisteminin duyu bilesenleri vagal ve spinal olmak iizere iki
baslik altinda toplanabilir. Kalpten gelen duyu bilgisini tasiyan vagal duyu sinirlerinin
hiicre govdeleri jugular foramen icerisinde gémiilii bulunan NGda konumlanmastir.
Kalpte degisik sonlanma motifleri gosterebilen bu sinirlerin diger uglar1 arka beyin
bolgesinde sonlanirlar. Burada konumlu c¢esitli néron c¢ekirdekleri ile sinaptik
baglantilar kuran NG ndronlari, kalpten tasidiklar: bilgiyi bir girdi seklinde merkezi
sinir sistemine (MSS) iletirler (15). Vagal duyu bilgisi beyin sapinda bulunan ara
ndron vasitastyla MSS’deki motor ¢ekirdekler ile baglanti kurarlar. Beyin sapi
yoluyla, vagal duyu bilgisi kalp islevini kontrol eden merkezi yapiya entegre edilir
(15,16). Beyin sapinda bulunan ara noronlarin bir kismi1 dogrudan buradaki motor
birimler ile baglantili iken bir kismi ise vagal duyu bilgisini daha iistte konuslanmis
merkezlere iletirler. Bu kontrol birimlerinin en iist seviyelerinden birisi Insular
Korteks’tir. Insular Korteks ve diger iist kortikal yapilardan gelen komutlar yine beyin
sapinda bulunan sinir ¢ekirdeklerine katilarak, olusan kompiitasyon sonucu kalbi
kontrol eden motor yanitlar gergeklestirilir. Ayrica kalp fonksiyonunu kontrol eden
hizli motor yanitlar beyin sapinda sonlanan vagal duyu sinir uclar1 yine buradaki motor
cekirdeklerden olusan refleks devreleriyle icra edilir (16). Ozellikle kardiyovaskiiler
rahatsizliklar sonucu bu refleks devrelerinin uyarilma kinetiklerinde meydana gelen
bozukluklar kalp aritmilerinin olusumu ve gelisimine katki saglamaktadir. Bu sebep
kalbe 6zgii vagal duyu néronlariin yapisal ve fonksiyonel ¢6ziimlemesinden dogacak
bilgilerin kalp islevini yoneten beyin sapi reflekslerinin anlagilmasinda katki

saglayacag diistiniilmektedir.

4.2.1. Arka Kok Gangliyon (AKG)

Spinal duyu sinirleri vagal duyu sinirleri ile birlikte kalpten duyu bilgisini
merkezi sinir sistemine tagimada gorev almaktadir. Bu spinal duyu sinirlerinin hiicre
govdeleri arka kok gangliyonlarda (AKG) bulunmaktadir (Sekil 4.2.1.1). Servikalden
sakrala kadar omuriligin sag ve sol tarafinda dizili bulunan ve prevertebral
gangliyonlar seklinde de ifade edilen AKG’ler bircok organi inerve etmektedir.
Kraniyal ve kaudal eksenin hangi seviyesindeki AKG’lerin kalbe sinir gonderdigi
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literatiirde aragtirilmig ve son yapilan ¢alismalar C2-T4 aras1 seviyede bulunan AKG
noronlarinin aksonlarinin kalbe uzandigi gosterilmistir (17). AKG ndronlarinin bir ucu
kalpte sonlanirken diger ucu dorsal boynuzdan spinal korda giris yapar. Bu néronlarin
spinal kordda bulunan sempatik preganglionik aksonlar ile sinaptik baglant1 kurdugu
diistiniilmektedir. Ayrica yine spinal kord gilizergdhindan beyin sapindaki Nucleus
Tractus Solitarius (NTS) ¢ekirdegi ile baglanti kurdugu ve vagal duyu yolu ile benzer
sekilde, kalbin islevini yoneten merkezi sinir devresine katildig1 tahmin edilmektedir.
Bu sekilde bir yapilanmanin oldugunu, 6zellikle kalp tizerinden yapilan elektriksel ve
kimyasal yollu uyarilarin sempatik refleksleri tetikledigini gdsteren bulgular
tarafindan desteklenmektedir (16). Ancak kalbi saran AKG kokenli duyu sinirlerinin
yapt ve fonksiyonunu arastiran ¢alismalar vagal sinirlere gére daha simirhidir. Bu
sebepten dolayr kalpten alinan agri duyusunun AKG’ler yolu ile nasil beyne

iletildigine dair bilgilerimiz heniiz baglangi¢ asamasindadir.
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Sekil 4.2.1.1. Kalbin ve perikardin duyusal innervasyonu(18).
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4.2.2. Nodoz Gangliyon (NG)

NG,jugularforamen igerisine gomiilii olarak konumlanmis kraniyal bir
gangliondur. Onuncu kraniyal sinir olan Vagus sinirinin duyu liflerinin sinir hiicre
govdeleri NG’de bulunmaktadir. Kalbin ve diger i¢ organlarin vagal duyusal
sinirlenmesi NG tarafindan gerceklestirilmektedir. Memelilerin embriyonik gelisim
stirecinde kraniyal gangliyonlar iki farkli embriyonik yapidan koken alirlar. Bu
yapilardan birincisi epibransiyal plakottur (epibranchial placode). Epibransiyal plakot
embriyonik siirecte farklilagarak nodoz, petrozal ve genikulat gangliyonu olusturur
(11). Embriyonik gelisim sonrasi nodoz ganglion morfolojisi incelendiginde
cevresinde bulunan diger kraniyal gangliyonlar ile farkli memeli canlilarda farkl

yapilar olusturdugu tespit edilmistir (19).

4.2.2.1. Phox2b transkripsiyon faktoriiniin NG noronlarimin  embriyonik
gelisimindeki rolii

Farelerde ve daha yiiksek memelilerde vagal duyu sinirleri iki periferik
gangliyondan neset ederler. Boynun her iki tarafinda jugularforamen denilen bosluga
gomiilii sekilde bulunurlar. Kafatasina daha yakin konumlanmis olan gangliyon
superiorvagal ganglion ya da Jugular Gangliyon (JG) olarak isimlendirilir. Bu
ganglion hemen asagisinda bulunan gangliyon ise inferiorvagal gangliyon veya NG
diye isimlendirilmistir. Bu iki gangliyon embriyonik gelisim sirasinda farkli onciil
hiicrelerden farklilagirlar. Jugular gangliyon noral krest hiicrelerinden koken
almaktadir. NG hiicreleri ise embriyonik siiregte noral plakod hiicrelerinden
farklilagarak olusmaktadir. Genellikle memelilerde iki farkli anatomik yap1 olarak
bulunan nodoz ve jugular gangliyonlar (Sekil 4.5.2.1.1, sol) farelerde ise birlesik bir
vagal gangliyon kompleksi olusturmaktadir (Sekil 4.5.2.1.1, orta). Bu gangliyonlarin

miistakil yapilart bazen immiin boyama yontemleri ile ayristirilabilmektedir (4.5.2.1.1,

sag).
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Sekil 4.2.2.1.1. Nodoz ve Jugular gangliyonlarin kobay (solda) ve farede (ortada)
goriiniimii. En sagda ise fareye ait RET+ nodoz ve jugular gangliyon ndronlari
gosterilmektedir (19).

Jugular gangliyona benzer sekilde ve AKG néronlart da sadece noral krest
hiicrelerinden farklilasarak meydana gelirler ve embriyonik koken olarak NG
noronlarindan aynisirlar(11). Ayni  embriyonik kokenlerden gelen kraniyal
gangliyonlarin anatomik ve islevsel olarak birbirlerinden ayr1 ve 6zellesmis yapilar
halinde gelisebilmesinin en 6nemli sebeplerinden birisi, embriyonik gelisim sirasinda
hiicrelerde olusan farkli transkripsiyon faktdr anlatim desenleridir. Bu minvalde NG
noronlarinin epibransiyal plakod hiicrelerinin bir kismindan farklilagsmasinda bir
homeobox transkripsiyon faktoriinii kodlayan Phox2b (Paired Homeobox 2b) geninin
oldukea kritik bir rolii vardir (12).

Phox2b geni homeodomain protein yapisi igeren bir transkripsiyon faktoriinii
kodlamaktadir. Phox2b transkripsiyon faktorii otonom sinir sisteminin gelisiminde rol
oynayan bir proteindir. Daha dnce yapilan bir ¢aligmada Phox2b geni silinmis farelerin
merkezi ve periferik sinir sisteminde bazi gelisimsel bozukluklar bulundugu tespit
edilmistir. Ozellikle sempatik gangliyonlarin gelisiminde énemli eksiklikler oldugu
teshis edilmistir(20). Yine yapilan bagka bir ¢calismada bu sefer Phox2b geninin asir1
anlattiminin sinir sisteminin gelisimi tizerindeki etkisine bakilmistir. Tavuklarda
gergeklestirilen bu ¢aligmada omuriligin gelisimi incelenmis ve bu siiregte Phox2b
geninin asirt ifadesinin ndral krest hiicrelerinin hiicre dongiisiinden c¢ikisin1 ve

farklilagsmasini destekledigi gosterilmistir (21). Birlikte ele alindiginda, PHOX2B'nin
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noral krest hiicre soyu belirleme ve/veya olgunlasmasinda gorev alan bas diizenleyici
transkripsiyon faktorlerinden biri oldugu literatiirde tanimlanmistir (22).

Noral krest kaynakli sinirlerin gelismesi ve/veya olgunlagmasinda gorevli olan
Phox2b transkripsiyon faktoriiniin, ilging bir bulgu olarak, epibransiyal plakot
ndronlarmin farklilagmast ve fonksiyonel kimliklerini edinmesinde de islevi
bulunmaktadir(11,12). Ozellikle epibransiyal plakottan gelisen sinir hiicre
onciillerinde Phox2b transkripsiyon faktoriiniin ayrigtirict anlatiminin farklilagsma
yolunu etkiledigi ve somatik islevden viseral isleve dogru gecisi saglayan bir
transkriptom profilinin olusumunu indiikledigi gosterilmistir (12). Bu bulgular sonucu
viseray1 yani organlar1 inerve eden NG néronlarinin Phox2b geninin ayiric1 anlatimi
kullanilarak molekiiler olarak isaretlenebilecegi diisiiniilmiistiir.

Yakin zamanda yapilan kapsamli bir tek hiicre RNA dizileme ¢aligmasinda fare
NG ve JG noronlarinin transkripsiyon profilleri karsilagtirilmali olarak analiz edildi
(23). Bu ¢aligmada NG gangliyon hiicreleri transkriptomik olarak 18 alt popiilasyona
ayrildi. JG gangliyon hiicreleri ise 6 farkli alt popiildsyona ayrildi. Bu popiilasyonlarda
Phox2b gen ifadesi inceledigimizde Phox2b geninin sadece NG hiicre
popiilasyonlarinda ifade edildigini tespit ettik (Sekil 4.2.2.1.2.). Yine ayn1 ¢alismada
JG ve NG popiilasyonlarinin AKG noron popiilasyonlarina ait tek hiicre RNA dizileme
verisi ile karsilastirmali analizi sonucu JG ndronlarinin iyon kanali ve reseptor
profillerinin AKG noéronlari ile benzer oldugu tespit edildi. NG noronlari ise reseptor
ve iyon kanali profilleri yoniinden AKG ve JG’den ayr1 bir grup olusturdu. Bu bulgular
JG noronlarmin AKG noéronlar1 gibi somatik duyu bilgisini tasimaya elverisli bir
transkriptom profili gosterirken NG noronlarinin viseral duyuyu iletmeye yonelik bir
profil gosterdigini saptadi. Daha 6nce belirtildigi gibi hem JG ndronlart hem de AKG
ndronlar1 embriyonik olarak noral krest hiicrelerinden kdken almaktadir. NG ndronlari
ise embriyonik siiregte epibransiyal plakottan gelismektedir. Dolayisiyla mRNA
profillerinin kapsamli analizi Phox2b ifadesinin ayricalikli ifadesinin epibransiyal
plakot hiicrelerinin visseral duyu iletimini icra eden NG ndronlarmin olusumunda
gorev aldig1 bulgusunu desteklemektedir(23).

Y akin zamanda yayinlanan bir ¢calismada yetiskin fare sinir sisteminin neredeyse
biitiin hiicre tiplerinden 6rnek iceren yaklasik yarim milyon hiicrede kapsamli bir tek

hiicre yeni nesil dizileme analizi ger¢eklestirildi(24). Bu analiz sonucu yetigkin fare
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ndronlart gen anlatim profillerine gdre farkli kiimelere ayristi (Sekil 4.2.2.1.3A).
Fareye ait biitlin AKG noronlar1 toplam 17 farkli alt popiilasyon olusturdu. Bu AKG
popiilasyonlar1 ifade ettikleri ndropeptit genleri ve norofilament genlerine gore
peptiderjik, non-peptiderjik ve norofilament seklinde ti¢ farkli kiimede siiflandirildi.
Ilging sekilde bu AKG transkriptom verisini Phox2b gen ifadesi acisindan
incelendigimizde 17 AKG ndron popiildsyonunun hi¢birinde Phox2b gene ifadesi
tespit edilmedi (Sekil 4.2.2.1.3B). Bu sonu¢ Phox2b geninin yetigskin fare AKG

ndronlarinda ifade edilmedigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.2.2.1.2. Kupari J. ve ark. tarafindan yapilan vagal gangliyonlarin tek hiicre

RNA dizilemesi sonucu NG ve JG gangliyonlari transkriptomik olarak farkli
popiilasyonlar olusturdu. A. 18 farkli NG ve 6 farkli JG popiilasyonu belirlendi. B.
Phox2b geni sadece NG popiilasyonlarina 6zgii ifade edildi(23).

Farede Phox2b gen lokusunun sadece NG kaynakli vagal duyu sinirlerindeki
yiiksek etkinligi(23), ve AKG noéronlarinda tamamen suskun olmasi bu gen lokusunun
organlar1 saran vagal duyu sinirlerinin ayni organlart saran spinal duyu sinirlerinden
ayristirllmasinda kullanilabilecegini 6nermektedir (24). Bu amacla daha 6nce yapilan
caligmalarda asagidaki boliimde ¢aligsma prensibi detaylandirilan Cre-LoxP stratejisi
kullanilarak Phox2b gen anlatimina bagl olarak raporcu floresan protein ifade eden
transgenik fare hatlar1 gelistirilmis ve bu sayede Phox2b geni ifade eden ndéronlarin
cesitli fizyolojik sistemlerdeki fonksiyonlar1 arastirilmistir. Benzer bir yaklagim ile

organ iglevini diizenleyen NG kaynakl1 vagal reflekslerin ¢alisma prensipleri, somatik
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gorevleri olan AKG vb. kaynakli spinal reflekslerden ayirt edici sekilde calisilabilir
(4,25).
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(Sholinergie, Spinal Di-/mesencephalon x*
X HC
\(sx h
_ﬁnd\
B . a
Index Name Description Phox2b
19 PSPER Peptidergic (TrpM8), DRG
oM G
1 eptide P DRG
ptde PEP DRG
4), DRG
eptide PEP2). DRG
3 4/5), DRG
09 prde H), DRG
1 pride NP1.2), DRG
1 - peptiden DRG

Sekil 4.2.2.1.3. Yetiskin fare AKG ndronlarinda Phox2b gen ifadesinin eksikligi. A.
Fare sinir sistemi hiicrelerinin gen anlatim profillerine gore siniflandirilmasi. B.
Tespit edilen 17 AKG noron popiilasyonunda Phox2b gen ifadesinin bulunmadigini
gosterimi(24).
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4.2.2.1.1. Cre-LoxP sistemi ve Phox2b-Cre transgenik hayvanlar

Cre rekombinaz enzimi genomda yaklasik 40 niikleotit uzunlugunda LoxP diye
adlandirilan sekans dizisi ile 5’ ve 3’ uglarindan ¢evrili bulunan dizilerin kesilip
cikarilmasinda islevseldir. Cre proteini ilk olarak p1 bakteriyofajlarinda kesfedilmistir
(26).Cre rekombinazin genomda nasil bir degisiklik yapacagi, tantyacag: iki LoxP
niikleotit dizisinin ayni ya da zit okuma cergevesi yoniinde bulunmasina gore
degisiklik arz etmektedir. Eger iki LoxP dizisi ayn1 okuma cergevesi yoniinde ise cre
rekombinaz bu iki LoxP dizisinin arasindaki niikleotit dizisinin kesilip genomdan
cikarilmasi islemini icra eder. Fakat eger bu iki LoxP dizisi birbirlerine gore zit okuma
cergevesi yoniinde konumlanmis ise o zaman cre rekombinaz iki tarafindan LoxP
dizileri ile cevrili niikleotit sekansinin ters c¢evrilmesi islemini gerceklestirir. Cre
rekombinazin LoxP dizilerinin birbirlerine gére konumuna bagli olarak farkli sekilde
calisma Ozelligi bu Cre-LoxP sisteminin istenilen hiicre tiplerinde genetik
miihendisligi gerceklestirmek amaciyla yaygin basvurulan bir strateji olarak One
cikmasini saglamistir (27,28). Cre rekombinaz proteinini kodlayan gen dizisinin
hedeflenen hiicreye 6zgii promotor dizisi tarafindan ifade ettirilmesi sayesinde, LoxP

sekanslari ile ¢evrili olan istenen genin anlatimi saglanmaktadir.

WIOXP ‘@7“)& —ESFPT . - - _..p.@.‘.,p.{c;;)_

X

* * 1 Generation ? Cre reporter strain

w-@-‘”{sﬁ- “”’( b
( i | ;1 .- -
Promoter o _[GFF\ r"""-'——" \° 4
CI.

®©

GFP N Cre aktivitesini dogrular

Sekil 4.8.1.Cre-LoxP sistemi (JaxLab, 2011)

Cre-LoxP sisteminin sadece istenilen hiicre tipinde istenilen genin anlatimini
degistirebilmesi i¢in Cre rekombinaz proteininin Ornegin floresan protein ile
isaretlenmek istenen hiicrelerde ayristirict sekilde ifade edilebilmesi gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasinda bizim hedefimiz olan NG’lere 6zgii anlatimi tetikleyebilmek igin
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Phox2b gen lokusunda Cre rekombinaz proteinini kodlayan gen dizisini i¢eren bir
transgenik hat kullandik (#16223). Daha 6nce bu transgenik hat ile ve baska Phox2b-
Cre fare hatt1 ile yapilan ¢aligmalarda Phox2b geni kontroliinde Cre rekombinaz
ifadesi ve etkinligi Cre’ye bagimli raporcu protein ifadesi lizerinden degerlendirilmis
ve periferik gangliyonlarda raporcu protein ifadesi incelenmistir. Phox2b geni genel
olarak cesitli noron alt tiplerinin embriyonik gelisiminde etkili olmasina karsin, bu
caligmalarda, Phox2b-Cre’ye bagl raporcu protein ifadesi periferik gangliyonlardan
sadece NG’de tespit edilmis fakat postgangliyonik sempatik, parasempatik ndronlarda
ve AKG noéronlarinda, ayrica enterik sinir sisteminin bilesenlerinde tespit
edilememistir(29-31).

NG disinda raporcu protein ifadesinin tespit edilmedigi belirtilmistir. Bu
bulgular Phox2b-Cre transgenik hattinin NG kaynakli vagal duyu sinirlerinin organ

inervasyonunun aragtirilmasinda islevsel olabilecegini dnermektedir.

4.2.2.2. Kalbe ozgii NG noronlart

NG noronlarmin kalp ve diger organlar1 ayristirict sekilde inerve ndron
popiilasyonuna sahip olup olmadigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak yakin
zamanda yapilan tek-hiicre yeni nesil dizileme ¢aligmalar1 ile nodoz néronlarinin ifade
ettikleri reseptor, iyon kanali ve benzeri genlerine gore farkli popiilasyonlara
atanabilecegi gosterildi(23). Yeni yapilan bir ¢caligmada ise kalbi inerve eden NG
ndronlarinin akciger ve mideyi inerve edenlerden farkli bir popiilasyonu olusturdugu
retrograd viral vektor yontemiyle gosterildi(32).

Kupari ve ark. tarafindan icra edilen mezkur ¢aligmada murinnodoz ganglion
hiicreleri, transkriptom profillerine dayali olarak 18 alt popiilasyona ayrilmistir (23).
Bu c¢aligmada tespit edilen NG popiilasyonlarinin reseptdr ve iyon kanali profillerini
ortaya c¢ikarillarak bunlarin akciger hacminin ve organ duvart geriliminin
duyumsamasinda islevsel oldugundan bahsedilmistir. Ayrica NG kiimelerinde farkli
ifade edilen genlerin baroreseptorler, kemosensorler ve polimodal mekanosensorler ile
iligkili olduklar1 tespit edildi. Bu veriler, NG'nin, ¢esitli i¢ duyusal islevlerde yer alan
cesitli noron tipleri igerdigini one siirmektedir. Ayrica, yukarida bahsedilen diger
caligmada ise(32), farkli i¢ organlari inerve eden vagal duyu noronlari retrograd AAV

vektorleri ile etiketlenmistir. Bu tez calismasi i¢in de 6nemli bir bulgu olarak, bu
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caligma, kalbe dallanan vagal duyusal néronal somatanin, akciger ve mideyi innerve
eden diger NG noronlarindan ayristirilabilen ve ii¢ boyutlu NG boyunca heterojen
dagilmis farkli bir hiicre popiilasyonunu olusturdugunu gostermistir. Ayni ¢alismada
bildirildigi gibi, fare embriyonik gelisimi sonucu sadece kalbi inerve eden NG
ndronlariin anatomik olusumu bu noronlarin fonksiyonel kimliklerini tanimlayan
transkriptom profillerinin de kalp ortamindaki kimyasal ve mekanik degisimleri tespit
etmek icin Ozellesmis olabilecegini diislindiirmektedir. Bu tarz bir yapilanma ile
uyumlu olarak, laboratuvarimizda gergeklestirilen ve yaym asamasinda olan bir
caligmada, daha once kalp dokusundan salgilanan molekiiller ile (6rnegin ATP,
Adenozin, Prostaglandin D2) fonksiyonel olarak etkilesime girdigi literatiirde
gosterilen proteinleri kodlayan genlerin, kalbi inerve eden vagal ve spinal duyu
noronlarinda farkl sekilde ifade edildigi tespit edildi.

Kalpteki serbest duyu sinir uclarmin kapsaisine duyarli non-spesifik TRPV1
iyon kanallarin1 ifade ettigi daha Once gosterilmistir (33). Bu TRPV1+ kardiyak
afferentlerin Miyokardiyal Iskemi sonrasi kardiyojenik sempatik reflekslerin
olusumunda islevsel oldugu diisiiniilmektedir(33). Kardiyak vagal afferent sinir
liflerinin saglayan NG noronlarinin TRPV1 iyon kanallarini ifade ettigi bilinmektedir
(34). Ancak TRPV1 ifade eden vagal duyu sinirlerinin kalp rahatsizliklarinin olusumu
veya gelisimindeki rolleri heniiz bilinmemektedir. Ancak akcigeri inerve eden
TRPVI1+ vagal duyu sinirlerini aragtiran bir ¢alismanin bulgular1 bu sinirlerin ig¢
organlarin isleyisinde meydana gelen degisimlerin anlik duyusal iletimi ve otonomik
reflekslerin etkinlestirilmesi disinda gorevlerinin de olabilecegini gostermistir(35).
Yakin zamanda yapilan bu ¢alismada TRPV1 geninin kodladig1 agr1 reseptoriinii ifade
eden vagal duyu sinirlerinin akcigerde bakteriyel enfeksiyon sonucu (zatiirre)
etkinlesen notrofil ve gama-delta T hiicresi aktivitesini baskiladig1 gosterilmistir (35).
Ayni ¢aligmada normalde TRPV1 ifade eden vagal duyu sinirlerinde TRPV1 proteinin
silinmesinin bagisiklik sisteminin baskilanmasini engelledigi ve zatiirreden iyilesme
stirecini hizlandirdig1r gosterilmistir. TRPV1 pozitif vagal duyu sinirlerinin bu
baskilamayr CGRP ndropeptit proteinini salgilayarak gerceklestirdikleri ayrica tespit
edilmistir. Kalbi saran vagal duyu sinirleri ile ilgili yapilan ¢alismalar oldukca kisith
oldugu i¢in, benzer bir fonksiyonun miyokardiyal iskemi ve enfarktiis sonrasi kalpte

de ger¢eklesme durumu hentiz bilinmemektedir. Akciger enfeksiyonunu iyilestirmeye
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yonelik koruyucu bagisiklik sistemin baskilanmasina benzer bir rolii, TRPV1 pozitif
vagal afferentlerin endokardit, miyokardit ve perikardit gibi kalp enfeksiyonlarinda
gerceklestirme durumlari da heniiz arastirilmay1 beklemektedir.

Laboratuvarimizdaki yakin zamanda yapilan caligmalardan birinde, kalbi
innerve eden NG noronlarinda farkli sekilde ifade edildigi bulunan ve bir
transkripsiyon faktoriinii kodlayan genler tespit edildi (17). Yine dnceki ¢caligsmalarda,
transkripsiyon faktorlerinin 6zel ifadesi yoluyla raporcu proteinlerin anlatim1 merkezi
ve periferik sinir sistemlerinde yer alan spesifik ndral popiilasyonlarda indiiklendi ve
bu sayede onlarin embriyonik gelisimi detayl sekilde arastirildi. Bu popiilasyonlarin
spesifik iglevlerini ortaya cikarmak icin de benzer spesifik anlatim stratejileriyle
bezenmis optogenetik ve kemogenetik yaklasimlar kullanildi (36). Benzer bir bakis
acistyla, ortaya c¢ikan transkripsiyon faktorleri arasinda, sadece kalbe 6zgii NG
ndronlarinda ifade edilenler, transkripsiyon faktorii veritabanlarinda karsilagtirmali
analiz ile belirlenebilir. Sonunda, bu transkripsiyon faktorlerinin kalbe zarar veren
NG'ye 0Ozgii ekspresyonu, vagal kardiyak duyu noronlarinin ilgili gelisimsel
yorlingelerini arastirmak ve kardiyak (pato)fizyolojideki islevlerini incelemek icin
transgenik ve viral vektor teknikleriyle kullanilabilir. Bu, daha iyi bir agiklama ve daha
da 6nemlisi, vagal duyu ndronlarmin kardiyak néro-modiilasyonla ilgili fonksiyonel

rollerinin ayrimini saglayabilir.

4.3. Kardiyovaskiiler Sistem

Kardiyovaskiiler sistem, oksijenin, besinlerin, atik {iriinlerin ve 1smin viicutta
hizl1 bir gekilde taginmasi i¢in kalp ve kan damarlarindan olusan kapali bir sistemdir.
Bu sistem, en 6nemli islevi olan oksijen, glikoz, vitaminler ve suyun dokulara hizli bir
sekilde tasinmasi ve karbondioksit, iire ve kreatinin gibi metabolik atik iirtinlerin hizli
bir sekilde hiicrelerden uzaklastirilmasinin yaninda hormonlarin dokulara ulagmasini
da saglar ve bazi hormonlar1 kendisi salgiladigi i¢in bir kontrol sisteminin de
parcgasidir. Bu sistemde bir kanin viicuda gonderilmesi gorevi goren kalp, sag ve sol
karincik olmak tizere birbirine bitisik iki pompadan olusur. Her iki karincik, sirasiyla
sag ve sol kulak¢iklardan doldurulur. Sag karincik kani akciger yoluyla sol tarafa
pompalar (pulmoner dolagim) ve sol karincik, besin ve oksijence zengin olan kan1 ayni

anda viicudun geri kalanina aort araciligiyla iletir (sistemik dolasim) (37,38).
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Pulmoner dolasimda, CO; ve besin atiklarini tagtyan vendz kan {ist ve alt vena kava
olmak {iizere iki ana toplardamar araciligiyla sag kulak¢iga girer ve ardindan trikiispid
kapakgig1 vasitasiyla sag karmnciga dolar. Karinciklar, diastol adi verilen gevseme
durumundayken kan ile dolar ve sistol ad1 verilen kasilma durumuna gegerek icerdigi
kirli kan1 pulmoner arter araciligr ile akcigere gonderir. Akcigerde, alveollerde
gercekleien diflizyon yoluyla kandaki oksijen seviyesi ylikselir ve oksijenli kan
pulmoner damarlardan sol karincik ve kulak¢iga geri doner. Sistemik dolagimin
gerceklesmesi icin sol karincik, sag ile hemen hemen ayn1 anda kasilir ve ayn1 hacimde
kant1 viicuda gonderir. Sol karmciktan ¢ikan kan, aorttan ve dallanan arter sisteminden
tim viicuda yayilir. Sistemik ve pulmoner dolasima sebep olan kulak¢ik ve
kariciklarin kasilmasi, kalbin elektriksel aktivitesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar
37).

Kalp kaslarinin kasilip gevsemesi kalp kasi hiicreleri, kardiyomiyositler ve
kalpteki iletim sistemine ek olarak kalbe uzanan sinir sistemi tarafindan kontrol edilir.
Kalbin elektriksel iletim sistemi sinoatriyal diigiim, atriyoventrikiiler diigim, His ve
purkinje lif demetlerinden olusur. Kalbin kasilmasi, sinoatriyal nod bdlgesindeki
kasilma yeteneklerini kaybedip spontan depolarize olabilme 06zelligi kazanan
Ozellesmis hiicreler tarafindan olusturulan aksiyon potansiyeli sayesinde baslar.
Sinoatriyal diigiim hiicreler tarafindan baslatilan aksiyon potansiyeli, sag atriyumdan
atriyoventrikiiler diigiime ulagir. Depolarizasyon dalgasinin yayilimi atriyoventrikiiler
nod bolgesinden baglayan diger iletim sistemi elemanlarindaki 6zel kardiyomiyositler
araciligi ile tiim kalbe yayilir (39).

Kalpte bulunan ickin iletim sistemi kalbi saran otonom sinir uglari ile siirekli bir
etkilesim halindedir ve onlar tarafindan etkinligi kontrol edilmektedir. Dolayisiyla
otonom sinir sistemi kardiyak mekanik ve elektriksel indislerini kontrol etmektedir.
Bunlar kalbin atim sayis1 ve sinoatrial ve atriyoventrikiiler diigiimden elektriksel
sinyalin iletim hiz1 ve ayrica kalp kasinin kasilma ve gevseme kinetikleridir. Otonom
sinir sisteminin iki antagonistik ¢aligan alt bileseni olan parasempatik sinirler ve
sempatik sinir lifleri, sirasiyla kalp atim hizinin yavaslatilmasi ve hizlandirilmasindan
mesuldiirler. Kalbin sinirsel kontroliin diger 6nemli bilesenini olusturan duyusal sinir

sistemi ise kalbin kimyasal ve mekanik ortamindaki agr1, basing, inflamasyon ve doku
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deformasyonu gibi uyaranlarin algilanip spinal kord ve beyin sap1 iizerinden arka

beyin ve insular kortekse aktarimindan sorumludur (40).

4.3.1. Kalbin elektrofizyolojik 6zellikleri ve aksiyon potansiyelin olusmasi

Kardiyomiyositler aksiyon potansiyeli olusturma 6zelligine sahip hiicrelerdir.
Aksiyon potansiyeli olusturmalart i¢in ileti sistemi tarafinda uyarilmalari sonucu
membran potansiyelinin esik degerini agmas1 gerekmektedir. Aksiyon potansiyeli Faz
0, 1,2, 3 ve4 olmak iizere 5 fazdan meydana gelir (Sekil 4.3.1.1). Elektriksel uyarimin
kalp kas1 hiicrelerine ulagmasi1 sonucu olusan aksiyon potansiyelinin ilk asamasinda
hiicre membraninda bulunan voltaj-duyarli Na kanallar1 acilarak depolarizasyon
gerceklesir, membran potansiyeli -60 mV’tan -40 mV’a ylikselir (Faz 0). Birinci fazda,
Na kanallar1 kapanir ve gegici K kanallar1 acilir. K iyonlarmin hiicre disina ¢ikmasi ile
membran potansiyeli -15 mV’a ulagir. Dpeoalrizasyon dalgas1 kardiyomiyositlerde L-
tipi Ca kanallarinin agilmasini saglar ve bu kanallarin agilmasi ile hiicre i¢ine Ca giris
olur. K iyonlar1 hiicre digina ¢ikarken igeriye Ca iyonlarinin girmesi Faz 2’de goriilen
plato evresini olusturmaktadir. Hiicre icine aliman Ca iyonlari, sarkoplazmik
retikulumdaki ryanodine reseptér Ca kanali (RyR) acilmasina ve sarkoplazmik
retikulumdan sitoplazmaya Ca iyonlarinin salinmasina sebep olur. Sitoplazmadaki Ca
iyonlari, troponinlere baglanarak kasilmay1 baglatir. Faz 3’te Ca kanallar1 kapanir ve
yavas aktiflenen K kanallar1 agilir. Hiicre i¢ine K iyonlarimin girmesi ile hiicre
membraninin repolarizasyonu baglar. Membran potansiyeli -55 mV’a ulasgtiginda K
kanallar1 kapanarak repolarizasyon sonlanmis olur. Aksiyon potansiyelinin

sonlanmasi sonucu Faz 4’te dinlenme faz1 olusur (39).
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Sekil 4.3.1.1. Kalp kas1 hiicrelerinde goriilen aksiyon potansiyeli evreleri(39)

4.3.2. Elektrokardiyografi (EKG)

Elektrokardiyogram (EKG), viicuda vyerlestirilen -elektrotlar araciligiyla
kaydedilen kalbin elektriksel aktivitesinin bir dl¢iimiidiir. Olgiilen her bir dalga
kompleksi tek bir kalp atisin1 temsil eder ve her kompleks P dalgasi, QRS kompleksi
ve T dalgas1 olmak {izere ii¢ bilesenden meydana gelmektedir (Sekil 4.3.2.1). EKG’nin
her bir bileseni (dalgas1), kalbin belirli bolgelerindeki elektriksel aktiviteyi yani

aksiyon potansiyellerini temsil eder (39).
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Sekil 4.3.2.1. Bolgesel kardiyak elektriksel aktivite ile yiizey elektrokardiyogrami
arasindaki iliski (39).

