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1. OZET

BEYIN FELCi SONRASI MEYDANA GELEN PLASTISITE ILE ILGILI
PATOFIZYOLOJIK SURECLERIN ILERI MIKROSKOPI
TEKNIKLERIYLE INCELENMES]

Beyin felci insanlarda en fazla motor fonksiyon bozukluklarina neden olan
hastaliktir. Beyin felci sonrast post-iskemik fazda beynin endojen onarim
mekanizmalariin etkinlestirilerek fonksiyonel olarak iyilesmesi, rehabilitasyon ve
beyin plastisitesini uyaran tedaviler ile miimkiin olabilmektedir. Post-iskemik fazda
beyin felcinin iyilesmesi, kortikal ve subkortikal seviyede ndronal agin yeniden
organize edilmesiyle gerceklesmektedir. Boylece fonksiyonel olmayan noronal ag,
aktive edilip yeni baglantilar ile giiclendirilerek hasarli bolge ¢evresi ve beynin farkli
bolgeleri ile iletisimi saglanmaktadir. Beyin felci sonrasinda hasarli dokunun yeniden
sekillendirilmesinde iskemik olmayan hemisferde (kontralateral) aksonal yapilanma
(projeksiyon) gibi degisiklikler beynin, iskemik beyin felci sonrasi olusan yeni duruma
hazirlanmasina ve fonksiyonel iyilesmeye katkida bulunmaktadir. Daha 6nce bu konu
ile ilgili yapilmis olan deneysel ¢aligmalar ipsilateral ve kontralateral hemisferlerde bu
stireclerin birbirinden bagimsiz olarak gelistigini gdstermektedir. Ayrica bu siireglerin
nasil koordine edildigine dair bilgiler yetersiz kalmaktadir. Bu tezin amaci1 kapsaminda
farelerde 30 dakikalik beyin felci uygulamasimi takiben akut patofizyolojik
degisikliklerin tamamlandigi 3. giinde sinaptik reoganizasyonlarin ve projeksiyonlarin
iic boyutlu olarak belirlenmesi i¢in hayvanlarin motor kortekslerine yesil floresan ve
kirmiz1 floresan ifade eden viral vektdr enjeksiyonlart yapildi. Enjeksiyondan sonra
30. glinde hayvanlar sakrifiye edilip beyinleri ¢ikartilarak 1 mm’lik bloklar halinde
veya biitliin beyin dokusu seffaflastirilip, lazer taramali konfokal mikroskop, multi
foton mikroskop ve 151k perdeli mikroskop kullanilarak goriintiilenerek hasar sonrasi
meydana gelen aksonal projeksiyonlarin 3 boyutlu haritalandirilmasi yapildi. Sonug
olarak, seffaflastirma tekniginin kullanilmasi ve bunun yaninda viral vektor
enjeksiyonlarinin yapilmas: beyin felci patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasi,
hasardan sonra meydana gelen plastisitenin kortiko spinal yollarin daha iyi
belirlenmesi ve son olarak gelistirilecek tedavi yontemlerinin etkinliklerinin
yorumlanmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beyin felci, plastisite, aksonal projeksiyon, seffaflagtirma



2. ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF PLASTICITY RELATED
PATHOPHYSIOLOGICAL PROCESSES AFTER CEREBRAL ISCHEMIA
USING ADVANCE MiCROSCOPY TECHNIQUES

Brain ischemia, is the leading cause of motor dysfunctions in humans. During
the post-ischemic phase after brain ischemia, activation of endogenous repair
mechanisms and functional recovery in the brain are achieved by the treatments
promoting brain plasticity. Recovery from brain ischemia in the post-ischemic phase
is achieved by the reorganization of neuronal networks in the cortical and subcortical
levels. Thus, dysfunctional neuronal network is activated and enhanced by the new
connections to promote the interaction between the peri-infarct zone and the different
areas of the brain. In the process of remodeling of the injured tissue following brain
ischemia, alterations such as axonal structuring in the non-ischemic hemisphere
(contralateral) contributes to the adaptation of the brain to this new condition and to
functional recovery. Previous experimental studies have shown that these processes
develop independently from each other in the ipsilateral and contralateral hemispheres.
Moreover, there is not enough information on how these processes are coordinated. In
the scope of this thesis, to determine the 3D synaptic reorganization and projections,
green and red fluorescent protein expressing viral vectors were injected at the 3" day
(when the acute pathophysiological alterations are completed) following 30 min brain
ischemia in mice. Animals were sacrificed 30 days after the injection, brains were
removed, 1 mm blocks of or whole brain tissue was cleared and the tissue was imaged
using laser scanning confocal microscopy, multiphoton or lightsheet microscopy.
Then, the axonal projections occurred after the injury was 3D mapped. In conclusion,
it is believed that use of clearing technique as well as viral vector injections will help
clarifying the pathophysiology of brain ischemia, identifying the corticospinal
pathways of the plasticity after injury and finally interpreting the efficacy of future
treatment methods.

Keywords: Brain ischemia, plasticity, axonal projection, clearing



3. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére diinya ¢apinda her yil 15 milyon kisi
beyin felci gegirmekte, bunlarin 5 milyonu kalic1 sakatliklar yasarken yaklasik 5
milyonu da yasamini kaybetmektedir. Beyin patofizyolojisi ve anatomisi oldukca
kompleks yapilardan olusmaktadir. Bu tez ¢caligmasi ile beyin felci sonrasi plastisitenin
daha ayrintili bir sekilde ortaya konmasi, yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesine
ve degerlendirilmesine katki saglayacaktir. Bu ¢calismada deneysel beyin felci sonrasi
plastisite gelisimindeki degisikliklerin ileri goriintiilleme teknikleri kullanilarak
arastirilmasi amaclanmaktadir. Bu amag icin fareler beyin felci uygulandiktan sonra
aksonal projeksiyondaki degisikliklerin incelenmesi amaciyla motor kortekse verilen
viral vektor enjeksiyonlari ile motor korteks hiicreleri hedeflenerek aksonlarin goriiniir
hale gelmesi saglanmistir. Hiicre somasindan akson boyunca ilerleyen viral yesil
floresan (GFP) ve kirmizi floresan (tdTomato) proteinlerinin hemisferler arasi
gegisleri takip edilerek 3 boyutlu olarak beyin felci sonrasi aksonal projeksiyondaki
degisikliklerin ortaya konmasi saglanmistir. Daha oOnce yapmis oldugumuz
caligmalardan yola ¢ikilarak Fasiyal nukleus (FN) ve Red nukleus (RN) bolgeleri
beyinde plastisite ile ilgili degerlendirme alanlar1 olup herhangi bir hasar durumunda
hasarsiz kisimdan (kontralateral), hasarli alana (ipsilateral) dogru akson gegisleri
meydana gelmektedir. Doku seffaflastirma ve sonraki goriintiileme, floresan isaretli
hiicrelerin ve molekiillerin 3 boyutlu olarak analiz edilmesinde en etkin yontemlerden
biridir. Klasik histolojik uygulamalar sonrasinda kalin ve opak bir dokuda mikroskop
altinda goriintii alinirken lazer taramali mikroskoplarda en fazla 20-50 pm derinlige
inilebilmektedir. Seffaflagtirma yontemleri kullanilarak gerek biitiin beyin dokusu
gerekse diger organlarda lazer gecirgenligi arttirilip dokuda daha derin bdlgelerden
gorilintli alinabilmektedir. Bu nedenlerle bu ¢alismada ileri goriintiileme tekniklerinin
etkin kullanilmas1 amaciyla seffaflagtirma teknigi kullanilmistir. Bu ¢alisma (i) yeni
tekniklerin beyin felci patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasi amaciyla kullanilmasi,
(1) hasar sonras1i meydana gelen plastisitenin yolaklarmin daha iyi belirlenmesi, (iii)
elde edilen bu bulgularin gelecekte gelistirilecek olan tedavi ydntemlerinin
etkinliklerinin yorumlanmasina katki saglamasi hedeflenen giincel ileri tekniklerin

kullanildig1 bir ¢aligmadir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Beyin felci

Beyin felci yetiskin donemdeki {igiincii siradaki 6lim nedeni olmasina ragmen ilk
siradaki morbidite nedenidir. Serebral iskemi noronal kayip, biligsel islev bozuklugu
ve sinaptik disfonksiyon, biligsel gerileme ve bellek zayiflamasina neden
olabilmektedir [1-7]. Her yil beyin felci sebebiyle yaklagik 800,000 kisi fizyolojik
olarak gelisen beyin plastisitesi ile yasantilarina devam edebilmektedirler. Ancak
bliyiik bir kismi, tretim kaybi, Ozgiirliiklerinin kisitlanmasi ve sosyal olarak
kendilerini toplumdan izole etmektedirler [8]. Her ne kadar rekombinant doku
plazminojen aktivatorii veya cerrahi islemlerle tikanan damarin agilmasi saglanabilse
de bu tedavi segenekleri ancak damarin tikanmasini takiben 3-4 saatlik dilimde
uygulanabilmektedir. Bununla beraber beyin felci sonrast bakim diizeyinin
iyilestirilmesi ve fizyoterapi tekniklerinin gelistirilmesine paralel olarak tedavi
yaklagimlarda giin gectikte gelismektedir ve bu da yasam siiresini pozitif yonde
etkilemektedir. Ancak hayatta kalanlarin biiyiik bir cogunlugu beyinde meydana gelen
hasarin bulundugu boélgenin iglev kaybina yansimasi ile beraber yasamak zorunda

kalmaktadir.

4.2. Beyin felci patofizyolojisi

Patofizyolojik agidan degerlendirildiginde beyin felcini takiben olusan hasar
kompleks siirecler sonrasinda meydana gelmektedir. Lokal beyin hasar1 sonrasinda
hasarl1 bolge patofizyolojik agidan iki kisma ayrilmaktadir. Hasarli bdlgenin orta kismi
kor bolgesini olusturur. Bu bolgede nekrotik hiicre 6liimii baskindir, hasarli bolgenin
perifer kismini olusturan bolge penumbra olarak adlandirilir ve nispeten kan akimi kor
bolgesine gore daha 1iyi durumda olup Ozellikle apoptotik hiicre oOliimii
gozlemlenmektedir [9]. Beyin dokusunda diger dokular ile karsilastirildiginda yiiksek
diizeyde oksijen ve glikoz kullanimi s6z konusu olup enerji iiretimi hemen hemen
tamamiyla oksidatif fosforilasyona baghdir. Beyin felcinin akut fazinda beynin belli
bir bolgesine gelen kan akiminin durmasi sonrasinda olusan enerji eksikligi néronlarin
membran polarizasyonlarini kaybederek depolarize olmalarina ve igerdikleri uyarici
glutamat norotransmitterleri sinaptik bosluk ve ekstraselliiler bosluga vermelerine
neden olmaktadir. Ayn1 zamanda yine enerji eksikligi nedeniyle glutamat geri alinim

mekanizmalarinin da islevlerini kaybetmeleri hiicrelerarasi boslukta asir1 miktarda



glutamat norotransmitter birikimine neden olmaktadir. Bu olay beyin felci
patofizyolojisinde glutamat ndrotoksisitesi (excifotoxicity) olarak adlandiriimaktadir
[10]. Postsinaptik néronlarin glutamat ile uyarilmasi sonrasinda hiicre igerisine Na ve
Ca"? iyonlarimin girisi bu néronlarm depolarize olarak ekstraselliller siviya tekrar
glutamat norotransmiterlerinin ve K iyonlarmin salmimma neden olmaktadir. Bu
beyin felcinin oldugu alandan perifere dogru dalga seklinde yayilan uyarilmalara
“hasar ¢evresi depolarizasyon (peri-infarct depolarization)’’ neden olmakta ve hasarin
periferindeki ndronlarin enerji ihtiyaglarini artirarak 6liimlerine neden olabilmektedir.
Bu uyar dalgalarinin beyin felci sonrasi olugan hasarin yaklasik %20’sinden sorumlu
oldugu kabul edilmektedir [11]. Hiicre igine uyarilma sonras1 giren Nau, Cl” ve su
izleyerek hiicrede “sitotoksik hiicresel 6dem’’ olusumuna neden olmaktadir. Genel
sinyal iletici olarak da adlandirilan ve glutamat ndrotoksisitesi sonrast hiicre i¢inde
asir1 artan Ca'*’un aktive ettigi enzimler bir taraftan membran yikimma neden olurken
diger taraftan serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir. Devam eden siiregte
ise yangmin uyarilmasi sonrasinda 16kosit infiltrasyonu ve mikroglia aktivasyonu
gozlenmektedir [12]. Bunu takiben, Ca™ ve serbest radikaller DNA ve mitokondri

hasar1 tizerinden apoptotik hiicre 6liimiine neden olmaktadir [9].

