»% MEDIPOL
N UNV .

T.C.
ISTANBUL MEDIiPOL UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

IN VITRO TRANSNORONAL DEJENERASYON MEKANiIZMASINDA GEN iFADE
DEGIiSIKLIKLERI

SERIFE SEFIL

SiNiR BiLiM ANABILIiM DALI

Tez Danismani

Prof. Dr. Giirkan Oztiirk

Istanbul- 2015



TESEKKUR

Diinyanin en sabirli insanlar olarak diisiindiiglim ve beni hayatim boyunca hi¢ bir zaman

yalniz birakmayan sevgili annem Zennure Sefil ve sevgili babam Nail Sefil,

Basaracagima her zaman inanan ve sahip oldugu ilmi birikimi benimle paylasan kiymetli

hocam Prof.Dr. Giirkan Oztiirk,

Tebesstiim etmenin kiymetini bana tekrar hatirlatan, umutsuzluga hi¢ bir zaman kapilmama

konusunda kendime 6rnek edindigim sevgili hocam Prof.Dr. Duran Ustek,

Tezimin hazirlik agamasinda bana yonlendirmeleri ile rehberlik eden kiymetli hocam Yard.

Dog¢. Dr Mehmet Ozansoy,

Ve tezimin yazim asamasinda sinirsiz destegi ve pozitif enerjisi ile hep yanimda olan kiymetli

hocam Yard. Dog. Dr. Aylin Yaba Ugar,

Hilmi Kaan Alkan, Ekrem Musa Ozdemir ve Ogr.Gér. Taha Kelestemur, Pelin Dilsiz, Fulya
Koksalar, Ozlem Mutlu, Merve Onciill ve Ozge Baser basta olmak iizere REMER

bilinyesindeki tiim ¢alisma arkadaslarima sonsuz tesekkiirlerimle. ..

Serife Sefil

Istanbul, 2015



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SSS
PSN
DRG
ND
AD

PD
TND
HD
ALS
Bax
Bcl2
P53
Caspase 3
Fas
FasL
ATGS
ATG7
RIPK1
RIPK3
mTOR
P2RX7
MRNA
tRNA
PBS
PFA
DAPI

: Santral sinir sistemi
: Periferal sinir sistemi
: Dorsal Root Ganglion (Arka kok Gangliyon)
: Noronal Dejenasyon
: Alzeimer Hastalig1
: Parkinson Hastalig1
: Transnoronal Dejenerasyon
: Hungtington Hastalig1
: Amiyotrofik Lateral Sikleroz Hastalig1
: BCL2-Associated X Protein
: B-Cell CLL/Lymphoma 2
: Tumor Protein 53
: Apoptosis-Related Cysteine Peptidase
: Fas Cell Surface Death Receptor
: Fas Ligand
: Otofaji Spesifik Gen 5
: Otofaji Spesifik Gen 7
: Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1
. Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3
: The Mammalian Target of Rapamycin
: Piirin reseptor 7
: Mesajc1 Ribontikleik Asit
: Tastyict Riboniikleik Asit
: Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu
: Paraformaldehit

: 4,6-diamino-2-phenylindole



SEKILLER DiZINi

Sekil 1: Hemotoksilen ve Eozin ile boyanan DRG KeSitleri ..........ccovviiiiiiiiiiiiiniiiciccces 6
Sekil 2: Arka kok gangliyonunun anatomik YapiST....c..eecueeerueriiiiesiiee e 7
Sekil 3: Norodejeneratif MEKANIZMAIAT...........cccciviiiiiiiiee e 9
Sekil 4: Aksotomi ve dejenerasyon mekanizmalart ...........ccocvveeriiiiiiciienincee e 12
Sekil 5:Aksonal dejenerasyon sonrast meydana gelen olaylar ...........ccccceoeiiiiiiniiniinicicnnn, 13
Sekil 6: Retrograde ve Anterograde transnoronal dejenerasyon mekanizmalari ..................... 16
Sekil 7: Hiicrelerin laser ile tOplanmast .........ccveiuveiiiiiiiiiesiiie e 20
Sekil 8: SYBR Green teknigi ile QRT-PCR ........cooiviiiiiiiiie e 23
Sekil 9: A-B: gRT- PCR tekniginde kullanilan erime egrisi analizi...........ccocevveiirveinennennn 24
Sekil 10: DRG primer ndron kiiltiir hiicreleri ekimi ...........cccoiiiiiiiiiiiiiie e 29
Sekil 11:Hasarlanan noronda aksonal r€jenerasyon ..........cuevverveeieriiiieniesiieesee s 30
Sekil 12: Laser ile noron hiicrelerinin aksotomi yapilmasi.........ccceeevreerieninieneenisee e 31
Sekil 13: LCM yontemi ile hiicrelerin toplanmast...........cocveovreeieeiineenieeseeseee e 32
Sekil 14: mTOR ve B-1II Tubulin ile boyanan DRG ndéron hiicreleri (40X).......cocovevvviiieeninnns 38
Sekil 15: mTOR ve B-III Tubulin ile boyanan DRG noéron hiicreleri (20X).......ccccovveeivenenne. 39
Sekil 16: P2RX7 ve B-1II Tubulin ile boyanan DRG néron hiicreleri (20X)......cccovvcveivenenne. 40
Sekil 17: P2RX7 ve B-1II Tubulin ile boyanan DRG néron hiicreleri (40X) ........coevvvviireennnnns 41



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 1: Calismada kullanilan primerlerin oligoniikleotid dizileri. .........coovvvviiviiiiiniice 25
Cizelge 2: Kimyasallar GIZEIZEST ... .veiveeiveiiiiiiiiiii ettt sre e s 51
GRAFIKLER DiZINIi

Grafik 1: P2RX7 geninin tiim gruplar i¢in gen ifade analiz grafigi..........cccccevevivevivivieniennnn, 37
Grafik 2: mTOR geninin tiim gruplar i¢in gen ifade analiz grafigi ..........ccccceveviieiveieieennnn, 37

Vi



|33 D . N\ PPN ii
TESEKKUR.....couuituiiiiiiiiieriieteeteereeterneesesneesnessnessesssessssssesssessessesssssnens iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.....cccvuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeneeeeeeeneeeneen vi
SEKILLER DIZINI...cuvuiiuiiiiiiiiiiiiieiiiieieeeeernerernernernesnessessessessesncssesnesnons v
[0} /.4 D) (€3 01 31 21 28 1) /2 1.1 DS vi
(€] 27N 2 1 200 0028 1) 12 111 SO TP vi
| (01 1210 2 SQ 1 59 ) 2 SRR vii
[0/ )t T 1
In Vitro Transnéronal Dejenerasyon Mekanizmasinda Gen ifade Degisiklikleri........... 1
ABSTRACT ...uuuieitteeerttneeereeneeerssneeerssneeessssnseessssesessssnseesssseessssnneesssssnsns 2

In Vitro Analysis of Gene Expression for Transneuronal Degeneration Mechanisms......2

L.GIRIS VE AMAC ... .cuiuuituiiiniruieeeeneerueererneeserserneeseesssessesssesesssessessessneses 4
2.GENEL BILGILER ..........ccoooiiiiioeieeeeeeee ettt n s sns st 6
2.1. PERIFERIK SINIR HISTOLOJISI .........cocoooviiiiieieeceeeeeeeeeee e, 6
2.2. NORODEJENERASYON MEKANIZMALARI ..........c.cccccovovvimiieeieesereesennnan, 8
2.3. AKSONAL DEJENERASYON MEKANIZMASI ..........cccocovoiiiiiiiiiserseeseeenens 11
2.4. WALLER DEJENERASYON MEKANIZMASI ........ccccoooovviiiiieiiesereeeeeeenene 14
2.5. TRANSNORONAL DEJENERASYON MEKANIZMASI.........c.ccccccoevvvernrernnns 15
B.GEREC VE YONTEM ........coooiviiiiieieeeeeteeee ettt sests sttt an sttt 18
3.1. PRIMER NORON KULTURU: ........cocovoiiiiiicicceeeceeeee et 18
3.1.1. DENEY HAYVANLARL ..ottt een sttt 18
3.1.2. GENEL TEKNIKLER: .....ccciiiiiuiieteieieeceeie ettt 18

3.2. LASER ILE HASARLAMA (AKSOTOMI): ........cooovviviiiiieeeeeeeeeereee e 19
3.3. HUCRELERI LASER ILE TOPLAMA (CATAPULTING): ...cccccooovrrevererciernnns 20
3.4. RNA TZOLASYONU: ......ooooiiiiieeeeeeeee ettt 21
3.5. cDNA SENTEZLENMESI: .......oooviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee et 21
3.6. qRT PCR ANALIZLERI ...........cccooviiiiiiieececeee e 22
3.7. IMMUNOSITOKIMYA: ......cooooiiiiieeieceeeee et 26
3.8. VERILERIN ISTATISTIKSEL ANALIZI: ........c..cocooovoiiiiieeceeeeeece s 27

vii



A BULGULAR ... e 28

4.1. PRIMER DRG NORON KULTURU: ......c.coceoiiiiiicccsceee s 28
4.2. HUCRELERIN LASER ILE HASARLANMASI (AKSOTOMI):............c.ccoco..... 30
4.3. HUCRELERIN LASER ILE TOPLANMASI (CATAPULTING): ........ccccovunnn. 31
4.4. QRT-PCR ANALIZ SONUCLARI: .........ccooiviviiieeeeeeeeee e 32
4.4.1. P2RX7 ve mTOR genleri igin 6rneklerin Cq degerleri: ........coovvveniiiiiciinnennn, 33
4.4.2. Referans genine (GAPDH) gore 6rneklerin normalizasyonu (ACQ): ......ccceevueeeens 34
4.4.3. Normalize edilen ACq degerlerinden genlerin DNA Miktarlart (279 : ............... 35
4.4.4. P2RX7 ve m TOR genlerinin istatistik analizleri: ............c.cccooeviviviiiiiccecenn, 36

4.5. P2RX7 reseptor mTOR proteinin immiinositokimyasi: ................c.cccooeeniiinne 38
5. TARTISMA VE SONUC .......ooimiiiisieeeeeoetee oo ses st nsss s 42
B. KAYNAKLAR: <.ttt bt e st et ese et e st et eseebe st enenrens 46
T EKLER: ettt neere s 51
8. ETIK KURUL ONAY : ....cootiiiiiiiiiieie ettt 55
9. OZGECMIS ..ottt sttt en sttt 56

viii



OZET

In Vitro Transnéronal Dejenerasyon Mekanizmasinda Gen ifade Degisiklikleri

Sinir sisteminin travmatik ve dejeneratif hasarlar1 baglangicta sinirli sayida hiicreyi etkilese de
daha sonra hasarin yakin ve uzak bolgelere “Transndronal Dejenerasyon (TND)” adi verilen
bir meknizmayla yayildigi bilinmektedir. Bu tez ¢alismasi ile in vivo modellerle arastirilmasi
kisitlamalara maruz kalan bu konunun etkin bir in vitro model ile arastirilarak TND ‘nun

altinda yatan molekiiler mekanizmalarin irdelenmesi amaglanmustir.

Bu amag¢ dogrultusunda fare arka kok gangliyon (DRG)’larindan yapilan primer ndron
kiiltiiriinde sadece 10 ndron laserle aksotomi yapilmis ve her hasarlanan néron kendisi ile
komsu olan (herhangi bir miidaheleye maruz kalmayan) néronun 6liimiine sebep olmustur. Bu
noronlar arasinda olusan transnéronal dejenerasyon mekanizmasinin gen ifade degisiklikleri
iki asamali kantitatif PCR uygulamalar: ile analiz edilmistir. Transndronal dejenerasyonun
gerceklesmesi icin kiiltiirde uzayan aksonlar arasinda fiziksel bir irtibatin olmas1 gerektigi igin
hasarlanacak noronlar dikkatle secilmistir. Hiicre kaybina neden olan 6liim yolagi tam olarak
bilinmediginden hiicre 6liimi ile iliskili 11 farkli gen (Bax, Bcl2, p53, Caspase 3, Fas, FasL,
Atg5, Atg7, mTOR, Ripkl, Ripk3) ve hiicre apoptozunda etkili oldugu daha 6nceden rapor
edilen P2RX7 geni ile beraber referans gen olarak GAPDH se¢ilmis ve toplamda bu 13 genin
gRT-PCR ve immunositokimya teknikleri kullanilarak hem kantitatif hem de Kkaltitatif

analizleri yapilmstir.

Bu tez ¢aligmasi ile TND mekanizmasinda hasarlanan néronlardan ortama yayilan piirin
reseptorlerinin (P2RX7) miktarca arttigi gozlenmistir. Bir bagka sonu¢ ise mTOR geninin
ifade analizlerinde gozlenen degisikliktirr mTOR gen ifadesi yapilan tiim deneylerde artis
gostermis ve istatistiksel analizlerde kontrol grubu ile aksotomi yapilan nérona komsu olan
noron arasinda anlamli sonug¢ vermistir. Calismada arastirilan ve hiicre 6lim c¢esitleri ile
iliskili oldgu bilinen diger genlerin ifade analizleri yapilan bazi deneylerde yiiksek sonug

versede yapilan tekrarli deneylerde istikrarl bir artis gdzlenmemistir.

Anahtar kelimeler: DRG, Hiicre Oliimii, Laser Aksotomi, Piirin Reseptér, mTOR.

Transnoronal dejenerasyon,



ABSTRACT

In Vitro Analysis of Gene Expression for Transneuronal Degeneration Mechanisms

It is know that although degenerative and traumatic injuries of nervous system initially affect
only a few cells, the damage may spread to close and remote locations and that a process
called Transneuronal Degeneration (TND) may be in action in such situations.In this study,
the molecular mechanism underlying TND had been proposed to investigate in vitro on

account of this phenomenon was restricted to explore by in vivo models.

In vivo models to study TND mechanism have limitations; in this study, which was designed
to investigate this phenomenon in vitro .It was demonstrated that injury to only ten cells of
cultured mouse dorsal root ganglion neurons (DRG) with a laser beam led to death of its
neighboring neuron (Transneuronal Degeneration). According to this injured neuron and its
neighboring neuron, two steps q RT-PCR technique was employed to observe any gene

expression analyses.

