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PEI : Poly-etilen-amin

Pl : Propidium iodide

PLL : Poly-I-lizin

PZR : Polimer zincir reaksiyonu

SGH : Satellit glial hiicre

MSS : Merkezi sinir sistemi

TTX : Tetrodotoxin

VGLUTSs : Glutamaterjik ndronlarinda, vezikiiler glutamate transporterleri

SNR . Signal to noise ratio



SEKILLER LISTESI

Sekil 4.1.1: AKG’nin anatomik Yerle$imi .......c.covvuieiiriiiiiiiiiiiesie e 10
Sekil 4.1.2: Pseudounipolar NOTON tIPI. ..veeveveeiiiiieiiiiieiiiee e 10
Sekil 4.1.3: AKG noronlarinin T-baglantisi. .........cccceviviiiiiiiiiiiiniiiee e 11
Sekil 4.1.4: Primer duysal NOTON. ........coccviiiiiiiiiiiieic e 11
Sekil 4.5.1: Fonksiyonel noron-SGH UNitesi. ........cccoovvvviiiiiiiiiiiciicieic e 19
Sekil 4.5.2: Hasara kars1 in-vivo ndron-SGH yanitinin 6zeti.........c.cccoooveieennennnnne 22
Sekil 5.1.1: MEA sistemi ve bagli oldugu bilgisayar. ..........ccccoeviniieiiniiicnieneee 24
Sekil 5.1.2: Mikro-elektrot dizilerini yerle$imi. ......ccueveieereereninseene e seene e 24
Sekil 5.4.1: Canlilik takibi yapilacak petri kaplarinin hazirlanmasit.......................... 30
Sekil 5.4.2: Aktivite takibi yapilacak petri kaplarinin hazirlanmasi. ........................ 31
Sekil 5.4.3: MEA petri kaplarinin hazirlanmasi. .........ccccovveniiiiiniiin e 32
SeKil 5.5.1: AKG diSEKSIYONU. ......ccuveiiiiiiiiice et 33
Sekil 5.6.1: Canlilik takibi i¢in deney dUZenegi. .......ccovrverieiiirieiniiienieseee e 37
Sekil 5.6.2: MEA kaydi deney dlUiZenegi. ........ccovvrvieieiiiieiii e 38
Sekil 5.6.3: Kalsiyum aktivite takibi i¢cin deney diizenegi. .........c.cocevvrcviiiiiiiinnnnnn, 40
Sekil 5.6.4: Ekim yogunluguna bagl aktivitenin hayatta kalmaya etkisini inceleyen
dENEYIETININ OZETL. .eeiuveeiiieiee e 42
SekKil 5.7.1: Tipik uyart STrate]iSI. ....vevveeierrrieiee e 44
Sekil 5.7.2: AKG Kkiiltiirlerinde noral ag olusumunun incelenmesi deneyi. .............. 45
Sekil 5.7.3: Deney siireci ve ornek Kayitlar. ..........ccoovvviiiiiiiiiie, 46
Sekil 5.8.1: AKG hiicrelerinde hasara SGH yaniti deneyi. ........c.cccooviriiiieninnnnnne 49
Sekil 6.1.1: Genotipleme SONUGIATT. ........covviiiiiiiiii e 53
Sekil 6.2.1: 40 h/mm?2 yogunlukta ekilmis AKG hiicreleri, kiiltiirdeki 1.giin (a),
3.gilin (b), 5.gUn () V€ 7.ZUN (). eeeirieiiiiiieiie et 54
Sekil 6.2.2: 20 h/mm?2 yogunlukta ekilmis AKG hiicreleri, kiiltiirdeki 1.giin (a),
3.giin (b), 5.gUn () V€ 7.ZUN (). cvrerveereieieeieree e 55
Sekil 6.2.3: 10 h/mm?2 yogunlukta ekilmis AKG hiicreleri, kiiltiirdeki 1.giin (a),
3.gilin (b), 5.gUn () V€ 7.ZUN (). eeeirieiiiiiieiie et 56



Sekil 6.2.4: AKG kiiltiirlerinde her yogunluk grubu i¢in sayilan toplam canl
ndronlart giinlere gOre deGISIMI. .....eccvvieeiiiiiiiciici s 57
Sekil 6.2.5: AKG kiiltiirlerinde gruplarin ortalama hayatta kalim orani ve her
yogunlukta sayilan gruplarin (n=5) ortalama hayatta kalim oraninin giinlere gore

4 [T 15 0| PO U PR UPR TR 57
Sekil 6.2.6: AKG kiiltiirlerinde kiimiilatif canlilik oranlarinin (n=5) tiim ekim
yogunluklart arasindaki farki. ........ccccooveiiiiiii 58
Sekil 6.2.7: AKG kiiltiirlerinde arastirilan 6rneklerde bes tekrardan tiglinde (n=3,
%60) tiim ekim yogunluklari arasindaki fark...........cccccoeviiiiiiiniinii e 59
Sekil 6.2.8: Aktivite takibi yapilan AKG hiicrelerinde aktif hiicre yiizdesinin zamana

OTE AEGISIINL. +euveeveieiie ittt ekttt et nb e e e b e e sbn e e bt e ssneeneesnneennee e 61
Sekil 6.2.9: 40 h/mm?2 yogunlukta ekilmis AKG hiicrelerin, kiiltiirdeki 1.giin (a),
3.giin (b), 5.gilin (¢) ve 7.gln (d) goriilen aktiviteleri, AF/F.........cccoooviiiiiiiniennnnne 62
Sekil 6.2.10: 20 h/mm?2 yogunlukta ekilmis AKG hiicrelerin, kiiltiirdeki 1.giin (a),
3.giin (b), 5.glin (c) ve 7.gilin (d) goriilen aktiviteleri, AF/F.........cccoooiiiiiiiiiinnnnnn. 63
Sekil 6.2.11: 10 h/mm2 yogunlukta ekilmis AKG hiicrelerin, kiiltiirdeki 1.giin (a),
3.glin (b), 5.gilin (c) ve 7.gilin (d) goriilen aktiviteleri, AF/F.........cccccviiinniiiniinnnn. 64
Sekil 6.2.12: 40 h/mm?2 yogunlugunda ekilen AKG hiicrelerinde aktivitenin
CaANIKIA THSKIST ... 65
Sekil 6.2.13: 20 h/mm2 yogunlugunda ekilen AKG hiicrelerinde aktivitenin
CANIKIA THSKISI. 1vvvviiiiieiiie e 65
Sekil 6.2.14: 10 h/mm?2 yogunlugunda ekilen AKG hiicrelerinde aktivitenin
CANIIKIA THSKIST. .vveeiiieeie e 66
Sekil 6.3.1: MEA iizerinde ki AKG kiiltiirlerinin parlak-alan gériintiist. ................ 67
Sekil 6.3.2: Tipik bir kiiltiir preperatinin faz contrast (a) ve florasan (b) resmi........ 67
Sekil 6.3.3: Deneysel asamalar ve sonuglar...........ccccvvvieiiiiiiiiiie e 69
Sekil 6.3.4: e-komsuluk alan1 ve komplementer alan..............ccccooeeviniiiiiiinniieennn, 70
Sekil 6.3.5: c* primer noronlarin yanit profilleri. .........coceovrrerieiercienneieeeseeeas 72
Sekil 6.3.6: ¢ primer noronlarin yanit profilleri. ..o, 73
Sekil 6.3.7: ¢ noron etkileSimIeri. ........cceovviiiiiiiiiiii 74
Sekil 6.3.8: ct noron etkilesimleri, sekonder néron uyar1 6ncesinde sessiz. ............ 75
Sekil 6.3.9: c+ noron etkilesimleri, sekonder néron uyar1 6ncesinde aktif. .............. 76

Xi



Sekil 6.3.10: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROT 1. ......ccooviiiiiiiiiiieicceenn 77

Sekil 6.3.11: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROI 4. ..o 77
Sekil 6.3.12: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROIS. .......cccoevviiiiiiiiiiiie, 78
Sekil 6.3.13: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROI 9. ..o, 78
Sekil 6.3.14: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROI’lerin aktivitelerinin korelasyon
analizine gore olusturulmus hiyerarsik agaclar (). ......c.cccoveviiieiiiniiiiieeeee 79
Sekil 6.3.15: IMMUNONISTOKIMYA. ....cvcvevevevevereeeeerereee ettt 81
Sekil 6.4.1: Kiiltiirde 2. giinde Fluo-4 yiiklii AKG néronu (N1) ve glialar (S1, S2).82
Sekil 6.4.2: Tipik bir Sham deNeYi........cccooviiiiiiiiiie s 83
SekKil 6.4.3: Tipik bir NOTON KESISI. «.vveviriviiiiiiiiiiiieiieeie e 84
Sekil 6.4.4: Goriintiileme alanindaki tiim ndronlarin ndrit kesisine kalsiyum yaniti
ARG ... W ... A A AN A ... 84
Sekil 6.4.5: Tipik bir ndron kesisine SGH yanitl. .........ccoceevvviiiiiiiiiinienecscsecen 85
Sekil 6.4.6: GJ’ler bloklu durumdayken, ndron kesisine SGH yanit. ...................... 86
Sekil 6.4.7: P2X7’ler bloklu durumdayken, néron kesisine SGH yanttt................... 86
Sekil 6.4.8: Noron kesisine cevap veren tiim SGH’lerin aktivite orant..................... 87

Sekil 6.4.9: Ust: SGH kategorilerinin kontrol ve blok durumlarinda nérit kesisine

yanit orani ve kontrol grubuna gore farklar. Alt: SGH kategorilerinin kalsiyum

D 210113 OO RPTRPR PSR 89
Sekil 6.4.10: Deneyler esnasinda gozlemlenen yapilarin sematik gosterimi............. 90
Sekil 6.4.11: SGH” + Neu™ KategoriSi. .......ccoeeveveveeeereieieiieecee e 91
Sekil 6.4.12: SGHP + Neu" KategoriSi. .........coeevrverrieererceeiseeieseeee e s 92
Sekil 6.4.13: SGHP + Neu™? KategoriSi. .........cco.evrveerreererreeeseieseseseesesseseesessssessenes 93
Sekil 10.2.1: Hipokampus diSEKSIYONU. .......ccueiieriiriiniieiisie e 118

Sekil 10.5.1: 2000 h/mm2 yogunlukta ekilmis hipokampal hiicreler, sirasiyla;
kiiltiirdeki 1.giin, 3.glin, 5.8UN Ve 7.ZUN.....cvviiiiiiieic e 120
Sekil 10.5.2: 1000 h/mm?2 yogunlukta ekilmis hipokampal hiicreler, sirasiyla;
kiiltiirdeki 1.giin, 3.giin, 5.2UN Ve 7.ZUN......coiiiiiiiiiiiiiiecic s 121
Sekil 10.5.3: 500 h/mm?2 yogunlukta ekilmis hiicreler, sirasiyla; kiiltiirdeki 1.giin,
3.gUN, 5.ZUN VE 7. ZUN. ..iiviiiiiieiiie et 122
Sekil 10.5.4: Her grup icin sayilan toplam canli hipokampal ndéronlar1 giinlere gore

14 (ST 1 0| O OO PRT PR 123

Xii



Sekil 10.5.5: Gruplarin ortalama hayatta kalim orani ve her yogunlukta sayilan
gruplarin (n=3) ortalama hayatta kalim oraninin giinlere gore degisimi. ................ 123
Sekil 10.5.6: Hipokampal kiiltiirlerde kiimiilatif canlilik oranlarinin (n=3) tiim ekim
yogunluklart arasindaki farki. ........ccccooviiiiiii 124
Sekil 10.5.7: Aktivite takibi yapilan hipokampal hiicrelerde aktif hiicre ylizdesinin
ZamaNna ZOTE AETISIIMNL ....vveveeririiiitieie et 125

Sekil 10.5.8: Aktivite takibi yapilan hipokampal hiicrelerde aktif kanal yiizdesinin

ZamaNa ZOTE AEGISIMIL ...eiuvviiiriieiiiieieiiie st e st sbe et e e e e nbb e s sbe e e s nbbeeansne e 126
Sekil 10.5.9: 2000 h/mm?2 yogunlugunda ekilen hipokampal hiicreler ................... 127
Sekil 10.5.10: 1000 h/mm?2 yogunlugunda ekilen hipokampal hiicreler.................. 127
Sekil 10.5.11: 500 h/mm2 yogunlugunda ekilen hipokampal hiicreler. .................. 128

xiii



TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 5.3.1: Jackson Kirli DNA izolasyonu Protokolii ..........ccccccevveevvevieiieieainninnn, 28
Tablo 5.3.2: GCaMP6s ve Cre ifadesinin kontrolii i¢in kullanilan primer listesi..... 28
Tablo 5.3.3: Cre i¢in kullanilan PZR reaksiyon bilesenleri............cc.coovrvriiiennnnen, 28
Tablo 5.3.4: GCaMP6s i¢in kullanilan PZR reaksiyon bilesenleri ..........c.ccccvevennen. 28
Tablo 5.3.5: Ortak PZR reaksiyonu protokolil...........ccevvrereiiiinenisincieisc e 28
Tablo 5.4.1: AKG kiiltiirleri i¢in diseksiyon ve yasam vasatlar1 bilesenleri............. 32
Tablo 5.5.1: AKG hiicrelerinin ekim yogunluklart ............ccocevevenenininnnisieeen, 35
Tablo 5.5.2: AKG hiicrelerinde kaplama protokollerinin 6zeti. ...........coevvveveinnnen, 35
Tablo 5.6.1: Tyrode’s SOIUSYONU 1GETIZI. .uveuvevirieriiriesiisiierieierie et srese e, 39
Tablo 5.6.2: %20’lik pluronik asit hazirlanmasi igin gerekenler.............c.ccceveeenen. 39
Tablo 5.6.3: 2,5 uM’lik, 1 ml boya yiikleme SOIGSYONU .........ccevverieiiriririiieienen, 39
Tablo 5.6.4: 1 uM’lik, 1 ml boya yiikleme SOITSYONU ........c.coveruerierienininenierieienen, 39
Tablo 5.6.5: GOrtintlileme VASALL.........ccciueierierieriesie et 39
Tablo 5.7.1: ICC SOIUSYONIATT ........oiuiiiiiiiiiiieieiesic e 47
Tablo 5.9.1: Malzeme LISTESI.......cccoviiieiiiieieiee e 52

Tablo 6.2.1: AKG kiiltiirlerinde giinlere gore hayatta kalan hiicre sayisinin farki.
Friedman iStatiStik tESti. ..........coeiiiiiiiic 59
Tablo 6.2.2: AKG hiicre kiiltiirlerinin MEA ile elektriksel aktivite 6l¢timii, aktif
kanal yiizdelerinin gilinlere gore deGISIMI. ........cocovereiiiieriiiiie e 60

Tablo 6.2.3: Aktivite takibi yapilan AKG hiicrelerinde aktif hiicre yiizdesinin

Zamana ZOTE AEZISIMLL ....ueevieriiiieitiiie et 61
Tablo 6.3.1: Temel etkilegim profilleri .........cccoveririiiiiiiieieese e, 71
Tablo 6.3.2: Cok-katmanli etkilesim profilleri ..........cocovvviviiiiniienceee, 80

Tablo 6.4.1: SGH kategorilerinin kontrol ve blok durumlarinda norit kesisine yanit
OTANT VE P AEZETICTI...ccuviiiiiiiii i 88
Tablo 10.1.1: Hipokampiis kiiltiirleri i¢in diseksiyon, kiiltiir ve yasam vasatlari

|21 (S 11 (S o LTS PP OPPROP 117
Tablo 10.4.1: Hipokampal hiicrelerinin ekim yogunluklari...........cc.coovrvirinennnn. 119

Xiv



Tablo 10.5.1: Hipokampiis kiiltiirlerinde giin ve yogunluklara bagl Friedman
SKOTIATT. ..t 124
Tablo 10.5.2: Aktivite takibi yapilan hipokampal hiicrelerinde aktif hiicre ylizdesinin
ZamMaNA ZOTE AEGISIIMIL ..eeuvreiiviieiiiiieiiii et e sttt et e et e e e e s sbb e e s nbaeessne e 125
Tablo 10.5.3: Hipokampal hiicre kiiltiirlerinin MEA ile elektriksel aktivite 6l¢iimd,
aktif kanal yiizdelerinin giinlere gore dei$imi. .........cccvvverirviiiieiiiiiiieneesees 126

XV



1. OZET

IN-VITRO NORAL DEVRE CALISMALARI

Cevresel sinir sistemi periferdeki doku organ ve uzuvlarla merkezi sinir sistemi
arasinda bir koprii olusturur ve dokunma, basing, agri, sicaklik, kasinti, kas uzunlugu,
organ hacmi gibi hissedilen ¢esitli i¢sel ve ¢evresel ipuclart hakkinda duyumlart iletir.
Arka kok gangliyonu belirli uyaranlara yanit vermek tizere 6zellesmis primer duyusal
noronlart igerir. Klasik olarak, periferal sistemin bir kablo gibi c¢evresel verileri
ilettigi, bu esnada AKG govdesinin yalnizca iletken aksonu destekleyen bir metabolik
depo olarak hizmet ettigi diisliniilmekteydi. Son yillarda, gdsterilen bulgular, kronik
agridaki rolii bilinen AKG dokusunun ndro-modiilasyon tedavisi i¢in uygun bir hedef
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu tez kapsaminda goriintilleme, elektriksel uyari,
elektriksel kayit, kalsiyum goriintiileme ve hasar modelleri kullanilarak néral ve glial
AKG hiicrelerinin in-vitro devre oOzellikleri arastirildi. Bu ¢alisma 6zetle, in-vitro
sartlarda, AKG noronlarinin ekim yogunlugunun noéral hayatta kalimi etkiledigini,
AKG noronlarmin kiiltiir ortaminda glutamaterjik sinapslar yaptigini, ayrica hasar
yanitinin uzak bolgelere satellitik glial hiicre ag1 araciligiyla tasindigini géstermistir.
AKG noronlari arasinda daha 6nce tanimlanmamais yeni tipte baglantilara dikkat ¢geken
bu caligma, néropatilerden, fibromiyalji, hayalet uzuv agris1 immiin aracilt hiperaljezi
gibi periferik sinir sisteminin gizemli agr1 sendromlarina yaklagimimiza yeni bir 1s1k
tutabilir.

Anahtar kelimeler: Arka kok gangliyonu (AKG), ekim yogunlugu, in-vitro noral
aglar, kalsiyum goriintiileme, lokal elektriksel uyari, norit kesi hasari, satellitik glial
hiicreler (SGH).



2. ABSTRACT

IN-VITRO NEURAL CIRCUIT STUDIES

The peripheral nervous system forms a bridge between the peripheral tissue, organs,
limbs, and the central nervous system and transmits sensations about various internal
and environmental cues felt such as touch, pressure, pain, temperature, itching, muscle
length and organ volume. The dorsal root ganglion contains primary sensory neurons
specialized to respond to certain stimuli. Classically, it was thought that the peripheral
system transmits environmental data like a cable, while the DRG soma was thought to
serve only as a metabolic depot supporting the long conducting axon. Recent findings
suggest that DRG tissue, is a suitable target for neuromodulation therapy. In this thesis,
in-vitro circuit properties of neural and glial DRG cells were investigated using
imaging, electrical stimulation, electrical recording, calcium imaging and injury
models. In summary, this study showed that the plating density of DRG neurons affects
survival under in vitro conditions, that DRG neurons make glutamatergic synapses in
culture, and that the injury response is propagated to distant sites in-vitro, via a network
of peripheral satellit glial cells. Highlighting new types of previously unidentified
connections between DRG neurons, this study may shed new light on our approach to
mysterious pain syndromes of the peripheral nervous system, such as neuropathies,
fibromyalgia, phantom limb pain, immune-mediated hyperalgesia and many more.

Keywords: Calcium imaging, dorsal root ganglion (DRG), in-vitro neural networks,
local electrical stimulation, neurite transection, plating density, satellitic glial cells
(SGCs).



3. GIRIS VE AMAC

Cevresel sinir sistemi (Periferik sinir sistemi, CSS) beyin ve omurilik haricindeki sinir
dokular1 olan gangliyon ve sinirlerin olusturdugu yapidir. Temel islevi, periferdeki
doku organ ve uzuvlarla merkezi sinir sistemi (MSS) arasinda bir koprii olusturmaktir.
Periferden gelen sinirlerin govdeleri omuriligin iki yanindaki gangliyonlarda toplanir.
Duyusal gangliyonlardan sayica en fazla olan Arka Kok Gangliyonu (AKG) primer
duyusal noronlar igerir ve dokunma, basing, agri, sicaklik, kasinti, kas uzunlugu,
organ hacmi gibi hissedilen gesitli igsel ve gevresel ipuglart hakkinda duyumlari iletir
ve bunlara yanit verir. Cesitli uyaran tiirleri arasinda ayrim yapma yetenegi, belirli
uyaranlara yanit vermek iizere 6zellesmis AKG ndronlarimin varligiyla miimkiin
olmaktadir. Duyusal ndronlar, bir T-baglantisi ile birbirine bagl iki uzun akson dali
olan yalanci tek kutuplu (psddo-unipolar) hiicrelerdir. Dallardan biri periferik

reseptorlere, digeri ise omurilige uzanir [1].

AKG’nin kronik agridaki rolii uzun zamandir bilinmektedir [2]. Son yillarda, AKG
dokusu, noro-modiilasyon tedavisi i¢in uygun bir secenek olarak g6z Oniine
cikmaktadir. Primer duysal noron govdesinin elektriksel uyarimi, kronik agrinin
tedavisi i¢in kullanilan modiilasyon tedavilerinden biridir [3, 4]. Bu tez kapsaminda

cesitli deneylerle noral ve glial AKG hiicrelerinin in-vitro devre 6zellikleri arastirildi.

Noral devrelerin morfolojik ve elektro fizyolojik degisiklikleri mikroskobik
goriintiileme, kalsiyum goriintiileme ve tek veya ¢ok bolgeli elektro fizyolojik kayitlar,
yama kiskaci, mikro elektrot dizileri (MEA) gibi bircok yontem ve aracla
aragtirtlabilir. Primer noron Kkiiltiirli, normal ve patolojik hiicresel siireclerin
incelenmesi i¢in 6nemli bir aractir. Kontrollii bir ortam oldugundan, néronal ag
ozellikleri tizerindeki gesitli faktorlerin roliinii aydinlatmak i¢in yaygin kullanilan,
uygun bir yaklagimdir. Noronlarin aktivitesini arastirmak i¢in yama kiskaci deneyleri
gibi  tek-hiicre seviyesindeki elektro fizyolojik yOntemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemler, maksimum derecede zamansal ¢Oziiniirliikte
elektriksel aktivite bilgisi vermesine ragmen, hiicre zarinin biitiinliigliniin bozulmasin
ve hiicreye oliimcil zarar verilmesini gerektirir. Ayrica, bu sistemle birden fazla hiicre

ile calismak i¢in 6zel donanim setleri gerekmektedir. Noronlarin elektro fizyolojik



analizi i¢in baska bir ara¢ olan mikro elektrot dizileri (MEA), hiicrelere herhangi bir
zarar vermeden, uzun siireler boyunca, néron popiilasyonlarinin hem in-vivo hem de
in vitro davranislar1 hakkinda bilgi saglar [5-7]. MEA platformlar1 AKG kiiltiir
arastirmalart i¢in kullanilmak istendiginde bu kez baska sinirlamalar ortaya ¢ikar.
Spontan AKG aktivitesinin ¢ogu esik seviyesi altindadir, bu nedenle literatiirdeki
calismalar noral popiilasyonlar1 duyarli hale getirmek i¢in sitokinlerin ve faktorlerin
kullanimiyla gergeklestirilmistir [8, 9]. Kalsiyum, hemen hemen tiim hiicresel
siireclerde yaygin olarak yer alan bir ikincil habercidir. Kalsiyum olaylar1 her zaman
AP olusumuyla sonuglanmaz. Kalsiyum goriintiileme, hiicrelerde esik alt1 ve esik iistii
kalsiyum olaylar1 hakkinda ayrintili bilgi saglar. Genetik olarak kodlanmig kalsiyum
isaretcileri (GEClI'ler), néronal popiilasyonlarin kalsiyum dinamiklerini teorik olarak
sinirsiz bir siire boyunca, yiiksek SNR ile invaziv olmayan bir sekilde izlemeyi saglar
[10, 11]. GECI yapilari, spesifik hiicre tiplerini hedeflemek i¢in dizayn edilebilir ve
elektroporasyon, viral vektor enjeksiyonu veya transgenik hayvan tiretimi gibi birgok

yontemle hedef dokulara iletilebilir [12].

Ekim yogunluguna dayali spontan aktivitenin AKG néronlarinin in vitro hayatta

kalimina etkisi

Gelisim sirasinda beyindeki noronlar arasindaki sinaptik baglant1 sayis1 ve kuvveti,
onemli olgiide degisir. Baglantisalliktaki farkliliklar gesitli noral devrelerin gelisimine
ve siirdiiriilmesine katkida bulunur [13, 14]. Kiiltiire alinmig néronal aglarin yapisal
ve islevsel ozellikleri, hayvan modeli, doku kdkeni, hiicre yogunlugu ve fiziksel ve
biyokimyasal ¢evre dahil olmak iizere ¢esitli faktorlere baghdir. Ayrica, bu 6zellikler
zamanla noronal ag olgunlagma siireglerini etkiler [15]. Hiicre yogunlugunun (birim
alanda bulunan hiicre sayis1) in vitro noronal aglarin olgunlasma siirecini etkiledigi
bilinmektedir. Literatiirdeki bir¢ok calisma farkli hiicre yogunluklarindaki noronal
kiltiirlerde, néron basina yapilan sinaps sayisinda, dendrit morfolojisinde ve ag
aktivitesinde farkliliklara neden oldugunu gostermektedir. Ozellikle dendrit
morfolojisinin ve sinaps sayisinin degisimi ndronlarin temas bolgelerinin miktar1 ve
salgilanan faktorlerin konsantrasyonuna baglanmistir. Kortikal ndral aglarin
olgunlagmasi esnasinda noron sayisiyla sinaps-néron orani arasinda ters oranti oldugu

gbzlemlenmistir [16, 17]. Fakat literatiirde bu konudaki yayinlarin biiyiik cogunlugunu



MSS Kkiiltiirleri olusturmus, periferal sistem g6z ardi edilmistir. Noral devreler
calisilirken bagka dikkate alinacak bir konu ise spontan/kendiliginden gelisen ag
aktivitesidir. Spontan ag aktivitesi, sinir dokusunun olgunlasmasinda 6énemli bir rol
oynar ve hem in-vivo hem de in vitro olarak incelenmistir [18, 19]. Spontan ag etkinligi
kapsamli olarak belgelenmesine ragmen, olusumunu ve yayilmasini yoneten temel
kurallar1 tanimlayan az sayida ¢alisma vardir. Boyle bir ¢alismada, ag boyutunun fare
omurilik noronlarmin kiiltiirde (in-vitro) spontan ag etkinligi tizerindeki rolii ve
elektronik kuplajin (coupling) senkron aktivite jenerasyonuna etkisi yama kiskaci
teknigiyle incelenmistir [20]. Calismada Hb9 ara néronlarinin baglantisalliginin
senkron aktiviteye katkida bulundugu yoniinde bulgulara erisilmistir ancak bu tiir bir
etkinlik i¢in bir tetikleyici bolge olup olmadig1 ve bunun nasil yayildigi sistematik

olarak incelenmemistir [21].

Elektriksel aktivite, hasarli ve saglam noronlarin hayatta kalmasini saglamada énemli
bir rol oynar. MSS ve CSS dokulari ile gergeklestirilen in-vivo ve in-vitro
calismalardan elde edilen bulgular, elektriksel aktivite kaybinin aksine, endojen veya
ekzojen elektriksel aktivitenin noral hayatta kalima katkida bulundugunu
gostermektedir [22, 23]. Bu koruyucu etkinin arastirilmasinda temel olarak aksonal

rejenerasyonu, yani ndrit bilylimesini tesvik eden, norotrofik etkilere odaklanilmistir.

