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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitt tarafindan onaylanan lisansisti tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagrt) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesi’ne verdigimi bildiririm. Bu izinle {niversiteye verilen kullanim haklari disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boélimiinin gelecekteki ¢alismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.
Tezin kendi orijinal calismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini
Universiteye teslim etmeyi taahhit ederim.
Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina iliskin Yénerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Agik Erisim Sisteminde erisime agilir.
o Enstiti / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. )
X Enstiti  yonetim kurulunun gerekceli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. ?
o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir. ¢)

26 /08 / 2019

Zeynep KAYA

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iliskin Yénerge”

(1)  Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérisii (zerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu iki yil
stire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
yéntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun
gorisi lzerine enstitli veya fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak (izere tezin erisime
agilmasi engellenebilir.

(3)  Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenlidi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisanstistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan
isbirligi protokolii cercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi
ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisi lzerine liniversite yénetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen
tezler Yiiksek6gretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte
tarafindan gizlilik kurallari ¢ercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon
Sistemine yliklenir

* Tez danismaninin énerisi ve enstitl anabilim dalinin uygun gérisi izerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu g¢alismadaki bitlin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglar bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgin oldugunu, Prof. Dr. Turgay DALKARA danisman-
higinda tarafimdan uretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez
Yazim Yonergesi’'ne gore yazildigini beyan ederim.
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TESEKKUR

Doktora tezimi diinyaya geldigimden beri daha iyi bir insan olmam igin
cabalayan ilk 6gretmenim, ablam Dr. Giilsen Bahar Ogiicodlu’na adiyorum.

Bilim insani olmak istedigimi anlayip norobilime génil verdigim ilk andan
itibaren bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen, bilime karsi tutkusuyla bana ilham veren,
beni cesaretlendiren, destegini daima yanimda hissettigim danismanim Prof. Dr.
Turgay Dalkara’ya sonsuz tesekkirlerimi sunarim. Onun 6gretileri yasamim boyunca
kulagimda olacak.

Sorularimi ictenlikle yanitlayan, bilgi birikimlerini ¢ekinmeksizin paylasan
degerli hocalarim Dog. Dr. Emine Eren Kocgak, Dog. Dr. Hilya Karatas Kursun ve Prof.
Dr. Miige Yemisci Ozkan’a tesekkiirii borg bilirim. Bilimsel ve teknik destekleriyle bu
tezin hayata gecmesini saglayan basta Dr. Buket Demir ve Dr. Sinem Yilmaz Ozcan
olmak Uzere; Dr. Nevin Belder, Dr. Canan Cakir Aktas, Uzm. Dr. Aslihan Taskiran Sag,
Dr. Ogr. Uyesi Evren Erdener ve Dr. Ogr. Uyesi Giil Yalgin Cakmakli’ya tesekkirlerimi
sunarim.

Birlikte ¢alismaktan buyik keyif aldigim, doktora siirecini tim sikintilarina
ragmen zevkli hale getiren, can dostlarim, parlak geng bilim insanlari Burak Uzay ve
Gulce Kiireli'ye en icten tesekkiiri borg bilirim.

Gelecegin degerli bilim insanlari olacaklarina inandigim ¢alisma arkadaslarim
Aslihan Bahadir Varol ve Ecehan Erk’e keyifli sohbetlerinden; her sikistigimiz anda
yardimimiza kosan teknisyenimiz Mesut Firat’a ve basta enstitli sekreterimiz Nursel
ilikli olmak uzere tim Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitlisii personeline
desteklerinden otiri tesekkir ederim.

Arkamdaki en buyik, yikilmaz destegi saglayan ailem Elife-Kadir Kaya’ya ve
sevgili hayat arkadasim Dr. Dogukan Dogu’ya bana duyduklari sonsuz glven ve
sabirlarindan 6tiri en icten tesekkirlerimi sunarim.

Bu tez calismasini destekleyen Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi'ne (TSA-2017-14418) ve TUBITAK’a (1185435) tesekkiir
ederim.
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OZET

Kaya, Z. Kortikal Yayilan Depresyonun Tetikledigi Noroinflamasyonun Coziilmesi ve
Bunun Migren Bas Agrisi Patofizyolojisindeki Yeri, Hacettepe Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Temel No6rolojik Bilimler Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2019.
Migren siddetli bas agrisiyla kendini gosteren, sik gorilen bir hastaliktir. Daha etkili
tedavilerin gelistirilebilmesi igin migren patofizyolojisi daha iyi anlasiimalidir. Kortikal
yayllan depresyon (KYD), migren aurasinin nérofizyolojik karsiligidir. “KYD’nin
tetikledigi, parankimal ve bunu izleyen meningeal inflamatuvar yanit sonucunda
migren bas agrisi olusmaktadir” goriusu literatirde giderek kabul gérmektedir. KYD ile
noronlarda inflamazom kompleksinin olusumu, kaspaz-1 aktivasyonu ve high mobility
group box1’in (HMGB1) saliverilmesi astrositlerde pro-inflamatuvar niikleer faktor
kappa B (NF-kappa B) yolagini aktiflestiren ana olaylardir. Calismamizda bu steril
inflamasyonun ¢6zlImesinin, migren bas agrisinin kendiliginden sonlanmasinda etkili
olabilecegi hipotezini erkek Swiss albino irki fare beyinlerinde igne batirilmasiyla tek
KYD tetikleyerek arastirdik. HMGB1’in KYD ile naif beyne kiyasla tim kortikal
hiicrelerin %23+3,0’inin ¢ekirdeklerinden hemen saliverildigi (n=3), 24 saat icinde ise
yerine konmadigi gorildi (%26+1,8; p=0,26, n=3). Norondan saliverilen ve periferik
kana karisan eksozomlarin HMGB1 tasidigi gosterildi. Noronlardaki kaspaz-1
aktivitesinin KYD’den 3 saat sonra azalmaya basladigi saptandi (KYD’den 1, 3 ve 5 saat
sonra sirasiyla aktif enzim orani %11+43,0; 50,4 ve 6+1,1; p=0,08; n=3). Néron disi
hicrelerde NF-kappa B ailesinin sirasiyla inflamasyon ¢o6zilmesinde etkili ve pro-
inflamatuvar alt birimleri cRel ve p65'in KYD ile hemen aktiflestigi; 24 saat sonunda
cRel aktivitesinin arttigi, p65’inkinin ise azalma egiliminde oldugu tespit edildi
(sirasiyla aktif hiicre oranlari 15. dakikada ve 24 saatte, cRel icin %24+2,5 ve 36%3,0;
p65 icin %25+2,1ve 21+3,6; n=3). |-kappa B’nin de inflamasyonun tetiklenmesiyle
hiicrelerin %33%4,6’sinda cekirdege goc ettigi gorildi (p=0,002; n=3). Bu bulgular
sonucunda noéron digi hiicrelerde KYD ile tetiklenen inflamasyonun, inflamasyonun
¢ozulmesinde rol oynayan sireglerle birlikte yonetildigi disindldi. Ayrica, cRel’in
noronlarin %31+3,2’sinde devamli transkripsiyonel aktivite gosterdigi tespit edildi.
Noronlardaki p65 ve cRel aktivitesinin KYD sonrasi sinaptik dikenlerin yapisal
dizenlenmesinde etkili olabilecegine dair 6n bulgular saptandi. Sonuc olarak KYD’nin
tetikledigi inflamatuvar cevap, noronlarda kaspaz-1 etkinliginin sOnmesi ve
astrositlerde anti-inflamatuvar c-Rel ve |-kappa B aktivitesini iceren kompleks bir
suregle yaklasik 24 saat iginde sonlanmaya baglamaktadir. Tek hiicre transkriptom
calismalari bu olaylarin hiicresel detaylarini ortaya koymak igin gereklidir.

Anahtar kelimeler: migren, kortikal vyayillan depresyon, noroinflamasyon,
inflamasyon ¢ozilmesi, NF-kappa B.

Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(TSA-2017-14418) ve TUBITAK tarafindan (1185435) desteklenmektedir.
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ABSTRACT

Kaya, Z. Resolution of Inflammation Triggered by Cortical Spreading Depression and
Its Contribution to Migraine Headache Pathophysiology, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Basic Neurological Sciences Program, Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara, 2019. Migraine is a common disorder which manifests
itself as severe headache. Migraine pathophysiology needs deeper understanding in
order to develop more effective treatments. Cortical spreading depression (CSD) is
the neurophysiological correlate of migraine aura. The idea that "Migraine pain
emerges as a result of CSD-triggered parenchymal and subsequent meningeal sterile
inflammatory response" is increasingly accepted. Formation of the inflammasome
complex in neurons by CSD, activation of caspase-1 and release of high-mobility
group box 1 (HMGB1) are the key events that activate the pro-inflammatory NF-
kappa B cascade in astrocytes. We hypothesized that the resolution of this sterile
inflammation may have a role in the spontaneous cessation of migraine headache
and tested this hypothesis in male Swiss albino mice brain after single CSD introduced
by pinprick. HMGB1 was found to be released immediately from the nuclei of
23+3.0% of all cortical cells (n = 3), yet not replaced within 24 hours (26+1.8%;
p=0.26, n=3). We showed that HMGB1 carrying exosomes were released from
neurons and detectable in the peripheral blood. It was found that the neuronal
caspase-1 activity began to decrease 3 hours after CSD (1, 3 and 5 hours after CSD,
active enzyme ratio was 11+3.0%, 5+0.4 and 6+1.1%, respectively; p=0.08; n=3). In
nonneuronal cells, NF-kappa B subunits cRel (effective in resolution phase) and p65
(proinflammatory) were immediately activated by CSD, and within 24 hours cRel
activity increased and p65 activity tended to decrease (respectively, active cell ratios
24+2.5 and 36+3.0% for cRel, 25+2.1 and 21+3.6% for p65; n=3). I-kappa B was also
observed to migrate to 33+4.6% of nonneuronal nuclei after CSD (p=0.002; n=3). In
nonneuronal cells, inflammation triggered by CSD appears to be regulated by a
concerted action of pro- and anti-inflammatory processes. Furthermore, in 31+3.2%
of neuronal nuclei cRel was constitutively present, and preliminary data suggest that
p65 and cRel activity in neurons might play a role in synaptic spine restoration after
CSD. In conclusion, the inflammatory response triggered by CSD begins to terminate
within 24 hours by fading of neuronal caspase-1 activity, and in astrocytes, by a
complex process involving anti-inflammatory c-Rel and I-kappa B activity. Single cell
transcriptomics are required for further cellular details.

Key words: migraine, cortical spreading depression, neuroinflammation,
inflammation resolution, NF-kappa B.

This study is supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit by (TSA-2017-14418) and by Scientific and Technological Research
Council of Turkey (TUBITAK, 1185435).
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KYD ile néronlarda tetiklenen inflamasyonu astrositlerde ve
meninkslerde olusan inflamasyon izler.
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KYD’den 5 ve 24 saat sonra ¢ekirdeginde HMGB1 igeren hiicre
oraninda degisim olmuyor.

KYD ile saliverilen HMGB1 24 saat icinde yerine konulmuyor.

KYD’den 15 dakika (A, B) ve 3 saat (C) sonra ipsilateral kortekste
HMGB1 noktasal isaretleniyor.

Beyin korteksinden eksozomlar basariyla ayristirilabiliyor.
Plazmadan néron kokenli eksozomlar basariyla ayristirilabiliyor.
KYD’den sonra kortekste saliverilen eksozomlar HMGB1 iceriyor.

KYD’den sonra ndronlardan eksozom iginde saliverilen HMGB1 periferik
kanda saptanabiliyor.
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KYD’den 15 dakika sonra ipsilateral kortekste HMGB1 g¢ekirdekten
veziklller araciligiyla saliveriliyor.

HMGB1 igeren vezikiller, KYD’den 3 saat sonra ipsilateral
kortekste izlenmeye devam ediyor.

KYD’den 1, 3, 5 saat sonra ve yalanci cerrahiden 3 saat sonra
ipsilateral kortekste aktif kaspaz-1 farklh paternde ve yogunlukta

isaretleniyor.

KYD’den 1, 3 ve 5 saat sonra ipsilateral kortekste aktif kaspaz-1
isaretlenmesinin hiicresel detaylari.

KYD’den 3 saat sonra ipsilateral kortekste kaspaz-1 aktivitesi
azaliyor.

Coklu KYD’den sonra ipsilateral kortekste cRel aktiflesiyor.
Tek KYD ile cRel hemen aktiflesiyor.

KYD ile aktiflesen p65’in aktif durumda oldugu hiicre oraninda 5
saat boyunca degisiklik olmuyor.

SOX9 ve S1008B ile astrositlerin timi isaretlenmiyor.

Tek KYD’den 24 saat sonra ipsilateral kortekste mikroglialar inaktif
durumda izleniyor.

KYD’den 24 saat sonra hem néron digi hiicrelerde hem néronlarda
cRel aktivasyonu artiyor.

KYD’den 24 saat sonra hem néron digi hiicrelerde hem néronlarda
p65 aktivasyonu azalma egilimi gosteriyor.

KYD’den 3 saat sonra ipsilateral kortekste hiicre uzantilari cRel ve
p65 ile belirgin bigcimde isaretleniyor.

KYD’den 3 saat sonra ipsilateral kortekste isaretlenen hiicre
uzantilari dendritlerdir.

KYD’den 3 saat sonra cRel ve p65 protein seviyelerinde degisim
olmuyor.

I-kappa B, KYD ile tetiklenen inflamasyonun ¢éziilmesinde rol
oynuyor olabilir.
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Yalanci cerrahiden 15 dakika, KYD’den 15 dakika ve 5 saat sonra 73
ndéronlar ve néron disi hiicrelerde cRel, p65 ve I-kappa B’nin
cekirdekte izlendigi hiicrelerin oranini gésteren grafik.

KYD’den 1 saat sonra cRel ve p65 aktifleserek ¢ekirdege gog 74
ediyor.
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1.GIRiS

Migren bas agrisi toplumda oldukga sik karsilagilan, atak sirasinda
hastalarda siklikla yeti yitimine sebep olan nérolojik bir hastahktir (1).
GUnumuizde migren tedavisine yonelik birgok ilag se¢enegi bulunmaktadir.
Akut tedavi halihazirda agri olusmusken veya aura varliginda agriyi baskilamak
icin kullanilirken atak sikhgl fazla olan hastalarda profilaktik tedavi yolu
izlenmektedir (2). Ancak bu ilaglarin her birinin kendine 6zgli yan etkileri ve
ilag etkilesimleri mevcuttur (2). Daha etkili ve daha az yan etkiye sahip ilaglarin
gelistirilebilmesi icin migren patofizyolojisi daha iyi anlasiimalidir.

Kortikal yayillan depresyon (KYD), migren aurasinin norofizyolojik
karsihigidir (3). “KYD’nin tetikledigi, parankimal ve meningeal steril
inflamatuvar yanit sonucunda migren agrisi olusur” hipotezi literatiirde
giderek kabul gormektedir. Ancak migren agrisini sonlandiran mekanizmalar
ve agri suresinin kisiler ve ataklar arasinda neden farkli oldugu
bilinmemektedir.

KYD tarafindan noronlarda panneksin-1 kanallarinin agilmasi Gzerine
inflamazom kompleksinin olusumu, kaspaz-1 aktivasyonu ve interlokin 1 beta
(1-1B) ve high mobility group box 1 (HMGB1)'in saliverilmesi astrositlerde pro-
inflamatuvar NF-kappa B (nikleer faktor kappa B) yolagini aktiflestiren ana
olaylardir (4). Astrositlerde olusan proinflamatuvar transkripsiyon sonucunda
siklooksijenaz 2 (COX2) ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi
enzimlerin indiklenmesi ve astrosit son ayaklarindan saliverilen
prostaglandinler ve nitrik oksit gibi molekillerin pial nosiseptorleri
aktiflestirmesiyle bas agrisi duyusu algilanir (3). Migren aurasi ile bas agrisi
arasinda kopri gorevi goren bu steril inflamasyonun ¢ézilmesinin, migren bas
agnisinin kendiliginden sonlanmasinda etkili olabilecegi tez galismamizin temel
hipotezidir. Literatirde KYD ve benzeri gegici dizensizliklerin beyinde
tetikledigi noroinflamasyonun c¢oziilmesine/sonlandirilmasina iliskin  bir

¢alisma bulunmamaktadir.



NF-kappa B transkripsiyon faktori ailesi bes farkli alt birimin (p65, p50,
cRel, RelB, p52) ikililer halinde bir araya gelmesiyle etkinlik gsterir (5). icerdigi
alt birim ikilisine goére NF-kappaB pro-inflamatuvar (6rn. p65/p50) veya anti-
inflamatuvar (6rn. p50/p50) etki gosterebilir. KYD ile tetiklenen
inflamasyonda pro-inflamatuvar alt birimi p65’in etkin oldugu daha 6nce
laboratuvarimizda gosterilmistir (4). KYD sonrasinda aktif ikili profilinin zaman
icinde degiserek inflamasyonu baglatan nitelikten baskilayan nitelige (6rnegin
p65/p50’den cRel/p50’ye) gecis yapabilecegi ve bunun noéroinflamasyonu
sondirebilecegini dislinliyoruz. Ayrica, inhibitér kappa B’nin inflamatuvar
uyari sonrasinda NF-kappa B ikililerinden ayrilarak yikildiktan bir siire sonra
yeniden sentez edilmesi sonucu cekirdege gecerek ikililere baglanmasi,
inflamasyonun ¢oziilmesinde etkili bir diger mekanizma olabilir.

NF-kappa B sistemi Uzerinde etkili olan HMGB1'in KYD ile néronal
cekirdeklerden saliverildikten sonra néronlar tarafindan geri alinabilecegi;
bununla beraber noéronlarda kaspaz-1 aktivitesinin zamanla azalarak bu
enzimin Urdnd olan II-1B gibi inflamatuvar molekdllerin saliverilmesinin
beraberinde azalacag;; bu iki farkli mekanizmanin astrositlerde pro-
inflamatuvar NF-kappa B yolagi tizerindeki uyariyi azaltmasiyla inflamasyonun
¢Ozilmesine katkida bulunacagi da dustnulebilir. Calismamizda KYD’nin
tetikledigi noroinflamatuvar cevabi baskilayabilecek bu olasiliklar fare

beyninde arastiriimistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Migren Bas Agrisi ve Kortikal Yayilan Depresyon ile iliskisi

Migren, hastalar tarafindan siddetli bas agrisi olarak nitelendirilen, ataklar
halinde gerceklesen, agriyla beraber ¢ogunlukla i1sik ve sese karsi hassasiyet, mide
bulantisi gibi semptomlari olan norolojik bir hastaliktir. 18-65 yas arasi eriskinlerin
yarisiila dortte Gglinde en az yilda bir kez bas agrisi gérilir ve bu kisilerin %30’undan
fazlasinda bas agrisinin sebebi migrendir (1). Migren ayni zamanda diinyada yeti
yitimiyle yasanan vyillar (years lived with disability) siralamasinda 15-49 yas arasi

bireylerde ikinci siradadir (6).

Migren hastalarinin tgcte birinde bas agrisindan 6énce “aura” olarak tanimlanan
ve en sik gorsel olmakla birlikte diger duyular veya konusma gibi farkli fonksiyonlarda
de bozulmaya yol acan gecici norolojik semptomlar mevcuttur (1). Bu semptomlar
genellikle 20-30 dakika surer, sonlanir ve 20-60 dakika sonrasinda agri baslar (7). En
sik karsilasilan gorsel migren aurasi, zigzaglar halinde yayilan, konveks kenarli, grme

alaninda kayba neden olan isik cakmalari (sintilasyon skotomu) olarak tanimlanir (1).

KYD, beynin korteksinde bir odak noktasindan baslayarak dakikada 4-6 mm
hizda ilerleyen, néronlarin ve glial hiicrelerin dnce depolarizasyonuna daha sonra
uzun slireli baskilanmasina yol acan elektrofizyolojik bir olaydir (8). Hiicrelerin
aktivasyon ve baskilanmalarina ikincil olarak KYD’nin gegtigi parankimde bolgesel kan
akiminda once artis, devaminda uzun sireli azalma gorulur (Sekil 2.1., (9)). KYD
migren aurasinin norofizyolojik karsiligi olarak kabul etmektedir; bununla birlikte kafa

travmasi, inme, subaraknoid kanama (SAK) gibi olaylara da eslik eder (10).

Hastalarla yapilan pek cok calisma, KYD ile migren aurasi arasindaki iliskiyi
farkl yontemlerle ortaya koymustur. Ornegin, gérsel migren aurasi sirasinda olusan
skotom alaninin gérme korteksi Gzerine yansitilmis hali (11) incelendiginde yayilma
sekli ve hizi agisindan KYD ile uyumluluk gosterdigi goriilmektedir (12). Onlarca yil
oncesinde dahi migren atagi sirasinda hastalarin beyinlerinde bolgesel kan akiminin

once hiperemik, sonrasinda oligemik oldugu ve bu oligeminin yayildigi sirasiyla tek



foton emisyonu bilgisayarli tomografi (SPECT) ve pozitron emisyon tomografi (PET)
ile gosterilmistir (13, 14). Yakin donemde ise hem perflizyon manyetik rezonans
goruntileme (MRG) hem de kan oksijenlenme seviyesine baglh MRG sekanslariyla
yapilan fonksiyonel incelemeler, KYD'nin neden oldugu kan akimi degisikliklerinin ve
bu degisikliklerin yayilma hizinin hayvan modelleriyle ortistigiine isaret etmektedir
(15, 16). Ayni zamanda spontan migren aurasi sirasinda manyetoensefalografi ile alan
ol¢imleri yapan bir ¢alismada, kemirgen modellerindeki elektrokortikografik (ECoG)
dalgalarda gozlemlenene benzer bicimde direkt akimda bir kayma (Sekil 2.1)
saptanmistir (17). Elektroensefalografik incelemelerin kapasitesi ve saptayabildigi en
kiictk elektriksel degisikligin diislik olmasi sebebiyle migren aurasi sirasinda rutin EEG
ile degisiklik glivenilir bir bicimde heniiz gdsterilememistir. Ancak, SAK hastalarindan
ameliyathane ortaminda yerlestirilen elektrotlar yardimiyla alinan ECoG kayitlarinda
KYD dalgasinin insan beyninde de olustugu elektriksel olarak da gosterilmistir (18).
Bu kanitlarin timid KYD’nin migren aurasinin elektrofizyolojik karsihgi oldugunu

kanitlar niteliktedir.
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Sekil 2.1. Kortikal yayilan depresyon sirasinda gorilen serebral kan akimi ve ECoG
degisiklikleri. Kortikal yayilan depresyon dalgasi direkt kenetli (DC) akimdaki
ani negatif kaymayla izlenebilir. Bu kayma, bir grup nérondaki anlik desarjin
gostergesidir. Bu desarjla uyumlu olarak bdlgesel kan akiminda bir artis
goralir. KYD’nin incelenen noéron grubu Uzerinden diger bodlgelere
yayilmasiyla bu bolgedeki degisiklikler baslangic seviyesine doner (9).