Sol ve sag atriyum boyunca depolarizasyon dalgasinin yayilip hiicrelerin depolarize
olmasi, EKG ol¢iimlerindeki P dalgasint olusturur. Elektriksel uyar1 sinoatriyal
diigiimden ¢ikarak sirastyla sag ve sol atriyuma ulasir. Elektrik akiminin AV nodda
iletilmesi sirasinda elektriksel aktivitede izoelektrik adi verilen bir duraklama
gergeklesir. Bu duraklama, EKG’de P-R segmenti olarak acgiga ¢ikar ve ventrikiiler
kasilma gergeklesmeden once atriyumdaki kanin ventrikiillere dolmasi i¢in gerekli
siireyi saglar. Q dalgasinin baslangici ventrikiiler depolarizasyonun baslangicini isaret
eder. AV nod tarafindan sag atriyumdan ventrikiillere iletilen elektrik akimi, His
demetleri ve purkinje liflerinden olusan iletim sistemi araciligiyla sol ve sag
ventrikiiller ve interventrikiiler septum boyunca hizla yayilir. Ventrikiiler
depolarizasyon ger¢eklesmesi, EKG ol¢limlerinde QRS kompleksi olarak ortaya ¢ikar.
Atriyal depolarizasyon ile ventrikiiler depolarizasyon arasinda gegen siire P-R araligi
olarak adlandirilir ve P-R araligindaki bir degisiklik, parasempatik sinir sisteminin
(vagus siniri) kalp iizerindeki aktivitesinin hassas bir gostergesidir. QRS kompleksinin

sonunda, tiim ventrikiile miyokardin depolarizasyonu gerceklesmis olur. Ventrikiiler
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depolarizasyon sonucunda ventrikiiller kasilir ve kan aort ve pulmoner artere dogru
atilir (41,42). Bu asamada, elektriksel aktivitede, S-T segmentini olusturan, bir
duraklama meydana gelir. S-T Segmenti ventrikiiler depolarizasyon ve repolarizasyon
arasindaki araligi temsil eder. S-T segmentinde en yaygin goriilen anormallikler,
segment elevasyonu ve depresyonu olarak tanimlanir. ST elevasyonu, segmentin
izoelektrik ¢izgiden yukart dogru hareketidir ve akut miyokard infarktiis (MI) veya
perikardit nedeniyle olusabilir. S-T depresyonu ise segmentin izoelektrik ¢izgiden
asagl dogru hareketidir (Sekil 4.3.2.2). Akut subendokardiyal miyokard iskemisine
bagli olarak veya ST elevasyonunda karsilikli bir degisiklik olarak ortaya
cikabilir(43,44). Ventrikiiler miyokardiyal hiicrelerin repolarize olmaya baslamasi ile
T dalgasi olusur. Ventrikiiler repolarizasyonun tamamlanmasi ile T dalgast sona erer

ve kalbin bir kasilma ve gevseme dongiisii tamamlanmis olur(42).

T dalgasi inversiyonu

©/o
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dalgasi

17Nt
_\
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MP’da ST segment MlP’da ST segment
elevasyonu depresyonu

Normal ST-segment

Sekil 4.3.2.2. MI sonrast EKG bulgularinda ST segmentte goriilen degisimler (45)

4.4. Kalp ve Sinir Sistemi Iliskisi

Kalp yogun oranda sinir ile sarilmis bir organdir. Kalbi saran bu sinirler hem
kalbin i¢ isleyisini hem de kalp ile merkezi sinir sistemi ve nihayetin de tiim viicudun
iliskisini diizenlerler. Viicudun anlik kan ihtiyacina gore kalp ve damar sisteminin
bilesenlerinin tiim islevleri sinir sisteminin bilesenleri tarafindan koordine
edilmektedir. Sinir-kalp ekseni olarak da isimlendirilen ve en ugtaki islevsel tiyeleri

beyin ve kalp olan bu iletim sistemi ¢ift tarafli olarak ¢alismaktadir. Bu taraflardan
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birini kalp homeostazinin anlik bilgisini beyne ileten duyu sistemi, diger tarafini ise

beyin ve spinal korddan merkezi komutlar1 kalbe ileten motor sistemi olusturmaktadir

Medulla
oblongata

(Sekil 4.5.1.).

Stelat
gangliyon

Sempatik sinir , LA
Parasempatik sinir Wa
Duyusal sinir J

Sekil 4.5.1. Kardiyak sinir sistemlerinin anatomisi ve dagilimi(40).

4.4.1. Kalp islevini kontrol eden motor sinirler

Kalp oksijence zengin kani tiim viicuda ve karbondioksitce zengin kani ise
akcigere pompalamak ile gorevli bir organdir. Kalbin beyinden ayak uclarma kadar
viicudun tiim bolgelerine yeterli kani gonderebilmesi atriyum ve Ozellikle
ventrikiillerdeki kasilma ve gevseme kinetiklerinin koordineli yonetimi sayesinde
miimkiin olmaktadir. Kalbin atriyum ve ventrikiillerinin dogru zaman araliginda
kasilip gevsemesi sayesinde kalbe gelen ve kalpten giden kanin kalpteki dolasimi
sorunsuz bir sekilde siirdiiriilebilir. Bunu saglayan temel yapilardan birisi kalpte ickin
bulunan kalbin kendi elektriksel iletim sistemidir. Ayrica bu sistemin bilesenleri kalbi
saran sinirler yolu ile sinir sistemi tarafindan her an etkin bir sekilde kontrole tabiidir.

Ormegin kalpte kasilmayi baslatan ilk elektriksel sinyali iireten ve &zellesmis
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kardiyomiyosit hiicrelerinden olusan sinoatrial diigiim hem sempatik (noradrenerjik)
hem de parasempatik (kolinerjik) motor sinirler tarafindan yogun bir sekilde inerve
edilmektedir (5,7). Sempatik ve parasempatik sinirler kalp atim sayis1 ve kasilip-
gevseme indislerini anatgonistik bir sekilde diizenlemektedirler. “Kag¢ ya da savas”
ilkesi uyarinca sempatik sinirler tehlike aninda kalbi atim sayisin1 ve kan basincin
yiikselmesinden sorumludur. Parasempatik sinirler ise bu durumun tam tersi etkilere
sebep olmaktadir. Dolayisiyla bu iki zit ¢alisan otonom sinir sistemi bileseni de
merkezi sinir sisteminde {iretilen motor komutlarin kalbe iletilmesinde sorumludurlar
(46-49).

Kalbin saran sempatik ve parasempatik sinirlerin ndron govdelerinin
olusturdugu gangliyonlar toraks ve kalpteki konumlarma gore isimlendirilirler. Kalbe
0zgii sempatik sinirlerin hiicre govdeleri omurganin saginda ve solunda omurgaya
kosut olarak konuslanmig paravertebral zincirde bulunurlar. Bu sempatik gangliyonlar
toraksin icerisinde fakat kalbin disinda bulunduklar i¢in intratorasik ekstrakardiyak
gangliyon seklinde adlandirilirlar. Farelerde son yapilan ¢aligmalarda kalbi innerve
eden sempatik sinirlerin néron govdelerinin SG olarak da isimlendirilen servikotorasik
(cervicothoracic) gangliyonun belirli bir bolgesinde bulundugu gosterilmistir (5). Bu
gangliyon inferior servikal gangliyon ile T1-T2 torasik gangliyonlarin bir
fiizyonundan olugmaktadir.

Kalbi saran parasempatik postganglionik sinirlerin hiicre govdeleri ise epikardin
iizerindeki yag bezelerinin iizerinde dagilmis halde, yani kalbin iizerinde
bulunmaktadir. Bu ylizden bu gangliyonlar intratorasik intrakardiyak ya da kisaca
intrakardiyak gangliyonlar diye isimlendirilmektedir. Bu gangliyonlarin biiyiik bir

kesimi (~% 85) kolinerjik 6zelliktedir (5,6,50).

4.4.2. Kardiyak sinir sisteminin hiyerarsik yapisi

Son bir asirdir kalbin isleyisini kontrol eden sinir sistemi, sempatik ve
parasempatik sinirlerin antagonistik calismast ve bu sinirlere komut veren merkezi
sinir sistemindeki ilgili merkezlerin, kalbi saran spinal ve vagal koékenli duyu
sinirlerinden  aldig1  girdiler ile beslenerek kardiyak motor komutlar
olusturmasiiizerinden tasvir edildi. Bu sistemde kalbin iizerindeki yag yataklarinda

gomiili sekilde bulunan intrakardiyak gangliyonlarin pregangliyonik parasempatik
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sinirler ile tasinan motor komutlar1 kalbin i¢ iletim sistemine aktarmada bir arayiiz
gorevi gordiigii kabul edildi. Ancak son yirmi yilda yapilan ¢aligmalar (derlemeler icin
bkz.(8,16,51),(52) kalpte bulunan gangliyonlarin sadece kolinerjik yapida olmadigini
gostermistir(6,7). Buna ek olarak, intrakardiyak gangliyonlar1 olusturan ndronlarin
sadece kalp dokusu ile degil, kendi i¢lerinde ve diger intrakardiyak gangliyonlar ile de
baglanti kuran ve bu baglantilarda kullanilan ara noéron tiirevi yapilari igeren
gangliyonlupleksuslardan olustugu gosterilmistir (6,7)(52).Ozellikle kalp yiizeyinden
yapilan mekanik uyaranlar ve bazi kalp damarlarinda yapilan gegici tikamalar
sirasinda kalpteki intrakardiyalgagliyon néronlarindan alindan elektriksel kayitlarda
duyu ve motor yanitlarina benzer sinirsel uyarimlar kaydedilmistir(51,53). Sonugta
yapilan tiim bu tanimlayict ve islevsel ¢alismalar intrakardiyak gangliyonlar aginin
MSS’den gelen komutlar1 aktaran bir arayiiz degil, fakat bu komutlar1 da kendine katan
ve kendi basina 6zerk bir sinir sistemini olusturabilecek birimlere sahip olan daha
karmasik bir yap1 oldugunu 6ne stirmektedir. Bu nedenle kalp yiizeyinde bulunan bu
intrakardiyak gangliyonlar ag1 kalbe ickin sinir sistemi olarak isimledirilmeye
baglanmistir (52). Yine bu sistemi kalbin kendi beyni seklinde tasvir eden yayinlar da
literatiirde bulunmaktadir (3,54). Dolayisiyla kalbi kontrol eden sinir sisteminin
hiyerarsik yapist incelendiginde, bu yapimin yukarida beyin korteksi ile baslayip
(Insula vb.), beyin sapi, NG, AKG, ekstrakardiyak gangliyonlar1 (SGvb) igerecek
sekilde asag1 dogru devam eden ve intrakardiyak gangliyonlar ile sonlanan oldukca
genis, birbiriyle i¢ ice ve karmasgik bir sistem oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla kalbin
mekanik ve kimyasal ortamina dair duyusal veriler hem kalbe ickin sinir merkezlerine
hem de spinal kord ve beyin sapina ve daha {ist kortikal merkezlere iletilmektedir. Bu
stirekli iletisim sonucu hiyerarsik yapida yukarida konumlanan sinir yonetim
merkezlerinden gelen komutlar kalpte i¢kin bulunan sinir merkezlerine iletilmekte ve
bu sinir merkezi dogrudan kalpten aldig1 duyusal veriler ile bu digsal komutlar1 entegre
ederek anlik yanitlar olusturmaktadir. Kardiyak sinir sisteminin bu entegrasyonu nasil
gerceklestirdigi heniiz biitliniiyle aydinlatilamamigtir. Kalbin islevini kontrol eden
hiyerarsik sinir sisteminin kalp ile en {ist kortikal birimlere kadar her bir seviyesinde
refleksif yanitlar olugabilmektedir.

Kardiyak sinir sisteminin birbiri ile i¢ ice gecmis karmasik yap1 ve isleyisinin

kardiyovaskiiler rahatsizliklar ile bozuldugu, ya da bozulmasinin kalp aritmisi ve
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benzeri rahatsizliklari tetikledigi diisiiniilmektedir. Ozellikle Miyokardiyal Infarktiisii
(MI) sonrasi kardiyak sinir sistemini olusturan bazi birimlerin sinirsel yeniden
yapilanmaya ugradiklari bilinmektedir (55). Yapilan son ¢aligsmalarda MI sonras1 kalbi
saran sempatik sinirlerin morfoloji ve uyarilma kinetiklerinde degisimlerin meydana
geldigi gosterilmistir (9). Yine MI sonrasi NG noronlarinin transkriptom profilleri ve
uyarilma kinetiklerinde degisimlerin meydana geldigi gdsterilmistir (56). Bunlara ek
olarak MI sonrasi kalbin i¢kin sinir sistemini olusturan gangliyon birimlerinin de yine
yapisal ve islevsel yeniden yapilanmaya ugradigi gosterilmistir (1). Kalbi innerve eden
duyu ve motor sinirlerde MI sonras1 olusan bu yapisal ve fonksiyonel degisimlerin,
yine MI sonrasinda kalp isleyisinde goriilen sempatik asir1 uyarilabilirlik ve vagal
tonda diislis seklindeki otonomik dengesizlikleri altinda yatan ana etkenlerden oldugu

diistiniilmektedir.

4.4.3. Kardiyak sinir sistemi ve vagal uyarim terapileri

MI gibi iskemik rahatsizliklar sonrasi olusan kalp aritmilerinin otonom sinir
sisteminin ¢aligmasindaki dengesizlik ve bozulmalardan kaynaklandig: bilinmektedir
(55). Ozellikle MI sonras1 goriilen tasiaritmik fenotipin vagal tondaki diisiikliikten
kaynaklandig1 diisiincesiyle, MI hastalarinda vagal uyarim terapileri klinik bir tedavi
yontemi olarak kullanilmaktadir. Benzer sekilde baska bir terapi yontemi olan spinal
kord uyarimi da yine bazi aritmi rahatsizliklarini diizeltmede uygulama alani
bulmaktadir. Bu yontemler disinda noral ablasyon miidahaleleri de kalbin otonomik
kontroliindeki dengesizlik ve bozulmalar1 sagaltmak i¢in klinikte uygulanmaktadir.
Ornegin, MI sonrasinda kalpte goriilen sempatik asir1 uyarilmasimi kontrol altina
alabilmek icin Stellaktomi tedavisi uygulanarak, Stellate ganglion MSS ile baglanti
saglayan kismu tahrip edilmektedir. Bu islem sonrasi ilgili gangliyondaki sempatik
ndronlarin asir1 uyarilma fenotipinin azaldigi gosterilmistir (4,25,51). Yapilan vagal
uyarim terapileri sonucunda ise kalp hastalarinda ortaya ¢ikan kalbin parasempatik
uyarimindaki genel azalmanin iyilestigi gosterilmistir.

Ancak kalbi saran sinir aginin kapsamli bir haritasinin heniiz ¢ikarilmamis
olmas1 noroblasyon ve sinirsel uyar1 terapilerinin hem sonug¢ alabilecek sekilde
tasarlanmasint hem de ilgili uygulama sonuglarinin saglikli degerlendirilmesini

engellemektedir. Ornegin onuncu kraniyal sinir olan Nervus Vagus %70 oraninda
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duyu ve %30 oraninda parasempatik motor sinir icermektedir. Bu sinire yapilan
elektriksel uyarimlarda vagal duyu ve motor sinirlerin ne dl¢iide uyarildig: ve bunlarin
kalpte goriilen yanita ne olglide katki sagladigi heniiz tam aydinlatilamamistir(5).
Vagal duyu ve motor sinirlerin kalpte nasil bir niifuz deseni sergiledigi ve
sonlanmalarmin kalbin hangi anatomik bdlgelerinde yogunlastigmin biitiinciil bir
haritasinin ¢ikarilmasi sinirsel uyarim tedavilerinin daha dogru bir sekilde icra
edilebilmesi icin elzemdir. Ayrica ndroablasyon terapilerine yeni hedefler olugturmak
icin de kalbin biitlinciil sinir aginin tiim bilesenleriyle (duyu ve motor olmak) ifsa
edilmesi gerekmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar sonucu bu sinir aginin
morfolojisinde meydana gelen degisikliklerin tespit edilmesi, bu degisimlerin yol
acabilecegi sorunlara gore tasarlanmig 6zgiin tedavi yontemlerinin gelistirilmesine

katk1 saglayacaktir.

4.4.4. Kalbi saran sinir aginin islevini arastiran calismalar

Son yillarda hiicrelere erisebilmek ve onlarin isleyisini manipiile edebilmeye
imkan saglayan yeni teknolojilerin ortaya ¢ikmasiyla beraber i¢ organlarin isleyisini
diizenleyen sinir devrelerini aydinlatmaya yonelik aragtirmalarin da sayisinda artig
yasanmustir. Ozellikle karotit arter ve aortta(57-59), girtlak(60), akciger (61), mide ve
ince bagirsak (62) gibi organlarda vagal duyu sinirlenmesini morfolojik ve islevsel
olarak inceleyen onemli yayinlar bulunmaktadir (63). Bu yayinlarda organlarin vagal
duyu sinirlenme desenleri incelenmis ve akson uclarinda bulunan farkli sonlanma
sekilleri gosterilmistir (63). Bunun ile birlikte atifta bulunulan ¢aligmalara benzer
kapsamda kalbi sinirleyen vagal duyu sinirlerine dair c¢aligmalar literatiirde
bulunmamaktadir. Daha c¢ok kalbin sempatik ve parasempatik sinirlenmesini
goriintlileme maksadiyla icra edilen ve buna miiteveccih caligmalar cesitli model
organizmalar 6zelinde gerceklestirilmistir (6,7,10,64—69).

Kalbi saran motor sinirlerin goriintiilenmesine yonelik arastirmalarin fazla
olmasimin en 6nemli sebeplerinden birisi sempatik ve parasempatik sinirleri organ
ortaminda  isaretlemek i¢cin  gerekli belirteg  proteinlerin  bulunmasidir
(6,7,67,68,70,71). Kalpteki sempatik sinirlerin dagilimini incelemek i¢in Tirozin
Hidroksilaz (TH) proteinine baglanabilen antikorlar kullanilmaktadir. TH proteini

cevresel sinir sisteminde islevsel olan sempatik noronlarda noradrenalin iiretiminde
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gorev alan hiz-kisitlayici bir enzimdir. Akson boyunca ifade edildiginden sempatik
sinirlerin organlardaki sinirlenme desenlerini ve sonlanma big¢imlerini ifsa etmede
istimal edilmektedir. Parasempatik sinirleri isaretlemede ise kolin-asetil transferaz
(Chat) proteinine baglanabilen antikorlar kullanilmaktadir. Chat proteini parasempatik
sinirlerde asetilkolin liretiminden mesl bir enzimdir.

Kalpteki duyu sinirlerini isaretlemek i¢in peptiderjik sinir belirteglerinden
kalsitonin geniyle ilgili peptit (CGRP) ve P maddesi (SP) proteinlerine 6zgii antikorlar
kullanilmaktadir(10,65-68,70,71). Duyu sinirlerinin bir kismininin peptiderjik yapida
olmasindan dolayr CGRP ve SP’ye 6zgii antikorlar kullanilmaktadir. Ancak Chat ve
TH antikorlar ile kiyaslandiginda bunlar tiim duyu sinirlerini ayni kapsam ve kuvvette
isaretleme kapasitesinden yoksundurlar. Bu nedenle genel olarak i¢ organlar1 ve 6zel
olarak kalbi saran duyu sinirlerini haritalayan ¢aligmalar hem sayica hem de igerik
olarak oldukca eksiktir.

Rajendran P. ve ark. tarafindan 2019 yilinda yapilan ¢aligmada anti-TH antikoru
ile fare kalbinin biitiinciil sempatik sinirlenme deseni ag¢iga c¢ikarilmistir(5). Ayrica
transgenik farelerde cre-LoxP yaklasimi kullanilarak parasempatik sinirler eYFP
floresan proteini ile isaretlenmis ve yine biitiin kalpteki parasempatik sinir agi
goriintlilenmistir. Bu ¢alismada anti-Chat antikorlarinin ¢evresel sinir sisteminde
iretilen Chat proteinini etiketlemede yetersiz oldugu one siiriiliip Chat geni
kontroliinde cre rekombinaz proteini iireten transgenik hat kullanilmistir. Bu ¢alisma
cevresel sinirlerin kalpte goriintiillenmesinde cre-LoxP sisteminin etkin sekilde
kullanilabilecegini gostermesi bakimindan ehemmiyetlidir. Ayn1 cre-LoxP yaklagimi
AAV virlis vektorleri kullanilarak da gergeklestirilip pulmoner venin altindaki
kolinerjik gangliyonlu pleksuslarin sinoatriyalnod bdlgesini innerve ettikleri
gosterilmistir. Bu bulgu sinoatriyal nodun post-gangliyonik parasempatik sinirler ile
dogrudan kontroliinii géstermesi agisindan dnemlidir. Rajendran P. ve ark. tarafindan
yapilan bu caligmadakine benzer bir yaklasim bu tez ¢alismasinda kalbi saran vagal
duyu sinirlerinin gorsellestirilmesinde kullanilacaktir. Ayni ¢alismada ilerleyen
basliklarda detaylandirilacagi tizere, cre-LoxP yontemi kullanilarak kalbi saran
sempatik ve parasempatik sinirlerin depolarizasyonu gergeklestirilip kalp ritmindeki

etkileri EKG ile kaydedilmistir.
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4.4.5. Kalbi saran duyu sinir ag1 ve MI

MI sonrasi kalbin nekroza ugramis ve hasarlanmis olan dokusunun fibrosize
ugraylp yeniden yapilanma gecirdigi bilinmektedir. Son yapilan ¢alismalar kalbi
sinirleyen sempatik sinirlerin de MI bdlgesinde denervasyona ugradigint ve MI yara
cevresinde yeni sinir u¢lart olusumu (neuralsprouting) sergiledigini géstermistir (9).
Bu yeniden yapilanmanin sadece sinir morfolojisiyle sinirli olmadigi ve sinirleri
saglayan gangliyon noéronlarinin transkripsiyon profillerinde ve uyarilma
kinetiklerinde de degismeler meydana geldigine miiteveccih ¢aligmalar mevcuttur

(9,16,51,55,56).

4.4.5.1. MI’nin olusumu.

Kalbi olusturan hiicrelerin beslenmesi kalbe niifuz eden koroner damarlar
yoluyla gergeklesir. Bu damarlar epikard seviyesinden baslayarak kalbe niifuz eder ve
kilcallagarkendokard boyunca ilerleyip lumene kadar uzanirlar. Eger koroner
damarlarda kolesterol yiiksekligi vb. durumlarda gelisebilen damar tikaniklig
(Ateroskleroz) olusursa, tikali damarin besledigi kalp dokusu, basta en derin endokart
tabakasin1 besleyen kilcallara oksijence zengin kanin hi¢ ulagsmamasi ya da az
ulagsmasindan dolay1r hipoksiye girebilir. Bu durumun ileri asamast sonucu
beslenemeyen ventrikiil miyokard tabakasi oliir. Bu patolojik durum Miyokard
Infarktiisii (MI) diye adlandirilir. Bu durum sadece 6len dokuyu degil, dokunun
cevresindeki basta kardiyomiyositler olmak {izere tiim hiicrelerin islevinde bozulmalar
yol acar. MI yarasi ¢evresinde, 6lmemis fakat oksijence zengin kan tarafindan yeterli
diizeyde beslenemeyen iskemik bir bolge olusabilir.

MI kaynakli patolojileri arastirmak i¢in fare ve baska diger model
organizmalarda cesitli yontemler kullanilarak MI modelleri gelistirilmektedir. MI
tetiklemek icin kullanilan baglica yontemlerden birisi kalbin sol 6n inen arterinin (left
anterior descending veya kisaca LAD) gecici (akut MI) ya da kalic1 (kronik MI) olarak
ilgili model organizmanin epikard ylizeyinden baglanmasidir. Bu ydntem sonucu
olusturulan MI modeli ile MI’'nin kalp dokusu ve kalbin elektriksel ve mekanik

caligmasi lizerindeki etkisi zaman bagli olarak takip edilip arastirilabilmektedir.
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4.4.5.2. Iskemik hasar sonrast kalbi saran duyu sinirlerinin yapi ve islevine etkileri

MI sonucu kalp dokusunun fibrozise ugrayip yeniden yapilanma islemine maruz
kaldig1 bilinmektedir. MI sonucu olusan kas kaybinin oldugu bélge fibroz doku
tarafindan Ortiilmektedir. Bu durum kalbin kasilma ve dolayisiyla kan pompalama
giiciinii ciddi sekilde azaltmaktadir. Bu sebeple kok hiicre tabanli alternatif yontemler
gelistirilerek kaybedilen kas yapisinin tekrar temin edilmesine yonelik onarimsal
caligmalar yogun bir sekilde devam etmektedir.

Literatiirde MI sonrasi1 sadece kalbin parenkimal dokusunun degil ayni1 zamanda
kalbi saran sinir aginin da yeniden yapilanmaya ugradigi daha once gosterilmistir.
Ayruca MI sonrasi olusan otonomik dengesizliklerde MI sirasinda kalpten salgilanan
bradykinin vb. molekiiller ile uyarilan kalpteki duyu sinir u¢larinin rolii oldugu daha
once gosterilmistir(3,4,33). 2003°te Zahner ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada
kalbe akson gonderen duyu néronlarinin MI kaynakli iskemi sirasinda aktiflestikleri
yaymlanmistir (33). Bu calismada TRPV1 nosiseptif duyu néron belirteci geni ifade
eden duyu liflerinin, MI sonras1 kalpte olusan iskemik alandaki sonlanmalarinin
uyarilmasinin, kalpte MI sonrasit goriilen sempatik uyarim asiriligi fenomenini
tetikledigi one stirtilmustiir.

1985 yilinda yapilan baska bir ¢aligmada ise kalp dokusunun gorece alt
duvarinda bulunan vagal duyu uglarinin iskemi sonrasi uyarilmasinin bradikardiye
sebep oldugu gosterilmistir(72). Kalpte bulunan AKG kaynakli sinir uglarinin ise
iskemi sonrast sempatik refleks aktivitesindeki artiga bagl olarak olusan tasikardi ile
iliskisi kurulmustur (72). Bununla birlikte giiniimiize degin kalbi saran vagal ve spinal
kaynakli duyu sinirlerin kalp boyunca uzaysal dagilimi kapsamli bir sekilde
gosterilmediginden atifta bulunulan ¢alismanin bulgulart desteklenememistir. Ancak
yine de kalpteki iskemik hasarin yol agabilecegi aritmi desenlerinin olusumunda duyu
sinirlerinin rolii olabilecegini 6nermesi bakiminda olduk¢a 6nemli bir ¢aligmadir.

Anatomik olarak incelendiginde kalbe akson gonderen vagal duyu sinirlerinin
diger ucunun beyin sapinda sonlandig1 bilinmektedir. Bu vagal afferentlerin beyin
sapinda sonlandiklar1 ve sinaptik etkilesim kurduklar1 baslica c¢ekirdek Nucleus
Tractus Solitaris (NTS)’tir. NG’ den girdi alan bu NTS ndronlar1 yine beyin sapinda
bulunan parasempatik motor c¢ekirdeklerden Dorsal Medial Nucleus (DMV) ve
Nucleus Ambiguus (NA) ile sinaptik baglanti1 kurmaktadir. Dolayisiyla kalp {izerinden
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uyarilan NG ndronlariin beyin sapi tizerinden bir refleks devresini uyararak kalbin
islevini parasempatik olarak diizenlemektedir (3). Kalbi saran spinal duyu sinirlerini
gonderen AKG noronlar1 ise spinal kord tizerinden daha ¢ok sempatik refleksleri
tetiklemektedir. NG ve AKG kaynakli bu reflekslerin nasil calistiklar1 hala tam olarak
aydinlatilamamistir. Bunun baglica sebebi kalbin duyu sinir agma yoOnelik
caligmalarin, motor sinir agma kiyasla olduk¢a yetersiz olmasidir. Bu eksiklikler
cesitli kardiyovaskiiler rahatsizliklarin olusumu veya prognozunda kalbin duyu sinir
agmin islevinde meydana gelen degisimlerin ne Olciide etkisi oldugunun
aydinlatilmasini da engellemistir.

Literatiirde NG kaynakli vagal duyu sinirlerinin kalbi saran dallarinin MI sonras1
yapisal degisime ugrama durumu heniiz arastirilmamistir. Ancak morfolojik degisim
henliz gosterilememek ile birlikte MI sonrasi NG noronlarinin transkriptom
profillerinde ve elektriksel uyarilma kinetiklerinde meydana gelen degisimleri
yayinlayan ¢alismalar bulunmakatdir(9,16,51,55,56). Wan F. ve ark. tarafindan 2010
yilinda yapilan bir ¢alismada MI 6ncesi ve sonrast NG noronlarinin mRNA anlatimlari
incelenmistir. Yapilan karsilagtirmali  6l¢iim sonucunda, ATP baglandiginda
etkinlesen purinerjik almag proteinleri kodlayan P2RX2 ve P2RX3 genlerinin ifade
miktarlarinda MI sonrasi anlamli artiglar oldugu gosterilmistir(73). Bu degisimin MI
sonrast kalbi inerve eden vagal duyu sinirlerinin ATP yoluyla depolarizasyonunu
kolaylastirdig1 6ne siiriilebilir. AKG iizerinden TRPV1 reseptorleri yoluyla iletilen
somatik agr1 duyusunun devami durumunda, TRPV1 ifadesinin AKG’lerde arttig1 ve
bunun agri duyusunun hassaslastirilmasina neden oldugu bilinmektedir. Benzer
sekilde iskemik durumun ATP’ye bagli olarak kalpten beyin sapma vagal duyu
sinirleri lizerinden iletildigi kabul edildiginde, P2RX2-3 reseptorleri iizerinden de
benzer bir hassaslastirma isleminin gerceklestigi 6ne siiriilebilir. Ancak kalbi saran
vagal afferentlerin beyin ile iletisimle purinerjik sinyal yolaklarini kullanma durumu
ve eger kullaniliyorsa bunun ne oranda ve hangi baglamlarda gerceklestigi heniiz
bilinmemektedir(74).

4.5. Kalp Islevini Sinirsel Diizenlemesini Arastirmada Optogenetik
Yontemler

Son yapilan kalbin motor sinir kontroliinii arastirmaya yonelik daha 6nce atifta

bulunulan Rajendran P. ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada kalbi sinirleyen sempatik
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ve parasempatik noronlarda mavi 151k ile etkinlesen almag protein (kanalrodopsin 2)
ifadesi gerceklestirilerek kalbin motor sinir kontroliiniin dinamikleri ¢aligilmistir (5).
Kisaca optogenetik olarak adlandirilan bu yontem kalbe 06zgii sinirlerin

fonksiyonlariin arastirilmasi namina 6nemli bir imkan sunmaktadir.

4.5.1. Optogenetik yonteminin genel 6zellikleri

Optogenetik muayyen dalga boyunda igiklar kullanilarak hedeflenen hiicre tipine
miinhasir bir depolarizasyon olusturma yontemidir. Aslinda sinirbilim alaninda 15181
beyinde belirli bir hiicre tipinin islevini kontrol etmeye yonelik kullanimina dair ilk
fikirler 1979 yilina kadar takip edilebilmektedir. Nobel 6diillii bilim insan1 Francis
Crick sinirbilim c¢alismalarindaki zorluklardan birinin beyindeki tek bir ndron tipini
miinhasir sekilde istenilen zaman aralifi ve siiresince uyarabilecek bir yontemin
eksikligi oldugunu yillar 6nce belirtmisti. ilaglarin bu amag igin kullanimi hem zaman
(6r: kana karigma siiresi) hem de konum acgisindan yeterli hiicresel ¢oziiniirligi
saglamamaktadir. Elektrotlarin kullanimi ise tek bir hiicre tipini uyarabilecek
¢cozlinlirliik sunmamaktadir. F. Crick tarafindan da One siiriildiigii sekilde 1518
gercekten de bu amaca uygun oldugunu hem K. Deisseroth’nun(75) hem de Z. Pan’in
grubunun yaptig1 6ncii ¢aligmalar ile gosterilmistir(76).

Optogenetik  caligmalarda  kullanilan mikrobiyal opsinlerin 151k ile
etkinlesebilme 6zelligi ilk olarak yaklasik 50 yil 6nce kesfedilmistir. Stoeckenius ve
Oesterhelt tarafindan yapilan ¢alismada baketriyorodopsinlerin goz ile goriilebilir
dalga boyunda 151k ile uyarildiginda agilabilen iyon kanallar1 oldugu gosterilmistir
(77). Daha sonra 1977 yilinda halorodopsin ve 2002 yilinda ise kanalrodopsin proteini
kesfedildi (78). Kanalrodopsin molekiilii tek hiicreli yosunlarda (Algae) 1s18a gore
hareket etme (fototaksi) islevini gerceklestirmektedir. Halorodopsin ise
halobakterilerde kesfedilmistir. Kanalrodopsinler 1sik-kapili Ca** gegirgen iyon kanali
etkinligi gosterirken, halorodopsinler ise CI" gecirgen iyon kanali olarak
caligmaktadir(79). Hiicre zarinda Kanalrodopsin ifade eden ndronlar mavi 1sik ile
uyarim sonucu aksiyon potansiyeli iiretirken, halorodopsin ifade eden ndronlar ise sar1
151k ile uyarildiginda baskilanirlar (Sekil 4.6.1.1). Bu sayede ndron tiplerine 6zel

promotdrler yoluyla ya da dogrudan viral vektorler araciyla sadece arzulanan
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ndronlarda kanalrodopsin ve tiirevi iyon pompalar ifade edilerek ilgili néronlarin

uyarilma ya da baskilanma durumunda ortaya ¢ikan yanitlar arastirilabilir (79).
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Sekil 4.6.1.1. Is1ga duyarl Kanalrodopsin (sol) ve halorodopsin (sag) proteinlerinin
caligsma prensipleri (80).

