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1. OZET

AKIM SITOMETRI TEKNIiGI ILE YENI DOGAN FARE BEYNINDEN
BOLGESEL OLARAK IZOLE EDILMIS SPESIFIK HUCRELERIN
PROTEIN PROFILLERININ INCELENMESI
Memeli santral sinir sistemi (SSS) yapisal ve islevsel organizasyonu ile yasayan
organizmalar arasinda en karmasik yapiya sahip olan sistemdir. Bu kompleks
sistemin isleyis mekanizmasi ise ancak beyni olusturan hiicrelerin, uzaysal ve
zamansal konumlar1 ile birlikte ele alinmasiyla anlasilabilir. Calismamizda bu
hiicrelerin protein profillerinin ¢ikarilarak tanimlanmasi amaglanmistir. Bu amagla;
oncelikle yenidogan farelerdeki hipokampiis ve korteks bolgelerine ait hiicreler
antikorlar ile isaretlenerek akim sitometri cihazi ile analiz edilmistir. Analiz sonucu
tespit edilen astrositler ile negatif secilim yontemi ile analize dahil edilen noéronlar
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) teknigi ile ayristirilarak saflagtirilmistir.
Hipokampiis ve korteks bdlgelerinden izole ettigimiz néron ve astrositlerdeki
proteinlerin tanimlanmasi ve ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in kiitle spektrometresi
tabanli protemik teknolojisi kullanilmistir. Yenidogan fare hipokampiisiinden toplam
67, korteksten ise 107 protein tanimlanmistir. Bu proteinlerden 45 tanesi
hipokampiiste, 85 tanesi kortekste bulunurken 22 tanesi her iki bolgede de tespit
edilmistir. Bunlara ek olarak, biyoinformatik yazilimlar kullanilarak tanimlanan
proteinlerin siniflar1 ve fonksiyonlar1 incelenmistir. Sonug¢ olarak bu calismada
tanimlanan 22 ortak protein arasindan 5 proteinin hipokampiis bdlgesinde
astrositlerde, korteks bdlgesinde ise noronlarda daha c¢ok eksprese edildigi
gozlenmistir. Bu 5 proteinden 3’iliniin 6zellikle migrasyon, boliinme ve maturasyon

siirecinde rol oynadiklar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akim Sitometrisi, FACS, Hipokampiis, Korteks, Proteomiks



2. ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PROTEIN PROFILES OF REGIONALLY
ISOLATED SPECIFIC CELLS FROM NEWBORN MICE BRAIN BY FLOW
CYTOMETRY
Central nervous system (CNS) of mammalians constitutes the most complex
architecture among other living organisms in terms of structural and functional
organization. The operation mechanism of this complex system could solely be
deciphered by addressing the spatial and time-wise state of cells that compose brain.
In our study, we aimed comprising protein profiles of these cells, along with
obtaining their fulfilled identification. For this purpose, hippocampus and cortex
cells of newborn mice were tagged with antibodies and analyzed by flow cytometry.
Astrocytes that were detected by the analysis and neurons that were included in the
analysis by negative selection method were both separated and purified by
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS). In order to identify the proteins of
neurons and astrocytes isolated from hippocampus and cortex regions and define
their expression levels, mass spectrometry based proteomic technology was used.
Total of 67 proteins from hippocampus and 107 proteins from cortex of newborn
mice were identified. Among these proteins, 45 of them were detected in
hippocampus, 85 of them were found in cortex and 22 of them were observed in both
regions. In addition, identified proteins were screened in terms of their classes and
functions by bioinformatics software. In conclusion, among 22 mutual proteins
identified in this study, 5 were expressed densely in astrocytes in hippocampus and
neurons in cortex. 3 of these 5 proteins were found to play crucial role in migration,

division and maturation process.

Key Words: Cortex, FACS, Flow Cytometry, Hippocampus, Proteomics



3. GIRIS ve AMAC

Memeli santral sinir sistemi (SSS) yapisal ve islevsel organizasyonu ile
yasayan organizmalar arasinda en karmasik yapiya sahip olan sistemdir. Son yirmi
yilda gen teknolojileri ve molekiiler biyoloji alanlarinda yasanan gelismeler ile noral
gelisim esnasinda bu karmasik sistemin nasil olustugu anlasilmaya calisilmistir.
Birgok 6zellesmis hiicre tipinden olusan SSS’nin islevlerini nasil yerine getirdigini
anlamak i¢in farkli hiicre tiplerinin 6zelliklerini ve bu hiicrelerin birbirleriyle olan
etkilesimlerini anlamak Onemlidir. Son yillarda néral gelisim siirecinde noéron
olusumu ile néron-glia doniisiim siirecini, beynin bdlgesel ve zamansal ¢esitliligi ile
birlikte ele alan ¢aligmalar 6nem kazanmaktadir (1). Buna ek olarak bu bolgelerdeki
gelisim ve farklilasma siireglerinin hiicresel boyutta incelenebilmesi biiyiik 6nem

tagimaktadir (2).

Beyin; noron, astrosit, oligodentrosit, mikroglia ve ependimal olmak iizere 5
temel hiicre tipinden olusmaktadir. Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda Alzheimer
hastalig1 gibi SSS ile iliskili nérodejeneratif hastaliklarda néronlar en ¢ok incelenen
hiicre tipi olmustur. Diger hiicre tipleri ise lrettikleri sinyal molekiilleri araciligiyla
veya direkt fiziksel etkilesimlerden dolay1 noronlarla birlikte incelenmesi gereken

hiicre gruplaridir (3).

Erigkin farelere nazaran yeni dogan fare beyninde boliinme, migrasyon ve
farklilagsma siirecleri ayn1 anda gozlenebildigi gibi bu siiregler hiicresel ve bolgesel

farkliliklar da gostermektedirler (4).

Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) teknigi spesifik hiicre tiplerinin
anlik ve canli olarak izole edilmesine olanak vermektedir. Buna ek olarak hizli bir
sekilde gelisen proteomiks teknikleri ile elde edilen hiicrelerin protein profillerinin

cikarilarak bu siirecteki analizlerin yapilmasina olanak saglamaktadir.

Calismamizda yeni dogan fare beyninin korteks ve hipokampiis
bolgelerindeki spesifik hiicreler FACS teknigi ile anlik ve canli olarak izole edilecek
ve proteom profilleri incelenecektir. Boylelikle fare model calismalar1 6ncesinde
FACS teknigi ile proteomik tekniklerinin birlikte kullanilarak giivenilir hiicresel

proteomik verilerinin alinmasi amag¢lanmistir.



4.GENEL BILGILER

4.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, viicudun i¢ ve disinda olugsan degisimlere yanit vermesini
saglar. Organlarin ve organ sistemlerinin fonksiyonel aktivitelerini kontrol eder. Sinir
sistemi anatomik olarak merkezi ve periferik sinir sistemi olmak {iizere iki boliimde
incelenir. Santral sinir sistemi (SSS), kraniyal kavite ve spinal kanal icerisinde yer
alan beyin, beyincik ve medulla spinalisten olusur. Periferik sinir sistemi (PSS),
SSS’ye gelen ve SSS’den giden impulslar1 ileten kraniyal, spinal ve periferik
sinirlerden, SSS disinda sinir hiicre topluluklarmi iceren gangliyonlardan ve

0zellesmis sinir sonlanmalarindan olugsmaktadir.
4.1.1. Merkezi Sinir Sistemi Gelisimi

SSS’nin ilk taslagi olan noral plak, ekdodermden koken almaktadir.
Noroepitelyal hiicrelerden olusan néral plak, simetrik boliinmeler ile genisleyerek
noral tipii olusturmaktadir (5). Serebral ventrikiille siralanmis psddostratifiye
noroepitelyumdaki ektodermal kokenli néroepitelyal hiicreler, glial hiicre 6zellikleri
tasimaya baslamasiyla radiyal glial hiicre (RGc) adin1 alirlar (6). Hiicre govdeleri
ventrikiiler bolgede (VZ) olan radiyal glial hiicreler pial yonde i1sinsal uzantilar
yaparak korteksin kalinlasmasinda rol oynarlar. Radiyal glialar apikal ve bazal
polarite gosterirler. Apikal bolgeleriyle ventrikiil ile temas halindeyken bazal
bolgeleri 1sinsal uzantilar1 ile meninks, bazal lamina ve kan damarlan ile temas
halindedir (7). Ayrica radiyal glial hiicreler astrosit spesifik glutamat tasiyici
(GLAST), beyin lipid baglayici protein (BLBP) ve Tenascin C gibi astrositlere 6zgii
isaretleyicileri ifade etmeye baslarlar (8). Noroepitelyal onciil hiicreler farkli bir RG
hiicre tipini olusturmak {izere asimetrik olarak boliinerek noronal farklilagmay:
baglatan bazal Oncli hiicreleri (BP) meydana getirirler. Embriyonik dénemin
ortalarinda (E9-E10) SSS’de ilk noronlar olusmaya baslar (9). BP’ler embriyonik
evrede gelismekte olan telensephalonun alt ventrikiiler bolgesinde {tiretilirler (10). BP
hiicreler dorsal telensefalonda kortikal noronlari, ventral telensefalonda ise bazal
ganglia ndronlar1 ve internoronlart olustururlar (11). RG hiicrelerden bir kismi

asimetrik boliinme ile farklilasarak bazal Onciiller iizerinden 06zellikle serebral



korteks noéronlarini olustururlar. Embriyonik donemin sonlarina dogru (E18,5) RG
onciilleri noron iiretimini durdurur ve ilk astrositler goriilmeye baslar (12). RG
hiicrelerin radial (1sinsal) uzantilar1 kaybolur ve ¢ok kutuplu astrosit morfolojisine
donerler. RG hiicreler, yalnizca iki bolge olan lateral ventrikiillerin alt ventrikiiler
bolgesi ile (SVZ) hipokampusiin dentate girusunda noron iiretiminden sorumlu
olurlar (5). Sonu¢ olarak RG hiicrelerin astrositlere doniismesi ile norogenez
sonlanmaktadir (13). Oligodendrositler de radiyal glial hiicrelerin asimetrik
boliinmesi sonucu oligodendrositleri veren ara oOncii hiicreler (oIPC) iizerinden

olusurlar.
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Sekil 4.1.1.1. Kortikal néron ve glialarin gelisim ve farklilasmasi (14).

Korteksteki ventrikiiler germinal katmanlarin aksine hipokampal germinal
alanda subventrikiiler alan bulunmaz. Boylece ¢ogalan noronlar ventrikiiler alandan

hedef bolgelerine direkt olarak giderler.
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Sekil 4.1.1.2. Hipokampiis embriyonik gelisimi ve anatmisi (15).