4.3. Plastisite ve beyin felci

Beyin plastisite terimi, bir bireyin tiim émrii boyunca merkezi sinir sisteminde
meydana gelen sinirsel bilesenlerin organizasyonundaki tim degisiklikler olarak
tanmimlanir [13]. Plastisite ile ilgili mekanizmalar: hasara ugramis fonksiyonlarin
iyilestirilmesi i¢in paralel yolaklarin aktivasyonu; ndronal agin yeniden organize
edilmesi ve yeni baglantilarin olugmasini saglayan sinaptogenez ve sessiz kalan
yolaklarin (silent pathways) aktivasyonudur [14]. Anjiyogenez, ndrogenez ve
sinaptogenez iskemik beyin felcinin iyilesmesinde birbiriyle iliskili olan onarim
mekanizmalaridir. Iskemik ortamin periventrikiiler bolgelerde ve serebral korteksde
yeni noéronlarin olusmasini tesvik ettigi bildirilmigtir [15, 16]. Serebral iskeminin
ardindan iyilesme kompleks ve dinamik bir olaydir [17]. Sinaptik plastisite, serebral
hasar1 takiben fonksiyonel iyilesme ve davranmis degisiklikleri ile de iliskilidir [18].
Dendritik dallanma ve diken (spine) yogunlugunun artirilmasi beyindeki néronal agin
reorganizasyonunun saglanmasi i¢in potansiyel morfolojik stratejilerdir [19]. Bu siireg
uzun vadede gergeklestigi ve regiilasyon mekanizmasi bilinmedigi i¢in etkili

farmakolojik tedavilere yonelik yeni stratejiler gelistirilmelidir. Iskemik beyin felci



sonras1, sinaptik aktivitenin iskemik lezyon sinirinda arttifi sinaptik protein

ekspresyonu ve ilgili biiylime faktorlerinin artisi ile kanitlanmistir [20].

Statinler gibi farmakolojik ajanlar [21-23], eritropoietin [24, 25], trofik
faktorler ve biiylime faktorleri tamir mekanizmalarimin bir ve birkagim birlikte
uyararak beyin felci sonrasi fonksiyonel iyilesmeyi arttirabilirler. Bunlar norogenez
[26-28], anjiogenez [24, 29], sinaptogenez [30, 31], seviyesinde 6nemli degisiklikler
yapan sinyal iletimi {izerinden etki gosterir. Beyin felci insanlarda en fazla motor
fonksiyon bozukluklarina neden olan hastaliktir [32]. Beyin felcinin akut fazinda
hastalarin %80-90’1nda hemiparezis goriilmesine ragmen bu hastalarin %40-60’1nda
post-akut fazda motor fonksiyon bozukluklari goriilmeye devam etmektedir. Bu
durum norolojik iyilesmenin kisith oldugunu gostermektedir. Beyin felci sonrasi post-
iskemik fazda beynin endojen onarim mekanizmalarinin etkinlestirilerek en azindan
fonksiyonel olarak iyilesmesi, rehabilitasyon [33] ve beyin plastisitesini uyaran
tedaviler ile paralellik gostermektedir [34, 35]. Post-iskemik fazda beyin felcinin
iyilesmesi, kortikal ve subkortikal seviyede ndronal agin yeniden organize edilmesiyle
gerceklesmektedir. Yedek veya fonksiyonel olmayan noronal ag, aktive edilip yeni
baglantilar ile giiclendirilerek hasarli bolge cevresi ve beynin farkli bolgeleri ile
iletisimi  saglanmaktadir. Beyin felci sonrasinda hasarli dokunun yeniden
sekillendirilmesinde iyilesme ile paralellik gosterdigi klinik ¢alismalardan bilinen
damarlagsma (anjiogenez), astrogliozun engellenmesi ve anti-inflamatuvar etki rol
oynamaktadir. Iskemik hemisferdeki bu siireclerin yaninda iskemik olmayan
hemisferde de damarlagmada artig ve aksonal yapilanma (sprouting) gibi degisiklikler
beynin beyin felci sonrasi olusan yeni duruma hazirlanmasina katkida bulunmaktadir
[34, 36]. Daha 6nce bu konu ile ilgili yapilmis olan deneysel ¢alismalar beyin felcinin
oldugu ipsilateral ve olmadig1 kontralateral hemisferlerde bu siireglerin birbirinden
bagimsiz olarak gelistigini gostermektedir. Bu siire¢lerin nasil koordine edildigine dair
hicbir ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla beraber kontralateral beyin hemisferinin bu
stireclere katilmasinin iyilesme siirecini pozitif etkiledigi deneysel caligmalardan
bilinmektedir [34, 36]. Bu ¢alismalarda, kontralateral motor kortekse anterograd tracer
enjeksiyonu metoduyla elde edilen bulgular plastisiteyi uyaran tedavilerin
kontralateral projeksiyonlar artirarak norolojik iyilesmeyi uyardigini gostermektedir.
Bununla beraber, yapilan bu ¢aligmalarda motor korteksin hasariyla sonuglanan kalici

beyin felci modeli kullanilmis ve ipsilateral hemisferdeki projeksiyonlar



degerlendirilmemistir. Buna ilaveten, insanlarda yapilan positron emission tomografi
(PET), fonksiyonel manyetik resonans goriintiileme (fMRI), transkraniyal manyetik
uyarim (TMU) ve magnetoensefelografi (MEG) calismalar1 ile kontralateral
hemisferdeki plastisitenin beyin felci sonrasi iyilesme ile paralellik gosterdigi
belirlenmistir [35, 37-39]. Insanlarda bu sonuglarin yorumlanmasi olusan beyin

felcinin homojenlik gostermemesi nedeniyle giic olmaktadir.

5. Beyin felcinde sinaptik fonksiyon bozuklugunun patomekanizmasi

Sinapslar, sinir hiicreleri arasindaki 6zellesmis hiicreden hiicreye baglanti
bolgeleridir ve sinir sisteminde kimyasal norotransmisyonda yer alan esas yapiy1
olusturmaktadirlar ve pre- ve postsinaptik sistem ile etrafini ¢evreleyen astroglial
kaplamay1 iceren ili¢ 6nemli bilesenden olusmaktadirlar. Sinaptik plastisite terimi,
kullanima bagli sinaptik degiskenliklerin farkli bircok konusunu kapsamakta ve
sinaptik sinyal olaylariyla alakali sinapsin molekiiler yapisindaki yapisal
degisikliklerin yan1 sira sinaptik sinyal iletimi kavramlarini da agiklayan daha genis
bir alan1 igermektedir. iskemi gibi tedaviye kolay cevap vermeyen nérolojik kosullar,
sinaptik fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanan sinaptik sinyal iletiminde ve
yapisinda hasara neden olabilir [40]. Akut iskemik beyin felci, beyine kan tasiyan bir
arter tikandiginda olugmakta ve kan beyin bariyerinde (KBB) hasar, beyin 6demi,
ndronal hiicre 6liimii ve beyinde sinaptik kay1p gibi ¢esitli patofizyolojik degisikliklere
neden olmaktadir [41].

Aquaporin (AQP) hiicre membranindan su taginmasini kolaylastiran bir su
kanali proteinidir [41]. Spesifik olarak AQP-1 sadece suya gec¢irgendir ve beyin su
homeostazisine katkida bulundugu kabul edilmektedir [42]. Ayrica, AQP-1’in beyin
hasarmi takiben 6dem olusumunda ve hipokampiiste hiicre 6liimiinde rol oynadig:
rapor edilmistir [43]. Beyin 6demi, enerji ihtiyacinda bir dengesizlige neden olmakta
ve glutamatin postinaptik etkilerine [44] ve iskemi sonrasi penumbrada sinaptik
iletimin engellenmesine [45, 46] yol agmaktadir. Onceki ¢alismalarda, beyin felcinin
sinaptik  belirtegler olan sinaptofizin ve PSD-95’in ve sinaptogenezin
diizenlenmesinde ©nemli gorevi olan MAP2’nin ekspresyonunu baskiladigi
belirtilmistir [47]. Kompanse edilmemis beyin felcinden birka¢ dakika sonra, hiicre
oliim yolaklar1 sagkalimi uyaran yolaklar1 baskilamakta ve ii¢ etkilesim mekanizmasi
yoluyla noronal 6liime neden olmaktadir: asir1 glutamat varligina dayandirilabilen

egzitotoksisite, oksidatif stres ve apoptotik yolaklarin uyarilmasi [48, 49]. Ayrica,



iskemide kalsiyumun diizenlenmesinde bozulma ile iliskili mekanizmalar da hiicre
oliimiinii uyarabilir. Kalsiyum tamponlama kapasitesi, kalsiyum kanal1 aktivitelerinin
diizenlenmesinde bozulma ve diger kalsiyumla ilgili proteinlerin egzitotoksisite,
bozulan enerji metabolizmasi ve oksidatif stres nedeniyle degisiklik gdstermesi ile
iligskilendirilmektedir. Anormal hiicresel kalsiyum yiikii, kaspaz aktivasyonuna yol
acan sinyallerin arttirllmasiyla veya lipazlar ve niikleazlar tarafindan yiiriitiilen diger
katabolik stireclerin tetiklenmesiyle hiicre 6liimiinii tetikleyebilir. Artan trombinin de
sinaptik fonksiyonda bozulmaya neden oldugu gosterilmistir [50]. Onceki
caligmalarda, iskemik yar1 kiirede trombin aktivitesinin anlamli oranda artarak iskemik
merkez diizeyinde pik seviyelere eristigine isaret edilmektedir [51]. Buna ilaveten,
uzamsal dagilim analizi, yliksek trombin aktivite diizeylerinin peri-infarkt alanlarda
saptandigin1  gostermektedir. Yiiksek trombin diizeyleri, uyarilabilirligi [52] ve
apoptozu dogrudan tetikleyerek daha sonraki asamalarda hiicre oOliimiinii [53]
uyarmaktadir. Peri-infarkt alanlarda yiiksek trombin aktivite diizeylerinin bulunmasi,
iskemik bir olay sonrasi peri-infarkt alanlarda fonksiyonu etkileyebildigini de
gostermektedir. Beyin felci reperfiizyon hasari, serbest radikal olusumunun yani sira
hipokampiis hasar1 ve sinaptik iletimin uzun siireli fonksiyonel bozukluguna neden
olmakta ve ayrica 6grenme ve hafiza kusurlart meydana getirmektedir. Ayrica, iskemi,
adenozin tri fosfat (ATP) ve ndrotransmitter {iretimini ve depolanmasini engelleyerek
sinaptik iletimi inhibe edebilir. Buna ilaveten, beyin felci hasar1 altinda beyin GLU
sisteminin bozulmasinin bir¢ok ndrodejeneratif hastaligin biligsel hasart ile iliskili
oldugu ve 6grenme ve hafiza kapasitesini etkiledigi belirtilmistir. Bu hasarlar, asir
sinaptik glutamat birikimine katkida bulunarak bir dizi hiicre i¢i biyokimyasal
degisikligi tetiklemekte ve sonunda néron hiicresi Oliimiinii uyarmaktadir. Ayni
zamanda, eksitotoksisiteyi sinirlandirmanin gamma-aminobutirik asit (GABA) aracili
inhibisyonu arttirarak elde edilebildigi ve merkezi sinir sisteminde GLY gibi bazi
inhibitdr amino asitlerin hipoksi altinda rat kortikal néron hiicrelerinde sinirleri

korudugu gosterilmistir.