4.5.2. Sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistemde optogenetik uygulamalar

Optogenetik yonteminin kalbe niifuz eden sinir hiicrelerinin iglevini aragtirmada
kullanildig1 son ¢alismalardan birisi Rajendran ve ark. tarafindan transgenik farelerde
yapilan ¢aligmadir (5). Bu ¢aligmada kalbi saran sempatik ve parasempatik sinirlerin
kalpteki sinirlenme deseni gosterildikten sonra, sirastyla, bu farkli fonksiyona sahip
sinirlerin optogenetik yontemler ile uyarilmasinin es zamanlt alinan EKG kayitlari ile
kalp elektrofizyolojisindeki etkisine bakilmistir. Ozetle SG’deki (servikotorasik
gangliyon) kalbi sinirleyen bas néron kiimelerinin konumu kalbin farkli bolgelerine
retrograd boya verilerek isaretlenmistir. Daha sonra TH kontroliinde cre rekombinaz
ifade eden fare ile Cre’ye bagimli kanalrodopsin ifade eden fare ¢aprazlanmistir. Bu
Cre-LoxP yaklagimi ile noradrenerjik noronlarinda kanalrodopsin2 ifade eden ikili
transgenik fare iiretilmistir. Gergekten bu farenin SGundaki daha 6nce yeri belirlenen
bolgeye 495 nm dalga boyunda mavi 151k tutuldugunda kalbin atim sayisinda anlaml
bir artis gerceklestigi gdsterilmistir. Bu artisin postgangliyonik sempatik sinirlerden

salgilanan noradrenalin molekiiliiniin kalp kasi hiicrelerindeki bir G protein esli
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reseptdr (GPCR) olan beta-1 adrenerjik reseptorlerine baglanmasi iizerinden
gerceklestigi tezini desteklemek icin ayni deney Oncesinde propranalol uygulanan
farede de icra edilmistir. Se¢ici olmayan bir adrenerjik reseptor antagonisti olan, yani
alfa-1, alfa-2 ve beta-1 adrenerjik reseptorlerinin hepsini baglanarak bloklayabilen bu
kimyasal sonrasi kalbi sinirleyen TH-Cre+ ndronlarin sag SG {lizerinden optogenetik
uyarimi kalp atim sayisinda degisiklik meydana getirmemistir (5). Ayni ¢alismada
kalbi sinirleyen parasempatik noronlarin optogenetik uyarimi Chat-Cre kontroliin
kanalrodopsin2 ifade eden farede gerceklestirilmistir. Sinoatriyal diiglimii sinirledigi
bilinen pulmoner venin altinda gangliyonlu sinirlerin mavi 1s1k ile uyarimi sonucu kalp
atim sayisinin anlamli sekilde diistiigli bulunmustur. Bu sonuglar optogenetik
tekniginin kalp iglevinin sinirsel yonetimini arastirmada oldukca kullanish ve yetkin
bir yontem sundugunu gostermektedir.

Ayni ¢alismada sinir liflerinin optogenetik uyariminin elektriksel uyarima gore
hedeflenen 6zgiil sinir dallarinin iglevini ¢alismada daha odakli ve etkin bir yaklagim
oldugu karsilastirmali analiz ile gosterilmistir (5). Trakenin her iki yaninda karotit arter
ile birlesik sekilde hizalanan vagal demetin elektriksel ve optogenetik uyariminin atim
say1si iizerinde zamana bagl farkl: etkiler olugturdugu gosterilmistir. Bunu en 6nemli
sebebi elektriksel uyarimin vagal demetin hem NG kokenli duyu hem de kolinerjik
motor bilesenini depolarize etmesidir. Mavi 151k uyarim ise sadece kolinerjik motor
sinirleri uyardig1 i¢in olusan etkinin niceligi ve niteligi degismektedir. Ayrica sag ve
sol vagal demetlerin al dalinin trakenin hemen yanindan kesilmesi ve bdylece kalbi
sinirleyen pregangliyonik parasempatik motor sinirlerin arka beyin ile baglantisi
kesildikten sonra, kesilen vagal demetin beyin sapina bagli yukarida kalan kisminin
yiiksek frekansta (20 Hz) elektriksel uyarimi sonucu kalbin atim sayisinda anlamli bir
diisiis gerceklesmistir. Ayn1 bolgeye ayni frekansta mavi 151k tutulmasi ise herhangi
bir degisime yol agmamustir. Elektriksel uyarim sonucu NG duyu sinirlerinin arka
beyindeki parasempatik ¢ekirdekleri NTS iizerinden uyardiklari bilinmektedir. Ancak
kalbi sinirleyen bu parasempatik c¢ekirdeklerden (kalbi kontrol eden baslica
NukleusAmbigus ve daha az olmak lizere Dorsal Motor Cekirdek) kalbe giden
pregangliyonik sinirler kesilmis durumda olduklari i¢in, atim sayisinda goriilen diisiis
NG duyu sinirlerinin NTS ya da bagka ara noronlar ve sinaptik baglantilar ile merkezi

sinir sistemindeki pregangliyonik sinirleri kontrol eden cekirdekler ile baglantisi
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oldugunu one siirmektedir. Hiilasa vagal duyu sinirlerinin uyariminin olusturdugu
parasempatik etkinin icerisinde sempatik sinirlerin baskilanmasinin da dolayl etkisi
bulunmaktadir. Optogenetik ve elektriksel uyarim yontemlerinin karsilastirilmasiyla
elde edilen bu bulgular optogenetik temelli yaklagimlarin ileride vagal ve diger sinir
uyarim terapilerinin iyilestirilmesine ve daha 0Ozgiil hale getirilmesine katki
sunabilecegini gostermektedir.

Literatiirde dogrudan kalp ile degil fakat optogenetik yontemler ile vagal duyu
sinirlerinin akciger fonksiyonu ve kan basincini kontroliinii arastiran caligmalar
bulunmaktadir. Cheng R. ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada akcigeri sinirleyen
P2ryl ve Npy2r ifade eden vagal duyu fasikiillerinin iki ayr1 alt popiilasyon
olusturduklar ve akcigerde farkli sonlama desenleri olusturduklari gosterilmistir (61).
Bu popiilasyonlarda yapilan optogenetik uyarimlarin, solunum fizyolojisi iizerinde
birbirinden farkl: etkilere yol a¢tig1 bu makalede gosterilmistir. Bu ¢aligmada Vglut2-
Cre (vesicular glutamate transporter 2) kontroliinde kanalrodopsin2 ifade eden vagal
duyu noronlarimin optogenetik uyariminda da kalp atisinda %90’a varan diisiis
gosterilmistir. Bu sonug, bu hattin kalbi sinirleyen duyu néronlarinin islevinin
calisilmasinda kullanilabilecegini 6ne slirmektedir(61). Ayn1 grubun daha sonraki
caligmasinda bu sefer Piezo2-Cre (Piezo2: mekanosensor iyon kanali 2) kontroliinde
kanalrodopsin 2 ifade eden transgenik hatta yine optogenetik yontemler kullanilarak
karotid arter ve aortik yayda sonlanan vagal duyu sinirlerinin kan basincini diizenleyen

reflekslerin olusumundaki rolii gosterilmistir.

4.6. Tiim Kalpte Sinir Aginin Goriintiillemesi

Kalp sinir agin1 goriintiilemek ndron belirtegleri olan PGP9.5, NF200 ve Tuj-1
antikorlari ile organ diizeyinde immiin boyama islemleri yillardir yapilmaktadir. Kalp
ve dalak gibi yogun miktarda kan damarlar1 iceren organlarda immiin boyama
yapilmadan perfiizyon yapilmasi gerekmektedir. Bu amag ile, 6rnegin, farede yapilan
yapilan ¢alismalarda kalp disekte edilmeden dnce aort ya da kaval venlerden heparin
vb. pihtilagmay1 engelleyici madde verilerek kanin sistemden disar1 akist
saglanmaktadir. Daha sonra yine damar yoluyla fiksatif verilerek ilk doku fiksasyonu
islemi kalp disekte edilmeden yapilmaktadir. Daha sonra disekte edilen kalbin

gecirgenligi artirilip BSA ya da hayvan serumlar ile bloklanmasi ve arzulanan
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antikorlar ile immiin boyama islemi gergeklestirilmektedir. Eger Cre-LoxP
stratejisiyle kalp sinirleri floresan proteinler ile isaretlendiyse antikor uygulanmadan
endojen floresan protein sinyali kalp boyunca goriintiilenebilmektedir(81). Ancak bu
tarz yaklasimlar kalbin miyokard tabakasini inerve eden sinirlerin gorsel olarak
yeterince detayli incelemesini saglayamamaktadir. Yakin zamanda hem transgenik
fare kalplerinde Cre-LoxP yontemi ile iiretilen floresan proteinlerin hem de vahsi tip
fare kalplerinde antikor sinyallerinin miyokard tabakasi boyunca derinliki
goriintiilemesi i¢in organ boyunca doku seffaflagtirmasi yontemi uygulanmigtir. Bu
yontem ile kalp dokusu immiin boyama Oncesi seffaf hale getirilip mikroskop ile
goriintiileme sirasinda lazer kaynagindan gelen 1518in daha derine niifuz edebilmesi
yoluyla daha derinlikli inervasyon aglari goriintiilenebilmistir (5). Asagida
detaylandirilan bu doku seffaflastirma yontemleri sayesinde kalp dokusundaki 15181

emen ve yansitan yaglar ¢ikarilip daha yiiksek derinlikte goriintiiler elde edilebilmistir.

4.6.1. Doku seffaflastirma yontemleri

Doku seffaflastirma bir dokuda bulunan ve 15181 dagitict ya da emici 6zellik
gosteren molekiillerin uzaklastirilmasi islemidir. Mikroskop ile goriintiileme islemi
oncesi dokunun igerisindeki Ozellikle lipit molekiillerinin deterjan yardimiyla
coziilerek uzaklastirilmasi sonucu doku daha seffaf bir hale gelir. Bu sayede ¢esitli
antikorlar ile boyanmis organlarin yiliksek derinlikli goriintiilemesi miimkiin

olmaktadir.

39



(istege bagh)
Sert permabilizasyon
ve antikor boyamasi

=
]
c
0
> Dehidrasyon Delipidasyon Kl eslestirme
=
a D .
o \ \
o \
S o @ 0
=4 ) 2 )
k=] A ® @ )
I = Su Yaglar @

(istege bagl) . ’ T Boyut kiigtilmesi

Hafif permabilizasyon Suile Yag ie

N Karisabilen Kanigabilen
cB820ch cozici
Kl eslegtirme
=
2
< "
g (!sluil bagl) (Istege bagh) /TN
12 Renksizlestirme Delipidasyon Boyama
E < Orijinal boyut
S N\ \ [
= ] . y |
3 ¢
e PN \K
& Pigment giderme .

Hafif deterjanlar

hiper \
hidrasyon 19N
reaktifleri )
% "
"

Boyutta biiyiime

Sekil 4.6.1.1. Hidrofobik (iist) ve hidrofilik (alt) doku seffaflastirma yontemleri. KI=
Kirilma indisi(82).

Doku seffaflagtirma yontemi 6zellikle yogun oranda lipit igeren sinir sistemi
yapilarinin yiiksek derinlikli ve ¢oziiniirliiklii goriintiilendigi sinir bilim ¢aligmalarinda
uygulama alam1 bulmustur(82). Bu calismalarda genellikle iki farkli doku
seffaflagtirma yaklasimi 6n plana ¢ikmaktadir. Birincisi hidrofobik doku seffaflastirma
yontemidir. Bu yontemde hidrofobik yani su ile karigmayan ¢oziiciiler kullanilarak
seffaflastirma gergeklestirilir. Ornegin iDisco vb. yontemlerde bu ¢dziicii Di-benzil-
eter veya benzil-benzoat gibi ¢oziiciilerdir. Bu hidrofobik c¢oziiciiler hidrofobik
yapidaki lipit molekiillerinin organdan c¢oziilerek uzaklastirilmasini saglar. Diger
yaygin seffaflagtirma yontemi ise hidrofilik yontemdir. Suda ¢6ziinebilen kimyasallar
kullanilarak icra edilen bir yontemdir. Ornegin CUBIC yénteminde protein tabiatini

tagyir eden iire molekiilii kullanilarak seffaflagtirma islemi gerceklestirilmektedir (82).
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5. MATERYAL VE METOT

Bu tez caligmasinda Phox2b-Cre::tdTomato transgenik fare kalpleri perfiize
edilip fikslendi. Daha sonra Phox2b-Cre kontroliinde NG-kaynakli vagal afferent
sinirlerde ifade edilen tdTomato raporcu proteinleri anti-RFP antikoru ile tetkik edilip
biitiin kalpteki sinir ag1 goriintiilendi (Sekil 5.1., sol iist). Vagal duyu sinirleri
transgenik ve immiin boyama yaklasimi ile tespit edildikten sonra vagal duyu
sinirlerinin  TH immiinoreaktif sempatik sinirler ile birlikte goriintiilemesi
gerceklsetirildi (Sekil 5.1., sag iist). Daha sonra vagal duyu sinir aginin Miyokardiyal
Infarktiis geciren kalplerdeki morfoljij yapisi1 kalp boyunca gériintiilendi (Sekil 5.1.,
sol alt). Son olarak Phox2b-Cre::kanalrodopsin2-eYFP transgenik hatt1 kullanilarak
vagal duyu sinirlerinde mavi 151k ile etkinlesen kanalrodpsin2 iyon kanali {irettirildi.
Trakenin yanindan asag1 inen vagal sinir liflerine optik fiber yoluyla 465 nm dalga
boyunda 151k tutularak Phox2b-Cre ifade eden vagal duyu sinirlerinin depolarizasyonu
icra edildi (Sekil 5.1., sag alt). Bu optogenetik uyarim sirasinda alinan eszamanli EKG
kayitlari ile vagal duyu sinir uyariminin kalp ritmi tizerindeki etkisi tespit edildi. Tiim
bu caligmalarda kullanilan geregler ve uygulanan yontemler asagida detayli sekilde

verilmistir.
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Phox2b-Cre >> loxp-tdTomato Vagal Duyu
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Sinirleri
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Sinirleri

Miyokard
infarktis

Sekil 5.1. Kalbi saran Phox2b-Cre::tdTomato ifade eden vagal duyu sinirlerinin anti-
RFP boyamasi ile gosterimi.

5.1. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

Tablo 5.1.1 Transgenik farelerin genotiplenmesinde kullanilan sarflar

Sarf malzemeler Firma Kodu
OneTaq® Hot Start Quick-

Load® 2X Master Mix NEB MO483L
Yiikleme boyasi Thermo Fisher | R0631
Quick-Load 2-

Log DNA Ladder NEB N0469
Agaroz jel Multicell 800-015-EG
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Tablo 5.1.2 Invivo operasyonlarda kullanilan alet, sarf ve kimyasallar

Malzeme Ad1 Marka Katalog Numarasi
Ketasol Richterpharma 3516
Rompun Bayer 430720U
Mikro Cimbiz Aesculap BD333R
Mikro Cimbiz Aesculap BD331R
Mikro Cimbiz Aesculap BD329R
Micro Needleholder Aesculap FD048R
Makas Aesculap FMO10R
Emilebilen dikis ipi 6.0 | Pegelakrapid Q1160
Emilebilen dikis ipi 5.0 | Dogsan S2160
Terramycin Pfizer
Ventilasyon Tiipii Harvard 730027
Apparatus
Trakeal Kaniil ig;vazgctlus 739830

43



Tablo 5.1.3. Immun boyamalarda ve goriintiilemede kullanilan malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Kodu
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma A9418

DAPI Sigma D9542
Hidrojen Peroksidaz Sigma H1009

Kegi serumu Gibco 16210-064
Paraformaldehit Sigma 158127
Sodyum Azit Sigma S8032

Triton X-100 Sigma X100
Tween-20 Sigma P1379
Fosfat Tamponu (PBS) BioShop PBS404.100
Glycine Sigma G8898
Bloklama tamponu Thermo 37520
AntibodyDiluentReagent Solution | Life Technologies 3118
Heparin Mustafa Nevzat lag 12\156"6%311% /5 ml
Ultra Saflikta Agaroz Invitrogen 16500-100
DMSO Sigma D2650
Triethanolamine Sigma 108379.1000
Quadrol Sigma 122262

Urea Sigma 108487.1000
Eppendorf Tiipleri Axygen MCT-150-R
15 ml Falkon Falcon 352096

50 ml Falkon Falcon 352070

35 mm Cam Petri WPI FD35-100
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Tablo 5.1.4. Goruntiilemede kullanilan antikorlar

FLUOR PLUS 488

Antikor Konak Firma Diliisyon
anti-RFP Tavsan Rockland, 600-401-379 1:500
anti-RFP Keci Rockland, 200-101379 1:500
anti-RFP Tavsan Rockland, 600-401-379 1:500
anti-TH Tavsan Abcam, ab112 1:500
anti-TUJI Tavsan Abcam, ab18207 1:500
anti-PGP9.5 Fare Abcam, ab8189 1:500
Anti_Rabbit ALEXA )
FLUOR PLUS 488 Esek Thermo, A32790 1:500
Anti Rabbit ALEXA )
FLUOR PLUS 647 Esek Thermo, A32795 1:500
Ant_Goat ALEXA | g oo A32814 1:500
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Tablo 5.1.5. Bakteri ¢ogaltma ve virlis yapiminda kullanilan malzemeler

Malzeme Ad1 Marka Katalog
Numarasi
Amicon Ultra 15ml 100K MILLIPORE UFC910024
150 mm petri Corning 430599
OptimemMedium Thermo Fisher 31985070
LB Agar Biomatik A8523-500G
LB Broth Biomatik A8523-500G
293AAYV hiicre hatti Cell BioLabs AAV-100
OptiPrep™
DensityGradientMedium Sigma-Aldrich D1556
Benzonase Sigma-Aldrich E8263-25 KU
%0.05 Tripsin/EDTA Gibco 25300054
%0.25 Tripsin/EDTA Gibco 25200056
Jelatin Sigma Aldrich G9391-100g
DPBS (-CaCl,,-MgCl) Gibco 14190-094
DPBS (+CaCly,+ MgCl,) Gibco 14040-091
100 mm bakteri petri Sigma Aldrich, Corning | CLS430167
SYBR Safe DNA Gel Stain Invitrogen S33102
D-Sorbitol High Purity Sigma-Aldrich BMA2450
Gel LoadingDyePurple (6X) BioLabs B7024S
Glutamax Gibco 35050-61
MEM NEAA Gibco 11140-050
Na-pyruvate Gibco 11360-070
P/S Sigma Aldrich M3148
Ampisilin (100mg/ml) Multicell 450-110-EL
Plazmid Isolation Kit AMBRD Laboratories | 10-13-01-010
Plastik Oze ISOLAB S.082.01.003.010
100 mm Bakteri Petrisi Corning CLS430167
15 ml Falkon Falcon 352096
50 ml Falkon Falcon 352070
Cryotubevial Nunc 363401
T75 flask Sigma Aldrich, Corning | 430725U
DMEM High Glucose Thermo Fisher 21969035
Plasmidmaxi kit QIAGEN 12162
OptiSeal, Beckman 361621

PolypropyleneCentrifugetubes
(56/cs)

5.2 Cihazlar
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Tablo 5.2.1. Analiz ve goriintiillemede kullanilan cihaz ve yazilimlar

Cihaz/Yazilm Programi Marka Model
Konfokal mikroskop Zeiss LSM880
Konfokal mikroskop Zeiss LSM800
AxioZoom Zeiss V.16 mikroskop
Stereo Mikroskop Zeiss Discovery V8
Operasyon mikroskobu Zeiss ZeissStemi 305
Vibratom Leica VT1000S
Cryostat Leica CM1950
Mouse

VentilatorMiniVentType Harvard Apparatus 73-0043

845

EKG cihazi BIOPAC Systems Inc. MP36
Ultra santrifiij Beckman Ti70 rotor
Mikrosantrifuj Thermo Scientific MicroCL 17R
Santrifiij Eppendorf 5810R
Elektroforez cihazi BIO-RAD PowerPac
Ger¢ek zamanli PCR Biorad CFX Connect
T100TM ThermalCycler Biorad 1861096
Spectrometre cihaz BioRAD

pH metre Isolab pH7110

Isitic1 Plaka WPI Hot coldplate
Tart1 Ohaus Explorer EX124-US
Ultrasonikator BandelinSonarex

Vorteks BenchmarkScientific | BV1000
Distile Su Cihazi Millipore ZRQSVP8W
Multipipet GILSON, pipetman FA10009

Calkalayicili su banyosu

N-Biotek

Nanodrop Thermo Scientific

Mikrodalga Firin Samsung

Fiji Imagel 2.0.0-rc 69/1.521
Matlab MathWorks R2018a
GraphPadPrism SE%)hPad Software, Versiyon 7.0

5.3. Deney Hayvanlan
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Deney hayvanlari iizerinde yapilan tiim deneysel islemler, Istanbul Medipol
Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanan 38828770-
604.01.01-E.10841 ve E-38828770-772.02-2459 numarali izin ¢er¢cevesinde Medipol
Arastirma Merkezi (MEDITAM) biinyesinde gerceklestirilmistir. Tiim deneyler i¢in
kullanilmas: planlanan ebeveyn transgenik fare suslari, Jackson Laboratuvari’ndan
(JAX) satin alindi. Vagal afferentlerdetdTomato ekspresyonunu segici olarak
hedeflemek i¢in Phox2b-Cre (JAX #16223; (29)) fareleri, Cre'ye bagli bir tdTomato
transgeni (JAX #07909; (83)) tasiyan Ai9 fareleri ile caprazlandi. Benzer sekilde,
parasempatik kardiyak ganglionlarda tdTomato transgeninin ekspresyonunu
yonlendirmek i¢in Chat-Cre (JAX #06410; (29)) fareleri Ai9 fareleri ile
caprazlanmistir. Tiim in vivo deneyler, MEDITAM'm Istanbul Medipol
Universitesi'ndeki hayvan arastirma tesisinin yasalarma gére yapilmistir. Hem saglikli
hem de MI kalpleri i¢in sinir yogunlugu ve c¢api analizlerinde toplamda bes cift
transgenik Phox2b-Cre:tdTomato faresi kullanildi. Kolonilerin gogaltilmasinda ve

kontrol deneylerinde C57BL/6J vahsi tip fare suslar1 kullanildi.

5.4. Transgenik Hatlarin Cogaltilmasi, Caprazlanmasi ve Genotiplemesi

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, vagal duyu néronlarinin goriintiilenmesi amaciyla
kullanilan Phox2b-Cre ve parasempatik sinirlerin incelenmesinde kullanilan Chat-Cre
transgenik soylar1 ile bu soylarin tdTomatotrangenini ifade eden fareler ile
caprazlanmasi sonucu olusturulan ikili-transgenik soylarin iiretim kafeslerine alinip
cogaltilmas: ile elde edilen yavrularin genotip analizleri Tablo 5.4.1’de verilen
primerler kullanilarak Jackson Laboratuvari’nin (JAX Lab) Onerdigi sekilde
gerceklestirilmistir. Genotipleme islemi i¢in dogumunun iizerinden yaklasik 1 ay
gecen yavrularin kulaklarindan forseps ve steril makas yardimiyla alian kiigiik bir
doku parcast DNA izolasyonunda kullanilmistir. DNA izolasyonu i¢in JAX lab’da
onerilen protokol takip edilmistir. DNA izolasyonu i¢in yavru farelerden elde edilen
kulak ornekleri 75 pl 25 mM NaOH/0.2mM EDTA igeren lizis ¢ozeltisi icerisinde
Thermal Cycler (Bio-Rad T100) cihazi kullanilarak 98 °C’de bir saat inkiibe edildi.
Sonrasinda her bir kulak 6rnegi i¢in tiiplere 75 pl 40 mM Tris HCI (pH: 5.5) iceren
ndtralizasyon ¢ozeltisi eklenerek genomik DNA siispansiyonda elde edildi. Hot Start

Master Mix (New England Biolabs) ve ilgili primerler kullanilarak hazirlanan PCR

48



karisimina son olarak hazirlanan DNA o6rneklerinden 1 pl eklendi. Genotipleme
protokolii olarak JAX Lab’in 6nerdigi Touch-down PCR protokolii kullanildi (Tablo
5.4.2). Tablo 5.4.1°de verilen primerler ve Tablo 5.4.2°de belirtilen protokol
kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen reaksiyon firlinleri %1.5
yogunlugunda hazirlanan agaroz jelde 30 dakika boyunca 80 volt giic uygulanarak
yiiriitiildiiler. BioRad Chemi-doc cihazi ile goriintiilenen PCR iiriinlerinin bant boylari,
JAX lab internet sitesinde belirtilen referans bant boylar1 ile karsilagtirilarak

transgenik farelerin genotip analizi tamamland.

Tablo 5.4.1 Transgenik hatlarin genotiplenmesinde kullanilan primerler

Gen [Primer Sekansi
ChR2 EGFP-C-frwd [CACGAACTCCAGCAGGACCATG
ChR2-rev-2 CATATATCGAGGGTTATCATACTGTGCC

TdTomato 9020 AAG GGA GCT GCA GTG GAG TA
TdTomato 9021 CCG AAA ATC TGT GGG AAG TC
TdTomato 9103 GGC ATT AAA GCA GCG TAT CC
TdTomato 9105 CTG TTC CTG TAC GGC ATG G

Phox2b 14314 CGG TTA TTC AAC TTG CAC CA
Phox2b 31704 AGT GGC CTC TTC CAG AAA TG
Phox2b 31705 TGC GAC TGT GTC TGA TTT CC

Phox2b 51219 ICAC CGT CTC CAC ATC CAT C

Tablo 5.4.2 Genotipleme PCR protokolii
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Basamak [Sicaklk °C|  Siire  [Not

1 94 2 dk
2 94 20sn
3 65 15sn  |Her siklus icin -0.5 C diiglirme
4 68 10sn
2-4 basamaklari arasi 10 siklus
5 (Touchdown)
6 94 15sn
7 60 15sn
8 72 10sn
9 6-8 basamaklari arasi 28 siklus
10 72 2 dk
11 10

5.5. Viriis Uretimi

AAV viriislerini tiretmek i¢in HEK hiicrelerinde {iglii transfeksiyon stratejisi
uygulandi. AAV kapsit proteini, trangen ve yardime proteinleri kodlayan {i¢ plazmit
HEK hiicrelerine verildi. Transfeksiyondan 5 giin sonra hiicreler parcalanip AAV

virtsleri izole edildi (5).

Tablo 15.11.1.Viris tretiminde kullanilan vektorler

Katolog Vektor Ozellik

numarasi

81070 Retro helper-CAP Yardimci vektor

112865 AAV2/9 Yardimci vektor

103006 PHP.S Yardimci vektor

28306 Flex-tdTomato pAAV

49056 AAV_GFP-Cre pAAV

20298 pAAV-EFla-doublefloxed- pAAV
hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-HGHpA

112867 DeltaF6 Helper

AF369965- | pHelper Helper

NovoPro

5.6. immiin Boyama
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Farelere 1X PBS icinde Heparin (Nevparin; 500U) ve ardindan %4 PFA ile
intrakardiyal olarak perfiize edildi. Daha sonra kalpler diseke edildi ve 24 saat oda
sicakliginda (RT) %4 PFA'da tutuldu. PBS ile gece boyunca yikandiktan sonra, daha
once yayimlanmis immiin boyama protokoliiniin modifiye edilmis bir versiyonu
kullanild1 [17]. Kisaca kalpler, 1X PBS, %0.2 Triton X-100, %20 DMSO ve 0.3 M
glisin igeren gecirgenlestirme ¢ozeltisine alindi ve iki glin boyunca oda sicakliginda
tutuldu. Ardindan kalpler iki giin boyunca %3 BSA'da bloke edildi. Birincil antikorlar
anti-TH (1:500, Abcam, #ab112), anti-RFP (1:500; Rockland, #600-401-379) ve anti-
RFP (1:500; Rockland, #200-101-379) iki giin boyunca Antikor Seyreltici Soliisyonu
(Thermo Fisher, #3118) i¢inde uygulandi. Kalpler, 1X PBS, %0.2 Tween-20 ve 10
mg/ml heparin igeren PtwH soliisyonu ile gece boyunca yikandi. Son olarak, 1:500
diliisyonlarda Alexa Fluor Plus 488 (Invitrogen, A32814) ve Alexa Fluor Plus 647
(Invitrogen, #A32795) iki giin boyunca uygulandi, ardindan PtWH ig¢inde bir giin
yikama yapildi. Daha sonra immiin boyanmis numuneler 1X PBS'de tutuldu. Kalp

disindaki dokular i¢in her adim bir gecede gergeklestirildi.

Tablo 5.6.1 immiinokimyasal boyamalarda kullanilan soliisyonlarin igerikleri

Sarf Malzeme | Miktar
PTx.2 (100ml)

PBS 1X 100mL

TritonX-100 200ul
PTwH (100ml)

PBS 1X 100mL

Tween-20 200uL

10mg/mL Heparin 100pL

Permabilizasyon Soliisyonu (10mL)

PTx.2 8mL

Glycine 023 g

DMSO 2mL

Bloklama Soliisyonu (50mL)

PTx.2 8.4 mL

Keg¢i Serumu 0.6 mL

DMSO 1 ml

5.7. Beyin Sap1 ve Spinal Kord’dan Kesit Alma

Beyin sap1 ve spinal korddan kesi alma islemi daha once literatiirde gosterilen
sekilde gerceklestirildi (84). Sakrifiye edilmis fare yiiziistii sekilde sabitlendi. Sonra

kafa kism1 boynun bir kismini igerecek sekilde ve beyin sapini ve spinal kordun bir
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kismin1 kapsayacak sekilde yatay eksen boyunca kesilerek alt gdvdeden ayirildi.
Cerrahi makas yardimuiyla kafa derisi yiiziilerek kafatasi acik hale getirildi. Daha sonra
orbita (g6z cukuru) kismindan kalin ve kiit uclu forseps ile kafatasi bir el ile sabitlendi
ve diger el kullanilarak ince ug¢lu mikrocerrahi makas yardimiyla beyin sapindan
kortekse dogru kafatas1 kemigi ortadan sagital dogrultuda kesildi. Sonra her iki lateral
dogrultuda korteksten ayirildi. Boyun kemikleri forseps ile kirilarak beyin sap1 ve
spinal kord aciga ¢ikarildi ve ¢evre dokulardan temizlendi. Daha sonra beyin 6n kismi
olfaktor bulb bolgesinden ve optik sinirlerden kesilerek ayirildi. Beyin, beyin sap1 ve
spinal kordun kraniyal kismi birlikte soguk 1X PBS iceren tiipe alindi. Daha sonra
Leica VT1200 vibratome yardimiyla beyin sap1 ve spinal kord bolgelerinden 1mm’lik

yatay kesitler alinip goriintiilendi.

5.8. NG Izolasyonu

Ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) anestezi altina alinan fareler sirt
uistiisabitlendi. Torakotomi yapildi ve trake lzerindeki tiikiiriik bezleri forseps
yardimiyla kenarlara alinip trake goriiniir hale getirildi. Sag ve sol NG dokular igin
sirastyla trakenin sag ve sol tarafindan uzanan karotit arterlere kosut hizalanmig vagal
alt demetlerin konumu belirlendi. Daha sonra bu alt demetler yukar1 dogru karotit
arterin catal yapip jugularforamene dogru yoneldigi diigiime kadar takip edildi.
Yukaridan ve asagidan gelen vagal sinir demetlerinin birlestigi bu bolgeden
jugularforamene dogru forseps ucu yardimiyla ilerlenerek vagal sinir bariz hala
getirildi. Sinirin kalinlagarak gangliyon ile birlestigi noktadan itibaren forseps ucu ile
gangliyon ¢evre dokulardan yavagsga ayristirildi ve gangliyon vagus iist dali ile
birlestigi nokta agik hale getirildi. Daha sonra bir el ile vagus sinirin alt dali hemen
gangliyon altindan forseps ile kavrandi. Forseps ile asagi yonde ¢cekim uygulanirken
obiir el ile kivrik ince makas yardimiyla gangliyondan ¢ikan vagus st dali kesildi.
Sadece alt dala bagli sekilde serbest kalan NG alt dalin kii¢iik bir kismi1 kalacak sekilde

asagidan da kesilerek ependorf tiipe alind1.
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5.9. SG izolasyonu

Stellate (servikotorasik) gangliyon (SG) eldesi daha onceki literatlire gore
yapildi (85). Ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg)ile anestezi altina alinan
fareler sirt iistii sabitlendi. Toraks boslugu agildi ve akcigerler kesilerek uzaklastirildi.
Cevre dokular forseps yardimiyla temizlendi ve sag ve sol kaburgalarin ortasindaki
longuscolli kaslar1 goriiniir hale getirildi. Daha sonra bu kaslarin iizerindeki bag doku
forseps yardimiyla yirtilarak torasik omurga ve ona bagh sag ve sol kaburgalar
belirlendi. Birinci sol kaburga kemiginin omurga ile birlestigi bolgede yerlesik olan
sol SG (servikotorasik gangliyon) dokusu forseps yardimiyla ¢evre dokulardan ayrildi

(Sekil 5.4.1.). Daha sonra bu gangliyondan ¢ikan iist ve alt sinir dallar1 kesilerek

serbest hale gelen sol SG% 4 PFA igerisinde fikslendi. Benzer sekilde sag SG da aynm
sekilde cikarilarak fikslendi.