While it was known that physical contact of growing axons in culture was essential for the
Transneuronal degeneration to occur, the neurons which will be axotomized are selected very
carefully. In account of unknown for certain cell death pathway, 11 different genes (Bax,
Bcl2, p53, Caspase 3, Fas, FasL, Atg5, Atg7, mTOR, Ripkl, Ripk3) that known to be
involved in kinds of cell death, P2RX7 gene that had been reported to be related with
apoptotic pathway and one Housekeeping gene (GAPDH) were used to obtain quantitative
and qualitative analyses of the gene expression levels by performing gRT-PCR and

Immunocytochemistry (ICC) techniques.

In this study has demonstrated that piirin receptdrs released after cell injury increase tendency
of neurons to die in transneuronal mechanism. The other interesting conclusion was observed
in assessment the amount of gene expression for mTOR. Statistical analyses of mTOR gene
expression were showed that there is a significant correlation between neighboring neuron
compared to control group. The expression of other genes that were used in this study

increase provided in some experiment but it was not consistently observed.

Key words: Cell Death, DRG, Laser Axotomy, Purin Receptors, mTOR. Transneuronal

Degeneration



1. GIRIS VE AMAC

Gegtigimiz yiizyilda gériillmeye baslayan ve i¢inde bulundugumuz zaman diliminde kendini
iyiden iyiye hissettiren bir vaka ile kars1 karsiyayiz. Sanayilesmis lilkelerde 65 yas ve iizeri
yash niifusunda goriilen artis ile ndrodejeneratif hastaliklarin goriilme sikligi da artmigtir.
Tahmin edilebilirki gelecek zamanlar i¢in birgok diinya iilkesinde simdiden sinyallerini
aldigimiz niifus artisindaki azalma ve bunun bir sonucu olan yash niifus oranindaki artis
norodejeneratif hastaliklarla toplumlar olarak daha ¢ok karsilacagimiz ve hem ekonomik
hemde fiziksel olarak dogacak ihtiyaglarla yiizlesmemiz anlamina gelecektir. Norodejeneratif
hastaliklarla ilgili olarak gilinlimiize kadar yapilan g¢aligmalarin birtakim ila¢ ve tedavi
yontemleri ortaya koymasina ragmen halen dejeneratif siirecin ilerlemesini durdurabilecek

¢oziimler elde edilememistir.

Bu dogrultuda, yapilan arastirmalarla etkili, Onleyici ya da koruyucu tedavilerin
gelistirilememesinin nedenleri arasinda en 6nemlisi néronlarin ndrodejeneratif hastaliklarda
hangi mekanizmalarla 6ldiigiine dair bilgimizin sinirli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
tabloya ragmen, sinir bilim alaninda yapilan ve her biri devrim niteliginde ki bir ¢cok calisma
ile norodejeneratif hastaliklarin sirlarmin kilidi tek tek agilacak ve etkili tedavi stratejileri

kullanilabilir hale gelecektir

Transnoronal dejenerasyon mekanizmas: (TND) sinir sistemi hastaliklarinda etkin oldugu

bilinen bir nérodejeneratif siiregtir.

Bu tez ¢alismasinda; olusturulan in vitro model ile yapilan molekiiler ve hiicresel analizler
sonucunda TND mekanizmasinin anlagilmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda bu ve
benzeri mekanizmalarin aydinlatilmasi ile sinir sistemi hastaliklarinin teshis ve tedavisinde
yeni yaklagimlar kazanilarak daha etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katkida

bulunmak hedeflenmektedir.

Bir néron dejeneratif veya tarvmatik bir sebeple hasar gordiigiinde sadece kendisi degil, yakin
ve uzagindaki baska néronlarinda Sliime gittigi gézlenmistir. ilk defa 1960 yilinda Matthews
Cowan ve arkadaslari tarafindan ortaya konulan (Matthews, Cowan et al. 1960)
Transnéronal dejenerasyon (TND) mekanizmas: seconder-ikincil hasar olarak da
adlandirilmaktadir (Adamchik et al. 2000). TND siireci sinir sisteminde meydana gelen

hasarin etkisini artirip yayginlastirarak ortaya c¢ikan hastalik ya da sakatlik durumunun ¢ok



daha fazla agirlagmasina neden olmaktadir. Bu olayin hem santral sinir sisteminin hem de

periferik sinir sisteminin ¢ok degisik bolgelerinde olabildigi bilinmektedir.

Gliniimiizde halen bilinmeyen pek c¢ok yonii olan TND mekanizmasinin detayli olarak
arastirtlmasinin oniindeki en 6nemli engellerden biri in vivo deney modellerinin getirdigi
kisitlamalardir. Ornegin in vivo modellerde TND’nin ortaya ¢ikmasi 4-14 giin arasinda
degismektedir (Norgborg ve Johansson, 1996; DeGiorgio et al. 1998; Dihne et al. 2002).

Bu sebeple TND mekanizmasinin in vitro bir modelle arastirilmasi tercih edilmis ve bunun
icin ¢esitli deney modelleri kullanilmistir. Yapilan bir ¢alismada, kiiltiirii yapilan néron ve
glial hiicreler plastik bir cubukla hasara ugratilmig ve kiiltliriin diger tarafindaki hiicrelerin bu
islemden nasil etkilendigi degerlendirilmistir (Tecoma et al. 1989; Mitchell et al.1995). Ancak
bu ¢aligmalarda hasarlanacak noéron sayisinin, hasarin etkileyecegi hiicre bolgesinin ve dahasi
hangi tip hiicrelerin hasarlanacaginin kontrol edilmesi gli¢ degiskenler oldugu

gozlemlenmistir.

Yapilan ¢alismalar gostermistirki; TND mekanizmasinin arastirilmasi igin olusturulacak
model kolay uygulanabilen, hassas, tekrarlanabilir, 6l¢eklendirilebilir ve Olgiilebilir bir in

vitro modele ihtiya¢ duymaktadir.

Bu tez ¢alismasinda simdiye kadar TND ¢alismalarinda in vitro model olarak kullanilan
deney modelleri arasinda yukarida bahsettigimiz kriterlere gosterdigi uygunluk acisindan

ornek teskil edebilecek oldugu diisiiniilen bir model kullanilmistir (Oztiirk G. ve ark.,2011).

Olusturulan deney modelinde DRG izole edilip kiiltiire edilmis ve primer hiicre kiiltiirii
yapilan bu noron hiicrelerinin aksonlar1 laser ile (337 nm-UV) kesilerek hasara ugratilmistir.
TND mekanizmasinin gerceklesmesi i¢in gereken siire beklendikten sonra hasar verilen hiicre
ve onlarin komsulugundaki ndron hiicreleri kiiltiir ortamindan ayr1 ayr1 toplanarak kontrol
grubu ile karsilastirmali olarak gen ifade analizleri yapilarak nodronlarin arasindaki TND

mekanizmasi hiicrelerin gen diizeyinde ki degisiklikler agisindan aragtirilmistir.

Calismada hiicre 6liim ¢esidi olarak bilinen apoptoz, nekroz, otofaji ve nekroptoz olaylarinda
temel olarak rol aldigi bilinen Bax, Bcl2, p53, Caspase 3, Fas, FasL, Atg5, Atg7, mTOR,
Ripkl, Ripk3 genleri ve referans gen olarak GAPDH segilerek bu genlerin ifade analizleri
gRT-PCR yontemiyle belirlenmisitr. Elde edilen sonuglar ile belirlenen genlerin TND
mekanizmasindaki muhtemel rolleri anlagilmaya ve agiklanmaya calisilmistir. Ayrica sinir

sistemi hasarlarinda néron kaybinin oldugu durumlarda miktarinda aktif olarak artis oldugu
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onceki ¢alismalarda rapor edilen Piirin reseptoriide (P2RX7) (Rathbon MP et al. 1999) bu
genler arasimna dahil edilerek TND mekanizmasinda gen ifade degisikligine sahip olup

olmadig1 arastirilmastir.

Gen ifade analizleri iki asamali QRT-PCR uygulamasi ile analiz edilmis ve analiz sonrasinda
gen ifade degisikligi oldugu goriilen genlerin uygun primer ve sekonder antikorlari
kullanilarak immiinohistokimyasal boyamalar1 yapilmis ve kantitaf artis oldugu tespit edilen

genlerin kalitatif analizleri de bu sekilde gosterilmistir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1. PERIFERIK SINiR HiSTOLOJiSI

Periferal sinirler bag doku matriksi igerisinde yerlesen, schwann hiicreleri tarafindan
desteklenerek kiliflanmis aksonlari igermektedir. Yogun bag dokunun dis kilifi olan
epindryum, tiim sinirin yapisal biitlinliigiinii korumaktadir. Perindryum ise fasikiilleri ayirarak
endondronal alanin regiilasyonunu saglayan fizyolojik bir bariyer olusturur. Endondryum
aksonlar1 icermektedir ve schwan hiicrelerini ¢evreleyerek her fasikiiliin intertisyumunu
olusturmaktdir. Periferal sinir kdklerinin fasikiilleri epindryum veya perindryum i¢cermedikleri
icin daha az belirgindirler. Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyanan kesitler incelendiginde,

epindryumun yogun kollajen, fibroblast ve kan damarlarindan olustugu goriilmektedir.

(Sekil 1).

Sekil 1: Hemotoksilen ve Eozin ile boyanan DRG kesitleri.1.Hiicre ¢ekirdegi 2.Satellit
hiicreleri 3.Sinir lifleri ve 4.Kapiller alanlarim1 gostermektedir (Abraham L. Kierszenbaum
Histology and Cell Biology Text Book , Elsevier ,2011 )

Ayrica adipositler, mast hiicreleri, histiyositler ve lenfatik damarlar da dikkati ¢ekmektedir.
Perinéryum, fasikiilleri g¢evreleyen ig sekilli perindral hiicrelerin olusturdugu konsantrik
yapidaki tabakalardan meydana gelmektedir.Perinéryumdaki hiicre sayis1 fasikiiliin
biiytlikliigiine baghdir.Fasikiiller i¢indeki endondronal alan, aksonlar, schwann hiicreleri,
fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve kapillerden olusmaktadir. Aksonlar etrafindaki

myelin, ¢oklu dairesel seffaf yapilar seklinde izlenirken, myelinli aksonlar ise myelin tabakasi
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icinde eozinofilik yapilar olarak goriilmektedir. Bazen, schwann hiicresinin ¢ekirdegi myelin

tabakasinin periferinde izlenmektedir (Sekil 2). Myelin’in %75 (kollesterol,sphingomyelin,

galaktolipid), %25°1 proteinden olusur.Myelinli schwann hiicrelerinde bulunan miyelin-iliskili

glikoproteinde (myelin-assosiye glycoprotein (MAG)) miyelinizasyonda 6nemli rol oynar.

Myelinli lifler iletiyi daha hizli iletir. Cogu sinir hiicresindeki peripheral sinir lifleri hem

myelinli, hem de myelinsizdir (Douglas C.Antony et al. 1996, L. Carlos Junqueira et al.

1998).

Omurilik

e

Perindriyum

Tek bir akson
cevresindeki
Endondriyum a7

Ventral kok

Dorsal kok

ey Dorsal kok
A — ganglionu

Spinal sinir

Kan
damarlan

}" | -
~—— Miyelinsiz
akson

Miyelinli aksonun
Schwann hiicresi

Sekil 2: Arka kok gangliyonunun anatomik yapist.Omiriligin dorsal yiizeyine ¢ikan sinir

lifleri ile ventralden ¢ikan sinir liflerinin bulustugu kavsak noktasinda bulunan ve yumru

seklinde olan Arka Kok Ganglion-DRG anatomik yapisi (Abraham L. Kierszenbaum,

Histology and Cell Biology Text Book , Elsevier ,2011 )

Periferik Sinir Sistemi (PSS)’ndeki ganglionlar dorsal kok gangliyonlari (DRG) ve otonomik

ganglionlar olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir. Dorsal kok (spinal) ganglionlar, dural

kesenin torbalasmasi seklinde spinal kolon boyunca yer alirlar. Postmortem muayenede sert

nodiiller olarak palpe edilen DRG’ler histolojik olarak 100 mikrometre biiyiikliige kadar

ulasan biiyiik néronlari igerirler.Her bir néronun gévdesinden tek bir akson ¢ikarak dallanir,

bir uzantiyr santrale digerini perifere gonderir. Ganglion hiicreleri satellit hiicreleri olarak
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adlandirilan, sitoplazmalar1 ganglion hiicreleri etrafinda halo olusturan destek hiicreleri
tarafindan c¢evrelenmektedir. Akson demetleri, Ozellikle ganglion hiicresinin govdesi ve
satellit hiicrelerinin kollajendz stromasindan kaynaklanmaktadir. Otonomik ganglion hiicreleri
ise ganglion boyunca yeralan aksonlarla birlikte bulunurlar ve buradaki noronlarin daha
kiigiik, cekirdekleri sitoplazma icinde eksentrik olarak yer alan ve DRG’ler gibi satellit
hiicrelerle ¢evrelenmis noronlardir (Atalay O.F., Ustiin H., (2004), Douglas C.Antony et al.
1996).

2.2. NORODEJENERASYON MEKANIZMALARI

Fonksiyonel veya yapisal kayiplara maruz kalarak ndron hiicrelerinin 6lmesi ile sonuglanan
stire¢ ‘Nérodejenerasyon’ olarak adlandirilmaktadir. Giiniimiiz diinyasinda milyonlarca
insanda goriilen sinir sistemi hastaliklarinin bir cogunun tanimlanmasinda kullanilan bu ifade
birincil olarak noronlar1 etkilesede, uygulamada anatomik sistemlerdeki yapisal veya
fonksiyonel kayip kaynakli bozukluklardaki hiicre olimlerini de icermektedir. Heterojen
klinik nérolojik bozukluklarda goriilen patolojik vakalarin tanimlanmasinda da bu ifade
kullanilmaktadir. Neoplazma, 6dem, kanama ve primer olmayan sinir sistemi travmasi gibi
noronal hastaliklar, norodejeneratif olarak kabul edilmez. Farkli yiizlerce norodejeneratif
bozukluk arasinda, en fazla rastlanilanlar: Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastalig1 (PD),
Huntington hastaligt (HD) ve Amiyotrofik lateral sikleroz (ALS) hastaliklaridir.
Norodejeneratif bozukluklarin goriilme sikligindaki en 6nemli risk faktorii 6zellikle AD ve

PD i¢in ileryen yas olarak rapor edilmistir (Tanner CM et al. 1996).

Klinik olarak birbirine benzer ve farkli pekg¢ok patolojik 6zellik gostermelerinden dolayi
norodejeneratif hastaliklari pratik bir siniflandirmada toplamak oldukca giigtiir. Bu nedenle
farkli lezyonlarin etkiledikleri bolgelerde farkli klinik tablolara yol agtig1 belirtilmistir (Burn
DJ et al. 2001).