Bu tez caligmasinin ilk kisminda spontan ag aktivitesi, néronlarin hayatta kalimi ile
iliskilendirilmek istenmistir. Kiiltiir sistemlerinde, yiiksek ve diisiik yogunluklu
hiicrelerin rolatif olarak diisiik hayatta kalma orani oldugu genel-geger bir bilgidir.
Yiiksek yogunlukta ekilen hiicrelerde bu hiicre 6liimii, homeostaz1 saglamak {izere
gerceklesen bir eliminasyona [24], veya metabolik olaylara baglanabilmektedir. Fakat
diisiik yogunlukta kaydedilen 6liim oranlar1 i¢in bdyle bir agiklama mevcut degildir.
Hipotezimize gore, ekim yogunlugu, kiiltiiriin ilk giinlerinde spontan aktivite iiretme
seviyesinde farkliliga yol agabilir ve bu da kiiltiirlerdeki genel baglantisallik seviyesine
fayda sagliyor olabilir. Bu sayede, diisiik-yogunluklu kiiltiirlerdeki hayatta kalim
azlig1, noronal aktivite azligmma baglanabilir. Literatiirde merkezi sinir sisteminde
yogunluga bagli aktivite calisilmis olmakla beraber, bunun hiicresel hayatta kalimla
iliskisi mevcut olmadig1 gibi, periferik sinir sisteminde bu konu hi¢ arastirilmamustir.

Bu eksigi gidermek ve periferik sistemin aktivite ve ag yapma bi¢imlerine 151k tutmak



amactyla bu ¢alismanin ilk deney seti kapsaminda ¢esitli yogunluklarda ekilen AKG
noronlarinin hayatta kalimi ve aktivitesi arastirildi. Spontan aktivite aragtirmasi igin
hem kalsiyum goriintiilemeden hem de MEA kayitlarindan faydalanildi. Y ontemlerin
literatiirle kiyaslanabilmesi ve deneysel sistemin muhtemel eksiklerinin tespiti i¢in
benzer bir deney sistemi, hipokampal kiiltiirlerde de tekrarlandi. Deneyler sonucunda
hem merkezi hem periferik kiiltirlerde ekim yogunluguyla noéral hayatta kalim

arasinda istatistiki bir iligki saptandi ve literatiirde ilk kez belgelendi.
AKG Kkiiltiirlerinde noral ag olusumunun incelenmesi

Uzun yillar boyunca AKG hiicrelerinin gdvdelerinin, aksonlarin hayatiyetini ve yogun
trafigini devam ettirmek iizere sadece metabolik rolii iistlendigi ve afferent sinyallerin
AKG hiicre govdesini atlayip MSS'ye devam ettigi disiiniilmistiir [25]. Fizyolojik
kosullarda, in-vivo ortamda, AKG hiicre govdeleri nadiren depolarize olur [26].
Ayrica, AKG noronlar1 satellit glial hiicreler (SGH'ler) tarafindan sarmalanir ve
birbirinden fiziksel olarak ayri1 durmaktadirlar [27]. Ancak son bulgular, AKG n&ron
govdelerinin T-baglant1 bolgesinde (T-junction) hem in-vivo hem de in vitro olarak
gosterilen aksonal baslangi¢ segmentlerine (AIS) sahip oldugunu goéstermektedir.
Patch-clamp calismalarina dayanarak bu segmentlerin, periferden gelen sinyaller igin
bazen bir bariyer, bazen bir iletici bazen ise bir filtre gibi davrandig: iddia edilmistir
[28]. Bununla beraber in vitro, AKG néronlart daha karmasik sinirsel aktiviteler
gosterir. Coklu-modaliteli bir deneysel yaklasim, AKG néronlarinin daha Once
gozlemlenmemis fonksiyonel Ozellikleri ortaya ¢ikarabilir. AKG sinir govdeleri,
fonksiyonel baglantilar kurarak agri siireclerini modiile ediyor olabilir. Noronlarin
gorlntiilenirken ayn1 zamanda manipiile edildigi basitlestirilmis bir in vitro model

bunu arastirmak icin faydali olabilir.

Bu calismanin ikinc1 kisminda, fizyolojik kosullarda bulunan AKG hiicrelerinin in
vitro baglantilarini ve uyartya yanit oriintiilerini néral aglar yaklasimlariyla incelemek
izere deneysel bir diizenek gelistirildi. Bu diizenekte, lokal elektriksel uyari, kalsiyum
goriintiileme ile beraber uygulandi. Glutamat, sinir sisteminde en yaygin uyarici
norotransmitterdir [29]. Glutamaterjik noronlar vezikiiler glutamat tasiyicilari
(VGLUTS)1-3 ile isaretlenebilir [30]. Bu bilgiler 1s1g81nda, glutamaterjik néronlarda

GCamPé6s ifade eden bir transgenik fare hatti tiretildi. Bu sayede mikroskop altinda



glutamaterjik noéronlarin kalsiyum aktivitesinin yiiksek hassasiyetle gozlemlenmesi
hedeflendi. AKG noron popiilasyonlart MEA petri kaplarina ekildi. Boylece
elektrotlar araciliyla modalite-spesifik olmaksizin hiicreler uyarilirken indiiklenen
kalsiyum aktivitesi mikroskop altinda simultane olarak goriintiilendi. Petri kaplarinda
yayilan aktivitenin sinaptik baglantilar yoluyla gerceklesip gerceklesmedigi de
sinaptik blokdrler kullanilarak test edildi. Deneyler sonucunda in-vitro kosularda AKG
noronlarinin sinaptik baglantilar kurdugu ve uyarilan noronlarin ikincil derece
noronlarin aktivitesini indiikledigi ve/veya modiile ettigi literatiirde ilk kez gosterildi.

Bulgular immiinohistokimyasal yontemle desteklendi.
In-vitro norit transeksiyonuna SGH hiicrelerinin akut kalsiyum yaniti

SGH'ler AKG néronal hiicre govdelerini yalitir ve iyi aragtirtlmig metabolik rollere
sahiptirler. Ayrica sinir yaralanmasini takiben yapisal ve kimyasal degisikliklere
ugrarlar ve ndronlarin uyarilmasma cevaplar verdikleri bilinmektedir [31, 32].
Bununla birlikte, sinir hasarina akut tepkileri ve noronlarla es zamanli etkilesimleri
acikca tanimlanmamustir ve SGH'lerin aksonal yaralanmaya nasil yanit verdigi ¢ok az
bilinmektedir. Onceki calismalar daha ¢ok ndronal uyarim (elektriksel, mekanik vb.)
ve sistemik enflamasyon modellerini igermektedir. Bu c¢alismanin son kismi
kapsaminda, SGH’lerin dogrudan noronal hasara yanit verdigi varsayiminda
bulunuldu. Hasar sonras1 gelisen ATP dalgalanmalarinin bir sonucu olarak, piirinerjik
reseptorlerin ve GJ’lerin katilimi ile gergeklestirdigi ispatlanmak istendi. Bunu
arastirmak icin, zaman aralikli (time-lapse) Ca?* goriintiilemesi esnasinda lazer ile
norit transeksiyonu gerceklestirildi. Tek-hiicre diizeyinde norit transeksiyon modeli,
hassas sekilde odaklanmis bir kiziltesi lazer ile basarildi. Akut yanit gézlemlendikten

sonra antagonistler esliginde deneyler tekrarlandi.



4. GENEL BILGILER

4.1. Arka Kok Gangliyonu (AKG) Anatomisi

Insanlarda, omurganm iki yaninda 31 ¢ift sinir bulunmaktadir. Bunlardan 8 cifti
servikal, 12 ¢ifti torasik, 5 ¢ifti lumbar, 5 ¢ifti sakral ve son 2 tanesi de koksigeal olarak
siniflandirilirt. Bu sinirler, duysal veya motor (bazen de karisik) bilgiyi cevre ile MSS
arasinda tasimakla gorevlidir. Omurgay1 olusturan her bir omurun arka kokiinde
(Dorsal root) duysal bilgi viicuttaki duysal yapilardan MSS’ye (afferent), 6n kokiinde
(Ventral root) ise motor komutlar MSS’den kas ve eklemlere (efferent) tasinmaktadir.
Arka kok siniri, noral foramenden c¢ikarken, primer duysal noéronlarin (PDN)
govdelerinin bulundugu AKG i¢inden gecer. [33]. Embriyolojik olarak AKG dokusu
MSS’ye aittir. Gelisim sliresinde, perifere gocer. AKG’ler dural ortii icinde bulunur
ve az miktarda bir beyin omurilik sivis1 (BOS) ile ¢evrilidirler [34]. Bununla birlikte,
AKG dokusu kan-beyin bariyerinin disindadir. Fenestre kapillerler tarafindan sulanir,
bdylece kanla tasinan molekiiller, antijenler veya enfekte edici ajanlar ganglionlara
kolayca girebilir [35]. Insanda AKG, bulundugu konumdaki (segment) uzuvlari
innerve eden yaklasik 15.000 ndron gévdesi bulunmaktadir. Bu hiicrelerin iki uzantisi
mevcuttur ve bir grubu arka kolondan MSS’ye, ikinci grubu Sinir uglarina ve
reseptorlere uzanir.  (Sekil 4.1.1). AKG noéronlart canlida bulunan en biiyiik

noronlardandir ve canli boyutuna gore aksonlari 1,5 metre uzunluga erisebilir [36].

AKG néronlart psédo-unipolar yapiya sahiptir; hiicre gévdesinden tek bir akson ¢ikar
ve T-baglantisinda catallanir (Sekil 4.1.2). Periferik akson, afferent sinyallesmeden
sorumludur ve uzuvlara giden periferal siniri olusturur. Aksonun proksimal kismi
merkezi sinir sistemine uzanir ve omurilikte agri yayan anatomik dermatomlarda
onemli arborizasyonlar gosterir. AKG’deki yapisal degisiklikler, bir dizi istenmeyen
hiicre-hiicre  etkilesimleri ve molekiiler sinyaller, nosiseptif yolaklarin

duyarlilagmasinin temelini olusturur. Bunlar, iyon kanallarindaki degisiklikler,

! Bu calismada kullanilan farelerde bu sayilar soyle degisiklik gostermektedir: 13 ¢ifti torasik, 6 ¢ifti
lumbear, 4 gifti sacral.



bagisiklik hiicrelerinin  aktivasyonu, glial aracilarin etkisini ve epigenetik
diizenlemeleri icerebilir [35, 37]. AKG néronlarinin T-baglantisi, elektriksel uyariya
bir engel olarak gorev alabilir, iletinin yol almasina yardimer1 olabilir veya elektriksel
bir filtre gibi davranabilir (Sekil 4.1.3)[28]. AKG noéronlarinin ve psédo-unipolar
geometrisi ve T-baglantisi, uyarilarin ¢evreden, AKG'yi gegerek omurilige iletilmesi
icin potansiyel bir biyofiziksel engel olusturur. Baslangicta bunun periferik bilgilerin
gercege uygun sekilde aktarilmasi igin bir tehdit olusturdugu diisiiniilmekteydi [38,
39]. Son yillarda ise, T-baglantisinin, hiicre gévdesini aksondan elektriksel olarak
uzaklagtirarak, ilerleyen uyar1 AKG'yi gecerken empedans uyumsuzlugu ve kapasitif
yiikleme nedeniyle yayilma hatasi riskini azaltmay1 amaglayan bir tasarim oldugu fikri
one ¢ikmistir [40-42]. Bununla birlikte, T-baglantis1 bolgesi yakininda aksonal ¢ap
diger bolgelere gore azdir. Catallanma bodlgesinin yakininda her iki akson dalinda da
internodlar kisa, nodlar birbirine daha yakindir, ayrica ¢atallanma bolgesi genis bir nod
alanmidir [43, 44]. Bu nedenlerle, uzun yillar AKG noron govdesinin ileti diginda
birakildigi ve dogrudan elektriksel iletimde yer almadigi disiiniilmistiir. In-vivo
sartlarda, AKG'de hemen hemen hig¢ sinaps yoktur ve AKG hiicreleri arasinda higbir
sinaptik islem gerceklesmez. Klasik olarak, AKG govdesinin yalnizca iletken aksonu
destekleyen bir metabolik depo olarak hizmet ettigi diisiiniilmekteydi. Bununla
birlikte, soma zar1 aslinda elektriksel olarak uyarilabilir bir yapidir ve aksonda
ilerleyen iletilerin gévde aksonuna girdigi ve ndron govdesini uyardigi bilinmektedir.
AKG noron govdesinin uyarilabilirligi dnemli metabolik maliyetler tasidigindan, bu
durum duyusal nérona 6nemli islevsel fayda(lar) saglamalidir. G6vdenin uyarilmasi,
voltaja duyarli 1iyon kanallarinin sentezini ve stirekli transportunu gerektirir ve bu
biiyiik ndronlarin nispeten kii¢lik bir ylizey-hacim oranina sahip olmasina ragmen,
kararli bir transmembran potansiyelini korumak i¢in ekstra iyon pompalamasi gerekir.
Ayrica, gdovdenin uyarilabilirligi, bazi AKG noéronlarinin spontan (kendiliginden)
ateslenmesine izin verir [45], bu durum duyusal sinyalleri bozan, bir durumdur ve
duyusal bilginin korunamamasina, kronik ndropatik agriya ve yaygm klinik agr

sendromlarina neden oldugu diistiniilmiistiir [45-47].



Primer duysal noron, periferdeki reseptif alanda baslar. Burasi bir reseptor, dzellesmis
bir organ veya agik bir sinir ucu olabilir. Uyari, ndronu aktive eder ve periferal ug

boyunca iletilerek omuriligin arka boynuzuna getirilir (dorsal horn) [48] (Sekil 4.1.4).

Arka kolon

Periferal
(Duysal)
Sinir

AT~ 7T

A A

Sinir Uglar/Reseptorler

epidural bosluk

Sekil 4.1.1: AKG’nin anatomik yerlegimi
(a). Omur kemiginin i¢ginde AKG’nin konumu illiistrasyon (b), renklendirilmis kesit (c). [1,
37]

Pseudounipolar

Sekil 4.1.2: Pseudounipolar néron tipi [49].
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Sekil 4.1.3: AKG néronlarmin T-baglantisi.

1L Y

a. aksiyon potansiyelinin omuriligin arka boynuzundaki baglant1 noktasina ge¢isini engelleyen
bir direng, b. aksiyon potansiyelini modifiye eden bir algak-gegirgen filtre veya c. iletiyi direk

geciren aktif bir devre elemani gibi davranabilir [1].

Sinaptik iletinin modifikasyonu:
Ca+2 kanallari, GABAR, Glutamat R

‘ iletim (conduction):

Na* kanal, K* kanali

Cevrim (transduction):
TRP kanallari, Na+ kanali, ATPye

\ §| duyarli reseptorler, iyon kanallari...

Periferal
dokular

Sekil 4.1.4: Primer duysal ndron.
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Periferal dokularda reseptif alanda, TRP kanallari, sodyum kanallar1 iyon kanallar1 gibi
Ozellesmis araclarla baglar. Burasi bir reseptor, 6zellesmis bir organ veya agik bir sinir ucu
olabilir. Uyari, néronu aktive eder ve periferal u¢ boyunca iletilerek omuriligin arka

boynuzuna getirilir. Sinir govdeleri arka kok gangliyonda bulunur. [48]

4.2. Primer Duysal Noron (PDN)

AKG’ler, primer duysal ndronlarin govdelerinin toplandig1 gangliyonlardir [50]. Bu
noronlarin hiicre govdesi 20-150 pm arasinda degisir. Boyutlarindan baska bir de
boyama sonucu ortaya ¢ikan gesitli neurofilament yogunluklarina sahiptirler. Buna
gore de biiyiik-agik (A tipi, “large-light”) ve kiigiik —koyu (C tipi, “small-dark™) olarak
kategorize edilirler. C tipi ndronlar temelde agr1 hissiyle ilgili uyarilari iletirken, A tipi
olanlar geri kalan uyaranlarla ilgili bilgiyi iletir [50]. Bu néronlarin aksonlari,
birleserek ¢esitli uyari esiklerine sahip sinir lif ve kokleri olusturur. Bunlari 6zetlemek
gerekirse, diisiik-esikli mekanosensor lifler, yiiksek-esikli AP nosiseptor lifler, Ad
lifler ve C lifler olarak kategorize edilir. Ad lifler miyelinlidir ve yiliksek hizda ileti
tagirlar. C liflerinde miyelin bulunmaz ve ileti hizi daha yavastir [51]. Kiigiik,
miyelinsiz, nosiseptif C lifler termo-mekanik uyarilarin algilanmasinda gorev alir ve
CGRP (calcitonin gene-related peptide) igerir. A lifleri ise uyar1 esikleri daha disiik

mekano-reseptorlerdir [52].

AKG noronlar pasif sinyal yolaklar1 olmanin ¢ok &tesinde, periferdeki degisikliklere
cevap veren ve MSS yanitlarim1 sekillendirecek sinyali olugturan molekiiler yolaklari
baslatarak yaniti modiile eden hiicrelerdir. Bu bilgiler g6z dniinde bulunduruldugunda

AKG hiicrelerinin akut ve kronik agri olusumundaki rolii 6nem kazanmistir [45].

AKG noronlarinin 6zel membran karakteristikleri vardir. Belirtildigi lizere, aralarinda
glial hiicre katmani bulunur. Neredeyse tiim AKG néronlari, diger hiicre govdelerinin
aktivasyonu sirasinda esik alt1 uyarima maruz kalir. Bu olaya "¢apraz depolarizasyon"
(veya "capraz uyarim") denmektedir. Ayn1 gangliyonu paylasan komsu bir AKG
noronunun aksonuna uyar1 uygulandiginda komsu néronlarinin yaklasik %90’ 1nin

depolarizasyona ugradigi gézlemlenmistir [53, 54].
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4.3. AKG Noéronlarin Norokimyasal Ozellikleri

Arka kok ganglionlari, farkli islevleri olan ve farkli hedefleri innerve eden karmasik
bir dizi duyusal ndron hiicre govdesi icerir. Kanal proteinleri ve bir¢ok protein, ndron
fonksiyonu ile iliskilidir. Immiinohistokimya (IHC), karmasik dokularda protein
lokalizasyonunu yiiksek ¢oziiniirliikle olarak tanimlayabilen bir yontemdir. Normal,
yaralanmamis AKG dokusunun ndrokimyasal 6zellikleri genel haliyle bu boliimde

bulunabilir.

Ortak Noronal Isaretleyiciler

Norofilament (NF): NF'ler, yaklasik 56 ila 200 kDa arasinda degisen molekiiler
agirliklara sahip hiicre iskeleti ara filamentleridir. Yapisal destek saglarlar ve akson
capini diizenlerler. AKG dahil tiim noronlarda bulunurlar. Kemirgenlerde, 200 kDa'lik
bir norofilament olan NF200, daha biyiikk, miyelinli A-lif noronlarmin bir

poplilasyonunu isaretlemekte kullanilir.

PGP9.5: PGP9.5, bir ubikuitin C-terminal hidrolazdir. Tim ndronlarda bulunur ve bir
pan-noronal isaretleyicidir ve AKG'deki noronal ve ndronal olmayan yapilar1 ayirt

etmek i¢in kullanilir [55, 56].

Tujl (Beta3 Tibiilin, TUBB3): Tujl (beta3 tiibiilin, TUBB3), saglikli dokularda
agirlikli olarak noronlarda ve testislerde bulunan tiibiilin ailesinden, mikrotiibiil

elementlerinin bir pargasidir ve AKG noronlariin gévde ve uzantilarinda bulunur [55,

57, 58].

Periferin: Periferin, kiigiik AKG noronlari gibi periferik sinir sisteminin néronlarinda
ve motor ndronlar gibi periferik hedefleri innerve eden merkezi ndronlarda eksprese

edilen bir ara filaman proteinidir [59].

Brn3a: Duyusal noron belirteci olan Brn3a, duyu ndronlarinin gen ekspresyonunu ve
farklilagsmasini diizenleyen bir POU homo-domain transkripsiyon faktoriidiir. Hayvan
caligmalarinda, neredeyse tiim duyusal AKG noronlarindan eksprese edildigi

gosterilmistir [60].
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NeuN: agirlikli olarak noronal ¢ekirdeklerde bulunan bir RNA baglayici protein ve
post-mitotik (olgun) néronlarin biiyiik cogunlugunda bulunan bir bagka yaygin ndronal
biyo-belirtegtir [61].

Nosiseptorlere Ozgii Molekiiller
Iyon Kanallar

Iyon kanallar1, aksiyon potansiyellerinin iiretilmesine ve iletilmesine yol agan noronal
uyarilabilirligin diizenlenmesi i¢in esastir ve bu nedenle duyusal néron fonksiyonu i¢in
kritik 6neme sahiptir. Nosiseptorlerde ige dogru membran akimlarinin iiretilmesi i¢in
onemli kanal proteinleri; voltaj kapilt sodyum (NaV) ve kalsiyum (CaV) kanallar1 ve
ayrica gecici reseptor potansiyeli (Transient Receptor Potential: TRP) kanallari
gruplarina aittir [62]. AKG'nin duyusal dogasi ve kronik agr1 durumlarinin
gelisimindeki rolii goz 6niine alindiginda, néronlarda kanal proteinlerinin tespiti ile
ilgili caligmalarin agirlikli olarak nosisepsiyon ile ilgili kanallara odaklanmasi sasirtict
degildir. AKG noronlari, transdiiksiyon, transmisyon ve modiilasyon fonksiyonlarini
ifa eden cesitli iyon kanallar1 ve reseptdrlere sahiptir. Ozellikle hasar sonrast AKG
hiicrelerinin uyarilabilirligi artar ve ektopik aktivite gosterirler [63, 64]. AKG
noronlarinin periferal uglarinda bulunan ve duysal bilgiyi elektriksel uyariya ¢eviren
iyon kanallar1 ve reseptorlere 6rnek olarak, sodyum kanallari, aside-duyarli iyon
kanallar1 ve ATP’ye duyarli reseptorler bulunur. Ozellikle sodyum ve potasyum
kanallari, iletinin aksiyon potansiyeli (AP) yoluyla yayilmasinda etkilidir. Sinaptik
iletinin norotransmitterler yoluyla yayilmasinda ise voltaj-kapili kalsiyum kanallari

one ¢cikmaktadir [65].

Voltaja duyarh Sodyum kanallar1 (NaV): Voltaja duyarli sodyum kanallari, AKG
ndronlarinda aksiyon potansiyeli olusumunun temel bilesenleridir. Dokuz cesit NaV
alt tirinden NaV 1.7, 1.8 ve 1.9, agr1 sinyal olaylarinin temel bilesenleridir [62, 66,
67]. THC galismalar1 voltaj kapili sodyum kanali NaV1.7in tim AKG noronlarinin
yaklasik yarisinda mevcut oldugunu gostermistir [68-70] . AKG hiicreleri, elektro
fizyolojik yontemlerle gosterilen birden fazla degisik Na® akim kinetigi ve voltaj
duyarlihigr gosterir [71]. Ayrica ¢esitli AKG hiicreleri Na® kanal blokorii
Tetrodotoxin’e (TTX) farkli seviyelerde duyarlilik gosterir [72]. Bu bulgular AKG
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noronlarinin gesitli Na* kanallarini farkli oranlarda ekspres ettigini gostermektedir.
Na" kanallarinin bir kisminin hasar sonrasi hiper-uyarilabilirlik kazandigi
bilinmektedir. Na* kanallarinin 6zellikle de TTX-e duyarli NA* kanallarinin (TTX-S)
sayica artmasi (up-regulation), AKG dokularinda hiper-uyarilabilirligi indiikler ve bu
kanallar1 bloke eden, modifiye eden veya fenotipik olarak degistiren kimyasal etkilere

daha duyarli hale getirir.

Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (CaV): CaV’ler, duyusal néron fonksiyonunun
temel bilesenleridir. Bu kanallarin aktivasyonu, sinaptik uglarda nérotransmitter dolu
vezikiillerin ekzositozuna katkida bulunur. Voltaj kapili kalsiyum kanallar1; yiiksek
voltajla aktive olan ve disiik voltajla aktive olan seklinde (HVA, LVA), al alt
biriminin benzerligine goére (CaV1, CaV2, CaV3) veya farmakolojik inhibitorlere
duyarliliklarma gore (L, N, P/Q, R, T) alt bolimlere ayrilir [73, 74]. AKG
noronlarmda hem voltaja duyarli hem de ligand kapili Ca?* kanallar1 mevcuttur [75].
L-tipi, P/Q-tipi, N-tipi, R-tipi ve T-tipi olmak {izere bes c¢esit Cat+ kanali
bilinmektedir. P/Q ve N tipleri genelde voltaja duyarli, nérotransmitter saliniminda

gorevli kanallardir. T-tipi kardiyak, -tipi ise kas hiicrelerini fonksiyonunda goérevlidir.

Kalsiyumla aktive olan potasyum kanallar1 (KCa): KCa, NMDA tipi glutamat
reseptor aktivasyonu ile modiile edilebilen ve bu sekilde nosiseptif sinyallesmeye
katkida bulunan kanallardir [76, 77]. Voltajdan bagimsiz KCa2.1 (SK1) ve KCa3.1
(IK1) kanallar1, néron boyutundan bagimsiz olarak hemen hemen tiim (%87 ile %95
arasinda) duyusal AKG noronlarinda gosterilmistir [78]. K™ kanallar1 biitiin canli
organizmalarda bulunurlar. Dért ana K* kanal gesidi mevcuttur. Ca?*’K* kanali, Ca?*
iyonlarinin varhiginda acilir. igeriye dogru diizeltici K* kanallar1 (Kir) pozitif akimin
hiicreye girisinde gorevlidir. Voltaj-kapih K* kanallari, trans-membran voltajin
degismesiyle ag¢ilip kapanir ve son olarak K* sizinti kanali, noronlarin dinlenme
evresine (resting state) doniisiine katki saglar [79]. TNF-o?, K* iyon akimin1 artirarak
hiper-uyarilabilirligi indiikler. TNF-a’nin noropatik agriya katkisinin K* kanallar

tizerinden oldugu diistiniilmektedir [79].

2 Sistemik enflamasyonda rol oynayan bir sitokin olan Doku Nekroz Faktéri-a (TNF-a), TNF-TNF-
Reseptor-Siiper Aile Proteinleri olarak adlandirilan bir reseptor proteinleri ailesine aittir. Temel
gorevleri immune system icin olsa da sinir sisteminde de énemli, roller mevcuttur.
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Piirinerjik reseptor (P2X): Piirinerjik reseptorler, P2X2 ve P2X3; ATP tarafindan
aktive edilen homo veya heterotrimerik ligand-kapili iyon kanallaridir. Kanallar,
nosisepsiyon dahil olmak {izere c¢esitli noronal sinyal yollarinin bir parcasidir.
Kemirgenlerde yapilan calismalar, P2X2 ve P2X3 kanallarinin AKG noronlarinda
eksprese edildigini ve P2X3 alt biriminin agirlikli olarak peptiderjik olmayan,
GDNF'ye bagimli ancak NGF'den bagimsiz nosiseptorlerde eksprese edildigini ortaya
koymustur [80].

Gegici reseptor potansiyel katyon kanal alt ailesi V iiyesi 1 (TRPV1): TRPV1, ac1
biberlerin bir bileseni olan vanilloid kapsaisin tarafindan diisitk pH ve 1s1 ile aktive
edilen bir kanal proteinidir [81]. TRPVI, secici olmayan bir katyon kanalidir ve
nosiseptif sinyallesmenin 6nemli bir bilesenidir [81]. Kapsaisin agriy1 indiikler, fakat
aynt zamanda TRPV1 kanallarinin duyarsizlasmasim1 saglayarak nosiseptor
fonksiyonunu modiile eder [82]. Topikal kapsaisin uygulamasi, su anda postherpetik

nevralji gibi agr1 durumlarinin tedavisinde basariyla kullanilmaktadir [83].

Gecici reseptor potansiyel katyon kanah ankirin 1 (TRPA1): TRPAI, hardal yag:
ve sinnamaldehit tarafindan aktive edilen bir kanal proteinidir ve ekspresyonu AKG

noronlarinda nosiseptif sinyallesmede 6nemli bir rol oynar [84].