Sekil 5.9.1.Farede soldaki SG’nin birinci kaburganin omurga ile birlestigi bolgeden
forseps ile ¢ikarimi

5.10. AKG izolasyonu

Yetigkin 10-12 haftalik transgenik fareler ketamine (100 mg/kg) ve ksilazin (10
mg/kg) ile anestezi altina alindi. AKG izolasyonu amaciyla fareler yiiziistii sabitlendi.
Ik 6nce deri daha sonra ise servikal bolgesi kesildi ve boylece omurilik goriiniir hale
getirildi. Daha sonra servikal ve torasik seviyelerdeki AKG gangliyonlar: elde etmek
icin bu seviyelerdeki kostalar forseps yardimiyla ayrildi. Aciga c¢ikan AKG
gangliyonlar {ist ve alt sinirlerden kesilip serbest hale getirildi. %4 PFA igeren tiiplere

alindi.
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5.11. Doku Seffaflastirma

5.11.1. Cubic seffaflastirma protokolii

Phox2b-Cre::tdTomato transgenik farenin NGlariCubic protokoliiniin bir
versiyonu seffaflastirildi (86). Fikse edilmis NG dokusu %10 Triton X-100 (Sigma),
%35 NNNN-tetrakis (2-HP) etilendiamin (Sigma) ve %10 iire (Sigma) i¢ceren Cubic R1
cozeltisi icerisine alind1 ve gece boyunca oda sicakliginda ¢alkalandi. Daha sonra
seffaflagmig NG dokusu ZEISS LSM 880 konfokal mikroskobunda goriintiilendi.

Fare kalplerinin Cubic ile seffaflagtirilmasi isleminde daha farkli bir uygulama
yapildi. Fikslenmis fare kalpleri %10 Triton, %5 NNNN-tetrakis (2-HP)
ethylenediamine, %10 tire ve 25 mM NaCl igeren RI1 soliisyonunun distile su
kullanilarak %50 oraninda seyreltilmis versiyonu igerisinde 6 saat boyunca 37 °C’de
calkalanarak tutuldular. Daha sonra ayn1 kalpler seyreltilmemis R1 soliisyonu igerisine
aliip 37 °C’de 8 giin boyunca calkalandi. Kalplerin i¢inde bulundugu R1 soliisyonu
uygulamanin 2., 4. ve 6. giinlerinde degistirildi. Protokoliin 8. giiniinde kalpler

konfokal mikroskobu ile goriintiilendi.

Tablo 5.7.1. CUBIC isleminde kullanilan soliisyonlar

Sarf Malzeme \ Miktar
CUBIC-1 (Soliisyon-1)
Ure %25
Quadrol %25
Triton X-100 %15
CUBIC-2 (Soliisyon-2)
Ure %25
Siikroz %50
Triethanolamine %10
Triton X-100 %0.1

5.11.2. iDISCO Seffaflastirma Protokolii

Fikslenen fare kalpleri sirasiyla %20, 40, 60 ve 80 yogunlukta metanol
serisinden gecirildi (5). Her bir asamada oda sicakliginda 1 saat siireyle tutularak
kalpler metanol ile dehidre edildiler. Sonra oda sicakliginda 1 saatlik %100 metanol

ile iki defa yikama yapildi ve kalpler 4°C'de sogutuldu. Kalpler daha sonra oda
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sicakliginda %66 diklorometan/%33 metanol karisimi iginde gece boyunca
calkalanarak inkiibe edildi, Sonra oda sicakliginda iki kez %100 metanol i¢inde 1’er
saat boyunca yikanan kalpler 4°C'de sogutuldu. Daha sonra kalpler metanol i¢inde %5
H>O: ile gece boyunca 4°C'de tutuldu ve agartildi. Sonra kalpler tekrar bir metanol
serisinden gegirilerek yenidenhidre edildi ve ardindan 0.01 uM PBS ile yikandi. Daha
sonra her biri oda sicaklifinda 1 saat siireyle 0.01 uM PBS ve %0.2 Triton X-100 ile
iki defa yikama yapildi. Iimmiin boyama igin, kalpler %0.2 Triton X-100, %20 DMSO
ve 0.3°M glisin igeren 0.01 uM PBS ile iki giin oda sicakliginda ¢alkalanarak gegirgen
hale getirildi. Daha sonra %0.2 Triton X-100, %10 DMSO ve %5 normal esek serumu
iceren 0.01 uM PBS soliisyonu igerisinde oda sicakliginda bloke edildi. Daha sonra
400 pl ticari antikor soliisyonu (Antibody Diluent Reagent Solution, Life
Technologies) icerisinde primer antikor ile kalpler oda sicakliginda 48 saat boyunca
calkalandi. Daha sonra 24 saat boyunca PTwH soliisyonu ile yikanan kalpler 400 pl
ticari antikor soliisyonu icerisinde seyreltilmis sekonder antikor ile 48 saat boyunca
inkiibe edildi. Son olarak 24 saatlik PTwH soliisyonu ile yikama yapildi. Sonra boyali
kalpler tekrar metanol serisi dehidre edildi. Sonra oda sicakliginda 3 saat boyunca %66
diklorometan/%33 metanol karisimi i¢inde calkalanarak inkiibe edildi. Kalpler daha
sonra iki kez %100 diklorometan ile oda sicakliginda yikandi. Son olarak benzil eter

icinde inkiibe edilen ve saklanan kalpler goriintiillemeye alind1.

5.12. Mikroskop ile Goriintiileme

Tez c¢alismasinda elde edilen biitiin goriintiilemeler icin LSM 880 konfokal
mikroskobu (ZEISS) kullanildi. Biitiin kalp c¢ekimleri Plan-Apochromat Fluar
5X/0.16 M27 objektifi ile gergeklestirildi. Kalbin tamamini goriintiilemek icin
kalplerin boyutuna gore degisen sayida yatay ve dikey eksende kareler (tile)
belirlenerek c¢ekim yapildi. Tile ayarlar1 yapilirken her bir tile arasindaki kesigsme
yiizdesi %10 olarak belirlendi. Z-stack ¢ekimlerinde her bir slice aralig1 i¢in Zen Black
programinin belirledigi optimal deger se¢ildi (~10-15 um). 488 nm dalga boyunda
yapilan goriintiillemelerde Multiline Argon lazer (458/488/514nm, 25 mW)

kullanildi. 633 nm dalga boyunda yapilan goriintiilemeler icin Solid state lazer
(633nm, 5SmW) kullanildi. Bu tez ¢alismasinda LSM 880 konfokal mikroskobu ile

gerceklestirilen  biitlin ~ goriintiilemelerde  Airyscan  detektorii  kullanildi.
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Gergeklestirdigimiz ¢ekimlerde hekzagonal yapida 32 GaAsP kanaldan olusan bu
dedektoriin 6rnekten gelen 15181 klasik pinhole aparatina gére daha yiiksek oranda
yakaladig1 tespit edildi. Z-stack goriintiileri elde edildikten sonra Zen Black programi
(ZEISS) kullanilarak 2 boyutlu maksimum projeksiyon goriintiileri elde edildi.

Yine aymi program kullanilarak olusturulan maksimum projeksiyon goriintiideki
kareler (tile) stitching islemi ile birlestirildi. Goriintiilerin parlaklik ve keskinlik
ayarlar1 Zen Black programi (ZEISS) kullanilarak manuel sekilde gerceklestirildi.
Biitiin kalp goriintiilemelerinde yaklasik 200 um derinlik elde edildi. Yiiksek
cozlinlirliiklii  gorlintiilemeler Plan-Apochromat 20X/0.8 objektif kullanilarak
gerceklestirildi. Benzer sekilde elde edilen Z-stack goriintiiler Zen Black programinda
maksimum projeksiyon yontemiyle iki boyutlu hale getirildi ve parlaklik ve keskinlik
diizenlemeleri yapildi. Hem 5X hem de 20X objektif ile ¢ekilen biitiin z-stack
goriintiilerin {i¢c boyutlu projeksiyon versiyonlari ve videolar1 ZEN Black programinda

yapild1 ve “avi” uzantisiyla kaydedildi.

5.13. Sinir Cap1 Analizi

Zen Black programi ile biitlin kalp z-stack gdriintiilerinden (LSM 880)
maksimum projeksiyon yontemi ile iki boyutlu kalp goriintiileri elde edildi. 2D
goriintiiler ImageJ'de binary hale getirildi. Binary goriintiilerin sinirsel izlemesi
Neutubel.0 yazilimi kullanilarak yapildi(87). Noral izleme dosyalarinda (swc) sakli
olan sinir egrileri Charles Fowlkes(5) tarafindan yazilan “visdata 03 komut dosyasi
kullanilarak Matlab'da (MathWorks) akson g¢ap1 analizi i¢in smiflandirildi.
Gorilintiilerdeki fiber prevalansi analizleri i¢in, Matlab'da “imread” fonksiyonu
kullanilarak her bir renk icin rolatif piksel orani hesaplandi. Sinir yogunlugu analizi
icin, tiim kalp goriintiileri binary hale getirildi ve her iki pikselin nispi oranlar

Matlab'da 6l¢iildi.

5.14. Kalbin MI Modellemesinin Olusturulmasi

Farelere, Ketamin (50 mg/kg, Pfizer) ve ksilazin (5 mg/kg, Bayer)
intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezi uygulandi. Daha sonra fareler MiniVent
(Harvard Aparati) kullanilarak torakotomize edildi. Kalp agiga ¢ikarildi ve sol 6n inen

(LAD) daha once tarif edildigi gibi ipek siitiir ile baglandi(88). Kisaca, kostalarekartor
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yardimu ile agildiktan sonra goriiniir hale getirilen kalbinyiizeyindeki LAD ortalanarak
sekilde dikis ignesinin gegirilmesi (Sekil 5.14.1, sol) sonrast kalpte kanama
yaratmamak i¢in iplik dikkatlice ¢ekilir (Sekil 5.14.1, orta) ve hasar olusturmak i¢in
diigiim atilir (Sekil 5.14.1, sag).

Daha sonra kostadaki agiklik siitiire edilerek kapatildi. Son olarak, trakea agikligi ve
cilt dikildi. LAD okliizyonu sirasinda, EKG kayitlarinin ST sapmalarinin eszamanl
tespiti ile MI dogrulandi. Fareler, MI prosediiriinden 20-30 giin sonra disekte edildi
(88).

Tablo 5.14.1. Solunum cihazinda kullanilan deger tablosu. Hayvanin kilosuna gore
ayarlanan solunum hacmi (pul) ve solunum hizi (bpm) degerleri

. Solunum  Solunum
Agirlik (2) Hacmi (ul) Hiz (bpm)

1 6 322

2 12 269

3 18 242

4 25 225

5 31 212

10 64 177

15 98 159
20 132 148
25 166 140
30 201 133
40 270 124
50 341 117
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Sekil 5.14.1. Farelerde Miyokard Infarktiis modeli olusturulmasi.

5.15. Vagal Duyu Sinirlerinin Optogenetik Uyarimi

Optogenetik stimiilasyon gergeklestirmek i¢in laboratuvarimizda tasarlanan bir
lazer sistemi kullanildi. Bu sistemde, 465 nm dalga boyunda mavi 151k yayan lazer 151k
kaynagina (~150 mW) bir fiber optik kablo (200 pm Core, Thorlabs) baglanir. Ayrica
lazer kaynagina giden voltajin kontrol edilmesi i¢in programlanabilir Arduino Uno
mikrodenetleyici kart1 kullanilarak 15181n istenilen zaman ve frekansta verilebilmesi
saglanmigtir. Daha sonra optogenetik uyarimlar 5 ms'lik 151k uyarilarinda (~150 mW)
ve 50 Hz frekansinda toplam 10 saniye siireyle gerceklestirilmistir. Optogenetik
uyarim sirasinda kalbin elektriksel aktivitesinde meydana gelen degisiklikler es
zamanli EKG kayitlart alinarak takip edilmistir. Es zamanli EKG kayitlari i¢in Biopac
MP36 System cihazi kullanildi. Einthoven iicgenine uygun olarak, fareye cihaz
elektrotlar1 yerlestirildi ve optogenetik stimiilasyon dncesinde, sirasinda ve sonrasinda

Lead 1'den kayitlar alindu.

5.16. istatistiksel Analiz

Bu tez calismasinda elde edilen biitiin verilerin istatistiksel analizi R
programindaki temel (core) istatistik paketleri kullanilarak gerceklestirildi. Her bir
kalbe ait sinir yogunlugu Olciimleri yine R programindaki temel fonksiyonlar
kullanilarak dotplot haline getirildi. DotPlot grafiklerinde veriler nokta seklinde ve
ayrica gruplara ait verilerin standart sapmasi ve ortalamalar1 gosterildi. Gruplara ait
kalplerde 6Slgiilen sinir yogunlugu degerlerinin dagilim bigimlerini tespit etmek i¢in

Shapiro—Wilk testi kullanildi. Yapilan analiz sonucu karsilastirilan kalp gruplarindaki
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Olgtimlerin normal dagilim gosterdigi tespit edildi. Normal dagilim dikkate alinarak
biitiin verilerin istatistiksel analizinde Ogrencinin Eslenmis t testi kullamldi. Yapilan

karsilagtirmali analizlerde p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

Kalbi saran vagal duyu sinirlerini daha Once gosterilmemis bir kapsam ve
detayda goriintiileyebilmek amaciyla Phox2b-Cre::tdTomato ikili transgenik hattin
yapisal ve islevsel karakterizasyonunu yaptik. Daha sonra bu transgenik hatti
kullanarak biitliin kalpteki vagal duyu sinir agim yiiksek ¢oziintirliikte goriintiilemek
icin immiin boyama ve mikroskobik goriintileme yontemi ile var olan analiz
yontemleri gelistirlerek kullanildi. Bu gelistirdigimiz yontem ile elde ettigimiz
goriintiiler lizerinden sinir ¢ap1 c¢oziimlemeleri  gerceklestirdik.  Yapisal
karakterizasyonun son asamasi olarak MI sonrasi kalbin vagal sinir aginda meydana
gelen degisimleri inceledik. Islevsel karakterizasyon amaciyla Phox2b-Cre ifade eden
vagal sinir aginin sinirsel uyariminin kalbin elektriksel aktivitesi {izerindeki etkisini

arastirdik.

6.1. Tez Calismasinda Kullanilacak Biitiin Cre-LoxP ikili Transgenik
Hatlarm Uretilmesi

NG kokenli vagal duyu ndronlarini floresan proteinler ile isaretleyebilmek i¢in
Cre-LoxP sistemini kullandik. Bu calismada sadece NG noéronlarinda tdTomato
raporcu proteini ifadesini saglamak amaciyla Phox2b gen promotor bolgesi
kontroliinde cre rekombinaz ifade eden transgenik fare kullandik (#16223). Bu fareyi
genomunda birbiri ile zit yonde iki LoxP dizisi ile ¢evrili ve promotor dizisi ile zit
okuma yoniinde konumlandirilmis tdTomato geni tasiyan ikinci bir transgenik fare ile
caprazladik (#7909). Dogan yavru farelerin kulaklarindan alinan doku 6rnekleri ile
yapilan genotipleme sonucu her iki transgeni de tasiyan fareleri belirledik (Sekil
6.1.1). Her iki transgen i¢in de heterozigot olan fareler minimum iki aylik olduktan
sonra farelerin NG’lerinde Phox2b geni kontroliinde kirmizi dalga boyunda
uyarildiginda 1s1ma veren tdTomato floresan raporcu proteinlerin iiretilme durumuna
bakildi. Hem sag hem de sol NG noron gdvdelerinin hepsinde tdTomato ifadesi
gdzlemlendi. ileriki boliimlerde farkli anatomik ve fizyolojik yapi gdsteren biitiin
periferik gangliyon 6rneklerinde tdTomato ifadesi incelenmis ve ifadenin NG’ye 6zgii

oldugu gosterilmistir.
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vt (300bp) Phox2b-Cre (750 bp) tdTomato (200bp), vt (300bp)

Sekil 6.1.1. Caprazlama sonucu elde edilen Phox2b::tdTomato ikili transgenik
farelerin genotipleme sonuglari. vt: vahsi tip; het:heterozigot; b¢: baz ¢ifti; kb:kilobaz

NG kaynakli vagal duyu sinirlerinin optogenetik uyarim ile depolarizasyonunun
kalp atim sayis1 tizerindeki etkisini aragtirmak i¢in ikinci bir transgenik hat {iretildi.
NG kaynakli vagal duyu sinirlerinde Cre rekombinaz enzimi ifade eden Phox2b-Cre
(#16223) transgenik fare Cre rekombinaz bagimli kanalrodopsin2-eYFP (chr2-eYFP)
birlesik transgeni tasiyan fareler (#12569) ile caprazlandi (Sekil 6.1.2.). Bu islem
sonucu iiretilen Phox2b-Cre::chr2-eYFP ikili transgenik fareler Phox2b geni ifade
eden NG noronlarinda kanalrodpsin2-e YFP fiizyon iyon kanali proteinini tiretmektedir
(bkz. 6.8.1. no.’lu boliim). 465-495 nm dalga boyunda 151k ile uyarildiginda agilan
kanalrodopsin 2 iyon kanali iizerinden vagal duyu sinirleri depolarize edilmesi
amaclanmistir. Ozetle bu tez c¢alismasinda kardiyak vagal duyu sinirlerini
goriintiilemek icin Phox2b-Cre::tdTomato, ve bu sinirlerin optogenetik yontemi ile
fomksiyonunu arastirmak amaci ile de Phox2b-Cre::chr2-eYFP ikili transgenik fare
hatlar1 tretilmistir. Bu transgenik hatlar ve vahsi tip fareler kullanilarak deneyler

gergeklestirilmistir.
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Sekil 6.1.2. Phox2b-Cre::chr2-eYFP heterozigot/heterozigot farenin genotip sonucu.
A.Phox2b-Cre. B. chr2-eYFP

6.2. AAV Tabanh Viral Yontemler ile NG Noronlarimin Raporcu
Proteinler ile isaretlenmesi

Hem ikili transgenik yontemler hem de viral vektorler kullanarak NG noronlara
molekiiler erisim sagladik. Uglii transfeksiyon yontemiyle HEK-AAV hiicrelerinde
irettirilen AAV2 kapsit iceren ve cre rekombinaza bagimli eYFP floresan protein
transgeni tastyan viriisler liretildi. Bu viriislerin transfeksiyon verimi oncelikle hiicre
kiiltiiriinde sinandi. AAV2-eYFP viriisleriyle sirasiyla HEK hiicreleri, AKG ve NG
fare primer noronlar transfekte edildi. Biitlin in vitro uygulamalarda eYFP ifade eden
hiicreler goriintiilendi (Sekil 6.2.1). Daha sonra Phox2b-Cre transgenik farenin
NG’sine AAV-eYFP viriis enjeksiyonu yapildi fakat néron somalarinda eYFP sinyali
tespit edilemedi (Sekil 6.2.2). Transgenik hat ile alakali bir sorun olup olmadigini test
etmek i¢in Vglut2 kontroliinde Cre rekombinaz ifade eden transgenik farenin NG’sine
de dogrudan AAV-eYFP viriis enjeksiyonu yapildi. Viral transdiiksiyondan 50 ve 60
giin sonra farelerin NG’leri ¢ikarildi ve konfokal mikroskopu ile goriintiilendi. Sonugta
tek tiik hiicre govdeleri disinda eYFP ifadesi gozlemlenmedi (Sekil 6.2.3.). Uretilen

bu viriislerin in vivo uygulamada verimsiz olmast nedeniyle viriis {iretimi
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sonlandirildi. Alternatif olarak yurt disindan ticari olarak AAV viral vektor temini
gerceklestirildi. Fakat temin edilen ve tdTomato floresan protein transgenini tagiyan
AAV-tdTomato viral vektoriiniin HEK hiicrelerinde icra edilen 6n denemesi sonucu
cok az sayida enfekte olan hiicre tespit edildi (Sekil 6.2.4). Bu sonuglar 1s181nda viral
vektor stratejisinin yeterli verimlilikte uygulanamayacagi degerlendirilerek kalbi saran
vagal duyu sinirlerinin goriintiilemesinde ikili transgenik farelerde immiin boyama
stratejisinin tatbikine karar verildi. Bu gaye ile immiin boyama ve mikroskopik

gorilintiileme yontemlerinin optimizasyonu gergeklestirildi.

Sekil 6.2.1. AAV-flex-eYFP virlisii ile in vitro enfekte edilmis AKG néronlarinin
temsili goriintimii. 20X objektif.
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Sekil 6.2.2. Phox2b-Cre transgenik farede dogrudan AAV-flex-eYFP virlisii enfekte
edilmis NG ndronlarinin enjeksiyon sonrasi 50. giindeki goriintiisii. Spesifik olmayan
artifakt sinyaller tespit edildi. 20X objektif. Olgek: 50 mikron.

Sekil 6.2.3. Intratekal (A) yol veya dogrudan kalbine (B) AAV _flex eYFP viriisii
enjekte edilen Vglut2-Cre transgenik farenin NG ndronlarinin enjeksiyon sonrasi 47.
(A) ve 50. (B) giinlerindeki goriintiileri goriiniimii. 20X objektif. Olgek: 50 mikron.
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Sekil 6.2.4. AAV_tdtomato virlisii ile enfekte edilmis HEK hiicrelerinin 6. giin
sonundaki goriiniimii.

6.3. Phox2b-Cre::TdTomato Anlatiminin Genel Karakterizasyonu

AAV viral vektorler yoluyla vagal duyu sinirlerini isaretleme yoOnteminde
gerekli verimin elde edilememesinden dolayr Cre-LoxP sistemini temel alan ikili
transgenik yaklagim yontemi ile ¢aligmaya devam edildi. Yukarida detaylandirilan bu
sistemi kalbi saran vagal duyu sinirlerini diger sinirlerden ayristirarak isaretlemede
kullanabilmek igin ilgili ikili transgenik fare hattinda iiretilen raporcu proteininin
anlatiminin karakterizasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Bu amag ile Phox2b-Cre
kontroliinde tdTomato geni ifadesini kalbe sinir génderen periferik gangliyonlarda ve
bu gangliyonlarin iliskili oldugu beyin sap1 ve spinal kord bdlgelerinde inceledik.
Kalbi sinirleyen sempatik sinirler baglica SG’lerden (serviko-torasik) neset ederler.
Kalbi sinirleyen parasempatik sinirler ise kalbin epikart dokusu iizerinde konuslu yag
tabakasinin igerisinde gomiilii halde bulunmaktadir. Kalp disindan kalbe giden duyu
sinirleri ise NG kaynakli vagal ve AKG kaynakli spinal duyu sinirleridir. Biitiin bu
kalp ile ilgkili olan gangliyonlarda Phox2b-Cre::tdTomato ifadesini inceledik ve

sadece kalbi saran vagal sinirleri goriintiileyebilmek i¢in ne dlciide islevsel oldugunu
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sorguladik. Ayrica Phox2b transkripsiyon faktoriiniin sempatik ve parasempatik
pregangliyonik noronlarin embriyonik donemdeki gelisiminde etkin oldugu
bilinmektedir. Yine duyu sinir hiicre Onciillerinin somatik yoldan viseral yola
gecisinde Phox2b ifadesinin kritik oldugu bilinmektedir. NG kaynakli duyu sinirleri
viseral islevlerden sorumludur ve bunlarin beyin sapinda Area Postrema (AP) ve
Nukleus Traktus Solitaris (NTS) ¢ekirdeklerinde sonlandigi bilinmektedir. Phox2b
geni kontroliinde Cre rekombinaz ifadesinin Phox2b geninin uzaysal anlatim deseni

ile ne dlctide uyustugunu raporcu tdTomato ifadesi lizerinden detayl sekilde inceledik.

6.3.1. Periferik gangliyonlarda Phox2b-Cre::tdTomato ifadesinin incelenmesi

NG kaynakli kardiyak afferent inervasyonunu goriintiileyebilmek i¢in, daha
once Cre rekombinaz enziminin ifadesini sadece inferior petrosal ve NG ndronlarinda
indiikledigi literatlirde bildirilen Phox2b-Cre transgenik fare hatti kullani1ld1(30) u hat
kullanilarak Phox2b-Cre kontroliinde tdTomato ifade eden Phox2b-Cre::tdTomato
ikili transgenik fare hatlar1 tiretildi. Phox2b-Cre::tdTomato ifadesinin kalbi saran vagal
duyu sinirlerini ayirt edici sekilde goriintillemede kullanilabilmesi i¢in tdTomato
ifadesinin vagal duyu sinirleri disinda kalbi saran diger periferal sinirlerde
bulunmamasi gerekmektedir. Bu kosulun gecerli olup olmadigini incelemek i¢in kalbi
inerve eden periferik gangliyonlarda Phox2b-Cre::tdTomato ifadesinin inceledik. ilk
olarak Phox2b-Cre::tdTomato farelerden NG izole edilip pan-ndronal belirte¢ TUJ1
ile immiin boyama gerceklestirildi. TUJ1 ile isaretlenmis tim NG ndron somalarinda
ve akson liflerinde tdTomato ifadesi tespit edildi (Sekil 6.3.1.1A). Bu sonug biitiin NG
kaynakli vagal duyu sinirlerinde Phox2b-Cre kontrollii tdTomato ifadesinin mevcut
oldugunu gostermektedir.

Ikinci olarak kalbi saran spinal duyu sinirlerinde Phox2b-Cre::tdTomato
ifadesinin durumu incelendi. Kalbi saran spinal duyu sinirlerinin hiicre goévdeleri
AKG’lerde bulunmaktadir. Ozellikle kalbi inerve etti§i daha once tespit edilmis
torasik seviyedeki biitiin AKG noéronlart (T1-T8) izole edildi ve Phox2b-
Cre::tdTomato ifadesi mikroskop altinda incelendi (Sekil 6.3.1.1B). Goriintiileme
sonucu TUJ1 ile boyali AKG noéronlarinda Phox2b-Cre kontroliinde tdTomato

floresan protein ifadesi gozlemlenmedi.
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Kalbi saran duyu sinirleri Phox2b-Cre::tdTomato ifadesi agisindan incelendikten
sonra kalbi saran motor sinirlere gecildi. ilk olarak yakin zamanda yapilan bir
retrograd caligma ile murin kalbinin sempatik inervasyonunun ¢ogunlugunu sagladigi
gosterilen SG (servikotorasik) Phox2b-Cre::tdTomato fareden izole edildi (5). Izole
edilen SGun sempatik kimligini dogrulamak i¢in anti-TH boyamas1 gergeklestirildi.
Daha sonra tdTomato floresan sinyali ve TH immiin reaktivitesi konfokal mikroskop
altinda goriintiilendi. Gorilintiileme sonucu hepsi TH pozitif olan SG néronlarinin
hiicre gdvdelerinde Phox2b-Cre::tdTomato ifadesi saptanmadi, ancak hiicre govdeleri
cevresindeki uydu glial hiicrelerde (89) ve bazi presinaptik liflerde tdTomato ifadesi
gozlemlendi (Sekil 6.3.1.1C).

Sekil 6.3.1.1. Kalp sinirlerini barindiran periferik gangliyonlarda Phox2b-
Cre::tdTomato ifadesinin goriiniimii. Phox2b-Cre::tdTomato farelerinin NG (A) ve
AKG (B), anti-TUJ1 (yesil) antikoru ve tdTomato (kirmizi) ile immiin boyanma
sonrasi goriintiileri. Olgek: 100 pM. C. Anti-TH antikoru ile boyanmis
stellargangliyonda TH (yesil) ve tdTomato (kirmizi) sinyalleri. Olgek: 50 pM. (Kazci
Y.E. ve ark. , 2022).
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Kalbe sinir gonderen sempatik gangliyonlardan sonra kalbi saran parasempatik
sinirlerde Phox2b-Cre::tdTomato ifadesi incelendi. Kalbi saran parasempatik sinirlerin
ndron govdeleri kalp epikart1 tizerindeki yag dokuda gémiilii parasempatik kardiyak
gangliyonlarda bulunmaktadir (7). Kolinerjik yapidaki parasempatik gangliyonlarin
kalp yiizeyindeki konumunu belirlemek i¢in Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbi ilk
olarak anti-kolin asetiltransferaz (Chat) antikoru ile immiin boyandi. Ancak kalp
boyunca spesifik bir sinyal elde edilemedi. Literatiirde tespit edilen farkli Chat
antikorlari ile de denemeler yapilmasina ragmen basarili bir sonug elde edilemedi. Bu
nedenle, kalp tizerindeki parasempatik gangliyonlarin anatomik konumunu belirlemek
icin Chat geni kontroliinde Cre rekombinaza bagimli sekilde tdTomato proteini iireten
Chat-Cre::tdTomato ikili transgenik hatt1 kullanildi.Bu fare kalbi anti-RFP ile
boyanarak Chat-Cre+ parasempatik sinirler ve bunlar1 saglayan gangliyonlarin
anatomik konumu tespit edildi (Sekil 6.3.1.2). Daha sonra ayni parasempatik
gangliyonlar Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbinde TUJ-1 ile boyanarak tespit edildi.
Ayrica anti-RFP ile tdTomato proteini isaretlendi ve TUJ-1 pozitif parasempatik néron
somalarinda Phox2b-Cre::tdTomato anlatim1 incelendi (Sekil 6.3.1.3). Goriintiileme
sonucu parasempatik kardiyak gangliyonlarin néron gévdelerinde tdTomato ifadesi
tespit edilmedi. Ilging sekilde parasempatik ndéron gévdelerini saran vagal duyu
sinirleri saptand1 (Sekil 6.3.1.3).

Phox2b-Cre::tdTomato ifadesininin duyu ve motor isleve sahip periferik
gangliyonlarda incelenmesi sonucu sadece NG noronlarinin govde ve aksonlarinda
Phox2b kontroliinde iiretilen Cre rekombinaz enziminin tdTomato raporcu proteinini
sentezlettigi tespit edildi. Kalbi saran spinal duyu sinirlerinin néron goévdelerinin
bulundugu servikal ve torasik seviyedeki AKG noronlarinda tdTomato proteini tespit
edilmedi. Yine kalbi saran sempatik sinirlerin néron govdelerinin iceren SG
ndronlarinda ve kalbi saran parasempatik sinirlerin néron gdévdelerinin bulundugu
kardiyak gangliyonlarda tdTomato anlatimi saptanmadi. Bu sonuglar Phox2b gen
lokusunun periferik gangliyon noronlari icerisinde sadece kalbe dallanan vagal duyu
sinirlerinin néron goévdelerini igeren NG ndronlarinda transkripsiyonel olarak etkin
oldugunu ve dolayisiyla Phox2b geni kontroliinde Cre rekombinaz ifadesine bagh
tdTomato raporcu protein anlatimiin sadece kalbi saran vagal duyu sinirlerini

goriintiilemede yeterli ve giivenilir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. Bu
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sonuglar dogrultusunda bu tez calismasi boyunca kalbi saran vagal duyu sinir agim
detayli sekilde goriintiilemek icin Phox2b-Cre:tdTomato transgenik fare kalpleri

kullanilmistir.

Sekil 6.3.1.2. Chat-Cre::tdTomato kalpte anti-RFP ile immiin boyanmis Chat-Cre+
parasempatik sinirlerin dorsal ylizeydeki maksimum projeksiyon goriintiisii (sol).
Sagda parasempatik kardiyak gangliyonun bilyiitiilmiis goriintiisii. Olgek: 1 mm
(sol), 50 uM (sag).(Kazci Y.E. ve ark. , 2022).

Sekil 6.3.1.3. Phox2b-Cre::tdTomato kalbin dorsal yiizeyinde kardiyak ganglion
goriiniimii (sol). Kare icindeki kardiyak ganglion biiyiitiilmiis goriintiisti sagda
verilmigtir. TUJ1 ile immiin boyanmis gangliyon ndronlari (yesil) ve anti-RFP ile
boyal1 vagal afferent sonlanmalari (kirmizi) detayl sekilde goriilmektedir. Olgek: 50
uM.(Kazci Y.E. ve ark. , 2022).
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6.3.2. Phox2b-Cre::tdTomato ifadesinin beyin sap1 cekirdeklerinde
karakterizasyonu

Phox2b geni noéral krest hiicrelerinden sinir hiicresi farklilasmasinda ifadesi
onemli olan faktdrlerdendir. Cre ifadesinin 0Ozellikle Phox2b gen bdlgesinden
iiretildigini gostermek icin noral krest kokenli beyin sapi1 c¢ekirdeklerinde raporcu
tdTomato floresan protein anlatimini inceledik. Ayrica NG noronlarinin beyin sapinda
sonlandigt NTS c¢ekirdeklerinde ve AreaPostrema (AP) c¢ekirdeginde tdTomato
sinyalinin durumunu analiz ettik (Sekil 6.3.2.1, sol). Literatiire uyumlu sekilde beyin
sapindan alinan yatay kesitlerde NTS ve AP c¢ekirdeklerinin oldugu bolgede yiiksek
diizeyde tdTomato sinyali gozlemledik. Ayrica pregangliyonik parasempatik sinirlerin
ciktigt DMX cekirdeklerinde de tdTomato sinyali gozlemledik (Sekil 6.3.2.1, sol).
AKG sinirlerinde tdTomato sinyali olmadigint gosteren bulgumuz ile tutarli sekilde
AKG sinirlerinin spinal korda giris yaptig1 dorsal boynuz bdlgesinde Phox2b-Cre
kaynakli tdTomato anlatim1 gézlemlemedik (Sekil 6.3.2.1, sag).

Sekil 6.3.2.1. Phox2b-Cre::tdTomato ifadesinin beyin sap1 (sol) ve spinal kord (sag)
yatay (transverse) kesitlerinde goriinlimii. AP: Area Postrema; NTS: Niikleus Traktus
Solitaris; DMX: vagus sinirinin dorsal motor niikleusu.

6.4. Transgenik Fare Kalplerinde Immiin Boyama ve Gériintiileme

Phox2b-Cre kontroliinde tdTomato ifadesinin NG’lere 6zgii gerceklestigi tespit
edildikten sonra kalp yiizeyindeki NG-kokenli vagal afferent sinirlerinin
goriintiilemesine gecildi. Kullanilan transgenik sistemde vagal afferentlerin kalpte
sonlanan uglarina kadar tdTomato floresan proteini ifade edebilmesi ve bu ifadenin

kalp dokusundan gelecek arka plan fléresan sinyalinden konfokal mikroskop
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vasitasiyla ayirt edilebilecek giligte olmasi gerekmektedir. Phox2b-Cre::tdTomato

ifadesinin bu kosullar1 ne 6l¢iide sagladig1 asagidaki ¢calismalarda incelendi.

