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KISALTMALAR LiSTESI

AAV . Adeno iliskili viriis

AKG-K : Kalbe 6zgii AKG duyu néronlari, saflastirilan Di-8-AneppQ isaretli
AKG noronlari

AKG-T : Kalbine DMSO enjekte edilen farelerden elde edilen total AKG
noronlari

AKG . Arka kok gangliyonu

ATP : Adenozin trifosfat

BDNF : Beyin kdkenli noron faktorii

BMP : Kemik morfogenetik protein

¢ : Servikal

Ca*? - Kalsiyum iyonu

CAG : B-Actin baslaticisi

Calca : Kalsitonin

Cbx : Carbenoxolone

CGRP : Kalsitonin gen iliskili peptid

ChR2 : Kanalrodopsin2

CNQX : Cyanquixaline

Di-8-ANEPPQ:1-(3-Trimethylammoniopropyl)-4-[-[2-(di-n-octylamino)-6naphthyl]
vinyl]pyridinium dibromide

Dil : 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate;
DilC18(3)

Efla : Genel hiicre elongasyon faktorl

F : Frekans

FACS : Floresanca aktiflestirilmis hiicre ayirict

Fof3 : Fibroblast biiylime faktorii 3

GCaMP6s  : Genetik olarak degistirilmis yavas kalsiyum proteini 6

GFP : Yesil floresan proteini

GPCR . G protein kapilt iyon kanali

IB4 : [zolektin B4

K* : Potasyum iyonu



KM : Kardiyomiyosit

L - Lumbar

Lypd6 : Lynx protein LY6/PLAUR domain-containing 6

Ml : Miyokard infarktiisti

Mrgpr : Mas-iligkili G protein kapili reseptor

Na* : Sodyum iyonu

Nav : Voltaj kapili Na* kanali

NBA : Noral basal medium-A

NG-K : Kalbe 6zgii NG duyu noronlar, saflastirilan Di-8-AneppQ isaretli NG
noronlari

NG-T : Kalbine DMSO enjekte edilen farelerden elde edilen total NG
noronlari

NG : Nodoz gangliyonu

NGF : Sinir biiyiime faktori

NT4 : Norotrofin 4

Phox2 . Eslestirilmis homeobax 2

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

gRT-PCR : Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

SP : Substance P

T : Toraks

Trk : Norotrofik tirozine reseptor kinazlar

TRP : Transient reseptor potansiyel

TRPMS8 : Transient reseptor potansiyel melastatin 8
TRPA1 : Transient reseptor potansiyel ankrin 1
TRPV1 : Transient reseptor potansiyel vanilloid 1
UPK : Uyarilmis Pluripotent Kok

WGA : Wheat germ aggulutin

WNT : Wingless ve int-1
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1. OZET

SINIR HUCRELERI iLE KALP KASI HUCRELERI ARASINDAKI
ETKILESIMIN MOLEKULER VE ELEKTROFIiZYOLOJIK DUZEYDE
ARASTIRILMASI

Kalbe dallanan otonom sinir sistemi ve duyu noronlar1 kalp kasi hiicreleri
(kardiyomiyosit) ve kalbin ¢alismasini diizenler. Kalpte olusan agr1, basing ve gerilme
gibi duyusal bilgilerin baglantili oldugu arka kok gangliyon (AKG) ve nodoz
gangliyonda (NG) bulunan néronlar tarafindan beyne iletildigi bilinmektedir. Ancak,
kalbe ait bu duyusal veriyi tasiyan duyu noronlarinin karakteri, molekiiler ve
elektrofizyolojik o6zellikleri tam olarak bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda,
literatiirde ilk olarak kalbe 6zgii AKG ve NG duyu néronlari isaretlenerek saflastirildi,
karakterize edildi ve kardiyomiyositler ile arasindaki elektriksel iletisim in vitro
ortamda incelendi. Kardiyak aferentleri isaretlemek i¢in degerlendirilen dort farkli
retrograd boya igerisinden, Di-8-ANEPPQ’nun en yiiksek isaretleme kapasitesine
sahip oldugu belirlenmistir. U¢ boyutlu gériintileme ve hiicre cap analizleri
sonucunda, kalbe 6zgli duyu néronlarinin AKG ve NG’da bilateral olarak homojen
dagildig1 ve hiicre boyutlarinin 20 pm’den kiiciik oldugu tespit edilmistir. Genel
transkriptom profili degerlendirdiginde, saflagtirilan kalbe 6zgii duyu ndéronlarinin
total duyu noron popiilasyonuna gore ScnlOa, Scnlla, Mrgpa3, Mrgpd gibi iyon
kanallarin yiiksek ifade ettikleri tespit edilmistir (p<0.05). Immiinboyama, RNA dizi
analizi ve hiicre cap analizi kardiyak aferentlerin nosiseptif néronlar oldugunu
gostermektedir. Kalsiyum (Ca+2) isaretleyici GCaMP6s kullanilarak yapilan
analizlerde, kokiiltiirlerdeki kalbe-6zgii duyu néronlarinin elektrofizyolojik aktivite
gosterdigi ve hiicreler arasinda Ca+2’a bagli sinyal korelasyonu (>0.5) oldugu
bulunmustur. Kokiiltiirdeki kardiyomiyositlerin 1sik ile optogenetik uyarimi
sonucunda, duyu ndronlariin Ca+2 degisiminde artis gézlemlenmis ve bu veriler bu
iki hiicre grubu arasindaki elektriksel baglantiyr in vitro olarak literatiirde ilk kez
gostermistir. Bu tez calismasi ile kalbe 6zgli duyu ndronlarinin gen ifade profili,
kardiyomiyositlerle olan elektriksel etkilesiminin ve molekiiler mekanizmasi
degerlendirilmistir. Sonug olarak, kalp ve duyu sinir sistemi arasindaki iletisiminin
daha detayli incelenmesine ve gelecekte iligkili hastaliklarin  patolojisinin
anlagilmasina yonelik ¢aligmalarda etkin veriler sunacagi dngoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Ca+2 Gériintiileme, Kalbe Ozgii Duyu Néronlar1, Optogenetik,
Retrograd Isaretleme, RNA Dizilime Analizi

*Bu arastirma TUBITAK 1001 Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini
Destekleme Programi tarafindan 115S381 nolu Proje kapsaminda desteklenmistir.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE NEURON AND CARDIAC MUSCLE CELL
INTERACTION AT THE MOLECULAR AND ELECTROPHYSIOLOGICAL
LEVEL

Heart muscle contraction is controlled by cardiac muscle cells (cardiomyocytes) and
neurons. It is known that sensorial information such as pain, pressure, and stretch is
transmitted into the brain via the neurons located in the dorsal root ganglion (DRG)
and nodose ganglion (NG). However, the molecular and electrophysiological
mechanism at how sensorial input from the heart is conveyed is unclear. In this thesis,
cardiac afferents in DRG and NG were labeled, purified, and characterized at the
molecular level and their electrical interaction between cardiomyocytes was analyzed.
From four retrograde tracers evaluated, Di-8-ANEPPQ vyielded the highest labeling
efficiency of cardiac afferents. 3D imaging of the whole tissues and cell diameter
measurement from tissue sections revealed the homogeneous and bilateral distribution
of cardiac afferents having a cell diameter smaller than 20 um. Based on the global
transcriptome profile and immunohistochemical analysis, purified cardiac sensory
cells expressed at high levels highly ion channels such as Scn10a, Scnlla; G-coupled
proteins such as Mrgpa3, Mrgpd compared to total sensory neuron population
(p<0.05). RNA sequencing and cell diameter and immunolabeling with TRPV1
analyzes revealed that cardiac afferents showed the molecular character of nociceptive
neurons. In the co-culture system, neurons became active when interacting with the
cardiomyocytes and a correlation in electrical interaction between cells was found
(>0.5 or <-0.5). After optogenetic stimulation of cardiomyocytes, an increase in
calcium exchange in the neurons was observed confirming the electrical interaction
between cells. Through this study, for the first time in the literature gene expression
profile of cardiac sensory neurons was revealed, and sensory neuron cardiomyocyte
interaction was examined. This information will shed light on the mechanism of how
sensory input is relayed to the brain at the cellular and molecular level of normal and
disease conditions.

Keywords: Calcium Imaging, Cardiac Sensory Neurons, Optogenetics, Retrograde
Labeling, RNA Sequence Analysis

*This study was supported by TUBITAK under 1001 Scientific and Technological
Research Projects Funding Program by project no: 1155381



3. GIRIS VE AMAC

Kardiyovaskiiler — hastaliklar ~ diinya  genelinde  6limlerin  %30'unu
olusturmaktadir. Yeni tedavi yontemleri gelistirilmesine yonelik yapilan yogun
calismalara ragmen oliimlerin baslica sebeplerinden biri kalp hastaliklar1 olmaya
devam etmekte ve Tiirkiye’de de bu durum ciddiyetini korumaktadir. Bu nedenle, kalp
gelisimi ve hastaliklarinin molekiiler temelini incelemeyi amaglayan arastirmalar tip

diinyasinda 6ncelikli hale gelmistir.

Viicuda kan1 pompalayan kalbin kasilmasi, kalbin sag {ist karinciginda bulunan
Ozellesmis kardiyomiyositler olan ve dogal kalp pili olarak da bilinen sinoatriyal
diigiim (SA) tarafindan baslatilmaktadir (1). SA diigiim kalp ritmini, iletim hizini,
miyokardiyal kasilma gevseme giiciini, sistol ve diastolii kontrol eden parasempatik
ve sempatik sinirler ile donatilmistir (2,3). Sempatik ve parasempatik sinirler otonom
sinir sisteminin bir par¢asidir ve merkezi sinir sisteminden kardiyak dokuya motor
komutlar1 tasimaktadir (2—4). Beyinden gelen sempatik ve parasempatik sinirler
disinda, kardiyak otonom sinir sistemi duyu sinirleriyle iletisim halinde bulunan
intrinsik kardiyak gangliyon ve ekstrakardiyak intratorasik gangliyon merkezlerine
sahiptir (5). Diger taraftan, kalpte olusan basing, agri, gerilme gibi duyusal veriler
kalbe dallanan ve hiicre govdeleri arka kok gangliyon (AKG) veya nodoz gangliyonda
(NG) bulunan duyu sinirleri tarafindan beyne iletilmektedir (2,6). Kol, bacak gibi
ekstremiteler ile kalp, akciger, bagirsak gibi i¢ organlar olmak iizere farkli organalara
dallanan AKG duyu noron gévdeleri omuriligin farkli seviyesinde yer almaktadir (7).
Bunun yaninda, AKG ndronlar1 gelisimsel siiregte viicudun uzaysal konumunu
algilayan proprioseptor, mekanik degisimlere duyarl: diisiik esikli mekanoreseptorler,
soguk veya sicak ile uyarilan sicaklik reseptdrleri, agridan sorumlu nosiseptorler ve

kasintiy1 algilayan pruriseptdr olmak tizere farkli alt tiplere ayrilmaktadir (8).

Omuriligin farkli seviyelerinden ¢ikan, i¢ organ ve ekstremitelere innerve olan
AKG duyu néronlar gesitli duyular1 algilamak tizere farkli alt tiplere 6zellesmistir.
Benzer sekilde, farkli reseptorlere sahip NG’da bulunan duyu ndéronlarinin organlara
0zgi farklilasarak duyusal veriyi iletmekle sorumlu olduklari onerilmistir. Yapilan

optogenetik caligmalar farkli reseptorleri ifade etmesi ile birbirinden fonksiyonel
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olarak ayrilan NG duyu noronlarmin duyusal veriyi beyne iletmenin yaninda
fonksiyonel olarak da iligkili oldugu bolgeyi kontrol ettigini dnermistir (9,10). AKG
ve NG noronlar ile tasinan duyusal veri, geri bildirim ile kalbin igsel veya beyinde
sonlanan otonom sinirlerinin olusturdugu motor komutun diizenlenmesinden 6nemli

rol oynar (11).

Literatiirde yapilan g¢alismalarda, retrograd boyalar kullanilarak kalbe 6zgi
AKG noronlarmin C5-C8 ile T1- T4 arasindaki boyun omurlarinda konumlandiklari
ve NG’daki varliklart gosterilmistir raporlanmistir (12—15). Histolojik ¢alismalarin
yaninda, kalbe 6zgii NG ve AKG duyu noronlar1 retrograd boya ile isaretlenerek,
saflastirilmadan hiicre kaplarina ekilmis ve cesitli agr1 uyaranlarina verdikleri cevaplar
Olgtilmistiir (16). Duyu sinirleri kimyasal ve/veya mekanik olarak uyarilabilir. Bu
farkli uyar1 mekanizmalari, farkli duyu hiicre gruplarini aktive ederek AKG ve NG ‘da
fonksiyonel farklilasma ile aciklanabilir. Ornegin, NG’da bulunan duyu néronlar
kalbe dair sadece kimyasal bilgiyi beyne iletirken, AKG duyu néronlarmin kalbe ait
mekanik ve kimyasal veriyi beyne tasidigi onerilmistir (17,18). AKG ve NG duyu
noronlarinin 6nemli bir role sahip olmasina ragmen, kalpten gelen duyusal bilgiyi
molekiiler ve hiicresel diizeyde iletim mekanizmalar1 halen tam olarak

bilinmemektedir.

Literatiirde, periferik sinir sistemi dahilinde AKG ve NG duyu néronlar tek
hiicre diizeyinde veya doku boyutunda RNA dizilime analizi ile incelenmis ve yliksek
veya disiik ifade ettikleri gen gruplart g6z Oniinde bulundurularak
siniflandirtlabilmistir (19-21). Kisith sayida caligma, organa 6zgii ndronlart RNA
dizilime yontemi ile incelemis veya optogenetik yontemi kullanilarak bagirsaga,
akcigere 6zgii NG noronlari tanimlanabilmistir (10,22,23). Hockley ve ark. fast blue
adl retrograd boya kullanarak bagirsaga 6zgii AKG duyu ndéronlar1 isaretlemis,
floresanca aktiflestirilmis hiicre ayirici (FACS) cihazi ile boyali hiicreleri tek hiicre
diizeyinde saflastirmis ve RNA dizilime yontemi ile gen ifade profillerini
incelemislerdir (24). Diger bir ¢alismada ise farede burun deligine fast blue verilerek

solunum yollar ile ilintili NG duyu noronlarini isaretlenmis, FACS ile saflastiriimis



ve RNA kalite 6zellikleri gosterilmistir (25). Ancak kalbe 6zgii duyu néronlarinin gen

ifadelerine dahil bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda; kalbe 6zgii duyu ndronlarinin tasidigi duyusal
verinin tanimlanmasi1 ve kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki molekiiler ve
elektrofizyolojik iligkinin arastirilmasi amaglanmistir. Bunun igin, ilk asamada kalbe
0zgii duyu sinir hiicreleri Di-8-ANEPPQ retrograd boya ile in vivo isaretlenerck FACS
cihaz1 ile saflastirilmistir. FACS ile saflastirilmadan Di-8-ANEPPQ isaretli hiicre
kaplarina ekilen heterojen ve total noron kiiltiirii incelendiginde, AKG veya NG duyu
noronlarinin %34’nii kalbe 6zgli duyu noéronlarinin olusturdugu ilk defa bu tez
caligmas1 ile ortaya koyulmustur. Saflastirilan kalbe 6zgii AKG ve NG duyu
noronlarinin genel gen profili ile karsilastirmak amaciyla Di-8-ANEPPQ’nun
¢oOziiclisi olan DMSO ayni miktarda kalbe enjekte edilerek ‘SHAM’ grubu
olusturulmustur. ‘SHAM’ grubuna ait AKG ve NG da enzimatik asamalardan
gegirilerek hiicre siispansiyonu elde edilmistir. Kalbe 6zgii veya ‘SHAM’ grubuna ait
AKG ve NG noéron hiicre siispansiyonu RNA dizi analizi metodu kullanilarak genel
gen profilleri olusturulmus ve gruplar karsilastirarak kalbe 6zgii duyu néronlarinin
diger sinir hiicreleri ile benzerlikleri veya farkliliklar1 ortaya konulabilmistir. Kalbe
0zgii AKG ve NG noronlan ile total AKG ve NG noron popiilasyonun genel gen
profilleri karsilastirildiginda, kokenlerine gore AKG ve NG ndronlarinin
birbirlerinden ve kalbe 6zgii duyu néronlarinin ise genel duyu néron popiilasyonundan
ayrildig1 gosterildi. Ayrica, diferansiyel analiz yontemi kullanilarak kalbe 6zgii AKG
noronlarinin total AKG noronlarina gore Senl0a (Nav1.8), Scnlla (Nav 1.9), P2xr2,
chrnda, Kcnp2i, Kenp4, Fxyd2 gibi iyon kanallar1 ile mrgrpa3, mrgrpx1, mrgrpb4,
Cystlr2 gibi G protein kapili iyon (GPCR) kanallarina ait genleri Log> tabanli kat
degisimi 1.5 kat ve iistii olacak sekilde ifade ettigi tespit edilmistir. Kalbe 6zgii NG
noronlarinda ise yliksek ifade edilen gen sayisinin kalbe 6zgii AKG duyu néronlaria
kiyasla az olmakla beraber, P2xr2 iyon kanalin ile Fibroblast biiyiime faktorii 3’iin
(fgf3) ve bir nikotionik asetil kolin diizenleyici Lynx protein LY6/PLAUR domain-
containing 6 (Lypd6) yiiksek ifade edildigi tespit edilmistir.



Genel gen profilinin incelenmesinin yaninda, kalbe 6zgii duyu sinir hiicreleri tek
basina veya kardiyomiyosit hiicreleri ile birlikte hiicre kaplaria ekilerek, hiicreler
aras1 elektriksel iletisim Ca'? isaretleyiciler ve optogenetik araglar kullanilarak
arastirilmistir. Ekilen duyu noronlarinda, kokiiltiirdeki noronlara gore aktif olan hiicre
sayisinin azlhig1 ve aktif olanlarda frekansin diisiikk olarak belirlendi. Ayrica,
kokiiltiirlerdeki spontan olarak aktif olan kalbe 6zgii duyu néronlar1 ile kardiyomiyosit
hiicreleri arasinda es zamanl Ca*? degisimi Matlab yazilimi kullanilarak gosterildi.
Spontan aktivitenin yaninda, hiicreler uyarilarak aralarindaki elektriksel iletisim
ayrmtili olarak incelendi. Bunun i¢in bir beta adrenerjik durdurcu olan isoproterenol
kiiltiirlere eklendiginde tek basina olan kalbe 6zgii AKG hiicrelerinde bir degisiklik
olmazken, kardiyomiyositlerin atim hizinin artmasi ile kokiiltiirlerde baglantili
olabilecek noéronlarda aksiyon potansiyel frekansinin arttigi gézlemlendi. Kimyasal
uyarinin yaninda, hiicreler arasi elektriksel iletisim optogenetik araglarla da incelendi.
Bunun i¢in, viral yolla kanalrodopsin-2 (ChR2) aktarilan kardiyomyiositler mavi 1g1k
ile uyarilarak baglantili olabilecegi kalbe 6zgii duyu noronlarindaki Ca*? degisimi
takip edildi. Yapilan optogenetik uyarim sonucunda, kokiiltiirlerde spontan aktivite
gbsteren kalbe 6zgii duyu néronu Ca'*? sinyal frekanslarmin, etkilesim halinde ChR2

tireten kardiyomiyositlerin uyarilmasi ile arttig tespit edilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi ile kalbe 6zgii duyu néronlari literatiirde ilk olarak
in vivo isaretlendi ve saflastirildi, bu 6zel popiilasyonun transkriptom profili arastirildi
ve kardiyomiyosit hiicreleri ile olan sinyal alisverisi kimyasal ve optogenetik araglar
ile incelendi. Bu ¢alisma kapsaminda RNA dizi analizi sonucu elde edilen gen listesi
kullanilarak kalbe 6zgii nitelikte ifadesi saptanan aday kanal proteinleri belirlenmis,
gelecek caligmalarda transgenik hayvan modellerinde ve benzeri in vitro modellerde,
kalbe 0Ozgii noronlar ile kalp arasindaki iletim detayli incelenebilir. Bu tez
calismasinda, kalbe 6zgii duyu noéronlarimi AKG ve NG’da bulunan diger noron
govdelerinden ayiran, hiicresel ve molekiiler 6zellikler literatiirde ilk defa ortaya

konmustur.



4. GENEL BIiLGILER

4.1,  Sinir Sistemi

Sinir sistemi, ¢evreden ve canlinin i¢ sisteminden gelen uyaranlar algilamak,
gelen duyusal veriyi degerlendirmek ve biitlinlestirerek motor komut olugturmak iizere
gelismis ve 6zellesmistir. Sinir sistemi merkezi sinir sistemi, periferik sinir sistemi ve
otonom sinir sistemi olmak tizere ii¢ alt gruptan olusmaktadir. Merkezi sinir sisteminin
elemanlar1 beyindeki noronlar ve omurilik iken, periferik sinir sistemi kafatasi ve
omurilikten koken alan ve ayrilarak viicuda dagilan sinir lifleri agindan olusmaktadir.
Periferik sinir sisteminde, duyusal veriyi merkezi sinir sistemine ileten sinir lifleri
getirici (aferent) olarak adlandirilirken, gotiiriicii (eferent) noronlar ise islenen duyusal
veri sonucunda beyinde olusan motor komutlar1 hedeflerine ulastirmaktan sorumludur.
Diger taraftan, istemli kontrolden bagimsiz i¢ organlarin fonksiyonlarmni diizenleyen

otonom sinir sistemi parasempatik ve sempatik sinirler olmak iizere ikiye ayrilir (26).

Sinir sistemini noronlar ve destekleyici hiicreler olmak iizere iki hiicre tipi
olusturmaktadir. Noronlar aldiklar1 veriyi hedefe ulastirmakla sorumluyken,
destekleyici hiicreler sinir hiicrelerinin islevsel olarak calismasina destek olurlar.
Schwann ve satellit hiicreleri periferik sinir sisteminin; oligodendrosit, mikroglia,

astrosit ve ependimal hiicreler ise merkezi sinir sisteminin destek hiicreleridir (27).

Sinir sistemini olusturan ve sinyal iletiminden sorumlu olan néronlar
fonksiyonlarina ve yapilarina gére siniflandiriimaktadir. Ustlendikleri fonksiyonlar
gbz Oniine alindiginda, noronlar getirici (duyusal, aferent) veya gétiiriicii (motor,
eferent) olmak iizere ikiye ayrilirlar. Getirici néronlar, duyusal veriyi merkezi sinir
sistemine tasirken, gotiiriicii néronlar beyinde olusan motor komutlar1 hedef noktalara
tasirlar. Interndronlar ise ndronlar arasinda destekleyici ve biitiinleyici bir gdrev
iistlenirler. Motor noronlar somatik ve otonom olmak tizere ikiye ayrilirlar. Somatik
noronlar refleks ve istemli hareketten sorumluyken, otonom sinir sistemi parasempatik
ve sempatik olmak tizere iki alt sinifa ayrilan ve istem dis1 hareketlerden sorumlu olan
noronlardan olusmaktadir (26,27). Diger taraftan, sinir hiicre govdesinden ¢ikan

7



uzantilarin sayis1 géz 6niinde bulundurularak néronlar yapilarina gore de alt gruplara
ayrilmaktadir. Hiicre govdesinden tek bir uzanti ¢ikarak T seklini alan noronlar
ps6dounipolar olarak adlandiriimaktadir ve AKG noronlari psédounipolara sinifina bir
ornektir. Bunun yaninda, hiicre gévdesinden gozdeki retina hiicreleri gibi iki uzanti
¢ikan ndronlara bipolar; birden fazla aksona sahip ve dendrit uzantilar ile kusatilmis

motor ndron gibi noronlar ise ve multipolar ndron tipine ornektir (27).

4,2.  Duyusal Sinir Sistem

Duyusal sinir sistemi, her biri farkli uyaranlari algilayan reseptorlere sahip duyu
noronlarindan olusmaktadir. Duyusal reseptorler; tat, ses, koku gibi duyusal veriyi
noronlarin iletebilecegi enerji formuna cevirerek, gelen bilginin merkezi sinir
sistemine taginmasini saglamaktadir. Ses, 151k, koku gibi birbirinden farkli duyusal
uyaranlar, izledikleri ndral yolak ve olusturduklari sinaptik baglantilarla beynin ¢esitli
bolgelerine iletirler. (27). Duyusal ndron simifina ait olan AKG néronlart agri, 1si,
basing gibi duyusal veriyi algilamak {izere Ozellesmis olup, omuriligin arka
boynuzundan ¢ikarlar (28). Duyusal sinir sistemi, duyusal veriyi viicut ylizeyinden
veya i¢ organlardan alan sirasiyla alan somatik ve viseral olmak tizere ikiye

ayrilmaktadir.

4.2.1. Arka Kok Gangliyonu (AKG)

Embriyonik donemde AKG duyu noronlari, arka noral tlipten gdcen noral krest
hiicrelerinden farklilagsmaktadirlar. Multipotent kapasiteye sahip olan néral krest
hiicreleri, periferik sinir sistemi elemani olan duyusal, sempatik ve enterik sinir

hiicrelerine doniisme kapasitesine sahiptir (29).

Kemik morfogenetik protein (Bone morphogenetic protein, BMP) ile WNT
sinyalleri noral tiipte bulunan epitel-mezenkimal hiicrelerinin noral krest hiicrelerine
doniismesini saglamaktadir. Olusan noral krest hiicreleri, noral tiipli cevreleyen bazal
laminanin agilmasiyla gé¢ eder ve zincir benzeri yapilar halinde bir araya gelerek
AKG’lar1 meydana gelir. Noral krest hiicrelerinin AKG noronlarina doniismesinde

neurogeninl ve neurogenin2 adli transkripsiyon faktorleri rol oynamaktadirlar.



Brn3aA ve Isletl transkripsiyon faktorleri ise, olusan AKG ndronlarinda bir siire sonra
Neurogeninl ve Neurogenin2 genlerinin ifade edilmesini engelleyerek farkli duyu
noron alt tiplerinin ortaya ¢ikmasina olanak saglamaktadir. AKG noronlarinin belirli
duyusal veriye duyarli olmasi ve 6zellesmesi, ifade ettikleri farkli norotrofik faktorlere
yiiksek afiniteleri olan norotrofik tirozin reseptor kinazlar (Trk) ile ger¢ceklesmektedir.
Trk ailesinden TrkA sinir biiyiime faktorii (NGF) ile, TrkB reseptorleri beyin kokenli
noron faktorii (BDNF) ve norotrofin 4 (NT4) ile ve son olarak TrkC reseptorii NT3
norotrofik faktor ile aktif hale geger. Multipotent kapasitedeki noral krest hiicreler, ilk
olarak TrkC’yi ifade eden miyelin miktar1 yiiksek olan (AB-fiber) proprioseptorler ile
TrkB ifade eden mekanoreseptorlere farklilasmaktadir. ikincil ve iigiinciil farklilasma
evresi olarak isimlendirilen asamada ise noral krest hiicreler, TrkA reseptorii lireten
miyelinsiz C tipi ile az miyelinli Ad tipi AKG noéronlarmi olusturmaktadir.
Farklilasmanin son evresinde olusan bu ndronlar, embriyonik donemin ilerleyen
safthalarinda nosiseptor, thermoreseptor, pruriseptor ve diisiik esikli mekanoreseptor C

fiberi veya C-mekanoreseptorler olarak 6zellesmektedirler (8).

Sahip olduklar1 molekiiler karakter ve iyon kanallarindaki gesitlilik sayesinde
AKG néronlari farkli modalitelere 6zelleserek uyaranlara cevap olustururlar. Ornegin,
TrkA™ tireten peptiderjik ve TrkA™ peptiderjik olmayan nosiseptor noronlar agr ile
iligkili uyaranlarn algilamaktadirlar. Peptiderjik noronlarnin, TrkA reseptorlerini
tasimasinin yaninda kalsitonin gen iliskili peptid (CGRP) ve substance P (SP)
noropeptidlerini de sentezledigi tespit edilmistir. Peptiderjik ndronlarin aksine,
peptiderjik olmayan noronlar TrkA ifadeleri azalmakta ve bir kismi bir yiizey belirteci
olan izolektin B4 (1B4) ile isaretlenebilen Ret ifadeleri artmaktadir. Nosiseptorlerden
farkli olarak, TrkB*/TrkC* AKG néronlar1 genis ¢apli hiicre gévdelerine sahip diisiik
esikli mekanoreseptor iken, sadece TrkB™ iireten AKG noronlar1 proprioseptdr tipte
olup eksterimite hareketi ve konumunu algilamaktadirlar (29). Buna gére, sahip
olduklar1 farkl reseptor tipi ve iletimlerinden sorumlu olduklar1 duyusal verilere gore

AKG noronlart asagidaki gibi siniflandirilmaktadir (8):
1) Viicudun uzaysal konumunu algilayan proprioseptor,

i) Dokunma, basing ve titresimi algilayan diisiik esikli mekanoreseptorler,



i) Soguk veya sicagi ileten Sicaklik reseptorleri,
IV) Agr ile olusan yiiksek esikli uyaranlari algilayan nosiseptorler,
V) Ve kasinti ile iligkili uyaranlar1 pruriseptorler.

AKG noronlart tagidiklar farkli molekiiler kimligin yaninda, ayrica anatomik
olarak da birbirinden ayrilmaktadir. Omuriligin farkli bolgelerinde sonlanan her bir

AKG duyu néron tipi kendi duyusal yolaklarini olusturmaktadir (Sekil 4.1.1).
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Sekil 4.2.1 Fare embriyosuna ait omuriligin sematik gosterimi. AKG’ dan ¢ikan
fiberler, bir taraftan omurilik {izerinden 6zgli laminalara girerken diger taraftan
periferde bulunan hedef dokulara dallanmaktadir. Kirmiz1 ile gdsterilen nosiseptorler
lamina I ve II'ye; yesil ile gosterilen mekanoreseptorler lamina III, IV ve V’e;
Proprioseptorler arka boynuzun tiim laminalarindan gegerken ayrica 6n boynuzla da
baglant1 kurar (30).

Arka Kok Gangliyonu
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Yapisal olarak psddounipolar olan AKG duyu ndronlari hiicre govdelerinden
cikan tek akson uzantisiyla hedef dokuya ve omurilige uzanirlar. Arka intervertebral
bosluklarda konumlanan AKG’larinin 8’1 servikal (C), 13’1 toraks (T), 5 veya 6’s1
lumbar (L) ve 4’1 sakral olmak iizere farede toplamda 30-31 c¢ifttir. Hedef dokudan
duyusal veriyi alan proprioseptor, nosiseptor, pruriseptdr, mekanoreseptor ve
termoreseptor tipi AKG ndronlar1 omurilikteki 5 laminadan birine girig yaparak beyne
ulagsmaktadirlar (30). Yapilan ¢aligsmalar 6zellesmis her bir somatik alginin (modalite)
iletilmesinin ve algilanmasini “popiilasyon kodlama hipotezi” ile agiklamaktadir.
Secicilik olarak adlandirilan bu hipoteze gore her bir duyu kendisine 6zellesmis

duyusal ag1 veya isaretlenmis yol ile periferden beyne iletilmektedir. Segicilik
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hipotezine gore, bir duyusal verinin aktarilmasinda bazi durumlarda birden fazla
isaretlenmis yol aktif hale gelir. Bu nedenle, duyusal verinin algilanmasi temel olarak
isaretlenmis yollar arasindaki iletisim ag1 ile gergeklestirilir. Ornegin, herhangi bir agr1
hissi yaratmayan soguk hissi hem soguk algilayan hem de agr1 algilayan duyu
fiberlerini uyarir. Ancak soguk algilayan sinyalleri agri yolagini maskelemesiyle agri
hissedilmez sadece soguk hissi olusur. Her bir somatik aferent 6zel noral devreler veya
ag ile baglantihdir. Bu baglantinin tiimii duyusal-isaretlenmis yolak olarak
adlandirilmaktadir. Normal kosullarda bir somatik duyu fiberinin uyarilmasi sadece
ona Ozgli duyumsamayi saglar. Patolojik kosullarda, isaretlenmis bir yolagin
bozulmasi, normalde baskilanmasi gereken bir duyunun ortaya g¢ikmasina sebep
olabilir (31). Ornegin, normal fizyolojik kosullarda soguk uyarmin algilanmasi
sirasinda A9 fiberlerinin olusturdugu yolak, ayn1 zamanda aktif olan ve agr1 ile ilintili
C fiberlerini baskilamakta ve boylece soguk algilandiginda agr1 hissinin olugmasini
engellemektedir. Ancak, noropatik agridan sikayetei hastalarda bu durum degismekte,
Ab fiberlerinin olas1 dejenerasyonu veya lezyonu sonrasi baskilama ortadan kalkarak

hasta soguk uyaranina karsi da agri duymaktadirlar (31).
4.2.2. Nodoz Gangliyon (NG)

Vagus sinirin alt diigiimii olan NG, igerdigi duyu sinir govdeleri ile ig
organlardan aldig1 duyusal veriyi beyne iletmek ile sorumludur. Vagus sinirin hiicre
govdesi olan NG, orta beyinde bulunan epibransiyal plakalardan farklilagsmislardir.
Gelisimsel siiregte, epibransiyal plakalarin olusumu sirasinda Neurogenin2 geni
Neurogeninl’e gore daha yiiksek seviyede ifade edilmektedir (32). Ektoderm
tabakasindan kdken alan epibransiyal plakalar, farklilasmadan 6nce Pax2 ve Fox1 gibi
genleri ifade ederler. Sonrasinda Sox3 ifade etmeye baslayan epibransiyal plakalar,
komsu dokulardan yayilan sinyaller ile plaka-6zgii genleri ifade eder ve sirasiyla
genikulat (geniculate), petrozal and nodoz sinir hiicrelerine farklilagirlar. Bir
transkripsiyon faktorii olan Phox2a ve iliskili oldugu Phox2b ise NG néron alt
tiplerinin olusumunda ve bu néronlarin canliliginda gérev almaktadir. Diger taraftan,

NG’da bulunan satelit glia hiicreleri ise noral krestten koken alir (32).
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Anatomik olarak incelendiginde NG, omurilik soganindan koken alan ve
kafatasindan juguler delikten ayrilan kranial 10. yiiz siniri olan vagus sinirin bir
uzantisidir. Vagus sinirine ait duyusal veriyi tasiyan ve psdédounipolar yapidaki duyu
noron govdelerini igeren NG, juguler diigiimiin kuyruk kisminda yer alir. Kalp,
akciger, bagirsak gibi i¢ organlardan aldigi duyusal veriyi tasiyan NG, soliter
cekirdege girerek beyne ulasir. I¢ organlardan gelen duyusal veriyi NG aracilif1 ile
beyne iletmekle sorumlu olan vagus siniri, parasempatik, motor ve somatik fiberleri
de tasimaktadir (33). Sindirim, solunum ve kardiyovaskiiler sistemler iizerindeki
roliiniin yaninda inflamasyon, ruh hali ve agrinin diizenlenmesinde de rol almasi,
Klinikte vagus sinirin elektriksel olarak uyarilarak tedavi amagli bagvurulan bir yontem
halini almistir (34). Vagus sinir uyarimi olarak adlandirilan bu tedavide, elektriksek
uyarimi saglayan bir implant vagus sinire yerlestirilerek depresyon, epilepsi ve aritmi

gibi hastaliklarin tedavisi amaglanmistir (35).
4.2.3. Noronda Aksiyon Potansiyeli

Aksiyon potansiyeli, sinir hiicrelerinin aldiklar1 veriyi kodlamasina ve
elektriksel olarak tasimasina olanak saglamaktadir. Noronda, hiicre disi ve hiicre
icindeki iyonlarin farkli konsantrasyonda olmasi ve hiicre zarinin segici gegirgen
0zelligi aksiyon potansiyelinin temelini olusturmaktadir. Pozitif yiikli iyonlarin
(katyonlar) ve negatif yiiklii iyonlarin (anyonlar) hiicre i¢i ve hiicre dist sivida esit
dagilmamasindan dolay1 hiicre zarinda bir voltaj farki olusur ve bu fark zar potansiyeli
olarak adlandirilmaktadir (36). Dinlenim durumundaki (resting potential) bir néronun
zar potansiyeli yaklagik -70 mV’ tur. Hiicreye gelen uyar1 zar potansiyeli i¢in gerekli
olan esik degerini gectiginde, voltaja duyarli Na* kanallar1 agilarak hiicre i¢ine Na*
gergeklesir. Dinlenim durumunda hiicre disina gore daha negatif olan hiicre igi, Na*
girisi ile depolarize olarak pozitif yiiklenir. Na* kanallarinin agilmaya devam etmesi
ile depolarizasyon siireci uzar ve noron ateslenerek aksiyon potansiyeli meydana gelir
(27,36). Zar potansiyeli +40 mV oldugunda, Na* kanallar1 inaktif hale geger ve bu
sayede Na* kanallariin voltaj degisimine karsi tekrardan agilmasi engellenir. Bu
sirada voltaj kapili K* kanallar1 agilir, hiicre i¢inde konsantrasyonu daha yiiksek olan
K™ iyonu hiicre disina gonderilir ve hiicre dinlenim potansiyeline geri doner. Aksiyon

potansiyelinin agag1 inislerinde agilan voltaja baghh K* kanallari, art potansiyelinin
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olusumuna sebep olarak hiicreyi dinlenim durumundan daha negatif bir hale ¢eker.

Noronda gerceklesen aksiyon potansiyeli cok hizli olup, yaklagik 1 ms uzunluktadir
(27,36,37).
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Sekil 4.2.2 Noronda aksiyon potansiyeli (37).

4.3. Kardiyovaskiiler Sistem

Kalp ve damar sistemi viicuda gerekli olan Oz ve besini kan araciligiyla tiim
viicuda iletirken, metabolizma sonucu olusan artik iirtinleri de hiicrelerden
uzaklastirmakla sorumludur. Pompa gorevi goren kalp, atriyum ve ventrikiil olmak
tizere iki farkli kalp kasindan olugmaktadir. Kas ve damar agindan olusan kalpten
cikan, aort ile besin ve oksijence zengin kan (sistemik dolagim) viicuda iletilir.
Pulmoner dolagimda ise, CO> ve besin atiklarini tasiyan kan vena kava yolu ile kalbe
geri doner ve pulmoner arter ile sag ventrikiilden c¢ikarak akcigere gonderilir.
Akcigerde, CO2 ve O2 degisimi gergeklestirilir ve oksijence zengin kan pulmoner
venler ile sol atriyuma iletilir (26). Kalbin elektriksel aktivitesi sonucu, atriyum ve
ventrikiiller kasilip gevseyerek sistemik ve pulmoner dolasim gerceklesmektedir. Kalp
kaslarinin kasilip gevsemesi kalbe dallanan sinir sistemi, ileti sistemi (conduction
system) ve kardiyomiyositler tarafindan kontrol edilmektedir (1). Atim iiretici
(pacemaker) olarak adlandirilan sinoatriyal diigiim, atriaventrikiiler diigiim, His

demeti ve purkinje fiberleri kalbin elektriksel ileti sistemini olusturmaktadir. Kalp
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kasilmasi sinoatriyal diigiimde olusan sinyal ile baslamakta ve diger ileti sisteminde
bulunan &zellesmis kardiyomiyositler vasitasiyla biitiin kalbe dagiimaktadir. Ileti ag
sayesinde sinoatriyal diigiimde olusan kasilma komutu, Kkalpteki biitiin
kardiyomiyositlere ulasarak es zamanli kalp kasilma ve gevsemesini saglamaktadir.
fleti sistemine ek olarak, kalbe dallanan otonom sinir uglar1 da Kalp atis, ileti hizi, kalp
kas1 kasilmasi ve rahatlamasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (1). Otonom sinir
sistemi, kalp ileti sisteminin kasilmay1 baslatmasini takiben, kasilip gevsemenin hizini
ve giiclinii kontrol eder. Otonom sinir sistemi elemani olan parasempatik ve sempatik
sinirler sirasiyla kalp atiginin yavaglamasindan veya hizlanmasindan sorumludur (2,3).
Diger taraftan, duyusal sinir sistemi kalpte olusan agri, basing ve mekanik degisimler
gibi verileri algilamak ve beyne ileterek motor komutun olusturulmasinda rol

almaktadir (2,6).
4.3.1. Kalbin Elektrofizyolojik Ozellikleri

Kardiyomiyositler -85 mV dinlenme potansiyeline ve aksiyon potansiyel
olusturma 6zelligine sahiptirler. Kardiyomiyosit zar potansiyelinin esik degerini asip
aksiyon potansiyeli iiretebilmesi igin ileti sistemi tarafindan uyarilmalidir (38).
Elektriksel uyar1 kalp kasina ulastiginda, hiicre zarinda bulunan voltaja duyarli
sodyum (Na*) kanallar1 (Nav) agilarak depolarizasyon gergeklesir. Hiicre igerisine Na*
girisi hiicre potansiyelinin hizli bir sekilde aksiyon potansiyel olusumuna neden
olmaktadir (Faz 0, Sekil 4.3.1). Esik degerinin agilmasi ile gegici potasyum (K*)
kanalar1 agilir, K* iyonlar1 hiicre digina ¢ikar ve hiicre zar1 potansiyeli -15 mV’a ulagir
(Faz 1). Hiicre zar1 depolarizasyonu L-tip Ca*? kanallarinin agilmasina ve hiicre igi
Ca*? girisini saglar. Bunu takiben, hizli aktiflenen K* kanallari da agilarak K*
iyonlarmin hiicre disina tasmnmasini saglar. Ca*? ve K* iyonlarinin zit yénde hareketleri
Faz 2 olarak da adlandirilan platoyu olusturmaktadir. Hiicre igerisine alman Ca*
sarkoplazmik retikulumda bulunan Ca* kanallarinin agilmasini ve Ca*? iyonlarinin
hiicre sitoplazmasina gegmesini saglar. Faz 3’te yavas aktiflenen K™ kanallar1 agilir ve
hiicre igerisine K* iyonu gegerek hiicre zar1 repolarize olur. Na*™-K* pompasi ve Na*-
Ca*? degistirici kanal, hiicre ici-dis1 arasindaki degisen iyon gradyani diizenler ve
kardiyomiyosit dinlenim fazina geri doner (Faz 4). Dinlenme fazi ve aksiyon

potansiyel bitimi arasindaki siireye aksiyon potansiyel siiresi denilmektedir (38).
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Sekil 4.3.1 Kardiyomiyositlerde gergeklesen aksiyon potansiyeli.

4.4. Kalp ve Sinir Sistemi Iliskisi

Kalp atis1 sinir sistemi, ileti sistemi ve kardiyomiyositler tarafindan kontrol
edilmektedir. Ileti sistemine ek olarak, yapilan ¢alismalar gostermistir ki kalbe
dallanan sinir lifleri, kalbi bir ag seklinde sarmakta ve bu sistem, kalp atisi, ileti hizi,
kalp kast kasilmasi ve rahatlamasinda O6nemli bir rol oynamaktadir. Otonom ve
duyusal sinir sisteminin yaninda, birbiriyle etkilesim halinde bulunan kardiyak
intrinsik gangliyon ve kardiyak ekstrinsik gangliyonlar da kalbin fonskiyonun

diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
4.4.1. Kalp ve Otonom Sinir Sistemi

Sinir sistemi merkezi sinir sistemi ve ¢evresel (periferik) sinir sistemi olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Kalp gibi i¢ organlar ve ekstremitelere dallanan periferik
sinirler viicuttaki fizyolojik dengenin saglanmasindan sorumludur (27). Periferik sinir
sisteminin elemanlar1 olan sempatik ve parasempatik néronlar beyinden aldiklari
motor komutu kalbe iletmektedir (Sekil 4.4.1 A). Merkezi sinir sisteminden kalbe
motor komutlari tagidiklari igin getirici (eferent) sinirler olarak adlandirilan sempatik

ve parasempatik noronlar kalbin kasilip gevseme hizin1 atim ve giiclinii dretici
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(pacemaker) olarak adlandirilan sinoatriyal diigtime dallanarak diizenlemektedir
(2,6,39).

“*--I-On:urilik |<-—| AKG —]

. Aort
Pulmoner

arter/ | Venacava

Sekil 4.4.1 Sinir sisteminin kalbe dallanmasinin sematik gosterimi. A) Kardiyak
sempatik noronlar toraks, superior servikal ve stellate olmak iizere ii¢ farkli
gangliyondan olugmaktadir. Parasempatik noronlar omurilik soganindan ¢ikarak
vagus siniri ile kalbe ulagsmaktadir (40). (B) Duyu noronlar kalpten ¢ikarak intrinsik
kardiyak gangliyon (ICNS), stellate gangliyon ile DRG, NG iizerinden beyne ulasir

(5).

Kardiyak otonom sistemi birbirleriyle etkilesim halinde bulunan intrinsik
kardiyak gangliyon, ekstrakardiyak intratorasik gangliyon, omurilik, beyin sap1 ve
beyin merkezlerinden olugsmaktadir (5). Kalbin kasilip gevsemesi {izerinde 6nemli bir
rol oynayan otonom sinir iletiminde meydana gelebilecek bozukluklar
kardiyovaskiiler hastaliklara ve hatta ani 6liimlere sebep olabilmektedir. Bu nedenle,
sinir sisteminin uyarilmasi ile kalp hastaliklarinin tedavisine yonelik literatiirde

preklinik ¢alismalar mevcuttur ve 4.4.3 basliginda detaylandirilmistir (41,42).
4.4.2. Kalp ve Duyu Sinir Sistemi

Periferik sisteminin 6nemli bir elemani olan duyu noronlarinin geri bildirim ile
akciger ve bagirsak gibi organlara giden motor komutun diizenlenmesinde rol oynadigi
cesitli calismalarda ortaya konmustur (10,22). Duyu néronlari, kalpteki basing, agri
veya gerilme gibi duyusal veriyi AKG ve NG basta olmak {izere beyin ve doku igi

entegrasyon merkezleri olan intrakardiyak ve stellate gangliyonlara iletmektedir
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(12,14) (Sekil 4.4.1 B). NG’nun kalbe ait kimyasal veriyi, AKG’nun ise kalp kasina
ve koroner damarlara ait kimyasal ve mekanik duyusal veriyi merkezi sinir sistemine
tasidigina yonelik literatiirde c¢alismalar mevcuttur (11,16). Kardiyomiyositler
tarafindan salgilanan NGF ve GNDF’nin sinir dallanmasini yonlendirdigi ve onarici
etkisi oldugu incelenmis, duyu néronlarindan salgilanan SP ve CGRP gibi faktorlerin

kardiyomiyositlerin gelisim ve onariminda etkileri arastirilmistir (43).

Kalpte agriy1 algilayan duyu noronlarmin alt tiplerini incelemek amaciyla
caligmalarda, Benson ve ark. fare kalbine 6zgii duyu néronlarini retrograd Dil boyasi
ile isaretledikten sonra izole etmis ve bu ndronlarin MI sonrasi salinan ATP, kapsaisin,
serotonin, adenosine ile pH degisimine verdikleri cevap yama kiskact metodu ile
incelenmistir (16). Yapilan diger bir ¢alismada ise farede olusturulan MI sonras1t AKG
ve NG duyu noronlarinda ATP’ye duyarli P2X3 veya P2X2/3 reseptorlerinin protein
diizeyinde arttig1 tespit edilmistir (44,45). Zahner ve ark. ise deride sicakliga bagli
agriy1 algilayan ve kapsaisine duyarli transient reseptor potansiyel vanilloid 1
(TRPV1) reseptoriine sahip duyu noronlarinin kardiyak sempatik néronlar tizerindeki
etkisini incelemislerdir. Bu ¢alisma ile TRPV1-duyu ndronlarinin iskemi sonrasi agri
verisini 1lgili merkezlere tasidigi ve sempatik noronlarin fonksiyonunu diizenlendigi

raporlanmistir (46).