4.4. AKG ve Agr1 Cahismalari

AKG hiicrelerinin, néropatik agrinin®

gelisimi ve slirmesinde rol oynadigi
bilinmektedir [1]. Hasar sonras1 AKG dokular1 fenotipik ve islevsel olarak dramatik
degisikliklere ugrar ve bu degisiklikler, AKG'yi, MSS’ye giden agr1 sinyallerinin
kaynak bolgesi haline getirebilir [85]. Periferik afferent sinir hasarindan sonra, AKG
dokularinda immiin ve glial hiicreleri igeren bir immiin kaskad baslatilir [1]. Glial
hiicreler ayrica inflamatuar Onciilleri (mediator) cogaltarak ve serbest birakarak
periferik bir sinirin yaralanmasina yanit verir [86]. Periferik aksotomi, AKG'deki duyu

néron hiicre govdelerini ¢evreleyen satellit glial hiicrelerde (SGH) noérotrofik

3 Sinir sisteminin direk veya dolayli yoldan zarar gérmesi veya etkilenmesi ile olusan, sinir kaynakli
agri.
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faktorlerin ekspresyonunun artmasina neden olur. AKG igindeki bu ndrotrofinler,
kalic1 bir mekanik allodiniyi tetikler ve periferik sinir yaralanmasindan sonra néropatik
agriya neden olabilir [1, 87]. Duyusal néronlardaki anormal elektriksel aktivitenin
patolojik agr ile iliskili olduguna dair kanitlar vardir [88, 89]. Ornegin, insanlarda
hayalet uzuv agrisinin esas olarak anormal igsel AKG aktivitesi tarafindan
yonlendirildigi gosterilmistir [90]. Normal AKG néronlari, voltaja duyarlt
mekanizmalar araciligiyla siniizoidal salinim dalgalari olusturur. Bu salinimlarin
frekansiin, hasar sonrasinda arttigi gézlemlenmistir. Bu salinimlar esik degerini
astiginda, aksiyon potansiyeli tretilir [91]. Periferik sinir hasarimi takiben, AKG
noronlarinda spontan ektopik aksiyon potansiyelleri gozlenir, spontan aktiviteye

rastlanir ve uyari igin gereken esik degeri diiser [92].

AKG, omurilik seviyesinden dnceki somatotopi* basamagidir [93]. Bu nedenle, klasik
yaklagimla agrimin giderilmesi icin omurilige miidahale gerekliligini ortadan
kaldirmak icin kullanilabilir. AKG uyarimi, bir AKG'de bulunan birincil duyu
noronlarinin yalnizca bir alt kiimesini hedefleyerek uygulanabileceginden, uyarida
yiiksek spesifisite elde edilebilir. Ayrica, agri olusumundan sorumlu noronlar daha
diisiik aktivasyon esiklerine sahip olabilir ve uygun uyaran ile segici olarak aktive
edilebilir [94-96]. Bu nedenlerle AKG dokularinin uyarilabilirligi ve komputasyon

yetenekleri daha detayli incelenmelidir.

45. AKG Destek Hiicreleri: Satellitik Glial Hiicreler

Her AKG’de noronlardan yaklasik sekiz kat fazla glial hiicre bulunur [51]. AKG n6ron
govdeleri arasinda fiziksel temas yoktur. Bunun yerine ince satellitik glial hiicre (SGH)
katmani bulunur. SGH’ler yalnizca periferik gangliyonlarda bulunur. SGH’ler ve
AKG noronlart arasinda (sinaptik bosluga cok benzer sekilde) yaklasik 20 nm bir
bosluk bulunur. Bu organizasyon ndron/glia (N/G) arasinda ciddi bir etkilesim

oldugunu géstermektedir [86]. Bu yapilar sandvig sinaps (SS) veya N/G tinitesi olarak

4 Somatotopi, viicudun bir bélgesinin, merkezi sinir sistemi Gzerindeki belirli bir bélgeye birebir
karsilik gelmesidir. Viicudun alani, birincil somatosensoriyel korteks (postcentral girus) tzerindeki bir
noktaya karsilik gelir. innervasyon ne denli coksa kortikal bélge de o kadar genistir.
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adlandirilmigtir [97]. (Sekil 4.5.1) SGH’ler, MSS’deki karsitlar1 olan astrositlere
benzetilmektedir. Her astrosit birden fazla sayida noronla temas halindedir ve
astrositler birbiriyle cakigsmayan bolgeler olusturmaktadir. Bunun aksine, bir néronun
etrafinda birden fazla SGH bulunur ve bunlar birbiriyle yogun etkilesim halindedir.

Bununla beraber farkli néronlarin SGH’leri arasinda sinirl bir etkilesim mevcuttur.

SGH’ler 6nceden yalnizca metabolik artiklari toplayan ve besin alisverisinden sorumlu
hiicreler olarak diistiniilmiistiir. Fakat yeni ¢alismalar SGH’lerin enflamasyon, agr1 ve
hasar durumlarina ¢esitli yanitlar veren fonksiyonel bir tinite olduklarini gostermistir.
AKG hiicrelerini uyaran sinyallerin, SGH’lerde de gecikmeli baglayan ve uzun siiren
bir cevap indiikledigi gbzlemlenmistir [98]. Cogunlukla, her bir AKG néronu birden
fazla SGH ile ayri ayr1 sarilir, noronlarin kiigiik bir oraninin (tiire bagl olarak %4-9)

ortak bir glial zarfi paylastigina ve bir "kiime" olusturduguna dair kanitlar vardir [31].

Glial hiicreler, saglik ve hastalik durumlarinda néronlarla ¢ift yonlii iletisimi siirdiiriir
ve MSS'nin islevinde 6nemli roller oynar [99]. Glial hiicreler, ndronlardan salinan
maddelere, 6zellikle de ATP'ye, piirinerjik P2R'ler {izerinden cevap verir [100, 101].
Glial hiicreler ayrica ATP, glutamat ve tiimdr nekroz faktérii (TNF), IL-1B ve
fraktalkin [99, 102] gibi sitokinler de dahil olmak {izere biyo-aktif maddeleri salgilarlar
ve kendi aralarinda ve komsu ndronlarla iletisim kurar. Agri ilizerine yapilan
caligmalarin ¢ogu ve agri tedavisinin ¢ogu ndronlara odaklanmistir. Fakat son

zamanlarda glialarin rolii 6n plana ¢ikmustir.
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Sekil 4.5.1: Fonksiyonel ndron-SGH {initesi.

Sagda; elektron mikrografi, solda: sematik diyagram. Sekilde noronlar (N) ve etrafindaki ince
SGH hiicre katmani (SGH) goriilmektedir. Aradaki bagdoku katmani (ct) gézlemlenebilir.
[86]

Sinir hasar1 veya enflamasyonunun duyusal gangliyonlarda SGH'leri aktive ettigi
gosterilmistir. Bu aktiviteler, glial fibriller asidik proteinin (GFAP) ekspresyonunun
artig1 [103], SGH'ler arasinda baglanma giiciiniin artis1 (coupling) [32, 89], SGH'lerde
Kir4.1 kanallarinin azalmasi [104, 105] ve SGH'lerin ATP'ye artan duyarlilig1 gibi
orneklenebilir [32, 106]. Aktive olan SGH'er, noéronlar1 aktive eden ve
uyarilabilirligini artiran pro-inflamatuar sitokinler IL-1p, IL-6 ve TNFa salgilar [97,
107]. SGH'ler sirayla ndronal hipereksitebilite ve agriya yol agan bilesikleri serbest

birakir. Hiicreler arasi kalsiyum dalgalari bu kaskadda 6nemli bir rol oynar.

SGH'lerin Kimyasal Ozellikleri

Iyon kanallari: SGH'lerin voltaja bagl sodyum veya kalsiyum kanallar1 yoktur ve bu
nedenle aksiyon potansiyelleri iletemezler [108]. SGH'lerdeki ana potasyum kanali
Kir4.1'dir [105]. Hasar durumu, SGH'lerde Kir4.1 fonksiyonunu baskilar, bu durumun
agr1 bozukluklarina neden olabilecegi diisiiniilmektedir [104, 107]. Azalan Kir4.1
gecirgenligi, SGH'leri depolarize ederek, noronlar1 aktive edebilen ATP gibi uyarici
aracilar1 serbest birakmalarina neden olur. Trigeminal gangliyonda (TG'de) Kir4.1

etkinliginin baskilanmasi agr1 davranisina yol agmistir [105].

SGH'lerde oluklu baglantilar (gap junction, GJ): Oluklu baglantilar, ¢ok sayida

hayvan hiicresi tiirlinde bulunan 6zel bir hiicreler arast baglantidir. Cesitli
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molekiillerin, iyonlarin ve elektriksel uyarilarin hiicreler arasindaki diizenlenmis bir
kapidan dogrudan geg¢mesine izin verecek sekilde iki hiicrenin sitoplazmasini
dogrudan birbirine baglarlar. Hem MSS'deki hem de periferdeki glial hiicreler,
hiicreler arasinda iyonlarin ve kiigiik molekiillerin diflizyonu i¢in bir yol saglayan GJ
kanallarin1 ekspres eder. Bir GJ kanali, hiicreler arasi bosluk boyunca baglanan iki
konneksondan (veya yari kanaldan; hemi-channel) olusur. Her bir konnekson, 6 adet
konneksin proteinin 6zel bir konfigiirasyonla birlesmesiyle olusur. Fare AKG
dokularinda en ¢ok miktarda bulunan konneksinler (Cx), Cx43 ve Cx32'dir>. Normal
kosullar altinda, SGH'ler Cx43 [109, 110] igerir. Cx43 ekspresyonu, sinir yaralanmasi
veya enflamasyonu takiben AKG’de artar [105, 109, 111, 112]. Bu artig, siyatik sinir
kesisi [113, 114], kolonik obstriiksiyon ve enflamasyon [27], arka patiye tam Freund
adjuvan enjeksiyonu [115], kemoterapinin neden oldugu noropati [116] gibi bir¢ok

agri modelinde gézlemlenmistir.

Boyanin hiicreden hiicreye difiizyonu, "dye-coupling" olarak adlandirilir, ancak
yalnizca elektriksel olarak bagli oldugu bilinen hiicreler arasinda GJ gibi kanallar
yoluyla gerceklesir. SGH'ler arasindaki dye-coupling, yalnizca tek tek ndronlar
cevreleyen kiliflarda artmakla kalmayip, bitisik néronlar1 gevreleyen SGH’ler arasinda
da yayildigi gézlemlenmistir [117, 118]. Oluklu baglantilarin bloke edilmesinin
analjezik bir etkiye sahip olabilecegi one siiriilmiistiir ve bu ¢ok sayida kronik agri
modelinde dogrulanmustir [115, 119]. Karbenoksolon (CBX) ile oluklu baglantilarinin
bloke edilmesi agri reaksiyonlarimi azaltarak, akut agrida SGH'lerin roliinii
desteklemektedir. Ozetle, SGH'ler arasindaki artan eslesme ve ayrica SGH/ndron ve
ndron/ndron eslesmesi, agri modellerinde yaygin bir 6zelliktir ve kronik agriya katkida

bulundugu goriilmektedir.

SGH'lerde Panneksinler: Panneksinler agirlikli olarak hiicre i¢i ve hiicre dis1 boslugu
baglayan ve bu bolmeler arasinda iyonlarin ve kiigiik molekiillerin gegisine izin veren
bliyiik transmembran kanallardir. Panx1, Cx’ler gibi oluklu baglantilar olusturmasa da,
ATPnin salinmasina izin veren membran kanallart olusturur [120, 121]. AKG'de

siyatik sinir ligasyonunu takiben Panx1 ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir [122].

>Bunu Cx30.2, Cx37, Cx26, Cx30, Cx45 ve Cx36 takip eder (39)
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Reseptorler: SGH farmakolojisine iligskin bilgiler hala smirlidir ve bu konudaki
bilgilerin cogu piirinerjik iletim ile ilgilidir. ATP, ndéron-glia etkilesimlerinde [101] ve
agr1 yolaklarinda [123] 6nemli bir habercidir. Hiicreler, vezikiiler veya P2X7R veya
Panx1 kanallar1 gibi kanal aracili mekanizmalarla ATP'yi salinimi yaparlar. Ekto-
ATPazlar, ATP'yi ADP'ye ve piirinlere ayristirir. AKG'de ekto-ATPazlar, Schwann
hiicrelerinde ve SGH'lerde bulunur, ancak néronlarda bulunmaz [124]. Bu durum, glial
hiicrelerin gangliyondaki ATP seviyesini diizenledigine dair kanit olusturmaktadir.
Kalsiyum goriintiileme kullanilarak, SGH'lerin fonksiyonel P2YR'leri ekspres ettigi
tespit edilmistir [125]. ATP'min duyusal noronlar tarafindan salinmasi, néron/SGH
iletisimi i¢in bir mekanizma saglayarak, SGH'lerde P2R'leri aktive eder [126-128].
Farelerde uygulanan bir sistemik inflamatuar agri modelinde, AKG SGH'lerinde
ATP'ye artan tepkiler gozlendi [32]. P2R ekspresyonundaki artig, hasar sonrasinda
gozlemlenen SGH aktivasyonunun bir parcasidir. Bu degisiklikler, patolojik kosullar
altinda duyu noronlarinin ATP'ye artan duyarlilig: ile birlikte diistintildiigiinde [127],
P2R'ler yoluyla artan hiicreler arasi iletisimin, agr1 durumlarinda noronal
hipereksitabiliteye katkida bulunmasinin muhtemel oldugunu gosterir. SGH’leri hasar

durumunda aktive ettigi bilinen bazi yolaklarin bir 6zeti Sekil 4.5.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4.5.2: Hasara kars1 in-vivo ndron-SGH yanitinin 6zeti.

AKG'nin basitlestirilmis bir kesiti gosterilmistir. Hasar, glutamatin néronlardan hiicre dist
ortama salinmasiyla sonuglanir. Bu uyarici nérotransmiter, SGH'ler tarafindan algilanir ve
temizlenir. (a) SGH'ler Panx1 ve Cx43 yari kanallarin1 ekspres eder ve GJ'ler araciligiyla
baglanirlar. Hasar durumunda, Panx1l ve Cx43 ekspresyonu artar, bu da ATP desarjimnin
artmasina neden olur ve bu da uyarict hiicre dig1 bir molekiil gorevi goriir [129] (b ve d).
SGH'ler hiicre dig1t K+'y1 Ca2+ yoluyla temizleyen Kir4.1 kanallarin1 ekspres eder [130] (c).
Son olarak, yaralanma kaynakli néronal ATP desarji, SGH P2X7 kanallarm aktive eder. Bu
kanallarin a¢ilisi, Ca2+’nin igeri akisimi indikler. Pirinerjik kanallar yoluyla aktive
edildiginde, SGH’ler TNFa salgilar. TNFa ise noronal piirinerjik P2X3 reseptorlerini aktive
ederek hasar gormeyen noronlarin da aktif olmasina yol agar [131, 132] (e). Bunlar, hasar
durumunda saglikli bir AKG'deki ndronlar arasinda SGH yoluyla olusturulan bazi uyarict
dongiileri kisaca 6zetlemektedir.
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5. MATERYAL VE METOT

Etik Beyannamesi ve Hayvan Hizmetleri

Transgenik ve diger fare suslar1 Istanbul Medipol Universitesi Deney Hayvanlari
Merkezinde yetistirildi. Tim hayvanlar, AB direktif kodunda (86/609/CEE)
yayinlanan hayvan bakimi ve kullanimina yonelik yonergelere siki sikiya bagh
kalinarak muamele edildi. istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu (IMUHADYEK) tiim prosediirleri onayladi. Hayvan deneyleri dncesinde

gerekli izin, sertifika ve egitimler alindi (Bolim 11).

5.1. MEA Sistemi

Bu tez kapsaminda hiicre kiiltirlerinden elektriksel sinyal alip islemek ve lokal
elektriksel uyar1 uygulamak icin MEA’lardan faydalanildi. Deneyler i¢in Bogazici
Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Enstitiisii’nden F. Kemal Bayat’in kurdugu
MEA sistemi kullanild1 (Sekil 5.1.1).

Cam MEA levhalarin iizerine 8x8 diizeniyle yerlestirilmis 64 adet diizlemsel mikro
elektrot bulunmaktadir. Elektrotlar elektriksel olarak iletken, optik olarak saydam
indiyum tin oksit (ITO) maddesinden iiretilir ve ¢esitli desenlerde cama islenir.
Standart tip elektrotlarda, elektrot boylar1 24 um, elektrotlar arasi aralik ise 150 pm
olacak sekilde dizilim gostermektedir. Bunun disinda altigen seklinde islenen yogun
dizilerde ise (High-Density MEA, HDMEA) her bir elektrot 18 pm olup, aralarindaki
aralik 40 pm kadar daraltilmistir (Sekil 5.1.2) [133].
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Sekil 5.1.1: MEA sistemi ve bagli oldugu bilgisayar.
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Sekil 5.1.2: Mikro-elektrot dizilerini yerle$lml.

Diisiik yogunluklu yerlesim (Sol) ve yiikksek yogunluklu yerlesim (Sag). Kaynak:
http://cnns.unt.edu/

5.1.1. Elektriksel kayit sistemi

64 kanalli mikro-elektrot dizisi, sicakligi fizyolojik seviyede tutabilmek igin
37°C’deki 1sitict tabla tizerine yerlestirilmektedir. Matris diizleminin her iki yaninda
32’ser adet kanalin baglant1 uglar1 bulunmaktadir. Iki adet 32’ser kanal girisli veri alma
kart1 ile saniyede 25000 (25 kHz) 6rnek alinabilmektedir. Buradan alinan veri ¢iktisi
sinyal yiikselticinin 6n kismina (head stage) girer. Sinyal, yiikseltilmesinin ardindan
bir analog-dijital cevirici {izerinden bilgisayara aktarilir. Aktivite sinyali yiikselticide
40 kat, analog dontistiiriiciide ise 1000 kat olmak tizere toplam 40000 kat artirilmig
olarak veri goriintiileme sistemine ulagir. 64 kanala ait veri MATLAB yazilim paketi

ile goriintiilenir.

24



5.1.2. Elektriksel uyari sistemi

Elektriksel uyar1 diizenegi i¢in aymi sistem sinyali ters yonde iletecek sekilde
kullanilmaktadir. Bilgisayar araciligiyla iretilen dijital stimiilasyon sinyali, SkHz
ornekleme oraniyla analog voltaja doniistiiriiliir, bu sistem 6zel yazilmis bir MATLAB
kodu ile kontrol edilir. Kullanilan uyar1 sinyalleri voltaj kontrollii olarak segilmis,

boylece stimiilasyon parametreleri voltaj ve uygulama siiresi olarak belirlenmistir

[135, 136].

5.2. Goruntilleme Sistemleri

Bu tez kapsaminda, hiicrelerin yapisma, saglik ve hayatta kalim durumu, boya alimlari,
GECI ekspresyonlar1 ve kalsiyum indikatorii ile yiiklenme sonrasinda anlik kalsiyum
degisimleri ¢esitli goriintilleme sistemleri ile takip edildi. Deneylerin dogasina,

ilgilenilen bilginin detayina gore goriintiileme sistemleri segilip optimize edildi.

5.2.1. Hoffman modiilasyon kontrast mikroskopu

Hiicrelerin kiiltiir sonundaki saymmi, ekim ani goriintiilenmesi, yapisma kontroli,
yikama Oncesi ve sonrast kontrolleri, genel giinlilk goriintiilemeler invert Hoffman

modiilasyon kontrast mikroskobuyla, cesitli bliylitmelerde gergeklestirildi.

5.2.2. PALM inverted axio observer Z1

Ekim yogunluguna dayali spontan aktivitenin AKG néronlarmmin in vitro hayatta
kalimina etkisi deneylerinde, hayatta kalim belli araliklarla Palm axio observer Z1
mikroskobu kullanilarak takip edildi. Isik kaynagi olarak Halojen lamba, floresan 11k
kaynagi olarak Illuminator HXP 120V, 580nm filtre ile kullanild1. Yiiksek hizda poz
elde edilebilen AxioCam MRm kamere kullanildi. Parlak alan gériintiileme i¢in 76ms,
floresan i¢in 50 ms pozlama siiresi kullanildi. Hayatta kalim analizleri esnasinda
hiicrelerin big¢imini, ¢esidini ve uzantilarini secebilmek amaciyla 20X objektiften

yararlanildi (LD Plan Neofluer 20X, 0,4 Korr M27). Petri kaplarinda her giin ayni
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alanin c¢ekilebilmesi hedeflendi, bu sebeple goriintiileme sisteminin otomatik
tablasindan faydalanildi. Petri kabinin ortasina alt yiizeye lazerle gizilen (+) sekli
gorintiileme alaninin ortasina getirilerek tabla konumu (0,0)’a ayarlandi, 0’1 merkezde

tutarak 8x8 kare goriintii alindu.

5.2.3. Cell Observer Spinning-disk time-lapse mikroskobu

Ekim yogunluguna dayali spontan aktivitenin AKG noronlarimin in vitro hayatta
kalimina etkisi deneylerinde, hiicresel aktivite, igaretli kalsiyum indikatorleriyle
goriintlilendi. Aktivitenin gilinliik kontrolii i¢in zaman serisi ¢ekimleri gegeklestirildi.
Floresan isaretli hiicrelerin saglig: diisiiniilerek foto-toksisitenin minimumda tutulmasi
kaydiyla maksimum data elde edilmesi hedeflendi. Bunun i¢in REMER ileri
Mikroskobi Laboratuvarinda bulunan Cell Observer SD Time Lapse mikroskop
kullanildi. Isik kaynagi olarak AOTF Lazer kaynagi kullanildi (488nm).

Goriintiileme i¢in Elektron-¢ogaltict CCD kameralardan faydalanildi. Bu sayede
yaklasik 1000 kat EM kazanci saglandi, pozlama siiresi yaklasik 30ms’ye diistiriildi,
boylece hiicrelere verilen muhtemel zarar minimuma disiiriilirken hiz korunarak
saniyede yaklasik 3 kare (frame) hiza ulasildi. 20X objektif kullanilarak 8 ila 10 alan
goriintlilendi (Plan-Apochromat 20X 0,8 Ph 2M27), goriintiilleme mikroskop tablasina
yerlestirilen mini-inkiibatorde, fizyolojik sartlarda gergeklestirildi.

5.2.4. LSM 780 Konfokal Mikroskop ve 793nm Kizilotesi lazer kaynag

In-vitro norit transeksiyonuna SGH hiicrelerinin akut kalsiyum yaniti deneyleri i¢in,
akson hasarinin uygulanabilecegi Multi-foton ve konfokal goriintiileme sistemlerini
birlestiren LSM780 mikroskobu kullanildi. Bu mikroskopta 151k yoluna eklenebilecek
ekstra kizil6tesi lazer kaynagindan ve konfokaliteye bagli yiiksek odaklama giiclinden
faydalanildi.  Goriintiileme i¢in 2 kanal kullanildi, bir yandan 488 nm floresan
gorilintiileme, bir yandan parlak alan goriintiilleme filtreleri devredeyken, 793 nm’lik
kizilotesi lazer kullanilarak 20X objektif ile norit hasar1 gergeklestirildi (Plan-
Apochromat 20X 0,8 Ph 2M27). Deneyler mikroskop tablasinda bulunan mini-
inkiibatorde, fizyolojik sartlarda gerceklestirildi.
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AKG kiiltiirlerinde noral ag olusumunun incelenmesi i¢in yapilan deneylerde
MEAlarin goriintiilenmesi aynit mikroskobun LED-Module lazeri ve HRM kamerasi
kullanilarak yapildi. Daha genis bir alan gézlemleyebilmek i¢cin 10X objektiften
faydalanildi (Plann-Apochromat 10X 0,45 Ph 1M27). Bu nedenle lazer giici
yiikseltildi ve yiiksek pozlama siiresi ile (320 ms) saniyede yaklasik 3,5 kare (frame)
goriintlilendi, deney diizenegine bagli olarak yaklasik 300 saniyelik zaman serisi
cekimleri, mikroskop tablasina yerlestirilen mini-inkiibatérde, fizyolojik sartlarda

gergeklestirildi.

5.3. Kullanilan Fare Hatlar

Periferik sinir kiiltiirleri i¢in 6-8 haftalik erkek Balb/c farelerden izole edilen Arka Kok
Gangliyon (AKG) hiicreleri kullanildi.

AKG kiiltiirlerinde noral ag olusumunun incelenmesi ¢calismalar i¢in ise Jackson
Laboratuvari’ndan getirilen fare hatlar1 caprazlanarak kullanildi. Glutamaterjik néron
govdelerine yonelik kre-rekombinaz enzimi bulunan “Vglut-ires-cre” knock-in hat ile,
kre’ye bagimli floresan kalsiyum indikator kodu tagiyan “Ai96(RCL-GCaMP6s)” hatti
ciftlestirildi. Gergeklesen kre-karsilagsmasi sonucu olusan yeni ¢ift-transgenik hattin
eksitator glutamaterjik noronlarinda GCaMP6s ifade edildi. Bu ifadenin gerceklesip
gerceklesmedigi genotipleme ile test edildi.

5.3.1. DNA izolasyonu ve genotipleme

Genotipleme icin 1 aylik farelerin kulaklarindan doku oOrnegi alindi. Dokular
Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) tiiplerindeki 75 pl 25 mM NaOH / 0.2 mM
EDTA’dan olusan lizis soliisyonu igine alindi. DNA elde etmek i¢in dokular
Thermocycler cihazina yerlestirildi ve Jackson Laboratuvari’nin 6nerdigi kirli DNA
izolasyon protokolii kullanildi (Tablo 5.3.1). Thermocycler cihazindan alinan tiiplere
75 pl 40mM Tris /HCI (pH:5.5) eklenip lizis soliisyonunun nétralizasyonu saglanda.
Ornekler 4000g de 5 dakika santrifiijlendi, siipernatant kismindan 100 pl alindi PZR

yapilana kadar +4 °C de saklandi. PZR reaksiyonunda Jackson’in 6nermis oldugu
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primerler kullanildi. Her 6rnek i¢in iki ayr1 PZR karisimi (Cre ve GecaMP) hazirlandi.
Sadece cre veya sadece GCaMP reaksiyonlarinda pozitif bant goriilen fareler iiretim
icin ayrilirken her iki reaksiyonda da pozitif bandin goriildiigii ikili transgenik fareler
kalsiyum deneyleri i¢in saklandi. Primer listeleri, PZR reaksiyon bilesenleri ve

protokolii tablo 5.3.1-5"de goriilebilir.

Tablo 5.3.1: Jackson Kirli DNA izolasyonu Protokolii

Sicaklik (C) Siire (dk)
98 60
15 00

Tablo 5.3.2: GCaMP6s ve Cre ifadesinin kontrolii i¢in kullanilan primer listesi

Protein: Primer Kodu Primer dizisi

GCaMP6s 19908 (mutant ileri primer) ACG AGT CGG ATCTCCCTT TG

GCaMP6s 0IMR9021 (geri primer) CCG AAAATC TGT GGG AAG TC
Cre 13126 (ileri primer) CGG TAC CACCAAATCTTACGG
Cre 11642 (mutant geri primer) ATC GAC CGG TAATGC AGG CAA

Tablo 5.3.3: Cre i¢in kullanilan PZR reaksiyon bilesenleri

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

13126 0.5

11642 0.5

ddH20 3

DNA 1

Tablo 5.3.4: GCaMP6s i¢in kullanilan PZR reaksiyon bilesenleri

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

19908 0.5
0IMR9021 0.5
0IMR9020 0.3

ddH20 3.7

DNA 1

Tablo 5.3.5: Ortak PZR reaksiyonu protokolii

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

72C 3:0

28



5.4. Hiicre Kiiltiiriine Hazirhk

5.4.1. Hayatta kalim takibi icin petri kaplarinin hazirlanmasi

e Standart 35-mm cam tabanli petri kaplar1 kullanildu.

e Petri kaplarinin alt yiizeyleri PALM mikro-diseksiyon cihazinin UV lazeri
ile agindirilarak (+) sembolii ¢izildi (Sekil 5.4.1-a).

e Petri kaplar1 ve kapaklar1 %70 etanol ile sterilize edilip steril distile su ile
2-3 kez durulandi. Laminar akis kabini icine yerlestirilip UV 1s1kta 2 saat
bekletilerek UV-sterilizasyon gergeklestirildi. (Sekil 5.4.1 -b).

e Saat 12 yonii kalict kalemle dis ylizeye isaretlendi, her ekim yogunlugu
icin farkli yarigcapta daireler cam petri kaplariin altina kalict marker ile
isaretlendi. (Sekil 5.4.1-c)

e Periferik sinir kiiltiirleri icin: d1:10-15 h/mm?, d2:20-25 h/mm?, d3:40-45
h/mm? yogunluklar1 igin, ri:10mm, r:7mm, rs:5mm, yaricaplarinda
daireler ¢izildi.

e Yalnizca isaretlenen alanlar %1 poly-I-lizin (PLL:dH20) ile kapland: (RT,
2 saat)

e PLL uzaklastirilarak petri kaplar1 2 kez steril distile su ile yikandh.

e Yalnizca isaretlenen alanlar %1 laminin (laminin:dH2O) ile kaplandi
(37°C,12 saat)

e Laminin uzaklagtirilarak petri kaplar1 2 kez steril distile su ile yikanda.

e Ekim Oncesi kurumaya birakildi.
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Sekil 5.4.1: Canlilik takibi yapilacak petri kaplarmin hazirlanmasi.