6.4.1. Phox2b-Cre::tdTomato ifadesinin kalbe dallanan vagal sinir agmnin
goriintillenmesindeki veriminin incelenmesi

Kalbi saran vagal afferentleri goriintiileyebilmek 8-12 haftalik Phox2b-
Cre::tdTomato ikili transgenik fare kalplerinden 5X ve 20X objektifleri ile LSM 880
konfokal mikroskobunda (ZEISS) goriintiiler alindi. 543 nm dalga boyunda lazer ile
kalp uyarilip, kalpten yansiyan 581-620 nm aras1 dalga boyundaki 11k filtreden
gegirilerek icra edilen ¢ekimler sonucu 5X objektif ile kalbi saran sinir dallar1 arka
plan dokudan ayrigtirilabilecek netlikte goriintiilenemedi (Sekil 6.4.1.1A). 20X
objektif ile gerceklestirilen ¢ekimler de ise 5X objektife kiyas ile daha net sinir
sinyalleri elde edildi (Sekil 6.4.1.1B). Ancak 20X objektif ile ¢ekilen goriintiilerde de
otofloresan sinyalin boyutu vagal duyu sinir sonlanma tiplerini tanimlamaya engel
teskil etmistir. Ayrica bu tez ¢aligmasinin baslica amaci kalbi saran vagal duyu sinir
agmin daha once literatiirde gergeklestirilememis bir kapsayicilik ve detayda ve biitiin
kalp boyunca gorsellestirilmesi oldugu i¢in, 5X objektif ile alinabilen sinyalin
artirtlmas1 gerekmektedir. Bunun en Onemli sebebi en biiylik ekseni §8-10 mm
boyutlarina ulasabilen fare kalbinin biitlinciil ¢ekiminin verimli bir sekilde ancak 5X
objektif aracilifiyla alinmis kareler yoluyla gerceklestirilebilmesidir. Cre rekombinaz
proteinine bagimli sekilde etkinlestirilen CAG promotorii kontroliindeki tdTomato
ifadesinin bu amag i¢in yetersiz olmasindan dolay1 antikor ile biitlinciil kalp boyamasi

yontemi ile kalpteki tdTomato sinyalinin miktarinin arttirilmasi1 gerekmektedir.
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Sekil 6.4.1.1. Phox2b-Cre-tdTomato kalp ventrikiiliinde endojen tdTomato sinyalinin
5X (A) ve 20X (B) objektifler ile ¢ekilmis goriintiileri.

6.4.2. Standart Alexa Fluor sekonder antikorlarin biitim kalp
goriintiilemesindeki yeterliliginin degerlendirilmesi

Phox2b-Cre kontroliinde gergeklesen tdTomato ifadesinin kalp boyunca vagal
duyu sinirlerini goriintiilemek i¢in endojen olarak yeterli olmadig1 saptandigi i¢in tiim
kalpte immiin boyama yapilmasi1 hedeflendi. Kalbi saran sinirlerin biitiin kalpte detayl
sekilde goriintiilenebilmesi i¢in 5X objektif ile tetkik edilebilecek yeterlilikte florofor
molekiili konjuge olan bir sekonder antikor sinyali gerekmektedir. Bu nedenle
Phox2b-Cre::tdTomato kalplerde tdTomato proteinlerinin anti-RFP antikoru ile
immiin boyamasi ger¢eklestirilmeden Once standart Alexa Fluor sekonder antikorlarin
biitiin kalp boyamasindaki yeterliligi vahsi tip kalpte TUJ-1 pan-ndron belirteci
kullanilarak test edildi. Biitiin kalpte 5X objektif ile yapilan goriintilleme sonucu
endojen tdTomato sinyali ile yapilan goriintiillemeye kiyasla (Sekil 6.4.1.1) daha
yliksek parlaklik ve ¢oziiniirliikte sinir ag1 tespit edildi (Sekil 6.4.2.1). Ancak 5X
objektif ile goriintiilenebilen sinir agimin sinirl oldugu ve muhtemelen sekonder
antikordan gelen sinyalin yer yer yetersiz olmasindan dolay1 kalbin baz1 bdlgelerinde
kesintili bir inervasyon deseni tespit edildi. Bunun ile birlikte 20X objektif ile yapilan
gorilintiilemede 5X objektife gore kardiyak sinir fasikiilleri daha detayli sekilde tespit
edilebildi (Sekil 6.4.2.2). Ancak 20X objektif ile yapilan goriintiileme de bile Alexa

Fluor 488 sekonder antikorunun yer yer sinir fasikiillerine yeterince baglanamamasi
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ya da arka plan sinyalinden yer yer daha diisiik 1s1masindan dolayi tespit edilebilen
sinir lifi miktarmin diisiik oldugu goriildii (Sekil 6.4.2.2). Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda
vagal duyu sinirlerinin biitiin kalp boyunca detayl1 haritalamas1 hedeflendigi i¢in 5X
objektif ile goriintiilenebilen sinir agmin ¢oziiniirliigiin arttirilmas: gerekmektedir.
Ayrica 20X objektif ile yapilacak daha yiiksek magnifikasyon saglayan
goriintiilemelerin  de kalp dokusundaki vagal duyu sinir sonlanmalarinin
saptanabailecegi bir yeterlilikte olmasi gerekmektedir. Kalbin kas dokusundan
kaynakli otoflorasan sinyalin mevcudiyeti ile birlikte degerlendirildiginde birincil
antikora baglanma kapasitesi ve dolayistyla sinyal giiriiltii oran1 ¢ok daha yiiksek olan
bir sekonder antikor arayisina ge¢ildi ve yeni nesil son teknoloji Alexa Fluor PLUS
sekonder antikorlar temin edilip biitlin kalp sinir aginin gériintiilemesindeki verimliligi

test edildi.

Sekil 6.4.2.1. Tuj-1 ve Alexa Fluor 488 ile boyal1 vahsi tip fare kalbinin ventralateral
(sol) ve dorsolateral (sag) ¢ekilmis maksimum projeksiyon goriintiisii. 5X objektif.
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Sekil 6.4.2.2. Tuj-1 ve Alexa Fluor 488 ile boyal1 vahsi tip fare kalbinin dorsal
ventrikiil yilizeyinin 20X objektif ile ¢ekilmis maksimum projeksiyon goriintiisii.

6.4.3. Alexa Fluor Plus sekonder antikorlar kullanilarak biitiin kalp sinir aginin
goriintiilenmesi

Bu tez calismasinda belirlenen kalbi saran vagal duyu sinir agimin biitiinciil
sekilde ve kalbin tiim atriyum ventrikiill ve damarlarmi kapsayacak o6lgekte
goriintliilenmesi hedefini gerceklestirebilmek i¢in 5X objektif ile yakalanabilecek sinir
ag1 miktarim arttirmak gerekmektedir. Ayrica yine kalbin kas yapisindan kaynakli
olarak sinir agindan gelen sekonder antikora konjuge florofor sinyalini, goriintii
odagmin disindan gelen sinyalleri yliksek oranda engelleyecek sekilde ayristirabilecek
bir mikroskop donanimi gerekmektedir. Fare kalbinin boyutu 5X objektifin goriintii
alanmin ¢ok tlizerinde oldugu i¢in tek bir goriintii karesinde biitlin kalbin saran agin
goriintiilenebilmesi imkan dahilinde degildir. Bu nedenden dolay1 dikey ve yatay
diizlemde kalbin yiizeyden derine katmanlarini icerecek ¢cok sayida goriintii karelerinin

alinmas1 ve daha sonra bu karelerin birbirleri ile dogru bir sekilde birlestirilmesi

74



gerekmektedir. Tim bu faktorleri tek tek dikkate alinarak kalbi saran biitiin vagal duyu
sinir agin1 goriintiilemek icin bir is akis1 olusturuldu. Ilk olarak sekonder antikora bagl
florofor bolgesinden gelen sinyali artirmak ig¢in literatlir kapsamli sekilde arastirilip
klasik Alexa Fluor antikorlara kiyas ile cok daha yiiksek sinyal-giiriiltii oranina sahip
oldugu tespit edilen Alexa Fluor PLUS sekonder antikorlari temin edildi. Daha sonra
bu Alexa Fluor PLUS sekonder antikorlarin kalp dokusu iizerindeki calisma
konsantrasyonlar1t TUJ-1 primer antikoru kullanilarak vahsi tip kalplerde optimize
edildi. Alexa Fluor Plus 488 ile isaretlenmis TUJ-1 boyal1 vahsi tip kalplerin konfokal
mikroskopu ile goriintiilemesi sonucu tez c¢aligmasi kapsaminda su an kadarki en
yiiksek detay ve coziiniirlikteki kardiyak sinir agi tespit edildi (Sekil 6.4.3.1).
Ozellikle tamamen ayn1 immiin boyama islemlerinden gegmis ve standart Alexa Fluor
488 ile isaretlenmis TUJ-1 boyal1 vahsi tip kalp biitiinciil goriintiisii ile kiyaslandiginda
(Sekil 6.4.2.1) goriintiilenebilen sinir lifi yogunlugu ve inceliginde dramatik bir artig
tespit edildi (Sekil 6.4.3.1 ve 6.4.3.2). Goriilen farkliligin kullanilan TUJ-1 primer
antikorunun  farkli  sekonder antikorlara olan afinitesinin  farkliligindan
kaynaklanabilecegi diislinlilerek baska primer antikorlar kullanilarak (NF200 ve
PGP89.5) Alexa Fluor Plus 488 sekonder antikorlarin etkinligi incelendi. Bagka bir
ndron belirteci olan NF200 antikoru ile Alexa Fluor Plus 488 antikorunun birlikte
uygulanmasi sonucu 5X objektif ile vahsi tip kalbi saran sinir ag1 goriintiilendi (Sekil
6.4.3.3). Biitlin kalp goriintiisii incelendiginde Alexa Fluor Plus sinyalinin arkaplan
sinyalinden yeterli ¢oziiniirliikkte ayristirilabildigi tespit edildi. Yine PGP9.5 pan-néron
belirteci ile boyal1 vahsi tip kalplerin goriintiilemesi sonucu Alexa Fluor Plus 488
sekonder antikorunun standart Alexa Fluor antikorlara kiyasla daha fazla sinir lifinin
tetkik edilmesini sagladigi tespit edildi (Sekil 6.4.3.4). 20X objektif kullanilarak
konfokal mikroskobu ile icra edilen bu goriintiileme sonucu Alexa Fluor Plus 488
antikorunun kardiyak kas lifleri ile hizalanmis varikoz sinir liflerini dahi
isaretleyebildigi saptandi (Sekil 6.4.3.4B). Bu sonuglar ozellikle vagal afferent
liflerinin ince sonlanim uglarin1 goriintiileyebilmek i¢in Alexa Fluor Plus sekonder

antikorlarin yeterli olabilecegini 6ne stirmektedir.
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Sekil 6.4.3.1. Tuj-1 boyali vahsi tip kalbin dorsal (A) ve ventral (B) yiizeyinin 5X
objektif ile cekilmis MP goriintiisii. Olgek: 1 mm.
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Sekil 6.4.3.2. NF200 ile boyal1 vahsi tip fare kalbinin Alexa Fluor Plus 488
uygulamasi sonras1 5X objektif ile alinmis MP gériintiisii. Olcek: 1 mm.
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Sekil 6.4.3.3. Alexa Fluor (A) ve Alexa Fluor PLUS (B) sekonder antikorlarin
PGP9.5 boyal1 kalp ventrikiiliinde karsilastirilmali goériiniimii. Maksimum
projeksiyon. 20X objektif.

Alexa Fluor Plus sekonder antikorlarin ¢alisma kosullar1 biitiin kalpte optimize
edilip kalp sinir agin1 5X objektif ile goriintiilemedeki yeterliligi dogrulandiktan sonra
vagal afferent sinir aginin biitiin kalpteki goriintiilenmesine gecildi. Phox2b-
Cre::tdTomato kalplerdeki tdTomato proteinleri anti-RFP ile boyandi ve Alexa Fluor
PLUS 647 sekonder antikoru uygulanarak goriintiilendi. Hem dorsal hem de ventral
kalp yiizeylerinden yapilan goriintiilemede kalbi saran vagal duyu sinir ag1 daha 6nce
literatiirde elde edilememis bir kapsam ve ¢oziiniirliikkte goriintiilendi (Sekil 6.4.3.5 ve
Sekil 6.4.3.6). Anti-RFP ve Alexa Fluor Plus immiin boyamalarinin endojen tdTomato
floresan sinyaline kiyas ile ne dl¢tlide sinyal artis1 sagladigini tespit etmek i¢cin Phox2b-
Cre::tdTomato fare kalbinin aym1 bolgelerinden boyama oncesi ve sonrasi
goriintiilemeler gergeklestirildi. Hem 5X hem de 20X objektif ile alinan goriintiilerin
karsilagtirmali incelemesi sonucu optimize edilen immiin boyama protokoliiniin tespit
edilebilen vagal sinir aginin miktarinda dramatik bir artig sagladigi gézlemlendi (Sekil

6.4.3.7).
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Sekil 6.4.3.4. Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbinin dorsal (A) ve ventral (B)
yiizeyindeki vagal duyu sinir aginin 5X objektif ile alinmis maksimum projeksiyon
goriintiisii. Olgek: 1 mm.
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Sekil 6.4.3.5. Phox2b-Cre::tdTomato fare kalp ventrikiiliinde vagal duyu
sinirlerinden gelen endojen tdTomato sinyalinin (sol) anti-RFP ve Alexa Fluor PLUS
647 ile immiin boyama sonrasi (sag) elde edilen sinyal ile karsilagtirilmali
goriiniimii. Ust: 5X. Alt: 20X objektif. Maksimum Projeksiyon Gériintiiler.

Kalbi saran sinir aginin yiiksek ¢oziiniirliikklii goriintiisiinii elde edebilmek i¢in
konfokalmilroskopunda lazer ile uyarim sonrasi kalpten yansiyan odak dis1 15181n
yliksek seviyede engellenebilmesi gerekmektedir. Bunu gergeklestirebilmek ig¢in
LSM880 Konfokal Mikroskopu (ZEISS) yeni gelistirilen Airyscan (AS) modunda
kullanildi. AS modu sahip oldugu 6zel pinhole diizenegi sayesinde goriintiilenen
ornekten yansiyan odak disi 1s1klar1 daha yiiksek diizeyde engellemekte ve bu sayede

daha yiiksek ¢oziiniirliiklii bir goriintii saglamaktadir. Alexa Fluor PLUS sekonder

80



antikorlar ve LSM880 konfokal mikroskobunun AS modunda kullanilmasini igeren
birlesik goriintiileme stratejisi sonucu hem kalbi saran biitiin sinirler (Sekil 6.4.3.1 ve
Sekil 6.4.3.3) hem de spesifik olarak vagal duyu sinirleri (Sekil 6.4.3.5) biitiin kalp
boyunca daha once literatiirde elde edilmemis bir kapsam ve c¢oziiniirliikte tespit
edilebildi.

6.4.4. Uygulanan Alexa Fluor PLUS antikorlar1 ve mikroskop yaklasimi sonucu
tespit edilebilen kalp vagal afferent sinir derinliginin incelenmesi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda optimize edilen ileri mikroskopik goriintiilleme
yonteminin kalp dokusuna niifuz eden sinir agin1 ne dl¢iide tespit edebildigi sorusu,
elde edilen inervasyon verisinin yorumlanmasi acisindan onem arz etmektedir.
Histolojik olarak kalp dokusu ii¢ farkli katmandan olusmaktadir. Epikardiyum en dis
katman1 olustururken endokardiyum ise kalp liimenini ¢evreleyen en i¢ katmani
olusturur. Bu iki katmanin arasinda en kalin tabaka olan miyokardiyum
bulunmaktadir. Diger katmanlara gore en yiiksek oranda kas dokusunu miyokardiyum
icermektedir. Bu tez calismasinda kullanilan 8-10 haftalik yetigkin fare kalbinin
anatomisi insan kalbi ile karsilastirmali incelendiginde epikardiyum ve endokardiyum
katmanlarinin alinan kesitlerde doku boyutunda ayristirilmasinin zor oldugu ve her iki
tabakanin da cogu zaman tek hiicre kalinliginda oldugu literatiirden bilinmektedir (90).

Bu tez calismasinda kardiyak vagal afferentlerin kalp ylizeyinden derinlere
dogru dallanmasin1 en optimal diizeyde goriintiileyebilmek icin dnceki boliimlerde
detayli bir sekilde bahsedilen transgenik ve ileri mikroskobik goriintiileme
yaklasimlarin1 haiz bir metodoloji uygulandi. Biitiin kalp 6l¢eginde gergeklestirilen
vagal afferent goriintiilemesinin miyokardiyal dokuya ne dl¢lide niifuz edebildigini
inceleyebilmek amaci ile anti-RFP ve Alexa Fluor PLUS 647 ile boyali Phox2b-
Cre::Tdtomato ifade eden biitiin fare kalbinin uzun ekseni boyunca ve tam ortasindan
koroner bir kesit alindi. Bu kesitin konfokal mikroskobu ile goriintiilenmesi sonucu
miyokard tabakasinin ventrikiillerde 1-1.5 mm kalinligina ulastig: tespit edildi (Sekil
6.4.4.1A). Kalbin dorsal epikardiyal yiizeyinden ne kadar derine ulasan vagal duyu
sinirlerini gorebildigimizi belirlemek igin ayn1 kalbin dorsal yiizeyinin 5X objektif ile
goriintiilemesini gerceklestirdik (Sekil 6.4.4.1B). Bu z-stack goriintiisiiniin 3 boyutlu

goriiniimiinii lateral yonden incelendiginde mevcut metodolojimiz yoluyla 5X objektif
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ile sekonder antikordan gelen sinyalin yaklasitk 200 pum derinligine kadar
yakalanabildigi saptandi (Sekil 6.4.4.1C). Daha sonra, 5X objektif ile ¢ekilen
goriintiiniin (Sekil 6.4.4.1B) vagal duyu sonlanmalar1 igeren iki bolgesinin 20X
objektif ile biiyiitiilmiis goriintiilemesi gerceklestirildi (Sekil 6.4.4.1D-E). 20X
objektif ile ¢ekilen z-stack katmanlarinin epikardiyal yiizeyden miyokardiyuma dogru
z-boyutunda degisen konumuna gore renklendirilmis 2 boyutlu projeksiyonlar
olusturuldu (Sekil 6.4.4.1D-E). Epikardiyal ylizeyde bulunan sinirler mavi ile
isaretlenirken miyokardiyum igerisine uzanan sinir uglart ise kirmizi-beyaz renk
Olgeginde temsil edildiler. Bu goriintiiler 20X objektif ile yaklasik 120um derinlige
kadar uzanan vagal duyu sinir liflerinin tetkik edilebildigini gostermektedir (Sekil
6.4.4.1D-E). Her iki karede de ¢igek benzeri sonlanmalarin epikardiyal yiizeyden
yaklagik 60 pm derinlik seviyesine konumlandig1 goriilmektedir (Sekil 6.4.4.1D-E).
Kas i¢i dizi benzeri sonlanmalarin ise yaklasik 100 pm derinlikte miyokard dokusunu
olusturan miyofibriller ile hizali ve onlar1 sarar sekilde konumlandig: tespit edildi
(Sekil 6.4.4.1E). Bu veriler toplu sekilde degerlendiginde uyguladigimiz kardiyak
vagal afferent goriintileme metodolojisinin  epikardiyumun tamamint ve
miyokardiyumun ise bir kismimi tetkik edebildigi saptanmistir. Ulagilabilen
goriintiileme derinliginin kardiyak vagal afferentlerin hem ytizeyel hem de miyokard
icerisindeki miyofibrilleri ile hizalanmis kas i¢i dizi sonlanmalarini inceleyebilmek
icin yeterli oldugu ayrica tespit edilmistir. Yine de yakin zamanda gelistirilen organ
seffaflagtirma yontemlerinin tespit edilebilen vagal afferent sinir derinligine muhtemel
katkisinin degerlendirmek amaciyla biitlin kalp boyunca doku seffaflastirma

yontemleri uygulandi.
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Sekil 6.4.4.1. Phox2b-Cre::tdTomato kalbinde epikardiyum ve kismi miyokard
boyunca nodoz vagal innervasyonlari. A. Phox2b-Cre::tdTomato kalbinden
uzunlamasina kesit. Olgek: 1 mm B. 5X objektifinde ayn1 kalbin sol ventrikiiliinden
maksimum yogunluk projeksiyon goriintiisii. C. B seklindeki kalbin z katmanlarun 3
boyutlu lateral gortinlimii. Soldan saga, sinir demetleri epikardiyumdan
miyokardiyuma uzanir. D-E. Renk kodlu projeksiyonlarla B'deki kutularin ytiksek
biiyiitme goriiniimii. 20X objektif. Olcek ¢ubuklari: 1 mm (A), 200 pm (B), 50 pm
(C-D).

6.4.5. iDISCO ve Cubic kalp doku seffaflasirma yontemleri kullamlarak
goriintiilenebilen vagal afferent sinir derinliginin incelenmesi

Kalp dokusunu sefaffalagtirmanin konfokal mikroskopu ile goriintiilenebilen

sinir derinligine muhtemel katkisin1 arastirmak i¢in literatiirdeki farkli doku
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seffaflagtirma protokolleri incelendi. Kalp dokusunu delipidasyona ugratarak daha
seffaf hale getirebilmek i¢in iki farkli doku seffaflastirma protokolii uygulandi. Bu
protokoller TUJ-1 boyali kalplerde denenmis ve seffaflasgtirmanin konfokal
mikroskopu ile goriintiilenebilen sinirlenme derinligine olan katkisi incelenmistir. Tlk
olarak hidrofobik soliisyon yontemlerinden iDISCO kullanildi. Fikse edilen kalpler ilk
once hidrojen peroksit ile muamele edilip (bleaching) artan oranlarda metanol
cozeltilerinden gegirildi. Daha sonra Dexametazon ve Metanol karisiminda bir siire
tutulduktan sonra kalp Dibenzil-eter igerisinde seffaflastirildi. Bu islem sonucu
seffaflagtirmanin 7.giinii 5X objektif ile icra edilen goriintiilemede kalp kasindan gelen
otoflorasan sinyalde biiyiik bir artis oldugu goriildii (Sekil 6.4.5.1). Seffaflastiriimamis
doku ile kiyaslandiginda otoflorasan sinyalde meydana gelen bu artisin epikardiyal
ylizey boyunca sinir aginin takibini biiyiik oranda engelledigini gozlemledik. Yine
iDisco uygulamasi sonucu organ boyut ve yapisinda kiiciilme ve farklilagmalar oldugu

tespit edildi (Sekil 6.4.5.1B).

Sekil 6.4.5.1. Tuj-1 boyali vahsi tip kalbin iDisco protokolii ile seffaflastirma
protokolii uygulamasi 6ncesi (A) ve sonrasi 7.glinde (B) 5X (sol) ve 20X objektif ile
cekilmis maksimum projeksiyon goriintiileri.

84



Hidrofobik yontemlerden iDisco uygulamasindan verim alinamayinca yine
sinirbilim alaninda yaygin sekilde kullanilan hidrofilik yani su fazinda gerceklesen
Cubic doku seffaflastirma yontemine gegildi. TUJ-1 boyali kalplerde Cubic-1 yontemi
uygulanarak yapilan seffaflastirma sonrast 5X objektif ile alinan goriintiilerde
otoflorasan sinyalin artti§i goriildii (Sekil 6.4.5.2A-B). Artan otoflorasan sinyal
yiiziinden epikardiyal ylizeydeki sinirler detayli sekilde goriintiilenemedi (Sekil
6.4.5.2C). Gorece kalin olan sinirlerin tespit edilebildigi derinlikte ise artis elde edildi
(Sekil 6.4.5.3). 20X objektif ile alinan goriintiilerde ise ilgili objektifin ¢alisma
derinligine baglh ksitlamadan dolay1 seffaflagtirmanin tespit edilebilen sinir derinligi

miktarina katki saglamadig: tespit edildi (Sekil 6.4.5.2C).
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Sekil 6.4.5.2. Vahsi tip fare kalbinin tiim sinir aginin Tuj-1 antikor boyamasi. A. 5X
objektif ile alinan konfokal gdriintiisiiniin maksimum projeksiyonu. B. 3 giinliik
seffaflastirma sonras1 otofloresan artisi ve arka fon (background) nedeniyle 3B biitiin
kalpte sinyal ile detayin azalmasi. C. Sekil B bulunan karenin 20X objektif ile alinan
z-stack goriintiisiiniin dorsal (sol) ve lateral 3B goriiniimi.
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Sekil 6.4.5.3. TUJ-1 boyal1 vahsi tip kalbin Cubic seffaflastirma protokolii sonrasi
sinyalin 3 boyuttaki derinligi.

Daha sonra ayn1 Cubic seffaflastirma protokolii anti-RFP ile boyanmis Phox2b-
Cre::tdTomato kalplerde uygulandiginda TUJ-1 boyali wvahsi tip kalp
gorlintiilemelerine benzer sonuglar elde edildi. Seffaflagtirma soliisyonlarinda
bulunma miktar1 arttikca kalp sinirlerinden gelen antikor sinyalinin kosut olarak
azaldig tespit edildi (Sekil 6.4.5.4). Seffaflastirma sonucu artan otofloresan sinyalin
heniiz sekonder antikordan gelen sinyali biitliniiyle engellemedigi ve 20X objektif ile
hala sinyalin goriintiilenebildigi kosullarda bile sinyal derinliginde artig tespit
edilmedi. Phox2b-Cre::Tdtomato kalpte seffaflastirma sonrasi 20X objektif ile alinan
gorlintii (Sekil 6.4.5.5) seffaflagtirma yapilmadan alinan goriintiiler (Sekil 6.4.4.1D-
E) ile karsilagtirmali olarak incelendiginde vagal duyu sinir liflerinin her iki durumda

da benzer derinlikte ve detayda goriintiilenebildigi tespit edildi.
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Sekil 6.4.5.4. Phox2b-Cre::tdTomato transgenik fare kalbinin anti-RFP boyal1 vagal
duyu sinirlerinin 21 giinliik Cubic doku seffaflastirma islemi sonrasi goriiniimii. A.
Ventrikiiliin 5X objektif ile alinmis konfokal goriintiisii. B. Sekil A’da kare ile
isaretlenmis bolgenin 20X objektif ile ¢ekilmis detayl goriiniimii.

Iki farkli seffaflastirma yonteminin (iDsico ve Cubic) kalpteki farkli zamanlar
boyunca icra edilen uygulamalarinin sonuglar birlikte degerlendirildiginde kalp kas
dokusundan gelen otofloresan sinyalin seffaflastirma uygulamalar1 sonucu arttig
gozlemlendi. Bu artis sekonder antikora bagli florofor molekiiliinden gelen 1s1ma
sinyalinin konfokal mikroskobu ile tespit edilmesini engelledi. Bu gozlemler sonucu
kalbi saran vagal duyu sinir agmmin en kapsamli goriintiilemesinin seffaflagtirma
islemleri yapilmadan ve sadece immiin boyama ile elde edilebilecegi tespit edildi. Bu
amag ile bu tez ¢alismas1 kapsaminda epikardiyumun tamamina ve miyokardiyumun

bir kismina niifuz eden vagal duyu sinirleri biitiin kalp boyunca goriintiilendi.
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Sekil 6.4.5.5. Cubic yontemi ile seffaflastirmanin 12. glinlinde Phox2b-
Cre::tdTomato kalpte ¢icek sonlanmasinin derinlige bagli renklendirilmis goriiniimdi.
Maksimum Projeksiyon. 20X objektif.

6.5. Phox2b-Cre::TdTomato ifade Eden Sinir Aginin Kalp Boyunca
Gorintiillenmesi

Bu tez c¢alismasi kapsaminda yapilan immiin boyama ve mikroskobik
goriintlileme optimizasyon c¢aligmalari1 sonucunda kalbi saran vagal duyu sinirlerini
biitlin kalbi kapsayacak sekilde goriintiileyebilmek icin en verimli metodoloji
belirlendi. Kisaca Cre rekombinaza bagimli sekilde CAG promotdr bolgesinden ifade
edilen tdTomato floresan protein sinyalinin tek basina kalpteki sinirleri goriintiillemede
yeterli olmadig: tespit edildi ve anti-RFP boyamas1 asagida verilen tiim goriintiilerin
eldesinde kullanild:. Ikinci olarak biitiin kalp gériintiilemelerinde yiiksek ¢oziiniirliik
elde edebilmek icin anti-RFP antijenine baglanabilen ve standart Alexa Fluor vb.
antikorlara gore dort kat fazla sinyal-giiriiltii oran1 sunabilen Alexa Fluor PLUS
sekonder antikorlar kullanildi. Son olarak 5X objektif ile biitiinciil kalpte ve kalbin
cesitli bolgelerine odaklanan yiiksek magnifikasyonlu goriintiilemelerde LSM880
konfokal mikroskobu kalpten yansiyan odak dis1 isiklar1 daha yiiksek oranda
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engelleyebilen AS secenegi ile kullanildi. Asagida paylasilan biitiin goriintiilemelerde

bu {li¢ adimi igeren bir metodoloji uygulandi.

6.5.1. Kalbi saran vagal duyu sinir aginin biitiin kalp o6lceginde tespit edilmesi

Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbinin hem dorsal hem de ventral yilizeydeki vagal
duyu sinirlenmesinin biitiinciil ve detayli goriintlisii 5X objektif ile elde edildi ve
karsilastirmali olarak incelendi. Ilk olarak dorsal kalp yiizeyinde kalmn capli sinir
fasikiillerinin ventral yiizeye kiyasla daha yogun oldugu goézlemlendi. Ayrica
incelenen 5 farkli Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbinde gergeklestirilen immiin
boyamalarin karsilagtirmali analizi sonucu dorsal ve ventral yilizeylerde genel sinir
yogunluklarinin birbirinden anlamli derecede farkli oldugu tespit edildi (Sekil
6.5.1.1.). Istatistiksel analiz sonucu vagal duyu sinirlerinin kalbin dorsal yiizeyindeki
yogunlugunun ventral ylizeyindekine gére anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu

(Sekil 6.5.1.1.C, p = 0.0015).
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Sekil 6.5.1.1. Phox2b-Cre::tdTomato kalpte vagal duyu sinir aginin ventral (A) ve
dorsal (B) goriintiisii. Maksimum Projeksiyon. 5X Objektif. Olgek: 1 mm. C.
Kalplerin dorsal ve ventral taraflar1 arasindaki sinir yogunluklariin dl¢iimii (Kazci
Y.E. ve ark. , 2022).

6.5.1.1 Kalbi saran vagal duyu sinir ag1 deseninin farkl kalplerde incelemesi

Vagal duyu sinir dallanmasimin incelendigi biitiin Phox2b-Cre::tdTomato
kalplerde dorsal ylizeyde ventral yiizeye gore daha yogun sinir lifleri tespit edildi
(Sekil 6.5.1.1C, n = 5). Farkli kalplerin ventral yiizeylerinde yapilan 6l¢iimler kendi
iclerinde benzer sinirlenme yogunluklar1 gdsterdi. Ancak ventral yiizeylerde yapilan
Olgtimler ile kiyaslandiginda farkli Phox2b-Cre::tdTomato kalplerin dorsal

yiizeylerinde tetkik edilen sinir lifi yogunlugu kendi igerisinide daha yiiksek varyasyon
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gosterdi (Sekil 6.5.1.1C, n =5). Bununla birlikte analizde kullanilan kalplerin dorsal
yiizeyleri detayli incelendiginde goriintiilenebilen vagal duyu sinir dallanmasinin
benzer bir desen gosterdigi tespit edildi (Sekil 6.5.1.1.1.). Ilerideki sinir lifi cap
Ol¢limlerinde detayli bir sekilde gosterilecegi gibi 5 um> sinir dallar1 kardiyak
hilumdan Aort ve venler yoluyla kalbe girdikten sonra koroner siniisiin hemen altindan
diiglim olusturup ventrikiillere dogru ilerlemektedir. Dorsal yiizeyde koroner siniis
iizerinden yatay yonde ilerleyen vagal duyu sinirleri yol boyunca daha ince dallara
ayrilarak atriyumlart sinirlemektedir (Sekil 6.5.3.1). Bu benzer sinirlenme profili
incelenen tiim kalplerde gozlemlenmistir.

Total vagal duyu sinir liflerinin dorsal ve ventral ylizeydeki miktarlar
incelendikten sonra farkli captaki vagal sinir liflerinin kalbin ventral ve dorsal
ylizeyindeki dagiliminin arastirilmasi hedeflendi. Bu amag ile ilk 6nce 5X objektif ile
alinmis biitlin kalp goriintlilerini girdi olarak alip sinir agin1 6n yargisiz bir sekilde

tespit edebilecek bir hesaplamali metodoloji gelistirildi ve optimize edildi.
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Sekil 6.5.1.1.1. Phox2b-Cre::tdTomato ifade eden vagal duyu sinirlerinin farkl
kalplerin dorsal yiizeyindeki goriintiileri. n = 5. Olgek: 1 mm. (Kazci Y.E. ve ark.,
2022).

6.5.1.2. Kalp vagal duyu sinirlerinin ¢cap analizi

Kalbi saran vagal duyu sinir liflerini kalinliklarina gore belirlemek ve farkl
kalinliktaki sinirlerin biitiin kalbin farkli bolgelerinde ne kadar yogunlukta dallanma
gosterdigini belirlemek i¢in kapsamli bir gériintii analiz metodolojisi uyguladik. ilk
once PGP9.5 genel ndron belirteci ile boyali vahsi tip biitlin kalp goriintiisii
kullanilarak sinir lif ¢cap analiz metodolojisinin optimizasyonu gergeklestirildi. Daha
sonra gelistirilen analiz yontembilimi kalbi saran vagal duyu sinir liflerinin ¢aplarina

gore karakterizasyonunda kullanildi.

6.5.1.2.1. Kalbi saran sinir liflerinin ¢cap analiz metodunun optimizasyonu
Kalbe dallanan sinir liflerinin ¢ap analizi i¢in kullanilacak metodoloji ilk olarak

vahsi tip kalp goriintiisiinde uygulandi. Baslangi¢c adimi olarak PGP9.5 boyali vahsi

tip fare kalbinin 2D maksimum projeksiyon goriintiisii olusturuldu ve bu resim

93



tizerinde sinir lifi cap analizi metodolojisi optimize edildi. PGP9.5 antikoru ile igaretli
sinir dallarimi objektif bir yontem ile biitiin kalp boyunca belirlemek i¢in neutube 1.0
yazilimi kullanildi ve resimdeki sinir egrilerini otomatik olarak tanimlandi (Sekil

6.5.1.2.1.1).