Merkezi sinir sisteminin ndrodejeneratif bozukluklar1 olarak ele alindiginda serebral
kortekste, bazal gangliada, beyin sapinda ve omirilikte izlenen noérodejeneratif hastaliklar
seklinde gruplandirma yapmak miimkiindiir. Ayrica her bir grup kendi i¢inde, belirli bir
hastaligin daha belirgin olarak 6ne c¢ikan kimlik 6zelliklerine gore siniflandirilabilmektedir.

Ornegin, agirlikli olarak serebral korteksi etkileyen hastaliklar grubu demans (8rnegin AD) ve
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demansin olmadigi kosullar olarak ayrilabilir. Dikkat ¢ekici olan ise AD gibi serebral korteks
patolojisi hastaliklarinda (Sulkava R. et al.1983) demans ¢ok sik goriilmesine ragmen AD
disinda en az 50 farkli hastalikta da goriilmektedir (Tomlinson BE. et al. 1977).

Norodejenerasyon mekanizmasinin simdiye kadar yapilan arastirmalarda pek ¢ok tetikleyicisi
oldugu gozlenmistir. Bu tetikleyiciler arasinda hiicre i¢i mekanizmalar (apoptoz, otofaj,
oksidatif stress, mitokondriyal fonksiyonlar ve proteinlerin yikimi gibi), lokal doku gevresi ile
olan etkilesimler (endositoz ve ndrotansmitter gegisi gibi), immiin sistem ve metabolik
vezikiiller, ¢evre ve yaslanmaya bagl olarak degisim gdsteren epigenetik faktorler gibi bazi

genel basliklar altinda toplanabilir (Sekil 3) (Vijay K. et al.2013).

Intraseliiler Lokal doku s Gelisme ve
: - Sistemik ¢evre }
mekanizmalar gevresl yaslanma
Apoptoz
Otofaji Hiicre adhezyonu Inflamasyon / immiin
Mitokondrial Endositoz sistem Epigenetik
fonksiyon Nérotransmisyon Lipid / metabolik Norotropik faktorler
Oksidatif hasar / Prion / iletilebilir endokrin Telomerler
onarim faktorler vaskiiler faktorler
Ubikuitin / proteazom

Norodejenerasyon

Sekil 3: Norodejeneratif siirecin baglamasi ve ilerlemesi {izerinde etkisi oldugu diisiiniilen

mekanizmalar (Vijay K. Review Article J Neurodegener 2013; 2(3):145-175).



Norodejeneratif hastaliklarin  birkag istisnast disinda neden kaynaklandiklar1 heniiz
bilinmemektedir.Sadece hastaliklarin teshisinin yapilabildigi bazi belirtecler mevcuttur.
Bunun yanisira bu hastaliklardaki genetik ve c¢evresel faktorlerin goreceli rolleri halen
arastirtlmaktadir.Bazi norodejeneratif bozukluklar aileden gelen genetik bir temele
dayanmaktadir.Ornegin HD ve dentatorubral pallidoluysian atrofi otozomal dominant olarak
izlenirken nadirende resesif olarak ¢alisilmaktadir.Daha az siklikla ise otozomal resesif olarak
caligir.Ornegin, ailesel spastik paraparezi, bir X-baglantili 6zellikteki spinal ve bulber
muskiiler atrofi ya da mitokondriyal Leber optike noropati anneden ¢ocugana kalitsal 6zellik
gosterebilir. Bu "saf" genetik ndrodejeneratif hastaliklara karsin digerleri esasen sporadik
ozellikler gostermektedir ve ¢ok azi kalitsaldir.Bu durum PD ve AD i¢in de gecgerlidir ve hatta

ALS i¢in tiim vakalarin yaklasik % 10'u tamamiyle aileseldir (Tanner CM et al.1999).

Norodejenerasyon mekanizmalarinin ilgili molekiiler iislerini aydinlatmak i¢in bu sebepten
sporadik varyantlarin ¢alisilmasi gerekmektedir.Gergekten sporadik olan hastalarin biiyiik
cogunlugunda genetigin ndrodejeneratif silirece katkisinin daha az oldugu belirtilmisitir

(Tanner CM et al. 1999).

Bunun yerine toksik cevresel faktorler norodejenrasyon mekanizmasini baglatan birincil
stipheliler olabilirler.Bu goriisii destekleyen bir c¢alismada bazi cografi veya temporal
kosullarin norodejeneratif siiregleri kiimeler halinde ortaya cikardigi gdzlenmistir.Ornegin,
yaygin olarak bir gida veya ila¢ olarak alinan yerli bir bitkinin tiiketildigi Guam Chamorros
halkinda PD-ALS kompleksinin goriilme sikligi fazladir (Kurtland LT et al. 1988).PD gibi
hastaliklarin ¢evresel faktorlerden etkilendigini gosteren baska calismalar da vardir (Tanner
CM et al. 1989). Sporadik norodejenerasyonun ¢evre ve genetik arasinda énemli patolojik
cesitlilikler gosterdigi de gozlenmistir (Prezant TR. et al.1993).Nérodejenerasyon
mekanizmasinda ayrica hiicre i¢i bazi1 yapilarn aktif rol aldigi da bilinmektedir Lewy
cisimcikleri olarak bilinen bazi hiicre i¢i inkliizyonlarin yoklugunda da bu durum tespit

edilmisitir (Forno LS. et al. 1996).

Norodejenerasyon mekanizmasinda hiicre 6liimlerinin morfolojik cesitliligi genellikle ithmal
edilse de ¢ogunlukla hiicre 6lim gesitlerinden ilk olarak apoptoz ve nekroz akla gelmeketedir
(Clarke P. et al. 1990, Yaginuma, H. et al. 1996,Clarke P. et al. 1999). Yapilan calismalar ile
noronal dejenerasyon mekanizmasinda en az dort Oliim tlirli tanimlanmistir: apoptotik,
nekrotik, otofajik ve sitoplazmik (Clarke P. et al. 1990). Klinik agidan hiicre 6liimlerinin bu

sekilde farklilik gostermesi olduk¢a 6nemlidir (Uchiyama Y. et al. 2001, Sperandio, S. et al.
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2000). Yapilan son g¢alismalarda otofajinin de ndrodejeneratif mekanizmalarda aktif bir

sekilde rol aldig1 gosterilmistir (Son, Shim et al. 2012).

Bu tez calismasinda bahsi gegen tiim hiicre 6liimii ¢esitleri ile birlikte son zamanlarda yapilan
caligmalar ile giindeme gelen ve programlanmis hiicre 6liimiine bir alternatif olarak gosterilen
‘nekroptoz’ adi verilen Olim ¢esidinin de TND mekanizmasinda rol alip almadig

arastirilmistir (Dana E. et al. 2010, Lorenzo G. et al. 2008).

2.3. AKSONAL DEJENERASYON MEKANIZMASI

Akson dejenerasyonu felg, gluokoma ve motor noéropatilerinde gorildigi gibi

norodejeneratif sartlarin en karakteristik olaylarindan biridir. Aksonun herhargi

bir sebeple hasar goérmesine ‘Aksotomi (Axotomy)’ adi1 verilmektedir.In vitro ¢alismalarda
olusturulan modeller i¢in aksotomi genellikle hiicre aksonunda yapilan bir kesi ile
gerceklestirilmektedir.Calismamizda kullanigimiz in vitro modelde aksotomiyi laser kesimi

ile gerceklestirdik.

Aksonun noronal hiicre govdesine en uzak kisminin (distalakson) zedelenmesi sonucu
buradaki sitoplazmik parcalanma aksonal dejenerasyon olarak adlandirmaktadir.PSS aksonal
dejenerasyonda lezyonun olusmasi yaklasik 24 saat slirerken MSS’de bu siire¢ daha da
uzundur (Vargas M.E. et al.2007). Dejenerasyon, akson i¢indeki tek bir noktada baslayarak
daha distal segmentleri igermek iizere ilerlemektedir.Zedelenmeden sonra birkag giin i¢inde
distal aksonun tiim kisimlarinda parcalanma (fragmantasyon) baslamaktadir. Norofilamanlar
ve mikrotiibiiller sitoplazmada artik goriilmez ve yerini amorf graniiler sitoplazmik materyale
birakirlar. Ayni zamanda aksolemma da devamliliini koruyamaz ve aksondaki aksiyon
potensiyeli tiretimi kesilir. Myelin kilif dagilir ve hasarin distalindeki alanlarda akson kiigiik
oval segmentlere parcalanir. Fragmanlar, belirgin miyelin debris ve aksonal kalintilart

icerdikleri i¢in‘myelin ovoidler’ olarak adlandirilirlar (Sekil 4).
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Miyelin Schwann hiicresi cekirdegi
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dejenerasyonu
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Sekil 4: Aksotomi ve dejenerasyon mekanizmalari

Eger hasar noron hiicre govdesinin hemen proksimalinde meydana gelmisse hiicre govdesi
dejenere olmaktadir.Hiicre govdesi, santral eozinofilik bir alan seklinde genislemekte ve Nissl
cisimcikleri hiicrenin periferine dogru yer degistirmektedir.Bu olay ‘kromatolizis’ veya
‘aksonal reaksiyon’ olarak adlandirilmaktadir.Schwan hiicreleri aksonal dejenerasyon ve

rejenerasyon olayina aktif olarak katilir.

Akson parcalanmasinin baslangicindan kisa bir siire sonra schwan hiicreleri ¢ogalarak
aksonal kalintilar1 kusatmaktadir (Waller A. et al. 1850, Coleman MP. et al. 1998).
Makrofajlar aksonal dejenerasyon alanina gelip lifin dis yilizeyine katilirlar (Sekil 5). Birkag
hafta sonra debrisin ortadan kaldirilmasiyla makrofajlar vaskiiler alanlara go¢ ederler
(Douglas C.Antony et al. 1996, Fansa et al.. 2003). Eger aksonal rejenerasyon

tamamlanmamigsa dnceden aksonun yeraldigi alan kollajen ile doldurulmaktadir.

Yapilan caligmalarla aksonal transportun hizinin aksonal dejenerasyon ile iligkili olabilecegi
gosterilmistir (Douglas C.Antony et al.. 1996). Aslinda aksonal transportun ilk gostergesi,
kesiden sonra anterograt akson dejenerasyonudur. Hizli aksonal tansportta en hizli hareket,
membranla iliskili vezikiiller igindeki materyallerle ilgilidir. Bu materyaller anterograt yonde
‘kinezin’ olarak bilinen mikrotiibiil-iliskili ATPaz ile ileri dogru hareket etmektedirler.
Kinezin hem aksonal vezikiillere hem de mikrotiibiillere baglanarak mikrotiibiil boyunca

vezikiil hareketini olusturmaktadir.
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Hizli aksonal transportun aksonal dejenerasyonla iliskisini gdsteren kanit, daha kisa olan
aksonlarda bu materyalin (vezikiillerin) daha hizli bosalmas1 ve tilkenmesiyle dejenerasyonun
uzun aksonlara gore daha hizli olmasidir. Ek olarak, hizli tasinan vezikiiller aksonal kesinin
proksimal kisminda birikmeketdir. Sonug olarak, aksonal dejenerasyonun kesiden sonraki 1-4
giin i¢inde basladigin1 ve bu zaman cercevesinde molekiiler hareketin ana dalgasinin, hizli

aksonal transport oldugunu sOylemek miimkiindiir.

CALPAIN CALPAIN

Up to 24-48 h l

ASTROCYTES

Sekil 5: Aksonal Dejenerasyon sonrasi meydana gelen olaylar (Jack T. et al.The Journal of
Cell Biology, 2012)

Periferal noropatili hastalardan yapilan biyopsilerde aksonal dejenerasyon sik olarak
karsilasilan bir bulgudur. H&E ile boyanmis, longitidunal kesilerde, lineer miyeloid ovoid
siralar seklinde goriilmektedir. Bunlar lineer zincir seklinde diizenlenmis, bosluklar ve
eozinofilik materyal seklinde izlenmektedir. Komsu schwan hiicresinin ¢ekirdegi
goriilebilmekte ve bazen vakuol debrisi g¢evreleyen schwann hiicre sitoplazmalar1 da
izlenebilmektedir. Aksonal dejenerasyonun erken evrelerinde miyelin ovoidler tim [lif
boyunca devam etmektedir, ancak zamanla ovoidler daha uzak alanlara dagilirlar. Hasardan

itibaren total aksonal fragmentasyonun gergeklesmesi genellikle 2 haftadan daha az zaman
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almaktadir (Douglas C.Antony et al. 1996, Fansa et al. 2003). Boylelikle aksonopati bol
dejenere liflerle karakterize iken kronik aksonopati lif kaybi ile karakterizedir. Bu nedenle
kronik aksonopatide bir alana diisen akson sayisi azalmakta ve endondryum kaybolan

aksonlarin yerine gecen kollajenle birlikte artmaktadir.

PSS, eger zedelenmeye yol acan ajan elimine edilirse genis rejenerasyon kapasitesine sahiptir
ve aksonal filizlenme ve yeniden biiyiime iki asamada gerceklesmektedir (Sekil 5). ki ve en
hizli olan1 dendrvasyon alaninin bitisigindeki aksonlarin filizlenmesidir. Bu olay, terminal
akson filizinin atrofik kas lifini tekrar uyarmasi seklinde, iskelet kasinda da bildirilmistir.
Ikinci tip filizlenme hasarlanan aksonun distal kisminda gerceklesmekte ve aksonal biiyiime

konlarmin olusmasiyla sonuglanmaktadir (Sekil 18) (Oztiirk G.ve ark.2011).

Biiyiiyen konun yayiliminda ve aksonal biiyiimenin yeterliliginde bir¢cok faktér rol
oynamaktadir. Bliyliyen konlar 6zellesmis, aktinden zengin sitoskeleton igerirler ve artmis
biiyiime-iliskili protein (growth-associated protein (GAP-43)) iceren 0Ozel vezikiil ve
membranlara sahiptirler. Diger biiylime faktdrlerinden olan sinir biiyiime faktoriiniin (Nerve
Growth Faktorler (NGF) aksonal rejenerasyonu kolaylastirdigr belirtilmistir (Onteniente B. ve
ark. 2003, Leinninger GM ve ark. 2004). Denerve olan schwan hiicreleri artmis sayida NGF
reseptorii eksprese ederler. NGF, aksonal rejenerasyon siirecinde hem aksonal biiyiime konlari
hem de schwan hiicreleri ile etkileserek biiyiime konlarmin uygun son-organa rehberlik
etmesine schwan hiicreleri yardim etmektedirler (Douglas C.Antony ve ark. 1996). Elektron
mikroskobu ile incelendiginde schwan hiicrelerince olusturulan, Biingnerbandi ile ¢evrili

olduklari1 goriilmektedir.