Yapilan diger bir ¢calismada ise, sempatik noronlar uyarilmis pluripotent kok
(UPK) hiicrelerinden farklilagtirilmis ve yenidogan fare kalp kas1 hiicreleri ile birlikte
kiiltiire edilmistir (47). Bu iki hiicre tipi arasindaki baglanti, optogenetik yontemlerle
incelenmistir. Mavi 1s1k ile agilan kanal rodopsin (ChR2) ile Na* ve Ca*2 iyonlarinin
hiicre i¢ine alinmasi sonucu, sempatik noronlar uyarilmig, bdylelikle
kardiyomiyositlerin atimlarinda hizlanma goézlenmistir (47). Hiicreler arasi
fonksiyonel baglantilarin incelendigi bu tip calismalarin yani sira, elektron
mikroskobu goriintiileri ile bu baglantilarda rol oynadig1 tahmin edilen ve ndronlardan
salinan sinaptik vezikiiller tespit edilmistir (48). UPK hiicre temelli kardiyomiyositler
ve periferik sinir hiicreleri ile yapilan baska bir ¢alismada ise hiicreler arasinda fiziksel
bir baglantinin kuruldugu ispatlanmistir (49). Bu baglanti, morfolojik sinaptik protein
isaretleyici olan sinapsin-1 immiin boyamasi ile gosterilmistir, ancak hiicreler arasi

baglantinin fonksiyonel yoni gosterilememistir (49).
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Sinir sisteminin kalp tizerindeki rejeneratif etkilerini ve fonksiyonunu incelemek
icin Mahmoud ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, parasempatik fiberleri
igeren vagus siniri anatomik bir sekilde kesilerek hasara ugramis fare kalbindeki etkisi
incelenmistir (50). Rejeneratif kapasiteye sahip kalp kas1 hiicrelerinin bu 6zelligini,
vagus sinir kesisi sonrasi kaybettigi ve NGF ile tekrardan kazandigi tespit edilmistir
(50). Yapilan c¢aligmalar genel olarak, duyu sinir goévdelerinin bulundugu sinir
diigtimlerinin histolojik olarak incelemesi ile sinirli kalmistir. Kalpten gelen visseral
duyu bilgisinin (agri, basing, gerilme vb.) molekiiler ve hiicresel seviyede nasil
iletildigi, ne tip duyu sinirlerinin bu iletimde kullanildigi, diger duyu sinirlerinden farki
ve bu iletimin kalp fonksiyonu ve hastaliklari tizerindeki etkisi halen bilinmemektedir.
Ayrica, insanda kalbe-6zgii duyu sinirleri ile kalp kasi hiicreleri arasindaki iletisimin

molekiiler mekanizmasi da biiyiik oranda bilinmemektedir.
4.4.3. Kalp-Duyu Sinir Sistemi Etkilesiminin Klinik Onemi

Duyu noronlarinin kalbe ait ¢esitli duyusal verileri sadece beyne iletmekle
gorevli olmayip, kalp fonksiyonunu otonom sinir sistemine geri bildirim vermek
suretiyle diizenledigi diisliniilmektedir. Bu durum normal fizyolojik diizenlemenin
yaninda, patolojik olgularda, doku hasar1 ve onarim stireclerinde etkili olduguna dair
literatiirde kanitlar mevcuttur (51). Bu nedenle, kalpten aldigi duyusal veriyi tagiyan
noronlarin karakterizasyonu, alt tiplerinin belirlenmesi, normal ve hasar sonrasi
fonksiyonlarmin ortaya konulmasi kalp hastaliklarina yonelik yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Ilging bir calismada Wang ve arkadaslar1 kalpten duyusal veriyi ilgili merkezlere
ileten ve sempatik noron aktivitesini diizenledigi tespit edilen TRPV1-duyu
noronlarinin kalp hasari sirasindaki etkisini incelemistir. Sicanlarda olusturduklart MI
sonrast kalbin dis yiizeyine uyguladiklart resiniferatoxin (RTX) ile TRPV1-duyu
noronlarin aktivitesini durdurarak, sempatik tonun azaldigini, hasarli bolgede ve kalp
fonksiyonunda iyilesme oldugunu gostermislerdir (52). Ayni1 grup 2017’de yaptiklari
calismada kalbe 6zgli duyu ndronlarin normal durumda sempatik ndronlarinin akut
aktivasyonundan hastalik durumunda ise kronik aktivasyonundan sorumlu oldugunu

raporlamiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada, MI sonrasi artan sempatik aktivasyon ile kalp
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atim hizinin ve vazokonstriikksiyonun normale gore arttigini, kalbe uyguladiklar1 genel
duyu noéronlarin iletimini durdurucu lidocaine ile sempatik aktivasyonun azaldigini,

artan kardiyak bulgularinin normale yaklastigini raporlanmistir (53).

Miyokard infarktiisii (MI), kalp kasi olan miyokardin iskemik nekrozuyla
olusmaktadir (54). MI ile iligkili olusan agri gogiiste baski, basing, agirlik hissi,
sikigma veya yanma sekilde tanimlamaktadir. Kalbe dallanan duyusal sinir sisteminin
iskemi ve reperfiizyon gibi kardiyak olaylarin algilanmasinda rol oynadigi bilinirken
son zamanlarda kardiyak doku homeostazi ve onariminda da gorev aldigi
distintilmustiir (44,51,53). MI sonrasi kalpten salinan adenosine, bradykinin, adenozin
trifosfat (ATP), kapsaisin, serotonin ve reaktif oksijen radikaller kalbe 6zgii duyu
noronlarinin aktivitesini degistirmektedir. Fazla uyarilan aktif duyu néronlarinin
merkezi sinir sistemine gonderdikleri bilgi sonucu kalbe dallanan sempatik ve
parasempatik noron uglarinda morfolojik ve fonksiyonel degisiklere sebep olmaktadir
(55). Hasar sonrasi veya yash fare kalbi kullanilarak yapilan diger ¢alismalarda, in
vivo olarak kalp ve duyu sinir sisteminin birbiri tizerindeki rejeneratif etkisi (50) veya
kalbe 6zgii duyu néronlar1 doku boyutunda incelenmistir (14). MI sonrasi aktivitesi
degisen duyu noronlari ile kalpte parasempatik ndronlarin sustugu sempatik noronlarin
ise aktivitesinin (sympathoexcitatory refleks) ve innervasyonlarmin arttigi, bunun
ventrikiiler aritmiye neden olabilecegi tespit edilmistir (55). Bu bulgular sonucunda,
duyu noronlarinin sadece duyusal veriyi iletmekle gorevli olmadigi, normal ve
patolojik durumda kalbin isleyisi ile ilgili otonom sinir sistemine geri bildirim vermek
suretiyle kalp fonksiyonunu diizenledigi diistiniilmektedir. Ancak, normal veya hasar
sonras1 kalpten salinan kimyasal uyariy1 ileten duyu ndronlarmin ve fiberlerin
kardiyomiyositler ile hiicresel iliskisi ve molekiiler o6zellikleri net olarak
bilinmemektedir (11).

Kalp yetmezligi teshisi konmus hastalarda sinir sistemi uyarilarak tedavi amagl
preklinik ¢alismalar bulunmaktadir. Tse ve arkadaglari ileri derecede kalp yetmezligi
teshisi konmus hastalarda, T1-T3 hizasindaki omuriligi elektriksel olarak 24 saatte bir
uyararak hastalarda sol kulakg¢ik fonksiyonun gelistigini, ventrikiiler aritmi riskinin
azaldigini ve hastalarin agrilarinin azaldigini raporlamislardir (42). Yapilan ¢aligmalar

ile kalbe 6zgii duyu noronlarinin normal ve patolojik durumlarda otonom sinir
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sistemini iizerinden kalp fonksiyonunu ve anatomisini diizenledigi ortaya

konulmustur.

4.5. Ca* Goriintilleme, Optogenetik ve Uygulama Alanlari

Optogenetik, 1518a duyarli iyon kanallarin1 kodlayan genlerin viriis yolu ile
hedeflenen hiicrelere transfer edilip ilgili proteinlerin aktivitesinin 1g1kla
diizenlenmesine dayanmaktadir (56). Optogenetik tekniginde hedeflenen hiicre
genetik yontemlerle isaretlenebildigi icin, elektriksel veya kimsayal uyarimin aksine
optogenetik uyarim istenilen hiicre incelenebilmektedir. Ayrica, 1518a duyarli hiicre
zart proteinleri 1sik ile uyarilarak hedeflenen hiicrenin elektrofizyolojik aktivitesi
zamana bagl kontrol altina alinabilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1, 2010°da yilin
metodu secilen optogenetik, hiicreleri uyararak veya baskilayarak c¢alisma

mekanizmasini ve fonksiyonel 6zelliklerinin arastirilabilmesine olanak saglamaktadir

(57).

45.1. Genetik Olarak Degistirilmis Yavas Ca*? Proteini 6 (Genetically
Calcium modified protein 6 slow, gCaMP6s)

Miyokardiyum hiicrelerinin kasilip gevsemesi hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon
degisimi ile gergeklesmektedir. Hiicre disinda konsantrasyonu yiiksek olan Na* iyonun
hiicre igerisine almmas1 hiicre potansiyelinin degismesine, voltaja duyarli Ca*
kanallarinin agilmasima ve hiicre icerisine Ca*? girisine neden olmaktadir. Hiicre igi
Ca*? artis1, sarkoplazmik retikulumdaki Ca*? rezervlerinin bosalmasma ve kasin
kasilmasina sebep olmaktadir (58). Benzer sekilde elektriksel olarak aktif olan
noronlarda aksiyon potansiyelin {iretimi sirasinda hiicre i¢i Ca*? miktar1 artmaktadur.
Bu nedenle, Ca* goriintiileme kardiyomiyosit ve sinir hiicrelerinin elektrofizyolojik
incelenmesinde bagvurulan 6nemli bir tekniktir. Rhod-2, Fura-2 veya Fluo-4 gibi Ca*
degisimine duyarl1 floresan Ozellikte sentetik boyalar ticari olarak temin
edilebilmektedir. Floresan &zellikli bu ve benzeri Ca*? isaretleyiciler, hiicre ici Ca*?
iyonunun artmasi durumunda sahip olduklar1 floresan siddetini arttirarak Ca*2
degisimlerinin tespit edilmesini saglamaktadir (59). Kullanilan sentetik boyalar hiicre
ici Ca*? degisimini gostermekle beraber, boyanin uzun siire hiicre igerisinde
kalmamasi, sinyal giiriiltiisiinlin yliksek olmasi1 ve zamansal ¢oziiniirliigliniin diisiik
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olmas gibi dezavantajlar bulunmaktadir. Sentetik Ca*? boyalara alternatif olarak, 2001
yilinda gelistirilen genetik olarak modifiye edilmis Ca*? proteini (Genetically modified
Ca?" protein, GCaMP) sahip oldugu baslatict (promoter) bolgesi ile hedeflenen
hiicrede tiretilebilmesi, sentetik boyalara gore zamansal ¢Oziiniirligiiniin yiiksek
olmasi ve uzun siire hiicre ici Ca*? degisikligine olanak saglamasi gibi avantajlari
bulunmaktadir (60). Nakai ve arkadaglari tarafindan gelistirilen GCaMP kas
hiicrelerinde iiretilerek bu hiicrelerin spontan, kimyasal veya elektriksel uyar1 sonucu
olusan Ca'? degisimini gercek zamanli olarak GCaMP ile tespit edilebilmistir (60).
GCaMP tasidigi yesil floresan proteini (CPEGFP) ile floresan 6zelligi gostermekte ve
boylece Ca*? degisiminin takibine olanak saglamaktadir. GCaMP isaretleyicide
bulunan kalmodulin ve miyozin hafif zincir kinaza (M13), hiicre igine giren Ca*? veya
sarkoplasmik retikulumdaki depolarin bosalmasi ile serbest hale gegen Ca*? iyonu
baglanir ve yesil floresan 1s1masi gergeklesir (Sekil 4.5.1). Yillar igerisinde gelistirilen,
hassasiyeti arttirilan GCaMP Ca*? isaretleyicisinin GCaMP3, GCaMPé6s (s:slow,
yavag) ve GCaMP6f (f: fast, hizli) gibi tiirevleri de bulunmaktadir (61). GCaMP6s,
onceki GCaMP tiirevlerine gore Ca*? degisimlerine daha hassas oldugu ve
GCaMP6f’ye kiyasla daha siddetli floresan degisimi gosterdigi raporlanmistir (62). Bu
nedenle, bu tez ¢alismas1 kapsaminda kalbe 6zgili duyu noronlari ve kardiyomiyositler
arasindaki Ca*? iyonuna bagh iliskiyi incelemek amaciyla GCaMPé6s Ca*?

isaretleyicisi olarak kullanildi.

Sekil 4.5.1 GCaMP Ca*? isaretleyicilerinin yapisi. GCaMP tasidig1 yesil floresan
proteini (cpEGFP) ile floresan &zelligi gostermektedir. Ortamda Ca*? olmadiginda
floresan siddeti diisiik olan GCaMP2, artan hiicre ici Ca*? iyonunun kalmodulin ve
M13’e baglanir ve floresan siddetini artirmaktadir (63).
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4.5.2. Sinir ve Kardiyovaskiiler Sistemlerindeki GCaMP6s Uygulama

Alanlan

Hiicreler tarafindan iiretilen GCaMP ve tiirevleri sentetik Ca*? isaretleyicilerine
kiyasla in vivo ve in vitro ¢alismalarda uzun siireli Ca*? goriintiilemeye olanak
saglamaktadir. Dana ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada Thyl baslaticisina
sahip GCaMP6 veya GCaMP6f ifade eden transgenik fareler iiretilerek in vivo Ca'*?
degisimi takip edilebilmistir. Fare beyninde gérmeden sorumlu boélgeden alinan
floresan goriintiilemeler ile Thy1-GCaMP6 iireten hiicrelerde Ca*™®’a bagli floresan
degisimini gostermislerdir (64). Sinir hiicrelerinde yapilan diger bir ¢alismada ise
GCaMP iireten AKG hiicreleri kullanilarak her bir duyu néronun farkli uyaranlara
cevap olusturdugu tespit edilmistir (65). Mekanik veya 1s1 uyarilarina karst GCaMP
iireten AKG noronlarmin Ca*? degisimi incelenmis ve uyaranlara karsi olusturduklari
cevaplara gore hiicreler smiflandirilabilmistir (65). Tallini ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada ise GCaMP2 kullanilarak embriyonik ve erigskin fare kalbinin
olusumu incelenmistir (66). GCaMP2 iireten kardiyomiyosit hiicreleri karincik ve

kulak¢ik dokularinin gelisimini canli goriintiilemeye olanak saglamistir
4.5.3. Kanalrhodopsin-2 (ChR2)

Hiicrelerin elektriksel aktivitesinin kontrol edilmesine olanak saglayan ChR2
kodlayan gen alglerden elde edilmistir (56). ChR2 proteinin Isik uyarimi ile hiicrelerin
elektriksel aktivitesini kontrol edilebilmekte ve hedeflenen hiicrenin fonksiyonel
ozellikleri incelenebilmektedir. Elektriksel uyarimin aksine, kanalrodopsin genetik
olarak hedeflenen hiicrelerin isaretlenebilmesi, zamansal olarak kontrol edilebilmesi
ve fiber optik ile minimal invaziv miidahaleye olanak saglamaktadir (67).
Chlamydomonas reinhardtii adli alglerden edilen kanalrodopsin, ChR1 ve ChR2
olmak {izere iki alt tipi bulunmaktadir. ChR1 1s18a duyarli proton kanali iken, ChR2
151k ile uyarildiginda agilarak hiicre i¢ine Katyon ge¢isini saglamaktadir. ChR2 sahip
oldugu all-trans retinal sayesinde, mavi 151k ile uyarildiginda konformasyonel degisim
gecirir ve kanal agilarak iyon gegisisini saglar (Sekil 4.5.2). Literatiirde ilk olarak,
Boyden ve arkadaslar tarafindan klonlanan ChR2, hipokampus hiicrelerinde in vitro

tiretilmis ve mavi 11k ile uyarilan bu hiicrelerin elektriksel kontrolii saglanmistir (56).
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Isik ile uyarim sonrasi agilan ChR2 ile hiicre igerisine Na® iyonu girerek hiicreyi
depolarize ettigi ve hiicrenin elektriksel kontroliine olanak sagladig: tespit edilmistir.
Diger taraftan, halorodopsin de aktif olan noronlarin susturulmasinda kullanilan diger
bir optogenetik aracgtir. ChR2’nin aksine, halorodopsin sar1 151k uyarimi sonucu
acilarak, hiicre igine kloriir (CI”? gegisine ve hiicrenin repolarizasyonuna neden

olmaktadir (68).
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Sekil 4.5.2 ChR2 kanal proteinin yapisi. Kirmizi floresan proteini ile birlikte tiretilen
ChR2 mavi 1sik uyarimi ile konformasyonel degisime ugrar ve agilarak hiicre igerisine
Na* ge¢isini saglamaktadir (69).

4.5.4. Sinir Sistemi ve Kardiyovaskiiler Sisteminde Optogenetik

Uygulamalar

Elektriksel uyari ile biiyiik bir hiicre grubu ayni anda uyarilirken, optogenetik
yontem belirli kardiyomiyosit ve ndronlariin hedeflenmesini ve tek hiicre seviyesinde
elektriksel degisimin gergeklesmesini miimkiin kilmistir. Literatiirde, in vivo ve ex
vivo olarak kardiyomiyositlere viriis yolu ile ChR2 iiretimi saglandiktan sonra, belirli
frekanslarda mavi 151k ile uyarilan hiicrelerin cevap olarak ayni ritimde attig1
raporlanmistir (70). Optogenetik araglar insan embriyonik kok hiicre kokenli sempatik
noron ile yenidogan fareye ait kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki elektriksel iletisimi
in vitro diizeyde incelemeye olanak saglamistir (47,71). Bu ¢alismalarda, ChR2 iireten
sempatik noronlar 1g1k ile uyarildiginda, ndrotransmitter salgiladigi ve baglanti
kurdugu kardiyomiyositlerin kasilip gevseme hizin1 degistirdigi tespit edilmistir.
Calismanin sonucunda, embriyonik hiicre kokenli sempatik noronun kardiyomiyosit
ile fiziksel ve fonksiyonel baglanti kurdugu, bu baglantinin optogenetik ile kontrol

edilebildigi tespit edilmistir. Ayrica, sinir hiicrelerinin kardiyomiyosit ile kurdugu
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fiziksel ve fonksiyonel baglanti sayesinde asetilkolin reseptorii, K*, Na* gibi kanal
proteinlerinin iiretiminin arttirdig1 ve olgunlastig: tespit edilmistir (47). Steinbeck ve
arkadaglar tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, UPKH’dan iiretilen motor sinir
hiicrelerinin elektriksel aktivitesinin in vitro ortamda optogenetik araglar ile kontrol
edilebildigi ve baglanti kurdugu iskelet kas hiicrelerinin uyarim sonucunda kasilip

gevsemesinde degisiklige sebep oldugu tespit edilmistir (71).

In vitro kas ve sinir hiicre Kkiiltiirlerinde iizerinde yapilan optogenetik
caligmalarin yaninda, ChR2 iireten transgenik fare soylari kullanilarak duyu sinir
hiicre alt tiplerinin belirli bir organa 6zgii oldugu ve bu hiicrelerin uyarilmasi sonucu
organda fonksiyonel degisimlerin oldugu tespit edilmistir (9,10,22,23). Bu
calismalardan birinde, Williams ve arkadaslar1t GPR35 veya Glp1r adli reseptorii ifade
eden NG hiicrelerinde ChR2 iireten transgenik hat olusturmusladir. GPR35-ChR2
tireten NG noronlarinin 151k ile uyarilmasi sonucunda bagirsakta kimyasal bir uyaran
sonrast verilen cevap, Glplr-ChR2 NG néronlarinin uyarilmasi sonucu ise bagirsakta
mekanik degisimin oldugu goézlemlenmistir (10). Benzer sekilde, bir purinerjik
reseptor olan P2ryl {iireten NG hiicrelerinin optogenetik yontemler kullanilarak
akcigere 6zgii oldugu raporlanmistir (22). P2ry1-Chr2 iireten NG hiicrelerinin in vivo
uyarilmasi sonucu farede solunumun durdugu, diger taraftan kalp, mide veya
bagirsakta herhangi bir fonksiyonel degisimin olmadigi tespit edilmistir (22). Yapilan
diger bir ¢calismada, G-protein kapili bir reseptor olan Mrgprs11 reseptorii ifade eden
ve ChR2 iireten NG hiicreleri mavi 1sik ile uyarilarak, brons hacminin degistigi
raporlanmistir (23). Akcigere 6zgii NG noronlarinin belirlendigi diger bir ¢aligmada
ise, Piezo2 geninin silindigi (knockout) transgenik hayvanlarda solunumun durdugu,
diger taraftan ise Piezo2-ChR2 NG néronlarinin uyarilmasi ile farelerde apnenin
ortaya ciktig1 tespit edilmistir. Yapilan bu caligma ile bir mekanoreseptdr olan
Piezo2’nin akcigerler gerginligi ile ilgili duyusal veriyi tasimakla sorumlu oldugu
sonucuna vartlmistir (9). Yukarida bahsedilen ¢alismalar gostermistir ki, optogenetik
araclar hedeflenen hiicrelerin fonksiyonel 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasina olanak

saglamaktadir.
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4,6. Global Gen Ekspresyonu Analizi ile Gen Kesfi

Yeni nesil dizileme teknolojisindeki gelismeler, doku ya da hiicre kokenli
orneklere ait genom ve tiim ifade edilen genler ve izoformlarinin yiiksek ¢oziiniirliikte
ve diisiik maliyette transkriptom profillerinin ortaya ¢ikarilmasina imkan saglamistir
(72). Bu sayede, orneklere ait biitiin genom ve ortaya ¢ikarilabilmektedir. Giliniimiizde
bu teknoloji hem temel biyolojik sorular1 cevaplamay1 hedefleyen ¢alismalarda hem
de cesitli hastaliklara iliskin molekiiler belirtecler tanimlamaya yonelik aragtirmalarda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yeni nesil dizileme yonteminde, genel olarak
hedef DNA ya da RNA molekiillerinin ¢ok sayida kiigiik parcaya ayrilmasi, PCR ile
cogaltilmas1 ve bu kiigiik pargalarin uglarinin belirli uzunlukta niikleotidler halinde
dizilenmesi seklinde gerceklestirilmektedir (Shotgun sequencing). Biitiin genom
dizilemesi ¢alismalarinda, kiiglik DNA parcalarina ait sekans dizileri u¢ uca bir araya
getirilip birlestirilerek (assemble) daha biiyiilk DNA parcalar1 olusturulur. Daha sonra
bu DNA parcalar1 bir araya getirilerek baslangictaki orijinal DNA dizisi insa edilir.
Boylece ayn1 anda ve aynmi diizlemde milyonlarca dizileme reaksiyonu stratejisi
kullanilarak biitiin genom dizileme gergeklestirilir. Benzer strateji biitiinsel (whole)-
global RNA-dizileme (RNA-Seq) isleminde de kullanilmaktadir. Fakat hedeflenen
RNA molekiilii daha kararsiz bir yapiya sahip oldugu i¢in baslangic asamasinda
cDNA'’ya ¢evrilmekte ve takip eden islem PCR ile ¢ogaltilan kiigiik cDNA parcalari
tizerinden gercgeklestirilmektedir. Kiigiik cDNA pargalarinin tek ya da her iki ucuna
adaptor niikleotid dizileri eklenip, bu dizilere hizalanan primerler kullanilarak okuma
islemi yiriitiiliir. Dizileme sonucu {iretilen milyonlarca okumanin hangi genlere ait
oldugunun saptanmasi i¢in her bir okuma cesitli hizalama programlar1 kullanilarak
ilgili organizmanin referans genomuna ya da transkriptomuna hizalanir. Bu islem
sonucu her bir gene tekabiil eden okuma sayisi iizerinden ilgili genlerin anlatim

degerleri belirlenir (73).

Gen anlatim degerleri elde edildikten sonra, farkli istatistiksel modeller ve
programlar kullanilarak (6rnek: DESeq2) diferansiyel anlatim analizi gergeklestirilir
(74). Daha sonra ifadesi istatistiksel olarak anlamli bulunan genlerin fonksiyonlarini
arastirmak icin mevcut bilimsel literatiir bilgisi kullanilarak olusturulmus ve genlerin

iliskili olduklar1 biyolojik islem ve yolaklarin bilgisini igeren Gen Ontoloji (75),
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KEGG, Reactome (76) vb. veri tabanlarindaki gen setleri lizerinden zenginlestirme
analizleri (enrichment) gerceklestirilir. Bu analizleri ger¢eklestirmek i¢in web tabanli
DAVID, GORILLA programlari ve R Bioconductor ortaminda ¢alisan GOSEQ (75)
ve ClusterProfiler (77) paketleri kullanilabilmektedir.

Transkriptom alaninda son yillarda ortaya ¢ikan gelismeler, sinir sisteminin
biitiinsel (whole) veya tek hiicre (single cell) boyutunda molekiiler diizeyde
incelenebilmesine olanak vermistir. S6z konusu RNA analiz ¢aligmalarinda, duyu
noronlarina 6zgii kanal protein, G protein-kapili reseptor ve transkripsiyon faktorleri
gibi genler incelenerek siniflandirilmasina baslanmistir. Bunun yaninda, duyu
noronlarinin gelisimsel siirecinde, hastalik durumu veya doku hasar sonrasinda iligkili
genlerin arastirllmasinda ilerleme kaydedilmistir. Lopes ve arkadaslari tarafindan
yapilan ¢alismada, saflagtirilan AKG ve trigeminal noronlarinda, Homeobox ailesine
ait 24 genin sadece AKG’de iiretildigi, 44 genin AKG’de yiiksek seviyelerde ifade
olurken 19 genin trigeminal gangliyada ifade oldugu RNA dizi analizi yontemi ile
tespit edilmistir (78). Bu ¢alisma ile literatiirde daha 6nce tanimlanmus olan trigeminal
ve AKG’ye 0zgii genlerin aslinda astrosit veya oligodentrosit gibi néron olmayan
hiicrelerden kaynaklandigi gosterilmistir. AKG duyu noronlarini siniflandirmak i¢in
yapilan diger bir ¢alismada ise Scnl0a, parvalbumin transgenik hayvan hatt1 ile
izolektin B4 (1B4) antikoru kullanilarak ti¢ farkli AKG popiilasyonu RNA diizeyinde
incelenmistir (79). Mikroarray analizi sonucu, duyu noronlari tim AKG dokusu ile
karsilastirildiginda Mpz, Mag, Pamp2 ve Mbp gibi miyelin ile iligkili genlerin
tiretimlerinin diistiigi, ScnlOa ifade eden noronlarda nosiseptif noéronlarla iligkili
Trpvl, Trpal, Scnl0a ve Scnlla gibi genlerin sentezlendigi, parvalbumin iireten
noronlarda ise Pvalb, Runx3, Etvl ve Ntrk3 gibi proprioseptif benzeri genlerin
ifadelerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Scnl0a ve parvalbumin iireten ndron
grubuna ait gen ontolojisi ve KEGG analizleri karsilastirildiginda, Ca*? ve K* iyon

kanallarinin tiretiminin farkli oldugu tespit edilmistir (79).

Dizileme teknolojisindeki son gelismeler, sinir hiicrelerine ait gen profillerinin
biitiinsel (whole)-global yaklasimin yaninda tek hiicre diizeyinde de RNA dizi analizi

yontemi ile incelenmesine olanak saglamistir. Hiicre govde boyutlar dlciilen ve tek
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hiicreden yapilan RNA dizi analizi analizi yapilan AKG duyu ndronlarinin;
neurofilament tireten, peptiderjik, peptiderjik olmayan ve tirozine hidroksilaz iireten
olmak tizere dort farkli popiilasyona ayrilmistir (19). Gruplar kendi aralarinda
karsilastirilarak, norofilanment smifinin bes, peptiderjik smifinin iki, peptiderjik
olmayan sinifin ise ¢ farkli alt gruba ayrildig tespit edilmistir. Olusan gruplarin her
birinin belirli proteinleri irettigi immiinboyamalar ile de gosterilmistir. Duyu sinir
hiicrelerinin siniflandirmasinin yaninda, RNA dizi analizi teknigi kullanilarak Nav1.8
isaretli AKG noronlar1  kullanilarak  nosiseptif noronlar gen diizeyinde
incelenebilmistir (80). Manyetik boncuklarla igaretlenen Nav1.8 AKG hiicreleri
manyetik ayrigtirma yontemi ile saflagtirilarak gen profilleri tiim AKG popiilasyonu
ile karsilastirilmistir. Yapilan analiz sonucunda, saflastirma yontemi ile ndron
olmayan hiicrelere ait gen ifadelerinin azaldigi ve elde edilen genlerin %23 niin
nosiseptif noronlara ait oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligma ile nosiseptif noronlarinda
bulunan KIf5, Med10, Myc ve Stat6 gibi transkripsiyon faktorlerinin agr ile iliskili

olabilecegi one siirlilmiistiir.

RNA dizi analizi ile duyu néronlari temel diizeyde siniflandirabilmis veya belli
bir duyu néron alt tipi gen diizeyinde incelenebilmistir (19,78-80). Ayrica, RNA dizi
analizi doku hasar1 veya hastalik sonrasi, sinir hiicrelerinde meydana gelen gen
diizeyinde degisiklikleri incelenmesine olanak saglamistir. Ornegin, siyatik sinir
hasar1 sonrast AKG duyu ndronlardaki meydana gelen molekiiler degisim RNA
dizilime yontemi ile analiz edilerek, literatiirde agr ile iliskili oldugu belirtilen tip-2
angiotensin Il reseptor, SP reseptoér ve C-C kemokin reseptor tip 5 gen ifadelerinin
arttig1 tespit edilmistir. Calca adli genin Kalsitonin (Calca2) ve CGRP (Calcal) olmak
tizere iki farkli alternatif formu bulunmaktadir. Yapilan analizlerde, saglikli gruba gore
siyatik hasar1 olusturulan grupta Calcal gen ifadesinin diisiik oldugu raporlanmistir
(81). Ayrica, yaralanma sonrast Wnt yolagimin onemli role sahip oldugu tespit
edilmisti. Bu ¢aligmalarin yaninda, belli bir bolgeye 0zgii duyu ndronlari da
saflagtirillarak RNA dizi analizi ile incelenmistir (82). Bunun i¢in, akson boyunca
geriye dogru tasinan (retrograd) ve floresan 6zellikteki Cholera Toxin-B peritoneal
bosluga verilerek bu bolgeye 6zgii AKG ve NG duyu noronlart isaretlenmis,

saflagtirllmis ve RNA dizi analizi sonucunda bu noronlarda duyu sinyalinin
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aktariminda rol oynayan bazi kanal ve ndrotransmitter genlerinin yiiksek oranda

ifadesi gozlenmistir.

4.7. Duyu Néronlarinda Agn ile iliskili Uretilen Reseptor ve iyon

Kanallan

Piirin olarak tanimlanan ATP ve adenozin hiicre i¢i enerji kaynagi olmasinin
yaninda, hiicre digina salindiginda noéronlar tarafindan nodrotransmitter olarak
algilanmasini saglar. Hiicre disi ATP veya ATP'nin indirgenmesi ile ortaya ¢ikan
adenozin merkezi ve periferik sistemde tek basina veya asetilkolin, SP ve Calca gibi
norotransmitterler ile birlikte salgilanmaktadir (27). Piirin reseptorleri ligand bagiml
metatropik P2Y ve iyonotropik P2X olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. ATP’ ye duyarli
olan P2X reseptorii P2X1-7 olmak {izere yedi alt tipi bulunmakta, P2X1-6 reseptorleri
duyu noronlarinda tiretilmektedir (83). P2X reseptorleri iki adet hiicre zar1 bolgesi ve
10 adet sistin igeren hiicre dis1 bir ilmege sahiptir. P2Y reseptorlerinin sekiz alt tipi
bulunmakla beraber, sahip oldugu ikincil haberci sistemi ile uyaranlara P2X

reseptoriine kiyasla daha yavas cevap olusturmaktadirlar (83).
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Sekil 4.7.1 P2X kanalinin hiicre zarindaki yerlesimi (83).

P2X reseptdriine ait alt siniflar homodimer veya diger reseptorler ile bir araya
gelerek heterodimer seklinde hiicre zarinda konumlab (83). AKG duyu noronlar
bliylik ¢ogunlukla P2Xr3 reseptoriinii liretirken, NG duyu noronlarinda P2X2

homodimeri ve P2Xr2/3 heterodimerini iiretilmektedir. P2X reseptorlerinin hiicre
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zarinda homodimer veya heterodimer halinde bulunmasi, hiicrenin elektriksel
aktivitesinde farkliliklara sebep olmaktadir. Ornegin, P2Xr2 uyaranlara yavas
duyarsizlasarak (desensitization) araliksiz (sustained) cevap olustururken, P2Xr3
reseptOrii uyaranlara karst hizli sekilde duyarsizlasarak gegici (transient) cevap
olusturmaktadir (83). Ayrica, farkli kimyasallara duyarli olan purinerjik reseptorlerden
a-b-meATP P2X2/3 reseptoriiniin, ATP ise P2Xr3 reseptoriiniin uyaranidir. P2X
reseptorlerinin ATP ile uyarilmasi sonucunda kanal agilarak hiicre i¢ine Ca*? gegisi
olmakta ve hiicrede aksiyon potansiyel olusmaktadir. Bagirsak, bobrek ve akciger gibi
organlardan salinan ATP'nin duyu néronlar tarafindan fizyolojik kosullarda duyusal
sinyali iletmesinin yaninda, agri, sicaklia ve mekanik degisime bagli agriy1 ilettigi
gosterilmistir (84). Ornegin, P2Xr2 reseptdriiniin hipoksik ortamda oksijen duyarlilig:
hayvan modelleri {izerinde gosterilmisir (85). Ayrica, transgenik hayvanlar ile yapilan
deneyler sonucunda P2Xr3 ve P2Xr2 resepdtiirlerinin bagirsaktaki mekanik degisime
duyarli oldugu raporlanmistir (86). Mekanik ve pH degisimleri disinda agriya duyarl
olan purinerjik reseptdrlerinin MI sonrasinda AKG ve NG noronlarinda P2Xr2 ve

P2Xr2 tiretiminin protein diizeyinde arttig1 raporlanmistir (44,45).

Nav1.8 kullanilarak magnetik ayristirma yolu ile saflagtiritlan AKG hiicrelerinde
yapilan RNA dizi analizi sonucu P2Xr2 reseptorii, Nav1.9 (Scnlla), Kcnp2i, Kenp4,
Mrgrpa3, Mrgrpx1, Mrgrpb4, TRPV1 ve TRPAI1 gibi iyon kanallarinin arttig1 tespit
edilmistir (80). Agriy1 algilayan néronlarda tespit edilen ve farkli alt tipleri bulunan
Masl iligkili G protein reseptorlerinin (Mrgrp), ayrica deride kasintiy1 da algilamak ve
iletmekle sorumlu oldugu raporlanmistir (87,88). MrgprX1°nin fonksiyonel ortologu
olan Mrgprl1’nin AKG ve jugular gangliyondaki ekspresyonlarinin farkli gérevler
istlendigi tespit edilmistir (23). Jugular gangliyonda bulunan Mrgprll reseptoriiniin
brons liimeninin daralmasina ve solunum yollarinin hassasiyetini arttirdig1 ve astimda
onemli bir rol oynadig: tespit edilmistir. Mrgprll geni silinen hayvanlarda ise bu

hassasiyetin azaldigi gosterilmistir (23).
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4.8.

Sinir hiicreler1 ve immin hiicreler canlidaki

Immiin Sistem ve Sinir Sistemi Tliskisi

hemostazin korunmasimda

gorevlidir. Sinir hiicreleri ve immiin hiicreler arasindaki etkilesimin agri gibi canlinin

yasami ic¢in Onemli bir uyarmnin diizenlenmesinde etkili oldugu tespit edilmistir

(89,90). Sinir hiicreleri ve immiin hiicreleri arasindaki etkilesim;

Noronlarda sitokinleri tantyan reseptdrlerin varligi,
Makrofajlarda asetilkolin ve adrenerjik reseptorlerin varligs,

Immiin hiicrelerin ndrotansmitter iiretebilmesi ile saglanmaktadur.

Agr1 duyu noronlart Navl.7, Navl.8 (Scnl0a), Nav1.9 (Scnlla) ve transient

reseptor potansiyel (TRP) iyon kanallara sahiptir. TRP iyon kanallarindan, TRPV1

sicaga bagli agrinin algilanmasindan, TRP melastatin 8 (TRPM8) soguya bagli agrinin

algilanmasindan sorumludur (90). Diger taraftan, TRP ankrin 1 (TRPA1) kimyasal ve

mekanik agri duyarliliginin diizenlenmesinde rol almaktadir (90). Nav kanallar1 ise

Sekil 4.7.2°de gosterildigi gibi néronun agri sonrast aksiyon potansiyelin olusumu

(depolirazasyon) ve diizenlenmesinde rol almaktadir (89). Patojen veya yaralanma

strasinda immiin hiicreleri NGF, 11-6, TNF gibi inflamatdr sitkonilerin, prostaglandins

(PGE2), serotonin, and histamin gibi kimyasallarin salgilanmasina neden olmaktadir

(Sekil 4.7.2).
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Sekil 4.8.1 Immiin ve periferik sinir sistemi arasindaki iliskiyi gosteren sema (89).
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Inflamatér diizenleyiciler, agriya duyarli duyu néronlarda bulunan reseptorlere
etki eder ve bu reseptorlerde meydana gelen molekiiler degisikler sonucu agriya
duyarlik artmaktadir (89,90). Inflamator uyaran olan sitokinler TRPV1 veya TRPA1
reseptorlerinin fosforilasyonuna veya Nav’da modifikasyonlara sebep olmaktadir.
Hiicredeki reseptorlerde meydana gelen degisimler, hiicrenin aksiyon potansiyel icin
gerekli olan esik degerinin diismesi gibi hiicrenin elektriksel Ozelliklerinde
degisimlere sebep olmaktadir. Bu degisimler sonucunda, agrili bir uyarana karsi
agrinin artmasi (hiperaljezi) veya agrisiz mekanik veya sicaklik uyaranina karst agri
cevabinin olusmasi (allodini) gibi normal olmayan durumlar ortaya ¢ikabilmektedir.
Patojen veya inflamatuar uyaran sonucu aktif olan néron VIP, SP, CGRP, somatotastin

veya galanin salgilayarak immiin cevabin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (89,90).

Inflamasyon sonrasi, duyu ndron ve immiin hiicreleri arasindaki iliskiyi
inceleyen bir g¢alismada, TRPVI1 reseptorleri susturulmas: ile Staphylococcus
aureus’un neden oldugu pnémani tedavisinin gerceklesebilecegini ileri siirtilmiistiir
(91). Yapilan calismada, akcigere dallanan vagal TRPVI1+ duyu ndéronlarinin,
patojenin akcigere ulagmasindan sonra aktif hale gelerek GCPR iirettigi tespit
edilmistir. Uretilen GCRP néropeptitin  nétrofil ve y8T hiicrelerinin immiin
cevaplarini bastirdig1 ve pnomani gelisimini destekledigi gosterilmistir. TRPV1’in
silinmesi (ablasyonu) sonrasinda ise sitokin iretiminin arttigit ve bakteriyel

enfeksiyonun akcigerden temizlendigi tespit edilmistir (91).

4.9. Geriye Dogru Tasmman (Retrograd) Boyalar ve Uygulama

Alanlarn

Geriye dogru tasinan (retrograd) boyalar verildigi anatomik bolgeden akson
boyunca geriye dogru ilerleyerek iligkili oldugu néron hiicrelerini isaretlemektedir.
Literatiirde, floresan 6zellikteki retrograd boyalar sindirim sistemi, trake ve ylizeysel
baldir (gastrocnemius) kasi gibi hedef bolgelere dallanan sinir hiicrelerinin takibinde
kullanilmigtir (92—94). Benzer yaklasimla, kalbe dallanan sinir hiicreleri de fast blue,

Dil and horseradish peroksidaz gibi retrograd boyalar ile isaretlenmis ve kismi olarak
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incelenmistir (12,14,95,96). Bu calismalardan biri, kopek kalbinin kardiyopulmoner
toplar damarina, kulak¢iga, karincigina veya kalbin apeks bolgesine horseradish
peroksidaz enjekte ederek, kalbe 6zgli duyu néronlarini isaretlemislerdir (96). Kalbin
farkli bolgelerine yapilan enjeksiyon sonucunda, AKG duyu néronlarinin kalbin farkli
bolgeleriyle heterojen bir dagilimla baglanti kurdugu tespit edilmistir (96). Baska bir
caligmada ise, kalbin farkli gemberlerine fast blue adli retrograd boya enjeksiyonu ile
kalbe 0zgii NG ve AKG duyu ndronlarinin topografik dagilimini incelemeyi
amaglamistir (12,14). Fast blue ile isaretlenmis duyu néronlar1 floresan mikroskobu
ile goriintiilendiginde, C6-C8 seviyesi ile T2-T8 seviyesindeki AKG ndronlari ile
NG’da heterojen dagilimdaki isaretli duyu ndronlarinin kalbe dallandigi ortaya
konulmustur (12,14). Topografik pozisyonun incelenmesine ek olarak, yaslanmanin
kalbe 6zgli duyu noronlari istiindeki etkisi de retrograd boyalar kullanilarak
incelenebilmistir (97). Literatiirde kalbe 6zgii duyu néronlarini incelemek i¢in yapilan
caligmalarda, hiicrelerin etkin bir sekilde isaretlenmemesi, kisitli histolojik
incelenmesi veya floresan goriintiilerinden yeterli bilgiye ulagilamamasi nedeniyle
kardiyak aferentlerin molekiiler ve elektriksel Ozellikleri ayrintili bir sekilde

incelenmemistir (12,14,97).

Lipofilik 6zelliginden dolay: hiicre zara entegre olan Dil [1,1'-Dioctadecyl-
3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate; DilC18(3)] noron takibinde
retrograd boya olarak kullanilmaktadir (16,95,98,99). Literatiirde, Dil kullanilarak
isaretlenen NG ve AKG'de bulunan kalbe 6zgii duyu noronlarimin ATP, kapsaisin,
serotonin, pH degisimi gibi agri ile iligkili kimyasallara verdikleri cevap incelenmistir
(16). Retrograd boyalar kullanilarak NG ve AKG'dan kalbe dallanan sinir hiicrelerinin
ayrica merkezi sinir sisteminde yaptiklar1 baglantilar da ayni1 teknik ile
incelenebilmistir. Corbett ve arkadaslar1 kalbin sinoatriyal diigiime verdikleri Dil
kristalleri ile medulla oblongatdaki kardiyak vagal ndronlarinin baglantisim
goriintiilemiglerdir (95). Dil gibi lipofilik o6zellikte olan Di-8-ANEPPQ (1-(3-
Trimethylammoniopropyl)-4-[-[2-(di-n-octylamino)-6naphthyl]vinyl]pyridinium
dibromide) da néron isaretleyicisi olarak kullanilmaktadir. Dil boyasina benzer olarak
retrograd noron isaretlemenin yaninda, Di-8-ANEPPQ hiicre zarindaki elektriksel
potansiyel farkina hassas olup, voltaj degisimine bagl floresan siddeti degismekte ve

bu nedenle hiicre zar1 potansiyelinin takibinde kullanilabilmektedir (98). Friedrich ve
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arkadaslari lipofilik retrograd boya olan Dil and Di-8-ANEPPQ’nun ndron isaretleme
kapasitesini degerlendirmek {izere nazal epitelyuma enjekte etmislerdir (99). Yapilan
goriintiilemeler sonucunda, Dil ve Di-8-ANEPPQ’nun benzer noéron gruplarini
isaretledigi ancak Dil boyasina gore Di-8-ANEPPQ isaretli noronlarin floresan
siddetinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (99).

Fluorogold literatiirde kullanilan diger bir retrograde boyadir (100). Deri ve yiiz
aferent noronlarii fluorogold and Dil ile isaretleme sonucunda her iki boyanin da
benzer verimlilikte oldugu tespit edilmistir (101,102). Ayrica, fluorogold kalbe
dallanan nodoz ve jugular gangliyon noéronlarini isaretlemek i¢in de kullanilmistir.
Fluorogold kalbe enjekte edildikten sonra jugular gangliyon incelenmis ve isaretli
hiicrelerin neredeyse yarisinin ndrotransmitter olarak CGPR {irettigi gosterilmigtir
(15). Di-8-ANEPPQ ve Dil boyalarina kiyasla, fluorogoldun immiin isaretleme ve
elektron mikroskobu incelemelerine daha uygun o&zelliklere sahip oldugu
raporlanmustir (100,103).

Sentetik boyalarin yaninda, son yillarda gelistirilen bir virlis teknolojisi olan
adeno-iliskili viriis (AAV) de enjekte edildigi bolgeden geriye dogru hareket ederek
ilgili noronlar1 isaretleyebilme kapasitesine sahiptir (104). Tervo ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen rAAV2-retro beynin ¢esitli bolgelerine ve kasa enjekte edilerek
virlisiin isaretleme kapasitesi arastirilmigtir (104). Kasa yapilan rAAV2-retro
enjeksiyonlarinin beyne yapilan uygulamaya kiyasla verimliligin az oldugu tespit

edilmistir.
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5. GEREC ve YONTEM

Bu tez ¢alismasi ile kalbe 6zgii duyu noéronlar literatiirde ilk olarak in vivo
isaretlendi ve saflastirildi, bu 6zel popililasyonun transkriptom profili arastirildi.
Ayrica, kalbe 6zgili duyu néronlarinin kardiyomiyosit hiicreleri ile olan sinyal aligverisi
Fluo-4 ve GCaMP6s Ca+2 isaretleyiciler kullanilarak in vitro diizeyde incelendi.
Hiicreler arast Ca+2 iyonuna bagli spontan aktivitenin yaninda, nodron ve
kardiyomiyositler kimyasal veya optogenetik ile uyarilarak floresan degisimleri takip

edildi. Tez ¢alismasi siiresince izlenen deney basamaklari Sekil 5.1.1°de gosterilmistir.

in vivo isaretleme In vivo isaretlem

immunboyama Optogenetik : .

ChR2

ca’ Goruntuleme Kokultur

7z \ Transkriptom

.

Sekil 5. 1 Calismanin Ana Basamaklari.

