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1.0ZET

AKSOTOMI HASARININ ARKA KOK GANGLiYON NORONLARININ
MEMBRAN GERGINLIGINE ETKISININ ARASTIRILMASI
Periferik sinir hasarindan sonra, arka kok gangliyonundaki noéronlar ve omurilik ve
beyin sapindaki motor néronlar biiylik morfolojik ve molekiiler degisimlere ugrarlar.
Hasar sonucu aksonal dejenerasyon ve agri olusmaktadir. Periferik sinir hasarina
tedavi gelistirmek i¢in nodronlardaki morfolojik ve molekiiler degisimlerin tespit
edilmesi gerekmektedir. Aksonal hasar in vitro ortamda yapilabilmektedir
(aksotomi). Aksotomiye bagli olarak hiicre boyutunda kiigiilme meydana
gelmektedir. Aksonal hasarda kalpainler ve Kkalsiyum o&nemli islevler yerine
getirmektedir. Hasarda hiicre iskeleti ile iligkili proteinler de onemlidir. Kaspaz-3
bagiml aktin ve tiibiilinin kesimi, yaralanmalardaki aksonal hasarlarda 6nemli bir
gostergedir. Bu ¢alisma ile, literatiirde tam olarak nasil Glgiilecegi belirlenmemis,
arka kok gangliyonu noéronlarinda hiicre zari gerginliklerin (lateral gerginlik ve
kortikal gerginlik) ayr1 ayr1 Olciilmesi, degerlendirilmesi ve hasarin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi amaglanmaktadir. Calismamizda fareden
elde edilen arka kok gangliyonu ndronlarinda lateral ve kortikal kuvvet 6lgtimii optik
cimbizlar (optical tweezers) sistemi ile yapilmistir. Aksotomi Oncesi-sonrasit kuvvet
Olglimiine ek olarak, molekiiler mekanizmay1 bulmak i¢in, canli Kaspaz-3/7 boyasi
parlaklik 6l¢iimleri hizlandirilimig (time-lapse) floresan mikroskobu ile yapilmustir.
Calismamizin sonuglarina gore, aksotomiden sonra hiicre boyutunda anlamli
kiigiilme meydana gelmistir. Aksotomi oOncesi lateral kuvvet, aksotomi Oncesi
kortikal kuvvet ve aksotomi sonrasi kortikal kuvvet Dbirbirleri ile anlamli olarak
iligkilidir. Ayrica aksotomi ile gerceklesen mutlak alan degisikligi ile aksotomi
sonrasi lateral kuvvet, aksotomi sonrasi kortikal kuvvet ve Kaspaz-3/7 parlaklik
degisikligi anlamli koreledir. Bu ¢alismanin sonuglari, periferik sinir hasarinin
altinda yatan mekanik degisikliklerin aydinlatilmasma yonelik kaynaklara katki

saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Arka kok gangliyon néronu, membran esnekligi, aksotomi,

kuvvet 6lgltimii, Kaspaz-3/7.



2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF AXOTOMY INJURY ON MEMBRANE TENSION OF
DORSAL ROOT GANGLION NEURONS

After peripheral nerve injury, neurons in dorsal root ganglia and motor neurons of
spinal cord and brain stem undergo fundamental morphological and molecular
changes. Axonal degeneration and pain are arised from results of nerve injury. For
improving treatment of peripheral nerve injury, these morphological and molecular
changes must be detected. Axonal degeneration can be done in vitro (axotomy).
Volume of cell bodies decreases with axotomy. Calcium influx into the cell body and
calcium dependent molecules like calpeins are important in axonal injury.
Cytoskeletal-related proteins are important in nerve injury. Caspase-3 dependent
cleavage of actin and tubulin is a marker for axonal degeneration. There are less
informations about mechanical changes of neurons in nerve injury. With this study,
measurements and analysis of cellular tensions like lateral and cortical tensions in
dorsal root ganglion neurons seperately and molecular mechanisms of peripheral
nerve injury have been aimed. Cortical and lateral tensions were measured in dorsal
root ganglion neurons from Balb-c mice using optical tweezer system. For
understanding molecular mechanisms of nerve injury, addition to lateral and cortical
measurements before and after axotomy, intensities of Caspase-3/7 were measured
using time-lapse flourescence microscope. According to results of our study,
Volumes of cells are significantly changed. Lateral tension before axotomy, cortical
tension before axotomy and cortical tension after axotomy were correlated each other
significantly. Furthermore, absolute area changes which are derived from axotomy
were correlated with lateral forces after axotomy, cortical forces after axotomy and
changes in Caspase-3/7 intensity significantly. Results of our study can contribute to

further studies on the mechanical changes underlying peripheral nerve injury.

Key Words: Dorsal root gangion neuron, membrane elasticity, axotomy, force

measurement, Caspase-3/7.



3.GIRIS ve AMAC

Sinir sisteminin temel fonksiyonel birimine ndron adi verilmektedir.
Noronlar, elektriksel impulslar olusturabilen ve bunlar1 iletebilme kapasitesine sahip
olan hiicrelerdir. Noronlar yapilarima ve islevlerine gore siniflandirilmaktadir.

Noroglialar ise noronlart destekleyen ve koruyan sinir doku elemanlaridir (1).

Gangliyon, merkezi sinir sistemi disinda néron govde topluluklarini ifade
etmektedir (2). Arka kok gangliyonu(AKG) duyu ndéronlarmin hiicre govde
topluluklaridir. Arka kok gangliyon ndronlar1 psédounipolar yapidadir ve periferik
ve merkezi dallardan olugsmaktadir. Periferik olan periferik sinir sistemine; merkezi

olan merkezi sinir sitemine ileti tasir (3).

Periferik sinir sisteminde yaralanmalar noropatik agri ve aksonal
dejenerasyon olarak disa vurmaktadir (4-6). Sinir hasarindan sonra; hedef dokular
tekrar uyarilabilir hale gelebilir, yakindaki aksonlarn dallar1 ile tekrar uyarim
gerceklesebilir ya da kayip fonksiyon ile canlilik devam edebilir (7). Aksonal hasar
in vitro sartlarda lazer yardimi ile de yapilabilmektedir. Sinir sitemi hiicrelerinin
aksotomiye verdigi farkli histolojik ve biyokimyasal cevaplar vardir (8).
Aksotomiden sonra AKG ndronlari hacimsel olarak kiiciilmektedir (9). Kalsiyumun
hiicre igine girmesi ve kalpeinler gibi kalsiyuma bagimli molekiiller aksotomiye
bagl aksonal hasarda onemli gostergelerdendir (10). Ozellikle aksotomi sonrasi

hiicre iskeleti yikimi goriilmektedir. Kaspaz-3 yikim sirasinda etkin rol oynar (11).

Mekanobiyoloji hiicrelerin mekanik o6zellikleri ile biyolojik fonksiyonlari
arasinda baglanti kuran biyofizigin alt dalidir (12, 13). Mekanik etkenler hiicre
goglerini (14), hiicre biiylimesini (15), kok hiicre farklilasmasi (16), hastalik
durumlarmin regiilasyonu (17, 18) gibi konularda etkilidir. Plazma membrani
gerginligi mekanik etkenlerden biridir. Plazma membran gerginligi vezikiil trafigi
(19), hiicre hareketi (20), endositoz-ekzositoz (21) gibi olaylar1 regiile eder.
Membran gerginligini 6lgmek i¢in birgok yontem kullanilmaktadir (22). Bunlar
arasinda en yaygin olanlar1 yiiksek ¢oziiniirlilkte 6l¢iim yapabilen atomik kuvvet
mikroskobu (Atomic Force Microscopy) (23) ve optik cimbizlar (Optical Tweezer)

(24) kullanilmaktadir. Infrared lazer sistemi sayesinde hiicreler tasinabilir ve



manipule edilebilir. Uygun boncuklar (bead) membrana yapistirilir ve boncuklar

vasitast ile kuvvet 6l¢timii yapilabilir (25-27).

Noronlarda hiicre mekanigi caligmalar1 literatiirde oldukc¢a azdir. Hiicre
mekaniginde 6lciilen kuvvetlerin tanimlamalar1 tam olarak yapilamamustir. In vitro
sinir hasarinin AKG noéronlarinda mekanik olarak nasil etki ettigi de
bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci, aksotomi hasar1 sonrast AKG noronlarinin
membran mekanigindeki farkliliklar1 analiz etmektir. Bu amagla, sinir hasart dncesi
ve sonrasi uygun agcilarla 6l¢iilen kuvvetlerin karsilastirilmalari yapilarak, sinir
hasarmin altinda yatan mekanik mekanizmalarin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Bu
calismanin  sonuclarinin  néron mekanigi literatiiriine katki  saglayacagini

diisiinmekteyiz.



4.GENEL BILGILER

4.1.Noron

Elektriksel impuls iiretebilen ve impulslari iletebilen sinir sisteminin temel
birimine noron denir. Sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sistemi
olmak tizere ikiye ayrilir. Merkezi sinir siteminde beyin ve omurilikten olusmaktadir.
Periferal sinir sistemi, otonomik sinir sistemi ve somatik sistemi olarak ikiye ayrilir.
Otonomik sinir sitemi ise sempatik ve parasempatik sinir sitemlerinden olusmaktadir.
Noronlar birbirlerine gbére pozisyonlarina, yapilarina ve islevlerine gore
smiflandirilirlar. Noronlar birbirlerinin pozisyonlarina gore pre-sinaptik ve post-
sinaptik; yapilarina gore unipolar (6rnegin; vertebratlarin otonomik sinir sistemleri),
psddounipolar (6rnegin; arka kok gangliyonu), bipolar (6rnegin; retinanin bipolar
hiicreleri) ve multipolar (6rnegin; spinal kordun motor ndronlari, hipokampiisiin
piramidal hiicreleri ve serebellumdaki purkinje hiicreleri); islevlerine gore ise
duyusal (sensory), motor néron ve ara noron (projeksiyon ve lokal ara ndronlar)
(interneuron) olarak ayrilir. Noronlar hiicre govdesi, akson ve dendrit gibi 3 ana
bolimden olusur (Sekil 4.1) (1).

—— Dendrit
Endoplazmik Retikulum

Golgi
Tasman vezikiil

Cekirdek

Dendritler”

Tasinan vezikiil
Sinaptik

Vezikil _ Sinaptik sonlanma

Sekil 4.1. Noron anatomisi (1).



Noron doktrini yilar i¢cinde Onemli yol katetmistir. Golgi boyamasindan
baslayan tarihi siireci ndéron mekanigi c¢aligmalarina kadar uzanmaktadir.
Noronlardan ilk bahsedenler-sinirbilimin kurucular1 Cajal (28) ve Sherrington’dur
(29).  Sinirbilimin dogmasinda daha ©once bulunan Golgi boyama tekniginin
bulunmasi 6nemlidir (30). Cajal’in ndronlar arasinda bosluk oldugu goézlemi yillar
sonra elektron mikroskobunun (31) verileri ile sinaptik bosluklar olarak gosterilmistir
(32, 33). Leeuwenhoek, Hoohke, Schleiden, Schwann ve Waldeyer gibi bilim
insanlar1  noéronlarin  anatomisinden,  yapilarindan, ¢ogalmalarindan  ve
patolojilerinden bahsederek sinirbilime katkida bulunmustur (34, 35). Bir¢ok beyin
bolgesinde (36-39), oOzellikle insanlarda (40), kendiliginden olan aktivite
gOriilmiistiir. Insanda ilk kendiliginden aktivite verileri EEG
(electroencephalography) ile Hans Berger tarafindan almmustir (41). Ik hayvan
EEG’si ise Vladimir Vladimirovich Pravdich-Neminsky tarafindan kdpek tizerinde
gosterilmistir (42). Miirekkep baligi tizerindeki calismalariyla Hodgkin ve Huxley
aksiyon potansiyelinin baslama ve yayilmasindaki iyonik mekanizmay1
aciklamislardir (43). Noronlar memeli beyninde noral baglantilar kurmaktadir (44).
Ormegin memeli beynindeki piramidal néronlar diger hiicrelerle baglant: kurmakta ve
onlardan veriler almaktadir (45). Organik voltaj indikatorleri (46) ve organik
kalsiyum indikatorlerinin (47) sentezlenmesi ile noral aktivitelerin optik kayitlart
yapilabilmektedir. Genetik kodlu indikatorler de noral aglarda noéron aktivitesini
Olgmekte faydali olmustur (48, 49). CCD (cooled charge-coupled device) kameralar
(50) ve two-photon microskobi (51) gibi ¢ok hizli-kantitatif optik ¢ekim yapabilen
teknolojiler sayesinde derinlemesine (52) ve 3 boyutlu (53) canli beyin
goriintiilemeleri yapilabilmektedir. Optik olarak noral aglarin degistirilebildigi
optogenetik teknigi son yillarda oldukg¢a yaygin hale gelmistir (54). Ayrica
noronlarin mekanik Ozelliklerinin, noral gelisim ve tamir gibi olaylarla katki

sagladig ortaya konulmustur (55).
4.2.Arka Kok Gangliyonu(AKG)

Merkezi sinir sistemi (MSS) disinda sinir hiicresi gévde topluluklarina
gangliyon denir (2). Vertebralarda 3 biiyiik gangliyon grubu vardir. Bunlar; arka kok,
kraniyel sinir ve otonomik gangliyonlardir. Arka kok gangliyonu (AKG) duyu



noronlarindan  olusur. Arka kok gangliyon ndronlarn yalanci-tek kutuplu
(pseudounipolar) yapidadir. Periferik dali periferik sinir sistemine; merkezi dal ise
merkezi sinir sistemine iletileri tasimaktadir (3). AKG, arka kok ve spinal sinirler
arasinda bulunmaktadir (Sekil 4.2.1) (56). Sinir hasarinda ya da inflamasyonda bu
ndronlar nosiseptif(agri) sinyali artirarak ndronal uyariminin artirtlmasi ve ektopik
bosaltimlarin (ectopic discharges) olusmasini artirmaktadir (57, 58). AKG, periferal
sinir demetlerini koruyan ve i¢ ortami diizenleyen perindriyumdan (perineurium)
farkli olarak onu ¢evreleyen koruyucu kapsiiler membrandan yoksundur ve gecirgen

bag doku kapsiiliine sahiptir (59). Bu gegirgenlik gangliyondaki yiiksek yogunluklu

kan damarlari ile agiklanabilir (60).

Sekil 4.2.1. Sigan L5 AKG anatomisi (56). DRG: Arka kok gangliyonu, DR: Arka
kok, CE: Caudia equina, P: Pedikiiller.

Arka kok gangliyonundan agr1 iletimi (nociceptors), mekanik iletim
(mechanoreceptors) ve konum bilgisi (proprioceptors) gegmektedir (Sekil 4.2.2) (61).
Agrt ve 1siy1 ileten nosiseptorler laminae I ve II’ ye; dokunmayr ileten
mekanoreseptorler laminae III, IV ve V’e; konum iletimi ise arka boynuza (dorsal

horn) iletim yapmaktadir.



Arka boynuz

Arka kok gangliyonu

Sekil 4.2.2. Arka kok gangliyonu iletim yollar1 (61).

4.3.AKG Gelisimi

b En
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Melanocyte lineage
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Sekil 4.3. AKG gelisimi (62). A. 9. Embriyonik giin. B. 11. Embriyonik giin. C. 12.
Embriyonik giin-dogum

Noral krest hiicreler (neural crest cells) arka noral tiipten (dorsal neural tube)
katmanlara ayrilir ve noral krest hiicreler ventral yolak boyunca go¢ edip arka kok
gangliyonu hiicrelerini (AKG: duyusal koken (sensory lineage)) ve sempatik ve
enterik noronlarint (otonomik kdken (autonomic lineage)) olusturur. Diger hiicreler
dorsolateral yolagi kullanarak pigment hiicreleri ile deride kolonize olurlar

(melanocyte lineage) (Sekil 4.3a). Gog sirasinda ve AKG’ye birlesmeden kisa zaman



sonra noral krest hiicreler duyusal ve noéronal kaderi ifa eder ve nosiseptif,
mekanoreseptif ve nosiseptif noronlara ¢esitlendirilirler (Sekil 4.3b). Noron alt tipleri

sonlanmalar yapmaktadir (Sekil 4.3c) (62).