Hipokampiis ve kortekste hiicre katmanlar1 icten disa dogru olusur. Boylece
erken gelisen noronlar derin katmanda kalirken ge¢ gelisen ndronlar yiizeye dogru
goc ederler. Gelisimsel siiregte marjinal bolgeye go¢ eden ilk noronlar reelin sekrete
ederler. Reelin sonradan gelen noronlar i¢in durdurucu etki gosterir. Bunun
sonucunda sonradan go¢ eden noéronlar erken go¢ eden noéronlari gectikten sonra

durarak korteksteki igcten disa katmanli karakteristik yap1 saglanmis olur (16).
4.1.2. SSS Anatomisi

SSS, omurilik, medulla oblongata, pons, serebellum, orta beyin, diensefalon
ve serebral hemisferler olmak {izere yedi ana bdliimden olusur. SSS, duyusal bir
girdinin uygun bir motor c¢iktiya doniistiiriildiigli bir sistem olarak distiniiliir.
SSS’nin en kaudal kism1 olan omurilik deri, eklem ve kaslardan gelen duyu bilgisini
alir, govde ve ekstremitelerin hareketlerini kontrol eder. Omurilik, medulla ve
ponsun olusturdugu beyin sapi ile kafatasina dogru devam eder. Beyin sapi ile direk
baglantili olan serebellum, hareketin kuvveti ve araliginin kontroliinlin yani sira
motor becerilerin 6grenilmesine katilir. Orta beyin, goz hareketleri, gorsel ve isitsel

refleksler gibi pek ¢ok duyusal ve motor fonksiyonun kontroliinii saglar.



Diensefalon; SSS’inin geri kalanindan beyin korteksine ulasan bilgiyi isleyen
talamus ve otonomik endokrin ve 1i¢ organ fonksiyonlarmni diizenleyen
hipotalamustan olusmaktadir. Icte motor performans1 diizenleyen bazal ganglionlar,
bellekten sorumlu hipokampus ve duygusal durumlarin otonomik ve endokrin
tepkilerini diizenleyen amigdala, dista ise serebral korteks serebral hemisferleri

olusturur.
4.1.3. Hipokampiis Anatomisi

Hipokampiis beynin gri cevherinde bulunmaktadir. Hipokampiisiin uzun
ekseni (septotemporal eksen), beynin orta hattindaki septal ¢ekirdekten baglayarak
talamusun tizerinden ve arkasindan uzanarak temporal lobun basladigi yere kadar
ulagir. Hipokampiisiin karmasik anatomik sekli hipokampal bolgeleri dogru
tanimlamada yetersiz kalmistir ve hipokampiisiin enine eksenini tanimlarken dentat
girus proksimal ug, entorinal korteks ise distal u¢ olarak belirtilir. Hipokampiis
koronal kesitlerde tipik ‘C’ harfi seklinde olup denizatina benzerliginden dolay1
Latince karsilig1 olan hipokampiis adin1 almistir, ayrica kogboynuzuna benzedigi i¢in

ise cornu ammonis (CA) adin1 almistir.
4.1.4. Hipokampiis Histolojisi

Hipokampal formasyon sitoarkitektonik olarak ii¢ alt boliime ayrilir. Bunlar
dentat girus, hipokampiis ve subikulum. Bu {i¢ hipokampal béliim karakteristik
olarak 3 kath goriintiiye sahip olup allokorteks olarak da adlandirilir (17). Bu
bolgedeki baglantilar tek yonliiliik gosterir. Parahipokampal bolge ise bes farkl
alandan olusur. Bu alanlar peririnal, entorinal ve postrinal korteksler ile

presubikulum ve parasubikulumdur.

Terminolojik olarak hipokampal formasyon ve hipokampiis birbirinden
farklidir. Hipokampal formasyon, dentat girus, hipokampiis, subikulum,
presubikulum, parasubikulum ve entorinal korteksten olusur. Hipokampal
formasyondaki bu temel diizen ve lif yolaklar1 tiim memelilerde ortaklik gdsterir.
Giincel terminolojide CA terimi ise Hipokampiisiin alt bolgelerini tanimlarken

kullanilmaktadir. Hipokampiis CA3, CA2 ve CA1 olarak 3 alt boliime ayrilir (18).



Laminar organizasyon genel olarak tiim hipokampiiste benzerlik gosterir.
Esas hiicresel katmana piramidal hiicre katmani denir. Bu hiicre katmani CAl

bolgesinde daha yogun iken CA2 ve CA3 bolgelerinde daha seyrektir.
4.1.5. Hipokampiis Fonksiyonlari

Hipokampiis, singulat girus, hipotalamus ve amigdala ile birlikte limbik
sistemi olusturur. Hipokampiis, 6grenme ve bellek fonksiyonlarindan sorumlu
oldugu inanilan, kendine has yapisi ve gelisimi ile beyinde en ¢ok calisilan

bolgelerden biridir.
4.1.6. Serebral Korteks Anatomisi

Fare serebral korteks ortadan medial pallium(arkikorteks), yanlardan ise
lateral pallium (allokorteks) ile sinirli olup, telensefalonun dorsal palliumundan

gelisir (19). Serebral korteksin en biiyiik kismin1 olusturur.
4.1.7. Serebral Korteks Histolojisi

Korteks katmanli bir yapiya sahiptir. kortekse ana noronlar hakimdir. Bu
hiicreler eksitator (uyarici) o6zellikte olup dendritlerini saran dikensi yapilar ile
uyarici verileri alir ve aksonlar ile yatay ve dikey yonlerde korteks boyunca yayar.
Eksitator noronlar disinda ¢ok ¢esitli inhibitor bulunur. Bu hiicreler kortikal

aktiviteleri bicimlendirerek ve koordine ederek kompleks modeller olustururlar.
4.1.7.1. Katman1 (Eksternal Pleksiform, Molekiileri, Yiizeysel)

Korteksin en dig kismini olusturan ince pleksustan olusur. Bu katman
piamaterin ve glia limitansin (piamaterin i¢ yiliziinii kaplayan astrosit ayaklar1) hemen
altinda yer alir. Bu katmanda neredeyse hi¢ néron bulunmaz, bunun yerine kortikal
yilizeye uzanan aksonlar, seyrek dagilimli inhibitér ve Cajal-Retzius néronlar, glialar
ve hiicre govdeleri daha derin tabakada bulunan piramidal ndronlarin apikal
dendritleri bulunur. Bu katmani diger katmanlardan ayiran 6zelligi inhibitdr néron
oranmnin eksitatér noronlara gore ¢ok daha fazla olmasidir. Burada inhibitor

noronlarin aksonlar1 eksitator noronlarin apikal dendritleri ile sinaps yapar (20).



4.1.7.2. Katman 2/3 (Supragraniiler Piramidal)

Bu katmanda agirlikli olarak kiigiik piramidal hiicreler ve ¢esitli néronlar
bulunur. Bu hiicreler 6zellikle lokal ve kortikokortikal baglantilarda gorev alir. Her
ne kadar farede tek bir katman olarak kabul edilse de katman i¢inde fonksiyonel
ayrilmalara ait isaretler bulunur (21). Piramidal hiicreler kendilerine bitisik hiicrelere,
yakindaki kortkes bolgelere ve hatta korpus kallozum iizerinden karsit kortekse
projekte olur (22). Bu katmandaki noronlar dendritik dallanma ve sinaptik olusumun
kontroliinden sorumlu transkripsiyon faktorii olan Cux2’yi eksprese etmeleri ile

taniirlar. (23).
4.1.7.3. Katman 4 (Graniiler)

Ozellikle duysal bolgelerde katman 4 one ¢ikmaktadir ve talamokortik
liflerin ana glizergaht konumundadir(24). Bolge yogun olarak dikensi stellat
hiicrelerin siki paketlenmis cekirdeklerinden bant seklini olusturmasi ile graniiler
korteks adin1 alir. Cok sayida talamik afferentler katman 4 e girerek katmanin seklini
degistirmistir. Katman 4 ise katman 6 ya ait pirmidal néronlarin apikal dendritleri

bulunur. Boylece talamusa hizli geri bildirim saglanabilmektedir (25).
4.1.7.4. Katman5 (Derin Piramidal)

Bu katmanda korteksin en biiyiik piramidal néronlar1 bulunur. Bu néronlarin
aksonlar1 ¢esitli kortikal ve alt kortikal hedeflere uzanir. Daha az sayida bulunan
kortikokortikal kallozal projektdr noronlar tiim katmana yayilmistir. Bu katmandan
c¢ikan aksonlar striatum, orta beyin ve pontin nukeusa, beyin kdkiine ve spinal kord

gibi alt kortikal alanlara uzanir.
4.1.7.5. Katman6 (Polimorfik)

Bu katmanda oOzellikle veri c¢ikisinin  yapildigi yerdir. Cok sayida
kortikotalamik lif bulunur ve yine gii¢lii bir cevap buraya ulasir (26). Katman 6 diger
katmanlardan farkli olarak talamik etkilesimi ¢ift yonli olmasidir. Talamus
tizerinden diger kortikal bolgeleri etkilemesi ile bu projeksiyonlar kemirgenlerde en

onemli kortikokortikal iletisim yolagi olabilir (27). Katman 6 tipik olarak kalin olup



fare korteks derinliginin biliylik bir kismin1 olusturur. Noron morfolojilerinin

cesitliligi nedeniyle polimorfik katman da denilmektedir (28).
4.1.7.6. Katman 7 (Alt Griseal)

Ince bir katmandir. Katman 6 dan hiicre yogunlugu az olmasi ile ayrilir.
Katman 7 nin rostral lateral uclari farede claustrum ile birlesir (29). Diger
katmanlardan farkli olarak buradaki noronlar konnektif doku biiylime faktorlerini

eksprese ederler.
4.1.8. Serebral Korteks Fonksiyonlar:

Telensefalon gelisen sinir sisteminin 6n u¢ segmentini olusturur ve santral
sinir sistemindeki segmental kaliptan bagimsiz olarak gelisen en biiyiik bolgedir. Bu
ilave koken SSS’deki daha basit fonksiyonlardan sorumlu alanlardan ayirarak
korteksin biligsel ve analitik roliinii yansitmaktadir. Korteks, motor ve duysal
afferentleri dogrudan almaz. Bunun yerine talamusta dnceden islenmis bilgileri alir
ve SSS’deki diger diger bolgeleri diizenleyerek davranisi kontrol eder. SSS genel
olarak duysal ve motor aktiviteleri etkin olarak isler ve yonlendirirken korteksin
gorevi daha soyuttur.  Korteks duysal bilgileri eski tecriibeler 1s1ginda irdeler,
birlestirir ve analiz ederek en uygun cevabi olusturur. Bu soyutsal islemler korteks