\
\& fluo-4 /GCaMP6s
Klmyasal Uygulama

NQ?,WJ@”

Carbenoxolone(cbx) Isoproterenol
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5.1. Kullanilan Malzemeler ve Vasatlar

Tablo 5.1.1 Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerleri

Sarf Malzeme Yiizdelik Marka Katalog
Numarasi
Kardiyomiyosit izolasyonu (Serum Iceren Besiyeri)
DMEM %62 Gibco 41966-029
M-199 %20 Gibco 31150-022
HEPES (1X) %1 Sigma HO0887
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Gibco 15140-122
Fetal Sgyine %10 Gibco 10270-106
Serum
At Serumu %5 Gibco 16050-130
Kardiyomiyosit izolasyonu (Serum Icermeyen Besiyer)
DMEM %72 Gibco 41966-029
M-199 %25 Gibco 31150-022
HEPES (1X) %1 Sigma HO0887
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Gibco 15140-122
Kardiyomiyosit Besiyeri
DMEM %88 Gibco 41966-029
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Gibco 15140-122
MEM NEAA %1 Gibco 11140-050
Sodium Priivat %1 Sigma 11360-070
Feta) Bovine %3 Gibco 10270-106
erum
At Serumu %1.5 Gibco 16050-130
NewCalf Serum %1.5 Gibco 16010167
B-27 %2 Gibco 17504-044
Supplement
Néron Izolasyon Besiyeri
Advanced RPMI %98 Gibco 12633-012
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Gibco 15140-122

Noron Besiyeri
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Ne,\‘jlrea(;i'jrfa' 9696 Gibco 10888-022
Sup%;g;ent %2 Gibco 17504-044
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S 001 Gibco 15140-122
RPMI Besiyeri
Advanced RPMI %94 Gibco 12633-012
Sup'?)é;em %62 Gibco 17504-044
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Gibco 15140-122
MEM NEAA %1 Gibco 11140-050
Sodium Piirivat %1 Sigma 11360-070

Tablo 5.1.2 Hiicre kiiltiiriinde kullanmilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Marka Katalog
Numarasi
%0.05 Tripsin EDTA Gibco 25300-054
Adenosine 5 triphosphate
magnesium salt Sigma A5187-100MG
B-27 Supplement Invitrogen 17504-044
2,3-Butanedione monoxime (BDM) Sigma B0753
Calcein Sigma C0875
Carbenoxolone (Cbx) Sigma C4790
Cngx Sigma C127
COLLAGENASE TYPE Il Gibco 17101-015
Cytosine B-D-arabinofuranoside
(AraC) Sigma C1768
DAPI Sigma D9542
Di-8-ANEPPQ Biotium 61014
DNAse Sigma D4513
EGTA Sigma E4378
Fibronektin Sigma F1141
Fluo-4 Invitrogen F14201
Flurogold Santa Cruz sc-358883
D-(+)-Glikoz Sigma G7021
HBSS Sigma H9269
HBSS (-CaClz, -MgCl,) Gibco 14170-088
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Hoechst bisBenzimide H 33342

trihydrochloride Sigma 14533
Isoproterenol hydrochloride USP 35100
Jelatin Sigma G9391
Kalsiyum Kloriir (CaCly) Sigma C1016
Kolajenaz Tip XI Sigma C7657
Laminin Sigma L2020
Magnezyum Kloriir (MgCl») Sigma 93659
Mecamylamine Sigma M9020
Nerve Growth Factor (NGF) Sigma N6009
Neural Basal Medium Gibco 10888-022
NeuroTrace Dil Tissue-Labeling
Paste Thermofisher N22880
NewCalf Serum Gibco 16010167
PBS (-CaClz, -MgCly) Gibco 14190-094
Penicilin/Streptomycin (P/S) Gibco 15140-122
Percoll Sigma P4937
Pluronik asit Sigma P2443
Poly-L Sigma P6282
Potasyum Kloriir (KCI) Sigma 4243
Propidium lodide Sigma p4170
RPMI Sigma R0883
Sodyum Fosfat (NaH2P04) Sigma 4276
Sodyum Kloriir (NaCI) Sigma 31434-1KG-R
Tetramethylrhodamine methyl ester Molecular T668
perchlorate (TMRM) Probes
Tripan mavisi Sigma T5146
Tripsin Sigma T4174
Tripsin inhibitorii Sigma T6522

Tablo 5.1.3 Molekiiler tekniklerde kullanilan sarf malzemeler

Sarf malzemeler Firma Kodu
B-mercaptoethanol Sigma M3148
iScript Advanced cDNA Synthesis Kit for I
RT-GPCR kit iScript 1708891
Qubit cihazina uygun RNA kiti Invitrogen 32852
RNeasy Plus Micro Kit Qiagen 74034
Truseq Total RNA ?lz;mple Preparation Kit llumina 15058251

37




Universal Syber Green Supermix iTaq 175124
. . Sso
Universal Syber Green Supermix Advenced 172-5271
Water Sigma W4502
Tablo 5.1.4 immun boyamalarda kullamlan malzemeler
Sarf Malzemeler Firma Kodu
Aseton Sigma 24201-2SL-R
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma A9418
DAPI Sigma D9542
Fluromount Aqueous Mounting Medyum Sigma F4680
Hidrojen Peroksidaz Sigma H1009
Hoechst Sigma 14533
Keci serumu Gibco 16210-064
Leica
Optimum Cutting Temperature (OCT) Biosystems | 14020108926
Pan Pen Sigma 2672648
Paraformaldehit Sigma 158127
Sitrat Tamponun Bio-Optica 15M103
Sodyum Azit Sigma S8032
Triton X Sigma X100
Tween-20 Sigma P1379
Kullanmilan plastik ve cam malzemeler
Sarf malzemeler Firma Kodu
0.22um Filter unit Millipore SLGPO33RS
15 ml Falkon Falcon 352096
50 ml Falkon Falcon 352070
Hiicre kaziyicisi (cell scapter) Costar 3010
ibidi insert ibidi 80206
Pozitif Yiiklii Mikroskop Lamlar1 Laborant 201504
Klonlama Silindiri Sigma C3983-50EA
5.2. Cihazlar
Tablo 5.2.1 Analiz ve goriintiilemede kullanilan cihazlar
Cihaz/Yazilim Programi Marka Model
FACS BD Influx
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Akim sitometrisi analizi FlowJo Versiyon 10.5
Konfokal mikroskobu Zeiss LSM780
Krostat cihazi Leica CM1950
PCR Biorad Thermal Cycler
Pipet yapici (puller) Sutter Instruments P-1000
Qubit cihazi Invitrogen
Santrifiij Thermo Scientific ST16R
Cell Observer SD
Spinning Disk mikroskobu Zeiss Sp!nnlng Disk
Time-Lapse
Microscope

XCELLigence RTCA Cardio ECR

ACEA Biosciences

Fiji ImageJ 2.0.0-rc-69/1.52i)
Matlab MathWorks R2018a
Mikrosantrifuj Thermo Scientific MicroCL 17R
Ozmometre Advance Instruments 3250
[llumina NextSeq 500 platformu Illumina NextSeq 500
Qubit Invitrogen
Axon Digidata Digitizer Molecular Devices Model 1550
Multiclamp Amplifier Molecular Devices Model 700B
Multipipet GILSON, pipetman FA10009

PatchStar Micromanipulator

Scientifica

Tablo 5.2.2 In vivo operasyonlarda kullamlan cihaz ve malzemeler

Malzeme Adi Marka Katalog
Numarasi
Ketasol Richterpharma 3516
Rompun Bayer 430720U
Mikro Cimbiz Aesculap BD333R
Mikro Cimbiz Aesculap BD331R
Mikro Cimbiz Aesculap BD329R
Micro Needleholder Aesculap FDO48R
Makas Aesculap FMO10R
Mouse V_err)l/'trl)l:g);SMm|Vent Harvard Apparatus 73-0043
Di-8-AneppQ Biotium 61014
Hamilton Enjektorii Hamilton 5221002
Isitic1 Plaka WPI Hot cold plate
Stereo Mikroskop Zeiss Discovery V8
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5.3. Fareden Doku izolasyonu
Hayvanlarla ilgili islemler Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan verilen 38328770-30 nolu izin c¢ergevesinde
gerceklestirildi. Bu ¢alismada yetiskin 10-12 haftalik disi ve postnatal 0-3 giinliik (PO-
3) yenidogan BALB/c Albino tiirii fareler kullanildi. Calismada kullanilan deney
hayvanlar1 Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM)
tarafindan temin edildi ve operasyonlar MEDITAM biinyesinde gerceklestirildi.

5.3.1. Nodoz Gangliyon (NG) izolasyonu

Yetiskin 10-12 haftalik BALB/c tiirii disi fareler NG izolasyonu i¢in kullanildi.
Anestezi Oncesi, fareler tarttirilarak gerekli olan Ketamine (100mg/kg) ve ksilazin
(10mg/kg) miktar1 hesaplands. Insiilin enjektorii ile miktar1 belirlenen anestezik ajanlar
fareye i.p. yol ile verildi. Karanlik bir alana alinan farenin, pedal refleksleri takip
edilerek anesteziye dalma derecesi tayin edildi. Anesteziye alinan fare, diseksiyon igin
sirt {istii sabitlendi. Oncelikle alkol ile steril hale getirilen deri gogiis kafesi hizasindan
kesilerek diyaframa ulasildi. Dikseksiyon sirasinda olusabilecek kanamayi en aza
indirmek amaciyla diyafram kesilerek ulasilan kalp aortadan kesildi. NG’ nun bagl
oldugu vagus siniri gorebilmek amactyla boyun bolgesindeki deri kesildikten sonra
tiikiirtik bezleri alindi, trake ¢ikarildi. Stero mikroskop yardimiyla vagus sinir lifi takip
edilerek jugular foramende bulanan NG’nun yeri tespit edildi. Sag ve solda birer adet
olan NG c¢ikarilarak %1 Glutamax ve %1 P/S ile zenginlestirilmis soguk RPMI 1640

besiyerine alindu.
5.3.2. Arka Kok Gangliyon (AKG) izolasyonu

Yetiskin fareden AKG doku izolasyonu ve ndron kiiltiiri daha 6nce bahsedildigi
sekilde hazirlandi (105). Yetiskin 10-12 haftalilk BALB/c tiirii disi fareler AKG
izolasyonu i¢in kullanildi. Anestezi 6ncesi, fareler tarttirilarak gerekli olan Ketamine
(100mg/kg) ve ksilazin (10mg/kg) miktar: hesaplandi. Insiilin enjektérii ile miktar:
belirlenen anestezik ajanlar fareye i.p. yol ile verildi. Karanlik bir alana alinan farenin,
pedal refleksleri takip edilerek anesteziye dalma derecesi tayin edildi. Anesteziye
alman fareler diseksiyon igin yiiz iistii yatirilarak sabitlendi. Onceden alkol ile steril

hale getirilmis deri ve sonrasinda servikal seviyedeki omurilik kafatasi ile birlesme
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noktasindan kesilerek omurilik a¢iga ¢ikarildi. Omurilik temizlenerek, sag ve sol kosta
%1 Glutamax ve %1 P/S ile zenginlestirilmis soguk RPMI 1640 igerisine alind1. C ve
T seviyesindeki AKG stereo mikroskobu yardimiyla kostadan ¢ikarilarak, soguk
RPMI 1640 igerisine alindi. AKG enzim ile muamele edilmeden once diseksiyon

sirasinda gelen sinir fiberleri makas yardimiyla kesilerek ortamdan uzaklastirildi.
5.3.3. Yenidogan Kalp izolasyonu

Yenidogan fareden kalp izolasyonu ve kardiyomiyosit kiiltiiri daha Once
bahsedildigi sekilde hazirlandi (106). Kalp izolasyonu 0-3 giinliik yenidogan BALB/c
tiirii fare kullanilarak gerceklestirildi. %70 alkol ile muamele edilen yeni dogan fareler
steril kosullarda kabin icerisine alindi. Dekapistasyon ile sakrifiye edilen farelerin
gogiis kafesi makas yardimiyla acilarak kalp izole edildi, buz iizerinde sogutulmus
Hank’s tampon tuz ¢ozeltisi igerisine alindi. Is1 degisimini ve hiicre kaybini en aza
indirmek amaciyla doku soguk tablo iizerinde alindi. Kalp sirasiyla kandan, ekstra
dokudan temizlendi ve kulakgik kesilerek enzime hazir hale getirildi. Enzimin dokuya
daha iyi niifuz etmesi amaciyla kalp apeks bolgesinden kesildi. Her bir kalp igin 1 ml
9%0.05 Tripsin EDTA kullanildi ve enzim igerisine alinan dokular 12-16 saat +4 °C’de

enzim ile muamele edildi.

5.4. Fare Primer Hiicre Kiiltiiri

Duyu noronlart ve kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki olast morfolojik,
hiicresel, molekiiler ve elektriksel iletisimi incelemek amaciyla AKG, NG ve

kardiyomiyosit kiiltiirleri optimize edilerek olusturuldu.
5.4.1. Hiicre Plak Yiizey Matriksleri ve Besi Yeri Hazirlanmisi

Hiicre ekimi 151k ve floresan mikroskobu goriintiilemesi i¢in cam petrilere,
elektron mikroskobu incelemesi icin ise titanyum plaklar {izerine gerceklestirildi.
Hiicrelerin hiicre plaklarma yapigmasi i¢in ekstraseliiler matriks olarak laminin
ve/veya fibronektin kullanildi. Matriks olarak laminin ve/veya fibronektin kaplamasi

oncesinde plaklara steril dH2O igerisinde hazirlanan %10 Poly-L eklendi. Oda

41



sicakliginda iki saat inkiibasyon sonunda plak yiizeyler iki kere steril dH20O ile
yikanarak Poly-L ortamdan uzaklastirildi. Yikama sonrasi PBS (-CaClz, -MgCl.)
igerisinde hazirlanan 10 mg/ml laminin ve/veya 10 mg/ml fibronektin ile yiizeyler
kaplanarak 37°C’de inkiibatorde bir gece bekletildi. Hiicre ekimi fibronektin gekilerek
yikama yapilmadan, laminin ise ¢ekilip plaklar PBS ile yikanarak gergeklestirildi.
Kokiiltiirlerinde en uygun yiizey matriksini belirlemek amaciyla fibronektin, laminin
ve fibronektin+laminin olmak tizere ii¢ farkli protein hiicre plak yiizeylerine kaplandi.
Kardiyomiyosit ve duyu noronlar ii¢ farklh yiizeye ekildi, hiicrelerin canliliklar1 ve

akson uzatmalar1 151k mikroskobu ve immunboyama ile degerlendirildi.
5.4.2. Hiicre Sayimi

Enzimatik asamalardan gegirilen ve dokulardan izole edilen kardiyomiyosit
veya duyu noronlarini belirli sayida hiicre kaplarina ekmek amaciyla hiicre sayimi
gergeklestirildi (107). Bunun i¢in, hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak 10 pl tripan
mavisi ile boyandi. Sadece Olii hiicrelerin zarindan gegebilen tripan mavi
hemositometre kullanilarak canli hiicrelerinin sayilmasina olanak saglamaktadir.
Totalde 20 pl olacak sekilde hiicre sayimi i¢in hazirlanan ve tripan mavisi ile boyanan
hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak, hemositometre lamina yerlestirildi. Birkag
dakika hiicrelerin hemositometre lamina yerlesmesi beklendikten sonra, 151k
mikroskobu altinda canli hiicrelerin sayildi. Hemositometrede 16 kareden koselerde
bulunan 4 kare icerisinde canli hiicreler sayildi, ortalamas: alindi, 10* ve diliisyon
katsayisi 2 ile carpilarak toplam hacimdeki hiicre sayisi elde edildi. Istenen sayidaki

hiicre, kiiltlir kaplarina ekilerek islem tamamlandi (107).
5.4.3. Sinir Hiicre Kiiltiirii

Kalbe-6zgii aferent sinirlerin detayli morfolojik incelemelerini yapabilmek
amaciyla, dokudan izole edilen ve isaretli sinir gévdelerini iceren NG ve AKG’lar 100
U/mL tip XI kolajenaz igerisinde 40 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda Hank’s tampon tuz ¢ozeltisi ile dokular {iger kez yikanarak enzim ortamdan
uzaklastirildi. Dokular, 15 dakika 37°C’de 1 mg/ml tripsin enzimi ile inkiibe edilerek
2 mm’den baslayarak daralan ¢aplara sahip pipet uclarindan gegirildi. Mekanik
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tritlirasyonun son asamasi olarak insiilin enjektoriinden gegirilen hiicreler 100 Ig/mL
DNAse igerisinde alinarak inkiibatére kaldirildi. DNAse enzimi ile 30 dakika
inkiibasyonun sonunda hiicre siispansiyonu 1000 dakikada rotasyonda (Rotation Per
Minute, RPM) 3 dakika santrifiij edildi. Siipernetant atilarak pellet %10 fetal bovine
serum ve 700 Ig/mL tripsin inhibitorii igeren Tablo 5.1.1°de belirtilen NBA besiyeri
ile sulandirildi. Bu asamadan sonra hiicre siispansiyonu percoll gradyanina veya
5.7.boliimiinde belirtilen adimlardan gegirilerek FACS cihazinda analiz edildi. Sinir
hiicrelerini glialardan ve doku parcalarindan ayirmak amaciyla %10, %35 ve %60
percoll gradyani hazirlandi. Serum ve enzim inhibitorii eklenen hiicre siispansiyonu
hazirlanan percoll gradyanina konularak 1700 RPM’de 20 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda percoll gradyaninda ortada bulunan beyaz tabaka ile birlikte ii¢
farkli hiicre tabakas1 elde edildi. Beyaz tabakanin altinda bulunan saflastirilmis sinir
hiicreleri pipet yardimiyla alindi ve iizerine NBA besiyeri eklenerek 1000 RPM’de 3
dakika santrifiij edildi (105). Hiicre pelletine NBA veya kardiyomiyosit besiyeri
eklendi ve pellet pipet yardimiyla homojen hale getirildi. Hiicre slispansiyonundan 5
ul veya 10 pl alinarak 11k mikroskobu ile hiicre sayimi yapildi ve deney planina uygun

sekilde hiicre sayisi hiicre kaplarina ekildi.
5.4.4. Kardiyomiyosit Kiiltiirii

Boliim 5.3.3’te belirtildigi gibi yenidogan fareden elde edilen kalp dokusu tek
hiicre boyutuna getirilmek tizere 12-16 saatlik tripsin enzim ile muamele edildi.
Inkiibasyon sonunda, dokularin i¢inde bulundugu tripsin enzimi Tablo 5.1.1°de
belirtilen serum igermeyen kardiyomiyosit besiyeri ile yari yariya degistirildi. Dokular
1-2 dakika 37 °C’de inkiibe edildi, inkiibasyon sonunda tripsin enzimi susturuldu ve
%70’lik kolejenaz 1l enzimi ile dokular 37 °C’de 40 dakika muamele edildi. Enzim ile
ayristirilan kardiyomiyosit hiicre siispansiyonu Tablo 5.1.1°de belirtilen serum igeren
kardiyomiyosit besiyerine alindi ve 800 RPM’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler
coktiiriildii. Fibroblast hiicreleri kardiyomiyositlere gére daha hizli yapisma kinetigine
sahiptirler.  Olas1  fibroblast  kontaminasyonunu  engellemek  amacyla,
kardiyomiyositce zengin hiicre pelleti Tablo 5.1.1°de belirtilen kardiyomiyosit kiiltiir
besiyeri ile siispanse edildi ve %0,1 jelatin ile kapli hiicre kaplarina aktarildi. Yaklasik

75 dakika inkiibasyonun sonunda, yapigsmasi daha yavas olmasi sebebiyle siispansiyon
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halinde kalan kardiyomiyositler toplanarak 1000 RPM’de 5 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildii. Sayim sonrasi kardiyomiyositler deney amacina gore belirli sayida kiiltiir

kaplarina ekilmistir.
5.4.5. Duyu Noronlar ve Kardiyomiyosit Kokiiltiirii

Kalbe 6zgii duyu noronlar1 ve kardiyomiyositler arasindaki iligskiyi incelemek
amaciyla her iki hiicre tipinin de canliliklarini koruyabilecekleri kokiiltiir kosullart
aragtir1ldi. Ik olarak hem néron ve hem de kardiyomiyositlerin tutunabilecekleri
ekstraseliiler matriks karsilastirildi. Bunun i¢in, laminin ve/veya fibronektin
ekstraseliiler matriks {izerine ekilen hiicrelerin canliliklar1 ve akson uzatma
kapasiteleri 151k mikroskobu ve immunositokimyasal teknikler ile analiz edildi.
Ekstraseliiler matrikse ek olarak, uygun kokiiltiir i¢in Tablo 5.1.1°de belirtilen RPMI,
NBA ve kardiyomiyosit besiyeri olmak iizere ti¢ farkli kiiltiir besiyeri kullanildi. Farkli
kiiltiir besiyerlerine ekilen hiicrelerin fonksiyonu ve canliligi 1s1tk mikroskobu ile
incelenerek karsilastirildi.

Duyu néronlar ile kardiyomiyositlerin ayni kiiltiir kabina heterojen ekilmesinin
yaninda, iki hiicre tipini birbirinden ayirmak amaciyla ibidi insert ve cloning ring
kullanilarak kompartiman olusturuldu. Kompartiman ile birbirinden ayrilan hiicreler

151k mikroskobu ile gériintiileri alinarak incelendi.

5.5. Hiicre Saflastirmasi
Kardiyomiyosit kiiltiiriindeki fibroblast kontaminasyonunu en aza indirmek
amaciyla sirastyla 5.5.1, 5.5.2 ve 5.5.3 boliimlerinde anlatilan percoll gradyan,
mitokondri boyasi Tetramethylrhodamine methyl ester perchlorate (TMRM) ve

antimitotik ajan AraC kullanildi.
5.5.1. Percoll Gradyam ile Kardiyomiyositlerin Ayristirilmasi

Percoll igerisinde kiiciik partikiiller bulunan bir kimyasaldir. Percoll gradyani
farkli percoll konsantrasyonlarinda hazirlanan tabakalar olusmakta ve hiicrelerin 6zgiil
agirliklarina gore farkli hiicre tiplerini birbirinden ayirmaktadir. Literatiirde
indiiklenmis pluripotent kok hiicre temelli kardiyomiyositleri diger hiicre tiplerinden

ayirmak igin percoll gradyani kullanildigi raporlanmistir (108). Kardiyomiyositleri
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fibroblast hiicrelerinden ayirmak amaciyla, %40,5 ve %58,5 olmak tizere iki farkl
percoll tabakasi olusturuldu ve hiicre siispansiyonu bu iki tabakanin iistiine yavasca
eklendi (108). Percoll gradyani 1.500xg 30 dakika santrifiij edildi ve santrifiij sonunda
hiicrelerin 6zgiil agirliklarina gore alt1 tabaka olustugu goézlemlendi (Sekil 5.5.1).
Literatiirde, percoll gradyani sonucu olusan alti tabakadan 4. ve 5. tabakalarin

kardiyomiyositce zengin olduklart raporlanmistir (108).

1
Hiicre
1.500g 2
30 dakika 3
%40.5 | =1
4

%58.5

Sekil 5.5.1 Percoll gradyanina hiicrelerin siizdiiriilmesi ve santrifiij sonucunda
farkh hiicre gruplarimi veya 6lii hiicre iceren alti tabakanin gozlemlenmesi

Percoll gradyani sonucu elde edilen alt1 hiicre tabakasinin her biri ayri hiicre
plaklarina ekildi ve bir hafta siiresince 151k mikroskobu kullanilarak incelendi. Elde
edilen kiiltiirlerde bulunan kardiyomiyosit ve fibroblast ylizdesini tayin etmek i¢in
kalp kasi hiicreleri hiicreler kardiyomisite 6zgii protein olan troponin T (c¢TnT) ve
cekirdek boyast DAPI ile immiinboyama gergeklestirildi. Alman floresan
goriintiilerden, ¢cTnT (+) ve DAPI (+) hiicreler kardiyomiyosit hiicresi olarak, sadece
DAPI (+) ile isaretlenen hiicreler ise kardiyomiyosit olmayan hiicre olarak

degerlendirildi.

5.5.2. Tetramethylrhodamine Methyl Ester Perchlorate (TMRM) Boyamasi

ile Kardiyomiyosit Saflastirmasi

Canli hiicre mitokondri floresan boyas1 olan TMRM, literatiirde kardiyomiyosit
saflastirmasinda kullanilmaktadir (109). Bu teknik, kardiyomiyosit hiicrelerindeki
mitokondri sayisinin fibroblastlardan fazla olmasi ve buna bagl olarak TMRM ile
boyanan kardiyomiyositlerin fibroblastlara oranla daha siddetli TMRM bagl floresans

yaymasina temeline dayanmaktadir. Bu nedenle, kardiyomiyosit saflagtirmasinda
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percoll gradyan1i disinda TMRM boyasi kullanilarak kardiyomiyosit hiicreleri
ayristirilmaya ¢alisildi. Bunun igin, yenidogan fareden elde edilen kardiyomiyosit
hiicre siispansiyonu 10 nM TMRM ile 30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. FACS
cihazindan gegirilmek {izere TMRM ile boyanan hiicreler %1 DNAse PBS (-CaCly, -
MgCl,) igerisine alindi. FACS cihazinda 488 nm lazer ve 580/30 ile 530/40 1s1ma
filtreleri kullanilarak kapilama sonucu TMRM boyali hiicreler floresan siddeti yiiksek
ve diisiik olmak iizere hiicreler ayristirildi. Her iki gruba ait hiicrelere ait kiiltiirler 151k
mikroskobu ile ve immiinboyama ile analiz edilerek kardiyomiyosit igerikleri

incelendi.

5.5.3. Cytosine B-D-arabinofuranoside (AraC) ile Fibroblast Boliinmesinin

Durdurulmasi

Kardiyomiyosit kiiltiirlerindeki fibroblast sayisini en aza indirmek i¢in percoll
gradyani ve TMRM boyasinin yaninda ayrica hiicre boliinmesini yavaslatan veya
tamamen durduran AraC kullanildi (110,111). 2, 4 veya 6 giin olmak iizere ii¢ farkli
zaman araliginda kardiyomiyosit kiiltiirleri 10 pM AraC ile inkiibe edildi. AraC ajanin
¢oziiciisii dH2O eklenen kardiyomiyosit kiiltiirii AraC uygulamasini karsilagtirmak
tizere kontrol olarak kullanildi. AraC inkiibasyonu boyunca ve sonrasinda hiicreler 151k
mikroskobu altinda incelendi. Kiiltiirler, fikslenerek kardiyomiyosite 6zgii protein
olan kardiyak troponin C (¢TnT) ve DAPI ile immunboymasi gerceklestirildi. Alinan
floresan goriintiilerden, cTnT (+) ve DAPI (+) hiicreler kardiyomiyosit hiicresi olarak,
sadece DAPI (+) ile isaretlenen hiicreler ise kardiyomiyosit olmayan hiicre olarak

degerlendirildi.

Kardiyomiyosit kiiltiirlerinde uygulanan antimitotik ajan olan AraC ayrica ndron
kiiltiirlerine uygulanarak ortamda bulunan glia hiicrelerinin  bdliinmesinin
durdurulmast amaglandi. Literatiir taramasi sonucu 5 uM ve 10 uM olmak {izere iki
farklt AraC konsantrasyonu ndron kiiltiirlerine uygulandi (112,113). Glia hiicrelerinin
kiiltiirdeki sayisini ve AraC’nin noronlar {izerindeki toksisite etkisini arastirmak
amaciyla AraC’nin ¢6ziindiigii dH>0 eklendigi noron kiiltiirii kontrol olarak kullanildi.
Hiicrelerin AraC ile iki giin inkiibasyonun sonunda besiyeri degistirildi. Kiiltiiriin 7.

giiniinde hiicreler fikslendi, noérona o6zgii protein olan Tuj-1 ve DAPI ile
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immunboyamasi yapildi. Yapilan hiicre sayim1 sonunda, Tujl pozitif/DAPI pozitif

hiicre sayis1 oran1 kullanilarak en uygun AraC konsantrasyonu tayin edildi.

5.6. Kalbe-Ozgii Néronlarin In vivo Isaretlenmesi

Kalbe 6zgii noronlari in vivo isaretlemek amaciyla Di-8-ANEPPQ, Dil, fluorogold ve
rAAV2-retro retrograd ajanlar kullanildi. Di-8-ANEPPQ enjekte edilen bolgeye 6zgii
noronlari isaretlemesinin yaninda voltaj duyarli oldugu literatiirde raporlanmigtir (98).
Di-8-ANEPPQ’nun hiicre boyama Kkapasitesini, uyarilma/isima spektrumunu
olusturmak ve voltaj duyarliligini1 test etmek amaciyla oncelikle hiicre kiiltiiriinde
uygulandi. Analiz sonrasinda, kalbe-6zgii néronlar1 in vivo isaretlemek iizere Di-8-
ANEPPQ, Dil, fluorogold ve rAAV2-retro kullanilarak retrograd ajanlar
karsilastirildi.

5.6.1. Di-8-ANEPPQ In Vitro Boyama Protokolu

In vivo deneyleri gergeklestirmeden 6nce, Di-8-ANEPPQ’nun hiicre boyamasini
ve voltaj-duyarliligini test etmek i¢in yetiskin NG kiiltiirii veya yenidogan
kardiyomiyositler Di-8-ANEPPQ ile boyandi. Hiicreleri boyamadan 6nce, 10 mM Di-
8-ANEPPQ stok soliisyonu 10-15 dakika oda sicakliginda bekletildi Noron veya
kardiyomiyosit kiiltiirii 1sinan boyadan hazirlanan 20 uM Di-8-ANEPPQ besiyeri ile
20-30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Boyama sonrasi kiiltiirler iki kere fosfat
tampon ¢0zelti ile yikandi. Hiicrelerin normal fizyolojik kosullari saglamasi i¢in
kiiltiirlere taze kiiltlir besiyeri konularak hiicreler 10-15 dakika at 37 °C’de inkiibe
edildi. Di-8-ANEPPQ ile boyali ndron veya kardiyomiyositlerdeki voltaj degisikligini
O0lcmek i¢in 488 nm laser ile 494-654 nm emisyon filtresi kullanildi. Noronlari
uyarmak icin tek hiicre aksotomi kullandi. Belirlenen nérona ait akson femtosecond
lazer kullanilarak kesildi. Spontan veya aksotomi sonrast Di-8-ANEPPQ boyali
hiicrelerden (1 frame/sn) olacak sekilde goriintii alindi. Alinan goriintiilerden ImageJ
yazilimi kullanilarak floresan degisikligi Olciildii. Boyama kapasitesi ve voltaj
duyarliliginin test edilmesinin yaninda, konfokal mikroskobunda bulunan gii¢
spektrum modiili kullanilarak Di-8-ANEPPQ ile boyanan kardimiyosit hiicrelerinin

uyarilma ve 1s1ma spektrumu ol¢iildii.
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5.6.2. Kalbe-Ozgii Noronlarmn In vivo Isaretlenmesi

AKG ve NG’da bulunan kalbe 6zgli duyu noéronlarimi isaretlemek amaciyla
akson boyunca geriye dogru ilerleyen (retrograd) ve voltaj duyarli Di-8-ANEPPQ
boyast kullanildi. Ayrica, Di-8-ANEPPQ boyasina ek olarak literatiirde siklikla
kullanilan ve verildigi dokudan geriye dogru ilerleyerek noronlar isaretleyen Dil
(102), Flurogold (100) veya yeni bir virlis teknolojisi olan rAVV2-retro (104)
kullanildi. Kalp operasyonlarindaki mortalitenin ytliksek olmasi nedeniyle retrograd
Ozellige sahip ajanlar Oncelikle siyatik sinire uygulandi (Sekil 5.6.1 A-B).
Operasyondan ii¢ giin sonra siyatik sinir ¢ikarilarak boyanin sinire (Sekil 5.6.1 C) ve

sinirin dallandig1 Lumbar 3-5 seviyesindeki AKG noronlarma gegisi (Sekil 5.6.1 D)

floresan mikroskobu altinda gozlemlendi.

Sekil 5.6.1 Siyatik sinire Di-8-ANEPPQ uygulamasi ve retrograd boyama
incelemesi. (A) Anestezi altinda BalbC tiirii farelerde siyatik sinir agiga ¢ikartilarak,
(B) 1.5 ul Di-8-ANEPPQ (10uM) enjeksiyonu gergeklestirildi. (C) Operasyondan iki
giin sonra siyatik sinirde ve (D) lumbar 3-5 araliginda AKG’da Di-8-ANEPPQ (yesil)
boyasinin konfokal mikroskobunda tespiti (10X).

Siyatik sinire uygulanan retrograd ajanlarin degerlendirmesi sonucunda
belirlenen ajanlar kalbe uygulanarak kalbe 6zgii duyu sinir hiicrelerinin isaretlenme
kapasiteleri karsilastirildi. Kalbe 6zgli duyu noéronlarini isaretlemek amacryla 10-12
haftalik yetiskin Balb-C tiiri fare kullanildi. Ketamine (100 mg/kg) ve ksilen (10
mg/kg) karisimi intraperitoneal (i.p.) yol ile enjekte edildi, refleksler belli araliklarla
kontrol edilerek fare anestezi altina alindi. Farenin gogiis bolgesi tiraglandi ve batikon
ile aseptik kosullara uygun hale getirildi. Soluk borusunda bulunan kikirdak yapidaki
epiglottis farelerin entiibasyonunda yol gosterici rol oynamaktadir. Bu nedenle,
epiglottisi net bir sekilde gorebilmek i¢in Sekil 5.6.2 D’deki platform tasarlandi (114).
Anestezi altindaki hayvan tasarlanan platforma yerlestirildi, epiglottis gozlemlenerek

soluk borusuna entiibasyon aparat1 yerlestirildi ve solunum cihazina baglandi.
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Sekil 5.6.2 Operasyona hazirhk asamalarinin gosterimi. (A) Farenin anesteziye
alinmasi, (B) Cildin temizlenmesi, (C) Solunum cihazi ve hayvanin agirligina gore
ayarlar, (D) Entiibasyon i¢in kullanilan diizenek, (E) Entiibasyon boru sistemi (F) ve

Farenin entiibe edilmesi

Solunum cihazinda bulanan gaz degisim hacmi (Tv-ul) ve dakikada verilme

ritmi (Beat Per Minute) hayvanin gramina uygun resimde Tablo 5.6.1°de belirttigi gibi

ayarlandi.

Tablo 5.6.1 Solunum cihazinda kullanilan deger tablosu. Hayvanin kilosuna gore
ayarlanan solunum hacmi (pl) ve solunum hizi (bpm) degerleri

- Solunum  Solunum
Agurhk (2) Hacmi (ul) Hizi (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

Operasyon sirasinda olusabilecek hipotermiyi en aza indirmek amaciyla fare

sicak ped tizerine yatirildi (Sekil 5.6.3 A). Entiibasyonun basarisi, hayvanin soluk alip
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vermesi ile solunum cihazinin senkronize olmasi ve hayvanin solunumu sirasinda
sadece gogiis kafesi hacminin degismesi gibi parametler gdzlemlenerek dogrulandi
(Sekil 5.6.3 B). Operasyon sirasinda Sekil 5.6.3 C’de gosterilen cerrahi aletler
kullanildi. Retrograde boyalarin enjeksiyonu i¢in kalbin apeks bolgesi secildi. Kalbin
apeks bolgesini kaplayan toraks 9-10 seviyesindeki kaburgalara ulasmak amactyla sol
aksiller bolge ve xiphoid ¢ikinti arasinda hayali bir ¢izgi ¢ekilerek ¢izginin orta noktasi
belirlendi. Deri ve ardindan alt katmanlarda bulanan kaslar kiit u¢lu cerrahi bir alet ile
disekte edildikten sonra kaburgalar goriiniir hale getirildi (Sekil 5.6.3 D, E). Iki
kaburga arasindaki kaslar kesildi (Sekil 5.6.3 F) ve retraktor yerlestirildi.

(4-.‘
i
I

\

Sekil 5.6.3 Kalbe ulagsmak icin takip edilen adimlar. (A) Hipotermiyi engellemek
amaciyla fare sicak pede yatirilmasi, (B) entiibasyon sonrast solunum cihazina
baglanmasi. (C) Operasyon sirasinda kullanilan aletler ve bu aletler ile (D) 6nce
derinin (E) sonra kaslarin kesilmesi, (F) Xiphoid ¢ikintiy1 baslangi¢ noktasi sayarak
toraks 2-3 arasini agarak Kalbin Apeks Bolgesine ulasilmasi.

Kalbin gozlemlenmesi ile (Sekil 5.6.4 A) Di-8-AneppQ (10uM), Flurogold
(5mg/ml) ve rAVV2-retro (Viriis titrasyosnu: 3.53x10%?) Hamilton enjektorii (701N,
30G) ile, Dil Tissue-Labeling Paste ise bir pipet yardimiyla alinarak kalbin apeks
bolgesine verilmistir (Sekil 5.6.4 B). Boyanin kalbe yayilimi1 gézlemlendikten sonra
(Sekil 5.6.4 C) kas ve deri 6-0 ipek iplikle dikildi (Resim 5.6.3 D, E) ve operasyon
bolgesi batikon kullanilarak temizlendi (Sekil 5.6.4 F).
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Sekil 5.6.4 Retrograd ajanlarin kalbe enjesiyonu icin takip edilen adimlar. (A)
Kalbin apex bolgesine ulagsma, (B) hamilton enjektorii kullanirak retrograd ajanlarin
kalbin apeks bolgesine enjeksiyonu ve (C) kullanilan ajanlarin kalp yiizeyindeki
yayilimimni gozlemlendikten sonra (D) toraks ve kas bdlgesinin 5-0 ipek iplikle
dikilmesi (E) negatif basing verilmesinin ardindan derinin dikilmesi. (F) Operasyon
tamamlandiktan sonra fareler post-operatif odaya alinir.

Kalbin apeks bolgesine verilen Di-8-aneppQ’nun duyu néron gévdelerini igeren
AKG ve NG ndronlarina optimum taginma siiresini incelemek amaciyla Tablo 5.6.1°de
belirtildigi gibi 1, 3, 7, ve 14 giinler se¢ilmistir. Ayrica, Di-8-AneppQ boyas1 pipet ve
Hamilton enjektorii olmak iizere iki farkli yontem ile kalbin apeks bdlgesine
verilmistir. Operasyondan 1, 3, 7 ve 14. giin sonrasinda boya verilen hayvanlar
sakrifiye edilerek AKG ve NG dokular1 ¢ikarilmistir. Soguk RPMI igerisine alinan
dokular konfokal mikroskobu altinda floresan goriintiileri alindiktan sonra hiicreler

enzim yolu ile ayristirilarak hiicre kiiltiirtindeki boya tutumu incelenmistir.
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Tablo 5.6.2 Di-8-ANEPPQ boyasi ile kalbe 6zgii noronlarin isaretlenmesi ve

optimizasyonu

Di-8-
ANEPP Verilen .. .. . |Enjeksiyon| Bekleme Hayvan
Konsan?. Miktar (ul) Method Coziici JYeriy Siiresi Sayylsn
(mM)
20 1 Pipet HBSS Apex | 1
20 1 Pipet HBSS Apex 3 2
20 1 Pipet HBSS Apex 5 2
20 1 Pipet HBSS Apex 7 3
20 1 Pipet HBSS Apex 14 1

5.6.3. Floresan Goriintiileme

In vivo retrograd boyalar verildikten sonra floresan goriintiileme igin Tablo
6.1’°de belirtilen uyarilma ve 1s1ma filtreleri kullanilmistir. Di-8-ANEPPQ i¢in 488 nm
uyarilma ve 493-654 nm emisyon filtresi; Dil i¢in 514 nm uyarilma ve 519-672 nm
emisyon filtresi; fluorogold igin 405 uyarilma ve 410-585 nm emisyon filtresi;
rAAV2-retro i¢in 561 nm uyarilma ve 560-677 nm emisyon filtresi kullanildi (Tablo
5.6.3).

Tablo 5.6.3 Retrograd floresan boyalarin uyarilma ve 1s1ma 6zellikleri ile verilen
konsantrasyon bilgisi

Boya Adi Uyarilma (nm) | Isima (nm) Konsantrasyon \l\//I(TrI:LZ:
Di-8-ANEPPQ 488 493-654 10 mg/ml 1 ul
Dil Paste 514 519-672 933.88 M.W 5 mg
Fluorogold 405 410-585 5 mg/ml 1ul
rAAV2-retro 561 560-690 8.33x10*12 MOl 1 pl
5.7.  Floresanca Aktiflestirilmis Hiicre Ayrismasi (FACS)

Gen ekspresyon analizleri ve kokiiltiirlerde kullanmak iizere in vivo Di-8-
AneppQ ile isaretlenmis kalbe 6zgii duyu noronlar1 floresanla aktive edilmis hiicre
ayristirma (FACS) cihazi ile saflastirildi. Kalbe 6zgii duyu noronlarinin FACS ile
saflastirilmast igin, Iin vivo olarak kalbe Di-8-aneppQ verilen ve herhangi bir

miidahalede bulunulmayan kontrol farelerden AKG ve NG’lar ¢ikarildi. Boliim
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3.3.2’de belirtilen adimlar takip edilerek enzim yoluyla ayristirilan hiicreler, %1
DNAse ve %1 FBS iceren PBS (-CaClz, -MgCl») igerisine alindi. FACS’ta hiicre
kaynakli olas1 bir tikanmayi engellemek i¢in hazirlanan hiicre siispansiyonu 100
um’lik hiicre siizgecinden (cell strainer; 352360, Falcon) gecirildi. FACS ayristirmasi
sirasinda kapilamanin canli ve saglikli hiicrelere odaklanmasi, 6lii hiicre ve debrilerden
kurtulmak amaciyla sirasiyla kontrol NG ve AKG hiicreleri 488 nm uyarim ile 630430
ile 513+40 kullanildi 1s1ma filtreleri kullanilarak analiz edildi. Otoflorsan ve canli
hiicre profilinin olusturulmasi sonucunda sirasiyla Di-8-AneppQ isaretli NG ve AKG
iceren heterojen hiicre popiilasyonu kontrol ile ayni uyarim ve 1sima filtreleri
kullanildi. Floresan isaretli néronlar 25 ng/ml Sinir Biiyiime Faktorii (Nerve Growth
Factor, NGF) ile zenginlestirilmis NBA iceren 35 mm’lik petri kaplarina ayristirildi.
Ayristirilan  Di-8-AneppQ isaretli hiicrelerin konfokal mikroskobunda floresan
1s1malart gozlemlendi ve petrilerden hiicreler toplanarak 1000 RPMI 3 dakika santrifiij
edildi. Saflastirilan Di-8-AneppQ isaretli NG hiicrelerinin tiimii RNA izolasyonuna
alindi. Saflagtirilan Di-8-AneppQ isaretli AKG hiicrelerinin ise bir kismu kiiltiir
kaplarina ekimi yapildi ve geri kalanindan ise RNA izole edildi. Hiicrelerin canliligini
korumak ve FACS sonrasi stresi azaltmak i¢cin NBA besiyerine 25 ng/ml NGF eklendi.
Ekimden bir giin sonra kiiltiir besiyeri degistirildi ve hiicreler 151k mikroskobu altinda

incelendi.

5.8. Immiinositokimyasal (ICC) inceleme

Heterojen veya homojen kalbe 6zgili duyu sinir hiicreleri tek basina veya
kardiyomiyosit hiicreleri ile yapilan kokiiltiirii ICC inceleme i¢in %4 Paraformaldehit

ile sabitlenerek asagidaki islemlerden gecirildi:

e Hiicrelerin besiyeri c¢ekildi ve iki kez fosfat tampon (PBS) ile yikanarak
besiyeri tamamen ortamdan uzaklastirildi.

e %4’lik PFA hiicre kaplarmin yiizeyini ortecek resimde eklendi ve hiicreler
PFA ile 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e PBS ile yikamalarindan ardindan petri kaplarina bloklama soliisyonu (PBS’te
¢oziilmiis %3 BSA, %0.01 Sodyum Azit, %5 Ke¢i Serumu, 0.1% Triton X)
eklenerek hiicreler 30-45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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e Hedeflenen proteinleri isaretlemek amaciyla Tablo 5.8.1°de belirtilen
konsantrasyonlarda birincil antikorlar veya konjuge antikorlar hiicre kaplarina
eklendi ve +4 °C’de 12-16 saat boyunca inkiibe edildi.

e 12-16 saat sonunda hiicre kaplar1 PBS ile yikandi. Floresan goriintii alabilmek
igin Tablo 5.8.1°de belirtilen birincil antikorlari taniyip baglanabilen floresan
Ozellikli  ikincil  antikorlar  kullanildi. Tablo 5.8.2°da  belirtilen
konsantrasyonlarda ikincil antikorlar kaplara eklenerek, 1s18a duyarli olduklar1
i¢cin karanlikta oda sicakliginda inkiibasyonlar1 gergeklestirildi. 1 saat sonunda
ikincil antikorlar petriden pipet yardimiyla ¢ekildi.

e Floresan boyama sonrasi hiicreler ii¢ kez %0.02 Tween-20 PBS ile yikanarak
baglanmamis antikorlar ortamdan uzaklastirildi. Goriintiileme 6ncesi ¢ekirdek
boyasi olan DAPI konsantrasyonu 1 pg/ml olacak resimde petri kaplarina
eklendi ve 3 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. DAPI ile boyama
islemi tamamlandiktan sonra PBS eklenen orneklerin konfokal floresan
mikroskobu veya spining disk konfokal mikroskobu ile floresan goriintiileri

alindi.

Tablo 5.8.1 Immiinesitokimyasal (ICC) ve immunohistokimyasal (IHC)
analizlerde kullanilan birincil antikorlar

Antikor ismi Marka Kodu Diliisyon (ICC; IHC)
Anti myosin hea
Y ) W Upstate 05-716 1:500
chanin
cTnT Thermo MS-295-P 1:500; 1:200
cTnl Abcam Ab47003 1:500
Cx-43 abcam ab11370 1:1000
_ ab32127
Synaptophysin abcam 1:50
Synapsin | abcam ab64581 1:200
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Beta |1l Tubulin abcam

ab4680 1:1000; 1:500

NF-200 abcam ab4680 1:100.000; 1:50.000

Tablo 5.8.2 immiinositokimyasal (ICC) boyama ve immunhistokimyasal (ihc)
analizde kullamilan ikincil antikorlar

Antikor ismi Marka Kodu Diliisyon
(ICC, IHC)
Alexa Flour 488 | Cell Signaling Technologies 4408S 1:500
Alexa Flour 488 | Cell Signaling Technologies 4412S 1:1000
Alexa Flour 488 Abcam ab150165 1:500
Alexa Flour 546 Molecular Probes A11003 1:500
Alexa Flour 546 Molecular Probes A11010 1:1000
Alexa Flour 546 Molecular Probes A11040 1:1000; 1:400
Alexa Flour 633 Molecular Probes A21070 1:1000
Alexa Flour 633 Molecular Probes A21050 1:500
Alexa Flour 633 Molecular Probes A21103 1:1000
Alexa Flour 647 |Cell Signaling Technologies 4410S 1:500; 1:500
Alexa Flour 647 | | signaling Technologies| ~ 4414S 1:1000
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5.9. Immunohistokimyasal (THC) inceleme

In vivo isarctleme sonrasi ¢ikarilan dokular Optimum Cutting Temperature
(OCT) igerisine gomiilerek -80 °C’ye kaldirildi. Dokulardan krostat cihazi ile 10 pm
kalinliginda alinan kesitler pozitif yiiklii lamlara yerlestirildi. Alinan kesitlerin

immiinboyamasini gerg¢eklestirmek icin sirasiyla asagidaki basamaklar uygulandi.

e -80 °C’den ¢ikarilan kesitler 5-15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Dokular %4 PFA’da 20 dakika oda sicakliginda bekletilerek fiksasyonu
gerceklestirildi.

e PFA’y1uzaklastirmak i¢in dokular iki kere PBS’ten gegirilir, 5 dakika PBS’te
bekletilir.

e Dokulardaki peroxidase enzimini durdurmak amacryla kesitler %0,3 Hyrogen
Peroxide ile yikandi.

e Bir kere distile su ile yikanan kesitler, daha sonra iki kere PBS’ten gegirildi.

e Birincil antikorun tanidigi bolgeye gore epitope retrival yapilir. Epitope
retrival i¢in kesitler 1X sitrat tamponun i¢ine alindi. Mikrodalga firin
kullanilarak kesitler 6nce 5 dakika 700 W ardindan 12 dakika 300 W’ta 1sitild1.

e Sitrat tampon igerisinde 1sitilan kesitler oda sicakligina alinarak sogumasi
beklendi.

e Her bir lamdaki kesitleri deney amacina gore ayirmak i¢in kesitlerin etraflari
hidrofobik 6zellikteki pan pen ile ¢izildi.

e Kesitlerin iizerine bloklama soliisyonu konularak 1 saat oda sicakliginda
bloklama gergeklestirildi.

e Birincil antikorlar diliisyon tampon ¢ozeltisi ile istenilen konsantrasyona
sulandirildr ve kesitlerin {istlerine pipet yardimiyla konuldu. Nemli bir kaba
yerlestirilen kesitler 1 gece boyunca +4 °C’de birincil antikorlar ile inkiibe
edildi.

e Bir sonraki giin birincil antikorlar ¢ekildi, ortamdaki baglanmamis antikorlar1
uzaklastirmak amaciyla kesitler 3 kere 5’er dakikalik PBS ile yikandi.

e Birincil antikoru taniyacak floresan ozellige sahip ikincil antikor istenilen

diliisyonda hazirlandi, dokularin {istlerine konuldu ve 1 saat oda sicakliginda
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karanlikta inkiibe edildi. Bu islem sirasinda, negatif kontrol olarak adlandirilan
birkag¢ kesite birincil antikor konulmadan sadece ikincil antikor ile inkiibe
edildi.

Ortamdaki baglanmamais ikincil antikorlar1 uzaklastirmak amaciyla kesitler 3
defa 5 dakikalik PBS yikamalarindan gegirildi.

Son olarak ¢ekirdekleri boyamak amaciyla 1pug/ml konsantrasyonundaki DAPI
ile kesitler oda sicakliginda 5 dakika muamele edildi.

Boyamas1 sonrast 5 dakika PBS ile yikanan kesitler floresan mikroskobu
altinda incelenerek floresan 1s1masi incelendi.

Boyandigi gozlenen dokularin iistii Fluromount Aqueous Mounting Medyum
kullanilarak lamel ile kapatildi. Kapaticinin polimerlesmesi igin kesitler +4
°C’de bir gece boyunca bekletildi.

Bir sonraki giin lamellerin etrafi bir oje yardimiyla kapatilarak tespit edildi.
Gorilintii almak tizere negatif kontrollerden otofloresani en aza indirmek
amaciyla floresan mikroskobunda ayarlamalar yapildi. Ayarlamalardan sonra

boyanan kesitlere gegilerek goriintii alindi.