2.4. WALLER DEJENERASYON MEKANIZMASI

Anterogat veya ortograt dejenerasyon olarak da adalandirilan ‘Waller Dejenerasyonu’ bir
sinir hiicre gdvdesinin, disinda bulunan aksondaki sinir lifinin kesilmesi veya ezilmesi sonucu
gelisen ve hasarin dejenerasyonunu ifade eden siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Bu siireclerden
biri de ‘Waller benzeri dejenerasyon’ olarak bilinir ve Ozellikle aksopilazmik tasima
bozuldugunda nérodejenerasyonu meydana getirmektedir. Norodejeneratif stireglerin 6zellikle
aksonal transport hasarlarinda meydana geldigi rapor edilmistir (Coleman MP et al. 2010).
Yaralanma sonrasinda akson iskeletinin etkilesimi dagilmakta aksonal membran

parcalanmakta ve miyelin kilifin degredasyonu sonucu ortama gelen makrofajlar ile ortadan
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kaldirilmaktdir (Waller A. et al.1850, Coleman MP. et al.1998). Primer hiicre kiiltiirii
caligmalarinda bu dejenerasyon ¢esidinde protein NMNAT2’nin anahtar bir rolii oldugu
gosterilmistir (Gilley J. et al. 2010). Kesi yaralanmalarindan sonra aksonal dejenerasyon ve
rejenerasyon arasinda bir denge goriilmektedir. Ancak transeksiyon zedelenmelerinde sinirin
devamliligi bozuldugu icin rejenerasyon distal segmentlerdeki biliyiime konlarmin yanlis
yerlesimi sonucu bozulmaktadir. Bu yanlis yerlesim aksonal rejenerasyonun yeterliligini

azaltmakta ve ndromalarin olugmasina yol agmaktadir (Douglas C.Antony et al.1996).

2.5. TRANSNORONAL DEJENERASYON MEKANIZMASI

[k defa 1960 yilinda Matthews Cowan ve arkadaslar1 tarafindan ortaya atilan Transndronal
Dejenerasyon mekanizmasi en yalin ifadesi ile komsu néronlarindan aldiklar1 bazi uyaricilar
araciligi ile noronlarin fonksiyon kaybina ugramasi ya da 6lmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu
olaya ayn1 zamanda seconder-ikincil hasar adi da verilmektedir (Adamchik ve ark., 2000).
TND mekanizmast hasarin orjinal bdlgesine gore ¢esitlilik gostermektedir. TND
mekanizmasinin beyin lezyonlari, noronlar arasindaki etkilesim hasarlar1 gibi baslica
sayabilecegimiz  nedenleri  bulunmaktadir.Farkli  nedensellikleri olsa da  TND
mekanizmalarinin hiicresel, aksonal ya da dendritik olarak ayni etkilere sahip olduklar
belirlenmistir. TND mekanizmasinin Hungtington ve Alzeimer basta olmak iizere birgok
hastalikla iligkili oldugu disiliniilmektedir. Transnéronal Dejenerasyon mekanizmasi genel
olarak iki baslik altinda incelenebilir (Sekil 6). Anterograt ve Retrograt Transnéronal
Dejenerasyon Mekanizmast olarak adlandirilan bu mekanizmalar hasarlanma seklinin

farklilig1 ile ayirtedilmektedir.
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Aksotomi ve Dejenerasyon
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Kromatoliz dejenerasyon

\ Lezyon

Retrograd transnoronal

dejenerasyon Kromatoliz

Sekil 6: Retrograt ve Anterograt transnéronal dejenerasyon mekanizmalari:

Aksonda meydana gelen lezyonun bdlgesine bagli olarak presinaptik ve post sinaptik

hiicrelerde farkli sekilde goriilen tarnsnéronal mekanizmalaridir.

Anterograt TND mekanizmasi inputlarin kaybi sonucu meydana gelen dejenerasyondur
(Pinching A. ve ark.1971). Aralarinda sinaptik baglant1 olan iki néron hiicresinden presinaptik
ndrondaki bir hasardan dolay1 post sinaptik hiicreye inputun iletilmemesi sonucu meydana
gelen bir mekanizmadir. Bu sebeple bu tip TND mekanizmasina ileri éliim (dying forward)
veya sinapslar arasinda gegen dejenerasyon trans-sinaptik dejenerasyon (trans-sinaptic
degeneration) da denilmektedir (Eisen A. et al. 2001). Retrograt TND mekanizmasi ise yine
aralarinda sinaptik baglanti bulunan iki nérondan post-sinaptik ndrondaki bir hasarlanma ile
onun trofik olarak presinaptik ndronu destekleyememesi sonucu olusan bir dejenerasyon
mekanizmasidir. Bu tip TND mekanizmasina geri éliim (dying backward) adi da
verilmektedir. TND mekanizmasiin bu g¢esidi ALS hastaliginda agikca gozlenmistir. ALS
hastaliginda Betz hiicrelerinin kaybi ile iist motor noronlarda hasara neden oldugu

gosterilmistir (Eisen A. et al. 2001).

TND mekanizmasinin oldugu hiicrelerde en karekteristik olarak goriilen 6zellikler hiicrelerin
sitoplazma ve cekirdeklerinde biiziilme ile kendilerini kiiciiltme egilimi gostermeleridir
(Pinching A. et al.1971). Bu biiziilme ile konsantrasyonu artan sitoplazma ve ¢ekirdekte bir

elektron yogunlugu izlenmekte ve c¢ekirdekte kromatinlerin birikerek c¢ekirdegin dejenere
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Olmaya bagladigr gozlenmektedir. Bu durum adeta elektronca yogun olan bu tabakanin
cekirdegin yerine ge¢mesidir (Heimer, L. et al.1978). Ayrica hiicrede ribozom sayisinda artis,
ilk olarak mitokondri olmak {izere golgi cisimcigi ve endoplazmik retikulum gibi bazi
organlarda da sismeler goriildigi tespit edilmistir (Pinching A.et al. 1971). TND
mekanizmalarinda aksonlar gibi dendritlerde de hasarlanmalar belirlenmis ancak dendritlerin
etkilenmesinin temel olarak TND siddetine bagli oldugu belirtilmistir (Pinching A et al.
1971).

Anterograt ve retrograt transnoronal dejenerasyon genellikle insanlarda limbik, gorsel veya
dentate-rubro-olivary yollarindaki lezyonlarin g¢evresinde goriilmektedir(Terao, S. et al.
1997). Beyin lezyonlar1 anterograt transndronal dejenerasyon ve onun sonucunda sistem
dejenerasyonu gibi patolojik degisikliklere neden olmaktadir ( Yamada, K. et al. 1997). Bazi
caligmalar lezyonlarin dogrudan TND’ye neden oldugunu gdstermesine ragmen somatik

motor ndronlardaki lezyonlarda bu durum gézlenmemistir (Terao, S. et al. 1997).

TND mekanizmasinin somatik motor sistemi nasil etkiledigine dair heniiz elimizde fazla bilgi
yoktur. Alt motor néronlarindaki bir TND sonrasinda iist motor néronlarinda herhangi bir
TND kaydedilmemistir (Terao, S. et al.1997). TND mekanizmasi i¢in bir baska calismaya
gore; serebral lif yollart boyunca herhangi bir darbe ile impuls iletiminde kesintilere neden
olan bir nodrolojik bozukluk olarak tanimlanan ‘ayrilma sendromunda’ (disconnection
syndrome),beynin beyaz cevherindeki lezyonlarinda ikincil néronal kayiplara ve transnéronal
dejenerasyonuna neden oldugu gozlenmistir. Ayrica forniks ve kontralateral serebellum gibi
temporal lop lezyonlari da TND’ye neden olmaktadir (Devinsky, O.ve ark. 2005). Son yapilan
calismalarda memelilerde yaslanma ile iligskili olarak de novo mitokondriyal DNA
mutasyonlarinin da TND’ye neden oldugu gosterilmistir (Dufour, E., et al.2008). Simdiye
kadar TND ile iligkisi oldugu tespit edilen hastaliklardan baglicalar1 olarak Huntington
hastalig1 ve multi sistem atrofileri (Stefanis, L ve ark. 1996), Alzeimer hastaligi (Su, J.H. et al.
1997), Cockayne syndrome (Dickson, Dennis W. et al. 2009) ve ALS hastalig1 (Eisen A. et al.
2001) sayilabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. PRIMER NORON KULTURU:

3.1.1. DENEY HAYVANLARI:

Bu tez ¢alismasinda Balb-C ki 6-12 haftahk disi fareler kullamlmustir.Fareler Istanbul
Medipol Universitesi Hayvan Etik Kurulunun 38328770-34 sayili izni ile MEDITAM
(Medipol Universitesi Tibbi Deney Arastirmalar1 Merkezinden) temin edilmistir. DRG n6ron
kiltirii i¢in once hayvanlara Rompun (Xylazin 100mg/kg, Bayer) ve Ketasol (Ketamin
10mg/kg, RP) anestezisi uygulanmistir. Daha sonra servikal transeksiyon ile ex. edilen fareler
her birinden diseksiyon mikroskobu altinda ve aseptik kosullarda yaklasik 12-13 ¢ift DRG

cikarilmis ve bunlar kiiltiir islemlerine alinmastir.

3.1.2. GENEL TEKNiKLER:

3.1.2.1 DRG Kiiltiir islemi:

Deney gruplari;kontrol grubu, deney grubu (aksotomi yapilan) olmak tizere 2 petri seklinde
hazirlanmis ve tiim deneyler istatistik analizlerinin yapilmasi i¢in 5 kez tekrar edilmistir.
Steril calisilmasi gerekildigi i¢in ¢aligma Laminar Flow kabinde gergeklestirilmistir.37 mm
capinda ki cam tabanli petriler ( WPI World Precision Instruments, Fluora Dish, 26092014)
kiiltiir isleminden bir giin 6nce Poly-L-Lysin (Sigma P6282): 1/10 oraninda steril distile su ile
sulandirilarak petrinin cam taban yiizeyi .kaplanmistir. 2 saat oda sicaklifinda bekletildikten
sonra steril distile su ile yikanarak Laminin (Sigma L2020) : 1 mg/ml, 1/100 oraninda distile
steril su ile sulandirilarak petri yiizeyi tekrar kaplanmis ve 1 gece boyunca bekletilmek tizere

37 Cde %5 CO,’li etiive konulmustur.

Ertesi giin 10ml RPMI 1640 (Sigma R0883) medyumuna %1 Antibiyotik (Sigma A5955) ve
Glutamax (Invitrogen 35050-061) eklenerek diseksiyon mediumu ve 15 ml Neurobasal A
(Invitrogen 10888-022) mediumuna ise %1 Glutamax ve Antibiyotik ile %2 B27 (Invitrogen
17504-044) eklenerek kiiltir medyumu hazirlanmistir. RPMI medyumu diseksiyonda
kullanilacagr i¢in oda sicakliginda bekletilmis ve kiiltiir medyumu olarak kullanilan NBA ise
37 Cde % 5 CO’li etiive kaldirilmistir. Anestezi altinda servikal diseksiyon ile ex. edilen
fareden izole edilen DRG’ lar RPMI medyumun igerisine alinarak 990 pl NBA+ 5 pul
Kolejenaz (Sigma C7657) ile hazirlanan karisim icerisinde 37 C de % 5 CO, olan etiivde 40
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dakika bekletilmistir . Daha sonra DRG’lar HBBS (H9269) ile {i¢ kere yikanarak ve 400 pl
NBA+ 200 pl Tripsin (Sigma T4424) eklenerek 37 C de % 5 CO,’li etiivde 15 dakika
bekletilmistir. Sirastyla ucu kesik mavi, saglam mavi ve sar1 pipet uglar ile tiritiirasyon
isleminden gegirilerek son olarak da inisiilin enjektoriinden gegirilerek igerisine 10 ul DNAse
(Sigma D45513) eklenip tekrar 37 C de % 5 CO, olan etiivde 30 dakika bekletilmistir. Hiicre
stispansiyonu 800 rpm de 3 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi atilarak pellet
kismi igerisine 300 pul NBA + 40 pl Fetal Calf Serum (Sigma F9665) + 30 ulTripsin
inhibitéri (Sigma T6522) eklenerek pellet kisminda ki hiicreler i¢in hiicre soliisyonunun
homojenizasyonu saglanarak sirasi ile %60, %35 ve % 10 luk olarak 6nceden hazirlanan
Percoll (Sigma P4937) lizerine bu hiicre siispansiyonu eklenerek ve 1700 rpm 20 dakika
santrifiij edilmistir. Stipernetant kisim atilarak ve pellet kism1 600 pl NBA ile karistirilarak bir
giin oncesinden lamininle kaplanan cam petri steril distile su yikanip kurutulduktan sonra
petri basina yakalisik 15000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Petri 2 saat etiivde
bekletildikten sonra medyum 1500 pl olacak sekilde tamamlanarak petriler tekrar 37 C de %

5 COy’li olan etiive konulmus ve farkli saat araliklarinda goriintiileri alinmistir (Sekil 10-11).

Calismamizin kontrol agsamalarindan biri olarak hazirlanip etlive konulan DRG primer kiiltiirii
noronlara spesifik oldugu bilinen Creysl Violet boyasi ile ( Sigma C5042, 1.5 mg/ 300 ml)
boyanarak 151k mikroskobunda goriintiilenmistir (Sekil 10). Creysl Violet ile boyama
protokolii ¢alismamizda kullandigimiz DRG primer ndron kiltiiriindeki ndron ve glia
hiicrelerini dogrulamak i¢in kullanilmistir.Boyanan ndron ve glia hiicreleri bu tez

caligmasinda dogru hiicreler ile ¢alisildigini gostermistir.