(izokorteks) tarafindan islenir.
4.1.9. Hipokampal Noronlar

Hipokampiisteki baglica ndronlar piramidal hiicrelerdir ve piramidal hiicre
katmaninin biiyiik kismin1 olustururlar. Piramidal hiicrelerin bazal dendritik sagaklari
stratum oriense, apikal dendritik sagaklar1 ise hipokampal yariga uzanir. CA3 ve
CA2 bolgesindeki piramidal hiicreler CA1 bolgesindeki piramidal hiicrelere gore
dendritik uzunluklar1 ve organizasyon agisindan farkliliklar gosterir. Dentat girusa en
yakin olan CA3 piramidal hiicreler 20um c¢apa ve toplam 8-10 mm dendritik
uzunluga sahiptir. Bu hiicreler stratum lacunosum-moleculare katmanina dendritik
uzanti yapmaz. Bu nedenle entorinal korteks ile direkt temas ve veri alimi ¢ok
diistiktiir. Ancak dentat girusun hemen distalinde bulunan CA3 piramidal hiicreler

hem apikal hem de bazal dendrite uzantilar1 ile dentat girusta bulunan graniil
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hiicrelerin apikal yosunsu liflerinden veri alimi saglamaktadir. Piramidal hiicreler
distale gittik¢e hiicrele govdeleri biiyiiyerek 30um capa ve dendritik uzantilar1 da
toplamda 16-18mm’ye kadar ulasir. CA1 piramidal hiicreler CA3 teki heterojen
dendritik organizasyonun tersine homojenite gosterir (30). CAl hiicre ¢ap1 15um ile
daha kii¢iik dendritik uzantilar ise toplamda 13.5 mm dir. Boyutsal homojeniteye
ragmen entorinal korteksten gelen farkli veri alimlari ile piramidal hiicreler arasinda
fonksiyonel 6zellikler kazandirir. Piramidal ndronlar disinda inhibitor 6zellik tasiyan
arandronlar bulunmaktadir. Bunlar piramidal basket hiicreler, avize nodronlar
bistratifiye hiicreler, O-LM hiicreler, horizontal trilaminar hiicreler ve radial
trilaminar hiicrelerdir. Tiim ara ndronlar GABA (Gamma aminobiitirik asit)

isaretleyicileri i¢in immiinpozitiftir.
4.1.10. Serebral Korteks Noronlari;

Tipolojik ¢erceveden bakildiginda kortekste 3 temel ndron grubu bulunur.
Bunlardan ilki erken gelisimsel donemde bulunan Cajal-Retzius noronlardir. Bir
digeri ise eksitator ozellikli ana néronlardir. Bunlar aksonlarimi ve kollaterallerini
bolgesel, tiim korteks boyunca ve santral sinir sisteminin diger bolgelerine ulastirir.
Son grup ise inhibitdr Ozellikli olan ara noéronlardir. Bu hiicreler ise daha ¢ok
bolgesel devrelerden sorumludur. Korteksin yiizde 62-85 arasi ana ndronlar
olusturur. Katman 1 disginda tim katmanlarda yogun olarak bulunur. Lokal
baglantilarinin yanm sira korteksteki projeksiyon yapan noronlarin basinda gelirler.
Deri kortikal beyaz cevhere aksonlar gondererek korteks ile santral sinir sisteminin
farkl1 bolgelerine uzanirlar. Bu aksonlar glutamat, aspartat ya da her ikisini de
kullanarak uyarict sinapslar olusturur. Dendritik alan ana noéronlarin reseptif
yiizeylerini olusturur. Alman veriler bdlgesel, kortikokortikal ve subkortikal
kokenlidir. Dendritlere gelen sinapslarin biiyiik kismi uyarict niteliktedir. Lokal ara

noronlardan ise daha az oranda ancak inhibitor sinapslar alirlar.

Piramidal noronlar, bulunduklar kortikal bolge ve katmanlara gére boyutsal
farkliliklar gosterseler de morfolojik olarak tutarlilik gosterirler (31). Apikal
dendritleri 2/3 katmana kadar ulasir. En derindeki piramidal dendritler ise katman 4
te sonlanir. Aksonlar1 hem beyaz hem de gri cevhere kadar ulasabilir. Buna bagh

olarak piramidal hiicreler projekte olduklar1 alanlara gore isimlendirilebilirler. Son
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zamanlarda ise piramidal dendrit ve akson analizleri ile ve bunlarin hedef bdlge

iligkileri ile siniflandirilmaktadir (32).

Ara noronlar ise eksitatdr aktivitelerin tamamlayicist roliindedir. Korteksin
tiim katmanlarinda bulunur ve hem ana noronlar ile hem de kendi aralarinda sinaps
yaparlar (33). Dikensi Stellat néronlar ana noron alt tipi olarak kabul edildiginden
beri ara noronlar dendritlerinde dikensi ¢ikintilara sahip olmamasi ile tanimlanirlar.
Aksonlar1 ana néronlara gore kisadirve yalnizca bolgesel projeksiyon yaparlar.
Bircogu GABAerjik noronlardir ve kendi aralarinda dendritik baglar kurarlar. Bu
baglar kimyasal sinapslar yerine gap junction (gecit bolgesi) ile saglanir. Boylece
noronlarin afferent aktiviteleri birbirleri ile uygun ve senkronize hale gelir (34). Ara
noronlarin siniflandirilmasi akson yayilimma baghdir (35). Bu siniflamaya gore
basket hiicreler, avize hiicreler, Martinotti hiicreler, Norogliaform hiicreler, Bipolar

hiicreler, Bitufted hiicreler, ve Cift buket hiicreler ara néronlar1 olustururlar.
4.1.11. Radial Glia Hiicreler

Korteksteki ana noronlari, astrositleri ve oligodendrositleri veren pallial kok
hiicrelerdir (36). Eriskin beyninde ise subventrikiiler bolgede radial glial hiicreler

astrosit benzeri kok hiicreler olarak devamliliklarini stirdiirirler.
4.1.12. Astrositler

Santral sinir sistemi gri cevherde bulunurlar. Ince uzantilar1 ile néronal
yiizeyleri ve kan damarlarin alt membranlarini sararlar. Korteks boyunca her bir
astrosit onlarca mikronluk uzantilar ile yiizlerce dendriti ve onbinlerce sinapsi sarar
(37). Astrositler néronal metabolizmayi, uyarilabilirligi ve sinaptik dinamikleri
diizenler (38). Sinaptik araliktan ndorotransmitterleri temizleyerek noronal
sinyalizasyonda aktif rol oynar (39). Ayrica dendrit ve akson uglarinin formasyonunu
diizenler devamliligin1 saglar. Astrositler ndronlarin metabolik ihtiyaglarimi uyum
gosterecek sekilde kapiller damar ¢aplari degistirebilirler (40). Astrositler kendi
aralarinda kurduklar1 gap junction baglantilari ile glia limitansin olusumunda gorev
alir. Bu yolla astrositler ¢oziinen maddeler i¢in 6nemli bir tagima ag1 saglamis olur
(41). Astrositler ile ndronlar arasinda siirekli olarak fonksiyonel etkilesim i¢indedir.

Noronlar arasi taginan sinyallerden orteya ¢ikan glutamat, astrositlerde bulunan
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NMDA reseptorlerini aktive ederek kalsiyum seviyalarini yiikseltir ve geri alim
tastyicilarini diizenler (39). Diger taraftan astrosit aktivasyonu ile glutamat, D-serin
ve adenozin trifosfat (ATP) gibi gliotransmitterler de ndéron aktivasyonunda rol
oynarlar (42). Astrosit uzantilari ile pre ve postsinaptik noronal elemanlarin bu siki
etkisimi ‘li¢ parcali sinaps’ olarak adlandirilir. Korteksteki astrositler , konneksin
ekpresyonundaki farkliliklar, kdken ve iskemiye verdigi cevap ile kendi aralarinda

bolgesel ve hiicresel olarak 6zellesmislerdir (43) (44).
4.1.13. Oligodendrositler

Oligodendrositler korteks ve o0zellikle beyaz cevherde miyelinizasyonun
olusumu ve devamliligindan sorumludur. Bu hiicreler kortikal néronlar ile ayn1 6ncii
hiicrelerden gelisirler. Ayrica erigskin korteksinde ihtiya¢ halinde Olig-2 eksprese
eden Oncii hiicrelerden farklilasarak gelisirler (45). Periferdeki schwann
hiicrelerinden farkli olarak her bir oligodendrosit ¢ok sayida farkli aksonu sarar.
Oligodendrositler aksonlar i¢in pasif yalitmdan ¢ok daha fazladir. Noronlar ile gap
junction ile etkilesim i¢indedir. Boylece aksonal uzama ve canliliklari i¢in esansiyel

besinleri saglamaktadir (46).
4.1.14. Polidendrositler / Oligodendrosit Oncii Hiicreler

Bu hiicreler NG2 (noron/glia antijen 2) ile pozitif isaretlendigi i¢in NG2 glia
olarak da isimlendirilir. Erigskin santral sinir sisteminde glial kok hiicre olarak
davranarak beyaz cevherde oligodendrositleri verirler. Gri cevherde ise devamliligin
stirdlirerek ¢esitli gorevler alirlar (45). Bazi kaynaklar bu hiicrelerin santral sinir
sisteminde noronlara ve astrositlere farklilagabildigini ileri siirerken bazi kaynaklar
ise NG2 eksprese eden hiicrelerin yalnizca oligpdendrositlere doniisebildigini

gostermislerdir (47) (48).
4.1.15. Mikroglialar

Mikroglialar embriyonik makrofajlardan kaynaklanirlar ve santral sinir
sistemine gegerler. Mikroglialar patojenlere kars1 ve santral sinir sistemi fonksiyon
bozukluklarinda bir dizi sitokin ve diger molekiiller salarak cevap olustururlar. Buna

bagl olarak dinlenme, aktif ve fagositik formlarda bulunabilirler. (49).
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4.1.16. Ependimal Hiicreler

SSS’nin siv1 ile dolu kavitelerinin epitel benzeri ddsemesini olusturan
hiicrelerdir. Tek katli kiibik-prizmatik hiicrelerdir ve sivi transportu yapan hiicrelerin
morfolojik ve fizyolojik karakteristiklerine sahiptirler. Apikal yiizeylerinde bulunan
baglanti kompleksleri ile birbirlerine sikica baglanmislardir. Tipik epitelden farkl
olarak eksternal lamina bulunmaz. Hiicrenin apikal yiizeyinde silya ve mikrovilluslar

bulunur. Mikrovilluslar beyin omurilik s1visinin emiliminde gorev yaparlar.