5.1. Beyin felci sonrasi plastisitenin hiicresel ve molekiiler substratlar:

Iletisim aginmn yeniden organizasyonu ve motor fonksiyonun yeniden
kazanilmas siireglerinin altinda yatan mekanizmalarla ilgili birgok konu heniiz tam
olarak anlasilmamistir. Bu mekanizmalar, esik degerinin altindaki var olan

baglantilarin veya yeni liflerin filizlerinin maskelenmesine neden olabilir [54]. Bu



baglamda, GABAerjik sistem ve ekstraselliiler matrisin bu plastisite olaylarinin
kontroliinde énemli gorevleri bulunabilir. Ornegin, yogunlasmis kondroitin siilfat
proteoglikanlardan olusan 6zellesmis ekstraselliiler matris yapilar1 olan Perindronal
Aglar (PNA’lar) beyin plastisitesi ve tamiri ile iliskilendirilmistir ve bu aglar 6zellikle
hizl1 voltaj1 ylikselen parvalblimin pozitif interndéronlar olmak tizere GABAerjik
noronlarin somalarini ¢evrelemektedir [55]. PNA’larin gorevi kritik donemin agilmasi
ve kapanmasiyla iligkili olarak gorsel sistemin olgunlagmasi sirasinda kapsamli olarak
incelenmistir [56, 57]. PNA’larin olgunlagmis baglantilari stabil hale getirdigi ve spina
hareketliligini ve fonksiyonel plastisiteyi baskiladig1 diisiiniilmektedir. Merkezi sinir
sistemi (MSS) hasarmni takiben, bakteriyel bir enzim olan kondroitinaz ABC
enjeksiyonu ile PNA’larin  ortadan kaldirilmasi sensérimotor iyilesmesini
arttirmaktadir [58-60]. Ayrica, yakin tarihli bir calismada perilezyonel kortekste PNA
sayisinda spontane azalma oldugu bulunmus ve plastisitede artis olduguna isaret
edilmistir [61]. GABAerjik sistem ayn1 zamanda duyusal kortekslerde erken “kritik
donemlerin” agilmasi ve kapanmasi ile [62] ve iskemi sonrasi motor gerikazanim ile
iliskili olarak da calistlmistir. Onceki calismalarda, iskemi sonras1 GABAerjik
sinyalleri arttirmanin iskemi sonrasi1 performansi iyilestirmedigi [63], ancak bunun
yerine iskemi hastalarinda motor hasarin akut halde yeniden ortaya ¢ikmasini arttirdigi
gosterilmigtir [64]. Ayrica, insanlardaki bir korelasyon calismasinda, GABAerjik
inhibisyonda azalmanin fonksiyonel gerikazanimla iliskili oldugu gdsterilmistir [65].
Beyindeki inhibitor etki, esasen ¢ok sayida GABAA reseptor ailesi tizerinden GABA
sinyalleri yoluyla saglanmaktadir [66, 67]. Bu iyonotropik reseptorler farkli alt
birimlerden olusmaktadir ve olusan molekiiler yap1 farkli hiicre bolgelerinde
lokalizasyonu (6rn. sinaptik veya ekstrasinaptik) ve sonug olarak reseptdriin biyolojik
etkisini belirlemektedir [68]. Fokal iskemi sonrasinda, bu GABAA reseptor
komplekslerinde 6nemli oranda yeniden organizasyon goriilmektedir [69]. Yapilan bir
caligmada, tonik GABAerjik sinyal sisteminin iskemi sonrasi arttigi gosterilmistir
[70]. Gergekten de beyin kesitlerinden alinan kayitlar, GABAA reseptoriindeki artisin
katman 2/3 piramidal noronlarda tonik inhibisyonu sagladigi gosterilmistir. Bir
benzodiazepin ters agonisti kullanilarak iskemiden sonraki ilk haftalarda bu yiikselen
inhibisyonun deneysel olarak azaltilmasi, g¢esitli davranigsal gorevlerde 6n uzuv
fonksiyonunda anlamli iyilesmeler saglamistir. Buna ilaveten, a5 veya d-GABAA
reseptorleri (tonik GABA akimini saglayan) bulunmayan transgenik fareler iskemi

sonrast fonksiyonda daha az bir hasar sergilemistir [70, 71]. Yakin tarihli bir



caligmada, fazik GABA iskemiden sonraki ilk haftada, 6zellikle perilezyonel korteksin
5. katmaninda artmistir ve tedavi siiresi boyunca GABAA reseptorleri dahil al’in
pozitif diizenleyicisi ile tedavi motor sonucu iyilestirmistir [72]. Ancak, midazolam
uygulamasinin hemiparezik hastalarda iskemi hasarini geri getirdigine yonelik klinik
gozlemler ile bu son bulgularin uzlagmasi zor goriinmektedir [64]. GABAA
reseptOrlerinin ters bir agonisti olan ve al yoniinden zengin reseptorlere karsi yliksek
bir oncelige sahip olan DMCM kullanilarak iskemiden sonraki ilk haftada GABA
sinyalini azaltmanin [73, 74], genel motor sonucu kuvvetli oranda iyilestirdigi ve
etkilerin tedavinin sonundan sonra da kalici oldugu gosterilmistir. Genel olarak, bu
bulgular GABA sisteminin terapdtik miidahale i¢in farkli olasiliklar sunduguna isaret
etmektedir ve terapotik tedavilerin uygun zamanlamasimi ve hedefini (fazik veya
tonik) daha 1iyi bir sekilde nitelendirmek amaciyla daha fazla ¢alisma
gerceklestirilmelidir. Egzitatdr ndrotransmisyonun gorevi ayni zamanda iskemi
sonrasi iyilesme ile iliskili olarak calisilmigtir. Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazol propiyonik asit (AMPA) reseptorlerinin farmakolojik aktivasyonu, beyin
tiirevli norotrofik faktdr (BDNF) nérotrofini salgilanmasini ve TrkB reseptorlerinin
fosforilasyonunu arttirarak motor sonucu iyilestirmektedir [75]. Ayrica, BDNF
diizeylerinde artis ve TrkB aktivasyonu, secici bir antagonist olan memantin
kullanilarak N-methyl-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin bloke edilmesinden sonra
da saptanmugtir. Onceki calismadaki gibi, BDNF sinyal yolaginin aktivasyonu motor
performansta iyilesme ile iligskilendirilmistir [76]. Bu nedenle, BDNF’nin aktiviteye
bagli olarak salgilanmasiin motor geri kazanim i¢in 6nemli oldugu goriilmektedir
[77]. Aslinda, BDNF modiilasyonunun transkraniyal dogrudan akim uygulamasi gibi
perilezyonel korteks uyarilabilirligini arttiran tedavilerin terapotik etkilerini sagladigi
da ifade edilmistir [78, 79]. Iskemi, miyelin bilesenleri (Nogo-A, myelin-iliskili
glikoprotein) ve kilavuz molekiilleri (efrinler, semaforinler) gibi g¢esitli noral
rejenerasyon, filizlenme ve plastisite inhibitorlerinin de iiretimini uyarmaktadir. Anti-
plastisite ajanlarini etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla, Nogo-A antikorlar1 gibi
ilaclarin uygulanmasinin ¢ok sayida kortikal ve spinal hasar hayvan modellerinde
akson rejenerasyonunu, filizlenmeyi ve fonksiyonel gerikazanimi iyilestirdigi
goriilmiistiir [80-83]. Ozellikle, motor egzersizden 6nce uygulanan anti-Nogo-A
antikoru tedavisi motor gerikazanimi Onemli oranda iyilestirmektedir [84]. Bu
caligmada, tedavi zamanlamasinin 6nemli oldugu bulunmustur. Gergektende anti-

Nogo-A’nin motor egzersiz sirasinda verilmesi motor hasarini iyilestirmekte etkili
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olmamustir [84]. Iskemi sonrasinda, peri-infarkt bolgesinde 43 kDa’lik biiyiime ile
iligkili protein (GAP43), CAP23, c-Jun gibi klasik aksonal biiylime belirte¢lerinde bir
artisla beraber “filizlenme belirteclerinde” sabit bir degisim, ancak ayn1 zamanda daha
ge¢ zaman noktalarinda efrin-AS, CSPG’ler ve digerleri gibi biiyiime inhibe edici

genlerde paralel bir artig rapor edilmistir [85, 86].

5.2. Iskemide peri-infarkt aksonal filizlenme

Beyin felci, enfarktiis alanina yakin veya bu alanla baglantili kortikal alanlarda
aksonal filizlenmeyi tetiklemektedir. Bu durum, beyin felcinden sonraki ii¢ hafta kadar
once dahi kortikal devrelerin anatomik olarak haritalandirilmasiyla tespit edilebilir
[86] ve kabaca beyin felcinden bir ay sonra [87, 88] ve birkag ay sonra [89, 90] goriiliir
hale gelmektedir. Peri-infarkt aksonal filizlenmenin baslangi¢c agsamasi ilk hafta i¢inde
gerceklesmektedir [87]. Iskemi sonrasi peri-infarkt kortekste aksonal filizlenme,
enfarktiisii cevreleyen dokuda ve hasara uzak olan motor, somatosensor ve premotor
alanlarda ortaya cikmaktadir. Motor veya somatosensordeki baglantilar kontrol,
iskemi-olmayan durumda haritalandirildiginda ve iskemiden sonra ayn1 motor ve
duyusal projeksiyonlar ile karsilastirildigt zaman bagli aksonal filizlenme
saptanmaktadir. Bu tiir calismalarda, yeni projeksiyonlar komsu somatosensor
kortekste, 6rnegin, siganlarda somatosensor korteksteki ufak ¢apli felgten 3 hafta sonra
olusmaktadir. Bu yeni projeksiyonlar, somatosensor sistemdeki kortikal
projeksiyonlarin topografisini degistirmekte ve projeksiyonlarin agregat haritasini
anlamli olarak otelemektedir [86]. Motor veya somatosensor korteksteki daha biiyiik
capli iskemilerde, iskemi sonras1 motor korteksteki aksonal projeksiyonlarda anlamli
bir degisiklik de goriilmektedir. Bu durum, kontrol, iskemi olmayan ile iskemi
gergeklestirilen farelerde 6n uzuv motor kortekse bir traser madde enjeksiyonundan
sonra kortikal baglantilarin kantitatif olarak haritalandirilmas: ve daha sonra
korteksteki baglantilarin yerlerindeki degisikliklere karsi popiilasyon istatistigi veya
polar istatistik kullanilmasi1 yoluyla test edilebilir. Bu fare iskemi modellerinde
iskemiden bir ay sonra, motor korteksten premotor kortekse ve primer ve sekonder
somatosensOr kortekse anlamli oranda farkli ve yeni baglantilar olusmaktadir [87, 88,
91]. Maymunda iskemi de somatosensor ve premotor korteks arasindaki
projeksiyonlarin anatomik olarak etiketlenmesi yoluyla saptanan benzer bir aksonal
sprouting modeli olusturmaktadir [90]. Ayrica, iskemi enfarktiis bolgesinin yanindaki

sensorimotor korteksten parietal kortekse giden projeksiyonlarin seklinde goriiniir bir
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degisiklige neden olmaktadir [89]. Fare, sigan ve maymundaki bu aksonal filizlenme
modelleri, insandaki peri-infarkt motor, premotor ve somatosensor alanlardaki motor
kontroliin fonksiyonel haritasindaki degisikliklerle cakigsmakta ve dolayisiyla iskemi

sonrasi beyinde benzer plastisite alanlar1 bulunduguna isaret etmektedir.