2.2. Migren Bas Agrnisi Patofizyolojisinde Kortikal Yayilan Depresyonla

Tetiklenen inflamasyonun Yeri

Beyin parankimi agriya duyarsiz olup bas agrisinin algilanabilmesi igin
meninksler ve meningeal damarlarin etrafindaki nosiseptorlerin; devaminda
trigeminal sinir ve trigeminoservikal kompleksin uyariimasiyla nosiseptif uyarilarin st
merkezlere gonderilmesi gerekir (19). Trigeminal sinir uglarinin aktivasyonu
meningeal norojenik inflamasyonu baslatir (20). Bu inflamasyonun en belirgin
gostergeleri; ilgili bolgede meningeal hiperemi, plazma ekstravazasyonu,
inflamatuvar molekillerin salinmasi, duradaki mast hicrelerinin degranilasyonu
olarak sayilabilir (20). “Trigeminal sinir uglarindaki inflamasyon beynin iginde kortikal
yayilan depresyon gibi nosiseptif bir uyari sonucunda baslar” hipotezi giderek artan

oranda kabul gérmektedir (21).

KYD’nin parankimde ve meninkslerde steril bir inflamasyon tetikledigi; bu
inflamasyonun agrinin sebebi olduguna dair kanitlar mevcuttur. Deneysel
calismalarda ¢oklu KYD sonrasinda mikrodizileme veya sekanslama yontemleriyle
belli genlerin mRNA dizeylerini inceleyen birka¢ calismada, inflamasyon ve immiin
sistemle iligkili genlerin mRNA dizeylerinde artis bulunmustur (22-24). Yapilan
hayvan calismalarinda KYD baslangicindan 20 dakika sonra meningeal hiperemi ve
plazma ekstravazasyonu gézlenmistir; aradaki bu 20 dakikalik fark hastalarda migren
aurasi ile agri baslangici arasinda gecen sireye uymaktadir (25). Benzer bi¢cimde
deney hayvanlarinda, KYD sonrasinda trigeminal sinirin icinde agri duyusunu tasiyan
C liflerinin aktivitesinin 2 kat arttigi gosterilmistir (26). Atak Onleyici tedavide
kullanilan valproat, topiramat, amitriptilin gibi ilaclarin bir aydan fazla kullanimi ile

KYD goriilme sikhgi azalmis ve KYD esigi yukselmistir (27).

Karatas ve ark. tarafindan yapilan bir galismada tek KYD ile néronlardaki
panneksin-1 kanallarinin aciimasiyla inflamazom kompleksinin olustugu gosterilmistir
(4). inflamazom kompleksi nod benzeri reseptér (NLR) ve adaptor protein ASC’'nin
(apoptosis associated speck-like protein containing a CARD) olusturdugu iskelete ¢ok

sayida pro-kaspaz-1 enziminin baglanmasiyla olusur (28). Aktif inflamazomun pro-



kaspaz- 1’i dimerize olduktan sonra kesmesiyle aktif kaspaz-1 olusur (Sekil 2.2). KYD
ile néron c¢ekirdeklerinden HMGB1 ve sitoplazmasindan aktif kaspaz-1 araciligiyla
aktiflesen IL-1B’nin saliverildigi bahsedilen c¢alismada gosterilen diger 6nemli
bulgulardandir (4). Salinan bu molekillerin astrositlerde pro-inflamatuvar klasik NF-
kappa B yolagini aktiflestirdigi; bdylece COX2, iNOS gibi inflamatuvar enzimlerin
indiiklendigi gosterilmistir. Nihayetinde, meningeal hiperemi ve mast hiicre
degranilasyonunun tespitiyle meningeal inflamasyonun parankimal inflamasyonu

izledigi ortaya konmustur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2 inflamazom kompleksinin yapisi. Solda kompleks halinde gosterilen
inflamazom yapisinda inflamatuvar uyariyi algilayan nod like receptor (NLR),
inflamatuvar molekillerin aktiflesmesi icin gerekli olan enzim kaspaz- 1 ve bu
ikisi arasindaki araci molekll apoptosis-associated speck-like protein
containing a carboxy-terminal CARD (ASC)’yi icerir. NLR, ASC ile ortak pyrin
(PYD) bolgeleri tizerinden; kaspaz-1 ise ASC ile ortak caspase activation and
recruitment domain (CARD) bolgeleri Gzerinden etkilesir. Farkli kosullarda,
farkli NLR proteinlerine gore farkh inflamazomlar olusur. (Zeynep Kaya
tarafindan gizilmistir.)

Yapilan bir diger ¢alismada ise, Px; purinerjik kanallarina antagonist ilag
varhginda, coklu KYD sonrasinda kortekste artan 1I-1 mRNA diizeyinin ve COX2
diizeyinin kontrol dizeyine geriledigi, benzer bicimde trigeminal gangliyonda
kontrollere gore kalsitonin geniyle iliskili peptit seviyesinin ve c-Fos pozitif néron
sayisinin azaldigi gosterilmistir (29). Her iki calismada da KYD sonrasinda parankimal

inflamasyonun tetiklenmesi ¢esitli inhibitorlerle engellendiginde meningeal



inflamasyonun olusmadigi gosterilerek birbirini izleyen bu olaylarin meningeal

inflamasyonun olusumundaki kritik 6nemi kanitlanmistir.
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Sekil 2.3. KYD ile néronlarda tetiklenen inflamasyonu astrositlerde ve meninkslerde
olusan inflamasyon izler. Detayh bilgi igin litfen metne bakiniz. (Zeynep Kaya
tarafindan gizilmistir.)

Yakin zamanda aurali migren hastalari ve kontroller tzerinde yapilan bir
calismada katilimcilara [*!C] PBR28 enjekte edildikten sonra PET/MRG yapilmistir
(30). Bu madde noroinflamasyon sirasinda glial hicreler tarafindan alinmaktadir.
Aurali migren hastalarinda atak sonrasi 15 giin icerisinde yapilan cekimde bu
maddenin aliminda goriilen artis, migren bas agrisinin patofizyolosinde

inflamasyonun rollini destekleyen bulgulara katkida bulunmaktadir (30).
2.3. inflamasyonun Céziilmesi

inflamasyon, organizmanin her tirli enfeksiydz veya steril hiicre hasarina
karsi verdigi yanittir. inflamasyonun amaci doku homeostazini korumaktir. Herhangi
bir sebepten baslayan inflamasyonun erken dénemde amaci, inflamatuvar hiicreler

ve molekuller yardimiyla s6z konusu bolgenin sag kalimini saglamaktir (31). Ancak



inflamatuvar sirecin kendisinin dokuya zarar vermemesi igin birgcok farkl
mekanizmayla yoénetilmesi 6nemlidir. inflamasyonun sonlandirilmasi ve homeostatik
duruma gegis icin ylritilen aktif ve oldukga dizenli siirece inflamasyonun ¢éziilmesi
adi verilir (32). Bu sirecte varsa dokuyu infiltre eden inflamatuvar hiicreler o
bolgeden uzaklagarak, apoptoz yardimiyla kendini imha ederek veya inaktif forma
donerek ¢ozilme sirecini baslatir (31). Ayni zamanda salinan pro-inflamatuvar
molekiller (6rn. IL-1B) yerini anti-inflamatuvar molekillere (6rn. IL-10) birakir.
inflamasyonun ¢oziilmesi bazi durumlarda inflamasyonu takip ederken bazi
durumlarda inflamasyonla es zamanl baslamaktadir. inflamasyon c¢oziilmesinin

gerceklesmedigi durumlarda kronik inflamatuvar hastaliklar gorilebilir (31).

Bir migren ataginin slresi genellikle 4-72 saattir (1). Atak stresinin/sikhginin
kisiler arasinda veya ayni kiside farkli ataklarda neden farkli oldugu ve agriyi
sonlandiran mekanizmalar bilinmemektedir. KYD ile tetiklenen steril inflamasyonun
bas agrisini baslatabileceginin kanitlari g6z 6nine alindiginda, bu inflamasyonun
¢6zulmesinin medikal destek olmadan, agriyi kendiliginden sonlandirabilecegi ve atak
stresindeki farkliliklari aciklayabilecegi diustnilmektedir (33). Beyinde patolojik
inflamasyonun ¢6zilmesi sirasinda inflamasyonu baskilayan molekiillerin aktif oldugu
gosterilse de literatlirde bu konuda migren bas agrisi veya KYD’ye 6zglil bir calisma

bulunmamaktadir (34, 35).
2.4. Niikleer Faktor-Kappa B Ailesi

inflamasyonun olusma ve ¢o6ziilme evrelerinde bircok farkli molekiil rol
oynamaktadir. Anahtar molekillerden biri niikleer faktér-kappa B (NF-kappa B)
ailesidir. NF-kappa B transkripsiyon faktori ailesi bes alt birimin ikililer halinde bir
araya gelmesiyle faaliyet gosterir (5). Bu alt birimler p65 (RelA), cRel (Rel), RelB, p52
(p100) ve p50 (p105)'dir (Sekil 2.4.). Her alt birim yapisinda Rel homoloji bolgesi
olarak adlandirilan bir boélge bulundurur (5). Bu bdlge alt birimin ikili olusturmasini,
hiicre cekirdegine girmesini ve DNA’ya baglanmasini saglayan aminoasit dizilerini
iceren bolgedir. Transaktivasyon bolgesi; transkripsiyonu baslatan bélgedir ve sadece

p65, cRel ve RelB alt birimlerinde bulunur. Bu nedenle bu alt birimlerden birini



icermeyen ikililer (6rn. p50/p50) DNA’ya baglandiginda transkripsiyonu baslatmak

yerine diger transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerini diizenler (5).

RELA
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Sekil 2.4. Nikleer faktor kappa B transkripsiyon faktori ailesi alt birimleri. NF-kappa
B ailesinin bes farkh alt birimi vardir. Her alt birim yapisinda ikili olusturmasini,
hiicre gekirdegine girmesini ve DNA’ya baglanmasini saglayan aminoasit
dizilerini iceren Rel homoloji bolgesi bulundurur. Transaktivasyon bdlgesi
(TAD) ise transkripsiyonu baslatan bolgedir ve sadece p65, cRel ve RelB alt
birimlerinde bulunur. Bu nedenle bu alt birimlerden birini icermeyen ikililer
DNA’ya baglandiginda yalnizca diger transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerini
duzenler (5).

inhibitér kappa B (I-kappa B), ikililerin Rel homoloji bolgesini (dolayisiyla
niikleer konumlanma sinyalini) fiziksel olarak kapatir, boylece ikililer ¢cekirdek icine
giremez (36). inflamatuvar bir uyari sonucunda I-kappa B, I-kappa B kinaz ile fosforile
olarak yikilir ve ikililer serbestleserek cekirdege gecer. NF-kappa B ailesi klasik ve
klasik olmayan yolak olmak Uzere iki yolak tzerinden aktivite gosterir. Klasik yolak,
dogustan bagisiklik ve hicre sagkaliminda rol oynarken klasik olmayan yolak,
kazanilmis bagisiklik siireglerinin gergeklesmesinde etkilidir. KYD ile indiklenen
inflamasyon gibi steril, dogustan immiin yanit olusturan durumlarda klasik yolak

aktiflesir. Bu yolakta etkili alt birimler p65, p50 ve cRel’dir (Sekil 2.5.) (36) .
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Sekil 2.5. Klasik NF-kappa B yolaginin aktivasyonu. TNF-a, 1I-1B gibi inflamatuvar bir
uyari sonucunda I-kappa B, |-kappa B kinaz ile fosforile olur. Fosforile olan I-
kappa B ubikutinlenerek yikilir. Serbest kalan ikililer (burada temsilen p65/p50
ikilisi gosterilmistir) cekirdege gb¢ ederek transkripsiyonel aktivitelerini
baslatir (37).

Literatlirde NF-kappa B ikilisinin icerdigi alt birimlere gbére pro-inflamatuvar
veya anti-inflamatuvar nitelikte olabilecegi gosterilmistir (33, 38). Cesitli hastalik
modellerinde NF-kappa B’nin etkili oldugu zamana goére inflamasyonu artirdigi veya
azalttig1 bilinmektedir (37). p65/p50 ikilisi ana proinflamatuvar ikili olarak kabul
gormekteyken; p50/cRel, p65/cRel, veya p50/p50 ikilileri ¢ozilme fazinda etkili
oldugu kabul edilmektedir (37).

NF-kappa B ailesi tim hiicre tiplerinde aktiftir. Bu nedenle bircok farkh
molekiille uyarilabildikleri gibi oldukga fazla sayida transkriptleri de mevcuttur (Tablo
2.1.). NF-kappa B’nin geribildirim dongileriyle I-kappa B ve p105 (inhibitor
proteinlerden birisidir ve p50, p105’in belli bir aminoasitinden kesilmesiyle olusur)
gibi dizenleyicilerin sentezini artirmasi sistemin kontrol altinda kalmasini saglayan

onemli etmenlerdendir. p65 ve cRel’in aktiflesmelerinin nihai sonucunun farkl
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oldugu vurgulansa da transkripsiyonunu indiikledigi ortak genler mevcuttur (cRel-
spesifik transkriptler icin (39) ve (40) numarali referanslara bakiniz). Baslica NF-kappa

B transkriptlerinin listesi Tablo 2.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Baglica NF-kappa B transkriptleri.

Grup Ornek genler

immiin sistem bilesenleri (sitokin, | IL-1B, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-1 reseptor
kemokin ve dizenleyicileri; reseptorler; | antagonisti, TNF-B, CXCR, MHC-I
antijen sunumu; immiun hiicre

olgunlasmasi)

Hiicre adezyon molekiilleri, hiicre ylizey | CD44, ICAM-I, erbB2, mGlu2, NR-1,
molekilleri RAGE

Akut faz proteinleri, erken yanit genleri | CRP, doku faktoru, p62

Stres cevap genleri COX-2, 12-LOX, SOD1

Apoptoz diizenleyici genler Bax, bcl-xL, bcl-2, bim, CD95
Buyume faktorleri BDNF, NGF, NK-1R

Transkripsiyon faktorleri p65, cRel, relB, c-myc, I-kappa B-a,

I-kappa B-g, p53

Enzimler PKA, PKC, iNOS, nNOS, MMP9

Tum transkriptlerin listesine https://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/ adresinden
ulasilabilir.

Makrofaj kultarinde lipopolisakkarid (LPS) uyarisi sonrasinda p65/cRel
ikilisinin etkinliginin inflamasyonun ¢6ziilmesinde oldukga etkili oldugu gosterilmistir
(41). Ayni calismada p65/cRel ikilisinin p65/p50 ikilisinin etkinligi sonrasinda
aktiflestigine vurgu yapilmistir. in vivo ve in vitro (néron kltiirii) inme modellerinde
p65/cRel ve p50/p50 ikililerinin ndron koruyucu nitelikte oldugu ve sag kalimi artirdig
asiri gen ifadesi ve ifade baskilanmasi yontemleriyle gosterilmistir (42). Benzer bir
sekilde farede deneysel inme modeli sirasinda disaridan verilen leptinin sagladigi
noron koruyucu etkinin cRel iceren ikililer Gzerinden oldugu, cRel (-/-) transgenik

fareler kullanilarak kanitlanmistir (43). Astrosit kiltirlerinde yapilan bir ¢alismada
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mGIuR3 agonistinin nitrik oksitin sebep oldugu astrosit 6limind p65/cRel ikilisi ile

engelledigi gosterilmistir (44).

Lewy cisimcikli demans hastalarinin beyin dokularindan yapilan bir 6lim ardi
calismada substantia nigra pars kompaktada p50 protein seviyesinde azalma
gorulmis ve ozellikle p50/p50 ikilisinin norodejenerasyon karsisindaki koruyucu
ozelligi vurgulanmistir (45). p50 (-/-) farede yapilan farkh bir calismada ise periferik
LPS uyarisina karsilik beyinde TNF-a ve IL-1B seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
daha ylksek oldugu, kontrol grubunda uyaridan bir hafta sonra bu sitokinlerin
degerlerinin bazal seviyeye dénmesine ragmen deney grubunda hala yiiksek oldugu
gosterilmistir (46). Bu beyinlerde mikroglialarin inflamasyon ¢oziilmesinde gorev alan
M2 formuna gecemedikleri ve hala pro-inflamatuvar M1 formu belirteclerini yiiksek
oranda ifade ettikleri gortulmdistir (46). Hem sitokin dgerlerinin yiiksek olmasi hem
de mikroglialarin pro inflamatuvar formda kalmasi p50 eksikliginin beyinde bazal pro-

inflamatuvar bir duruma neden oldugunu gostermektedir.

NF-kappa B’nin birbirine zit etkideki transkriptlerinin hiicredeki nihai etkisinin
belirlenmesinde gbrev alan mekanizmalar 6zetlenirse; ¢cekirdekte p65/p50 tarafindan
baslatilmis  inflamatuvar  molekillerin  transkripsiyonu  post-translasyonel
modifikasyonlar sonucu p65’in ¢ekirdek iginde yikimiyla veya ayni korikleyici
(promoter) Gzerinde p65/p50 ikilisinin p50/p50 ikilisiyle yer degistirmesi sonucu son
bulabilir (47, 48). Ayni zamanda cRel iceren ikililer es zamanli olarak zit 6zellikteki
transkriptlerin olusumunu saglayabilir. Son olarak inflamatuvar uyariyla yikilan I-
kappa B proteinleri aktif alt birimler tarafindan yeniden sentezlendikten sonra
cekirdege girerek DNA’ya bagl durumdaki p65/p50 ikilisine baglanip ikilinin

konumunu tekrar sitoplazmayla sinirlandirabilir (Sekil 2.6.) (47, 48).
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Sekil 2.6. NF-kappa B’nin aktivasyon siiresini diizenleyen mekanizmalar. Mavi
cerceveyle gosterilen mekanizmalar p65/p50 ikilisinin  etkiligini  azaltan
mekanizmalari isaret etmektedir. Ayrintili bilgi igin lGtfen metne bakiniz (47).

Karatas ve ark.’nin (4) KYD ile parankimal ve meningeal inflamasyonun
arasindaki iliskiyi ortaya koyan calismasinin bulgularindan yola cikarak KYD ile
tetiklenen inflamasyonun ¢6ziilmesinde farkli NF-kappa B ikilileri arasindaki dengenin
rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu ikililerin aktivitesinden erken asamalarda sorumlu

olan I-kappa B’nin de baskin ikilinin degisiminde etkisi oldugu sanilmaktadir.

2.5. HMGB1

Biyolojik olarak aktif olup saliverilmesinin tzerine hizli bir inflamatuvar yanit
baslatan, endojen tehlike-iliskili molekiler kaliplar (danger associated molecular
patterns-DAMPs) olarak da adlandirilan proteinlere literatiirde “alarmin” proteinleri

adi verilmektedir (49). Alarmin proteinleri dokudaki stres durumunu isaret eder.

HMGB1], hiicre gekirdeginde DNA’ya baglanan histon disi proteinlerden biridir
ve HMGB proteinlerinden (HMGB1-4) olup viicuttaki tim hiicreler tarafindan yiksek
miktarda Uretilir (50). Sekans-bagimli olmaksizin DNA’ya baglanarak kromozom
stabilizasyonu ve niikleozom hareketliligi, DNA onarimi ve transkripsiyon kontroliinde

rol oynar (50).
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Dinlenme kosullarinda HMGB1 hiicre ¢ekirdeginde DNA’ya bagl
durumdayken, farkli amino asitlerinden asetilasyonu, fosforilasyonu veya
metilasyonu sonucu Ug¢ boyutlu yapisi degisir (51). Bu yapi degisikligi niikleer disa atim
sinyalinin aciga c¢ikmasini saglar ve HMGB1'in saliverilmesine yol acar. HMGB1
nekrotik veya hasar gormis hiicrelerden pasif olarak saliverilmekle beraber
inflamatuvar bir uyari sonrasinda aktif olarak hicre disina saliverilebilir (51).
Yonlendirici sekansi olmamasi nedeniyle HMGB1, endoplazmik retikulum-golgi-

bagimli yol yerine klasik olmayan vezikiler yolla hiicre disina atilir (52).

Beyindeki alarmin proteinlerinden biri olan HMGB1, hiicre disina saliverilmesi
Uzerine komsu hiicreler Gizerindeki baslica ileri glikasyon son rinleri (RAGE) ve farkli
toll like receptor’lere (TLR, sikhkla TLR4) baglanarak bu hicrelerde immin yanit
olusturur (Sekil 2.7., (51)). Merkezi sinir sistemindeki (MSS) tim hiicrelerde degisen
oranlarda RAGE ve farkl TLR’lerin varligi gosterilmistir (53, 54). Fare beyninde KYD
sonrasinda néronlardan HMGB1'in salinmasi ve salinan HMGB1'in astrositlerde ve
blylk olasilikla mikroglialarda inflamasyonu tetiklemesi bunun 6rneklerinden biridir
(4). HMGB1'in bircok farkli hastalikta roli bulunmaktadir (54). Ornegin
endotoksemide hem kanda hem de etkilenen organlarda HMGB1 miktarinin arttig
gosterilmistir (55). Bununla beraber MSS travmasi veya serebrovaskiler iskemi gibi
hiicre 6limiinin gergeklestigi durumlarda HMGB1’in beyin omurilik sivisina (BOS) ve
kana gectigi gosterilmistir (56). inflamasyonun etkili oldugu nérodejeneratif
hastaliklarda veya epilepside de benzer bicimde HMGB1’in patofizyolojiye katkisi

oldugu ortaya konmustur (54).
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Sekil 2.7. HMGB1’in saliverilme mekanizmalari ve baglandigi reseptérler. HMGB1
inflamatuvar bir uyarim sonucunda aktif olarak hiicre disina saliverilmesinin
(2) yaninda nekrotik veya hasar gormus hiicrelerden pasif olarak saliverilebilir
(3). Hicre disi alanda HMGB1 serbest olarak veya DNA, II-1 gibi farkl
molekillere bagh bicimde reseptorlerle etkilesebilir. Etkilesme sonrasinda
hiicre icinde belli sinyal yolaklarini tetikleyebilecegi gibi TLR9 aracili olarak
endozomlar araciligiyla hiicre igine alinabilir. HMGB1, etkilesim icinde oldugu
reseptorlere gore inflamasyon, hiicre gocli veya farklilasmasi gibi
fonksiyonlari gerceklestirebilir (51).

2.6. Eksozomlar ve KYD ile iliskisi

Eksozomlar boyutlari 30-100 nm arasinda degisen hiicre disi vezikillerdir (57).
Erken endozomlar hiicre membranlarinin iceriye dogru kivrilmasiyla olgunlasarak
icinde bircok vezikile sahip multivezikiler cisim (ge¢ endozom) ismini alr.
Multivezikiiler cismin hiicre membraniyla birlesmesi sonucunda bu vezikiller
sahiverilir (57, 58). Bu nedenle eksozomlar, diger hiicre disi vezikiillerden farkh olarak
cift katli lipit membrana sahiptir (Sekil 2.8.). Olusum bigimleri nedeniyle eksozomlarin
icinde sitoplazma, hiicre membrani veya endozomal kompartmanlara ait molekiiller

bulunur (57). Bu molekiiller iskelet proteinlerinden miRNA’lara kadar degiskenlik
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gosterebilir. Ayni zamanda eksozomlar, ylizeylerinde saliverildikleri ve hedef hiicreye
dair o6zgll molekiillerle beraber saliverildikleri kosullari isaret eden molekiller
tasimaktadir (57). Bu durum hem kargo molekillerin hedefe yonelik bicimde
tasinmasini hem de viicut sivilarindan elde edilen eksozomlarin hastalik biyobelirteci
olarak kullanilmasini saglamaktadir. Eksozomlar bazi hiicrelerde stirekli saliverilmekle
beraber cesitli fizyolojik veya patolojik uyarilar sonucunda saliverilmeleri
tetiklenebilir veya eksozomlarin igerigi degisebilir (57, 58).