Beyin ventrikiil sistemi i¢cinde bu epitel benzeri déoseme komsu kapiller
halkalarindan kaynaklanan materyallerin transportunu ve sekresyonunu yaparak
serebrospinal siviy1 liretmek iizere daha ileri modifikasyona ugramistir. Modifiye

ependimal hiicreler ve bunlarla iliskili kapillerlere koroid pleksus ad1 verilir.
4.2. Akim Sitometri ve FACS

Akim sitometrisi lazer 1smina maruz birakilan sivi icinde basingla akan
siispanse partikiillerin (hiicrelerin) her birinin ¢oklu fiziksel 6zelliklerini anlik olarak
Olgen ve analiz edebilen bir cihazdir. Bu o6lgiilen o6zellikler partikiiliin goreceli
boyutu, graniilaritesi ve floresan yogunlugunu igermektedir. Hiicre ayrim sistemi ile
istenilen hiicrenin bulundugu damlacigin elektrik ile yiiklenerek farkli toplayic
tiiplere saptirilmasi saglanmaktadir. Isik sagilimi gelen lazer 1s18inin  partikiil
tarafindan saptirilmasiyla olusmaktadir. Bu sacilim miktar1 partikiiliin fiziksel
ozelligine (Boyut ve i¢ yapisi) baghdir. FSC ve SSC o6lglimlerinin beraber
kullanilmasi ile heterojen hiicre populasyonlarindaki hiicre gruplarinin niteliksel ve
niceliksel analizlerine olanak saglamaktadir. Hiicre ayristirilmasinda (sorting)
oncelikle ayristirilmak istenen hiicre grubu segilir, akis hiz1 sabitlenir ve akan siviya
sabit bir frekansta ses dalgalar1 ile titresim uygulanarak damlacik olusumu
saglanmaktadir. Boylelikle akan sivi igindeki hiicrelerin damlacik formasyonu
saglanir. Burada elektrikle yiiklenen, hiicreler degil damlacigin ¢evresidir. Sonug
olarak istenilen hiicreler hiicreleri tasiyan damlaciklar yiiklenirken diger damlaciklar

notr halde kalarak plakalardan etkilenmeden ortamdan uzaklastirilmis olur.
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4.3. Proteomik Ekspresyon Analiz Yontemi

Proteomik; kompleks karisimlarda, doku siispanse hiicre, kan gibi farkl tiirde
orneklerde eksprese edilen tiim proteinlerin, tanimlanmasi, yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerini,  yerlesimlerini, —miktarlarini,  post-modifikasyonlarin1  acikliga
kavusturulmasini saglar (50). MS kullanilarak protein ve peptidlerin analizi yiiksek
duyarlilik ve giivenilirlikte yapilmaktadir. MS kullanilarak tripsin ile parcalanmis
proteinlerden elde edilen peptidlerin kiitle/ylik oranlari belirlenip, daha sonrasinda
MS/MS analizi yapilarak sekans bilgisi elde edilir. Dizilim bilgisi elde edilen
peptidlerin, biyoinformatik yazilimlar kullanilarak  proteomik profillerinin
tanimlanmasi ile proteinlerin hiicre ig¢indeki yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri ile
ekspresyon orani, post-translasyonel modifikasyonlar gibi bir ¢ok bilgiye ulagsmak
mimkiindiir. Yapilan bu calismada, etiketsiz LC-MS® teknolojisi kullamilarak
yapilmistir. Bu yontem ile daha az protein miktarindan herhangi bir etiketleme

yapmadan giivenilir ve ¢ok miktarda protein tanimlamasi yapilabilmektedir.
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5. MATERYAL ve METOD
5.1. Materyal

5.1.1 Ekipmanlar

Tablo 5.1.1.1. Deneyde Kullanilan Ekipmanlar

Kullanilan Geregler Marka Uriin Kodlar
Santrifiij Orto Alsera Biocen 22R
Multi-Therm Shaker Benchmark Scientific | H5000-HC
Vorteks Benchmark Scientific | BV1000

Thermo Fisher Q32866
Qubit® 2.0 Fluorometer Scientific
SYNAPT G2-Si High Definition Mass Waters
Spectrometry
nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 ACQUITY UPLC,
Trap Column Waters

ACQUITY UPLC,
nanoACQUITY UPLC BEH C18 Column | Waters
Confocal Microscope Zeiss LSM 780
Ultrasonicator Bandelin Sonarex
LC-Vial Supelco 29413-U
Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube | Sigma-Aldrich 7666505
Influx Cell Sorter with Bioprotect IV BECTON
Safety Cabinet DICKINSON
Laminar Flow ESCO
-20 dolap Thermo Scientific
-80 dolap Arctiko
+4 dolap Ugur

Tart1 Ohaus Explorer EX124-US

Manyetik Karistiric Benchmark Scientific | H400HSB
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dH,O Cihaz1 Millipore ZRQSVPEWW
Calkalayici Benchmark Scientific | BR2000

pH metre Isolab pH7110

Spin down santrifiij Sprout

5.1.2 Deneyde kullanilan materyaller

Tablo 5.1.2.1. Deneyde kullanilan materyal listesi

Sarf Malzemesi Firma Katalog Numarast
L15 Sigma L5520

Neuro Basal A (NBA) Gibco A12475
Glutamax Invitrogen 35050-061
Antibiyotik Sigma A5955
Hibernate A Gibco A1247501
Papain Sigma P4762
Deoksiriboniikleaz I Sigma D4513

(DNAz)

Fetal dana serumu (FCS) Sigma F9665

B27 suplementi Invitrogen 17504-044
Antibiyotik Sigma AS5955

Fosfat Tamponu Sigma P3288

BSA Sigma A9418

Triton X Merck K26456203 924
4',6-diamidino-2- Sigma D9542
phenylindole (DAPI)
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Sodyum Azid Sigma S8032
Tween 20 Merck S95415 814
Kec¢i serumu Sigma G6767

At Serumu Gibco 16050130
Hoechst 33342 Soliisyon BD Biosciences 561908
Propidium lodide Soliisyon | BD Biosciences 556463

Anti-GFAP DyLight 550

Novus Biologicals

NBP2-33184R

Anti-Neun Alexa Fluor Millipore MAB377A5
555

anti-GLAST-PE BD Biosciences 130-095-821
anti-A2B5 Alexa Fluor Novus Biologicals FAB1416G
488

anti-O4-APC Milteni Biotec 130-109-153
Anti-CD31 PerCP-Cy5.5 BD Biosciences 562861
anti-CD45 APC-Cy7 BD Biosciences 557659
anti-CD24 BV605 BD Biosciences 563060
anti-NG2 Merck AB5320
anti-NCAM-1 R&D Systems MAB7820
Goat Anti-Rat F(ab)2 IgG | R&D Systems FO113
(H+L) APC

goat anti-rabbit IgG, Santa Cruz sc-3845
F(ab")2-PE-Cy7

Anti-CD16/32 eBioscience 14-0161-85
IgG2a-PE Miltenyi Biotec 130-091-835
IgM Alexa Fluor 488 Novus DDXCMO04A488
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REA Control (S)-APC Milteni Biotec 130-104-614
PerCP-Cy5.5 Rat IgG2a, « | BD Biosciences 550765
APC-Cy7 Rat IgG2b «) BD Biosciences 552773
BV605 Rat [gG2b, « BD Biosciences 563145
Hiicre filtresi 70 pm Corning Inc. CLS431751
5 ml polipropilen tiip Corning Inc. 352002
Rainbow Calibration BD Biosciences 559123
Particles 8 peaks

FACS AccuDrop Beads BD Biosciences 345249
UPX™ Universal Protein | Expedeon 44101
Extraction Kit

Proteases Inhibitor Coctail | Sigma-Aldrich P8340

Pur-A-Lyzer Mini 6000 Sigma-Aldrich PURN60100-1KT
Dialysis Kit

FASP™ Protein Digestion | Expedeon 44250

Kit

Trypsin Thermo Scientific 90055

Formik Asit Fluka 94318-50mL-F
Acetonitrile Hypergrade Merck 100029.2500
for LC-MS LiChrosolv®

Water for Chromatography | Merck 15333

LC-MS Grade

LiChrosolv®

[Glul]-Fibrinopeptide B Waters 700004729

Standart
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5.2. METOD:

5.2.1. Deney Gruplar

Deney hayvani olarak Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma
Merkezinde (MEDITAM) iiretilen, yenidogan Balb-C 1k albino fareler kullanildi.
Calismamiz igin Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan (IMU-HADYEK) onay alindu.

Calismada 20 adet yeni dogan 0-24 saatlik fare kullanildi. Fareler %70’lik
etanolden gecirilerek steril hale getirildi. Dekapitasyon islemi ile hayvanlar sakrifiye
edildi. Bas kismi L15 medium igeren silikon tabanli petri iizerinde sabitlendi ve

beyni ¢ikarildi. Cikarilan beyin iizerinden, stereo mikroskop altinda meninksler beyin

dokusuna zarar vermeden soyuldu. Korteks ve hipokampus bolgeleri ¢ikarildi.

Resim 5.2.1.1. Yeni dogan fareden hipokampus ve korteks dokularimin g¢ikarilmasi. 1: Yeni dogan
farenin kafas1 dekapite edilerek diseksiyon mediumu igeren silikon kapli petri igerisine alinarak

sabitlendi. 2: Beyin ¢ikarildi. 3: Tiim beyinden iki adet hipokampus ve korteks dokusu ¢ikarildi.

5.2.2. Kiiltiirde kullanmilan besiyerleri
5.2.2.1.Diseksiyon besiyeri

Diseksiyon sirasinda kullanilacak besiyeri Hybernate A igerisine %l
antibiyotik ve %1 glutamax eklenerek aseptik kosullarda hazirlandi. Diseksiyon

sirasinda soguk olarak kullanildi.
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5.2.2.2. Kiiltiir besiyeri

Dokunun enzimatik olarak yumusatilmas1 sirasinda kullanilacak olan kiiltiir
besiyeri L15 igerisine %1 glutamax, %1 antibiyotik ve %2 B27 takviyesi eklenerek
aseptik kosullarda hazirlandi. Enzimatik muamele sirasinda +4 °C sicaklikta

kullanildi.
5.2.2.3.Re-ekspresyon besiyeri:

Hiicre yiizey proteinlerinin re-ekspresyonu sirasinda kullanilacak re-
ekspresyon besiyeri NBA igerisine %1 glutamax, %1 antibiyotik, %2 B27 ve %5 HS

eklenerek aseptik kosullarda hazirland.
5.2.3. Hiicrelerin elde edilmesi

Farelerden elde edilen sag ve sol korteks dokulart her biri esit olacak sekilde
diseksiyon besiyeri i¢cinde dort parcaya ayrildi. Sag ve sol hipokampus ise her biri
esit olacak sekilde yine diseksiyon besiyeri icerisinde iki parcaya ayrildi. Dokular
%1°lik papain iceren kiiltiir besiyeri igerisine alinarak 40 dakika, +4 °C’de ajitatorde
inkiibe edildi. Enzimatik par¢alanmanin sonunda iistteki besiyeri cekip atildi.
Dokularin iizerine %10 FCS ve %1 DNazI iceren kiiltiir besiyeri eklendi. Dokular
homojen bir hiicre slispansiyonu haline gelene kadar ucu yakilarak diizeltilmis pastor
pipetinden gegirilerek mekanik olarak ayristirildi. Elde edilen hiicre silispansiyonu
1000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi, supernatant atildi. Hiicre pelleti re-ekspresyon
besiyeri icerisinde 3 saat 35 °C’deki su banyosunda inkiibe edildi. FACS yapildi.

FACS sonrasi noronlar 72 saat kiultiire edildi.