5.3. iskemi sonrasi kontralateral Kortikal aksonal filizlenme

Iskemi, kontralateral hemisferin korteksinde yer alan noronlardan da aksonal
filizlenmeyi tetiklemektedir. Kontralateral korteksteki kortikospinal noronlar,
kortikospinal traktustan servikal omurilige projeksiyonlar uzatmaktadir. Bu
kontralateral kortikospinal aksonal filizlenme iskemi sonrasi si¢an, farede ve insan
harici primatlarda ve diger kortikal lezyonlarda rapor edilmistir [92-94]. Bu motor
kortekste ipsilateral uzvun motor reprezentasyonlarinin yeniden haritalandirilmasiyla
iliskilendirilmektedir [93]. Belirtildigi lizere, daha genis ¢apl iskemiler daha biiytik
kontralateral kortikal aksonal filizlenme ile iligkilendirilmektedir. Bu durum kemirgen
iskemi modellerinde goriilmektedir ve yakin zamanda daha genis frontal lezyonlarin
kontralateral primer motor korteksten servikal omuriligin hasar gormiis ventral
boynuzuna daha fazla aksonal filizlenmeye neden oldugunun gésterildigi insan harici
primat ¢aligmalarinda valide edilmistir [94]. Bu insan harici primat ¢alismasinda,
kontralateral motor korteksten aksonal filizlenmenin motor korteksi igeren iskemilerde
indiiklenmesi, ancak ilgili lezyonun sadece motor korteksi degil, ayn1 zamanda parietal
somatosensOr korteksi de igermesi durumunda baskilanmasi ilgingtir [94]. Bu durum,
kemirgen calismalarinda degeri anlasilmamis iskemi sonrasi aksonal filizlenme
yanitindaki kompleks durum diizeyine, iletisim aginin ndronal aktivite seviyelerindeki
etkilerine, spesifik projeksiyon sistemlerinden lokal trofik faktor salgilanmasina veya
muhtemelen somatosensor girdi kaybedildigi zaman aksonal filizlenme ile davranigsal
bir aktivite etkilesimine isaret edebilir. Aksonal filizlenme ayni1 zamanda beyin felcine
kontralateral olan korteksten beyin felcine ipsilateral olan striatuma dogru da
gorlilmektedir [95-97]. Son olarak, beyin felcine kontralateral olan korteksten aksonal
filizlenme, beyin sapindaki red niikleusta normal projeksiyon alanindan kars1 taraftaki
hasarlanmis red niikleusa dogru da olugsmaktadir. Kontralezyonel kortikospinal
sistemdeki bu aksonal filizlenme, davranigsal gerikazanim agisindan 6nemlidir. Beyin
felcine kontralateral olan korteksten ipsilateral servikal omurilige dogru spesifik
projeksiyonlar secili bir sekilde inaktive edildiginde, motor gerikazanim

engellenmektedir [98]. Dolayisiyla, kontralateral kortikospinal devrelerde aksonal
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filizlenme bu genis hacimli iskemi modellerinde nedensel olarak iyilesme ile
iliskilendirilmektedir. Genis hacimli iskemilerde saglam, kontralezyonel kortikospinal
traktus hasarlanmig alanlara dogru filizlenme yapabilse de daha kiiciik iskemilerden
sonra hasar gormeyen hemisferdeki diger kortikal devreler aslinda beklenmedik
baglantilar olusturabilir. Ornegin, tek tarafli iskemi sonrasi felg goriilmeyen uzvun
egzersizi iskemiden etkilenen uzvun rehabilite edici egzersizinin sonucunu
azaltmaktadir [99, 100]. Ayrica, felgten etkilenmeyen uzvun asir1 kullanimi, peri-
infarkt kortekste On uzuv reprezentasyonunda azalma ve belki de transkallosal
noronlardan anormal sinaps olusumu ile ilintilidir [101]. Bu etkiler, “6grenilmis
kullanmama” olay1 nedeniyle veya iskemi sonrasi iyi olan uzvun kullanilmasina
yonelimin artmas1 hemipareziden sonra yaygin olarak goriilen bir durum oldugundan
ve devrenin tedavi edilmesini ve motor gerikazanimi baskilayabildiginden, klinik
olarak 6nemli bir durumdur. Kontralateral korteksin gerikazanima etkisinin zararl
oldugu, kontralezyonel korteksin 3-14 giin boyunca muskimol ile inaktivasyonunun
davranig sonucunu iyilestirdigi bloklama calismasinda da gosterilmistir [102]. Bu
sonug, farkli iskemi hayvan modellerinde (beyin felcine) kontralateral olan korteksin
hem iyilesmeyi sagladigini hem de iyilesmeyi geciktirdigini gdstermektedir. Genel
olarak, iskemi sonrasi kontralateral korteksin gorevini tam olarak ortaya ¢ikarmak i¢in
hem telafi edici hem de iyilestirici olan ilgili davranigsal paradigmalarin yani sira

iskemi kapsaminin ve yerinin de analiz edilmesi gerekmektedir.

5.4. 1leri mikroskop teknikleri ve seffaflastirma

Biyolojik dokularda mikroskop altinda goriintii almak her arastirmaci igin
cagimizin vazgecilmez ihtiyaglari arasindadir. Birka¢ yil oncesine kadar dokular
mikrotom tarafindan kesilip belirli kalinliga kadar mikroskop altinda
gorilintiilenebiliyordu. Alinan kesitlerin hem ince olmasi hem de iki boyutlu olmasi
arastirmacilar i¢in ¢ok fazla anlam ifade etmemeye basladi. Bu sebeplerle
miihendisler, biyologlar, fizik¢iler birlikte diisinmeye baslayarak goriintiileme

konusunda ¢i1g1r agacak girisimlerde bulundular.

5.4.1. Noron izleme ve yeniden yapilandirma

Noron izleme ve yeniden yapilandirma, bir ndéronun govdesinin, aksonunun,
dendritlerinin ve dikenlerinin betimlendigi ve yeniden yapilandirildig: bir siire¢ olup

geometrik bir model olusturulmasidir [103]. Tek bir hiicrenin morfolojik 6zelliklerinin
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bu hiicrenin néronal dinamiklerini ve sinaptik plastisitesini belirledigi giderek artan
bir sekilde kabul gérmektedir [104-110]. Ayni sekilde, karakteristik dallanma yapilar
noronlarin spesifik atesleme modelleriyle iligkili olabilir [107, 109, 111-113]. Ayrica,
ndronal dendritik agac¢larin organizasyonundaki degisimler her bir ndronun son derece
organize bir noronal iletisim aginin bir pargast oldugunu gostermektedir. Fonksiyon
ile yapr arasindaki onemli baglanti, kendisini global ve lokal ndron yapilardaki
bozukluklarin (yani, iletisim ag1 diizeyindeki veya tek bir hiicre diizeyindeki
bozukluklar) goriiniir oldugu ndrolojik hastaliklarda ortaya koymaktadir. Yapi ile
fonksiyon arasindaki bu baglantiy1 daha ayrintili agiklamak amaciyla, arastirmacilar
ndronlarin morfolojik olarak analizini saglayan bilgisayar destekli ve otomatik ndron
yeniden yapilandirma teknikleri kullanmaktadir. Elde edilen 3 boyutlu yeniden
yapilandirmalar, sadece biitiin ndronal proses uzunlugunu degil, ayn1 zamanda
dallanma siklig1, segment uzunlugu, dal agisi, spina veya reseptdr yogunlugu ve
segment capt gibi diger morfolojik 6zellikleri de goriintiilemek ve analiz etmekte
kullanilmaktadir. Bu yapisal parametrelerin tek bir néronun ve ndronal iletisim
aglarinin  fonksiyonu ile yapist arasindaki iliski hakkinda bilgi sunmasi

beklenmektedir.

Tek bir hiicrenin veya hiicre aglarinin projeksiyonlarint 3 boyutlu sekilde
yeniden yapilandirmak i¢in birgok goriintiileme ydntemi bulunmaktadir. Bu
yontemlerin bazilar1 tek bir hiicrenin goriintiilenmesi i¢in de kullanilabilir. Bu
tekniklerin sinirbilim aragtirmasinda kullanimina yonelik 6rnekler mevcuttur. Yesil
floresan proteinin ndronlarda transgenik anlatimi, lazer taramali konfokal mikroskop
(LTKM) ile fikse edilmis dokuda goriintiilenmistir [114-116]. Bu yontemi 6zellikle
kullanigh hale getiren bircok o6zellik bulunmaktadir: (i) GFP bir proteindir.
Dolayisiyla, hiicreler, kromoforun kendisini vermek yerine bir cDNA nin (transgenik
olarak) iletimi ile floresan hale gelebilir. (i) GFP kromoforu, tamamen polipeptid
zincirden tiiretilmektedir. Ayni sekilde, GFP-anlatim1 yapan hiicreleri floresan hale
getirmek icin herhangi bir yabanci kofaktoriin veya substratin iletilmesine gerek
yoktur. (iii)) GFP, floresanda herhangi bir kayip olmaksizin baska proteinlere
birlestirilebilir. (iv) GFP, spektral oOzelliklerinde degisiklik olan ve daha iyi
translasyonel etkinlige, termostabiliteye ve kuantum verime sahip varyantlar

olusturmak iizere mutasyona ugratilabilir.
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Noronlarin GFP anlatim1 yapan viral vektorler ile enfeksiyonu, LTKM
kullanilarak fikse edilmis dokuda goriintiillenmistir [117]. Literatiirde, ndrotropik
herpes viriisleri gibi dogal tlir veya genetigi degistirilmis viriislerin kullanimina
yonelik bazi raporlar bulunabilir [118]. Bu teknik, ndral doku kiiltiirlerini in vitro
ortamda bu molekiillerin anlatimini yapan viral vektorlerle enfekte ederek hastalikla
iliskili molekiillerin ndrodejenerasyona etkilerini ¢aligmak ve bu molekiilleri floresan
bir protein ile birlestirerek tek bir hiicre icerisindeki varliklarini kontrol etmek i¢in
kullanilabilir. Hiicreleri farkli floresan boyalarla doldurmak ve varsayilan sinapslari
arastirmak icin, iki fotonlu lazer tarama mikroskopisi ile canli doku kesitleri
gorlintiilenmistir [119]. Bu teknoloji, noron c¢iftleri arasindaki tek bir sinaptik
baglantinin fonksiyonel analizinde 6nemli hale gelmistir. Hiicreleri bir izleyici madde
(traser) ile doldurmak ve traserin gap baglantilar (gap junctions) yolu ile diger bir
ndrona gecisini arastirmak) icin, parlak alan (brightfield) mikroskopisi ile sabit doku
ornekleri gorlintiilenmistir [120]. Bu teknigin uygulanmasi noronlar arasindaki
elektriksel sinapslarin goriintiilenmesini saglamaktadir. Hiicreleri floresan bir boya ile
doldurmak  ve  immiinohistokimya  yoluyla  ndrokimyasal  belirteglerin
kolokalizasyonunu arastirmak icin LTKM ile sabit doku goriintiilenmistir [121, 122].
Bu teknoloji, ndrokimyasal sistemlerin inervasyon modellerinde hedef spesifikligi
gosterip gostermedigini belirleme imkani ile birlikte biiyiik 6lgekte ndronal devreleri
analiz etmeyi saglayan Onemli bir teknolojidir. Floresan proteinlerinin tiimlesik
transgenik ekspresyonu (Brainbow transgenleri) LTKM ile sabit dokuda
gorlintiilenmistir [116]. Brainbow sistemi, temel olarak (i) GFP’yi degisik spektral
ozelliklere sahip varyantlar bu proteinler toplu olarak “XFP” terimi verilmistir)
olusturmak i¢in mutasyona ugratabilme olasiligina ve (ii) ii¢ veya daha fazla XFP
arasinda rastgele bir ekspresyon secimi olusturmak iizere Cre/lox rekombinasyon
sisteminin kullanimina dayanmaktadir. Cre/lox sistemi (deoksiribo niikleik asit) DNA
kesme, ters c¢evirme veya kromozomlar arasi rekombinasyon yoluyla gen

ekspresyonunun baslatilmasini saglayabilir [123]

Noron membranlarina baglanan lipofilik boya kombinasyonlar: kullanarak ¢ok
renkli DiOlistik etiketleme LTKM ile canli ve sabit dokuda goriintiilenmistir [124].
Bu da canli veya sabit dokular1 farkli floresan boyalarla hizli bir sekilde etiketlemeye
yarayan bagka bir yontemdir ve transgenik GFP anlatimina, néronlarin GFP anlatinm

yapan viral vektorlerle enfeksiyonuna veya Brainbow sistemine alternatif olarak ele
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aliabilir. Ayrica, bu yaklagim ¢ok ince spina boyunlar1 gibi klasik hiicre doldurma

teknigiyle goriintiilenmeye hiicre boliimlerinin etiketlenmesine izin vermektedir [125].

GFP’nin ndronlarda transgenik anlatimi, in vivo ortamda ndronlara en az zarar1
verecek sekilde goriintiilemek amaciyla iki fotonlu lazer tarama mikroskopu ile canli

bir hayvanda in vivo goriintiilenmistir [115].

