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OZET

Soylu K.O. Kortikal Yayilan Depolarizasyonun cGAS-STING Yolag Uzerindeki
Etkisinin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Temel
Norolojik Bilimler Program Doktora Tezi, Ankara, 2026. Kortikal yayilan
depolarizasyon (KYD) korteks boyunca yavasca yayillan néronal ve gliyal
depolarizasyon dalgasidir. KYD iskemik ve travmatik beyin hasarinda rol
oynamaktadir ve migren aurasi ile bas agrisinin olusumunda etkili oldugu
diisiiniilmektedir. KYD beyin parankiminde ve meninkslerde steril néroinflamatuar
cevap baslatmaktadir. cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)—stimulator of interferon
genes (STING) yolagi, hiicrelerde tip 1 interferon ve inflamatuar sitokin sentezini
uyaran bir dogal bagisiklik sistemi yolagidir; ndroinflamasyonda ve nosisepsiyonda
onemli rolleri oldugu gosterilmistir. Bu ¢calismada KYD ile iligkili ndroinflamasyon ve
nosisepsiyonda cGAS-STING yolaginin roliiniin aydinlatilmas1 amaglanmistir. Thy1-
ChR2-YFP transgenik farelerde non-invazif optogenetik yontemle KYD tetiklenmesi
sonrast serebral kortekste cGAS-STING yolagi aktivasyonu immiinofloresan
isaretleme ve kapiller temelli Western blot analizi (WES) yontemleriyle incelenmis ve
yolak ifadesi ndron, astrosit ve mikrogliya hiicre tiplerinde degerlendirilmistir. Buna
ek olarak cGAS-STING yolag1 aktivitesi spesifik STING antagonisti C-176 (20
mg/kg) ve STING agonisti 2’3’ cGAMP (1 mg/kg) ile farmakolojik olarak manipiile
edilerek KYD ile iligkili mikrogliyal aktivasyon, KYD yatkinligi ve KYD ile iliskili
agr1 davranislarina etkisi incelenmistir. KYD tetiklenmesi sonras1 serebral kortekste
agirlikli olarak néronlarda cGAS-STING yolag: aktivasyonu ve interferon-f sentezi
goriilmiis ve yolak aktivasyonunun mikrogliyal aktivasyonda rolii oldugu saptanmastir.
2’3’ cGAMP ile yolak aktivasyonu KYD yatkinligini azaltmis ve KYD sonras1 gelisen
periorbital allodiniyi hafifletmistir. Bulgularimiz cGAS-STING yolaginin KYD ile
iligkili néroinflamasyon ve nosisepsiyonda rol oynadigini ve STING modiilasyonunun
KYD ile iliskili norolojik hastaliklarda tedavi hedefi olarak potansiyelini ortaya

koymustur.

Anahtar kelimeler: Kortikal yayilan depolarizasyon, néroinflamasyon, migren,
interferon, cGAS-STING

Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(Proje no: TSA-2022-19749), Yiiksekogretim Kurulu (100/2000 doktora bursu) ve
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK, 2211-A doktora bursu)

tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Soylu K.O. Investigation of the Impact of Cortical Spreading Depolarization on
c¢GAS-STING Pathway, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Basic Neurological Sciences (Neuroscience) Program, Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara, 2026. Cortical spreading depolarization (CSD) is a
slowly spreading neuronal and glial depolarization wave through the cortex. CSD
plays roles in ischemic and traumatic brain injury and it is thought to be responsible
for aura and headache in migraine. CSD starts a sterile neuroinflammatory response in
brain parenchyma and meninges. cyclic GMP—AMP synthase (cGAS)-stimulator of
interferon genes (STING) pathway is an innate immune system pathway that induces
type 1 interferon and inflammatory cytokine synthesis in the cell. It has been shown to
have important roles in neuroinflammation and nociception. In this study, we aimed to
elucidate the roles of cGAS-STING pathway in CSD-associated neuroinflammation
and nociception. CSD was induced with non-invasive optogenetic method in Thyl-
ChR2-YFP transgenic mice and cGAS-STING pathway activation in the cerebral
cortex was investigated with immunofluorescent staining and capillary based Western
blotting (WES). Expression of pathway proteins were assessed in neuron, astrocyte
and microglia cell types. Additionally, c¢cGAS-STING pathway activity was
pharmacologically manipulated with specific STING antagonist C-176 (20 mg/kg) and
STING agonist 2’3’ cGAMP (1 mg/kg) and its effects on CSD-associated microglial
activation, CSD susceptibility and CSD-associated nociceptive behaviours were
assessed. After CSD induction, cGAS-STING pathway activation and interferon-3
synthesis was observed predominantly in neurons in the cerebral cortex with
downstream effects on microglial activation. Pathway activation with 2°3’cGAMP
decreased CSD susceptibility and significantly alleviated the development of
periorbital allodynia following CSD. Our findings suggested that cGAS-STING
pathway plays a role in CSD-associated neuroinflammation and nociception and that
STING modulation has a therapeutic potential in CSD-associated neurological
disorders.

Keywords: Cortical spreading depolarization, neuroinflammation, migraine,
interferon, cGAS-STING

This study is supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project no: TSA-2022-19749), Council of Higher Education
(100/2000 PhD scholarship) and The Scientific and Technological Research Institution
of Turkey (TUBITAK, 2211-A PhD scholarship).
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1. GIRIS

Kortikal yayilan depolarizasyon (KYD), serebral kortekste yavasca yayilan ve
gectigi bolgelerde ndronlart ve gliya hiicrelerinin neredeyse tamamini etkileyen bir
depolarizasyon dalgasidir (1-5). KYD, beyinde etkiledigi bolgelerde iyonik
degisikliklere neden olarak beyin aktivitesinde gegici baskilanmalara ve beyin kan
akiminda gegici degisikliklere neden olmaktadir (1, 5-8). KYD’nin beyinde neden
oldugu biiyiik iyonik degisiklikler ve norotransmitter saliverilmesinin diizeltilmesi ve
geri dondiiriilmesi i¢in beyinde yliksek miktarda enerji harcanmasi gerekmektedir. Bu
yiizden KYD metabolik acidan zorlayici bir olaydir (9). insanlarda KYD’nin beynin
metabolik dengesini bozan iskemi, hipoksi, kanama ve travma gibi durumlarda
beyinde tetiklendigi ve beyin dokusuna ek yiik bindirerek ikincil doku hasarina katkida
bulundugu gosterilmistir (10-13). Bu bakimdan iskemik inme, hemorajik inme, ve
travmatik beyin hasar1 gibi norolojik hastaliklarda 6nemli bir tedavi hedefi olarak
goriilmektedir (14). Buna ek olarak deneysel modellerden elde edilen bulgular,
KYD’nin migren hastalarinin bir kisminda goriilen migren aurasinin beyindeki
elektrofizyolojik kargiligi oldugunu disiindiirmektedir (7, 8, 15-18). KYD’nin beyin
aktivitesinde yarattig1 etkiler migren aurasi fenomenolojisiyle gii¢lii bir korelasyon
gostermektedir (7, 8, 18). Bunun yaninda, KYD’nin migren agrisinin olusumunda
meningeal nosiseptorlerin ve trigeminovaskiiler sistemin (TVS) aktivasyonuna neden
olarak rol oynayabilecegi deneysel modellerde gosterilmistir (19-25). Migren yaygin
goriilen ve yiiksek maliyetli ig gilicii ve yasam kalitesi kaybina yol a¢an dnemli bir
kronik noérolojik hastaliktir (26). Migren patofizyolojisini aydinlatmak ve mevcut
tedavilerden fayda gérmeyen hastalar icin yeni tedavi secenekleri gelistirmek giincel

norobilimde dnemli bir arastirma alanidir.