5.2.4. Akim Sitometrisi Analizi

Beyin dokularindan elde edilen hiicre siispansiyonlart Thoma lami ile
sayillarak 1 milyon/ml hiicre olacak sekilde ayarlandi. Sayim sonrasi hiicre
siispansiyonlarina, kiimelenmenin engellenmesi ic¢in, 50 mg/ml oraninda
Deoksiriboniikleaz I (Sigma, D4513) ile eklendi. Ornekler 70 pum’lik filtrelerden

gecirildi. Hiicre siispansiyonlar1 5 ml’lik polipropilen tiip icerisine alindi.
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Akim sitometrisi cihazinin lazer kalibrasyonu i¢in 8 boyali parlak floresan
1s1ma veren boncuklar, hiicre ayristirma (sort) kalibrasyonu i¢in parlak floresan 1s1ma
veren boncuklar kullanildi. Kalibrasyon islemlerinin ardindan polipropilen tiipler

igerisindeki hiicre siispansiyonlar1 akim sitometrisi cihazina yiiklendi.

Ornekler Hoechst 33342 Solution ile tiim gekirdekli hiicrelerin tespiti,

Propidium Iodide Stainin Solution ile 6lii hiicre ayrimi1 yapild.

Ornekler anti-GLAST-PE, anti-A2B5 Alexa Fluor 488, anti-O4-APC, Anti-
CD31 PerCP-Cys5.5, anti-CD45 APC-Cy7, anti-CD24 BV605 konjuge antikorlar ve
anti-NG2, anti-NCAM-1 konjuge olmayan antikorlar ile 6nce 6rnek basina tek renkli
boyama ardindan 6rnek basina tiim antikorlar kullanilarak ¢ok renkli boyama yapildi.
Konjuge olmayan antikorlar i¢in 6rneklere Goat Anti-Rat F(ab)2 IgG (H+L) APC,
goat anti-rabbit IgG, F(ab")2-PE-Cy7 sekonder antikorlar eklenerek boyamalar

tamamlandi.

Antikor ile isaretlenmis olan hiicrelerdeki 0zgiin olmayan baglanmalari
bloklamak i¢in CD16/32 antikoru kullanildi. Hem konjuge hem de konjuge olmayan
antikorlar ile isaretlenmis hiicrelerdeki 0zgiin olmayan baglanmalardan
kaynaklanacak olan zemin boyanmalarinin tespitinde konjuge antikorlar i¢in IgG2a-
PE, IgM Alexa Fluor 488, REA Control (S)-APC, PerCP-Cy5.5 Rat IgG2a, «, APC-
Cy7 Rat IgG2b k, BV605 Rat IgG2b, x izotip antikorlar ile konjuge olmayan
antikorlar icin Goat Anti-Rat F(ab)2 IgG (H+L) APC, goat anti-rabbit IgG, F(ab')2-

PE-Cy7sekonder antikorlar ile isaretlenmis 6rnekler kullanildi.

Boyanmis olan orneklerdeki hoechst, anti-CD24, anti-NCAM, anti-A2BS5,
anti-CD31, propidium 1odide, anti-GLAST, anti-NG2, anti-O4, ve anti-CD45
sinyallerinin akim sitometrisi ile degerlendirmesi icin sirasiyla 355nm, 405nm,
488nm, 561nm ve 640nm lazerler ile 460/50, 520/35, 530/40, 670/30, 593/40, 750LP
filtre kombinasyonu kullanildi. Akim sitometrisi analizi sirasinda Ornekler
igerisindeki hiicre dis1 partikiillerin analiz diginda birakilmasi i¢in yalnizca Hoechst
ile isaretlenmis olan hiicreler alt grup olarak secildi ardindan bu hiicreler arasindan
Oli hiicre ¢ekirdeklerini boyayan Propidium iodide ile 6lii hiicreler analiz disina

alinarak canli hiicreler belirlendi. Belirlenen canli, 6li ve hiicre dis1 partikiiller sirasi
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ile Forward Scattered (FSC) ve Side Scattered (SSC) degerlendirmeleri yapilarak
canli hiicrelerin boyutsal ve graniiler yapisi tespit edilerek sonraki incelemeler icin
bu ayrima dayal1 belirlenmis hiicreler icerisinden yapildi. Orneklerdeki hiicre giftleri
ve hiicre kiimelerinin analiz dis1 birakilmasi (doublet and multiplet discrimination)
icin sirastyla Side Scattered-W (SSC-W)/SSC-H degerlendirmesi ve Forward
Scattered-W (FSC-W)/FSC-H degerlendirmesi yapilarak yalnizca tekli hiicreler elde
edildi.

Belirlenen hiicrelerin (50.000 hiicre) tiim hiicre popiilasyonu igerisindeki

oranlari istatistiksel olarak belirlendi.
5.2.5. Immiinsitokimyasal Boyama

Beyin 6rneklerinden elde edilen hiicreler 72 saat kiiltiir ortaminda tutulduktan
sonra immiinositokimyasal metot ile boyandi. Elde edilen hiicreler %4’liik
paraformaldehit ile oda sicakliginda 15 dakika fikse edildi. Fiksasyonun ardindan
hiicreler 1X PBS ile yikand1 ve 6zgiil olmayan antikor baglanmalarin1 bloke etmek
icin hiicrelere bloklama soliisyonu (%3 BSA, %0,1 Triton X-100, %0,1 sodyum azid,
%1 keci serumu) eklenerek 45 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bloklamanin
ardindan belirli oranlarda sulandirilan anti-Neun (1/1000 sulandirma) ve anti-GFAP
(1/500 sulandirma) konjuge antikorlar1 eklendi. Cekirdek boyamasi i¢in 1:1000
oraninda PBS igerisinde sulandirilmis DAPI eklendi ve PBS ile yikandi.

5.2.6. Mikroskobik inceleme

Sort sonrasi hiicreler Zeiss AxioZoom mikroskop ile 20X, 40X oSlgekler ile

gorilntiilendi.
5.2.7. Protein Profili Analizi
5.2.7.1. Ornek Hazirlama

Floresan aktive hiicre ayrigtirma teknigi ile korteks ve hipokamplis
bolgelerinin her birinden 1 milyon canli néron ve astrosit olacak sekilde LoBind

tiiplere alindu.
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5.2.7.2. Hiicrelerden protein eldesi

Ayristirilan hiicrelere %1 proteaz inhibitor kokteyli (PIC) iceren AmBic
eklendi. Hiicreler ultrasonik homojenizator ile parcalandi. Parcalanmis hiicreler
mevcut hacimleri kadar %1 PIC iceren UPX (Universal Protein Extraction Kit)
tampon ¢ozeltisi eklendi. Karisim 100 °C’de 5 dakika kaynatildi ve 4 °C’de 1 saat
oda sicakliginda bekletildi. Ornekler 15000g’de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan LoBind tiiplere alindu.
5.2.7.3. Mikrodiyaliz

FACS tamponu i¢inde ayristirilmis olan hiicrelerden elde edilen proteinlerin
tuzlardan uzaklastirilmas: i¢in mikrodiyaliz uygulandi. Bunun i¢in mikrodiyaliz
tiiplerine SOmM AmBic eklendikten sonra 50mM AmBic iceren beher igerisinde
manyetik karistiricida 10 dakika membranlarin dengelenmesi i¢in birakildi. Tiiplere
ornekler eklenerek 12 saat siire bekletildi. Diyaliz sonras1 6rnekler LoBind tiiplere

alindi.
5.2.7.4. Protein konsantrasyon tayini

FASP metodu ile triptik peptid elde edilmesi i¢cin 50 wug protein
gerekmektedir. FASP metodunda kullanilacak yeterli Ornek miktarinin
belirlenebilmesi igin protein konsantrasyon tayini yapildi. Bunun i¢in Qubit 2.0
fluorometre cihaz1 protokole uygun olarak kullanildi. Cihaz kalibrasyonu i¢in Qubit
assay kit i¢cinde bulunan 3 standart 6l¢timii alindi. Qubit assay kit i¢inde bulunan
protein belirtecinden 1 ul alinarak yine kit i¢erisinde bulunan tampon ¢ozeltisi i¢ine
toplamda 200 ul olacak sekilde eklendi. Karisimdan 6rnek basina 198 ul alinarak
tizerine 2 ul Ornek ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.
Orneklerin protein konsantrasyon &lgiimleri alinarak her bir 6rnekten gerekli olan

50ug protein hesaplanarak elde edildi.
5.2.7.5. Proteinlerden triptik peptid eldesi

Triptik peptid eldesi i¢in FASP kiti protokole uygun olarak kullanildi. FASP
kiti i¢inde bulunan filtreli tiiplere protein miktar tayini yapilmis olan her bir 6rnekten

50 ug protein igeren ¢ozelti tizerine 230 ul’yi tamamlayacak sekilde AmBic i¢inde
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¢Oziinmiis tire eklendi. 14000g’de 15 dakika santrifiij edildi. Filtre {izerine 200 ul iire
eklenerek tekrar 14000g’de 15 dakika santrifiij edildi. 10X [IAA soliisyonu iire ile 1X
olacak sekilde seyreltilerek filtre iizerine eklendi. Ornekler vorteks ile karistirildiktan
sonra karanlikta 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 15 dakika 14000g’de
santrifiij edildi. islem iki defa tekrarlandi. Bu yikamalar sonucu filtre ¢ikarilarak
tiipte biriken ¢ozelti atildi. 100 ul 50mM AmBic soliisyonu eklenerek 14000g’de 10
dakika santrifiij edilir. Bu asama 2 defa tekrarlandiktan sonra 1 ug / 75 ul olacak
sekilde tripsin enzimi eklenir. Tipler gece boyu 37 °C’de inkiibe edilir. Filtre
altindaki tlipler degistirilir. Filtre {izerine 40 ul 50mM AmBic eklenerek 14000g’de
10 dakika santrifiij edilir. Bu islem tekrarlandiktan sonra 50 ul 0,5M NacCl soliisyonu
eklenerek 10 dakika 14000g’de santrifiij edildi. Toplama tiiplerindeki triptik
peptidler LoBind tiiplere alinarak liyofilize edilir. Liyofilizasyon sonrasi 6rnekler 20
ul 0,1 formik asit c¢ozeltisinde ¢ozdirilir ve ikinci kez Qubit cihazi ile

konsantrasyon tayini yapildu.

5.2.7.6. S1vi Kromotografisi — Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analizi

Her bir deneysel gurup i¢in 100 ng lik triptik peptitler % 0.1 Formik asit ile
tamamlanarak LC viallere konulur. LC viallerindeki karigimdan 2 pl enjekte edilerek
LC-MS/MS system (nanoACQUITY ultra pressure liquid chromatography (UPLC)
ve SYNAPT high definition mass spectrometer (waters) cihazlar1 yardimi ile analiz
edildi. Analitik kolon (BEH C18, 1.7 pm, 75 um i.d. x 250 mm) (Waters) % 97 lik
mobil faz A ( % 0.1 formik asit i¢eren yliksek saflikta su) ile dengeye getirildi. Kolon
sicaklig1 55 °C ye ayarlandi. Peptitler % 99 lik mobil faz A ( % 0.1 formik asit iceren
yiiksek saflikta su) ie trap kolonda (Symmetry C18 5 pm, 180 pm i.d. X 20 mm)
(Waters) alikonulduktan sonra analitik kolonda (BEH C18, 1.7 pm, 75 pm i.d. x 250
mm) (Waters) mobil faz B (%0.1 formik asit iceren yiiksek saflikta ACN) ile %3
den % 40 a kadar degisen dogrusal bir gradient ile 400 nl/dk akis hizinda peptitler

ellisyon edildi.