Petri kaplarinin tabanlarina lazerle isaretleme yapildi (a), petri kaplari sterilizasyona tabi
tutuldu (b), kalic1 kalemle ekim alan1 petri kab1 tabanina isaretlendi (c), petri kabi i¢ yiizeyinde
yalnizca ¢izili, alan yiizey aktif maddelerle kaplandi (d).

5.4.2. Aktivite takibi i¢in petri kaplarmin hazirlanmasi

Standart 35-mm cam tabanli petri kaplar1 kullanildu.

Her ekim yogunlugu i¢in farkli yaricapta daireler cam petri kaplarimin

altina kalict marker ile isaretlendi. Periferik sinir kiiltlirleri i¢in: r1:10mm,

r2:7mm, r3:5mm, yarigaplarinda daireler ¢izildi (Sekil 5.4.2-a)

e Yalnizca isaretlenen alanlar %1 poly-I-lizin (PLL:dH20) ile kapland: (RT,
2 saat)

e PLL uzaklastirilarak petri kaplar1 2 kez steril distile su ile yikandi.

e Yalnizca isaretlenen alanlar %1 laminin (laminin:dH20) ile kaplandi
(37°C,12 saat)

e Laminin uzaklagtirilarak 2 kez steril distile su ile yikand.

e Ekim Oncesi kurumaya birakildi (Sekil 5.4.2)
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Sekil 5.4.2: Aktivite takibi yapilacak petri kaplarinin hazirlanmasi.

Kalici kalemle ekim alani petri kab1 tabanina isaretlendi (a), petri kab1 i¢ ylizeyinde yalnizca

cizili, alan yiizey aktif maddelerle kaplandi (b).

5.4.3. MEA petri kaplarimin hazirlanmasi

o Mikro elektrot dizileri 5x5 cm genisliginde, 1,1 mm kalinliginda bir cam
pargasinin ortasina gémiilii sekilde bulunmaktadir.

e Standart 35-mm cam tabanli petri kaplarinin cam kisimlari ¢ikarilip
polistiren halka elde edildi (Sekil 5.4.3-a)

e Elektrot dizisi merkezde kalacak sekilde biyo-uyumlu toksik olmayan
yapistirici ile cam kisim, dizilerin bulundugu cama tutturuldu (Sekil 5.4.3-
b).

e Yapistiricinin kurumasi igin bir gece beklendi.

e Silikon elastomerden farkli yarigapta halkalar dokiildi ve MEAlara
yerlestirildi, r:10mm, r2:7mm, r3:5mm, yaricaplarinda halkalar hazirlandi.
(Sekil 5.4.3-c).

e MEAIlar %70 etanol ile sterilize edilip steril distile su ile 2-3 kez durulandi,
Laminar akis kabini igine yerlestirilip UV 1s1kta 2 saat bekletilerek UV-
sterilizasyon gergeklestirildi (Sekil 5.4.3-d).

e Mea petrileri %1 polyetilenamin (PEI) ile kaplandi (RT, 12 saat)

e PEl uzaklastirilarak 2 kez steril distile su ile yikand.
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e %2 laminin (laminin:dH20) ile kapland1 (37°C,12 saat)

e Laminin uzaklastirilarak 2 kez steril distile su ile yikandu.

e Ekim Oncesi kurumaya birakildi.

Sekil 5.4.3: MEA petri kaplarinin hazirlanmas.
35mm’lik cam tabanli petri kaplarmin cam alt yiizeyleri c¢ikarildi (a), MEA dizilerini

bulunduran camlara tutturuldu (b). Ekim alanini olusturmak iizere hazirlanan biyo-uyumlu
silikon elastomer halkalar MEA iizerine tutturuldu (c), MEA petrileri sterilizasyona tabi

tutuldu (d), halkalarin igleri yilizey aktif maddelerle kaplandi (e).

5.4.4. Vasatlarim hazirlanmasi

Vasatlar kiiltiir ve vasat degistirme Oncesinde taze olarak hazirlandi. Hiicre vasati
degistirilmeden Once hazirlanan taze vasat etiivde 37°C’ye getirildi. Vasatlarin

igcerigine tablo 5.4.1°de goriilebilir.

Tablo 5.4.1: AKG kiiltiirleri i¢in diseksiyon ve yasam vasatlar bilesenleri

Diseksiyon vasati Kiiltiir vasati Yasam Vasati
RPMI | %1 Antbiyotik | Neurobasal | %1 Antbiyotik | Neurobasal | %1 Antbiyotik
1640 %1 GlutaMAX | A %1 GlutaMAX | A %1 GlutaMAX
%2 B27 %2 B27
%5 Horse Serum
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5.5. Hiicre Kiiltiiru

5.5.1. AKG diseksiyonu

Balb/c fareler CO; solutma yontemi ile sakrifiye edildi. Fare 70% EtOH
ile yikandiktan sonra sirt derisi agilarak kostalar disekte edilip soguk tabla
tizerindeki diseksiyon vasati igerisine alindi. Diseksiyon vasati birkac kez
tazelenerek eritrositler uzaklastirildi. Hizli bir sekilde kostalarin omurgaya
baglandig1 noktalarda gomiilii olan AKG’ler, kaburga uclar1 forseps ile
ayrilarak 0,5X stereo mikroskop altinda toplandi. 35 ila 45 adet AKG

cikarilip diseksiyon vasati i¢inde periferik ve santral uzantilari budanarak

temizlendi (Sekil 5.5.1)

Sekil 5.5.1: AKG diseksiyonu.
CO:- solutma ydntemi ile sakrifiye edilen fareler 70% EtOH ile yikandiktan sonra sirt derisi

stereo mikroskop altinda acildi (a), dekapitasyon sonrasinda kaburgalarin kosta kemikleri
omurgaya baglandigi yerden ayilarak (b) diseksiyon vasatina alindi (c). AKG’lerin merkezi
sinir sistemine uzanan sinirleri agiga ¢ikacak sekilde temizlendi (d), kosta kemikleri ayrilarak

AKG’ler forseps yardimiyla ¢ikarildi (e, f).
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5.5.2. AKG hiicrelerinin elde edilmesi

e 15-20 AKG 1 ml birinci enzim soliisyonuna alindi1 (Kollajenaz tipl, 100
U/ml, kiiltlir vasati i¢inde)

e 45 dakika inkiibe edildi (37°C, %5CO>)

e Enzim soliisyonu uzaklastirildi.

e Dokular HBSS ile yikandi (1m X3)

e Dokular Iml’lik ikinci enzim soliisyonuna alindi (Tripsin 1mg/ml, kiiltiir
vasat1 iginde)

e 15 dakika inkiibe edildi (37°C, %5COz2)

e Tripsin ortamdayken dokulara DNAse eklendi (50 Ig/mL)

e Dokular gittikce daralan pipet uglarindan ve son olarak 26G insiilin
ignesinden gegirilerek nazikge triture edildi

e Bir kez daha DNAse eklenerek (50 Ig/mL) 30 dakika inkiibe edildi (37°C,
%5C0y)

e Hiicreler inkiibasyon sonunda 800 RPM’de 3 dakika santrifiijlendi (4°C)

e Enzim igeren siipernatant atildi

e Pellete enzim durdurma soliisyonu eklendi (%10 FBS ve 700lg/mL Tripsin
inhibitori, kiiltiir vasati i¢inde)

e 3-seviyeli Percoll gradiyenti olusturuldu. (Yukaridan asagiya Percoll
yiizdesi: %10, %35, %60, kiiltiir vasati i¢cinde)

e Enzim durdurma soliisyonundaki hiicreler yavasca gradiyentin iistiine
birakildi.

e Gradiyent 1700 RPM’de 20 dakika santrifiijlendi (4°C)

o %35’lik Percoll tabakasindan hiicreler toplandi ve 3 ml kiiltiir vasati igine
alindi

e 800 RPM’de 3 dakika santrifiijlendi.

e Temiz noronlardan olusan pellete yasam vasati eklendi.
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5.5.3. AKG hiicrelerinin ekimi

AKG néronlan gesitli yarigaplarda ekim alanlarina mm?’ye yaklasik 40, 20 ve 10
hiicre gelecek sekilde ekildi. Hiicre ekim yogunlugu degistirilirken petri kab1 basina
diisen toplam hiicre sayisinin ve toplam yasam vasatinin tiim 6rneklerde ayni olmasina
dikkat edildi. Boylece hayatta kalimi veya aktiviteyi etkileyebilecek olast hiimoral
olaylarin her petri kabinda ayni1 olmasi planlandi. (Tablo 5.5.1)

Tablo 5.5.1: AKG hiicrelerinin ekim yogunluklari

Nominal yogunluk (hiicre/mm?): 40-45 h/mm? | 20-25 h/mm? 10-15 h/mm?
Kiiltiir sayist: 9 9 9
Ekilen hiicre sayist: 3000 3000 3000
Ekim alani(mm?) 75mm? 147 mm? 300mm?
Ekim alani1 yarigapi (mm) r=5mm r=7mm r=10mm

Tablo 5.5.2: AKG hiicrelerinde kaplama protokollerinin 6zeti.
Deney: Petri kabu: Isaretleme/gizim: | Kaplama: Yogunluk:
Ekim yogunlugunun hayatta 35-mm cam | Lazer isaretleme %1 PLL, Tablo
kalima etkisinin arastirilmas1 | tabanh (+) ve Halka %21Laminin 55.1

¢izimi

Ekim yogunlugunun 35-mm cam | Halka ¢izimi %1 PLL, Tablo
aktiviteye etkisinin kalsiyum | tabanli %21Laminin 55.1
goriintiileme ile arasgtirilmast
Ekim yogunlugunun MEA petri Silikon halka Alev, %1PEI, | Tablo
aktiviteye etkisinin MEA ile kabi havuzlar %2Laminin 55.1
arastiritlmasi
Periferik sinir hiicrelerinde 35-mmcam | - %I1PLL, 20-25
uyarilabilirlik ¢aligmalari tabanli %321Laminin h/mm?
AKG kiiltiirlerinde noral ag MEA petri 4,7 mm gapinda Alev, %1PEI, | 80-100
olusumu kab1 klonlama halkas1 | %2Laminin h/mm?
AKG kiiltiirlerinde hasara 35-mmcam | - %1PLL, 10-15
SGC yamiti tabanli %21Laminin h/mm?
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5.6. Ekim Yogunluguna Bagh Aktivitenin Hayatta Kalmaya Etkisinin

Arastirllmasi

5.6.1. Ekim yogunlugunun Hayatta Kalimla iligkisinin Arastirilmasi

Hayatta kalim takibi icin hiicreler kiiltiirdeki birinci gilinden itibaren O©lii hiicre
¢ekirdeklerini boyayan Propidyum iyodiir (PI) ile muamele edildi (%5 nihai
konsantrasyon). Hayatta kalim araliklarla takip edildi. Parlak alan goriintiileme i¢in
76ms, floresan igin 35 ms poz (exposure) siiresi kullanildi. Hayatta kalim analizleri
icin hiicrelerin bi¢imini, ¢esidini ve uzantilarin1 secebilmek amaciyla 20X objektiften
yararlanildi (LD Plan Neofluer 20X, 0,4 Korr M27). Her giin ayn1 alanin ¢ekilmesi
hedeflendi, petri kab1 ortasina alt yiizeyden bu sebeple ¢izilen (+) sekli goriintiilleme
alaninin ortasina getirilerek tabla konumu 0’a ayarlandi, 0’1 merkezde tutarak 8x8
alandan gorilintii alindi. Kirmiz1 floresan kanalinda o6len hiicrelerin ¢ekirdekleri
goriintlilendi, parlak alan goriintiilleme sayesinde yapisal 6zellikleri ¢ok belirgin olan
ndronlarin sayim esnasinda glialardan gorsel olarak ayirt edilebilmesi hedeflendi.
Goriintilleme  kiiltiirdeki 1,3,5,7,9 ve 11.gilinlerde gergeklestirildi. Boylece aym
hiicrelerin zaman igindeki degisimleri ve hayatta kalimlar takip edildi (Sekil 5.6.1)
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Sekil 5.6.1: Canlilik takibi i¢in deney diizenegi.

Belirli araliklarla petri kaplarinin altindaki (+) isareti (0,0) konumuna getirilerek ayn1 alanlar
goriintiilendi(a). Cesitli ekim yogunlugundaki hiicreler (b), gesitli giinlerde alinmis goriintiileri

(©)

5.6.2. Ekim Yogunluguna Bagh Spontan Aktivitenin Arastirilmasi

MEA ile spontan aktivite takibi

Noron kiiltiirlerinde spontan aktivitenin zamanla degisimini takip etmek amaciyla
oncelikle MEAlara ii¢ ayr1 yogunlukta ekilmis néron kiiltiirlerinden, herhangi bir
boyamaya ihtiya¢ duyulmadan araliklarla 37°C fizyolojik sicaklikta elekriksel kayit
alindi. Kayit sonucunda 64 elektrottan kaydedilen elektriksel aktivite, 8X8 matrisler
halinde elde edildi (Sekil 5.6.2)
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Sekil 5.6.2: MEA kayd1 deney diizenegi.
Cesitli yogunluklarda ekilen hiicrelerden (sag) cesitli araliklarla kayit alind1 (sol)

Kalsiyum goriintiileme ile spontan aktivite takibi

Noron kiiltiirlerinde spontan aktivitenin zamanla degisimini takip etme amactyla Fluo-
4 kalsiyum goriintiileme metodundan faydalanildi. Bunun i¢in hiicre tipine gore fluo-
4 miktar1 optimize edildi. 10-15 h/mm?, 20-25 h/mm?, 40-45 h/mm? yogunluklarinda
ekilmis AKG noronlarina 2,5 uM/ml Fluo-4, yiiklendi yiiklendi ve spontan olarak
gortintiilendi aralikli giinlerde goriintii kaydedildi. (Sekil 5.6.3)

Fluo-4 Yiikleme Protokolii
Laminar akim kabininin i¢inde, hiicrelerin i¢cinde bulundugu yasam vasati pipetlenerek

hiicreler oda sicakligindaki HBSS ile 1 kez, Tyrode’s soliisyonu ile 1 kez yikandiktan

sonra 1ml’lik boya yiikleme soliisyonu eklendi (Tablo 5.6.1-4). Pipetlemeler esnasinda
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hiicrelerin kalkmamasi i¢in nazik davranildi ve normalde +4°C’de saklanan
soliisyonlarin oda sicakliginda olmasina 6zen gosterildi. Inkiibasyon oda sicakligs
civarinda gerceklestigi icin 37°C’lik memeli etiivii yerine 25°C’lik %5 CO: igeren
amfibi etiiviinde 30 dakika bekletildi. 30 dakika sonunda boyama soliisyonu ¢ekilerek
1 kez Tyrode’s soliisyonu ile yikama yapildi. Hiicreler goriintiileme vasatina alindi
(Tablo 5.6.5). Fizyolojik sartlara donebilmeleri i¢in 37°C’lik %5 CO2 igeren memeli

etiiviine kaldirildi. 10 dakika sonra goriintiilemeye gecildi.

Tablo 5.6.1: Tyrode’s soliisyonu igerigi

Kimyasallar: | 1mM 50 ml i¢in gerekli miktar (gr)
KCI 5 0,0187

NaCL 140 0,4

Hepes 5 2,5

NaH2PO4 1 0,0071

MgCI2 1 0,004

CaCl2 1,8 0,013

Glukoz 10 0,09

Tablo 5.6.2: %20’lik pluronik asit hazirlanmasi igin gerekenler

Pluronik Asit: | dH20
0,05gram 5ml

Tablo 5.6.3: 2,5 uM’lik, 1 ml boya yiikleme soliisyonu

Soliisyonlar: Eklenecek miktar
Tyrode’s soliisyonu 992,5 ul
Pluronik asit ¢ozeltisi (%20°lik) | 5 ul
Fluo-4 (InM’lik stoktan) 2,5 ul

Tablo 5.6.4: 1 uM’lik, 1 ml boya yiikleme soliisyonu

Soliisyonlar: Eklenecek miktar
Tyrode’s sollisyonu 994 ul

Pluronik asit ¢ozeltisi (%20°lik) S5l

Fluo-4 (InM’lik stoktan) 1 pl

Tablo 5.6.5: Goriintiileme vasati

Goriintiileme Vasati

Fenol kirmizi’siz Neurobasal A | %1 antibiyotik
%1 glutamax
%1 B27
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Sekil 5.6.3: Kalsiyum aktivite takibi i¢in deney diizenegi.

Belirli araliklarla ¢esitli yogunluklarda ekilmis hiicreler (b), Fluo-4 kalsiyum indikatorii ile
yiiklendi (c), her giin 50-200 arasinda ardarda hizli ¢ekim yapildi (d)

5.6.3. Goriintii analizi ve istatistik (1)

Deneyler sonucu .czi formatinda goriintiiler kaydedildi. Hiicre sayimi, ilgilenilen
bolgelerin secimi ve piksel datalarinin numerik diziler halinde kaydedilmesi ve format

degisimi i¢in FIJI uygulamasindan faydalanildi [137].

Ekim yogunlugunun hayatta kalmaya etkisinin arastirilmast i¢in hayatta kalim takibi
sonucu kaydedilen parlak alan+PI goriintiilerinden giinliik 61 ve canli hiicreler sayimi1
yapild1 (Sekil 5.6.4-a,d). Hiicre sayilari Office Excel programinda tablo haline
getirildi. Her giin i¢in, canli hiicrelerin 6lii ve canli hiicrelerin toplamina oranlandigi
“canlihk1” ve canli hiicrelerin kiiltiirdeki 1.giin canli olan toplam hiicrelere
oranlandig1 “canhlik 2” degerleri hesaplandi. Olii hiicrelerin gekirdeklerini boyamak
i¢in kullanilan PI 6len tiim hiicrelerin ¢ekirdeklerini isaretledigi ve kiiltiirlerde glia
oliimleri de oldugu i¢in “canlilik1” degerinde istenmeyen pertiirbasyonlar olustu. Bu
yiizden canlilik takibi i¢in “canlilik2” oranindan faydalanildi. Her giin ayn1 alanlar
goriintiilendigi i¢in “canlilik2” orani her bir petri kabindaki canlilik degisimini saglikli

sekilde ifade etmekteydi. Fakat her goriintiileme alaninda bulunan hiicre sayisi, petri
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kabindaki hiicre yogunlugunu rakamsal olarak temsil etmedi. Bu nedenle verilerin
gorsellestirilmesi i¢in oranlar her yogunluk i¢in 6nceden belirlenen bir div1 canli hiicre
sayisi ile optimize edildi. Canliligin zamanla degisimi grafiklerinin hazirlanmasi i¢in
Excel ve Graphpad Prism7 ‘den faydalanildi. Yogunlugun hayatta kalim oranina
etkisinin arastirilmasi igin Kaplan Meier hayatta kalim egrileri (survival curve) ¢izildi.
Iki hayatta kalim egrisinin kiyaslanmasi i¢in “log rank testi” kullanild1. Sifir hipotezi
olarak incelenen hiicre popiilasyonlarinin 6liim oranlar1 arasinda higbir fark olmadigi

kabul edildi. Test i¢in (1.1)’den faydalanildi.

(0, — E;)° L 02— E,)’
E, E,

x2(logrank) =

(1.1)

O1 ve Oz grup (popiilasyon) 1 ve 2’deki gdzlemlenen olaylar, E1 ve Ez ise aym
gruplardaki beklenen olaylar1 ifade eder. Sifir hipotezine goére, 6liim riski (8liim
olaylarinin sayisi / hayatta kalanlarin sayis1) bir grup i¢in hesaplanip bu durumun diger
gruba uygun olup olmadigi kontrol edilir. Bir grup i¢in toplam beklenen olay sayisi

(1.2) ile hesaplanir:

S d
E, = z?eri (1.2)
i—1 L

l

I2i, 1 olay1 esnasinda, grup 2’nin hayatta kalan popiilasyonunu temsil eder. Her olay
icin, n toplam olay sayist olmak tlizere, E1=n - E2 formiiliinden bulunabilir. Egriler, her

olay i¢in kiyaslanarak bir p degeri bulunur.

Ekim yogunlugunun aktiviteye etkisinin arastirtlmast amaciyla spontan aktivite takibi
icin iki ayr data elde edildi. Bunlardan ilki olarak Fluo-4 yiiklemesi ve goriintiileme
sonucu ele edilen zaman serisi goriintiileri incelendi (Sekil 5.6.4-b,e). Her giin i¢in
elde edilen serilerden hiicre gévdeleri ROI olarak secildi. Her bir frame i¢in arkaplan
florasan giiriiltiisii ROI’lerden ¢ikarilarak kalsiyum datasi temizlendi. Her ROl igin
AF=Fi-FO hesaplandi ve R=AF/Fi degeri grafige dokiildi. Her data serisi i¢in
(N=MaxR-MinR) degeri hesaplandi. Kalsiyum degisimi i¢in N=0,015 limiti
belirlendi. Hatali-pozitif (False-positive) degerlerin elenmesi i¢in yogun solma olan ve

tiim hiicrelerde ayni keskin degisimin gézlemlendigi goriintii serileri sayima dahil

41



edilmedi. Hizli ve yavas kalsiyum degisimi gosteren hiicrelerin tamamu aktif olarak
kabul edildi. Bu aktiviteyi indiikleyecek herhangi bir uyar1 olmadig i¢in aktivitenin
spontan oldugu disliniildii. Kalsiyum aktivitesi gdsteren hiicrelerin sayisi,

goriintiilenen toplam hiicrelere oranlanarak “aktivite” degeri elde edildi.

Ikinci data serisi de MEA kayitlarindan elde edildi (Sekil 5.6.4-c,f). Ol¢iim yapilan her
giin i¢in aktivite goriilen kanallarin sayisi toplam kanal sayisina oranlanarak “aktivite”

degeri elde edildi.

Aktivite/zaman grafiklerinin hazirlanmasi i¢in Excel ve Graphpad Prism7 ‘den
faydalanildi. Aktivitenin ekim yogunluguna gore degisim gosterip gostermedigi
Kruskal Wallis testi ile, ekim gilinleri arasindaki fark ise Friedman istatistik testi ile

arastirildi.

p ; B Eﬁ o 'Jg

o S P i

g e ; ) %%‘) e -
10-15h/mm? i 20-25 h/mm? 0-45 h/mm?

Sekil 5.6.4: Ekim yogunluguna bagli aktivitenin hayatta kalmaya etkisini inceleyen
deneylerinin dzeti.
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5.7. AKG Kiiltiirlerinde Noral Ag Olusumunun Incelenmesi

5.7.1. Elektriksel uyari protokolii

Deneylerde kullanilan elektriksel uyari donanimi, MEA, headstage, dijital-analog
cevirici, router circutry ve kontrol tinitesinden (PC) olugur. Dijital uyar1 sinyalleri, 5
kHz 6rnekleme hizinda National Instruments (NI) 6001 kart1 kullanilarak analog
voltajlara doniistliriildii. Analoga doniistirme ve yonlendirici devresi (router
circuitry), MATLAB'da, Data Acquisition Toolbox (Mathworks Inc.) ile yazilmig 6zel
bir kod ile kontrol edildi. Uyar1 sinyalleri voltaj kontrollii iki-fazli darbeler olarak
uygulandr. (Sekil 5.7.1) Uyarim parametreleri 6nceki caligmalardan uyarlanmigtir
[135, 136, 138]. Darbe siireleri (pulse duration) ve genlikleri, stabil ve tekrarlanabilir
cevaplari indiiklemek i¢in ampirik olarak 100-500 ps ve 1-3 V araliklarinda ayarlandi
[139]. Once uyarilmis néral yanit goriilene dek voltaj genlik ayarlamasi yapildi. Belli
bir genlikte nihai yanit goriildiikten sonra bir alt basamaga tekrar inilerek yanitin
uyarilmis olduguna dair kontrol verisi kaydedildi. Stimiilasyon periyodu esnasinda 2
atis yapilarak uyarmin etkinligi optimize edildi. Bireysel kalsiyum yanitlarini net bir

sekilde gozlemlemek igin stimiilasyon siiresi 6s olarak segilmistir [138, 139].
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Sekil 5.7.1: Tipik uyar stratejisi.

Bir uyan sinyali, 0,5 saniyede tekrarlanan, 400us siireli iki bifazik darbeden olusur (kirmizi
cerceve i¢inde, b) . Bu sinyal 6 saniyelik periyotlarda tekrarlanir.

5.7.2. Deney diizenegi

Deney siiresince MEAlar, 6zel olarak iretilmis 1siticilarla konfokal mikroskop
tablasina yerlestirildi [140]. Kiiltiiriin belirli giinlerinde, uyari i¢in aday elektrotlar
mikroskop altinda belirlendi. Bunun i¢in tiim elektrotlara sirayla uyari verilerek en ¢cok
cevap indiikleyen bolgeler gozlemlendi ve kaydedildi. Deney esnasinda secilen
elektrotlardan elektriksel uyar1 gonderilirken es zamanli olarak time-lapse goriintii
alindi. Genis elektrot alanmin tiimiinii goriintiilemek i¢in 10X Plan Apochromat
objektif, 488 nm eksitasyon ve 500-550 nm emisyon filtreleri kullanildi. Saniyede ii¢
poz (fps) kaydedildi. Bu pozlama GCaMP6s dinamiklerini goriintiilemek i¢in oldukca
yeterlidir [138]. Deneyin basitlestirilmis bir diyagrami Sekil 5.7.2°de goriilebilir.

Tim deneyler yukarda anlatilan sartlarda ve ayni uyar stratejisiyle gerceklestirildi.
Her deney i¢in elektrot bolgesinde 6nce spontan goriintiileme gergeklestirildi. Yarim
saat aranin segilen elektrotlara uyar1 gonderilerek deney protokolii uygulandi.

Ardindan reseptor antagonistleri esliginde deney protokolii tekrarlandi [141]. Son faz
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olarak antagonistler yikanarak ayni uyar1 protokolleri tekrarlandi. Deney siireci ve

ornek kayitlar Sekil 5.7.3’de goriilebilir.

ﬁ
1. Elektrot 2. Lokal 3. Zaman
secimi ve uyari uyarinin MEA serilerinin
komutunun yoluyla kaydedilmesi
baslatiimasi uygulanmasi
Bilgisayar MEA Mikroskop

I

Sekil 5.7.2: AKG Kkiiltiirlerinde néral ag olusumunun incelenmesi deneyi.

4. Analiz ve 6lcimler

Bilgisayar ortamindan, MATLAB ara-yiizii kullanilarak belirli bir elektroda uyar sinyali
gonderilir, MEA sisteminden elektriksel uyar1 elektroda iletilir (a), ayn1 zamanda
glutamaterjik noéronlarinda GCaMP6s ifade eden noéronlar goriintiilenir ve zaman serileri
kaydedilir (b). Son olarak elde edilen goriintiilerden uyaridan etkilenen tiim alanlar belirlenir
ve analiz edilir (c).
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Sekil 5.7.3: Deney siireci ve ornek kayitlar.