Eksozomlarin farkli sistemlerde antijen sunumu, anjiyogenez, programlanmis
hiicre olimd veya inflamasyondaki rollerine yonelik kanit sunulmustur (57).
Eksozomlarin gift katl lipitle korunuyor olmalari viicutta parcalanmadan veya yapisal
degisiklige ugramadan uzak mesafeleri kat edebilmelerini saglamakta, bu nedenle
hicreler arasi iletisimde eksozomlari 6nemli bir noktaya tasimaktadir (57, 58).
Viicutta hemen hemen her hiicreden saliverilen eksozomlarin tayini tim viicut

sivilarinda/dokularda yapilabilir (57, 58).

| Sitoplazma Cekirdek Multivezikiler cisim
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Sekil 2.8. Eksozomlarin uretilme ve saliverilme mekanizmalari. Eksozomlar endositoz
yoluyla hiicre icine alinan veya sitoplazma icinde Uretilen molekillerin, erken
endozom-ge¢ endozom (multivezikiler cisim) yolaginda ¢ift kath membranin
icine alinmasi ile olusurlar. Multivezikiler cismin hiicre membraniyla
birlesmesi sonucu saliverilme gergeklesir. Eksozomlarin ¢ogu hiicrede
saliverilmeleri strekli olabilecegi gibi, bir uyari sonucunda da olabilir (59).

(

Faure ve ark. tarafindan primer néron kilturiyle yapilan ¢alismada ilk kez

noron ve astrositlerin eksozom saliverdigi gosterilmistir (60). GlinimUizde ise MSS’de
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cogu hiicre tipinin eksozom saliverdigi bilinmektedir (58, 61). Eksozomlarin MSS’de
fizyolojik ve patolojik durumlardaki islevlerini o6rnekleyen bircok c¢alisma
bulunmaktadir. Eriskin néron kiltirtiinde yapilan bir ¢alismada néronlardan salinan
eksozomlarin  AMPA reseptori alt birimlerini icerdigi ve saliverilmesinin
depolarizasyonla indiiklendigi gosterilmistir (62). insan glioblastoma doku
orneklerinde yapilan farkl bir calismada glioblastomlu hastalarin serumlarindan ve
doku 6érneklerinden ayristirilan eksozomlarin gliomlarin klinik belirteci olarak sayilan
EGFRvIII mRNA’sini icerdikleri gosterilmis ve tani slrecinde kullanilabileceklerinin
Uzerinde durulmustur (63). Farkli hiicre hatlariyla yapilan hicre kiltard
calismalarinda eksozomlarin Azheimer, Parkinson ve Creuztfeld-Jacob hastaligi gibi
norodejeneratif ve enfeksiyoz hastaliklarin patogenezinde yer alan sirasiyla; amiloid
beta, alfa-sinliklein ve prion proteinleri gibi birgok proteini igerdigi de elde edilen
diger bulgular arasindadir (64-66). Bu proteinlerin bulunduklari hiicrede inflamatuvar
yolaklari tetikledikleri uzun zamandir bilinmektedir (67).

Travmatik beyin hasari ve spinal kord hasari olan hastalarin BOS’larindan
ayristirilan eksozomlarin kaspaz-1, NLRP-1 inflamazomu ve ASC igerdikleri ve bu
inflamatuvar belirteglerin miktarinin hastanin prognozuyla bagintili oldugu
gosterilmistir (68). Eksozomlarin migren veya KYD ile ilgisine dair literatlrde bir
¢alisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte KYD ile HMGB1'in eksozomlar iginde

saliverildikleri diistintlmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

Tez calismasi icin yapilan deneyler Sekil 3.1.”de 6zetlenmistir.

igne batirilmasi 1 M KCl emdirilmis
(tek KYD) pamuk topu (¢oklu KYD, 2)

\./

Kortikal yayilan depresyonun indiklenmesi

|

Olugturulan KYD’nin elektrofizyolojik monitorizasyonu

Beyin dokusunun gikarilma bigimleri
Tam kan alinmasi

CD 171 (+)
Gluteraldehit ile %4 PFA ile Servikal dislokasyon eksozomlarin izolasyonu
kardiyak perfiizyon kardiyak perfiizyon ___, Tum protein (7)
(2) l izolasyonu (6)
Kriyostat (8 um, 15) Nikleer protein Western
. — . blotlama
l veya kayan mikrotom izolasyonu (6)
immiinoaltin (35 um, 12) ile kesit |, Eksozom
isaretleme alinmasi izolasyonu (7)
l | \ Akis sitometrisi
Immiinofloresan isaretleme
Elektron
mikroskopi l

Lazer taramali konfokal mikroskop

Sekil 3.1. Tez calismalar sirasinda yapilan tim deneysel calismalarin 6zeti. Tim

calismalar igin 48 adet Swiss albino irki erkek fare kullanilmistir. Her yontem igin kag

fare  kullanildigi  yontemlerin  yaninda  parentez iginde  belirtilmistir.
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3.1. Kullanilan Hayvanlar ve Barindirma Kosullari

Calismada toplamda 48 tane, agirliklari 25-35 g arasinda olan yabanil tip Swiss
Albino irki erkek fare kullanildi. Tiim fareler Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden temin edilerek Hacettepe Universitesi
Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitlisii Beyin Arastirmalari Laboratuvari’na getirildi.
Fareler laboratuvara getirilmelerinden itibaren sicakligi 22+3°C’de, nem orani %50-
60 arasinda tutulan 6zel odada, saydam pleksiglas kafeslerde, 12’ser saatlik karanlik-
aydinhk donglsunin saglandigi kosullarda barindirildi. Hayvanlara su ve yem ad
libitum olarak saglandi. Hayvanlar (zerinde yapilan tim islemler Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu’nun 2017-10/5 ve 2018-30/01 karar

numarali izinleriyle (EK-1) ve yonergeleri dogrultusunda yapildi.
3.2. Kortikal Yayilan Depresyon Dalgasinin Olusturulmasi

KYD olusturulmasi icin -KYD’den 24 saat sonra 6rneklemenin yapildigi grup
harig diger tim deneylerde- farelere ksilazin preanestezisi (10 mg/kg, intraperitoneal)
ve Uretan anestezisi (1,5 g/kg, intraperitoneal) uygulandi. Anestezi derinliginin yeterli
olmamasi halinde ilk dozdan 30 dakika sonra baslangic dozunun onda biri kadar ek
doz uygulandi. KYD’den 24 saat sonra oOrneklemenin yapildigi grupta izofluran
anestezisi uygulandi. Farelere izofluranin %5 oraninda oksijenle karistigi kapali bir
kutuda induksiyon anestezisi verildi. Derin anestezi saglandiktan sonra, farenin
solunum sayisi ve paternine gore, deney siiresince izofluran dozu %1,5-2 arasinda
tutuldu. Yeterli anestezi derinligine ulasildigina arka ayaklarin ince uglu forceps ile
sikistirlmasina verilen tepkisizlikle emin olunduktan sonra, fare stereotaktik
cerceveye yerlestirildi. Deney boyunca farelerin viicut sicakligi, oksijen satlirasyonu
ve kalp hizi girisimsel olmayan cihazlarla izlendi; degerlerin fizyolojik sinirlarin icinde
tutulmasi saglandi. Farelerin anestezi altinda oldugu tim siire boyunca nazal O

destegi saglandi.

%70 derisiminde etil alkolle cilt temizligi sonrasinda kafa cildi acgilan farenin
kafatasinda kemik matkabi yardimiyla sag parietal kemikte 2x2 mm boyutlarinda bir

alan inceltildi. Frontal kemikte ise bregmanin 1,3 mm anterior, 1 mm lateralinde 2
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mm c¢apinda dairesel bir kraniyal pencere acildi. Kayit elektrodu inceltilmis bolge
Uzerine stereotaksinin tutucusu ile sabitlendi. Ense kaslarinin interpariyetal kemige
tutunma yerlerinin forseps yardimiyla ayrilmasiyla toprak elektrot ense kaslarinin
derin katlarinin arasina yerlestirildi. Olusturulmak istenen KYD sayisina gore farkli
yontemler izlendi. KYD dalgasinin olusumu elektrofizyolojik olarak DC potansiyeldeki
degisimin goriilmesiyle teyit edildi (Sekil 3.2.). Her iki yontemle tetiklenen ilk KYD’den

15 dakika-5 saat sonra farenin beyni gikarildi.
3.2.1. Tek KYD Olusturulmasi

Tek KYD indiklemek igin igne batirilmasi (pinprick) yéntemi kullanildi. 2-3 mm
uzunlugunda, 26G kalinliginda ignenin kraniyal pencere altindaki beyin korteksine bir

anda batirihp gikarilmasi ile yalnizca bir tane KYD tetiklendi.
3.2.2. Birden fazla KYD Olusturulmasi

Kraniyal pencere ile ayni boyutlara sahip pamuk topuna 1 M potasyum klorur
(KCl) emdirildi. Pamugun kraniyal pencere yardimiyla aciga ¢ikan dura Uzerine
yerlestirilmesiile KYD tetiklendi. Pamugun her on dakikada veya her 3 KYD dalgasinda

bir 1 ul KClile yeniden islatilmasiyla tekrarlayan KYD modellendi.

2mV
60 sn.

Sekil 3.2. igne batiriimasi ydntemiyle tetiklenenen tek KYD dalgasinin elektrofizyolojik
kaydi. Bir ila bir bucuk dakika siiren, DC potansiyeldeki biylik negatif kayma
KYD’nin tipik elektrofizyolojik gostergesidir.
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3.3. Beyin ve Kan Orneklerinin Eldesi

in vivo deneyler tamamlandiginda immunofloresan isaretleme icin derin
Uretan anestezisi altinda, kardiyak perfliizyon sonrasinda beyinler cikarildi. Western
blotlama ve eksozom izolasyonu deneyleri igin derin Uretan anestezisi altinda,
dekapitasyon sonrasinda beyinler cikarildi. Kardiyak perfiizyon icin farenin ksifoid
prosesi hizasindan gogus cildi agildi. Ksifoid prosesin forsepsle kavranmasiyla énce
diyafram, sonra her iki yandan kostalarin kesilmesiyle kalp aciga ¢ikarildi. Pompa
sistemine bagli boru sisteminin ucundaki igne sol atrium iginde sabit tutularak
karacigerin rengi krem-sari renge donene kadar heparinli serum fizyolojik (%0,4),
devaminda ekstremitelerdeki kasilmalar sonlanincaya kadar paraformaldehit (%4)
¢Ozeltisi (PFA) ile kardiyak perfiizyon yapildi. Dekapitasyon sonrasinda kemik makasi
ile kraniyum orta hat boyunca kesildi ve iki yana acilarak beyin 6zenle cikarildi.
immunofloresan isaretleme icin beyin biitiin halde PFA soliisyonuna aktarildi.
Western blotlama ve eksozom izolasyonu icin buz lzerinde beynin her iki korteksi

ayrildi.

Plazmadan néron kokenli eksozomlarin eldesi icin dekapitasyon o6ncesinde
farenin kalbine kardiyak perfiizyon icin tarif edilen yontemle erisildi. %0,4 oraninda
heparinli serum fizyolojik ile yikanmig insilin enjektoriyle sol atrium penetre edilerek
tam kan toplandi. Toplanan kan sitrat iceren (3:2 hacim oraninda) tiplere enjektor

haznesinden direkt aktarildi.
3.4. immunofloresan isaretleme

Kardiyak perflizyon sonrasinda PFA igine aktarilan beyin 24 saat boyunca
tekrar fikse edildikten sonra donma — ¢6zme asamalarinda koruma saglamasi
amaciyla yaklasik 36 saat boyunca %30 derisiminde slikroz ¢ozeltisinde bekletildi.
Aktif kaspaz-1 disindaki isaretlemeler icin kriyostat ile 8 um kalinhginda, poli-L-lizin
kapli lamlar Gzerine kesit alindi. Kesitler isaretlenme yapilincaya dek -20°C’de
saklandi. Aktif kaspaz-1 isaretlemesi icin kayan mikrotom Gzerinde kuru buz icinde 35
pum kalinhginda alinan serbest yizen kesitler 12 kuyucuklu plakalarda donma karsiti

soliisyon icinde isaretleme yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. Tiim isaretlemeler igin
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aksi belirtilmedikge sollisyonlar 1X fosfat tamponlu salin (PBS) icinde hazirlandi. Her
isaretleme protokoll ilk kez uygulandiginda, kesitler primer antikorla muamele
edilmeksizin yalnizca sekonder antikorla muamele edildi. Bu negatif kontroller ile

isaretlenmenin 6zgllligh test edildi.
3.4.1. p65, cRel, HMGB1 ve Iba-1 isaretlemeleri

p65 isaretlemesiicin 10 mM, pH 6,0 sodyum sitrat ¢dzeltisi icinde, 80°C’de 15
dakika boyunca antijen geri kazanimi yapildiktan sonra kesitler yikandi. %10
derisiminde normal kegi serumu (NGS) ile blokaj yapildi. Blokaj soliisyonu icinde 1:200
oraninda anti-p65 veya anti-HMGB1 antikoruyla gece boyunca inkibe edilen kesitler
yikandiktan sonra, blokaj sollisyonu icinde 1:200 oraninda sekonder antikorla inkiibe
edildi. cRel ve Iba-1 isaretlemesi icin yikama sonrasinda BSA (%3, %0,1 Triton X-100)
solisyonuyla blokaj yapildi. BSA (%1, %0,1 Triton X-100) sollisyonu icinde 1:200
oraninda anti-cRel veya anti-lba-1 antikoruyla gece boyunca inkiibe edilen kesitler
yikandiktan sonra ayni sollsyon icinde 1:200 oraninda sekonder antikorla inkibe

edildi.
3.4.2. p65-Neun, cRel-Neun ve I-kappa B-Neun Cifte isaretlemeleri

p65-NeuN cifte isaretlemesi igin yilkama sonrasinda 10 dakika boyunca oda
sicakhginda %0,2 oraninda Triton X-100 soliisyonunda gecirgenligi artirilan kesitlere
BSA (%3, %0,1 Triton X-100) sollsyonuyla blokaj yapildi. BSA (%1, %0,1 Triton X-100)
sollisyonu icinde 1:200 oraninda anti-p65 ve 1:200 oraninda farede Uretilmis anti-
NeuN antikoruyla 24 saat boyunca inkibe edilen kesitler yikandiktan sonra ayni
soltsyon iginde 1:200 oraninda sekonder antikorlarla inktbe edildi. cRel-NeuN ve I-
kappa B-NeuN cifte isaretlemeleri icin yikama sonrasinda BSA (%3, %0,1 Triton X-100)
sollisyonuyla blokaj yapildi. BSA (%1) soliisyonu iginde 1:200 oraninda tavsanda
Uretilmis anti-NeuN antikoruyla gece boyunca inkiibe edilen kesitler yikandiktan
sonra ayni sollsyon icinde 1:200 oraninda sekonder antikorla inkiibe edildi.
Devaminda kesitler yikandiktan sonra BSA (%3, %0,1 Triton X-100) sollisyonu icinde

1:100 oraninda anti-cRel veya anti-I-kappa B antikoruyla 24 saat boyunca inkiibe
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edildi. Kesitler yikandiktan sonra ayni sollsyon iginde 1:200 oraninda sekonder

antikorla inktbe edildi.
3.4.3. p65-S100B ve cRel-MAP2 Cifte isaretlemeleri

p65-S100B ve cRel-MAP2 cifte isaretlemeleri igin Fab fragmani formundaki
sekonder antikorlar kullanildi. Kiiglik santriftij tipt (KST) iginde 1 ul primer antikor
(1:200 orani icin), 1,5 ul sekonder antikor ve 10 ul PBS karanlikta 1 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 188 ul normal fare serumu (NMS, %10) bu
karisimin Uzerine eklenerek 1 saat daha inkiibe edildi. Diger tarafta kesitler
yikandiktan sonra p65-S100B isaretlemesi icin NGS (%10), cRel-MAP2 isaretlemesi
icin BSA (%3, %0,1 Triton X-100) sollisyonu ile blokaj yapildi. Blokaj sonrasinda kesitler
birinci glin anti-p65 veya anti-cRel antikorlariyla hazirlanan primer-sekonder antikor
karisimi ile gece boyunca inkiibe edildi. ikinci giin ayni karisim anti-S100B veya anti-
MAP2 primer antikorlariyla hazirlandi ve yikanan kesitlerle gece boyunca inkiibe

edildi.
3.4.4. Aktif Kaspaz-1 isaretlemesi

Serbest yizen kesitlere KST icinde NGS (%10, %0,1 Tween 20) ile blokaj yapildi.
Benzer bicimde KST kullanilarak blokaj sollisyonun iginde 1:100 oraninda anti-aktif
kaspaz antikoruyla 2 gece boyunca inkiibe edilen kesitler 12 kuyucuklu plakalariginde
yikandiktan sonra blokaj sollisyonu iginde, 1:200 oraninda sekonder antikorla inkibe

edildi.

inkiibasyonlar tiim isaretlemelerde blokaj basamag icin oda sicakhginda 1
saat boyunca, primer antikor icin +4°C’de, sekonder antikor icin oda sicakliginda
yapildi. Kesitler sekonder antikorla veya ikinci primer-Fab fragmani formunda
sekonder antikor karisimiyla muamele sonrasinda yikandiktan sonra %0,1 oraninda
Hoechst 33258 sollisyonuyla kapatildi. Kapatilan kesitler 1sik almayan kutularda
+4°C’de sakland.
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3.5. immiinofloresan isaretleme Verilerinin Sayisal Analizi

immunofloresan isaretleme sonrasinda gériintiiler Leica TCS-SP8 Lazer
Taramali Konfokal Mikroskop ile alindi. Goriintilerin analizinde mikroskobun kendi
yazilimi olan Leica LASX ve Imagel) (National Institute of Health, ABD) yazilimlari
kullanildi. Goriuintilerin alinma ayarlari her isaretlemeye 6zgil olarak belirlendi. Tim
kesitler icin ayni goriintl elde etme ayarlari (lazer giicd, dijital kazang, ¢ozlinurlik,
pinhole acikligl, kullanilan dedektor tipi, tarama hizi, ortalama piksel sayisi) kullanildi.
Gorilntiler korteksin yaklasik olarak ayni bolgelerinden (bolge 3 ve 4) alindi. Alinan

her bir gériintii 276,79*276,79 um?lik alani kaplamaktadir.

Uc kanalda ayri ayri alinan goriintiilerde p65-NeuN, cRel-NeuN, |-kappa B-
NeuN cifte isaretlemelerinin degerlendirmesi belirtilen sekilde yapildi: Oncelikle
Hoechst 33258 ile goriintiileme diizlemine tamamen giren cekirdekler tespit edildi.
Daha sonra p65/cRel/I-kappa B isaretlemeleri Hoechst 33258 ile gakistirilarak nikleer
isaretlenmesi pozitif olan hiicreler tayin edildi. Uciincii asamada benzer bicimde
NeuN ile Hoechst 33258 gorintilerinin karsilastirmasiyla NeuN pozitif néronlar tespit
edildi. Son asamada nikleer p65, cRel veya I- kappa B isaretlemesinin pozitif oldugu

hiicreler ile NeuN isaretlemesinin pozitif oldugu hticreler karsilastirildi.

HMGBI1 isaretlemesi degerlendirilirken 2 kanalda (Hoechst 33258 ve HMGB1)
tim kesitin z dizi yontemiyle gorintilenerek Ust Uste ¢akistiriimasiyla elde edilen
goruntiler kullanildi. iki isaretlemenin cakistigi hiicreler belirlenerek tiim hiicreler

icinde nukleer HMGB1 igerigini kaybetmis hiicreler hesaplandi.

Tim gorintiler hangi isaretlemeye veya hangi gruba ait oldugu bilinmeksizin

koérleme sonrasinda analiz edildi.
3.6. Niikleer Proteinlerin Ayristirilmasi

Nikleer ve sitoplazmik proteinlerin ayristirilmasi igin ticari kit Greticisinin (VE-
PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit, Thermo Scientific) yonergeleri birkag
degisiklikle takip edildi. Servikal dislokasyon sonrasinda hizlica gikarilan beyin buz

Uzerinde ipsilateral ve kontralateral kortekslerine ayrildi. Her bir hemikorteksin
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Uzerine CERI sollsyonu ve 1:100 oraninda fosfataz ve proteaz inhibitor kokteyli
eklendikten sonra bicakli pargalayici ile gozle gorilir parca kalmayincaya dek doku
pargalandi. Daha sonra bu karisim buz lizerinde 20 dakika inkiibe edildi. Daha sonra
CERIl eklenerek 5 dakika daha inkibe edildi. Sonraki asamalar ig¢in Ureticinin
yonergeleri izlendi. Elde edilen 6rnekler Western blotlama yapilincaya dek -80°C’'de

saklandi.

3.7. Doku Orneklerinin Lizat Haline Getirilmesi

Servikal dislokasyon sonrasinda hizlica gikarilan beyin buz Gzerinde ipsilateral
ve kontralateral kortekslerine ayrildi. Hemisferler ayri ayri KST’ler icinde
radioimmunoprecipitation assay (RIPA) tamponu (150 mM NaCl, %1 Triton X-100,
%0,5 deoksikolik asit, %0,1 SDS, 50 mM tris, pH 8.0) ile muamele edildi (500 ul/80 mg
doku). RIPA tamponuna kullanimdan hemen 6énce 1:100 oraninda fosfataz-proteaz
inhibitoér kompleksi eklendi. Ultrasonik homojenizator ile, KST buz icinde tutularak,
gozle gorulur parga kalmayincaya kadar homojenize edilen dokular 30 dakika buz
Uzerinde bekletildi. +4°C’'de, 14000 RPM’de, 15 dakika santriflij sonrasinda

slipernatan alinarak Western blotlama yapilincaya dek -80°C’de saklandi.

3.8. Beyin Dokusu ve Plazmadan Noron Kokenli Eksozomlarin Ayristirilmasi

3.8.1. Beyin Dokusu ve Plazmadan Eksozomlarin Ayrigtirilmasi

Boliim 3.4’te belirtilen sekillerde kan ve beyin 6rnekleri elde edildikten sonra
her bir beynin ipsilateral ve kontralateral korteksleri ayri KST lere alindi. Kan érnekleri
plazmalarinin ayrilmasi icin +4°C’de 1500 g'de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatan
(plazma) temiz bir tiipe alindiktan sonra +4°C’'de 10000 g’'de 30 dakika santrifiij
edilerek blyuk vezikiillerden ve hiicre debrisinden arindirildi. Elde edilen 6rnekler
ticari kite (The Total Exosome Isolation Kit (from plasma), Thermo Scientific) tabi

tutulmak tzere ayrildi.