Veri bagimsiz edinim yontemi (Data independent acquisition mode
(HDMSF)) , pozitif iyon V modu, MS ve MS/MS fonksiyonlari (0.7 saniye araliklar
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ile 2V diisiik enerji ve 15-40V yiiksek enerji) kullanilarak peptit kiitle/elektriksel yiik
(mass/charge; m/z) degerleri ve {iriin iyon bilgisi elde edildi. Glu-fibrinopeptit (i¢
kiitle kalibrant1) 500 nl/dk hiz orani ile enjekte edildi. m/z degeri 50-1900 olarak

analiz edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Akim Sitometrisi

Yeni dogan fare beyinlerinden alinan hipokampiis ve kortek 6rnekleri akim
sitometrisinde incelendiler. Oncelikle beyin disosiyasyonu sonucu elde edilen
siispanse partikiillerin boyutsal grafikleri ¢ikarildi (Sekil 6.1.1). Ardindan Hoecsht
cekirdek boyasi ile boyanarak c¢ekirdekli hiicrelerden hiicre pargalart ayrimi
saglanirken, propidium iodide ile canli ve 6lii hiicre ayrimlar1 saglandi (Sekil 6.1.2-
7). Cekirdek boyalar1 ile boyanmis beyin partikiillerinin boyutsal grafigi
cikarildiginda canli hiicrelerin, 6lii hiicre ve hiicre parcalarindan daha biiyiik oldugu
gozlendi (Sekil 6.1.8-12). Boyutsal farklilik kullanilarak goreceli olarak daha biiyiik
partikiilleri igeren noktaciklar kapilandi (Sekil 6.1.13). Boylece sadece boyutsal kap1
alimi ile canli hiicreler %97.5 oraninda elde edilmis oldu (Tablo 6.1.1). Bu bilgi
1s1ginda  serebral korteks ve hipokampiis dokularinden elde ettigimiz hiicre
partikiillerinden ¢ekirdek boyalar1 kullanilmadan canli hiicre kapilar1 alindi
(Sekil6.15,24). Korteks ve hipokampiis dokulart GLAST, A2B5, NG2, 04, CD45,
CD31, CD24, PCA-NCAM dan olusan sekiz farkli antikor ile isaretlendiler.
Kullanilan her antikor i¢in aymi renkte izotip antikor kullanilarak 6zgiin olmayan
baglanmalardan gelen sinyaller asgari diizeye indirildi. Pozitif ve negatif kontrol
ornekleri iizerinden izotip ve antikorlara ait sinyaller i¢in sinir belirlendi. Negatif
kontrol 6rneklerinde %1 den kiiciik olacak sekilde ayarlandiginda kortekste yaklasik
%26 astrosit, %17 glia ile smirlanmis Oncii hiicreler, %70ligodendrosit 6ncii
hiicreler, %3 oligodendrositler, %1,5 immiin hiicreler (mikroglialar) ve %]1,5
ependimal hiicre populasyonu gozlenirken hipokampiiste yaklasik %23 astrosit, %16
glia ile smirlanmig Oncli hiicreler, %2 oligodendrosit Oncii hiicreler, %2,5
oligodendrositler, %1,5 immiin hiicreler (mikroglialar), ve %1 ependimal hiicre
populasyonu gozlendi (Sekil 6.1.16-32). Tiim canli noronlar isaretleyebilecek bir
antikor bulunmadig1 i¢in antikorlar ile isaretlenmeyen hiicreler néron olarak kabul
edildi (Tablo 6.1.2-3). GLAST ile isaretlenen hiicreler ise astrosit olarak analize
dahil edildi (Tablo 6.1.4-5) Noron ve astrosit olarak kabul edilen hiicreler FACS
teknigi ile ayristirildilar. Fikse edilen hiicrelerin immiinositokimyasal boyamalari

pozitiftir.
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Sekil 6.1.1. Dissosiyasyonu sonucu boyutsal (FSC) ve graniilaritelerine (SSC) gore serebral
korteksteki hiicre ve hiicre par¢larmin dagilimi
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Sekil 6.1.2. Negatif kontrol (Cekirdek boyasi bulunmayan)
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Sekil 6.1.3. Kapilama iglemi ile popiilasyon iginden ¢ekirdekli hiicre ve hiicre pargalariin ayrimi
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Sekil 6.1.4. Trypsin ile dissosiye edilen hiicrelerin kapilama islemi ile ¢ekirdekli hiicreler i¢inden

canli ve 6l hiicre ayrimi
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Sekil 6.1.5. Accutase ile dissosiye edilen hiicrelerin kapilama islemi ile ¢ekirdekli hiicreler iginden

canli ve 6lii hiicre ayrimi
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Sekil 6.1.6. TrypLE ile dissosiye edilen hiicrelerin kapilama iglemi ile ¢ekirdekli hiicreler icinden

canli ve 6l hiicre ayrimi
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Sekil 6.1.7. Papain ile dissosiye edilen hiicrelerin kapilama iglemi ile ¢ekirdekli hiicreler iginden canlt
ve 6lii hiicre ayrimi
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Sekil 6.1.8. Boyutsal (FSC) ve graniilarite (SSC) grafigine gore canli hiicre (mavi renk), olii hiicre
(kahverengi) ve hiicre pargalarinin (kirmizi renk) ayrimu.
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Sekil 6.1.9. Akim sitomerisinde hiicre parcalarinin boyutsal dagilimi
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Sekil 6.1.10. Akim sitometrisinde 6lii hiicrelerin boyutsal dagilimi
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Sekil 6.1.11. Akim sitometrisinde canlt hiicrelerin boyutsal dagilimi
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Sekil 6.1.12. Boyutsal (FSC) histogram grafiginde canli hiicre (mavi renk), 6lii hiicre (kahverengi) ve

hiicre pargalarinin (kirmizi renk) ayrimi
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Sekil 6.1.13. Kapilama islemi ile boyutsal (FSC) ve graniilarite (SSC) grafiginde canli hiicrelerin
cekirdekli 6lii hiicrelerden ve hiicre partikiillerinden ayrimi.

Tablo 6.1.1. Canlilik ile boyutsal kapilama arasindaki iligki

Popiilasyon Event sayis1 % Toplam % Grup
Beyin disosiyasyon partikiilleri 50000 100% -
Cekirdekli hiicreler 44540 89.09% 89.09%
|—> Olii Hiicreler 4009 9.68% 10.86%
Canli Hiicreler 40531 81.02% 91.01%
|—> Boyutsal canli hiicre kapis1 39508 79.01% 97.50%
L Hiicre Pargalar1 5226 10.45% 10.45%
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Sekil 6.1.14. Dissosiyasyonu sonucu boyutsal (FSC) ve graniilaritelerine (SSC) gore serebral
korteksteki hiicre ve hiicre par¢larinin dagilim
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Sekil 6.1.15. Fiziksel parametreler (FSC ve SSC) ile canli hipokampal hiicre kapisinin segimi
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Sekil 6.1.16. Hipokampal hiicreler PECy7 ve AF488 izotip kontrol
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Sekil 6.1.17. Hipokampal hiicreler NG2 ve A2BS5 pozitif hiicreler
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Sekil 6.1.18. Hipokampal hiicreler APCCy7 ve PE izotip kontrol
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Sekil 6.1.19. Hipokampal hiicreler CD45 ve GLAST pozitif hiicreler
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Sekil 6.1.20. Hipokampal hiicreler APC ve PerCPCy5.5 izotip kontrol
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Sekil 6.1.21. Hipokampal hiicreler O4 ve CD31 pozitif hiicreler

38



10

10°

CD24-BV405
a

Qi1
<%0,1

<%0,1

102
PSA-NCAM-BV421

10°

Sekil 6.1.22. Hipokampal hiicreler BV605 ve BV421 izotip kontrol
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Sekil 6.1.23. Hipokampal hiicreler quadrant ayrimi; Q1 Ependimal hiicreler (CD24+ PSA-NCAM-)
Q2 Olgunlagsmamis néronlar (CD24+ PSA-NCAM+) Q3 Noroblastlar (CD24- PSA-NCAM+) Q4
Olgun noronlar (CD24- PSA-NCAM-)
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Sekil 6.1.24. Fiziksel parametreler (FSC ve SSC) ile canli kortikal hiicre kapisinin se¢imi
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Sekil 6.1.25. Kortikal hiicreler PECy7 ve AF488 izotip kontrol
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Sekil 6.1.26. Kortikal hiicreler NG2 ve A2BS pozitif hiicreler
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Sekil 6.1.27. Kortikal hiicreler APCCy7 ve PE izotip kontrol
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Sekil 6.1.28. Kortikal hiicreler CD45 ve GLAST pozitif hiicreler
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Sekil 6.1.29. Kortikal hiicreler APC ve PerCPCyS5.5 izotip kontrol

42



10*

Oligodendrosit %3 .

10

as!diler endotelyal %1,5

1P Rkt .
100 10! 102 103 104
CD31-PerCPCy5.5
Sekil 6.1.30. Kortikal hiicreler O4 ve CD31 pozitif hiicreler
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Sekil 6.1.31. Kortikal hiicreler BV605 ve BV421 izotip kontrol
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Sekil 6.1.32. Kortikal hiicreler quadrant ayrimi; Q1 Ependimal hiicreler (CD24+ PSA-NCAM-) Q2
Olgunlagmamis noronlar (CD24+ PSA-NCAM-+) Q3 Noroblastlar (CD24- PSA-NCAM+) Q4 Olgun
noronlar (CD24- PSA-NCAM-)

Tablo 6.1.2. Negatif eliminasyon yontemi ile elde edilen kortikal canli néron orani

Popiilasyon Event sayis1 % Toplam % Grup
Korteks disosiyasyon partikiilleri 50000 100% --
Canlt hiicreler 41525 83.05% 100%
|—> NG2- A2B5- hiicreler 31559 63.11% 76%
|—> CD45- GLAST- hiicreler 21348 42.70% 52.10%
|—> O4- CD31- hiicreler 19648 39.30% 47.30%
PSA-NCAM- CD24- hiicreler 17598 35.20% 42.37%
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Tablo 6.1.3. Negatif eliminasyon yontemi ile elde edilen hipokampal canli ndron orani.