Her deney igin elektrot bolgesinde dnce spontan bir goriintiileme gergeklestirildi. Yarim saat
aranin segilen elektrotlara uyar1 gonderilerek deney protokoli uygulandi. Ardindan NMDA,
AMPA ve Kainate reseptor antagonistleri esliginde deney protokolii tekrarlandi). Son faz
olarak antagonistler yikanarak ayni uyar1 protokolleri tekrarlandi. Her grup tamamlandiginda
elde edilen zaman-serileri analiz edilerek grafige dokiildii.

5.7.3. Baglantilarin nérokimyasal olarak bloklanmasi

Glutamaterjik yolaklarin muhtemel baglantilara etkisini incelemek amaciyla iki
norokimyasal blokor (reseptor antagonisti) kullanildi. NMDA kanallarinin
bloklanmasi i¢in AP5, AMPA ve kainate kanallarinin bloklanmasi i¢in ise CNQX
kullanild1 [141]. AKG noéronlar1 30 dakika, 0,5uM CNQX, 100uM APS ile bloklanarak

uyar1 protokolii tekrarlandi.
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5.7.4. immiinohistokimya

MEAIlardan biri (Petri kab1 8) deney giinii %4 paraformaldehit (PFA, pH~6.9) ile fikse
edildi ve fosfat buffer ile nazikce yikandi (PBS). Bloklama ve gecirgenligin artirilmasi
bloklama soliisyonu ile yapildi (Tablo 5.7.1). PBS ile ikinci yikama ardindan primer
antikorlar ve sulandirma soliisyonu ile 1 gece 4°C’de inkiibasyon gerceklestirildi.
Primer antikor olarak 1:200 oraninda Anti -1l Tiibiilin (Abcam) ve 1:50 oraninda
Anti-Synaptophysin (Santa Cruz) kullanildi. Primerlerin yikanmasinin ardindan 633
nm ve 488 nm dalga boylarinda sekonderler eklendi (Sirasiyla 1:100 ve 1:400).
Boyama DAPI (1mg/ml) eklenmesiyle tamamland: ve konfokal goriintiilemeye dek
ornekler 1:1000 PBS-Azit icinde muhafaza edildi.

Tablo 5.7.1: ICC soliisyonlar1

Bloklama soliisyonu: Sulandirma soliisyonu:

3% bovine serum albumin (BSA, Sigma), | 3% BSA

1% goat serum (Sigma) 1% goat serum
0.3% sodium azide (Sigma) 0.1% Triton-X (Sigma)
PBS, Sigma PBS

5.7.5. Goriintii analizi ve istatistik (2)

Deneyler sonucunda elde edilen goriintiiler Fiji yazilimi ile islendi [137]. ROI’ler
olarak noron govdeleri, elle segildi. Secilmis bir grup ROI ve karsilik gelen
stimiilasyon elektrotu, bireysel bir deney seti olarak atandi. Bir ROI’nin kapsadigi her
pikselin, esit olarak dagilmais 151k yogunlugu varyasyonuna sahip oldugu varsayildi ve
her noronal birimin kalsiyum aktivitesi, ortalama alinarak hesaplandi. Ardindan,
arkaplan degerleri ¢ikarildiktan sonra her bir ROI i¢in 151k yogunlugunun goreceli
degisimi; AF/F(t) hesaplandi [142]. Giirtiltiiyii ortadan kaldirmak ve aralik disi frekans
bilesenlerini (out-of-range frequency components) ortadan kaldirmak i¢in her bir

zaman serisine hareketli ortalama filtresi uygulandi [143].
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Segilen ROI'lerin yanitlar1 arasindaki benzerligi degerlendirmek i¢in, her bir zaman

serisi ¢iftine ¢capraz korelasyon ve ¢apraz kovaryans analizi (2.1 ve 2.2);

1 N

Oxy(T) = mZ(xt—T - w) (e — 1y) (2.1)
t=1

Ty (T) = %y (1) (2.2)

V0 (0)0,,(0) '
uygulandi. N; uzunluk, u, ve u, swrasiyla X ve y zaman serilerinin ortalama

degerleridir.

Stimiilasyon periyodunda en uzun gecikmeye izin verecek sekilde ¢apraz korelasyon
sinyallerinin maksimum degerleri belirlendi. Daha sonra gecikme-telafili capraz
korelasyon sonuglar1 kullanilarak, Pearson korelasyon katsayilarin1 bulmak iizere,

denklem (2.3) ile sonuglar incelendi;

by NExy) — (E0E )
P INS = G0 INT Y - B y)

(2.3)

Baglantisallik analizlerinde, se¢ilen bir esik degerin tizerindeki korelasyon katsayilari
kullanild1 ve istatistiki anlamlilik (2.4) kullanilarak hesaplanan p-degeri istatistikleri

ile belirlendi.

N -2
Py =Gy |72 2 (2.4)

Kalsiyum yanitlarin1 hiyerarsik olarak gruplamak i¢in city-block ve tam baglanti
kiimeleme algoritmalar1 (complete link clustering algorithms) kullanildi. Faz
senkronizasyon indeksine ek olarak iligkili kalsiyum tepkilerinin faz-eslesme giiciinii
(phase coupling strength) belirlemek i¢in Ortalama Faz Tutarliigi (Mean Phase
Coherence MPC), degerleri hesaplandi [144]. MPC degerlerini hesaplamak igin

zaman serilerinin anlik faz farklarindan (2.5) yararlanilmistir,

N-1

1 . .
— i@x,y(jAL)
N Z ¢

j=0

MPC,, =

Xy (2.5)
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5.8. In-Vitro Norit Transeksiyonuna SGH Hiicrelerinin Akut Kalsiyum Yaniti

5.8.1. Deney diizenegi

35-mm cam tabanli petri kaplarina 10-15 h/mm? yogunlugunda ekilmis hiicrelere,
Satellit glial hiicrelerin ndron somalarindan ayrilmaya basladig kiiltiirdeki 48-72 saat
araliginda 2,5 uM/ml Fluo-4, yiiklendi. Hiicrelere multi-foton ve konfokal
gorlntiilleme sistemlerini birlestiren LSM780 mikroskobu kullanilarak hiicre
govdesinde 50-100 um uzakliktan norit kesisi yapildi. Noron ve SGH hiicrelerinin
hasara verdigi kalsiyum yanit1 akut olarak goriintiilendi. Kizil6tesi lazerin ortamda
olusturabilecegi kalsiyum dalgalanmasi test edilmek tizere kesim kriterine uygun bosa

(sham) atislar yapildi. Deneyin basitlestirilmis bir diyagrami Sekil 5.8.1°de goriilebilir.

Bolge
Segimi ve
Analiz

Zaman
Serilerinin
kaydedilmesi

4
_—
—

Aksotomi

= uygulamas

a Mikroskop b Bilgisayar

Sekil 5.8.1: AKG hiicrelerinde hasara SGH yanit1 deneyi.

Fluo-4 yiiklenmis hiicreler mikroskop altinda goriintiilenirken belirlenen aksonlara IR lazerle
akson hasar1 yapildi ve noron ve glialardaki kalsiyum yanit1 zaman serileri olarak kaydedildi
(a). Aksotomiden etkilenen bolgeler segilerek analiz edildi (b)
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5.8.2. Gap junction ve P2X7R’lerin norokimyasal olarak bloklanmasi

Akson hasar1 esnasinda gergeklesen kalsiyum hareketinin, glialar arasinda kurulmus
gap-junction yapilarindan olabilecegi ihtimalini test etmek {izere gap-junction blokorii
varliginda deneyler tekrarlandi. Bunun i¢in hiicreler 20 dakika 50 uM Carbenoxolone
(CBX) iginde inkiibe edildi ve CBX heniiz ortamdayken akson hasari protokolii ayn1
sekilde tekrarlandi [145].

Noral akson hasarinin SGH’lerde indiikledigi kalsiyum hareketinde piirinerjik reseptor
yolaklarinin ve ATP’nin etkilerini arastirmak i¢in deneyler 1uM P2X7 antagonisti
Brilliant Blue G (BBG) varliginda tekrarlandi [146].

5.8.3. Imaj analizi ve istatistik (3)

Deneyler sonucu hiicrelerin norit kesisi sonrasi zamansal kalsiyum degisimini gosteren
zaman serileri elde edildi. Kesi yapilan néron govdeleri, kesi yapilan ndrona bitisik
SGH hiicreleri ve ayr1i SGH ag1 FIJI yazilimi ile isaretlenerek 2 boyutlu parlaklik
degisimi serilerine doniistiiriildii [137]. Segilen alanlarn igerdigi her bir pikselin esit
oranda dagilim gosteren 151k siddetine sahip oldugu farz edildi. Her bir noéronal
tinitedeki 151k degisiminden kalsiyum degisimiyle ifade edilen aktivite (3.1) ile
hesaplandi.

FO) = 3 ) fi®) (31)

N: piksel sayis1 olarak belirlendi.

Her (t) icin se¢ilen alanlardan arkaplan sinyali ¢ikarilarak normalize edildi ve sinyal

yogunlugunun goreceli degisimi (3.2) kullanilarak belirlendi

F(t) - F,

AFJF = (3.2)

0

Bu uzaysal ortalama ardindan 1s1k siddetindeki rolatif degisiklik olan AF /F (t), her bir
(t) icin belirlendi ve grafige dokiildi. Her bir alan i¢in AF /F (t) serileri kesi Oncesi ve

sonrasi olarak ayrildi ve bagimli drneklem t-testi ile karsilastirildi. Kesim oncesi ve
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sonrasindaki degerde anlamli fark goriilen alanlarin kesi sonucunda yiikselen kalsiyum
yanit1 verdigi diisiiniildii. Son olarak kesimden etkilenen alanlarin birbiriyle iligkisi
Pearson korelasyon analizi ile arastirildi. Antagonistlerin yanit veren hiicreler

tizerindeki etkisi Fisher'in exact testi kullanilarak karsilastirildi.
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5.9. Malzeme Listesi

Tablo 5.9.1: Malzeme Listesi

Malzeme Firma — Katalog No
Poly L Lysine Sigma-P6282
Laminin Sigma-L2020
Biyo-uyumlu yapistirici Hollister-7730

RPMI 1640 Sigma-R0883
Neurobasal - A Gibco-A10888-022
Antibiyotik — Antimikotik Sigma-A5955

GlutaMAX

Gibco-35050061

B27 Gibco-17504044
Kolajenaz Sigma-C7657
Tripsin-EDTA Sigma-59418C
DNaz Sigma-D4513
Hanks Balanced Salt Solution | Sigma-H9269
Percoll Sigma-P4937
FBS Sigma-F4135
Horse Serum Sigma-H0146
Tripsin inhibitori Sigma-T6522
NGF Sigma- N6009
Pluronik asit Sigma-P2443
Fluo-4 Thermo Fisher F14201
Fenol kirmiz1’s1z Neurobasal A | Gibco-12348
Ap5 Sigma-A5282
CNQX Sigma-C293
CBX Sigma-C4790
Trizma base Sigma-T1503
HCI Sigma-H1758
NaOH Sigma-221465
EDTA Sigma-E9884
Propidyum iyodiir Sigma-P4170
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6. BULGULAR

6.1. Genotipleme Sonuclari

DNA Negatif  Pozitif 250 251
Ladder Kontrol Kontrol

DNA Negatif Pozitif 250
Ladder Kontrol  Kontrol

Sekil 6.1.1: Genotipleme Sonuglart.

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

6.2. Ekim Yogunluguna Dayali Spontan Aktivitenin AKG Néronlarinin in
Vitro Hayatta Kalimina Etkisi

6.2.1. Hayatta kalim ve aktivite takibi yapilacak érneklerde, hiicreler yapisti ve
saghkl uzantilar gelisti

Her ekim yogunlugunda, hiicreler saglikli bir sekilde petri kabinin tabanina tutunarak
akson uzattilar. Hiicre sayimi1 ve seyreltme sonucu yapilan ekimler sonrasinda istenen
oranda hiicre yogunluguna erisildi. Ilk giin %100 kabul edilen canlilik2 oran1 her
grupta zamanla azaldi. Petri kaplarinin alt yiizeyinin UV ile asindirilip isaretlenmis
olmasi, parlak alan goriintiileme agisindan bir sorun teskil etmemekle beraber, her giin
ayni1 hiicrelerin goriintiilenmesini sagladi. Her giin goriintiileme alaninin disindan da
orneklere bakildi, boylece goriintiileme isleminin hiicrelere zarar vermedigi teyid
edildi. Ug ayr1 yogunlukta ekilmis AKG hiicrelerinin cesitli zamanlardaki goriintiileri
Resim 6.2.1-3’de goriilebilir.
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Sekil 6.2.1: 40 h/mm?2 yogunlukta ekilmis AKG hiicreleri, kiiltiirdeki 1.glin (a), 3.glin (b),
5.giin (c) ve 7.giin (d).

Zaman i¢inde ndronlar, uzantilar ve glial hiicrelerin degisimi gdzlemlenebilir. Her giin i¢in 4
alan birlestirildi. Olgek cubugu: 100 um.
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100 um

G

Sekil 6.2.2: 20 h/mm2 yogunlukta ekilmis AKG hiicreleri, kiiltirdeki 1.glin (a), 3.giin (b),
5.giin (c) ve 7.giin (d).

Zaman i¢inde noéronlar, uzantilar1 ve glial hiicrelerin degisimi gozlemlenebilir. Her giin i¢in 4
alan birlestirildi. Olgek gubugu: 100 wm.
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Sekil 6.2.3: 10 h/mm2 yogunlukta ekilmis AKG hiicreleri, kiiltiirdeki 1.giin (a), 3.giin (b),
5.giin (c) ve 7.giin (d).

Zaman i¢inde néronlar, uzantilar1 ve glial hiicrelerin degisimi gozlemlenebilir. Her giin i¢in 4
alan birlestirildi. Olgek ¢ubugu: 100 pm.

6.2.2. Her ekim yogunlugunda hayatta kalim zamanla azald1

Parlak alan goriintiilemesi yapilan kiiltiirdeki 1,3,5,7,9 ve 11.giinlerde her grupta hiicre
Olimleri gozlendi (5 grup, n=15). Petri kabindaki canli néronlar ve PI ile isaretli
cekirdekler her giin icin sayildi. PI, 6len tiim hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyadigi i¢in
yogun glia dlimiiniin oldugu giinler canlilik egrilerinde probleme sebep oldu. Her
goriintiileme giiniinde ayn1 bolgelerdeki hiicreler sayilabildigi i¢in canlilik, her giinkii
ndron sayisi dikkate alinarak hesaplandi. Canhhik2, her giin sayilan néron sayisinin,
ilk goriintilleme giiniinde sayilan noronlara oranlanarak belirlendi. Her grup igin
ortalama canlilik yiizdesi ve her 6rnek i¢in canlilik yiizdesinin zamana gore degisimi

AKG noronlari i¢in Sekil 6.2.4 ve 5’de goriilebilir.
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Sekil 6.2.4: AKG kiiltiirlerinde her yogunluk grubu i¢in sayilan toplam canli néronlari giinlere
gore degisimi.

(d1: 40 h/mm?, d2: 20 h/mm?, ds: 10 h/mm?) Canl1 hiicre sayis1 normalize edilmistir.

Gruplarin ortalama hayatta kalim 40 h/imm?
oraninin ginlere gore degisimi
108 100
* 40 h/mm?
7z 80 =20 h/mm? % 80
b=
3 * 10 h/mm? =
EA 60 g g 60
52 gt
= 40 g 4
@ =
& £
T 9 20
0 0
1 3 5 7 9 11 1 3 5 7 9 1
Kultar guna Kulttr gtni
20 h/mm? 10 himm?
100 100
e 80 ? 80
3 5
z_ 60 z_ 60
% 40 % 40
>
k= T
20 T 2
o 0 4
1 3 5 7 9 1 1 3 5 7 9 1
Kltir gtini Kultar guna

Sekil 6.2.5: AKG Kkiiltiirlerinde gruplarin ortalama hayatta kalim orani ve her yogunlukta

sayilan gruplarin (n=5) ortalama hayatta kalim oraninin giinlere gore degisimi.

flk giin %100 canlihk oldugu kabul edilerek canlilik2 oram plot edilmis ve grafikler
hazirlanmgtir.
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6.2.3. Ekim yogunlugunun petride zamanla hayatta kalan hiicre oranimi
etkiledigi tespit edildi

AKG Kkiiltiirlerinde, yogunlugun hayatta kalim oranina etkisinin arastirilmasi igin
hayatta kalim egrileri (survival curve) ¢izildi. Hayatta kalim egrilerinin kiyaslanmasi

icin “log rank testi” kullanildu.

Oncelikle tiim gruplarda goriintiileme giinlerinde sayilan canli nron sayilar1 gruplar
ici topland1 ve kiimiilatif hayatta kalim egrileri kiyaslandi. Kiimiilatif canlilik
oranlarinin her grup igin birbirinden istatistiki olarak farkli oldugu gosterildi
(p<0.0001, Sekil 6.2.6)

Tim gruplar (n=5) Tim gruplar, 10/40

= 40 h/mm? - 40 h/mm?

1004 100
| - 20 h/mm? —I_ =10 h/mm?

= 10 h/mm?

50

= e

50

Canlilik Yiizdesi
Canlilik Yiizdesi

0 5 10 0
Kiltirdeki giin Kiltirdeki giin
Tiim Gruplar; 20/40 Tum Gruplar; 10/20
=40 h/mm? =20 h/mm?

50

Canlilik Yiizdesi
Canhlik Ytzdesi

100 100
=20 h/mm?2 i | =10 h/mm?
_|: axes

. E
0 5 10

0 5 10 Kiiltlirdeki giin
Kiltiirdeki giin

o

Sekil 6.2.6: AKG Kkiiltiirlerinde kiimiilatif canlilik oranlarimin (n=5) tiim ekim yogunluklar
arasindaki fark.

Arastirilan gruplarda bes tekrardan ti¢iinde (n=3, %60), log rank testi sonucunda 20-
25 h/mm? ile 40-45 h/mm? yogunlugundaki gruplar arasinda hayatta kalim acisindan

istatistiki bir farka rastlanamadi (Sekil 6.2.7). Hayatta kalan hiicre sayisinin giinlere
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gdre degisimini gdsteren egriler Friedman Istatistik testiyle arastirildi. Tiim &rneklerde
kiiltiirdeki giinler arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark gézlemlendi (p <0,001).
Post hoc testler tablo 6.2.1’de goriilebilir (p <0,001). Hayatta kalma yiizdesinin
zamana gore degisimini gosteren egriler Kruskal Wallis ANOVA ile kiyasladi. Ug
ekim yogunlugu arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark gézlemlendi (p =0.0026).
Post hoc testler istatistiki farkin di: 40 h/mm? ve d3: 10 h/mm? arasinda oldugu tespit
edildi (p=0.005)

Tablo 6.2.1: AKG kiiltiirlerinde giinlere gore hayatta kalan hiicre sayisinin farki. Friedman istatistik

testi.
Divl | Div3 | Divs | Div7 Div9 Div1l
DlVl nS nS nS **k*k *kkk *kkk
Div3 ns ns ns * Fxx otk
Div5 ns ns ns ns * kel
GRUP1 Grup1 10/40
100 =40 h/mm? 100 - 40 himm?
8 =20 hfmm? 2z - 10 h/mm?
o
L] =10 h/mm? S
=4
£ E
2 50 :l_ 2 5 —I_
ju)
[ 5
T £
0 0 I—
0 2 4 6 8 1] 2 4 6 8
Kualturdeki gin Kulturdeki gun

Grup120/40 Grup1 10/20

- 2
100 40 h/mm 100 - 20 himm?
7 - 2 = -
g 20 h/mm 3 =10 himm?
:5‘ .N
B 2
E £
£ 50 E 50
ju]
> ns )
& )
L 2
0 0
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Kulttrdeki gin Kulturdeki gtn

Sekil 6.2.7: AKG Kkiiltiirlerinde arastirilan 6rneklerde bes tekrardan ii¢iinde (n=3, %60) tiim
ekim yogunluklar1 arasindaki fark.
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6.2.4. MEA takibi sonuclar1

Ikinci spontan aktivite data serisi de MEA kayitlarindan elde edildi. Ol¢iim yapilan

her giin i¢in aktivite goriilen kanallarin sayis1 toplam kanal sayisina (64) oranlanarak

“aktivite” degeri elde edildi. AKG kiiltiirlerinde MEA kayitlar1 kalsiyum goriintiileme

kadar etkin bir sonu¢ veremedi. Bunun sebebi olarak AKG noéronlarinin aksiyon

potansiyeli olmaksizin yavas kalsiyum cevabi verebilecegi diisiintildii. 40 h/mm?2

yogunlugundaki bir 6rnege kronik NGF uygulamasi yapilmasi ardindan DIV9

itibariyle tek kanalda aktiviteye rastlandi (Tablo 6.2.2).

Tablo 6.2.2: AKG hiicre kiiltiirlerinin MEA ile elektriksel aktivite 6l¢timii, aktif kanal yiizdelerinin

giinlere gore degisimi.

Aktif kanal yiizdesi
Ekim yogunlugu: Petri kabi# | DIV6 DIV9 DIv14
10 hiicre/mm? 1 0 0 0
20 hiicre/mm? 1 0 0 0
40 hiicre/mm? 1 0 0 0
40 hiicre/mm?, (NGF eklenmis) 1 0 1,6 1,6

6.2.5. Kalsiyum goriintiileme sonuclari

Fluo-4 yiiklemesi ve goriintiileme sonucu ele edilen zaman serisi goriintiileri incelendi.

Goriintlileme alanma giren her bir hiicre segilerek kalsiyum degisimi egrileri elde

edildi. Her giin igin elde edilen seriler izlenerek kalsiyum aktivitesi gosteren hiicrelerin

sayis1, goriintiilenen toplam hiicrelere oranlanarak “aktif hiicre yiizdesi” degeri elde

edildi. Aktif hiicre yiizdesinin kiiltiirdeki glinlere gore degisimi Sekil 6.2.8°de ve tablo

6.2.3’de goriilebilir.
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Tablo 6.2.3: Aktivite takibi yapilan AKG hiicrelerinde aktif hiicre yiizdesinin zamana gére degigimi.

Aktif hiicre ylizdesi
Ekim Yogunlugu: Petri DIVl DIV3 DIV5 DIV7 DIV9 DIV11l
kabw#
10 h/mm? 1 10,7 1,8 8,3 0 0 0
10 h/mm? 2 26,9 10,6 16,7 0 0 0
20 h/mm? 1 7,8 3,2 5,3 3,6 2,1 2,5
20 h/mm? 2 17,1 11,9 91 20,1 12,3 10,6
40 h/mm? 1 4,5 4,3 0 3,8 4,6 5,2
40 h/mm? 2 31,1 16,2 2,9 2,6 2,5 1,3

Aktivite ylizdesinin zamana gore degisimini gosteren egriler Kruskal Wallis ANOVA

ile kiyasladi. Ug ekim yogunlugu arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmedi (p=0,48). Kalsiyum goriintiilemesi yapilan tiim hiicrelerin kiimiilatif

aktivitesi ve ortalamasi, Sekil 6.2.9-11’de goriilebilir.

AKlifﬁhUcreyUzdgsini_n zamaan 40 h/mm?
gore degisimi - kimulatif
40
40
- «40h/mm || 8
[T} kel
2 =20 h/mm? || N
3 >
> _ * 10 h/mm? o
52 20 g2
3 "
=
< <
0
3 4 7 5 M 0 —; 3 7 M
Kiltiir giina Kiiltiir giinii
20 h/mm? 10 h/mm?
40 40
= =
(V] [
il kel
N N
:; :;
o o3
G =20 G =20
3 3
=
) \'/“\*\’__M )
0 0
3 5 7 9 11 1 5 7 11
Kiiltiir giini Kiiltiir giinii

Sekil 6.2.8: Aktivite takibi yapilan AKG hiicrelerinde aktif hiicre yiizdesinin zamana gore

degisimi.
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AFIF
100%

50s

Sekil 6.2.9: 40 h/mm2 yogunlukta ekilmis AKG hiicrelerin, kiiltiirdeki 1.giin (a), 3.giin (b),
5.giin (c) ve 7.giin (d) goriilen aktiviteleri, AF/F.

Her bir ndronun aktivitesi kirmizi ile giinliik ortalama lacivert ile gosterilmistir.
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Sekil 6.2.10: 20 h/mm?2 yogunlukta ekilmis AKG hiicrelerin, kiiltiirdeki 1.giin (a), 3.giin (b),
5.giin (c¢) ve 7.giin (d) goriilen aktiviteleri, AF/F.

Her bir néronun aktivitesi kirmizi ile giinliik ortalama lacivert ile gosterilmistir.
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Sekil 6.2.11: 10 h/mm2 yogunlukta ekilmis AKG hiicrelerin, kiiltiirdeki 1.giin (a), 3.giin (b),
5.giin (c) ve 7.giin (d) goriilen aktiviteleri, AF/F
Her bir néronun aktivitesi kirmizi ile giinliik ortalama lacivert ile gosterilmistir.
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6.2.6. Aktivitenin canhlkla iliskisi arastirildi

40 h/mm?

= 100-

2 B 40 h/mm?
EE 80 -=- Activity
g 3 oo
© S
b :% 40
L=
>
rx

< 0 — b )

i 3 5 1 9 11

Kaltardeki giin

Sekil 6.2.12: 40 h/mm?2 yogunlugunda ekilen AKG hiicrelerinde aktivitenin canlilikla iliskisi

Siitiin grafigi glinlere gore hayatta kalim ytlizdesini (n=5), ¢izgi grafigi giinlere gore aktif hiicre
yiizdesini (n=2) gosteriyor.
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Sekil 6.2.13: 20 h/mm?2 yogunlugunda ekilen AKG hiicrelerinde aktivitenin canlilikla iligkisi.
Siitiin grafigi giinlere gore hayatta kalim yiizdesini (n=5), ¢izgi grafigi giinlere gore aktif hiicre
yiizdesini (n=2) gdsteriyor.
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Sekil 6.2.14: 10 h/mm2 yogunlugunda ekilen AKG hiicrelerinde aktivitenin canlilikla iligkisi.
Siitiin grafigi giinlere gore hayatta kalim yiizdesini (n=5), ¢izgi grafigi giinlere gore aktif hiicre
yiizdesini (n=2) gosteriyor.

6.3. AKG Kiiltiirlerinde Noral A Olusumunun incelenmesi

6.3.1. Hiicreler yapisti, saghkh uzantilar olusturdu ve gézlemlenecek yeterince
GCaMP+ noron elde edildi

Bu deneyde noktasal elektriksel uyarilan hiicrelerin kalsiyum aktivitesini es zamanl
olarak goriintiilenebilecegi bir sistem gelistirilerek AKG hiicrelerinin in vitro

baglantilarini aragtirildi.

Kiiltiir protokolii sonucunda %90-95 canlilik oraninda karisik bir hiicre popiilasyonu
elde edildi. Ekilen hiicreler MEA yiizeylerine giiclii sekilde tutundu ve ekim sonrasi 1.
saatten itibaren akson uzatmaya basladilar. Ekilen hiicrelerin ortalama %60-65’inin
noronlardan, gerisinin glialardan olustugu tespit edildi. Sekil 6.3.1, kiiltiirde 1. giinde

MEA {izerinde AKG noronlarini gostermektedir.
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Sekil 6.3.1: MEA iizerinde ki AKG kiiltiirlerinin parlak-alan goriintiisii.
Kiiltiirdeki giin; DIV1, 10X/25X biiyiitme, Olgek ¢ubugu: 100 um.

Uretilen ¢ift-transgenik hayvanlarin AKG hiicre Kkiiltiirlerinde yiiksek oranda
GCaMP6s ifadesi gozlemlendi. Sekil 6.3.2, hiicrelerin faz kontrast ve florsan

goriintlilerini gostermektedir.