5.10. Di-8-ANEPPQ 1isaretli Kalbe Ozgii Néronlarin Boyutlu

Goriintiilenmesi ve Hiicre Govde Cap Ol¢iimii

AKG ve NG’lart kolajen yapisindaki kapsiiller tarafindan c¢evrelenmis hiicre

kiimeleridir. Kolajen yapis1 geregi gangliyonlar 1s1g1 ikincil harmonige ¢evirebilir bu

ozelliginden faydalanilarak herhangi bir floresan boya ile isaretlenmeden multifoton

ile goriintiilenebilmektedirler (115). Bu nedenle, kolajen yapidaki ganlyionlarin dis

hatlarim1 belirlemek ve Di-8-ANEPPQ isaretli kardiyak aferentleri goriintiilemek

amaciyla ikili Ti:Sapphire multifoton lazere sahip (Coherent Chameleon Vision Iland

Ultra, Coherent) Zeiss 7 MP mikroskobu (Carl Zeiss) kullanildi. 820 nm dalga boyu

kullanilarak ikincil harmonik tiretimi saglandi ve Di-8-ANEPPQ isaretli hiicreler

goriintiilendi. Geri ve ileri ikincil harmonik {iretimine ait sinyaller 20x/1.0 N Plan-

Apochromat su immersiyonlu, 1.8 mm ¢alisma uzakligina sahip objektif ile alindi ve

Z diizleminden 1 um’lik kesitler sekilinde 300-500 pum kalinliginda goriintiiler elde
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Kalbe 6zgii AKG ve NG duyu néronlarinin ¢aplarint belirlemek i¢in, OCT
igerisine gdmiilen Di-8-ANEPPQ isaretli her bir gangliyondan 30-60 kesit alindi. Aym
hiicrenin alanin1 6lgmemek igin, ¢ekilen kesitlere ait floresan goriintiiler ardisik sira
halinde incelendi ve ¢evresi en belirgin Di-8-ANEPPQ isaretli hiicreler alan 6lgiimii
icin kullanildi. Fiji software (2.0.0-rc-69/1.52i) yazilimi kullanilarak hiicrelerin
alanlar1 6lgiildi ve elde edilen alan degerleri kullanilarak her bir hiicrenin soma gap1

hesabi yapildi.

5.11. Elektron Mikroskobu ile inceleme

Heterojen veya homojen kalbe 6zgli duyu sinir hiicreleri ile kardiyomiyosit
kokiiltiirlerinde hiicreler aras1 baglantiyr incelemek amaciyla elektron mikroskobu
kullanildi. Asagida belirtilen adimlar takip edilerek 6rnekler elektron mikroskobunda
incelemeye uygun olarak hazirlandi.

e Titanyum plak iizerine ekilen hiicrelerin besiyeri ¢ekildi ve iki kez PBS ile
yikanarak besiyeri tamamen ortamdan uzaklastirildi.

e Fiksatif olarak %2,5 Glutaraldehit kullanildi. Hiicrelerin yiizeyini kaplayacak
kadar Glutaraldehit eklendikten sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Hiicreler 10’ar dakika ii¢ kere distile su ile yikandiktan sonra %30, %50, %70,
%90, %96 ve %100’1iik alkol serisinden gecirildi.

e Ornekler artan alkol serisinden sonra sirastyla %30 ve %50 aseton icerisinde
beser dakika tutuldu.

e Son adim olarak %100 aseton igerisine alinan 6rnekler kurumak iizere bir gece

boyunca critical point cihazinda bekletildi.

5.12. RNA Izolasyonu

Saflagtirilan kalbe 6zgili duyu sinir hiicreleri ve karsilagtirmak icin kullanilan
heterojen AKG ve NG hiicrelerinden FACS sonrast hiicre siispansiyonu halinde veya
petri kaplarina ekim sonras1t RNeasy Plus Micro Kit kullanilarak RNA izolasyonu

yapildi. RNeasy Plus Micro Kit 500 hiicreye kadar RNA izolasyonuna olanak
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saglamaktadir. Kitin kullanim kilavuzunda belirtilen adimlarda birka¢ modifikasyon
yapilarak RNA izolasyonu gerceklestirildi. RNA izolasyonu hiicre siispansiyonundan
yapilacaksa besiyeri uzaklastirilarak lizis eklenir. Hiicre Kkiiltiirlinde adherent
hiicrelerden RNA izolasyonu igin ise besiyeri uzaklastirilarak petri kaplar1 bir kere
PBS ile yikandi. %1 [-mercaptoethanol igeren 350 pl RLT tampon ¢ozelti hiicre
pelletine veya petri kaplarina eklendi. Lizis igerisine alinan petri kaplarindaki hiicreler
hiicre kaziyicisi yardimiyla toplandi. Bu asamadan sonra hiicre siispansiyonu ve
adherent hiicreler i¢in aymi adimlar takip edildi. Homojenizasyonu gergeklestirilen
ormekler gDNA eliminator spin kolonlarina aktarildi ve 30 saniye 8000xg’de santrifiij
edildi. Kolon atild1 ve kolonun altina gecen siviya kullanilan lizisin 1X hacmi kadar
yani 350 ul %70’lik etanol eklendi. Lizat homojen olana kadar pipet ile karistirildi ve
RNeasy MinElute spin kolonlara aktarilarak 15 saniye 8000xg’de santrifiij edildi.
RNeasy Spin Kolona 700 pl RWI1 tamponundan eklendi ve 15 saniye 8000xg’de
santrifiij edildi. RNeasy Spin Kolona 500 pl RPE tamponundan eklendi ve 15 saniye
8000xg’de santriflij edildi. Son olarak RNeasy Spin Kolona 500 pl %80°’lik alkol
eklendi ve 2 dakika 8000xg’de santrifiij edildi. Yeni bir toplama tiipiine alinan RNeasy
kolonu etanolii tamamen uzaklastirmak i¢in maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi.
5 dakika istli acik resimde oda sicakliginda belirtilen kolon RNA’nin toplanacagi
RNase icermeyen toplama tiipe aktarildi. Kolonun tam ortasina 14 ul RNase
icermeyen distile su eklendi ve oda sicaklifinda 2 dakika inkiibe edildi. 1 dakika
13.000xg’de ile santrifiij edilen kolondan tiipe gegen RNA -80 °C’de muhafaza edildi.

5.12.1. RNA Ol¢iimii

Izole edilen RNA’larin miktarlarini dlgmek amaciyla Qubit cihazi ve Qubit
cihazina uygun RNA kiti kullan1ldi. RNA kitine ait kullanim kilavuzunda belirtilen
Tablo 5.12.1°deki ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Qubit cihazinin kalibrasyonu i¢in kit
ile birlikte gelen Standartl ve Standart2 Tablo 5.12.1°de belirtildigi resimde
hazirlandi. Standart soliisyonlar1 vortekslenerek 2 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi ve kalibrasyon i¢in Qubit cihazinda okutuldu. Kalibrasyondan sonunda ¢alisma
soliisyonu igerisine alinan drnekler vortekslenerek 2 dakika oda sicakliginda inkiibe

edildi ve Qubit cihazinda okutuldu.
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Tablo 5.12.1 Qubit RNA él¢iim Kkiti i¢in soliisyonlar ve kullamim miktarlar:

Icerik Standart (ul) Ornek (ul)
Calisma Soliisyonu 190 198
Standart 10 -
Ornek - 2
Toplam Hacim 200 200

5.12.2. cDNA Sentezi

Orneklere ait RNA konsantrasyonlarina uygun resimde iScript Advanced cDNA
Synthesis Kit for RT-qPCR kiti kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Kullanilacak olan
RNA miktarmin konsantrasyonuna gore ve toplamda 20 ul olacak resimde master mix
Tablo 5.12.2’de belirtilen reaksiyon bilesenleri ile hazirlandi ve pipet yardimiyla
karistirildi. cDNA sentezi i¢in hazirlanan karisim sirasiyla 30 dakika 42 °C ve 5 dakika

85 °C adimlarini igeren program kullanilarak termal 1siticida muamele edildi.

Tablo 5.12.2 ¢cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri

icerik Reaksiyon icin gerekli hacim (ul)
5x iScript advanced reaction mix 4
iScript advanced reverse transcriptase 1
RNA (50-200ng) 0.5-2
Niikleaz icermeyen su 13-14.5
Toplam Hacim 20
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5.12.3. Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR)

Orneklere ait cDNA 1:5 veya 1:10 oraninda titre edilerek Tablo 5.12.3 belirtilen
resimde RT-qPCR reaksiyon karsimi hazirlandi. Tablo 5.12.4 de belirtilen primerler
kullanilarak RT-qPCR reaksiyonu gerceklestirildi. RT-qPCR reaksiyonu sonuglari
GAPDH’a gore normalize edildi.

Tablo 5.12.3 RT-qPCR’da her bir kuyucuk i¢in kullanilan reaksiyon karisimi

icerik Reaksiyon icin gerekli hacim (ul)
cDNA 1
Syber Green 5
Forward Primer 0.5
Reverse Primer 0.5
Niikleaz icermeyen su 3
Toplam Hacim 10

Tablo 5.12.4 RT-qPCR’da kullanilan primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi
B 11l tubulin-F CGCACGACATCTAGGACTGA
B 111 tubulin-R TGAGGCCTCCTCTCACAAGT
Basson-F TGTTTTAGGAGTCCCAGGAGGCA
Basson-R TGAAGCAGAAAGGGCCACAGGGG
BDNF-F TGCAGGGGCATAGACAAAAGG
BDNF-R CTTATGAATCGCCAGCCAATTCTC
CACNAILC-F AGCAAGAACCACTGCGGAT
CACNAILC-R GAAGAAATGCAGCAACAGCC
CACNAILD-F CATCCCATTCCCTGAAGATG
CACNA1D-R GGATGCAGCAACAGTCCATA
CGRP-F TGGTTGTCAGCATCTTGCTC
CGRP-R CCTTCACCACACCTCCTGAT
Chapsyn-F AGGTGGATGGCAGAGACTATCAC
Chapsyn-R CTAAATGCTCTTCTGTCGTTGTCAG
CX 43-F TTGACTTCAGCCTCCAAGG
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CX43-R AATGAACAGCACCGACAGC
CX37-F TTCCTCTTCGTCAGCACACC
CX37-R TCTTACACAGCACGCTGACC
CX40-F ATGGGTGACTGGAGCTTCC
CX40-R CACAAAGATGATCTGCAGTACCC
GAPDH-2-F GAAGGGCATCTTGGGCTA
GAPDH-2-R GCAGCGAACTTTATTGATGGTATT
GAPDH-3-F GGTGCTGAGTATGTCGTGGA
GAPDH-3-R CGGAGATGATGACCCTTTTG
GATA-4-F GACTTCTCAGAAGGCAGA-GAG
GATA-4-R CCATGGAGCTTCATGTAGAGG
GDNF-F GCCGCCGAAGACCACTCCCTC
GDNF-R GTGCCGCCGCTTGTTTATCTGG
GFAP-F GGCGCTCAATGCTGGCTTCA
GFAP-R TCTGCCTCCAGCCTCAGGTT
Isl1-F GACATGATGGTGGTTTACAGGC
Isl1-R GCTGTTGGGTGTATCTGGGAG
Lars2-F CGGAGCTGAAGGGTCTTCTC
Lars2-R TCCCGGTGGCACTGTAGATA
MAP2-F TTGGTGCCGAGTGAGAAGA
MAP2-R GTCTGGCAGTGGTTGGTTAA
MHY1-F GAGGGACAGTTCATCGATAGCAA
MHY1-R GGGCCAACTTGTCATCTCTCAT
MHY2-F AGGCGGCTGAGGAGCACGTA
MHY2-R GCGGCACAAGCAGCGTTGG
MHY3-F CTTCACCTCTAGCCGGATGGT
MHY3-R AATTGTCAGGAGCCACGAAAAT
MHY4-F CACCTGGACGATGCTCTCAGA
MHY4-R GCTCTTGCTCGGCCACTCT
MHY6-F CCAACACCAACCTGTCCAAGT
MHY6-R AGAGGTTATTCCTCGTCGTGCAT
MHY7-F CTCAAGCTGCTCAGCAATCTATTT
MHY7-R GGAGCGCAAGTTTGTCATAAGT
MHY8-F CAGGAGCAGGAATGATGCTCTGAG
MHY8-R AGTTCCTCAAACTTTCAGCAGCCAA
Ms4a3-F TCCTCATCAGATGGCCTGGT
Ms4a3-R AAGCTTGGGGCTGAGTGTTC
NCX1-F GACTTTGAGGACACCTGTGG
NCX1-R TCACTCATCTCCACCAGACG

Neun-F

CCAGGCACTGAGGCCAGCACACAGC
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Neun-R CTCCGTGGGGTCGGAAGGGTGG
NF-200-F AGCCTGCACTACTCGCTGA
NF-200-R GGCCGTTGCTTAGGGTGTC

NGF-F TGCATAGCGTAATGTCCATGTTG

NGF-R CTGTGTCAAGGGAATGCTGAA
NKCC1-F CATGGTGTCAGGATTTGCAC
NKCC1-R CGTTCAATTCAGCAATCAGG
Nkx2.5-F CAGTGGAGCTGGACAAAGCC
Nkx2.5-R TAGCGACGGTTCTGGAACCA

P2X3-F GTCCTCACACATCCACACATCTG

P2X3-R ACTCTGCCTACTCAACTACATCCC
Piccolo-F AGCAAAGACAGGACAGAA
Piccolo-R ATATTCCGTCAGAGGAGTAC
PSD-95-F AGGTGGCAGAGCAGGGGAAG
PSD-95-R AGGGCTTGGGCAATTCAGTC

RYR2-F CGAGGATGAGATCCAGTTCC

RYR2-R CAAATCCTTCTGCTGCCAAG
SAP-97-F CAGGAAACGAGTGATGCTGA
SAP-97-R GCT CGTCCCATACAGATGGT

SERCA-2-F GGGCAAAGTGTATCGACAGG
SERCA-2-R TCAGCAGGAACTTTGTCACC

Substance P-F

CACACTATGGGCCAGTGAGATC

Substance P-R

GCACACCACGACAATCATCATT

Synapsin I-F CCGCCAGCATGCCTTC
Synapsin I-R TGCAGCCCAATGACCAAA
Synaptophysin-F TGCCAACAAGACGGAG
Synaptophysin-R GGCGGATGAGCTAACT
Synaptotagmin 1-
F CAAAAGTCCACCGGAAAACC

Synaptotagmin 1-

R TTGCCACCTAATTCCGAGTATG
TASK-1-F TTCGCCGGCTCCTTCTACTTC
TASK-1-R CGTAGAACATGCAGAACACCTTG
TASK-3-F GCGAGGAGGAGAAACTTAAAGCAG
TASK-3-R TCTGGAACATAACCAGCGTCAGAG

Thx20-F GTGCACATCATAAAGAAGAAAGACC
Thx20-R AAACGGATTGCTGTCTATTTTCAGC
Thx5-F TGACTGGCCTTAATCCCAAA
Tbx5-R ACAAGTTGTCGCATCCAGTG
TRPC3-F TGACTTCCGTTGTGCTCAAATATG
TRPC3-R CCTTCTGAAGCCTTCTCCTTCTGC
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TRPCA4-F TCTGCAGATATCTCTGGGAAGGATGC
TRPC4-R AAGCTTTGTTCGAGCAAATTTCCATC
TRPC5-F ATCTACTGCCTAGTACTACTGGCT
TRPC5-R CAGCATGATCGGCAATGAGCTG
TRPCF AAAGATATCTTCAAATTCATGGTC
TRPC6-R CACGTCCGCATCATCCTCAATTTC
VGlutl-F CCCCCAAATCCTTGCACTTT
VGlutl-R AACAAATGGCCACTGAGAAACC
VGlut2-F TGCTACCTCACAGGAGAATGGA
VGlut2-R GCGCACCTTCTTGCACAAAT
B-actin-F AGTACTCCGTGTGGATCGGC
B-actin-R GCTGATCCACATCTGCTGGA

5.13. Transkriptom (RNA dizi analizi) ve Biyoinformatik Analizler
Kalbe 0zgii duyu néronlarinin global gen ifade analizini gergeklestirmek

amaciyla asagida belirtilen dort gruba ait RNA 6rnekleri kullanilmistir:

1. Kalbe 6zgii AKG (AKG-K): Saflastirilan Di-8-AneppQ isaretli AKG
noronlari,

2. Kalbe 6zgii NG (NG-K): Saflastirilan Di-8-AneppQ isaretli NG noronlari,

3. Heterojen AKG (AKG-T): Kalbine DMSO enjekte edilen farelerden elde
edilen total AKG noronlari,

4. Heterojen NG (NG-T): Kalbine DMSO enjekte edilen farelerden elde edilen

total NG noronlar.

Yukarida belirtilen gruplardan elde edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve
kalitesi Fragman Analizi ile belirlendi. Fragman analizi sonucunda 1’den 10’a kadar
deger alan RNA kalite sayist (RNA Quality Number, RQN) degerleri elde
edilmektedir. RQN 1 degeri RNA’nin tamamen degrede oldugunu gosterirken, RQN
10 degeri ise RNA’nin bozulmadigi, tamamen korundugunu gostermektedir. Fragman
analizi sonucunda RQN degeri 7 ve tizeri olan 9 6rnek RNA-dizileme i¢in se¢ildi. Elde
edilen RNA konsantrasyonuna gére AKG ve NG duyu noronlarina ait RNA ornekleri
sirastyla 500 ng/ul ve 200 ng/ul olacak resimde hazirlandi. Her bir drnekten Truseq
Total RNA Sample Preparation Kit v2. kullanilarak RNA kiitiiphaneleri olusturuldu.

RNA dizi analizi islemi Istanbul Medipol Universitesi Genomik Merkezi’nde bulunan
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[llumina NextSeq 500 platformu kullanilarak gergeklestirildi. 75 baz uzunlugunda cift-
sonlu okumalar (paired end reads, 2 x 75 bp) sonucunda 6rnek basina ortalama 40

milyon okuma (read) elde edildi.

Islenmemis RNA-dizi verilerinin transkript yaygimlik degerleri (abundance)
belirlenmeden once nitelik kontrolii FastQC (Quality Check) v0.11.6 programi
kullanilarak gergeklestirildi (116). FastQC analizi sonucunda gen ifade analizini
etkileyecek yogunlukta diisiik nitelikli baz dizileri ve adaptor dizi kontaminasyonu
gbzlemlenmedigi i¢in trimming islemi yapilmadi. Kiitliphaneler ait okumalarin
kaliteleri FastQC ile kontrol edildikten sonra Salmon v.0.9.1 RNA &lgme programi
(117) ile Ensembl veritabanindan (91.siirtim) elde edilen tiim-fare (mus musculus)-
transkriptom verisine hizalandi. Bu adimdan sonra, R Bioconductor (100) tizerinden
ilgili paketler kullanilarak analizler gergeklestirildi. Tximport (119) paketi
kullanilarak tiim fare genomuna hizalanan transkriptlere ait ekspresyon degerleri ait
olduklar1 genler dogrultusunda birlestirildi. Diferansiyel ifade edilen genleri
belirlemek amactyla Tximport ile elde edilen her bir gene ait okuma sayilarini igeren
matriks DESeq?2 paketi ile analiz edildi (74). DESeq?2 analizi sonucu diizenlenmis log-
tabanli degerler (regularized log-transformed counts) Hiyerarsik Kiimeleme
(hierarchical clustering) ve Temel Bilesenler Analizlerinde (PCA) kullanildi. PCA i¢in
ekspresyon degerleri 6rnekler boyunca en ¢ok degiskenlik gosteren ilk 500 gen
belirlendi. Ortaya ¢ikan 500 gen Stats paketinde tanimli prcomp fonksiyonunun
DESeq?2 paketine ait kodlama dile uygun resimde yazilmasi ile PCA gergeklestirildi
(74). PCA ve hiyerarsik kiimeleme analizleri ile elde edilen sonuglara ait grafikler
pca3d (120) ve Gplots (121) paketleri kullanilarak olusturuldu. GOseq (75) paketi
kullanilarak DESeq? ile belirlenen diferansiyel ifade edilen genler i¢in Gen Ontoloji
Zenginlestime Analizi (GO term enrichment analysis) ger¢eklestirildi. Bu analizde
diizenlenmis p degeri (adjusted p value) 0.05’den kiigiik olan ve mutlak log, kat
degisim degeri (log> fold changes) 1.5’ten biiylik olan genler hedef genler, 0.05’ten
biiylik p degerine sahip olan genler ise tiim genler (background) olarak secildi.
Benjamini ve Hochberg metodu kullanilarak p degerlerinin ¢oklu test dogrulamasi
gerceklestirildi (122). Zenginlestirme analizine ek olarak, ClusterProfile paketi
igerisindeki groupGO fonksiyonu kullanilarak diferansiyel ifadesi olan genler (mutlak

log kat degisim degeri>0.5) GO terimlerine gore siniflandirildi (77).
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5.14. Elektrofizyolojik Analizler

Kalbe 6zgii duyu noronlar1 ve kardiyomiyositler arasindaki elektriksel iletigimi
incelemek amaciyla Ca*? indikatorii GCaMP6s ve bir optogenetik araci olan kanal-
rodopsin viriis yolu ile hiicrelere verildi. Ayrica, hiicrelerden elektriksel kayit
alabilmek icin yama kiskaci ve gercek zamanli ekstraseliiler kayit cihazi kullanildu.
Kardiyomiyosit hiicrelerinin atim frekanslarii 6lgmek icin ise 151k alan videolar
cekildi ve bu videolardan hareket takip analizi kullanilarak her bir kardiyomiyosit

hiicresinin zamana bagli atim grafigi olusturuldu.
5.14.1. Ca*? Goriintiileme

Tek basina veya kardiyomiyositler ile kokiiltiire edilen kalbe 6zgli duyu ndron
hiicrelerine ait Ca*? degisimini incelemek amaciyla bir sentetik boya olan Fluo-4
kullanildi. Hiicrelerdeki elektriksel aktivite sonucu olusan Ca*? degisimini floresan bir
boya olan Fluo-4 floresan siddetini degistirerek gercek zamanli takibini saglamaktadir.
5 uM Fluo-4 ve Fluo-4’nun hiicre zarindan gegmesini saglayan %0.02°lik Pluronik
asit Tyrode’s ¢ozeltisi (KC1 SmM, NaCl 140mM, Hepes SmM, NaH2PO4 1mM, MgCl2
1mM, CaClz 1.8mM, Glukoz 10mM, pH=7.4) igerisinde hazirlandi1 (123). Hiicreler
hazirlanan Fluo-4 iceren Tyrode’s cozeltisi icerisine alinarak 30 dakika 20 °C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi herhangi bir tampon ¢ozeltisi ile yapilan yikama
sonucu boya ortamdan uzaklastirildi ve goriintiileme igin hiicre kaplarma Tablo
5.4.1°de belirtilen kardiyomiyosit besiyeri eklendi. Hiicreler normal fizyolojik
kosullarina geri donmesi amaciyla 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. %5 CO> ve 37
°C kosullarda inkiibasyona sahip Spinning disk konfokal mikroskobu veya konfokal
mikroskobu ile goriintiiler alindi. Floresan goriintiilleme sonucu zaman bagl Ca*?

degisimleri verileri Image-J programu ile elde edildi.

Sentetik boyalar disinda, arastirma merkezimizde {iretilen AAV-EFla-
GCaMP6s-WPRE-pGHpA ve AVV-Syn-GCaMP6s viriisleri kullanilarak uzun siireli
Ca*? goriintiilenmesi amaglanda. AAV-EFla-GCaMP6s-WPRE-pGHpA
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kardiyomiyosit ve duyu sinir hiicrelerine, AVV-Syn-GCaMP6s ise tasidig1 sinapsin
(Syn) prometer1 nedeniyle sadece ndron hiicrelerine verildi. Farkli konsantrasyondaki
viriis partikiilleri %2 FBS, %1 P/S, %1 Glutamax, %1 NEAA, %1 Sodium pyruvate
DMEM igerisinde hazirlanarak GCaMP6s iiretmesi istenen hiicrelere verildi. Bir gece
hiicrelerin viriis ile inkiibasyonun sonunda tampon cozeltisi kullanilarak yikamalar

yapildi ve Tablo 5.4.1°de belirtilen kardiyomiyosit besiyeri petri kaplarina eklendi.
5.14.2. Optogenetik Uygulamalar

Kardiyomiyosit ve kalbe 0zgii duyu sinir hiicreleri arasindaki elektriksel
iletisimi incelemek amaciyla son donemde yaygin olan optogenetik ydntem
kullanilmistir. Optogenetik arag olan 1s1ya duyarli Channelrhodopsin2 (ChR2) Adeno
Miskili Viriis (AAV) kullanilarak kardiyomiyosit veya sinir hiicrelerini enfekte edildi.
Kullanilan bu viriis, igerdigi tavuk B-actin baslaticis1 (CAG, chicken B-actin promoter)
ile ¢esitli hiicre tiplerinde kullanilmasi, hiicre enfekte yilizdesinin yiiksek olmasi,
H134R mutasyonu ile mavi 1s18a daha duyarli olmasi ve kirmizi floresan olan tdtomato
tasimasi nedeniyle tercih edilmistir. Kardiyomiyosit hiicreleri i¢in %2 FBS, %1 P/S,
%1 Glutamax, %1 NEAA, %1 Sodium pyruvate igeren DMEM ve ndron hiicreleri i¢in
ise ek olarak %2 B27 kullanilarak hiicrelerin ChR2 {iretmesi hedeflendi.
Mikrolitresinde 1.22x10% viral partikiil igeren viriisten 0.2 pl, 0.4 pl, 0.8 ul ve 1 pl
AVV-ChR2 kullanilarak kardiyomiyositleri enfekte eden ve canliligin en yliksek
oldugu konsantrasyona bakildi. Noron hiicrelerinin ChR2 iiretmesi i¢in NBA besiyeri
icerisine 0.5 pl veya 1 pl AVV-ChR2 eklendi. Hiicrelerin floresan &zelligine sahip
ChR2 iiretimini belirlemek amaciyla viriis ile enfekte edilmeyen hiicreler kullanilarak
goriintiileme sirasinda olusabilecek otofloresan en aza indirildi. Viriis ile enfekte olan
ve ChR2 iireten hiicreler tasidiklar1 tdtomato floresan ile enfekte olmayanlardan ayirt
edildi. Konfokal mikroskobunda soldurma (bleching) modiiliindeki alan se¢imi ile
ChR2 {ireten kardiyomiyosit hiicreleri hedeflendi ve yine ayni modiil ile %10 lazer
giicli, 100 saniye boyunca saniyede 1-5 arasinda degisen mavi 1s1k kullanilarak
uyarildi. Uyarilma esnasinda kardiyomiyositlerin kasilip gevsemesi ve baglantili

olduklar1 GCaMPé6s iireten ndronlarda Ca*? degisimi takip edildi.
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5.14.3. Hareket Takip (Motion Tracking) Analizi

Tek basina veya kokiiltiirdeki kardiyomiyositlerin kasilip gevseme kinetiklerini
analiz etmek amaciyla Huebsch ve ark. tarafindan gelistirilen Motion Tracking analizi
kullanild1 (124). Isik mikroskobu goriintiisii ¢ekilen kardiyomiyositlere ait goriintiiler
avi formatina gevrilerek Matlab yazilimi ile kullanilan Motion Tracking analiz ara
ylziine yiiklendi. Videoya ait frekans, um cinsinden piksel biiyiikliigii, makroblok
biiyiikliigii 16 piksel ve segilebilen hareket minimum 7 piksel olarak se¢ildi. Istenilen
alan (ROI) segilerek kardiyomiysite ait attim hiz/saniye ile kasilma siiresi, hiz1 ve

frekans degerleri elde edilmektedir.

5.14.4. Hiicreler Arasinda Ca*? iyonuna Bagh Sinyal Korelasyon Analizi

Kardiyomiyosit ve duyu néronlarindan alinan Ca*? floresan sinyalleri ile ve
kasilma kinetik degerlerine ait sinyallerin benzerliklerini ortaya koymak i¢in Matlab
(2020b) yazilim1 kullanildi. Matlab yaziliminda bulunan c¢apraz korelasyon (Cross-
corelation) fonksiyonu kullanilarak yazilan kod sayesinde kardiyomiyosit ve duyu
noronlarina ait Ca*? sinyalleri ile kardiyomiyosit atim hiz1 degerlerinin benzerligi
incelendi. 0.5 veya -0.5 degeri analiz edilen hiicreler arasinda s korelasyon oldugunu
gostermektedir. Ayrica, elde edilen ¢apraz korelasyon grafigi ile sinyaller arasindaki
zaman kaymasi olup olmadigi ve ne kadar oldugu belirlendi. Sinyal benzerliginin
incelenmesinin yaninda, iki hiicre tipinin Ca*? sinyallerine ait frekans degerleri Fourier

doniistim fonksiyonu kullanilarak olusturuldu ve ortak frekans araliklar1 belirlendi.
5.14.5. Yama-Kiskaci (Patch-Clamp)

Hiicrelerde olusan zar potansiyel degisimi diger bir adiyla aksiyon potansiyel
yama kiskacinda akim kenetleme yontemiyle olgiilmeye ¢alisildi. Yama kiskaci
deneyleri icin 6nceden laminin veya fibronektin kapli 15 mm capa sahip lamelere
hiicre ekimi gerceklestirildi. Kayit sirasinda sirasiyla pipet Soliisyonu (KCI 140 mM,
Mg-ATP 5mM, MgCl. 1mM, Hepes 10mM, EGTA SmM) ve external soliisyon (NaCl
150 mM, Glukoz 10 mM, CaClz 1.2 mM, Hepes 10 mM, KCI 4 mM, MgCl. 1 mM)

kullanildi (Honda vd., 2011). Soliisyonlar hazirlandiktan sonra osmolarite ve pH
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degerleri Olgiildii. Pipet soliisyonu i¢in pH=7.2 ve osmolaritenin 290-295 mOSM
olmasina dikkat edildi. Dis (External) soliisyonunda ise pH=7.4 ve osmolarite 315-320
mOSM olarak ayarlandi. Soliisyonlar hazirlandiktan sonra filtrelendi ve kullanima
kadar pipet soliisyonu -20 °C’de dis soliisyon ise +4 °C’ de muhafaza edildi. Hiicre
zarina temas edebilmek i¢in barosilikat cam pipetler pipet yapici (puller) kullanilarak
sivrilestirildi. Yiiksek direng ve 1s1 ile sivriltilen pipet uclarinin agik olmasina dikkat
edildi ve bunun i¢in tozlu ortamdan uzak tutuldu. Kardiyomiyosit hiicreleri i¢in en
uygun pipet direnci 3-5 mega Ohms’dur (125). Bu nedenle, pipet ¢ekilirken pipetin
direncinin bu aralikta olmasina dikkat edildi. Kayit giinii hiicreler dis soliisyon
icerisine alindi. Hazirlanmis olan pipetler icerisine pipet soliisyonu eklendi. Kayitlar
gigaseal olarak adlandirilan pipet ile hiicre temasinda pipet direncinin gigaOhm

oldugu kosullarda gerceklestirildi.

5.14.6. Gercek Zamanh Ekstraseliiler Kayit (Extracellular Recording, ECR)

Saflastirilan kalbe 6zgii duyu ndronlart ile birlikte veya yalniz olarak kiiltiire
edilen kardiyomiyositlerin kasilma ve alan potansiyelleri XCELLigence RTCA Cardio
ECR sistemi kullanilarak gergeklestirildi. 48 kuyulu ECR plaklarinin her bir
kuyucuguna 25 bin adet kardiyomiyosit ve 1000 adet kalbe 6zgii AKG néronu ekildi.
Asagida belirtilen ii¢ farkli grup olusturularak, istatiksel analiz i¢in her bir grup dort
kuyucuga ekildi.

1. Sadece kardiyomiyosit
2. Kalbe 6zgii AKG Duyu ndronu ve kardiyomiyosit kokiiltiirii

3. Heterojen AKG duyu ndronu ve kardiyomiyosit kokiiltiirii

Ekimden sonrasi her bir kuyucuktan dort saatte bir kayit alinarak hiicrelerin
elektriksel aktivitesi analiz edildi. Kardiyomiyositlerin mekanik degisimi yani kasilip
degisimini gosteren Empedans (EMP) ve alan potansiyeli (AP) verileri 20 saniyelik
Olctimler seklinde ve sirasiyla 12 milisaniye (msn) ve 0.1 msn ¢oziiniirliikkte alindi.
xCELLigence® RTCA CardioECR Data Analysis yazilimi kullanilarak elde edilen
verilerden atim say1si, alan AP siiresi (FPD) ve AP ¢ubuk genligi (FP spike amplitude)

hesaplamalar1 gergeklestirildi.
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5.15. (istatiksel Analiz

Ca'*? goriintiileme, elektrofizyolojik kayit ve hiicre sayimina ait veriler ortalama
+STD olarak gosterildi. Istatiksel analizi gergeklestirmek igin Student’s two-tailed
unpaired and paired t testleri kullanildi. KM ve Noronlarin optogenetik uyarim 6ncesi,
uyart sirasinda ve uyarim sonrasi frekans karsilagtirmalarinda Wilcoxon testi
kullanildi. Ca*? iyonuna bagl floresan siddetinin genlik karsilastirmalarinda, elde
edilen verilerin normal dagilim gosterip gostermediklerini belirlemek igin 6ncelikle
Gorov-Smirnov testi uygulandi. Normal dagilim gosterenler t paired yontemi ile test
edildi normal dagilim gostermeyenler Wilcoxon yontemi ile test edildi. P <0.05

secilerek istatistiksel anlamlilik belirlendi.
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6. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, kalbe 6zgii duyu sinir hiicrelerinin retrograd boya
kullanilarak isaretlenmesi, saflastirilmasi ve karakterize edilmesi amag¢lanmuistir.

Kalbe 0zgii duyu sinirlerini tanimlamak amaciyla retrograd isaretleme
kapasitesine sahip ajanlar kalbe enjekte edilerek, isaretleme kapasiteleri karsilastirildi.
Bu amagla, retrograd ilerleyen ve néron isaretleyen Di-8-ANEPPQ, Dil, Fluorogold
sentetik boyalar1 ile rAAV2-retro-tdtomato viriisii kullanildi. Dakikada 300-500 kez
kasilan kalbe enjeksiyonun zorlugu ve kalp cerrahisinde yasam ihtimalinin diisiik
olmasindan dolayi, retrograd ajanlar onciil deneyler i¢in daha stabil ve kolay bir

uygulama imkani1 saglayan siyatik sinire verildi.

6.1. Di-8-ANEPPQ’nun Floresan Ozelliklerinin In Vitro

Karakterizasyonu

Literatiirde, Di-8-ANEPPQ boyasmin in vivo retrograd ndéron boyama
Ozelliginin yaninda voltaj duyarli oldugu da raporlanmistir (126). Di-8-ANEPPQ’iin
primer hiicre kiiltiirlindeki boyama kapasitesini test etmek amaciyla, NG kiiltiirii (Sekil
6.1.1 A) ve yenidogan kardiyomiyosit (Sekil 6.1.1 B) hiicreleri 20 uM Di-8-ANEPPQ
ile boyandi. Boyama sonrasi alinan gergek zamanli floresan goriintiilerde, lipofilik
ozelliginden dolayr Di-8-ANEPPQ boyasinin hiicre zarinda lokalize oldugu
gozlemlendi (Sekil 6.1.1) (127).

Sekil 6.1.1 Di-8-ANEPPQ’nun primer hiicre kiiltiiriinde boyama testi. (A) Di-8-
ANEPPQ boyali NG hiicreleri ve (B) yenidogan kardiyomiyositler. Di-8-ANEPPQ:
Yesil, Olgek Bari: 100 um.

71



Hiicre zarin1 boyayan Di-8-ANEPPQ boyasinin voltaj duyarliligini test etmek
amaciyla, Di-8-ANEPPQ boyali ndronlara aksotomi uygulandi ve hiicrelerdeki
floresan degisimi analiz edildi. Aksotomi Oncesi ve sonrasi yapilan floresan analizi
sonucunda, Di-8-ANEPPQ ile boyali spontan veya uyarilmis noron kiiltiirlerinde
(Sekil 6.1.2 A, B) voltaj degisimi tespit edilemedi. Noron kiiltiiriiniin yaninda, Di-8-
ANEPPQ boyasmin voltaj duyarliligi spontan atim gdsteren kardiyomiyosit
kiltiiriinde test edildi (Sekil 6.1.2 C). Benzer sekilde, floresan degisimi tespit edilmesi
(Sekil 6.1.2 D). Bu nedenle, voltaj duyarliligi dogrulanamayan Di-8-ANEPPQ’nun bu

sadece floresan ve retrograd 6zellikleri ilerleyen deneylerde kullanildi.
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Sekil 6.1.2 Primer canl hiicre Kkiiltiiriinde Di-8-ANEPPQ’nun voltaj duyarhhk
analizi. (A) Di-8-ANEPPQ ile boyali NG néronlart ve (B) sinir hiicrelerindeki
aksotomi Oncesi ve sonrasi voltaj degisimi. (C) Di-8-ANEPPQ ile boyali yenidogan
kardiyomiyosit hiicreleri ve (D) spontan voltaj degisimi gosteren grafik. Di-8-
ANEPPQ: Yesil, NG: Nodoz gangliyon, KM: Kardiyomiyosit, Olgek bari: 100 um.

Literatiirde, Di-ANEPPQ’nun yaklasik 500 nm ile uyarildigi ve 700 nm 1s1ma
yaptig1 rapor edilmistir (98). Immiinboyamalar ve hiicre saflagtirmasi sirasinda
beklenmedik bir durumla karsilasmamak igin, Di-8-ANEPPQ isaretli hiicrelerin

uyarilma ve 1s1ma spektrumu incelenmistir. Di-8-ANEPPQ floresan boyasinin 488 nm
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(Sekil 6.1.3 A) ve 561nm (Sekil 6.1.3 B) ile uyarildigi ancak 633 nm ve dstii ile
uyarilmadigr gozlemlendi (Sekil 6.1.3 C). Diger taraftan, Di-8-ANEPPQ’nun
uyarilmasi sonucunda 571 nm ile 690 nm arasinda genis bir spektrumda 1s1ma yaptigi
tespit edildi (Sekil 6.1.3). Di-8-ANEPPQ’nun uyarilma ve 1s1ma spektrum analizi igin
konfokal mikroskobunda bulunan Lamda modu kullanilarak Di-8-ANEPPQ ile
boyanmis kardiyomisyosit hiicreleri incelendi. Yapilan spektrum analizi sonucunda
Di-8-ANEPPQ’nun 488 nm (Sekil 6.1.3), 514 nm ve 561 nm olmak tizere li¢ farkli
dalga boyu ile uyarildig1r ve 571-690 nm arasinda genis bir 1s51ma 6zelligine sahip
oldugu tespit edildi (Sekil 6.1.3). Bu nedenle, Di-8-ANEPPQ isaretli hiicreleri
goriintiilemek amaciyla 488 nm lazer ve floresan goriintiileme i¢in 570 nm ve 690 nm

arasindaki filtreler kullanildi. Ayrica, Di-8-ANEEPQ isaretli hiicrelerin immiin

boyamalarin 633 nm ve lizeri uyarilan ikincil antikorlar tercih edildi.

Sekil 6.1.3 Di-8-ANEPPQ boyasinin 1sima spektrumu. Lamda modu kullanilarak
(A) 488 nm, (B) 561 nm ve (C) 633 nm ile uyarilan Di-8-ANEPPQ boyali primer
kardiyomiyosit hiicrelerinin konfokal mikroskobundaki 1s1ma spektrumu. Olgek bar:
100 pm.
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6.2. Di-8-ANEPPQ’nun Siyatik Sinir ile In vivo incelenmesi

In vitro isaretleme 6zellikleri dogrulanan Di-8-ANEPQ’ya ek olarak belirlenen
ve REMER biinyesinde in vitro ve in vivo dogrulamalar1 farkli arastirmalar
kapsaminda yapilmis Dil, fluorogold ve TrAAV2-retro-tdtomato denendi.
Operasyondan 3 giin sonra, siyatik sinire dallanan lumbar 3-5 seviyesindeki AKG’lar
cikarildi. Floresanca isaretlenen AKG noronlar1 dnce doku boyutunda daha sonra
enzimatik asamalardan gegirilerek hiicre kiiltiiriinde konfokal mikroskobu kullanilarak
incelendi (Sekil 6.2.1). Alinan floresan goriintiiler sonucunda, Dil (Sekil 6.2.1 C, F)
ve fluorogold (Sekil 6.2.1 B, E) uygulamasina gore Di-8-ANEPPQ’nun doku
boyutunda (Sekil 6.2.1 A) ve hiicre kiiltiiriinde (Sekil 6.2.1 D) daha fazla AKG hiicresi
isaretledigi ve floresan siddetinin yiiksek oldugu gézlemlendi. Floresanca isaretlenen
AKG hiicrelerine ait goriintiiler, retrograd boyalar arasinda Di-8-ANEPPQ’nun daha

fazla sinir hiicresini in vivo isaretledigi belirlendi.

Sekil 6.2.1 Di-8-ANEPPQ’nun in vivo isaretleme kapasitesinin siyatik sinirde test
edilmesi. (A, D) Di-8-ANEPPQ (yesil), (B, E) Fluorogold (mavi) ve (C, F) Dil
(kirmiz1) uygulamasi sonrast Lumbar 3-5 seviyesindeki AKG hiicrelerinin doku ve
hiicre kiiltlirtindeki floresan goriintiisii, 6l¢ek bari: 100 pm.
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6.3. Di-8-ANEPPQ’nun Kalbe Enjeksiyonundan Sonra Bekleme Siiresinin

Belirlenmesi

Di-8-ANEPPQ boyasinin ndérona 6zgi retrograd isaretleyici olduguna tespit
edildikten sonra, kalbe verilen Di-8-ANEPPQ’nun AKG ve NG’de bulunan duyu sinir
hiicrelerine optimum tasinma siiresi incelendi. Bu amagcla, Di-8-ANEPPQ’nun
verilmesinden 1, 3, 5, 7, veya 14 sonra AKG ve NG’lar ¢ikarilarak konfokal
mikroskobu kullanilarak incelendi. Boya verilmemis kontrol dokularina goére alinan
floresan goriintiileri kullanilarak (Sekil 6.3.1 F, Sekil 6.3.2 F), 1.giin floresan siddeti
diisiik olmakla beraber incelenen her giine ait NG ve AKG dokularinda belirli bir hiicre
grubunun Di-8-ANEPPQ ile isaretlendigi ve gangliyon boyunca heterojen bir dagilima
sahip oldugu sonucuna varildi (Sekil 6.3.1, Sekil 6.3.2). Ayrica, bazi doku
orneklerinde hiicrelere ait fiberlerin de Di-8-ANEPPQ ile boyandigi tespit edildi (Sekil
6.3.2 C). Giinler karsilastirildiginda, operasyondan 7 giin sonra elde edilen Di-8-
ANEPPQ ile boyali kalbe 6zgii duyu néron sayisinin diger giinlere gore yiiksek oldugu
gozlemlendi (Sekil 6.3.1 D, Sekil 6.3.2 D). Operasyondan 14 giin sonrasinda ise
isaretli hiicre sayisinin AKG noronlarinda sabit kaldigi (Sekil 6.3.2 E) ancak NG
noronlarinda diistiigii tespit edildi (Sekil 6.3.1 E). Sonug¢ olarak, devam eden
deneylerde Di-8-ANEPPQ’nun kalbe enjeksiyonundan 7 giin sonra NG ve AKG

dokulariin ¢ikarilmasina ve goriintiilenmesine karar verildi.

75



14.Gin F Kontrol

Sekil 6.3.1 In vivo olarak Di-8-ANEPPQ ile isaretlenmis NG noronlarimin floresan
mikroskobu ile incelenmesi. Di-8-ANEPPQ boyasinin kalbe verilmesinden (A) 1,
(B) 3,(C) 5, (D) 7 ve (F) 14 giin sonra NG néronlarinin (F) kontrol NG dokusuna gore
alian floresan goriintiisii. Di-8-ANEPPQ: yesil, 6l¢ek bart: 100 um.

7.Gin E 14. Gan® F Kontrol

Sekil 6.3.2 In vivo olarak Di-8-ANEPPQ ile isaretlenmis AKG néronlarimin
floresan mikroskobu ile incelenmesi. Di-8-ANEPPQ boyasinin kalbe verilmesinden
(A) 1, (B) 3, (C) 5, (D) 7 ve (F) 14 giin sonra AKG néronlarinin (F) kontrol AKG
dokusuna gore alinan floresan goriintiisii. Di-8-ANEPPQ: yesil, 6l¢ek bart: 100 um.

In vivo olarak Di-8-ANEPPQ ile isaretlenmis NG (Sekil 6.3.1) ve AKG (Sekil
6.3.2) ndronlariin tek hiicre boyutunda floresan 6zelligini koruyup korumadigini

tespit etmek amaciyla dokular enzimatik agamalardan geg¢irildi. Hiicre kiiltiirtinden
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alinan floresan goriintiilerde, enjeksiyon giliniinden bagimsiz olarak Di-8-ANEPPQ
isaretli hiicrelerin boyayr halen igerdigi, boyanin néron govdesinde sitoplazmaya
homojen dagildigi, ¢ekirdege girmedigi ve bir haftaya kadar floresan ozelligini
korudugu gozlemlendi (Sekil 6.3.3, Sekil 6.3.4). Alinan goriintiilerden yapilan hiicre
sayimi ile NG ve AKG hiicre popiilasyonunun %34 niin Di-8-ANEPPQ isaretli diger
bir deyisle kalbe 6zgii sinir hiicrelerinden olustugu tespit edildi. Yapilan incelemeler
sonucunda, operasyondan 7 giin sonra Di-8-ANEPPQ isaretli hiicrelerin floresan
Ozelligini enzimatik agamalardan sonra da devam ettirdigi (Sekil 6.3.3 D, Sekil 6.3.4
D) ve bu nedenle floresanca aktiflestirilmis hiicre ayrisma cihazina konularak
saflagtirilabilecegine karar verildi.

1.Gin , B = 3.Gin C

=9

“ 14.Giin F Kontrol

Sekil 6.3.3 In vivo olarak Di-8-ANEPPQ ile isaretlenmis NG noronlarimin floresan
mikroskobu ile incelenmesi. Di-8-ANEPPQ boyasinin kalbe verilmesinden (A) 1,
(B) 3, (C) 5, (D) 7 ve (F) 14 giin sonra in vitro NG noronlarinin (F) kontrol NG
ndronlaria gore alinan floresan goriintiisii. Di-8-ANEPPQ: yesil, dl¢ek bari: 100 pm.
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14.Gin F Kontrol

Sekil 6.3.4 In vivo olarak Di-8-ANEPPQ ile isaretlenmis AKG néronlarinin
floresan mikroskobu ile incelenmesi. Di-8-ANEPPQ boyasinin kalbe verilmesinden
(A) 1,(B) 3, (C) 5, (D) 7 ve (F) 14 giin sonra in vitro AKG noronlarinin (F) kontrol
AKG noronlarina gore alinan floresan goriintiisii. Di-8-ANEPPQ: yesil, ol¢ek bari:
100 um.

6.4. Di-8-ANEPPQ’nun AKG ve NG Dokularinda Incelenmesi

Secilen retrograd boyalarin siyatik sinir ile baglantili AKG néronlarmi in vivo
isaretleme kapasiteleri karsilastirilip, degerlendirdikten sonra Di-8-ANEPPQ, Dil ve
Fluorogold ile rAAV2-retro-tdtomato fare kalbine verildi. Literatiirde raporlandigi
gibi operasyondan 7 giin sonra, C5-T8 arasindaki DRG ve NG dokular1 alind1 ve
konfokal mikroskobu kullanilarak floresan goriintiileri alind1 (Sekil 6.4.1) (14). Di-8-
ANEPPQ isaretli noronlar NG (Sekil 6.4.1 A) ve DRG (Sekil 6.4.1 D) dokusunda
gbzlemlendi. Diger taraftan, Di-8-ANEPPQ boyasina kiyasla Dil veya Fluorogold ile
floresanca isaretlenmis az sayida sinir hiicreleri NG (Sekil 6.4.1 B, C) ve AKG
orneklerinde (Sekil 6.4.1 E, F) tespit edildi ve Fluorogold ajaninin 6zgii olmayan

sitoplazma boyamasi gosterdigi gdzlemlendi.
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Sekil 6.4.1 NG ve AKG’da bulunan kalbe 6zgii duyu néronlarimin Di-8-ANEPPQ),
Dil ve Fluorogold ile retrograde isaretlenmesi. (A, D) Di-8-ANEPPQ (yesil), (B,
E) Dil (kirmiz1), (C, F) Fluorogold (mavi). Oklar: Fluorogold ile isaretlenen hiicreler,
Olgek bari: 100 pm.