KYD’nin néroinflamasyon ile yakin iliskili oldugu gosterilmistir. KYD ile
iligkili néroinflamasyonun noéronlarda pannexin-1 (Panx1) megakanallarinin acgilmasi
ile bagladigi, néronlarda nucleotide-binding domain (NOD)-like receptor family pyrin
domain containing 3 (NLRP3) inflamazomu ve kaspaz-1 aktivasyonuna neden olarak
interlokin (IL)-1pB, tiimor nekroz faktorii (TNF)-o ve high mobility group box 1
(HMGBI1) alarmin molekiiliiniin salinmasina yol agtig1 gosterilmistir (20, 27).

Noronlardan salinan HMGB1 molekiiliniin daha sonrasinda astrositlerde niikleer



faktor (NF)-kB yolagi aktivasyonuna neden olarak astrositlerden de inflamatuar
medyatorlerin salinmasina ve mikrogliyal aktivasyona neden oldugu gosterilmistir
(20, 28). KYD ile iligkili inflamatuar cevapta 6n planda dogal bagisiklik sistemi
bilesenleri aktive olmaktadir (29).

KYD’nin meninkslerde de nérojenik inflamasyonun baglamasinda rol oynadigi
ve trigeminal afferentlerin aktivasyonuna neden olabildigi gosterilmistir (20, 30-32).
Trigeminal afferentlerdeki aktivasyon daha sonrasinda TVS’de daha uzun siireli
aktivasyona ve sensitizasyona neden olarak bas agrisi olusumunda rol
oynayabilmektedir (27, 33). Deneysel modellerde KYD tetiklenmesinin
kemirgenlerde spontan agri1 davranislarina ve periorbital allodini gelisimine neden

oldugu gosterilmistir (23-25, 34).

KYD preklinik deneysel modelleri, beyinde KYD olusmasina yetecek bir
depolarizasyon saglanmasi i¢in kimyasal, elektriksel veya mekanik bir uyar1 verilmesi
prensibine dayanmaktadir (35, 36). Bu uyarmin verilebilmesi i¢in kortekse veya
duraya erigim gereklidir ve bu yoOntemler kafatasina kraniyotomi ile bir pencere
acilmasini gerektirmektedir. Bu bakimdan konvansiyonel KYD tetikleme yontemleri
invazif yontemlerdir ve istemsiz doku hasarina yol agarak inflamasyon ¢aligmalar1 igin
karistiric: faktorlere neden olmaktadir (35, 37). Yakin zamanda gelistirilen optogenetik
yontemle non-invazif bir gsekilde 1s1k uyarisiyla KYD tetiklemek miimkiin hale
gelmistir (38, 39). Kortikal noronlarinda 1sikla uyarilabilir iyon kanal
channelrhodopsin ifade eden transgenik farelerde saglam kafatasi lizerinden mavi 1g1k
uyaris1  verilmesiyle ndronlarda yeterli depolarizasyon olusturularak KYD
tetiklenebilmektedir (38, 39). Doku hasarina yol agmadan KYD tetiklemesine izin
vermesi nedeniyle optogenetik KYD tetiklemesi KYD ile iliskili inflamasyon ve agr
davranislarmin ¢aligilmasi i¢in 6nemli bir deneysel modeldir ve laboratuvarimizda da

kullanilmaktadir.

cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)—stimulator of interferon genes (STING)
yolagi hem patojen enfeksiyonuna karsi korumada hem de dogal inflamatuar
siireglerde rol oynayan bir dogal bagisiklik sistemi yolagidir (40, 41). cGAS-STING
yolag1 sitoplazmada yer alan ve patojen enfeksiyonu veya hiicre hasari iligkili olarak

sitoplazmada bulunan serbest ¢ift =zincirli deoksiriboniikleik asit (DNA)



molekiillerinin cGAS tarafindan taninmasiyla aktive olur ve STING proteininin tip 1
interferon (IFN a ve IFN ) sentezini ve NF-«kB sinyalini uyarmasi araciligtyla giiclii
bir dogal immiin sistem cevabr gelistirir (40, 42-44). cGAS-STING yolagi
aktivasyonuna neden olan ¢ift zincirli DNA patojen kaynaklt DNA olabilecegi gibi
hiicrenin kendi niikleer DNA’s1 veya mitokondriyal DNA’s1 da olabilir (40, 44). Bu
sayede patojenlere karst korunmada rol oynamasinin yani sira sistemik otoimmiin

durumlarda da rol oynayabilmektedir.

cGAS-STING yolaginin sistemik otoimmiin hastaliklarda aktive oldugu ve
pro-inflamatuar sitokin sentezine katkida bulundugu gosterilmistir (45, 46). cGAS-
STING yolaginin tiimoér immiinolojisinde de rol oynayarak anti-timoérijenik etkileri

oldugu goriilmiistiir ve kanser immunoterapisinde translasyonel bir 6neme sahiptir

(47, 48).

cGAS-STING yolag ¢esitli noérolojik hastaliklarda néroinflamasyona katkida
bulunarak onemli roller oynamaktadir. Ozellikle nérolojik enfeksiyonlar,
noroinflamatuar hastaliklar, iskemi, travma ve ndrodejeneratif hastaliklarda cGAS-
STING yolagmin patolojideki rolii gosterilmistir (41, 49). Norolojik hastaliklarda
cGAS-STING yolag aktiflesmesinin ¢ok yonlii etkileri oldugu ve bazi durumlarda
koruyucu etkisi olabilecekken, yolagin asir1 aktiflesmesinin agir inflamatuar
durumlara ve doku hasarina yol acabilecegi gdsterilmistir (50-53). Ozellikle beyinde
iskemik veya travmatik hasar sonrasi mikrogliyalarda asirt cGAS-STING yolag:
aktivasyonu ek doku hasarina ve lezyon genislemesine neden olabilmektedir bu
ylizden cGAS-STING aracili inflamasyon O©nemli bir tedavi hedefi olarak
goriilmektedir (54-57).

cGAS-STING yolaginin nosisepsiyon kontroliinde de rtol oynadigi
goriilmiistiir. Duyu ndronlarinda yolak aktivasyonunun tip 1 interferon sentezi
iizerinden akut donemde hizl1 ve giiclii anti-nosiseptif etkileri olabildigi, buna karsilik
kronik agr1 modellerinde mikrogliyalardaki uzamis cGAS-STING yolag
aktivasyonunun hiperaljeziye katkida bulundugu gosterilmistir (58-61). Bu bakimdan
cGAS-STING yolaginin aktivasyon derecesi, zamanlama ve etkilenen hiicre tiplerine
bagl olarak nosisepsiyon lizerinde iki yonlil etkileri olabilmektedir ve bu etkilerin

daha detayli aydinlatilmasi1 gerekmektedir (62).