Popiilasyon Eventsayis1 % Toplam % Grup
Korteks disosiyasyon partikiilleri 50000 100% --
Canli hiicreler 39750 79.50% 100%
|—> NG2- A2BS5- hiicreler 32595 65.19% 82%
I—» CD45- GLAST- hiicreler 24055 48.11% 60.50%
|—> 04- CD31- hiicreler 22465 44.93% 56.51%
L PSA-NCAM- CD24- hiicreler 20875 41.75% 52.51%

Tablo 6.1.4. Hipokampal canli astrosit ayrim analizi

Popiilasyon Event sayis1 % Toplam % Grup
Hipokampal disosiyasyon partikiilleri 50000 100% --

Canlt hiicreler 39750 79.50% 100%
|—> GLAST+ hiicreler 9142 18.28% 23%

Tablo 6.1.5. Kortikal canli astrosit ayrim analizi

Popiilasyon Event sayis1 % Toplam % Grup
Hipokampal disosiyasyon partikiilleri 50000 100% -
Canlt hiicreler 44540 89.08% 100%

I—» GLAST+ hiicreler 11580 23.16% 26%




6.2. Mikroskobik incelemeler

Mikroskopik inceleme i¢in akim sitometrisi analizi sonrasi analiz edilen
ndronlar ve astrositler sort edildi. Anti-GLAST-PE konjuge antikor ile isaretlenen
astrositlerin spesifik olarak hiicre zarimin boyandigr gozlendi. Negatif sec¢ilim

yontemi ile analize dahil edilen noronlarin sort sonrasi 72 saatlik goriintiileri alind.

Resim 6.2.1. Sort sonrasi GLAST ile pozitif boyanan astrositler (40X biiyiitme)
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Resim 6.2.2. Negatif se¢ilim yontemi ile ayristirilan hiicreler 72 saatlik kiiltiir sonras1 (20X biiyiitme);
(A) Neun antikoru ile boyama (yesil renk) (B) DAPI ile boyama (mavi renk) (C) GFAP antikoru ile

boyama (kirmizi renk) (D) Hiicrelerin Parlak Alan (BF) goriintiisii.

6.3. Protein Profili Analizi

LC-MS/MS analizi ile yeni dogan fare hippokampiis ve korteks bolgelerindeki néron
ve astrositlerde bulunan peptitlerin m/z (kiitle/yiik) degerleri belirlendi. Yapilan bu analiz
sonucu elde edilen veriler Progenesis QI programi ile tanimlandi. Yapilan analiz sonucu fare
veri tabanmi kullanilarak korteksten toplam 107, hippokampiisten toplam 67 protein
tanimlandi. PCA grafikleri hippokampiis ve korteks bolgeleri iginde ndron ve astrosit
proteomlarinin farkli oldugunu gosterdi.(Sekil 6.1) Deney gruplan ile birlikte aym1 anda
analiz edilen kalite kontrol (QC) analizleri sonucu cihazin hata paymin %10 oldugu
belirlendi. Gruplar aras1 ekspresyon farki %50 ve daha fazla degisen proteinler i¢in p degperi
0,05'in altinda kalan proteinler istatistiksel olaarak anlamli degisim gozlemlenen proteinler
olarak belirlendi. Istatistiksel olarak anlamli kabul edilen proteinler hipokampiis igin 45
korteks i¢in 85 olup her ikisinde de 22 ortak protein tanimlandi (sekil venn diagrami). Hem
bolgesel hemde hiicresel olarak eksprese edilen protein smiflart ve gorev aldiklar
fonksiyonlarina gore karsilagtirmalar yapildi.( Hipokampiis ve kortekste ortak olan 22
proteinin hiicresel farkliliklarma bakiliginda bu proteinlerden 5 tanesinin hipokampiis
bolgesine ait astrositler tarafindan artmis ekspresyonlar1 bulunurken kortekste ise noronlar

tarafindan artmig ekspresyonlart oldugu gézlenmistir.
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A. Hipokampiis astrosit ile korteks astrosit grubu
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B. Hipokampiis ndron ile hipokampiis astrosit grubu
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C. Hipokampiis noron ile korteks noron grubu
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D. Korteks astrosit ile korteks néron grubu
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Sekil 6.3.1. Hipokampiis ve korteks hiicrelerinin PCA analizi
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Hipokampiis

Sekil 6.3.2. Hipokampiis ve korteksten elde edilen protein dagilimi

Tablo 6.3.1. Hipokampiis ve korteksteki ortak proteinler

Korteks

Accession | Protein Ismi Hipokampus Korteks
Number
Astrosit | Noron | Astrosit | Noron
P62806 Histone H4 * *
P68510 14-3-3 protein eta * *
Q02053 Ubiquitin-like modifier- * *
activating enzyme 1
Q91VB8 | Alpha globin 1 * *
P11499 Heat shock protein HSP * *
90-beta
B1AQW?2 | Microtubule-associated * *
protein
P43277 Histone H1.3 * *
P06837 Neuromodulin * *
Q5SS40 | Putative uncharacterized * *

protein
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P07901 Heat shock protein HSP *
90-alpha
P50396 Rab GDP dissociation *
inhibitor alpha
QI9CQV8 | 14-3-3 protein beta/alpha *
Q9QZQ8 | Core histone macro-H2A.1 * *
P51880 Fatty acid-binding protein, *
brain
Q3THWS | Histone H2A.V * *
008599 Syntaxin-binding protein 1 * *
P20029 78 kDa glucose-regulated * *
protein
P52480 Pyruvate kinase PKM *
P18760 Cofilin-1 *
P62204 Calmodulin-1 *
P07356 Annexin A2 * *
P70296 Phosphatidylethanolamine- *

binding protein 1

Tablo 6.3.2. Hipokampiis ve kortekste ortak olup farkl: hiicrelerde ekspresyonu yiiksek olan

proteinler

Uniprot Protein Hipokampiis Korteks
Numarasi

P18760 Cofilin-1 Astrosit Noron
P52480 Pyruvate kinase PKM Astrosit Noron
P07901 Heat shock protein HSP 90-alpha Astrosit Noron
Q91VBS8 | Alpha globin 1 Astrosit Noron
Q02053 Ubiquitin-like modifier-activating Astrosit Noron

enzyme 1
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A. Korteks astrosit-ndron protein sinif dagilimlar

Protein Class - Cortex
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% T0% B0% 90% 100%

M Chaperone M Cytoskeletal Protein Defense/Immunity Protein
Hydrolase M Ligase M Lyase

B Oxidoreductase H Transfer/Carrier Protein M Calcium-binding Protein

W Enzyme Madulator HMembrane Traffic Protein B Nucleic Acid Binding

W Transferase W Transparter W Structural Protein
Transcription Factor M Extracellular Matrix Protein W Receptor

= Signalling Malecule Cell lunction Protein

B. Korteks astrosit-néron molekiiler fonksiyon dagilimlari

Molecular Function _ Cortex
0% 10% 20% 30% 40% 50% B0% T0% BO% 0% 100%

Korteksastrost. |
corteksnoron

B Catalytical Activity
W Binding
Structural Molecule Activity
Enzyme Maolecule Activity
mTransport Activity
W Receptor Activity
B Nucleic Acid Binding Transcription Factor Activity
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C. Hipokampiis astrosit-ndron protein sinif dagilimlar

Protein Class - Hippocampus
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% T0% B0% Q0% 100%

Hipokampus- néron

M Cell Junction Protein W Chaperone Cytoskeletal Protein
Isomerase W Hydrolase M Ligase
M Lyase M Oxidoreductase M Transfer/Carrier Protein
W Calcium-binding Protein MEnzyme Modulator B Membrane Traffic Protein
W Nucleic Acid Binding W Transferase W Transporter
Structural Protein W Transcription Factor W Extracellular Matrix Protein
" Receptor Signalling Molecule

D. Hipokampiis astrosit-néron molekiiler fonksiyon dagilimlari

Molecular Function - Hippocampus
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B80% 90% 100%

Hiokamous Astrost [
Hookempusoron - |

W Catalytical Activity
W EBinding
Structural Molecule Activity
Enzyme Molecule Activity
i Transport Activity
W Receptor Activity
M Nucleic Acid Binding Transcription Factor Activity

52



E. Astrositlerin hipokampal ve kortikal protein simif dagilimlar

Protein Class - Astrocyte
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B0% G0% 100%

HiDOKEmPUS_AStrOSit - _ -

M Cell Junction Protein W Chaperone Cytoskeletal Protein
lsomerase W Hydrolase M Ligase
H Lyase M Oxidoreductase M Transfer/Carrier Protein
1 Calcium-binding Protein M Enzyme Modulator MW Membrane Traffic Protein
W MNucleic Acid Binding W Transferase W Transporter
Structural Protein W Transcription Factor m Cell Adhesion Maolecule
I Storage Molecule Signalling Molecule

F. Astrositlerin hipokampal ve kortikal molekiiler fonksiyon dagilimlar:

Molecular Function _ Astrocyte
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% Q0% 100%

Hipokampus Astrosit - | -
korteks astrostt | - H=

M Catalytical Activity
M EBinding
Structural Molecule Activity
Enzyme Molecule Activity
W Transport Activity
W Receptor Activity
M Nucleic Acid Binding Transcription Factor Activity
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G. Noronlarm hipokampal ve kortikal protein siniflarinin dagilimi

Protein Class-Neuron
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B0% 90% 100%

W Cell Adhesion Maolecule W Chaperone Cytoskeletal Protein
Defense/Immunity Protein W Hydrolase M Ligase

W Lyase M Oxidoreductase M Transfer/Carrier Protein

m Calcium-binding Protein M Enzyme Modulator W Membrane Traffic Protein

W Mucleic Acid Binding I Transferase W Transporter

H. Noronlarin hipokampal ve kortikal molekiiler fonksiyon dagilimlari

Molecular Function-Neuron
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% T0% B80% 90% 100%

Hiokampus Noron -

M Catalytical Activity
M Binding
Structural Molecule Activity
Enzyme Molecule Activity
W Transporter Activity
M Receptor Activity
M Mucleic Acid Binding Transcription Factor Activity
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1. Bolgesel ve hiicresel ¢aprazlama ile protein siniflarinin dagilimi-1

Protein Class-Cross1
0% 10% 20% 30% 40% 50% B0% 0% B0% 0% 100%

W Cell Adhesion Molecule W Chaperone Cytoskeletal Protein
Defense/Immunity Protein W Hydrolase M Ligase

M Lyase HMOxidoreductase W Transfer/Carrier Protein

m Calcium-binding Protein MEnzyme Modulator M somerase

W Mucleic Acid Binding " Transferase W Transporter

1. Bolgesel ve hiicresel ¢aprazlama ile molekiiler fonksiyon dagilimlari-1

Molecular Function-Cross1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B80% 0% 100%

Hipokampus Astrost |

M Catalytical Activity
W Binding
Structural Molecule Activity
Enzyme Molecule Activity
W Transport Activity
W Receptor Activity
M Mucleic Acid Binding Transcription Factor Activity

55



J. Bolgesel ve hiicresel caprazlama ile protein siniflarinin dagilimi-2

Protein Class - Cross2
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B0% 0% 100%

M Cell Adhesion Molecule M Chaperone Cytoskeletal Protein
Defense/Immunity Protein W Hydrolase M Ligase

M Lyase M Oxidoreductase M Transfer/Carrier Protein
Calcium-binding Protein M Enzyme Modulator W Membrane Traffic Protein

W Nucleic Acid Binding M Transferase W Transporter

K. Bolgesel ve hiicresel ¢aprazlama ile molekiiler fonksiyon dagilimi

Molecular Function-Cross2
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B20% 0% 100%

Hopokampus Noron - [

M Catalytical Activity
M Binding
Structural Molecule Activity
Enzyme Maolecule Activity
W Transporter Activity
W Receptor Activity
M Mucleic Acid Binding Transcription Factor Activity

Sekil 6.3.3. Proteinlerin bolgesel ve hiicresel siniflandirlilmasi ile fonksiyon farklilig:
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7. TARTISMA ve SONUC

Beyin, noronlar, astrositler, oligodendrositler ve mikroglialar dahil olmak
tizere ¢esitli hiicre tiplerinden olusan kompleks bir dokudur. Bu ¢esitlilige ek olarak
ayni kokene sahip hiicreler gog¢ ettikleri bolgelere gore fonksiyonel ve morfolojik
degisimler gostermektedirler. Beyini olusturan her bir hiicrenin izolasyonu, hiicreye

0zgl proteinlerin elde edilmesinde biiyiik 6nem tasir.