RUNX; RUNXI1, RUNX2 ve RUNX3 transkripsiyon faktorlerinden (TF)
olusan bir TF ailesidir (63). Runx3-mekanoreseptif ve proprioseptif farklilasma ve
Runx1-nosiseptif farklilasma arasindaki baglantilar gosterilmistir (64-68). AKG
farklilagsmasinda 6nemli adimlardan biri olan aksonal biiylime i¢ ve dis faktdrlerden
etkilenmektedir (62). Dis faktorlerden semaforinler 6ne ¢ikmaktadir. Semaforin 3A,
embriyonik AKG noéronlarinin aksonal yonlendirilmerleri i¢in neuropilin 1 (69) ve
plexin A4 reseptorleri (70) ile iliski kurar. I¢ faktdrlerden olan Runx ifadesininin

artmasi aksonal biiyiimeyi in vivo (64) ve in vitro (67) artirir.
4.4 Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinir sisteminde yaralanmalar, noropatik agr1 ve aksonal
dejenerasyona (4, 5) yol acabilir. Yaralanmadan sonra su ii¢ ihtimalden biri
gerceklesir: hedef dokular tekrar uyarilabilir hale gelebilir, yakindaki aksonlarin
dallar1 ile tekrar uyarim gerceklesebilir ya da kayip fonksiyon ile canlilik devam
edebilir (7). Aksonal hasar in vitro sartlarda lazer yardimi ile de yapilabilmektedir

(71). In vitroda aksonun kesilmesi islemine aksotomi denir.
4.5 Periferik Sinir Hasarina Yanit Mekanizmalari

AKG noronlart aksotomiye yanit olarak hiicre gévdelerinde hacimsel olarak
kiiciilmektedir (9). AKG noronlarinda aksotomiye bagi olarak hiicre igine kalsiyum
girisi meydana gelmektedir. Kalsiyumun girmesi kalpeinleri aktive etmektedir (10).
AKG noronlart satellit glia hiicreleri tarafindan sarilmaktadirlar. Duyusal
gangliyonlardaki aksonlarin hasari noropatik agriya neden olur. Satellit glia
hiicrelerindeki hasar arka kok gangliyonunda patolojik degisikliklere neden
olmaktadir (72). Agr1 mekanizmasini ¢ozmek igin bir ¢ok ¢alisma yapilmistir (56).
2015’te Peirs ve arkadaglari, AKG’ler {iizerinde yaptiklari vezikiiler glutamat
tastyicist 3 (VGLUT3) merkezli ¢calismalari ile mekanik agri mekanizmasinda 6nemli
yol katetmislerdir. Sinir hasari ve inflamasyon durumunda farkli mekanizmalar

aktive olmaktadir (Sekil 4.5.1)(73).



Periferal sonlanma

Dokunma

Sekil 4.5.1. Mekanik agri i¢in arka boynuz devreleri (73).

Periferal sinir hasarindan sonra, AKG’deki duyusal noronlar ve omurilik ve
beyin sapindaki motor noronlar bilyiik morfolojik ve molekiiler degisimlere giderler.
Bu degisimler hayatta kalmay1 ve tamiri tesvik etmektedir (8). Sinir hasarindan sonra
AKG’de icinde transkripsiyon faktorlerinin de bulundugu mesaje1 RNA’lar
seviyesinde degisiklikler meydana gelmektedir (74, 75). AKG’de hasarli aksondan
cikan hasar sinyalleri retrograd aksonal tasinmayla tasinmaktadir (76). Hasarli
aksonda retrograd sinyal yolaklari etkilidir. Hasardan sonra schwann hiicrelerinde
sentezlenen 16komia-inhibe edici faktor (LIF), schwann hiicrelerinden salinan siliyer
norotrofik faktér (CNTF) ve noronlarda sentezlen interlokin (IL)-6 hasar bolgesine
yakin lokalize olmaktadir (Sekil 4.5.2A). LIF, CNTF ve IL-6 sentezlenmesi gp130
reseptorli ce TNF reseptoriinii (TNFR) aktive ederek diger molekiilleri etkilemektedir
(pSTAT3 ve pJNK) (Sekil 4.5.2B). STAT3 (sinyal ¢evirici ve transkripsiyon
aktivatorii-3) dimerleri inflamasyon ve tamirler ilgili genlerin sentezlenmesini
indiiklemektedir (Sekil 4.5.2C) (8).

Akson hasarindan sonra Rho ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) ndron
rejenerasyonundaki sinyal yolaklarindaki mediatér molekiillerdir. Sinyal yolaklar
aktini depolimerize eden ve yeniden modelleyen cofilin proteinini etkilemektedir

(Sekil 4.5.3). Bu sinyal yolaklar1 hiicre membranindan hiicre iskeletine kadar etkilidir
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(8). Akson tamir bolgesinde mikrotiibiiliin yeniden diizenlenmesi mikrotiibiil-iligkili
proteinler tarafindan yapilmaktadir (77). Dolayisiyla hiicrenin mekanik o6zellikleri

hasar Oncesi ve sonrasinda onemlidir.

Sekil 4.5.2. Akson hasarinda retrograd sinyal yolaklari (8). A-C. Akson hasari ve

akson yenilenmesinde meydana gelen molekiiler diizenlemeler.

Actin dynamic_ ———

Sekil 4.5.3. Akson tamir bolgesinde rejenerasyon iligkili genler (8).
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Kaspazlar apoptotik sinyaller geldiginde katalitik olarak aktif proteazlardir
(78, 79). Efektor kaspazlar (Kaspaz-2,-3,-6,-7) DNA’nin, hiicre iskeleti
elemanlariinin ve diizenleyici enzimlerin yikimindan sorumludur (79-82). Periferal
aksotomiden sonra satellit glia hiicrelerinde sinir biiyiime faktorii (NGF) ve
norotrofin-3 (NT3) seviyesi artmaktadir (56). NGF yoklugu da bir gesit in vitro
akson hasaridir (83). NGF yoksunlugundaki akson dejenerasyonunda Kaspaz-3 ve
Kaspaz-6’nin rolleri gosterilmistir. (84). Fare ve si¢anlarda aksotomi sonrasi Kaspaz-
3 neonatal motor noronlarda aktif olur ve hiicre Olimiini indiikklemektedir (11).
Yetiskin farede AKG’nin motor ndronlarinda Kaspaz-3 bagimli hiicre oliimleri
goriilmiistiir (85). Kaspaz-3 ve Kaspaz-6 bagimli aktin ve tiibiilinin kesimi, norol

gelisimdeki ve yaralanmalardaki aksonal dejenerasyonda 6nemli bir gostergedir (86).
4.6. Hiicre Mekanigi

Hiicre mekanigi calismalart hiicrelerin mekanik &zellikleri ile biyolojik
fonksiyonlar1 arasindaki iligkilerle ilgilenir (12, 13). Hiicredeki bu mekanik
ozellikleri hiicre membrani, ¢ekirdegi ve hiicre iskeleti olusturur. Mekanik 6zellikler
hiicresel kuvvetleri tiretir. Hiicre mekanigini anlamak i¢in in vitro deneyler ile in
silico modeller arasinda matematiksel iliskiler kurulmalidir. (87). Hiicre
populasyonunun mekanik cevabini ¢alismak i¢in tek hiicre cevaplarinin ortalama
degerleri ¢alisilmalidir (88). Astim (89), kemik erimesi (90), damar tikanikligi (91),
kanser (18), osteoartrit (92), glokom hastalig1 (93) ve kas distrofisinde (94) hiicresel
ya da dokusal mekanikte bozulmalar meydana gelmektedir. 20. Yiizyilin baslarinda
D’Arcy Thompson tarafindan yazilan ‘On Growth and Form’ isimli ¢aligma
mekanobiyolojinin  basglangict  sayilmaktadir. Calismada biyolojik  formlarin
gelisimsel degisikliklerle nasil sekil aldigi konusu islenmektedir (95). Sonrasinda
mikromanipiilasyon (96), integrin ailesinin kesfi (97), atomik kuvvet mikroskobu ve
optik cimbizlarin (optical tweezers) kullanimi (98, 99), molekiiler ¢alismalar (100-
102) ve ilk in vivo talin gerilimi (103) gibi ¢alsmalar ile hiicre mekanigi ¢aligmalari

gelismistir.

Mekanik kuvvetler 6zel proteinler tarafindan integrin ve kaderin adezyon
bolgelerinde algilanir. Bu mekanik kuvvetler biyokimyasal sinyallere doniiserek

hiicre davranisin1 ve fonsiyonlar1 degistirmektedir. Bu olaya mekanik aktarim
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(mechanotransduction) denir. Fokal adezyonlardaki ya da hiicre-hiicre
etkilesimlerindeki integrinler ve kaderinler iizerindeki reseptorler kasilma ya da
ylizey sertligini algilamaktadir. Mekanik algilayicilar olarak ¢alisan ve esneyebilen
proteinler, talin ve p130CAS, mekanik uyariy: algilar ve MRTFA (myocardin-iligkili
transkripsiyon faktorii), YAP (Yes-iliskili protein) gibi proteinler ¢ekirdege sinyal
iletimi yapar. Gen ve protein ifade diizeyi degismektedir. Bu degisiklik farkli hiicre
davraniglart ve fonksiyonlart olarak aciga ¢ikmaktadir (Sekil 4.6.1 ve Sekil
4.6.2)(104). Integrin ve kaderin adezyonlarmdan sonra sinyal, kuvvet iletim ve aktin
diizenleyici protein tabakalar1 gelmektedir (Sekil 4.6.3)(105).

Algilama Sinyal

fonksiyonlar

Hiicre davranisi ve

Myasin Il

Integrin

Sekil 4.6.1. Mekanik iletim (104).

Hiicre germe Substrat gerginligi

Proliferasyon Koklilik Farklilasma

Sekil 4.6.2. Mekanik uyari-algi-sinyal-gen ifadesi-fonsiyon (105)
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Sekil 4.6.3. A) Integrin ve kaderinlerin immiinfloresan goriintiileri. B) Sinyal

tabakasi, kuvvet iletim tabakasi ve aktin diizenleyici bélgedeki proteinler (105).

Biyolojik olaylardaki kuvvet olusumunda aktin aglar1 da ¢ok 6nemlidir. Bu
aktin aglart  Arp2/3, WASP-ailesi c¢ekirdeklenme destek faktorii (nucleation
promoting factor(NPF)) ve kapaklama proteininden (capping protein) olusmaktadir
(106, 107). Aktin aglari mekanik degisikliklere uyum saglamaktadir (Sekil 4.6.4).
Aktin aglarinin eski halini almasinda mekanik hafizadan bahsedilmektedir (108).
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Sekil 4.6.4. Aktin aglarinda kuvvete cevap (108).

Plazma membrani gerginligi mekanik etkenlerden biridir. Membran gerginligi
akici-mozaik model tarafindan tanimlanmaktadir (109). Membran gerginligi
membran1 deforme edebilen kuvvetler ile iligkilidir (110). Membran gerginligi,
membran-hiicre iskeleti adezyonunun ve osmotik basincin neden oldugu gerginliktir.
Kortikal gerginlik (cortical tension), aktin korteksi tarafindan olusan gerginliktir
(111). Plazma membran gerginligi; vezikil trafigi, hiicre hareketi, endositoz-
ekzositoz gibi olaylar1 diizenlemektedir (19-21). Kaveola (caveolae); kolesterol,
sfingolipid ve caveolin bakimindan zengin membran ice-go¢iimleridir (111). Bu
fiziksel membran rezervuart ani membran gerginligine kars1 uyumu saglamaktadir
(112, 113). Kaveola olusurken alanin azalmasina bagli olarak membran gerginligi
artmaktadir. Hiicre iskeleti gerginli§i ve membran gerginligi karsilastirilmas: hiicre
tiplerine gore degismektedir (110). Hiicrede interfazdan anafaza geciste kortikal ve
membran gerginlikleri degismektedir (Sekil 4.6.5)(111).
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Sekil 4.6.5. Mitozda meydana gelen kuvvetlerin dagilimi (111).

Hiicreler membran gerginligini 3 farkli yolla algilamaktadir (Sekil 4.6.6).

Bunlardan ilki mekanosensitif kanallardir. Gerginlik durumunda bu kanallar

acilmaktadir. Ikincisi, gerginlik durumuna membrandan ayrilan kivriklik algilayict

proteinlerdir. Ugiinciisii ise membran korteks bagimli proteinlerdir (membrane to

cortex attachment proteins). Protein lokalizasyonlarinin degismesi ile algilama

Gerginlik durumunda MG

yapilmaktadir (110).
Membran Dinlenme durumunda MG
gerginliginin — (Gdg vs)
(MG) algilanmasi . ;;'::\*:j

Mekanosensitif
kanallar

Kivriklik algilayict
proteinler

Membran-korteks
baglant1 proteinleri

c:_—f_ —

-

Jo N

Sekil 4.6.6. Membran gerginliginin algilanmasi (110).

h(‘
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Farede Stomatin-benzeri protein-3 (STOML3) dokunmay1 algilamada énemli
bir proteindir (114). STOMLS3, mekanik bagl Piezo kanallarinin hassasligini ayarlar
(115). Arka kok gangliyonu néronlarinda patch-clamp teknigi kullanilarak
mekanosensitif akimlar Slgiilebilir. Biitiin mekanosensitif iyon kanallari membrana
gomiilidiir. AKG ndronlarinda STOML3, membran mekanigini kolesterole
baglanarak ve kuvvet transferi yaparak kontrol etmektedir. AKG ndéronlarinda
STOML3, aym1 zamanda, Piezol ve Piezo2 kanallarinin mekanik duyarliligini

ayarlamaktadir (116).
4.7 Kuvvet uygulama ve algilama teknikleri

Hiicrelerin mekanigini anlamak icin genellikle iki grup uygulamalar
kullanilir. Bunlar kuvvet uygulama ve kuvvet algilayict tekniklerdir. Kuvvet
uygulama teknikleri uygulanan deformasyon ya da kuvvete karsi hiicresel cevabi
Olgen tekniklerdir (Sekil 4.7.1). Kuvvet algilayici teknikler ise hiicre gelisiminde,
hiicre gociinde yani hiicresel olaylarda ortaya cikan kuvvetleri 6lgmeye yarayan

tekniklerdir (Sekil 4.7.2)(87).

Mikropipet aspirayonu

Elektrik alan uyarimi - Mikroigne manipulasyonu
— (%I 7
MEMS —
Atomik kuvvet mikroskobu
e +
i
QCM Optik cimbizlar
Elektrik —
(==
Ultrases uyarimi Optik gerici
— ? Euil
| eknikler
Akustik Kuvvet - -

S teknikler uygulama

Akustik cimbizlar teknikleri Manyetik cimbizlar

Manyetik S
S teknikler ==
Mikroakiskan Akss mTC
= teknikleri
S A
- A —
Koni ve levha :&gg | EE Substrat gerinimi
Paralel levha akist Basing

Sekil 4.7.1. Kuvvet ugulama teknikleri (87).
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Membran burusturma
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Sekil 4.7.2. Kuvvet algilayici teknikler (87).