Bu bilgiler 1s1ginda bu tez ¢alismasinda ndroinflamasyon ve nosisepsiyonda
onemli rolleri oldugu gosterilen cGAS-STING yolagmin beyinde KYD ile iliskili
noroinflamasyonda ve kraniyal nosiseptif cevaplarda rol oynadigi hipotezi test
edilmistir. Bu dogrultuda, Thyl-ChR2-YFP transgenik farelerde non-invazif
optogenetik yontemle KYD tetiklemesi sonrasi serebral kortekste cGAS-STING
yolag1 aktivasyonunun immiinofloresan isaretleme ve kapiller temelli Western blot
analizi (WES) yontemleriyle incelenmesi ve yolak aktivasyonunun noron, astrosit ve
mikrogliya hiicre tiplerine 6zgili etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Buna ek
olarak, cGAS-STING yolag: aktivitesinin farmakolojik olarak manipiile edilmesiyle
KYD ile iliskili mikrogliyal aktivasyon, KYD yatkinligi ve KYD ile iliskili agr

davranislari tizerindeki etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular noéroinflamasyonda onemli rolleri
oldugu bilinen ¢GAS-STING yolaginin, KYD ile iliskili noroinflamasyonun ve
nosisepsiyonun gelisimindeki rollerini ortaya koymus ve aurali migren

patofizyolojisinde olas1 yeni bir tedavi hedefi olarak dnemini vurgulamigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kortikal Yayilan Depolarizasyon (KYD) ve Migren
2.1.1. KYD Olusum Mekanizmalari

KYD serebral kortekste 2-5 mm/dakika hizinda yavasga yayilan, beyinde
bircok hiicre grubunu etkileyebilen ve birka¢ dakika siiren bir depolarizasyon
aktivitesidir (1-5). Hiicrelerde tama yakin bir depolarizasyona neden oldugu i¢in
etkiledigi beyin bolgelerinde beyin aktivitesinin gecici olarak baskilanmasina neden
olur (1, 5, 6, 63). KYD ilk olarak Aristides A. P. Ledo tarafindan tavsan beyinlerinde
yaptig1 deneylerde kesfedilmistir. Ledo bu deneylerde kortekse yeterince giiclii bir
depolarizasyon uyaris1 vermenin korteks boyunca yayilan gegici elektriksel
baskilanmaya neden oldugunu gérmiistiir bu gézlemi iizerine bunu yayilan depresyon
olarak tanimlamistir (1, 6, 63). Sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar bunun altinda yatan
etkenin aslinda gii¢lii bir depolarizasyon aktivitesi oldugunu gostermistir ve kortikal

yayilan depolarizasyon ismi kullanilmaya baglanmigtir (64).

KYD beyinde yeterince giiclii uyarinin belirli bir alanda depolarizasyona yol
agmasi ile tetiklenebilir. Bu depolarizasyon aktivitesi ekstraseliiler potasyum (K*)
konsantrasyonunu kritik bir esigin lizerine ¢ikardiginda ¢evredeki hiicrelerde
membran direncinde hizli bir diisiise neden olur ve membranda non-selektif katyon
kanallarinin agilmasiyla biiyiik bir depolarizasyona neden olur (65, 66). Bu siire¢ K*
hiicre disma ¢ikis1 ve sodyum (Na*) ve kalsiyum (Ca*?) hiicre icine girisi ile seyreden
biiyiik iyon gegislerine neden olur (67-69). Noronlarda bu depolarizasyon aktivitesi ve
hiicre icine yiiksek miktarda Ca™ girisi ndrotransmitterlerin ve ndromodiilatdr
bilesiklerin ¢ogunun saliverilmesine ve etkilenen dokuya yayilmalarina neden olur
(68, 70). Hiicre dis1 ortama salinan biiyiik miktarda K" ve glutamatin ¢evre dokuya
yayilarak cevredeki hiicrelerde de benzer depolarizasyon aktivitesine neden olmasi
KYD’nin korteks dokusu boyunca yayilmasindan sorumlu kaskadi baglatir (69, 71).
KYD’nin kortekste yavas bir hizda yayilmasi bu mekanizmaya baghdir ve aksiyon
potansiyelleri ve sinaptik iletimden bagimsizdir (9, 72, 73). KYD’nin bu yayilim
ozellikleri temel olarak noronlar tarafindan yiiriitiilmektedir bu yiizden KYD’nin

yayilabilmesi i¢in ndron yogunlugu yiiksek dokuya ihtiyact vardir. Bu bakimdan,



beyinde gri cevher boyunca yayilabilir ve gri cevher devamliligini bozan lezyonlar ve

beyaz cevher KYD yayilimini yavaslatabilir veya durdurabilir (74) (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. KYD’nin kortikal dokuda yayilim mekanizmalari. KYD korteks boyunca
yayilirken etrafa salinan K*, norotransmitterler ve diger bilesikler araciligiyla hem
parankimdeki hem vaskiiler kompartmanlardaki hiicre tiplerini etkileyebilmektedir
(KYD: Kortikal yayilan depolarizasyon, K: Potasyum, NO: Nitrik oksit, AA:
Arasidonik asit, ATP: Adenozin trifosfat, O2: Oksijen, EDHF: Endotel kaynakli
hiperpolarizan faktér, CGRP: Kalsitonin geni iligkili peptid, SP: Substans P, NK-A:
Norokinin-A, PACAP: Pitiiiter adenilat siklaz aktive edici peptid, NE: Norepinefrin,
NPY: Noropeptid Y, Ach: Asetilkolin, VIP: Vazoaktif intestinal peptid, EET:
Epoksieikosatrienoik asit, 20-HETE: 20-hidroksieikosatetraenoik asit, PGEo:
Prostaglandin E2, COX2: Sikloksijenaz 2). (9) numarali kaynaktan ¢evrilmistir.
KYD’nin tetiklenmesine yol agan uyar1 beyin hasar1 yaratan iskemi, hipoksi,
kanama ve travma gibi durumlarda toplu hiicre 6liimlerine bagli olarak hiicre disina
salman K" ve glutamat ile de olusabilir (12). Hem deneysel modellerde hem de
insanlarda iskemik inme, hemorajik inme, travmatik beyin hasari gibi durumlarda
beyinde ¢ok sayida tekrarlayan KYD olusumu gésterilmistir (75, 76). KYD’nin bu tiir
durumlarda lezyon iizerine etkisi olmayan bir epifenomen olmadigi, beyine yarattigi
metabolik ve hemodinamik etkilerle hastalik ¢iktilar1 {izerinde etkileri oldugu
gosterilmistir (10, 11, 13). Buna ek olarak yillar icinde biriken gii¢lii bulgular KYD’nin

migren aurasinin olugsmasindan sorumlu olan elektrofizyolojik etken oldugunu

gostermektedir (7, 8, 15-18).



2.1.2. KYD ve Beyin Uzerindeki Etkileri

KYD’nin beyinde neden oldugu biyiik iyonik degisikliklerin ve
ndrotransmitter saliverilmesinin diizeltilmesi ve geri dondiiriilmesi i¢in beyinde
yliksek miktarda enerji harcanmasi gerekmektedir bu yiizden KYD metabolik agidan
oldukea zorlayic1 bir olaydir (9). Bu siirecte néron ve gliyalarda iyonik gradiyentlerin
diizeltilerek membran polarizasyonunun saglanmasi ve salinan norotransmitterlerin
temizlenmesi igin yiiksek Na"-K'- Adenozin tri-fosfataz (ATPaz) aktivitesi gereklidir
ve KYD sonrast beyindeki ATP seviyelerinin belirgin olarak distiigii gosterilmistir
(77-79). Bu, beyin metabolizmasinda ve oksidatif fosforilasyonda saglikli beyinde
gbzlenen en biiylik artiglardan birine neden olarak doku glikojen ve oksijen
seviyelerinde dakikalar i¢cinde %50’ye kadar diisiise neden olmaktadir (80, 81).
KYD’nin saglikli beyinde 2 dakikadan daha uzun siire doku hipoksisine neden
olabildigi gosterilmistir (82). Art arda gelen, tekrarlayan KYD dalgalariin metabolik
hizdaki yilikselmeyi 2-3 kat artirabilecegi gosterilmistir (83, 84).