Elde edilen her bir korteks doku parcalayicisinda (gentleMACS), cihaza 6zel C
tupleriigerisinde 500 ul PBS ile birlikte oda sicakliginda 35 s boyunca pargalandi. Elde
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edilen 6rnek temiz bir KST’ye 500 ul daha PBS ile beraber aktarildi. Aktarilan 6rnek
+4°C’de 1500 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ayrilan stipernatan bir kez daha +4°C’de
10000 g’de 30 dakika santrifiij edilerek buyik vezikillerden ve hiicre debrisinden
arindirildi. Elde edilen 6rnekler plazma oOrnekleriyle beraber ticari kit Ureticisinin

yonergelerince islendi.

islemler sonrasinda elde edilen eksozom peletleri 200 pl PBS icinde tekrar
ylzdiruldi. Bu ornekler +4°C’de bir gece boyunca yavas hizda 360° dondirilerek
eksozomlarin kit igindeki kimyasallardan ayrilmasi saglandi. Korteksten elde edilen

(kortikal) eksozomlarin protein icerikleri BCA analizi yapilarak belirlendi.
3.8.2. Kortikal ve Plazma Eksozomlarinin Akis Sitometrisiyle Tayini

Eksozom ayristirma kitiyle elde edilen o6rneklerin eksozom icerdigini
dogrulamak Uzere lateks boncuklarin yiizeyi kardinal eksozom belirteglerinden anti-
CD9, anti-CD63 ve anti-CD81 saf antikorlariyla kaplandi. Eksozomlar bu boncuklarla
yakalandiktan sonra ayni antikorlarin floroforla konjuge olan formlari kullanilarak akis
sitometrisi icin isaretleme yapildi. Orneklerin eksozom icerdikleri dogrulandiktan
sonra noron kokenli eksozom igerdiklerini gostermek igin benzer bigimde anti-CD171
antikoruyla kapli boncuklar kullanildi. Devaminda benzer bicimde eksozom yizey
belirteclerinden floroforla anti-CD9, anti-CD63 ve anti-CD81 antikorlariyla akis

sitometrisi igin isaretleme yapildi.

Eksozomlarin boyutlari nanometre diizeyindedir. Ancak akis sitometrisi 1-15
um buydkligindeki molekilleri algilayabilmektedir. Bu nedenle eksozomlarin akis
sitometrisiyle tayin edilebilmesi igin lateks boncuklar kullanilmistir. Bu boncuklarin
blyaklGgu yaklasik 1-2 um civarindadir. Ayni zamanda Uzerine baglanan antikorlar
yardimiyla ileri saflastirma vyapilabilmesine de olanak saglamaktadir. Lateks
boncuklarin antikorla kaplanmasi icin PBS icinde 10 ul boncuk, 10 pg antikorla
birlestirildi, oda sicakhginda gece boyu dondirilerek inkiibe edildi. Daha sonra
12000g’de 10 dakika santrifiij sonunda ¢oktirilen antikor bagli boncuklar BSA (%5)
ile oda sicakliginda 6 saat boyunca dondirulerek bloklandi. Blokaj sonrasi tekrar

santrifiijle ¢oktirilen boncuklar BSA (%1) icinde yeniden yizdirildi. Bu sekilde
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hazirlanan boncuklar +4°C’de saklandi. Bu kosullarda hazirlanan boncuklar yaklasik

bir ay boyunca stabil kalmaktadir.

Anti-CD171 antikoruna bagh lateks boncuklar kortikal 6rneklerde 1 pl
boncuk/1 pug eksozom oraninda; plazma 6rneklerinde ise 1 pl boncuk/3 pg eksozom
oraninda karistirildi. Eksozom-antikora bagli boncuk karisimi 50 pl PBS icinde 30
dakika oda sicakliginda yavas hizda 360° dondirildiikten sonra 450 pl daha PBS’in
eklenmesiyle bir gece boyunca dénerek inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda
eksozom-antikora bagli boncuk karisimi 10000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Peletler
her isaretleme icin 50 ul PBS icinde yilizdirildi. Daha sonra her biri ayri KST’ lerde
olmak uzere kortikal eksozomlar floroforla konjuge anti-CD81 antikoru; plazma
eksozomlari ise floroforla konjuge anti-CD81, CD9, CD63 (eksozom yiizey belirtegleri)
antikorlariyla isaretlendi. Her bir isaretlenmenin negatif kontroli olmasi amaciyla her
ornek ayni derisimde isaretleme yapilan antikorun izotipindeki antikorla muamele
edildi. Her isaretleme ayri KST icinde yapildi. Antikorun final derisimi 1 pug/ml olacak
sekilde her isaretleme icin 1:1 oraninda eksozom-boncuk karisimiyla antikor PBS
icinde birlestirildi. 1 saat boyunca oda sicakliginda isaretlenmesi tamamlanan
eksozomlar Gzerlerine 1’er ml PBS eklendikten sonra 10000 g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen pelet 100 pl PBS icinde ¢ozdurildikten sonra 96 kuyucuklu

plakalara aktarilarak akis sitometrisiyle 6lciim yapildi.

Akis sitometrisi igin Sekil 3.3."te belirtilen kapilama stratejisi kullanildi.
Kapilama stratejisi icin ilk asamada FSC-H (forward scatter-height, 6ne dagilim) ve
SSC-H (side scatter-height, yana dagilim) parametreleri kullanildi. FSC ve SSC
degerlerinin gosterildigi grafikler yardimiyla yapisi intakt olan boncuklara bagl
eksozomlar secildi. Daha sonra secilen alan icindeki yapilara ait FSC-H/FSC-A (FSC-
area) grafigi cizdirildi. Kimelenen yapilarin analiz disi birakilmasiyla tekliler segildi.
Secilen yapilarin floresans siddeti olcllerek 6rnek icindeki miktari hakkinda yari

niceliksel 6lgtim yapildi.
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Sekil 3.3. Akis sitometrisi verisinin analizi icin kullanilan kapilama stratejisi. FSC, 6rnek

icindeki molekdllerin blyuklGguni simgeler. Hiicre debrisi veya bu deneyde
kullanim bicimiyle parcalanmis boncuklarin FSC degerleri diusiik olma
egilimindedir. SSC ise yapilarin granil icerigini temsil eder. Yapi ne kadar
heterojense SSC degeri de o kadar yuksek olur. Parcalanmis boncuklarin SSC
degerleri yliiksek olma egilimdedir. Bu nedenle soldaki grafik yardimiyla yapisi
intakt olan boncuklara bagh eksozomlar secildi. Ortadaki grafikte gosterilen
FSC-A degerinin yiksek olmasi floresansi ol¢lilen yapinin lazer 6niinden daha
uzun slirede gectigini; dolayisiyla, hiicrelerin veya bu deneyde boncuklarin
kiimelendigini gosterir. Bu grafik yardimiyla kiimelenmis boncuklar analiz disi
birakilarak tekliler secildi. Secilen yapilarin floresans yogunluklari sagdaki
grafik ile gosterildi. (ihsan Dogramaci Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali 6gretim Uyesi Prof. Dr. ihsan Giirsel ve ekibinin
katkilari ile yapilmistir.)

3.8.3. Plazmadan No6ron Kékenli Eksozomlarin Ayristiriimasi

Plazma eksozomlari 1 pl anti-CD171’e bagh boncuk/3 pg eksozom oraninda

birlestirilerek akis sitometrisi igin isaretleme sirasinda kullanilan protokol uygulandi.

Boylece plazmanin icindeki néron kodkenli eksozomlar boncuk yardimiyla presipite

edildi. Antikora bagl boncuk-eksozom karisiminin bir gece boyu inklibe edilmesinden

sonra elde edilen pelet, RIPA tamponu icinde sonikator yardimiyla lizat haline

getirildi. 5 dakika sonikasyon, 15 saniye vorteksleme déngulsu 3 kere uygulandiktan

sonra ornekler buz lzerinde 20 dakika inkiibasyona birakildi. 20 dakika sonunda

10000 g’de 20 dakika santrifiij edildi. Slipernatan (lizat) temiz bir tlipe alindi.

Kortikal eksozomlar iginde varhg arastirilan alarmin proteini HMGB1'in

néronlardan saliverildigi ongorildigiinden kortikal eksozomlarin total populasyonu
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incelendi. Bu nedenle kortikal eksozomlarda ileri ayristirma yapilmadi. Eksozomlar,
1 pl/ 1 pug eksozom oraninda RIPA ile yukaridaki paragrafta anlatildigi bicimde lizat

haline getirildi.

Eksozom lizatlarinin protein miktarlari BCA analiziyle tespit edildi.
Orneklerdeki CD171 (néron kokenli eksozomlar belirteci ve yiikleme kontroli),
TSG101 (eksozom ylizey belirteci ve ylkleme kontrolli), HMGB1’in varhgini ve

miktarindaki degisimi géstermek amaciyla Western blotlama yapildi.
3.9. Konsantrasyon Tayini

Tum lizatlarin konsantrasyon tayini bisinkoninik asit (BCA) tahlili ile yapildi.
Ticari kit dUreticisinin yonergelerince o6rnekler ve distile su iginde belli
konsantrasyonlarda hazirlanan alblmin standartlari kitin calisma sollsyonuyla
karistinllip 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra spektofotometre yardimiyla 562
nm’deki absorbanslari ol¢lildii. Standart proteinlerin absorbans-konsantrasyon
egrileri Excel programiyla gizilip egrinin formali ¢ikartildi. Bu formul yardimiyla diger

orneklerin konsantrasyonlari hesaplandi.
3.10. Western Blotlama ve Verilerin Sayisal Analizi

Tayini yapilacak proteine gore 20 ile 50 pg arasindaki protein, 1:4 oraninda
ornek tamponu, %10 2-merkaptoetanol ve distile suyla karigtirilarak 95°C’de 5-10
dakika denatiire edildi. Eksozom lizatlari disindaki tiim 6rnekler, %4-12 gradientli
poliakrilamid jele yiklendi ve 100 V altinda elektroforez yapildi. Eksozom lizatlari ise
biriktirme kismi1 %5, cozme kismi %12 derisiminde olan poliakrilamid jele yiiklendi. Jel
icerisinde kutlelerine gore ayrilmis proteinler, metanol ile aktive edilen PVDF
(poliviniliden difloriir) membranlara 120 mA elektriksel akim altinda yari islak transfer
yontemiyle aktarildi. %0,1 Tween-20 iceren tris tamponlu fosfat (TBS) icinde
hazirlanan %5 yagsiz sit tozu ile bloke edildikten sonra membranlar anti-p65
(1:3000), anti-cRel (1:3000), anti-l-kappa B (1:000), anti-histon-3 (1:1000), anti-aktif
kaspaz-1 (1:500), anti-CD171 (1:1000), anti-TSG101 (1:500), anti-HMGB1 (1:500)

primer antikorlariyla +4°C’de, gece boyunca inkibe edildi. Yikama sonrasinda 1:5000
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derisiminde (aktif kaspaz-1 isaretlemesi i¢in 1:2500) HRP (yaban turpu peroksidazi)
bagl sekonder antikorla oda sicakliginda, 60 dakika muamele edilen (aktif kaspaz-1
isaretlemesi ve eksozom lizatlari igin 2,5 saat) membranlardaki HRP enzimi
glclendirilmis kemiluminesans (ECL) substratiyla birlestirilerek membranlardaki ilgili
protein bantlari gorinir hale getirildi. Proteinlerin kuyucuklara esit kuitlede
ylklendiklerini dogrulamak (izere ornekler anti-beta aktin veya anti-beta tubulin
antikoruyla (1:5000) +4°C’de 20 dakika muamele edildikten sonra HRP bagli sekonder

ile oda sicakhiginda 30 dakika muamele edilerek ECL yardimiyla gorintilendi.

Western blotlama analizi icin Image J programindan yararlanildi. Membran
Uzerinde goriintilenen bantlarin her biri arka plani en az dahil ederek kapsayacak
sekilde dikdortgen araciyla secildi. Her bant icin alan se¢imi bant blyuklugline gore
yenilendi ve alan icindeki entegre dansite degeri 6l¢lildi. Benzer 6lcimler yikleme
kontroll igin alinan goriintl Uzerinden de yapildi. Daha sonra her 6érnek igin 6zgul

proteinin dansite degeri yikleme kontrolliniin dansite degerine oranlandi.

Nikleer ve sitoplazmik fraksiyonlarin analizinde cRel, p65 ve I-kappa B
bantlarinin entegre dansiteleri 6lglldikten sonra sitoplazmik fraksiyonu temsil eden
bantlarin degerleri yikleme kontroll olarak B-tubuline, nikleer fraksiyonu temsil
eden bantlarin degerleri histon-3’e kiyaslandi. Daha sonra niikleer cRel, p65 veya I-
kappa B proteinlerinin miktari niikleer ve sitoplazmik proteinlerin miktarlarinin
toplanmasiyla elde edilen toplam protein miktarina kiyaslanarak nikleer/total

protein orani elde edildi.
3.11. immiinoelektron Mikroskopi ile HMGB1 isaretlemesi

Gluteraldehit (%2,5) ¢ozeltisi ile kardiyak perflizyon yapildiktan sonra ¢ikarilan
beyinlerde hedef bélgeler 1x5 mm boyutlarinda dilimlendi. Dilimler, Sorenson fosfat
tamponu (0,2 M, pH: 7,2) icindeki gluteraldehit (%2,5) ve PFA (%2) ile bir gece tespit
edildi. Daha sonra Sorenson fosfat tamponuyla (0,1 M) yikanan dilimler 2 saat
boyunca osmiyum tetroksit (%1) ile ikinci kez tespit edildi. Sorenson fosfat
tamponuyla dilimler yikandi.  Uranil asetatla blok boyanmasi ve Uglncu tespit

yapildiktan sonra dereceli etanollerden gecirilerek dehidratasyon gerceklestirildi.
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Propilen oksit ve araldit asamalarini takiben araldit CY 2012 gémme materyalinde
polimerizasyon vyapilarak bloklar elde edildi. Bloklardan ultramikrotomla (Leica
Ultracut R) dnce 800 nm’lik yari ince kesitler alinarak uygun bolgeler saptandiktan
sonra 80 nm ince kesitler nikel i1zgaralara alindi. ince kesitler oda sicakliginda 30
dakika doymus sodyum metaperiyodat ile muamele edilerek araldittin eritilmesi
saglandi. Daha sonra oda sicakliginda arka plan sinyalini dnlemek icin normal kegi
serumu ile 10 dakika boyunca inkibe edildi. Devaminda kesitler anti-HMGB1
antikoruyla (1: 100) 1 gece inkibe edildi. Tris tamponu ile yikama sonrasinda 5 veya
10 nm kolloidal altinla konjuge sekonder antikorla (1:20) 1 saat inkiibe edildikten
sonra tris tamponuyla tekrar yikandi. Kesitleri tasiyan 1zgaralar son asamada uranil
asetat ve kursun sitrat ile boyandi. Leo 906 E (80 kV) (Oberkohen, Almanya)

transmisyon elektron mikroskobunda incelenerek gérintilendi.
3.12. Sayisal Verilerin istatistiksel Analizi

istatistiksel analizler icin IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
versiyon 23 ile kullanildi. p65-NeuN, cRel-NeuN, I-kappa B-NeuN cifte
isaretlemelerinin sonucunda elde edilen veri tabanlarinda ortalamanin £2 standart
sapma degerinin disinda kalan degerler u¢ deger olarak kabul edildi ve analiz disi
birakildi. Ayni korteksin farkli alanlarindan elde edilen veriler bagimsiz olarak kabul
edilerek analiz yapildi. Tim goriintiiler bolge 3 ve 4’ten alinmasina ragmen bu
bolgelerin farkli islevlere sahip kortikal alanlari (motor ve somatosensoriyal)
icermeleri nedeniyle her alanin bagimsiz veri olarak ele alinmasi gerektigi distndlda.
Her analizde ikiden fazla bagimsiz grubun karsilastirmasi yapildigindan normal dagilan
veri gruplari icin tek yonli varyans analizi (ANOVA), normal dagilmayan veri gruplari
icin Kruskal-Wallis testi uygulandi. Bu testlerde anlamli sonuglar bulunmasi halinde
farki yaratan grup, uygun post-hoc analizle tayin edildi. Normal dagilan veri
gruplarinin homojenligi Levene testiyle belirlendikten sonra homojen verilerde
Tukey, homojen olmayan verilerde Tamhane testi ile post-hoc analiz yapildi. Normal
dagilmayan veri gruplarinda ise Mann-Whitney U testiyle ikili karsilastirmalar yapildi.

Tum testlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edilirken, 0,05 ile 0,1 arasindaki p



degerleri, deneyin sonucuna gore sinirlianlamli kabul edildi. Post-hoc testler sirasinda

anlamlilik diizeyinin belirlenmesinde Bonferroni diizeltmesi uygulandi.

Calismalar sirasinda kullanilan 6nemli kimyasal malzemeler ve cihazlar Tablo

3.1 ve 3.2’de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Calismalarda kullanilan 6nemli kimyasal malzemeler.

Primer antikorlar

Antijen Uriiniin markasi Uriiniin kod numarasi
cRel Santa Cruz sc6955

p65 Cell Signaling 8242
I-kappa B-alfa Technology (CST) 4814

NeuN (farede lretilmis) Chemicon MAB377B
NeuN (tavsanda Uretilmis) CST 24307
S1008B Abcam ab52642
HMGB1 ab18256
MAP2 Chemicon MAB3418
Histon 3 CST 9715

Aktif kaspaz-1 Invitrogen PA5-38099
CD171 (saf) Miltenyi Biotec 130-115-812
CD171 (WB uyumlu) Abcam ab24345

Akis sitometrisiyle uyumlu antikorlar

(izotip antikor)

Antijen Uriiniin markasi Uriiniin kod numarasi
CD9S-PE 124806
CD63-PE 134904
CD81-PE Biolegend 104906
Rat IgG2a-PE (izotip antikor) 400507
Armenian Hamster IgG-PE 400907

Sekonder antikorlar

Konjuge olduklari molekil

Uriintin markasi

Uriiniin kod numarasi

Alexa Fluor 488

R-37120, R-37116*

Alexa Fluor 555 Invitrogen A-21422, A-21428*
Cy2 115-225-146,
111-225-144*
Cy3 115-165-146,
Jackson 111-165-144%*
Alexa Fluor 488, Immunoresearch 115-547-003,
Fab fragmani 111-547-003*
Cy3, Fab fragmani 115-167-003,
111-167-003*
HRP CST 7076, 7074*
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Kitler

Nkl Protein Ayrist 7

Ki:i eer Protein Ayristirma Thermo Fisher 8835
Eksozom izolasyon kiti Scientific 4484450
BCA analiz kiti Pierce 23225

* Sirasiyla anti-fare ve anti-tavsan.

Tablo 3.2. Calismalarda kullanilan cihazlar.

Cihaz ismi

Uretici Firma ve Model ismi

Nabiz-Oksimetre

Nonin, LifeSense VET

Anestezi ve Oksijen makinesi

AMS, Minor 612

Elektrikli Battaniye

Kent Scientific, Right Temp

Stereomikroskop

Nikon, SMZ 745T

Kriyostat

Leica, CM1100

Kayan mikrotom

Leica, SM2000 R

Doku Parcalayici

Miltenyi Biotec, gentleMACS

Lazer Taramali Konfokal Mikroskop

Leica, TCS SP8

Epifloresan Mikroskop

Nikon, E600

Akis Sitometrisi

Acea, NovoCyte

Ultrasonik Homojenizator

Bandelin Sonopuls

Hassas Terazi

Shimadzu, AUX220

Distile Su Cihazi

Mp, Minipure Basic

pH Olger

Thermo Fisher, Orion3Star

Mikroplaka Okuyucu

Tecan, Infinite F50
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4. BULGULAR
4.1. HMGB1 Saliverilmesinin immiinofloresan isaretlemeyle Tayini

HMGB1’in tim hicrelerin g¢ekirdeklerinde bulundugu bilinmektedir
(50). Ancak ticari antikorlar bazi glialardaki HMGB1'i isaretleyememektedir.
Bu nedenle naif hayvanda isaretlenen hiicre sayisi ortalama %83+1,3"tlr (n=3
fare). HMGB1'in KYD ile yalnizca néronlardan salindigl daha once gosterildigi
icin HMGB1'in ¢ekirdekte yerine konuldugu zamani bulmayi hedefleyen
calismamizda hiicresel fenotiplendirmeye gerek goridlmemistir (4, 69).
Saliverilen HMGB1'’in ¢ekirdekte tekrar gorildigi zamani saptamak icin naif
beyinde ve tarama amaciyla tek KYD’den 15 dakika, 5 saat ve 24 saat sonra
hiicre cekirdeklerindeki HMGB1 pozitifligi cekirdek belirteci Hoechst ile
isaretlenen hiicreler Gizerinden incelendi (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). Sayisal analiz

yalnizca ipsilateral korteksteki hiicreler Gizerinde yapildi.

HMGB1 HMGB1 Hoechst

Sekil 4.1. KYD’den 5 ve 24 saat sonra ¢ekirdeginde HMGB1 iceren hiicre
oraninda degisim olmuyor. ipsilateral korteksten alinan gériintiilerde
beyaz oklar HMGB1 igerigini kaybetmis ¢ekirdeklerden &rnekler
gostermektedir. Konfokal mikroskopta z-yigin teknigiyle alinmis
gorintiler maksimum yansitma 6zelligiyle Ust Uste bindirilmigtir. Her
goruntd icin z adim buydkligla yaklasik 1 um, toplam gorintiilenen
alan yaklasik 10 pm. Olcek 25 um. (n=3 fare)



35

A
<0,001
<0,001
40 ’ o

% <0,001

§ (o] o ;

2El E Foa

= e 20- S o°

m = le)

O

b 104 °

I

0 T T Ll
KYD KYD KYD
(15 dakika) (5 saat) (24 saat)
B
isaretlenen Naif beyne gére
Fare Degerlendirilen | gekirdek orani (%, saliverilme orani (%,
sayisl hiicre sayisi ortalamazSH) ortalamazSH)

Naif 3 1641 83+1,8 -
KYD (15
dakika) 3 976 6312,5 2313
KD 3 962 5843,0 3043,8
(5 saat)
KYD
(24 saat) 3 981 6113,3 26+1,8

Sekil 4.2. KYD ile saliverilen HMGB1, 24 saat icinde yerine konulmuyor. A: Naif
beyinde HMGB1 pozitif cekirdeklerin oranina kiyasla, her zaman
noktasinda HMGB1 icerigini saliveren hiicrelerin yiizdesi. Her alanda
elde edilen deger bireysel olarak kirmizi ¢emberle gosterildi.
Gemberlerin tzerinde naif beyinle karsilastirma sonucunda elde edilen
p degerleri belirtilmistir (Tek yonli varyans analizi, ortalamazstandart
hata (SH)) B: incelenen hiicrelere dair sayisal veriler. KYD’den 5 ve 24
saat sonra nikleer HMGB1 icerigini kaybeden hicrelerin oraninda
anlamli bir degisiklik gérilmedi. (Tek yonli varyans analizi, p=0,26)
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Naif beyinde gekirdeklerin 83+1,8’'i HMGBL1 ile isaretlenmekteyken bu
oranin KYD ile 23+3 azaldigi goriildii. KYD'den 5 ve 24 saat sonra sirasiyla tim
hiicrelerin 30+3,8 ve 2611,8'inde HMGB1’in saliverildigi saptandi. Nikleer
HMGB1 icerigini kaybeden hiicrelerin oraninda farkl zaman noktalari arasinda
anlamh bir degisiklik bulunmadi (tek yonlG varyans analizi, p=0,26).
HMGB1 (+) cekirdek oraninin KYD’den 24 saat sonra dahi naif beyindeki
duruma geri dénmemis olmasi, HMGB1’in néroinflamasyonun ¢6zilmesinde
noron c¢ekirdeklerine donerek bir rol oynamadigini géstermektedir.

immiinofloresan isaretlemeler sirasinda dikkat ceken bir diger nokta
ise KYD’den 15 dakika sonra goriilen, bazi hiicrelerde HMGB1 isaretlenmesinin
cekirdegin cevresinde yogunlasmasi, cekirdek-sitoplazma sinirinda noktasal
isaretlenmelerin olmasi, noéropilde ve olasilikla hiicreler arasi mesafede
gorilen noktasal isaretlenmelerdir. Bu isaretlenme paterni KYD’den 15 dakika
sonra izlenmesine ragmen 5 veya 24 saat sonra izlenmedigi igin daha yakin bir
zaman noktasi incelenmek istendi. Bu nedenle ara zaman noktasi olarak
KYD’den 3 saat sonra elde edilen beyin incelendi (Sekil 4.3.).