Sekil 6.5.1.2.1.1. PGP9.5 pan-ndron belirteci ile boyali vahsi tip fare kalbinin 5X
objektif ile ¢ekilmis maksimum projeksiyon goriintiisiiniin (solda) neutube 1.0
programt ile binarize edilmis (ortada) ve sinir egri iskeleti olusturulmus tiirevleri
(sagda).

Bu yazilim, girdi adina verilen 2D resmi ilk asamada binarize hale doniistiiriip
daha sonra beyaz pikselleri birlestirerek sinir egrilerinin iskeletini olugturmaktadir
(Sekil 6.5.1.2.1.1). Son adimda ise dijital olarak olusturulmus sinir morfolojilerini
depolamak i¢in kullanilan SWC dosyasi ¢ikt1 olarak verilmektedir (Sekil 6.5.1.2.1.2).
SWC dosyasinda sinir liflerinin degisen kalinliklar1 farkli capta kiireler seklinde
goriintlilenebilmektedir (Sekil 6.5.1.2.1.2, sag).
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Sekil 6.5.1.2.1.2. PGP9.5 pan-ndron belirteci ile boyali vahsi tip fare kalbinin 5X
objektif ile ¢ekilmis maksimum projeksiyon goriintiisiinde neutube 1.0 programu ile
tanimlanan sinir dallart.

Neutube 1.0 yazilim tarafindan ilgili kalp resminde tanimlanan sinir liflerinin
kalinlik bilgisini igeren SWC dosyasini kullanarak ilgili sinir liflerini kalinliklarina
gore renklendirmek i¢in daha 6nce Matlab ortaminda yazilmis bir komut dizisi
kullanild1 (Rajendran P. ve ark., 2019). Bu komut dizisi kullanilarak 0-30 um aras1
kalinliktaki sinir demetleri kalinliklarina gore renklendirildi (Sekil 6.5.1.2.1.3). Sinir
liflerinin kalinliklarina gore spesifik tonda renklendirilmesi islemiyle farkli renkteki
piksellerin kalbin degisik bolgelerindeki yogunlugunun hesaplanmasi amaglandi. Bu
yontem ile farkli ¢aptaki sinir liflerinin kalpteki bolgesel dagiliminin Slgiilmesi
hedeflendi. Ancak renklendirilmis resim incelendiginde antikor boyamasi sonucu arka
plan sinyalinin fazla oldugu bdlgelerin neutube programi tarafindan hatali sekilde sinir

lifi olarak tanimlandig1 tespit edilmistir (Sekil 6.5.1.2.1.4.).
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Sekil 6.5.1.2.1.3. PGP9.5 boyali vahsi tip fare kalbinin 5X objektif ile ¢ekilmis
maksimum projeksiyon goriintiisiinde neutube 1.0 programi ile tanimlanan sinir
liflerinin kalinliklarina gére Matlab kodu ile renklendirilmis goriiniimii.

Sekil 6.5.1.2.1.4.0tofloresan sinyalin neutube 1.0 programi ile yanlis sekilde sinir
egrisi olarak tanimlanmasi. PGP9.5 boyali vahsi tip fare kalbinin 5X objektif ile
cekilmis maksimum projeksiyon goriintiisiinde otofloresan iceren kare i¢ine alinmis
bolgede sinir liflerinin kalinliklarina gore Matlab kodu ile renklendirilmis goriintimii.
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Sinir liflerinin kalbin bazi bolgelerinde yanlis tanimlanmasinin sebebini tespit
etmek amaciyla baska bir kalbin sol atriyum bdolgesini igeren resmin parlaklik ve
karsitlik degerleri ayarlanmamis ham versiyonu (raw data) girdi olarak neutube
programina verildi (Sekil 6.5.1.2.1.5A). Olusturulan ¢ikt1 dosyast iizerinde Matlab
kodu kullanilarak sinir liflerinin kalinliklarina gore renklendirilmesi iglemi
gerceklestirildi  (Sekil 6.5.1.2.1.5A, sagda). Olusan renklendirilmis veri
incelendiginde, ilging bir bulgu olarak, neutube yazilimimin girdi olarak verilen
resimdeki sinyali herhangi bir kesifsel yaklasim yoluyla tarayip filtrelemeden oldugu
gibi binarize ettigi ve bu islem dolayisiyla yanlis sinir lifi tanimlamasi olustugu tespit
edildi. Bu tespiti giiclendirmek i¢in ayni kalp resminin parlaklik ve karsitlik degerleri
manuel olarak ayarlanip arka plan sinyali azaltilmis versiyonu olusturulup ayni analiz
gerceklestirildi. Ongoriildiigii gibi, bu islem sonucunda, girdi resimde goriintiilenen

sinir dallari ile daha tutarli bir sonug elde edildi (Sekil 6.5.1.2.1.5B).
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Sekil 6.5.1.2.1.5. Otofloresan sinyalinin neutube 1.0 programindaki binarizasyon
islemi ve tanimlanan sinir agina ola etkisinin goriinimii. A. Kalbin bir bolgesindeki
sinir dallanmasinin igeren goriintliniin maksimize edilmis halinin sinir ¢ap1 analiz
sonucu. B. Ayni1 goriintiiniin parlaklik ve keskinlik degerlerinin diizenlenmis
versiyonunun sinir ¢ap1 analiz sonucu.

Bu bulgular arka plan (otofloresan) sinyalinin manuel olarak diizenlenmesinin
sonuglar iizerindeki etkisini gdstermektedir. Arka plan sinyali yapilan boyamaya gore
kalbin farkli bolgelerinde farkli yogunlukta olabilir diisiincesi ile parlaklik ve karsitlik
ayarlarmin sonuglar1 etkilemeyecek en optimal sekilde nasil yapilabilecegi iizerine
yogunlasildi. Bu amagla PGP9.5 boyali biitiinciil kalp resmi kullanilarak iki farkl
yaklagim test edildi. Birinci yaklagimda Sekil 6.5.1.2.1.4°te kare icerisine alinmis

kalbin otofloresan sinyali en yogun olan bolgesinde sinir dallarin1 goz ile arka plandan
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ayristirilabilmesini saglayacak minimum miktarda sinyalin parlakligi kisildi ve sinir

liflerinin ¢ap analizi gergeklestirildi (Sekil 6.5.1.2.1.6).

Sekil 6.5.1.2.1.6. PGP9.5 boyali vahsi tip fare kalbinin 5X objektif ile ¢ekilmis
maksimum projeksiyon goriintiisiindeki (solda) sinir dallarinin kalinliklarina gore
renklendirilmis goriiniimti (sagda).

Ikinci yaklasimda ise biitiin kalp resmi 2 x 4 seklinde 8 kareye béliindii ve her
bir karenin arka plan sinyali diisiirme iglemi kendi igerisinde ve sinyal kaybini
olabildigince diisiik tutma ic¢in yine minimum O&lgekte gergeklestirildi. Sekil
6.5.1.2.1.7°te iki kare i¢in neutube programinin tanimlayabildigi sinir dallar1 6rnek
olarak verilmistir. 8 karenin her birisi i¢in tanimlanmis sinir dallarin1 igceren SWC
verilerinin sinir dali kalinligina gore renklendirme isleminde kullanilmadan 6nce
birlestirilmesi gerekmektedir. Bu amagla Rajendran ve. ark. tarafindan olusturulan
birlestirme (stitching) kodu Matlab’da kullanildi. Bu birlestirme kodu girdi olarak
verilen SWC verilerinin X ve Y diizleminde nereye konumlandirilacag bilgisini SWC
dosyalarinin isimlerinden almaktadir. Bu amag ile her bir kareyi biitiin resimdeki X ve

Y pozisyonuna gore isimlendiren bir Matlab kodu yazildi. Her bir karenin 2 boyutlu
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diizlemdeki pozisyon bilgisine gore simlendirilen SWC dosyalar1 girdi olarak

kullanilarak birlestirme islemi gergeklestirildi (Sekil 6.5.1.2.1.8).

Sekil 6.5.1.2.1.7. PGP9.5 boyali vahsi tip fare kalbinin 5X objektif ile ¢ekilmis
maksimum projeksiyon goriintlisiinden iki farkli karenin ayr1 girdiler olarak neutube
1.0 programu ile analizi sonucu tanimlanan sinir dallar.

Birlestirme islemi sonucu olusturulan biitlin kalbe ait SWC dosyasi kullanilarak
sinir dallarmimn ¢aplarina gére renklendirilmesi islemi gerceklestirildi. ki farkl
yaklagim ile olusturulan sinir lif kalinlik analizi sonuglar1 karsilastirildiginda kareler
halinde ve biitiinciil islem sonucu sinir dallar1 boyunca benzer renk dagiliminin
olustugu gozlemlendi (Sekil 6.5.1.2.1.9). Bu sonuglar degerlendirildiginde 6zellikle
kalin (>5um) ve ince (<5um) sinir liflerinin kalpteki yogunlugunun kalbin dorsal ve
ventral yiizeylerinde karsilastirmali analizi i¢in biitiinciil kalp analizi yaklagiminin
yeterli oldugu goriildi. Kalbe saran vagal duyu sinir liflerinin kalinlik analizinde de
arka plan sinyalini azaltacak sekilde minimum boyutta bir ayarlama gerceklestirilip

neutube programina ile isleme devam edildi.
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Sekil 6.5.1.2.1.8. PGP9.5 boyali vahsi tip fare kalbinin 5X objektif ile ¢ekilmis
maksimum projeksiyon goriintiisiiniin 8 ayr1 karesinde neutube 1.0 programu ile
tanimlanan sinir dallar1 (sol) ve bunlarin Matlab’da birlestirilmis biitiinciil versiyonu

(sag).

2 X 4 kare butiinciil

Sekil 6.5.1.2.1.9. PGP9.5 boyal1 vahsi tip fare kalp sinir ag1 goriintiisiiniin 8 kare
halinde (solda) veya biitiin haldeki versiyonu kullanilarak (sagda) yapilan sinir ¢ap1
analizi sonuglarinin karsilastirmali gosterimi.
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6.5.1.2.2. Kalp vagal duyu sinir liflerinin dorsal ve ventral yiizeyde karsilastirmali
cap analizi

Bu tez ¢aligmasinda hedeflenen vagal duyu sinir dallanmasinin kalp boyunca
dagilimi, bolgelere gore yogunlugu ve kalin (>~5um) ve ince (<~5um) sinir liflerininin
detayli karsilatirmal1 analizinde kullanilacak metodoloji optimize edildi. Bu asamadan
sonra Phox2b-Cre::tdTomato fare kalplerinde anti-RFP antikoru ile immiin boyama
yaparak konfokal mikroskobu ile goriintiilenip tespit edilen kardiyak vagal afferent
sinir liflerinin kalp boyunca morfolojik karakterizasyonu icra edildi. Kalbin dorsal
yiizeyinde 6zellikle ventrikiil epikartinda yogunlasmis kalin sinir lifleri (>~5um) tespit
edildi (Sekil 6.5.1.2.2.1A). Kardiyak hilum boélgesinden kalbe giren vagal duyu
sinirlerinin atriyumlara yaklastikga daha ince (<~5um) dallara ayrilarak ve zikzak
seklinde dalgali bir yapiya doniiserek atriyal pektinat kaslarini ag seklinde sardigi
gozlemlendi (Sekil 6.5.1.2.2.1A). Daha sonraki bdliimlerde detayli bir sekilde
incelenecegi iizere vagal afferent demetlerin bir kismi epikart iizerinde atriyumlar ile
ventrikiiller arasinda yatay bir sekilde yerlesik olan ve sag atriyuma dogru genigleyen
koroner siniis damarinin hemen altinda diigiim seklinde bir yap1 olusturmaktadir (Sekil
6.5.3.1). Ilging bir bulgu olarak vagal afferentlerini goriintiiledigimiz biitiin Phox2b-
Cre::tdTomato kalplerde bu yapiyr gozlemledik (Sekil 6.5.1.1.1). Koroner siniisiin
iizerinde yatay yonde ilerleyen vagal duyu sinir demetlerinden ¢ikan dallarin bir kismi
atriyumlar yoniinde bir kismi ise daha asagiya dogru ventrikiiller yoniinde
ilerlemektedir (Sekil 6.5.1.2.2.1).

Kalbin ventral yiizeyini saran vagal duyu sinir lifleri incelendiginde epikardiyum
boyunca ince (<~5um) sinir demetlerinin kalinlara (>~5um) gore daha yogun
oldugunu gdzlemledik (Sekil 6.5.1.2.2.1B). ince ve kalin vagal duyu liflerinin ventral
yiizeydeki yogunlugunun dorsaldakiler ile kiyaslanmasi ventral yiizeyde ince liflerin
daha yiiksek oranda bulundugunu gosterdi (Sekil 6.5.1.2.2.1C, p = 0.002). Ince
dallarin aksine, kalin dallarin karsilagtirmali analizi ise dorsal ylizeyde kalin dallarin
ventraldekilere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yogun yer aldigini
gosterdi  (Sekil 6.5.1.2.2.1C, p = 0.038). Bu ince ve kalin sinir liflerinin
yogunlugundaki farkliliklar disinda ventral yiizeydeki vagal afferent sinirlenmesini
dorsal yilizeydekinden ayiran diger bir gozlem kalin dallarin konumudur. Kalin vagal

duyu liflerinin (>~5um) sol atriyumun hemen altindan sol ventrikiile dogru ilerleyip
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buradan daha ince (<5um) dallara ayrilarak apeks ve sag ventrikiilii ag seklinde

sardiklar tespit edildi (Sekil 6.5.1.2.2.1B).
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Sekil 6.5.1.2.2.1. Kalbi saran anti-RFP boyal1 vagal duyu sinirlerin dorsal (A) ve

ventral (B) goriintiisii ve bu goriintiilerdeki sinir yogunluklarinin (C) ve kalin-ince
sinir miktarlarinin (D) 6l¢iimlerinin karsilastirilmasi. 5X Objektif. Olgek cubugu: 1
mm. (Kazci Y.E. ve ark., 2022).

Kalbi saran vagal duyu sinir liflerinin kalpteki desenlerinin fareler arasinda ana
hatlar agisindan benzerlik gosterdigi daha once gosterilmisti (Sekil 6.5.1.1.1). Bu
gorsel bulgu farkli Phox2b-Cre::tdTomato fare kalplerinden alinan dorsal goriintiilerin
sinir-¢ap analizi yapilarak desteklendi (Sekil 6.5.1.2.2.2). Kalin ve ince vagal afferent
liflerinin kalp boyunca benzer bir uzaysal dagilim gosterdigi ve 6zellikle koroner siniis
cevresindeki diiglim yapisinin incelenen biitiin kalplerde bulundugu tespit edildi. Tiim

bu bulgular toplu sekilde degerlendirildiginde fare kalbini saran vagal duyu sinirlerinin
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embriyonik gelisim siirecinde kalbe niifuz eden damarlar gibi belirli bir desen

gosterdikleri goriilmektedir.

Sekil 6.5.1.2.2.2. Farkli Phox2b-Cre::tdTomato kalplerde vagal duyu sinirlerinin
kalinlik analizi sonuglar1. Dorsal goriintiiler. Maksimum Projeksiyon. 5X Objektif.
Olgek ¢ubugu: 1 mm.

6.5.2 Atriyum ve ventrikiillerdeki vagal afferent sonlanma morfolojilerinin
detayh incelemesi

Kardiyak vagal afferentlerin biitiin kalbin dorsal ve ventral yiizeylerindeki
dallanmasmin kapsamli ve detayli sekilde incelenmesi sonrasi atriyum ve
ventrikiillerde epikart seviyesinde konumlanan ve miyokard igerisine dogru niifuz
eden sinir sonlanma tiplerinin detayli sorusturmasi gerceklestirildi. Vagal afferent
sinirlerin atriyal kaslarin ylizeyinde zikzak seklinde dalgali bir yap1 olusturdugu tespit
edildi (Sekil 6.5.2.1). Yine dalgali yapidaki bu vagal duyu lifleri atriyum yiizeyinde
cicek benzeri sonlanmalar olusturdu (Sekil 6.5.2.1F-H-J-L). Cicek benzeri
sonlanmalara ek olarak ag benzeri vagal afferent sonlanmalar1 da yine atriyumlarda

tespit edildi (Sekil 6.5.2.2D-F-G).

104



Sekil 6.5.2.1. Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbinde atriyumlardaki vagal duyu sinir
dallanmasinin ve sonlanma bi¢imlerinin detayli gésterimi. A. Biitiin kalbin ventral
ylizeyininin 5X objektif ile MP goriintiisii. B. A’daki sol atriyumdaki kareli alanin
20X objektif ile alinmis goriintiisii. C. Biitiin kalbin dorsal yilizeyininin 5X objektif
ile MP goriintiisii. D. C’deki sag atriyumdaki kareli alanin 20X objektif goriintiisii.
Sag atriyumun iist yiizeyinin (E) ve sag ventrikiil ile temas eden alt yiizeyinin (G)
5X objektif goriintiileri. Sol atriyumun iist (I) ve alt yiizeylerinin goriintiisii (K).
Atriyumlardaki kareli alanlardaki vagal afferent sonlanmalarinin 20X objektif
goriintiileri (F, H, J, L). Olgek: 1 mm (A,C). 200 uM (B), 100 uM (D), 500 pM
(E,G,LK), 50 uM (F, H, J). (Kazci Y.E. ve ark., 2022).

Atriyumlarin hem iist hem de ventrikiil ile temas eden alt kisimlarinda ¢icek ve
ag benzeri sonlanmalar tespit edildi (Sekil 6.5.2.1E-L). Bu sonlanma tipleri bir agacin
dallarmin uzantilar1 (aksonal arborizasyon) seklinde gozlemlendi. Ilging sekilde
atriyum saran sinir liflerinin yer yer varikoz yapilar1 olusturdugu tespit edildi (Sekil

6.5.2.2C ve E).
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Ventrikiilleri saran vagal duyu sinirleri incelendiginde atriyumdaki gibi ¢icek ve
ag benzeri sonlanmalar tespit edildi (Sekil 6.5.2.3). Ayrica vagal duyu liflerinin ¢ok
sayida varikoz yapilari olusturdugu goriintiilendi (Sekil 6.5.2.3D-H). Atriyumlardan
farkli olarak ventrikiil ylizeyinde vagal duyu sinirlerinin miyokardiyum igerisine dogru
ilerleyip miyofibriller ile kosut kas i¢i dizi sonlanmalar1 olusturdugu tespit edildi
(Sekil 6.5.2.3B-D-G-H). Epikart boyunca birlikte ilerleyen vagal duyu sinir liflerinin
hedef dokulara yaklastikca farkli sonlanma tiplerine ayrigtigr tespit edildi.
Goriintiilenebilen en ince kalinliktaki tekli sinir demetlerinin ¢igek ve kas i¢i benzeri
sonlanmalar olusturduklar1 gbzlemlendi (Sekil 6.5.2.3B ve F). Ancak goriintiilenen
sinir demetinin igerisindeki tek bir aksonun iki farkli sonlanma tipi olusturup

olusturmadig1 mevcut boyama metodolojimizin kisithigindan dolayi belirlenemedi.
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Sekil 6.5.2.2. Sekil 6.5.2.1°de gosterilen atriyumlarda vagal afferent sonlanmalarinin
ilave gosterimi. Olgek: 500 pM (A, C, E, F). 50 uM (B, D, G, F). (Kazci Y.E. ve
ark., 2022)

Sekil 6.5.2.3. Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbinde ventrikiillerdeki vagal duyu sinir
dallanmasinin ve sonlanma bi¢imlerinin detayli gésterimi. A. Ventrikiillerin 5X
objektif ile dorsal goriiniimii. B-C. A’daki kareli alanlarin 20X objektif ile yiiksek
magnifikasyon goriintiileri. D. B’deki kareli bolgedeki kas i¢i dizi sonlanmasinin
biiytitiilmiis goriintiisii. E. Ventrikiillerin 5X objektif ile ventral goriiniimii. F-G.
E’daki kareli alanlarin 20X objektif ile yiiksek magnifikasyon goriintiileri. H. G’deki
kareli bolgedeki kas i¢i dizi sonlanmasinin ve varikoz sinir liflerinin biiytitiilmiis
goriintiisii. Olgek: 1 mm (A,E). 500 uM (B, C, F, G). (Kazci Y.E. ve ark., 2022).
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Sekil 6.5.2.4. Sekil 6.5.2.3’de gosterilen ventrikiil dorsal ve ventral yiizeylerindeki
vagal afferent sonlanmalarinin ilave gosterimi. Olgek: 500 uM (A, J). 50 uM (B-R).
(Kazci Y.E. ve ark., 2022)

6.5.3. Vagal duyu sinir liflerinin kalp damarlari iizerindeki dallanma deseninin
incelenmesi

Yapilan biitiinctil kalp boyamalarinda vagal duyu sinirlerininin kalpteki
damarlarda sonlandigi tespit edildi. Biiyiik kardiyak ven damarinin sag atriyuma dogru
genisleyen ve koroner siniis diye isimlendirilen kisminda vagal duyu sinirleri tespit
ettik (Sekil 6.5.3.1A-B). Sag atriyum yiizeyinden koroner sinus iizerinde ve damara
paralel ilerleyen bu sinirlerin sol atriyum ile sol ventrikiil arasinda yatay ilerleyen
kardiyak veni takip ettikleri tespit edildi (Sekil 6.5.3.1B). Baz1 sinir lifleri ise kardiyak
veni cevresinden sarip damarin altindan ventrikiile dogru yayilim gosterdi (Sekil
6.5.3.1B). Ilging sekilde kardiyak venin iizerinde vagal duyu liflerinin varikoz yapilar
olusturdugunu gordiik (Sekil 6.5.3.1C). Yine atriyum ve ventrikiil yiizeylerinde
oldugu gibi bu damarin lizerinde de ¢igek benzeri sonlanmalar gézlemledik (Sekil
6.5.3.1C). ilerleyen béliimlerde sempatik sinirler ile vagal duyu sinirlerinin birlikte
incelendigi goriintiilerde bu ¢igek benzeri sonlanmalarin damar ylizeyindeki bag doku

lifleri iizerinde sonlandiklari tespit edildi (Sekil 6.6.2.3A).
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Sol ventrikil

Phox2b-cre >> tdTomato

Sekil 6.5.3.1. Vagal afferentlerin koroner siniis inervasyonu ve sonlanmalari. A.
Kardiyak venlerin kalpteki poziyonunu gdsteren sema(91). B. Phox2b-Cre::tdTomato
kalpte vagal duyu sinir aginin dorsay ylizeydeki 5X objektif ile MP goriintiisii. C.
B’deki koroner siniis lizerindeki kareli bolgenin yliksek magnifikasyonlu goriintiisii.
Vagal duyu varikoz sinir lifleri ve ¢igek benzeri sonlanmalarin kardiyak ven
lizerindeki goriiniimii. Olgek: 1 mm (B). 50 uM (C).
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6.6. Phox2b-Cre::Tdtomato ifade Eden Vagal Duyu Sinirlerinin Diger
Kardiyak Sinirler ile Birlikte Kalpte incelenmesi

Kalbi saran vagal afferentlerin kalbi sinirleyen biitiin sinir dallar1 arasindaki
yogunlugunu tespit edebilmek i¢in Phox2b-Cre::tdTomato kalpte TUJ-1 antikoru ile
immiin boyama gerceklestirdik. Bu sayede kalbi saran vagal afferent sinir agim
Phox2b-Cre::tdTomato iizerinden anti-RFP vasitasiyla ne dl¢iide isaretleyebildigimizi
ve bu yontemin kalbi saran biitiin sinir aginda 6zgiin bir sinir demeti popiilasyonunu
isaretlemede ne Olciide etkin oldugunu arastirdik (Béliim 6.6.1). Vagal duyu
sinirlerinin kalbi saran genel sinir ag1 ile birlikte goriiniimiinii inceledikten sonra
kalpteki motor sinirler ile olan dallanma desenini inceledik (Béliim 6.6.2). Bu amagla
kalpteki motor sinir aginin sempatik bilesenini goriintiilemek i¢in Tirozin Hidroksilaz
(TH) antikoru kullandik. Anti-TH antikoru ve anti-RFP antikorlari ile immiin boyama
icra edilen Phox2b-Cre::tdTomato fare kalplerinde noradrenerjik sinirlerin vagal duyu

sinirleri ile birlikte kalp boyunca dagilimini detayl bir sekilde gézlemlendi.

6.6.1. Biitiin kalp sinir aginin TUJ1 genel noron belirteci ile incelenmesi

Kalbi saran biitiin sinirleri goriintiilemek i¢in pan-néronal belirte¢ olarak
kullanilan ti¢ farkli proteine ait antikor ile deneme yapildi. Anti-NF200, PGP9.5 ve
Tuj-1 antikorlar1 ile immiin boyama yapilan vahsi tip kalpler konfokal mikroskobunda
ayni lazer ve filtreleme ayarlariyla 5X objektif ile goriintiilendi ve tespit edilebilen
sinir yogunluklar1 karsilastirildi (Sekil 6.6.1.1). Bu karsilastirma sonucu en kapsamli
ve detayl sinir ag1 goriintiisii Tuj-1 antikoru ile boyali kalpte elde edildi. Bu bulgu
dolayisiyla Phox2b-Cre::tdTomato kalplerde vagal afferentler ile birlikte biitiin sinir

agmi goriintiilemek i¢in anti-RFP ile birlikte Tuj-1 ile immiin boyama gergeklestirildi.
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Sekil 6.6.1.1. Biitiin sinirleri goriintiilemek i¢in literatiirde kullanilan ii¢ farkli pan-
noron berlirteci ile boyanmig vahsi tip kalplerin 5X objektif ile alinmig MP
goriintiilerinin karsilastirmal incelemesi. A. NF200 B. PGP9.5 C. TUJ-1. Olgek: 1
mm.

Ikili boyama sonrasi Phox2b-Cre::tdTomato kalbin 5X goriintiilemesi
gerceklestirildi. TdTomato sinyalini arttirmak i¢in kullanilan anti-RFP antikorunu
goriintiilemek 488 nm dalga boyunda uyarilabilen sekonder antikor kullanildi. Tuj-1
antikorunu goriintiillemek icin ise 647 dalga boyunda sekonder antikor kullanilds. Ikili
boyama sonrasi 5X objektif ile kalp goriintiilendi (Sekil 6.6.1.2). Bu goriintiilemede
vagal afferentlerden gelen sinyal ile genel sinirlerden gelen sinyalin Ortiistiigii goriildii.
Sadece RFP ya da sadece Tuj-1 boyanmis sinir liflerini goriintiileyebilmek i¢in daha
yiiksek bir magnifikasyon ile ¢ekim yapmak gerekti. 20X objektif ile yapilan yiiksek
¢cozlnlirliiklii gekimlerde Tuj-1 boyal sinirler ile vagal afferent sinirlerinin birlikte
fasikiiller olusturudugu goriildii (Sekil 6.6.1.3). Yapilan bu yakin ¢ekimlerde Phox2b-
Cre kontroliinde tdTomato ifade eden sinirlerin biitlin sinir liflerinden ayrigtig1 net
sekilde goriintiilendi (Sekil 6.6.1.3). Bu veriler Phox2b gen lokusundan ifade edilen
Cre rekombinazin biitiin noronlarda degil fakat kalbe sinir génderen bazi néronlarda
tdTomato ifadesini etkinlestirdigini anti-RFP araciligryla gostermektedir.

llging sekilde Tuj-1 sinyali tasiyan vagal afferentlerin ag benzeri (Sekil
6.6.1.3A) ve cicek benzeri (Sekil 6.6.1.3B) sonlanmalarinda bu sinyali gostermedigi

gozlemlendi. Ayrica yine ilging bir bulgu olarak vagal afferentlerin sonlanma
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olusturdugu bolgelerde sadece kardiyak doku ile degil fakat Tuj-1 ile boyanmis baska
sinir fasikiilleri ile de fiziksel yakinlik kurdugu gozlemlendi (Sekil 6.6.1.3, solda). Bu
bulgular vagal afferent sinirlerin kalpte sadece hedef kardiyak dokular ile degil fakat
kalbe dallanan baska sinir tipleri ile de fiziksel iletisim halinde olabilecegini
gostermektedir. Vagal afferentlerin birlikte fasikiil olusturarak kalbe dallandigi bu

sinirleri daha detayli incelemek i¢in ikinci bir immiin boyama deneyi gercgeklestirildi.

Sekil 6.6.1.2. Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbinin dorsal yilizeyinin anti-RFP boyali
vagal afferent (kirmiz1) ve TUJ-1 boyal1 genel sinir liflerinin (yesil) 5X objektif ile
alinmis MP goriintiisii. Olgek: 1 mm.
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Sekil 6.6.1.3. Phox2b-Cre::tdTomato fare kalbinin dorsal yilizeyinin anti-RFP boyali
vagal afferent (kirmizi) ve TUJ-1 boyali (yesil) genel sinir liflerinin 20X objektif ile
alinmis MP goriintiileri. A. Biitiin sinir liflerinden ayrigan vagal duyu sinir lifleri ve
onlarin ag benzeri sonlanmalar1 B. Vagal duyu varikoz sinir liflerinin detayl
goriiniimii ile birlikte ¢icek benzeri vagal duyu sinir sonlanmalar1. Olgek: 50 pM.

6.6.2. Vagal afferentlerin noradrenerjik sinir lifleri ile birlikte kalp boyunca
incelenmesi
Kardiyak vagal afferentlerin Tuj-1 boyali diger sinir demetleri ile birlikte

goriintiilenmesi sonucu bu duyu sinirlerinin sadece kardiyak doku ile degil fakat kalbi
saran baska sinir demetleri ile de fiziksel yakinlik kurdugu saptandi. Kalbi saran motor
sinirlerin vagal afferentler ile fasikiil olusturan sinirler arasinda olabilecegi diistiniildii.
Ikili bir boyama yapilarak bu hipotez test edilmeden 6nce motor sinirlerin sempatik
bileseni olan noradrenerjik sinirlerin kalpte goriintiilemesi gerceklestirildi (Sekil
6.6.2.1). Vahsi tip kalpte anti-TH antikoru kullanilarak yapilan immiin boyama sonucu
kalbi saran noradrenerjik sempatik sinirler goriintiilendi. Ayrica sinir lif kalinlik analiz
yapildi ve noradrenerjik sinirlerin kalbin dorsal yiizeyinde vagal afferentlere benzer
bir yayilim gosterdigi tespit edildi.

Anti-TH boyamasi vahsi tip kalpte optimize edildikten sonra ayn1 islem Phox2b-
Cre::tdTomato kalpte gerceklestirildi (Sekil 6.6.2.2). 5X objektif ile yapilan
goriintiilemede TH pozitif olan sinir liflerinin vagal afferent sinir lifleri ile birlikte
demetler halinde kalbi sardig1 gozlemlendi (Sekil 6.6.2.2 ve Sekil 6.6.2.3). Ayrica

biiyiik kalp damarlar1 ¢evresinde vagal duyu ve noradrenerjik liflerin birlikte hizal
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sekilde demetler halinde ilerledigi tespit edildi (Sekil 6.6.2.3B). Ek olarakbu kalp
damar1 ¢evresinde yiiksek TH ifadesine sahip ndron hiicre gdvdeleri tespit edildi (Sekil
6.6.2.2). Bu hiicre kiimesi igerisinde sadece asil noron hiicreleri (principal neurons)
degil fakat ayrica daha kiiciik ¢apta olan katekolaminerjik SIF hiicreleri de tespit
edildi. Bu noron govdeleri ve SIF hiicrelerinin ¢evresinde yogun bir vagal duyu sinir
dallanmasi saptandi. Ayrica vagal duyu sinirlerinin TH pozitif néron gévdelerinin
cevresini daire seklinde sarip muhtemel sinaptik baglantilar (butonlar) olusturdugu
goriintiilendi (Sekil 6.6.2.2). Bu TH pozitif kardiyak gangliyonlarin ¢evrelerindeki
vagal dallanmalar disinda, ilging bir bulgu olarak, koroner siniis iizerinde
noradrenerjik (TH+) motor sinirler ile birlikte ilerleyen vagak duyu liflerinin buradaki
katekolaminerjik kiigiik hiicre kiimelerini sararak periseliiler presinaptik baglantilar
olusturdugu tespit edildi (Sekil 6.6.2.2C). Ventrikiiller incelendiginde vagal duyu ve
noradrenerjik sinir liflerinin i¢ ice ge¢mis paralel fasikiiller halinde kardiyak dokuda
ilerledigi gozlemlendi (Sekil 6.6.2.2D). Ventrikiil yilizeyi boyunca birlikte ilerleyen
bu iki farkli sinir demetlerinden vagal duyu liflerinin daha sonra ayrilarak c¢icek
benzeri ve kas i¢i dizi benzeri sonlanmalar olusturdugu tespit edildi (Sekil 6.6.2.2F,G).