Metabolik etkilerine ek olarak KYD beyin kan akiminda da gegici ancak
belirgin degisikliklere neden olmaktadir. Bu hemodinamik degisiklikler multifazik bir
siirecte ortaya ¢ctkmaktadir (9). Ilk olarak KYD dalgastyla es zamanli olarak beyin kan
akiminda kisa siireli bir azalma (oligemi) gozlenmektedir. Bunu dakikalar siiren,
%30’a kadar cikabilen kan akimi artig1 (hiperemi) takip etmektedir. Son olarak da
KYD sonrast 1 saat veya daha uzun siirebilen, bazalden %10-40 daha diisiik bir
oligemi faz1 gozlenmektedir (85-89). KYD’nin neden oldugu bu hemodinamik
degisiklikler beyinde birden fazla vaskiiler kompartmanda, ¢cok sayida vazomotor
etkinin birlesmesiyle olugmaktadir (9). Bu etkilerin KYD sirasinda salinan ¢ok sayida
vazoaktif bilesigin ndrovaskiiler iiniteyi etkilemesiyle ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir
(5, 90). Bu bakimdan KYD ile iligkili hemodinamik degisikliklerin artan metabolik
talebe cevap olarak olusmadigi, bunun aksine KYD’nin nérovaskiiler kenetlenmeyi

bozdugu diisiiniilmektedir (81, 91, 92).

Metabolik agidan saglikli beyinde KYD ile iliskili metabolik ve hemodinamik
degisiklikler hiicre 6limii ve doku hasarina yol agmamaktadir (7, 93). Ancak iskemi,
hipoksi, kanama veya travma gibi nedenlerle metabolik agidan hasarli beyinde

KYD’nin neden oldugu bu etkiler hiicrelere ek metabolik yiik bindirerek hiicre



6liimiine ve ikincil doku hasarina neden olabilir (64, 94). KYD nedeniyle artmis enerji
ihtiyaci, mitokondriyal disfonksiyon ve oksijen kullanimindaki bozukluklar nedeniyle
kargilanamadig igin enerji agisindan bir arz-talep uyusmazligina yol agmaktadir (95,
96). Buna ¢k olarak, hasarli dokuda KYD ile iliskili vazokonstriktif hemodinamik
etkiler giiclenmekte ve hipoperfiizyonu kétiilestirmektedir (9, 94, 97). Bu etkiler
birlestiginde metabolik bozukluk derinleserek doku hasari artmaktadir (14). Ancak
yakin zamanda yapilan bazi c¢alismalar KYD’nin iskemi sonrasinda peri-enfarkt
dokuda zararl1 etkiler gostermedigini hatta bazi durumlarda iskemik 6n kosullanma ve
nobetleri engelleme yoluyla koruyucu etkileri olabilecegini de dne siirmiistiir (29, 98-

101) (Sekil 2.2.).

Kortikal Yayilan Depolarizasyon

Metabolik
bozukluklar

Hemodinamik
degisiklikler

Parankimal
inflamasyon

Meningeal
inflamasyon

. ikincil Doku Hasari ve Lezyon
Bas agrisi Genislemesi

Sekil 2.2. KYD’nin beyindeki metabolik ve hemodinamik etkileri ve bunlar arasindaki
etkilesimler. Metabolik agidan saglikli beyinde KYD’nin neden oldugu metabolik ve
hemodinamik etkiler hiicre 6liimiine ve doku hasarina yol agmazken, metabolik agidan
hasarli beyinde KYD’nin neden oldugu metabolik bozukluklar ve oligemik kan akimi1
degisiklikleri hiicrelerde enerji acisindan arz-talep uyusmazligi olusturmakta ve
hipoperfiizyonu kétiilestirmektedir. Bu degisikliklere KYD ile iliskili ndroinflamatuar
cevap da eklendiginde ek doku hasarina ve lezyon genislemesine katkida
bulunmaktadir (OMA: Orta meningeal arter; PPE: Plazma protein ekstravazasyonu;
TVS: Trigeminovaskiiler sistem). (29) numarali kaynaktan ¢evrilmistir.

2.1.3. Migren Patofizyolojisi ve KYD-Aura liskisi

Migren patofizyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilmamis olsa da migren

agrisinin olusmasinda beyinde TVS aktivasyonunun 6nemli oldugu gosterilmistir.



Dural damarlar etrafindaki periferik sinir aglari, trigeminal gangliyon ndronlar1 ve
beyin sapindaki niikleuslarin olusturdugu trigeminoservikal kompleksi (TCC) igeren
bu sistem, meninksler, meningeal damarlar, biiylik serebral damarlar ve periorbital deri
ve kaslardan gelen nosiseptif sinyalleri beyin sapi, hipotalamus ve talamustaki
noronlara iletir (102, 103). Bu bolgelerde gelen sinyallerin islenmesi, migrende agriya
eslik eden duyusal, biligsel ve otonomik semptomlarin olusmasinda rol oynarken,
sinyallerin son olarak duyu korteksi ve ¢esitli bagka kortikal alanlara iletilmesi migren
agrisi, migrenle iligkili duyusal bozukluklar ve bilissel bozukluklarin ortaya

¢ikmasinda rol oynar (104, 105).

Migren agrisinin olusumunda TVS aktivasyonu, meninkslerde trigeminal
afferentler etrafinda olusan ndrojenik inflamasyon ve salinan algojenik bilesikler
araciligtyla gerceklesebilir. Meningeal damarlarda vazodilatasyon, dural damarlardan
plazma proteini ekstravazasyonu ve meningeal bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu
norojenik inflamasyonun bilesenleridir (106). Meninkslerdeki bu inflamatuar siire¢
trigeminal afferentlerin aktivasyonuna neden olmakta ve trigeminal ndronlardan
kalsitonin geni iligkili peptid (CGRP) ve substans P gibi algojenik ndropeptidlerin
salinmasina neden olmaktadir (107). CGRP dural afferentler, TVS, talamus,
periaqueduktal gri alan (PGA) gibi bolgelerde etki gostererek trigeminal nosiseptif
aktiviteyi gliclendirir ve agrinin uzamis seyrinde rol oynar (108). CGRP’nin migren
patofizyolojisindeki rolii insan provokasyon ¢aligmalarinda migren hastalarinda tutarl
bir sekilde migren atagini tetiklemesi ve CGRP blokajina yonelik tedavilerin migren
icin klinik etkinlik gostermesi ile pekismistir (109, 110). Migren patofizyolojisinde
rolii olan bagka bir néropeptid olan pitiiiter adenilat siklaz aktive edici peptid (PACAP)
proteinin de, CGRP’den bagimsiz mekanizmalarla migren ataklarinin tetiklenmesinde
ve ataga eslik eden semptomlar ve prodromal belirtilerin olugmasinda rol
oynayabilecegi gosterilmistir (111-113). Bu faktorlerle uzamis nosiseptdr aktivasyonu
zaman igerisinde hem atak sirasinda hem de tekrarlayan ataklarda TVS ndronlarinin
sensitizasyonuna neden olarak atak siddetinin artmasimma neden olabilir (114).
Tekrarlayan ataklarla sensitizasyonun daha da ilerleyerek 2. ve 3. sira trigeminal
noronlar1 ve talamik ndronlar1 da etkilemesi sirasiyla sefalik ve ekstrasefalik allodini
gelismesine neden olabilir ve migrenin zaman igerisinde kroniklesmesinde rol oynar

(18, 115).
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Migren aurasinin altinda yatan etkenin KYD oldugu diisiiniilmektedir. KYD,
beyinde etkiledigi bolgelerde biiylik iyonik degisikliklere neden olarak beyin
aktivitesinde gecici baskilanmalara ve beyin kan akiminda gegici degisikliklere neden
olmaktadir (5, 7, 8). KYD’nin beyin aktivitesinde yarattig1 etkiler migren aurasi
fenomenolojisiyle giiclii bir korelasyon gostermektedir (7, 8, 18). Buna ek olarak
gorilintiileme caligmalarinda aurali migren hastalarmin beyinlerinde aura ve atak
sirasinda KYD ile uyumlu olarak yayilan bolgesel aktivite ve kan akimi degisiklikleri
gbzlenmigtir (15, 16). KYD ile aura baglantis1 g¢esitli klinik ve deneysel kanitlarla
desteklense de teknik nedenlerden dolay1 ve migren atagmin dogasi geregi heniiz
migren hastalarinda aura sirasinda direkt olarak kaydedilmesi miimkiin olmamistir bu

yiizden aralarinda direkt nedensel bir iligki kurulamamistir (8, 18).