KYD’den 3 saat sonra, 15 dakika sonra saptanan ile ayni paternde
isaretlenme gorildi. HMGB1 icerigini saliveren c¢ekirdek oraninda zaman
icerisinde degisiklik olmadigi gbz 6nline alindiginda bu bulgu, HMGBL1 igerdigi
ongorilen vezikillerin sitoplazmadan saliverilmelerinin veya noropilden
uzaklagtirilmalarinin 3 saat boyunca devam edebilecegi izlenimini

vermektedir.
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HMGB1 HMGB1 Hoechst

Sekil 4.3. KYD’den 15 dakika (A, B) ve 3 saat (C) sonra ipsilateral kortekste
HMGB1 noktasal isaretleniyor. Beyaz oklar, HMGB1’in g¢ekirdekten
saliverildigi hiicrelerde c¢ekirdek-sitoplazma sinirindaki noktasal
isaretlenmeleri; kirmizi oklar ise noéropildeki noktasal isaretlenmelere
dikkat cekmektedir. Konfokal mikroskopta z-yigin teknigiyle alinmis
goruntiler maksimum yansitma 6zelligiyle Gst Uste bindirilmistir. Her
goruntd icin z adim buydkligh yaklasik 1 um, toplam gorintiilenen
alan yaklasik 10 pm. Olgek 25 pm. (KYD’den 15 dakika sonrasi igin n=3,
3 saat sonrasi igin n=1 fare.)

4.2. Total Eksozom izolasyonu

KYD'den 15 dakika ve 3 saat sonra gorilen isaretlenme bicimi
HMGB1'in vezikller bir bicimde salindigini distindirmekteydi. Yonlendirici
sekansi olmamasi sebebiyle myeloid hiicrelerde HMGB1’in endoplazmik

retikulum-golgi-bagiml yol yerine klasik olmayan vezikiler yolla hiicre disina
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saliverdigini gosteren c¢alismalarin 1s1g8inda; eksozomlarin saliverilme araci
olabilecegi dusundldi (52). Saliverilen HMGB1'in interstisyel sivi-BOS
baglantilari araciligiyla kana gecebilecegi, bu nedenle eger KYD ile HMGB1
norondan eksozomlar araciligiyla saliveriliyorsa bu eksozomlarin periferik
kanda da tayin edilebilecegi 6ngoriildi. Bu nedenle KYD’den sonra hem beyin
korteksinden hem de plazmadan eksozomlar ayristirildi. KYD’den sonra
korteksten ayristirilan eksozomlar, kardinal eksozom belirteglerinden CD63’e
karsi antikorla kapli boncuklarla yakalandiktan sonra CD63 ve diger eksozom
belirteclerinden CD9 ve CD81’e karsi antikorlarla isaretlendi. Bu sekilde

isaretlenen eksozomlarin varligi akis sitometrisiyle dogrulandi (Sekil 4.4.)
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CD63 isaretlemesi CD9 isaretlemesi
] i ] A 1 CDE3-4-uns
= ' N % Eggﬁg{n:t lgG2z 2 y Y [ CD63-4-Rat laG2a
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PE-H PE-H
Ortalama Ortalama
floresans degeri floresans degeri
Ornek (PE-H) Ornek (PE-H)
CD63-4-unstained 79 CD63-4-unstained 79
CD63-4-Rat IgG2a 558 CD63-4-Rat IgG2a 558
CD63-4-CD63 1.296 CD63-4-CD9 1095
CD81 isaretlemesi
/\ [ CDE3-4-uns
I 1 CDB3-4-Arm H. lgG
[ CD&3-4-CD81
® Ortalama
\//J\\ Ornek floresans degeri
< | / \ (PE-H)
9} M AL CD63-4-unstained 79
= F "
S Y A AR CD63-4-Arm H. IgG 333
e \ CD63-4-CD81 868
PE-H

Sekil 4.4. Beyin korteksinden eksozomlar basariyla ayristirilabiliyor. Ayristirilan
eksozomlar, eksozom belirteclerinden CD63’e karsi antikorla kapli boncuklarla
yakalandiktan sonra CD63, CD9 ve CD81’e karsi antikorlarla isaretlendi.
Orneklerin eksozom igerikleri akis sitometrisiyle hem dogrulandi hem de
karakterize edilidi. Her Ornek, biri isaretlenmemis (unstained) digeri ise
floresan isaretli olmayan ancak ayni hayvanda Uretilmis izotip antikorla (Rat
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IgG2a veya Arm. H. IgG) isaretleme olmak Uzere iki farkl kontrolle kiyaslandi.
Burada gosterilen 6rnek CD63-4 olarak adlandirildigi icin grafiklerde her
Olglim, isaretlemesine gore, “CD63-4-CD81"” gibi isimlendirilmistir. Belirli
kapilama stratejileri sonrasinda elde edilen floresans siddetinin egrileri ve
ortalama floresans siddeti degerleri (PE-H) gosterilmektedir. Y ekseni her bir
ornekte saptanan molekilin ylzde kaginin floresan molekil (PE) igerdigini
gostermektedir (Count (%)). Akis sitometrisi verilerinin analiz detaylari icin
Gereg ve Yontem bélimune bakiniz. Tium belirtegler igin izotipten en az %20
daha fazla floresans siddeti 6lglilmesi (siddet egrilerinde gorsel olarak saga
kayma) eksozomlarin varligini akis sitometrisiyle dogrular niteliktedir (n=3
fare). (ihsan Dogramaci Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali 6gretim Uyesi Prof. Dr. ihsan Giirsel ve ekibinin katkilari ile
yaptimistir.)

4.3. N6ron Kokenli Eksozomlarin Periferik Kandan izolasyonu

Beyin dokusundan total eksozomlar basariyla ayristirildiktan sonra,
periferik kanda noron kokenli eksozomlarin oraninin %5’in altinda oldugu ve
HMGB1 diger hicrelerden de saliverilebilecegi igin, plazmadan yalnizca
norondan saliverilen eksozomlarin ayristirilmasi amaglandi (70). Eksozomlarin
nérondan saliverildikten sonra dolasima geg¢mesinin zaman alacagi
ongorildiginden bu deney grubu icin tek KYD’den veya yalanci cerrahiden 1
saat; ¢oklu KYD deneyinde ise ilk KYD dalgasindan 1 saat sonra 6rnekler
toplandi. KYD’den 3 saat sonra dahi HMGB1'in imminofloresan olarak
noktasal ve g¢ekirdek sinirinda isaretlenmeye devam ettigi géz onilinde
bulundurularak KYD’den 1 saat sonra korteks icinde hala HMGB1 iceren
eksozomlarin mevcut oldugu 6ngorildi. Anti-CD171 antikoru kapli boncuklar
kullanilarak plazmadan elde edilen eksozomlarin icinden néron kdkenli olanlar
aynistirlldi (Sekil 4.5.). Korteksten elde edilen o6rneklerde néron disi
hicrelerden HMGB1 saliverilmedigi o6ngorildigiinden hicresel kokenli

ayristirma yapilmadi.
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Anti-CD171 kaph boncuk, CD81 isaretlemesi
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.5. Plazmadan noron kokenli eksozomlar basariyla ayristirilabiliyor.
KYD’den sonra elde edilen plazmadan ticari kit yardimiyla ayristirilan
eksozomlar, néron kokenli eksozomlarin yiizeyinde bulunan CD171’e
karsi antikorla kapl boncuklarla yakalandiktan sonra CD81’e karsi
antikorla isaretlenmistir. Burada gosterilen 6rnek PP1-PL olarak
adlandirilmistir. Her 6rnek, floresan isaretli olmayan ancak ayni
hayvanda Uretilmis izotip antikorla (PP1-PL-AH) isaretlemeye
kiyaslandi. Belirli kapilama stratejileri sonrasinda elde edilen floresans
siddetinin egrileri ve ortalama floresans siddeti degerleri (PE-H)
gosterilmektedir. Y ekseni her bir 6rnekte saptanan molekiliin yiizde
kacinin floresan molekiil (PE) icerdigini gostermektedir (Count (%)).
Akis sitometrisi verilerinin analiz detaylari icin Gere¢ ve Yontem
bélimiine bakiniz. izotipte él¢iilenden en az %20 daha fazla floresans
siddeti Olclilmesi (siddet egrilerinde gorsel olarak saga kayma)
plazmadaki néron kdkenli eksozomlarin varligini akis sitometrisiyle
dogrular niteliktedir (n=3 fare). (lhsan Dogramaci Bilkent Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali 6gretim Uyesi Prof. Dr.
ihsan Giirsel ve ekibinin katkilari ile yapiimistir.)
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4.4. Kortikal Eksozomlarin HMGB1 Tasidiginin Gosterilmesi

Elde edilen kortikal eksozomlarin HMGB1 icerigi Western blotlama
yoluyla incelendi (Sekil 4.6.). Eksozomlarin ortak yiizey belirteglerinden olan
TSG101, yikleme kontroli olarak kullanildi. Western blotlama sonucunda KYD

sonrasinda HMGB 1’in eksozomlar iginde tasindigi gosterildi.

. o
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entegre dansite orani
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Yalanci cerrahi KYD Coklu KYD
(1 saat) (1 saat) (1 saat)

Sekil 4.6. KYD’den sonra kortekste saliverilen eksozomlar HMGB1 iceriyor. A:
Western blotlama bantlari. Her bir gember bir hayvandan elde edilen
ornegi temsil etmektedir. B: Eksozomlarin igerdikleri HMGB1
miktarinin TSG101 miktarina gére normalizasyonu. Her 6érnekten 30 pg
protein yiiklenmesine ragmen orneklerdeki eksozom belirteci TSG101
miktarinin farkl olmasi nedeniyle TSG101 bantlarinin yogunluguna
gore normalizasyon yapildi. KYD’den sonra alinan érneklerde belirgin
miktarda fazla HMGB1 bulundugu gorildi. Sadece bir deney
hayvaninda ¢oklu KYD modellendiginden istatistiksel analize bu veri
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dahil edilmedi. Yalanci cerrahi ve KYD grubu arasinda sinirli diizeyde
anlamli fark bulundu (Mann-Whitney U testi, p=0,08). (ihsan
Dogramaci Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali 6gretim Uyesi Prof. Dr. ihsan Giirsel ve ekibinin katkilari ile
yapimistir.)

KYD’den sonra elde edilen kortikal eksozomlarin HMGB1 icerdigi net
bicimde gosterildi. Ornekler arasinda varyasyonun yiiksek olmasinin gozle
gorllen farkin istatistiksel olarak sinirl sonuglanmasina neden oldugu
distnildd. Coklu KYD tetiklendikten sonra alinan tek 6rnekte HMGB1 icerigi
tek KYD grubunda olclilene benzer diizeyde bulundu. Birden fazla KYD’nin
daha yogun bir HMGB1 saliverilmesine neden olmadigi yéniinde elde edilen
izlenime ragmen bu bulgunun daha cok fareden alinan 6rnekler incelenerek

dogrulanmasi gerekmektedir.

4.5. Noron Kokenli Plazma Eksozomlarinin HMGB1 Tasidiginin

Gosterilmesi

KYD ile saliverilen eksozomlarin parankim disinda periferik kana ulasip
ulasmadigini incelemek amaciyla kortikal eksozomlarin ayristirildigi farelerin
plazmalarindan ayristirilan néron kékenli eksozomlarda Western blotlama ile

HMGB1 tayini yapildi (Sekil 4.7.)
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Sekil 4.7. KYD’den sonra noéronlardan eksozom iginde saliverilen HMGB1 periferik
kanda saptanabiliyor. KYD ile néronlardan saliverilen ve plazmaya ulasan
eksozomlarin HMGBL1 icerdigi Western blotlama ile gosterildi. Gruplardaki
veri sayisi az oldugundan istatistiksel analiz yapilmadi. (ihsan Dogramaci
Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali 6gretim tyesi
Prof. Dr. ihsan Giirsel ve ekibinin katkilari ile yapilmistir.)
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Yapilan deneyler ilk kez KYD ile néronlarin HMGB1'i eksozomlar
aracthigiyla saliverdigini ve bu eksozomlarin periferik dolasima kadar
ulasabildigini gostermektedir. Yapilan Western blotlamada HMGB1'in yani
sira, TSG101 (ortak eksozom belirteci) ve CD171 (noron kokenli eksozom
belirteci) bantlarinin da goérilmesi eksozomlarin basarili bigimde izole
edilebildigini gostermektedir. Ancak deneylerin ydntemsel olarak
ivilestirilmesi gereklidir. intrakardiyak yolla fareden tek seferde en fazla 1 ml
tam kan toplanabildigi ve bu kanin yalnizca %50-60’in1 plazma olusturdugu icin
baslangic 6rnek hacmi olduk¢a distktiir. Buna paralel olarak izolasyon
sonunda bireysel orneklerin igerdigi ndéron kdkenli eksozom miktarlari az
oldugundan ayni gruptaki ornekler icerdikleri protein miktarina gore
havuzlanarak elde edilen tim ndronal eksozom lizatlari yiklenmistir. Bu
nedenle Western blotlama icin yiklenen protein miktari G¢ 6rnekte farkh
oldugundan bu deney sonunda sayisal bir analiz yapilmamistir. Denek
sayisinin artirilmasiyla veya sican gibi 6rnek hacminin daha yiiksek olacagi bir
deney hayvani kullanilmasiyla kontrol grubuyla KYD arasindaki fark net

bicimde ortaya konabilir.

4.6. HMGB1 Saliverilmesinin immiinoaltin isaretlemesiyle

Gosterilmesi

imminofloresan isaretlemede noktasal isaretlenme paterninin
goriuldiugli zaman noktalarinda (KYD’den 15 dakika ve 3 saat sonra) HMGBI1-
vezikdl iliskisini gdstermek Uzere kolloidal altinla konjuge sekonder antikor
kullanilarak imminoelektron mikroskopisi yapildi. Bodylece HMGB1'in
vezikuller aracihigiyla saliverildigine daha dogrudan bir delil saglandi (Sekil 4.8.

ve Sekil 4.9.).
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Sekil 4.8. KYD’den 15 dakika sonra ipsilateral kortekste HMGB1 ¢ekirdekten

veziklller araciligiyla saliveriliyor. Sekilde ¢ekirdek iginde kolayca
ayrilabilen heterokromatin alanlarina sahip olmasindan néron oldugu
ongorilen bir hiicrenin immiinoaltin isaretleme sonucunda elde edilen
gorlintlsu yakinlastirilarak gosterilmistir. 5 nm ¢apinda altinla konjuge
sekonder antikor kullanilarak HMGB1 isaretlenmistir. A: Gorlintlide alt
yarida hiicre c¢ekirdegi, Uzerinde sitoplazmasiyla bir ndron
gorilmektedir. B ve C: Nikleer membran sinirinda siyah gergeveyle
belirtilen alanlarin yakin gorlntlst incelendiginde, kirmizi yarim
¢emberle nikleer membran arasinda kalan bdlgelerde altin
isaretlemesinin yogunlastigi gorilmektedir. Bu bolgelere komsu
nikleer membranin devamli olmamasi (mavi ok baslari), HMGB1'in
nikleer porlardan ¢iktigini isaret etmektedir. Nikleer membranin
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devamlilik halinde (sari ok basi) oldugu bolgelerde altin isaretlemesinin
yogunlasmadigi gorildi. B'de niikleer membrana yakin komsuluktaki
vezikllin hem ¢eperinde (kirmizi oklar) hem de iginde (beyaz oklar)
HMGB1 isaretlemesinin oldugu gorilmektedir. Bu vezikil buyuklik
bakimindan eksozomlarla uyumludur (<100 nm). D: A’da kirmizi
cerceveyle belirtilen bodlgenin blyitilmis gorinttsi. HMGB1
saliveriimekle beraber hala bir miktari kromatine bagl olarak
konumlanmaktadir (kirmizi oklar). Kromatinin olmadigi alanlarda
(kirmizi gemberler) herhangi bir altin isaretlemesinin olmamasi
isaretlemenin 6zgulliglini vurgulamaktadir. (n=1 fare) (Ankara
Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali 6gretim Uyesi Prof.
Dr. Esra Erdemli’nin katkilari ile yapilmustir.)

Sekil 4.9. HMGBL1 iceren vezikiller, KYD’den 3 saat sonra ipsilateral kortekste
izlenmeye devam ediyor. 10 nm g¢apinda altinla konjuge sekonder
antikor kullanilarak HMGB1 isaretlenmistir. A: Gorlintlide sol Ustte
néronun c¢ekirdegi, sagda ise sitoplazmasi gortlmektedir. Kirmizi gizgi
ile n6ronun membrani belirginlegtirilmistir. B: Norona komsu bir hiicre
sitoplazmasi igerisinde bir vezikllin iginde (kirmizi oklar) HMGB1
isaretlemesi gorildi. C: Cekirdegin kesite dahil kisminda yalnizca
birkag tane altin ile HMGB1 isaretlenmesi (mavi ok) gorildi. (n=1 fare)
(Ankara Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali 6gretim
Uyesi Prof. Dr. Esra Erdemli’nin katkilari ile yapiimistir.)
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4.7. Kaspaz-1 Aktivitesinin immiinofloresan isaretlemeyle

incelenmesi

KYD ile olusan inflamazom kompleksinin bir fonksiyonu kaspaz-1’i
aktiflestirmesidir. Ancak bu aktivitenin ne kadar devam ettigi
bilinmemektedir. Kaspaz-1 aktivitesinin sonmesi astrositler {zerindeki
inflamatuvar uyarimi sonlandiracagindan inflamasyonun ¢ozilmesinde kritik
bir 6neme sahiptir. Bu nedenle, KYD’den 1, 3 ve 5 saat sonra korteksteki
kaspaz-1 aktivitesi aktif kaspaz-1'in imminofloresan isaretlenmesi ile
incelendi (Sekil 4.10.). CARD bolgesinden ASC'ye baglandiktan ve
homodimerize olduktan sonra kaspaz-1 kesilerek inflamazom kompleksinden
ayrilir. Aktif kaspaz-1 p20 ve p10 alt birimlerini icerir. Kaspaz-1 aktivitesini
incelemek igin kesilmis p20’yi taniyan antikor kullanildi. TGm gruplar igin 3’er
farkli fare incelendiginde aktif kaspaz-1 isaretlenmesi KYD’den 1 saat sonra
uzantilarda ve bazi hicrelerin somalarinda noktasal bigcimde goérilirken;
KYD’den 3 saat sonra diffliz bicimde hem somada hem de uzantilarda gorilda.
Bu zaman noktasinda diger zaman noktalarina kiyasla isaretlemenin floresan
siddetinde gorsel bir artis tespit edildi. Buna karsin KYD’den 5 saat sonra
somada kaspaz-1’in sinyal elde edilemeyecek kadar azaldigi ve uzantilardaki
isaretlenmenin soluklastigl gozlendi. En belirgin isaretlenme KYD’den 3 saat
sonra goriuldigu icin yalanci cerrahi yapildiktan 3 saat sonra cikarilan beyin

kontrol grubu olarak kullanildi.
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Yalanci cerrahi
3 saat

Sekil 4.10. KYD’den 1, 3, 5 saat sonra ve yalanci cerrahiden 3 saat sonra
ipsilateral kortekste aktif kaspaz-1 farkli paternde ve yogunlukta
isaretleniyor. KYD’den 3 saat sonra uzantilar, soma ve noropilde
belirgin isaretlenme gorildi. KYD’den 5 saat sonra ise isaretlenmenin
anlamh bigcimde azaldig1 goruldi (n=3 fare). Konfokal mikroskopi, 6lgek
25 um.

KYD’den 1, 3 ve 5 saat sonra ipsilateral kortekste aktif kaspaz-1

isaretlenmesinin hiicresel detaylari Sekil 4.11.’de gosterilmistir.
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Aktif kaspaz-1 Aktif kaspaz-1 Hoechst

Sekil 4.11. KYD’den 1, 3 ve 5 saat sonra ipsilateral kortekste aktif kaspaz-1
isaretlenmesinin hiicresel detaylari. Sekil 4.10.da gosterilen
goruntdler, buyltilmus bicimde tekrar sunulmustur. KYD'den 1 saat
sonra uzantilardaki hafif isaretlenme (ok baslari), 3 saat sonra ise
uzantilarla beraber soma (oklar) ve néropilde belirgin isaretlenme
tespit edildi. 5 saat sonra ise aktif kaspaz-1 sadece uzantilarda soniik
bicimde (ok baslari) goriintiilendi. Konfokal mikroskopi, 6lcek 25 um.
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imminofloresan isaretlemeyle zaman noktalari arasinda hem
isaretlenen hiicre kompartmani hem de floresan yogunlugu acisindan belirgin
fark bulundu. Noropildeki goruntiyl yiksek olasilikla dendritlerin
olusturdugu izlenimiyle, bu isaretlenmenin néronda gorildigi ve noropildeki
yogunlugun kesite farkl agilardan giren ¢ok sayida uzantidaki isaretlenmenin

sonucu oldugu disinildi.
4.8. Kaspaz-1 Aktivitesinin Western Blotlama ile incelenmesi

immiinofloresan isaretleme ile gdzlenen bulgu Western blotlama
yontemiyle enzimin kesilmemis (pro) ve aktif formlarinin miktarlarina gore
dogrulanmak istendi. Bu amagla yalanci cerrahiden 3 saat sonra ve KYD’den 1,
3 ve 5 saat sonra elde edilen korteks lizatlarinin aktarildigi membran aktif

kaspaz-1’e yonelik antikorla isaretlendi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. KYD’den 3 saat sonra ipsilateral kortekste kaspaz-1 aktivitesi

azaliyor. A: Western blotlama bantlari. 45 kDa agirliginda pro-kaspaz-
1, 20 kDa agirhiginda kesilmis (aktif) kaspaz-1 goérilmektedir. Western
blotlama 6ncesinde proteinler denatiire edildigi icin immunofloresan
isaretlemenin aksine, antikor pro kaspaz-1 iginde p20’ye ait sekansi
taniyabilmektedir. Her 6rnekten 40 pg yiklendi. 3 farkh naif beynin her
birinden 13 pg alinarak havuzlanmasiyla ilk 6rnek elde edildi. Total
enzim miktarinin kiyaslanmasi igin ylikleme kontrollu olarak B-aktin
kullanildi. B: Total enzim igindeki aktif fraksiyonun tayini igin aktif
kaspaz-1 bandinin entegre yogunluk degeri, total enzimin (aktif + pro
formu) entegre yogunluk degerine kiyaslandi. Yalnizca yapilan deneyin
olusturdugu etkiyi gorebilmek icin naif beyindeki aktif enzim orani tiim
orneklerden cikarildi. Siyah kolonlar ile aktif enzimin total enzime orani
belirtilmistir (sol Y ekseni). Nokta grafigi (kirmizi) ile 6rneklerdeki total
enzim miktarinin aktine orani verilmistir (sag Y ekseni). KYD’den 3 ve 5
saat sonraki orneklerde goriilen mavi kolonlar bu 6rneklerde total
enzim miktarinin azalmasi sebebiyle; aktif enzimin azalan total enzim
miktarina gére normalize edilmesinin sonucunu gostermektedir (n=3
fare, ortalamazstandart sapma). (Aktif enzim orani icin normalize
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edilmis degerler ile tek yonli varyans analizi, p=0,08; total enzim
miktari igin p=0,29)

Western blotlama i¢in beyinler in situ fiksasyon yapilmadan cikarilip
homojenize edilene kadar kaspaz-1 aktivasyonu gerceklesmektedir (71, 72).
Bu nedenle daha once bu tir calismalarda da yapildigi gibi naif beyin
orneginde gorilen aktif enzim orani isleme bagh degisiklik olarak kabul edilip
tim orneklerden bu oran c¢ikarildiktan sonra analiz yapildi. Buna gore toplam
enzim miktarinin KYD’den 3 saat sonra %22 azaldigi ve 5 saat sonra ayni
diizeyde kaldig1 saptandi (tek yonli varyans analizi; p=0,29; n=3). Bununla
beraber total enzim icindeki aktif enzim orani KYD’den 1 saat sonra %11+3,0
iken, 3 ve 5 saat sonra sirasiyla 5£0,4 ve 61,1 olarak olctldi (tek yonli
varyans analizi; p=0,08; n=3). Elde edilen verilere gore ikili karsilastirmalarda
istatistiksel olarak sinirl anlamli diizeyde KYD’den sonra 1. saate gore 3. ve 5.
saatlerde hem aktif kaspaz-1'in total enzim poplilasyonu icindeki oraninda
hem de total enzim poptilasyonunda azalma gorilda.