Koroner siniis iizerinde yapilan detayli goriintiilemede her iki sinir tipinin hem
birlikte fasikiiller seklinde ilerledigi ve vagal duyu lifleri ¢icek benzeri sonlanmalar
olustururken TH pozitif sinirlerin ise damar {izerinde varikoz yapilari olusturdugu
goriintiilendi (Sekil 6.6.2.2E, H ve Sekil 6.6.2.3A). Ilging sekilde benzer kalinliklara
sahip vagal duyu lifleri ve TH pozitif lifler her zaman birlikte demetler halinde
goriintiilenmedi. Ancak bolgesel olarak kendi basina ilerleyen tekli vagal duyu sinir
demetleri ve yine tekili noradrenerjik demetler tespit edildi. Bu bulgular vagal
afferentlerin  kalpteki motor sinirler ile birlikte demetler olusturdugunu
gostermektedir. Vagal duyu sinir liflerinin ayrica TH pozitif olan sinir lifleri ve ndron
govdeleri ile de kalpte muhtemel presinaptik baglanti i¢erisinde oldugu bu veriler ile

tespit edilmistir.
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Sekil 6.6.2.1. Vahsi tip fare kalbindeki noradrenerjik sinir aginin anti-TH boyamas1
ile dorsal yiizeydeki 5X objektif ile MP goriintiisii (solda). Noradrenerjik sinirlerin
kalinliklarina gore renklendirilmis goriiniimii (sagda).
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Sekil 6.6.2.2. Phox2b-Cre::tdTomato kalbin dorsal yiizeyindeki anti-RFP boyali
vagal duyu sinirlerinin (kirmizi) anti-TH boyali noradrenerjik sinir lifleri ile birlikte
gorilintiilenmesi. A. 5X objektif ile alinan MP goriintiisii. B. A’daki kareli alandaki
kan damari ¢evresindeki TH+ noronlar (yesil) ve SIF hiicreleri iizerindeki vagal duyu
sinirlerinin peri-hiicresel sonlanmalarinin 20X objektif goriintiisii C. A’daki kareli
alandaki koroner siniisteki TH+ ndron somasini ¢evreleyen vagal afferentlerin 20X
objektif gorlintiisii. D. A’daki kareli alandaki vagal duyu sinirleri ve TH+ sinir
lifleirinin ventrikiil izerindeki paralel dallanmasinin goriiniimii. E. Farkl bir kalpte
vagal afferentler ve TH+ sinir liflerinin birlikte goriiniimii. F. E’deki ilgili kareli
bolgedeki TH+ varikoz sinir lifleri ile birliktevagal afferentlerin kas i¢i dizi benzeri
sonlanmalarimin yiiksek magnifikasyonlu goriintiisii. G. TH+ varikoz sinirler ile
birlikte ayn1 vagal afferent fasikiillerinden ¢ikan ¢igek ve kas i¢i dizi benzeri
sonlanmalar. H. Koroner siniis iizerindeki vagal afferentlerin ¢icek benzeri
sonlanmasinin TH+ varikoz sinir lifleri ile goriiniimii. Olgek: 1 mm (A,E). 50 uM (B-
D, F-H). (Kazci Y.E. ve ark., 2022).
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Sekil 6.6.2.3. Phox2b-Cre::tdTomato kalbin dorsal yilizeyinde TH+ (yesil) ve vagal
duyu sinirlerinin (kirmizi) 20X objektif ile yliksek magnifikasyon MP goriintiileri. A.
Sekil 6.6.2.2E’deki kalbin koroner siniis damarinda T+ sinirlerin ve ¢i¢ek benzeri
vagal duyu sinir sonlanmasi. B. Sekil 6.6.2.2A°daki B isaretli kareli alandaki TH+
ndronnlardan gelen sinir liflerinin ve bu ndronlar ile baglant1 kuran vagal afferent
sinir lifleri. Olgek: 50 uM .(Kazci Y.E. ve ark., 2022).

6.7. Phox2b-Cre ifade Eden Periferik Sinir Demetinin Vagal Duyu
Kimliginin Optogenetik uyarim Yontemi ile Islevsel Dogrulamasi

Bu tez calismasi kapsaminda su ana kadar paylasilan bulgular Phox2b-Cre
kontroliinde tdTomato ifade eden transgenik hattin kalbi saran vagal afferentlerin
ayricalikli gorlintiilemesinde islevsel oldugunu gosterdi. Phox2b gen lokusundan ifade
edilen Cre rekombinazin perifer sinirlerden sadece onuncu kafatasi siniri olan Nervus
Vagus’un NG kaynakli duyu sinirlerinde raporcu tdTomato protein ifadesinin
etkinlestirdigi detayli sekilde tespit edildi. Phox2b-Cre::tdTomato kalplerde kapsamli
sekilde goriintiilenen vagal duyu sinirlerinin néron gévdeleri NG’de bulunmaktadir.
Kalbi sinirleyen NG’deki bipolar duyu nodronlarinin aksonlarinin bir ucu kalpte
bulunurken diger ucunun beyin sapindaki Nucleus Traktus Solitaris (NTS)
cekirdeginde sonlandig1 bilinmektedir. NTS’de sonlanan vagal duyu sinirlerinin beyin
sapindaki parasempatik ¢ekirdekler olan DMX ve Nukleus Ambiguus ile dogrudan ya
da dolayli sinaptik baglantilar kurduklar1 bilinmektedir.

Su ana kadar goriintiilenen Phox2b-Cre yoluyla tdTomato ifade eden sinirlerin
vagal afferentler olduguna dair bulgular tdTomato anlatiminin periferik gangliyonlar

ve kalbi saran sinirlerdeki detayli incelemesi yoluyla elde edildi. Tdtomato ifade eden
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bu sinirler eger gergekten vagal duyu sinirleri ise, diger bir ifade ile, eger Phox2b
kontrollii Cre rekombinaz ifadesi gercekten vagal duyu sinirlerinde gerceklesmis ise,
NG’den ¢ikan bu sinirlerin depolarizasyonu sonucu parasempatik yanitlarin kalpte
olusmas1 gerekmektedir. Transgenik yaklasim ile goriintiiledigimiz sinir liflerinin
vagal duyu kimliklerini islevsel olarak da gosterebilmek icin optogenetik uyarim

teknigini kullandik.

6.7.1. Phox2b-Cre ifade eden vagal sinir demetinin depolarizasyonunun kalp
fonksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

Phox2b-Cre ifade eden sinir demetlerinin depolarizasyonunun kalp fonkisyonu
izerindeki etkisini optogenetik uyarim teknigi ile incelemek i¢in ikili transgenik fare
yaklasimini uyguladik. Phox2b-Cre fareleri Cre rekombinaz bagimli kanalrodopsin 2
ve eYFP flizyon proteini (chr2-eYFP) kodlayan transgen tasiyan fareler ile
caprazladik. Elde edilen ikili transgenik farelerden (Phox2b-Cre::Chr2-eYFP) NG
gangliyonlar ¢ikarildi ve Chr2-eYFP fiizyon iyon kanalinin néron membranindaki
ifadesi konfokal mikroskobu ile goriintiilendi (Sekil 6.7.1.1). NG noron somasi ve
akson cevresindeki zar boyunca eYFP’den gelen endojen sinyal goriintiilendi. Bu
dogrulama sonrast Phox2b-Cre::Chr2-eYFP farelerde optogenetik uyarim islemine

gecildi.
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Sekil 6.7.1.1. Phox2b-Cre::chr2-eYFP farenin NG noronlarinda kanarodopsin2-
eYFP birlesik iyon kanalindan gelen endojen eYFP sinyalinin hiicre ve akson
zarlarinda 20X objektif ile alinan MP goriintiisii. Olgek: 50 uM.

Phox2b-Cre kontroliinde 465-495 nm dalga boyunda 1sik ile etkinlesebilen
kanalrodopsin 2 iyon kanalini ifade eden vagal duyu sinirlerinin 151k ile uyarimi i¢in
transgenik fare izofloran sistemi kullanilarak aneztezi altina alindi. Daha sonra
NG’den gelen ve trake yaninda karotid arter ile birlikte asag1r dogru uzanan vagal
demet acilarak (Sekil 6.7.1.2) 465 nm dalga boyunda lazer kaynagina bagh optik fiber
ile uyarilabilir hale getirildi (Sekil 6.7.1.3). Optogenetik uyarim ile vagal duyu vagal
duyu sinir liflerinin depolarizasyonunun kalp fonksiyonu f{izerine etkisini tespit

edebilmek icin EKG elektrotlar1 farenin el ve ayaklarina yerlestirildi (Sekil 6.7.1.3).
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Sekil 6.7.1.2. Trake yanindan vagal demetin optogenetik uyarimini gésteren sema
(soldaki fare ¢izimi (61)’den uyarlandi).

Sekil 6.7.1.3. Optogenetik uyarim ve eszamanli EKG kayit diizenegi. A. Sirt iistii
sabitlenmis izofloran aneztezisi altindaki Phox2b-Cre::Chr2-eYFP farenin iki kolu ve
bir ayagina bagli EKG elektrotlarinin goriiniimii. B. Trakesi goriiniir kilinmis farenin

sag vagal demetinin optik fiber ile uyarima.
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Daha sonra trakenin yaninda uzanan vagal demet optik fiber ile 10 saniye
boyunca 75 mW/mm?2 giiciinde mavi 151k ile 50 Hz frekansinda ve 5 ms atislar seklinde
uyarildi (Sekil 6.7.1.4). Uyarimin kalp fonksiyonu {izerindeki etkisi alinan es zamanl
EKG kayitlari ile 6l¢iildii ve 6zellikle atim sayisindaki degisim tespit edildi.

' 5 ms atiglar,
R ¢ ; 75 mW/mm? giig,
_. . 50 Hz, 10 sn
—> —>

0 20 40 ms 10 sn

Sekil 6.7.1.4. Optogenetik uyarim parametrelerinin sematik gosterimi.

EKG sonuglar1 incelendiginde optogenetik uyarim oncesi yaklasik 450 BPM
hizinda atan fare kalbinin atim hizinin 10 saniyelik uyarim baslar baslamaz yaklasik
50 BPM’e diistiigii tespit edildi (Sekil 6.7.1.5). Uyarim baslar baslamaz kalp atim
hizinda tespit edilen bu %88’lik diislis sonrasinda uyarimin bitmesiyle kalbin tekrar
uyarim Oncesindeki atim hizina geldigi gozlemlendi (Sekil 6.7.1.5). Hem sadece
Phox2b-Cre transgeni tastyan hem de sadece Chr2-eYFP transgeni tasiyan farelerde
kontrol amagli yapilan vagal demet optogenetik uyarim deneylerinde ise kalp atim
sayilarinda herhangi bir degisim tespit edilmedi. Elde edilen bu bulgular Phox2b geni
kontroliinde Cre rekombinaz proteininin vagal duyu sinirlerinde mavi dalga boyunda
1518a duyarli sekilde acilan kanalrodopsin 2 iyon kanali geninin anlatimim
etkinlestirdigini gostermektedir. Vagal duyu sinirlerinin 10 saniye boyunca depolarize
olmas1 sonucu beyin sapindaki sinir devreleri uyarilip kalp lizerinde parasempatik bir
yanit olusturulmustur. Bu sonug ile Phox2b-Cre transgeninin periferik sinirlerde ve
kalpte tdTomato raporcu proteinleri araciliiyla tespit edilen vagal duyu sinirine 6zgii

anlatimi1 kanalrodopsin 2 iyon kanali araciligiyla islevsel olarak da tespit edilmistir.
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Sekil 6.7.1.5. Phox2b-Cre::chr2-eYFP farenin vagal demetinin optogenetik
uyariminin eszamanli kaydedilen EKG tizerindeki etkisi. Uyarim parametreleri: 50
mWatt, 5 ms atig, 50 Hz.

6.8. Miyokardiyal infarktiis Sonrasi Vagal Duyu Sinir Aginin Biitiin
Kalpte Incelenmesi

Su ana kadar sunulan bulgular ile Phox2b-Cre::tdTomato ve anti-RFP immiin
boyama birlesik yaklagiminin kalpteki vagal duyu sinir aginin dogru ve detayli bir
sekilde saptanmasinda basarili oldugu gosterildi. Kalpteki vagal duyu sinirlerinin
giivenilir bir sekilde goriintiilemesini saglayan bdyle bir yaklasimin elde edilmesi
sadece saglikli kalplerdeki vagal duyu agini degil ayn1 zamanda kardiyovaskiiler
rahatsizliklar sonucu kalpteki vagal afferent sinirlenmesinde meydana gelen muhtemel
degisimleri goriintillemede de islevsel olacagi diisiiniildii. Kalbi saran sempatik
sinirlerin, MI sonrasi yapisal olarak yeniden sekillenmeye ugradig: bilinmektedir (92)
. MI sonras1 benzer bir yeniden sekillenmenin kardiyak vagal duyu sinirlerinde
gerceklesme durumu heniiz bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda gelistirilen ve
optimize edilen goriintiileme yaklagimi kullanilarak MI sonrasi kalbin vagal duyu sinir

agmin detayli incelemesi gergeklestirildi.

6.8.1. Kalpteki vagal duyu sinirlerinin MI sonrasi yeniden sekillenmesinin detayh
incelemesi

MI sonrasi vagal afferentlerin kalpteki durumunu incelemek i¢in Phox2b-

Cre:tdTomato farelerde MI modeli olusturuldu. Bu amagcla sol ventrikiilii besleyen
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anterior arter kalict olarak baglandi (LAD ligasyonu). Baglanma sonrasi sol
ventrikiilden apekse dogru kalbin kas dokusunda kan akiginin bloklandigin1 gosteren
bir beyazlama goriildii. Ayrica hemen islem sonrasi alinan EKG kaydinda MI
belirteclerinden olan ST segmentinde deviasyon tespit edildi (Sekil 6.8.1.1).

Kalici damar tikanikligi ile MI indiiklendikten 21 giin sonra Phox2b-
Cre::tdTomato fare kalplerinin anti-RFP ile immiin boyamasi1 gerceklestirildi. MI
gecirmis kalplerin 5X objektif ile yapilan goriintiilemesinde sol ventrikiilden apekse
dogru uzanan bolgede kas dokusunda hasar saptandi (Sekil 6.8.1.2A ve Sekil
6.8.1.3A). MI hasar bolgesinde vagal duyu sinir kaybi tespit edildi. Denervasyon diye
ifade edilen bu kaybin hasar bdlgesini kalbin diger bolgelerden ayiracak yogunlukta
oldugu gozlemlendi. MI hasar bolgesinin ¢evresinde ise sinirlenme yogunlugunda bir
artis gozlemlendi (Sekil 6.8.1.2A ve Sekil 6.8.1.3A). Sinir yogunlugunda artis tespit
edilen bolgelerin ve MI hasar bdlgesine uzak ve sag ventrikiile yakin olan bolgelerin
5X objektif ile yliksek ¢oziiniirliikli ¢ekimi yapildi (Sekil 6.8.1.2B,E). Bu gorsellerin
karsilagtirmali gozlemi sonucu hasar bolgesinde artan sinir yogunlugunun hasarin
hemen cevresindeki sinir u¢larinda meydana gelen arborizasyon (filizlenme) seklinde
kiigiik yeni dallanmalar oldugu tespit edildi. MI hasar ve saglikli bdlgelerin 20X
objektif ile biiylitiilmiis goriintiilemesi ile yeni olusan gorece diger sinirlerden daha
parlak vagal duyu sinir dallar1 net bir sekilde gozlemlendi (Sekil 6.8.1.2C,F ve Sekil
6.8.1.3B-C). Daha 6nce optimize ettigimiz sinir ¢ap1 analizi sonucu saglikli bolgelere
kiyasla hasarli bolgelerin gevresindeki sinir artiginin 6zellikle 2.5 pm’den kiiciik olan
sinir liflerinden kaynaklandigini tespit ettik (Sekil 6.8.1.2D,G ve Sekil 6.8.1.2D).

MI hasar bolgesinde gozlemledigimiz vagal duyu sinir liflerindeki artigin ne
Ol¢iide anlamli oldugunu test etmek i¢in MI gegirmis 5 farkli Phox2b-Cre::tdTomato
kalbini inceledik. Her bir kalpte MI hasar bolgesi g¢evresinden bir alan ve sag
ventrikiile yakin saglikli bolgeden bir alan belirledik. Daha sonra tiim kalplerde her iki
bolgedeki biitlin sinirlerin yogunlugunu piksel miktar1 {izerinden hesapladik.
Hesaplama sonucu 5 farkli kalpte de MI ¢evresindeki sinir yogunlugunun saglikli
bolgeye kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 6.8.1.2H, p = 0.08). Her ne
kadar tespit edilen farklilik yaygin kullanilan p = 0.05 degerinden biiyiik ¢ikmis olsa
da incelenen biitiin MI kalplerde hasar ¢evresinde goriilen vagal duyu sinir artig egilimi

daha genis Ornek tabanli bir deney ile bu bulgunun desteklenebilecegini
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gostermektedir. Biitiin bu sonuglar sadece kalbi saran sempatik sinirlerin degil fakat
kardiyak vagal duyu sinirlerinin de MI sonrast yeniden sekillenmeye ugradigini

gostermektedir.

o
-

o
~

+

Saghkh Bolge MI Bolgesi

o
-
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Sekil 6.8.1.2. Miyokardiyal Infarktiis (MI) sonras1 vagal duyu sinir agindaki yeniden
sekillenmenin detayli karakterizasyonu. A. MI sonrasi1 vagal duyu sinir aginin
Phox2b-Cre::tdTomato kalbin dorsal ylizeyinde detayli goriiniimii. Kesikli ¢izgi MI
hasar bolgesini gostermektedir. B. A’daki kare i¢indeki peri-infarkt alanin yiiksek
magnifikasyon goriiniimii. C. B’dek peri-infarkt bolgede yeni olusmus akson
filizlerinin yiiksek magnifikasyon goériiniimii. D. B’de gosterilen peri-infarkt alandaki
vagal sinir liflerinin kalinliklarina gore renklendirilmis goriiniimii. E. A’daki sag
ventrikiile yakin kare i¢ine alinmig saglikli alandaki vagal afferent aginin biiytitiilmiis
gosterimi. F. E’deki karenin yiiksek magnifikasyon goriintiisii G. E’deki saglikli
bolgedeki vagal afferent sinir aginin kalinliklara gore renklendirilmis goriiniimii. H.
Infarkt alan1 (D) ve saglikli bolgedeki (G) total vagal duyu sinir yogunlugunun
karsilastirmali analizi. n = 5, p: 0.08. Olgek: 1 mm (A). 200 uM (B,E). 50 uM (C,F).
(Kazci Y.E. ve ark., 2022).
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Sekil 6.8.1.3. Baska bir kalpte Miyokardiyal infarktiis (MI) sonras1 vagal duyu sinir
agindaki yeniden sekillenmenin detayli karakterizasyonu. A. MI sonrasi vagal duyu
sinir aginin Phox2b-Cre::tdTomato kalbin dorsal yiizeyinde detayli goriiniimii. B.
A’daki kare i¢indeki peri-infarkt alanin yliksek magnifikasyon goriiniimii. C. A’daki
sag ventrikiile yakin kare i¢ine alinmig saglikli alandaki vagal afferent aginin
biiyiitiilmiis gdsterimi. D. Peri-Infarkt alan1 (B) ve saglikli bolgedeki (C) vagal duyu
sinirlerinin kaliliklarina gére renklendirilmis karsilastirmali gdsterimi. Olgek: 1 mm
(A). 200 uM (B,C). (Kazci Y.E. ve ark., 2022).

Biitiin bulgular degerlendirildiginde kalbi saran vagal afferent sinir aginin
kapsamli ve detayli goriintiisii kullanilan Phox2b-Cre::tdTomato transgenik yaklasimi
ve ileri mikroskobik goriintiileme teknikleri kullanilarak yiiksek ¢oziiniirliikli sekilde
elde edildi. Kardiyak vagal afferent aksonlarmin kalbin atriyum, ventrikil ve
damarlarindaki farkli sonlanma bigimleri tespit edildi. Ayrica optogenetik yontemler
kullanilarak Phox2b-Cre transgeninin vagus sinirinin NG kaynakli duyu sinir liflerinde
Ozgiin sekilde ifade edildigi ve bu sinirlerin uyariminin kalpte parasempatik yanitlarin
olusmasini sagladigi gosterildi. Son olarak Phox2b-Cre::tdTomato transgenik fare
kalplerinde gerceklestirilen kronik MI sonrasi sol ventrikiil-apeks bolgesinde olusan
hasar dokusunun c¢evresinde vagal afferent aksonlarinin yeniden sekillenmeye
ugradiklar1 ve hasar dokusuna dogru akson filizleri (sprout) uzattiklar: tespit edildi. Bu
bulgular kalbin vagal duyu sinir dallanmasinin yapisinin ve islevinin daha iyi

anlasilmasina katki saglayacaktir.
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7. TARTISMA

Kardiyak fonksiyon otonom sinir sisteminin siki kontrolii altindadir (2). Bu
otonomik kontrol duyusal girdinin afferent sinirler yoluyla merkezi sinir sistemine
siirekli iletimi ile saglanmaktadir. Iskemi veya miiteakip fibrozis nedeniyle kalp kas1
hasar1 durumunda hem kardiyak afferent hem de efferent innervasyon dramatik sekilde
degisebilmektedir(4,93). Kardiyak hasari takiben sinirlerin yapisinda meydana gelen
degisim ve yeniden sekillenme, kardiyak fonksiyonel bozulmalara ve kardiyak
aritmilere yol agan otonomik dengesizliklerin olusumuna katkida bulunur(2).
Otonomik dengesizlik, sempatik asir1 aktiviteler ve/veya kardiyovaskiiler sinir
diizenlenmesinde vagal tonus azalmasi seklinde ortaya ¢ikabilir (1,4). Tedavi secenegi
olarak klinikte vagal stimiilasyon tedavileri veya ablasyonlar yapilabilmektedir
(1,4,94). Bununla birlikte, bu tedavilerin tasarimi ve uygulama sonucu olusturduklari
etkilerin klinik degerlendirilmesi, kalp nodroanatomisi ile ilgili olan bilgimizin
eksikliginden dolay1 optimal seviyede yapilamamaktadir. Ozellikle kalbi saran sinir
aginin yani kalp inervasyonunun biitiinciil ve kapsamli bir gorsel haritasi heniiz
literatiirde bulunmamaktadir. Kalp sinirlenmesinin motor bilesenleri ve bunlarin biitiin
kalpte olusturduklar: sinirlenme desenleri belli oranda aydinlatilmig olmak ile birlikte
kalbi saran duyu sinirleri heniiz kapsamli bir sekilde goriintiillenememistir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin kalpteki sinir agmin yapis1 ve islevi lizerindeki
bilgimiz ise ¢ok daha sinirlidir. Vagal ve spinal duyu sinirlerinin kalpteki dallanma
desenleri ve yine bu duyu sinirlerinin kardiyak hastaliklar sonrasinda gecirdigi
muhtemel degisim ve yeniden sekillenmeler tam olarak arastirilmamustir. Ozellikle,
sinirsel yeniden yapilanma gegiren motor ve duyu sinirlerinin tanimi ve kardiyak
iskemiyi takiben kalp atim bozukluklarinin olusumuna olan katkilar1 bilinmemektedir.
Kardiyak motor sinirlerin miyokardiyal iskemi vb. kosullar sonucu gecirdikleri
morfolojik degisimleri arastiran ¢alismalar heniiz yeni ve oldukga sinirhidir (9).

Kalbin motor sinir agin1 goriintiileyen fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda
goriintiileyen ¢aligmalarin duyu sinirlerine gore fazla olmasinin sebebi hem sempatik
hem de parasempatik sinirleri goriintiilemek icin elverisli belirteg¢ proteinlerin tanimli
olmasidir. Sempatik sinirlerin ndron govdelerini ve aksonlarini goriintiilemek i¢cin TH
imminreaktivitesi ve parasempatik sinirleri goriintilemek i¢in de Chat

immiinreaktivitesi kullanilabilmektedir. Bu sayede kalbi saran noradrenerjik ve
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kolinerjik efferen sinirlerin biitiin kalpte detayli goriintiilemesi daha dnce yapilan
caligmalarda gerceklestirilebilmistir (5-7,9,10,68,95). Motor sinir belirtecleri ile
kiyasladigimiz zaman biitiin duyu sinirlerini akson boyunca isaretleyebilecek ve biitiin
organ boyunca duyu sinir dallanmasini goriintiilemeye imkan verecek vasifta bir duyu
akson belirteci bulunmamaktadir. Bu yiizden kalbin duyu sinir agin1 aragtiran az sayida
calismada yapilan goriintiilemelerde biitin duyu sinirlerini  degil baz1 alt
poptilasyonlari igsaretleyen CGRP ve SP gibi bazi peptiderjik belirtegler kullanilmistir
(7,10). Ayrica ilgili ¢alismalarda biitiin kalp boyunca duyu sinir agmin yayilimi
goriintiilenmemis fakat kalbin bazi bolgelerindeki duyu sinir agina odaklanilmistir.

Kalpteki duyu sinir aginin saglikli fizyolojik kosullarda biitlinciil bir haritasinin
heniiz elde edilmemis olmasi hem kalp fonksiyonunu kontrol eden otonom sinir
sisteminin isleyisine dair bilgilerin kisitl kalmasina yol agmis hem de kardiyovaskiiler
hastaliklarin olusumu ve gelisiminde duyu sinir liflerinin katkisinin arastirilmasini
engellemistir. Kalbi saran ekstrakardiyak yani ndéron govdesi kalp yiizeyinde
bulunmayan duyu sinirleri anatomik kdkenlerine gore vagal ve spinal diye iki ayr1 kola
ayrilmaktadir. NG kokenli vagal ve AKG kokenli spinal duyu sinirlerinin kalpteki
uclarmin uyarim frekansinda meydana gelen degisimlerin miyokardiyal iskemi sonras1
goriilen kalp aritmileri ile iligkili olabilecegi elektrofizyolojik ¢aligmalar ile
gosterilmistir (72). Ayrica kalp ylizeyindeki vagal afferentlerin kimyasal uyariminin
otonomik refleks devrelerini etkinlestirdigi yine elektrofizyolojik ¢aligmalarda
gosterilmistir (96,97). Ancak gorece uzun zaman Once yapilan bu c¢alismalardan
giintimiize kalp sinir sistemine iligkin literatiir incelendiginde, 6zellikle parasempatik
refleks olusumunda iglevselligi bilinen vagal afferentlerin sinir deseninin saglikli ve
hastalikl kalplerde biitiinciil ve detayli sekilde aragtirllmamasi kalp rahatsizliklarinin
diinyadaki yayginlig: diisiiniildiigiinde cok 6nemli bir eksikliktir.

Vagal afferentlerin kalp disindaki diger fizyolojik sistemlerde gorev alan
organlardaki inervasyonu incelendiginde kemosensitif ve mekanosensitif iglevler icra
eden farkli sonlanma tipleri kesfedilmistir(63,98). Bu sonlanmalar morfolojilerine
gore cicek benzeri, intragangliyonik laminar, ag benzeri ve kas i¢i dizi benzeri
sonlanmalar seklinde siniflandirilmistir (63). Bu sonlanma tiplerinin bir kism1 organ
hacminde meydana gelen degisimleri sonlandiklari organin kas yapisindaki anlik

deformasyonu  algilayarak  merkezi  sinir  sistemine iletmektedir. Bu
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mekanosensitifreseptor gorevi géren sonlanma yapilar1 diginda diger sonlanma tipleri
de kemosensitif islevler gerceklestirmektedir. Sonlandiklari organin kimyasal
ortamindaki inflamasyona 6zgii molekiilleri, ATP vb. molekiiller lizerinden nekroz’a
bagli olarak agri duyusunu iletmektedir. Ayrica yine bazi vagal afferent sonlanmalar
ise Piezo 1/2 vb iyon kanallar1 iizerinden kan basincindaki degisimleri algilamaktadir.
Kalbe gelindiginde ise vagal afferentlerin kalp dokusunun farkli katmanlarindaki
sonlanma tipleri biitlin kalp boyunca heniiz tespit edilmemistir. Bunun baglica sebebi
yine biitiin vagal afferent sinirlerini organ boyunca sonlanmalar1 da kapsayacak
sekilde goriintiilemeyi saglayacak belirte¢ proteinlerin eksikligidir.

Bu 6nemli kisitlamanin iistesinden gelmek i¢in bu tez ¢aligmasinda transgenik
fare ve immiin boyama temelli ileri gorlintiileme yontemlerini kullanarak bilesik bir
strateji gelistirdik. Phox2b-Cre::tdTomato transgenik fareler kullanarak sadece NG
kaynakli vagal duyu sinirlerinin biitiin kalpte kapsamli ve yiiksek ¢oziiniirliiklii
goriintiilemesini gergeklestirdik ve vagal duyu sinirlerini kalbin farkl yilizeylerinde ve
bolgelerinde kalinliklarina gore siniflandirip bolgesel dagilimlarini analiz ettik.

Phox2b-Cre::tdTomato ikili transgenik yaklagiminin kalpteki vagal afferentleri
tdTomato floresan raporcu proteinleri ile ayirt edici ve spesifik sekilde isaretledigi
gosterildikten sonra ayn1 metodoloji kullanilarak MI sonrasi vagal duyu sinir aginin
yapisal yeniden sekillenmesi biitiin kalpte incelendi ve degisimlerin niceliksel analizi
gerceklestirildi. Son olarak kalpte goriintiilenen Phox2b-Cre::tdTomato ifade eden
sinirlerin vagal afferent kimlige sahip olduklar1 optogenetik yontem kullanilarak
fonksiyonel agidan da dogrulandi.

Phox2b gen ifadesinin NG kaynakli vagal duyu sinirlerinin goriintiilenmesinde
aracsallastirilabilecegine dair yakin zamanda yapilan tek hiicre RNA dizileme
caligmalar1 6nemli kanitlar sunmaktadir. Daha 6nce bahsedildigi gibi yetiskin fare JG
ve NG noronlariin transkriptom profillerini arastiran bir ¢alismada gen anlatim
profillerine gore smiflandirilan 18 NG ndron alt popiilasyonunun hepsinde Phox2b
geninin ifade edildigi ancak JG noéron alt popiilasyonlarinin hi¢ birinde ifade
edilmedigi tespit edildi (23) (Sekil 4.2.2.1.2). Yine yetiskin fare sinir sisteminin biitiin
ndronlarimin transkriptom profillerinin tek hiicre RNA dizilemesi yoOntemiyle
arastirildig1 yakin zamanli bagka bir ¢alismada AKG noéronlar toplamda 17 farkl: alt
poplilasyona ayrnistirildt  (99). Bu AKG popiilasyonlar1 incelendiginde, hig
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birininPhox2b genini ifade etmedigi tespit edildi (Sekil 4.2.2.1.3). Bu sonuglar
biitiinciil olarak degerlendirildiginde Phox2b gen ifadesinin kalbi inerve eden NG
kaynakli vagal duyu sinirlerini yine kalbi inerve eden AKG kaynakli spinal duyu
sinirleri ve JG kaynakli vagal duyu sinirlerinden ayristirarak kalp boyunca
goriintiilemede kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amag ile bu tez ¢alismasi boyunca
Phox2b gen ifadesine bagli bir Cre-LoxP transgenik yaklasimi isletilerek tdTomato
floresan proteininin kalbe dallanan biitiin periferik gangliyonlardaki ifadesi
incelenmistir.

Phox2b geninin ndral krest kokenli motor ndron dnctilerinde gegici bir siire i¢in
transkripsiyonel olarak aktif oldugu belirtilmis olmasina ragmen(11), 6nceki yayinlar
ile tutarl olarak (30,31,100), NG disinda incelenen periferik gangliyonlarin hi¢birinde
Phox2b-Cre kontroliinde tdTomato anlatimi saptanmadi. Bu bulgu, farkli Phox2b-Cre
transgenik hatlari kullanan dnceki caligmalar ile birlikte degerlendirildiginde, periferik
sinirler arasinda gozlenen Phox2b-Cre::tdTomato'yu ifade eden sinir liflerinin vagal
afferentleri temsil ettigini dogrulamaktadir.

Literatiirde daha 6nceki yayimlanmis bir calismaya dayanarak (20), kalbin motor
inervasyonunu saglayan periferik gangliyonlarda, Phox2b-Cre tarafindan ydnetilen
tdTomato anlatiminin gergeklesmesi beklenebilir, ¢linkii Phox2b geni sempatik ve
parasempatik sinir sistemlerinin gelisiminde kritik role sahip bir transkripsiyon
faktoriinii kodlamaktadir. Ancak, bu calismada kalbi inerve eden basta sempatik
gangliyonlar olan SG néron somalarinda herhangi bir Phox2b-Cre::tdTomato ifadesi
gozlemlenmedi (5). Benzer sekilde, kolinerjik kardiyak inervasyonu besleyen
intrakardiyak gangliyonlarin ndron somalarinda Phox2b-Cre tarafindan etkinlestirilen
tdTomato ifadesi kardiyak vagal afferentlerin kalpteki tespitini etkileyecek seviyede
gozlemlenmedi. Bununla birlikte, sinir lifleri boyunca periferik Chat proteinlerini
isaretlemek icin etkili antikorlarin olmamasi nedeniyle ilk olarak (5), Chat geni
kontroliinde Cre rekombinaz ifadesine bagl sekilde tdTomato ifade eden Chat-
Cre::tdTomato fare hatt1 iiretilerek Chat+ sinirler tdTomato raporcu proteinleri ile
isaretlendi. Sonra bu kalpler anti-RFP ile immiin boyanip kolinerjik kardiyak
gangliyonlarin anatomik konumlar1 belirlendi. Chat+ pozitif oldugu ve dolayisiyla
parasempatik oldugu diisliniilen kardiyak gangliyonlarin kalbin dorsal yiizeyindeki

konumu belirlendikten sonra ayni gangliyonlar Phox2b-Cre::tdTomato kalplerde anti-
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RFP boyamasi vasitasi ile tdTomato anlatim1 agisindan incelendi. Bu inceleme sonucu
Phox2b geni kontrolinde Cre rekombinaza bagli tdTomato anlatiminin Chat+
parasempatik kardiyak gangliyonlarda bulunmadig tespit edildi. Ilging sekilde kalbin
post gangliyonik parasempatik sinir agini1 saglayan bu gangliyonlarin néron
govdelerinin iizerinde sinaptik butonlara benzeyen tdTomato+ vagal duyu sinir
sonlanmalar1 tespit edildi. Baz1 vagal duyu sinir fasikiillerinin Chat+ oldugu bilinen
bu ndron govdelerinin cevresini sardigi tespit edildi. Vagal afferent sinirler ile
parasempatik kardiyak gangliyon ndronlar1 arasindaki tespit edilen bu fiziksel irtibat
kalbe dallanan vagal duyu sinirlerinin kalbe i¢kin sinir devresini olusturan birimler ile
merkezi sinir sistemi arasindaki anlik sinirsel haberlesmeden sorumlu olabilecegini
one slirmektedir.