3.2. LASER iLE HASARLAMA (AKSOTOMI):

DRG primer ndron kiiltiirii ekim yapildiktan 48 saat sonra noronlarin gelisimleri ve uzattiklari
akson miktar1 gibi Ozellikleri dikkate alinarak Zeiss Palm Microdissection&Tweezer
mikroskobu ile aksotomi islemine tabi tutulmustur. Bunun igin Oncelikle petri yiizeyleri
taranarak noronlarin biiytikliikleri, glia hiicrelerinden uzakliklari ve iki ndronun birbirine
sinaptik baglanti olusturmus olmasi1 gibi durumlarnn gézéniinde bulundurularak TND
mekanizmasinin gerceklesebilecegi noron ciftleri se¢ilmistir. Uygun oldugu diisiiniilen 10 ¢ift
noron petrinin farkli bolgelerinden secilerek ve birbirine komsu olan DRG ndron
hiicrelerinden bir tanesinin aksonu laser ile (337 nm-UV) kesilerek hasara ugratilmistir (Sekil

12). Bu islem petride secilen 10 noron igin tekrar edilerek TND mekanizmasinin
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gergeklesemesi i¢in gereken silire olan 24 saat boyunca bekletilmek {izere petriler tekrar 37 C

de % 5 CO,’li etiive konulmustur.

3.3. HUCRELERI LASER iLE TOPLAMA (CATAPULTING):

Aksotomiye tabi tutulan ve etiivde bekletilen petriler 24 saat sonra LCM (Laser capture
microdissection) ad1 verilen bir yontemle petriden dnce aksotomi olan hiicreler toplanarak 0.6
ml’lik deney tiiplerine alinmistir. ‘Catapulting’ olarakda adlandirilan bu islemin nasil
yapildig1 asagida ki sekilde sematize edilmistir (Sekil 7). Kullanilan deney tiipii, kapaginda
ince teflondan yapilms bir madde ile dolu olan &zel bir tiiptiir ve izole edilecek ndéronun etrafi
bilgisayara aktarilmig goriintii lizerinde, Palm mikroskobunun 6zel programinda isaretlenerek
cizilir. Sistem Oncelikle hiicre gdvdesinin etrafin1 bu isarete gore keser. Ardindan bu kestigi
alanin hemen altina kuvvetli bir foton darbesi gondererek {izerinde ki hiicre gdvdesi parcasini
yukartya dogru firlatilarak iistte bulunan ici ince teflon ile dolu olan deney tiipii kapak¢igi
icinde toplar. Kapagin icindeki madde kapaga firlatilan hiicrelerin tekrar petri icine

diismemesi i¢in kapaga tutunmalarin1 saglamaktadir.

Numune

\ , Tampon

Rutin kapak

B
) \
: ., o
Ob‘lektlfm Mikrosantrifiij \)
Lazer tpi

Sekil 7: Hiicrelerin LCM yontemi ile toplanmasi
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Ayni sekilde aksotomi olan hiicrelerin komsular1 olan néronlarda bu sekilde ikinci bir deney
tiipii icerisine alinmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan petridende 10 noron (aksotomiye
maruz birakilmamis) ve deney gruplarindaki hiicreler bu sekilde LCM ile toplanarak ayri ayri

deney tiiplerine alinmustir (Sekil 13).

3.4. RNA IZOLASYONU:

Tiiplere alinan hiicreler yine 6nceden steril edilmis ve RNAse zap ile muamele gérmiis baska
bir laminar flow kabin igine alinmistir. Bu asamada Quick Pick SML mRNA Kit (Bio-Nobile)
izolasyon kiti kullanilarak hiicrelerden RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu
protokolii olarak sirasiyla su agsamalar uygulanmistir:

-100 pl Liziz Buffer

- 15 pl manyetik boncuklar (magnetic beads)

-5 dakika oda sicakliginda bekletilerek

-100 pl Wash Buffer I (Yikama Tamponu I )

-100 pl Wash Buffer II (Yikama Tamponu II)

-30 pl Elution Tamponu konularak

- 70 C sicaklikta 5 dakika bekletilmistir

-Manyetik boncuklar uzaklagtirilarak bir sonraki asama olan cDNA sentezine gecilmistir,

ornekler hemen kullanilmayacaksa saklamak i¢in -80 BC’ye kaldirilmistir.

3.5. cDNA SENTEZLENMESI:

Orneklerin RNA izolasyonundan sonra Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
(Roche) kullanilarak ve BioRAD Termocycle PCR cihazinda uygun sicaklik inkiibasyonlari
gerceklestirilerek ¢cDNA sentezi yapilmistir. cDNA sentezi protokolii olarak sirasiyla su

asamalar uygulanmistir:

-11 pul RNA 6rnegi
-1 ul Oligo (dT)1s
-0,4 ul PCR Su
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65 C sicaklikta 10 dakika bekletildikten sonra ;

-4 ul Reaksiyon Buffer (5X)

-0,5 ul RNAse inhibitorii

-2 ul dNTPs

-1 ul DTT

-1,1 ul Reverse Transkriptase ornek iizerine eklenerek;
55 C sicaklikta 30 dakika
85 C sicaklikta 5 dakika olacak sekilde PCR cihazinda sentezlenme isleminin olmasi i¢in
uygun protokol girilerek cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Ornekler qRT- PCR analizleri i¢in
kullanilmistir/kullanilmayacaksa -80 OC’ye konulmustur.Bu islem ile her 6rnek i¢in toplamda

20 ul hacimde cDNA sentezlenmistir.

3.6. gRT PCR ANALIZLERI

gRT-PCR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanl olarak gozlenmesini saglayan bir PCR
teknolojisidir. DNA sarmalina baglanarak floresan 1sima yapan 6zel boyalarla (¢alismamizda
SYBR Green kullanilmistir) veya yikima bagl sinyal olusturan prob diziler aracilifi ile
amplifikasyon miktarinin tespit edilmesini saglamaktadir. Her PCR dongiisii sonunda tiip
icinde olusan ¢ift zincirli {irlin miktarinin  Olcililebilmesini ve kantitatif analizlerinin

yapilmasini saglar (Bustin S.A. et al. 2005, Nolan et al. 2006).

SYBR Geen, gen ekspresyon kantitasyonunda siklikla kullanilan, ¢ift zincirli DNA’ya
baglanarak floresan 6zellik kazanan bir boyadir. Bu boyanin ¢ift zincirli PCR {iriiniine
baglanmasi iirlin miktar1 ile orantili olarak floresan agiga ¢ikmasini saglamaktadir (Sekil 8A-
B-C). SYBR Green teknigi ile gen ekspresyonu kantitasyonu ic¢in uygun primer se¢imi
teknigin en onemli asamalarindan biridir. Bu teknigin basariyla uygulanabilmesi i¢in PCR
primerlerinin sadece 06zgiil ¢cDNA ya baglanmasi, primer-dimer veya o0zgiil olmayan

amplifikasyon Uriinii olusturmamas1 gerekmektedir.
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Sekil 8: SYBR Green teknigi ile qRT-PCR uygulamasi.

A. Baslangi¢ asamasi: Reaksiyonun baslangicinda ortamda SYBR Green , primerler ve tek
zincirli DNA bulundugu i¢in floresans sinyal yoktur. B. Primerin hedef molekiile baglanmasi:
Primerin baglanmas: ile amplifikasyon sonucu SYBR Green olusan ¢ift zincirli DNA’ya
baglanir ve az miktarda floresan sinyal aciga ¢ikar. C. Primer uzamasi: Amplifikasyon
oranina bagl olarak ¢ift zincirli DNA’nin yapisina daha fazla boya katilarak floresans sinyal

artar.

Real Time cihazlarinda primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon iirlinlerinin
tespiti i¢in ‘melting curve’ (erime egrisi) analizi yapilmaktadir (Sekil 9A-B). Her ¢ift zincirli
DNA kendine 6zgiil bir ‘melting temperatuare’ Ty, ( Cift zincirli DNA ‘nin %50’sinin tek
zincirli hale gegmesi icin gerekli olan sicaklik) degerine sahiptir. Amplifikasyondan sonra
sicaklik yavas yavag yiikseltilerek belirli araliklar ile floresans miktar1 tespit edilmektedir.
(Sekil 9A-B)

Esik dongii degeri (Cq) Real Time PCR uygulamalarinda 6nemli bir parametredir. Cq degeri ,

amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan 1siminin esik degerinin asildigr dongii sayisidir.

Bagka bir ifade ile iiriindeki ilk anlamli artigin oldugu noktay1 belirtir.
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Sekil 9A-B: gRT- PCR tekniginde kullanilan erime egrisi analizi

gRT-PCR analizlerinde standart olarak kullanilan kontrol 6rneklere ihtiya¢ vardir fakat bizim
calismamiz alaninda bir ilk oldugu i¢in daha Onceden 10 hiicre ile yapilan bir qRT-PCR
analizi olmadig1 i¢in standart ornek kullanamamis onun yerine Orneklerin 3 kez tekrarlari

yapilmustir.

TND mekanizmasimin gergeklestigi hiicreler arasinda gen ekspresiyon analizlerine olanak
saglamak i¢in kullandigimiz in vitro model ile elde ettigimiz hiicrelerin ¢cDNA O6rnekleri
BioRAD CFX Connect Real Time System cihazinda qRT- PCR teknigi ve Fast Start Essential
DNA Green Master Kit (Roche) kullanilarak cogaltilip incelenmistir.Bu tez c¢alismasi
kapsaminda GAPDH housekeeping gen olarak segilirken bunun disinda hiicre 6liim ¢esitleri
olarak bildigimiz apoptoz, nekroz, otofaj ve nekroptozis ile ilgkili oldugu bilinen 12 farkli gen
secilmis (Bax, Bcl2, p53, Caspase3, Fas, FasL, Atg5, Atg7, mTOR,P2RX7, Ripkl, Ripk3) ve
tim bu genlerin primerleri 6zgiil olmayan baglanma ve dimer olusumunu engellemek icin

dikkatle dizilmistir (Cizelge 1).
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GEN No Oligoniikleotid dizisi Tm | BC
5>~ TGGCCTTCCGTGTTCCTAC-3’ 58.8

GAPDH | NM_017008* R 5~ GAGTTGCTGTTGAAGTCGCA-3’ 57.3 | 178
F 5~ GTCACAGCACATGACGGAGG-3’ 614

P53 NM_001127233.17| R 5>~ TCTTCCAGATGCTCGGGATAC-3’ 59.8 | 129
F 5’- GACAAACAAAGTCACCCGGAT-3’ 579

P2RX7 NM_001038839.1* | R 5 CGCTCACCAAAGCAAAGCTAATS® 58.4 | 101
F 5~ GCTGGTACAAGGCTTGGCAT-3’ 59.4

mTOR ) R 5>~ CTCACTGTTGCTGCCCTCTG-3’ 614 | 197
F 5’—- TGAAGACAGGGGCCTTTTTG-3’ 573

Bax 0680770al™* R 5~ AATTCGCCGGAGACACTCG-3’ 58.8 | 140
F 5>~ GTCGCTACCGTCGTGACTTC-3’ 614

Bel2 NM_009741.3% R 5’—- CAGACATGCACCTACCCAGC-3’ 614 | 120
F 5-TGGTGATGAAGGGGTCATTTAT-3’ 589

Caspase3 | 24416451al** R 5 TTCGGCTTTCCAGTCAGACTC-3’ 59.8 | 105
F 5’— GACATGCTGTGGATCTGGGC-3’ 614

Fas NM_001146708.1* | R 5" TGACAGCAAAATGGGCCTCO-3" 59.4 | 173
F 5~ TCCGTGAGTTCACCAACCAAA-3’ 579

FasL NM_001205243.1* | R 5 GGGGGTTCCCTGTTAAATGGG-3" 61.8 | 120
F 5~ TGTGCTTCGAGATGTGTGGTT-3’ 57.9

Alg5 16716341al** R 5>-GTCAAATAGCTGACTCTTGCAA-3’ 58.9 | 120
F 5’— CCTGTCAGCCTGGCATTTGA-3’ 59.4

Atg7 i R | 5 TCTCAGCAGCTTGGGTCTCT-3" 59.4 | 169
F 5— CGAGACTGAAGGACACAGCACY 618

RIPKI i R 5— ACACAAGGACACCTTCCCGA-3° 59.4 | 169
F 5— TGGCTGGCACTCCTCAGATT-3’ 59.4

RIPK3 NM_001164107.1* | R 5 GTTGAAGACGAGAGCCGGTG-3" 61.4 | 182

Cizelge 1: Calismada kullanilan primerlerin oligoniikleotid dizileri, Ty, dereceleri ve aplikon
uzunluklar1. *: NCBI ID numaralar1 **: Harward Universitesi Primer Data Bankasinda alinan
primelerin ID numaralarin1 géstermeketedir. — igareti : (ID) numarasi olmayan bizim dizayn

ettigimiz oligontikleotid dizilerini gostermektedir.
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gRT-PCR protokolii su sekilde uygulanmistir:

Master Mix , 2X : 10 ul
Forward Primer : 1 ul (20pmol/ul)

Reverse Primer  : 1 pl (20pmol/ul)
PCR Su o Sul
cDNA o 3ul

Toplamda 20 pl olarak hazirlanan 6rneklerin qRT-PCR reaksiyonu protokolii su sekildedir:

95°C’de 2dk
95 °C “‘de 10 sn
59 °C ‘de 30 sn x 69 dongii
72 °C ‘de 20 sn
65°C ‘de 5sn
95°C ‘de 5sn

3.7. IMMUNOSITOKIMYA:

Arastilan genlerin gen ekspresyon analizlerinden sonra yapilan diger bir calisma ise uygun
primer ve sekonder antikorlar kullanilarak immiinositokimya analizleri olmustur. Bunun i¢in
gen ekpresyon sonuglarina gore dikkatimizi ¢eken P2RX7 ve mTOR genleri secilmistir. Bu
calisma i¢in tekrar hazirlanan hiicre kiiltiirleri 37 'C de % 5 CO,’li etiivde bekletildikten sonra
petri tabani taranmis ve TND i¢in uygun oldugu diisiiniilen 10 tane hiicre aksotomi yapilarak
tekrar 37 C de % 5 CO,’li etiivde TND siiresinin gerceklesmesi icin 24 saat bekletilmistir. 24
saat sonrasinda kiiltiirlerdeki medium uzaklastirilip oda sicakliginda fosfat tuz tamponu (PBS)
ile 2 defa yikanmistir.Ardindan hiicreler yine oda sicaklifinda %4 liik hazirlanmis
paraformaldehit (PFA) ile 15 dakika muameleye tabi tutulup hiicreler tespit edilmistir. PBS ile
2 defa yikama yapildiktan sonra petri kabina blok sliisyonu ( %3 BSA, %0,1 Triton X, %0,1
sodyum azid, %1 kullanilacak sekonder antikorun elde edildigi hayvanin serumu) eklenerek
+4 °C “ de 45 dakika bekletilmistir. PBS ile 2 defa yikama yapildiktan sonra primer antikorlar
MTOR (Cell Signaling 2983, 1:400), P2RX7 (Abcam ab109246, 1:300) ve B-III Tiibilin
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(EMD Millipore Mab1637, 1:100) eklenerek petriler +4 °C “ de tiim gece bekletilmistir.
Ertesi giin tekrar PBS ile 2 defa yikama yapildiktan sonra petrilere sekonder antikorlar Alexa
Flour 488 Goat anti Rabbit (Invitrogen a11008, 1:100) ve Alexa 568 Goat anti Mouse
(Abcam, 1:100) eklenerek 3 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan ¢ekirdek
boyamasi i¢in 6zel kullanialan DAPI (Sigma D9542-5MG,1pug/ml) 500ul olarak petrilere
eklenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.Petriler 2 defa PBS ile yikama yapildiktan
sonra Zeiss LSM 780 Konfocal Mikroskobunda goriintiiler alinmustir.