Western blotlama sirasinda ornekler denatiire edildiginden antikorun
taniyacagl tim epitoplar isaretlenmeye hazir durumdadir. Ancak
immunofloresan isaretlemede beyin dokusu in situ fikse edildigi icin ancak
ulasilabilir konumdaki epitoplara antikor baglanabilmektedir. Kaspaz-1, bircok
farkh proteinle etkilesim iginde oldugu igin bir noktada ¢ikarilan beyinde
hiicredeki tim epitoplar acik konumda olmayabilir (73). Bu nedenle dokudaki
protein seviyesinin niceliksel olarak degerlendirilmesinde yari-niceliksel sonug
saglayan Western blotlama ile elde edilen veri tercih edilmelidir.
immiinofloresan isaretleme ise sinyalin hiicre fenotipi ve kompartmanina
gore hatta organel dizeyinde saptanmasini saglamaktadir. Bu nedenle
immunofloresan isaretleme Uzerinden sadece niteliksel degerlendirmelerin
yapilmasi daha sagliklidir. KYD’den 3 saat sonra goérilen isaretlenmedeki artis
ve paternindeki farkhligin aktivitesi azalan kaspaz-1’'in antikorun daha rahat
erisebilecegi, daha serbest bir konformasyonda oldugu izlenimi vermektedir.

Bu durum, KYD’den 3 saat sonra total enzim dizeyinde goérilen azalma ile
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uyumludur. Bununla beraber, KYD'den 5 saat sonra imminofloresan
isaretlemeyle neredeyse saptanamayacak diizeyde sinyal alinmasinin da

kaspaz-1 total protein dlizeyinin azalmasinin sonucu.

4.9. KYD ile NF-kappa B p65 ve cRel’in Hiicre igi Yer Degisimleri

KYD ile néronlardan saliverilen HMGB1 ve 1I-1B’nin astrositlerde NF-
kappa B ailesinin pro-inflamatuvar nitelikli p65 alt birimini aktiflestirdigi daha
once laboratuvarimizda vyapilan calismalarda gosterilmistir (4, 69). Tez
calismamizda ise, KYD’den bir siire sonra p65 aktivitesinin sonlanmasinin ve
inflamasyon c¢ozilmesinde goérevli cRel’'in aktiflesmesinin inflamasyonun
¢Ozlilmesine katkida bulundugu hipotezi test edildi. p65’'in tek KYD ile
aktiflestigi gosterilmesine karsin cRel’in aktiflesmesi icin tek KYD’nin yeterli
uyarimi saglayacagl bilinmediginden cRel aktivitesi baslangicta coklu KYD
tetiklenmis beyinde degerlendirildi. Bir saat boyunca 1 M KCl emdirilmis
pamuk topunun dura iizerine uygulanmasiyla dokuz tane KYD tetiklendi. ilk
KYD dalgasindan bir saat sonra beyin cikarildi. Alinan 20 um’lik kesitlerde
tarama amaciyla cRel pozitifligi, Hoechst ile isaretlenen hiicreler Gzerinden

incelendi (Sekil 4.13.).

cRel cRel Hoechst

Sekil 4.13. Coklu KYD’den sonra ipsilateral kortekste cRel aktiflesiyor. Kirmizi oklar
niikleer translokasyon sonucu cekirdekte cRel isaretlenmesinin gorildigi
aktif hiicreleri, beyaz ok ise cRel isaretlenmesinin yalnizca sitoplazmik oldugu
inaktif hiicreyi temsil etmektedir. Epifloresan mikroskop, 6lcek 25 pum (n=1
fare).
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Goklu KYD sonrasinda cRel alt biriminin aktifleserek hiicre gekirdegine
gectigi gosterildikten sonra migren aurasini daha iyi yansitacagi distinilerek
tek KYD sonrasinda cRel ve p65 aktivasyonu incelendi. cRel ve p65’in
aktivasyon seviyelerinde zaman icinde degisiklik olabilecegi 6ngorilerek farkli
zaman noktalarinda degerlendirmeler yapildi. Kullanilan Gretan anestezisi
terminal bir anestezi oldugundan en ileri zaman noktasi olarak 5 saat
belirlendi. Baslangi¢taki tarama deneylerinde KYD’den 15 dakika, 3 saat ve 5
saat sonra tim cekirdeklerdeki cRel ve p65 pozitifligi, Hoechst ile isaretlenen

hiicre cekirdekleri lizerinden degerlendirildi (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).
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cRel cRel Hoechst
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C Degerlendirilen hiicre cRel (+) gekirdek
Fare sayisi savisi orani (%,
v ortalamazSH)
KYD (15 dakika) 3 635 36+3,6
KYD (3 saat) 3 708 3046,6
KYD (5 saat) 3 594 3044,2

Sekil 4.14. Tek KYD ile cRel hemen aktiflesiyor. A: KYD’den 5 saat sonra ipsilateral
kortekste tiim hicrelerdeki cRel isaretlenmesinin temsili gérintisi. Kirmizi
oklar nikleer cRel isaretlenmesinin goruldigu aktif hicreleri, beyaz oklar ise
cRel isaretlenmesinin yalnizca sitoplazmik oldugu inaktif hicreyi temsil
etmektedir. Konfokal mikroskop, 6lgek 25 um. B: cRel’in aktif durumda oldugu
hiicrelerin tiim hiicrelere oranini gésteren grafik. Kirmizi gemberlerin her biri
degerlendirilen bir alandaki orani géstermektedir (Tek yonla varyans analizi;
p=0,62; n=3 fare; ortalamazSH). C: Belirtilen zaman noktalarinda incelenen
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toplam hiicre sayisi ve cRel’in aktif durumda oldugu hiicre oranini gésteren
tablo.

Tum hiicreler Gzerinden yapilan tarama deneylerinde cRel’in KYD ile
hemen aktifleserek hiicre cekirdegine gectigi ve bu aktivasyonun en az 5 saat
sireyle devam ettigi gorildi. Sirasiyla KYD'den 15 dakika, 3 saat ve 5 saat
sonra tim hiicrelerin 36%3,6; 30£6,6 ve 30+4,2’sinde cRel aktif durumdayken
bu zaman noktalari arasinda anlamli fark bulunmadi (tek yonli varyans analizi;

p=0,62; n=3 fare).
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Fare sayisi hiicre sayisi orani (%, ortalamaSH)
KYD (15 dakika) 3 673 2716,1
KYD (3 saat) 3 554 24+2,8
KYD (5 saat) 3 709 31+3,3

Sekil 4.15. KYD ile aktiflesen p65’in aktif durumda oldugu hiicre oraninda 5
saat boyunca degisiklik olmuyor. A: KYD’den 5 saat sonra ipsilateral
kortekste tim hicrelerdeki p65 isaretlenmesinin temsili goriintisi.
Kirmizi oklar niikleer p65 isaretlenmesinin goruldiGgu aktif hiicreleri,
beyaz oklarise p65 isaretlenmesinin yalnizca sitoplazmik oldugu inaktif
hiicreyi temsil etmektedir. Konfokal mikroskop, 6lcek 25 um. B: p65’in
aktif durumda oldugu hiicrelerin tim hicrelere oranini gosteren
grafik. Kirmizi gemberlerin her biri degerlendirilen bir alandaki orani
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gostermektedir (tek yonlu varyans analizi; p=0,16; ortalamazSH). C:
Belirtilen zaman noktalarinda incelenen toplam hiicre sayisi ve p65’in
aktif durumda oldugu hiicre oranini gésteren tablo.

TUim hcreler Gizerinden yapilan tarama deneylerinde cRel’in KYD ile
hemen aktifleserek hiicre cekirdegine gectigi ve bu aktivasyonun en az 5 saat
slireyle devam ettigi gorildi. Sirasiyla KYD'den 15 dakika, 3 saat ve 5 saat
sonra tim hicrelerin 2746,1; 24+2,8 ve 31%3,3’inde p65 aktif durumdayken
bu zaman noktalari arasinda anlamli fark bulunmadi (tek yonli varyans analizi;
p=0,16; n=3 fare). Zaman noktalari arasinda p65 aktivasyonu agisindan anlaml
bir fark bulunmamasina ragmen; KYD’den 5 saat sonra, 3 saat sonrasina gore
bir miktar hicrede daha p65 aktivasyonu oldugu soylenebilir. Karatas ve
ark.’nin yaptig calismada p65’in astrositlerde aktiflestigi gosterilmistir (4).
p65’in aktif durumda oldugu hiicre oraninda KYD’den 5 saat sonra olasi bir
miktar artis gortilmesi bu zaman noktasinda astrositlerin yani sira néronlarda
da aktivasyonun géruldiguna ifade ediyor olabilir. Bu nedenle p65 ve cRel
aktivasyonunun hiicre fenotiplendirmesiyle degerlendirilmesi gerektigine
karar verildi.

NF-kappa B’nin astrositlerde aktiflestigi bilindigi icin hiicre
fenotiplendirmesinin astrositler tizerinden yapilmasi gerektigi distintldi. Bu
nedenle baslangicta astrosit belirtecleri kullanildi (Sekil 4.16.). Yaygin astrosit
belirteci ALDH1L1 ile cRel isaretlemesi farkli protokollerle denenmesine
ragmen optimum dizeyde isaretlenme saglanamadi. GFAP isaretlemesiyle
astrositlerin yalnizca bir kisminin degerlendirilebildigi literatlirde gosterildigi
icin astrosit belirteci olarak GFAP tercih edilmedi (74). Bir diger astrosit
belirteci olan S100B ile isaretleme yapildiginda, tim hiicrelerin %10’undan
daha azinin isaretlenebildigi, isaretlenen astrositlerin fenotipik olarak
protoplazmik astrositlerle uyumlu oldugu goriildii. Bu nedenle S100B tercih
edilmedi. Litaretire yakin zamanda kazandirilan nikleer astrosit belirteci
SOX9 kullanilan bir diger astrosit belirteciydi (74). Ancak yapilan isaretlemede
tiim hicrelerin yaklasik %10’unun isaretlendigi goruldi. Farkli yayinlarda farkl

sonuglar elde edilmesine ragmen kortekste tim hicre populasyonunda
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astrositlerin orani en az %20-30 oldugu igin bu belirtegler tizerinden yapilan

degerlendirmelerde hata payinin yiiksek olacagi ve az sayida hiicre incelendigi

icin analiz glicl diislik olacagindan astrosit belirteciyle degerlendirme yapmak

glivenilir bulunmadi.

T

B cRel

cRel SOX9

7

.

Sekil 4.16. SOX9 ve S100B ile astrositlerin timu isaretlenmiyor. A: SOX9

hicre

isaretlemesi ile astrositlerin yalnizca cekirdegi isaretlenmektedir.
Epifloresan mikroskop, 6lgek 25 um. B: KYD’den 3 saat sonra cRel-
SOX9 cifte isaretlemesi. cRel’in cekirdege transloke oldugu SOX9 (+)
astrosit okla gosterilmistir. SOX9 ile Ust Uste gakistirilan gérintide
cekirdegin turuncu renginde goriinmesi bu g¢ekirdekte hem cRel’in
hem SOX9'un isaretlendigini gostermektedir. C: S100B isaretlemesi ile
astrositlerin hem c¢ekirdek hem sitoplazmalar isaretlenmektedir.
S100B pozitif astrositlerin uzantilarinin nispeten kalin ve kisa
mesafeler boyunca uzaniyor olmasi bu belirtecin protoplazmik
astrositlerde bulundugunu gostermektedir. Konfokal mikroskop, 6lcek
25 um.

Astrosit belirteglerinin astrositlerin timini kapsamamasi nedeniyle

fenotiplendirmesine  korteksteki matir néronlarin  timindn

cekirdeginde oldugu bilinen ve literatiirde oldukga iyi taninan NeuN proteinin
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isaretlemesiyle devam edildi (75). Boylece NeuN pozitif néronlarla NeuN
negatif glialar kiyaslandi. Bu sekilde yapilan degerlendirmede astrositler kesin
olarak belirlenemeyecek olmasina ragmen oligodendrositlerin sayica az
olmasi, nérona komsu konumlanmalariyla kolayca ayirt edilebilmesi ve NF-
kappa B Uyelerini az miktarda ifade etmesi (76) sebepleriyle degerlendirmede
karistirici etkisinin olmayacagi distintlmistir. Mikroglialar ise yapilan bir
¢alismada birden fazla KYD induklendikten en az 24 saat sonra Iba-1
isaretlemesi ile aktif durumda izlenmistir (77). Tek KYD ile mikroglialarin
aktivasyonlarini degerlendirmek amaciyla KYD’den 24 saat sonra mikroglia

belirteci Iba-1 isaretlemesi yapildi (Sekil 4.17.).

Iba-1

Iba-1 Hoechst

Sekil 4.17. Tek KYD’den 24 saat sonra ipsilateral kortekste mikroglialar inaktif
durumda izleniyor. Iba-1 ile isaretlenen mikroglialarin uzantilari oklarla
gosterilmistir. Sag altta blyutilmus bicimde gosterilen mikroglianin
uzantilarinin ince ve uzun oldugu gorilmektedir. Konfokal mikroskopta
z-y18in teknigiyle alinmig goriintiiler maksimum yansitma 6zelligiyle tst
uste bindirilmistir. Her goriinti igin zadim buyukligi 1,15 um; toplam
gorintilenen alan yaklasik 12 um. Olgek 25 pm (n=2 fare).
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Literatre uygun olarak KYD’den 24 saat sonra ipsilateral kortekste
gérintilenen 277x277 um?boyutlarindaki alanda yalnizca 6 tane mikroglianin
isaretlenmesi, isaretlenen mikroglialarin uzantilarinin ince olmasi ve govde
etrafinda toplanmis olmamasi mikroglialarin aktiflesmedigini géstermektedir.
bu bulgu 2 farede dogrulanmistir. Yapilan fenotiplendirme galismalarinin
sonucunda noronlar glvenilir bicimde ayirt edildiginde p65 ve cRel
aktivasyonunu gosteren NeuN (-) glialarin blylk 6lglide astrositler olacagi
distndlmdistar.

KYD’den 15 dakika, 5 saat ve 24 saat sonra NeuN (+) ve NeuN (-)
hiicrelerde cRel ve p65 pozitifligi incelendi (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). Tarafsiz
degerlendirilme yapilmasi icin tim gorintiler hangi isaretlemeye veya zaman
noktasina ait oldugu bilinmeden yapildi. Her goriintiide basta kesit diizlemine
net giren cekirdeklerin cRel veya p65 pozitiflikleri belirlendikten sonra NeuN
(+) cekirdekler ayrica belirlendi. iki inceleme kiyaslanarak niikleer cRel/p65 (+)

NeuN (+) hiicreler saptandi.
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Sekil 4.18. KYD’den 24 saat sonra hem néron disi hiicrelerde hem néronlarda
cRel aktivasyonu artiyor. A: KYD’den 15 dakika sonra ipsilateral
korteksten alinan temsili gériintiide NeuN (+) (beyaz oklar) ve NeuN
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(-) hacrelerde (*) nikleer cRel pozitifligi ile cRel’in inaktif durumda
oldugu hicreler (ok basi) gosterilmistir. cRel’in aktif durumda oldugu
hicrelerde niikleer isaretlenmenin noktasal gériiniimde olmasi cRel’in
bolgesel olarak kromatine baglandigini (olasi korikleyici (promoter))
isaret ediyor olabilir. Konfokal mikroskop, 6lgek 25 um. B: Yalanci
cerrahiden 15 dakika, KYD’den 15 dakika, 5 saat ve 24 saat sonra cRel-
NeuN cifte isaretlemesi sonucunda néronlar ve ndéron disi hiicrelerde
cRel’in aktif durumda oldugu hiicrelerin oranini gésteren grafik. Kirmizi
cemberlerin her biri degerlendirilen bir alandaki orani goéstermektedir.
Noron disi hiicrelerde KYD ile cRel'in hemen aktiflestigi ve 24 saat
sonunda bu aktivasyonda artis oldugu; ndéronlarda ise KYD’den 24 saat
sonra aktif hiicre oraninda anlamli bir artis goriildi (her iki hiicre grubu
icin tek yonll varyans analizi, p<0,001). Sttunlarin izerine aralarinda
fark bulunan ikili karsilastirmalarin  p degerleri yazilmistir.
(ortalama+SH) C: Belirtilen zaman noktalarinda incelenen toplam
hiicre sayisini ve cRel’in aktif durumda oldugu hiicre oranini gosteren
tablo (Her grup icin kullanilan fare sayisi tabloda belirtilmistir).

NeuN (-) glialarda yalanci cerrahiye kiyasla cRel’in KYD ile hizlica
aktiflestigi gozlendi (cRel’in aktiflestigi glialarin orani sirasiyla %10+1,3 ve
24+2,5; Tamhane testi; p<0,001). KYD’den 15 dakika, 5 saat ve 24 saat sonra
sirastyla tim noéron disi hiicrelerin %24+2,5; 25+2,0 ve 35,7+3,0’linde cRel’in
cekirdekte saptanmasi KYD’den 24 saat sonra cRel aktivasyonun anlamli
diizeyde arttigini gostermektedir (tek yonlG varyans analizi, p=0,001). Bu
durum, noron disi hiicrelerde tetiklenen inflamasyona es zamanl ¢6ziilme

sirecinin de eslik ettigini gostermektedir.

Noronlarin %3113,2’sinde cRel’in hiicre ¢ekirdeginde konumlandiginin
gorilmesi noronlarda cRel’in konstititif aktivitesi olabilecegi izlenimini verdi.
Bu nedenle naif beyinde de néronlarda cRel’in aktif durumda oldugu hiicre
orani degerlendirildi. Naif beyindeki néronlarin da %33+4,4’linde cRel hiicre
cekirdeginde gorildu (n=3 fare). Bu sonug, cRel'in néronlarda konstititif
transkripsiyonel aktivitesi oldugunu gostermektedir. KYD’den 15 dakika, 5
saat ve 24 saat sonra sirasiyla tiim noronlarin %25+4,0; 3615,5 ve 60+4,8’inde
cRel'in gekirdekte saptanmasi néronlarda KYD’nin 24 saat sonunda cRel
aktivasyonuna neden oldugunu isaret etmektedir (tek yonli varyans analizi,

p=0,001).
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Sekil 4.19. KYD’den 24 saat sonra hem néron digi hiicrelerde hem néronlarda
p65 aktivasyonu azalma egilimi gosteriyor. A: KYD’den 15 dakika sonra
ipsilateral korteksten alinan temsili gériintiide NeuN (-) hiicrelerde
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nikleer p65 pozitifligi (beyaz ok) ve p65’in inaktif durumda oldugu
noronlar (ok basi) gosterilmistir. Konfokal mikroskop, 6lgek 25 um. B:
Noronlar ve néron disi hiicreler iginde p65’in aktif durumda oldugu
hicrelerin oranini gosteren grafik. Kirmizi ¢emberlerin her biri
degerlendirilen bir alandaki orani goéstermektedir. Hem NeuN (+) hem
de NeuN (-) hiicrelerde yalanci cerrahiye kiyasla p65’in KYD ile
aktiflestigi ve bu aktivasyonun 24 saat sonra azalmaya basladig
gozlendi (NeuN (+) hiicreler igin Kruskal-Wallis testi, p<0,001; NeuN
(-) hiicreler igin tek yonli varyans analizi, p<0,001). SGtunlarin lzerine
aralarinda fark bulunan ikili karsgilastirmalarin p degerleri yazilmistir
(ortalamazSH). C: Belirtilen zaman noktalarinda incelenen toplam
hiicre sayisini ve p65’in aktif durumda oldugu hiicre oranini gosteren
tablo (Her grup icin kullanilan fare sayisi tabloda belirtilmistir).

Hem noronlarda hem de noron disi hiicrelerde yalanci cerrahiye
kiyasla KYD’nin p65 aktivasyonuna yol acgtigi gorildi (p65’in aktiflestigi
glialarin orani sirasiyla %13+1,5 ve 25+2,0; Tamhane testi; p<0,001 iken
noéronlarin orani sirasiyla %2+0,6 ve 12+1,6; Mann-Whitney U testi; p<0,001).
KYD’den 15 dakika, 5 saat ve 24 saat sonra sirasiyla tim noron disi hiicrelerin
%25+2,0; 27+2,5 ve 21+3,6'sinda p65’in ¢ekirdekte saptanmasi tim hicreler
Uzerinden yapilan tarama deneylerine paralel olarak KYD ile p65’in aktiflestigi
hiicre oraninda 5 saat igerisinde fark bulunmadigini ancak KYD’den 24 saat
sonra aktif hiicre oraninin azalma egiliminde oldugunu gostermektedir (tek
yonli varyans analizi; p<0,001). Bununla beraber 24 saat sonunda aktif
durumda olan hicre oraninin ne 15. dakikadan ne de yalanci cerrahiden
anlaml farkli bulunmasi, p65 aktivitesinin heniliz sonlanmaya basladigini
gostermektedir.