Literatiirde floresan aktive hiicre ayristirma teknigi ile embriyonik doneme ait
fare beyinlerinin farkli bolgelerinden néronal kok hiicreler, néronal 6ncii hiicreler ve
diger destek hiicrelerinin ayristirildigi ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Buna
karsin yeni dogan ve erigskin doneme ait fare beyninin FACS teknigi ile yalnizca
eriskin donem noérogenezin devam ettigi subventrikiiler alan ve hipokampiisiin dentat
gyrus bolgeleri ile smirlanmis ndéronal kék ve oOncii hiicrelerin elde edildigi

calismalar mevcuttur.

Calismamizda yeni dogan farelerin korteks ve hipokampiis dokularindan canli
hiicre siispansiyonlari elde edilmistir. Bu hiicreler akim sitometrisi ile analiz edilerek
hiicre tipleri belirlenmistir. Analiz sonrasinda bu hiicre tiplerine gore floresan aktive
hiicre ayristirma metodu ile tayin edilen hiicreler ayrnistirilarak elde edilen

hiicrelerden proteomik profilleri ¢ikarilmistir.

Sinir sistemini olusturan hiicrelerin akis sitometrisi ile analizindeki ilk kritik
basamak, dokularin uygun kimyasal ve mekanik teknikler ile canli hiicre
siispansiyonu haline getirilmesidir. Gii¢lii enzimatik 6zellige sahip papain ve tripsin
enzimler hiicre yiizeylerindeki enzime duyarl antijenleri temizledigi i¢in antikor ile
isaretleme tekniklerinde c¢ok tercih edilmemektedir. Pek ¢ok calisma Tryple,
Accutase ve gibi daha hafif enzimatik 6zelliklere sahip enzimlerin basarili oldugunu
belirtmislerdir. Bu ¢alismalara dayanarak Tryple ve accutase enzimleri denenmistir.
Ancak yeni dogan fare beyinlerinde kullandigimiz hafif enzimatik etkinlik gosteren
enzimler doku parcalanmasinda yetersiz kalmistir. Ayrica uzayan mekanik
tritlirasyonlar sebebi ile anlaml 6l¢iide canli hiicre kayiplar1 gézlenmistir. Postnatal
fare beyinleri ise embriyonik donem fare beyinlerine nazaran, ¢cok daha fazla

farklilasmis hiicreler igerir ve uzantilar1 ile i¢ ice gegerek kompleks bir yapi
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olusturmaktadir. Bu enzimlerin basarist ¢ogunlukla embriyonik doneme ait fare
beyin dokular ile erigkin fare beyinlerinin germinal bolgeleri ile siirli kalmistir.
Tripsin ise Ozellikle canli néron kaybina sebep olmustur. Denenen enzimler arasinda
en yiiksek canlilik papain enzimi ile saglanmistir. Ancak papain enzimi hiicre
yiizeylerinde bulunan CD24, NG2 antijenlerin ortadan kalkmasina sebep olmustur.
Buna bagli olarak bu antijenlere kars1 gelistirilen antikorlarin baglanamayarak hiicre
analiz ve ayrimlarmi engellemektedir. Calismamizda enzimatik sebeplere bagh
kaybolan antijen ifadesinin tekrar kazanabilmesi i¢in reekspresyon besiyeri
olusturuldu. Hiicreler enzimatik miidahele sonrasi reekspresyon besiyerinde 3 saat
inkiibe edilerek bu antijenlerin tekrar hiicre membranlarinda ifade etmesi

saglanmstir.

Karsilasilan bir diger sorun, 6zellikle olgun noéronlarin yiizeylerinde ndérona
O0zgli antijen bulunmamasidir. Canli ndronlar1 isaretleyebilecegimiz —antikor
bulunmadig i¢in floresan aktive hiicre ayristirma teknigi ile direkt olarak saf ve canli
ndron izole edilememektedir. Bu sorunu asmak i¢in negatif hiicre saflastirma teknigi
kullanildi. Bu teknik ile néron disinda bulunan tiim hiicreler isaretlenerek, diger tim
canli hiicreler néron olarak kabul edildi. Ancak bir diger sorun yeni dogan fare
beyninde hem olgun hem de oncii hiicreler bulunmaktadir. Bu sebep ile korteks ve
hipokampiis dokularindaki néron dis1 tiim olgun ve dncii hiicreler tespit edildi. A2B5
antikoru ile glia ile snirlanmig 6ncii hiicreler, NG2 antikoru ile oligodendrosit dncii
hiicreler, GLAST antikoru ile tiim astrosit ve astrosit benzeri radial glial hiicreler, O4
antikoru ile oligodendrositler, CD45 antikoru ile dokuda yerlesik mikroglialar ile go¢
eden immiin hiicreler, CD31 antikoru ile vaskiiler endotelyal hiicreler, CD24
antikoru ile PSA-NCAM antikor kombinasyonu ile ependimal hiicreler ile
olgunlasmamis noronlar tespit edildi. Noron olarak kabul edilen hiicreler
ayristirildiktan sonra kiiltiire edildiler ve akson uzattiktan sonra fikse edildi ve
hiicreler konfokal mikroskobu ile analiz edilerek Neun antikoru ile 95% tistii pozitif
boyanarak negatif hiicre saflastirma teknigi tasdik edildi. GLAST ile pozitif
isaretlenen ve diger antikorlar ile boyanmayan hiicreler de fikse edilerek GFAP
antikoru ile boyandi. Konfokal mikroskobu altinda GFAP pozitif isaretlenen hiicreler
astrosit olarak kabul edilidi. Enzimatik ve mekanik miidaheler sonucu elde edilen

siispansiyon hiicre parcalari, 6lii hiicreleri ve canli hiicreleri igermektedir. Kullanilan
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antikorlar 6lii hiicrelere ve hiicre pargalarina baglanabilecegi i¢in hem c¢ekirdekli
hiicrelerin hem de o6li hiicrelerin analiz grubundan ¢ikarilmasi1 gerekmektedir.
Stispansiyonda bulunan o6lii hiicreler ve diger partikiiller proteomik datalari
etkileyecegi i¢in ¢ikarilmalidir. Bunun i¢in tiim ¢ekirdekli hiicreleri boyayan Hoecsht
ve sadece Oli hiicreleri boyayan propidium iodide kullanildi. Ancak bu iki giiclii
cekirdek boyasmin kullanilmasi ¢ok renkli antikor boyamalarini etkileyecegi icin
birlikte kullanilmasi uygun olamamistir. Calismamizda bu problem hiicre
parcalarinin, 6lii hiicrelerin ve canli hiicrelerin ¢ekirdek boyalari ile boyanma siddeti
ile bu partikiillerin boyutsal ve hiicre i¢i yogunluk 6zelliklerine gore karsilagtirilarak
¢oziilmeye ¢alisildi. Olii hiicrelerin canli hiicrelere gore biiziiserek kiiciik kaldiklari,
hiicre parcalarinin ise hem i¢ yogunluklar1 hem de normal bir hiicreye gore daha
kiigiik kaldiklar1 gézlendi. Bu sonuglar ile ilerleyen ¢alismalarimizda ¢ekirdek boyasi
kullanilmadan canli hiicrelerin diger hiicre ve partikiillerden ayrimi saglandi.
Glniimiizde proteomiks cihazlari ile dokudan, hiicre kiiltiiriinden ve fikse
hiicrelerden ¢ok sayida proteomik analiz yapilmaktadir. Ancak doku analizlerinde o
dokuyu olusturan tiim hiicrelerden toplu olarak bilgi gelmektedir. Yine kiiltiire
edilmis hiicrelerin saf hiicre kolonileri olsa da dokuda gdsterdikleri ifadeler ile kiiltiir
ortaminda gosterdikleri ifadeler degiskenlik gdsterebilir. Ayrica fiske edilen hiicreler
de fiksasyon sonucu protein yapilari bozulacagi icin proteomik analizleri
etkilemektedir. Bu ¢alismada yeni dogan fare beyninden hizlica elde edilen hiicreler,
FACS teknigi ile korteks ile hipokampiis bolgelerine ve hiicre tiplerine gore
proteomik analizleri yapilmistir. Ancak antikor sayisinin fazla olmasi ve dokularin
kiiciik olmas1 FACS ile analiz yapilabilmesi i¢in hipokampiis ve korteks dokulari
daha kiiciik parcalara ayrilmasina, buna bagli olarak da diisiik sayida bulunan
hiicrelerden (oligodendrosit ve makroglia) proteomik datalarin elde edilememesine
sebep olmustur. En yiiksek iki hiicre gurubu olan néron ve astrositlere ait proteomik

datalar basar1 ile alinmis ve analizleri yapilmistir.

Calisma sonucunda YD fare hipokampiisiinden toplam 67, korteksten ise
toplam 107 protein tanimlanmistir. Bu proteinlerden 22 tanesi ortak olarak
bulunurken, bu ortak proteinlerden 5 tanesi bolgelere gore farkli hiicrelerde goreceli
olarak daha fazla ifade edildigi gozlenmistir. Her ne kadar hiicrelerde gozlenen

proteinler goreceli olarak farklilik gosterse de c¢alisilan farelerin saglikli olmast bu
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proteinler i¢in ancak hiicrelerin gelisimsel siirecteki yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri
hakkinda bilgi verebilir.

Bu datalar 1s18inda YD saglikli fareler ile embriyonik donemdeki ya da
eriskin donemdeki farelerin hiicresel proteomik farkliliklari incelenebilecegi gibi
cesitli ndrodejeneratif hastalik tasiyan transgenik fareler ile hiicresel proteomik

profil farkliliklar incelenebilir.
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