Young’s modulus (Elastikiyet katsayis1) (E), materyalin deformasyona karsi
direnci olarak tanimlanan degismezdir (55). Kuvvet uygulama tekniklerinden olan
mikropipet aspirasyonu (micropipette aspiration), hiicresel materyalin cam pipet
icindeki negatif basinca verdigi cevabi 6lgmektedir. Uygulanan vakum basinci, hiicre
i¢ine giren pipetin boyu ve pipetin c¢api elastikiyet katsayis1 hesaplamasinda etkilidir.
Mikropipet aspirasyonu bir ¢ok hiicre tipinde uygulanmistir (87). Fetal farelerden
alman AKG noéronlarinda, mikropipet aspirasyon teknigi kullanilarak membran
esnekiligi Ol¢limii yapilmistir. Membran esnekliginin yaslanmaya bagli olarak
azaldig1 sonucuna varilmistir (117). Mikropipet aspirasyonu kolay ve ucuzdur. Ayni
zamanda kuvvet ¢oziiniirliigii pikonewton diizeyindedir (118). Bu teknigi kullanirken

hiicre deformasyona ugrar ve teknikte optik goriintiileme eksiklikleri mevcuttur (87).
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Atomik kuvvet mikroskobu (atomic force microscopy(AFM)), esnek konsol
(cantilever) bulunduran kuvvetin uygulanabildigi ve kuvvetin algilanabildigi
sistemdir. Sistem yer degistirmeyi Olger ve ¢ok ileri diizeyde Olgiimler
yapabilmektedir. Uygulanan kuvvet, AFM ucunun sekli ve ¢ukur derinligi, bu
teknikte, elastikiyet katsayis1 hesaplamasinda etkilidir. AFM ile birgok tip hiicrenin
mekanik caligmalar1  yapilmistir. AFM  pikonewton diizeyinde Olgiimler
yapabilmektedir. AFM hiicre yapisindaki nano diizeydeki yapilarin ¢6ziimlenmesine
yardime1 olmaktadir. AFM ayni1 zamanda bir hiicre tizerinde ¢ok fazla bilgi verebilir.
Teknikte kullanilan kuvvet hiicreye zarar verebilir ve bu zarar elastikiyet katsayisini
degistirebilir. Farkli AFM’lerde u¢ sekli, farkli deneylerde degisebilir. Boylece
sonuglar da farkli mikroskoplarda degisebilir (87). AFM kullanilarak AKG
noronlarinda membran esnekligi 6lgtimleri yapilmistir (116, 119). AFM ve floresan
mikroskoplarinin = kombinasyonuyla yasayan noronlarda esneklik haritalar
cikartilmisgtir (120). Farelerden alinan lumbar AKG noéronlarinda, periferik sinir
hasar1 Oncesi ve sonrasi, AFM ile mekanik farkliliklar tespit edilmistir (121). AFM
ile yiiksek ¢oziintirliikte 6lgtim yapilabilir (23).

Optik cimbizlar (optical tweezers (OT)) ya da optik tutucu (optical trapping)
Arthur Ashkin’in Bell Telephone laboratuvarlarinda gelistirilmistir (122, 123). OT,
hem kuvvetin uygulanabildigi hem de kuvvetin algilanabildigi sistemdir (87). Optik
cimbizlar infrared laser kullanir. Ayrica objeyi tutmak i¢in mikroskoba ihtiya¢ duyar.
Fotonlarin hareketlerini kontrol altina alir (124). Fotonlarda, objeyi gectigi zaman,
objenin kirilma indisinden dolay1 yon degisikligi meydana gelir. Bu yon degisikligi
momentumu degistirir ve boylece objenin lizerinde kuvvet olusur. Fotonik kuvvetler
lazer 1sininin merkezinde tutulur. Optik cimbizlar ile mekanik deneyleri birgok hiicre
tipinde yapilmistir. Hiicre ¢alismalar i¢in kiiresel boncuklar (bead) kullanilir. Kuvvet
Ol¢iimiinde lazer 1smnmin yogunlugu, boncugun kirilma indisi ve hiicre kiiltiirii
besiyerinin kirilma indisi O6nemlidir. Polysterene boncuklarin ¢apinin 1-5 pm
arasinda olmasi kuvvet 6l¢timii i¢in idealdir . Uygun boncuklar membrana yapistirilir
ve boncuklar vasitasi ile kuvvet Olgiimii yapilabilir (25-27, 125). Calismalarda
kullanilacak boncuklar uygun proteinlerle kaplanabilir (87). Optik cimbizlar yiiksek
¢ozinirlikte 3-boyutlu olgtimler saglamaktadir (24). Optik cimbizlarda kuvvet

Ol¢timii Hooke’s kuralina dayanmaktadir. Kuvvet 6lgtimiinde belirleyici olan tutulan
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objenin iizerindeki kuvvet ve tutucu merkezinden sapmadir (126). Bu sapmalar, {ist
diizey tekniklerle belirlenmektedir (127). Optik cimbizlar sisteminde kuvvet
uygulayict ile hiicre arasinda fiziksel baglanti yoktur (126). Hiicrelere ek boncuklar
da eklenebilir (128). Boncuklarin hiicreye tutturulmasinda kullanilan kaplama
teknikleri ile daha spesifik olgiimler yapilabilir. Yiiksek lazer kuvvetleri ve lazerin
yiiksek yogunlugundan kaynaklanan 1sinma bu teknigin eksik taraflaridir (124, 127).

Isinma, hiicrelerin mekanik 6zelliklerini degistirebilir (87).

Bu ii¢ teknigin disinda kuvvet uygulayici ve kuvvet algilayici teknikler vardir.
Cok sik kullanilan AFM ve optik cimbizlar tekniklerinin birbirlerine gore

tistlinliikleri bulunmaktadir (Tablo 4.7)(87).

Tablo 4.7. AFM ve OT karsilastirilmasi (87).

AFM oT
Kuvvet Uygulama 10-10" pN 0.01-10° pN
Kuvvet Algilama 10-10° pN 1-100 pN
Uzaysal Algilama (nm) 1-10° nm 10-10° nm
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5. METOD VE MATERYAL

Balb-c farelerden izole edilen arka kdk gangliyonu noronlarinda kortikal ve

lateral kuvvet Olgiimleri yapildi. Kuvvetlerin olusumunda miyozinin roliiniin

belirlenmesi i¢in genel miyozin inhibitdrii olan BDM kullanildi. Hiicre iskeleti

yikiminda gorev alan Kaspaz-3’iin alan degisimi ve kuvvetler ile iligkisine bakild1.

Olgiilen Kaspaz-3 parlakliklarinin kontrolleri yapildi.

5.1.Deney Hayvanlar

Calismamiz i¢in, deney hayvani olarak yetiskin (6-8 haftalik) Balb-c irki albino

fareler kullamldi. Fareler, Istanbul Medipol Universitesi Tip Arastirmalari

Merkezi’nden temin edildi. Calisma igin Istanbul Medipol Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik kurul onay1 (38828770-604.01.01-E23167)

alinmistir.

5.2 Kullanilan Malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Kataog
Numarasi

35 mm cam tabanli petri WPI FD35-100

Poly-L-Lysine Sigma P6282

Laminin Sigma L2020

NBA (Without L-Glutamine, with Phenol Gibco 10888-022

Red)

RPMI 1640 1X (Without L-Glutamine, Multicell 350-030-CL

Without Sodium Pyruvate, with Phenol

Red)

HBSS (With Sodium Bicarbonate, with Multicell 311-510-CL

Phenol Red)

HBSS 10X (Without Phenol Red, without Multicell 311-506-CL

sodium bicarbonate, without calcium &

magnesium)

Antibiyotik antimikotik solusyon Sigma A5955

GlutaMAX Gibco 35050061

B-27® Serum-Free Supplement Gibco 17504044

Collagenase Sigma C7657

Tripsin Gibco 15400-054

DNAse Sigma D4513

Tripsin inhibitori Sigma T6522

FBS(Fetal Bovin Serum) Sigma F4135
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Percoll Sigma P4937
Polystyrene Latex Beads Sigma LB30
BDM(2,3-Butanedione monoxime) Sigma B0753
Blebbistatin Sigma B0560
EDTA(Ethylenediaminetetraacetic acid) Sigma EDS
Cell Event Caspase-3/7 Green Life C10423
Technologies

5.3. Hiicre izolasyonu oncesi hazirhiklar ve hiicre eldesi
5.3.1. Kiiltiir kab1 hazirlanmasi

Bir giin 6nceden, hiicrelerin ekilecekleri 35 mm’lik cam tabanh kiiltiir kaplar
hiicreler i¢in uygun hale getirilmek i¢in Poly-L-Lysine ve laminin ile kaplandi. Poly-
L-Lysine kiiltiir kaplarinin yiizeylerinin hidrofilik yapiya gelmesini saglar. Laminin
ise periferik noronlarin ekstraseliller matrisinde bulunur. Poly-L-Lysin laminin
iliskisi ile kiiltiir kaplari, hiicreler i¢in uygun hale getirilir. 750 pl %10’luk Poly-L-
Lysine, (75ul pll+675 pl sterile distile su) 35 mm’lik steril kiiltiir kabinin ortasina
yayildi. Petriler 2 saat oda sicakliginda kabin igerisinde bekletildi. 2 saatin sonunda
petriler 3 kere distile su ile yikandi. Kiiltiir kaplarinin orta kistmlarina 500ul %0.1
‘lik laminin (5ul laminin + 495 steril distile su) eklendi. Kiiltiir kaplar1 lamininde
gece boyu 37 °C’de bekletildi. Hiicreler eklenmeden 6nce 3 kere distile su ile yikandi

ve yikamadan sonra kurumaya birakildi.
5.3.2. Kiiltiirde kullanilacak besiyerlerinin hazirlanmasi
5.3.2.1. Diseksiyon besiyeri

Kiiltiir yapilacagi giin diseksiyon besiyeri aseptik sartlarda hazirlandi.
Diseksiyon besiyeri icin RPMI 1640 kullanildi. Besiyeri %1 antibiyotik ve %l

glutamax olacak sekilde hazirlandi. Diseksiyon islemine kadar +4 °C’de bekletildi.
5.3.2.2. Kiiltiir besiyeri

Kiiltiir yapilacagi giin kiiltiir besiyeri aseptik sartlarda hazirlandi. Diseksiyon
besiyeri i¢in Neurobasal A kullanildi. Kiiltiir besiyeri %1 antibiyotik, %1 glutamax
ve %2 B27 olacak sekilde hazirlandi. Kiiltiir besiyeri 37 °C’de kapagi yarim agik

sekilde muhafaza edildi.
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5.3.3. Diseksiyon

Fareler CO2 solutma yontemi ile Otenazi yapildi. Diseksiyon besiyeri
icerisinde kostalar ¢ikarildi. Kostalar silikon tabanli diseksiyon kabina alindi. En az
20 adet arka kok gangliyonu stero mikroskop altinda ve aseptik kosullarda hizli bir
sekilde cikarildi. Kostalar ve ¢ikarilan gangliyonlar soguk tablanin iizerinde ve

diseksiyon besiyeri igerisinde bekletildi.
5.3.4. Kiiltiir protokolii
5.3.4.1 Kollajenaz inkiibasyonu

1 ml %1°lik kollajenaz hazirland1 (990 pl kiiltiir besiyeri + 10 pl kollajenaz
enzimi). Homojen olana dek karigtirildi. Cikarllan AKG’ler enzim solusyonuna
eklendi. 40 dakika ependorfun kapagi acik sekilde 37°C’de inkiibe edildi.

5.3.4.2 Enzimin uzaklastirilmasi

AKG’lerin i¢inde bulundugu kolajenazli besiyeri ¢ekildi. 3 kez 1 ml HBSS ile
serolojik pipet kullanilarak yikama yapildi. HBSS her eklendiginde gangliyonlar sivi
icinde hareket edecek sekilde yikandi. HBSS c¢ekilmeden oOnce gangliyonlarin
cokmeleri beklendi. 3 kez yitkamanin sonunda HBSS cekildi.

5.3.4.3 Tripsin inkiibasyonu

500 pl Tripsin 1X (450 ul kiiltiir besiyeri + 50 pl tripsin 10X) hazirlandi ve
gangliyonlarin iizerine homojen olacak sekilde aktarildi. 15 dakika kapagi agik

sekilde 37°C’de inkiibe edildi.
5.3.4.4 Tritiirasyon ve DNase inkiibasyonu

Tritiirasyon, enzim inkiibasyonu yapilarak gevsemis dokunun gittikce daralan
pipet uclarindan gecirilmek suretiyle mekanik olarak ayristirilmasi demektir. Tripsin
heniiz ortamdayken hiicreler 6nce ucu kesik 1000 pul’lik pipet ucu, sonra kesilmemis
1000 pul’lik pipet ucu, sonra 200 pul’lik pipet ucu ve son olarak insiilin enjektorii ile 2
kez triture edilip ayristirildi. Ayristirilmis hiicre siispansiyonuna %1 olacak sekilde

Sul DNAse eklendi. 1 saat kapagi agik sekilde 37°C’de inkiibe edildi.
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5.3.4.5 Enzimin uzaklastirilmasi ve aktivitesinin durdurulmasi

Hiicre siispansiyonu 4°C’ye sogutulmus santrifiijjde 3 dakika 1000 RPM’ de
¢oktiiriildii. Siipernatant atilir. Boylece enzim uzaklastirildi. Tiim enzim aktivitesini
durdurmak i¢in 360 pl kiiltiir besiyeri igine 40 ul FCS ve 30 pl tripsin inhibitorii
ilave edildi. Bir sonraki asama olan gradientte kullanilacak hiicre tabakasi

olusturuldu.
5.3.4.6 Hiicrelerin ayristirilmasi

Hiicrelerin biiyiikliikleri ve agirliklarina gore ayrismasi igin 3 tabakali percoll
gradyani hazirlandi. En altta %60°lik (300ul Percoll + 200ul kiiltlir besiyeri), ortada
%35’lik (175 pl Percoll + 325 pl kiiltiir besiyeri) ve en listte %10’luk (50 pl Percoll
+ 450 pl kiiltiir besiyeri) olacak sekilde falkona eklendi. Gradyanin iizerine bir
onceki adimda hazirlanan hiicre soliisyonu yavasga ilave edildi. +4°C’de 20 dakika
1700 RPM'de santrifuj edildi. %60’lik tabakanin ortasindan 750pul hiicre soliisyonu
cekildi.

5.3.4.7. Percoll’iin uzaklastirilmasi

750l hiicre soliisyonuna 3 ml kiiltlir besiyeri eklendi. Hiicre siispansiyonu 4

°C’ye sogutulmus santrifujde 3 dakika 800 RPM’de ¢oktiiriildii. Stipernatant atildi.
5.3.4.8. Hiicre ekimi

Coken hiicrelerin {izerine deney planina uygun olarak petri bas1 500 pl kiiltiir
besiyeri olacak sekilde besiyeri eklendi. Hiicreler 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi. 2
saatin sonunda petri bagina 1500 ul kiiltiir besiyeri olacak sekilde besiyeri eklendi.

kiiltiir besiyeri olacak sekilde besiyeri eklendi.
5.4. Kuvvet ol¢iimii

5.4.1. Kuvvet o6l¢iimii 6ncesindeki hazirhklar
5.4.1.1. Boncuk (Bead) hazirlanmasi

Deneyden 1 giin 6nce 3 um ¢apindaki boncuklar hiicrelere yapigmasi igin

deney diizenegine gore %1 boncuk (1 pl boncuk + 99 ul pll), %5 boncuk (5 pl
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boncuk + 95 ul pll) ve %10 boncuk (10 ul boncuk + 90 ul pll) olacak sekilde

hazirlandi.
5.4.1.2. Kalsiyumsuz besiyeri hazirlanmasi

Ortamdan kalsiyumu ¢ekmek i¢in kalsiyumsuz HBSS ayr1 deneylerde 10X ve
1X (150 pl HBSS 10X + 1350 ul steril distile su) olacak sekilde hazirlandi. 48 saat
NBA igerisinde inkiibe edilen hiicrelere mevcut besiyerleri ¢ekilerek HBSS 10X ve
1X eklendi. Kalsiyumu ¢ekmek i¢in diger bir yontem olarak kiiltiir besiyeri igerisine

5 milimolar EDTA eklendi. Boylece EDTA kalsiyumlara baglanarak onlar1 ¢oktiirdii.
5.4.2. PALM CombiSystem (MicroDissection and MicroTweezers System)

Arka kok gangliyonu noronlar1 lizerinde aksotomi modeli yapmak ve
aksotomi Oncesi-sonrasinda esneklik ya da kuvvet 6lgmek icin PALM CombiSystem

(Resim 5.4.2.1) kullanildi.