KYD’nin auranin yam sira migren agrisinin  olusumunda da rol
oynayabilecegine dair deneysel kanitlar bulunmaktadir. KYD’nin beyin parankiminde
ve meninkslerde steril inflamatuar cevap baslatabilecegi, meninkslerde nérojenik
inflamasyona katkida bulunarak trigeminal afferentlerin aktivasyonuna neden
olabilecegi gosterilmistir (20, 30, 32, 116). KYD bu sekilde deneysel modellerde TVS
aktivasyonuna neden olarak spontan agr1 davranislarina ve periorbital allodiniye neden
olabilmektedir (21, 23-25). KYD’nin insanlarda bu etkilerden sorumlu olup olmadig1
konusunda bir fikir birligi bulunmamaktadir (8). KYD’nin migren klinigiyle baska bir
baglantisi, baz1 migren Onleyici tedavilerin KYD olusumunu engellemeleri ile
kurulmug ve KYD’nin migren i¢in bir tedavi hedefi olabilecegi one siirlilmiistiir (8,

35, 117) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Migren aurasi ve agrisinin olugsmasinda onerilen KYD aracili mekanizmalar.
KYD’nin gorsel kortekste yayilmaya baslamasinin gorsel aura semptomlarini
olusturabilecegi diistiniilmektedir. KYD korteks boyunca yayilirken ortaya ¢ikan
algojenik bilesikler ve inflamatuar medyatdrler, meninkslerde norojenik inflamasyona
ve meningeal nosiseptorlerin aktivasyonuna neden olabilir. Bu siireg TVS
aktivasyonunda ve agr1 sinyallerinin talamus araciliiyla duyu korteksine iletilmesinde
rol oynayarak agr1 hissinin olusumuna neden olabilir. Hipotalamik aktivasyonun da bu
stirece katkisi olabilecegi diistiniilmektedir. (8) numarali kaynaktan ¢evrilmistir.

Migrenin prodromal semptomlarmin ortaya c¢ikmasinda ve atak
tetiklenmesinde hipotalamusun da rolleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Migren
ataklarmin sirkadyen ozellikleri ve dis ortamdaki 151k seviyeleriyle olan baglantisi
hipotalamusu ataklarin diizenlenmesinde 6n plana ¢ikarmaktadir (118, 119). Buna ek
olarak norogoriintilleme c¢aligmalart hipotalamusun ataktan once prodromal fazda
erken ve giiclii bir aktivasyon gosterdigi ve bu aktivasyonun atak sirasinda da devam
ettigi gosterilmistir. Bu aktivasyon sirasinda hipotalamusun spinal trigeminal
niikleuslarla fonksiyonel baglantisinin da arttig1 goriilmiistiir (120-122). Bu bulgular
hipotalamusun migrenin prodromal belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda ve atak

tetiklenmesinde rolleri olabilecegine isaret etmektedir.
2.1.4. Migrenin Klinik Ozellikleri

Migren tekrarlayan ve tek tarafli, 4 saatten 72 saate kadar siirebilen bas
agrisiyla karakterize bir ndrolojik hastaliktir (123). Migren, genel popiilasyonun
yaklasik %15’inde goriiliir ve diinya genelinde 50 yas alt1 bireylerde engelliligin
iiclincii en sik sebebidir bu bakimdan yiiksek maliyetli is giicii ve yasam kalitesi
kaybina yol acan Onemli kronik norolojik hastaliklardan biridir (26). Migren
kadmlarda erkeklere oranla 3-4 kat daha fazla goriiliir (124). Migren bas agrisi,
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genellikle tek tarafli, zonklayan siddetli bir bas agrisidir ve hareketle agr1 artabilir.
Migren bas agrisinin en ayirt edici 6zelliklerinden biri genellikle bulanti, kusma, 1518a
ve sese asir1 hassasiyet gibi eslik eden baska semptomlarla beraber goriilmesidir (123).
Migrenin ¢ok farkli sekilleri olabilse de, bas agrisina aura eslik edip etmemesine bagl
olarak 2 ana alt tipe ayrlabilir (123). Migren aurasi toplam migren hastalarinin
yaklagik licte birinde g6zlenen, bas agrisindan dakikalar 6nce ortaya ¢ikan ve bazen
agriya eslik eden gecici noérolojik semptomlardir (125). Bu gegici norolojik
semptomlar yliksek oranda gorsel semptomlar (151k cakmalari, skotomlar vb.) olmakla
beraber, duyusal semptomlar (parestezi, bolgesel duyu kaybi), konusma bozuklugu ve
nadiren de gecici motor bozukluklar seklinde kendini gdsterir (126, 127). Bu tipik
norolojik semptomlara ek olarak bazi hastalarda migren aurasinin olfaktor
halusinasyonlar, derealizasyon ve beyin sisi gibi psikiyatrik belirtilere de yol
acabilecegi gosterilmistir (128). Aurali migren hastalarinda yiiksek oranda auray1
dakikalar i¢inde bas agrisi takip eder (127). Ancak aurali migren tanisi almis
hastalarda, bas agrisina aura eslik etme orani degiskenlik gosterebilmektedir ve her
migren ataginda aura gozlenmeyebilir (129). Aurali migren daha yiiksek atak siklig
ve siddetiyle iligkilidir ve migrenle baglantili komorbiditeler aurali migren

hastalarinda daha sik goriilmektedir (130-132).

Bazi hastalarda migren ataklarmma agridan 2-48 saat Oncesinde baslayan
prodromal faz ve agri1 sonrasi ¢oziinme asamasinda postdromal faz eslik edebilir.
Prodromal fazda yorgunluk, asir1 esneme, konsantrasyon bozuklugu gibi ndrolojik
semptomlarin yani sira gastrointestinal sistemi etkileyen otonomik semptomlar
goriilebilir (133, 134). Agridan sonraki ¢oziinme asamasindaki postdromal fazda ise

yorgunluk ve biligsel semptomlar agridan sonra 2 giine kadar devam edebilir (135).

Aktif migreni olan hastalar genellikle ayda en az bir migren atag: gegirirler ve
hastalarin ¢ogu atak ve atak-dis1 periyotlarla seyreden epizodik migrene sahiptir.
Hastalarin %35’e kadar olan bir kismu ise ayda 15 giinden daha fazla migren agrisiyla

seyreden kronik migrene sahiptir ve bu grupta tedaviye direng yiiksektir (136).

Migrenin giincel tedavisi atak durdurmaya yonelik tedaviler ve ataklar
onlemeye ve sikligini azaltmaya yonelik Onleyici tedavilerden olugmaktadir. Bazi

hastalarda hafif ataklarda non-steroid anti-inflamatuar ilaglar yeterli olabilirken, orta
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ve siddetli ataklarda abortif tedavi olarak en sik triptan grubu ilaglar kullanilmaktadir
(137, 138). Onleyici tedaviler ise ¢ogunlugu migrene 6zgii olmayan ve baska
endikasyonlarda kullanilan ancak degisen etkinliklerle migren Onleyici etkiler
gosteren beta blokor, trisiklik antidepresan, anti konviilzan tipinde ilaclardan
olugmaktadir (139, 140). Yakin zamanda migren patofizyolojisindeki yeri pekismis
CGRP aracili mekanizmalara yonelik gelistirilmis olan CGRP reseptdr antagonisti ve
CGRP monoklonal antikorlari, klasik migren ilaglarindan fayda gérmeyen hastalar i¢in

abortif ve preventif tedavi secenekleri olarak kullanima girmistir (141, 142).
2.1.5. Deneysel Migren Modelleri

Migren patofizyolojisinin aragtirilmasi ve potansiyel tedavi yontemlerinin
denenmesi i¢in ¢esitli deneysel migren modelleri gelistirilmistir. Migrenin karmasik
ve cok yonlii fenotipini tam anlamiyla tek basna yansitabilen deneysel bir model
bulunmamaktadir ancak her model hastaligin farkli bir yoniinii yansitarak

patofizyolojinin anlagilmasi i¢in 6nemli bilgiler saglamaktadir (143, 144).