Sekil 6.3.2: Tipik bir kiiltlir preperatinin faz contrast (a) ve florasan (b) resmi.
MEAlarda kiiltiirler yaklasik 100 hiicre/mm? olacak sekilde ekildi. Florasan goriintii

GCaMP6s ekspres eden glutamaterjik ndronlari agikca gostermektedir. Kiiltiirdeki giin; DIV3,
10X biiyiitme, Ol¢ek ¢ubugu: 50 um.
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Deneyler kiiltiirtin 2-11. giinlerinde gercgeklestirildi. AKG noéronlarinin arasindaki
post-sinaptik baglarin arastirilmasi i¢in glutamat reseptor antagonistleri kullanildi
[147]. NMDA, AMPA ve Kainate reseptor blokorleri ortamda mevcutken, sinaptik
etkilesim tamamen kesildi ve indiiklenen kalsiyum aktivite Oriintiileri degisti.
Sonuglarin antagonistlerle iligkisi, yilkama sonrasi deneylerin tekrarlanmasi yoluyla

teyid edildi. Deney asamalari ve alinan ortalama yanitlar, sekil 6.3.3 de goriilebilir.
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Adim 1: Spontan Aktivite

P : ; \MM

1 o]

AF/F 100%

Adim 4: Yikama sonrasi uyarilmis Aktivite

| M
6sn

Sekil 6.3.3: Deneysel asamalar ve sonuglar.

Birinci adim; uyar1 verilmeksizin spontan kayit. ikinci adim; Elektriksel uyar1 esnasinda kayit.
Ugiincii adim; Kiiltiirler antagonistlerle muamele edildikten sonra elektriksel uyar1 ve kayait.
Dordiincti adim; Blokorler ortamdan uzaklastirilip beklendikten sonar elektriksel uyari ve
kayit. Kirmizi ve lacivert izler, ayni ¢* ve ¢ primer ndronlarin aktivitelerini gostermektedir.
Mavi alanlar; esik alt1 degerleri gosteriyor. Gri gizgiler, uyari anlarini (instant) géstermektedir.
Her uyar1 metotlarda bahsi gegen 2Hz’lik ikili-iki fazli 6 saniyelik atimlar1 gosteriyor. Dikey

eksen, normalize edilmis AF/F.
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6.3.2. Primer ve sekonder noronlar tanimlandi

Aktif MEA alanlari, elektrotlarm bulundugu yaklasik Imm?’lik bolge, 10X objektifle
gozlemlendi ve bu bolgede bulunan tiim néron gévdeleri sayildi (Tablo 6.3.1, Siitun
A). Elektrotla direk uyarilan néronlara primer noronlar verildi. Her elektrotun
cevresinde, primer noronlarin bulundugu dairesel bir ¢ alan1 belirlendi ve e-komsuluk
alam olarak adlandirildi. Birincil noronlarin aktivitesiyle uyarilan noronlara ise
sekonder noronlar adi verildi. Sekonder noéronlar, komsuluk alaninin disinda, aktif
elektrot alaninda gozlemlendi. Bu alana komplementer alan adi verildi. Bu tanimlara

sekil 6.3.4°de yer verilmistir. Deneylerimizde, ¢ = 50 gm alinmustir.

o o) o) o (o) o (o o
o (o) o o (o] o (o) o
o (o) o o o o (o] o

(o] O o) o) O o o o)
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] } o o o o o

o) O o) O O o O O

o o o o o kemplementer
alan

Sekil 6.3.4: e-komsuluk alan1 ve komplementer alan

Mavi kesikli ¢izgiyle sinirlanan alan aktif elektrot alanini gostermektedir. Uyart elektrotunun
cevresinde kalan alana e-komsuluk alani, disinda kalan alan ise komplementer alanlardir.

Her bir MEA petrisindeki temel etkilesim profilleri Tablo 6.3.1’de goriilebilir. 8 adet
MEA petrisinde, aktif elektrot alanlarinda bulunan toplam 437 nérondan (Tablo 6.3.1,

Satir A) 181 adedi komsuluk alaninda bulundu (Tablo 6.3.1, Satir B). Bu ndronlarin
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hepsi primer néron olmak igin aday noronlar olarak disiiniilebilir. Adaylardan
hangilerinin primer néron oldugunu belirlemek igin segili elektrottan uyar1 gonderildi.
Aday ndronlardan 37 tanesi bu uyariya kalsiyum yanit1 verdi (p<0.05; Primer ndronlar,
Tablo 6.3.1, Satir C). 33 primer nérondan 22 tanesi en az bir adet bagka néronu uyardi
(60% = 15.7 giiven aralign 95%, p<0.05, Sekonder néronlar, Tablo 6.3.1, Satir D).
Primer noronlarla uyardiklari sekonder ndronlar arasinda kaydedilen maksimum

mesafeler Tablo 6.3.2.1°in son Satirinda goriilebilir.

Tablo 6.3.1: Temel etkilesim profilleri
MEA1l | MEA2 | MEA3 | MEA4 | MEAS5 | MEAG6 | MEAT7 | MEAS

A 52 43 54 74 50 53 49 62
B 33 27 10 51 14 10 13 23
c* 5 4 3 5 6 5 4 5
D* 3 3 2 4 3 2 2 3

E (um) | 1000 860 730 800 920 900 600 700

A: Aktif elektrot alanindaki toplam néronlar (1mm?)

B: e-komguluk alanindaki aday ndronlar.

C: Primer ndronlar

D: Sekonder noronlar aktiflestiren primer néronlar

E: Primer ve sekonder néronlar arasindaki maksimum mesafe.

* Yalnizca denklem 2.1 ve 2.2 sonucunda ulagilan istatistiki olarak anlamli (p<0.05) degerlere yer
verildi.

Uyarn elektrotuyla primer néronun arasinda fiziksel temas olup olmamasina bagl
olarak iki cesit yanit profili gozlemlendi. Eger elektrotla primer ndron arasinda direk
temas mevcutsa, buna c* primer néron, olmadigi durumda ise ¢* primer néron denildi.
37 primer nérondan 21 adedinin ¢ (57%), 16 adedinin ise ¢ (43%) tipinde oldugu
goriildii. C* néronlariin aktivitesi sinaptik blokorlerle engellenemedi. C ndronlarin

aktivitesi ise blokorlerle sessizlesti. Sekil 6.3.3 her deneysel asamada c* ve ¢
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noronlarinin yanitini géstermektedir. Sekil 6.3.5 ve 6°da deney ve bloklama fazlarinda

primer noronlarin yanitlari (¢ i¢in n=13; ¢”i¢in n=10) goriilmektedir.

— A\ -
g}o’ 'S "
% 2 oK
% 2y 2
Spontant Uyarilmig Uyarilmig
aktivite aktivite aktivite + Blok

Uyarilmig
aktivite
w X
o ©
Uyariimis g2

aktivite + Blok

Sekil 6.3.5: ¢* primer noronlarin yanit profilleri.

Uyar elektrodu, ve 6rnek bir ¢* primer néron sematize edildi (iist). Her bir deney farkli
renklerde gosterildi (n=13). Ortalamalar ise siyah kalin ¢izgiyle ifade edildi. Kirmiz1 kesikli
cizgiler uyar atiglarin1 gosteriyor. Uyar1 periyodu 6s. Dikey eksen normalize edilmis AF/F
degerini gosteriyor.
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Sekil 6.3.6: ¢” primer néronlarin yanit profilleri.
Uyar elektrodu, ve 6rnek bir ¢ primer néron sematize edildi (iist). Her bir deney farkli

renklerde gosterildi (n=10). Ortalamalar1 ise siyah kalin ¢izgiyle ifade edildi. Kirmiz1 kesikli
cizgiler uyar atiglarin1 gosteriyor. Uyar1 periyodu 6s. Dikey eksen normalize edilmis AF/F

degerini gosteriyor.

6.3.3. Primer noronlarin sekonder néronlarin aktivitesini glutamaterjik

baglantilar yoluyla modiile ettigi gosterildi

Primer ve sekonder noronlar arasindaki etkilesimler sekil 6.3.7, 8 ve 9°da

gosterilmistir. Sekil 6.3.7°de bir ¢ primer néron gdsterilmistir. Primer néron (ROI 1)

sekonder ndronlar1 (ROI 2 ve 3) uyarir (p<0.05) ve bloklandiginda tiim uyarilan

aktivite sessizlesir.
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Sekil 6.3.7: ¢ noron etkilesimleri.
Elektrotla primer néron arasinda direk temas bulunmamaktadir. C* primer ndron, 2 tane

sekonder néronu uyartyor. Blokdorlerin varliginda (sag) ve yoklugunda (sol) AF/F grafiklerini

gosteriyor.

Sekil 6.3.8 ve 6.3.9°da ¢ noronlar goriilmektedir. Glutamaterjik inhibitorlerin
etkisiyle primer néronlarin Ca®" aktivitesi bloklanamasa bile, sekonder ndronlarda
uyarilan aktivitenin durdugu goriilmektedir. ikincil ndronlar, primer néronlarca
uyarilmalar1 oncesinde sessiz veya spontan bi¢cimde aktif olmalarina bagli olarak iki
aktivite profile sergilemektedir. Bu iki profilin goriilme sikligi esittir (%30, 7/22).
Sekil 6.3.8’de C* primer ndronun dnceden sessiz olan bir noronu uyardigi ve bu ikincil

aktivitenin blokorlerle sessizlestigi goriilebilir (p<0.005).
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Sekil 6.3.8: ¢+ noéron etkilesimleri, sekonder néron uyari 6ncesinde sessiz.

Elektrotla primer noron arasinda direk temas bulunmaktadir. C* primer néron, énceden sessiz
olan bir tane sekonder néronu uyariyor. Blokérlerin varliginda (sag) ve yoklugunda (sol) AF/F

grafiklerini gosteriyor.

Sekil 6.3.9°da ¢* primer néronun dnceden spontan olarak aktif olan bir néronu uyardig
goriilmektedir. Bu ikincil aktivite, blokor varliginda siirse de, devam eden aktivitenin
primer noéron aktivitesiyle gosterdigi faz-uyum modiilasyonu ortadan kalkmigtir

(p<0.005).
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Sekil 6.3.9: ¢+ noron etkilesimleri, sekonder néron uyar1 6ncesinde aktif.

Elektrotla primer néron arasinda direk temas bulunmaktadir. C* primer néron, 6nceden aktif
olan bir tane sekonder néronu uyariyor. Bloklu durumda faz-uyum modiilasyonu goriiliiyor.

Blokdrlerin varliginda (sag) ve yoklugunda (sol) AF/F grafiklerini gosteriyor.

6.3.4. Yiiksek-dereceli (high-order) Sinaptik baglantilar

Kiiltiirlerin ekim yogunlugunun artirilmasi ile daha komplike baglanti Oriintiileri
ortaya ¢iktl. Boyle bir oOriintiiniin semas1 Sekil 6.3.10-13’de goriilecektir. C™ primer
noron, komplementer alanda 8 ayr1 sekonder néronu uyarmistir (Sekil 6.3.14-b).
Antagonistlerle deney tekrarlandiginda, primer ve sekonder néronlar arasindaki
etkilesim yok olmustur (p<0.005). 3 genlik basamagindan olusan bir uyari stratejisi
izlenmistir (2V-3V-2V; i, ii, iii). i ve iii basamaklar1 arasinda, ROI 1, 4,5 ve 9’un
uyarilabilirlik seviyelerinde (excitability) istatistiki olarak anlamli bir artis

gozlemlenmistir (*p<0.05).
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Sekil 6.3.10: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROI 1.
Roi 1’in zamana bagli aktivitesi, i, ii ve iii voltaj adimlarinda (2V-3V-2V) c- ndéronun

aktivitesini (AF/F) gosteriyor. (b) Her uyar1 atiminda kaydedilen ayr1 yanitlar ve ortalamalart,
1 icin n=10 atim, ii i¢cin n=20 atim ve iii i¢in n=10 atim. (c¢) Roi 1’in 3 voltaj adiminda
kaydedilen ortalama cevaplari, roi 1’in ortalama cevap derecesi (i) adimindan (iii) adimina

anlaml1 olarak artt1 (p<0.05).

d roi4 #_ﬁﬂ/ﬁxwhﬂ\_gd\“k_**___
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ol H\%
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Sekil 6.3.11: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROI 4.
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roi 4

Roi 4’lin zamana bagl aktivitesi, i, ii ve iii voltaj adimlarinda (2V-3V-2V) c- primer ndronun
uyardig1 sekonder néronun aktivitesini (AF/F) gosteriyor. (b) Her uyar1 atiminda kaydedilen
ayr1 yanitlar ve ortalamalart, i igin n=10 atim, ii i¢in n=20 atim ve iii i¢in n=10 atim. (¢) Roi
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4’tin 3 voltaj adiminda kaydedilen ortalama cevaplari, roi 4’tin ortalama cevap derecesi (i)

adimindan (iii) adimina anlamli olarak artt1 (p<0.05).
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Sekil 6.3.12: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROI 5.
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Roi 5’in zamana bagli aktivitesi, i, ii ve iii voltaj adimlarinda (2V-3V-2V) c- primer néronun
uyardig1 sekonder néronun aktivitesini (AF/F) gosteriyor. (b) Her uyar1 atiminda kaydedilen
ayr1 yanitlar ve ortalamalari, i i¢in n=10 atim, ii i¢in n=20 atim ve iii i¢in n=10 atim. () Roi
5’in 3 voltaj adiminda kaydedilen ortalama cevaplari, roi 5’in ortalama cevap derecesi (i)

adimindan (iii) adimina anlamli olarak artt1 (p<0.05).
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Sekil 6.3.13: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROI 9.

¢ m
I Giii)
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0
roi 9

Roi 9’un zamana bagli aktivitesi, i, ii ve iii voltaj adimlarinda (2V-3V-2V) c- primer néronun
uyardigi sekonder néronun aktivitesini (AF/F) gosteriyor. (b) Her uyar1 atiminda kaydedilen
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ayr1 yanitlar ve ortalamalart, i i¢in n=10 atim, ii i¢in n=20 atim ve iii i¢in n=10 atim. (c) Roi
9’un 3 voltaj adiminda kaydedilen ortalama cevaplari, roi 9’un ortalama cevap derecesi (i)
adimindan (iii) adimina anlamli olarak artt1 (p<0.05).

Her uyar1 periyodunda (i,ii,iii) kaydedilen yanitlar arasinda ¢apraz korelasyon ve MPC
analizi ile baglantisallik arastirildi. Anlamli baglantilar (p<0.005) hiyerarsik agaclar
olarak sekil 6.3.14-a’da bulunabilir. Capraz korelasyon analizi sonrasinda iligkili
oldugu gozlemlenen ROIlerin renk-kodlu bir ag oriintii 6nerisi Sekil 6.3.14-e de
goriilebilir. Ug uyar1 periyodunda ag yapilarinin hiyerarsik baglantilar1 degisiklikler
gosterdi. her uyar1 periyodunda, es ROI’ler arasinda kaydedilen baglanti kuvvetleri

(strength) Tablo 6.3.2’de verilmistir.
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) ) 6 0.4
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Sekil 6.3.14: Cok-katmanli etkilesim profilleri; ROI’lerin aktivitelerinin korelasyon analizine
gore olusturulmus hiyerarsik agaclar (a).

Anlamli baglantilar kuvvetine gore siralanmistir (p<0.05).
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Tablo 6.3.2: Cok-katmanli etkilesim profilleri

ROI1-6
ROI'1 -4
ROI'l1 -5
ROI1-9
ROI 4 -5
ROI4 -6
ROI4-9
ROI5 -6
ROI5-9
ROI6-9

0.61
0.53

i
0.74
0.72
0.91
0.79
0.65
0.42
0.80
0.76
0.77
0.57

iii
0.77
0.81
0.75
0.76
0.75
0.82
0.90
0.73
0.78
0.77

* Yalnizca istatistiki olarak anlamli MPC skorlart dikkate alinarak hazirlandi (p<0.05; denklemler 4 ve

5).
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6.3.5. Sinapslarin varhg: yapisal olarak dogrulandi

Fonksiyonel olarak gosterilen sinaptik baglantilarin  yapisal olarak varlig,
immiinohistokimya yoluyla dogrulandi. Bu boyama i¢in Tablo 6.3.1°daki 8. MEA
petrisi kullanildi. Sinaptofizin, tiim tiibiilin(+) noéronlarin bilhassa {i¢ bolgesinde
goriintiilendi. Bu bolgeler; akson uglari, akson-govde kontak alanlar1 ve akson-akson
kesisim bolgeleridir. Bunlar akso-sinaptik, akso-somatik ve akso-aksonik sinapslara

tekabiil eder. Boyama sonuglar1 Sekil 6.3.15°de goriilebilir.

Sekil 6.3.15: immiinohistokimya.
8 no’lu MEA petrisindeki AKG kiiltiirti, kiiltiiriin 3. Giiniinde (deney giinii) fikse edilip

boyandi. 3 kanalda goriintii gosterilmektedir, B-111 Tiibiilin; kirmizi, Synaptophysin; yesil, ve
DAPI; mavi ile gosterilmistir. (1), akson-soma baglantilarini, (2) akson terminalini

gostermektedir. Objektif: 40X, Olgek cubugu:10um.
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6.4. In-Vitro Norit Transeksiyonuna SGH Hiicrelerinin Akut Kalsiyum Yaniti

6.4.1. Hiicreler saghkh sekilde yapisip akson uzatti

Kiiltiir protokolii, yaklasik %95 hayatta kalim oranina sahip saglikli hiicreler elde
etmemizi sagladi. Satellit glial hiicreler, deneylerin amacina uygun sayida

gbzlemlendi (Kiiltiirde 2. Giin; %65 civart).

6.4.2. Kalsiyum indikatérii yiikleme islemi sonrasi néron ve SGH hiicreleri
etkin bir sekilde boyandi

Boyama protokolii sonucu tiim hiicreler Fluo-4 AM ile yiiklendi. Hiicrelerin faz
kontrast ve florasan goriintiileri Sekil 6.4.1°de goriilebilir. Deney esnasinda, hem
AKG noron govdelerine bitisik, hem de go¢ etmis satellit glial hiicre gruplar
goriilmekteydi. Bitisik glial hiicreler SGHA, go¢ etmis olanlar SGHP olarak

adlandirilmistir.

Sekil 6.4.1: Kiiltiirde 2. giinde Fluo-4 yiiklii AKG noéronu (N1) ve glialar (S1, S2).

Soldan saga florasan, parlak alan ve bilesik goriintiiler gériilmektedir. S1 néronla fiziksel
temas1 olan SGH’lere (SGH”), S2 ise go¢ etmis ve noronla fiziksel temasi bulunmayan

SGH’lere (SGHP) &rnek olarak gosterilebilir. Biiyiitme:40X, Olgek cubugu: 20pum.

6.4.3. Norit transeksiyonuna hem noéral hem glial hiicreler yamit verdi

Norit kesimi, kiiltlirde 48 saat civar1 gerceklestirildi. Hasar modeli sayesinde

civardaki hiicre ve uzantilar etkilenmeden tek hiicrenin etkilenecegi sekilde kesim
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gerceklesti. Sham grubu deneyleri, odaklanmis lazer uygulamasinin lazer odagi

civarinda herhangi bir kalsiyum yanit1 indiiklemedigini gostermektedir. (Sekil 6.4.2)

1
© —_— ————
0
© |
@ |
3
|
(¥
2] -
o 1
_ I
7)) '-'—"—vvr—w
2 |
[
N
z -1
z 1
] ! I 1
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Sekil 6.4.2: Tipik bir sham deneyi.
Florasan (a ve c), parlak alan (b ve d) goriintiiler. Beyaz oklar lazer atim alanina isaret eder ve

atim bolgesi kesikli beyaz ¢izgi ile biiyiitiilmiistiir. Ust sira atis 6ncesi, alt sira atig sonrasini
gostermektedir. Her ROI'nin AF/F degeri (e) sikkinda gosterilmistir. Kirmizi kesikli ¢izgi atig
anin1 gdstermektedir. Biiyiitme: 20X, Olgek ¢izgisi: 20pum.

Kesilen noronlar, kesime ani bir kalsiyum artistyla cevap verdi. Goriintiileme
alanindaki diger néronlar (kesilmeyen) bu islemden akut olarak etkilenmedi Kesilen
noron etkilesimine 6rnek bir goriintii Sekil 6.4.3’da bulunmaktadir. Tiim deneylerde

kesilen noronlarin kalsiyum yanitlar1 Sekil 6.4.4’de gorilebilir (n= 65).
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Sekil 6.4.3: Tipik bir néron kesisi.
Florasan (a ve c), parlak alan (b ve d) goriintiiler. Beyaz oklar kesim alanina igaret eder ve

kesilen noritler kesikli beyaz ¢izgi ile biiyiitiilmiistiir. Ust sira kesi 6ncesi, alt sira kesi sonrasini
gostermektedir. Her ROI’'nin AF/F degeri e’de gosterilmistir. Kirmizi kesikli ¢izgi kesim anin1
gostermektedir. fde kesi sonrasi florasan ve parlak alan goriintiilerin bileske goriinti

goriilmektedir. Biiyiitme: 20X, Olgek ¢izgisi: 20um

Kontrol GJ Bloklu P2X7 Bloklu

 — e —— [ —-—M o
o : 0 s o s "0 s ) 3

Kesilen
noronlar

Kesilmeyen
noronlar

Sekil 6.4.4: Goriintiileme alanindaki tiim ndronlarin norit kesisine kalsiyum yanit1 AF/F.
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Cevredeki satellit glial hiicreler, (SGH” ve SGHP), nérit kesisine kalsiyum yanit:

vermistir. Satellit yanitina 6rnek bir goriintii Sekil 6.4.5’de goriilebilir.

g P R
=] 1
7] I
I
3 _________'r-\‘-“\...._.
I
7] :
I
a I
I
8 —w_]{\
2 U Soer e o)

N3 S1 S2 S3 sS4

N2

N1

Sekil 6.4.5: Tipik bir néron kesisine SGH yanti.
Florasan (a ve c), parlak alan (b ve d) goriintiiler. Beyaz oklar kesim alanina igaret eder ve

kesilen néritler kesikli beyaz ¢izgi ile bilyiitiilmiistiir. Ust sira kesi dncesi, alt sira kesi sonrasini
gostermektedir. Her ROI’'nin AF/F degeri e’de gosterilmistir. Kirmmzi kesikli ¢izgi kesim anint

gostermektedir. Biiyiitme: 20X, Olgek cizgisi: 20pum

Deneyler, GJ ve P2X7 blokdrlerinin varliginda da tekrarlandi. Blokdr varlig: kesilen
noron yanitint etkilemedi (Sekil 6.4.4). Satellit cevabi blokor varligindan yiiksek
oranda etkilendi. Sekil 6.4.6 ve 6.4.7 Blokor varliginda tipik SGH cevabini
gostermektedir. Kontrol grubunda toplam SGH’lerin %701 (Kontrol, n=67)kesime
artan Ca?* ile yanit verdi. GJ blok (CBX uygulamas1) ve P2X7 blok (BBG uygulamasi)
durumunda, Ca?* yanit1i her grupta anlamli olarak azaldi (p<0.0001). GJ
bloklandiginda %35°e, (CBX, n=60) P2X7 bloklandiginda %28’e, (BBG, n=82)
diistiigii gézlemlendi. Sekil 6.4.8”de bulgularin 6zeti goriilebilir.

85



N2 N3 S1 S2 S3 S4 S5 S6

_____J__g_.‘.__#___

N1

25 50 75 100

t(s)

Sekil 6.4.6: GJ’ler bloklu durumdayken, néron kesisine SGH yaniti.
Florasan (a ve c), parlak alan (b ve d) goriintiiler. Beyaz oklar kesim alanina igaret eder ve

kesilen noritler kesikli beyaz cizgi ile biiyiitiilmiistiir. Ust sira kesi dncesi, alt sira kesi sonrasini

gostermektedir. Her ROI'nin AF/F degeri e’de gosterilmistir. Kirmiz1 kesikli ¢izgi kesim anini

gbstermektedir. Biiyiitme: 20X, Olgek ¢izgisi: 20pm
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Sekil 6.4.7: P2X7’ler bloklu durumdayken, néron kesisine SGH yanuti.
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Florasan (a ve c), parlak alan (b ve d) goriintiiler. Beyaz oklar kesim alanina isaret eder ve
kesilen ndritler kesikli beyaz ¢izgi ile biiyiitiilmiistiir. Ust sira kesi ncesi, alt sira kesi sonrasini
gostermektedir. Her ROI’'nin AF/F degeri e’de gosterilmistir. Kirmizi kesikli ¢izgi kesim anint

gostermektedir. Biiyiitme: 20X, Olgek ¢izgisi: 20um

Tiim SGHler ‘
s Kontrol
100+
I Kontrol
- B GJ Bloklu
s mm P2X7Bloklu ||
.i p—
S *
55 5 :
g5
% 05
F
(&)
0_
SGHler °L
0 5 10 15 20
=~ GJ Bloklu |l P2X7 Bloklu

<\ TN Y
Poadh N S

Sekil 6.4.8: Noron kesisine cevap veren tiim SGH’lerin aktivite orani.

Ust sol: Noron kesisine cevap veren tiim SGH’lerin aktivite oran1 (%). Ust sag ve alt: Tiim
SGH’lerin kontrol ve blok durumunda kalsiyum yaniti (AF/F). Ayr1 SGH yanitlar1 kirmizi,

ortalamasi lacivert ile gosterilmistir.
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6.4.4. SGH yamitlari kesilen néronla kurduklar: baglar géz 6niinde
bulundurularak tekrar degerlendirildi

SGH yanitlari, kesilen noronla olan fiziksel baglar1 goz 6niinde bulundurularak tekrar
irdelendi. Satellitler SGH” ve SGHP olarak kategorize edildi. Kesilen néron ise ona
bitisik SGH olup olmamasina bagl olarak Neu" ve Neu"° olarak adlandirildi.
Ozetlemek gerekirse her deneyde 3 kategori SGH (SGH” + Neu"), (SGHP + Neu"),
(SGHP + Neu"®) ve 3 grup (Kontrol, GJ Bloklu, P2X7 Bloklu) incelendi.

SGHA, her grupta sinir kesisine kalsiyum yamitiyla cevap verdi. SGHP, kesilen
noéronun Neu" veya Neu"° olmasina bagli olarak blokérlere farkli cevap verdi. Neu"
kesi durumunda, SGHP aktivitesi yalnizca GJ blokoriiyle bloklandi. Neu"° kesi
durumunda SGHP aktivitesi hem GJ hem P2X7 blokériiyle engellendi. Kategorilerin
ve istatistiki degerlerin 6zeti Tablo 6.4.1°deve Sekil 6.4.9°da goriilebilir. Gruplardaki

kalsiyum olaylarmin 6zeti Sekil 6.4.10-13’de goriilebilir.

Tablo 6.4.1: SGH kategorilerinin kontrol ve blok durumlarinda norit kesisine yanit orant ve p

degerleri.
Kontrol GJ Bloklu P2X7 Bloklu
n | Yanit% | n | Yanit % | p-degeri | n | Yanit % | p-degeri
SGHA+ Neu"” | 13 | 85% 7 | 90% ns 8 | 63% ns
SGHP + Neu" | 15 | 80% 19 | 26% * 18 | 56% ns
SGHP + Neu"™ | 38 | 76% 34 | 38% * 56 | 25% *
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Sekil 6.4.9: Ust: SGH kategorilerinin kontrol ve blok durumlarinda nérit kesisine yanit orani
ve kontrol grubuna gore farklar. Alt: SGH kategorilerinin kalsiyum yanati.

Ayr1 SGH yanitlart kirmizi, ortalamasi lacivert ile gosterilmistir.
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Sekil 6.4.10: Deneyler esnasinda gozlemlenen yapilarin sematik gosterimi.

SGH*,; kesilen norona bitisik SGH’ler. SGHP go¢ etmis ve kesilen noronla fiziksel baglantist
olmayan SGH’ler. Neu": Kesilen ndronlardan bitisik SGH’si olanlar. Neu"°: SGH’si
bulunmayan kesilen néronlar. GJ’ler, CX43 kanallar1, Panneksinler, satellitik P2X7 ve néronal
P2X3 reseptorleri hiicreler iizerinde goriilebilir. Deneylerde etkili oldugu veya bloklandigi
diisiiniilen ATP, Tnfa ve Ca?* da gosterilmistir. Her deneyde 3 kategoriden biri SGH (SGH”
+ Neu"), (SGHP + Neu"), (SGHP + Neu") ve 3 grup (Kontrol, GJ Bloklu, P2X7 Bloklu)

goriilmektedir.
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Sekil 6.4.11: SGH” + Neu" kategorisi.