Retrograd isaretleme kapasitesine sahip rAAV2-retro-tdtomato viriisiine ait
dokular degerlendirdiginde, sadece NG dokusu (Sekil 6.4.2 A) ile servikal ve toraks
seviyesindeki AKG’daki hiicreleri degil (Sekil 6.4.2 B-D) ayrica lumbar seviyesindeki
AKG’daki hiicrelerini de enfekte ettigi goriildi (Sekil 6.4.2 E, F). Yapilan incelemeler,
rAAV2-retro-tdtomato viral ajanin 6zgiil olmayan bir boyama kapasitesine sahip
oldugu ve olas1 bir sistematik dagilim gosterdigini diislindiirmiistiir. Bu nedenle,
ilerleyen deneylerde rAAV2-retro-tdtomato kullanilmadi. Diisiik sayida ndron
isaretleyen Dil or Fluorogold uygulamasi ile spesifik olmayan bir boyama kapasitesine
sahip rAAV2-retro-tdtomato viriisiine kiyasla, ilintili seviyelerdeki Di-8-ANEPPQ
isaretli noronlarin giiclii floresana sahip oldugu belirlendi. Bu nedenle, ilerleyen
deneylerde kalbe 6zgii duyu ndronlarini isaretlemek amaciyla retrograd boya olarak

Di-8-ANEPPQ’nun kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 6.4.2 rAAV2-retro viriisiinii kalbe enjeksiyonun sonra NG ve AKG
noronlarimin floresan goriintiisii. rAAV-retro ile enfekte (A) NG, (B) C8, (C) T1,
(D) T12, (E) L2 ve (F) L5 seviyesindeki duyu sinir hiicreleri. rAAV2-retro-tdtomato:
kirmizi, Olgek bart: 100 pm.

6.5. Di-8-ANEPPQ’nun Doku Kesitlerinde incelenmesi

Di-8-ANEPPQ’nun sadece kalbe dallanan duyu noronlarini isaretledigini tespit
etmek amaciyla operasyondan 7 giin sonra servikal, toraks ve lumbar olmak iizere
biitin AKG dokular1 toplanarak kesit alindi (Sekil 6.5.1). C1-C4 (Sekil 6.5.1 A) ile L1-
L5 (Sekil 6.5.1 F) seviyesindeki AKG doku kesitlerinde Di-8-ANEPPQ’ya
rastlanmadi. Ayrica, T10-T13 seviyesindeki AKG kesitlerinde ise floresanca isaretli
tek hiicre gozlemlendi (Sekil 6.5.1 E). Diger taraftan, Di-8-ANEPPQ isaretli duyu
noronlarinin literatiire benzer sekilde sagl sollu C5-T8 arasindaki AKG (Sekil 6.5.1
B-D) ile NG’da (Sekil 6.5.1 G, H) yogun bir dagilim gosterdigi tespit edildi (12,96).
Ayrica, C4-T8 seviyesindeki omurilikten alinan kesitlerden floresan goriintiileri
alinarak, Di-8-ANEPPQ boyasinin isaretlenmis AKG noronlarindan omurilige gegisi
incelenmistir. Yapilan goriintiileme sonucunda, Di-8-ANEPPQ floresanina omurilikte

rastlanmadi (Sekil 6.5.1 G, ). Elde edilen bu veri, kalbe enjekte edilen Di-8-
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ANEPPQ’nun kardiyak aferentlerin basariyla isaretledigini ve AKG noronlarinda

kalarak omurilige yayilmadigini gostermektedir.

Sekil 6.5.1 Belirli seviyelerdeki Di-8-ANEPPQ isaretli AKG néronlarinin
goriintillenmesi. Di-8-ANEPPQ ile isaretlenmis AKG néronlarmin ilgili omur ilik
seviyelerindeki (A) C2, (B) C5, (C) T4, (D) T7, (E) T11, (F) L2, (G) Sag NG, (H) Sol
NG ve (1) Omurilik. Di-8-ANEPPQ: yesil, 6l¢ek bart: 100 pm.

Di-8-ANEPPQ boyasinin C-T seviyesindeki AKG ile NG noronlarimi
isaretlemesinin yaninda, kalbe enjeksiyon sonrasinda akciger, karaciger ve bobrek
organlara gegisi incelendi. Kalpten alinan kesitlerde, operasyondan 7 giin sonra Di-8-
ANEPPQ’nun floresan 6zelligini korudugu ve kalbe yayilmis oldugu goézlemlendi
(Sekil 6.5.2 A). Akciger (Sekil 6.5.2 B), karaciger (Sekil 6.5.2 C) ve bobrege ait
kesitlerde (Sekil 6.5.2 D) floresan sinyale rastlanmadi. Sonug olarak, kalbe enjeksiyon
sonrasinda Di-8-ANEPPQ boyasinin bagka organlara sizmadig1 ve bu nedenle 6zgiil

boyamay1 sagladigi sonucuna ulasildi.
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Kalp Akciger Karaciger Bobrek

Sekil 6.5.2 Di-8-ANEPPQ’nun Kkalp, akciger, karaciger ve bobrekteki
tutulumunun incelenmesi. (A) Kalpten alinan kesitlerde Di-8-ANEPPQ’nun kalpte
floresan sinyali. (B) Akciger, (C) karaciger ve (D) bobrek dokularina ait kesitlerin
konfokal mikroskobu altindaki goriintiisii. Di-8-ANEPPQ: yesil, 6l¢ek bari: 100 um.

6.6. Di-8-ANEPPQ’nun immiinohistokimyasal Incelenmesi

Doku boyutunda Di-8-ANEPPQ isaretli hiicrelerin néron karakterizasyonu igin
immiin boyama yapildi ve néron isaretleyici olarak Tuj-1 kullanildi. Immiin boyama
siirecinde, dokularin fiksasyonu sonrast Di-8-ANEPPQ’nun floresan siddetinin
azaldig1 ve boyama sonunda boyanin floresanini tamamen kaybettigi gozlemlendi. Bu
nedenle, Di-8-ANEPPQ’nun fiksasyon ve immiinboyama ile uyumlu olmadig:
sonucuna varildi. Bu problemi ¢6zmek i¢in, fiksasyon oncesi Di-8-ANEPPQ isaretli
hiicrelerin floresan goriintiileri (Sekil 6.6.1 A, D) ile Tuj-1 ile immiinboyama sonrasi
ayni kesitten alian (Sekil 6.6.1 B, E) floresan goriintiiler st {istte getirilmistir (Sekil
6.6.1 C, F). Yapilan islem sonucunda, Di-8-ANEPPQ ve Tuj-1 isaretleyicilerine ait
floresan sinyallerinin kolokalize oldugu ve retrograd boyanin néron disinda baska bir
hiicreye ge¢medigi tespit edildi (Sekil 6.6.1 C, F). Norona 6zgii protein olan Tuj-1 ile
yapilan isaretleme sonucu, kalbe enjekte edilen Di-8-ANEPPQ’nun AKG ve NG’da

Tuj-1 duyu noronlarini isaretledigi sonucuna varilmistir.
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Di-8-ANEPPQ B y Birlesik
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Di-8-ANEPPQ F Birlesik

AKG

Sekil 6.6.1 In vivo isaretlenmis Di-8-ANEPPQ pozitif AKG ve NG néronlarinin
immiinohistokimyasal analizi. NG noronu (A) Di-8-ANEPPQ, (B) Tuj-1 ve (C)
Birlesik. AKG néronlart (D) Di-8-ANEPPQ, (E) Tuj-1 ve (F) Birlesik. Tuj-1
(kirmiz1): beta tubulin III, DAPI (mavi): nuclear marker, Di-8-ANEPPQ (yesil). Olgek
bart: 100 pm.

6.7. Kalbe Ozgii Duyu Sinir Hiicrelerinin 3-Boyutlu Gériintiilenmesi

Kalbe 6zgii duyu noronlarinin NG ve AKG dokularindaki dagilimini incelemek
amaciyla Di-8-ANEPPQ isaretli dokular iki-foton mikroskobu ile incelendi. Alinan 3
boyutlu goriintiilerde kalbe 6zgii duyu sinirlerinin hem AKG (Sekil 6.7.1 A) hem de
NG dokularinda (Sekil 6.7.1 B, C) bilateral olarak homojen dagildig: tespit edildi.
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Sekil 6.7.1 Kalbe 6zgii duyu néronlarmin 3 boyutlu gosterimi. (A) sag T2, (B) sag
NG ve C) sol NG. Di-8-ANEPPQ: yesil, kolajen: gri. Olgek bari: 100 um. Penetrasyon
derinligi; Sag T2 AKG: 92 um, sag NG: 420 um, sol NG: 300 um.

6.8. Kalbe Ozgii Duyu Sinir Hiicrelerinin Cap Analizi

Kalbe 6zgii duyu néronlarinin boyutlarini tespit etmek amaciyla, Di-8-ANEPPQ
isaretli hiicrelerin ¢ap analizi gergeklestirildi. Bunun i¢in, Di-8-ANEPPQ isaretli
hiicrelerin alanlart olgiilerek caplari hesaplandi. Yapilan hesaplamalar sonucunda,
kalbe 6zgii AKG ndronlariin hiicre govde alanlarinin sirastyla; sag T1: 823 + 252.4
um?, sol T1: 740.4 + 242.3 um?, sag T3: 750.2 + 327.8 um?, sol T3: 890.4 + 289.9
um?, sag T5: 823 + 252.4 um?, sol T5: 842.3 + 350 um? (Sekil 6.8.1 A) oldugu tespit
edildi. Kalbe 6zgii AKG duyu ndronlarinin hiicre ¢aplarmin ise sag T1: 18.3 £ 2.75
um, sol T1:17.1 £ 3.09 um, sag T3: 16.98 £ 3.72 um, sol T3: 18.74 £ 3.2 um, sag T5:
17.5 + 2.3 um, sol T5: 18.2 + 3.9 um ve genel olarak 10-25 pum arasinda dagilim
gosterdigi tespit edildi (Sekil 6.8.1 B). Diger taraftan, dokularda yapilan hiicre gévde
analizlerine gore sag NG’da bulunan kalbe 6zgili noronlarinin hiicre gévde alanlar
ortalama 399.8 + 147.7 um?, sol NG’da ise 397.1 + 153.3 um? olarak 6lgiildii (Sekil
6.8.1 C). Alan analizinden yapilan hesaplamalar gore ise vagal kardiyak aferentlerin

ortalama hiicre ¢aplarinin sag gangliyonda 12.73 + 7.74 um, sol gangliyonda ise 12.69
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+ 7.88 um oldugunu gostermistir (Sekil 6.8.1 D). Koken aldigi gangliyondan bagimsiz

kalbe 6zgii duyu noronlarinin boyutlarinin 20 pm’den kii¢iik oldugu sonucuna varildi.
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Sekil 6.8.1 Di-8-ANEPPQ isaretli kardiyak noronlarmmin doku boyutundaki
hiicre govde alan ve caplarmn analizi. Iki tarafli T1, T3 ve TS AKG kardiyak
noronlarinin (A) hiicre govde alanlarinm1 ve (B) gaplarini gosteren grafik. Sag ve sol
NG kardiyak noéronlarinin (C) hiicre gévde alanlarini ve (D) ¢aplarini gosteren grafik.

6.9. Kalbe Ozgii Duyu Sinir Hiicrelerinin Saflastirlmas1 ve Histolojik

Incelenmesi

Di-8-ANEPPQ isaretli hiicrelerin FACS cihazinda saflastirilmasi ve analiz
edilmesi igin, boliim 6.2 tespit edildigi tizere 488 nm lazer uyarimda, 630+30 nm ile
513440 nm filtreler ise floresani 1s1masini yakalamak i¢in kullanildi. FACS cihazinda
tercih edilen iki farkli 1s1ma filtresi sayesinde Di-8-ANEPPQ isaretli hiicreler basariyla
aynistirildi (Sekil 6.9.1). FACS cihazinda yapilan kapilama sonucunda, NG (Sekil
6.9.1 A) ve AKG (Sekil 6.9.1 B) duyu sinir hiicrelerinde benzer floresan profili elde
edildi. FACS ile yapilan kapilama ve saflastirma sonucunda, genel NG ve AKG hiicre
popiilasyonunun sirasiyla %1.68-3.66 ve %1.62-3.31’sinin Di-8-ANEPPQ isaretli
duyu néronlar1 oldugu tespit edildi (Sekil 6.9.1). FACS ile saflastirilan Di-8-ANEPPQ
isaretli duyu noronlar1 cam petrilere ekilerek konfokal mikroskobu altinda floresan

goriintiileri alindi. Saflagtirmanin ardindan alman floresan goriintiilerde, Di-8-
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ANEPPQ boyali NG (Sekil 6.9.1 A) ve AKG (Sekil 6.9.1 B) sinir hiicrelerinin yesil
floresana sahip oldugu ve canliliklarinin yiiksek oldugu gézlemlendi (Sekil 6.9.1 C).
Diger taraftan, Di-8-ANEPPQ (-) hiicreleri belirlemek adina P2 ve P3 olarak
adlandirilmis iki alan alinarak, kiiltiire edildi. Alinan floresan goriintiilerde, P2
kapisina ait bolgeden akson kalintilarinin elde edildigi P3 alanindan bodlgeden ise
canliligin1 koruyan ve yesil 1s1ma vermeyen AKG ndronlarin oldugu goézlemlendi
(Sekil 6.9.1 C). Elde edilen bulgular, FACS cihaz1 ile Di-8-ANEPPQ isaretli
hiicrelerinin  boyanmamis hiicre poplilasyonundan ayrildigini, basarili ile

saflastirildigini ve islem sonrasi canliliklarini koruduklarini gostermistir.
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Sekil 6.9.1 Fare kalbine in vivo Di-8-ANEPPQ verilmesi sonras1t AKG ve NG
hiicrelerinin FACS analizi ve floresan goriintiisii. (A) Belirlenen filtreler
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kullanilarak floresan igaretli olmayan NG popiilasyonun belirlenmesi, in vivo Di-8-
ANEPPQ ile isaretlenmis canli NG hiicrelerinin floresan yayilimi ve ayristirma sonrasi
hiicre kiiltiirtindeki durumu. (B) Belirlenen filtreler kullanilarak floresan isaretli
olmayan AKG popiilasyonun belirlenmesi, in vivo Di-8-ANEPPQ ile isaretlenmis
canlt AKG hiicrelerinin floresan yayilimi ve ayrigtirma sonrasi hiicre kiiltiiriindeki
durumu. (C) Di-8-ANEPPQ isaretli hiicrelerin kapilanmasi ve Di-8-ANEPPQ (-)
hiicrelerin belirlenmesi ve ayristirilmasi sonrasi floresan goriintiisii. Olgek bari: 50
um, Di-8-ANEPPQ: yesil.

FACS yontemi ile saflagtirilan ve konfokal mikroskobu altinda Di-8-ANEPPQ
pozitif oldugu tespit edilen AKG sinir hiicrelerinin (Sekil 6.9.2 A) immiinboyamalari
ndrona 6zgii proteinler olan ile Beta Tubulin III (Tuj-1) ve ¢ekirdek boyasi olan DAPI
ile immiinboyamasi gergeklestirildi. Yapilan immiinositokimyasal analiz sonucunda,
saflastirilan kalbe 6zgii AKG noronlariin hiicrelerin Tuj-1 ile isaretlendigi (Sekil
6.9.2 B, D) ve bu nedenle noron ozellikte oldugu tespit edildi. Alinan floresan
goriintiilerde, Tuj1 negatif DAPI pozitif hiicrelerin varligi da gozlemlendi (Sekil 6.9.2
C). Bu hiicrelerin, FACS sirasinda néron hiicre govdelerine tutunmus halde olduklar1

ve zamanla néron govdesinden ayrilarak boliinlip ¢ogaldiklari sonucunda varildi

(Sekil 6.9.2).

Birlesik

Sekil 6.9.2 Di-8-ANEPPQ isaretli kalbe o6zgii AKG noéronlarmin Tuj-1 ile
immiinboyamasi. (A) FACS sonrasi kalbe 6zgii AKG néronlarinda Di-8-ANEPPQ
sinyali ve (B) kiiltiiriin 3.giinlinde kalbe 6zgii AKG noéronlarinin Tuj-1 (kirmizi) ve
(C) DAPI (mavi) ile immiinboyamasi sonrast konfokal mikroskobu altindaki
goriintiisii. (D) Birlesik. Olgek bar1: 100 pum.

6.10. Kalbe Ozgii Duyu Sinirlerinin RNA-Dizileme Analizi ile Molekiiler

incelenmesi

Kalbe 6zgii duyu sinir hiicrelerinin gen ifadelerinin tanimlanmasi ve diger duyu
noronlart ile gen ifade seviyesinde farklarinin tespit edilmesi amaciyla RNA dizi
analizi kullanilarak global gen ekspresyonu analizleri gergeklestirildi. FACS
kullanilarak saflastirilan Di-8-ANEPPQ isaretli kalbe 6zgii duyu noronlar1 ile ayni
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islemlerden gecirilen ancak kalbine Di-8-ANEPPQ yerine ¢oziiciisii olan DMSO
verilen hayvanlardan elde edilen duyu néronlarindan RNA izole edildi ve asagida

belirtilen gruplar olusturuldu.

e AKG-K: Di-8-ANEPPQ isaretli kalbe 6zgii AKG noronlart (n=3),

e AKG-T: Kalbine DMSO enjekte edilen hayvanlardan alinan ve percoll
gradyani1 kullanilarak saflastirilan total AKG néronlar (n=2),

e NG-K: Di-8-ANEPPQ isaretli kalbe 6zgii NG noéronlar1 (n=2),

e NG-T: Kalbine DMSO verilen hayvanlardan alinan total NG noronlar1 (n=2).

Kardiyak aferentlerin global gen ekspresyon profilini belirlemek tizere 6ncelikle
orneklerin RNA konsantrasyonlar1 ve RNA fragman analizi ile RNA kaliteleri 6l¢iildii.
RNA fragman analizinde elde edilen referans ve 18S/28S oranlar1 kullanilarak RNA
kalite degerleri (RQN) belirlendi. RQN degeri 6.8 ve iizeri olan 6rnekler RNA dizi
analizi igin kullanildi (Sekil 6.10.1). Sekil 6.4.1 A’da gosterilen kalbe 6zgiit AKG duyu
noron Ornegine ait RNA kalite grafiginde 18S ve 28S’e ait tek bir tepenin varlig: ve
tepelerin  ¢evresinde dalgalanmalarinin  olmamasi RNA’nin  bozulmadigini
gostermektedir. Kalbe 06zgli NG noronlarindan elde edilen RNA Orneklerinin
konsantrasyonlart AKG oOrneklerine gore daha diisiik elde edildi ve bu durum NG
Ornegine ait fragman analizi grafiginde (Sekil 6.10.1 B) 18S ve 28S tepe degerlerinin
AKG ornegine gore daha kisa olmasi olarak gozlemlendi (Sekil 6.10.1 A).
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Sekil 6.10.1 Kalbe 6zgii noronlardan izole edilen RNA 6rneklerine ait fragman

analizi. (A) Kalbe 6zgii AKG ornek 1 (AKG-K1) ve (B) NG o6rnek 1 (NG-K1)
noronlarina ait RNA kalitesini gosteren RNA fragman analiz grafigi ve RQN degeri.
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Toplanan RNA ornekleri RNA konsantrasyonlart ve RQN degerlerine gore
degerlendirildi ve belirlenen 6rnekler RNA dizi analizi analizine gonderildi. Kalbe
0zgii veya total AKG 6rnekleri toplamda 500 ng RNA, kalbe 6zgii veya total NG
ornekleri ise toplamda 200 ng RNA olacak sekilde 10’ar ul’lik ¢ozeltiler icerisinde
hazirlandi. RNA dizi analizi sonucu her bir gruba ait FPM (FPM: Fragments Per
Kilobase of transcript per Million mapped reads) degerleri belirlenerek, gruplar arasi
karsilagtirmanin yapilabilirligi test edildi. AKG-K, AKG-T, NG-K ve NG-T
orneklerinin RNA analizi sonucu benzer FPM degerleri oldugu tespit edildi (Sekil
6.5.2 A). Benzer sekilde AKG ve NG orneklerine ait FPM degerleri kendi aralarinda
dagilim grafigi (scatter plot) ¢izildiginde bir farkliligin olmadig1 gozlemlendi (Sekil
6.10.2 B, C). Elde edilen FPM degerlerindeki benzerlik AKG ve NG gruplarinin kendi

icinde ve aralarinda karsilastirma yapilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 6.10.2 Kalbe 6zgii duyu néronlarindaki genel gen dagilimi. (A) Her bir grup
i¢in biitiin genleri kapsayan FPM degerlerini gosteren grafik. (B) AKG-K ve AKG-
T’nin FPM degerlerini karsilastiran dagilim grafigi. (C) NG-K ve NG-T’nin FPM
degerlerini karsilastiran dagilim grafigi. FPM: Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads.

RNA dizi analizi sonuglarina gore biitiin 6rnekler boyunca ekspresyonu en g¢ok
degiskenlik gosteren 500 gene ait ekspresyon verileri kullanilarak Temel Bilesenler
Analizi (PCA) yapildi. PCA analizine ait grafikte AKG ve NG’ larin kokenlerine ve
de kendi iglerinde kalbe 6zgii veya genel duyu iletimi i¢in Ozellestikleri fonksiyonel
yapiya gore net bir sekilde ayrildiklar1 gozlemlendi (Sekil 6.10.3). AKG kokenli tiim
ornekler, NG kokenli tim Orneklerden total varyansin %74’lnii agiklayan eksen
boyunca ayrildi (PC1: %74). Kalbe 6zgii duyu néronlarini igeren AKG-K ve NG-K ile
kontrol grubu olan AKG-T ve NG-T total varyansin %14’iinii agiklayan ikincil eksen
boyunca ayrildilar (PC2: %14). AKG-K ve NG-K o6rneklerinin kendi iglerinde ise
%3’liikk bir varyasyonla ayrildig1 gozlemlendi (PC3: %3). Omeklerin ii¢ boyutlu
diizlemde birbirlerinden ayrilmasi, kalbe 6zgii duyu ndronlarinin genom profili

acisindan farkli bir popiilasyonu temsil ettigini gostermektedir.
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Sekil 6.10.3 RNA dizi analizi sonucu FACS ile saflastirilan kalbe 6zgii AKG ve
Nodoz sinir hiicreleri ile kontrol olarak kullanilan AKG ve Nodoz hiicrelerinin
Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis, PCA).

En yiiksek varyans gosteren 500 gen secilerek gerceklestirilen Temel Bilesenler
Analizinde her bir eksen (PC), ilgili eksen boyunca agiklanan yiizdelik varyansi
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gostermektedir. AKG-K: Kalbe 6zgii AKG, NG-K: Kalbe Ozgii NG, AKG-T: AKG
total popiilasyonu, NG-T: NG total popiilasyonu.

Ornekler boyunca ifade edilen biitiin genler kullanilarak gergeklestirilen
korelasyon (Sekil 6.10.4) ve hiyerarsik kiimeleme analizi (Sekil 6.10.5) sonucunda
gangliyon tipi (AKG ile NG) ve hiicre tiplerine (kalbe 6zgii duyu noéronlari ile total
hiicre) gore gruplarin kendi iglerinde kiimelendigi tespit edildi. Korelasyon ve
hiyerarsik kiimeleme analizlerinin PCA analizi ile benzer sonuglar verdigi bulundu.
Total hiicre popiilasyonuna kiyasla genom profili acisindan kadiyak duyu néronlarinin

farkl1 bir popiilasyonu temsil ettigi sonucuna varildi.
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Sekil 6.10.4 Orneklerin Oklit uzakhg yontemine gore gerceklestirilen kiimeleme analizi
sonucu (Hirerachical Clustering based Euclidean Distance).
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Sekil 6.10.5 Orneklerin tiim genom profili iizerinden gerceklestirilen kiimeleme
analizi sonucu Hirerachical Clustering based Euclidean Distance gosterimi.
Anlatim degeri 1 FPKM ve iizerinde olan genler kullanilarak olusturuldu.

Hiyerarsik grafik ile genel néron popiilasyonundan farkliligi gosterilen kalbe
6zgii duyu noronlarinda bu farkliliga sebep olan genleri saptamak i¢in diferansiyel
anlattim analizi  gergeklestirildi. Diferansiyel analiz sonucunda, AKG-T
popiilasyonuna kiyasla AKG-K grubunda anlamli olarak yiiksek ifade edilen 19 gen
(Log: tabanli kat degisimi>1.5, ¢oklu teste gore diizeltilmis p <0.05) ve diisiik ifade
edilen 377 gen tespit edildi (Log:> tabanli kat degisimi <-1.5, ¢oklu teste gore
diizeltilmis p <0.05) (Sekil 6.10.6). Diferansiyel analizi kullanilarak NG-K ile NG-T
grubu karsilastirildiginda ise kalbe 6zgii NG noronlarinda anlamli olarak yiiksek ifade
edilen 5 gen (Logz tabanli kat degisimi>1.5) ve diisiik ifade edilen 389 gen tespit edildi
(Log tabanli kat degisimi <-1.5, ¢coklu teste gore diizeltilmis p <0.05) (Sekil 6.10.6).
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Sekil 6.10.6 DRG-T ve NG-T orneklerine gore, AKG-K ve NG-K o6rneklerinde
yiiksek ve diisiik ifade edilen gen sayisin1 gosteren grafik.

Total duyu noronlarma gore kalbe 6zgii duyu noéronlarinda diisiik ve yiiksek
ifade edilen gen listesi kullanilarak siralamadaki ilk 50 gen tespit edildi (Sekil 6.10.7).
AKG-K grubunda yiiksek ifade edilen genlere bakildiginda ilk sirada leukotriene
baglandiginda aktif olan G-protein kapili reseptorii kodlayan Cysltr2 adli genin oldugu
tespit edildi (Sekil 6.10.7 A). Ayrica sinir hiicreleri ile immiin hiicreleri arasinda bir
sinyal proteini olan Tnfaip8, Nppb noérotransmitter, mas-iliskili G-protein kapili
reseptorlerden biri olan Mrgpa3 ve agri noronlarinda ¢ogunlukla tiretilen K* kanali
olan Kcnip4 kodlayan genlerin yiiksek ifade edilen ilk 50 gen arasinda oldugu goriildi
(90) (Sekil 6.10.7 A). NG-K grubunda ise purinerjik sinyalde rol oynayan Ahcy (S-
adenosylhomocysteine hydrolase) ile ATP’ye duyarli Ca?" gegiren purinerjik kanal

olan P2Xr2 genlerin listenin ilk sirasinda oldugu tespit edildi (83) (Sekil 6.10.7 B).
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Sekil 6.10.7 RNA dizi analizi analizi sonucunda elde edilen ilk 50 gen listesi. (A)
AKG-K ve (B) NG-K orneklerinde yiiksek ve diisiik ifade edilen ilk 50 gen listesi.

Bir sonraki asama olarak, yiiksek ve diisiik ifade edilen genlerin Gen Ontoloji (GO)
kategorilerinden GPCR (GO: 0004930), iyon kanali (GO: 0005216) ve transkripsiyon
faktorleri (GO: 0003700) kullanilarak kalbe 6zgii duyu noronlarinda yiiksek ifade
edilen genlerin biyolojik fonksiyonlarini siniflandirildi. Kalbe 6zgii NG grubunda
yiiksek ifade edilen genlerden Galanin ve Progesteron GPCR sinifina ait oldugu
belirlenirken (Sekil 6.10.8 A), ATP’ye duyarli purinerjik reseptor olan P2Xr2 de iyon
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kanali siifinda ¢cikmistir (Sekil 6.10.8 B). Kalbe 6zgii AKG ndéronlarinda ise GPCR
kategorisinde ise mas iliskili reseptdrler olan Mrgpra3, Mrgprx1, Mrgprb4 ile Cystlr2
bulundugu tespit edildi (Sekil 6.10.8 E). Iyon kanallar1 kategorisinde ise literatiirde
agr1 noronlan ile iliskilendirilmis Na* kanallar1 (ScnlOa, Scnlla), K* kanallari
(Kcenip2, Kcenip4), purinerjik reseptor (P2Xr2) ve nikotonik kolinerjik reseptoriin
(Chrna4) ifade eden genler bulundu (Sekil 6.10.8 F). Gen ontoloji analizi ile belirlenen
genlerin hangi smifa ait oldugu belirlenmis olup, kardiyak aferentlere 6zgi
fonksiyonlarin arastirilmasina imkan saglamistir. Ayrica, diferansiyel ekspresyon
analizine gore kalbe 6zgii duyu noronlarinin 6zellesmesinde az sayida genin yliksek
ifadesinin yaninda bazi Ozelliklerin baskilanmasi i¢in belirtilen 300 iizeri genin

baskilanmasi gerektigi sonucu ¢ikarilmistir.
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Sekil 6.10.8 Kalbe 6zgii duyu noronlarinin heterojen popiilasyona gore yiiksek ve
diisiik ifade edilen G-protein kapihh reseptor (GPCR), iyon kanah ve
transkripsiyon faktorlerini gosteren heat-map. Kalbe 6zgli NG noronlarinda (A)
Galanin (gal), ptgdr ve mas-ilintili GPCR reseptorleri, (B) P2Xr2 iyon gibi kanal ve
(C) Ikzf3 gibi transkripsiyon faktorlerinin heat-map dagilimi. Kalbe 6zgii AKG
noronlarinda (D) Arntl 2 gibi transkripsiyon faktorlerinin, (E) Cystrl2 ve Mrgpra3 gibi
GPCR ve (F) P2Xr2 ve Scnl0a gibi iyon kanallarinin heat-map dagilimi.

Diferansiyel anlatim gosteren genler icerisinde benzer molekiiler fonksiyonlari
gergeklestiren ve istatistiksel olarak anlamli olan gen gruplarini belirlemek amaciyla
gen ontoloji terimlerinden faydalanan gen grubu zenginlestirme (Gene Set
Enrichment) analizi kullanildi. Yapilan gen grubu zenginlestirme analizi sonucu,
kalbe 6zgii AKG ve NG noéronlarina ait orneklerde yiiksek ifade edilen genler igin
anlamli bir sekilde yliksek ifade edilen gen grubu bulunmadi. Total hiicre grubuna gore
AKG-K (Tablo 6.10.1) ve NG-K (Tablo 6.10.2) grubunda diisiik ifade edilen genlerin
cesitli biyolojik islemler ile iligkili olduklar1 ve gruplastig: belirlendi. AKG-K ve NG-
K orneklerinde ortak olan biyolojik islemler arasinda “Blood Vessel Morphogenesis”
(or: Foxfl, D114, Pdgfb genleri), “Regulation of Cell Proliferation” (6r: Lrr32, Fnl,
Ltnl genleri) ve “Cell Adhesion” (6r: Cldnl, Eng, Vwf genleri) basliklari
bulunmaktadir. Kalbe 6zgii noronlarda yiiksek ifade edilen genlerin diisiik ifade
edilenlere gore sayica az olmasindan dolay1 Gen Ontoloji Zenginlestirme Analizi’'nden

sonu¢ alinamadi.

Tablo 6.10.1 Kalbe 6zgii AKG duyu néronlari i¢in yapilan Gen Ontoloji Analizi
sonuclari

category over_represented_pvalt numDEInCai numInCa term ontology padj_valug
G0:0048514 4.65E-30 68 525 blood vessel morphogenesis BP 7.09E-26
G0:0035239 4.79E-29 80 757 tube morphogenesis BP 3.65E-25
G0:0001944 5.09E-28 72 633 vasculature development BP 2.59E-24
G0:0072358 1.34E-27 72 644 cardiovascular system development BP 4.15E-24
G0:0001568 1.36E-27 70 606 blood vessel development BP 4.15E-24
G0:0001525 2.27E-26 58 436 angiogenesis BP 5.77E-23
G0:0035295 1.39E-25 83 920 tube development BP 3.03E-22
G0:0072359 2.83E-24 82 942 circulatory system development BP 5.39E-21
G0:0048646 1.09E-23 81 940 anatomical structure formation involved in morphog BP 1.84E-20
G0:0022610 1.32E-22 87 1077 biological adhesion BP 2.01E-19
G0:0006952 1.12E-20 79 1053 defense response BP 1.55E-17
G0:0007155 1.60E-20 83 1066 cell adhesion BP 2.03E-17
G0:0002376 4.17E-20 106 1791 immune system process BP 4.89E-17
G0:0048731 9.69E-20 174 3793 system development BP 1.05E-16
G0:0009653 7.60E-19 124 2260 anatomical structure morphogenesis BP 7.72E-16
G0:0008283 3.94E-18 98 1649 cell proliferation BP 3.75E-15
G0:0016477 4.22E-18 82 1175 cell migration BP 3.78E-15
G0:0042127 9.07E-18 87 1367 regulation of cell proliferation BP 7.56E-15
G0:0042221 9.43E-18 146 3099 response to chemical BP 7.56E-15
G0:2000147 3.24E-17 48 464 positive regulation of cell motility BP 2.47E-14
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Tablo 6.10.2 Kalbe 6zgii NG-duyu néronlar icin yapilan Gen Ontoloji Analizi

sonuclari

category over_represented_pvalue numDEInCat numinCat term ontology padj_value
G0:0022610 1.18E-21 87 1077 biological adhesion BP 1.78E-17
G0:0007155 2.34E-21 86 1066 cell adhesion BP 1.78E-17
G0:0048731 6.66E-20 179 3793 system development BP 2.80E-16
G0:0051239 7.35E-20 136 2490 regulation of multicellular organismal process BP 2.80E-16
G0:0009653 2.79E-19 128 2260 anatomical structure morphogenesis BP 8.51E-16
G0:0035239 1.74E-18 66 757 tube morphogenesis BP 4.42E-15
G0:0048646 7.48E-18 73 940 anatomical structure formation involved in morphogenesis BP 1.63E-14
G0:0007275 9.77E-18 187 4255 multicellular organism development BP 1.86E-14
G0:0032502 3.88E-17 204 4937 developmental process BP 6.32E-14
G0:0048869 4.15E-17 162 3489 cellular developmental process BP 6.32E-14
G0:0030154 5.13E-17 156 3304 cell differentiation BP 7.11E-14
G0:0016477 1.08E-16 81 1175 cell migration BP 1.38E-13
G0:0048856 1.44E-16 194 4614 anatomical structure development BP 1.68E-13
G0:0001525 2.17E-16 46 436 angiogenesis BP 2.37E-13
G0:0032501 3.45E-16 224 5677 multicellular organismal process BP 3.50E-13
G0:0035295 4.92E-16 69 920 tube development BP 4.69E-13
G0:0048514 7.69E-16 50 525 blood vessel morphogenesis BP 6.89E-13
G0:0001944 1.79€-15 55 633 vasculature development BP 1.52E-12
G0:0072358 3.47E-15 55 644 cardiovascular system development BP 2.65E-12
G0:0048870 3.65E-15 82 1279 cell motility BP 2.65E-12
G0:0051674 3.65E-15 82 1279 localization of cell BP 2.65E-12
G0:0072359 4.96E-15 68 942 circulatory system development BP 3.43E-12
G0:0001568 1.90E-14 52 606 blood vessel development BP 1.26E-11
G0:0002376 2.85E-14 96 1791 immune system process BP 1.81E-11
G0:0098609 3.26E-14 50 563 cell-cell adhesion BP 1.98E-11
G0:2000026 3.94E-14 96 1717 regulation of multicellular organismal development BP 2.31E-11
G0:0048513 5.99E-14 127 2648 animal organ development BP 3.38E-11
G0:0051240 7.11E-14 86 1466 positive regulation of multicellular organismal process BP 3.87E-11
G0:0008283 7.77E-14 91 1649 cell proliferation BP 4.08E-11
G0:0040011 8.73E-14 86 1458 locomotion BP 4.43E-11
G0:0050793 1.30E-13 111 2191 regulation of developmental process BP 6.37E-11
G0:0030155 1.77€-13 47 547 regulation of cell adhesion BP 8.43E-11
G0:0006928 2.60E-13 91 1624 movement of cell or subcellular component BP 1.20E-10
G0:0042127 6.02E-13 79 1367 regulation of cell proliferation BP 2.70E-10

Alternatif bir yaklasim olarak, kalbe 6zgii duyu noronlarinda yiiksek ifade edilen

genleri molekiiler fonksiyonlar1 ve dahil olduklar1 biyolojik islemlere gore

siniflandirmak i¢in R ortaminda ClusterProfiler paketi kullanildi. Gen Ontoloji

terimleri lizerinden yapilan gruplandirmada yiiksek ifade edilen genlerin genel olarak

“Regulation of Metabolic Process” bagligi ile ifade edilen biyolojik fonksiyon ile

iligkili oldugu tespit edildi (Tablo 6.10.3; or: Nlrp4c, Col7al genleri). Bu sonuglar,

metabolik reaksiyonlar1 diizenlemede gorev alan genlerin kalbe 6zgii duyu

ndronlarmin fonksiyonel olarak 6zellesmesinde rolii oldugunu énermektedir.

Tablo 6.10.3 Kalbe o6zgii AKG-duyu néronlan i¢in yapilan Gen Ontoloji

siniflandirma analizi sonu¢lar:

G0:0055114 oxidation-reduction process 1
G0:0006807 nitrogen compound metabolic process 10
G0:0009056 catabolic process

G0:0009058 biosynthetic process

G0:0009892 negative regulation of metabolic process
G0:0009893 positive regulation of metabolic process
G0:0019222 regulation of metabolic process

D P N 0
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6.10.1. RNA-Dizileme Sonras1 Aday Genlerin qRT-PCR ile Analizi

RNA-dizileme analizi sonucu kalbe 06zgli AKG noéronlarinda heterojen
popiilasyona gore Ms4a3 gibi yiiksek ifade edilen genler (Log. tabanli Kkat
degisimi>1.5) ile Cx37 gibi diisiik ifade edilen genler (L0g> tabanli kat degisimi<-1.5)
gRT-PCR ile teyit edildi (Sekil 6.10.9 A, B). Ayrica, AKG-K 6rneklerinde AKG-T’a
gore anlamli bir farklilik olmayan vGlut2 ve Beta3 genleri de qRT-PCR ile incelendi
(Sekil 6.10.9 A). Yapilan qRT-PCR reaksiyonu sonucu RNA-dizileme ile benzer
sekilde Ms4a3 geninin AKG-K oOrneginde AKG-T Ornegine gore yiiksek, Cx37
geninin ise diisiik ifade edildigi, vGlut2 ve Beta3 genlerinin ise bir farklilik olmadig1
tespit edildi (Sekil 6.10.9). Sonug olarak, RNA dizi analizi analizinde incelenen
orneklerin qRT-PCR cihazinda da benzer sonuglar vermesi RNA dizi analizi

analizinde elde edilen gen profilinin giivenirligini gostermektedir.
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Sekil 6.10.9 RNA-dizileme analizi sonucu belirlenen aday genlerin gRT-PCR ile
dogrulanmasi. (A) Ms4a3 (B) vGlut2, Beta3 ve Cx37 relatif mMRNA gen ifade analizi.

6.11. Kalbe Ozgii Duyu Sinirleri ile Kardiyomiyosit Kokiiltiir Kosullarinin
Optimazyonu ve Proliferasyon ve Apoptoz Analizi

Kalbe 6zgii duyu noronlari ile kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin olusturulmasi amaciyla

iki hiicre tipini de uygun kiiltiir kosullar1 optimize edilerek, sonraki asamada hiicrelerin

birbirleri iizerindeki gen ifade degisimleri ile trofik etki ve apoptoz analizi

gergeklestirildi.
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6.11.1. Kardiyomiyosit ve Heterojen Duyu Noronlarimin Kokiiltiir

Kosullarimin Optimizasyonu

Kokiiltiir ortaminda kardiyomiyosit ve duyu noronlarinin canliliklarin
koruyabilmeleri ve fonksiyonlarini gergeklestirebilmeleri i¢in ¢esitli hiicre dis1 matriks
ve kiiltiir besiyeri tipleri incelendi. Hiicre dis1 matriks i¢in hiicre kaplarinin yiizeyleri
fibronektin (Sekil 6.11.1 A), laminin (Sekil 6.11.1 B) veya laminin ve fibronektin
karisimi (Sekil 6.11.1 C) ile kaplanarak, kardiyomiyosit ve AKG hiicrelerinin ekimi
gerceklestirildi. Fibronektin iizerine ekilen kokiiltiirlerde ndronlarin canliliklarini
koruduklar1 ancak akson boylarinin laminin ve laminin/fibronektin matrikslerindeki
noronlara gore kisa oldugu gozlemlendi (Sekil 6.11.1 A). Laminin (Sekil 6.11.1 B)
veya laminin/fibronektin karigimi (Sekil 6.11.1 C) ftizerine ekilen kokiiltiirlerde
kardiyomiyosit ve noronlarin canliklarini koruduklari, kardiyomiyositlerin kiiltiir
kaplarina yayildigi ve ndronlarin aksonlarinin fibronektin tlizerine ekilen ndronlara
gore daha fazla uzattigi gozlemlendi (Sekil 6.11.1). Bu nedenle, olusturulacak olan
noron ve kardiyomiyosit kiiltiirlerinde laminin ve fibronektin karisimi hiicre dist

matriks olarak kullanmasina karar verildi.

Sekil 6.11.1 Cesitli hiicre dis1 matrikslere ekilen primer kardiyomiyosit ve AKG
noron Kkokiiltiiriilerinin immiinboyamasi. (A) Fibronektin, (B) Laminin ve (C)
Fibronektin ve Laminin karisimi ile kaplanan kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin floresan
goriintiisii. cTnT: yesil, NF-200: kirmizi, DAPI: mavi, Olgek bar1: 100 pm.

Cesitli hiicre dis1 matrikslerin yaninda, ndron ve kardiyomiyosit kokdiltiirlerinde
Tablo 5.4.1°de belirtilen RPMI, NBA ve Kardiyomiyosit besiyeri olarak adlandirilan
besiyerleri kullanildi. Kokiiltiirde kullanilan NBA ve RPMI besiyerinde hiicrelerin
canliliklarimi koruduklart ancak kardiyomiyosit atimlarinin yavas oldugu ve hiicre
kaplarima yayilmadiklar1 gozlemlendi. NBA ve RPMI besiyerine kiyasla
kardiyomiyosit besiyerinde kardiyomiyositlerin atimlarmin  hizli oldugu ve
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yayildiklar tespit edildi. Yapilan gozlemler ve analizler sonucunda, ii¢ farkl kiiltiir
besiyerinden kardimiyosit besiyerinin, hiicre dist matriks i¢in ise laminin ve
fibronektin karigiminin kokiiltiir ¢alismalarimizda kullanilmasina karar verildi. Bu
dogrultuda hazirlanan kokiiltiirlerde, ndronlarin kardiyomiyositlere dogru akson
uzatarak baglanti kurdugu 151k mikroskobu (Sekil 6.11.2 A) ve floresan mikroskobu
altinda (Sekil 6.11.2 B) gozlemlendi. Bu nedenle ilerleyen néron ve kardimiyosit
kiltir/kokdltiirlerinde besiyeri olarak Tablo 5.4.1°de igerigi belirtilen ve %2 B27

igeren kardiyomiyosit besiyerinin kullanilmasina karar verildi.

Sekil 6.11.2 Kardiyomiyosit ve duyu néron kokiiltiirlerinin incelenmesi. (A)
Kokiiltiiriin 151k mikroskobu altindaki goriintiisii. Oklar kardimiyositi, * isareti
AKG néronlarini gostermektedir. (B) Immiinboyama sonras1 kokiiltiirlerin konfokal
mikroskobu altindaki gériintiisii. cTnT: yesil, NF-200: kirmiz1, ve DAPI: mavi, Olcek
bari: 100 pm.

6.11.2. Primer Kiiltiirlerin Safligin1 Korumaya Yonelik Calismalar

Duyu néronlar ile kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin ileri gilinlerinde, glia ve
fibroblast sayisinin arttigi ve hiicre kapladiklarina yayildiklar1 i¢in analizleri
zorlastirdig1 tespit edildi. Bu nedenle, néron ve kardiyomiyosit saflagtirilmak i¢in
percoll gradyani, TMRM ve AraC olmak iizere ii¢ farkli kimyasal kokiiltiirlere
uygulanarak glia ve fibroblast sayisini en aza indiren ajan arastirildi. Bunlardan ilki
olan percoll gradyaninda, %40.5 ve %58.5 olmak tizere iki farkli percoll tabakasi
hazirlanarak, kardiyomiyosit hiicre siispansiyonu iizerine eklendi. Santrifiij sonrasi,
alt1 farkli hiicre tabakasi elde edildi ve ayr1 ayr hiicre kaplarina ekildi. Bir hafta
boyunca 1s1tk mikroskobu ile yapilan inceleme sonucunda, 1. ve 2. tabakalara ait
kiiltiirde fibroblast hiicreleri, 3. tabakada az sayida kardiyomiyosit ve fibroblast, 4. ve

5. tabaklarda diger tabakalara gore sayica fazla kardiyomiyosit (Sekil 6.11.3 A, B) ve
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son tabaka olan 6.tabakada 6lii hiicre ve debri gdzlemlendi. Kardiyomiyosit¢e zengin
olarak tespit edilen 4. ve 5. tabakalara ait kiiltiirlere kardiyak troponin T ve ¢ekirdek
boyasi (DAPI) ile immiinboyama uygulanarak kardiyomiyosit safliginin belirlendi
(Sekil 6.11.3 C, D). Yapilan hiicre sayimi1 sonucunda, tabaka 4’e ait kiiltiiriin %46’sin1
kardiyomiyosit hiicreleri olustururken (Sekil 6.11.3 C), bu oran tabaka 5°te %47 olarak
bulundu (Sekil 6.11.3 D). Literatiire kiyasla elde edilen kardiyomiyosit safliginin
disik olmasindan dolay1, ilerleyen deneylerde percoll gradyan yoOntemi

kardiyomiyosit saflastirma isleminde kullanilmadi (108).

Sekil 6.11.3 Percoll grandyam sonucu elde edilen tabakalarin 151k ve floresan
mikroskobu ile incelenmesi. Percoll gradyani sonucu elde edilen (A) tabaka 4’{in 151k
ve (C) floresan goriintiisii. Percoll gradyani sonucu elde edilen (B) tabaka 5’in 151k ve
(D) floresan goriintiisii. cTnT: yesil, DAPIL: mavi, 10x.

Percoll gradyan yonteminin yaninda, canli hiicre mitokondri boyasi olan TMRM
kardiyomiyosit hiicrelerini fibroblast hiicrelerinden ayirmak ve saflagtirmak amaciyla
kullanildi. Bu teknik, kardiyomiyosit hiicrelerindeki mitokondri sayisinin
fibroblastlardan fazla olmasi ve buna bagli olarak TMRM ile boyanan
kardiyomiyositlerin fibroblastlara oranla daha siddetli TMRM bagl floresan yaymasi
temeline dayanmaktadir (109). Bunun igin, kardiyomiyosit izolasyonu sonrasi elde
edilen hiicre siispansiyonu 10 nM TMRM ile boyand1 ve fibroblastlardan ayristiriimak
tizere FACS cihazina alind1 (Sekil 6.11.4 A, B). FACS ile analiz edilen TMRM ile
boyanmis hiicrelerin yaydiklari floresan siddetine gore ti¢ farkli gruba ayristigi tespit
edildi (Sekil 6.11.4 B). Buna gore TMRM boyamasi yiiksek olan kapi (P3)
kardiyomiyosit, TMRM boyamasi orta diizeyde olan kapi fibroblast ve diger hiicreler
(P5), TMRM boyamasi diisiik olan kapi ise eritrosit ve 6lii hiicre olarak tanimlandi
(P4) ve ekildi (Sekil 6.11.4 B) (109). FACS sonucu TMRM pozitif olarak ayristirilan
hiicreler, herhangi bir saflastirma isleminden gecirilmeyen kardiyomiyosit hiicre
kiiltiirdi ile karsilagtirildi (Sekil 6.11.4 C). Yapilan karsilastirma sonucunda, TMRM

ile boyanan ve floresan siddeti diisiik olan hiicrelerin fibroblast benzeri olduklar tespit
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edildi (Sekil 6.11.4 D). TMRM floresan siddeti diger hiicre gruplarindan yiiksek olan
ve literatiirde kardiyomiyositge zengin olarak belirtilen grupta (Sekil 6.11.4 E) ise
kontrole gore (Sekil 6.11.4 C) kardiyomiyosit hiicre canliliginin diisiik ve sayica az
oldugu goézlemlendi (109). TMRM boyama sonucu kardiyomiyosit¢e zengin hiicre
kiiltiirii elde edilemedigi i¢in, ¢alismanin ilerleyen deneylerinde TMRM boyasi

kardiyomiyosit saflagtirilma isleminde kullanilmadi.