Migren patofizyolojisinde TVS aktivasyonu ve nosiseptif sinyallerin daha tist
bolgelere aktarilmasi onemlidir. Migren patofizyolojisini modellemenin en direk
yontemlerinden biri TVS noronlarinin elektriksel olarak uyarilmasidir (145). Bu
uyarilma trigeminal néronlarin duradaki afferentleri seviyesinde yapilabilecegi gibi
trigeminal gangliyonda néron govdeleri seviyesinde de yapilabilir (146). Trigeminal
noronlarin elektriksel olarak uyarilmasinin TCC, PAG ve hipotalamusta aktivite
artigina neden oldugu ve trigeminal afferent sinir uglarindan CGRP saliverilmesine ve
dural damarlarda vazodilatasyona neden oldugu gdésterilmistir (147-149). Elektriksel
uyarim modelleri TVS aktivasyonunun direkt etkilerinin goriilmesine izin vermesi
sayesinde migren tedavilerinin trigeminal etkilerinin ve olasi klinik etkinliklerinin test
edilmesini saglamaktadir (150-152). Ancak elektriksel uyarim modellerinin invazif
ozelligi, giiclii uyarim nedeniyle sadece fizyolojik degerlerin {izerinde ortaya ¢ikan
etkilerin test edilebilmesi ve anestezi altindaki hayvanlarda yapildigi i¢in davraniglarin

incelenmesine izin vermemesi kisitliliklarmi olusturmaktadir (145, 146).

Klinik gézlemlerde migren ataklarini tetikledigi veya migren ataklarinm taklit

eden semptomlara yol actigi goriilen bazi kimyasal ajanlar, klinik ve preklinik
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provokasyon ¢aligsmalarinda migren klinigini modellemek i¢in kullanilmaktadir (153).
Bu kimyasal ajanlar arasinda en sik kullanilani nitrogliserindir (NTG) (146). NTG
viicutta nitrik oksit donorii olarak etki gostermektedir ve klinik kullanimda yan etki
olarak migren benzeri bir bas agrisina yol agtigi gozlenmistir (154-156). NTG
uygulamasinin migren hastalarinda spontan migren ataklarma benzer bir atak
tetikleyebildigi ve fotofobi, fonofobi ve allodini gibi eslik eden baska semptomlarin
olugmasini da sagladigi gosterilmistir (157, 158). Gorilintiileme ¢alismalarinda NTG
uygulamasi sonrasi migren ile iligkili TVS, PAG, hipotalamus gibi bdlgelerde
aktivasyon gorildiigii bildirilmistir (159). Preklinik modellerde de tek doz NTG
uygulamasinin hayvanlarda TVS sensitizasyonu, spontan agr1 davranislari ve mekanik
allodini gibi migrenle iligkili belirtilerin ortaya ¢ikmasini sagladigi gosterilmistir (160-
162). Buna ek olarak tekrarlayan NTG uygulamalariyla kronik migren de
modellenebilmektedir (163). Bu sekilde tekrarlayan NTG uygulamalarinin belirgin
TVS sensitizasyonuna, uzamis agr1 davranislarina ve trigeminal néronlardan CGRP
saliverilmesine neden oldugu gosterilmigtir (164, 165). Bu bakimdan NTG
uygulamasi, migren ataklarini yiiksek benzerlikle taklit edebilmesi ve migren
tedavilerine migren hastalarindakine benzer sekilde yanitlar verebilmesi ile migren
klinigini modellemek icin yaygin kullanilmaktadir (166). NTG’e ek olarak, migren
patofizyolojisinde 6nemli rolleri olan CGRP ve PACAP gibi noropeptidler de
provokasyon ¢aligmalarinda kullanilmaktadir ve hastalarin biiyiikk kisminda migren
benzeri ataklar tetikleyebildikleri ve preklinik modellerde TVS sensitizasyonuna

neden olabildikleri gosterilmistir (112, 167, 168).

Migren patofizyolojisinde TVS aktivasyonunda rol oynayan norojenik
inflamasyonu modellemek icin dura iizerine inflamatuar bilesiklerin uygulandig
modeller de gelistirilmistir (146). Hayvanlarin kafatasina yerlestirilen bir kaniil
araciligryla histamin, prostaglandin E2 ve bradikinin gibi inflamatuar bilesikleri igeren
cozelti direkt olarak dura ilizerine uygulanarak nérojenik inflamasyon benzeri bir ortam
olusturulmaktadir (169). Bu modelde akut ve kronik uygulamalar ile daha az invazif
yontemler yardimiyla uyanik hayvanlarda da bu uygulamayir yapmak miimkiin
olabilmektedir (170). Bu model ile meninkslerdeki inflamatuar aktivasyonun TVS
aktivasyonu ve sensitizasyonu, noropeptid saliverilmesi ve migren benzeri agr

davraniglarmin olugumundaki etkilerini incelemek ve migren tedavilerinin bu
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degisiklikler {izerindeki etkilerini test etmek miimkiin olmaktadir (171, 172). Ancak
bu model nérojenik inflamasyon olusumuna kadar olan basamaklari atlamasi ve

invazif 6zelligi nedeniyle migren klinigini modellemek i¢in kisith bir modeldir (173).

Migrenin genetik oOzelliklerinden yola ¢ikarak, migren benzeri fenotip
olusturan monogenik mutasyonlarla genetik migren modelleri olusturulmustur (174).
Bu monogenik migren sebepleri arasinda en sik ¢alisilan Familyal Hemiplejik Migren
(FHM) modelidir (175). FHM’de siddetli ataklara ve abartili aura semptomlarina
hemiparezi, ataksi ve epilepsi gibi baska norolojik semptomlar da eslik etmektedir
(174). FHM fenotipine yol acan 3 farkli mutasyon kesfedilmistir ve her mutasyon ayri
bir alt tipe neden olmaktadir (176). Bu mutasyonlarin ortak 6zelligi sinaptik iletim ve
iyon transportunda dnemli gorevleri olan proteinleri kodlamalaridir ve mutasyonlarin
etkileri beyinde asir1 uyarilabilir bir ortam yaratarak hastalik belirtilerine neden oldugu
disiiniilmektedir (177, 178). Bu genlerde kesfedilmis mutasyonlar gen hedefleme
teknolojileriyle deney hayvanlarinda da knock-in mutasyonlar olarak olusturulmus ve
transgenik hayvan modelleri elde edilmistir (179). FHM hayvan modellerinde
insanlardakine benzer sekilde hemiparezi, ataksi ve nobetler gozlenmesinin yani sira,
artmig KYD yatkinligr gézlenmistir (177, 180, 181). Bu hayvanlarda KYD sonrasi
hemiplejiyle uyumlu anormal davramiglar, jeneralize nobetler ve abartili agn
davranislart goézlenmistir (182, 183). Daha 6nemlisi bazi FHM mutasyonlarinin
hayvanlarda spontan KYD olusumuna neden oldugu gézlenmistir. Bu spontan KYD
dalgalarinin subkortikal yapilardan kaynaklanip kortekse yayildigir ve kortekste de
aura fenomenolojisini yansitir bigimde gorsel korteksten baslayip frontale dogru
yayildig1 goriilmiistiir (184, 185). Spontan KYD olusumu gosteren FHM modelleri,
spontan migren ataklarinin baglangi¢ ve sonlanma mekanizmalarinin aragtirilmasi igin

onemli bir preklinik model sunmaktadir (185) (Sekil 2.4.).