5.4.2. Seffaflastirma
5.4.2.1. Solvent bazh seffaflastirma

Dehidrasyon veya seffaflagtirma asamalarinda kullanilmak iizere bir dizi
coziicii test edilmistir [126]. En yaygin olarak, dehidrasyon aninda hegzan iceren veya
icermeyen metanol veya tek basina tetrahidrofiiran kullanilarak gerceklestirilmektedir
[126-129]. Bu ajanlar suyu uzaklastirirken, ayn1 zamanda baz lipidleri de ¢ozmekte
ve uzaklastirmaktadir. Suyun ve lipidlerin uzaklastiriimasi, olduk¢a homojen, esasen
proteinden olusan, yogun (yani refraksiyon indisi yiliksek) bir numune saglamaktadir.
Dehidrasyona tabi tutulmus proteinin refraktif indisi 1,5’tan yiiksektir (sudan veya
lipidden yiiksektir). Bu nedenle, dehidrasyon asamasini numuneyi seffaflastirmak
amaciyla yagdan arindirilan ve dehidre edilen dokunun daha yiiksek refraktif
indeksiyle esleserek ilave lipidleri ¢cozen ve numune boyunca homojen bir sekilde
karigan bir ikinci ajan grubu takip etmelidir. Bugiline kadar, nihai seffaflagtirma
cOzeltisi olarak metilsalisilat, benzil alkol, benzil benzoat, diklorometan ve dibenzil

eter (DBE) kullanilmistir [126-130].

5.4.2.2. Hidrojele gomme

Buraya kadar tartisilan su bazli seffaflastirma yontemleri, kiigiik (Basit
Batirma) numuneleri seffaflastirma ile veya ¢ok yavas olmasiyla (Hiperhidrasyon)
smirhidir. Ayrica, kati ¢oziiclileri ve yiiksek deterjan konsantrasyonlarini kullanan
herhangi bir teknik, dokunun protein iceriginin biiylik bir miktarin1 da uzaklagtirma
riskini i¢ermektedir. CLARITY ve PACT/PARS yontemleri, ilk olarak dokunun
hidrojele gomiilmesiyle bu konulari ele alma girisiminde bulunmaktadir [131-133].
Hidrojele gdbmme islemi tamamlandiktan sonra, lipidler deterjan i¢inde (%8 SDS) bir
hafta boyunca pasif olarak veya elektroforez yontemiyle hizli bir sekilde (gilinler
icinde) uzaklastirllmaktadir. FocusClear, Histodenz bazli seffaflastirma ¢ozeltisi

RIM’ler, TDE veya %80 gliserol i¢cinde daldirmadan olusan son bir agama, numunenin
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tamamen seffaflastirilmasini saglamaktadir. Yakin tarihte, bir numune boyunca
hidrojel polimer ag1 sentezleyen ve ardindan bunu 4,5 kat arttiran (esasen,
hiperhidrasyonu ve hidrojel gomdiirmeyi birlestiren) Expansion Mikroskopunun
gelistirilmesi, eg8er numune hidrojele gomiiliirse seffaflastirmada hidrasyonun

oynayabildigi gorevi gostermistir [134]

5.4.3. Seffaflagtirilmis dokunun goriintiilenmesi

Floresan 151k mikroskopisindeki gelismeler, giiniimiizde sasirtict bir hizla
ilerlemektedir. Cok sayida farkli optik kesit alma teknigi ticari olarak satin
alinabilmektedir. Bunlardan cogu da seffaflastirilmis dokunun gériintiilenmesi igin
dogrudan kullanilabilmektedir. Bu optik kesit alma teknikleri konfokal, 2-Foton
mikroskop ve 151k perdeli (lightsheet) floresan mikroskopunu igermektedir [135-137].
Bu tekniklerden, 2-Foton mikroskop, seffaflagtirllmamis dokunun derinlemesine
gorilintiilenmesi i¢in en uygun yontemdir. Ancak, 151k sagilmasi sinirlandirict faktor
olmaktan c¢iktiginda, mikroskop kullanicilarinin floresan tekniklerden hangisinin
kendi 6rnekleri i¢in en uygun teknik oldugunu yeniden degerlendirmesi gerekecektir.
Seffaflastirilmis  doku goriintiilemenin, yeni mikroskop teknolojilerinin ve
bilesenlerinin gelisimini itekleyen gii¢ haline gelmesi ilgingtir. Ayrica, yaban turbu
peroksidaz (HRP), diger peroksidaz reaksiyon iiriinleri (6rn. APEX [138]) veya giimiis
boyalar1 (6rn., Golgi boyasi) gibi 15181 yansitan bazi etiketlerin artik seffaflagtirma
sayesinde daha kalin hacimlerde goriintiilenebilmesi olasilig1 ortaya ¢ikmistir. Bu

nedenle, yansitilmis 151k konfokali bir geri doniis yapabilir [139, 140].

5.4.4. Konfokal ve 2-foton mikroskopta ¢alisma mesafesi: seffaflagtirilmamis
doku

Bir objektifin ¢alisma mesafesi, fiziksel on lensi ile numune icindeki odak
noktast arasindaki uzakliktir. Konfokal mikroskoplarinin seffaflastirillmamis dokuda
siirli bir penetrasyon derinligi (yaklasik 100-200 um) bulunmaktadir. Bu nedenle, en
yiiksek sayisal diyafram aciklig1 (¢oziiniirliigiin temel belirleyicisi, NA) 200 um’den
daha diisiik ¢aligma mesafeleriyle tasarlanmistir. NA ve calisma mesafesi genel olarak
ters orantilidir; ¢aligma mesafesi 1 mm’den fazla olan bir¢cok objektifin ¢oziiniir

kuvveti daha diisiiktiir, 6zellikle de aksiyal boyut anlaminda zayiftir.

Teorik ve deneysel calismalarda daha dnce, sagilma dokusunda (scattering

tissue) 1 mm derinligin 2-Foton mikroskopun yaklagik derinlik sinir1 oldugu
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belirtilmistir [141, 142]. Bu derinlikte goriintiileme yapilirken, sagilma odak noktasina
gelen uyarilma 15181n1 zayiflatmaktadir. Buna ek olarak, odak noktasi daha derine
hareket ettikge kum saati seklindeki lazer 15101 tarafindan aydinlatilan dokunun hacmi
hizl1 bir sekilde artmaktadir. 2-Foton uyarilma olasilig1 odak noktas1 haricinde diigiik
olmasina karsin, bazi 2-Foton uyarilma olaylart bu noktanin disinda ortaya
cikmaktadir. Bunun bir sonucu olarak, belirli bir derinlikte, floresan uyarilma
olaylarmin odak noktasi dahilinde ortaya ¢ikma ihtimali kadar odak noktasindan
uzakta da ortaya ¢ikma ihtimali bulunmaktadir. igne delikleri (pinholes) 2-Foton
goriintiilemede kullanilmadigindan, odak noktasinda ve odak disinda floresan yayilma
objektif tarafindan toplanmakta ve tekrar detektoriin lizerinde goriintiillenmektedir. Bu
nedenle, maksimum derinlikte, odak dis1 floresan goriintiiye hakim hale gelmeye
baglamaktadir. Bir igne deligi odak hacminin disindaki sagilma olaylarindan
kaynaklanan floresan1 hari¢ tutmakta kullanilabilmesine karsin, bu derinliklerde
numune {izerinden objektife geri hareket ettiginde fokal diizlemde olusturulan floresan
151k son derece sacilmis hale gelmektedir. Bu sagilmis floresan 15181 daha sonra igne
deligi tarafindan reddedilmekte, bdylece sinyalin saptanamayan diizeylere
diisiiriilmesi saglanmaktadir [141]. Bu fiziksel sinira karsin, milimetre araligi i¢cinde
goriintiileme kapasitesine sahip yiiksek c¢oziiniirliiklii objektifler gerektiginden, 2-
Foton mikroskopu, objektif tasarimlarini daha ileri itmistir. Esasen su daldirma (water
dipping) objektifleri olarak tasarlandigindan, en 6nemli tasarim 6gesi biiyiik ¢apli 6n
lenstir. Daha biiytiik lens, yaklasik 1,0’lik bir NA degerini korurken, objektifin 1-2 mm

calisma mesafesiyle tasarlanmasini saglamaktadir.

5.4.5. Konfokal ve 2-foton mikroskopta caliyma mesafesi: seffaflastirilmis doku

Seffaflastirilmis doku, 151k sa¢ilimindan kaynaklanan penetrasyon sinirlarini
ortadan kaldirmaktadir; yani, objektif calisma mesafesi ¢ok siklikla belirli bir
mikroskopun ne kadar derini goriintiileyebileceginin smirlayict  faktoridiir.
Seffaflastirilmis doku goriintiilemenin Onciileri, goriintiilleme derinliginin artik
numune tarafindan degil mikroskop objektifi tarafindan sinirlandirildigim
kesfetmistir. Uzun ¢alisma mesafesi (>5 mm), yiiksek NA (>0.9) objektifleri artik
bircok mikroskop iireticileri tarafindan tedarik edilebilmektedir ve seffaflagtirilmisg
doku goriintiilemede tercih edilen lenslerdir. Seffaflastirilmis doku sayesinde 1
mm’den daha biiytik derinliklerde 2-Foton goriintiilemenin gergeklestirilebildigi artik

kabul goérmiistiir. Ancak, numune icindeki derin noktalarda goriintii kalitesinde
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belirgin bir azalma oldugu hala goriilebilmektedir. Yayilan floresan 151gin sagilmasi
seffaflagtirllmis dokuda biiylik oranda azalmaktadir; ancak, bir numune igerisinde
derinlikte 2-Foton uyarilma kullanilirken, odak noktasinin diginda hala bir miktar
uyarilma gerceklesmektedir. Bu nedenle, seffaflastirilmis doku ile geri donen 1s1k
yolunda fiziksel bir igne deligi kullanimiyla, 2-Foton goriintiileme kalitesini

iyilestirebilir ve boylece bir konfokal-2-Fotonlu mikroskop hibridi olusabilir [143].

5.4.6. Konfokal ve 2-foton

Calisma mesafesi, genellikle seffaflastirilmis  dokunun  goriintiileme
kapasitesindeki sinirlayici faktordiir. Bu nedenle, biiytik aksiyal uzakliga sahip bir dik
(upright) mikroskop uzun ¢alisma mesafesine sahip objektiflerin ve kalin numunelerin
kullanim1 i¢in esastir. Ancak, 2-Foton uyarilma siklikla gerekli degildir. Gergekten de
dogrudan karsilagtirildiginda, konfokal goriintiileme 1-Foton uyarilmanin daha ytiksek
etkinlige sahip olmasi ve birden fazla boya ile etiketlenmis dokularda daha diisiik
capraz uyarilma olasiligt bulunmasi nedeniyle belirli numunelerde daha iyi
sinyal/gliriiltii oranlar1 iretebilir. Ayrica, ¢ok renkli konfokal goriintiileri, lazer
cizgileri arasinda hizli degisiklik nedeniyle daha hizli elde edilebilir (ayarlama
gerekmemektedir). 2-Foton goriintilleme tamamen seffaflastirilmamis goriintiileme
numuneleri dahil olmak iizere ¢cok sayida durumda hala avantajli olabilir. Ancak hem
konfokal hem de 2-Foton yontemleri lazer tarama gerektirdiginden zaman alict ve
yavas bir iglemdir. Aslinda, 1000 mm3 hacme sahip biitiin bir fare beyninin 20x/1,0’lik
bir objektif kullanilarak taranmasi>4,200,000 goriintii (500 x 500 pm goriintii alani ile
aksiyal basamak boyutu oldugu varsayilarak) gerektirecektir. 1 Hz’lik gorece hizli bir
tarama hizinda, bu neredeyse 50 giin almaktadir. Bu nedenle, seffaflastirilmis dokunun
konfokal ve 2-Foton goriintiilemesi sadece kiiciik, lokalize bolgelerin yiiksek

¢cozlntrliiklil goriintiilemesinde pratiktir.

5.4.7. Isik perdeli mikroskop ile goriintilleme

Konfokal ve 2-Foton goriintileme teknikleri biiyiikk bir numuneyi
goriintiilemek i¢in gereken zaman miktart agisindan biiyiik bir sinirlamaya sahiptir.
Dolayistyla, 151k perdeli mikroskopun yeniden icat edilmesi esasen 1903 yilinda
tanimlanmis ve 1925 yilinda Nobel 6diilii ile 6diillendirilmistir ve son derece avantaj
saglamistir. Isik perdeli mikroskopunun temel tasarimi (bir goriintiileme objektifinin

eksenine dik olarak odaklanmig ince bir uyarilma 15181 tabakasi) biitiin 151k perdeli
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floresan mikroskoplarda ortak olmasina karsin, ¢ok sayida farkli tasarim ortaya

cikmustir.