KYD’den 15 dakika, 5 saat ve 24 saat sonra sirasiyla tim noronlarda
%12+1,6; 13£3,0 ve 8+1,4’(inde p65’in ¢ekirdekte saptanmasi ise néron disi
hiicrelerdeki aktivasyon durumunun degisimine benzer sekilde KYD'den 24
saat sonra aktif néron oraninin azalma egiliminde oldugunu géstermektedir
(Kruskal-Wallis testi; p<0,001). Bununla beraber noéronlarda KYD'den 15
dakika sonrasina kiyasla 24 saat sonra Bonferroni dizeltmesine goére sinirli

derecede anlamli azalma saptandi (Mann-Whitney U testi; p=0,03).
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imminofloresan isaretlemeyle cRel ve p65’in transkripsiyon faktérii
olarak aktiflestigi ve c¢ekirdege goc ettigi hicreler tayin edilmek istenirken
farkh bir bulgu gozlemlendi. KYD’den 3 saat sonra gekirdek cevresindeki
sitoplazmanin yani sira hiicre uzantilarinda da yogun olarak cRel ve p65
isaretlemeleri saptandi (Sekil 4.20). Bu uzantilarin hangi hiicreye ait oldugunu
belirlemek icin cRel ile dendrit belirteci MAP2 (microtubule associated
protein-2) cifte isaretlemesi yapildi. cRel ile isaretlenen uzantilarin MAP2 (+)

olmasi bu uzantilarin dendritler oldugu gosterdi (Sekil 4.21-A).

Sekil 4.20. KYD’den 3 saat sonra ipsilateral kortekste hiicre uzantilari cRel ve
p65 ile belirgin bicimde isaretleniyor. A: cRel isaretlemesi. Uzantilar ok
baslariyla gosterilmistir. Uzantilar pia matere dogru yonelmekte olup
(pia mater sinin goriinttiye dahil degildir) yaklasik 4-5 hiicre boyunca
takip edilebilmektedir. B: p65 isaretlemesi. Ok baslariyla gosterilen
uzantillar sag Ustteki bilyutilmis gorintiide incelendiginde
isaretlenmenin uzantilarin yalnizca lateralinde olmasi, median
bélimindn isaretlenmemesi p65 ve cRel’in uzantilarin membraninda
oldugu izlenimini vermektedir. Sol Ustteki blyitilmis goriintiide ise
bir uzantinin transvers kesiti gorilmektedir. Bu gorinim de
isaretlenmenin yalnizca membranda oldugunu destekler niteliktedir.
Konfokal mikroksopi, 6lcek 25 pm.
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isaretlenen uzantilarin dendritlerle beraber astrositlere de ait
olabilecegi dislincesiyle p65-S100B cifte isaretlemesi yapildi. S100B (+)
astrosit uzantilarinda p65 isaretlemesi goriilmesine ragmen, bu uzantilarin
daha c¢ok dogrusal olmayan, astrosit govdesiyle devamlilik gosteren yapilar

oldugu goriildi. Dolayisiyla, yogun p65 isaretlenmesinin gorildigi dogrusal,

uzun uzantilarin astrositlere ait olmadigi ¢cikariminda bulunuldu (Sekil 4.21-B).

Sekil 4.21. KYD’den 3 saat sonra ipsilateral kortekste isaretlenen hicre
uzantilari dendritlerdir. A: cRel-MAP2 cifte isaretlemesi. cRel ile
yapilan isaretlemede uzantilarin (beyaz oklar) MAP2 (dendrit belirteci)
pozitif oldugu gorilmektedir. B: p65-S100B isaretlemesi. S100B (+)
astrosit uzantilarinda p65 isaretlemesi gorilmesine ragmen (mavi
oklar), bu uzantilarin daha ¢ok dogrusal olmayan, astrosit gévdesiyle
devamlilik gosteren yapilar oldugu gorildii. Beyaz oklarla gosterilen
dogrusal, uzun uzantilarda S100B isaretlenmesi gorilmedi. Konfokal
mikroskopi, 6lgek 25 um.

KYD’den 3 saat sonra dendritlerdeki yogun cRel ve p65 isaretlemesi,
bu zaman noktasinda ilgili proteinlerin miktarinda bir artis oldugunu

gosteriyor olabilir. Bu nedenle KYD’den ve yalanci cerrahiden 3 saat sonra
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korteks tiim hiicre lizatlarinda cRel ve p65 protein seviyeleri Western blotlama

yontemiyle naif beyinle karsilastirildi (Sekil 4.22).

A
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Sekil 4.22. KYD’den 3 saat sonra cRel ve p65 protein seviyelerinde degisim
olmuyor. A: Naif beyin, yalanci cerrahiden ve KYD’den 3 saat sonra
kortikal hiicrelerdeki cRel ve p65 miktarini gdsteren Western blotlama
bantlari. B ve C: cRel ve p65 bantlarinin entegre dansitelerinin B-aktin
bantlarinin dansitelerine ylizde cinsinden orani. Her 6rnekten 40 ug
protein ylklendi. Cemberlerin her biri degerlendirilen bir bantin
oranini gostermektedir (ortalamatSH). Gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi (Kruskal-Wallis testi; cRel igin p=0,10 ve p65 igin p=0,90;
n=3 fare).

Naif beyin, yalanci cerrahi ve KYD’den 3 saat sonra korteksteki total
protein seviyesi incelendiginde cRel ve p65 miktarinda yogun dendrit
isaretlemelerini agiklayacak bir artis gorilmedi. Bu nedenle gorilen
isaretlenme bulgusu protein miktarinin artmasindan ¢ok ilgili proteinlerin

etkilestigi protein kompleksi veya organele bagli olarak dendritlerde

yogunlasmasini gosteriyor olabilir.
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4.10. KYD ile Tetiklenen inflamasyonun Goziilmesinde I-kappa B’nin
Yeri

NF-kappa B aktivasyonunun sonlanmasinda énemli basamaklardan biri
I-kappa B’nin inflamatuvar uyari sonucunda yikilmasindan sonra yeniden
sentezlenmesiyle hiicre gekirdegine ge¢mesi ve devaminda DNA (zerindeki
NF-kappa B ikililerine baglanarak onlari tekrar sitoplazmaya tasimasi,
dolayisiyla iglevsiz hale getirmesidir. Bu nedenle I-kappa B’nin inflamasyonun
¢Ozlilmesine katkisini arastirmak lizere KYD’den 15 dakika, 5 saat ve 24 saat
sonra I-kappa B ile NeuN cifte isaretlemesi yapildi. Yapilan isaretlemede
I-kappa B’nin g¢ekirdekte konumlanmasi arastirildi. Birden fazla |-kappa B
proteini mevcut oldugundan, tez calismamizda aktivasyonu incelenen klasik
yolakla iligkisi en gli¢lii olan I-kappa B-a’ya yonelik isaretleme yapildi (Sekil
4.23.).
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Sekil 4.23. |-kappa B, KYD ile tetiklenen inflamasyonun c¢ozilmesinde rol
oynuyor olabilir. A: KYD’den 15 dakika sonra ipsilateral korteksten
alinan temsili gérintiide NeuN (+) (beyaz ok) ve NeuN (-) hicrede (*)
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nikleer I-kappa B pozitifligi ile I-kappa B’nin yalnizca sitoplazmada
durumda oldugu noron (ok basi) 6rneklenmistir. cRel ve p65’te
KYD’den 3 saat sonra goriilen dendritlerin yogun isaretlenmesi burada
da gorilmektedir (ici bos oklar). Konfokal mikroskop, 6lgek 25 um. B:
Noronlar ve noéron disi hiicreler iginde I-kappa B’nin gekirdekte
izlendigi hiicrelerin oranini gosteren grafik. Kirmizi gemberlerin her biri
degerlendirilen bir alandaki orani gostermektedir. KYD’den sonra
I-kappa B’nin gekirdekte konumlanmasi ¢6zlilme sirecine katkida
bulundugunu gostermektedir (Kruskal-Wallis testi, néronlar icin
p=0,03; noron disi hiicreler icin p=0,002). Stitunlarin tizerine aralarinda
fark bulunan ikili karsilastirmalarin p degerleri yazilmistir.
(ortalama+SH) C: Belirtilen zaman noktalarinda incelenen toplam
hiicre sayisini ve I-kappa B’nin ¢ekirdekte konumlandigi hiicre oranini
gosteren tablo (Her grup icin kullanilan fare sayisi tabloda
belirtilmistir).

I-kappa B’nin astrositlerde gekirdege yeniden sentezlendikten sonra
gececegi, dolayisiyla bu mekanizmanin daha gec etkili olacagi 6ngorialmista.
Ancak KYD’den 15 dakika sonra (hilcrelerin %33+4,5’i) hiicre ¢ekirdeginde
kontrol grubundan (hiicrelerin %15+2,2’si) anlaml diizeyde fazla saptanmasi,
astrositlerde HMGB1 ve [I-1B uyarisini takiben I-kappa B’nin tamaminin
yikilmadigini gosteriyor olabilir (Mann-Whitney U testi; p=0,002). Bu bulgular,
I-kappa B’nin hiicre ¢ekirdegine gecmesinin astrositlerde cRel aktivasyonuna
ek olarak inflamasyonun ¢o6zilmesinde rol oynayan basamaklardan biri
olabilecegini gostermektedir. Bununla beraber, niikleer I-kappa B diizeyinin
zaman ilerledikce azalarak KYD’den 5 ve 24 saat sonra sirasiyla %27+3,2 ve
14+1,4’e dismesi I-kappa B’nin ¢oziilme siirecine katkisinin akut dénemde
daha etkili oldugunu dusiindiirmektedir.

I-kappa B’nin ¢ekirdekte izlendigi noronlarin orani yalanci cerrahi
sonrasinda %4+1,2 iken; KYD’den 15 dakika, 5 saat ve 24 saat sonra sirasiyla
%10+2,1; 3+0,7 ve 3+0,9 olarak oOl¢lildii (Kruskal-Wallis testi; p=0,03). Niikleer
I-kappa B diizeyinde KYD’den 15 dakika sonra yalanci cerrahiye kiyasla anlamh
bir artis gérilmemekle beraber KYD’den 5 ve 24 saat sonra 15. dakikaya
kiyasla anlamli diizeyde azalma goérildid. KYD’den 15 dakika sonra goriilen

artisin gergekten anlamh olup olmadigini gérmek tizere bu zaman noktasinda
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daha ¢ok fare incelenmelidir. KYD ile astrositlerde inflamasyon tetiklendigi
icin, noronlardaki p65 aktivasyonuna benzer bicimde I-kappa B’nin fonksiyonu
da sinaps diizenlenmesiyle iliskili olabilir.

KYD’den sonraki 24 saat icerisinde noronlar ve noéron disi hiicreler
icinde cRel, p65 ve I-kappa B’nin g¢ekirdekte isaretlendigi hiicre oraninin

zamansal dagilimini gosteren 6zet grafik Sekil 4.24.te sunulmustur.
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Sekil 4.24. Yalanci cerrahiden 15 dakika, KYD’den 15 dakika, 5 saat ve 24 saat sonra
noronlar ve noéron disi hiicrelerde cRel, p65 ve |-kappa B’nin ¢ekirdekte
izlendigi hiicrelerin oraninin zaman icinde degisimini bir arada gosteren grafik.
Barlar ortalamayi, hata cizgileri standart hatayr temsil etmektedir. A:
Noronlarda cRel’in konstittif transkripsiyonel aktivitesi dikkat ¢ekmektedir.
B: Noron disi hiicrelerde birbirine yakin oranda hiicre ¢ekirdeginde cRel, p65
ve |-kappa B saptanmasi inflamasyon Uzerinde etkisi farkli olan
mekanizmalarinin ayni hiicrede aktif olabilecegini distindiirmektedir.
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4.11. KYD ile NF-kappa B Uyelerinin Gekirdege Gog Ettiginin Niikleer
Protein Lizatlarinda Gosterilmesi

imminofloresan isaretlemeyle hiicre tiplerine gére cRel ve p65’in
KYD’den sonra 24 saatlik siire icerinde verdigi yanitlar incelenmistir. Ancak
yapilan inceleme nitelikseldir. Bu incelemenin vyari-niceliksel olarak
dogrulanabilmesi igin KYD’den ve yalanci cerrahiden 1 saat sonra korteksten
sitoplazmik ve nukleer protein lizatlariayristirildi. Elde edilen 6rneklerde

Western blotlama ile cRel, p65 ve I-kappa B diizeylerine bakildi (Sekil 4.25.).

A Yalanci cerrahi,1 saat, KYD, 1 saat,
ipsilateral ipsilateral

Sitoplazmik Nikleer  Sitoplazmik  Nukleer

B-Tubulin

ison3 R 17 -

B

" 51 kDa

Niikleer/total (%)

(entegre dansite orani,
isleme bagh degisim ¢ikariimis)
)

L

1
a
1

cRel p65 I-kappa B

Sekil 4.25. KYD’den 1 saat sonra cRel ve p65 aktifleserek ¢ekirdege gog ediyor.
A: Yalanci cerrahiden ve KYD’den 1 saat sonra ipsilateral kortikal
hiicrelerde gekirdek ve sitoplazmadaki cRel, p65 ve I-kappa B miktarini
gosteren Western blotlama bantlari. B: KYD ile niikleer cRel, p65 ve I-
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kappa B miktarinin total protein miktarina oranindaki degisimin yuzde
cinsinden gosterilmesi. Her 6rnekten 50 pg protein yiklendi. Barlar
degerlendirilen bantlarin ortalamazstandart hatasini géstermektedir

(Her grup icin n=3 fare).
cRel, p65 ve I-kappa B bantlarinin entegre dansiteleri Olclildiikten sonra
sitoplazmik fraksiyonu temsil eden bantlarin degerleri B-tubuline, niikleer
fraksiyonu temsil eden bantlarin degerleri histon-3’e kiyaslandi. Fiksasyon
yapilmaksizin beynin cikarilmasi ve ilk izolasyon sollisyonuna konmasina kadar
gecen siirede kaspaz-1 aktivasyonu oldugu bilindigi icin benzer bicimde cRel veya
p65 aktivasyonu olabilecegi diisliniilerek KYD’den sonra elde edilen 6rneklerin her
birinin 6lcimiinden yalanci cerrahi sonrasi elde edilen degerlerin ortalamasi
cikanildi. Bu sekilde yalnizca KYD’nin etkisi gosterildi. Nikleer ve sitoplazmik
proteinlerin ayri ayri Western blotlamayla incelenmesi cRel ve p65’in KYD ile
cekirdege gbctuglinl dogruladi. Western blotlamanin, I-kappa B’nin hiicrelerin
yalnizca az sayidaki kisminda cekirdege go¢ etmesini gosterecek kadar yiksek
gicte olmamasinin I-kappa B dizeyinde KYD ile belirgin bir degisim

gorilmemesinin sebebi oldugu disliintldi (bkn Sekil 4.23.).
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5. TARTISMA

Migren aurasinin elektrofizyolojik karsiligi olan kortikal yayilan
depresyon (KYD) tarafindan noronlarda panneksin-1 kanallarinin acgilmasi
uzerine inflamazom kompleksi olusumu, kaspaz-1 aktivasyonu ve HMGB1'in
saliverilmesi, astrositlerde pro-inflamatuvar NF-kappa B transkripsiyonel
etkinligini baslatan ana olaylardir (4). Migren aurasi ile bas agrisi arasinda
kopri gorevi goren bu steril inflamasyonun ¢éziilmesinin, migren bas agrisinin
kendiliginden sonlanmasinda bir roli olabilecegi tez calismamizin temel
hipotezidir.

Tez calismamizda, KYD’den sonra kaspaz-1, HMGB1 ve NF-kappa B
p65’in aracilik ettigi inflamasyonun ¢éziilmesine bu molekiillerle beraber anti-
inflamatuvar transkripsiyonel etkinlikte rol oynadigl bilinen cRel ve
diizenleyici protein I-kappa B’nin katkilari arastirildi. HMGB1, kaspaz-1 enzimi,
NF-kappa B cRel ve p65'in aktivasyonu; immiinofloresan isaretleme, elektron
mikroskopi ve Western blotlama yontemleri kullanilarak incelendi. KYD'den
hemen sonra HMGB1'in néronlardan eksozomlar icinde saliverildigi, beyinden
ve plazmadan izole edilen eksozomlarin Western blotlama analizi ile
gosterildi. Bu bulgu elektron mikroskopisinde immiinoaltin isaretlemeyle
dogrulandi. Ayrica HMGB1'in 24 saat sonra bile saliverildigi cekirdeklerde
yenilenmedigi gorildi ve HMGB1’'in ndronlara hizla geri aliminin
noroinflamasyonun c¢oéziilmesinde rolii olmadigi saptandi. KYD’den hemen
sonra ortaya ¢ikan kaspaz-1 aktivitesi ile total kaspaz-1 miktarinin KYD’den 3
saat sonra azalmaya basladigl saptandi ve bunun inflamasyonun c¢oziilmesi
surecine katkida bulunacagi distnildi. Noron disi hiicrelerde (astrositlerde)
cRel ve p65'in KYD ile hemen aktifleserek ¢cekirdege gectigi ve 24 saat sonunda
cRel aktivasyonunun arttigi, p65 aktivasyonunun ise azalmaya basladigi tespit
edildi. Boylece pro-inflamatuvar ve inflamasyonun ¢6ziilmesinde rol oynayan
transkripsiyonel aktivitenin es zamanli etkin olmasinin inflamasyonun sinirh
kalmasi agisindan gerekli oldugu disindldi. Bunlara paralel olarak, p65 ve

cRel’e baglanarak bu alt birimleri DNA’dan ayiran I-kappa B’nin de ¢ekirdege
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hemen go¢ ettigi gozlendi ve boylece, astrositlerdeki inflamasyonun
¢Ozlilmesine katki saglayabilecegi ©Ongorildi. Diger taraftan, cRel’in
noronlarin yaklasik tGcte birinde devamli transkripsiyonel aktivite gosterdigi ve
KYD ile néronlarda ancak 24 saat sonunda cRel’in daha fazla hiicrede

aktiflestigi ve kisith p65 aktivitesi saptandi.

5.1. Néroinflamasyonun Coziilmesinde HMGB1’in Rolii

Laboratuvarimizda daha o©nce vyapilan calismalarda KYD ve
elektrokonviilzif sok ile, literatlrde ise Alzheimer hastaligi veya multipl skleroz
gibi norolojik hastaliklarda noéron cekirdeklerinin HMGB1 saliverdikleri
gosterilmistir (4, 69, 78, 79). inflamatuvar yanitin olusmasinda etkili
molekullerden biri olan HMGB1’in KYD ile saliverilmesinin lizerine ndronlar
tarafindan hizla geri alinabilecegi ve bunun sonucunda inflamatuvar yolaklari
aktiflestiren uyarinin azalmasinin inflamasyonun c¢oziilme fazina katkida
bulunabilecegi, literatlirde HMGB1-sepsis iliskisini arastiran calismalarin
sonuclarina gore o6ngorilebilir olmakla beraber bulgularimiz bu olasiligl
desteklemedi (80). Bu bulgu, literatiirde KCl ile indiklenen tek veya coklu
KYD’den sonra HMGB1 sentezini arastiran bir galismayla uyumludur (81).
Bahsedilen calismada in situ hibridizasyon yontemiyle tek KYD’den sonra
HMGB1 mRNA’sinda artis gorilmemis ancak ¢oklu KYD’den 3 saat sonra
mMRNA miktarinda anlamli artis saptanmistir. Naif beyinde oldukca az sayida
HMGB1 mRNA’sI oldugu belirtilerek HMGB1’in de novo sentezinin ve bazal
kosullara donme hizinin diisiik oldugu vurgulanmistir (81).

KYD sonrasinda HMGB1 igerigini saliveren hicrelerin bir kisminda
cekirdegin periferinde, cekirdek cevresindeki sitoplazmada ve noropilde
noktasal isaretlenmeler gorildi. Monositlerde, sitoplazmaya gecen
HMGB1'in lizozomlar igine alindigi ve bu yolla vezikiller igcinde hicre disina
saliverildigi gosterilmistir (52). Bu calismayi enterositlerde ve brons

epitellerinde  HMGB1'in  vezikiller iginde saliverildigini  elektron
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mikroskopisiyle daha dogrudan gosteren ¢alismalar izlemistir (82, 83). Yakin
zamanda HIV (+) hastalarda kognitif bozuklugun arastirildigi bir ¢calismada
hasta plazmalarindan, ¢galismamizda yapilana benzer bigcimde, dnce ticari kitle;
devaminda anti-CD171 antikoruyla ayristirilan noéron kdkenli eksozomlarin
HMGB1 saliverilmesine aracilik ettigi gosterilmistir (84). Bu bilgiler ve KYD’den
sonra cekirdegin etrafinda goriilen noktasal imminofloresan isaretleme
paterni HMGB1'in néronlardan vezikiller araciligiyla sahverildigi izlenimini
olusturdu. Buamacla yapilan deneylerde KYD’den 1 saat sonra korteks dokusu
siispansiyon haline getirildikten sonra hiicreden fakir kesimden eksozomlar
ayristirildi. Ayristirilan eksozomlarin yizeylerinde eksozomlara 6zgi CD9,
CD63 ve CD81 proteinlerini tasidiklarinin gosterilmesiyle karakterize edildi. Bu
eksozomlarin HMGB1 tasidiklari Western blotlama ile gosterildi. KYD’den
sonra eksozomlarin icerdikleri HMGB1 miktarinin kontrol grubuna gore
anlamli dizeyde fazla olmasi yonlendirici sekansi olmayan HMGB1’in
noronlardan eksozomlar araciligiyla saliverildigini kanitlamaktadir.
Laboratuvarimizda daha dnce siganlar tzerinde yapilan bir ¢alismada
KYD’den 1 saat sonra jlgiler venden alinan kanda bazal duruma kiyasla
HMGB1 miktarinin yaklasik iki buguk katina ciktigi ve bu artisin kontrol
grubuna kiyasla anlamli oldugu saptanmistir (85). Bununla beraber
hastalardan migren atagi baslangicindan sonraki bir saat icinde alinan
periferik kanda HMGB1 artisi muhtemelen yliksek varyasyon nedeniyle
gosterilememistir. Hasta serumlarindan mikrovezikiller ayristiriimis ancak
mikrovezikillerde de atak sonrasinda HMGB1 artisi gosterilememistir.
MSS’den kdken alan molekdller periferik kana karistiginda derisimleri oldukca
dismekte ve bu nedenle miktarlarindaki ufak degisiklikler, hatta bazi
durumda kendileri bile saptanamamaktadir. Bahsedilen ¢alismada HMGB1
dizeyinde artis goriilmemesinin sebebi serumun ve mikrovezikillerin
tamaminin incelenmesi olabilir. Saglkli insanlardan toplanan plazmadan
ultrasantrifiijle ayristirilan eksozomlar hiicresel kaynaklarini belirlemek tizere

akis sitometrisi igin isaretlenmistir (70). Plazmadaki total eksozomlarin
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yaklasik %45’inin plateletlerden, %40’inin ise mononikleer fagositlerden
koken aldig saptanmistir. T hiicreleri, notrofiller ve endotelyal hiicreden
saliverilen eksozomlar ise %10’luk kismi olusturmaktadir. Bu ¢alisma,
noronlardan saliverilen eksozomlarin plazmadaki tim eksozomlar arasinda
%5’lik popllasyon icinde yer aldigini gostermektedir. Bu nedenlerle,
calismamizda fareden toplanan plazma icerisinden yalnizca néronlardan
saliverilen eksozomlar ayristirilmistir.