———————————
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Sekil 2.4. Deneysel migren modellerinin sematik gosterimi. Soldan saga sirayla: Dural
trigeminal afferentlerin elektriksel ve kimyasal olarak uyarilmasi, trigeminal
gangliyonun elektriksel olarak uyarilmasi, sistemik NTG, CGRP ve PACAP
uygulamasiyla migren provokasyonu ve monogenik migren modelleri. (TG:
Trigeminal gangliyon) (144).

2.1.6. KYD in Vivo Modelleri

Migren aurasinin elektrofizyolojik karsiligi olmasi nedeniyle KYD aurali
migrenin arastiritlmasi i¢in aragtirma modeli olarak kullanilmaktadir. KYD’nin migren
hastalarinda non-invazif ve giivenilir bir sekilde kaydedilmesi ve tetiklenmesi heniiz
mimkiin olmadig1 i¢cin KYD arastirmalari, KYD’nin disaridan bir uyar verilerek
tetiklendigi preklinik deneysel modeller iizerinden yiiriitilmektedir (8, 18). KYD’nin
deneysel calismalarda omurgasiz ve omurgali bir ¢ok canh tiiriinde tetiklenebildigi
gosterilmistir ancak preklinik ¢aligmalarda en sik kemirgenlerde kullanilmaktadir
(186). KYD beyinde yeterince giiglii bir uyarinin belirli bir hacimde gii¢lii bir
depolarizasyona yol agmasi ile tetiklenebilir. Kemirgenlerde bu uyarinin 1 mm?® beyin
dokusunda en az 12 mM K' artisina yol agan bir depolarizasyon gerektirdigi
gosterilmistir (65). Beyinde bu depolarizasyonun olusturulmasi ig¢in uyari olarak

kimyasal, elektriksel, mekanik ve optogenetik yaklasimlar kullanilmaktadir (35).

Kimyasal uyart olarak en sik potasyum kloriir (KCI) uygulamasi
kullanilmaktadir ve KCI ile beyinde hiicre dist ortamda K* konsantrasyonunun
artirilmasi araciligiyla KYD tetiklenmektedir (35). KCl kemirgenlerde dura iizerine
veya acikta duran korteks dokusu iizerine topikal olarak uygulanabilir ya da beyin
parankimine basingli enjeksiyonla uygulanabilir (117, 187). KCl uygulamasi deneyleri
genellikle hayvanlarin kafatasina burr hole kraniyotomi agilmasini gerektirmektedir.
Fareler topikal uygulamayla KCIl gecisine izin veren ince bir duraya sahiptir ve
deneylerde dura biitiinliigli bozulmadan korunabilir ancak sicanlar daha kalin bir
duraya sahip olduklarindan topikal KCl uygulamasi i¢in duramin da ¢ikarilmasi
gerekmektedir (35). Beyine lokal uygulamayla KYD tetiklemek icin kullanilabilecek
diger kimyasal ajanlar arasinda N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor agonistleri, Na*-
K*-ATPaz pompasi blokorleri ve Na* ve Ca*? kanal agic1 ilaglar yer almaktadir (187,
188).
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KYD tetiklemesi igin gerekli depolarizasyon beyine direk elektriksel uyari
verilmesi ile de saglanabilir. Korteks i¢inde yaklagik 100 um derinlige yerlestirilen
bipolar uyar1 elektrodlartyla elektriksel uyar1 verilmektedir (35). Yeterli yogunlukta
kare akimlarla verilen katodal yiik uygulamasiyla elektriksel olarak KYD
tetiklenebilmektedir (189). En diisiikten baslayarak KYD olusana kadar verilen
uyarmin genligi veya siiresi belirli araliklarla artirilarak KYD tetiklemek i¢in gerekli

en kiiciik uyar1 siddeti yani KYD esigi de belirlenebilir (35).

Mekanik uyari olarak beyinde kiiglik bir bolgeye igne batirilmasi (pin prick)
araciligtyla da yeterli depolarizasyon saglanabilir. Ancak bu yontem hem
tekrarlanabilir degildir ve uyan siddeti titre edilemez, hem de kortekste direkt olarak

travmatik hasara neden olmaktadir (37).

KYD arastirmalarinda sik kullanilan bu konvansiyonel yontemler giivenilir bir
sekilde KYD tetikledigi bilinen yontemler olsa da kafatasina kraniyotomi yapilmasini
gerektirmeleri, dura ve korteks hasari, travma ve kanamaya neden olabilmeleri gibi
nedenlerden 6tiirii invazif 6zelliktedir ve KYD ile iligkili inflamatuar cevabin ve agri
davraniglariin calisilmasi agisindan 6nemli karigtiric1 faktorlere neden olmaktadir
(35, 37). Bunun asilmasi i¢in yakin zamanda yapilan ¢alismalarda optogenetik yontem
ile KYD tetiklemesi geligtirilmistir (38, 39). Optogenetik yontem channelrhodopsin
gibi 1g1ikla aktive olabilen katyon kanallarinin istenilen hiicre gruplarinda ifade
ettirilmesi araciligiyla 151k uyaris1 verilerek sadece istenilen hiicrelerin aktive
edilmesini saglayan bir yontemdir (190). Optogenetik yontemle KYD tetiklemesi i¢in,
kortikal 5. katman ndronlarinda channelrhodopsin ifade eden Thyl-ChR2-YFP
genotipine sahip transgenik fareler kullanilmistir ve bu hayvanlarda saglam kafatasi
iistiinden 470 nm dalga boylu 1s1k uyaris1 verilmesi ile non-invazif olarak KYD
tetiklemesi mimkiin olmaktadir (38, 39). Bu sekilde beyine direk erisim
gerektirmeden ve beyinde diger yapilar ve hiicreleri etkilemeden sadece noronal
depolarizasyon ile KYD tetiklenebilmektedir. Ayn1 zamanda, optogenetik uyarim ile
gergek zamanl ve kontrollil bir uyar1 verilebildigi i¢in istenilen sayida KYD dalgasi
tetiklenmesi miimkiin olmaktadir ve etkileri titre edilebilmektedir (36). Optogenetik
yontemle KYD tetiklemesi, beyin hasarina yol agmamasi nedeniyle kronik KYD

caligmalari i¢in ve anestezi altinda olmayan uyanik hayvanlarda da KYD tetiklemesine
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izin vererek KYD ile iligkili davraniglarin ¢alisilmasi i¢in en uygun yontemdir (38,

39).

Tetiklenen KYD ¢esitli yontemlerle saptanabilir. KYD beyne yerlestirilen
elektrodlarla alternatif veya dogru akim o&lgiimlerinde sirasiyla hizli ve yavasg
potansiyel degisiklikleriyle ve elektrokortikogramda spontan beyin aktivitesinin
baskilanmasiyla elektrofizyolojik olarak saptanabilir (35). Kafatasi {izerinden yapilan
elektrod kayitlartyla da KYD ile iligkili dogru akim potansiyel degisiklikleri
kaydedilebilmektedir (191). Buna ek olarak KYD beyin kan akiminda yol agtig1
karakteristik degisiklikler ile de saptanabilir. Lazer Doppler ve lazer speckle
gorlintiilemeleriyle KYD ile iliskili beyin kan akimi degisiklikleri
kaydedilebilmektedir (192, 193). Kan akimi degisikliklerinin doku 1s1k emiliminde
degisikliklere neden olmasi sayesinde 6zel kamera kayitlariyla optik igsel sinyaller

kaydedilerek KYD saptanmasi da miimkiin olmaktadir (194).