Biitiin 151k perdeli floresan mikroskop (IPFM) tasarimlarinda, tek bir diizlem
vardir ve sadece o diizlem uyarilma 15181 ile aydinlatilmaktadir. Bu tam aydinlatma,
bir lazer 1s1inin numune boyunca yavas bir sekilde tarama yapma ihtiyacini ortadan
kaldirmaktadir. Bunun yerine, biitiin bir diizlemin goriintiisii tek bir pozlama ile
kameraya cekilebilmektedir. Hizl1 bir bilimsel tamamlayic1 metal-oksit yar1 iletken
(sCMOS) kamera ile kombine edildiginde, okuma hizi veya numuneyi sonraki odak
diizlemine hareket ettirmek icin gereken zaman temporal numune aliminda sinirlayici
faktor haline gelmektedir. Saniye bagina 20’den fazla diizlemin goriintiilendigi hizlara
kolaylikla erisilebilmektedir. Ancak ne yazik ki, lightsheet’in fiziksel genisligi
(aksiyal ¢oOziiniirliigii saptayabilir) ile gortintiilenebilen hacim boyutu arasinda bir

degis tokus oldugu goriilmektedir.

En ince lightsheetleri yansitan teknikler (5 ila <I pm): Objektif-Bagh
Diizlemsel Aydinlatma Mikroskopu [144], diSPIM [145], 2-Foton Lightsheet, Bessel
Beam Lightsheet [146], Lattice Lightsheet [147] ve SCAPE [148] en iyi aksiyal
¢oziiniirliigl saglarken, sadece birkag yliz mikrometre kalinlikta ve alan1 gérece kiiglik

numuneler ile smirlidir.

Daha kalin perdeler (4-40 pm) diisiik NA odaklama optikleri ile birlestirilmis
silindirik lensler tarafindan olusturulmustur ve ¢ok daha genis alanlar (cm?) {izerine
diizglin bir sekilde projeksiyon saglayabilir ve daha derini goriintiilemeye izin
verebilmektedir (yiiksek NA uyarilma ve goriintilleme objektifleri kullanildiginda
ortaya cikan yapisal engellemeyi Onleyerek). Bu tasarimlari kullanan 151k perdeli
mikroskoplari, en yliksek optik ¢oziiniirliik gerektirmeyen durumlarda seffaflastiriimig
dokularin goriintiilenmesinde kullanim i¢in idealdir [127, 132, 149, 150].

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda beyin felcini takiben meydana gelen
patofizyolojik siireclerden plastisite yolaklarinin daha iyi belirlenmesi ve ii¢ boyutlu

olarak haritalandirilmasinin yapilmasi hedeflenmektedir.
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6. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada kullanilan C57/BL6 tiirii fareler Istanbul Medipol Universitesi,
Tibbi Arastirma Merkezinden temin edildi ve deney hayvanlarina uygulanan iskemi
modeli, Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalar
Merkezi, Beyin Arastirmalari Laboratuvarinda gergeklestirildi. Deney hayvanlari
Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi’'nden (MEDITAM) temin
edilip, bu merkezde bakildi. Bu tez calismasi Medipol Universitesi yerel etik

kurulunun 16.04.2017 tarihli 04 karar numarali onay1 ile yapilmigtir.

Yetiskin iki aylik farelere orta serebral artek tikanmasi metodu ile beyin felci
yapilip, post operatif bakimlarinin ardindan ve akut patofizyolojinin tamamlanmasinin
ardindan 3. giinde hayvanlarin motor kortekslerine viral vektor enjeksiyonlar1 yapilip

30. giinde hayvanlar (n=60) sakrifiye edildi (Sekil 6.1).

Serebral iskemi i.c.v. virls Deneyin
baslangici enjeksiyonu sonlandiriimasi
30 dakikalik

serebral iskemi

0. dk 30. dk iskemi Enjeksiyon sonrasi
sonrasi 3. 30. gun
gln

Sekil 6.1. Deney dizayni.
6.1. Orta serebral arter okliizyon modeli ve beyin kan akimi 6l¢iimii

20-25 gram agirlikta erkek fareler %1 Isofluran (%30 O, kalan1 N,O) ile
anezteziye alindiktan sonra viicut 1silart homeotermik 1sitma sistemiyle 36,5-37,0 °C
arasinda tutuldu. Beyin kan akiminin Olgiilmesinin yaninda, beyin felci ve
reperfiizyonunun kontrolu amaciyla Laser Doppler’in (LDF) probu (Perimed,
Stockholm, Sweden) orta cerebral arter bolgesine (Bregma -2mm posterior; 6mm
lateral) temporal kaslar ayrilarak direk kafatasi kemigi ilizerine agilan 0.5mm’lik
acikliktan korteks tizerine yerlestirilerek kaydedildi. 30 dakikalik fokal serebral iskemi
daha onceki ¢alismalarimizda oldugu gibi intraluminal teknik ile yapildi [151-153].
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6.2. Viriis hazirlama

Aksonal projeksiyonlarin belirlenebilmesi amaciyla hayvanlarin kontralateral
ve ipsilateral motor kortekslerine anterograde olarak ilerleyen ve stirekli olarak ifade

edilen GFP ve tdTOMATO adeno asosiye viral vektorleri hazirlandi [154].

6.2.1. AAYV iiretimi

Adeno asosiye viral vektorler (Sekil 6.2.1.) de gosterilen basamaklar takip
edilerek yapildi.

6.2.1.1. Transformasyon

Kompetent hale getirilmis E. Coli bakterisinin i¢ine pAAV-CAG-eGFP ve
pAAV-CAG-tdTomato plazmitleri transforme edildi. 37°C ve 250 rpm kosullarinda 1
saat inkiibe edilen bakteri ve plazmitler, bu siirenin sonunda kati1 besi yerinde
biiyiitiilmeye hazir hale getirildi. Bakteriler kati besi yerinde 18 saat boyunca 37°C’de
biiylitiildii. Secilen koloniler sivi besi yerine aktarildi ve 8 saat boyunca 37°C’de
biiyiitiildii. Bu islem pAAV-CAG-eGFP, pAAV-CAG-tdTomato, Helper ve AAV2/1

plazmitleri i¢in tekrarlandi.

6.2.1.2.Transfeksiyon

Transformasyon asamasinda elde edilen pAAV-CAG-eGFP, Helper ve
AAV2/1 plazmitleri PEI transfeksiyon ajani ile AAV293 hiicre hattina verildi, verilen
DNA’lar ile birlikte bu hiicreler 72 saat boyunca 37°C ve %5 CO; kosullarinda inkiibe
edildi ve ayn1 asamalar pAAV-CAG-tdTomato i¢in tekrarlandu.

6.2.1.3.Piirifikasyon

Toplanan hiicreler sirayla 37°C ve kuru buz / EtOH yardimiyla patlatildi.
Hiicre artiklarindan arindirmak igin ultra santrifiij ile katmanlarina ayrildi. %17, %25,
%40 ve %60’1lik katmanlar hazirlandi. 18°C, 55000 rpm kosullarinda 90 dakika
boyunca yapilan ultra santrifiijiin ardindan, rekombinant adeno-asosiye viriisler

%40’lik katmandan toplandi ve ayn1 agamalar rAAV-CAG-tdTomato i¢in tekrarlandi.
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1 - Transformasyon 2 - Transfeksiyon

eGFP
eGFP AB helper AAV2/1 (Adenoviral Helper
(rAAV vektar)

3 - Purifikasyon

4 - Intrakranial Enjeksiyon

N

Sekil 6.2.1. Viriis hazirlama basamaklari. Beyin felcini takiben aksonal projeksiyonlarin takibinin
yapilabilmesi i¢in AAV vektorler 3 basamakli bir hazirlik agamasindan gegmektedir.

6.2.1.4.Viriis enjeksiyonu

Beyin felci geciren hayvanlar 3 giin siire ile dinlendirilip ardindan daha
onceden hazirlanmis olan eGFP ve tdTOMATO ile kodlanmig viriisler hayvanlara
Bregma AP 0.5, lateral 2.00, 2,50 mm olacak sekilde her iki hemisfere 1.0 mm
derinlikte, 45°’1ik agilarla dort yerden cam pipet ile enjekte edildi (Sekil 6.2.1.4.1).
Cam pipet 1 dk siire ile enjeksiyon bdlgesinde birakildi. Her bir enjeksiyon bolgesine
400 nl virlis enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan 30 giin sonra sakrifiye edilen
hayvanlarin beyinleri ¢ikartildi ve RN ve FN bolgeleri (Sekil 6.2.1.4.2) beyin matirisi
kullanilarak koronal kesitler alinarak ortaya cikartildi [155] ardindan kesitlere

seffaflastirma islemi baslatildu.
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[ Gul e

CAG-tdTomato

rAAV-

CAG-eGFP

rAAV

g ve sol motor korteks

Beyin felci gegiren hayvanlarin sa

Sekil 6.2.1.4.1. Viral enjeksiyon bolgeleri.

bolgesine yapilan 45”lik enjeksiyonlar.
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Sekil 6.2.1.4.2. Beyin Kesitlerinde RN ve FN konumlari. Motor korteksten yapilan enjeksiyonlarin
biitiin beyin boyunca izledigi yol ve analizi yapilan RN ve FN bolgeleri.

6.3. Kullanilan seffaflastirma yontemleri ve optimizasyon

Doku seffaflastirma yontemlerinin optimizasyonu i¢in ilk basta GFP-M
transgenik hayvanlarin beyinlerinden alinan dokularda CLARITY ve 3DISCO olmak
tizere 2 farkli doku seffaflastirma yontemi denendi. Yapilan optimizasyonun ardindan

viral vektor uygulanan hayvanlara 3DISCO protokolleri uygulandi.

6.3.1. Clarity yontemi ile seffaflastirma

Yetiskin fareler kloral hidrat ile anestezi edildi ve 4% paraformaldehid (PFA),
4% akrilamide, 0.05% bis-akrilamide, 0.25% VA044 ve tamponlu tuz ¢ozeltisi (TTC)
ile transkardiyak olarak perfiize edildi. Beyinler cikartilip 3 giin boyunca ayni

solusyonda 4 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra polimerizasyon i¢in soliisyon sicakligi
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37 °C’ye ¢ikartildi. 3 saat sonra 37 °C’de hidrojel gémiilii beyinler organ-elektroforez
haznesine konuldu. 4% (wt/vol) sodyum dodesil siilfat (SDS) iceren sodyum borat
solusyonu (200mM, pH 8.5) haznede dolasirken, 10-60 V 2 giin boyunca 37-50 °C de
beyine uygulandi. SDS’i gidermek i¢in beyinler temizlemeden sonra 2 giin siireyle 37
°C’de TTC ile inkiibe edildi. Beyinler 1 mm’lik bloklar halinde kesildi. Bloklar daha

sonra temizlenmesi i¢in 1 giin siireyle elektroforez yapildi [156].

6.3.2. 3Disco yontemi ile seffaflagtirma

Hayvanlar letal doz kloral hidrat ile anesteziye alind1 ve herhangi bir refleks
gozlemlenmedigi anda 5-10 dakika siire ile soguk PBS ile kan tamamen viicuttan
uzaklasincaya kadar kardiyak perfiizyon yapildi. Daha sonra dakikada 5 ml olacak
sekilde toplamda 50 ml ve soguk olarak %4’liikk PFA ile perfiizyona devam edildi.
Perfiizyonu takiben dikkatlice kafatas1 agilip beyin biitiin olarak disar1 ¢ikartildi ve bir
gece boyunca %4’liik PFA’da post-fiksasyona birakildi. Post-fiksasyon sonrasinda
dokular PFA artiklarindan temizlenmesi i¢in PBS ile 3x5 dakika siire ile yikandi. PBS
ile yikanan dokular refraktif indeks ayarlayicis1 olarak ilk basta farkli
konsantrasyonlarda tiim beyin dokusu i¢in 12 saat arayla, 1 mm’lik dilimler i¢in ise 2
saat arayla tetrahidrofuran (THF) serisinden gecirildi. THF serileri %50, 70, 80 olacak
sekilde distile su ile karigtirilip hazirlandi. Ayrica son basamakta %100 THF ile
muamele edilip sonrasinda asil seffaflastirma kimyasali olan dibenzil etere (DBE)
birakildi, seffaflastirmanin kalitesini arttirmak i¢in her 10 dakika taze DBE konuldu
(Tablo 5.3.2) [157].
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Soliisyon Beyin (kisa protokol) Beyin (uzun protokol)
%50 (vol/vol) THF 2 saat 12 saat
%70 (vol/vol) THF 2 saat 12 saat
%380 (vol/vol) THF 2 saat 12 saat
%100 (vol/vol) THF | 1 saat, geceboyu, 1 saat 3x12 saat
DBE >3 saat 1-2 giin

Tablo 5.3.2.1. 3DISCO seffaflastirma protokolii. Kisa protokol 1 mm kalinhigindaki dokular igin
kullanilirken, uzun protokol biitiin beyin seffaflastirmalarinda kullanilmaktadir. Seffafligin kalitesini
arttirmak i¢in her 10 dakika taze DBE konulmalidir.