3.8. VERILERIN iSTATISTIKSEL ANALIZi:

Bu caligma siiresince yapilan tiim deneyler, dl¢limler, incelemeler ve degerlendirmelerde, 1rk,
cinsiyet ve agirlik olarak ayni hayvanlar kullanilmig ve bu hayvanlardan elde edilen DRG ile
her deney icin ikiser petri primer ndron hiicre kiiltiirleri yapilmistir.Bu kiiltlirlerden biri
kontrol grubu digeri deney grubu olarak kullanilmis ve deney grubunda aksotomi yapilan
noronlar ile komsular1 olan néronlar Zeiss Palm Microdissection & Tweezer mikroskobunun
yazilimi ile koordinatlar1 belirlenerek fotograflari ¢ekilmistir. Boylece aksotomi sonras1 hem
seklen hemde lokalizasyon olarak yer degistirmesi muhtemel olan ndronlarin dogru bir
sekilde taninmasi ve toplanmasi saglanmistir. Toplanan hiicrelerin 6nceden belirledigimiz
genlere uygun sekilde dizilimi yapilan primerler ile QRT- PCR analizleri yapilmis ve Bio Rad
CFX Manager software programi ile Cq degerleri kantite edilmistir.Iki farkli 6rnek arasinda
PCR teknigi ile miktar karsilastirmasi yaparken, deneysel ve Orneklerin dogasindan gelen
farkliliklar olabildigi i¢in RT-PCR uygulamalarinda ilgilenilen genin ekpresyon diizeyinin
incelenebilmesi icin, farkli fizyolojik veya patolojik sartlarda ekpresyonu degismeyen bir
baska gen {iriini mRNA ile normalize edilmektedir. Bu calismada referans geni olarak en
yaygin sekilde kullanilan GAPDH geni kullanilarak normalizasyon islemi yapilmistir.(ACq)
Daha sonra ise birbirinden bagimsiz olan kontrol ve deney gruplari i¢in elde ettigimiz sayisal
DNA miktar degerleri (2°“Y) aym gen igin tim gruplara goére tekrar normalize
edilmisitr.Normalizasyon sonrasinda bulgularin istatistik analizleri IBM SPSS Statistics 20

Student’s t test kullanilarak yapilmistir. p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PRIMER DRG NORON KULTURU:

Arka kok ganglionlarindan yapilan primer néron kiiltiirli hiicre sayis1 her petride esit olacak
sekilde bir giin 6ncesinden Poly-L-Lyzin ve Laminin ile kaplanarak hazirlanan cam tabanl
petrilere ekilmistir. Hiicreler ekimden hemen sonra birbirinden sadece gorece sekil ve
biiytikliik olarak ayirdedilebilmeketdir (Sekil 10-A). Uygun sartlarda (37 °C de % 5 CO2’li
etliv ortami1) bekletildik¢e ndron ve glia hiicreleri petri taban yiizeyine tutunarak hem hayatta
kalmalarin1 hemde aksonal gelisimlerini saglamis hiicre sekilleri ile birbirinden bariz bir
sekilde ayrilabilecek bir forma sahip olmuslardir. Ekimden hemen sonra 37 °C de % 5 CO2’li
etive konulan noron hiicrelerinin 2 saat sonrasinda akson uzatmaya basladiklar
gozlemlenmigitir. Noronlarin bulunduklar1 ortamda ihtiyag duyduklar1 gereksinimleri
karsilayabildikleri 2 saat sonra akson uzatmaya baglamig olmalar1 bize gostermektedir (Selik
10-B). Noron hiicreleri ekimden 24 saat sonra gelisimlerini ve aksonal uzantilarini ilerleterek
kendi aralarinda network olusturmaya baslamislardir. (Sekil 10-C) Ekimden 48 saat sonra
noron hiicreleri gelisimlerini maksimum diizeyde tamamlamigslardir (Sekil 10-D). Ekimden 48
saat sonra noron ve glialarla ¢alisildiginmi gostermek i¢in caligmanin bir kontrolii olarak
yapilan ndron ve glia hiicrelerine spesifik oldugu bilinen Creysl Violet boyasi ile primer hiicre
kiltlirii petrileri boyanmis ve 1s1k mikroskobunda goriintiileri alinmigtir. Creysl Violet ile

boyanan hiicreler noron ve glia hiicreleri ile galigildigini kanitlamaktadir (Sekil 10-E).

Ayrica TND mekanizmasimin molekiiler diizeyde nasil isledigini anlamak amaci ile yapilan bu
tez calismasinda DRG primer hiicre kiltiirii ile yapilan baz1 deneylerde baska gozlemlerde
olmustur. Bunlardan ilki DRG noéron hiicrelerinin hi¢ bir miidahale olmadan dogal olarak
oliime nasil gittigni aciklayan ve mevcut literature uygunluk gosteren hiicre 6liim siirecidir.
DRG primer noron kiiltiir hiicrelerinin ekimden 52 saat sonra ortama herhangi bir taze
medium veya NGF- Noron biiyliime faktorii gibi maddelerin eklenmemesi durumunda kiiltiir
ortaminda bazi ndronlarin hiicre govdelerinde biiziiliip kiiciilme ve aksonal fragmantasyon

olarak kendini karakterize eden dejenerasyon siirecinin basladig1 gézlemlenmistir (Sekil 10-F)

Bir bagka ilging gozlem ise hazirlanan bir deney diizeneginde lazer aksotomi sonrasinda TND
mekanzimas1 i¢in gereken siire beklenirken bazi aksotimi olan néronlarin akson kesim

bolgelerinde oncelikle biiyiime konu (Growth cone) gézlenmis arkasinda da tekrar bir aksonal
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uzama ile kendini gosteren ‘Aksonal Rejenerasyon’ siireci baslamistir. Aksonun kopan
kisminda ise dejenerasyon gozlenmistir. Aksotomiden yaklasik 3 saat sonra hasarlanan
noronda aksonal rejenerasyon siireci igerisinde yeniden aksonal uzama devam ettigi
seklindedir. Bu go6zlenen sonuclar aksotomi yapilan aksonal bdlgenin uzakliginin hiicre
govdesine uzakligi ile dogrudan bir iligkisi olduguna dair sdylemleri dogrular niteliktedir.
Hasar hiicre govdesinden ne kadar uzakta olursa ndron hiicresinin kendini rejenere etme
olasilig1 o kadar yiiksek goziikmektedir (Sekil 11A-B)

Sekil 10: DRG primer néron kiiltiir hiicrelerinin ekimden sonra farkli zaman araliklarindaki
goriintiileri.

A. Arka kok ganglionlarindan yapilan primer ndron kiiltiiriinde néron ve glia hiicrelerinin esit
miiktarda petriye ekimden hemen sonraki ilk goriintileridir (20X objektif). B. Ekimden
hemen sonra 37 °C de % 5 CO2’li etiive konulan ndron hiicrelerinin 2 saat sonrasinda aksonal
uzamaya basladiklarinin goriintiistidiir (40X objektif). C. Ekimden 24 saat sonra aksonal
uzantilarin1 ve gelisimlerini ilerleterek kendi aralarinda network olusturan ndron hiicrelerini
gostermektedir (40X objektif). D. Ekimden 48 saat sonra noron gelisimlerini maksimum
diizeyde tamamlamis olan néronlarin oldugu kiltiir ortamimi géstermektedir (20X objektif).

E. Ekimden 48 saat sonra galismanin bir kontrolii olarak yapilan néron ve glia hiicrelerine
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spesifik oldugu bilinen Creysl Violet boyasi ile boyanmis ndron ve glia hiicreleri

goriilmektedir (20X objektif).F.Ekimden 52 saat sonra baslayan aksonal fragmantasyon.

Sekil 11: Aksotomi sonrasi meydana gelen aksonal rejenerasyon.

A. Lazer aksotomi sonrasinda TND mekanzimasi igin gereken siire beklenirken aksotimi
yapilan bazi noronlarin akson kesim bolgelerinde aksonal uzama ile kendini gosteren
‘Aksonal Rejenerasyon’siireci baglamistir. Aksonun kopan kisminda ise dejenerasyon
gbzlenmistir.(40X objektif). B. Aksotomiden yaklasik 3 saat sonra hasarlanan ndronda

aksonal rejenerasyon siireci igerisinde yeniden aksonal uzama devam etmektedir.

4.2. HUCRELERIN LASER iILE HASARLANMASI (AKSOTOMI):

TND mekanizmasinin arastirilmasi i¢in aksotomi yapilacak hiicre bazi 6nemli kriterler goz
oniinde tutularak ve ekimi yapilan primer DRG néron hiicrelerinin 48 saat sonrasinda tiim
petri yiizeyi taranarak segilir. Segilecek bu iki noron hiicresinin TND mekanizmasinin
gerceklesmesi i¢in birbirine komsu olmasi, aralarinda sinaptik baglantilarin bulunmasi ve
yakinlarinda glia hiicrelerinin bulunmamasi gibi baz1 kriterleri saglamis olmasi
gerekmektedir.(Sekil 12-A). Aksotomi islemi yapilmadan 6nce ve yapildiktan sonra petride
farkli objektif biiytikliikleri kullanilarak (10X, 20X ve 40X gibi) ¢ekilen fotograflar hiicrelerin
dogru tespitinde kolaylik saglamaktadir. Taranan petri taban yiizeyinde secilen iki ndrondan
biri lazer ile kesilerek aksotomi yapilmistir. Bu kesimden 6nce ve sonra hiicrelerin bulundugu
alan Palm mikroskobunun kendi yaziliminda bulunan bir uygulama ile tek tek farkli

objektiflerde goriintiilenerek fotograflari ¢gekilmistir (Sekil 12-B).
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Sekil 12: Laser ile noron hiicrelerinde aksotomi yapilmasi

A. Ekimden 48 saat sonrasinda tiim petri yiizeyi taranarak TND mekanizmasi i¢in birbirine
komsu olan ve sinaptik baglantilar1 bulunan iki nrondan aksotomiye maruz kalacak néronun
secilmesini gdstermektedir (20X objektif). B. Aksotomi yapilan néronun aksonal kesim anini

gostermektedir (40X objektif).

4.3. HUCRELERIN LASER iLE TOPLANMASI (CATAPULTING):

Iki ndron arasinda TND mekanizmasinin gergeklesmesi i¢in aksotomiden 24 saat sonra hasara
ugrayan néron ve komsusu olan néron Palm mikroskobunun LCM uygulamasi kullanilarak
petriden izole edilmesi Oncesinde her iki hiicrenin kiiltiir petrisinde dogru bulunmasi
gerekmektedir. Bunun igin aksotomi islemi yapilmadan 6nce ve yapildiktan sonra petride
farkli objektif biyiikliikleri kullanilarak c¢ekilen fotograflar kullanilarak hiicrelerin tespiti
saglanmaktadir. (Sekil 13-A). Laserle toplama islemi 6ncesinde hiicrelerin izolasyonu ve izole
edilecek ndronun etrafi bilgisayara aktarilmig goriintli lizerinde, Palm mikroskobunun 6zel
programinda isaretlenerek ¢izilmektedir. Oncelikle laser bu isaretlenen hiicre gévdesini keser
ve daha sonra bu kestigi alanin hemen altina kuvvetli bir foton darbesi gondererek hiicre
govdesi parcasini yukariya dogru firlatilir ve tistte bulunan igi ince teflon ile dolu olan deney
tiipli kapaginin i¢inde toplamaktadir (Sekil 13-B). Aksotomi sonrasi yerleri dogru bir sekilde
tespit edilen noron hiicrelerinden aksotomi islemine maruz kalan ve ona komsu olan néron
hiicreleri ayr1 ayr1 deney tiiplerine alinmaktadir (Sekil 13-C). Tim bu islemler ayni sekilde

hicbir miidehaleye maruz kalmayan kontrol petrisinden secilen 10 hiicre i¢inde yapilmustir.
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Sekil 13: LCM yontemi ile hiicrelerin toplanmasi

A. Aksotomiden 24 saat sonra hasara ugrayan néron (mavi ok kesim bolgesi) ve komsusu
olan noron (kirmizi ok ile gosterilen)(20X objektif). B. Laser katapult islemi ile hiicrelerin
izolasyonu (20X objektif). C. Aksotomi sonrasi yerleri dogru bir sekilde tespit edilen néron
hiicrelerinden aksotomi islemine maruz kalan ve ona komsu olan hiicreler ayri ayr1 deney

tiiplerine alinirmistir (20X objektif).

4.4. gRT- PCR ANALiZ SONUCLARI:

Arka kok gangliyon primer hiicre kiiltiiriindeki néronlar aksotomi ile hasara ugratilip,katapult
islemi ile petrilerden toplandiktan sonra kontrol grubu ve deney grubundaki hiicrelerden ayr1
ayrt mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmistir. Hiicrelerin cDNA 6rnekleri BioRAD
CFX Connect Real Time System cihazinda qRT- PCR teknigi ve Fast Start Essential DNA
Green Master Kit (Roche) kullanilarak gogaltilip incelenmistir.Referans geni GAPDH olmak
lizere Bax, Bcl2, p53, Caspase3, Fas, FasL, Atg5, Atg7, mTOR, P2RX7, Ripkl, Ripk3 genleri
icin gen ifade analizleri yapilmistir. Deneyler oncelikle 3 kez tekrar edilmis ve genlerin Cq
degerlerindeki degisikliklere dikkat edilerek deneylerin devami tayin edilmistir. Bu Cq
degerlerine gore hiicre 6liim mekanizmalarinda iligkili oldugu bilinen ve bu tez ¢alismasinda

kullanilan baglica genlerin 3 tekrarli sekilde yapilan gen ifade analizlerinde elde edilen
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ortalama Cq degerleri asagidaki gibidir. Elde edilen ifade analizleri baz1 deneylerde artis
yoniinde degisiklik gostersede bu artig istikrarli bir sekilde gozlenmedigi i¢in deneylerin
devamui istikrarl artisin gozlendigi P2RX7 ve mTOR genleri i¢in 10 tekrarli olacak sekilde

yapilmis normalizasyon islemeleri ve istatistik analizleri bu genler i¢in hesaplanmustir.