Deney oncesinde kesilen noron sessiz (a). Norit kesisi uygulandiginda kesilen nérondan ATP

desarji gergeklesir. ATP, glial P2X7 kanallar1 icin bir aktivator gorevi goriir. P2X7

kanallarinin agilmasiyla Ca?’nm igeri akis1 indiiklenir. SGH’ler arasinda Panx1 ve Cx43

kanallar1 bulunmaktadir. Bu kanallar, kiiglik molekiillerin yaninda elektriksel uyarmin da

hiicreler arasinda difiize olmasimi saglar. Akut etkisi bilinmemekle beraber GJ’lerin say1 ve

baglant1 kuvvetinin hasarla arttig1 bilinmektedir. Sinir kesisiyle, ATP , TNFa ve GJ’ler yoluyla

kalsiyum sinyali SGH” arasinda hizla yayilir (b). GJ’lerin bloklanmasiyla Panx1 ve Cx43

kanallar1 deaktive olur, uyar1 SGH” arasinda ATP yoluyla yayilmaya devam eder (c).

Piirinerjik kanallarin bloke edilmesiyle SGH”lar ATP’ye duyarsizlasir, elektriksel uyari

GJ’ler ile yayilir (d).
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Sekil 6.4.12: SGHP + Neu" kategorisi.

Deney 6ncesinde kesilen ndron sessiz (a). Norit kesisi uygulandiginda kesilen nérondan ATP
desarji gergeklesir. ATP, glial P2X7 kanallar1 i¢in bir aktivator gorevi goriir. P2X7
kanallarinm agilmasiyla Ca®’nim igeri akisi indiiklenir. SGH’ler arasinda Panx1 ve Cx43
kanallar1 bulunmaktadir. Bu kanallar, kii¢iik molekiillerin yaninda elektriksel uyarimin da
hiicreler arasinda tifiise olmasini saglar. Sinir kesisiyle, ATP , TNFa ve GJ’ler yoluyla
kalsiyum sinyali SGHP arasinda hizla yayilir (b). GJ’lerin bloklanmasiyla Panx1 ve Cx43
kanallar1 deaktive olur, uyar1 SGH” arasinda ATP yoluyla yayilmaya devam eder fakat SGHP
ye ulagsmaz. (c). Piirinerjik kanallarin bloke edilmesiyle SGHAlar ATP’ye duyarsizlasir,
elektriksel uyariGJ’ler SGHP arasinda yayilmaya devam eder (d).
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Sekil 6.4.13: SGHP + Neu"° kategorisi.

Deney oncesinde kesilen ndron sessiz ve gevresinde baglanili oldugu SGH” yok (a). Norit
kesisi uygulandiginda kesilen nérondan ATP desarj1 gerceklesir. ATP, glial P2X7 kanallart
icin bir aktivatdr gorevi goriir. P2X7 kanallarinin agilmasiyla Ca?*’nin igeri akis: indiiklenir.
SGHler arasinda Panx1 ve Cx43 kanallar1 bulunmaktadir. Bu kanallar, kiiglik molekiillerin
yaninda elektriksel uyarinin da hiicreler arasinda difiize olmasini saglar. Sinir kesisiyle, ATP
, TNFa ve GJ’ler yoluyla kalsiyum sinyali SGHP arasinda hizla yayilir (b). GJ’lerin
bloklanmasiyla Panx1 ve Cx43 kanallar1 deaktive olur, uyar1 SGHP ye ulasmaz. (¢). Piirinerjik
kanallarin bloke edilmesiyle SGHAlar ATP’ye duyarsizlasir, elektriksel uyar1 SGHP ye
ulagmaz (d). Kesilen néron ¢evresindeki SGHler digerlerine 6ncelikle GJler yoluyla bagli

olmalidir, GJ 6ne ¢ikar.
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7. TARTISMA

7.1. Ekim Yogunluguna Dayal Spontan Aktivitenin AKG Néronlarmin In
Vitro Hayatta Kalimina Etkisi

Bu c¢alismada, olgunlasmakta olan AKG Kkiiltiirlerin ekim yogunlugunun kiiltiirde
gelisen spontan aktiviteye bagli olarak hiicre hayatta kalimini etkileyip etkilemedigi
degerlendirilmek istendi. Ug farkli yogunlukta kaplanmis bagimsiz ndronal kiiltiiriin
hayatta kalim ve kalsiyum aktivitesi ¢ok bolgeli sekilde oOlciildii ve olgunlasma
sirasinda (kiiltiiriin ilk giinlerinde) hiicre yogunlugunun elektriksel aktivite ve hiicre
hayatta kalimi {izerindeki etkisi incelendi. Literatirle bir kiyaslama
gerceklestirebilmek igin benzer bir CNS sistem kiiltiirii olarak hipokampal kiiltiirler

secildi ve deneyler tekrarlandi (Ekler)

Literatiirde, in-vitro ve in-vivo sartlarda tekrarlanan deneyler, elektriksel aktivite
kaybinin/azliginin ndral dejenerasyonla sonuglandigini ve bununla birlikte endojen ve
ekzojen elektriksel aktivitenin noronlarin  hayatta kalimini1  destekledigini
gostermektedir. Retinal gangliyon hiicrelerinde [148] ve retinal eksplant kiiltiirlerde
[149], ve organotipik kortikal kiiltiirlerde [150] endojen aktivitenin tetradoksin ile
bloklanmas1 sonucu ndron Oliimiinlin arttigi ve ndrit uzatimini engelledigi
gosterilmistir. Tavuk AKG Kkiiltiirleri ile yapilan bir ¢alismada, ekstraseliiler ortamda
K* iyonlarmin artmasinin in-vitro hayatta kalimi artirdigi gosterilmistir [151]. Bunun
nedenini kronik depolarizasyon oldugu ve ortamda olusan noral elektriksel aktivitenin
voltaj-kapili Ca?" kanallarinin akivitesini indiiklerdigi, bu sayede artmis hiicre ici

serbest Ca?* konsantrasyonun hayatta kalimi destekledigi tartisiimistir[152].

Tez caligmast sonucunda, az sayida ekilen kiiltiirlerde hayatta kalim diistik ¢ikmastir.
Gruplarda ekim alan1 ve besiyeri miktar1 hiicre sayisina gére ayarlanmasina ragmen
hayatta kalimdaki diisiis, bu sonucun humoral ve metabolik olaylardan bagimsiz
oldugunu diisiindiirmektedir. Seyrek ekim yapilan petrilerde néronlar daha hizli bir
sekilde dejenere olmustur. Bununla beraber kalsiyum goriintiileme ¢aligmalariyla

yapilan erken donem incelemeler beklendigi gibi seyrek kiiltiirlerde diisiik aktiviteye
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isaret etmemektedir. Takip edilen giinler siiresince aktif hiicre yiizdesi zamanla

azalmis buna ragmen belirli bir miktarda kalsiyum aktivitesi petrilerde korunmustur.

Onceki ¢aligmalar, MEA’lar ile hiicre dis1 kayitlar yoluyla, ancak yalnizca tek bir
yogunlukta veya deneysel gereksinimler i¢in kullanilacak farkli yogunluklarla ekilmis,
kiiltiirlerin islevsel (functional) ozellikleri hakkinda net gostergeler saglamadan
noronal ag olgunlagmasini karakterize etmistir [153, 154]. Previtera ve meslektaslart,
degisen hiicre yogunluklarinin hipokampal kiiltiirlerde dendrit dallanmasinm
diizenlemede bir rol oynadigmi gostermislerdir [155]. Bazi c¢alismalarda, ag
olgunlagmasindan sonra ndronal yogunluk ile sinaps sayisi arasinda ters bir iliski
oldugu, hiicre sayisi azalttik¢a yapilan baglanti sayisinin arttigi kanitlanmistir [16].
Bagka incelenen bir konu ise bu baglantilarin kuvvetidir. Farkli yogunluklarda ekimin
noronlar arasindaki baglantiy1 etkiledigi, seyrek aglarin, yogun kiiltiirlere gére néron
ciftleri arasinda daha giiclii sinaptik baglantilar sergiledigi gdsterilmistir. Ornegin
seyrek kiiltiirlerde atesleme genligi (burst size) biiylik ve frekans diisiikken, yogun
kiiltiirlerde ise daha az senkronize aktivite ve diisiik atesleme genligi gézlemlenmistir
[17, 156]. Literatiirde sunulan bu ve diger kanitlar, noral ve sinaptik gelisimin ortak
paydasinin, girdi eleme (input elimination) islevinin olgunlagsma sirasinda noéral yaniti
keskinlestirmek icin faydali oldugunu gostermektedir; Presinaptik es sayisi azaldikga,
kalan hiicrelerdeki sinaptik kuvvet artar. Bu kavram bir siire 6nce 6nerilmis olmasina
ragmen [157], sinaptik yogunluk ve gii¢ arasindaki iliski kontrollii kosullar altinda
sistematik olarak ¢alisiimamustir ve geliskili bulgular da mevcuttur. Ornegin Wagenaar
ve meslektaslari, MEA'larda biiyiitiilen kortikal kiiltiirlerde; yogunlukla dogru orantili
yiksek atesleme genligi ve hizli ag olgunlagsmasi gozlemlemistir [154]. No&ronal
kiiltiirlerin i¢sel degiskenligi nedeniyle, farkli calismalarda agiklanan farkh
yogunluklardaki verilerin dolayli olarak karsilastirilmasi neredeyse imkansizdir, bu
nedenle ¢alismamiz 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda, benzer kosullarda
tretilmis farklh kiiltiir yogunluklarina sahip AKG Kkiiltiirlerinin spontan aktivitesinin
evriminin ve hayatta kalim kayitlarmin basit bir tanimim verilerek farkli kiltiir

giinlerinde incelendi.

Spontan popiilasyon aktivitesi, sinir sisteminin gelisiminde [158, 159] ve duyusal

bilginin kortikal entegrasyonunda [160] énemlidir. in vitro néronlar, ¢ok ¢esitli MSS
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preparatlarinda gbzlenen rastgele bir sinir agi igin tipik bir davranig gibi goriinen (in-
vivo benzeri) toplu patlama aktivitesi (burst activity) sergiler. Bu biyiik genlikli
aktivitenin, noronal ag Ozelliklerinin incelenmesinde faydali oldugu bilinmektedir
[161, 162]. Noronal aktivite takibi esnasinda en ¢ok karsilasilan zorluk, aktivitenin
genellikle kiiltliriin izlenmeyen boliimlerinde baslamasidir [64]. Baska bir deneysel
zorluk, aksonal aktivite kaynagmin tespitidir [163]. AKG kiiltiirlerinde de, aktivite
aksonal olarak baslayarak T bolgesinde kalabilir ve ¢ekirdek hi¢ uyarilmayabilir [1],
bunun yaninda AP akson boyunca cok ileri sigrama yapabilir ve bilinen yontemlerle
takibi miimkiin olmayabilir [164]. Yayilimdaki bu sigramalar, sinyalin nedensel
ilerlemesini takip etmeyi son derece zorlastirir. Baska bir deneysel komplikasyon, ayni
merkezden baglayan farkli olaylarin yayilma yollarinda belirgin farkliliklar

gosterebilmesi nedeniyle ortaya ¢ikar [165].

Normal fizyolojik kosullar altinda AKG hiicreleri, in vitro [26, 166] ve in-vivo [167,
168] kosullarda sinirlt spontan aktivite sergilerler. Bununla birlikte, sinir hasari veya
enflamasyonu takiben, AKG hiicrelerinin hiper-uyarilabilir hale geldigi gosterilmistir
[168, 169]. Fizyolojik kosullar altinda sinirli spontan aktivite kaydedilmesi,
elektrofizyolojik kayit motodlarinin ¢esitli verim problemleriyle birlestiginde, AKG
kiiltiir modellerinin potansiyel etkinlik agisindan arastirilmasini zorlastirmistir. Onceki
caligmalar, tipik kiiltiir kosullar1 altinda, yaralanmamis hayvanlardan izole edilen
yetiskin sigan AKG hiicrelerinin, kronik olarak sinir biiyiime faktérii (NGF) ile
muamele edilmedik¢e veya farmakolojik uyaranlar ile inkiibe edilmeksizin ¢ok az
spontan atesleme sergiledigini veya hig¢ spontan aktivite sergilemedigini gostermistir
[170, 171]. Sigan kronik agri modellerinde hem spontan AKG aktivitesi hem de NGF
seviyelerinin 6nemli dlgiide arttig1 gosterildiginden [47, 172], kronik NGF ile tedavi
edilen, asir1 uyarilabilir AKG hiicrelerinin olabilecegi one siiriilmiistiir. Kronik
konstriiksiyon hasar1 (CCI) gibi diger agrili sinir yaralanmasi modelleriyle primer
AKG Kkiiltiirlerinin spontan aktivitesinde bir artis gézlemlenir [47, 53, 166]. Bu
uygulamalar in vitro agri modeli olarak kullanilir [171] fakat normal fizyolojik

kosullar1 yansitmazlar.

Bu calisma kapsaminda aliman kayitlar hasar veya uyari olmaksizin kaydedilmis

spontan kayitlardan olusmaktadir. Oncelikle MEA kayitlar1 spontan aktivite siddetinin
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azlig1 sebebiyle yetersiz data elde edilmistir. Kalsiyum kayitlar1 daha saglikli olmakla
ve genis alanlarin siirekli izlemi ile yukarda bahsi gecen aktivite kaynagi ve
yoneliminin saptanmasina iliskin bazi problemlerden kag¢inilabilmesi ile beraber
kalsiyum aktivitesiyle hayatta kalim arasinda net bir iliski gosterecek miktarda veri
kaydedilememistir. Bunlara ragmen gelismekte olan periferal kiltiirlerde hayatta
kalim ile ilgili saglikli bulgular kaydedilmistir. Bu ¢aligma daha hassas, aksonal
aktiviteyi saptayabilecek MEA sistemleri veya aksonal bir GCaMP indikatorii
kullanilarak aksonal kalsiyum salimimlarinin gézlemlendigi, yipratict boyama
protokollerine gereksinim duyulmayan, boylece daha uzun siireli izlenebilen bir

calisma destekleyici olabilir [173].

7.2. AKG Kiiltiirlerinde Noral Ag Olusumunun Incelenmesi

Bu ¢alisma kapsaminda AKG ndronlarinin uyarilmis elektriksel aktivite Oriintiilerini
incelemek suretiyle in vitro ortamda birbirleriyle ag yapip yapmadiklari arastirildi. Bu
ama¢ i¢in ndronlart GCaMP6s ifade eden yetiskin farelerden elde edilen AKG
noronlarim kullanildi. Kalsiyum gortintiileme ve elektriksel uyart metotlarinin es
zamanli olarak kullanabilecegi bir deneysel platform tasarlandi. AKG ndronlar
arasinda istatistiki olarak iligkili aktivite tespit edildi ve bu aktivitenin ag olusumundan
kaynaklandigi blokorler ve boyama metoduyla dogrulandi. Ag olaylari, hemen hemen
tim noronlarda aksonal terminallerde, akson-soma kavsaklarinda ve akson-akson
kesisim bolgelerinde tespit edilen glutamaterjik sinapslarda basariyla gosterildi. Bu
calisma AKG ndronlarinin in vitro etkilesim profillerini anlamak icin birden fazla
deneysel modaliteden faydalanilan deneysel bir yaklagim kullanilarak, in vitro AKG

noral aglar bildirilen literatiirdeki ilk ¢alismadir.

Calismada kullanilan serumsuz AKG Kkiiltiir protokolii, yiiksek canlilik saglayarak
ndronlarin biliylimesi ve gelismesi icin yeterli kosullar1 sagladi. Bununla beraber
gradient-tabanli bir hiicre ayristirma sonrasi ekim yapildi, bu nedenle ekilen hiicre
popiilasyonunun yiiksek orani literatiirdeki diger caligmalara kiyasla néronlardan

olusmaktaydi. Bu teknik sayesinde literatiire ¢ok kullanilan anti-mitotik ajanlari

97



kullanilmadi. Bu ajanlarin hiicresel strese katkida bulundugu bilinmektedir ve

aktiviteye etkisi hakkinda yeterli calisma mevcut degildir [174].

Onceden de belirtildigi gibi, AKG Kkiiltiirlerinde elektrik ve kalsiyum aktivitesini
uyarmak i¢in biiyiime faktorleri ve NGF, BDNF veya GDNF gibi sitokinlerin
kullanimi yaygin bir uygulamadir [8, 9]. Bununla birlikte, néronlarin sentetik bigimde
duyarliliginin artirilmasi, Orneklerde fizyolojik olarak beklenmedik etkilesimleri
getirebilir [175, 176]. Ornegin Cheng ve meslektaslari, NGF seviyelerindeki artisin,
yeni olugan ndritler arasinda sinaps-benzeri yapilar olusturarak saglikli néronlarin asiri
mekanik duyarliligina yol agtigin1 gostermistir [177]. Bu kanitlar 1s18inda, bu ¢alisma
kapsaminda fizyolojik aktivite profillerini miimkiin oldugu kadar korumak igin

sentetik duyarlilastirma veya enflamasyon modellerine bagvurmaktan kaginildi.

Wainger ve meslektaglar elektrik ve optik teknikler kullanarak, agr1 aragtirmasi i¢in
bir model gelistirmek amaciyla fibroblastlardan yeniden programlanan nosiseptor
noronlarinin aktivitesini takip ettiler [178]. Bunu takiben Enright, kimyasal uyaricilara
maruz kalan primer insan AKG néronlarini arastirmak icin MEA kaydiyla eszamanh
Fluo-8 goriintiileme uyguladi [57]. Fluo-8, GECI'lere kiyasla daha iyi bir zamansal
¢Oziinilirliige sahiptir, ancak kalsiyuma duyarli non-ratiometric bu boyalar; hiicre tipine
spesifik degildir, sinirli siirelerle ¢alisir ve uzun ve yipratici boya yiikleme protokolleri
gerektirir [179]. Calisma kapsaminda glutamata hedefli genetik bir isaret¢i kullanildi.
Glutamat, perifer ile spinal kord arasinda major bir norotransmitterdir [141].
Glutamaterjik ndronlarda bulunan vezikiiler glutamat tasiyicilar1 vGLUT'ler, AKG
noronlarinin, 6zellikle de orta ve kiigiik nosiseptif noronlarinin daha fazla ifade ettigi
bilinen vGLUT-2, ¢ok spesifik bir hiicre tipinin hedeflenmesi ve mikroskop altinda
goriintiilenmesi i¢in kullanilabilir [147, 180]. Gelistirilen genetik model, vGLUT-2
pozitif AKG néronlarinda, GCaMP6s ekspres etmektedir.

Daha oOnceki c¢alismalarda kullanilan uyar1 protokolleri genellikle kimyasal
uygulamalarla [9, 57, 178], sicak/soguk gibi modalite-spesifik uyarilarla [8] veya
mekanik stres ile [139] smirhiydi. Bu calismada, tek hiicre hassasiyetinde lokal
elektriksel uyar1 kullanildi ve modaliteye 6zgii uygulamalardan kac¢inildi. Sonug
olarak, uyar1 serilerin uygulamasiyla, herhangi bir modaliteden kaynaklanabilecek

kodlanmig duyusal sinyalleri taklit etmek amaglandi.
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Daha onceki bir ¢alismada, Newberry ve meslektaglari, noral aglar baglaminda
duyusal noronlari incelemek icin MEA plakalarinda biyiitiilen spontan olarak aktif
AKG Kkiiltiirleri gelistirmistir [9]. Sonrasinda, Black, MEA platformu kullanarak
yaptigit AKG Kkiiltiirlerini inceleyerek GJ’lerden kaynaklandigini belirttigi senkronize
ve korale aktivite gozlemledi [8]. Bu g¢alisma kapsaminda glutamaterjik reseptor
antagonistleri kullanilarak, noronlar arasindaki baglantilardan kaynaklanan yayilan
aktiviteyi basarili sekilde kesildi, bu yontemle post-sinaptik glutamaterjik baglantilarin
varligi gosterildi. Ardindan ICC metodunu kullanilarak pre-sinaptik isaretleyici
sinaptofizin ile sinapslarin varlig: fiziksel olarak gosterildi. Bu ardisik bulgular, ilk
kez, AKG kiiltiirlerinde sinapslarin bulundugunu ve sinaptik aglarin olusumunu

dogrulamustir.

Hiicre dis1 elektrofizyoloji deneylerinin ilk kismi, uyariya verilen birincil néronal
tepkileri tanimlar. Tkinci kisim, birincil ve ikincil néronlar arasindaki temel etkilesim
profillerini gosterir. Ugiincii kisim, c¢oklu noronlarin etkilesimlerini igeren ag
ozelliklerini arastirir. Sekil 6'da 6zetlenen analizler, uyarilabilirlikteki degisiklikleri ve
uyar1 esigindeki adaptasyon gostermektedir. Ek olarak, tekrarlayan uyarimdan sonra
bagli ndron ciftlerin sayisinin da arttig1 bulunmustur. Tekrarlayan uyarilarin belirgin
istatistiki olarak anlamli degisikliklere neden olmasi, altta yatan bir sinaptik

kolaylastirma mekanizmasini diisiindirmektedir [147].

Fizyolojik kosullarda gangliyon i¢cinde AKG noron gdvdeleri sinaps yapmaz ve bu
periferdeki bilgilerin MSS’ye taginirken ger¢ekliginin korunmasi i¢in 6nemlidir [97,
131, 181, 182]. Bu ¢alisma kiiltiir ortaminda bu sinapslarin varligini gostermektedir.
Kiiltiir platformuna alindiginda gangliyon yapisal biitiinliigiinii enzimatik ve mekanik
uygulamalar sonucu kaybeder ve AKG noronlar1 bagdoku ve glia katmanlarindan
olusan paketlerinden aciga ¢ikar. Bu degisiklik, sinaps olusumu i¢in baslatici bir sinyal
olabilir. Kiiltiir sisteminin bir bagka 6zelligi ise, disosiasyon protokoliiniin kendisi bir
hasar modeli olarak ¢alismis olabilir ve hiicrelerin fizyolojik profilini degistirerek
yeniden programlamis olabilir [183, 184]. Kiiltiir igin gerekli olan néronal kimyasal
ve fiziksel ayrigtirma mutlaka yakin aksotomiyi gerektirdiginden, bu ayrigtirmanin
diger yaralanma formlar1 tarafindan uyarilan ayni ndronal tepkilerin bazilarim

tetiklemesi sasirtict olmayacaktir. Ayrisma kaynakli hiper-uyarilabilirlik, genellikle
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nosiseptif olan ve C-fiber iletim hizlarina sahip olan duyu néronlarina karsilik gelen
kiicik AKG noronlarinda meydana geldigi gosterilmistir [26, 185]. Zheng et.al, hem
AKG néronlarinin akut ayrigmasinin hem de uzun siireli CCD tedavisinin sadece AP
esigini diisirmedigini, aym1 zamanda noronlar1 depolarize ettigini, tekrarlayan
ateslemeyi ve spontan aktiviteyi arttirdigim1 yama-kiskact kayit ydntemlerini

kullanarak gostermislerdir [186, 187].

Calisma kapsaminda major olarak noron govdelerinde gerceklesen kalsiyum
salinimlart arastirildi. Aksonal bir GCaMP indikatorii kullanilarak aksonal kalsiyum
salinimlarinin gézlemlendigi bir ¢alisma destekleyici olabilir [173]. Ayrica benzer bir
deneysel protokol kullanilarak deneylerin in-vivo veya ex-vivo organotipik kosullarda
gangliyon seviyesinde tekrarlanmasi faydali olacaktir. Bu ¢alisma ile bagka kiiltiir
sistemlerinde de kullanilabilecek kullanigh bir deney diizenegi gelistirilip test edildi.
Kalsiyum gériintiileme sayesinde, uyari esnasinda tek hiicre seviyesinde az miktarda
bile olsa kalsiyum yanitin1 goriintiileme firsati ortaya ¢ikti. Boylece sonuglar primer
AKAG Kkiiltiirlerinde, uyarilan bir néronun diger ndronlarin spontan aktivitesini modiile
ettigi veya daha Once sessiz noronlar1 aktive ettigi sinaptik baglantilar yoluyla
yiiriitiilen yeni bir néron-noron etkilesimi tipini gostermektedir. Duyusal néronlarin
fonksiyonel ve yapisal sinaps olusturma ve ag gelistirme potansiyeli, gangliyon igi
noéron-néron etkilesimlerini yeni bir baglamda agiklayabilir [50]. Bu bulgular
noropatilerden, fibromiyalji, hayalet uzuv agris1 immiin aracili hiperaljezi gibi
periferik sinir sisteminin gizemli agri sendromlarina gibi bakigimiza yeni bir 151k

tutabilir. [37, 188].

7.3. In-Vitro Norit Transeksiyonuna SGH Hiicrelerinin Akut Kalsiyum Yaniti

Bu ¢alismada, AKG kiiltiirlerinde néron/glia ¢iftlerinin (N/G’ler) aksonal hasara yaniti
incelendi. Hasar modeli olarak fokal lazer ile norit transeksiyonu uygulandi. Kesilen
norondan hemen sonra SGH’lerin Kalsiyum yamiti verdigi gdzlemlendi. Onceki
caligmalarda, hasar sonrasinda ve fizyolojik durumlarda, N/G’ler arasinda ¢ift yonli
bir iletisim gozlenmistir [31]. SGH'lerin ndral uyar1 sonrasi aktif oldugu en bilinen

mekanizmalar, ATP yoluyla P2R'ler aktivasyonu iizerinden [100, 106] ve konneksinler
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[189-191] ve panneksinler [122, 192, 193] araciligiyla, gangliyon ig¢i hiicresel
baglantilarin yeniden diizenlenmesi yoluyladir. Bu nedenle bu ¢alisma kapsaminda
aksonal hasara verilen akut yanit, pirinerjik reseptorleri ve GJ’leri bloklayarak
incelendi. Kesim alanindan 180 um'lik bir radyal mesafedeki SGH'ler, kesilen néronla
fiziksel baglantilar1 olsun ya da olmasin ndrit kesimine cevaben artan kalsiyum
aktivitesi gosterdi. Bitisik ve ayrik duran SGH’ler antagonistlerin varliginda farkl
yanitlar verdi. GJ antagonisti CBX koneksin ve panneksinleri bloklamak igin [194-
196], BBG ise satellitik piirinerjik reseptor P2X7’yi bloklamak igin [197, 198]
kullanildi. Kesilen néronla fiziksel baglantilar1 olan SGH'lere (SGH”) Ca?* girisi, her
iki antagonistin varliginda da devam etti. Ayrik duran SGH yanitlari, kesilen néronun

bagli bir SGH'si sahip olup olmamasina bagli olarak 6nemli 6l¢iide degisti.