Cihaz infrared lazer ve ultraviyole lazer olmak tiizere iki lazer sistemine
sahiptir. Infrared lazer ile tasima ve yerlestirme; ultraviyole lazer ile de kesim ve
yerinden ¢ikarip firlatma yapilabilmektedir. Yiiksek performansli ve tamamen
otomatik sistemlerdir. Cihazla hiicre ayiklanmasi, bir yerden bir yere tasima,
partikiillerin tasinmasi, esneklik veya kuvvet Olgiimii gibi bir c¢ok isle
yapilabilmektedir. Infrared lazer 1W veya 3W giiciinde ve 1064 nm dalga
boyundadir. 10X, 20X,40X, 32X ve 100X biiylitmeli EC-Plan-Neofluar objektiflere
sahiptir. Gii¢lii lazeri, yliksek sayisal aralikli objektifleri ve partikiil ve besiyeri
arasindaki ytiksek kirilma indisi pikonewton diizeyinde kuvvet Ol¢limiine olanak
saglamistir. Cihaz TwinFlex infrared yakalama lazerine sahiptir. Biyolojik maddeler
ile lazer iligkisi en iyi 1064 nm de kurulur (129). Sistem ayrica inkiibator tinitesine,
renkli ve monokromatik iki kameraya ve HXP 100V floresan iiniteye sahiptir. Cihaz
genisletilmis fokus, zaman aralikli ¢ekim(Time Lapse), Z ekseninde ¢ekim(Z-stack)
ve ¢oklu kanal floresan ¢ekimi 6zelliklerine de sahiptir. Cihaz PALM RoboSoftware
ile ¢aligmaktadir. Ayrica sistemimizde ZenBlue yazilimi da mevcuttur. PALM
RoboSoftware yazilimiin kullanimi son derece kolay ve basittir. Otomatik fokus,
navigasyon ve fotograf analizi kisimlar1 mevcuttur. Yazilimda bulunan element

listesi ile segilen objelere ulasim kolaylastirilmistir. Fotograflar otomatik olarak
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kaydedilebilir. Verilerin dokiimasyonu oldukg¢a kolaydir. Cihaz her agilip kapanmada

kendini otomatik kalibre etmektedir. Cihazin OpticalTweezers kisminda kuvvetler

Rayleigh ve Mie sistemleri ile tanimlanir.

Resim 5.4.2.1. PALM CombiSystem
5.4.2.1. PALM RoboSoftware Kuvvet Olciimii Modiilii

Kuvvet oOlglimii modiilii kantitatif olarak kuvvet Ol¢climili yapar. Modiilii
kullanarak hiicre esnekligi, sperm hareketi gibi dl¢iimler yapilabilir. Kuvvet 6l¢iimii
deneylerinde segilen/dlgiilen objenin pozisyonu belirlenmelidir. Pozisyonun
belirlenmesi i¢in objenin merkezi Ol¢iit olarak kullanilir. Kuvvet dlglimii i¢in en
uygun materyal polystrene boncuklardir (bead). Bu boncuklarin sekli uygulanan
lazer ile degismemektedir. Floresan boncuklar da kullanilabilir. Kantitatif 6l¢lim

yapmak i¢in tutucular (trap) mutlaka kalibre edilmelidir.

Kuvvet 6l¢iim butonuna tiklanir.
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F Force Measurement
L

Sekil 5.4.2.1.1. Kuvvet 6l¢iim butonu

Kuvvet 6l¢timii penceresi agilir.

Calbration | Experment [ Loggng

Live

Calbration procedure
9 definite quick
Select system and method for callbration
9 Trap 1 Trap 2
@ Stokes Drag Force Escape Force

[ Use correction of Faxen

Calbraton Configuration
Partide
diameter:

Medum: Water v

50 pm et Zero Helght

liAdpst Measurement Huefi |

Positoning
Unit
9 Stage Trap1 Trap 2

Viscosity: 0.891 mPas Temperature: 250 <

Laser Configuration

Laser Power (%) Control
bal.: Tmo! sgmy Ime2 *
Start: @0 <0.00

End: n 70,00 J .
Cydes: 5 100 % 0 l

StartCalbraton | [ setasdeait .g;:
Results: ’b Wiow
] Display chart... Lol

Sekil 5.4.2.1.2. Kuvvet 6l¢lim penceresi
5.4.2.2. Tutucunun (Trap) Kalibrasyonu ve Kuvvet Ol¢iimii

Kalibrasyon sirasinda boncuklar lazer tarafindan tutulur ve besiyerinin
igerisinde saga-sola ve yukari-asagi hareket ettirilir. Lazer 1s1n1 duraganlasana kadar
devam eder. Asagidaki formiiller yardimiyla kuvvet sabiti/tutucu biikiilmesi(force

constant/trap stiffness) belirlenir(Stokes kural1).

F=kx (F=kuvvet, k=kuvvet sabiti, x=sapma)
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F=6mmv (r=boncuk cap1, n=besiyeri akiskanlig1, v=hiz)

Sonug olarak k= 6mmv / x

Kuvvet 6l¢timii modiiliinde iki ¢esit kalibrasyon metodu vardir. Stokes Drag

Force metodu kuvvet sabitini belirler. Boncuk besiyeri igerisinde hareket ederken

sabit lazer kuvveti ile hareket eder. Opsiyonel olarak diizelteme yontemi segenegi

olarak Faxen diizeltmesi yapilabilir. Escape Force metodu da kuvvet sabitini belirler.

Fakat ilk metoddan farki sabit lazer kuvveti yerine artan lazer kuvveti kullanmasidir.

Iki tutucudan (trap) biri segilmelidir. Kalibrasyon prosediirii olarak definite ve quick

secenekleri mevcuttur. Quick kalibrasyon daha hizli ve kesindir. Quick kalibrasyonda

hareket x ve y ekseninde olurken; Definite kalibrasyonda hareket sadece x

eksenindedir. Yukaridaki formiillere gore segilecek parametreler iki prosediir icin

ayrilmugtir (Sekil 5.4.2.2.1.).

Calibration

Calbration procedure
(%) defnte () quick

Select system and method for calbration
Omept Omap2
() stokes Drag Force

[TJuse correction of Faxen

() Escape Force

Callbration Configuration

Particle
diameter:

Medum; | Wter

Viscosky: 1 0.89100 | mPas  Temperature:

Laser Configuration

Laser Power . Balance
Tl symp
Start: | 40 || 40.00

\
}

End: | 70 ||70.00 -

Cycles: | 4 100

& |

Tiap2

Calibration

Calibration procedure
() definte (0) quick

Select system and method for calibration
Otapt Otap2
(4) Stokes Drag Force

[Juse correction of Faxen

() Escape Force

Callbration Configuration

Particle
diameter:

Medum; | Water

Viscosity: | 0.89100 | mPas  Temperature:

Laser Confiquration

Laser Power ‘ Balance
Tl om0
Start; | 40 |/ 40.00

)
End: 70 {/70,00 -

%

Cycles: | 4 100

Sekil 5.4.2.2.1. Kalibrayon protokolleri

& C

Tiap2

28



Kalibrasyon tamamlandiktan sonra kuvvet katsayisi belirlenmis olur.
Kalibrasyon verileri sonraki deneylerde de yiiklenebilir. Definite kalibrasyonda
grafik verilirken; quick kalibrasyonda grafik ¢iktis1 goriilmez. Kalibrasyon kisiminin
yaninda “Experiment”(deney) kismina gelinir. Kalibrsayon yapilan tutucu segcilir ve

“trap stiffness” kisminda kuvvet katsayist ¢ikar. Deneyin ismi ve tanimlamasi da

yapilmalidir (Sekil 5.4.2.2.2).

Calbr fxwﬁcnt
aton Loggng Live
Experiment
Name:
Description:
Trap stffness
Status: no calioration done! load |
Select trap for measurement
0Trep 1 Trap2
Trap center | AdjstMesarenent Fte P
Get R No reference avalable!
Positoning
M Experinent Bde e
0
Drection of movement; 0y y Snai il
Arrange SubExperments [ Sb-Experiments Conrol
t Insert
Sub-Experment Ouraton  Erek : New ?
cortical 10 &k 600sec Osec .} .
[ Modfy | | y
=
‘ Q . 0.1pm
¢ I } [ Remove Delete lU~5'J|'V
Duaten: 600 s * Bsom
| Load Expertvent | | Save Expeine elele Expeeine Hnt
Start Experment
f— J

Sekil 5.4.2.2.2. Deney penceresi

Deney penceresinde en 6nemli kisim sub-experiments (alt-deneyler) kismi
sayilabilir. Bu kisim sayesinde istenilen deneye uygun kuvvet Olgiilebilir. Alt
deneyleri olusturmak i¢in alt deneyin adi, tanimi,lazerin kuvvetinin devamliligi, iki
tutucu arasindaki gii¢ boliinmeleri, hareketin hizi, hareketin yonii, hareketi hangi
birimin yapilacagi belirlenmelidir. Alt deneyler diizenlenir (Sekil 5.4.2.2.3). Alt
deneyler sonraki deneylerde kullanilmak i¢in kaydedilir. Sonrasinda alt deneylerde

degisiklikler de yapilabilir.
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TR

Force Measurement Sub Experiment
Trapping laser configuration
Name: Power (%)
Desaription: Progression:
constant (no progression) ¥ i
constant (no progression)
Trapping laser configuration
Power (%) Balance
Progression: /_Tﬂ_‘/
| no (constant laser power) v S0/50

0 [_] 100

\
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S 00 [} 0.0
Direction of movement:
x: Left : Right
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Use as template
[ -1

Sekil 5.4.2.2.3. Alt deneyler kism1

Deneye baglamdan Once referans noktasi belirlenmelidir. Bu 6zellikle hangi
objenin kuvvetinin Olgiilecegi belirlenir. Alt deneyler belirlendikten sonra “Get
Reference” kismina basilir. Bunun i¢in Oncelikle deney ismi girilmelidir. Son olarak

“Start Experiment” kismina basilarak sonug ekrani gelir (Sekil 5.4.2.2.4).

X

8 [ M Results
|
H W Faroe

Sekil 5.4.2.2.4. Sonug ekrani
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Arka kok gangliyonu hiicrelerinde kortikal ve lateral kuvvet oOlglimleri
yapildi. Kortikal kuvvet 6l¢timii tek boncuk (bead) ile 90°’lik ag1 ile ¢ekildi. Lateral
kuvvet 6l¢iimii igin bir boncuk sabit tutulurken diger boncuk 180°’lik agi ile ¢ekildi.
Kuvvetleri 6lgmek i¢in pll kapli boncuklar hiicreye uygun acilarla yapistirildi.
Yerlestirilen boncuklar hiicrenin farkli yerlerinde ayni agilarla x ve/veya uygun
acilarla ¢ekildi. Aksotomi Oncesi ve sonrasi hiicre, boncuk ve boncuk ¢ekilme yonleri
uygun agilarla belirlenmistir (Sekil 5.4.2.2.5 ve Sekil 5.4.2.2.6). Aksotomi bolgesi bir
hiicre boyu kadar secildi. Aksotomi bolgesi secilerek akson kesim islemi farkli giic
degerleri ile yapildi. Denemelerimizin sonucu olarak lateral 6lgiim 1 dakika (Boncuk
2 hareketli-Boncuk 3 sabit); kortikal dl¢iim 10 dakika yapildi1 (Boncuk 1). Ornek
olarak kortikal ol¢iimiimiizdeki alt deney diizenegi verilmistir (Sekil 5.4.2.2.7).
Zaman aralig1 ve yon harig diger parametreler sabit birakilmigtir. Onceki 6lgiimlerde
farkli zaman araliklart denendi. Tutucunun kuvveti 50 pikonewton olarak ayarlandi.
Olgiim ve aksotomi 100X biiyiitmede yapildi. Kuvvet &lgiim, BDM ve Kaspaz-3/7

gruplarinda bu ayarlar ile dl¢timler yapildi.

Arka kok gangliyon ndron hiicresi

Kortikal
Olctim

<4—

Sola
hareket

/ Sabit boncuk

Boncuk 3} Lateral 6l¢tim

Boncuk 2
Sola hareket

Sekil 5.4.2.2.5. Aksotomi Oncesi deney modeli (Boncuk yerlesimi hiicreye gore

degismektedir)

31



Arka kok gangliyon ndron hiicresi

Kortikal
Olgiim

Boncuk 1

CEKIRDEK

AKSOTOMI BOLGESI

—

Lateral 6l¢tim

Sabit boncuk

Sola hareket

Sekil 5.4.2.2.6. Aksotomi sonrasi deney modeli (Boncuk yerlesimi hiicreye gore

degismektedir)

Name:
Desaription:
Trapping laser configuration
Power (%) Balance

Progression:
( Tepl
\no {constant laser power) 'J

0 (] 10 )

50 3% 50

Imp2

50/50

100 o>

Movement
Unit: Veloaty (um/sec)

Trap2 v -

Direction of movement:
x: Left l : Right

y: Bottom J C

@ Duration: 600 sec () Length: 24000  um

Use as template

i vl ‘Saveﬂbexpermt

Sekil 5.4.2.2.7. Kortikal 6l¢lim deney diizenegi
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5.5. Parlaklik (Intensity) 6l¢iimii

Arka kok gangliyonu hiicrelerinde aksotomi dncesi ve sorasinda ortaya ¢ikan
kuvvetler ile aksotomi ve oncesi sonras1 Kaspaz-3/7 parlakligi arasinda korelasyonu
bulmak i¢in Zeiss Cell Observer SD Spinning Disk Time-Lapse mikroskobu (Resim
5.5.1) ile Kaspaz-3/7 parlaklig1 6l¢iildii.

Cihaz floresan bir mikroskoptur. Cihazda 3 adet 151k kaynagi, 3 adet kamera
(2’st ¢ok vyiiksek hassasiyettedir ve 2 kameradan farkli renkler alinabilir.) ve
inkiibator {initesi mevcuttur. Sistemi kullanarak ¢ok yiiksek hizda ve uzun siireli
goriintiiler florasan olarak alinabilir. ‘Definite focus’ teknolojisi ile odak sorunlari
minimuma indirilmistir. 3 boyutlu goriintilemeler z-stack ozelligi ile yapilabilir.
Goriintliler milisaniye aralikla kontrol edilebilir. Cihaz yiiksek renk diizeltmesi ve
yiiksek kontrast saglar. Dinamik hiicre olaylar yiiksek ¢erceve hizi (frame rate) ile

gozlenebilir. Cihaza spinning disk teknolojisini saglayan kistm Yokogawa CSU-X1

kismidir.

Resim 5.5.1. Zeiss Cell Observer Spinning Disk Time-Lapse Microscope
5.6. Analiz

Kuvvet ol¢limii ekraninda ¢ikan degerler “.csv” uzantili belgede kaydedilir.
Bu dosya MicrosoftExcel ile agilabilmektedir. Dosyanin i¢inde fotograf numaralari,

zamanlari, x ve y eksenlerinde kiitle merkezleri, lazerin giicii, hareket hizi, x ve y
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eksenlerindeki yer degistirmeler (piksel ve nanometre olarak) ve x ve y
eksenlerindeki kuvvetler vardir. Analiz olarak x ve y eksenlerindeki kuvvetlerinin
vektorel toplamlart alind (x? + y? = vec?).

X VEC

A

g Y

Vektorel (vec) toplamlarin ortalamalart alindi. Aksotomi Oncesi ve sonrasi
kortikal ve lateral kuvvetler ayri ayri hesaplanip ayri bir dosyaya kaydedildi.
Parlaklik Olgiilmeyen gruplarda direk olarak degerler IBM SPSS programinda
korelasyon analizine tabi tutuldu. Parlaklik dl¢iilen gruplarda ise parlaklik ZENBlue
yazilimi kullanilarak o©lgiildii. Yazilim segilen bolgedeki parlakligi direkt olarak
verdi. Parlaklik Olgiilen gruplarda degerlerin yani sira degerlerdeki degisim de

korelasyon analizine tabi tutuldu. Degisim ise
(aksotomi sonras1 deger — aksotomi Oncesi deger) / aksotomi dncesi deger
formiilii ile hesaplandi.

Calismamizda oOzetle arka kok gangliyonu noronlari iizerinde asagidaki deney

gruplari ile dlgtimler yapildi:

A- Kuvvet ol¢iim grubu: Besiyeri olarak kiiltiir besiyeri kullanildi. %10’luk pll
kapli polystrene boncuklar (bead) kullanildi. PALM sisteminde 100X
biiyiitmede aksotomi yapildi. Ayn1 objektifle hiicrelerin aksotomi Oncesi ve
sonrasinda kuvvet 6lciimleri yapildi.

B- BDM: 50 milimolar BDM Kkiiltiir besiyerinin i¢ine eklendi. %1 luk pll kapl
polystrene boncuklar (bead) kullanildi. PALM sisteminde 100X biiyiitmede
aksotomi yapildi. Ayn1 objektifle hiicrelerin aksotomi Oncesi ve sonrasinda
kuvvet 6l¢timleri yapildi.