Bu tez calismasinda Phox2b geni kontroliinde Cre rekombinaz ifadesinin
kalpteki vagal afferentleri raporcu proteinler ile isaretlemede etkili bir yaklagim
olabilecegi dogrulandi. Gergekten de immiin boyama ile birlikte bu calismada
kullanilan transgenik yaklasim, son zamanlarda retrograd etiketleme ile kalbi inerve
ettigi gosterilen spinal afferentlerden ayirdedilebilecek bir kesinlikte sadece vagal
afferentlerin kardiyak inervasyon desenini spesifik olarak ortaya ¢ikarmak i¢in etkin
bir sekilde kullanilabilir (101). AKG’ler ile baglantili spinal afferentlerde higbir
sekilde Phox2b-Cre tarafindan etkinlestirilen tdTomato ifadesi tespit edilmemesi bu
hattin organ diizeyinde vagal duyu c¢alismalarindaki etkinligini kesin bir sekilde
gosterdi.

Bu calismada Cre-LoxP rekombinasyon stratejisinin kalp 6zelinde vagal
afferentleri isaretlemek i¢in bagarili bir sekilde kullanilabilmesi hem kalp hem de diger
organlarin sinir aginin farkli anatomik koken ve farkli fizyolojiye sahip bilesenlerinin
arastirtlmasinda bu stratejinin etkili bir yontem olabilecegini gostermektedir. Su ana
kadar organ inervasyonunu aragtirmaya yonelik caligsmalarda karsilagilan en 6nemli
sikinti spesifik noron popiilasyonlarini ilgili néronlarin aksonlarini da igerecek sekilde
isaretleyebilecek belirteg proteinlerin eksikligidir. Farkli anatomik yapilardan kdken
alan sinir popiilasyonlarini birbirlerinden ayirt edebilecek en Onemli proteinler
transkripsiyon faktorleridir. Ciinkii noronlarda ifade edilen transkripsiyon
faktorlerinin farkliligi farkli fonksiyonel kimliklere sahip néronlarin embriyonik

donemde ve noral kok hiicreler yoluyla yetiskinlik doneminde olusumunu
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indiiklemektedir. Ancak bu transkripsiyon faktorleri noéron c¢ekirdeklerinde
bulunduklarinda immiin boyama yontemiyle ilgili noronlarin aksonlarini organ
diizeyinde goriintiillemede kullanilamamaktadir. Ancak Cre-LoxP stratejisi ile ilgili
transkripsiyon faktoriinii kodlayan genin kontroliinde Cre rekombinaz geni arzulanan
noronda iirettirilerek ilgili ndronu isaretlemek miimkiin olabilmektedir. Ozellikle ilgili
ndronlarin uzattig1 aksonlarin dallandig1 organlar1 goriintiileyebilmek igin Cre
rekombinaza bagli raporcu protein ifadesi CAG promotdrii gibi giiclii bir cis regiilator
dizisi  ile indiiklenerek  raporcu  proteinlerin  aksoplazmadaki  ifadesi
gerceklestirilebilmektedir. Bu tez ¢alismasinda boyle bir mantik isletilerek Phox2b
transkripsiyon faktorii kontroliinde Cre rekombinaz tarafindan etkinlestirilen ve CAG
promotorii ile indiiklenen tdTomato anlatimi kullanildi ve kalbi saran NG aksonlari
yiiksek c¢oziiniirliikkte goriintiilenebildi. Phox2b ifadesinin AKG gangliyonlarinda
bulunmamasi sayesinde kalbi saran spinal duyu sinirleri gorsel agidan elenebildi. Yine
kalbe dallanan periferik sempatik ve parasempatik gangliyonlarda Phox2b geninin
ifade edilmemesi sayesinde kalpteki motor sinirler goérsel agidan elenebildi. Bu yontem
ile sadece kalpteki vagal duyu sinirleri goriintiilenebildi. Eger literatiirde daha once
duyu sinirlerini isaretledigi bilinen CGRP ve SP noéropeptitleri kullanilsaydi kalbi
saran duyu sinirlerinin sadece peptiderjik alt popiilasyonu goriintiilenebilecekti.
Ayrica bu peptiderjik sinirler hem AKG hem de NG’den gelebilecegi i¢in vagal ve
spinal duyu ayriminin kalp boyunca gerceklestirilebilmesi de miimkiin olamayacakti.
Bu olgular dikkate alindiginda bu g¢alismada etkinligi gosterilen ve kalp 6zelinde
optimize edilen Cre-LoxP tabanli goriintiileme metodolojisinin i¢ organlarin sinir
aginin yiiksek ¢oziiniirlikkli sekilde arastirilmasinda ve organ islevini kontrol eden
sinir devrelerinin tanimlanmasinda énemli bir yaklagim sundugu goriilmektedir.

Bu tez caligmasinda incelenen biitiin Phox2b-cre::tdTomato transgenik fare
kalplerinde biitiinsel olgekte benzer bir inervasyon profili tespit edildi. Bununla
birlikte gdzlemlenebilen inervasyon agi detayl sekilde incelendiginde kalpten kalbe
baz1 farkliliklar da miisahede edildi. Bu farkliliklar hem biyolojik hem de teknik
nedenlere irca edilebilir. Ornegin kalp dokusunda farenin yas1 ile dogru orantili sekilde
biriken ve otofloresana sebep olan lipid yapisindaki bazi pigmentlerin (lipofuscin, vb.)
kalpte tespit edilebilen vagal sinir ag1 miktarindaki varyasyonlar ile iliskisi oldugunu

gozlemledik. Bu tiir bir varyasyonu en aza indirebilmek i¢in, ayn1 genetik arka plana
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sahip ve benzer yaslarda 8-12 hafta arasinda yetiskin fareler kullanilmasina dikkat
edildi. Ozellikle bu tez ¢alismasinin ana sonuglarini olusturan MI sonras1 vagal sinir
agmin yeniden sekillenme gegirdigi vb. bulgularinin istatistiksel giiciinii yliksek tutma
icin fare sayisi etik kurulun izin verdigi ol¢iilerde arttirilmastir.

Vagal duyu sinirlerinin kalp boyunca yiiksek ¢oziiniirliiklii incelenmesi sonucu
hem sag hem de sol atriyum yiizeyinde vagal afferentlerin daha 6nce atriyuma dallanan
diger sinir dallarinda gosterildigi sekilde zikzak seklinde dalgali bir inervasyon yapisi
olusturdugu tespit edildi (10). Ayrica her iki atriyumun hem {ist yiizeyinde hem de
ventrikiile bakan alt yiizeyi boyunca ag ve ¢icek benzeri vagal afferent sonlanmalar
miisahede edildi. Tiim bunlara ilaveten vagal afferent duyu liflerinin atriyum tizerinde
yer yer varikoz yapilari olusturdugu tespit edildi. Bu vagal afferentvarikoz sinir lifleri
ayrica ventrikiillerde de gozlemlendi. Bu bulgu kalp ve duyu sinirleri iliskisinin
kalpteki duyu bilgisinin noérokardiyak eksendeki yonetici sinir ¢ekirdeklerine
iletilmesinden farklt ve daha lokal boyutlari oldugunu 6nermektedir. Vagal duyu
sinirlerinin kalpteki uc¢larinin uyarilmasi sonucu dogrudan bu duyu sinirlerinden
salgilanan bir takim nérotransmiter ya da ndropeptit benzeri molekiillerin hem normal
kalp homeostasi hem de myokardiyal iskemi vb. patolojiler sonucu olusan kalp
dokusunun ve sinir aginin yeniden sekillenmesinde daha dnce tanimlanmamas bir rolii
olabilir. Yine ilgin¢ bir bulgu sadedinde sadece ventrikiillerde kas i¢i dizi benzeri
sonlanmalar miisahede edildi. Ventrikiiller ile kisith mevcudiyetin sebebi
ventrikiillerin kas yapisinin atriyumlarikine gére daha kompakt ve daha kalin sekilde
olmasu ile iligkili olabilir. Atriyumlardan ventrikiilller dogru kan tagimasi yer ¢ekimi
yoniinde gergeklesirken ventrikiiller hem viicutta daha uzak bolgelere hem de
yercekiminin aksi yonde kanin pompalanmasindan sorumludur. Bu durum
ventrikiillerin daha kompakt miyokard yapisi ile birlikte degerlendirildiginde ventrikiil
kasilmasinin anlik durumunun kas i¢i dizi sonlanmalar1 tizerinden norokardiyak
eksenin farklt merkezi birimlerine iletildigi muhtemel bir sinir devresinin varlig
tartisilabilir.

Farkli fare kalpleri incelendiginde vagal duyu sinir liflerinin kalbe kardiyak
hilustan damarlar ile birlikte girip atriyum ve ventrikiillere dogru dallandig1 ve kalp
dokular1 iizerinde farkli sonlanmalar olusturdugu tespit edildi. Phox2b geni

kontrolinde Cre rekombinaz anlatimi kullanilarak tdTomato floresan proteini
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tizerinden mikroskop ile goriintiilenebilen bu NG kaynakli farkli tipteki vagal duyu
sinir sonlanmalarinin tek bir aksondan m1 geldigi yoksa birbirine kosut aksonlarin
farkl1 sonlanma uglarina mi1 ayristigi meselesi norokardiyak eksenin nasil tesekkiil
ettigini anlayabilmek agisindan aydinlatilmaya muhtagtir. S6z gelimi eger farkl tipteki
vagal afferent sonlanmalar1 ayn1 NG ndron somasindan kaynaklantyorsa, bu durumda
farkli sinir uglarinin tekil olarak depolarizasyonu uyaranin niteliginden bagimsiz
olarak ilgili NG somasinin arka beyindeki sinaptik baglantisi {izerinden ayni sinir
devrelerinin aktivasyonunu indiikleyebilir. Farkli tipte sonlanan ayni1 aksonun farkli
dallara ayrilmast ilgili sonlanma bolgelerinden uzakta 6rnegin heniiz kardiyak hilustan
hemen sonra gergeklesebiliyorsa bu durum kalpten taginan duyu bilgisinin bdlgesel bir
bileseni olmadig1 anlamina da gelebilir. Ornegin vagal duyu aksonu iki farkli dala
ayrilabilir ve bunlardan bir tanesi atriyumun epikart tabakasindaki bag dokuda ¢igek
benzeri bir sonlanma olusturabilir. Diger taraftan ayni aksonun diger bir dali ventrikii
miyokardina niifuz edip kas i¢i dizi benzeri bir sonlanma olusturabilir. Boyle bir
senaryoda atriyum ya da ventrikiildeki bu vagal duyu wuglarmin tekli
depolarizasyonlarinin ilgili NG néronunun beyin sapindaki Nucleus Tractus Solitarius
cekirdeginde aymi ikincil ndronlari aktive etmesi beklenir. Kalp fonksiyonunu
diizenleyen sinir devresinin bu sekilde yapilanmasi sonucu kalpteki duyusal sinyalin
gerceklestigi ilk konumdan bagimsiz sekilde duyu bilgisinin tagindig1 ve bunu tagiyan
ilgili NG noéronlarinin arka beyin ve daha yiiksek korteks bolgelerinde sinaptik
baglant1 kurdugu birimlerin kardiyak motor komutlari iirettigi 6ne stiriilebilir. Tiim bu
hipotezlerin test edilebilmeleri i¢in tek akson c¢Oziiniirliigiinde isaretleme ve
goriintiilemeyi miimkiin kilan yakin zamanda gelistirilen AAV viral vektor benzeri
etiketleme yontemlerinin kalbi saran duyu sinir agini ortaya g¢ikarmaya yoOnelik
caligmalarda kullanilmasi gerekmektedir (5).

NG noronlarinin kalp ile birlikte bagka i¢ organlari da inerve ettikleri
bilinmektedir (63). Kalbin atriyum ve ventrikiil gibi farkli bdlgelerinde sonlanan ve
ayni NG noronu ile baglantili vagal afferent aksonlarin olma ihtimali ve bunun kalbin
sinirsel yonetimine yonelik potansiyel sonuclari yukarda tartisilmisti. Benzer bir
yaklasimla aynt NG noron govdelerinden birden ¢ok organda sonlanan akson
dallarinin uzamas: ihtimali de diisilintlilebilir. Ancak yeni yapilan bir calismada

retrograd AAV viral vektorler kullanilarak fare kalbini inerve eden NG noronlarinin
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akciger ve mideyi inerve eden NG ndronlarindan ayr1 bir popiilasyon olusturdugu
gosterilmistir (32). Kalbi inerve eden vagal duyu néronlar1 NG boyunca heterojen bir
dagilim gostermistir. Bu veriler ile birlikte degerlendirildiginde bu tez ¢alismasinda
tespit edilen kalbi saran vagal duyu sinir aginin NG’deki kalbe 6zgii popiilasyondan
geldigi sonucuna varilmaktadir. Dolayisiyla bu tez calismasinda kalp boyunca
goriintiilenen c¢icek, ag ve kas ici dizi benzeri vagal afferent sonlanmalarinin her bir
atimda kalp dokusunda gerceklesen degisimlerin anlik bilgisini sadece ve spesifik
olarak kalbi inerve eden NG noronlarina ve oradan da arka beyindeki kalp islevini
kontrol eden sinir merkezlerine ilettigi kalbe 6zgii bir duyusal sinir yolaginin varlig
one ¢ikmaktadir.

Kalbin fonksiyonunu diizenleyen sinir devreleri klasik paradigmada 6zetlendigi
sekilde sadece sempatik ve parasempatik bilesenlerden kurulu bir yapidan ¢ok daha
karmasik bir sistem olusturmaktadir. Ozellikle kalp yiizeyinde bulunan gangliyon
kiimelerinin saglikli ve hasta durumlardaki immiinokimyasal ve elektrofizyolojik
karakterizasyonu paradigmay1 degistiren ¢ok Onemli bulgular sunmustur. Bu
caligmalar kalbin beyin ve spinal kord ile etkilesen fakat bunlardan bagimsiz ve
miistakil bir sinir sistemi merkezi olusturabilecek tiim sinir tipi bilesenlerine sahip
oldugunu gostermistir (1,3,4,16,55). Kalbin bu sinirsel donanimi kalpten duyusal
girdiler alip bunlara kendi basinda kalp seviyesinde refleksif yanitlar olusturabilir.
Yine spinal kord tizerinde degisik segmentlerde yerlesik bulunan sinir devreleri gibi
beyne duyusal bilgi iletimi de gidiyor olabilir. Burada kalp yiizeyindeki 6zellikle
afferent isleve sahip gangliyonlar ile vagal afferentlerin kurdugu muhtemel sinaptik
baglantilar kalpten merkeze dogru tasinan bilginin bir boyutunu olusturabilir. Bizim
kardiyak gangliyon somalarimin c¢evresinde goriintilledigimiz vagal afferent
sonlanmalar bu hipotezi desteklemektedir (Sekil 6.3.1.3 ve Sekil 6.6.2.2B-C). Ancak
kalp sinir sisteminde duyusal iletim birden ¢ok sinir yolu ile gerceklesen oldukca
kompleks bir yapidir. NG kaynak vagal afferent sinirler sadece kardiyak gangliyonlara
degil epikart ve miyokard dokusana da niifuz etmekte ve sonlanmalar olusturmaktadir.
Dolayistyla kalp dokusunda diyastol ve sistol sirasinda meydana gelen degisimler vb.
bilgiler de anlik sekilde NG iizerinden beyin sap1 ve iist kortikal yapilara iletilmektedir.
Kalpten taginan duyusal bilginin {igiincli boyutu AKG ve onun iizerinden torasik ve

servikal seviyelerdeki spinal kort segmentleridir. AKG néronlarinin kalbi inerve ettigi
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son yapilan retrograd sinir isaretleme caligmasi ile net bir sekilde gosterildi(101). Bu
bulgular kalpten merkezi sinir sistemine duyusal bilgi iletim yolunun ¢ok katmanli ve
hiyerarsik yapisini gostermektedir.

Kalbin sinir sisteminin bu hiyerarsik yapist incelendiginde bu yapinin kalpten
kortekse dogru degisik seviyelerde konumlanmig tiim birimlerinin hem kendi i¢inde
refleks devreleri icerdigi hem de bu birimlerden daha iistteki birimlere duyusal bilginin
aktarildig1 goriilmektedir. Dolayisiyla tiim birimler asagidaki ve yukaridaki birimler
ile sinirsel iletisim halindedir ve bu hiyerarsik yapilanma en kaudal tarafta hipotalamus
ve insular korteks gibi birimleri de igermektedir. Kalp fonksiyonunu diizenleyen sinir
devrelerini arastirirken ve bu hiyerarsik yapinin tikel bilesenlerine dair bulgular bu
yapinin biitiinii i¢inde ele alinip degerlendirilmelidir. Aksi takdirde yapilacak tim
yorumlar ve varilacak sonuglar 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar sonucu ortaya
¢ikan otonomik dengesizlikleri agiklamada yetersiz ve eksik kalacaktir. Ozellikle kalp
homeostazini kontrol eden otonomik reflekslerde meydana gelen degisimler
incelenirken kalp sinir sisteminin kompleks yapisi tiim bilesenleri ile dikkate
alinmalidir. Sekil 7.1°de goriildiigii gibi kalp sinir sistemini olusturan hiyerarsik
yapmin kalpten kortekse kadar biitiin seviyelerinde sinir geri bildirim devreleri

yerlesik sekilde bulunmaktadir.
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Sekil 7.1. Kalp sinir sisteminin tiim birimlerinin kalpten beyin korteksine dogru
uzanan hiyerarsik yapisi(55).

Spinal ve vagal sinir yolaklarina ilaveten kardiyak pleksi boyunca daginik halde
yerlesik bulunan intrinsik kardiyak gangliyonlar kardiyak dinamiklerin atim bazinda
diizenlenmesinde gorev almaktadir (1,7). Yakin zamanda yapilan bir calismada
kolinerjik sinirlerin pulmoner venin altinda konumlu gangliyonlu pleksustan
sinoatriyal diiglime dallandig1 gosterilmistir (5). Yine yeni yayinlardan birinde sag
atriyum yiizeyinde konumlu gangliyonlu pleksusun sinoatriyal diiglime dogru dal
uzattig1 ve domuz kalbinin kronotropik aktivitesini diizenledigi gosterilmistir (8). Bu
tez calismasindaki bulgulara gore, vagal afferentler sadece kardiyak dokular iizerinde
akson arborizasyonlar1 (aga¢c benzeri ince dallanmalar) ve sonlanmalar
olusturmamakta fakat ayn1 zamanda kardiyak gangliyonlar1 olusturan néron somalari
cevresinde de muhtemel pre-sinaptik periselliiler baglantilar kurmaktadir. Bu bulgular
kardiyak fonksiyonun ndral kontroliiniin sadece sinoatriyal ve atriyoventrikiiler

diiglimdeki ya da dogrudan kardiyak dokudaki inervasyonlar yoluyla degil, aym
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zamanda intrinsik kardiyak gangliyonlardaki vagal duyu innervasyonu vasitasi ile de
gerceklestirildigine dair kanit sunmaktadir (1,3,4,16,55). Kalbin epikardiyal yag
dokusunda bulunan kardiyak gangliyonlarin biiylik boliimiiniin kolinerjik tabiati
dikkate alindiginda (7), kalpteki parasempatik tonun anlik bilgisinin vagal
afferentlerin gangliyon sonlanmalar {izerinden sinaptik baglantilar yoluyla dogrudan
noro-kardiyak eksenin daha iist birimlerine iletilme ihtimali 6ne siiriilebilir. Bu
bulgular ayrica kardiyak gangliyonlu pleksus igine lokal akim enjekte edilerek
olustugu gozlemlenen bradikardik yanitlarin sadece dogrudan kardiyak kolinerjik
efferent somata ve aksonlarin elektrik ile aktiflestirilmesinden degil fakat bunun
disinda ya da bununla birlikte akim uygulanan kardiyak gangliyon iizerinde sonlanan
vagal afferent aksonlarinin aktiflesmesinden kaynaklanabilecegini dnermektedir (3).

Bu tez c¢alismasinda, onceki yaymnlara paralel sekilde fare kalplerinde
noradrenerjik gangliyon ndronlarinin  mevcudiyeti tespit edildi. Yine bu
gangliyonlarda, ana ndronlara ek olarak ve bunlara kiyasla daha parlak olan SIF
hiicreleri gdzlemlendi (7,95). Ilging bir sekilde, Phox2b-Cre::tdTomato transgenik
kalplerde TH immiinoreaktif ana ndronlar ve SIF hiicreleri etrafinda periseliiler vagal
afferent sonlanmalar miisahede edildi. Bu sonlanmalar kolinerjik gangliyonlara benzer
sekilde vagal afferentler ile noradrenerjik gangliyon ndronlar1 arasinda muhtemel bir
sinaptik etkilesimin olabilecegini 6nermektedir. Vagal afferentler ve kalbe igkin sinir
sisteminin ¢esitli noradrenerjik ve kolinerjik gangliyon bilesenleri arasindaki bu
muhtemel sinaptik etkilesimlerin kardiyovaskiiler dinamiklerin diizenlenmesindeki
fonksiyonel roliiniin aydinlatilmasi i¢in yeni aragtirmalar gerekmektedir.

Kalp yetmezliginde noral yeniden sekillenmesinin roliinii arastirmak igin,
kardiyak sinir agmnin oOnemli bir bileseni olan vagal afferentlerin detayh
goriintiilenmesine hizmet edecek ileri teknik yaklagimlarin gelistirilmesi oldukga
onemlidir (1,2). Kardiyak patolojilerde otonomik dengeyi yeniden kurmak ve vagal
tonusu artirmak i¢in daha 6nce bahsedildigi lizere klinikte otonomik néromodiilasyon
tedavileri uygulanmaya baslanmistir (1,2,16). Bu tedavileri iyilestirmek ve yenilerini
tasarlamak i¢in kardiyak vagal inervasyonun yiiksek c¢oziniirliiklii bir gorsel
haritasinin ¢ikarilmasi ve iskemik hasar siirecini takiben noral yeniden sekillenme
islemini yoneten molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir. Ger¢ekten

de, uygun goriintiileme yaklagimlarinin eksikligi iskemi sonrasinda goézlemlenen
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kardiyak yeniden sekillenme olgusunda vagal afferentlerin islevinin ve kardiyak
aritmilerin olusumuna yonelik katkisinin kapsamli bir sekilde arastirilmasini engelledi.
Bu tez calismasinda bu kritik eksiklik ele alindi ve ileri mikrsokobik goriintiileme
teknikleri ile birlesik bir transgenik yaklasim kullanilarak biitiin fare kalbinin vagal
afferent ag1 yiiksek ¢oziiniirliikte gorsellestirildi ve vagal afferentlerin Miyokardiyal
Infarktiis sonrasi kalpte yeniden sekillenmeye maruz kaldiklar1 gosterildi. Vagal ve
intrinsik kardiyak afferent sinirlerin MI sonras1 depolarizasyon kinetiginde meydana
gelen degisimler daha 6nce yalnizca elektrofizyolojik dl¢timler ile gosterilmisti (4,16).
Bu calismadaki bulgular MI sonrasi kalplerde enfarkt alani g¢evresinde vagal
afferentlerin yeniden sekillenmeye ugradigini ilgili noral filizlerin detaylh
goriintiilemesi ile kanitladi. Onemli olarak bu bulgular MI sonras1 kalpte goriilen
otonomik dengesizliklerin duyusal bir bilesene sahip olabilecegini 6nermektedir. Bu
nedenle MI sonras1 ger¢eklesen noral yeniden sekillenme islemi motor ve duyu sinirler
birlikte degerlendirildiginde ¢ok boyutlu ve karmasik bir yap1 sunmaktadir. MI sonrasi
kardiyak yeniden sekillenmesini tanimlamaya yonelik yapilacak g¢alismalarin daha
once ihmal edilen vagal duyu sinir boyutunu da dikkate almas1 gerekmektedir. Bu tez
caligmasinda kullanilan metodolojik yaklagimin, yeniden sekillenen vagal
afferentlerin ayrintili molekiiler karakterizasyonunu saglamak icin gelistirilebilecegi
diistiniilmektedir. Kalbi saran vagal duyu sinir agmin kapsamli ve detayl
karakterizasyonu sonucunda elde edilen bilgilerin aritmi ve diger kardiyak patolojileri
kontrol ve tedavi etmeye yonelik mevcut kardiyak sinir uyarim uygulamalarinin
iyilestirilmesine ve kardiyak sinir sisteminde yeni uyarim merkezlerinin
kesfedilmesine katki saglayacag diistiniilmektedir.

Bu caligmada kullanilan Phox2b-Cre transgenik hattinin vagal duyu sinirlerinde
Cre rekombinaz anlatimini tetikledigini islevsel olarak kanitlamak icin Cre-LoxP
stratejisini temel alan bir optogenetik yaklasim uygulandi. Cre rekombinazin
gercekten NG kaynakli vagal duyu sinirlerinde ifade edildigi mavi dalga boyunda
aktiflesen kanalrodopsin 2 iyon kanalinin Cre rekombinaza bagl ifadesi ile gosterildi.
Phox2b-Cre’ye bagli kanalrdopsin 2 iireten transgenik farenin vagal demetinin
trakenin yanindan optogenetik uyarimi boyunca alinan eszamanli EKG kaydi
incelendiginde vagal duyu sinirlerinin depolarizasyonunu kanitlayan parasempatik

etki tespit edildi. Bu sonu¢ Phox2b gen promotoriiniin NG kaynakli vagal duyu
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sinirlerinde Cre rekombinaz ifadesini indiikleyebildigini gostermektedir. Bu fare
caligmasinda gerceklestirilen kalp atimimi kontrol eden duyu sinir devrelerinin
etkinliklerinin optogenetik yontemler ile arastirilmasi deneyleri sirasinda kullanilan
fare anestezisinin elde edilen sonuglar {izerindeki roliine dair 6nemli bilgiler elde
edildi.

Literatiirdeki yayginlig1 dikkate alinarak laboratuvarimizda gergeklestirilen kalp
diseksiyonu vb. islemler oncesi fareleri anestezi altina almak amaciyla Ketamin ve
Rompun kimyasallarinin intraperitonal enjeksiyonlar1 gerceklestirilmektedir. Calisma
mekanizmasi tam olarak bilinmeyen Ketamin molekiiliiniin, duyu néronlarindan gelen
bilginin beyne iletilmesinde islevsel oldugu bilinen beyindeki N-Methyl-D-Aspartate
(NMDA) reseptorlerini blokladig1 gosterilmistir (102). Arka beyindeki periferik duyu
ndron sonlanim uglarindan salgilanan glutamat molekiilleri NMDA reseptorlerine
baglanarak tasinan duyu sinyalinin merkezi sinir sistemine iletilmesini saglar. Bir
NMDA anatagonisti olan Ketamin molekiilii ise, bu reseptorleri bloke ederek duyu
ndronlarindan gelen bilginin beyne iletimini engeller ve bu yolla farenin uyusarak
anesteziye girmesini saglar.

Cogu zaman Ketamin ile birlikte fare anestezisinde kullanilan Rompun
(xylazine) kimyasal1 ise merkezi alfa-adrenerjik reseptorlere baglanarak merkezi sinir
sisteminde dopamin ve noradrenalin salinimini azaltir ve bu yol ile uyusma, kas
gevsemesi ve nosiseptif uyaranlarin algilanmasinda azalmaya neden olur(103).
Ketamin ve Rompun anestezikleri birlikte kullanildiklarinda iskelet kaslarinin
sedasyonu ve gevsemesi saglanmis olur (103). Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan
ilk optogenetik uyarim deneylerinde fareleri anesteziye alabilmek amaciyla bu iki
anestezik ilag bir arada kullanildi. Ancak, vagal demetlerin trake yanindan optogenetik
uyarimi sirasinda alman EKG kayitlarinda herhangi bir etki veya degisiklik
gozlenmedi. Normal sartlarda optogenetik uyarim ile depolarize edilen vagal duyu
sinir u¢larindan salgilanan glutamat molekiilleri tarafindan uyarilmasi beklenen beyin
sapindaki néronlardaki NMDA reseptorlerinin etkinleserek bir depolarizasyon dalgasi
baglatmas1 ve bunun sonucunda kardiyak parasempatik reflekslerin aktiflesmesi
beklenmektedir. Literatiirde aksi yonde herhangi bir veri bulunmadigi i¢in
optogenetikvagal duyu uyarimi deneyleri Oncesinde anestezi amaciyla ketamin

uygulanmisti. Ketamin uygulamasinin vagal duyu sinir uglarindan salgilanan glutamat
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molekiillerinin sinaptik yarigin diger tarafindaki NMDA reseptorlerini bloke ettigi
hipotezinden hareketle baska bir farede izofluran sistemi ile anestezi gergeklestirilip
ayni optogenetikvagal uyarim iglemi gerceklestirildi. Gergekten de bu islem sirasinda
aliman es zamanli EKG kayitlarinda kalp atim sayisinda beklendigi sekilde
parasempatik aktivasyonu gosteren dramatik bir diistis tespit edildi. Bu bulgu 6zellikle
kalbi saran duyu sinir devrelerinin islevlerini aragtirmaya yonelik in vivogaligmalarda
kullanilan anestezik ilaglarin elde edilen sonuglar1 dogrudan etkileyebilecegini
gostermektedir. Bu tez caligmasinda elde edilen bu sonu¢ kalp duyu sistemi
caligmalarinda kullanilacak anestezik ilaglarin se¢iminin ne derece 6nemli oldugunu
gostermektedir.

Bu tez calismasinda tiim kalp iizerindeki global kardiyak vagal afferent ag1 ve
bu vagal afferentlerin kalp boyunca gergeklestirdikleri farkli sonlanma morfolojileri
tespit edildi. Bununla birlikte, bu farkli sonlanan sinir fasikiillerinin mikro diizeyde
paralel uzanan ve farkli tipte sonlanan tek ve ayr1 aksonlardan mi olustugu yoksa farkl
sonlanma tipleri gosteren tekli vagal duyu aksonlari mevcut mu meselesi bu ¢alismada
elde edilen gorsel ¢oziiniirligiin 1sitlamasindan dolay1 aydinlatilamamuistir.

Yakin zamanda gelistirilen AAV viral vektorleri ile tek akson seviyesinde
isaretlemeyi miimkiin kilan yaklagimlar kalbe dallanan tek bir vagal duyu aksonunun
birden fazla tipte sonlanma formuna ayrisma yeteneginin konfokal mikroskobunda
derinlikli incelemesine yardimc1 olabilir (5).

Son yapilan bir ¢calismada tek bir sinir somasinda raporcu protein kodlayan bir
genin anlatiminin 151k ile etkinlesmesini saglayan bir yontem gelistirilmis ve merkezi
sinir sistemi ¢alismalarinda uygulanmistir (104). Bu sayede 151k yoluyla bir genin
ifadesinin zamansal ve konumsal kontrolii gerceklestirilebilmistir. Bu yontem NG
gangliyonlarda tekli noron gdvdelerinde floresan protein anlatiminit indiiklemek ve
ilgili NG noronundan ¢ikan aksonun kalpteki dallanma desenini goriintiilemek igin
kullanilabilir. Bu sayede tek bir vagal sinir aksonunun bir ya da birden ¢ok sonlanma
tipi olusturma istidadini haiz olma meselesi tenvir edilebilir. Bu tarz yiiksek
cozlinlirliiklii  goriintiileme  stratejilerinin  uygulanmasi1 ayrica 0Ozellikle kardiyak
iskemiler sonucu kalbin mekanik ve kimyasal ortaminda meydana gelen degisikliklere
yanit olarak vagal duyu sinirlerinde gergeklesen yeniden sekillenmenin detayli tanim

ve karakterizasyonuna yardimci olacaktir. Bu sayede vagal duyu sinir yeniden
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sekillenmesinin kardiyovaskiiler rahatsizliklar1 takiben ortaya ¢ikan otonomik
bozukluklar ve bunlara bagh kardiyak aritmilere olan muhtemel katkis1 daha detayl

sekilde tanimlanabilir.
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8. SONUC

Bu tez ¢aligmasinda fare kalbi biitlinciil 6lgekte incelenip dorsal ve ventral
kardiyak vagal duyu sinir dallanmasi1 ayrintili sekilde gorsel olarak haritalandi. Kalbin
ventral yilizeyinde dorsal yiizeye kiyasla gozlemlenen daha yiiksek kas otofloresan
sinyali nedeniyle vagal afferent sinir lifleri dorsal yiizeydekiler kadar kapsamli ve
yiiksek ¢oziiniirliiklii tespit edilemedi. Kalp gibi nispeten yiiksek kas dokusuna sahip
organlarda sinir agin1 kapsamli ve detayli sekilde goriintiileyebilmek i¢in organa 6zgii
tasarlanmis yeni immiin boyama yontemlerinin gelistirilmesi yliksek ¢oziiniirliiklii
goriintiilemeyi engelleyen kardiyak doku otofloresan sinyalini ortadan kaldirarak
konfokal mikroskobu ile ayristirilabilen antikor sinyalinin miktarinin artigina olanak
saglayacaktir. Bu alandaki gelismeler sadece kalp islevini yOneten sinir aginin
kapsamli haritasinin iiretilebilmesi i¢in gerekli olmamakla birlikte ayn1 zamanda kalbi
saran sinirlerin kardiyak patofizyolojisindeki roliinii tespit edebilmek i¢in de kritik bir
onem tagimaktadir. Kardiyovaskiiler ve miyokardiyal iskemik patolojiler sonucu kalbi
saran sinir aginda meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisimler ve yeniden
sekillenmeler ve bunlarin miiteakip kardiyak aritmi ve bozukluklardaki islevi heniiz
yeterince aydinlatilmamigtir. Kalbe spesifik olarak gelistirilecek immiin boyama, doku
seffaflagtirma ve mikroskobik goriintiileme yoOntemlerinin saglayacagi yiiksek
cozlntirliiklii gorseller kalbin hasarli bolgelerinde ve bunlarin periferinde yeni olusan
bu tez ¢calismasinda gosterilen vagal duyu ve diger sinir filizlerinin kapsamli tespiti ve

aragtirtlmasinda faydali olacaktir.
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