Ortalama Cq Degerleri
Kontrol Aksotomi Komsu

GAPDH 34,57 34,88 34,53
Bcl2 35,12 34,93 35,35
Bax 40,89 38,12 39,94
p53 30,98 31,86 30,91
Caspase3 45,05 38,4 39,61
Fas 22,01 21,75 21,69
FasL 44,49 45,79 47,4
RIPK1 37,68 36,52 41,37
RIPK3 38,39 46,71 41,77
Atg5 34,89 34,72 36,02
Atg7 36,92 36,48 36,31

4.4.1. P2RX7 ve mTOR genleri i¢in 6rneklerin Cq degerleri:

gRT- PCR analizlerinde Bio Rad CFX Manager software programi ile Cq degerleri kantite
edilmistir. Elde edilen Cy degerlerinden gen ekspresyon seviyelerinde artis oldugu tespit
edilen P2RX7 ve mTOR genleri i¢in deneylerin n=10 tekar: ile elde edilen Cq degerleri su
sekildedir:

P2RX7 geni i¢cin 6rneklerin Cq degerleri

Kontrol Aksotomi Komsu Kontrol Aksotomi Komsu
GAPDH 37,09 42,03 37,21 GAPDH 36,79 38,35 38,98
P2RX7-1 38,21 41,14 39,07 P2RX7-6 37,37 38,78 43,96
P2RX7-2 39,65 44,57 38,45 P2RX7-7 39,43 40,31 40,59
P2RX7-3 41,4 38,82 47,03 P2RX7-8 39,62 42,32 40,41
P2RX7-4 40,22 41,91 45,64 P2RX7-9 37,3 43,48 43,65
P2RX7-5 44,65 39,31 39,11 P2RX7-10 38,4 38,66 42,02
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MTOR geni i¢in orneklerin Cq degerleri

Kontrol Aksotomi Komsu Kontrol = Aksotomi Komsu
GAPDH 42,33 36,97 38,15 GAPDH 38,05 37,61 35,89
mTOR-1 36,41 32,13 32,21 mTOR-6 34,65 33,05 33,6
mTOR-2 37,03 32,5 32,7 mTOR-7 33,65 33,21 33,47
mTOR-3 36,05 32,49 32,14 mTOR-8 35,04 33,54 34,24
mTOR-4 36,93 33,03 33,04 mTOR-9 34,38 34,09 34,15
mTOR-5 36,4 32,86 32,74 mTOR-10 35,4 34,35 33,62

4.4.2. Referans genine (GAPDH) gore d6rneklerin normalizasyonu (ACq):

Genlerin referans genine gore normalizasyon islemi; (ACq) = (CQ)cen - (CQ)rererans
formiiliine gore yapilan bir matematiksel islemdir. Bu islem ile her bir genin referans gene
gore esik dongili degerinde ne kadar farklilik gosterdigi tespit edilmektedir.

P2RX7 geni icin 6rneklerin normalizasyonu:

Kontrol Aksotomi Komsu Kontrol Aksotomi Komsu

ACq ACq ACq ACq ACq ACq
P2RX7-1 1,12 -0,89 1,86 P2RX7-6 0,58 0,43 4,98
P2RX7-2 2,56 2,54 1,24 P2RX7-7 2,64 1,96 1,61
P2RX7-3 4,31 -3,21 9,82 P2RX7-8 2,83 3,97 1,43
P2RX7-4 3,13 -0,12 8,43 P2RX7-9 0,51 5,13 4,67
P2RX7-5 7,56 -2,72 1,9 P2RX7-10 1,61 0,31 3,04

mTOR geni icin 6rneklerin normalizasyonu:

Kontrol Aksotomi Komsu Kontrol  Aksotomi Komsu

ACq ACq ACq ACq ACq ACq
mTOR-1  -5,92 -4,84 -5,94 mTOR-6 -3,4 -4,56 -2,29
mTOR-2 5,3 -4,47 -5,45 mTOR-7 -4,4 -4,4 -2,42
mTOR-3  -6,28 -4,48 -6,01 mTOR-8 -3,01 -4,07 -1,65
mTOR-4 5,4 -3,94 -5,11 mTOR-9 -3,67 -3,52 -1,74
mTOR-5 -5,93 -4,11 -5,41 mTOR-10 -2,65 -3,26 -2,27
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4.4.3. Normalize edilen ACq degerlerinden genlerin DNA Miktarlar1 (24<) :

Normalizasyon isleminden sonra elde edilen ACq degerlerinden (2“9 formiilii ile genlerin
DNA miktarinda ki artis ya da azalig tespit edilmektedir. Calismanin devaminda yapilacak
olan istatistksel analizler bu artma ya da azalmanin anlamli olup olmadigini anlamaya

yardimci olacak olan parametrelerdir.

P2RX7 geni icin 6rneklerin DNA Miktari (274<9):

Normalize edilen (ACq) 278¢a

Kontrol Aksotomi Komsu Kontrol Aksotomi Komsu
P2RX7-1 1,12 -0,89 1,86 0,460094 1,8531761 0,275476
P2RX7-2 2,56 2,54 1,24 0,169576 0,1719427 0,423373
P2RX7-3 4,31 -3,21 9,82 0,050415 9,2535055 0,001106
P2RX7-4 3,13 -0,12 8,43 0,114229 1,0867349 0,002899
P2RX7-5 7,56 -2,72 1,9 0,005299 6,5887281 0,267943
P2RX7-6 0,58 0,43 4,98 0,668964 0,7422618 0,031686
P2RX7-7 2,64 1,96 1,61 0,160428 0,2570285 0,327598
P2RX7-8 2,83 3,97 1,43 0,140632 0,0638133 0,371131
P2RX7-9 0,51 5,13 4,67 0,702222 0,0285572 0,039282
P2RX7-10 1,61 0,31 3,04 0,327598 0,8066418 0,121582
SD 1,99 2,56 2,91 0,24 3,02 0,16
mTOR geni i¢cin 6rneklerin DNA Miktari (279):

Normalize edilen (ACq) 278

Kontrol Aksotomi Komsu Kontrol Aksotomi Komsu
mTOR-1  -5,92 -4,84 -5,94 60,55 28,64 61,39
mTOR-2 5,3 -4,47 -5,45 39,40 22,16 43,71
mTOR-3  -6,28 -4,48 -6,01 77,71 22,32 64,45
mTOR-4 54 -3,94 -5,11 42,22 15,35 34,54
mTOR-5 -5,93 -4,11 -5,41 60,97 17,27 42,52
mTOR-6 -3,4 -4,56 -2,29 10,56 23,59 4,89
mTOR-7 -4,4 -4,4 2,42 21,11 21,11 5,35
mTOR-8 -3,01 -4,07 -1,65 8,06 16,80 3,14
mTOR-9  -3,67 -3,52 -1,74 12,73 11,47 3,34
mTOR-10 -2,65 -3,26 -2,27 6,28 9,58 4,82
SD 1,27 0,46 1,79 24,60 5,53 23,96
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4.4.4. P2RX7 ve m TOR genlerinin istatistik analizleri:
P2RX7 ve mTOR geni i¢in elde edilen DNA miktarlari ile her bir 6rnek icin standart sapma

hesaplanarak istatistik analizleri IBM SPSS Statistics 20 programinda Student’s t test
kullanilarak yapilmistir. p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

P2RXT7 geni icin orneklerin karsilatirmal testleri

Karsilastirma Farklari
95% Farklarin
Std. | Std. Hata | Glven Araligi Anlam
Ortalama | Sapma | Ortalamasi | Diigiik | Yiiksek | t df | aralig
Kontrol
& 1805 |3317| 1049 |-4178| 0568 |-1,721| 9 119
Aksotomi
Kontrol 1 4094 | 0344 | 0100 |-0152| 0340 | 862 | 9 411
& Komsu
AKSOOMI| 1 999 | 3937 | 1024 |-0.416| 4215 | 1,855 | 9 097
& Komsu

TND mekanizmasin gen ekpresyon analizinde P2RX7 geni i¢in miktarca artis olmasina ragmen

gruplar arasinda yapilan Student’s t test istatistik analizde anlamli bir fark tespit edilememistir.

p< 0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

mTOR geni icin orneklerin karsilatirmah testleri

Karsilastirma Farklari
95% Farklarin
Std. Std. Hata | Gtiven Aralig Anlam
Ortalama | Sapma | Ortalamas1 | Diisiik | Yiiksek t df | araligi
Kontrol
& 15,129 | 23,536 7,443 -1,707 | 31,966 | 2,033 | 9 ,073
Aksotomi
Kontrol 1 2043 | 7300 | 2308 | 1,921 |12,364|3004| 9 | 013
& Komsu
Aksotomi -
& Komsu -7,987 22,492 7,113 -24,077 | 8,103 1123 9 ,291

TND mekanizmasin gen ekpresyon analizinde mTOR geni igin gruplar arasinda yapilan Student’s t
test istatistik analizinde kontrol grubu ile komsu néronlar arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir.

p< 0.05 anlaml olarak kabul edilmistir.
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Grafik 1: P2RX7 geni icgin gruplar arasinda DNA miktarlarina gore yapilan istatistik

analizlerine standart hatanin da dahil edildigi grafik. Grafikte de goriildigii gibi TND

mekanizmasi i¢in P2RX7 geni i¢in aksotomi yapilan ndronlarda kontrol ve komsu noéronlarina

nazaran miktarca bir artig rahatlikla gozlenmektedir.
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Grafik 2: mTOR geni i¢in gruplar arasinda DNA miktarlarinin karsilastirilmasi. Cubuklar

standart hatayr gostermektedir. Grafikte de goriildiigii gibi TND mekanizmasi i¢in mTOR

geninin komsu nérondaki ifade artigi aksotomi yapilan gruba gore miktarca fazladir.
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4.5. P2RX7 VE mTOR PROTEINLERININ IMMUNOSITOKIMYASI:

Kiiltiirli yapilip 48 saat sonra aksotomi yapildiktan sonra 37 'C de % 5 CO,’lj etiivde 24 saat
bekletilen hiicreler bu siirenin sonunda %4 liikk PFA ile tespit edilerek ayr1 ayr1 petriler igin
P2RX7- B-111 Tubulin ve mTOR- B-I1I Tubulin kombinasyonlart seklinde hazirlanan primer
antikorlar1 ve bunlara uygun olarak segilen sekonder antikorlar1 (Alexa 488 Goat anti Rabbit
ve Alexa 568 Goat anti Mouse) ve DAPI ¢ekirdek boyasi ile boyanarak Zeiss LSM 780
Konfokal Mikroskobunda farkli objektifler kullanilarak (20X,40X) goriintiileri alinmistir
(Sekil 14-15-16-17).

Sekil 14: mTOR proteninin primer DRG noron hiicrelerindeki lokalizasyonu (40X)
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Primer hiicre kiiltiirii yapilan DRG néron hiicelerinin primer mTOR (yesil) ve B-111 Tubulin
(kirmiz1) antikorlart ve bunlara uygun sekilde segilen sekonder antikorlar (Alexa 488 Goat
anti Rabbit, Alexa 568 Goat anti Mouse) ve ¢ekirdek boyasi olan DAPI (mavi) ile boyanmis
ve 40X objektifle Zeiss LSM 780 Konfokal Mikroskobunda goriintiileri alinmistir. mTOR
proteininin sitoplazma igerisinde hiicre govdesinin her tarafinda daginik bir sekilde vr

aksonlar boyunca kiimeler halinde bulundugu tespit edilmistir.(Sekil 14-15)

mTOR \1 mTOR

Sekil 15: mTOR proteninin primer DRG néron hiicrelerindeki lokalizasyonu (20X)
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Primer hiicre kiiltiirii yapilan DRG néron hiicelerinin primer P2RX7 (yesil) ve B-111 Tubulin
(kirmiz1) antikorlart ve bunlara uygun sekilde segilen sekonder antikorlar (Alexa 488 Goat
anti Rabbit, Alexa 568 Goat anti Mouse) ve ¢ekirdek boyasi olan DAPI (mavi) ile boyanmis
ve 20X objektifle Zeiss LSM 780 Konfokal Mikroskobunda goriintiileri alinmistir. P2RX7
ptirin reseptorleri ¢ekirdek icerisinde yogun bir sekilde ve ayni zamanda hiicre gévdesinin

periferal ¢eperinde -membran bolgesinde yogun olarak lokalize oldugu gozlenirken aksonal

uzantilarda P2RX7 piirin reseptorleri gozlenmemistir (EK 2-3).

Sekil 16: P2RX7 reseptorlerinin primer DRG néron hiicrelerindeki lokalizasyonu (20X)
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Primer P2RX7 (yesil) ve B-III Tubulin (kirmizi) antikorlar1 ve ¢ekirdek boyasi olan DAPI
(mavi) ile boyanmis ve 40X objektifle Zeiss LSM 780 Konfokal Mikroskobunda goriintiileri
aliman P2RX?7 piirin receptorleri ¢ekirdek icerisinde yogun lokalize olmus sekilde ve ayni
zamanda hiicre godvdesinin periferal ¢eperinde- membran bolgesinde yogun halde

gbzlemlenmistir.