6.4. Goriintiilleme

Gorlintlileme isleminin yapilabilmesi i¢in dncelikle bir cam petri alinip etrafi
dental sement veya kat1 gliserin ile kapland1 ve icerisine seffaflagtirma solusyonu olan
DBE konuldu. Tam ortaya yerlestirilen beyinlerde goriintiileme islemi Axio Zoom
Stereo V12 Mikroskop (Zeiss GMBH), Lazer Taramali1 Mikroskop (Zeiss GMBH) ve
Multi-Foton Mikroskop (7MP Zeiss GMBH) ve Isik Perdeli Floresan Mikroskop
(LaVision Biotech GMBH) yapildi. Aliman 3 boyutlu goriintiiler post-islem

programlari ile tekrar organize edildi.

6.4.1. Axio zoom mikroskop

Axio Zoom mikroskop (AZM), dokulara genis acidan bakilmasini saglayan ve
11X ila 40X aras1 biiyiitmeye sahip bir mikroskoptur. Hayvanlara uygulanan AVV
viral vektorlerin motor korteks iizerinde hizlica yogunluklarinin dl¢lilmesinde ve ne
kadar bir alana yayildigimin anlagilmasinda kullanildi. Viral enfeksiyonun siiresinin
tayin edilmesi agsamasinda dokuya uzaktan bakarak anatomik olarak viriisiin ilerlemesi

1zlendi.

6.4.2. Lazer taramal konfokal mikroskop

Lazer taramali konfokal mikroskop (LTKM), normal opak dokularda ve
kesitlerde maksimum 50 pum kalhigindaki dokularin  goriintiilenmesi igin

kullanilmaktadir. Ancak doku seffaflastirildiktan sonra 11k gegirgenligi arttigindan
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dolay1 daha kalin kesitlerde de goriintiileme yapilabilmektedir. Seffaflastirilan 1

mm’lik kesitlerin LTKM araciliiyla goriintiilemeleri yapilda.

6.4.3. 2-foton mikroskop

2-Foton mikroskop (2FM) genellikle canli hayvan goriintiilemesinde ve daha
kalin kesitlerin goriintiilenmesinde kullanilan bir mikroskoptur. LTKM nazaran ¢ok
daha kalin numunelerden floresan isaretli 6rneklerin analiz edilmesinde kullanilir.
Seffaf beyin dokusunun tamamimin  goriintiilenmesi 2FM  aracilifiyla
yapilabilmektedir. Ancak kullanilan femtosaniye lazerler biitiin beyin dokusunun
fotografim gekmede hiz olarak yetersiz kalmaktadir. iki farkli floresan isaretli biitiin
beyin dokusunun anteriyérden posteriyore ve dorsalden ventrale tarama islemi
yaklasik olarak {i¢ ay siirmektedir. Siirenin bu kadar uzun olmasi hem dokudaki
floresan igaretli hiicrelerin solmasina, hem de sonuca ulasilmasinin gecikmesine yol

acmaktadir.

6.4.4. Isik perdeli floresan mikroskop

Isik perdeli floresan mikroskop (IPFM), ¢alisma prensibi olarak diger lazer
mikroskoplardan farklidir. Ozellikle seffaflagtirilmis dokularda 151310 gecirgenligi
kullanilarak ¢ok daha derin bdlgelere ulasabilen bir sistemdir. Klasik mikroskoplarda
tek bir objektif bulunurken, IPFM’lerde 3 objektif bulunmaktadir. Objektiflerden bir
tanesi goriintli alinmasinda kullanilirken, diger ikisi karsilikli olarak konumlandirilir.
Karsilikl birbirlerine bakan objektiflerin icerisinden gegen lazer objektiflerin arasinda
bir 151k huzmesi olusturur. Bu sekilde seffaf dokularin biiyiik bir kismi es zamanh
olarak goriintiilenebilir. 2FM’lara nazaran goriintii alimi1 ¢ok daha kisa stirmektedir.
Biitiin bir beyin goriintiilemesi tek floresan isaret i¢in 6.3X biiylitmede yaklagik olarak

3-4 saat stirmektedir.

6.5. istatistik

Gruplardaki hayvan sayisinin belirlenmesinde Power Analiz programi
kullanilmis olup calisma i¢in toplam 60 olarak bulunmustur. Calismamiz sonucunda
elde edilen verilerin degerlendirilmesi amaciyla SPSS ANOVA istatistik analiz sistemi
kullanilmistir.  Gruplar arasindaki anlamlilifi bulmak i¢in indipendent T testi

kullanildi.
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7. BULGULAR

Beyin felci gegiren hayvanlarin (n=20) beyinleri ¢ikartildiktan sonra

CLARITY ve 3DISCO olmak {izere 2 farkli seffaflagtirma yontemi denendi. Dokunun

anatomik olarak o6zelliklerini koruyan ve floresan sinyallerin daha uzun siire kalict

olabilen modelin 3DISCO modeli oldugu belirlendi (Resim 6.1).

3DISCO CLARITY

Resim 6.1. Biitiin beyin dokusunda farkli seffaflastirma yontemleri.

Doku seffaflagtirma yontemlerinin optimizasyonu i¢in GFP-M transgenik
hayvanlar kullanildi. Sadece noronlarindan yesil floresan iiretimi yapan GFP-M
hayvanlardan alinan 1 mm kalinligindaki kesitler herhangi bir seffaflagtirma protokolii
uygulanmadan oOncelikle 2FM ve LTKM altinda goriintiileri c¢ekildi. Alinan
goriintiilerde (Resim 6.2.) doku ylizeyinden ancak MFM mikroskopta 120 um, LTKM
ise 58 um derinlige inilebildigi goriildii. Sonrasinda hayvanlardan alinan 1 mm
kalinligindaki kesitler 3DISCO protokolii uygulanarak kesilerek MFM altinda ii¢
boyutlu olarak hipokampiis bolgesinin goriintiileri alind1 (Sekil 6.3).
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Resim 6.2. Transgenik GFP-M hayvanda 2-PM ve LTM goriintiileri. Seffaflastirma protokolii
uygulanmadan 6nce alinan mikroskop goriintiileri.
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Resim 6.3. Tg GFP-M hayvanda seffaflasmis hipokampiis bolgesi. Alinan 1 mm’lik hipokampiis
kesitlerinin {i¢ boyutlu halden iki boyutlu hale getirilerek gorintiileri alindi.
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Viriis canliliginin optimizasyonu i¢in ilk 6nce hiicre kiiltiirli ¢aligmasi yapildi
(Resim 6.4). Kullanilan viriislerin aktif olduklar1 anlasildiktan sonra viriislerin daha
onceden belirtilen bolgelere enjeksiyonlari yapildi ve korteks bolgesindeki yayilimlari

izlendi (Sekil 6.5).

rAAV-CAG-eGFP rAAV-CAG-tdTomato

Resim 6.4. Hiicre kiiltiirii AAV goriintiileri.
Enjeksiyon Bolgeleri

Resim 6.5. Enjeksiyon bolgeleri in vivo. Korteks bdlgesine yapilan viral enjeksiyonlarin seffaflagtirma
sonrast AAV GFP ve AAV tdTOMATO hiicrelerin enfekte olduklart goriilmustiir.
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Resim 6.6. Viriis enjeksiyon bolgelerinin dorsal goriintimii.

GFP ve tdTOMATO AAV vektorlerin hayvanlarin motor kortekslerine
enjeksiyonunu takiben 30. glinde hayvanlar sakrifiye edilerek beyinleri ¢ikartildi ve
herhangi bir seffaflagtirma protokolii uygulanmadan Axio Zoom mikroskopta beynin
dorsal kismindan ve ventral kismindan goriintiiler alindi. Alinan gériintiiler sonucunda
AVYV vektorlerin her iki hemisferde de yayildig1 ve enjeksiyonun dogrulugu saptandi
(Resim 6.6).
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Resim 6.7. Viriis enjeksiyon bolgelerinin ventral goriinimii.

AAYV vektorlerin her iki hemisferde de motor korteksten baslayarak beynin
ventraline dogru izledigi kortiko spinal yol Axio Zoom mikroskop kullanilarak izlendi.
Enjeksiyonu takiben ii¢ hafta igerisinde serebellum bolgesine ulastigi saptandi (Resim
6.7). Serebellumun ventral bolgesinde mikroskopta biiylitme yapilarak kortiko spinal

yoldan gelen lifler daha ayrintili olarak goriildii (Resim 6.8, 6.9).
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Resim 6.8. Viral vektorlerin enjeksiyonunun ardindan serebellumun ventral gériiniimii tdTOMATO.
Serebellumun ventral bolgesinden LTKM ile alinan goriintii.

Resim 6.9. Viral vektorlerin enjeksiyonunun ardindan serebellumun ventral goriiniimii GFP.



Enjeksiyon yapilan viral vektorlerin zamana bagli olarak yapilan
optimizasyonunda fasiyal c¢ekirdek bolgesine ulagsmalar1 3 hafta siirdiigii saptandi

(Resim 6.10).

Resim 6.10. Viral optimizasyon goriintiileri.

Yapilan seffaflastirma optimizasyonlarinin ardindan hayvanlarin sag ve sol
hemisferlerine viral vektor enjeksiyonlar1 yapildi. Enjeksiyonlart takiben 30. giinde
hayvanlar sakrifiye edilerek beyinleri ¢ikartildi. Uygulanan 3DISCO protokoliiniin
ardindan kesitlerde RN ve FN bolgeleri hem 2FM hem de LTKM kullanilarak
fotograflandi. Kontrol grubunda fasiyal ¢ekirdek bolgesinde her iki hemisferden de
karsilik olarak aksonal projeksiyonlarin gegisi izlendi (Resim 6.11, 6.12).
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Resim 6.11. Iskemi gegirmeyen hayvanda FN bolgesi aksonal projeksiyonlart. Alinan 1 mm’lik kesitler
seffaflagtirldiktan sonra gériintiilemeleri yapildi ve maksimum intesity projeksiyonlari (MiP) alindi.
Orta hat beyni dorsalden ventrale tam olarak ikiye bolmektedir.

37



Resim 6.12. RN bolgesindeki aksonal projeksiyonlar. Alinan 1 mm’lik kesitler seffaflastirildiktan sonra
goriintiilemeleri yapildi ve maksimum intesity projeksiyonlar1 (MIP) alindi.
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iskemik hemisfer

non-iskemik hemisfer

Resim 6.13. Iskemi gegiren hayvanlarin RN bolgesindeki aksonal projeksiyonlari. Goriintiiler MiP
olarak kaydedilmistir.

Otuz dakikalik beyin felci gegiren hayvanlar 30 giin sonra sakrifiye edilip
perfiizyon fiksasyon yapildiktan sonra beyinleri alinip 3DISCO ydntemi kullanilarak
seffaflagtirildi. Alinan 1 mm’lik koronal kesitlerin 2FM altinda goriintiilenmesi
yapildi. Yapilan analiz sonucundan kontralateral alandan, ipsilateral bolgeye bol
miktarda aksonal projeksiyonun oldugu gozlendi. Gériintiller MIP yapilarak
kaydedildi (Resim 6.13, 6.14). Kontrol grubu ve beyin felci gegiren hayvanlarin fasiyal
niikleus seviyesinde kontralateralden ipsilaterale gegen akson sayist bakimindan
incelendiginde kontrole gore yaklasik dort kat daha fazla aksonun karsi hemisfere

gectigi tespit edildi (Sekil 6.1)
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Iskemik hemisfer

Resim 6.14. Iskemik hayvanda FN bélgesindeki goriintiileri. Kontralateral bolgeden ipsilateral blgeye
gecen aksonlarin MIP goriintiileri. Orta hattin {izerinde kalan kisim ipsilateral, alt kisminda kalan bélge
ise kontralateral alandir.