C- Blebbstatin 6lglim grubu: 100 mikromolar blebbistatin kiiltiir besiyerinin
icine eklendi. %1, %5 ve %10’luk pll kapli polystrene boncuklar (bead) 3
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ayrt grup olarak kullanildi. PALM sisteminde 100X biiyiitmede aksotomi
yapildi. Ayni objektifle hiicrelerin aksotomi Oncesi ve sonrasinda Kuvvet
Olctimlerinin yapilmasi denendi.

Kalsiyumsuz 6l¢lim grubunda, kalsiyumsuz besiyeri ve EDTA kullanimi iki
ayrt grup olarak hazirlandi. Gruplarda %1, %5 ve %10’luk pll kaph
polystrene boncuklar (bead) 3 ayr1 grup olarak kullanildi. PALM sisteminde
100X biiyiitmede aksotomi yapildi. Ayni objektifle hiicrelerin aksotomi
Oncesi ve sonrasinda kuvvet dlglimlerinin yapilmasi denendi.

Kaspaz-3/7 6l¢tim grubunda kiiltiir besiyerine Kaspaz-3/7 eklendi. 30 dakika
37%de inkiibe edildi. Hiicreler boyandiktan sonra %10’luk pll kaph
polystrene boncuklar (bead) eklendi. Aksotomi Oncesinde Spinning Disk
mikroskopta ilgilenen hiicrenin parlakligi 63X biiyiitmede Ol¢iildii. PALM
sisteminde aksotomi Oncesi ve sonrasi kuvvet ol¢iildii. Aksotomi islemi ve
kuvvet Olciimleri 100X biiyiitmede yapildi. Aksotomi ve Olglim sonrasi
parlaklik yine Spinning Disk sistemi ile 6l¢iildii.

Kontrol (Sham) grubunda Kaspaz-3/7 eklendikten sonra aksotomi Oncesi ve

sonrasinda 6l¢iim yapilmadan Kaspaz seviyesi bakildi.
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6.BULGULAR

6.1.Boncuk kalibrasyonu ve hiicreye yapistirilmasi

Boncuklar(bead) tutucu(trap) tarafindan tutuldu (Sekil 6.1.1). Tutulan

boncugun etrafinda baska boncuklar olmamasina ve yiizeyin piiriizsiizliigiine dikkat

edildi. Tutulan boncuk cihaza girilen kalibrasyon protokoliine uygun olarak saga-sola

ve asagl yukari (x ve y ekseninde) hareket ettirildi. Harekete bagimli olarak x ve y

eksenlerinde sapmalar hesaplandi. Bu degerlere bagl olarak tutucu esnemezligi(trap

stiffness) x(Tablo 6.1.1) ve y(Tablo 6.1.2) eksenlerinde yazilim tarafindan

hesaplandi.

O

tutulan boncuk

Sekil 6.1.1. Tutucu tarafindan kalibrasyon i¢in

Tablo 6.1.1. x ekseninde tutucu esnemezligi hesaplanmasi (nm:nanometre,F:kuvvet)

Yer degistirme X [piksel] | Y [piksel] | X[nm] | Y [nm]
0| 0.021 0.006 0.948 0.257
1| 0.064 0.005 2.892 0.212
2| 0.042 0.004 1.883 0.175
3| 0.055 0.004 2.450 0.180
41 0.061 0.001 2.757 0.049
5| 0.058 0.007 2.588 0.305
6| 0.068 0.013 3.068 0.588
7| 0.056 0.014 2.508 0.636

Yer degistirme ortalamasi 0.053 0.007 2.387 0.300

Standart sapma 0.015 0.005 0.680 0.207

Trap2: pozisyon (X,y): 10771, 10126

Normalize Tutucu esnemezligi: kK = F / x: 10.4741 pN/um * P lazer giicii i¢in P [%]

36



Tablo 6.1.2. y ekseninde tutucu esnemezligi hesaplanmasi (nm:nanometre,F:kuvvet)

Yer degistirme X [pixel] | Y [pixel] | X[nm] | Y [nm]
0| 0.021 0.047 0.928 2.054
1] 0.021 0.078 0.924 3.429
2| 0.010 0.037 0.462 1.637
3| 0.016 0.077 0.738 3.387
4| 0.013 0.042 0.595 1.865
5| 0.009 0.080 0.412 3.510
6| 0.001 0.045 0.063 2.003
7| 0.003 0.077 0.136 3.395

Yer degistirme ortalamasi 0.012 0.060 0.532 2.660

Standart sapma 0.007 0.019 0.328 0.833

Trap2: position (x,y): 10771, 10126

Normalize Tutucu esnemezligi: k =F / y: 9.3988 pN/um * P lazer giicii igin P [%)]

Sekil 6.1.2. Boncuk tutucu tarafindan tutuldu (A). Boncuk hiicrenin uygun tarafina
dogru hareket ettirildi (B,C). Boncuk hiicreye yapistirildi (D) (100X).
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Kalibrasyon yapildiktan saonra baska bir boncuk tutucu tarafindan
yakalandi. Tutucu ile hareket ettirilen bocuk hiicrenin ilgilenilen yerine yapstirildi

(Sekil 6.1.2.A-D).
6.2.Lateral 6l¢iim (2 boncukla)

Deney grubu olarak 6ncelikle iki boncuk kullanildi. Boncuk yerlesimi lateral
Ol¢lim yapacak sekilde ayarlandi (Resim 6.2.1 ve Resim 6.2.2). Aksotomi Oncesi ve
sonrast Ol¢lim siiresi i¢in baslangi¢ olarak 5 saniye belirlendi. 5 saniyelik 6l¢timde,
hiicrelerin ilk saniyedeki tepkilerine bakildi (Sekil 6.2.1). Istatistiksel olarak daha

giivenilir sonuglar almak i¢in analiz siiresinin arttirilmasina karar verildi.

Resim 6.2.1. Aksotomi
oncesi  lateral kuvvet
Olcimii  i¢in  boncuk
yerlesimi(Olgek  cubugu
=30 um)

Resim 6.2.2. Aksotomi
sonrasi boncuk
yerlesimini degistirmeden
yapilan lateral kuvvet
olciimii(Olgek  ¢ubugu
=30 um)
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L Sekil 6.2.1. Aksotomi Oncesi ve
M axotomy oncesi W axotomy sonrasi
20 sonrast yapilan lateral
Olctimlerdeki ilk saniye
verilerinin karsilastirilmast.

20

Pikonewton

Bes saniyelik yapilan 6l¢timlerde ikinci saniyede kuvvetin degismeye basladigi
gozlemlendi (Tablo 6.2). Aksotomi dncesi ve sonrasinda ikinci saniyeden dnce ve
sonra analiz yapild1 (Sekil 6.2.2). Bu verilerin de istatistiksel olarak giivenilir

olmayacagi kanaatine varildi ve kuvvet 6lgtimii siirelerinin uzatilmasina karar verildi.

Tablo 6.2. Kuvvet 6l¢iimiinde ikinci saniyeden sonraki degisim

Sapma (nm)
(Nd) 19AANY

[
|
|
lI
|
|
|

\ 4

] |

Zaman (sn)
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e . o Sekil 6.2.2. Aksotomi
M 2. saniye Oncesi(axo 6ncesi) M 2. saniye sonrasi(axo éncesi)

6,00

M 2. saniye 6ncesi(axo sonrasi) M 2. saniye sonrasi(axo sonrasi) oncesi ve sonrasinda

ikinci saniyeden Onceki

5,00 ve  sonraki  verilerin
karsilastirilmast

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

Pikonewton

6.3. Kortikal 6l¢ciim (Tek boncukla)

Kortikal 6l¢iim yapmak i¢in bir boncuk hiicrenin uygun bolgesine yapistirildi

(Resim 6.3). 15 dakika boyunca kortikal 6l¢tim dagilimina bakildi (Sekil 6.3.1).

32,380 um

31.400 um

Resim 6.3. Kortikal kuvvet 6l¢iimii i¢in boncuk yerlesimi(Olgek gubugu =30 pm)
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(Nd) 19AANY

Sapma (nm)

Zaman (sn)

Sekil 6.3.1. Kortikal kuvvet 6l¢iim dagilimi (15 dakika)

Kortikal 6l¢im ig¢in, tek boncukla, aksotomi Oncesi 120 saniye-aksotomi
sonrast 300 saniye ve aksotomi oncesi 300 saniye-aksotomi sonrasi 300 saniye
zaman gruplar1 denendi. iki grubun da aksotomi 6ncesi ve sonrasi kuvvet dagilimlari

karsilastirildi (Sekil 6.3.2 ve Sekil 6.3.3).

Pikonewton
N w Y [9,]

[N

0
I OO0 NN NIIT T NN A A OO0~V OWNSTETTONOAN o O O 0 X0
SN AN M ETND ON0ODDO A AN N TETN ONOODO AT AN NN ONDNOOO
o A A A A AN AN AN AN NN NN NN
Zaman (saniye)

e ONCES| @ SONraS|

Sekil 6.3.2. Kortikal kuvvet 6l¢iim dagilimi (aksotomi oncesi 120 saniye-aksotomi

sonrast 300 saniye)
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20
18
16

212
10

Pikonewto

o N b O

Zaman (saniye)

e ()\CES| === SONIaSI

Sekil 6.3.3. Kortikal kuvvet 6l¢giim dagilimi (aksotomi dncesi 300 saniye-aksotomi

sonrast 300 saniye)
6.4. Ayni hiicrede lateral kuvvet ve kortikal kuvvet él¢iimii
6.4.1. Kuvvet ol¢iim grubu

Daha once yapilan deneylerde ayni hiicrede kuvvetler olgiilmemisti. Aym
hiicrede kortikal ve lateral kuvvet 6l¢gmek igin hiicreye ti¢ boncuk yerlestirildi (Resim
6.4.1.1 ve Resim 6.4.1.2). Lateral 6l¢tim igin 1 dakika kortikal ol¢iim igin ise 10
dakika Ol¢lim yapilmaya karar verildi. Deney diizenegi olarak, aksotomi Oncesi

lateral 6l¢iim (1 dakika), aksotomi Oncesi kortikal 6l¢iim (10 dakika), aksotomi,

aksotomi sonrasi kortikal 6l¢iim (10 dakika) ve aksotomi sonrasi lateral Slgiim (1
dakika) olarak belirlendi.

Resim 6.4.1.1.
Aksotomi Oncesi ayni

hiicre tlzerinde {i¢

boncuk yerlesimi
(Olgek cubugu
=30um)
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Resim 6.4.1.2.
Aksotomi sonrast
ayn1 hiicre lizerinde
¢ boncuk yerlesimi
(Olgek cubugu
=30um)

Aym hiicrede lateral ve kortikal kuvvetler olgiildii. Olgiilen kuvvetlerin
vektorel toplamlart alindi. Kortikal kuvvetler i¢in aksotomi oncesi sabit degerli bir
grafik beklenirken, aksotomi sonrasinda ise Once artan sonra azalan bir grafik
bekleniyordu (Sekil 6.4.1.1 ve Sekil 6.4.1.2). Fakat Ol¢iilen hiicrelerin %86’s1 bu
seyirde grafikler gostermedi (n=14). Aksotomi sonrasi hiicrelerin % 36’sinda lateral

kuvvetler artarken; aksotomi sonrasi hiicrelerin % 36’sinda kortikal kuvvetler

azalmistir.
18
16
14
c 12
S
= 10
g
o 8
2
[a
6
4
L[]
2
0
R B e TR o T e T e R e A e O e TR e TRt AR e R o B e O e TR e e A e IO o O e AR TR O e AR o R o O s AR e R o O s A e O o |
N < O 0O AN OO NS OVWOVONT OO NS OO NS OO N
AANN T O N0 O NS N O DO I NI N OMNOWWO d AN MIT OIS
I A A AN AN AN AN AN AN ANANOOOOONO O NN

Fotograf numarasi

Sekil 6.4.1.1. Aksotomi Oncesi kortikal kuvvet dagilimi (10 dakika)
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Pikonewton

o o
0O N < WO
oaN M < N
L T I |

1681

1801
1921
2041
2161
2281

Fotograf numarasi

2401

2521
2641
2761
2881
3001

Sekil 6.4.1.2. Aksotomi sonrasi kortikal kuvvet dagilimi (10 dakika)

3121

3241
3361
3481
3601
3721

Lateral ve kortikal kuvvetler igin 6l¢iim siireleri optimize edilmis oldu. Ilk

sonuglara gore kuvvetlerde degisim gozlemlendi. Ornek sayismin arttirilmasina karar

verildi. Kuvvet Ol¢limiiniin yan1 sira, hiicrelerde aksotomi sonrasit meydana gelen

alan degisiminin de Ol¢iilmesi gerekli idi. Hiicrelerde aksotomi oncesi ve sonrasi

kortikal kuvvet, lateral kuvvet ve alan o6l¢timii yapildi (n=48) (Tablo 6.4.1.1). Bu

degerlere bagli olarak lateral kuvvet degisimi, kortikal kuvvet degisimi, alan

degisimi, mutlak lateral kuvvet degisimi, mutlak kortikal kuvvet degisimi ve mutlak

alan degisimi hesaplandi (n=48) (Tablo 6.4.1.2)

Tablo 6.4.1.1. Hiicrelerde aksotomi oncesi ve sonrasi kortikal kuvvet, lateral kuvvet
ve alan Ol¢itimleri (n=48).

Aksotomi Aksotomi Aksotomi Aksotomi
oncesi Oncesi Aksotomi sonrast sonrast Aksotomi
lateral kortikal | dncesi alan lateral kortikal sonrast alan
kuvvet(pN) | kuvvet (pN) | (um?) | kuvvet(pN) | kuvvet(pN) (um?)
4,65 6,27 227,62 1,68 7,61 222,88
0,14 0,46 248,15 0,11 0,8 233,61
0,05 3,56 189,1 0,61 0,78 182,42
0,07 1,28 531,86 0,06 1,1 449,46
0,97 1,72 768,1 1,12 6,94 710,98
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10,23 3,11 408,31 1,61 4,11 362,35
0,83 0,54 717,11 0,31 0,45 708,48
9,79 17,83 605,39 8,99 22,36 542,39
0,92 4,27 478,32 0,16 3,88 475,53
2,09 2,17 396,76 1,38 3,14 373,76
1,71 0,94 468,87 1,02 0,81 456,98
1,15 4,08 832,69 0,98 10,37 658,89
2,73 0,56 277,25 0,26 1,43 273,56
0,25 1,23 459,86 1,28 1,07 4442
0,15 1,01 376,43 0,25 0,24 329,88
0,54 0,42 248,32 0,24 0,75 205,37
0,35 6,77 300,28 0,15 5,01 257,56
1,59 3,26 614,16 2,14 4,50 549,46
5,66 6,07 485,32 2,88 3,97 412,57
2,56 3,41 151,11 1,22 7,30 138,83
1,68 2,99 861,65 6,49 3,55 850,75
3,97 0,47 591,20 0,60 0,79 571,60
0,09 1,20 550,60 0,18 0,87 509,03
0,47 0,28 545,60 2,04 0,58 513,88
0,77 3,48 275,05 0,55 1,87 236,22
0,93 0,67 486,19 0,06 1,73 389,39
0,81 1,85 421,56 0,47 8,64 399,77
2,776168 4,702135 833,47 2,641211 6,498718 755,71
3,535339 5,127725 281,88 5,725164 7,245013 275,01
48,34357 5,151526 341,11 2,025103 7,98419 322,51
2,810002 3,825432 450,48 18,30533 2,991785 428,8
1,99838 3,898362 863,88 40,05665 6,575321 708,18
0,890625 0,734997 736,75 0,275868 1,091051 718,58
4,289047 2,805569 627,2 1,955312 9,024407 576,26
0,168757 0,25498 283,6 0,338318 0,742841 238,35
2,59876 10,01928 558,8 1,176561 2,982844 508,26
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0,052131 0,029523 255,4 0,012361 0,052107 226,66
0,14442 0,141936 438,58 0,04031 0,047529 404,13
0,033737 0,416657 893,28 0,39122 0,772388 754,99
1,265126 1,477894 1531 4,035679 2,394754 137,93
26,63273 40,11189 766,72 7,990673 38,35375 663,83
0,296491 3,663079 439,87 3,242791 1,355385 400,89
4,997652 2,468107 498,01 1,435651 0,838709 450,56
1,028966 3,966267 469,27 0,301045 2,061178 427,89
1,686029 1,080874 358,74 0,275457 0,189555 320,12
4,16772 8,389093 367,64 2,883137 5,753891 329

7,509298 4,231818 982,09 1,412231 1,534609 899,81
0,15964 0,249792 407,32 0,204796 0,383464 385,6

Tablo 6.4.1.2. Hiicrelerde lateral kuvvet degisimi, kortikal kuvvet degisimi, alan

degisimi, mutlak lateral kuvvet degisimi, mutlak kortikal kuvvet degisimi ve mutlak

alan degisimi verileri (n=48).