A B

Kardiyomiyosit TMRM N Kardiyomiyosit TMRM

SSC

530 £ 40 nm (488nm)

i 1t 10t 10 10

530 + 40 nm (488 nm)

Sekil 6.11.4 TMRM boyamasi ile FACS-ayristirmasi yapilarak kardiyomiyosit
saflagtirmasi. FACS kapilama sirasinda (A) TMRM boyamasi sonucu yenidogan kalp
hiicre popiilasyonunun genel dagilimi, (B) TMRM boyamasinin floresan siddetine
gore 3 farkli hiicre grubunun ayristirilmasi. FACS sonrasi hiicrelerin ekimden 4 giin
sonra (C) kontrol grubu, (D) TMRM-negatif hiicreler ve (E) TMRM boyamas: yiiksek
hiicrelerin 151k mikroskobu altindaki goriintiisii.

Kardiyomiyosit ve noron kiiltiirlerinde sirasiyla fibroblast ve glia sayisini en aza
indirmek i¢in percoll gradyant ve TMRM boyasinin yaninda ayrica hiicre boliinmesini
yavaslatan veya tamamen durduran AraC adli kimyasal kullanildi (110,111).
Antimitotik ajan olan AraC; percoll ve TMRM yo6ntemlerinden farkli olarak

kardiyomiyosit kiiltiirtiniin 2.giinde kiiltiir besiyerine eklenerek 2, 4 veya 6 giin
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boyunca uygulandi. Alman 151tk mikroskobu  goriintiileri ve  yapilan
immunositokimyasal analizler sonucunda, sadece AraC ¢oziiciisii olan dH2O eklenen
kiiltiirlerde kardiyomiyosit yiizdesi %43 iken, 2, 4 ve 6 giinlik AraC uygulanan
kardiyomiyosit kiiltliriinde sirasiyla %56, %49 ve %19 kardiyomiyosit safli§ina
ulagildr (Sekil 6.11.5 A, C). 6 giinlik AraC uygulamasindan sonra kardiyomiyosit
hiicrelerinin canliliklarin1 kaybettigi ve bu nedenle sayica azaldigi, 2 veya 4 giinliik
AraC uygulamasinda ise hiicrelerin canliliklarini koruduklar1 gézlemlendi. Yapilan
hiicre sayim1 sonuglarina gore, kardiyomiyosit kiiltiirlerinde fibroblast sayisini en aza
indirmek i¢in 2 giinliik 10 uM AraC uygulamasi uygun bulundu (Sekil 6.11.5 A, C).
Kardiyomiyosit izolasyonu sirasinda yasanan fibroblast kontaminasyonuna benzer
durum, duyu néron izolasyonu ve kiiltliriinde de fibroblast gibi boliinme 6zelligine
sahip glia hiicre kontaminasyonu ile gézlemlendi. Zamanla kiiltiir kaplarina yayilan ve
analizleri zorlastiran glia hiicre sayisin1 en aza indirmek amaciyla, AKG néron
kiiltiirlerine iki boyunca 5 pM ve 10 puM olmak tizere iki farkli AraC konsantrasyonu
uyguland1 (112,113). Benzer sekilde, AraC’nin ¢6ziiciisii olan steril dH2O eklenen
AKG Kkiiltiirii kontrol olarak kullanildi. AraC uygulama sonrast PFA ile fikslenen
kiiltiirler DAPI ve nérona 6zgii Tuj-1 ile floresan isaretleri kullanilarak boyandi (Sekil
6.11.5 B). Alinan floresan goriintiiler sonucunda, kontrol grubuna kiyasla 5 uM AraC
uygulanan kiltiir kaplarinda (Sekil 6.11.5 B) aksonal dallanmanin yiiksek oldugu
gozlemlendi. Kontrol ve 5 pM AraC grubuna kiyasla 10 uM AraC uygulanan
kiiltiirlerde noron canliliginin az oldugu ve istatiksel anlamli olmamakla birlikte noron
sayisinin az oldugu tespit edildi (p>0.05) (Sekil 6.11.5 D). Yapilan gézlemler ve
kantitatif analizler sonucu, akson dallanmasi yliksek olan ve ndron sayisinin kontrol
ile istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmayan 5 pM AraC konsantrasyonunun
(p>0.05) duyu sinir hiicre kiiltiiriilerinde kullanilmasi uygun goriildii (Sekil 6.11.5 D).
Kardiyomiyosit ve nodronlarda AraC uygulamasi sonucunda elde edilen veriye
dayanarak, iki hiicre tipinin de bir arada ekildigi kokiiltiirlerde ekimden 2 giin sonra 2

giin boyunca 5 puM AraC uygulanmasina karar verildi.
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Sekil 6.11.5 Immiinboyama sonucunda farkh konsantrasyonlarda AraC
uygulanan kardiyomiyosit ve AKG noron Kkiiltiirlerinin konfokal mikroskobu
altindaki goriintiisii ve hiicre saymmi. AraC uygulamasi sonrasi (A) Kardiyomiyosit,
(B) AKG noronlarinin floresan goriintiisii. AraC uygulamasit sonrast (C)
Kardiyomiyosit kiiltiirlerinde ve (D) AKG noéron Kkiiltiirlerindeki hiicre sayimminin
grafiksel gosterimi. ¢TnT: kirmizi, tujl: yesil, DAPI:mavi. Olgek bari: 100 pm.
*p<0.05

Anatomik olarak duyu sinir hiicreleri gangliyonlarda toplu halde birlikte
bulunurken, aksonlar1 araciligiyla kalp ve diger organlara erisim ve etkilesim
halindedir. Bu nedenle, birbirinden ayr1 bolgelere konumlanmis duyu sinir ve kalp
hiicrelerini laboratuvar ortaminda daha iy1 modelleyebilmek amaciyla iki bdlmeli
hiicre kiiltlirli aparati olan ibidi insert (Sekil 6.11.6 A) ve klonlama halkalar1 kullanildi
(Sekil 6.11.6 B). ibidi 2 insert aparatinda néronlarin canliliklarini koruduklari, akson
uzattiklari ve birbirileriyle baglanti kurduklari gozlemlendi (Sekil 6.11.6 C). Klonlama
halkasina ayri1 ayri1 ekilen néron ve kardiyomiyositlerin yayilim gosterdigi ve
ndronlarin kardiyomiyositlere akson uzatarak baglanti kurdugu gézlemlendi (Sekil
6.11.6 D). Ancak, kullanilan boélmelerin ¢ikarilirken hiicreleri de beraberinde
kaldirdig1 ve iki hiicre grubu arasindaki alanda glia veya fibroblastlarin ¢ogalmasi ile
aksonlarin uzamasini engelledigi gozlemlendi (Sekil 6.11.6 D). Bu olumsuz
sonuglardan dolay1, ilerleyen deneylerde hiicreler birbirinden ayrilmadan

kardiyomiyosit ve duyu ndronlar heterojen dagilimda ekilerek kokiiltiirler olusturuldu
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ve analizler i¢in kullanildi.

Néron

Sekil 6.11.6 Kokiiltiir calismalari icin kullanilan bélmeler ve bu bolmelere ekilen
hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiisii.

(A) ibidi firmasma ait 2 bdlmeli kiiltiir aparat: ve (B) klonlamada halkas1. (C) ibidi
aparatina ekilen AKG duyu néronlari, (D) klonlama halkasina ekilen noéronlar ile
kardiyomiyosit kokiiltliriiniin 151k mikroskobu altindaki goriintiisiiniin incelenmesi.
KM: Kardiyomiyosit, ok: noron ve kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki mesafeyi
gostermektedir (500 pm), 10X.

6.11.3. Primer Kardiyomiyosit, Kalbe Ozgii Duyu Néronlar: ve

Kokiiltiirlerde Gen Ekspresyon Analizi

Ayni hiicre kaplaria birbirinden izole (komparmant) veya heterojen halde
ekilen kardiyomiyosit ve AKG noronlarina ait kokiiltirde gen ekspresyon
farkliliklarin1 ortaya koymak ve uygun kokiiltiir kosulunu belirmek amaciyla qRT-
PCR cihaz1 kullanildi. Bu amagla, kardiyomiyosit ve AKG ndron kiiltiirlerinin ve
heterojen veya bolmelere ekilerek olusturulan kokiiltiirine ait RNA 6rnekleri ile Tablo
5.11.4’te belirtilen mekanik uyaranlar1 algilayan TRPC3 kanali, pre-sinaptik baglanti
proteini Piccolo, sinaptik protein Chapsyn ve kardiyomiyositlere 6zgii iskelet proteini
olan Mhy6 genlerini taniyan primerler kullanilarak qRT-PCR reaksiyonu
gergeklestirildi. Reaksiyon sonucunda heterojen kokiiltiirlerde, bolmelere ekilerek
olusturulan kokiilttirlere gore TRPC3, Piccolo ve Chapsyn mRNA diizeylerinin artis
oldugu tespit edildi (Sekil 6.11.7). Bu nedenle, kardiyomiyosit ve ndron kokiiltiirleri

hiicreleri birbirinden ayirmadan heterojen olarak ekimine karar verildi.
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Sekil 6.11.7 Kardiyomiyosit ve AKG néronlarmmin tekli kiiltiirleri, heterojen ve
bolmelere ekilen kokiiltiirleri ile AKG dokusundaki TRPC3, piccolo, chapsyn ve
MHY®6 genlerinin RT-gPCR ile gen ekspresyon incelenmesi. KM: kardiyomiyosit,
Het: heterojen kokiiltiir, kom: bélmeler kullanilarak olusturulan kokiiltiir.

6.12.  Primer Kardiyomiyosit ve Kalbe Ozgii Duyu Néron Kokiiltiirlerinde

Morfoloji, Immunofloresans ve Canhlik Analizi

Kalbe 6zgii duyu noronlar: ile kardiyomiyosit hiicrelerinin birbiri iizerindeki
olast trofik veya apoptotik etkilerini incelemek amaciyla noron, kardiyomiyosit
kiiltiirleri ile iki hiicre birlikte ekilerek kokiiltiirleri olusturuldu. Tek hiicre tipinin
oldugu kiiltiirlerin ve kokiiltiirlerin takibi Oncelikle 151tk mikroskobu altinda
gergeklestirildi. FACS ile ayristirilan kalbe 6zgii AKG ve NG duyu néronlarinin kiiltiir
ortaminda canliliklarini koruduklar1 ve akson uzattiklar1 gozlemlendi (Sekil 6.12.1 A,
D). Benzer sekilde, kalbe 6zgii AKG veya NG duyu ndronlar1 ve kardiyomiyositler
kokiiltiirlerinde sinir hiicrelerinin kardiyomiyositlere akson uzattiklar1 gozlemlendi
(Sekil 6.12.1 C, F). Kardiyak aferentlerin saflastirma islemi sonrasi canliliklarini
koruduklar1 ve kokiiltiir kosullarinda akson uzatarak kardiyomiyosit hiicreleri ile

fiziksel baglant1 kurduklar tespit edildi.
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Sekil 6.12.1 Kalbe 6zgii duyu sinir hiicreleri ile kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin
151k mikroskobu ile incelenmesi. (A) Kalbe 6zgii AKG hiicreleri, (B) yenidogan
kardiyomiyosit hiicreleri ve (C) kokiiltiirleri. (D) Kalbe 6zgii NG hiicreleri, (E)
yenidogan kardiyomiyosit ve (F) kokiiltiileri. Oklar: néronlarin kardiyomiyositlerle
baglant1 kurdugu yeri gdsteriyor, Olgek bari: 10 um.

Kalbe 6zgii duyu ndronlar ile kardiyomiyosit kokiiltiirleri hiicrelerinin 151k alan
goriintiileri ile incelenmesinden sonra, birbiri iizerindeki olas1 trofik veya apoptotik
etkileri arastirildi. Bu amagcla, tek basma ekilen kalbe 6zgli duyu noron veya
kardiyomiyosit kiiltiirii ve ikisi hiicre tipinin bir arada bulundugu kokiiltirler
kardiyomiyosite ve ndrona 6zgii protein isaretleyicileri olan kardiyak troponin (cTnT)
ve Tuj-1 antikorlar1 kullanilarak immiinboyamasi gergeklestirildi (Sekil 6.12.2).
Konfokal mikroskobu ile alinan florsan goriintiilerden Tuj-1 isaretli ndron hiicreleri
sayilarak, gruplar Kkarsilagtirildi. Hiicre sayimi sonucunda, tek basma veya
kardiyomiyosit ile olan kokiiltiirlerdeki Tuj-1 isaretli ndron sayisinin istatiksel olarak
birbirlerinden farkli olmadiklar: tespit edildi (Sekil 6.12.2). Kokiiltiirlerden alinan
yiiksek magnifikasyonlu goriintiilerde ise NG (Sekil 6.12.2 A) veya AKG kokenli
kalbe 6zgli duyu ndronlarinin (Sekil 6.12.2 B) kardiyomiyositler ile fiziksel baglanti
kurduklar1 tespit edildi. Tek basina veya kardiyomiyosit hiicreleri ile ekilen duyu
noronlarinin sayica benzerligi, kardiyomiyosit hiicrelerinin kiiltiir ortaminda canlilik
bakimindan sinir hiicrelerini etkisi olmadigin1 gostermektedir (Sekil 6.12.2 C).

Literatiirde, vagus sinirin kalp kas1 hiicreleri iizerindeki rejeneratif etkisi gosterilmis
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olup, ¢TnT pozitif hiicreler sayilarak kiiltiir ortaminda noronlarin kardiyomiyosit

hiicreleri tizerindeki olas trofik etkisi arastirabilir (50).

C mNG Hiicreleri O AKG Hucreleri
oKardiyomiyosit ve NG Kokiiltir m Kardiyomiyosit ve AKG Kokiil tiir
180 1

160 -

140

-
N
o
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.
o
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40 -

20
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Sekil 6.12.2 Kalbe 6zgii duyu sinir hiicreleri ile kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin
immiinositokimyasal incelemesi ve hiicre sayimi. (A) Kalbe 6zgii NG hiicreleri,
yenidogan kardiyomiyosit hiicreleri ve kokiltiirleri. (B) Kalbe 6zgii AKG hiicreleri,
yenidogan kardiyomiyosit hiicreleri ve kokiiltiirleri. (C) Tek veya kardiyomiyosit ile
birlikte kiiltiire edilen néronlarin Tuj-1 boyamasi ile hiicre sayimini gosteren grafik.
Tujl: yesil, cTnT: kirmiz1 ve DAPI: mavi. Olgek bart: 100 um.

Kalbe 6zgii duyu noronlar1 ve kardiyomiyositlerin kiiltlir ortaminda birbirleri
tizerindeki olas1 trofik veya apoptotik etkilerini incelemek amaciyla immiinboyamanin
yaninda canlt hiicre boyalar1 olan calcein, 6lii hiicreleri isaretleyen propidium iodide

(PI) ve ¢ekirdek boyast hoechst kullanildi (Sekil 6.12.3). Ayrica, saflastirilmayan total
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popiilasyona sahip AKG noronlart (Sekil 6.12.3 B) ile kardiyomiyositlerin
kokiiltiirlerinde de (Sekil 6.12.3 C) calcein/Pl/hoescht uygulanarak hiicre sayimi
yapildi. Yapilan analizler sonucu kalbe 6zgii duyu ndéronlarin tek basina (Sekil 6.12.3
E) ve kokiiltiirlerdeki (Sekil 6.12.3 F) hiicre sayisinin istatiksel olarak birbirinden
farkli olmadiklar: tespit edildi (p>0.05). Benzer sonug tek basina veya kokiiltiirdeki
total duyu sinir hiicre sayimindan da elde edildi (p>0.05). Duyu noronlarinin kalbe
0zgii veya total duyu néronlarinin bulundugu kokiiltiirden benzer sonug elde edilmesi

hiicre popiilasyon farkliliginin herhangi bir etkisinin olmadigini1 géstermektedir.

Sekil 6.12.3 Tek basina ve kokiiltiir ortamindaki AKG néron ve kardiyomiyosit
hiicrelerinde calcein, PI ve Hoechst boyamasi. (A, D) Kardiyomiyosit (B) Total
AKG noronlari, (C) Total AKG ve Kardiyomiyosit kokiiltiiriiniin floresan goriinsiitii.
(E) Kalbe 6zgii AKG noéronlar ile (F) kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin floresan
goriintiisii. Calcein: yesil, PI: kirmizi, Hoechst: mavi. Olgek bari: 50 um.

6.13. Primer Kardiyomiyosit ve Duyu Noron Kokiiltiirlerin Elektron

Mikroskobu ile incelenmesi

Duyu néronlar1 ve kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki baglantiy1 incelemek
amaciyla heterojen AKG veya NG duyu ndronlart ile kardiyomiyositler titanyum
plaklara ekilmistir. Yapilan elektron mikroskobu goriintiilerinde kardiyomiyosit
hiicreleri ile AKG (Sekil 6.13.1) veya NG hiicreleri arasinda fiziksel bir baglantinin
oldugu tespit edildi (Sekil 6.13.2).
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WD =10.5 mm IProbe= 100 pA Mag= 150KX WD =105 mm I Probe = 100 pA Mag

Sekil 6.13.1 Titanyum plak iizerine yerlestirilen NG néronlari ile kardiyomiyosit
ait kokiiltiirlerin EM ile incelenmesi. (A) Baglanti kurmus kardiyomiyosit ve
noronlarin 1.50 KX ve (B) 50.00 KX goriintiisii. Kardiyomiyosit ve ndronlar
arasindaki baglanti kirmizi1 dikdortgen ile gosterilmistir. KM: kardiyomiyosit.

J
EHT = 9.00 kV Signal A = SE1 = EHT = 9.00 kV Signal A = SE1
‘WD = 10.0 mm | Probe = 100 pA ‘WD =10.0 mm | Probe = 100 pA

Sekil 6.13.2 Titanyum plak iizerine yerlestirilen AKG néronlan ile
kardiyomiyosit ait kokiiltiirlerin EM ile incelenmesi. (A) Baglanti kurmus
kardiyomiyosit ve noronlarin 3.35 KX ve (B) 60.00 KX goriintiisii. Kardiyomiyosit ve
noronlar arasindaki baglanti kirmizi dikdortgen ile gosterilmistir. KM: kardiyomiyosit

6.14. Kalbe Ozgii Duyu Sinirleri ile Kardiyomiyosit Kokiiltiirlerinin

Elektrofizyolojik ve Optogenetik Incelenmesi, Ca*2 Goriintiilenmesi

Kalbe 6zgili duyu noronlarinin kardiyomiyosit ile olan kokiiltiirlerinde hiicreler
aras1 elektrofizyolojik iletisim Xcelligence RTCA Cardio-ECR cihazi, Ca'*2

goriintiileme ve optogenetik araglar kullanilarak incelendi.
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6.14.1. Kalbe Ozgii Duyu Sinirleri ile Kardiyomiyosit Kokiiltiirlerinin

Elektrofizyolojik Incelenmesi

Xcelligence RTCA Cardio-ECR sahip oldugu alan potansiyel elektrotlari ile
hiicrelerin elektriksek o6zellikleri hakkinda bilgi verirken, empedans elektrolar
kardiyomiyositlerin kasilip gevseme grafigini olusturmaktadir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 ve REMER biinyesinde bulunan Xcelligence RTCA Cardio-ECR cihazi,
kardiyomiyosit ve duyu sinir hiicreleri arasindaki elektriksel iletisimi incelemek
amaciyla kullanildi. Elektrofizyolojik kayit ig¢in, cihazin 48 kuyucuklu hiicre
plaklarina total veya kalbe 6zgii AKG noronlart kardiyomiyositler ile birlikte ekilerek,
hiicrelerden alan potansiyel ve empedans verileri olgtildii. Elektrotlar aracihigi ile
hiicrelerden farkli zamanlarda kaydedilen atim sayisi, alan potansiyel siiresi ve alan

potansiyel genlikleri degerlendirilerek, karsilastirildi (Sekil 6.14.1, Tablo 6.14.1).
A

Hiicre indeks

152:16:16 +0.725 +1.44 5 #2165 +2885 +3605 +4325

040 F
030 £
0.20
0.10

0.00

-0.10

ECR (mv)

-0.20

-0.30

-0.40
152:16:16 725 +1.445 +2.165 +2885 +3605 +4325

Zaman (sn)

Sekil 6.14.1 Kalbe 6zgii duyu néronlari ile kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin ECR
Analizi. (A) Atim sayisinin karsilastirilmasi, (B) Alan potansiyel karsilastirmasi.

Yapilan analizler sonucunda, kardiyomitlerin tek basina veya heterojen/kalbe
6zgli AKG duyu noronlart ile olan kokiiltiirleri arasinda farkli zamanlarda kaydedilen
atim genligi degerlerinde anlamli bir farklilik tespit edilmedi (Tablo 6.14.1). Diger

taraftan olusturulan kiiltiirler arasinda zamana bagli atim hiz1 ve siiresinde anlamli
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farklilik tespit edilmesine ragmen (p<0.05), kuyucuklar arasi varyasyonun genis
olmasindan dolayr Xcelligence RTCA Cardio-ECR cihazi ilerleyen deneylerde
kullanilmadi (Tablo 6.14.2, Tablo 6.14.3).

Tablo 6.14.1 ECR cihazi ile aliman KM ve AKG-K hiicrelerine ait atim genligi
degerleri.

Atim Genligi (mV)
KM KM ve AKG-K KM ve AKG-H
L.kayit 0.48 £ 0.09 0.48 +£0.07 0.38+0.04
2. kayit 0.16 £ 0.07 0.13+£0.05 0.17 £ 0.04
3.kawit 0.56+0.11 0.15+0.09 0.46 £0.24

Tablo 6.14.2 ECR cihaz1 ile aliman KM ve AKG-K hiicrelerine ait atim hiz
degerleri. a: KM ye gore, b: KM ve AKG-K kokiiltiiriine gore ve c: KM ve AKG-H
kiiltiirtine gore istatiksel anlamlilig1 gostermektedir (p<<0.05).

Dakikada Atim Sayisi
KM KM ve AKG-K KM ve AKG-H
L.kayit 67.6 £ 10.65 68.06 + 6.99¢ 79.13 + 3.69°
2. kayit 182.06 + 7.35° 174.95 £ 2,427 163.05 £ 10.32
3.kayit 85.18 + 2.67 66.79 + 18.97 102 + 83.95

Tablo 6.14.3 ECR cihaz: ile aliman KM ve AKG-K hiicrelerine ait atim siiresi
degerleri. a: KM ye gore, b: KM ve AKG-K kokiiltiiriine gore ve c: KM ve AKG-H
kiiltiiriine gore istatiksel anlamlilig1 gostermektedir (p<0.05).

Atim Siiresi (ms)

KM KM ve AKG-K KM ve AKG-H
1.kayit 730.56 + 148.45 722.18 +£34.47° 56.32 £27.11°
2. kayit 194.87 + 12.97° 823.58 +37.35* 227.54 £ 23.15
3.kawit 521.97 +17.64 706.36 + 82.67 641.21 £ 35547

Xcelligence RTCA Cardio-ECR cihazina ek olarak hiicreler arasi elektriksel
iletisimi incelemek amaciyla yama kiskact metodu kullanildi. Primer yenidogan fare
kardiyomiyosit hiicrelerinden alinan akim kiskaci kayitlarinda voltaj degisim sinysali
kaydedildi (Sekil 6.14.2 A-B). Ancak, yenidogan kardiyomiyositin hiicre zarmin
kirilgan yapisindan ve yama kiskacindaki teknik zorluklardan dolay: ilerleyen
calismalarda hiicrelerden kayit alinamadi. Bu nedenle, ilerleyen deneylerde kalbe 6zgii
duyu noronlar1 ve kardiyomiyositler arasindaki elektriksel iletisimi arastirmak igin

Xcelligence RTCA Cardio-ECR ve yama kiskact metodu kullanilmadi.
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3.3Hz

0l s 200 ms
C
Atim sayisi Genlik (pA) Frekans (Hz) dv/dt(mVv/ms)
(atim/dakika)
1. Olgiim | 200 100 3.3 0.8
2. Olgiim | 60 20 1 0.4

Sekil 6.14.2 Kalbe 6zgii duyu néronlari ile kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin ECR
Analizi. (A-B) Aksiyon potansiyel 6l¢iimii ve (C) Parametreleri.
6.14.2. Kalbe Ozgii Duyu Noéronu ile Kardiyomiyosit Kokiiltiirlerinde Ca*2

Goriintiileme ve Optogenetik Uygulamanin Optimizasyonu

Bir voltaj boyasi olan Di-8-ANEPPQ’nun in vitro voltaj duyarliliginin gergek
zamanl olarak goriintiilenememesi ve analizden sonra tespit edilememesinden dolay,
hiicrelerdeki aktiviteyi incelemek amaciyla hiicre ici Ca*? degisimine bagl anlik artan
azalan floresan siddeti gosteren Fluo-4 boyasi kullanildi. Onciil deneylerde,
kardiyomiyosit ve total AKG duyu néronlarmm 5 pM Fluo-4 ile boyandigi
gozlemlendi (Sekil 6.14.3 A). Fluo-4 boyamasi sonrasi spinning disk konfokal
mikroskobu ile alinan floresan goriintillerde ve analizinde, sitoplazmik Ca*
degisimine bagli Fluo-4’a ait floresan artis1 veya azilis1 ger¢cek zamanli olarak tespit
edildi (Sekil 6.14.3 A, B). Ancak, incelenen kardiyomiyosit ve duyu noéronlaridan
hiicreler aras1 Ca*? iyonuna bagl degisim sinyalleri arasinda korelasyon tespit
edilmedi (korelasyon katsayis1 <0.5, Sekil 6.14.3 C). Fluo-4 ile boyali hiicrelerde
floresan degisiminin ger¢ek zamanli gozlenebilmesi, elektriksel aktif olan

kardiyomiyosit ve ndron hiicrelerinin deney sirasinda belirlenebilmesini sagladi.
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Sekil 6.14.3 Kokiiltiirdeki total AKG noronlar: ve kardiyomiyosit hiicrelerine ait
Ca*? degisim analizi. (A) Fluo-4 isaretli total AKG néronlar ile kardiyomiyosit
hiicrelerinin floresan gériintiisii ve (B) olusturduklar1 Ca*? degisim ve C) bu degisime
bagli korelasyonu gosteren grafik. Ok: ndrona ait akson, KM: kardiyomiyosit, Fluo-4:
yesil, 6lgek bari: 50 um.

Hiicre i¢i Ca*™? degisiminin Fluo-4 kullanilarak uzun siireli takibinde boyanin
solmasi ve hiicreden atilmasi nedeniyle, ilerleyen deneylerde hiicreye entegre olan,
hiicreler tarafindan iiretilen ve uzun siireli floresan goriintiilemeye olanak taniyan bir
GCaMP6s Ca'? isaretleyici kullanildi. Néron ve kardiyomiyositlerde GCaMP6s
tiretimini saglamak amactyla norona Ozgii sinapsin (synapsin) ve genel hiicre
elongasyon faktorl (Efla) olmak {izere iki farkli baslatict (promoter) igeren AAV
viriisii kullanildi. Igerdigi farkli baslatict bolge ile hiicre segiciligini saglamasimin
yaninda, yesil floresan protein (GFP) bolgesi tasiyan vektor floresan mikroskobu
altinda GCaMP6s iireten hiicrelerin takibine olanak sagladi (Sekil 6.14.4 A-C). AKG
kiiltiirlerinin Sinapsin veya Efla baglaticisina sahip iki viriis tipi ile muamelesinin
sonucunda, yesil floresana sahip noronlarin varlig1 gézlemlendi ve AKG noronlarinin
her iki tip baglatici ile enfekte olarak GCaMP6s iirettigi tespit edildi (Sekil 6.14.4 A-
B). Ancak, sinapsin baslatic1 bolgesine sahip viriis ile enfekte olan ndronlara kiyasla
(Sekil 6.14.4 A), AAV-Efla-GCaMP6s vektorii ile enfekte olan néronlarin (Sekil
6.14.4 B) daha kisa siirede GCaMP6s iirettigi ve daha siddetli floresana sahip olduklari
gozlemledi. Kardiyomiyosit kiltiirlerinde ise AAV-Efla-GCaMP6s uygulamasi
sonrast yesil floresana sahip hiicreler gézlemlenirken, bu viriisiin basarili bir sekilde
kardiyomiyositleri enfekte ettigi sonucuna varildi (Sekil 6.14.4 C). Ayrica, spontan
atima sahip ve GCaMP6s iireten kardiyomiyositlerin Ca*? iyonuna bagli floresan
degisimi gercek zamanl ve analizler sonucu tespit edildi (Sekil 6.14.4 D). Farkh iki
tip baglaticiya sahip viriis vektorleri ile noron ve kardiyomiyositlerde GCaMP6s

{iretiminin saglanmas1 ve goriintiileme sirasinda ve analiz sonrasinda Ca*? degisiminin
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takip edilebilmesi nedeniyle, hiicreler arasi elektriksek aktivitenin incelenmesinde

Fluo-4 yerine GCaMP6s Ca*? isaretleyici kullanild:.

=
® o
S o

IS
S

Kalsiyum Degiisimi

o

6 12 19 25
Zaman ()

o 1

Sekil 6.14.4 AKG néronlarinda ve kardiyomiyositlerde GCaMP6s iiretiminin
takibi. (A) AKG noéronlarinin sinapsin baglaticisina sahip GCaMP6s ve (B) Efla
baslaticisini igeren vektor ile GCaMPs iiretimini sonucunda floresan goriintiisii. (C)
Efla baslaticisin1 iceren viriis ile enfekte olan ve GcaMo6s iireten kardiyomiyosit
hiicrelerinin floresan goriintiisii ve (D) spontan atim sonucu bu hiicrelerde Ca*?
degisimini gosteren grafik. GCaMP6s: yesil, 6l¢ek bart: 50 um.

Ca*? goriintiileme tekniginin yaninda, kokiiltiirlerde hiicreler arasi elektriksel
iletisimi incelenmek amaciyla bir optogenetik ara¢ olan kanalrodopsin2 (ChR2)
proteini kullanildi. ChR2 kanal proteini mavi 11k ile uyarimi sonucunda kanal
acililarak, hiicre icine Na* veya Ca*? girisi gergeklesir ve hiicre depolarize olur. Bu
teknik kullanilarak, ChR2 iireten hedef kardiyomiyositlerin 1sik ile uyarilmasi,
hiicrelerde zamana bagli elektriksel kontrolii saglanmasi ve baglantili olabilecek
kardiyomiyosit ve ndron arasindaki elektriksel iletisiminin  incelenmesi
amaclanmaktadir. Hem AKG noéronunda hem de kardiyomiyositlerde ChR2 proteinin
tiretimini saglamak amaciyla CAG baslaticist igceren AAV kullanildi. CAG-ChR2-
tdtomato virlisiiniin  kiiltlire uygulanmasit sonucunda, kirmizi floresana sahip
kardiyomiyosit (Sekil 6.14.5 A) ve noronlar gozlemlenerek (Sekil 6.14.5 B),

hiicrelerin ChR2 kanal proteinlerini iirettigi tespit edildi.
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Sekil 6.145 ChR2 iireten kardiyomiyosit ve AKG noéronlarinin floresan
goriintiisii. ChR2 ireten (A) Kardiyomiyosit ve (B) AKG noéronlarinin floresan
mikroskobu altindaki goriintiisi. ChR2: kirmizi, 6lgek bart: 50 um.

Belirli sayidaki néron veya kardiyomiyositlerin ChR2 iiretebilmesi i¢in uygun
viriis partikiil miktar1 belirlendikten sonra, ChR2 proteini fonksiyonel olarak test
edildi. Bu amagla, ChR2 iireten spontan kasilip gevseyen kardiyomiyositler konfokal
mikroskobunda bulunan soldurma (bleaching) modiilii kullanilarak 488 nm lazer ile
uyarild1 ve dakikadaki atim degerleri Motion Tracking arayiizii kullanilarak analiz
edildi. Alinan goriintiiler ve analizler sonucunda, ChR2 iireten kardiyomiyositlerin
(Sekil 6.14.6 A) siirekli mavi 151k uyarimi1 boyunca spontan atimlarinin durdugu ve
uyarimin sonlanmasi ile hiicrelerin kasilip gevsemeye devam ettigi tespit edildi (Sekil
6.14.6 B). Incelemeler sonucunda, viriis ile hiicrelerde ChR2 {iretiminin saglandigi ve
hedeflenen hiicrelerin 151k uyarimi sonucu elektriksel aktivitesinin degistigi tespit
edilmis olup, optogenetik yonteminin noron ve kardiyomiyosit arasindaki etkilesimi

incelemek amaciyla kullanilabilecegine karar verildi.

Kardiyomiyosit Atim
Hizi
O P N W A~ OO N

1 26 51 76 101 126
Zaman (sn)

Sekil 6.14.6 ChR2 iireten primer yenidogan kardiyomiyosit hiicrelerinin
elektriksel kontrolii. (A) Konfokal mikroskobuna ait soldurma (bleaching)
uygulamasi ile ChR2 iireten kardiyomiyositlerde alan se¢imi ve segilen bolgeye 151k
gonderimi (mavi kare). (B) Secilen ChR?2 iireten kardiyomiyositin spontan aktivesi ve
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stirekli verilen 488 nm lazer uyarimi (mavi ¢izgi) sonucu atim hizi degisimini gésteren
grafik. ChR2: kirmizi, 40X
6.14.3. Kalbe Ozgii Duyu Noron ve Kardiyomiyosit Kokiiltiirlerinde Spontan

Ca*? Goriintiilleme

Kalbe 6zgii duyu noronlari ile kardiyomiyositler arasindaki Ca*? iyonuna bagl
iletisimi incelemek amaciyla hiicreler tek basina veya ayni hiicre kabina ekilerek,
Fluo-4 veya GCaMP6s Ca*? isaretleyicileriyle incelendi (Sekil 6.14.7). AKG veya NG
ndron ve kardiyomiyositlerin kokiiltiirlerinde &ncelikli olarak spontan Ca*? degisimi
floresan mikroskobu ile goriintiilendi (Sekil 6.14.7). Alinan floresan goriintiiler Fiji ile
analiz edilerek zamana bagl Ca*? degisim grafikleri olusturuldu. Hiicreler aras1 Ca*?
iyonuna bagh sinyal senkronizasyonunu tespit etmek amaciyla, noron ve
kardiyomiyositlerin zamana bagli floresan degisimleri matlab arayiizii kullanilarak
korelasyon analizi ile incelendi. Korelasyon degerinin 0.5 ve iizeri olmasi hiicreler
aras1 senkronizasyonun yiiksek oldugunu gostermektedir. Ayrica, korelasyon analiz
grafiginde zaman kaymasinin (lag) 0 saniye olmasi es zamanli olusan sinyalleri
gosterirken, sifirin sag veya sol yaninda korelasyonun yiiksek ¢ikmasi hiicrelerin Ca*?
degisiminde birbirlerini takip ettiklerini gostermektedir. Ayica, incelenen bazi
alanlarda floresan goriintiileme sirasinda spontan kasilip gevseme 6zelligine sahip
kardiyomiyosit hiicrelerinden 151k alan goriintiisii de alind1 ve bu hiicrelere ait dakika
atim degerleri (bpm) Matlab arayiizii ile ¢calisgan Motion Tracking ile ¢ikarildi. Elde
edilen kardiyomiyosit dakikada atim degeri ve noronun Ca*? degisim sinyalleri
arasinda da korelasyon analizi yapilarak, sinyal benzerlikleri incelendi. Korelasyon
analizine ek olarak, matlab arayiiziinde Fourier doniisiim kodu kullanilarak hiicrelerin
floresan degisim sinyalleri frekanslarina ayristirildi ve hiicreler arasi ortak frekans
degerleri belirlendi (Sekil 6.14.7).

Spontan

JA Floresan Analizi Korelasyon Analizi Ortak Frekans Analizi
Ca*2 Goriintilleme

Sekil 6.14.7 Kokiiltiirlerde noron ve kardiyomiyositin Ca*? degisimleri arasinda
senkronizasyon analizinin adimlar1
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6.14.3.1. Kalbe Ozgii NG Duyu Néron ve Kardiyomiyosit Kokiiltiirlerinde

Spontan Ca*? Goriintiileme

Duyu néronlar1 ve kardiyomiyositler arasindaki elektriksel iletisimi incelemek
amaciyla, onciil deneylerde total AKG veya NG ndronlari ile kardiyomiyosit
hiicrelerinin spontan aktiviteleri incelendi. Bunun igin, hiicreler Fluo-4 Ca*? indikatdr
boyasi ile muamele edildi. Birbiriyle baglantil1 olabilecegi diisiiniilen ve spontan Ca*?
degisimine sahip noron ve kardiyomiyosit hiicreleri belirlendi (Sekil 6.14.8 A).
Hedeflenen hiicrelerde zamana bagli Ca*? degisimi takip edildi ve Fiji programi
kullanilarak analiz edildi. Yapilan floresan degisim analizleri sonucunda, iletisim
halinde oldugu diisiiniilen total NG duyu néronlari ile kardiyomiyositler arasinda Ca*2

bagli senkronize floresan degisim gozlemlendi (Sekil 6.14.8 B).
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Sekil 6.14.8 Fluo-4 ile boyanan NG duyu noronu ile kardiyomiyosit kokiiltiiriiniin
floresan goriintiileri ve Ca*? analizi. (A) Fluo-4 ile isaretlenmis kokiiltiirdeki NG
duyu noron ve kardiyomiyosit konfokal mikroskobu altindaki goriintiisii. (B)
Kokiiltiirdeki total NG hiicreleri ve kardiyomiyositler Ca*? degisimini gosteren grafik.
NG: NG noronlari, KM: kardiyomiyosit, Fluo-4: gri, 6l¢ek bari: 100 um.

Kalbe 6zgii NG noronlari ve kardiyomiyosit hiicreleri tek baslarina veya birlikte
kiiltiir kaplarina ekilerek, sergiledikleri Ca*? degisimi Fluo-4 ile incelendi (Sekil
6.14.9). Spinning disk konfokal mikroskobu ile alinan floresan goriintiilerinin analizi
sonucunda, kardiyomiyosit ve kalbe 6zgii NG néronlari arasinda senkronize Ca*
degisimleri tespit edildi (Sekil 6.14.9 D). Tek basina ekilen kalbe 6zgii NG
noronlarinda, Ca*? iyonuna bagl spontan floresan degisimi gézlemlenmezken (Sekil
6.14.9 E), sadece kardiyomiyosit kiiltiiriinde atima baglh Ca*? degisimi tespit edildi
(Sekil 6.14.9 F). Kiiltiirlerin floresan goriintiilemesi sirasinda, Fluo-4 boyasinin gergek

zamanli Ca*? degisiminin takibini saglamakla beraber kisa siirede floresan 6zelligini
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kaybettigi ve hiicre icinden birkag saat i¢inde atildig1 gézlemlendi. Fluo-4 ile yapilan
Ca*? degisim analizleri sonucunda, kalbe 6zgii duyu néronlar1 ve kardiyomiyositler
arasinda elektriksel etkilesiminin oldugu ancak Fluo-4 ile bu etkilesimi uzun siireli

takip edilemeyecegi sonucuna varildi.
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Sekil 6.14.9 Kalbe 6zgii NG duyu néronu ile kardiyomiyosit kokiiltiiriinde Fluo-
4 boyamasi sonras1 Ca*? de@isim analizi. Flou-4 ile isaretli (A) Kokiiltiirdeki kalbe
0gzii NG duyu néronu (NG-K) ve kardiyomiyosit (KM) ile (B) tek basina ekilen NG-
K ve (C) kardiyomiyosit hiicrelerinin konfokal mikroskobu altindaki goriintiisii. (D)
NG-K hiicrelerinin ve kardiyomiyositlerin Ca*? degisim analizi. (E) Yalmz ekildiginde
NG-K néronlarmin ve (F) kardiyomiyositlerin olusturdugu Ca*? degisimini gosteren
grafik. Fluo-4: yesil, 6lgek bari: 50 um.

Total AKG duyu néronlarinda yapilan Ca*? goriintiileme ve analizlerine benzer
sekilde, GCaMP6s iireten total NG noronlar1 ve kardiyomiyosit hiicre kiiltiirleri
olusturularak aralarindaki Ca*? iyonuna bagh degisim analiz edildi (Sekil 6.14.10 A-
D). Yapilan goriintiimeler (Sekil 6.14.10 A, B) ve floresan degisim analizi sonucunda
(Sekil 6.14.10 C, D), kokiiltirdeki noronlara kiyasla, tek basmna ekilen NG
ndronlarmin biiylik bir ¢ogunlugunun suskun oldugu tespit edildi (Sekil 6.14.10 C).
Ayrica, kokiiltiirde kardiyomiyosit hiicrelerine ait Ca*? degisimine benzer veya belirli
araliklarla floresan degisimine sahip NG noronlari gozlemdi (Sekil 6.14.10 D). Ancak,

Matlab analizi sonucunda floresan degisimlerine ait sinyaller arasi korelasyonun

121



diistik (korelasyon katsayis1 <0.5) ve ortak frekans anlamli olmadig: tespit edildi (Sekil
6.14.10E, F).
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Sekil 6.14.10 GCaMP6s iireten total NG duyu noéronu ile kardiyomiyosit
Kkokiiltiiriiniin floresan goriintiileri ve Ca*? analizi. GCaMPé6s iireten (A) tek ekilen
NG noronlarinin ve (B) kokiiltiirdeki duyu noron ve kardiyomiyositlerin konfokal
mikroskobu altindaki goriintiisii. (C) Yalmz ekildiginde NG ndéronlarinin ve (D)
kokiiltiirdeki total NG ndronlar1 ve kardiyomiyositlerlerin olusturdugu Ca*? degisimini
gosteren grafik. (E) Kokiiltiirde hiicreler aras1 Ca*? iyonuna bagli sinyal korelasyon
analizi ve ortak frekans araliklari. GCaMP6s: yesil, NG-T: total NG noéronlari, KM:
kardiyomiyosit, 6lgek bart: 50 um.

Total duyu noronlar1 ve kardiyomiyosit hiicreleri kullanilarak elde edilen 6n
bulgular kullanilarak, kardiyak NG aferentleri ile kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki
elektriksel iletisim incelendi (Sekil 6.14.11). Kokiiltiirlerde kalbe 6zgii duyu néronu
ve kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki elektriksel aktivite benzerligini incelemek i¢in
Matlab arayliziinde bulunan ve korelasyon analizine olanak saglayan xcrorr

fonskiyonu kullanildi. Analiz i¢in, kokiiltiirlerde spontan aktiviteye sahip ve aksonal
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baglant1 takip edilerek birbiriyle baglantili oldugu diisliniilen duyu néron ve
kardiyomiyosit hiicreleri belirlendi (Sekil 6.14.11 A). Yapilan floresan analizi
sonucunda, kalbe 6zgii NG noronlar1 ve kardiyomiyosit hiicreleri arasinda Ca*?
iyonuna bagl yliksek korelasyon tespit edilirken (korelasyon katsayisi> 0.5; Sekil
6.14.11 B), ortak frekanslarinin 0.2 Hz, 0.49 Hz ve 0.86 araliginda oldugu bulundu
(Sekil 6.14.11 C). Total NG noéronlarina kiyasla (Sekil 6.14.9), kalbe 6zgii NG
noronlarmin kardiyomiyositlerle olan Ca*? bagl sinyal korelasyon katsayisinin 0.5°ten
biiyiikk ve ortak frekanslarinin ise diisiik oldugu tespit edildi. RNA dizi analizine
oncelik verilmesi ve FACS sonrasi diisiik sayida kalbe 6zgli NG noronlarninin
saflagtirllmas1 nedeniyle, NG noéronlarinin kardiyomiyositlerle olan kokiiltiirleri
ayrintili incelenemedi. Bu nedenle, NG néronlarina kiyasla sayica fazla olan AKG
duyu noronlari kullanilarak kalbe 6zgii duyu néronlar ve kardiyomiyositler arasindaki

elektriksel iletisim incelendi.
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Sekil 6.14.11 Aralarinda pozitif korelasyon oldugu belirlenen kalbe 6zgii NG
duyu noéronu ile kardiyomiyosit kokiiltiiriiniin floresan goriintiisii ve Ca*2 bagh
floresan degisim sinyalinin analizi. (A) Kokiiltiirde GCaMP6s iireten kalbe 6zgii NG
duyu néronu (NG-K) ve kardiyomiyosite (KM) ait floresan goriintiisii ve (B) zamana
bagh floresan degisimi ile bu sinyaller arasindaki korelasyonu gosteren grafik. (C)
Néron ve kardiyomiyosite ait Ca*? degisim sinyalinin ortak frekans araliklari.
GCaMP6s: yesil; 6lcek bart: 100 um.

123



6.14.3.2. Kalbe Ozgii AKG Duyu Néron ve Kardiyomiyosit Kokiiltiirlerinde

Spontan Ca*? Goriintiileme

NG noéronlan ile yapilan Ca*? degisim goriintiileme ve analizlerine benzer
sekilde, kalbe 6zgii AKG duyu néronlari ile kardiyomiyositler arasindaki elektriksel
iletisimi incelemek amaciyla hiicreler tek baslarina veya ayni hiicre kaplarina ekilerek,
zamana bagli kalsiyum degisimleri ncelikli olarak Fluo-4 ile takip edildi. Bunun i¢in,
Di-8-ANEPPQ ile in vivo isaretlenen kalbe 6zgii AKG néronlar1t FACS cihaz ile
saflagtirilarak tek basina veya kardiyomiyosit ile beraber kiiltiire edildi. Fluo-4 ile
boyanan kiiltiirlerde goriintiileme sirasinda veya Ca*? degisim sinyal analizi
sonucunda, tek basina ekilen kalbe 6zgii AKG néronlarinda ¢ogunlukla floresan
degisim gozlemlenmezken (Sekil 6.14.12 A, D), kokiiltiirdeki ndronlarda aktif Ca*?
degisimi tespit edildi (Sekil 6.14.12 C, F). Ancak yapilan Matlab analizi sonucunda,
kokiiltiirlerdeki kalbe 06zgii AKG duyu ndoronlart ile baglantili olabilecegi
kardiyomiyositler arasinda Ca*? iyonuna bagl floresan degisimleri arasinda diisiik
korelasyon olmasina ragmen (yaklasik korelasyon katsayisi: 0.4), sinyallerin es

zamanl olduklar tespit edildi (zaman kaymasi:0, Sekil 6.14.12 G).
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Sekil 6.14.12 Kalbe 6zgii AKG duyu néronu ile kardiyomiyosit kokiiltiiriinde
Fluo-4 ile boyanmasi1 sonrasi Ca*> degisim analizi. Flou-4 ile isaretli (A)
Kokiiltiirdeki duyu néron ve kardiyomiyosit ile (B) sadece AKG ve (C)
kardiyomiyositlerin konfokal mikroskobu altindaki goriintiisii. (D) Kokiiltiirdeki
Kalbe 6zgii AKG hiicrelerinin ve kardiyomiyositlerin Ca*? degisim analizi. (E) Yalmz
ekildiginde AKG néronlarmin ve (F) olusturdugu Ca*? degisimi. Olgek bar1: 50 um.