40



Fasiyal Niikleus
120 -

k%

100 -

80 1

60 A

akson sayist

40 A1
T

N -
0

Kontrol Iskemik

Sekil 6.1. Kars1 hemisfere gecen akson sayilari. Beyin felci geciren ve gegirmeyen hayvanlarda fasiyal

nukleus b'c}l esinde kontralateralden ipsilaterale gegen akson sayilari. Sonuglar ortalama = SD olarak
verilmistir  p<0.05.

Beyin felci gecirmis hayvanlardan alinan beyinlere 3DISCO protokolii
uygulandi ve beyinlerin IPFM altinda biitiin olarak goriintiileri alindi. Alinan
goriintiiler Fiji programi ile analizleri yapildi. Viral vektorlerin korteks bolgesinden
beyin sapina kadar izledigi yol li¢ boyutlu olarak saptandi. Ayni sekilde IPFM ile
alinan goriintiiler Fiji programi ile 3 boyutlu hale getirilip hasar alaninin
hesaplanabilecegi goriildii. Yapilan analiz sonucunda total beyin hacmi 350 + 9 mm’
olarak hesapland1. Hasar goren bolgenin alam hesaplandiginda ise 1.73 + 0.09 mm’
oldugu goriildii. Ayrica program 6zellikleri kullanilarak {i¢ boyutlu dokunun ortagonal

olarak goriintiileri alinarak hasar bolgesi, RN ve FN bdlgeleri daha ayrintili olarak

gozlemlendi (Resim 6.15, 6.16, 6.17).
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Resim 6.15. IPFM ile alinan hasar bolgesi. Isik perdeli floresan mikroskop ile alinmis her kesitin 15
pum kalmligindaki kesitlerden bir tanesi resimde gosterilmistir.
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Resim 6.16. IPFM ile alinan hasar bdlgesi, RN ve FN bolgeleri.
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Resim 6.17. IPFM ile alinan 3 boyutlu beyin goriintlisii. Alman 15 pm’lik kesitler birlestirildiginde
toplamda 5.37 mm kalinliginda tiim beyin goriintiisii 3 boyutlu olarak elde edilmistir.
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8. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢aligmada deneysel beyin felci sonrast plastisite gelisimindeki
degisikliklerin ileri goriintiileme teknikleri kullanilarak arastirilmasi amaglanmistir.
Bu amag i¢in orta serebral arterin filament yontemiyle 30 dakika tikanmasi sonrasi
uzun donemde plastisitede meydana gelen degisikliklerin incelenmesi i¢in motor
korteks hiicreleri floresan isaretli viral vektorlerle isaretlenerek ii¢ boyutlu olarak ileri

mikroskopi teknikleriyle incelenmistir.

Iskemiden giinler sonra gerceklesen kortikospinal yolaktaki aksonal
filizlenmenin yani noronal plastisitenin artan fonksiyonel geri kazanimla baglantili
oldugu bilinmektedir. [158]. Bunun i¢in fonksiyonel geri kazanimi test etmenin
yaninda plastisitenin nasil gerceklestigini gosterebilmek i¢in kortikospinal yolak
boyunca aksonal uzamanin ii¢ boyutlu olarak analiz edebilme tekniklerine ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda 6zellikle iskemi sonrasi
kontralateral alandan ipsilateral alana uzayan aksonlarin analizi sadece ince koronal
kesitlerde iki boyutlu olarak yapilmaktadir. Bunun sonucunda da elde edilen bilgiler
tam olarak gercegi yansitmaktansa ¢ok dar bir alandaki aksonal projeksiyonlar
gostermektedir. Bu analizlerin kalin kesitlerde yapilamamasinin bir nedeni de opak
yapidaki  dokularin  mikroskoplar araciligiyla dokuya zarar vermeden
goriintiilenememesinden  kaynaklanmaktadir. Kalin dokunun ileri mikroskopi
teknikleri kullanilarak dahi goriintiilenememesi 1) kalin dokunun daha ¢ok arka plan
gOriintiisii vermesi, ii) alinan arka plan goriintiisiiniin gercek sinyali bastirmasi iii)
biyolojik dokunun dogasi geregi bulanik gériinmesinden kaynaklanmaktadir [143]. Bu
sorunun ¢oziimil i¢in seffaflastirma yoOnteminin kullanilabilecegi 20. ylizyilin
baslarinda Splateholz ve ark. 2014 tarafindan Onerilmistir. Ancak bu teknikleri
kullanilan yogun kimyasallar, dehidrasyon basamaklar1 ve doku soldurma sebebiyle
dokular zarar gormekte ve bir biitiin halinde goriintiilenememektedir. MFM
teknolojisinin geligsmesiyle birlikte dokuya zarar vermeden daha derinden goriintii
alinabilmesinin 6nii agilmistir. Lazer taramali mikroskoplarin gerek dokunun derinine
inebilmesi gerek ayni anda farkli floresan isaretli molekiillerin tespit edilebilmesi gibi
avantajlar olsa da kendi i¢lerinde de baz1 6nemli farklarinin oldugu bilinmektedir.

Konfokal mikroskoplarda fazla kalin olmayan dokularin daha yliksek ¢oziiniirliikte
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goriintii alabildigi, 2FM’larda konfokale gore daha kalin 6rneklerin incelenebildigi
fakat biiylik dokularda 6rnegin tiim beyin dokusunun goriintiilenmesinde hiz olarak
dezavantajli oldugu, LSKM ise derinlik acisindan MFM’lara gore daha derine
inebildigi ve biitiin beyin dokusunun ¢ok daha hizli goriintiilendigi bilinmektedir. Her
ne kadar mikroskopi teknolojisi gelismis olsa da dokudan gelen otofloresanin
minimize edilmesi amaciyla MFM goriintiilenmesine uygun seffaflastirma teknikleri
gelistirilmistir. Bu tezde 2FM, LTKM ve IPFM kullanildig1 i¢in seffaflagtirma teknigi
olarak CLARTY ve 3DISCO protokolleri denenmis ve 3DISCO’nun mevcut
goriintiileme imkanlarina gore daha uygun oldugu tespit edilmistir. CLARTIY
protokolii uygulanan beyin dokusunun yapi olarak daha genislemis, yumusak ve
floresan isaretlerin uzun siire kalmamasi, seffaflastirma basamaklarindan kullanilan
kimyasallarin maliyetlerinin yiliksek olmasi, icerdigi tuz sollisyonlarinin korozyona
ugradigr tespit edilmistir. Bu sebeplerle beyin felci sonrasi aksonal uzamanin iig
boyutlu analizinin yapilabilmesi i¢cin 3DISCO metodu kullanilmistir. Literatiirde
yapilan caligmalarda beyin felci sonrasi aksonal projeksiyonun goriintiillenmesi
amaciyla BDA ve CB gibi tracerler uygulanarak sonrasinda alinan koronal kesitlere
rutin immiinkimyasal veya immiinfloresan teknikler kullanilmaktadir. Alinan
kesitlerin ince olmasit sebebiyle yapilan analizler tim beynin sonuglarini
yansitmaktansa daha dar bir alanin sonucunu yansitmaktadir [158, 159].
Immiinkimyasal veya immiinfloresan boyamalarda antikor antijen iliskisi ile
kullanildigindan beyin gibi kompleks dokularda kullanilan antikorlarin yanlis bolgeye
baglanmasi sonucu gercegi yansitmayan otofloresan harici isimalar verebilir. Bununla
birlikte kalin kesitlerde yiizeyden daha derindeki bolgelere antikor baglanmasi on-
onbes gilin gibi uzun inkiibasyon siireleri gerektirdiginden ve yeteri kadar derine
penetre olamamasindan dolay1r son yillarda antikor-antijen iligkisini kullanan
immiinfloresan yerine floresan isaretli viral vektor kullanimi artmigtir. BDA veya
CB’nun alternatifi olarak lazer taramali mikroskoplarda goriintli alinabilinmesi i¢in
dokuda floresan isaretli molekiillerin bulunmasi gerekmektedir. Literatiirde bu tiir
mikroskoplarla alinan goriintiilerin bulundugu ¢aligmalarda biiyliik bir kisminin
transgenik fare hatlarinin kullanildigi goriilmiistiir. Ancak beyin felci sonrast yeni
olusan aksonal projeksiyonlarin belirlenebilmesi i¢in transgenik fare hatlar

kullanilamamaktadir. Dolayisiyla ndronlarin isaretlenmesi i¢in motor korteks
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bolgesine yesil floresan ve kirmizi floresan protein ifade eden viral vektorler enjekte

edilmistir.

Iskemi sonrasi, kontralateral hemisferdeki hasarsiz noronlarin aksonlarii
ipsilateral alana dogru uzattig1 ve hasardan etkilenen duysal ve motor fonksiyonlara
kars1t duyarli oldugu bilinmektedir [160, 161]. Yapilan bir ¢alismada PirB ifade
etmeyen hayvanlarda beyin felci sonrasi yapilan plastisite analizinde kortikospinal
yolaktan hasarsiz motor korteksten red nukleus seviyesinde hasarli alana dogru gecen
akson sayis1 ve uzunlugunda artig goriilmiistiir [158]. Literatiirde yapilan ¢caligmalarda
kullanilan hedef molekiill kadar tedavi zamanlamasinin da Onemli oldugu
gosterilmistir. [98, 162]. Iskemi baglangicindan 24 saat iginde 5-GABAA
reseptoriiniin inhibe edilmesi veya rehabilitasyon gibi ge¢ donemde yapilan tedavinin

daha az etkili oldugu gosterilmigstir [70, 163].

Sonug olarak beyin felci sonrasi aksonal projeksiyonlarin belirlenebilmesi i¢in
oncellikle uygun olan seffaflastirma yontemi GFP-M hayvanlar kullanilarak optimize
edildi. Denenen seffaflastirma tekniklerinin igerisinden 3DISCO solvent bazli teknigin
gerek siire acisindan gerekse beyin dokusunun daha stabil olarak saklanabildigi
gozlemlendi. Ayrica bu seffaflastirma yonteminin floresan isaretli hiicrelerin ve
aksonlarin daha wuzun korundugu tespit edildi. Seffaflastirma tekniginin
optimizasyonunun ardindan deney protokoliinde uygulanan viral vektorlerin ne kadar
stire sonunda red niikleus ve fasiyal niikleus bolgelerine ulastig1 tayin edilmistir. Motor
kortekse yapilan viral vektor enjeksiyonlariin 3 hafta ile 1 ay sonra istenilen bolgelere
ulagti81 tespit edilmigtir. Daha sonra beyin felci yapilan hayvanlara operasyondan 3
giin sonra viral vektor enjeksiyonlari yapilip 30. giin sakrifiye edilip 3DISCO
seffaflagtirma modeli uygulandi. Gerek siire gerekse degerlendirme acisindan uygun
doku kalingim belirleyebilmek icin seffaflastirilan dokular gerek 1 mm kalinliginda
gerekse biitiin olarak goriintiilendi. Lazer taramali mikroskopta biitiin beyin
dokusunun goriintiilenemedigi ancak 1 mm’lik kesitlerin fotograflanabildigi ve
¢oziiniirliik olarak ¢ok daha iyi oldugu gbzlemlendi, buna ragmen siire olarak ¢ok uzun
zamanda goriintii alindig1 saptandi. Multi foton mikroskoplarda 1 mm’den daha kalin
dokularin analiz edilebildigi hiz olarak lazer taramali mikroskopa nazaran daha kisa

siirede fotograf cektigi goriildii. Isik perdeli mikroskoplarda ise biitiin beyin
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dokusunun tek seferde ve siire olarak hem lazer taramali mikroskoplara hem de multi

foton mikroskoplara nazaran ¢ok daha hizli goriintii alinabildigi saptandi.

Buldugumuz bu sonuglar dogrultusunda seffaflastirma tekniginin kullanilmasi
ve bunun yaninda viral vektdr enjeksiyonlarmin yapilmasi beyin felci
patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasi, hasardan sonra meydana gelen plastisitenin
kortiko spinal yollarin daha iyi belirlenmesi ve son olarak gelistirilecek tedavi

yontemlerinin etkinliklerinin yorumlanmasina katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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