Mutlak | Mutlak

Lateral Kortikal kortikal lateral Mutlak

kuvvet kuvvet kuvvet kuvvet alan

degisimi degisimi Alan degisimi | degisimi | degisimi | degisimi
-0,638709677 | 0,213716108 | -0,020824181 1,34 -2,97 -4,74
-0,214285714 | 0,739130435 | -0,058593593 0,34 -0,03 -14,54

11,2 -0,78089888 | -0,035325225 -2,78 0,56 -6,68
-0,142857143 | -0,140625 -0,154927989 -0,18 -0,01 -82,4
0,154639175 | 3,034883721 | -0,074365317 5,22 0,15 -57,12
-0,842619746 | 0,321543408 | -0,112561534 1 -8,62 -45,96
-0,626506024 | -0,16666667 | -0,012034416 -0,09 -0,52 -8,63
-0,122574055 | 0,254066181 | -0,104065148 4,53 -1,2 -63
-0,826086957 | -0,09133489 | -0,005832915 -0,39 -0,76 -2,79
-0,339712919 | 0,447004608 | -0,057969553 0,97 -0,71 -23
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-0,403508772 | -0,13829787 | -0,025358841 -0,13 -0,69 -11,89
-0,147826087 | 1,541666667 | -0,208721133 6,29 -0,17 -173,8
-0,904761905 | 1,553571429 | -0,013309288 0,87 -2,47 -3,69
4,12 -0,1300813 -0,034053842 -0,16 1,03 -15,66
0,666666667 | -0,76237624 | -0,12366177 -0,77 0,1 -46,55
-0,555555556 | 0,785714286 | -0,172962307 0,33 -0,3 -42,95
-0,571428571 | -0,25997046 | -0,142267217 -1,76 -0,2 -42,72
0,350126464 | 0,380415811 | -0,105347141 | 1,241071 | 0,555971 | -64,7
-0,490424805 | -0,34574668 | -0,149901096 | -2,09904 | -2,77602 | -72,75
-0,523334458 | 1,14198143 | -0,081265303 | 3,892898 | -1,34161 | -12,28
2,8538334 | 0,189255955 | -0,012650148 | 0,565193 | 4,805877 | -10,9
-0,848044475| 0,656171691 | -0,033152909 | 0,311397 | -3,36431 -19,6
0,908922897 | -0,27408681 | -0,075499455 | -0,32933 | 0,083738 | -41,57
3,38057422 | 1,064744954 | -0,05813783 | 0,296913 | 1,573312 | -31,72
-0,295898609 | -0,46146027 | -0,141174332 | -1,60637 | -0,22924 | -38,83
-0,937916175 | 1,602824651 | -0,199099118 | 1,067137 | -0,87319 -96,8
-0,412662235 | 3,673046378 | -0,051691337 | 6,792032 | -0,33288 | -21,791
-0,048612625 | 0,382078095 | -0,093296699 | 1,796583 | -0,13496 | -77,76
0,619410084 | 0,412909796 | -0,024372073 | 2,117288 | 2,189825 | -6,87
-0,958110185 | 0,549868961 | -0,054527865 | 2,832664 | -46,3185 -18,6
5,514349388 | -0,21792237 | -0,048126443 | -0,83365 | 15,49533 | -21,68
19,0445587 | 0,68668798 | -0,180233366 |2,676958 | 38,05827 | -155,7
-0,690253828 | 0,484429486 | -0,024662369 | 0,356054 | -0,61476 | -18,17
-0,544115173 | 2,216604844 | -0,081218112 | 6,218838 | -2,33374 | -50,94
1,004767599 | 1,913331501 | -0,159555712 | 0,487861 | 0,169562 | -45,25
-0,547260735| -0,70228951 | -0,090443808 | -7,03643 | -1,4222 -50,54
-0,762887972 | 0,764931184 | -0,112529366 | 0,022583 | -0,03977 | -28,74
-0,720886645 | -0,66514155 | -0,078548953 | -0,09441 | -0,10411 | -34,45
10,59600667 | 0,853773945 | -0,154811481 | 0,355731 | 0,357483 | -138,29
2,189942692 | 0,620382729 | -0,099085565 | 0,91686 | 2,770553 | -15,17
-0,699967926 | -0,04383081 | -0,134195013 | -1,75814 | -18,6421 | -102,89
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9,937224342 | -0,62998739 | -0,088617091 | -2,30769 | 2,9463 -38,98
-0,71273498 | -0,66018116 | -0,095279211 | -1,6294 | -3,562 -47,45
-0,707429285| -0,48032289 | -0,088179513 | -1,90509 | -0,72792 | -41,38
-0,836623885 | -0,82462785 | -0,107654569 | -0,89132 | -1,41057 | -38,62
-0,308222123 | -0,31412241 | -0,105102818 | -2,6352 | -1,28458 | -38,64
-0,811935642 | -0,6373642 -0,083780509 | -2,69721 | -6,09707 | -82,28
0,282863652 | 0,535132117 | -0,053324168 | 0,133672 | 0,045156 | -21,72

Lateral kuvvetlerde aksotomi Oncesi-sonrasi, kortikal kuvvetlerde aksotomi
Oncesi-sonrasi ve alan Ol¢iimiinde aksotomi Oncesi-sonrasi ikili t testleri (paired t
test) yapildi. Aksotomi sonrasi lateral kuvvetlerde ve alanda azalma, kortikal
kuvvetlerde artma goriildii. (Tablo 6.4.1.3). Alan Olglimii hari¢ (p<0.01) kuvvet

Olgtimlerinde anlamli fark goriilmedi (n=48).

Tablo 6.4.1.3. Olgiilen kuvvetler ve alanlarin ortalamalari ve t-test sonucu anlamlilik

degerleri.
Ortalama n Anlamlilik
Aksotomi Oncesi 0,559
lateral kuvvet 3,5528 48
Aksotomi sonrasi
lateral kuvvet 2,7326 48
Aksotomi Oncesi 0,246
kortikal kuvvet 3,8051 48
Aksotomi sonrasi
kortikal kuvvet 4,2401 48
Aksotomi Oncesi alan 490,0844 48 0
Aksotomi sonrasi alan 445,6848 48

Hiicrelerde olgiilen ve hesaplanan biitlin parametrelerle IBM SPSS’de
korelasyon analizi yapildi. Korelasyon analizi sonuglarina gore aksotomi Oncesi-

sonrasi lateral kuvvetler anlamli olarak korele olmadigi goriildii. Aksotomi dncesi-
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sonrasi kortikal kuvvetler ve alan anlamli olarak korele ¢ikt1 (Tablo 6.4.1.4) (n=48)

(p<0.01). Korelasyon analizine tabi tutulan diger parametrelerden de korele ¢ikan

degiskenler oldu (Tablo 6.4.1.5).

Tablo 6.4.1.4. Olgiilen kuvvetler ve alanlarin korelasyon katsayilar1 ve korelasyon
testi sonucu anlamlilik degerleri (p<0.01).

n Korelasyon Anlamlilik
Aksotomi Oncesi &
sonrasl lateral kuvvet 48 0,089 0,55
Aksotomi oncesi &
sonrasi kortikal kuvvet 48 0,918 0
Aksotomi oncesi &
sonrasi alan 48 0,987 0

Tablo 6.4.1.5. Olgiilen ve hesaplanan degerlerin korelasyon testi sonucu anlamlilik

degerleri (p<0.01** ve p<0.05%).

Aksotomi | Aksotomi Aksotomi
Oncesi | Oncesi sonrast
lateral | kortikal Aksotomi lateral
kuvvet |kuvvet oncesi alan | kuvvet
Pearson
Aksotomi | Korelasyonu 1 ,506** 0,044 0,089
oncesi lateral | Anlamlilik 0 0,767 0,55
kuvvet N 48 48 48 48
Aksotomi | Pearson
oncesi Korelasyonu ,506** 1 0,199 0,22
kortikal Anlamlilik 0 0,175 0,132
kuvvet N 48 48 48 48
Pearson
Aksotomi | Korelasyonu 0,044 0,199 1 0,284
Oncesi alan | Anlamlilik 0,767 0,175 0,05
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N 48 48 48 48
Aksotomi | Pearson
sonrasi Korelasyonu 0,089 0,22 0,284 1
lateral Anlamlilik 0,55 0,132 0,05
kuvvet N 48 48 48 48
Aksotomi
sonrasi
kortikal Pearson
kuvvet Korelasyonu ,525** ,918** 0,243 0,262
Anlamlilik 0 0 0,097 0,073
N 48 48 48 48
Pearson
Korelasyonu 0,041 0,17 ,987** 0,242
Aksotomi | Anlamlilik 0,78 0,247 0 0,097
sonrasi alan |N 48 48 48 48
Pearson
Lateral Korelasyonu -0,161 -0,076 0,198 ,669**
kuvvet Anlamlilik 0,275 0,61 0,178 0
degisimi [N 48 48 48 48
Pearson
Kortikal | Korelasyonu -0,036 -0,171 0,062 -0,019
kuvvet | Anlamlilik 0,808 0,245 0,674 0,897
degisimi [N 48 48 48 48
Pearson
Korelasyonu 0,03 -0,144 -0,118 -0,168
Alan Anlamlilik 0,838 0,329 0,426 0,254
degisimi |N 48 48 48 48
Mutlak Pearson
kortikal Korelasyonu 0,086 -0,128 0,124 0,12
kuvvet | Anlamlilik 0,561 0,386 0,399 0,417
degisimi | N 48 48 48 48
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Mutlak Pearson
lateral Korelasyonu -, 757** -0,268 0,151 ,584**
kuvvet Anlamlilik 0 0,065 0,307 0
degisimi |N 48 48 48 48
Pearson
Korelasyonu -0,037 -0,253 -,614** -,366*
Mutlak alan | Anlamlilik 0,801 0,083 0 0,011
degisimi |N 48 48 48 48
Aksotomi
sonrast | Aksotomi Lateral Kortikal
kortikal sonrasi kuvvet kuvvet
kuvvet alan degisimi | degisimi
Pearson
,525** 0,041 -0,161 -0,036
Korelasyonu
Aksotomi 0 0,78 0,275 0,808
Anlamlilik
Oncesi lateral
48 48 48 48
kuvvet N
Pearson
) ,918** 0,17 -0,076 -0,171
Aksotomi Korelasyonu
Oncesi 0 0,247 0,61 0,245
) Anlamlilik
kortikal
48 48 48 48
kuvvet N
Pearson
0,243 ,987** 0,198 0,062
Korelasyonu
0,097 0 0,178 0,674
) Anlamlilik
Aksotomi
48 48 48 48
Oncesi alan N
Aksotomi Pearson
0,262 0,242 ,669** -0,019
sonrasi Korelasyonu
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lateral 0,073 0,097 0 0,897
Anlamlilik
kuvvet
48 48 48 48
N
Pearson
_ 1 0,207 -0,094 0,146
Aksotomi Korelasyonu
sonrasl 0,157 0,526 0,323
] Anlamlilik
kortikal
48 48 48 48
kuvvet N
Pearson
0,207 1 0,156 0,046
Korelasyonu
0,157 0,291 0,754
] Anlamlilik
Aksotomi
48 48 48 48
sonrasi alan N
Pearson
-0,094 0,156 1 -0,076
Korelasyonu
Lateral 0,526 0,291 0,606
Anlamlilik
kuvvet
48 48 48 48
degisimi N
Pearson
0,146 0,046 -0,076 1
Korelasyonu
Kortikal 0,323 0,754 0,606
Anlamlilik
kuvvet
48 48 48 48
degisimi N
Pearson
-0,15 0,028 -0,129 -0,069
Korelasyonu
0,308 0,85 0,382 0,639
Anlamlilik
Alan
48 48 48 48
degisimi N
Pearson
Mutlak 0,276 0,106 -0,051 ,780**
_ Korelasyonu
kortikal
0,058 0,473 0,73 0
kuvvet Anlamlilik
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degisimi N 48 48 48 48
Pearson
-0,256 0,125 570** 0,017
Mutlak Korelasyonu
lateral 0,079 0,397 0 0,91
Anlamlilik
kuvvet
. 48 48 48 48
degisimi N
Pearson
-,309* - 481** -,319* -0,114
Korelasyonu
0,033 0,001 0,027 0,442
Anlamlilik
Mutlak alan
48 48 48 48
degisimi N
Mutlak Mutlak
kortikal lateral
Alan kuvvet kuvvet Mutlak alan
degisimi | degisimi degisimi degisimi
Pearson
_ 0,03 0,086 - 757** -0,037
Aksotomi Korelasyonu
oncesi 0,838 0,561 0 0,801
Anlamlilik
lateral
48 48 48 48
kuvvet N
Pearson
) -0,144 -0,128 -0,268 -0,253
Aksotomi Korelasyonu
oncesi 0,329 0,386 0,065 0,083
) Anlamlilik
kortikal
48 48 48 48
kuvvet N
Pearson
-0,118 0,124 0,151 -,614**
) Korelasyonu
Aksotomi
0,426 0,399 0,307 0
Oncesi alan Anlamlilik
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48 48 48 48
N
Pearson
_ -0,168 0,12 ,584** -,.366*
Aksotomi Korelasyonu
sonrasl 0,254 0,417 0 0,011
Anlamlilik
lateral
48 48 48 48
kuvvet N
Pearson
_ -0,15 0,276 -0,256 -,309*
Aksotomi Korelasyonu
sonrast 0,308 0,058 0,079 0,033
) Anlamlilik
kortikal
48 48 48 48
kuvvet N
Pearson
0,028 0,106 0,125 - 481**
Korelasyonu
0,85 0,473 0,397 0,001
) Anlamlilik
Aksotomi
48 48 48 48
sonrasi alan N
Pearson
-0,129 -0,051 570** -,.319*
Korelasyonu
Lateral 0,382 0,73 0 0,027
Anlamlilik
kuvvet
48 48 48 48
degisimi N
Pearson
-0,069 ,780%* 0,017 -0,114
Korelasyonu
Kortikal 0,639 0 0,91 0,442
Anlamlilik
kuvvet
48 48 48 48
degisimi N
Pearson
1 -0,027 -0,135 [ 792%*
Korelasyonu
0,854 0,361 0
Anlamlilik
Alan
48 48 48 48
degisimi N
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Pearson
-0,027 1 0,008 -0,16
Mutlak Korelasyonu
kortikal 0,854 0,954 0,277
Anlamlilik
kuvvet
o 48 48 48 48
degisimi N
Pearson
-0,135 0,008 1 -0,209
Mutlak Korelasyonu
lateral 0,361 0,954 0,153
Anlamlilik
kuvvet
48 48 48 48
degisimi N
Pearson
,192%* -0,16 -0,209 1
Korelasyonu
0 0,277 0,153
Anlamlilik
Mutlak alan
48 48 48 48
degisimi N

Korelasyon testi sonuglarina gore, aksotomi dncesi lateral kuvvet ile aksotomi
oncesi kortikal kuvvet ve aksotomi sonrasi lateral kuvvet pozitif korele (Sekil
6.4.1.3); aksotomi sonrasi kortikal ve lateral kuvvet mutlak alan degisimi ile negatif
korele ve lateral kuvvet degisimi ile mutlak alan degisimi negatif korele ¢ikmustir.

Yani aksotomi sonrasi kortikal ve lateral kuvvetlerin artmasi hiicre alaninin azalmasi

ile iliskilidir.

Aksotomi Oncesi kortikal kuvvet (pN)

Aksotomi Oncesi lateral kuvvet (pN)

Aksotomi sonrasi kortikal kuvvet (pN)

Sekil 6.4.1.3. Olgiilen kuvvetlerin korelasyonu (p<0.01).
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6.4.2. BDM grubu

Deney diizenegimizde Olgiilen kuvvetlerde miyozinin roliinii anlamak i¢in

hiicrelerdeki miyozinler inhibe edilerek 6l¢iim yapildi (Tablo 6.4.2.1). Miyozin

inhibisyonu i¢in genel miyozin inhibitorii olan BDM (2.3 butanedione monoxime)

kullanildi.

degistirdi (Tablo 6.4.2.2).