Fluo-4 ile elde edilen 6n bulgulardan yararlanilarak, benzer deneyler uzun siireli
ve farkli giinlerde Ca*? degisimini takip etmek amaciyla GCaMP6s Ca*? indikatorii ile
tekrarlandi. Bunun i¢in, total AKG noéronlari ile kardiyomiyositlerin spontan
aktiviteleri incelendi. Tek basina ekilen ve GCaMP6s iireten AKG noéronlarinda

spontan Ca*? degisiminin olmadig1 veya frekansinin diisiik oldugu gozlemlenmedi
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(Sekil 6.14.13 A, C). Diger taraftan, tek basina ekilen noronlara kokiiltiirlerde
GCaMPo6s iireten total AKG duyu ndronlarmin daha aktif oldugu belirlendi (Sekil
6.14.13 B, D). Yapilan Matlab analizi sonucunda, iletisim halinde oldugu disiiniilen
total AKG duyu néronlar1 ile kardiyomiyositlerin Ca*? iyonuna bagli floresan
degisimleri arasinda diisiik korelasyon oldugu (korelasyon katsayisi <0.5) (Sekil
6.14.13 E) ve ortak frekanslarin ise 0.5-1.3 Hz arasinda bulundugu tespit edildi (Sekil
6.14.13 F).
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Sekil 6.14.13 GCaMP6s iireten total AKG duyu néronu ile kardiyomiyosit
Kkokiiltiiriiniin floresan goriintiileri ve Ca*? analizi. GCaMP6s iireten (A) sadece
AKG hiicrelerinin ve (B) duyu néron ve kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin konfokal
mikroskobu altindaki goriintiisii. (C) Tek basina ekilen veya (D) kokiiltiirdeki total
AKG hiicreleri ile kardiyomiyositlerin olusturdugu Ca*? degisimini gosteren grafik. E)
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Kokiiltiirde hiicreler aras1 Ca*? degisimine bagli korelasyonu (korelasyon katsayisi
<0.5) ve ortak frekanslar1 gosteren grafik. AKG-T: total AKG néronlari, KM:
kardiyomiyosit, ok: olas1 aksonal baglanti. GCaMP6s: yesil, 6l¢ek bari: 50 um.

Kalbe 6zgii AKG néronlari ve kardiyomiyosit kokiiltiilerinde floresan analizleri
incelendiginde ise, duyu néronu ve kardiyomiyositlerin Ca*? degisim sinyallerinde 5-
10 saniyelik zaman kaymasi ile birlikte yiiksek pozitif (Sekil 6.14.14 B) veya ters
korelasyon (Sekil 6.14.15 B) tespit edildi. Ayrica, taranan alanlar arasinda birebir
senkronize (lag=0) ve diger alanlara kiyasla aralarinda yiiksek korelasyon bulunan
Ca*? degisimine sahip kardiyomiyosit ve kalbe &zgii AKG néronu tespit edildi
(korelasyon katsayisi=1; Sekil 6.14.16 A-B). Senkronizasyon tespit edilen hiicrelere
ait zamana bagli floresan degisim sinyalleri Fourier doniisiim fonksiyonu ile
frekanslarina ayristirilmis ve elde edilen veriler incelendiginde iki hiicre tipine ait
sinyallere ait ortak frekans araliginin 0.2-0.4 Hz oldugu belirlenmistir (korelasyon kat
sayis1 0.5 <; (Sekil 6.14.14 C, Sekil 6.14.15 C, Sekil 6.14.16 C). Floresan goriintiileme
sirasinda, spontan kasilip gevseme 6zelligine sahip kardiyomiyosit hiicrelerinden 11k
alan gorlintlisii de alinmis ve bu hiicrelere ait dakika atim degerleri (bpm) Matlab
araylizii ile ¢alisan Motion Tracking ile ¢ikarilmistir (Sekil 6.14.14 B, Sekil 6.14.15
B, Sekil 6.14.16 B). Ancak, Sekil 6.14.16°te gosterilen 6rnek disinda, néronlara ve
kardiyomiyositlere ait Ca*? degisimi ile dakikada atim degerleri arasinda bir
korelasyon tespit edilmemistir (Sekil 6.14.14 B, Sekil 6.4.15 B). Total AKG
noronlarma kiyasla (Sekil 6.14.13), kalbe 6zgii AKG néronlar ve kardiyomiyositlerin
Ca*? bagli floresan degisimleri arasinda 0.5’ten biiyiik sinyal korelasyonu oldugu ve

hiicrelerin diisiik frekanslarda ortak sinyal tirettikleri tespit edilmistir.
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Sekil 6.14.14 Aralarinda pozitif korelasyon oldugu belirlenen kalbe 6zgii AKG
duyu néronu ile kardiyomiyosit kokiiltiiriiniin floresan goriintiisii ve Ca*2 bagh
floresan degisim sinyalinin analizi. (A) Kokiiltirde GCaMP6s iireten kalbe 6zgii
AKG duyu néronu (AKG-K) ve kardiyomiyosite (KM) ait floresan goriintiisii ve (B)
zamana bagli floresan degisimi ile kardiyimiyosite ait dakikada atim degerleri degeri
ve bu sinyaller arasindaki korelasyonu gosteren grafik. (C) Noron ve kardiyomiyosite
ait Ca' degisim sinyalinin ortak frekans araliklar. GCaMPé6s: yesil; ---
kardiyomiyosit; Olgek bari: 100 um
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Sekil 6.14.15 Aralarinda negatif korelasyon oldugu belirlenen kalbe 6zgii AKG
duyu néronu ile kardiyomiyosit kokiiltiiriiniin floresan goriintiisii ve Ca*? bagh
floresan degisim sinyalinin analizi. (A) Kokiiltirde GCaMP6s fireten kalbe 6zgii
AKG duyu néronu (AKG-K) ve kardiyomiyosite (KM) ait floresan goriintiisii ve (B)
zamana bagl floresan degisimi ile kardiyimiyosite ait dakikda atim degeri ve bu
sinyaller arasindaki korelasyonu gosteren grafik. (C) Noron ve kardiyomiyosite ait
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Ca*? degisim sinyalinin ortak frekans araliklari. GCaMPé6s: vyesil; oklar:
kardiyomiyosit; Olgek bari: 100 um.
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Sekil 6.14.16 Aralarinda birebir korelasyon oldugu belirlenen kalbe 6zgii AKG
duyu noronu ile kardiyomiyosit kokiiltiiriiniin floresan goriintiisii ve Ca*2 bagh
floresan degisim sinyalinin analizi. (A) Kokiiltiirde GCaMP6s iireten kalbe 6zgii
AKG duyu néronu (AKG-K) ve kardiyomiyosite (KM) ait floresan goriintiisii ve (B)
zamana bagli floresan degisimi ile kardiyomiyosite ait dakika atim degeri ve bu
sinyaller arasindaki korelasyonu gosteren grafik. (C) Noron ve kardiyomiyosite ait
Ca*? degisim sinyalinin ortak frekans araliklar. GCaMPé6s: yesil; oklar:
kardiyomiyosit; Olgek bari: 100 um.

2

Hiicreler arasi etkilesimi ortaya koymak amaciyla, kokiiltiir ve tek bagina ekilen
kiiltirlerin farkli giinlerdeki floresan degisimine incelenerek suskun ve aktif kalbe
6zgli AKG noéronlari sayildi ve tablo 6.7.2 olusturuldu. Kokiiltiirdeki kalbe 6zgii AKG
ndronlarmn Ca*? degisimleri incelendiginde, 0-5.giinlerde %14.6 + 17.4’iiniin, 5-
10.giinlerde %29 + 12.1’inin, %10-15.gilinlerde ise %35’nin aktif oldugu bulundu
(Tablo 6.14.4, Sekil 6.14.17). Diger taraftan, tek basina ekilen kalbe 6zgii AKG
noronlarm Ca*? degisimleri incelendiginde 0-5.giinlerde %4.75 + 5.5’nin, 5-
10.glinlerde %11.66 + 7.63’{iniin ve 10-15.gilinlerde ise %4 niin aktif oldugu tespit
edildi. Belirli giinlerde ve ii¢ farkli deney ile tekrarlanan sayim sonucunda,
kokiiltiirlerde spontan olarak aktif olan kardiyak AKG aferentlerin tek basina
ekilenlere gore kiiltliriin giinlinden bagimsiz olarak yiizdesinin yiiksek oldugu

sonucuna varildi (Tablo 6.14.4, Sekil 6.14.17).
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Tablo 6.14.4 Tek basina ekilen veya kokiiltiirlerde spontan GCaMP6s aktivite
gosteren kalbe 6zgii duyu noronlarimin farkh giinlerdeki yiizdesini gosteren tablo

1. Deney
Kiiltiir Ad: Total Aktif olan %
AKG AKG
6. Giin AKG-K + KM 25 5 20
10. giin AKG-K + KM 28 12 43
7. Giin AKG-K 14 - 0
10. giin AKG-K 20 2 10
20. Giin AKG-K 28 1 4
2. Deney
vy pne Total Aktif olan
Kiiltiir Adi AKG AKG %
11. Giin AKG-K + KM 32 1 3
15. Giin AKG-K + KM 19 3 16
20. Giin AKG-K + KM 17 6 35
6. Giin AKG-K 16 - 0
12. Giin AKG-K 20 4 20
20.Giin AKG-K 25 1 4
3. Deney
vy e Total Aktif olan
Kiiltiir Ad1 AKG AKG %
7. Giin AKG-K + KM 50 1 2
8. Giin AKG-K + KM 35 2 5
12.Giin AKG-K + KM 13 3 23
7.Giin AKG-K 11 1 9
12. Giin AKG-K 20 2 10
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Sekil 6.14.17 Tek basina ekilen veya kokiiltiirlerde spontan aktif GCaMP6s
iireten kalbe 6zgii duyu noronlarimin farkh giinlerdeki yiizdesini gosteren grafik.

Kalbe 6zgli AKG noéronlar1 ve kardiyomiyosit kokiiltiirinde aktif olarak
belirlenen ndronlar ve baglantili olabilecegi kardiyomiyositlerin farkli giinlerdeki
floresan degisim sinyalleri arasindaki senkronizasyon incelendi. Aktif ndronlarin
oldugu 5-10. giinler arasinda 5 alan, 10-15. giinler arasinda 13 alan ve 15-20. giinler
arasinda bir alan tespit edilerek, bu alanlara ait hiicreler aras1 Ca*? iyonuna bagl
degisim benzerlik ve frekans degerleri belirlendi. Yapilan korelasyon analizi
sonucunda, kalbe 6zgii AKG néronu ve kardiyomiyositlerin zamana bagli Ca*?
degisim sinyalleri arasinda 5-10. giinlerde iki alanda pozitif korelasyon (korelasyon
katsayisi: 0.5<), bir alanda ters korelasyon (korelasyon katsayisi: -0.5>); 10-15.
giinlerde ise ti¢ alanda pozitif korelasyon (korelasyon katsayisi: 0.5<) ve dort alanda
sinyaller arasi ters korelasyon (korelasyon katsayisi: -0.5>) oldugu belirlendi (Tablo
6.14.5).

Tablo 6.14.5 Kokiiltiirlerde bulunan kalbe o6zgii AKG néronlar1 ve
kardiyomiyositlere ait spontan Ca*?> degisim sinyallerinin giinlere bagh
korelasyonu

Incelenen Pozitif Korelasyon | TersKorelasyon
Alan Sayia (0.5<) (-0.5>)
5-10. Gun 5 2 1
10-15. Gun 13 3 4
15-20. Gun 1 - -
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Kokiiltiirdeki hiicrelerin Ca*? degisimleri arasindaki korelasyon analizinin
yaninda, tek basina ekilen veya kokiiltiirlerdeki noron ve kardiyomiyosit hiicrelerinin
belirlenen giinlerdeki floresan degisim sinyallerinin frekans degerleri karsilastirildi
(Sekil 6.14.18). Yapilan analiz sonucunda, tek basina ekilen kalbe oOzgii AKG
noronlarin kokiiltiirdeki néronlara gére 10-15.giinlerdeki frekans degerlerinin yiiksek
oldugu tespit edildi (Sekil 6.14.18 A; p<0.05). Diger taraftan, tek basina ekilen ve
kokiiltiirdeki kardiyomiyositlerin kiiltiirtin  5-10.giinlerinde frekans degerlerinin

istatiksel olarak birbirinden farkli oldugu bulundu (Sekil 6.14.18 B; p<0.05).

A B
m AKG-Kokiiltiir AKG-Tek m KM-Kokiiltiir KM-Tek

0.060 - * 0.040 - *
< 0.050 A <~
34 I 0.030
% 0.040 | 5
g S
g 0.030 § 0020
L 0.020 1 L I [

[ 0.010 1
0.010 { i .
5-10.Giinler 10-15.Giinler 15-20.Giinler 5-10.Giinler 10-15.Giinler 15-20.Gunler

Sekil 6.14.18 Tek basmna ekilen veya kokiiltiirdeki kalbe 6zgii AKG noronu ve
kardiyomiyositlere ait frekans degerleri. Kiiltirin 5-10, 10-15 ve 15-20.
Glinlerinde, tek basina ekilen veya kokiiltiirdeki (A) kalbe 6zgii AKG noronlari ve (B)
kardiyomiyositlere ait frekans degerlerini gosteren grafik (*p<0.05). KM:
kardiyomiyosit.

Farkli giinlere ait kokiiltiirlerde, hiicreler aras1 Ca*? degisim korelasyonun
10.giinde en fazla oldugu belirlendi ve bu nedenle 10.giinde incelenen kardiyomiyosit
hiicrelerinin dakikadaki atim degerleri incelendi. Motion tracking programu ile yapilan
hesaplama sonucunda, tek basina ekilen ve kokiiltiirdeki kardiyomiyositler hiicrelerine
ait dakikada atim sayist degerlerinin sirastyla 53.33 + 3.94 ve 58.25 + 23.7 oldugu ve
aralarinda istatiksel anlamli bir fark olmadig tespit edildi (Sekil 6.14.19, p>0.05). Isik
alan goriintiilerinden elde edilen dakikada atim degerlerinin 45-60 oldugu, Xcelligence
RTCA Cardio-ECR cihazindan almman kayitlarda ise yenidogan fare
kardiyomiyositlerinin dakikada 120-180 kez attig1 gézlemlendi. Farkli iki metod ile
aliman kayitlarda dakikada atim sayilarinin farkli olmasi, 151k alan goriintiilerinin
¢ozlinlirliigiiniin kardiyomiyositlerin kasilip gevsemesini yakalamayacak kadar diisiik
olmasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle, ilerleyen deneylerde kardiyomiyositlerin

dakikada atim sayis1 analizlere dahil edilmedi.
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Sekil 6.14.19 Onuncu giine ait tek basina ekilen veya kokiiltiirlerde bulunan
kardiyomiyositlere ait dakikada atim sayis1 degerlerini gosteren grafik.

Kalbe 6zgii duyu néronlarinin kardiyomiyosit ile olan Ca*? iyonuna bagl sinyal
korelasyonunu karsilastirmak amaciyla, FACS sirasinda Di-8-ANEPPQ ile isaretli
AKG noronlarinin yaninda floresanca isaretlenmemis noronlar da ayristirildi. Di-8-
ANEPPQ (-) AKG néronlari, kardiyak duyu noronlartyla benzer sekilde tek basina
veya kardiyomiyosit hiicreleri ile birlikte ekilerek, hiicrelerdeki zamana bagli Ca*?
degisimi takip edildi (Sekil 6.14.20 A). Yapilan goriintiilemeler ve Ca*? degisim
sinyallerinin Matlab analizi sonucunda, Di-8-ANEPPQ (-) AKG noéronlar1 ve
kardiyomiyosit hiicrelerinin floresan degisim sinyalleri arasinda 10-15 saniye zaman
kaymast ile birlikte pozitif korelasyon tespit edildi (Sekil 6.14.20 B).
Kardiyomiyositlerle aralarinda diisiik ortak frekans araliklari bulunan kalbe 6zgii duyu
noronlarinin aksine, Di-8-ANEPPQ (-) AKG néronlarinin kardiyomiyositler ile ortak
frekans araliklarinin 0.5 Hz ve tizeri olarak bulundu (Sekil 6.14.20 C).
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Sekil 6.14.20 Aralarinda pozitif korelasyon oldugu belirlenen Di-8-ANEPPQ (-)
AKG duyu néronu ile kardiyomiyosit kokiiltiiriiniin floresan goriintiisii ve Ca*?
bagh floresan degisim sinyalinin analizi. (A) Kokiiltirde GCaMP6s iireten Di-8-
ANEPPQ (-) AKG duyu néronu (AKG) ve kardiyomiyosite (KM) ait floresan
goriintiisii. (B) Hiicreler aras1 Ca*? iyonuna bagli floresan degisimini ve korelasyonu
gosteren grafik. (C) Noron ve kardiyomiyosite ait Ca*? degisim sinyalinin ortak
frekans araliklari. GCaMP6s: yesil; Olgek bart: 100 um.

Ca? iyonuna baglh sinyal senkronizasyon analizlerinin yaninda, kokiiltiir
ortamindaki Di-8-ANEPPQ (+) AKG, Di-8-ANEPPQ (-) AKG néronlar ve
kardiyomiyositlere ait frekans degerleri hesaplanarak, karsilastirildi (Sekil 6.14.21 A,
B). Elde edilen verilere gore, kokiiltiirdeki Di-8-ANEPPQ (-) AKG néronlarinin, kalbe
zgii néronlara gore daha yiiksek frekansta Ca*? sinyali iirettigi tespit edildi (p= 0.002;
Sekil 6.14.21 A). Diger taraftan, kalbe 6zgii duyu noronlar1 veya Di-8-ANEPPQ (-)
AKG noronlart ile birlikte kokiiltiirde olan kardiyomistlerin frekans degerleri arasinda
anlaml bir farklilik bulunmadi (p>0.05; Sekil 6.14.21 B). Noronlar arasinda tespit
edilen frekans farkinin hiicre tipiyle iligkisi incelemek amaciyla, Di-8-ANEPPQ (+)
AKG ve Di-8-ANEPPQ (-) AKG noronlarinin hiicre gévde g¢aplart hesaplandi.
Yapilan hiicre ¢ap1 analizine gore, Di-8-ANEPPQ (-) AKG néronlarinin hiicre govde
caplarinin Di-8-ANEPPQ (+) AKG néronlara gore daha kiigiik oldugu tespit edildi
(p<0.05; Sekil 6.14.21 C).

134



A B p<0.05 C
p=0.002

0.04 0.05 B AKG-Di-8-ANEPPQ (+) O AKG-Di-8-ANEPPQ (-)
0.035 0.045
0.03 0.04 p<0.05
’:5 ' ’E?o.oss g .
= 0.025 Z 003 :
Hl B
é 0.015 é 0.02
0.015
= 001 =
0.01
0.005 0.005
0 0

2 2
£ 0.02 £ 0.025
Gl
AKG-Di-8-ANEPPQ (+)  AKG-Di-8-ANEPPQ (-) KM-Di-8-ANEPPQ (+) ~ KM-Di-8-ANEPPQ (-) Hiicre sayist

Hiicre Cap: (um)
% > o & o

SR SIFNI-N

Sekil 6.14.21 FACS ile ayristirilan ve Kiiltiir kaplarina ekilen Di-8-ANEPPQ (+)
ve Di-8-ANEPPQ (-) AKG néronlarinin ¢ap analizini gosteren grafik.
Kokiiltiirledeki (A) Di-8-ANEPPQ (+) ve Di-8-ANEPPQ (-) AKG néronlari ile (B) bu
noronlarla kokiiltiirde olan kardiyomiyositlere ait frekans degerleri. Kokiiltiirledeki
(A) Di-8-ANEPPQ (+) ve Di-8-ANEPPQ (-) AKG néronlarinin hiicre govde ¢ap
analizleri.

6.14.4. Kalbe Ozgii Duyu Sinirleri ile Kardiyomiyosit Kokiiltiirlerinin

Kimyasal Uygulama ile Incelenmesi

GCaMP6s tireten kalbe 6zgii duyu ndron ve kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki
spontan Ca+2 iyonuna bagl floresan goriintiileme ve sinyal analizinin yaninda,
hiicreler arasindaki baglantiy1 incelemek igin isoproterenol, cyanquixaline CNQX,
mecamylamine ve carbenoxolone (cbx) kimyasallar1 kiiltiirlere uygulandi.
Kimyasallarin etkisini incelemek amaciyla, ilag Oncesi (spontan) ve sonrasi alinan
Ca*? goriintiilerinden floresan degisim analizi yapildi ve hiicreler arasi senkronizasyon

korelasyon analizi ile incelendi (Sekil 6.14.22).

Floresan Analizi Korelasyon Analizi
Spontan -
Ca*2 Goriintiileme

Ilag Uygulama Sonrasi
Ca*2 Goriintileme

Capraz Korel

Gecikme (sn)

Sekil 6.14.22 ila¢ uygulamas1 6ncesi ve sonras1 kokiiltiirlerdeki hiicrelerin Ca*2
bagh floresan degisimleri arasindaki senkronizasyon analizide takip edilen
adimlar.

Bu kimyasallardan, beta adrenerjik agonist olan isoproterenol 100 nm olacak
sekilde tek basina noéron ve kardiyomiyositler kiiltiirleri ile bu hiicrelerin
kokiiltiirlerine eklendi. Isoproterenol uygulamasi &ncesi spontan atimi olan

kardiyomiyositlerde (Sekil 6.14.23 A), ilag uygulamasi sonrasi atim hizinin arttigi
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tespit edildi (Sekil 6.14.23 B). Tek basina ekilen kalbe 6zgii AKG duyu néronlarinda
ise isoproterenol oncesi (Sekil 6.14.23 C) ve sonrast (Sekil 6.14.23 D) Ca*?
degisimlerinde bir farklilik goriilmedi. Bu nedenle, kokiiltiirlerde isoproterenol
eklendiginde sadece kardiyomiyosit hiicrelerinin elektriksel aktivitesi degisecek, buna
bagl olarak baglantili oldugu diisiiniilen nérondaki Ca*? degisimi incelerek, hiicreler
arasi elektriksel baglantinin varligi arastirildi. Bu amagla, ilag uygulamasi oncesi
kardiyomiyosit ile baglantili ve spontan olarak aktif GCaMP6s iireten kalbe 6zgii AKG
noronlart belirlendi (Sekil 6.14.23 E). Kokiiltiire isoproterenol eklenmesinden sonra,
kardiyomiyosit ve baglanti kurdugu gozlemlenen ndronlarda Ca* iyonuna bagh
floresan sinyal frekansinin arttigr gozlemlendi (Sekil 6.14.23 F). Kalbe 6zgii duyu
noronlari ile karsilastirmak tizere FACS ile Di-8-ANEPPQ (-) AKG duyu néronlari
ayristirildi ve kardiyomiyosit hiicreleri ile birlikte kokiiltiirleri olusturuldu. Kalbe 6zgii
duyu noéronlarina benzer sekilde, kokiiltiirlerde spontan aktif Di-8-ANEPPQ (-) duyu
noronlar1 ve bu néronlarin kardiyomiyosit hiicreleri ile senkronize Ca*? degisimi
gdzlemlendi (Sekil 6.14.23 G). Olusan Ca*? degisim sinyalinin ise isoproterenal dncesi

ve sonrasi degismedigi tespit edildi (Sekil 6.14.23 H).
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degisim grafigi. Spontan (A, C, E, G) ve 100 nM isoproterenol uygulamasi sonrasi
(B, D, F, H) sirastyla kardiyomiyosit (A, B), kalbe 6zgii AKG (Di-8-ANEPPQ (+))
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(C, D), kalbe 6zgii AKG ve kardiyomiyosit kokiiltiirii (E, F), Di-8-ANEPPQ (-) AKG
ve kardiyomiyosit kokiiltiirlerinde (G, H) Ca*? degisimini gosteren grafik.

Isoproterenol uygulamasimin yapildig kokiiltiirelere ait 17 alandan 4 alanda
kalbe 6zgii duyu néronlart ve kardiyomiyositlerin Ca*? iyonuna bagl floresan
degisimlerinde bir artis goriiliirken, bir alanda ise azalis oldugu gozlemlenmistir.
Isoproterenol sonrasi frekansi artan néronlarin bulundugu alanlar incelendiginde,
isoproterenol uygulama &ncesi ve sonrasinda kokiiltiirde hiicreler arasinda Ca*?
iyonuna baglh bir korelasyon tespit edilmemistir (Sekil 6.14.24 A, Sekil 6.14.24 B).
Incelenen alanda noéronlarn baglantili oldugu kardiyomiyositlerin bulunmamasi

hiicreler arasi sinyal korelasyonunun bulunmamasinin nedeni olabilir.
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Sekil 6.14.24 Isoproterenol uygulamasi oncesi ve sonrasi hiicrelerdeki Ca*2
degisimini gosteren grafik ve hiicreler arasi korelasyon analizi. (A) Isoproterenol
verilmeden once incelenen alanda kardiyomiyosit ve kalbe 6zgii AKG hiicresine ait
zamana baglh Ca*? degisimi ve birbirleri arasindaki korelasyonu gosteren grafik. (B)
Isoproterenol uygulamasindan sonra ayni alan ve ayn1 hiicrelerdeki zamana bagl Ca*?
degisimi ve birbirleri arasindaki korelasyonu gosteren grafik.

Kokiiltiirdeki hiicreler arasi baglatinin tipini incelemek amaciyla, glutamaterjik
sinaps antagonisti olan bir diger kimyasal CNQX kiiltiirlere uygulandi. Tek basina
ekilen veya kokiiltiirlerdeki kalbe 6zgii AKG ndronlari ile kardiyomiyositlerde CNQX
uygulamas1 oncesi ve sonrasinda Ca™? degisimi bakimindan bir farklilik tespit
edilmedi (Sekil 6.14.25). Elde edilen bulgu, ndronlar ve kardiyomiyositler arasindaki
olas1 sinaptik baglantinin glutamaterjik olmadigr olasiligmi diisiindlirmektedir.
Kokiiltiirdeki noéronlarda frekans bakiminda artis goriiliirken, kardiyomiyositle

arasinda bir sinyal benzerligi tespit edilmedi.
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Sekil 6.14.25 CNQX uygulamasi éncesi ve sonrasi hiicrelerdeki Ca*> degisim
grafigi. Spontan (A, C) ve 10 uM CNQX uygulamasi sonrasi (B, D) sirasiyla kalbe
ozgii AKG (A, B), kalbe 6zgii AKG ve kardiyomiyosit kokiiltiirii (C, D) Ca*?
degisimini gosteren grafik.

RNA dizi analizi sonucunda, AKG néronlarinda yiiksek ifade edildigi tespit
edilen asetilkolin reseptér ve diizenleyicilerinin varligint dogrulamak amaciyla,
kokiiltiirlere genel asetilkolin reseptorlerini antagonisti mecamylamine uygulandi
(Sekil 6.14.26). Incelenen alanlar arasinda mecamylamine uygulamasi sonrasi kalbe
ozgii AKG noronlarina ait Ca*? degisimine bagli floresan siddetinde artis

gozlemlenirken, kardiyomiyosit hiicrelerinde herhangi bir degisiklik tespit edilmedi

(Sekil 6.14.26 A, B).
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Sekil 6.14.26 Mecamylamine uygulamasi oncesi ve sonrasi hiicrelerdeki Ca*?
degisim grafigi. Spontan (A) ve (B) 10 uM Mecamylamine uygulamasi sonrasi
sirastyla kalbe 6zgii AKG ve kardiyomiyosit kokiiltiirii Ca*? degisimini gdsteren
grafik.

Kokiiltiirlerdeki néron ve kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki iletisimin oluk
baglat1 lizerinden olup olmadigimi incelemek amaciyla, kiiltiirlere oluk baglanti
bloklayicisi chx uyguland: (Sekil 6.14.27 A, B). Incelenen alanlar arasinda kalbe 6zgii
AKG néronlarina ait Ca*? degisimine bagh floresan siddetinde cbx uygulamasi
sonrasinda artis goézlemlenirken, kardiyomiyositlerde herhangi bir degisiklik tespit

edilmedi (Sekil 6.14.27 A, B).
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Sekil 6.14.27 Carbenoxolone (cbx) uygulamasi1 dncesi ve sonrasi hiicrelerdeki

Ca*? degisim grafigi. Spontan (A) ve (B) 10 uM cbx uygulamasi sonrasi sirasiyla

kalbe 6zgii AKG ve kardiyomiyosit kokiiltiirii Ca*? degisimini gsteren grafik.
6.14.5. Kalbe Ozgii Duyu Sinirleri ile Kardiyomiyosit Kokiiltiirlerinin

Optogenetik Incelenmesi

AKG ve NG noéronlart ile kardiyomiyosit kokiiltiirlerinde hiicreler arasi
elektriksel baglantinin varligin1 géstermek amaciyla optogenetik kullanilan diger bir
yontemdir. Bunun amagla, kokiiltiirlerde ChR2 fireten kardiyomiyositler mavi 1sikla
uyarildi, kardiyomiyositin baglantili oldugu ve GCaMP6s iireten AKG duyu
noronlarinda Ca*? degisimi takip edildi. Onciil deneylerde, kardiyomiyositlerin ChR2
proteini liretiminden sonra bu kanal proteinin hiicrelerin fonksiyonel aktivitesine etki
edip etmedigi incelendi. Bunun i¢in, kokiiltiirlerde GCaMP6s iireten AKG ndron ve
aksonal baglanti yaptigi goriilen ChR2 iireten kardiyomiyositler belirlendi (Sekil
6.14.28 B). Tek basina ekilen AKG hiicrelerine oranla (Sekil 6.14.28 A, C),
kokiiltirdeki AKG néronlarinda Ca*? iyonuna bagli ritmik floresan degisimi
gozlemlendi (Sekil 6.14.28 D). Diger taraftan, AKG noéronun baglantt kurdugu
amactyla motion tracking programi kullanilarak (124) ChR2 iireten kardiyomiyositin
kasilip gevseme profili ¢ikarildi (Sekil 6.14.28 E). Kardiyomiyositlerin ChR2
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trettikten sonra da atimlarinin devam ettigi ve optogenetik aracin hiicrelerin

fonksiyonunu etkilemedigi tespit edildi.
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Sekil 6.14.28 Optogenetik araglar ile hiicrelerin elektriksel aktivitesinin kontrolii.
Optogenetik araglar olan ChR2 ve GCaMP6s iireten (A) AKG Kkiiltiirii, (B) AKG ve
kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin floresan goriintiileri. Sirasiyla bu tek basma ve
kokdiltiirlerdeki (C, D) AKG ndronlarindaki floresan degisimi gosteren grafik. (E)
AKG ve kardiyomiyosit kokiiltiirde kardiyomiyositin kasilma-gevseme grafigi. ChR2:
kirmizi, GCaMP6s: yesil, Olgek bari: 50 um.

Néronlarin Ca*? iyonuna bagl floresan degisimine ve kardiyomiyositlerin
atimlarinin devam ettigi belirlendikten sonra, hiicreler arasi elektriksel aktiviteyi
incelemek amaciyla ChR2 iireten kardiyomiyosiyler mavi 1gikla uyarildi. Bunun igin,
kokiiltiirde ChR2 fireten kardiyomiyosit ile baglantili oldugu diistiniilen, GCaMP6s
tireten ve spontan aktiviteye sahip kalbe 6zgii AKG néronlari belirlendi (Sekil 6.14.29
A). ChR2-kardiyomiyosit 0.2 Hz ve 1 Hz olmak tizere iki farkli frekanstaki mavi 1s1k
ile uyarilarak hangi frekansin kalbe 6zgii AKG noronun spontan aktivitesini
degistirecegi arastirildi (Sekil 6.14.29 C). 0.2 Hz isik ile uyarim sonrasi AKG
norondaki u¢ uca (peak to peak) genlik ve frekans degerlerinde bir farklilik
bulunmazken, kardiyomiyosit hiicresinin 1 Hz mavi 1s1k uyarimi sonrasinda néronun
spontan aktivitesine kiyasla genlik ve frekans degerlerinde artig tespit edildi (Sekil
6.14.29 B, C). Coziinlirligiin diisik olmasindan dolay1, uyarilan kardiyomiyositin
dakikada atim degerlerinde bir degisiklik gézlemlenmedi. Optogenetik uyarimin

kasilip gevseme kinetigindeki etkisini ortaya koymak amaciyla uyarilan
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kardiyomiyositle baglantili ve senkronize olan GCaMP6s fireten kardiyomiyosit
secilerek, Ca*? degisim sinyali analiz edildi. 1 Hz mavi 1sikla uyarilan kardiyomiyosit
ile baglantili kardiyomiyositin Ca*? degisimine ait sinyallerin siklastig1 ve buna bagh
olarak frekansin arttig1 bulundu (Sekil 6.14.29 D). Bu nedenle, bir sonraki deneylerde
ChR2 iireten kardiyomiyosit hiicreleri dncelikli olarak 1 Hz mavi 1s1k ile uyarildi.
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Sekil 6.14.29 ChR2 iireten kardiyomiyosit ve GCaMP6s-ifade eden spinal néron
kokiiltiirlerinde optogenetik uygulama ile hiicrelerin elektriksel aktivitelerinin
kontrolii. (A) Konfokal mikroskobuna ait soldurma (bleaching) uygulamasi ile ChR2
tireten kardiyomiyosite 151k uyarimi (mavi ¢izgi) sonucunda GCaMP6s lireten AKG
noronlarinda (beyaz ok) Ca*? degisiminin takibi. 0.2 Hz ve 1 Hz 488 nm lazer uyarimi
boyunca (mavi ¢izgi) sirastyla (C) GCaMP6s-AKG néronundaki ve (D) GCaMp6s
iireten kardiyomisitin floresan degisim grafigi. ChR2: kirmizi, GCaMP6s: yesil, 6lgek
bari: 100 um.

Taranan alanlarda, ChR2 iireten kardiyomiyosit ve baglantili kurdugu GCaMP6s
tireten kalbe 6zgii AKG duyu noronlar1 belirlenerek, etkisinin ortaya konuldugu 1 Hz
mavi 151k uyarimi sonrasinda hiicrelerin floresan degisimini takip edildi (Sekil 6.14.30,

Sekil 6.14.31). Sekil 6.14.30 A’da gosterilen ChR2-kardiyomiyositin mavi 11k
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uyarimi boyunca baglantili oldugu GCaMP6s-AKG néronun floresan degisimine ait
genlik ve frekans degerlerinde artis tespit edildi (Sekil 6.14.30 B, C). Uyarim
sonrasinda ise GCaMP6s-AKG néronda floresan degisim sinyaline ait genlik ve
frekans degerlerinde diisiis tespit edildi (Sekil 6.14.30 C). ChR2-kardiyomiyosit ile
baglantili oldugu gézlemlenen ve GCaMP6s iireten kardiyomiyosit incelendiginde ise,
mavi 151k uyarimi sirasinda Ca*2 iyonuna bagli sinyalin frekans ve genlik degerlerinde
arttg, uyarim sonrasinda ise hiicrenin spontan aktivitesine geri dondiigi belirlendi

(Sekil 6.14.30 B, D).
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Sekil 6.14.30 ChR2 iireten kardiyomiyosit ve GCaMP6s-ifade eden spinal néron
kokiiltiirlerinde optogenetik uygulama ile hiicrelerin elektriksel aktivitelerinin
kontrolii. (A) Konfokal mikroskobuna ait soldurma (bleaching) uygulamasi ile ChR2
iireten kardiyomiyosit hiicrelerine 151k géonderimi (mavi ¢izgi) ve uyarim sonucunda
GCaMP6siireten AKG noronlarinda (beyaz ok) Ca*? degisiminin takibi. (C)
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GCaMP6s-AKG noronun sirastyla mavi 1s1k uyarimi boyunca ve sonrasinda floresan
degisim grafigi. ChR2-kardiyomiyositle baglantili GCaMP6s iireten kardiyomiyositin
sirastyla mavi 151k uyarimi boyunca ve sonrasinda floresan degisim grafigi. ChR2:
kirmizi, GCaMP6s: yesil, dlgek bari: 100 um.

Spontan olarak aktif olan noronlarin disinda, ChR2 iireten kardiyomiyositlerin
mavi 151k uyariminin suskun (herhangi bir floresan degisimi bulunmayan) kalbe 6zgii
AKG néronlardaki Ca*? iyonuna bagl degisimi iizerindeki etkisi incelendi. Bunun
icin, floresan mikroskobu altinda GCaMP6s iireten ve Ca*? degisimi gézlemlenmeyen
AKG noronu ile aksonal baglanti kurdugu ChR2 iireten kardiyomiyosit belirlendi
(Sekil 6.14.31 A, B). Sonrasinda, hedeflenen kardiyomiyosit 1 Hz mavi 1s1k ile
uyarilarak norondaki floresan degisimi takip ve analiz edildi (Sekil 6.14.31 C). Uyarim
sonrasinda, nérondaki Ca*? iyonuna bagh sinyal frekansmin arttigi ve ndronun aktif
hale gectigi tespit edildi (Sekil 6.14.31 C). Yapilan analizlerle, kokiiltiirlerde hiicreler
aras1 baglantinin, optogenetik yontemiyle incelenebildigi sonucuna varildi.
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Sekil 6.14.31 ChR2 iireten kardiyomiyosit ve GCaMP6s-ifade eden spinal néron
kokiiltiirlerinde optogenetik uygulama ile hiicrelerin elektriksel aktivitelerinin
kontrolii. (A) Konfokal mikroskobuna ait soldurma (bleaching) uygulamasi ile ChR2
tireten kardiyomiyositin isik ile uyarimi (mavi ¢izgi) ve sonrasinda GCaMP6s iireten
AKG néronlarinda (beyaz ok) Ca*? degisiminin takibi. (B) Uyarim oncesi ve (C)
sonrasinda, GCaMP6s-AKG noronundaki floresan degisimini gosteren grafik. ChR2:
kirmizi, GCaMP6s: yesil, dlgek bari: 100 um.

Optogenetik yontemin, kardiyomiyosit ve baglantili oldugu kalbe 6zgii duyu
ndronlarindaki etkisini ortaya koymak amaciyla, uyar1 dncesi, uyari sirasinda ve uyari
sonrasinda goriintiisii alinan hiicrelerin Ca*? iyonuna bagh sinyal frekans ve genlik
degerleri olusturuldu (Sekil 6.14.32). Kardiyomiyositlerin mavi 1s1k uyarimi boyunca,
kardiyak aferentlerin Ca+2 iyonuna baglh floresan sinyallerinde frekans ve genlik
degerlerinde bir artis tespit edildi (Sekil 6.14.32). GCaMP6s iireten
kardiyomiyositlerinde ise, uyarim sirasinda Ca*? degisim sinyallerinin genliginde bir
artis gozlemlenirken, uyarim sonrasinda da etkinin siirdiigii tespit edildi. Ayrica,

uyarim sonrasinda incelenen ndronun aktivitesi uyarim Oncesine donerken (Sekil
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6.14.32 A), kardiyomiyosit hiicrelerine ait Ca*? sinyal frekansinin istatiksel olarak

anlamli olmamakla birlikte arttig1 gézlemlendi (Sekil 6.14.32 B).
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Sekil 6.14.32 Optogenetik yontem kullamlarak kokiiltiirdeki noron ve
kardiyomiyosit hiicrelerinin frekans ve genlik degerlerini gosteren grafik.
Kokiiltiirde ChR2 iireten kardiyomiyositlerin mavi 1gikla uyarilmasi dncesi ve sonrasi
GCaMP6s iireten (A) kalbe 6zgli AKG noronlarinda ve (B) kardiyomiyositlerin
frekans ve genlik degerleri.

Elde edilen veriler sonucunda, optogenetik yontem kullanilarak in vitro ortamda
kalbe 6zgli duyu AKG néronlart ve kardiyomiyositler arasindaki iletisimin varligi
gosterilmis olup, ndronun Ca*? iyonuna bagh aktivitesi kardiyomiyosit iizerinden

kontrol edilebilmistir.
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7. TARTISMA

Kasilma sinyali kalbin sag iist atrium duvarinda bulunan o6zellesmis
kardiyomiyositler iceren ve dogal kalp pili olarak da bilinen sinoatriyal diigiim
tarafindan bagslatilmaktadir (1). Sinoatriyal diigim kalp ritmini, iletim hizni,
miyokardiyal kasilmay1 ve gevsemeyi kontrol eden parasempatik ve sempatik sinirler
ile etkilesim halindedir (2,3). Sempatik ve parasempatik sinirler otonom sinir
sisteminin bir parcasidir ve merkezi sinir sisteminden kardiyak dokuya motor
komutlar1 tasimaktadir (2—4,128). Sempatik ve parasempatik sinirlere ek olarak,
kardiyak otonom sinir sistemi birbirleriyle ve duyu sinirleri ile iletisim halinde bulunan
intrinsik  kardiyak gangliyon ve ekstrakardiyak intratorasik gangliyon kalp
fonksiyonunu diizenler (55). Kalpte olusan basing, agri, gerilme gibi duyusal veriler
kalbe dallanan ve hiicre gévdeleri AKG veya NG’da bulunan duyu sinirleri tarafindan
beyne iletilmektedir (2,6). Kol, bacak gibi ekstremiteler ile kalp, akciger, bagirsak gibi
i¢ organlar olmak tizere farkli hedeflere dallanan AKG duyu néronlar1 omuriligin

farkl seviyelerine ulasarak beyne sinyal iletimi gerceklesir (7).

AKG noéronlar gelisimsel siirecte viicudun uzaysal konumunu algilayan
proprioseptor, mekanik degisimlere duyarh diisiik esikli mekanoreseptorler, soguk
veya sicak ile uyarilan sicaklik reseptorleri, agridan sorumlu nosiseptorler ve kagintiy1
algilayan pruriseptér olmak iizere farkli alt tiplere farklilagmaktadir (8). AKG
noronlariin birbirinden farkli topografik pozisyona sahip olmasi ve gesitli duyular
algilamak iizere 6zellesmesi, duyusal verinin yeri ve tipinin belirlenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. AKG noronlaridan farkli olarak, i¢ organlara ait duyusal veriyi
beyne iletmekle gorevli olan NG sadece duyu ndron govdelerini degil ayrica
parasempatik fiberleri de icermektedir. NG ndronlarmin optogenetik araclarla
incelenmesinde, bu néronlarin iligkili oldugu organa 6zelleserek sadece duyusal veriyi
beyne iletmedigi ayrica o bolgenin fonksiyonel islevi lizerinde de etkisi oldugu
raporlanmistir (9,10). AKG ve NG néronlarinin taginan duyusal veri ile geri bildirim
mekanizmasi beyinde sonlanan otonom sinirlerinin olusturdugu motor komutu

diizenledigi 6n goriilmiistiir (11). Onemli bir role sahip olmasima ragmen AKG veya
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NG ndronlan ile kalpten gelen duyusal bilginin iletim mekanizmasi molekiiler ve

hiicresel diizeyde halen tam olarak bilinmemektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, kalbe 6zgii duyu noronlarmin ilettigi duyusal
verinin tanimlanmasi ve kardiyomiyosit hiicreleri ile arasindaki molekiiler ve
elektrofizyolojik iliskinin arastirilmas1 amaglanmustir. ilk asama olarak, kardiyak duyu
sinir hiicreleri Di-8-ANEPQ, Dil, Fluorogold ve Retro-AAV2-tdtomato retrograd
ajanlar ile in vivo isaretlenmis ve bu boyalarin isaretleme kapasitesi karsilagtirilmustir.
Diger retrograd boyalara oranla isaretleme kapasitesi en yiiksek olan Di-8-ANEPPQ
ile in vivo isaretlenen ve AKG ve NG’da bulunan kardiyak aferentler FACS ile
saflastirildi ve diger sinir hiicreleri ile benzerlikleri veya farkliliklari incelemek
amaciyla RNA dizi analizi yapildi. Ayrica, kalbe 6zgli duyu néronlarinin kiiltiirii veya
kardiyomiyosit hiicreleri ile birlikte hiicre kaplarina ekilerek, trofik etki ve elektriksel

iletigim incelenmistir.

Literatiirde, kalbe dallanan duyu sinir hiicre gévdelerinin NG ile boyun omurlari
(C5-C8) ve govde omurlart (T1-T4) arasinda bulunan AKG’da yer aldigi
gosterilmistir. Literatlirde, bu calismalar retrograd boyalarin kalp kasina enjeksiyonu
ve ardindan ilintili duyu sinirlerinin takibi ile kisitli sayida histolojik inceleme ile
siirh kalmistir (12,96). Retrograd floresan boya ile isaretlenmis kalbe 6zgii NG ve
AKG duyu noronlari histolojik incelemenin yaninda gesitli agr1 uyaranlarina verdikleri
cevaplar in vitro ortamda 6lgiilmiistiir (16). Bu tez ¢alismasi ile kalbe 6zgii AKG ve
NG duyu néronlart mRNA diizeyinde tanimlanabilmis ve kardiyomiyosit ile olan
elektriksel iletisimleri incelenebilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilecek bilgi,
ileriki calismalarda kalp-sinir sistemi arasindaki etkilesim mekanizmasinin ortaya

konulmasina ve hastaliklarin patolojisinin 151k tutma kapasitesine sahiptir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalardan ve SABITA kapsaminda elimizde bulunan
retrograd boyalardan yola g¢ikarak, kalbe 6zgii duyu ndronlan isaretlemek Di-8-
ANEPPQ, Dil ve Fluorogold gibi sentetik boyalar ile son yillarda 6ne ¢ikan yeni
jenerasyon rAAV2-retro viral vektorii retrograd ajan olarak belirlendi ve in vivo néron

isaretleme kapasiteleri karsilastirildi (13,15,16,99,104). Lipofilik 6zelliginden dolay1

148



hiicre zarinda entegre olan Dil ve Di-8-ANEPPQ boyalar1 bu 6zelligi ile verildikleri
bolgeden geriye dogru tasinarak ilintili néron veya noron gruplarini floresanca
isaretleyebilmektedirler (99,129). Ayrica, Di-8-ANEPPQ hiicre zarindaki elektriksel
potansiyel farkina bagli olarak floresan siddetini degistirmekte ve hiicrede gerceklesen
voltaj degisimlerinin takibinde kullanildigi ¢alismalar bulunmaktadir (98). Diger bir
retrograd boya olan Fluorogold’un da literatiirde sinir takibi uygulamalarina dair
calismalar bulunmaktadir (100). Son zamanlarda gelistirilen bir viriis teknolojisi olan
rAAV2-retro ajan1 da sentetik boyalar ile benzer sekilde enjekte edildigi bolgeden
geriye dogru hareket ederek ilgili noronlari isaretleyebilme kapasitesine sahip oldugu

raporlanmistir (104).

Kalp gibi sabit olmayan bir organa yapilacak enjeksiyonun zorlugu ve operasyon
sonrasi mortalitenin diisiik olmasindan dolay1, retrograd boyalarin isaretleme
kapasiteleri daha basit bir model olan siyatik sinire incelenerek karsilastirildi (130).
Yapilan analizler sonucunda, Di-8-ANEPPQ boyasinin uygulanan diger retrograd
boyalara gore daha fazla sayida siyatik sinir ile ilintili L3-L5 AKG sinir hiicre
govdelerini isaretledigi tespit edildi. Bu gozlem, literatiirde yapilan nazal epitelyuma
ve ex vivo olarak tavuk omuriligine Di-8-ANEPPQ enjeksiyonu sonrasinda elde edilen

verilerle benzerlik gostermektedir (99,129).

Retrograd boyalarin siyatik sinir enjeksiyonundan sonraki isaretleme
kapasiteleri karsilastirildiktan sonra, kalbe 06zgli duyu noronlarini floresanca
isaretlemek amaciyla farede kalp operasyonlari optimize edildi. Kalp operasyonun
gerceklestirilmesi i¢in oncelikli olarak farenin traketomi veya oral yol ile entiibe
edilerek, solunum cihazina baglanmasi gerekmektedir. Literatiirde, entlibasyonu
kolaylastirmak icin tasarlanmis platformlar veya entiibasyona gerek duyulmadan
ultrason cihazi kullanilarak kalp operasyonlarinin gergeklestirilebildigi raporlanmistir
(114,131-133) Bu tez ¢aligmasinda ise, Vandirvot ve ark. tarafindan tasarlanan ve 60-
80° egime sahip platform diizenek kullanilarak epiglottis goriiniir hale getirildi ve

fareler oral yoldan entiibe edildi (114).
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Kalbin ¢esitli bolgelerine yapilan retrograd boya enjeksiyonundan sonra isaretli
ndronlarin sayica ve topografik organizasyon bakimindan bir farklilik olmadiginm
gosteren calismalar g6z Onilinde bulundurularak, kalbin sol kulak¢iginin apeksi
boyanin uygulanacagi bolge olarak secildi (14,96). Onceki calismalar, Kalbin
¢cemberlerine ayri1 ayri yapilan fast blue enjeksiyonu ile sol kulak¢ik apeksi dahil olmak
tizere kalbin farkli bdlgelerine horseradish peroxidaz uygulamasi sonucunda
enjeksiyon bolgesinden bagimsiz olarak isaretlenen benzer sayida ve anatomik
pozisyonda kalbe 06zgli néronlarin isaretlendigi raporlanmistir (12,96). Ayrica,
enjeksiyon sonrasi i¢ organlar incelenerek floresan sinyalinin tespit edilememesi,
isaretlenen noronlarin kalp ile ilinti oldugunu gostermis, sistemik dagilimi ve boyanin

baska organlara sizma olasiligini ortadan kaldirmistir.