\
P2RX7 P2RX7

Sekil 17: P2RX7 reseptorlerinin primer DRG néron hiicrelerindeki lokalizasyonu (40X)
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5. TARTISMA VE SONUC

Transnoéronal dejenerasyon mekanizmasi yaslanan diinya niifusu ile baglantili olarak ge¢mise
nazaran glniimiizde daha ¢ok artan sayilarla kendini gdsteren, noronal dejenerasyon temelli
bir¢ok hastalik i¢in tedavi yontemleri gelistirme c¢aligmalarinda ¢ok 6nemli bir mekanizma
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Agiklanamayan bir¢cok yonii olan TND mekanizmasinin saglikli
bir sekilde g¢alisilamamasiin 6niinde ki en biiyiikk engellerden biri olarak in vivo deney
modellerinin getirdigi kisitlamalar séylenebilir. Cilinkii bir in vivo deney modelinde TND
mekanizmasinin ortaya ¢ikmasi yaklasik 4-14 giin arasinda degismektedir (Norgborg ve
Johansson, 1996; De Giorgio et al. 1998; Dihne et al. 2002). Bu tez ¢alismasinda kullanilan in
vitro deney modeli ile TND mekanizmasinin g¢alisilmasi igin ihtiya¢ duyulan deney model
sorununa yeni bir yaklasimla ¢6ziim getirilmistir. Bu ¢alisma Kullanilan in vitro deney
modelinin gerekli alt yapinin varligininda kolaylikla uygulanabilen, hassas, tekrarlanabilen,
Olgeklendirilebilen ve oOlgiilebilir bir in vitro deney modeli olarak TND mekanizmasi
caligmalari i¢in ideal bir model oldugu ve etkin bir arastirma ydntemi olarak
kullanilabilecegini gdstermistir. Bir ndronal hasar modeli olarak lazer 1sininin kullanilmasi,
uygun yogunlukta ekilmis néronlardan istenilen sayida ve nitelikte bir kacginin
hasarlanabilmesi ve geri kalan néronlarin hayatta kalmasi ile kesin, sayima dayali analizlerin
yapilabilmesini miimkiin kilinmakla beraber, goriintii analizlerinde goriilmek istenilen diger
degiskenlerin, 6rnegin hasarlanan noron hiicresine komsu olan ya da olmayan tiim ndronlar
arasinda hasardan 6nce ve sonra goriillen formasyon bozukluklarinin gorsel takibinin ¢ok
kolay ve net bir sekilde yapilabilmesi gibi avantajlari bu deney modelinin avantajlarindan

sadece bir kacidir.

Her ne kadar istatiksel olarak analiz edilmemis olsada bu c¢alisamada yapilan onemli bir
gozlem TND mekanizmasinin gerceklesmesi i¢in noronlar arasinda sinaptik baglantilar
bulunmasi gerektigidir. Etrafindaki noronlarla herhangi bir sinaptik baglantis1 olmayan
noronlarin laser aksotomi yapildigi preparatlarda TND nun gozlenmemesi bu gozlem i¢in ¢ok
gliclii bir kanittir. Bir diger 6nemli gozlem ise TND mekanizmasiin gergeklesmesi icin
aksonal hasarin hiicre govdesine belli bir yakinlikta olmas1 gerektigi yoniindedir. Aksonal
hasarin hiicre govdesine uzak bir alanda yapilmasi TND mekanizmasinin gézlenmemesine

aksine noronda bir aksonal rejenerasyonun gergeklesmesine sebep olmustur (Sekil 11).
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Bunlarin yaninda diger bir gézlem ise aksotomi yapilan néron hiicresi ile komsusu olan hiicre
asasinda aksotomi sonrast meydana gelen hiicre 6liim siirecine dairdir. Yapilan gézlemlerde
aksotomi olan hiicre ile komsusu olan hiicre arasinda hiicre 6liim ¢esidi olarak farkliliklar
saptanmistir. Bu Oliim siireci komsu hiicrede aksotomi olan hiicreden daha once

ger¢eklesmektedir.

Gozlemlenen bu gibi durumlarin net bir sekilde tespit edilmesinin imkanini saglayan bu in
vitro deney modeli ile yapilan gen ifade analizleri uzun ugraslar sonucu yapilmistir. Bu tez
caligmasmin danisman hocaligin1 yapan Prof. Dr. Giirkan Oztiirk’iin yayin asamasinda olan
TND ile ilgili bitmis bir projesinde de galistigi gosterilen bu deney modeli ile gen ifade

diizeyinde yapilan ¢aligmalar bu deney modelinin 6zgilinligiinii ortaya koymakatadir.

Bu c¢alismaya birebir 6rnek olacak baska bir calismanin daha 6nce hi¢ yapilmamis olmasi
literatiir ¢aligmalarinda benzer bir modele dahi rastlanmamasindan dolayr bu g¢aligmada
yapilan ve sadece 10 hiicreden RNA izolasyon islemini kapsayan metodta calisan ve giivenilir
bir protokol olusturulmasinin ¢ok fazla zaman almasina sebep olmustur. Model ve protokoller
i¢in harcanan bu zaman dilimi IMU Saglik Bilimleri Enstitiisii yiiksek lisans ydnetmenligi
geregi arastirmaciya verilen tezi tamamlama siiresinin dolmasina sebep olmustur. Bu zaman
sorunu protokollerin optimizasyonu sonrasinda yapilan gen ifade analizlerinde tekrarlanmasi
gereken birgok deneyin tekrarina olanak vermedigi i¢in anlamli sonu¢ vermesi beklenilen

deneylerin heniiz yapilamamis olmas1 sonucunu dogurmustur.

Buna ragmen elde edilen veriler TND mekanizmasinin anlasilmasina dair cok 6énemli ip uglari
vermistir. Istatistiksel olarak anlamli sonuglar alinamasada gen ifade analizleri yapilan 13
genden 2 tanesi (P2RX7 ve mTOR) i¢in yapilan deneylerde ¢ok dikkat cekici gen ifade
degisiklikleri saptanmistir. Gen ifade analizlerinde P2RX7 ve mTOR ig¢in elde edilen sonuglar
hasarlanan néronun komsulugundaki néronun gen ifade diizeyinde bu olaydan etkilendigini

teyit etmistir.

Bu bulgular ve yapilan tekrarli deneylerde elde edilen sonuglar TND mekanizmasina dair iKi
hipotez gelistirilmesini saglamistir. Bunlardan ilki; hasar bolgesinden etrafa yayilan ve TND
mekanizmasini tetikleyici 6zelligi olan bir sinyalin, hiicre zarinin pargalanmasi ile ortama
yayilan ve sitoplazmaya ait bir icerik oldugu seklindedir. Daha once apoptotik siireglerle
iligkili oldugu rapor edilen (Zhang et al. 2007) P2RX7 reseptorlerinin her ne kadar bu
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calismada gen ifade analizlerindeki artist TND’de sorumlulugu olabilecegi ihtimalini
desteklemis olsada yaptigimiz istatistik analizlerinde P2RX7 gen ifadesindeki artis anlamli bir
sonu¢ vermemistir. Bu durm P2RX7 reseptorlerinin tek basina olmasada baska bir
mekanizmayla etkilesim halinde oldugunu diisiindiirmektedir. P2RX7 geninin yapilan tekrar
deneylerinde diger genlerle karsilastirildiginda gen ifadesindeki miktar artisinin ¢ok net bir
sekilde goriilmesi P2RX7 ‘nin olayin bir noktasinda TND mekanizmasina dahil oldugunu
gostermektedir. Bu mekanizmalarin elbetteki heniiz bilinmeyen farkli yolaklart olmakla
beraber bu ¢alismada P2RX7 reseptorlerinin gen ifadelerinin aksotomi yapilan hiicrede gérece
net bir sekilde artmasi (P2RX7 geninin ¢ekirdekte ve hiicre govdesinin periferinde
kiimelendiginide hatirlayarak) P2RX7 geninin daha 6nceden rapor edildigi gibi (Svichar et al.
1997) néron hiicrelerinde Ca*? artisina sebep olmasi ve aksotomi olan hiicredeki bu Ca*?
artisinin sinaptik baglantili oldugu komsu noron igin bir asirt uyaran etkisi yaparak stres
kosullarmin saglayicisi oldugu,bu stres kosullarinin ise komsu hiicrede hiicre 6liim yolaklari
icin aktivator bir etkiye neden olarak kendini gosteriyor olmasi muhtemeldir. Bu anlamda
P2RX7 reseptorlerinin miktarca artmast TND siirecinin altinda yatan 6nemli bir mekanizma
olabilecegini diisiindiirmektedir. P2ZRX7 gen ifade analizlerinde goriilen artisin istatistiksel
olarak anlamli bir sonu¢ vermemesi deney diizenegi ve kullanilan protokollerde yapilacak

bazi degisiklikler ile deneylerin tekrar edilmesi gerektigini gostermektedir.

Ayrica yapilan tekrarli deneylerde mTOR geninin gen ifadesindeki artigin istikrarli bir sekilde
devam etmesi, yapilan istatistik analizlerinde komsu néron ve kontrol grubu arasinda fark
gozlemlenmis olmasi noéronlar arasinda sinyal iletimi iizerinde daha etraflica durulmasi
gerektigi fikrini vermektedir. TND mekanizmasina dair gelistirilen ikinci hipotez néronlarin
aksonlar1 arasinda bulunan sinaptik etkilesim aracilifiyla gerceklesen bir sinyal iletiminin
oldugu yoniindedir. Aksotomi olan néron ile komsusu olan néron arasindaki bir sinaptik ileti
elektriksel veya kimyasal bir ileti olarak kendini gosterecektir. Fakat bu ¢alismada yapilan
aksonal hasarin hiicre govdesinden uzaga gidildikce TND mekanizmasimin gerceklesme
olasiliginin diistiigline dair yapilan gézlemler bu sinaptik iletinin elektriksel degil kimyasal bir
ileti oldugunu gostermektedir. Nitekim s6z konusu ileti sayet elektrilsel bir ileti olsaydi hasar
merkezinden uzaklastikga iletinin zayiflamasi pek miimkiin olmayacaktir. Fakat kimyasal bir
sinyal molekiiliiniin bir akson agi iginde ileti etkisinin zayiflayarak ilerlemesi pekala

mumkuindiir.
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Kimyasal olarak sinaptik ileti s6z konusu oldugunda TND’de aktif rol aldigi gosterilen
norotansmitter genellikle glutamat olmustur (Tecoma et al.1989, Ross & Ebner 1990,
Arundine et al. 2003, Franke et al. 2006). Bu tez ¢alismasinda glutamat ve reseptorleri
NMDA ¢alismaya dahil edilmemistir fakat yapilan immunositokimya boyamalarinda (Sekil
14-15) cok net goriildiigi iizere mTOR proteini néron hiicrelerinde aksonlar boyunca kiimeler
halinde ve hiicre govdesinde sitoplazma iginde daginik bir lokalizasyona sahiptir. Hasarin
aksonlar iizerinde verilmesi akla ilk olarak bu hasar bolgesinde bulunan mTOR protein
kiimeleri lizerinden bir sinyal mekanizmasinin harekete gecirildigini getirmektedir. mTOR,
hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasinda gérev alan, ayni zamanda hiicrenin enerji durumunu kontrol
eden hiicre i¢ci homeostatisi i¢in bir sensor olarak ¢aligsan, bir serin/trionin kinazdir. Hiicrede
enerji metabolizmasinda rol alarak hiicre i¢i enerji dengesinin korunmasindan sorumludur.
Hiicrenin olumlu ya da olumsuz anlamda hiicre i¢i veya hiicre dist degisiklige maruz kalmasi

durumunda mTOR proteini miktarca artig géstermektedir (Sabatini et al. 1999).

Daha 6ncedende rapor edildigi gibi sinaptik fonksiyonlarinin énemli bir diizenleyicisi oldugu
tespit edilen (Jacinto et al. 2004) mTOR proteininin néron hiicresindeki bir hasar sinyal
mekanizmasi ile miktarca anlamli derecede artmasi ortamdaki norotrofik faktorlerin
salinmasina sebep olmaktadir (Lenz & Avruch 2005, Nie et al. 2010). Bu durum hiicre iginde
azalan norotrofik faktorlerin dogal sonucu olarak mitokondri iizerinden reaktif oksiyen

tiirlerini (ROS) aktive ederek hiicrenin 6liimiine neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda orjinal bir deney modeli kullanialarak in vitro olarak 10 tane gibi ¢ok az
sayida hiicreden TND mekanizmasinda gen ifade analizleri yapilarak P2RX7 ve mTOR gibi
genlerde ifade artis1 olduguna dair kanitlar elde edilmisitr. Bu ¢alismada kullanilan 6rnek
sayist artirilarak 6zellikle mTOR sinyal mekanizmalarinin ve P2RX7 reseptorlerinin hiicre

hayatiyeti ile ilgili rollerinin daha derinlemesine ¢alisilmas1 gerekmektedir.
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7. EKLER:

EK 1: Kimyasallar Cizelgesi

Kimyasal Firma Kod Numarasi
RPMI 1640 Sigma R0883
NBA: Neurobasal A Invitrogen 10888-022
B27 Invitrogen 17504-044
Kolejenaz Sigma C7657
Tripsin Sigma T4424
DNAse Sigma D45513
HBBS Sigma H9269
Antibiyotik Sigma A5955
Glutamax Invitrogen 35050-061
Tripsin inhibitorii Sigma T6522
Fetal Calf Serum Sigma F9665
Percoll Sigma P4937
Poly-L-Lysin Sigma P6282
Laminin Sigma L2020
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EK 2:

Primer hiicre kiiltiirii yapilan DRG néron hiicelerinin primer mTOR (yesil) ve B-111 Tubulin
(kirmiz1) antikorlart ve bunlara uygun sekilde segilen sekonder antikorlar (Alexa 488 Goat
anti Rabbit, Alexa 568 Goat anti Mouse ) ve ¢ekirdek boyast olan DAPI (mavi) ile boyanmis
ve 20X objektifle Zeiss LSM 780 Konfokal Mikroskobunda alinan goriintiilerinin zoom
edilmis hali ile mTOR proteinin sitoplazma igerisinde hiicre govdesinin her tarafinda daginik
bir sekilde ve aksonlar boyunca kiimelenmis sekilde localize oldugu gézlemlenmistir.
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EK 3:

Primer hiicre kiiltiirii yapilan DRG ndéron hiicelerinin primer P2RX7 (yesil) ve B-111 Tubulin
(kirmiz1) antikorlart ve bunlara uygun sekilde segilen sekonder antikorlar (Alexa 488 Goat
anti Rabbit, Alexa 568 Goat anti Mouse) ve cekirdek boyast olan DAPI (mavi) ile boyanmig
ve 20X objektifle Zeiss LSM 780 Konfokal Mikroskobunda zoom yapilarak alinan
goriintiilerinde P2RX7 piirin receptorleri cekirdek icerisinde yogun bir sekilde ve ayni
zamanda hiicre govdesinin periferal ¢eperinde -membran bolgesinde yogun olarak lokalize
oldugu gozlenirken aksonal uzantilarda P2RX?7 piirin reseptorleri gézlemlenmemistir.
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