BDM, kuvvet ortalamalarin1 distirdii ve istatistiksel anlamliligini

Tablo 6.4.2.1. BDM eklenen hiicrelerde aksotomi Oncesi ve sonrasinda lateral
kuvvet, kortikal kuvvet ve alan 6l¢iim sonuglart.

Aksotomi | Aksotomi Aksotomi | Aksotomi

oncesi oncesi sonrasi oncesi

lateral kortikal | Aksotomi dncesi lateral kortikal Aksotomi

kuvvet kuvvet alan kuvvet kuvvet sonrasi alan
4,94 11,24 735,98 5,40 11,38 584,05
6,91 13,08 422,77 13,57 10,98 398,25
3,70 4,26 289,67 1,85 5,42 325,92
3,11 3,20 172,16 2,08 3,89 168,60
0,67 3,43 655,47 0,93 1,98 585,22
0,48 0,54 408,42 0,31 0,47 373,40
0,92 0,85 628,97 0,18 1,31 595,12
1,80 2,80 776,61 0,74 3,80 759,20
0,52 0,45 176,71 3,26 0,63 178,07
0,12 0,34 787,01 1,18 0,63 726,98
0,85 4,14 478,23 0,28 2,44 441,15
0,52 0,09 236,68 0,32 0,46 245,76
1,46 0,80 551,33 2,51 1,41 533,37
6,64 1,10 392,41 3,17 1,80 372,99
1,42 0,33 548,97 0,94 1,28 544,39
1,68 2,39 327,69 0,48 4,88 391,13
1,24 0,39 492,39 1,09 2,28 413,62
0,94 1,25 491,36 1,17 1,75 434,15
0,71 0,84 230,62 0,39 2,24 191,74

56



0,72 1,05 577,83 0,80 2,67 517,01
0,68 2,41 333,06 0,08 0,67 326,67

Tablo 6.4.2.2. BDM eklenen hiicrelerden olgiilen kuvvetler ve alanlarin ortalamalari

ve t-test sonucu anlamlilik degerleri.

Ortalama n Anlamlilik
1,9066 0,939
Aksotomi Oncesi lateral kuvvet 21
1,9395
Aksotomi sonrasi lateral kuvvet 21
2,6192 0,200
Aksotomi Oncesi kortikal kuvvet 21
2,9705
Aksotomi sonrasi kortikal kuvvet 21
462,5876 0,007
Aksotomi Oncesi alan 21
433,6567
Aksotomi sonrasi alan 21

6.4.3. Blebbistatin 6lciim grubu

Blebbistatin - miyozin II inhibitoriidiir. AKG ndronlarinda miyozin
inhibisyonu i¢in kullanildi. Blebbistatin eklendikten sonra konulan boncuklar hareket

ettirilemedi. Dolayisiyla lateral ve kortikal kuvvet 6l¢lim yapilamadi.
6.4.4 Kalsiyumsuz 6l¢iim grubu

Kalsiyumun 6lgiilen kuvvetlere etkisine bakmak i¢in farkli deney gruplarinda
kalsiyumsuz besiyeri ve EDTA kullanildi. Her iki deney grubunda da boncuklar

hareket ettirilemedi ve kuvvet 6l¢iimii yapilamada.
6.4.5. Kaspaz-3/7 grubu

Hiicrelerde aksotomi sonrast meydana gelen kuvvet ve alanlardaki degisimin
mekanizmasini anlamak i¢in Kaspaz-3/7 canli boyasi kullanild1 (Resim 6.4.5.1 ve
Resim 6.4.5.2). Kaspaz-3/7 eklendikten sonra aksotomi dncesi-sonrasi lateral kuvvet,
kortikal kuvvet ve parlaklik 6lgiimleri yapildi (Tablo 6.4.5.1) (n=21)(Not: Bu deney

grubundan elde edilen kuvvet verileri kuvvet 6l¢ciim grubunda da kullanilmistir).
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Resim 6.4.5.1. Aksotomi oncesi Kaspaz-3/7 eklenmis AKG hiicresi (Olgek
¢ubugu=20um).

Resim 6.4.5.2. Aksotomi sonras1 AKG hiicresinde Kaspaz-3/7 dagilimi (Olgek

¢ubugu=20um).
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Tablo 6.4.5.1. Aksotomi Oncesi-sonrasi Olgiilen kortikal kuvvet, lateral kuvvet, alan,

Kaspaz-3/7 parlaklig1 ve bunlara bagli hesaplamalar.

Aksotomi Aksotomi

Aksotomi oncesi Aksotomi | Aksotomi | Aksotomi sonrasl
oncesi lateral kortikal oncesi oncesi sonrasi kortikal
kuvvet kuvvet alan parlaklik | lateral kuvvet kuvvet
2,776167843 |4,702135178 | 833,47 6371,959 |2,641211037 |6,498718032
3,535339198 |5,127725376 |281,88 6205,868 |5,725163947 |7,245013415
48,34357075 |5,1515257 341,11 6319,353 |2,025103249 |7,984189785
2,810001616 |3,8254319 |450,48 5459,081 |18,30533231 |2,991784716
1,998380318 |3,898362208 |863,88 6345,077 |40,05665159 |6,575320679
0,89062461 |0,734996743 | 736,75 5690,883 |0,275867563 |1,091050838
4,28904736 |2,805569206 |627,2 3900,332 |1,955311613 |9,024407498
0,168756961 |0,254980005 |283,6 6159,104 |0,338318487 |0,742841282
2,598759623 |10,01927787 |558,8 6033,477 |1,176560522 |2,982844139
0,052131249 |0,029523271 |255,4 841,093 0,012360946 |0,052106542
0,144419932 |0,141936475 |438,58 1004,706 |0,040309532 |0,047528628
0,03373748 |0,416656921 |893,28 6358,586 |0,391220039 |0,772387745
1,265125721 |1,477894256 |153,1 3906,276 |4,035678548 |2,394754327
26,63272947 |40,11188817 |766,72 6240,939 |7,990673067 |38,35375144
0,296491218 |3,663078728 |439,87 5926,101 |3,242790962 |1,355385331
4,997652051 |2,468106994 | 498,01 5533,71 1,435650617 |0,838709257
1,028965908 |3,966267111 | 469,27 6121,276 |0,301045292 |2,06117824

59




1,686029124 |1,080873789 |358,74 6407,588 |0,275456888 |0,189555159
4,167720214 |8,389093322 | 367,64 5050,69 2,883136641 |5,753891084
7,509298346 |4,231818479 982,09 5460,533 |1,412231375 |1,534608869
0,159639699 |0,249792018 407,32 5895,901 |0,204795967 |0,383463749
Aksotomi | Kortikal Lateral
Aksotomi sonrasl kuvvet kuvvet Parlaklik Alan
sonrast alan | parlaklik degisimi | degisimi degisimi degisimi
755,71 6410,450 | 0,382078 | -0,04861 | 0,006040685 -0,0933
275,01 5706,660 0,41291 | 0,61941 | -0,080441286 | -0,02437
322,51 5522,101 | 0,549869 | -0,95811 | -0,126160384 | -0,05453
428,8 5837,969 | -0,21792 | 5,514349 | 0,069405089 -0,04813
708,18 6286,065 | 0,686688 | 19,04456 | -0,009300439 | -0,18023
718,58 5915,468 | 0,484429 | -0,69025 | 0,039463999 -0,02466
576,26 4160,011 | 2,216605 | -0,54412 | 0,066578691 -0,08122
238,35 6406,356 | 1,913332 | 1,004768 | 0,040144151 -0,15956
508,26 6292,045 | -0,70229 | -0,54726 | 0,042855554 -0,09044
226,66 900,634 0,764931 | -0,76289 | 0,070790032 -0,11253
404,13 970,631 -0,66514 | -0,72089 | -0,033915394 | -0,07855
754,99 1046,684 | 0,853774 | 10,59601 | -0,835390447 | -0,15481
137,93 5228,231 | 0,620383 | 2,189943 | 0,338418227 -0,09909
663,83 6009,699 | -0,04383 | -0,69997 | -0,037052117 -0,1342
400,89 6290,426 | -0,62999 | 9,937224 | 0,061478027 -0,08862
450,56 6327,25 -0,66018 | -0,71273 | 0,143401082 -0,09528
427,89 6170,285 | -0,48032 | -0,70743 | 0,008006337 -0,08818
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320,12 4951,577 | -0,82463 | -0,83662 | -0,227232306 | -0,10765
329 6355,801 | -0,31412 | -0,30822 | 0,258402515 -0,1051
899,81 5644,178 -0,63736 | -0,81194 | 0,033631332 -0,08378
385,6 6401,59 0,535132 | 0,282864 | 0,085769588 -0,05332
Mutlak kortikal kuvvet Mutlak lateral kevvet Mutlak alan
degisimi degisimi degisimi
1,796583 -0,13496 -77,76
2,117288 2,189825 -6,87
2,832664 -46,3185 -18,6
-0,83365 15,49533 -21,68
2,676958 38,05827 -155,7
0,356054 -0,61476 -18,17
6,218838 -2,33374 -50,94
0,487861 0,169562 -45,25
-7,03643 -1,4222 -50,54
0,022583 -0,03977 -28,74
-0,09441 -0,10411 -34,45
0,355731 0,357483 -138,29
0,91686 2,770553 -15,17
-1,75814 -18,6421 -102,89
-2,30769 2,9463 -38,98
-1,6294 -3,562 -47,45
-1,90509 -0,72792 -41,38
-0,89132 -1,41057 -38,62
-2,6352 -1,28458 -38,64
-2,69721 -6,09707 -82,28
0,133672 0,045156 -21,72
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Aksotomi Oncesi ve sonrasi lateral kuvvetlerin, kortikal kuvvetlerin ve
Kaspaz-3/7 parlakliklarinin ortalamalar1 alindi, ikili t-test yapildi ve korelasyon
analizine bakildi. Ikili t-testinde bu iic deger de anlamli degismedi. Korelasyon
testinde ise aksotomi Oncesi-sonrasi kortikal kuvvet ve aksotomi Oncesi-sonrasi
parlaklik kendi i¢lerinde anlaml1 korele ¢ikt1 (Tablo 6.4.5.2). Olgiilen ve hesaplanan
diger tiim parametreler ile korelasyon analizi yapildi (Tablo 6.4.5.3).

Tablo 6.4.5.2. Aksotomi Oncesi-sonras1 Ol¢iillen kortikal kuvvet, lateral kuvvet,
Kaspaz-3/7 parlakligi ortalamalar1 ve t-test ve korelasyon anlamlilifi degerleri
(p<0.01).

Korelasyon
Ortalama n Anlamlilik | anlamlilig1
B 5,494504 0,76
Aksotomi Oncesi lateral kuvvet 21 0,996
4510708
Aksotomi sonrasi lateral kuvvet 21
4,892711 0,754
Aksotomi Oncesi kortikal kuvvet 21
4708261 0
Aksotomi sonrasi kortikal kuvvet 21
) ) 5296,78729 0,7
Aksotomi 6ncesi parlaklik 21
5182,57671 0
Aksotomi sonrasi parlaklik 21

Tablo 6.4.5.3. Aksotomi Oncesi-sonrast Olgiilen ve hesaplanan tiim parametrelerin

korelasyon analiz sonuglar1 (p<0.01** ve p<0.05%*).

Aksotomi | Aksotomi
Oncesi Oncesi Aksotomi
lateral kortikal Aksotomi oncesi
kuvvet kuvvet Oncesi alan | Kaspaz-3/7
Aksotomi Pearson
oncesi Korelasyonu 1 ,481* 0,01 0,222
lateral Anlamlilik 0,027 0,964 0,334
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kuvvet N 21 21 21 21
Aksotomi Pearson
oncesi Korelasyonu ,481* 1 0,253 0,237
kortikal Anlamlilik 0,027 0,269 0,301
kuvvet N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,01 0,253 1 0,323
Aksotomi | Anlamlilik 0,964 0,269 0,153
oncesi alan N 21 21 21 21
Pearson
Aksotomi | Korelasyonu 0,222 0,237 0,323 1
oncesi Anlamlilik 0,334 0,301 0,153
Kaspaz-3/7 N 21 21 21 21
Aksotomi Pearson
sonrasit Korelasyonu -0,001 0,133 0,276 0,197
lateral Anlamlilik 0,996 0,566 0,226 0,392
kuvvet N 21 21 21 21
Aksotomi Pearson
sonras1 | Korelasyonu ,D4T* ,950** 0,258 0,206
kortikal Anlamlilik 0,01 0 0,26 0,37
kuvvet N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,014 0,233 ,993** 0,315
Aksotomi | Anlamlilik 0,951 0,31 0 0,164
sonrasi alan N 21 21 21 21
Pearson
Aksotomi | Korelasyonu 0,146 0,253 0,026 ,109**
sonrasi Anlamlilik 0,527 0,269 0,912 0
Kaspaz-3/7 N 21 21 21 21
Kortikal Pearson
kuvvet Korelasyonu 0,017 -0,172 -0,033 -0,068
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degisimi Anlamlilik 0,943 0,457 0,886 0,77
N 21 21 21 21
Pearson
Lateral Korelasyonu -0,208 -0,124 0,318 0,238
kuvvet Anlamlilik 0,365 0,592 0,16 0,298
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,082 0,043 -0,397 -0,268
Kaspaz-3/7 | Anlamlilik 0,724 0,855 0,074 0,241
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,116 -0,177 -0,249 -0,061
Alan Anlamlilik 0,616 0,442 0,277 0,793
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Mutlak Korelasyonu 0,154 -0,256 -0,01 -0,119
kortikal Anlamlilik 0,504 0,263 0,964 0,609
degisimi N 21 21 21 21
Mutlak Pearson
lateral Korelasyonu | -, 780** -0,292 0,165 -0,049
kuvvet Anlamlhilik 0 0,199 0,476 0,832
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,012 -0,291 - 77** -0,284
Mutlak alan | Anlamlilik 0,959 0,201 0 0,213
degisimi N 21 21 21 21
Aksotomi | Aksotomi
sonrast sonrast Aksotomi
lateral kortikal Aksotomi sonrast
kuvvet kuvvet sonrasi alan | Kaspaz-3/7
Aksotomi Pearson -0,001 DA7* 0,014 0,146
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oncesi

Korelasyonu

lateral | 4 plamlilik 0,996 0,01 0,951 0,527
kuvvet N 1 51 o1 51
_ Pearson
Aksotom! Korelasyonu | 9133 ,950™* 0,233 0,253
oneesi 0,566 0 0,31 0,269
kortikal Anlamlilik ' . ,
kuvvet N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu | 0:276 0,258 ,993** 0,026
0,226 0,26 0 0,912
Aksotomi Anlamlilik
oncesi alan N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu | 0:197 0,206 0,315 709%*
Aksotomi
S Anlamlilik 0,392 0,37 0,164 0
Onces1
Kaspaz-3/7 N 21 21 21 21
_ Pearson
Aksotom! Korelasyonu 1 0,206 0,219 0,23
sonrast T o -
lateral Anlamlilik ) , ,
kuvvet N 21 21 21 21
) Pearson
Aksotomi Korelasyonu | 0:206 1 0,235 0,197
sonrasi 0 369 O 306 O 391
kortikal Anlamlilik , ) )
kuvvet N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu | 0:219 0,235 1 0,049
0,341 0,306 0,833
Aksotomi Anlamlilik
sonrasi alan N 21 21 21 21
Aksotomi Pearson 0,23 0,197 0,049 1
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sonrasi

Korelasyonu

Kaspaz-3/7 | Apjamunk | 0315 0,391 0,833
N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu |~ 0:069 0,064 -0,056 -0,148
Kol 0,768 0,782 0,811 0,522
kuvvet Anlamlilik ’ ' , ,
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu | 727" -0,077 0,244 -0,018
Lateral
Kuvvet | Anlamlilik p 0,74 0,286 0,938
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu | 0:066 0,008 -0,359 483*
0,778 0,973 0,11 0,026
Kaspaz-3/7 Anlamlilik
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,342 -0,171 -0,14 0,155
Alan | Anlamlilik 013 0,459 0,545 0,502
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,214 0,059 -0,018 -0,198
Mtk 0,352 0,798 0,937 0391
kortikal Anlamlilik ' ; , ,
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Mutlak Korelasyonu | 627" -0,297 0,126 0,03
atera 0,002 0,191 0,587 0.896
kuvvet Anlamlilik ' , ; ,
degisimi N 21 21 21 21
Mutlak alan | Pearson | 203" -0,312 | -,696** 0,103
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degisimi