Retrograd boyalarin kalbe enjeksiyonundan sonra, isaretlenen kalbe 6zgii duyu
noronlart literatiire benzer sekilde iki tarafli C4-C8 ile T1-T9 AKG sekmeleri ve
NG’da tespit edilmistir (12,14,96). Elde edilen veriler ile ilk defa kalbin apeksine
dallanan duyu noéronlarinin C1-4, T10-12 ile L AKG sekmenlerinde bulunmadigi
gosterilmistir. Uygulanan retrograd sentetik boyalarin aksine, kalbe rAAV2-retro-
tdtomato enjeksiyonu sonucunda sadece kalp ile ilintili duyu néronlarinin degil ayrica
olas1 sistemik dagilimdan dolayr biitiin AKG sekmelerinde isaretli hiicrelere
rastlanmistir. Bu nedenle, ilerleyen deneylerde kalbe 6zgli duyu ndronlarim
isaretlemek amaciyla of rAAV2-retro-tdtomato viriisii tercih edilmemistir. Ancak,
rAAV2-retro-tdtomato viriis teknolojisinin optimizasyonu ile hedeflenen hiicreler in
vivo isaretlenmekle kalmayacak ayrica GCaMP6f gibi Ca*? indikatorlerinin de
tiretilebilmesi saglanabilecektir (134). Bu nedenle, ileriki deneylerde kalbe 6zgii
noronlart igaretlemede rAAV2-retro ajaninin kullanilmasi avantaj saglayacaktir.
Uygulanan ¢esitli retrograd boyalarin igerisinden, Di-8-ANEPPQ isaretledigi

noronlarin yiiksek floresana sahip ve sayica fazla oldugu gosterilmistir.

Bu tez calismasinda degerlendirilen retrograd ajanlari igerisinden, Di-8-
ANEPPQ boyasinin AKG ve NG’da sayica ve floresan siddeti yliksek olacak sekilde
kalbe 6zgii duyu noronlarini isaretledigi gosterilmistir. Literatiirde, Dil ve Di-8-

ANEPPQ boyasinin nazal epitele veya ANEPP ailesinin ex vivo tavuk omuriligine
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enjeksiyonundan sonra, Di-8-ANEPPQ ile isaretli ndronlarin en yiiksek floresana sahip
oldugu raporlanmistir (99,129). Sonug olarak, elde edilen bulgular iki tarafli C3-C8 ile
T1-T10 arasindaki AKG ve NG’da bulunan kalbe 6zgii duyu noéronlarimi Di-8-
ANEPPQ boyasinin en verimli sekilde isaretledigini géstermistir.

Kalbe ve siyatik sinire yapilan retrograd boyalarin karsilagtirilmasi sonucunda,
Di-8-ANEPPQ sayica ve floresan siddeti bakiminda yiiksek hiicreyi isaretleme
kapasite sahip oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, kalbe 6zgii duyu noronlar
isaretlemek amaciyla Di-8-ANEPPQ kullanilmigtir. Di-8-ANEPPQ’nun kalbe
enjeksiyonundan sonra kalbe 6zgii duyu noronlarina ulasmast i¢in gerekli giinii
belirlemek amaciyla operasyondan 1, 3, 5, 7 ve 14 giin sonra NG ve AKG’lari
cikarilmistir. Yapilan analizler sonucunda, diger giinlere gére hem AKG ve hem de
NG noronlarinda enjeksiyondan 7 giin sonra yiiksek floresana sahip ve sayica fazla
Di-8-ANEPPQ isaretli hiicre gézlemlenmistir. Yapilan deneyler sonucunda, kalbe
0zgii duyu noéronlarini isaretlemek amaciyla 7 giinliik bekleme siiresinin literatiirde
benzer sekilde kalbe 0Ozgii duyu noronlarini isaretlemek icin tercih edildigi

gorilmustiir (12,14).

Di-8-ANEPPQ boyasinin retrograd néron isaretleyici olmasinin yaninda, hiicre
voltaj degisiminin takibi i¢in de kullanildig1 gosterilmistir (126). Ancak literatiiriin
aksine Di-8-ANEPPQ ile boyanmis primer kiiltiirlerde, spontan kardiyomiyosit ve
uyarilmis veya spontan sinir hiicrelerinde voltaj degisimi gozlemlenmemistir. Ayrica,
WGA gibi bazi retrograd boyalarin sinaptik bosluktan atlayarak post-sinaptik alana
gectikleri gosterilmistir (Levy et al., 2017). C ve T sekmeleriyle ilintili omuriligi
bakildiginda, Di-8-ANEPPQ isaretli hiicre goriilmemesi Di-8-ANEPPQ boyasinin
sinaptik boslugu gegemedigini gostermektedir. Diger taraftan, Di-8-ANEPPQ’nun
yaklasitk 500 nm dalga boyu ile uyarilip, 700 nm ve civarinda 1s1ma verdigi
raporlanmistir (129). Ancak bulgularimiz Di-8-ANEPPQ’nun 488 nm ile 561 nm
dalga boyu ile uyarildigi ve 540 nm ile 700 nm arasinda genis bir yelpazede 151ma
verdigini gostermistir. Di-8-ANEPPQ’nun sahip oldugu genis uyarilma ve 1sima
yelpazesi, yaptigimiz Tuj-1 boyamalarinda 633 nm lazer ve {istii ile uyarilan ikincil

antikorlar1 segmemize neden olmustur. Dikkat edilecek diger bir husus ise, Di-8-
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ANEPPQ floresan sinyalinin fiksatif ile muamelesinden sonra soldugu ve
saptanamadigi, bu nedenle fiksatif 6ncesi ve sonrasi yapilan floresan ¢ekimlerinin {ist
iiste getirilerek Di-8-ANEPPQ isaretli néronlarin incelenebilecegidir. Elde edilen bu
veriler gdz oniine alindiginda, Di-8-ANEPPQ ile isaretlenen kardiyak aferentlerin
norona O6zgli Tuj-1 proteinini rettigi ve bu nedenle noral karakterde oldugunu

gostermistir.

Literatiirde, bulundugu gangliyondan bagimsiz olarak periferik duyu néronlari
hiicre govde biiytikliiklerine gore siniflandirilmig; 40 um’den biiytikler A tipi, 20 ve 40
um arasindakiler orta boyuttaki B tipi ve 20 um’den kiigiiklerin ise C tipi ndron
olduklar1 varsayilmistir (135,136). C ve B tipi duyu noronlarinin sicaklik ve agri ile
ilgili duyusal veriyi iletmekle sorumlugu oldugu, biiyiik boyuttaki A tipi duyu
noronlarmin ise mekanik degislikleri algilayan mekanoreseptér olduklar ileri
stirilmiistir (29,136). Kabul goéren duyu noron hiicre govdesi boyutuna gore
smiflandirma goz oniine alindiginda, genel olarak 20 um’den kiigiik hiicre govde
capina sahip oldugu bulunan AKG ve NG kardiyak aferentlerin kii¢iik boyutlu C tipi
noron grubuna ait oldugu sonucuna varilmistir. Hiicre govde alan ve ¢ap analizinin
yaninda, bu tez ¢aligmasi kapsaminda kalbe 6zgii duyu noronlart ilk defa doku bazinda
3D goriintiilenmis ve hiicrelerin dokudaki dagilimlar1 analiz edilmistir. Yapilan 3D
haritalama, Di-8-ANEPPQ isaretli kalbe 6zgii duyu néronlarinin AKG ve NG’da

homojen dagildiklarini1 gostermistir.

Yapilan literatiir taramas1 sonucu bilgimiz 1s13inda, kalbe 6zgii AKG ve NG
duyu noronlar1 doku boyutunda incelenmis, primer kiiltiirii ise saflagtirilmadan
yapilarak gerceklestirilmistir (12,14,16). Dil ile in vivo isaretlenmis ve enzimatik
asamalardan gecirilerek hiicre kaplarina saflagtirilmadan ekilen NG ve AKG kardiyak
aferentlerin agr1 duyarliliklart ATP, serotinin gibi kimyasallara verdikleri cevap ile
degerlendirilmistir (16). Bu tez ilk defa kardiyak aferentler Di-8-ANEPPQ ile in vivo
isaretlenmis kalbe 6zgli duyu néronlari FACS cihazi ile saflagtirilmig ve in vitro
ortamda canliliklarini stirdiirmiislerdir. Yapilan floresan ayristirma ve hiicre kiiltiirii
kosullart ile yliksek saflikta ve canlilikta kalbe 6zgili duyu noronlart elde edilmis ve

incelenmesine olanak saglamistir. Ayrica, FACS ile saflagtirilmadan Di-8-ANEPPQ
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isaretli hiicre kaplarina ekilen heterojen néron toplulugunun %34 nii kalbe 6zgii duyu

noronlarini olusturdugu ilk defa bu tez ¢alismasi ile ortaya koyulmustur.

Literatiirde, periferik sinir sisteminin elemanlar1 olan AKG ve NG duyu
noronlart ile merkezi sinir sistemindeki ndron ve astrosit hiicre topluluklart RNA
dizilime analizi ile incelenmis ve yiiksek veya diisiik ifade ettikleri gen gruplar1 goz
ontinde bulundurularak siniflandirilabilmistir (19-21). Periferik sinir hiicrelerinin
RNA dizilime yontemi ile doku (137,138), zenginlestirilmis néron alt gruplar
(78,80,139) veya tek hiicre diizeyinde (19,20,140) incelendigi raporlanmistir.
Noronlar1 herhangi bir saflastirma isleminden gecirmeden doku boyutunda arastiran
calismalarda glia, bag doku ve fibroblast gibi ndéron olmayan hiicrelere ait gen
ifadelerinin varlig1 analizleri zorlastirmistir (137,138). Bu sorunu ortadan kaldirmak
amaciyla, analiz edilecek genel veya belirlenen bir sinifa ait sinir hiicre grubu
transgenik hayvan hatlari, floresan boya veya manyetik boncuk ile isaretlemis ve
incelenecek noronlar FACS veya manyetik ayristirma cihazi  kullanilarak
saflagtirilabilmistir (78,80). Benzer sekilde, Di-8-ANEPPQ ile in vivo isaretlenen
kalbe 6zgili duyu néronlar1 FACS cihazinda 488 nm dalga boyu ile uyarilmisg, 630430
ile 5131440 1s1ma filtreleri kullanilarak alinan kapilama yontemi ile basarili bir sekilde
saflastinlmistir. FACS islemi sirasinda, kardiyak aferentlerle karsilastirilmak tizere
Di-8-ANEPPQ ile isaretlenmeyen hiicreler de belirlenmis ve inceleme igin
ayrigtirilarak kiiltiire edilmistir. Ancak, yapilan analizler sonucu Di-8-ANEPPQ (-)
AKG noronlarinin floresanca isaretli AKG hiicrelerine gore sayica az ve kii¢lik gdvdeli
olmast total ndron popiilasyonun verimli bir sekilde elde edilemedigini
gostermektedir. Diger taraftan, alinan floresan goriintiilerde kalbe 6zgii néronlarin Di-
8-ANEPPQ boyasini hiicre govdelerinde i¢erdikleri, kiiltiirde uzun siire canliliklarini
koruduklart ve Tuj-1 protein isaretleyici kullanilarak néron olduklar teyit edilmistir.
Yapilan immiin boyamalar, Tuj-1 isaretli noéronlar disinda sadece DAPI ile boyanan
ve sayica az glia hiicresi varligmi gostermistir.  FACS’tan hemen sonra
gbzlemlenmeyen ancak kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde ortaya ¢ikan glia hiicrelerinin,
FACS sirasinda ndron somasina birlesik halde geldigini ve zamanla ndérondan
ayrilarak boliinerek ¢ogaldigimi diisiinmekteyiz. RNA dizi analizi analizlerinde

kullanilan hiicreler FACS cihazi ile saflastirmadan hemen sonra alindigi i¢in, az da

153



olsa RNA o&rneklerimizdeki glia kontaminasyonun analizleri etkilemedigini
diistinmekteyiz. Ayrica, RNA dizilime ve sonrasinda yapilan kantitatif revers-
transkriptaz reaksiyonu ile saflastirilan kalbe 6zgii AKG veya NG néronlarinin vGlut2
ve Tuj-1 genlerini mMRNA seviyesinde ifade ettikleri tespit edilerek néron olduklari
sonucuna varilmigtir. Bu yOntem, ndron olmayan hiicrelere ait mRNA
kontaminasyonunu onleyerek kalbe 0zgii duyu noéronlarimin basarili sekilde

incelenmesine olanak saglamistir.

Sinir sistemi hiicreleri, kiitle (bulk) mRNA analizlerinin yaninda son zamanlarda
gelistirilen tek hiicre diizeyinde RNA dizi analizi teknigi kullanilarak da
siniflandirabilmistir (19,20). Ray ve ark. fare ve insan kokenli AKG néronlarini RNA
diizeyinde karsilastirarak benzerliklerini ortaya koymus ve fare modelinin insan AKG
noronlarini ¢alismak i¢in giitvenilir oldugunu tespit etmislerdir (141). Ancak bilgimiz
dahilinde kisitli sayidaki caligma, organa 6zgii ndronlart RNA dizi analizi yontemi ile
incelemistir (24,25). Diger taraftan, bir organa 6zgii olmast gozetilmeden, NG veya
AKG hiicrelerinin kanal ve transkripsiyon faktorleri bakiminda gen ifadelerinin
karsilagtirarak inceleyen ¢alismalar mevcuttur (82). Bu tez ¢alismasi ile literatiirde ilk
defa, RNA dizi analizi yontemi kullanilarak kalbe 6zgii duyu néronlarinin genel gen
profili incelenmistir. Calismamiz kapsaminda, kalbe 0zgii duyu sinirlerinin gen
ifadelerinin tanimlanmasi, diger duyu sinirleri ile gen ifade seviyesinde farklarinin
tespit edilmesi ve kardiyomiyosit ile olan kokiiltiirlerinin molekiiler karakterizasyonu
gerceklestirmek amaciyla global gen ekspresyonu analizleri RNA sekanslama teknigi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Kalbe 6zglii AKG ve NG noronlari ile total AKG ve
NG noron popiilasyonun genel gen profilleri karsilastirildiginda, kokenlerine gore
AKG ve NG noéronlarinin birbirlerinden; kalbe 6zgili duyu néronlarinin ise genel duyu
noron popiilasyonundan ayrildig1 gosterilmistir. Ayrica, diferansiyel analiz yontemi
kullanilarak kalbe 6zgii AKG noéronlarmin total AKG néronlarina goére ScnlOa
(Nav1.8), Scnlla (Nav 1.9), P2Xr2, Chrnda, Kcnp2i, Kenp4, Fxyd2 iyon kanallari ile
Mrgrpa3, Mrgrpx1, Mrgrpb4, Cystlr2 G protein kapili iyon kanallarina ait genleri 1.5
kat ve Uistii olacak sekilde ifade ettigi tespit edilmistir. Yapilan diferansiyel ekspresyon

analizine gore kalbe 6zgii duyu néronlarmin 6zellesmesinde az sayida genin yiiksek

154



ifadesinin yaninda, bazi ozelliklerin baskilanmasi i¢in belirtilen 300 iizeri genin

baskilanmasi gerektigi sonucu ¢ikarilmistir.

Kalbe uygulanan MI sonrasi, bir purinerjik reseptor olan P2Xr2 iiretiminin AKG
ve NG duyu ndronlarinda arttig1 ve bu reseptorlerin agri iletiminden sorumlu olduklari
raporlanmistir (44,45). RNA dizi analizi analizi sonucunda, kalbe 6zgii AKG ve NG
noronlarindaki P2Xr2 reseptoriiniin yiiksek ifadesi, bu genlerin agn ile iligkili ve
kalple iligkili olabilecegini gostermektedir. Kalbe 6zgii AKG ndéronlarinda yiiksek
ifade edilen bir bagka reseptor olan MrgprX1 nin, kasimnt1 ile ilintili duyusal veriyi
iletmekle sorumlu oldugu raporlanmistir (142). MrgprX1 reseptoriiniin fonksiyonel
ortologu olan ve jugular ganglionda bulunan Mrgprll reseptoriiniin ise kolinerjik
brons liimenin daralmasi (bronchoconstriction) ve solunum yollarinin hassasiyetini
arttirmada rol oynadigi ve MrgprX1’°den farkli bir gorev iistlendigi tespit edilmistir
(23). Ayrica, kalbe 6zgii AKG néronlarinda yiiksek ifade edildigi tespit edilen
Mrgrpa3, Mrgrpb4, Mrgrpxl reseptorlerinin, agriya duyarli AKG néronlarinda
bulundugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (87). Bu veri, literatiirde belli
fonksiyonlar1 tanimlanmis reseptorlerin farkli dokularda gorevlerinin degisebilecegini
gostermektedir. Benzer sekilde, kalbe 6zgii AKG néronlarinda yiiksek ifade edilen
Nppb ve somastation nérotrasmitterlerinin, derideki kasintiy1 iletilmesinden sorumlu
olduklar1 literatiirde raporlanmistir (143). Ancak, kalbe 6zgii duyu noronlarinda
yiiksek ifade edildikleri bulunan Nppb ve Somastatinin kalpteki duyusal veri

iletimindeki gérevi merak konusudur.

Patojen veya yaralanma sirasinda immiin hiicreleri NGF, 11-6, TNF gibi
inflamator sitokinler ile serotonin, histamin ve prostaglandin olan PGE2’nin
salgilanmasina neden olmaktadir. Salgilanan bu faktorler, agriya duyarli duyu
noronlarinda bulunan Trpvl, ScnlOa reseptorleri ile etkilesim haline gecerek, bu
noronlarin depolarizasyonu i¢in gerekli esik degerini diislirerek veya iiretimini
artirarak ilgili noronda hassasiyete (sensitization) neden olmaktadirlar (89,90).
Literatiirde, duyu noéronlarinin inflamasyon sonrasi immiin hiicreleri ile etkilesim
haline gecerek aktif olmasi ve ¢alisma mekanizmasini degistirmeSi organizma

lizerinde pozitif oldugu gibi negatif etki de olusturdugu raporlanmistir (91). immiin
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sistem ve AKG noronlar1 arasindaki iligki sadece organ ve sinir ucu ile sinir
gbovdelerinin bulundugu gangliyonlarda sinirli kalmamakla beraber, AKG ndronlari ve
omurilik arasindaki baglantida da varligi raporlanmistir (21). RNA dizi analizi
sonucunda, kalbe 6zgii AKG noéronlarinda I1-6 reseptérii olan I131ra, Tnfa8 ve
Prostaglandin E3 genlerin yliksek ifade edildigi ve bu genlerin fonksiyonel olarak
immiin sistem baglig1 altinda siniflandigi tespit edilmistir. Elde edilen veriler, kardiyak
aferentlerin immiin sistemle iligkili agriya duyarli néron olduklarini vurgulamaktadir.
Ancak, kalbe 6zgii AKG noronlarinda yiiksek ifade edildigi bulunan 1131ra, Ptges3,
Nppb, Somatostatin, Tnfaip8 ve Tnfaip8 baskilayicisi olan Nlrp4c gibi genlerin doku
diizeyinde veya fonksiyonel olarak incelenmesinde hangi bolgelerde aktif oldugu goz

oninde bulundurulmalidir.

Son zamanlarda gelistirilen RNA dizi analizi teknigi kullanarak agriya duyarh
AKG duyu noronlarmi, yiiksek veya dusiik ifade ettikleri gen gruplarina gore
smiflandiran ¢alismalar bulunmaktadir (19,20,139). Bu ¢alismalardan, Thakur ve
arkadaglar1 Na* iyon kanali (Nav1.8) ifade eden agriya duyarli AKG duyu noronlarini
saflastirarak RNA teknigi ile incelemislerdir. Yapilan RNA dizi analizi sonucunda,
agr1 noronlarmin Fxyd2, Kcnip2, kenip4, P2Xr2, Scnl0a, Scnlla gibi iyon kanallari
ile Cysltr2, Mrgpra3, Mrgprb4, Mrgprx1 gibi G kapili iyon kanallarini; Cyp2j12,
Dock1l, Mal2, Sst, Nppb, 1131ra gibi immiin sistemle iliskili genleri; Osmr, Nnat,
Synpr gibi sinaptik proteinleri iireten ve son olarak Pcfgf6, Zfp760, Zfp946 gibi
transkripsiyon faktorlerini ilintili gen listesine ulagsmislardir (80). Diger bir ¢alismada
ise transgenik hayvan hatlar1 kullanilarak AKG néronlari, nosiseptif, pruriseptif ve
proprioseptif olmak tiizere {i¢ gruba ayristirtlmis ve mRNA diizeyinde incelemistir.
RNA dizilime sonucunda, nosiseptif noronlarda Kcnip4, ScnlOa, Scnlla iyon
kanallarinin ve pruriseptif grupta ise Chrna4, P2Xr2, Nppb gibi genlerinin yiiksek
ifade edildigi raporlanmistir (139). Bu veriler g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu tez
caligmasinda elde edilen kalbe 6zgii AKG duyu néronlarinin peptiderjik olmayan agr1

ndronu veya pruriseptif noron tipine ait 6zellikleri tasidig1 sonucuna ulasilmistir.

RNA dizi analizi teknigindeki gelismeler, AKG néronlarinin sadece total

popiilasyon degil ayrica tek hiicre diizeyinde de gen profillerinin incelenmesine olanak
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saglamistir (19,20,140). Tek hiicre diizeyinde transkripsiyon teknolojisini kullanan
Zeisel ve ark., AKG noéronlarini temel olarak norofilament peptiderjik olmayan ve
peptiderjik olmak tizere 17 farkli siif ile gruplandirmislardir (20). Elde edilen néron
gruplar kendi aralarinda karsilastirilarak, bu siniflardan norofilamentin bes farkli,
peptiderjik siifin iki farkli ve peptiderjik olmayan siifinin ise ii¢ farkli alt gruba
ayrildig1 gosterilmistir. kalbe 6zgli AKG noronlarinda yiiksek ifade edilen genler goz
Oniine alindiginda, kalbe 6zgli duyu noéronlarinin olusturulan 17 farkli gruptan
peptiderjik olmayan iki nosiseptif alt sinifina ait oldugu sonucuna ulasildi. Tek hiicre
RNA analiz yontemi kullanilan diger bir calismada ise lumbar seviyesindeki AKG
ndronlariin norofilament, peptiderjik, peptiderjik olmayan ve tirozin hidroksilaz
grubu olmak tizere 5 farkli ndron popiilasyonuna sahip oldugu raporlanmigtir. Kalbe
0zgli AKG noronlarmm Usoskin ve ark. olusturdugu noron alt gruplar ile
karsilastirildiginda, peptiderjik olmayan gruplardan Mrgprd ve P2Xr3 genlerini
yiiksek ifade eden ile Somastatin adl1 geni yiiksek ifade ederken P2Xr2 geninin diisiik
ifade eden diger alt sinifa benzer oldugu gortilmiistiir (19). Bu galismalara ek olarak,
Li ve ark. tarafindan elde edilen ve merkez (hub) olarak adlandirilan Nppb (baslica
genler: 1131ra, Somastatin, Osmr), Scg3 (baslica genler: Synaptoporin, Mrgpdrd) ve
Ador2b (baslica genler: Mrgprb4, Mrgpra3) AKG kiimelerinin sahip oldugu gen
profili ile kalbe 6zgii AKG néronlarinin benzerlik gosterdigi sonucuna ulasilmigtir

(140).

Kalbe 6zgii NG noronlarinda yiiksek ifade edilen fibroblast biiylime faktorii 3°{in
(fgf3) kalbin gelisimsel siirecinde rol oynagi; Cytochrome P450 epoxygenases
(Cyp2j5) ise kardiyovaskiiler inflamasyonunun diizenlenmesinde aktif gorev aldig
cesitli caligmalarla gosterilmistir (144,145). Diger taraftan, kalbe ozgii NG
noronlarinda yiiksek ifade edildigi tespit edilen Lynx protein LY6/PLAUR domain-
containing 6 (Lypd6)’nin nikotionik asetil kolin diizenleyici olarak gorev aldigi

raporlanmistir (146).

RNA dizi analizi analizlerinde, AKG ve NG o6rneklerinde ortak olan biyolojik
islemler arasinda “Blood Vessel Morphogenesis”, “Regulation of Cell Proliferation”

ve “Cell Adhesion” bagliklar1 bulunmaktadir. Kalbe 6zgii néronlarda yiiksek ifade
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edilen genlerin diisiik ifade edilenlere gore sayica az olmasindan dolay1 Gen Ontoloji
Zenginlestirme Analizi’nden sonu¢ alinamamistir. Alternatif olarak, Gen Ontoloji
terimleri lizerinden yapilan gruplandirmada yiiksek ifade edilen genlerin genel olarak
“Regulation of Metabolic Process” basligi ile ifade edilen biyolojik fonksiyon ile
iliskili oldugu tespit edildi. Onemli olarak, metabolik reaksiyonlar1 diizenlemede
gorev alan genlerin kardiyak aferentlerin fonksiyonel olarak 6zellesmesinde rolii

oldugu onerilmistir.

RNA dizi analizi sonucunda yiiksek ve diisiik ifade edilen genlerin dogrulanmasi
amaciyla literatiirde de siklikla tercih edilen RT-qPCR teknigi kullanild
(20,24,81,147). Yapilan RT-qPCR sonucunda, RNA dizi analiziden elde edilen gen
profiline benzer sekilde kalbe 6zgii AKG néronlarinda total duyu néronlarina kiyasla
Ms4a3 genin yiiksek, Cx37 genin diisiik ifade edildigi, diger taraftan Beta3 ve vGlut2
genlerinde ise anlaml farklilik olmadigi tespit edilmistir. Bu sonug ile, RNA dizi
analizi islemi sonucunda ortaya ¢ikan gen listesinin giivenirligi teyit edilmistir.
Ancak, ilerleyen deneylerde, RNA dizilime sonuclarini giiclendirmek i¢in RT-gPCR
yontemi ile incelenen gen sayisi arttirilmali ve immunohistokimyasal yontem ile
belirlenen proteinlerin varligi doku veya hiicre kiiltiirii boyutunda kalbe 6zgii duyu

noronlarinda gosterilmelidir.

Kalbe 6zgili duyu noronlari ve kardiyomiyosit arasindaki elektriksel iletisimi ve
hiicrelerin birbirleri tizerindeki olas1 trofik etkisini incelemek amaciyla, iki hiicre tipi
ayni hiicre kabina ekilerek kokiiltiirler olusturuldu. Ancak kokiiltiirlerin olusturulmasi
sirasinda, glia ve fibroblast hiicrelerinin ¢ogalarak rekabet yarattigi ve analizleri
zorlagtirdi@1 goriildii. Literatlir taramast sonucunda, kardiyomiyosit kiiltiiriindeki
fibroblast sayisini en aza indirmek amaciyla TMRM mitokondri boyas1 (109), percoll
gradyan yontemi (108) ve AraC antimitotik olmak {izere ti¢ farkli kimyasal test edildi
(110,111). Literatiirde raporlanan g¢alismalarin aksine, TMRM boyas1 ve percoll
gradyan1 kullanilarak saflastirilan kardiyomiyosit kiiltiiriinde hiicre sayisinin ve
canliligin az oldugu (108,109), AraC uygulamasi sonrasinda ise literatiire benzer
sekilde kardiyomiyosit kiiltiiriindeki fibroblast ve noéron kiiltiirlindeki glia hiicre

¢ogalmasmin biiyiik c¢ogunlukla durdugu tespit edilmistir (110,111). Bu tez
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calismasinda olusturulan kiiltiirlerde kullanilan AraC uygulamasi, kardiyomiyosit ve
ndronlarin ¢ogalabilen diger hiicreler baskin hale gelmeden uzun siireli takibine ve

analiz edilmesine imkan saglamistir.

Literatirde sempatik ve parasempatik otonom sinir sisteminin kalbin isleyisi
tizerindeki etkileri ayrintili sekilde ortaya konulmustur. Bu g¢alismalarin bazilarinda
kokiiltiirde néron ve kardiyomiyosit hiicreleri birbirinden fiziksel olarak ayr1 tutularak,
fizyolojik kosula en uygun sartlar olusturulmaya ¢alisilmistir (49,148). Bu ¢alismalar,
sicandan elde edilen sempatik veya parasempatik noronlar ile sican veya UPK hiicre
temelli kardiyomiyositleri ¢oklu-elektrot dizisine (MEA) sahip ayr1 boliimlere ekerek
hiicreler arasi iligkiyi elektrofizyolojik diizeyde inceleyebilmislerdir (49,148). Ayni
yaklagimla bu tez ¢aligmasinda, kardiyomiyosit ve kalbe 6zgii duyu ndronlar1 ayni
hiicre kabina farkli bolmelere ekilerek aralarindaki elektriksel iletisim incelenmesi
amaglanmistir. Bunun igin, yara iyilesme c¢alismalarinda kullanilan ibidi 2-insert
(149) ile hiicreleri koloni halinde biiylitmek amaciyla kullanilan cloning-ring
aparatlar1 kullanilarak kiltiir kaplarinda ayri bolmeler olusturulmus, ancak bu
aparatlarin kullanimi sirasinda hiicrelerin kalktig1 veya bdlmeler arasinda ¢ogalabilen
hiicrelerin yayilmas1 analizleri zorlastirmistir. Buna ek olarak, kokiiltiirlerin hiicreleri
birbirinden ayirmadan karisik sekilde kokdiltiilerin olusturulmasi, birbiriyle baglanti
kurabilecek kardiyomiyosit ve ndronlarin taranmasinda kolaylik sagladig:

deneyimlenmistir.

Literatiirde, MI sonras1 vagus sinirin kalpteki hiicre canlilig1 ve fonksiyonunu
iyilestirici etkisi oldugu raporlanmistir (50). Benzer sekilde, bu tez ¢alismasinda da
duyu noron ve kardiyomiyositler arasi olasi trofik veya canlilik etkisi canli hiicreleri
isaretleyen calcein-AM boyast ile, 6lii hiicre zarindan gegebilen propidyum iodiir
kullanilarak arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica, kardiyomiyosit ve kalbe 6zgii duyu
noron hiicreleri tek bagina veya birlikte olan kokiiltiirlerinde immiin boyama yapilarak
ndron hiicreleri sayillmistir. Bulgularimiz, ikili kiiltiirlerde tekli kiiltiirlere oranla hiicre

canlilik veya 6liimiinde istatistiksel anlamli bir fark olmadig1 yoniindedir.
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Kalbe 6zgli AKG ve kardiyomiyosit arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla
ayrica elektron mikroskobu ile goriintillemeye basvurulmustur. Taramali elektron
mikroskobu kullanilarak, AKG eksplant ve kardiyomiyositlere ait kokiiltiirde iki hiicre
arasinda noron-kas kavsagi goriintiilenebilmistir.  Ayrica, aym ¢alismada
kardiyomiyostlerin baglantili oldugu AKG noéronlarinda agri iletiminden sorumlu
noropeptitiler olan SP ve CGRP sentezini arttirdigi raporlanmistir (43). Benzer
sekilde, alinan SEM goriintiileri incelendiginde, kalbe 6zgii AKG duyu néronlarinin

kardiyomiyositlerle fiziksel baglantinin varlig1 tespit edilmistir.

Bu tezin bir diger temel amaglarindan biri olan kardiyomiyosit ve kalbe 6zgii
duyu noronlar1 arasinda elektrofizyolojik etkilesim incelemek amaciyla cesitli
yontemlere basvurulmustur (49,148). Bu yontemlerden biri, petri ylizeyindeki
elektriksel aktivitenin Xcelligence RTCA Cardio-ECR (ACEA Biosciences) cihazi ile
Ol¢iilmesidir. Kardiyomiyositlerden kayit almak {izere tasarlanmis olan bu cihazda,
duyu noronlarindan alan potansiyeli kaydi alinmaya calisilmis ancak néronlarinin
elektriksel aktiviteleri esik degerinin altinda kaldigi igin elektrofizyolojik 6lglim
almamamistir. Ayrica, tek basmna ekilen kardiyomiyosit ile kokiiltiirdeki
kardiyomiyositlere ait alan potansiyel degerleri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir. Bu nedenle, hiicresel elektriksel aktiviteyi incelemek amaciyla
Ca*? iyonuna duyarl Fluo-4 boyasi degerlendirilmeye alinmistir. Literatiirde, insan
UPK hiicre kokenli néron ve kardiyomiyosit arasindaki elektriksel degisim Fluo-4
Ca*? isaretleyici kullanilarak incelemis, ancak Ca*? iyonuna bagli degisiminin
ozellikleri ve hiicreler aras1 Ca*? iyonuna bagli senkronizasyon olup olmadig
hakkinda bilgi verilmemistir (150). Her ne kadar, Fluo-4 floresan boyasi hiicrelerin
gercek zamanl takibine olanak saglasa da zamanla solmasi ve hiicreden atilmasi
nedeniyle uzun siireli hiicre takibi yapilamamis ve alternatif yontemler arastirilmistir.
Literatiir taramas1 sonucunda, Fluo-4 gibi sentetik Ca*? isaretleyicilerine kiyasla
hiicrenin kendi iiretmesi, uzun siireli ve ger¢ek zamanli hiicre takibine olanak
saglamas1 ve SABITA imkanlar1 dahilinde bulunan GCaMP6s Ca*? isaretleyici kalbe
0zgli duyu néronu ve kardiyomiyositler arasindaki elektriksel iletisim incelemek
amaciyla kullanildi. Literatiirde, GCaMP ireten primer veya UPK temelli AKG

hiicrelerinin farkli uyaranlara verdikleri cevap incelenmis ve olusan floresan
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degisimine gore noronlar fonksiyonel olarak smiflandirabilmistir (65,151). Bu tez
calismasinda, AKG ve NG duyu néronlari ile kardiyomiyositlerde GCaMP6s iiretimi
saglanarak, hiicreler aras1 Ca*? iyonuna bagli senkronizasyon ger¢ek zamanli ve
sonrasinda yapilan Matlab analizi kullanilarak gosterilmistir. Ayirca, kokiiltiirlerde
kardiyomiyositlerle etkilesim halinde bulunan spontan aktif kalbe 6zgii duyu
noronlarinin yiizdesinin tek basma ekilen duyu noronlarina kiyasla yiliksek oldugu
belirlenmistir. Farkli giinlerde incelenen kokiiltiirlerde birbiriyle etkilesim halinde
bulunan kardiyomiyosit ve néronlar arasinda Ca*? iyonuna bagl pozitif veya negatif
korelasyon gosterilmis ve bu hiicrelerin in vitro ortamda da etkilesim halinde oldugu
sonucuna varillmigtir. ~ Ancak, noronlarin ayni alan igerisinde birden fazla
kardiyomiyosit ile iliskisi olma olasiligi, goriintii dahilindeki alanlar disinda baska
kardiyomiyositlerle de etkilesim halinde olabilme ihtimali ve kardimiyosit
hiicrelerinin atimindan kaynakli olusabilecek sinyaldeki bozulmalar hiicreleri arasi
senkronizasyonun tespitini zorlastirabilmektedir. Diger taraftan, kardiyomiyositlere
ait atim hiz sinyali ile noronlara ait Ca*? degisim sinyali arasinda bir korelasyon
bulunamamustir. Bunun nedeni, saniyede 200-300 kere atan yenidogan fare kalbine ait
kardiyomiyositlerin atim hizlarmin ¢ekilen mikroskop goriintii ayarlar ile
yakalanamamasi ihtimali yiiksektedir. Saniyede iki pencere (frame) cekiminin
yapildig1 kayitlarda, tek basina ekilen veya kokiiltiirdeki kardiyomisyot hiicrelerine ait
dakikada atim degerleri 45-60 araliginda bulunmus ve iki farkli ortamdaki
kardiyomiyosit atim hizinin farkli olmadigi goriilmiistiir. Bunun yaninda, néron ve
kardiyomiyositlere ait zamana bagli Ca*? sinyallerinin birebir benzerlikle ¢alisilmas,
bazi Orneklerde yiiksek frekansa sahip kardiyomiyositlerin incelenmesinde
kisitlamalara neden olmustur. Ayrica, FACS sirasinda elde edilen saflastirilmis NG
ndronlariin sayica az olmasi, yiiksek sayida noéron elde edebilmek i¢in hayvan
sayisinda arttirilmasi gerekliligi ve RNA dizilme analinize oncelik verilmesinden
dolay1, kardiyomiyosit ve kalbe 6zgii duyu ndronlar1 arasindaki elektriksel iletisim
sayica fazla elde edebildigimiz AKG noronu kullanilarak tamamlanmistir. Gelecek
deneylerde, floresan goriintiileme ile birlikte yapilan 151k alan ¢ekimlerinin ayr1 olarak
yapilmasi ve yiiksek pencere/saniye (frame/sec) ile yenidogan fare kalbine ait
kardiyomiyositlerin atim hizinin yakalanmasi hedeflenmistir. Ayrica, yapilan zamana

bagli birebir sinyal korelasyon analizinin yaninda, yiiksek frekansa sahip
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kardiyomiyosit hiicresine ait Ca*? degisim sinyalleri belirli sayidaki olay icerek sekilde

bloklara boliinerek duyu norona ait sinyal ile karsilastirilabilir.

Kokiiltiirlerde spontan aktivitenin incelenmesinin yaninda, hiicreler arasi
elektriksel iletisim isoproterenol, CNQX, mecamylamine ve carbenoxolone (cbx) chx
kimyasallar kullanilarak takip edilmistir. Segici olmayan 3 adrenoreceptor
agonist olan isoproterenol uygulamasi ile kardiyomiyositlerin dakikada atim hizinin
arttirtlmasi hedeflenmis, buna bagli olarak iliskili olabilecegi kardiyak aferentlerdeki
Ca*? degisimi takip edilmistir. Isoproterenol uygulamas1 sonrasinda, atim hiz1 artan
kardiyomiyositlerle baglantili oldugu diisiiniilen ve spontan aktiviteye sahip kardiyak
duyu néronlarinda Ca*? degisim frekansinda artis gdzlemlemis ve hiicresel baglantiin
varlig1 incelenen alanlar icin teyit edilmistir. Ancak yapilan korelasyon analiz
sonrasinda, belirlenen néron ve kardiyomiyositler arasinda ilag uygulamasi 6ncesi
veya sonrasinda Ca*? sinyal benzerligi tespit edilmemistir. Bunun nedeni, AKG
ndronu ile baglantili olabilecek kardiyomiyositlerin GCaMP6s tiretmedigi i¢in analiz
edilememesi veya goriintiilenen alanin disinda kalmasindan kaynaklanabilir. Diger
taraftan, AMPA/kainate antagonisti CNQX, genel nikotonik asetilkolin antagonisti
mecamylamine ve oluk baglanti bloklayicisi carbenoxolone kimyasal ajanlar
kullanilarak, hiicreler arasi baglantinin tipi ortaya konulmaya ¢alisilmistir.
Kokiiltiirlere CNQX eklenmesi sonras1 noron ve kardiyomiyositlerin Ca*? degisiminde
herhangi bir etki goriilmezken, mecamylamine ve carbenoxolone uygulamasi
sonrasinda ndronlarin floresan siddet genliklerin artis gozlemlenmistir. Elde edilen bu
veri, in vitro ortamdaki néron ve kardiyomyositler arasindaki baglantinin asetilkolin
reseptorili veya oluk baglantilar lizerinden olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, tek
basina ekilen noronlarin olmamasi ve deney sayisinin azlhigindan dolayi, yapilan
degerlendirilmelerin ilerleyen deneylerle gii¢lendirilmesi gerekmektedir. Bunun
yaninda, RNA dizi analizi analizi sonucunda elde edilen bilgi ile P2Xr2 gibi kalbe
Ozgii duyu noronlarina oOzgii kanal proteinleri hedeflenerek, noéronlar ile
kardiyomiyositler arasinda olabilecek baglantilar tipi sayisi arttirilabilir ve bu

dogrultuda calisilabilir.
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Literatiirde, ndronlar ve kardiyomiyositler arasindaki elektriksel iliskiyi
optogenetik yontemler kullanarak in vivo ve in vitro boyutta arastiran ¢aligmalar
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, ChR2 iireten UPK hiicre temelli sempatik
noronlar1 mavi 1s1k ile uyarilarak depolarizasyonu sonucu baglanti kurdugu
kardiyomiyositlerde atim hizinin arttigi goézlemlenmistir (47). Yapilan baska bir
calismada ise, birlikte ayn1 kiiltiir kabina ekilen UPK hiicre kokenli motor ndronlari
ve fare iskelet kasi arasindaki baglanti optogenetik yontem ile gosterilmis ve bu
elektiriksel baglantinin kok hiicre temelli ndronlarin olgunlasmasina olanak sagladigi
raporlanmistir (71). Reinshagen ve ark. ise in vitro ortamda NG duyu néronlari ile
ChR2 iiretemi saglanan enteroendokrin hiicrelerini mavi 1sikla uyarmis ve NG duyu
noronlarinin aksiyon potansiyelindeki degisimi raporlanmiglardir (152). Aym
calismada, Sinapsin 1 protein isaretleyici kullanilarak enteroendokrin hiicreleri ve NG
duyu noéronlari arasinda sinaptik baglantinin varligin1 gostererek bu baglanti
araciligiyla elektriksek olarak haberlestikleri tespit edilmistir (152). Benzer sekilde,
bu tez ¢alismasinda, Chr2 {ireten kardiyomiyositler mavi 1sik ile uyarilarak baglanti
kurdugu diistiiniilen GCaMP6s iireten heterojen veya kalbe 6zgii duyu néronlari sinir
hiicresindeki floresan degisim analiz edilmistir. Uyarilma sonucunda, suskun olan
noronlarin aktif, spontan aktif olan nodronlarin ise frekanslarinda degisimler
belirlenmistir. Sonug¢ olarak, spontan aktif kalbe 0zgii duyu noéronu ve
kardiyomiyositlerin  bulundugu kokiiltiirlerde goriillen hiicreler arasi sinyal

korelasyonu uygulanan optogenetik arag ile aralarindaki baglanti teyit edilmistir.

Yapilan optogenetik ¢aligmalarda, sahip olduklari reseptorlerle midedeki gerilim
veya nefes alip verme esnasinda akciger hacminin degisimi gibi i¢ organlara ait belirli
bir duyusal veriyi iletmek i¢in 6zellesmis vagal duyu ndronlarinin varligi bu néronlarin
sadece duyusal iletiyi beyne iletmekle kalmayip, baglantili olduklart i¢ organi
fonksiyonel olarak da kontrol ettikleri raporlanmistir (10,22,153). Chang ve ark.
P2ry1-NG néronlarimin 1g1k ile uyarimi sonucunda solunum durdururken, Npy2r-NG
noronlarin aktif olmasi ile solunumun hizlandigini tespit etmislerdir (22). Ayn grup,
benzer strateji ile Piezo2-NG-Chr?2 iireten transgenik hayvanlart mavi 1sik ile uyararak
Piezo-2 reseptoriine sahip NG noronlarmin solunumun dengede kalmasinda rol

oynadigini raporlamislardir (9). Bir diger grup ise deride kasintiya dair duyusal veriyi

163



algilamaktan sorumlu Mas-iligkili G protein kapili reseptor C11 (MrgprC11l)
reseptorliniin  jugular noéronlarda farkli bir gorev istlendigini gostermislerdir.
Optogenetik yontem kullanilarak, jugular gangliyondaki MrgprC11 bagli ChR2 iireten
noronlarin akcigere dallandigini ve bu néronlarin kolinerjik bronkokonstriiksiyon ve
solunumda hassasiyeti kontrol edilmesinde rol oynadiklari raporlanmigtir (23). Ayricai
NG duyu néronlarinin bagirsak iizerindeki etkileri de optogentik araci ile incelenmis
ve yapilan calisma sonucunda GPR65 reseptoriine sahip NG ndronlarinin bagirsak
hareketlerinden, GLPIR iireten NG noéronlarinin ise mide ve bagirsaktaki mekanik
degisimden sorumlu oldugu raporlanmistir (10). Pizeol/Piezeo2 reseptoriine sahip NG
ndron grubun ise vagus sinirin carotoid siniis ile baglant1 kurdugu bolge optogenetik
ile aktif hale getirilmis ve barorefleksin diizenlendigini gozlemlemisler. Diger tarafta,
Pizeol/Piezo2-Chr2 iireten hayvanda vagus sinirin carotoid siniis ile baglantili
olmayan kalple ilgili olan kismi uyardiklarinda bir etki gormemisler (154). Yapilan bu
caligmalar ile, belirli reseptorlere sahip farkli duyu néron gruplarinin farkli organlara
Ozellestigi ve i¢ organlara ait motor komutlarin diizenlenmesinde rol oynadigini
gostermektedir. Kalbe 6zgii AKG duyu néronlarinda Gpr65, P2ryl, piezo2 anlamli
farklilik olmamakla birlikte yiiksek ifade edilirken, Npy2r, Glprlr ve piezol anlamh
farklilik olmamakla birlikte diisiik ifade edilmek ve Mrgprx1 ise anlamli olarak
kontrole gore yiiksek ifade edilmektedir (p> 0.05). NG duyu néronlarinda ise Gpr65,
P2ry1, Npy2r, Glprlr, Mrgprx1 anlamli farkli olmamakla beraber yiiksek, piezol ve
piezo2 ise anlamli farkli olmamakla beraber diisiik ifade edildigi bulunmustur (p>
0.05). Elde edilen veriler ve literatiir bilgisi 1s181nda, bagirsaga ve akcigere 6zgii duyu
noronlarinda bulunan reseptorlerin kardiyak aferentlerde yiiksek veya diisiik ifadesine

rastlanmamuistir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda, kalbe 6zgii duyu ndéronlarinin genel gen profilleri,
kardiyomiyosit ile aralarindaki elektriksel iletisim ve bu iletisimin tipi literatiirde ilk
kez degerlendirilmistir. Calismamizda, kalbe 6zgii AKG ve NG néronlariin
birbirilerinden ve diger genel ndron popiilasyonundan belirli gen ifadeleri ile ayrildig:
gosterilmistir. Ayrica, kalbe 6zgli AKG noronlari ile kardiyomiyositler arasindaki
elektriksel iletisim zamana bagli Ca*? degisimi ile takip edilmis, hiicrelerin spontan ve

optogenetik/ilag uygulamasi sonras sinyal korelasyonlari ortaya koyulmustur. ileriki
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calismalarda, kalbe 6zgii duyu ndronlar1 tek hiicre RNA dizilime yontemi ile daha
ayrintilt incelenerek, alt gruplara smiflandirilabilir. Boylelikle, total popiilasyon
igerisindeki glia ve néron olmayan hiicrelere ait RNA sorunu ortadan kalkarak, sadece
kardiyak aferentler ve alt tipleri tanimlanabilir. Ayrica, RNA dizi analizi sonucunda
elde edilen ait gen listesinden aday belirlenerek, overekspresyon ve/veya knockdown
stratejisi ile kalbe-6zgii duyu sinirlerinin islevlerinin ortaya konabilir ve kardiyak
fonksiyondaki rolleri incelenebilir. Benzer sekilde, aday genler ile iiretilecek
transgenik hayvanlarda optogenetik veya kimyasal yontemler kullanilarak kalbe 6zgii

duyu ndronlarinin kalp iizerindeki etkisi fonksiyonel olarak incelebilir.
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¥rd. Dog. Dr. Esra CAGAVE

“Sinir hilcreleri ile kalp kas hitcreler arasindaki etkilegimin molekiiler ve ejak:[mﬁz_-,ru[gjik|

|diizeyde arastinlmas’™ baghkh bilimsel arastrma Etik Kurulumuzda gorlsilmiis olup,

caligmanin etik kurallara uygun olduguna “oybirligi” ile karar verllmigtir,

| Etik Onay Gegerlilik Siiresi; 3 vl
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