CD171 (L1CAM), imminoglobulin sliperailesinden olup noéron
membraninda bulunan bir hiicre adezyon molekiilidiir ve nérondan salinan
eksozomlarin iginde oldugu gosterilmistir (86, 87). Tum eksozom popiilasyonu
icinden vyizeyinde CD171 bulunduranlar secildikten sonra korteksten
ayristirilan eksozomlara benzer bigcimde bu érneklerin de HMGB1 tasidiklari
Western blotlama ile gosterilmistir. Plazma miktarinin yetersizligi nedeniyle
bu 6n c¢alismada yeterli miktarda eksozom izole edilememis, dolayisiyla
kontrol grubuyla KYD grubu arasinda anlamli bir fark gésterilememistir. Blotlar
eksozomlarin varligini dogrulamak igin TSG101 ve ndron kékenli olduklarini
varhgini dogrulamak icin CD171 ile isaretlenmistir. Farkli belirtecler
kullanilarak bulgularin dogrulanmasi verinin gliclenmesini saglayacaktir.
Dolayisiyla yontem vyeni plazma ornekleriyle optimize edilmeye devam
edilecektir. Ayrica néronlardan saliverilmesinin (izerine eksozomlarin periferik
kana karigmasinin belirli bir zaman alacagi 6ngorilerek kan orneklemesi
KYD’den bir saat sonra yapilmistir. Ancak bu zaman noktasi periferik kanda
HMGB1 tasiyan noron kokenli eksozomlari tayin etmek icin erken veya geg
olabilir. Eksozom eldesi gbzlemlerine paralel bicimde elektron mikroskopisiyle
KYD’den 15 dakika ve 3 saat sonra HMGB1 hiicre alti diizeyde, niikleer
porlardan gecerken ve sitoplazmik vezikiiller icinde gériintilenmistir. Uc farkli
yontemle elde edilen paralel bulgular KYD ile HMGB1’in néronlarda
eksozomlar araciligiyla saliverildigini ve periferik kanda tayin edilebilecegini

gostermektedir.
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Klinikte jugller ven o6rneklemesi invazif olmasi sebebiyle tercih
edilmemektedir. Ancak, hastalarin plazmalarindan néron  kokenli
eksozomlarin ayristirilmasi, migren bas agrisi sirasinda yalnizca HMGB1 degil,
diger inflamatuvar belirteclerin de non-invazif yontemlerle 6zgil olarak tayin
edilmesine olanak taniyacagindan 6nemli bir bulgudur. Ayni zamanda
migrenin inflamatuvar bileseni Uzerine gelistirilecek yeni molekdllerin
etkilerinin incelenmesinde de 6zgul bir yontem olarak kullanilabilir.

HMGBI1 igerigini saliverdikten sonra néron ¢ekirdeginde herhangi bir
fonksiyonel kayip yasanip yasanmadigini arastiran bir calisma literatiirde
mevcut degildir. Ancak HMGB1’in g¢ekirdekte neredeyse histon proteinleri
kadar fazla bulunmasi, gen regiilasyonunda bircok farkl gorev tstlenmesi ve
stres durumlarinda aninda alarm sinyali vermek Gzere kullanilmasi néronlar
icin HMGB1'in vazgecilmez bir protein oldugunu distundirtmektedir (50). Bu
nedenle HMGB1'in néronda bir sonraki saldirida astrositlere ve mikroglialara
uyari verebilmesi icin hiicre ¢ekirdeginde yerine konmasi gereklidir.

HMGB1 igceren eksozomlar saliverildikten sonra vylzeylerindeki
tetraspanin proteinleri veya benzer adezyon molekdilleri araciligiyla alici
hiicrenin membranina baglanir. Baglandiktan sonra vezikiller endositoz
yoluyla hiicre icine alinabilir; eksozom membrani, astrosit membraninin
yapisina katilarak veya katilmaksizin icerigini hiicre icine salabilir (88). Bu
sekilde astrositlerde hiicre igine alinan HMGB1 inflamatuvar yolaklari
tetikleyebilir veya lizozomal sistemle entegre olarak yikilabilir. Bununla
beraber, HMGB1 iceren vezikillerin bir kismi hicre disinda pargalanarak
HMGB1 icerigini serbest birakabilir. Serbest kalan HMGB1 direkt olarak veya
[I-18 gibi diger inflamatuvar molekillerle kompleks halinde astrosit
ylizeyindeki RAGE veya farkli TLR’lere (6rnegin TLR4) baglanarak inflamasyonu
tetikleyebilir (51). Bir diger olasilik ise reseptére bagh durumdaki HMGB1'in
astrositlerin igine alinip lizozomal kompleksle entegrasyonu sonucunda veya
ekstraselliler ortamdaki serbest enzimler tarafindan yikilmasi olabilir (51).

Eksozomlarin astrositler araciligiyla veya difflizyon yoluyla kan beyin bariyerini



81

asarak periferik kana karismasi da parankimdeki HMGB1’in lokal etkisinin
azaltilmasini saglayabilir (58).

Tim bunlarin disinda HMGB1’in tasidigi g kritik sisteinin ortamdaki
redoks durumuna gore modifikasyonun HMGB1 fonksiyonunu tamamen
degistirdigi de dikkate alinmalidir. HMGB1’in 23 ve 45. aminoasiti olan
sisteinlerin disilfit bagiyla birbirine bagl olmasi pro-inflamatuvar molekdl
olarak davranmasini saglarken Ug sisteininin de oksidasyonu inflamatuvar
yanit olusturmasini engeller (54). Tim bu olasiliklar distnitldiginde
noronlardaki HMGB1 icerigi yerine konmamis olsa dahi HMGB1'in
modifikasyona ugramasi, yikilmasi veya tasinmasiyla astrositlerdeki

inflamasyonun ¢oziilme fazina katkida bulunabilir.

5.2. Noéroinflamasyonun Coziilmesinde inflamazom Kompleksinin

Rolii

Noronlarda KYD’nin HMGB1 saliverilmesinin yaninda bir diger etkisi de
inflamazom kompleksinin olusumudur. inflamazom kompleksi {izerinde
toplanan pro-kaspaz-1 enzimleri dimerize olur ve kesilerek aktiflesir. Aktif
kaspaz-1 de pro-ll-1B’y1 keserek aktiflestirir. Saliverilen II-1B, astrositlerde
inflamasyonu tetikleyen molekillerden bir digeridir. Kaspaz-1 aktivitesinin
azalmas! veya sonlanmasinin astrositler (zerindeki uyariyi azaltacagindan
inflamasyonun ¢ozilme fazina katkida bulunabilecegi 6ngorildi. KYD'den 1
saat sonrasina kiyasla 3 ve 5 saat sonra hem kaspaz-1 aktivitesinde (aktif
enzim miktarinin total enzim miktarina orani) hem de total enzim miktarinda
(pro-form ve kesilmis enzimin toplami) bir azalma gorilmesi kaspaz-1
aktivitesinin 3 saatten itibaren azalmaya basladigini ve kaspaz-1 sentezini
azaltan transkripsiyonel baskilanmanin ortaya ¢iktigini gdstermektedir.

inflamazom aktivitesinin engellenmesi kaspaz-1 aktivitesinde gériilen
azalmaya sebep oluyor olabilir. Literatiirde defosforilasyon, ubikitinilasyon

ve S-nitrozilasyon gibi modifikasyonlarla NLRP3 inflamazomunun aktivitesinin
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kontrol altinda tutuldugu belirtilmistir (89). Noéronlarda panneksin 1/P2X7
kanallarinin acilmasiyla NLRP1 inflamazom kompleksinin olustugu gosterilse
de farkli hicrelerde benzer mekanizmalar gecerli olabilir (90). Makrofajlar
Uzerinde yapilan farkli bir calismada pro-kaspaz-1'in inflamazom kompleksi
uzerinde dimerize olduktan sonra olusan ara formu p33’Gn p20 ile CARD
arasindaki bag keserek p20/p10 tetramerlerinin sitoplazmada serbest
kalmasina yol agtigi gosterilmistir (91). Serbest proteinin enzimatik aktivitesi
olmadigi ve kararsiz yapida oldugu vurgulanmistir. Kaspaz-1'in aktivitesi
olmadigi halde inflamazom kompleksinden ayrilarak sitoplazmada serbest
bulunmasi antikorun p20’ye erisimini artiracagindan protein miktar
azalmasina ragmen KYD’den 3 saat sonra sitoplazmada diffliz bicimde gorilen,
yuksek siddetteki immiinofloresan isaretleme agiklanabilir. Ayrica, Western
blotlamada tespit edilen p20’nin mutlaka aktif kaspaz-1'i temsil ettigi
anlamina gelmeyebilecegini disindulrir. Bu nedenlerle in situ kaspaz-1
aktivitesinin en iyi gostergesi 1I-1B olusumu olmalidir.  Nitekim
laboratuvarimizda vyapilan baska bir ¢alismada, kaspaz-1 aktivitesinin
zamansal degisimine dair elde edilen bulgularla uyumlu olarak 1M KCl ile 1
saat boyunca indiklenen c¢oklu KYD’den sonra Il-1f'nin sitoplazmada
immunofloresan isaretlendigi hiicre oraninin 6 saat igerisinde bazal degerlere

dondigi tespit edilmistir (92).

5.3. Noroinflamasyonun C6ziilmesinde NF-kappa B’nin Rolii

NF-kappa B transkripsiyon faktori ailesi bes farkli Gyesinin ikililer
olusturmasiyla islev gosterir. KYD ile indiklenen inflamasyon gibi steril,
dogustan immin yanitin olustugu durumlarda klasik yolak aktiflesir. Klasik
yolakta etkili alt birimler p65, p50 ve cRel’dir (36). Bu alt birimlerin
olusturdugu ikililerden p65/p50 inflamasyonda etkiliyken, p50/p50, cRel/p50

ve cRel/p65 inflamasyonun ¢oziulmesinde etkilidir.
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p65 alt biriminin KYD’den yarim saat sonra astrositlerde aktiflestigi
gosterildigi  icin tez calismamizda astrositlerdeki p65 aktivitesinin
azalmasinin/sonlanmasinin yani sira cRel igeren ikililerin aktiflesmesinin
inflamasyonun ¢oéziilmesine katkida bulunabilecegi ngoriilmustiir. Buamacla
noéronlarda ve néron disi hiicrelerde (astrositlerde) KYD’den sonraki 24 saatlik
sire zarfinda bu alt birimlerin aktivasyonlari incelenmistir. Astrosit
belirteglerinin tim astrositleri isaretlememesi, izledigimiz sayisal hiicresel
tipleme yontemine bu belirteclerin elverisli olmadigini disindirmdstar.
Ornegin, bir hiicrede NF-kappa B isaretlemesinin cekirdekte gériilmesine
ragmen astrosit belirteciyle isaretlenmemesi o hlicrenin néron veya mikroglia
olarak degerlendirilmesine neden olabilir. Bununla beraber, KYD’den 24 saat
sonra dahi mikroglialarin aktiflesmediginin gosterilmesi, oligodendrositlerin
sayica az olmasi ve NF-kappa B lyelerini az miktarda ifade etmesi sebepleriyle
degerlendirmede karistirici etkilerinin olmayacagi; dolayisiyla NeuN (-)
hiicrelerin astrositleri yansittigi dislintlmistir. Bu nedenle noronlari
isaretleyen NeuN ile yapilan ikili degerlendirilmeler daha giivenli bulunmus ve
NeuN (-) ve NF kappa B (+) hicrelerin ¢cok yiksek olasilikla astrosit oldugu
dustinilerek analizler giivenle gergeklestirilmistir.

Astrositlerde KYD’den sonraki 5 saatlik zaman diliminde benzer
diizeyde gorilen p65 aktivasyonunun 24 saat icerisinde azalmaya baslamasi,
inflamatuvar gen ifadesinin 24 saate kadar devam ettigini distindirtmektedir.
Bununla beraber cRel’in de ilk 5 saat icinde benzer oranda astrositte aktif
durumda olmasi ve bu oranin 24 saat sonunda artmasi inflamasyonun
¢Ozlilmesinde etkili mekanizmalarin da es zamanh aktif oldugunu
gostermektedir. NF-kappa B aktivasyonunun sonlanmasinda 0Onemli
basamaklardan biri hiicre ¢ekirdegine gecen I-kappa B’nin ¢ekirdekteki NF-
kappa B ikililerine baglanarak onlari islevsiz hale getirmesidir. Yapilan
incelemelerle astrositlerde KYD’den hemen sonra I-kappa B cekirdekte
saptanmistir. KYD’den hemen sonra cRel’in aktiflesmesi ve I-kappa B’nin

cekirdekteki aktif dimerleri baglamasi; 24 saat sonunda ise cRel aktivitesi daha
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da artarken p65 aktivitesinin azalmasi inflamasyonun ¢6zllmesine katkida
bulunan mekanizmalardir.

Noronlardan saliverilen HMGB1 ve II-1B’nin etkilerinin sonlanmasina
dair literatlir ne yazik ki yetersizdir. Ancak, kaspaz-1 aktivitesinin 3 saat icinde
azalmasina ve KYD’den hemen sonra HMGB1 igerigini saliveren hiicre
miktarinin zamanla artmamasina ragmen p65 aktivitesinin ancak 24 saatte
azalmaya baglamasi astrositlerde uyarandan bagimsiz olarak NF-kappa B
kinetiklerinin de dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir. Ornegin, fare
embriyonik makrofaj kalttrindn yalnizca 1 dakika TNF-a ile uyarilmasiyla p65
aktivitesinin bir saat boyunca slrdigli gosterilmistir (93).

Ayni zaman noktalarinda birbirine yakin oranda astrosit ¢ekirdeginde
cRel, p65 ve I|-kappa B saptanmasi inflamasyon (izerinde etkisi farkh olan
mekanizmalarin ayni hicrede aktif olabilecegi izlenimini vermektedir.
Galismamizda yalnizca alt birimlerin g¢ekirdekte konumlanmalari Gzerinden
degerlendirme yapilmis olup kesin olarak hangi ikililerin aktif durumda oldugu
henliz incelenmemistir. Bu nedenle astrositlerde KYD ile aktiflesen p65,
inflamatuvar transkriptlerin ifadesini baslattigi distintlen p65/p50 ikilisi
yerine cRel/p65 ikilisinin bir Gyesi olarak bulunuyor olabilir. Bu durumda ifade
edilen genler farkli olacaktir. Ornegin p65/p50 ikilisi INOS, COX2, TNF-a gibi
inflamatuvar genlerin ifadesini saglarken cRel iceren ikililer TGF-B, Bcl-x gibi
anti-inflamatuvar/ sag kalim genlerinin ifadesini saglamaktadir (37). Bununla
beraber, ayni hicrede o6rnegin p65/p50 ile cRel/p50 ikilisi beraber
transkripsiyon sagliyorsa, bunun sonucunda hiicrenin net davranisini
belirleyecek olan bu transkriptlerin birbirlerine GstinlGgi olacaktir. Ayrica,
cRel veya p65 aktiflestiginde klasik yolakta etkili alt birimlerin ve I-kappa B
proteinlerinin transkripsiyonunu saglamaktadir. Bu nedenle zaman igerisinde
ayni hiicre icinde baskin durumda olan ikililer degisebilir. Ornegin
makrofajlarda yapilan bir ¢alismada LPS uyarimi sonrasinda p65/p50 ikilisinin
aktiflesmesinin cRel ifadesini artirdigi ve sonrasinda olusan cRel/p65 ikilisinin

LPS’nin indukledigi inflamasyonun ¢oziilmesinde etkili oldugu gosterilmistir
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(41). Tim bu durumlar dikkate alindiginda bir sonraki asamada ikililer
belirlenmeli ve ifade edilen pro- ve anti-inflamatuvar transkriptlerin zaman

icinde degisimi saptanmalidir.

5.4. Néronlarda NF-kappa B’nin Sinaps Diizenlenmesindeki Rolii

KYD ile néronlarda NF-kappa B cRel ve p65’in aktivasyon dizeyleri
farkh bulunmustur. cRel’in naif beyinde néronlarin yaklagik Ggte birinde
konstithtif bir aktivitesi oldugu ve KYD ile bu oranin 24 saat sonunda arttigi
goralmastir. cRel (-/-) transgenik farenin 18 aya ulastiginda substantia nigra
pars kompaktadaki dopaminerjik noéronlarinin sayica azaldigi ve bazal
gangliadaki mikroglia aktivitesinde artis oldugu gosterilmistir (94). Bu
bulgular, néronlarda cRel’in hem sag kalim igin gerekli oldugunu hem de cRel
eksikliginin inflamasyona yatkin bir durum yarattigini géstermektedir. p65’in
astrositlerde néronlardan fazla ifade edilmesine ragmen, cRel’in
mikroglialardan sonra en c¢ok ifade edildigi hiicre grubunun néronlar olmasi
da cRel'in néronlarda inflamasyondan farkh bir fonksiyonu oldugunu
distndirir niteliktedir (76). Literatlirde cRel ve p65’in 6grenme ve sinaptik
plastisiteyle iliskisini gosteren bircok yayin bulunmaktadir (95). NMDA
uyarimiyla sinapslarda p65’in I-kappa B’den ayrilarak aktiflestigi ve ¢ekirdege
goc ettigi gosterilmistir (96). Benzer bicimde, hipokampiste metabotropik
glutamat reseptorlerinin aktivasyonu ile NF-kappa B p65, cRel ve p50’nin
sinapslardan cekirdege goc¢ ederek DNA'ya baglandigi gosterilmistir (97). Bu
nedenle KYD’den sonra néron uzantilarinda goérilen p65 aktivitesi bir
inflamatuvar yanit olarak degerlendiriimemis, KYD sirasindaki artmis
glutamaterjik aktivitenin  ve  NMDA uyarimin sonucunda olustugu
distndlmistir. cRel ve p65’in sinaptik cikintilarin yeniden diizenlenmesinde
gorev almasi KYD’den sonra dendritlerde gorilen yogun isaretlenmenin

nedeni olabilir.
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Bu calismada, KYD ile noéronal gekirdeklerden hemen saliverilen
HMGB1’in, KYD'den 24 saat sonra bile cekirdege geri donmedigi gorilda.
Bununla birlikte, nérondan saliverilen eksozomlarin HMGB1 tasidigi ve
periferik kana karistigi gosterildi. Kaspaz-1 aktivitesinin KYD’den 3 saat sonra
azalmaya bagladigl saptandi. Astrositlerde cRel ve p65'in KYD ile hemen
aktiflestigi, KYD'den 24 saat sonra p65 aktivasyonunun azalmaya basladigi ve
cRel aktivasyonunun arttigi tespit edildi. I-kappa B’nin de inflamasyonun
tetiklenmesiyle astrositlerde cekirdege goc ettigi gorildi. Sonug olarak, KYD
ile tetiklenen inflamasyonun astrositler tarafindan cift yonli diizenlendigi;
inflamasyonun ¢oOziilmesinde rol oynayan siireclerin, pro-inflamatuvar
sireclerle birlikte yonetildigi distintldi. Calismanin zaman icinde olusan
giftlerin ve bu ciftlerin transkripsiyon drlnlerinin tek hiicre diizeyinde
saptanmasiyla devamina karar verildi. Bu bulgulardan ayri olarak, cRel’in
néronlarda konstitutif transkripsiyonel aktivite gosterdigi tespit edildi. KYD
sonrasi noronlarda aktiflesen p65 ve cRel’in sinaptik cikintilarin yeniden

diizenlenmesinde etkili olabilecegi distinuld.
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6. SONUC VE ONERILER

KYD ile HMGB1 15 dakika iginde ndéronlardan saliveriimektedir.
Saliverilen HMGB1, 24 saat iginde henlz yerine konmamaktadir. Bu
bulgu, KYD ile tetiklenen inflamasyonun ¢o6zilmesine HMGB1'in
néronlar tarafindan geri alinmasinin  bir katkisi  olmadigini
gostermektedir.

HMGB1'in néron ¢ekirdeklerine yeniden dondigli noktanin
belirlenmesi icin daha ileri zaman noktalari degerlendirilmeli ve
HMGB1 mRNA diizeyi incelenmelidir.

KYD ile kortekste néronlardan saliverilen eksozomlarin HMGB1
tasidiklari gosterilmistir. Ancak, periferik kandan ayristirilan néron
kokenli eksozomlar icin elde edilen plazmanin yetersizligi nedeniyle
veriler cesaret verici 6n bulgu diizeyinde kalmistir.

Periferik kanda eksozomlar aracihgiyla tasinan HMGB1'in
degerlendirilmesi icin ornekler havuzlanacak sekilde deney dizayni
yapiimali veya sican serumlarinda eksozom izolasyonu deneyleri
tekrarlanmahdir.

KYD’den hemen sonra aktiflesen kaspaz-1'in etkinligi KYD’den 3 ve 5
saat sonra 1 saat sonrasina kiyasla azalmis bulunmustur. Enzim
aktivitesinin niceliksel degerlendirilebilmesi icin kaspaz-1 ile
yikildiginda nesnel olarak Olcllebilecek bir Griin ortaya c¢ikaran
kromojenik substratla korteks dokusu muamele edilecektir. Benzer
sekilde tek KYD’den sonra kortikal noronlarda llI-1B’nin aktiflesmesi ve
bunun séniimlenmesinin zaman profili de bu amagla takip edilebilir.
Noron disi hiicrelerde cRel ve p65'in KYD ile hemen aktiflestigi, bu
aktivasyonun en az 5 saat boyunca siirdigli ve 24 saate cRel igin arttigi;
P65 icin ise azalma egiliminde oldugu tespit edilmistir. Pro-
inflamatuvar ve inflamasyonun ¢éziilmesinde rol oynayan yolaklarin eg
zamanh aktiflestigini dogrulamak icin aktif durumdaki ikililer tespit

edilecektir.
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p65 ve cRel’e baglanarak bu alt birimleri DNA’dan ayiran I-kappa B’nin
noron disi hiicrelerde cekirdege goc ettigi gorilmis; boylece, I-kappa
B’nin de inflamasyonun ¢oziilmesine katki sagladigi distnilmustdr. |-
kappa B’nin ¢ekirdekte hangi dimerlere bagli durumda oldugu tespit
edilmelidir.

KYD’den sonra incelenen 24 saatlik zaman diliminde indiklenen pro-
ve anti- inflamatuvar transkriptler belirlenmeli, bu transkriptlerin
zamansal profili ortaya konmalidir.

cRel'in noronlarin bir kisminda konstititif olarak transkripsiyonel
aktivite gosterdigi ve KYD ile 24 saat sonunda cRel'in aktiflestigi
saptanmistir. Bu noronlarin 6zellikleri tanimlanmalidir.

Noronlarda KYD’den sonra gorilen kismi p65 aktivitesinin fonksiyonel
sonuglarini tayin edebilmek igin sinaptik plastisite ve inflamasyonla
ilgili transkriptler degerlendirilmelidir.

Sonu¢ olarak KYD’nin tetikledigi inflamatuvar cevap, noronlarda
kaspaz-1 etkinliginin bitmesi ve astrositlerde anti-inflamatuvar c-Rel
ve I-kappa B aktivitesini iceren kompleks bir siiregle yaklasik 24 saat
icinde sonlanmaktadir. Tek hiicre transkriptom ¢alismalari bu olaylarin

hiicresel detaylarini ortaya koymak igin gereklidir.
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