Korelasyonu

Anlamlilik 0,02 0,169 0 0,657
N 21 21 21 21
Kortikal Lateral
kuvvet kuvvet Kaspaz-3/7 |Alan
degisimi degisimi degisimi degisimi
_ Pearson
Aksotomi 1 relasyonu 0,017 -0,208 -0,082 0,116
oncesi 0,943 0,365 0,724 0,616
lateral Anlamlilik J , ) ,
kuvvet N 21 21 21 21
_ Pearson
Aksotolg Korelagyonu -0,172 -0,124 0,043 -0,177
Oncesi 0,457 0,592 0,855 0,442
kortikal Anlamlilik J ' : )
kuvvet N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,033 0,318 -0,397 -0,249
0,886 0,16 0,074 0,277
Aksotomi Anlamlilik
oncesi alan N 21 21 21 21
Pearson
Kore|asy0nu '01068 0,238 '0,268 '0,061
Aksotomi 0,77 0,298 0,241 0,793
5ncesi Anlamlilik J , , ,
Kaspaz-3/7 N 21 21 21 21
_ Pearson
Aksotomi Korelasyonu 0,069 ,757** 0,066 _0’342
Sonr! 0,768 0 0,778 0,13
lateral Anlamlilik ' , ,
kuvvet N 21 21 21 21
Aksotomi Pearson
sonrast | Korelasyonu 0,064 -0,077 0,008 -0,171
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kortikal | A pjamlilik 0,782 0,74 0,973 0,459
kuvvet N 1 1 5T 51
Pearson
Korelasyonu -0,056 0,244 -0,359 -0,14
0,811 0,286 0,11 0,545
Aksotomi Anlamlilik
sonrasi alan N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,148 -0,018 | ,483* 0,155
Aksotomi
Anlamlilik 0,522 0,938 0,026 0,502
sonrasi
Kaspaz-3/7 N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 1 0,119 -0,085 -0,205
Kortikal
kuvvet Anlamlilik 0,607 0,714 0,374
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,119 1 -0,306 | -,496™
aterl 0,607 0,178 0,022
kuvvet Anlamlilik J . )
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,085 -0,306 1 0,26
0,714 0,178 0,255
Kaspaz-3/7 Anlamlilik
degisimi N 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,205 | -,496* 0,26 1
Alan Anlamlilik 0,374 0,022 0,255
degisimi N 21 21 21 21
Mutlak Pearson
kortikal | Korelasyonu |746™* 0,158 -0,112 0,038
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degisimi | Apjamishik 0 0,495 0,63 0,871
21 21 21 21
lak Pearson
Mutla
Korelasyonu 0,03 |,636** 0,105 -0,304
lateral
kuvvet | Anlamlilik 0,897 0,002 0,651 0,18
degisimi 21 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,093 | -,622** A494* 753**
0,689 0,003 0,023 0
Mutlak alan | Anlamlilik
degisimi 21 21 21 21
Mutlak Mutlak
kortikal lateral kuvvet | Mutlak alan
degisimi degisimi degisimi
Pearson
Korelasyonu 0,154 |-,780™* 0,012
0,504 0 0,959
Aksotomi 8ncesi | Anlamlilik
lateral kuvvet N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,256 -0,292 -0,291
0,263 0,199 0,201
Aksotomi 8ncesi | Anlamlilik
kortikal kuvvet N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,01 0,165 |-, 777**
0,964 0,476 0
Aksotomi ncesi | nlamlilik
alan N 21 21 21
Aksotomi Oncesi Pearson
Kaspaz-3/7 Korelasyonu -0,119 -0,049 -0,284
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Anlamlilik 0,609 0,832 0,213
N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,214 ,627** -,503*
0,352 0,002 0,02
Aksotomi sonrasi Anlamhilik
lateral kuvvet N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,059 -0,297 -0,312
0,798 0,191 0,169
Aksotomi sonrasi Anlamhilik
kortikal kuvvet N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,018 0,126 | -,696™*
0,937 0,587 0
Aksotomi sonras: | Zinlamlilik
alan N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu -0,198 0,03 0,103
Anlamlilik 0,391 0,896 0,657
Aksotomi sonrasi
Kaspaz-3/7 N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu |746™" 0,03 -0,093
0 0,897 0,689
Kortikal kuvvet | Anlamhlik
degisimi N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,158 ,636** -,622%*
0,495 0,002 0,003
Lateral kuvvet Anlamhilik
degisimi N 21 21 21
Kaspaz-3/7 Pearson
degisimi Korelasyonu -0,112 0,105 | ,494*
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Anlamlilik 0,63 0,651 0,023

N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu 0,038 -0,304 |,753**
Anlamlilik 0,871 0,18 0
Alan degisimi N 21 21 21
Pearson
Korelasyonu | Mcordeg mlatdeg malandeg
Mutlak kortikal | Anlambilik 0.154 -, 780" 0,012
degisimi N 0,504 0 0,959
Pearson
Korelasyonu 21 21 21
-0,256 -0,292 -0,291
Mutlak lateral Anlamlilik
kuvvet degisimi N 0,263 0,199 0,201
Pearson
Korelasyonu 21 21 21
-0,01 0,165 -,777**
Mutlak alan Anlamlilik
degisimi N 0,964 0,476 0

Korelasyon analizinde, kuvvet 6l¢imii grubunda goriilen, aksotomi Oncesi
lateral kuvvet-aksotomi Oncesi kortikal kuvvet-aksotomi sonrasi kortikal kuvvet
birbirleri ile korele ¢ikti. Ayrica 6nemli bir sonu¢ olarak, mutlak alan degisimi ile

Kaspaz-3/7 degisimi korele ¢ikt.
6.4.6. Kontrol (Sham) grubu

Kontrol grubunda Kaspaz-3/7 grubundan farkli olarak kuvvet Olglimii
yapilmadi. Bunun nedeni ise parlaklik dl¢limiiniin normalizasyona ihtiya¢ duyup
duymadiginin belirlenmesidir. Sadece kuvvet dl¢climii yapilmayip diger tiim islemler
yapildiktan sonra aksotomi Oncesi ve sonrasi parlaklik olgiimleri yapildi (Tablo

6.4.6) (n=37). Parlaklik degisimi i¢in normalizasyona ihtiya¢ duyulmadi.
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Tablo 6.4.6. Kontrol(sham) grubunda aksotomi Oncesi-sonrasi parlaklik degerleri ve

parlaklik degisimi
Aksotomi Oncesi parlaklik Aksotomi sonrasi parlaklik Parlaklik degisimi

5028,138 5152,361 0,024705567
6245,537 5853,104 -0,062834149
4660,831 4684,772 0,005136638
4301,248 3488,827 -0,188880297
6244,629 6102,211 -0,022806479
3390,785 3411,017 0,00596676

5829,913 5037,01 -0,136005975
6008,319 5989,137 -0,003192573
6310,856 6214,475 -0,015272255
2640,076 2617,73 -0,00846415
3313,747 2644,847 -0,201856086
6228,176 5992,214 -0,037886213
3989,955 2466,475 -0,381828868
4013,93 2474,501 -0,383521636
3891,746 2436,975 -0,373809339
3806,61 2354,813 -0,381388427
3469,246 4712,597 0,358392285
3797,878 3669,382 -0,03383363
5424,755 5453,363 0,005273602
3608,081 3598,03 -0,002785691
5119,071 4978,632 -0,02743447
2296,337 2329,638 0,014501791
2404,158 2404,734 0,000239585
4492 367 4171,445 -0,071437173
4249,947 3940,855 -0,072728436
5301,865 5276,537 -0,004777187
5980,123 5873,305 -0,017862174
5828,469 5638,006 -0,03267805
6022,264 5764,434 -0,042812803
6190,754 6208,735 0,002904493
6100,189 6042,064 -0,009528393
6100,746 5898,969 -0,033074152
6027,482 6222,116 0,032291096
6229,57 5378,719 -0,136582621
5441,288 5799,662 0,06586198

3718,684 3922,653 0,05484978
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Calismamizda Ozet olarak aksotomiden sonra hiicre boyutunda anlamli
azalma tespit edildi (p<0,05). Aksotomiden sonra lateral gerginlik azalirken; kortikal
gerginlik artti fakat bu degisiklikler anlamli degildi. Aksotomi sonucu hiicre
boyutunda meydana gelen degisim, lateral ve kortikal kuvvetlerle pozitif korele
cikmistir (p<0,05). Kaspaz-3 aktivitesi, hiicre boyutundaki azalma ile pozitif korele
cikmigtir fakat kortikal ve lateral kuvvetlerle ile iligkili degildir (p<0,05) (Sekil 6.5).

AKSOTOMI
AKG NORONU — AKG NORONU

\I::;f
R

Kortikal kuvvet  Lateralkuwet  Hicrealam  Kaspaz-3pariakhy | |

Aksotomi dncesi lateral + Aksotomi dncesi kortikal
—p
kuwvet kuvvet

+ +

Aksotomi sonrasi lateral Aksotomi sonrasi kortikal
kuvvet kuvvet

A\ /-

Mutlak alan degisimi +—~ Kaspaz-3 degisimi

B J
Lateral kuvvet degisimi

Aksotomi dncesi I Aksotomi sonrasi
—
Kaspaz-3 Kaspaz-3

Sekil 6.5. Calismanin 6zeti (+: pozitif korelesyonu ve -: negatif korelasyonu

gostermektedir).
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7. TARTISMA

Hiicre mekanigi ¢alismalarinda kuvvet uygulama ve algilama teknikleri 6ne
cikmaktadir. Kuvvet dl¢iimii yapilabilen tekniklerden yaygin olanlar1 atomik kuvvet
mikroskopisi(atomic force microscopy) ve optik cimbizlar (optical tweezers)
sistemleridir. iki sistemin de birbirlerine gére iistiinliikleri mevcuttur. Atomik kuvvet
mikroskobunda kuvvet uygulama, kuvvet algilama ve uzaysal algilama araliklari
genis olmasina karsin; optik cimbizlar sistemi lazer 1isinmin direk hiicre ile temas
etmemesi bakimindan istiindiir. Bu da hiicrelerin daha az stres altinda kalmalarina
neden olur (87). Calismamizda arka kok gangliyonlarinda kuvvet Ol¢timii
yapilabilmesi i¢in optik cimbizlar sistemi kullanilmistir. Calismamizda optik

cimbizlar sistemi ile hiicre gévdesinden kuvvet dl¢timii ilk defa yapilmustir (130).

Hiicrelerde bulunan kuvvetler ve bu kuvvetlerin tanimlar1 tam olarak
belirlenememistir. Membran gerginligi ve kortikal gerginlik sematik olarak belirtilse
de nasil ayr1 ayrt oOlgiilecekleri belirtilmemistir (111). AKG néronlarinda AFM
kullanilarak periferik sinir hasar1 sonras1 mekanik farkliliklar tespit edilmistir (121).
Calismamizda lateral ve kortikal kuvvetler, periferik sinir hasar1 oncesi ve sonrasi, X
ve y ekseninde olmak iizere, ayri ayri Ol¢iilmiistiir. Aksotomiden Onceki lateral
kuvvet, aksotomiden 6nceki lateral kuvvet ve aksotomiden sonraki kortikal kuvvet
birbirleri ile korele ¢ikmistir. Aksotomi sonrasinda lateral kuvvetlerin ortalamalar
azalirken; kortikal kuvvetlerin ortalamalar1 artmistir. Hiicrelerde meydana gelen alan
degisimi ile aksotomi sonrasi kortikal kuvvet ve aksotomi sonrasi lateral kuvvet de
korele ¢ikmistir. Kuvvetlerin birbirleri ile korelasyonu ortak olarak dl¢iilen membran
ve memrana yakin hiicre iskeleti baglantilar1 ile acgiklanabilir. Lateral kuvvetlerin
aksotomi Oncesi ve sonrasinin korele olmamasi Ol¢glim zamani ile ilgili olabilir.
Kortikal kuvvet daha ¢ok hiicre iskeleti elemanlarindan kaynaklanmaktadir. Lateral
kuvvet ise daha ¢ok membrandaki proteinler ve lipidlerden kaynaklanmaktadir.
Aksotomi ile hiicre iskeleti yikimi meydana gelmektedir. Sonuclarimiza gore
aksotomiden sonra hiicre iskeleti elemanlarinda birbirlerine yakinlasma meydana
geldigini diisiinmekteyiz. Yani alan azalmasi ile hiicre iskeleti daha siki bir hal

almaktadir. Bu durumun aksine membran daha gevsek bir yapinin meydana geldigini
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diistinmekteyiz. Bu yapmnin gevsekligZi membrandaki lokalizasyonlara gore

degisebilir.

Aktin ve miyozin, ndron hiicre iskeletindeki Onemli yapilardandir ve
hiicrelerin mekanik 6zelliklerini etkilemektedir (131). BDM, miyozin inhibitorii
olarak kullanilmaktadir (132). AKG noronlarinda da BDM kullanilmistir (133).
Calismamizda miyozin inhibitdrii olarak kullandigimiz BDM grubunda, hiicreler
aksotomiden sonra anlamli olarak kiigiildiiler. Fakat alan kiigiilmesi ile kuvvetler
arasinda bir korelasyon goriilmedi. Yani hiicrelerdeki kuvvetler miyozinden

bagimsizdir.

Kaspaz-3, periferik sinir hasari yaralanmalarindaki aksonal dejenerasyondaki
aktin ve tiiblilin kesiminde Onemli bir gostergedir (86). Degisen kuvvetlerin
molekiiler altyapisin1 anlamak i¢in aksotomi Oncesi ve sonrast canli Kaspaz-3
degisimi bakildi. Kaspaz-3 parlakligi aksotomiden sonra azaldi. Kaspaz-3 parlaklig
istatistiksel olarak anlamli degismedi fakat aksotomi Oncesi ve sonrast Kaspaz-3
parlakligi korele cikti. Onceki bulgularimizda korele ¢ikan mutlak alan degisimi,
Kaspaz-3 degisimi ile de korele ¢ikmistir. Azalan Kaspaz-3 seviyesi ile kortikal
gerginligin artmasi1 arasinda iliski oldugunu diisiinmekteyiz. Aktin ve tiibiilinin

kesimi kortikal kuvvetleri artirmis olabilir.

Hiicrelerde meydana gelen mekanik iletimde gorevli sinyal tabakasi, kuvvet
iletim tabakasi ve aktin diizenleyici tabakada goérevli proteinler vardir (105). AKG
hiicrelerinde aksotomi hasarinda bu tabakalarda nasil degisiklik gosterdigi
bilinmemektedir. Sonuglarimizda ¢ikan kuvvet degisiklikleri ile bu tabakalardaki
proteinlerin iliskili oldugunu diisiinmekteyiz. immiinsitokimya teknigi ile aksotomi
Oncesi ve sonrasi bu tabakalardaki proteinlerin degisimleri floresan olarak bakilabilir.
Proteinlerin lokalizasyonu dondurarak kirma (freeze-fracture) (134) ve/veya korelatif

mikroskobi (correlative microscopy) (135) yontemleri de kullanilabilir.
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8. SONUC

Calismamizda arka kok gangliyon noronlarinda hiicre mekanigi ¢aligmast;
aksotomi Oncesi ve sonrasi lateral ve kortikal kuvvet Ol¢iimii, kuvvet Ol¢iimlerinin
BDM ile dogrulanmasi ve aksotomi Oncesi ve sonrast kuvvet dlgiimiine ek Kaspaz-
3/7 parlaklik 6l¢iimii olarak yapilmistir. Aksotomi Oncesi lateral kuvvet, aksotomi
oncesi kortikal kuvvet ve aksotomi sonrasi kortikal kuvvet birbirleri ile anlaml
olarak korele ¢ikmistir. Ayrica hiicrelerde mutlak alan degisikligi ile aksotomi
sonras1 lateral kuvvet, aksotomi sonrasi kortikal kuvvet ve Kaspaz-3/7 parlaklik

degisimi istatistiksel olarak korele ¢ikmustir.
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