Duyusal gangliyonlardaki nronlar in-vivo kosullarda sinaps yapmazlar, bunun yerine
SGH'ler ve bag dokusu ile birbirlerinden ayrik durmaktadirlar [31]. Bu nedenle, bu
gangliyonlardaki noronlar arasinda hicbir etkilesimin olmadigr diisiiniilmiistiir.
Bununla birlikte Devor ve Wall [53] AKG néronlarindaki elektriksel aktivitenin
komsu noronlarda depolarizasyona neden oldugunu gostermis ve buna c¢apraz
depolarizasyon (cross-depolarization) adini vermistir. Daha sonraki ¢alismalar, bu
etkinin tanimlanamayan kimyasal aracilarin salinimindan kaynaklaniyor olabilecegini
onermistir [199, 200]. Sinir hasari, SGH'lerde belirgin degisikliklere neden olur ve
yaralanma bolgesi gangliyondan ¢ok uzakta olabileceginden, hangi ndronal sinyallerin
bu degisiklikleri indiikledigini belirlemek 6nem kazanmistir. Gilincel g¢alismalar,
SGH'lerin ¢apraz depolarizasyona katkida bulunduguna ve P2R'ler ve GJ’ler yoluyla
kendi aralarinda ve néronlarla kimyasal olarak etkilesime girdiklerine dair kanitlar
gostermektedir [98, 112, 128]. Hasarsiz farelerde AKG tiizerinde yapilan in-vivo bir
kalsiyum goriintiileme ¢alismasi, bir nérondaki elektriksel aktivitenin komsu ndronlari
aktive edebilecegini gosterdi. Yazarlar bu aktivasyona bagli aktivite (coupled
activation) demislerdir [111]. Bu etki, sinir hasar1 veya periferik enflamasyondan
sonra biiyiik dl¢lide artar ve SGH'lerde Cx43’ilin artan ekspresyonuna baglanmigstir.
Bagli aktivitenin, GJ blokorii CBX'in lokal veya sistemik uygulamasiyla ve ayrica
Cx43-nakavt fare modellerinde azaldigi bilinmektedir. Ayrica agriya asir1 duyarlilik
davranisinin da CBX uygulamasi ile azaldigi goézlemlenmistir. Bu gozlemler,

SGH'lerdeki GJ’lerin bagli aktiviteye ve agri olusumuna Onemli bir katkida
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bulundugunu gostermektedir. Bagli aktivitenin altinda yatan mekanizma tam olarak
acikliga kavusturulmamistir. Muhtemel bir agiklama, yarali noronlardaki yiiksek
atesleme hizinin, SGH'leri etkileyen ve onlar1 aktive eden kimyasal aracilarin

salinmasina neden olmasidir [201].

Gliyal hiicrelerin Ca?* iletimi, MSS'de genis bir sekilde agiklanmistir [202]. Ca?*
aktivitesinin yayilmasi, dncelikle ATP mobilizasyonu ve Ca?*'nin GJ aracili difiizyonu
yoluyla gergeklesir (Scemes ve Giaume 2006). Duyusal gangliyonlardaki SGH'ler
astrositlere benzer ozellikler gosterir [97]. Kisa siireli periferik kiiltiirler tizerinde
yapilan ¢aligsmalar, SGH'lerin, (ndronlarla birlikte) sinyallerin uzun mesafeler boyunca
yaymasini saglayan Ca®" dalgalarmni iletebildigini gostermistir [126, 127]. Bu

dalgalara GJ’ler yaninda kimyasal haberciler ATP ve glutamat aracilik eder.

ATP, AKG’lerde N/G ve G/G iletisimini kolaylastiran ana molekiillerden biridir [128].
Sinir yaralanmasindan sonra, SGH'lerin ATP'ye duyarliligi artar. ATP, sinir
dokusunun uyarilmast veya hasart sonrasi serbest birakilir ve bu da hasar
sinyallesmesini tetikler. [203]. ATP'nin néron govdesinden vezikiiler salinimi, P2X7
reseptorii aracihigiyla SGH'leri aktive eder ve bu da SGH'lerin hiicre ici Ca?*
konsantrasyonunu arttirir. [204]. Ca?* gériintiileme calismalart TG kiiltiirlerinde,
enflamasyon ve hasar sonrast SGH'lerin ATP salinimina daha duyarli oldugunu
gostermektedir. Artan GJ iletisiminin ve ATP'ye duyarliligin, agr1 modellerinde [112]
noronal hipereksitabilitedeki SGH'lerin roliinii, agiklamak i¢in bir model 6nerilmistir.
Bu modelde, duyusal noronlarin hipereksitabilitesi sinir hasari ile uyarilir. Bir néronun
aktivasyonu daha sonra digerlerine yayilir ve ndron topluluklar iginde senkronize ve
stirekli aktivite elde edilir. Artan ndronal aktivite, artan GJ ve Panx1 kanallar1 yoluyla
ATP salinimina yol agmasi ve yanitlarin, SGH'lerde P2R aktivasyonunun bir sonucu
olarak gerceklesen bir dongii olarak diisiiniilebilir. Gelismis P2R iletimi ile birlikte
SGH'ler arasinda gelismis GJ aracili eslesme, aktivasyonu diger duyu ndronlarina
yayarak, siirekli yankilanan aktiviteye ve nosiseptdr olmayanlarin agri tepkisine
alinmasina yol agar. Bu bulgular, SGH'lerin ganglion i¢inde ndronlarin capraz
depolarizasyonunda rol oynadigimi gostermektedir [205]. Literatiirde ¢ift yonlii N/G
iletisimini indiiklemek i¢in ¢esitli uygulamalar yer almaktadir. Bu ¢alismalara, in vitro

fokal mekanik veya elektriksel uyarim [126], afferent fiber stimiilasyonu [128, 131]
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ve biitiin-sinir kompresyonunu [206] 6rnek verilebilir. Bildigimiz kadariyla, yiiksek-
odakl1 aksotominin SGH aktivitesine etkisinin incelenmesi, literatiirde bir ilktir. Bu
calismada, in vitro tek-néron aksotomi modeli kullanarak noral hasara akut SGH
yanitini arastirdik. Tek hiicre diizeyinde ndrit transeksiyonu, etkilenen alani kesin
olarak tek bir noronla smirlar ve uyarilan hiicresel iletisimi daha yiiksek bir

cozilintirliikte gosterir.

Literatiirdeki P2X7 ve GJ antagonistlerinin analjezik etkisini one siiren caligmalara
benzer sekilde; calismamizda inceledigimiz tiim SGH'ler dikkate alindiginda,
antagonist uygulamastyla SGH'ler arasindaki Ca®" yayilimi1 azalmistir. Bu etkiyi daha
detayli arastirmak amaciyla analiz sirasinda SGH” ve SGHP kategorileri ¢alisma

kapsaminda ayr1 ayr1 incelendi.

SGH*, komsu néron kesildiginde kalsiyum aktivitesi gosterdi ve bu aktivite, ne GJ ne
de P2X7 antagonisti ile bloke edilmedi. Bu bulgu, néronlarin uyarilmasina bagli olarak
tim SGH'lerin aktive oldugunu bildiren Saudicani'nin sonuglariyla uyumludur.
Elektriksel ve mekanik uyari sonucu aktive olan SGH’ler GJ antagonisti ile
bloklanamamus, piirinerjik sinyallesme ise genis spektrumlu bir P2 reseptor antagonisti
Suramin ile bloklanmistir [126]. Suramin ve CBX arasindaki bu asimetrik sonuglari
yorumlamak i¢in ise GJ ve piirinerjik kanallarin birbiriyle doniistimlii olarak énem

kazandigini tartismislardir.

Bu calisma indiiklenen SGHP hem GJ hem P2X7 antagonistleri ile bloklandi. Bu
grupta kesilen noéronun bagl glias1 bulunup bulunmadigina gore analizler planlandi.
Hasara ugrayan noron ¢evresinde in-vivo kosullar1 andiracak sekilde bitisik SGH’ler
oldugunda (Neu"), SGHP GJ antagonisti ile bloklandi. Kesilen néron gliasiz
oldugunda (Neu"°) her iki antagonist de SGHP aktivitesini blokladi. Calisma
sonuglari, GJ’lerin hasar sinyalini yaymakta oncelikli bir gorevi oldugunu ve

konneksin ve panneksinlerle olusan bir SGH aginin varligin1 6nermektedir.

Literatiirde, CFA enjeksiyonu [207], LPS enjeksiyonu[208], kapsaisin
uygulamasi[209], tiim gangliyonun sikistirilmasi (constriction) [210], tiim sinirin tam
veya kismi kesisi [211] gibi inflamatuar agri modelleri araciligiyla hasar

uygulanmistir. Ayrica, calismalar, bu uygulamalardan yaklasik 3 giin ila 2 hafta sonra
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iltihaplanma/yaralanma modellerinin etkilerini arastirmaktadir. Benzer bir ¢alismada,
AKG Kkiiltiirlerinde kapsaisin uygulamasi, SGH'lerde (8 saniyelik bir gecikmeden
sonra) Ca®* olaylarma neden oldu. Kapsaisin secici olarak TRPV1 kanalin1 uyarir ve
SGH’lerde bu kanal bulunmaz ve satellitik Ca2+ sinyali, P2X7 antagonisti A740003
araciligiyla bloke edildiginden, satellitik Ca sinyalinin néronlar tarafinda indiiklendigi
tartistlmistir [212]. Bu ¢aligma kapsaminda, literatiirde ilk kez, kronik agr1 modelleri
degil spesifik aksotomi hasar1 akut olarak incelendi, noéral dokunun
hassaslastirilmasina basvurulmadi ve hasar yapilirken eszamanli goriintiileme yapildi.
Fluo-4, her iki hiicre tipinde de verimli bir sekilde biriktiginden, hem noral hem de
glial Ca?* hareketini gorsellestirmek icin yeterli bir ajandir. Uygulanan yaralanma
modeli, gliay1 bilinmeyen sekillerde etkileyebilecek kimyasal degisiklikler gibi diger
miidahaleler olmadan norit transeksiyonunun etkilerinin izlenmesini saglar, boylece
In-vitro noral yaralanma sirasinda akut SGH yanit1 ve N/G etkilesim mekanizmalari

hakkinda daha ayrintili sonuglar elde edilistir.

AKG noronlar1 SGHler ve bag dokusu ile sikica sarilidir ve ¢evreden neredeyse
izoledir. Bu yap1, SGH/Noron iletisiminin somatik aktivite ve hasar sinyalizasyonu
icin kilit bir unsur oldugunu gostermektedir. Bu calisma oOncelikle tek norit
transeksiyona akut SGH yanitin1 arastirmaktadir. SGH'lerin noral transeksiyona akut
yanit mekanizmasi, yaralanma sonrasi noral kader i¢cin onemli olabilir. Akut yaniti
anlamak, ganglion diizeyinde agr1 yollarina iliskin agiklamalarimizi gelistirebilir ve bu
da periferik hasar ve agri caligmalarinda yeni klinik ve farmakolojik yaklagimlara

fayda saglayacaktir.
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8. SONUC

AKG noronlar periferden gelen duysal bilgilerin tasinip aktarilmasi i¢in ilk basamagi
olusturmaktadir. Bu bilgilerin gerceklige uygun olarak, hizli ve efektif bir sekilde
tasinmasi canlinin hayatin1 devam ettirmesi i¢in yiiksek dneme sahiptir. Bazen bu
sistemin detayli sekilde anlagilmamig aksakliklart sonucu agri bozukluklari ile endike
problemler goriilmektedir. Bu problemler periferal noron ve glialarin daha 6nce goz
ard1 edilmis ag 6zelliklerinden kaynaklaniyor olabilir. Bu ¢alisma kapsaminda, AKG

noronlarinin in-vitro ag 6zellikleri derinlemesine arastirildi.

Calismanin ilk kisminda AKG néronlarmin ekim yogunlugunun ag aktivitesine ve
buna bagli hiicre hayatiyetine (survival) olan etkileri arastirilmak istendi. Bu nedenle
cesitli ekim yogunlugundaki kiiltiirlerin hayatta kalimi1 ve aktivite oranlari takip edildi.
Aktivite takibi icin MEA ve kalsiyum goriintiileme yontemlerinden faydalanildi. Her
kiiltiirde, hayatta kalim agisindan yogun hiicreler, az yogun olanlara goére daha
avantajliydi. Fakat benzer bir Oriintiiye aktivite takibinde rastlanmadi. Aktivite
sonuglari daha rasgele sonuglar verdi. Buna ragmen hayatta kalim datast literatiirde ilk

kez az yogun hiicrelerin hayatta kalmakta zorlandigini kantifiye etmistir.

Calismanin ikinci kisminda AKG noron aktivitesi detayl sekilde incelenmek istendi
ve bunun i¢in noral aglar yaklasimi kullanildi. Noronlar1 ayn1 zamanda elektriksel
olarak uyarirken kalsiyum aktivitesi GECI araciligiyla izlendi. Deneyler sonucunda
elektriksel olarak uyarilan AKG hiicrelerinin petri kabinda baska hiicrelerin
aktivitesini indiikledigi ve modiile ettigi gozlemlendi. Bu baglantilar sinaptik
blokdrlerin uygulanmasiyla susturuldu bdylece in-vivo sartlarin aksine kiiltiirde AKG
hiicrelerinin sinaps yaptig1 ispatlandi. Boyama ydntemiyle sinapslar fiziksel olarak

gosterildi.

Calismanin son agamasinda AKG noéronlart arasinda yayilan aktiviteye satellitik glial
hiicrelerin etkisi test edildi. Bu kez uyar1 olarak aksonal hasar sinyalinden faydalanildi.
Oncelikle aksonal hasara ¢evrede bulunan glial hiicrelerin yaygin sekilde yanit verdigi
tespit edildi. Bu yanmit genel olarak GJ’lerin ve glial piirinerjik reseptorlerin

bloklanmasiyla ortadan kalkmaktayd: bu nedenle literatiire uygun olarak GJ’ler ve
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ATP yoluyla yayildig: tespit edildi. GJ bloklanmasi, kesilen néronun bir gliasi olup
olmamasina bakilmaksizin yayilan glial kalsiyum yanitin1 engelledi. Bununla beraber
purinerjik reseptorlerin BBG ile bloklanmasi ancak kesilen noronla sitoplazmik
baglar1 olan bir SGH olmamas1 durumunda etkili olmaktaydi. Bu bulgular sonucunda
yaygin sekilde olusan glial haberlesme aginin temelde konneksin ve panneksinlerce
yonetildigi, diger kimyasal haberlesme kanallarinin ikincil derecede 6nemli oldugunu

distindiirdii.

Tiim bu calismalar ve sonuglari AKG hiicreleri i¢in bu giine dek var oldugu
diistiniilmeyen veya gboz ardi edilen yeni baglant1 tiplerinin olabilecegini
gostermektedir. PSS gangliyon seviyesinde sadece iletiyi alip islenecegi ve cevap
olusturacak MSS’ye gondermekten daha fazlasini yapiyor olabilir. En yaygin goriilen
gangliyon tipi olan AKG néronlarinin baglantilar1 ve duysal sinyali belli bir diizeyde
kompute ettikleri diigiiniildiigiinde bu hiicreler yeni farmakolojik ve multi-modal

tedaviler icin hedef doku olarak kullanilabilir.
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10. EKLER

Hipokampal kiiltiirlerde, ekim yogunluguna bagh aktivitenin hayatta kalmaya

etkisinin arastirilmasi

AKG hiicrelerinin spontan aktivitesi diisiiktiir ve ¢ok anlasilmayan bir konudur. Bu
nedenle deney yonteminin ve bulgularin sagliginin test edilebilmesi i¢in benzer deney
diizenegi MSS hiicreleri olan hipokampal hiicrelerle test edilmistir. Metot ve sonuglar

asagida goriilecektir.

10.1. Vasatlarin Hazirlanmasi

Vasatlar kiiltiir ve vasat degistirme Oncesinde taze olarak hazirlandi. Hiicre vasati

degistirilmeden Once hazirlanan taze vasat etiivde 37°C’ye getirildi. Vasatlarin

igerigine tablo 10.1.1°de gortilebilir.

Tablo 10.1.1: Hipokampiis kiiltiirleri igin diseksiyon, kiiltiir ve yasam vasatlar1 bilesenleri

Diseksiyon vasati Kiiltiir vasati Yagam Vasat1
Hibernate- | %1 Antbiyotik | L15 %1 Antbiyotik | Neurobasal | %1 Antbiyotik
A %1 GlutaMAX %1 GlutaMAX A %1 GlutaMAX
%2 B27 %2 B27
%5 Horse Serum

10.2. Yeni Dogan Hipokampiis Diseksiyonu

Postnatal 0-3 giinliik Balb/c fareler dekapitasyon ile sakrifiye edilerek hizli bir sekilde
kafatas1 acild1. Tiim beyin ¢ikarilarak soguk tabla i¢indeki diseksiyon vasatina alindi.
0,5X stereo mikrosop altinda [213]’de anlatildig1 sekilde disekte edildi (Sekil 10.2.1).
Beyin zarlar1 dikkatli bir sekilde soyularak kiiltlir asamasina gecildi.
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Sekil 10.2.1: Hipokampus diseksiyonu.

Yenidogan 0-2 giinlik hayvandan tiim beyin c¢ikarildi. Hemisferler birbirinden korpus
kallozum hizasinda kesilerek ayrildi. Zarlar ve goriinen damarlar temizlenerek korteks diger
beyin pargalarindan ayrildi. i¢ yiizeyinde surlar1 belli olan hiponalmiis kesilerek ¢ikarildi.
[213]

10.3. Yeni Dogan Hipokampal Hiicrelerin Elde Edilmesi

e Her bir hipokampiis enzim c¢ozeltisine alindi (Papain, 18U/ml, kiiltiir vasati
icinde)

e 45 dakika +4°C’de, laboratuvarimizda iiretilen 50 Hz’lik yatay ajitator iistiinde
inkiibe edildi.

e (Cam pastor pipetlerinin uglar1 alev ile yumusatildi ve 2 ayr1 ¢apta (genis ve dar)
olacak sekilde inceltildi.

e Papain ortamdayken dokulara DNAse eklendi (50 Ig/mL)

e Enzim soliisyonu i¢indeki dokular once cam pipetlerde sonra 26G insiilin

ignesinden gegirilerek nazikge triture edildi
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e Hiicre siispansiyonu 5 ml enzim durdurma soliisyonu i¢ine alind1 (%10’luk FBS,

kiltlir vasati i¢inde)

e 800 RPM’de 3 dakika santrifiijlendi.

e Pellet yasam vasati i¢inde istenen konsantrasyonda seyreltilerek ekime hazir hale

getirildi.

e Sayim i¢in 6rnek alinarak REMER hiicre kiiltiirti laboratuvarinda bulunan Muse

Cell Counter araciligiyla sayim yapildi.

10.4. Yeni Dogan Hipokampal Hiicrelerin Ekimi

Hipokampal hiicre slispansiyonu, ¢esitli yarigaplarda ekim alanlar ¢izili, UV lazer ile

isaretli 35-mm cam tabanli petri kaplarina ve g¢esitli yaricaplarda silikon ekim

havuzlari olusturulan MEAlara, mm?’ye yaklasik 500, 1000 ve 2000, hiicre gelecek

sekilde, yasam vasati i¢cinde ekildi. AKG hiicrelerinde oldugu gibi, hiicre ekim

yogunlugu degistirilirken petri kab1 basina diisen toplam hiicre sayisinin ve toplam

yagam vasatinin tiim gruplarda ayni olmasina dikkat edildi. Boylece hayatta kalim1

veya aktiviteyi etkileyebilecek olasi hiimoral olaylarin her grupta ayni olmasi

planlandi. Cam petrilere ekilen hiicreler kiiltiir vasati icinde, MEAlara ekilen hiicreler

yasam vasati i¢inde yasatildi (Tablo:10.4.1)

Tablo 10.4.1: Hipokampal hiicrelerinin ekim yogunluklari

Nominal yogunluk (hiicre/mm?):

1500-2000 h/mm?

750-1000 h/mm?

375-500 h/mm?

Kiltiir sayist: 8 8 8

Ekilen hiicre sayisi: 10000 100000 100000
Ekim alani(mm?) 24 mm? 95mm? 201mm?
Ekim alani yari¢api (mm) (r=4mm) (r=5,5mm) (r=8mm)
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10.5. Sonuglar

10.5.1. Hayatta kalim ve aktivite takibi yapilacak petrilerde, hiicreler yapist1 ve
saghkh uzantilar gelisti

- = o

Sekil 10.5.1: 2000 h/mm2 yogunlukta ekilmis hipokampal hiicreler, sirasiyla; kiltiirdeki
1.glin, 3.giin, 5.giin ve 7.giin.
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Sekil 10.5.2: 1000 h/mm2 yogunlukta ekilmis hipokampal hiicreler, sirasiyla; kiiltiirdeki
1.glin, 3.giin, 5.giin ve 7.glin.
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)

Sekil 10.5.3: 500 h/mm2 yogunlukta ekilmis hiicreler, sirasiyla; kiiltiirdeki 1.giin, 3.giin, 5.giin
ve 7.giin.
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10.5.2. Her ekim yogunlugunda hayatta kalim zamanla azaldi

Canh hipokampal néron sayisinin
giinlere gore degisimi

6000, P 2000 h/mm?

[ 1000 h/mm?
40001 B 500h/mm?

2000+

Canli hiicre sayisi
(normalize edilmis)

0
O O Ry Q O NN
S S

Kultirdeki gin

Sekil 10.5.4: Her grup i¢in sayilan toplam canli hipokampal ndronlar giinlere gére degisimi.
(d1: 2000 h/mm?, d,: 2000 h/mm?, d3: 500 h/mm?)

Gruplarin ortalama hayatta kalim 2000 h/mm?

oraninin gunlere gore degisimi —~100
3
— 100 <

z *500imm* || 3 go
@
SO = 1000 hmm? || B

> +2000 himm? || = 60
£ ~ 60 £
=2 =

2% . T 40
g ©
3 =

> 20 g 20
L1 @
T T

% 3 6 9 12 % 3 6 9 12
Kultar guna Kaltar guna
1000 h/mm? 500h/mm?

~100 —~100
S =

2 80 2 80
=l =
S S

] S, 60
E E

T 40 T 40
] @

T 20 T 20
= >
] @
T T

0 0

0 3 katofgona ® 12 0 *  katofguna  ® 12

Sekil 10.5.5: Gruplarin ortalama hayatta kalim orani1 ve her yogunlukta sayilan gruplarin (n=3)
ortalama hayatta kalim oraninin giinlere gére degisimi.
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10.5.3. Ekim yogunlugunun petride zamanla hayatta kalan hiicre oranimi
etkiledigi tespit edildi

Hipokampal kiiltiirlerde, {i¢ tekrardan iiclinde (%100), her yogunluktaki gruplar

arasinda hayatta kalim agisindan istatistiki bir fark tespit edildi (p<0,02, Sekil 10.5.6).

Tiim gruplar (n=3) Tim gruplar, (2000 / 1000)

100}—, -2000 hmm? || 400 - 2000 h/mm?
E = 1000 h/mm? '-a'-: = 1000 h/mm?
i =500 himm? || &
s S
Z 50 Z 50
: ! :
AN ;

0 1]
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Kulturdeki Gan Kaltardeki Gun
Tam gruplar, (1000 / 500) Tidm gruplar, (2000 / 500)

1000— ~ 1000 h/mm? 100]— = 2000 himm?
W =500 h/mm? ] =500 h/mm?
3 3
S S
= >
= 50 Z s0
E 3
° _‘_|—|_ 4 _|_|—|_

g 0
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Kulturdeki Gun Kulturdeki Gun

Sekil 10.5.6: Hipokampal kiiltiirlerde kiimiilatif canlilik oranlarmin (n=3) tiim ekim
yogunluklar1 arasindaki fark.

Hipokampal kiiltiirlerde hayatta kalma ylizdesinin gilinlere gore degisimini gosteren

egriler Friedman Istatistik testiyle arastirildi. Tiim petrilerde kiiltiirdeki giinler

arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark gozlemlendi (p <0,001). Post hoc testler

istatistiki farkin kiiltiiriin 1. Ve 5. Gilinleri arasinda oldugunu gosterdi (p <0,001). Her

ekim yogunlugu Kuskal Wallis ANOVA testiyle kiyaslandi, U¢ ekim yogunlugu

arasinda istatistiki farka rastlanmadi.

Tablo 10.5.1: Hipokampiis kiiltiirlerinde giin ve yogunluklara bagli Friedman skorlari

Divl | Div3 | Divs | Div7 Div9 Div1l
Divl ns ns ns *k Fokkk Kok Kk
Div3 ns ns ns ns ok ke
Divb ns ns ns ns ns *
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10.5.4. Aktivite takibi komplike sonuclar verdi

Kalsiyum goriintiileme sonuclari

Her giin i¢in elde edilen seriler izlenerek kalsiyum aktivitesi gosteren hiicrelerin sayisi,
goriintiilenen toplam hiicrelere oranlanarak ““aktif hiicre yiizdesi” degeri elde edildi.
Gruplarda aktif hiicre yiizdesinin kiiltiirdeki giine gore degisimi sekil 10.5.7°de ve
tablo 10.5.2°de goriilebilir.

Grup3 Fluo-4, Kalsiyum
gorlintiileme sonuglari

50

= 25

Ortalama aktif hiicre yiizdesi
a

=]

500 1000 2000
Ekim Yogunlugu (h/mm?)

Sekil 10.5.7: Aktivite takibi yapilan hipokampal hiicrelerde aktif hiicre yiizdesinin zamana
gore degisimi.

Tablo 10.5.2: Aktivite takibi yapilan hipokampal hiicrelerinde aktif hiicre yiizdesinin zamana gore

degisimi.
Aktif hiicre ylizdesi
Ekim Yogunlugu: Petri kabi# DIVl DIV3 DIV5
500 h/mm? 1 10,5 20,5 13,6
1000 h/mm? 1 23,4 22,2 18,6
2000 h/mm? 1 21,3 13,0 20,8

Aktivite yiizdesinin zamana gore degisimini gosteren egriler Friedmann ANOVA ile
kiyasladi. Ug¢ ekim yogunlugu arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmedi (p=0,52).
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MEA takibi sonuglari

Hipokampal Kkiiltiirlerde MEA kayitlar1 sonucu elde edilen aktif kanal yiizdeleri
Kruskal Wallis ANOVA ile kiyasland1 (p=0,0016). 500 h/mm? yogunlugundaki

hiicrelerin aktivitesi 1000 h/mm? ve 2000h/mm?’den istatistiki olarak anlamli derecede

az oldugu tespit edildi. (Sekil 10.5.8, Tablo 10.5.3)

MEA aktivite kaydi

o
o

Ortalama aktif kanal ylzdesi
N
[5,]

= T '

500 1000 2000
Ekim Yogunlugu (h/mm?)

Sekil 10.5.8: Aktivite takibi yapilan hipokampal hiicrelerde aktif kanal ylizdesinin zamana

gore degisimi.

Tablo 10.5.3: Hipokampal hiicre kiiltiirlerinin MEA ile elektriksel aktivite 6l¢timii, aktif kanal

yiizdelerinin giinlere gore degisimi.

Aktif kanal yiizdesi
Ekim yogunlugu: MEA# | DIV6 | DIV10 | DIV14 | DIV21 | DIV29 | DIV3l
500 hiicre/mm? 1 0,0 0,0 0,0 3,1 0,0 0,0
500 hiicre/mm? 2 0,0 1,6 31 4,7 10,9 9,4
1000 hiicre/mm? 1 0,0 4,7 18,8 20,3 20,3 18,8
1000 hiicre/mm? 2 3,1 3,1 14,1 17,2 17,2 17,2
2000 hiicre/mm?* 1| 17,2 18,8 31,3 60,9 21,9 4,7
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10.5.5. Aktivitenin canhlikla iligkisi arastirild

2000 h/mm?
100+

9 B 2000 h/mm?

= ~+~ 2000 h/mm? Activity
=~
E o
5%
) 3
m o 50-
£0
)
5
8=
T

X

<L

N - ©
Kiltiirdeki Giin

Sekil 10.5.9: 2000 h/mm?2 yogunlugunda ekilen hipokampal hiicreler
Siitiin grafigi giinlere gore hayatta kalim yiizdesini (n=3), ¢izgi grafigi gilinlere gore aktif hiicre
yiizdesini (n=2) gosteriyor.

1000 h/mm?

__‘100- 0 1000 h/mm?

5 1000 h/mm? Activity
— 'a
EQ
o N
23
g%
(1]
52
T W

x

<

0-

N LY ©
Kiltiirdeki Giin

Sekil 10.5.10: 1000 h/mm2 yogunlugunda ekilen hipokampal hiicreler.
Siitlin grafigi giinlere gore hayatta kalim yiizdesini (n=3), ¢izgi grafigi giinlere gore aktif hiicre
yiizdesini (n=2) gosteriyor.
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500 h/mm?

100+
Bl 500 h/mm?

500 h/mm? Activity

Hayatta kalim /
Aktif hiicre ylizdesi (%)
3

0-

LN ) 9
Kiltiirdeki Giin

Sekil 10.5.11: 500 h/mm2 yogunlugunda ekilen hipokampal hiicreler.
Siitiin grafigi gilinlere gore hayatta kalim yiizdesini (n=3), ¢izgi grafigi giinlere gore aktif hiicre

yiizdesini (n=2) gosteriyor.
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