Preklinik KYD modelleri disariddan uyarn1 verilerek hayvanlarda KYD
tetiklemesine dayanmaktadir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda monogenik migren
nedeni FHM mutasyonlarina sahip hayvanlarda spontan KYD olusumu gerceklestigi
gosterilmigstir (184, 185). Spontan KYD dalgalarinin kortekste gorsel korteksten
baslayarak frontale dogru yayildig1 ve subkortikal yapilari da etkiledigi goriilmiistiir
(185). Bu sekilde spontan KYD olusumunun goézlenen FHM modelleri, migren
ataklarinin baglangi¢c mekanizmalarinin arastirilmasi i¢in 6nemli bir ara¢ sunmaktadir

(185).
2.1.7. KYD, Noroinflamasyon ve TVS

KYD, beyinde neden oldugu metabolik ve hemodinamik degisikliklerle
noronlar ve gliya hiicrelerine metabolik bir yiik bindirmektedir ve hiicresel strese
neden olmaktadir (7). Metabolik agidan saglam beyinde KYD’nin neden oldugu
hiicresel stresin hiicre 6liimii ve doku hasarina neden olmadig: bilinmektedir (7, 93).
Ancak bu hiicresel stresin beyinde noronlar ve gliya hiicrelerinde steril inflamatuar

cevap bagslatabildigi gdsterilmistir (20, 29, 195).
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KYD sonrasi beyin parankiminde IL-la, IL-1B, IL-6, IL-13, TNF-q,
siklooksijenaz (COX)-2 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi ¢ok gesitli
inflamatuar medyatorlerin salindigir gosterilmistir. Inflamatuar medyatorlerdeki bu
artisin KYD’den sonra 3 saat i¢cinde olugmaya bagladigi, 24 saatte maksimuma ulastigi
ve 72 saate kadar devam edebildigi gosterilmistir (20, 196-199). KYD ile iliskili
noroinflamasyonun noronlarda Panxl megakanallarinin agilmast ile basladigi
gosterilmistir  (20). Panx1 kanalinin acilmasinin  hizli bir sekilde kaspaz-1
aktivasyonuna neden oldugu ve aktive kaspaz-1’in noronlardan IL-13 ve HMGBI1
salinmasina neden oldugu gosterilmistir (20). HMGB1 bir alarmin molekiiliidiir ve
normalde néronlarin niikleusunda bulunur ancak hiicre stresine neden olan durumlarda
niikleustan ¢ikar ve hiicre digina salindiginda gevre hiicrelerde inflamatuar aktivasyona
neden olabilir (200). Noronlardan salinan HMGB1 molekiiliiniin daha sonrasinda
astrositlerde NF-kB yolag1 aktivasyonuna neden olarak astrositlerden de inflamatuar
medyatorlerin salinmasina ve mikrogliyal aktivasyona neden oldugu gdsterilmistir
(20, 28). Panxl kanalinin noronlarda inflamatuar cevabi baslatmasinda piirinerjik
reseptor P2X7 ile olusturdugu por kompleksinin énemli oldugu goriilmiistiir ve bu
kompleksin olusumunun inhibe edilmesi KYD sonrasi inflamatuar cevabin
baslamasini engellemistir (191, 201). Panx1 kanalinin agilmasi sonrasinda inflamazom
aktivasyonunun da KYD sonrasi inflamatuar cevabin olusumunda rolleri olabilecegi
gosterilmigstir (20, 195). KYD sonrast NLRP3 inflamazomunun ndronlarda aktive
oldugu ve noronlardaki kaspaz-1 aktivasyonu ve HGMBI ve pro-inflamatuar
sitokinlerin salinmasindan sorumlu oldugu goriilmiisti. KYD sonrast NLRP3
inflamazomu aktivasyonunun beyinde sadece noronlarda goriildiigii ve astrosit ve

mikrogliyalarda aktive olmadigi gosterilmistir (27).

KYD ile inflamasyon iliskisini inceleyen cogu ¢aligma KYD tetikleme yontemi
olarak beyne elektriksel, kimyasal veya mekanik uyar1 uygulanan konvansiyonel
yontemleri kullanmistir. Bu yontemler sik kullanilan ve gilivenilir bir sekilde KYD
tetikledigi bilinen yontemler olsa da kafatasmma kraniyotomi yapilmasin
gerektirmeleri, dura hasari, travma ve kanamaya neden olabilmeleri gibi nedenlerden
otlirli KYD iligkili inflamasyonun incelenmesi agisindan son derece dnemli karigtiric
faktorler olusturmaktadir (36, 195). Bunun asilmasi icin yakin zamanda yapilan

caligmalarda optogenetik olarak KYD tetiklemesi gelistirilmistir (38, 39). Beyinde
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optogenetik yontemle tetiklenen tek KYD sonrasi da inflamatuar medyatorlerin
ifadesinde artig goriilmiistiir. Bu bulgular sayesinde inflamatuar aktivasyonun deneysel
faktorlerden ziyade KYD’nin kendi etkisi oldugu kanisi giiclenmistir (27, 191, 202).
KYD ile iligkili inflamatuar cevabin tek KYD dalgasi sonrasi baslayabildigi
gosterilmis olsa da bazi inflamatuar medyatdrlerin seviyelerinde ¢oklu KYD dalgalar
sonrasi daha belirgin artislar goriilmiistiir (202). Ozellikle HMGB 1 molekiiliiniin ¢oklu
KYD sonrasinda néronlardan salinmasinda belirgin artig oldugu goriilmiistiir. Coklu
KYD sonrast noronlardan salinan HMGBI1 molekiiliiniin daha sonrasinda
mikrogliyalarda toll-like receptor (TLR) 2/4 reseptorleriyle etkilesime girerek
mikrogliyal aktivasyonda rol oynadigi goriilmiistiir. Ancak bu mikrogliyal aktivasyon

tek KYD sonrasinda olusmamustir (28).

KYD’nin baslattigi inflamatuar cevabin meninksleri de etkiledigi ve
meninkslerde norojenik inflamasyonun olusmasinda rol oynadigi gosterilmistir. KYD
meninkslerde yerlesik makrofaj ve dendritik hiicrelerin aktivasyonuna ve mast
hiicrelerinin degraniilasyonuna neden olmaktadir (31, 32). Bu sekilde orta meningeal
arterde vazodilatasyon ve plazma protein ekstravazasyonu gibi nodrojenik
inflamasyonun temel belirtileri ortaya ¢ikabilmektedir (19, 20, 30). Beyin
parankiminde baglayan inflamatuar cevapta salinan inflamatuar medyatorlerin
meninkslere direkt diffiizyonu veya HGMBI1 alarmin molekiiliiniin meninkslere gegisi
araciligiyla meninkslerdeki inflamatuar degisikliklere katkida bulunabilecegi one
sirilmigtir (106, 203, 204). Bunu destekler bigimde kortekste HMGBI
saliverilmesinin, Panx1 kanallarmin ac¢ilmasinin  ve NLRP3 inflamazomu
aktivasyonunun engellenmesi, meninkslerdeki inflamatuar cevabi hafifletmektedir

(20, 27, 205).

KYD’nin meninkslerdeki inflamatuar degisikliklere katkida bulunarak TVS
aktivasyonuna yol acabilecegi ve migren agrisinin olusumunda rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir. Aura ve agr arasindaki iliskiye benzer sekilde KYD sonrasi
dakikalar i¢inde meninkslerde trigeminal afferentlerin aktive olabilecegi gosterilmistir
(19). KYD sonrast erken donemde olusan nosiseptor aktivasyonunun trigeminal
noronlarda daha uzun siireli aktivite artisina yol agabilecegi ve trigeminal noronlarin

sensitizasyonunu saglayarak CGRP salinmasina neden olabilecegi gosterilmistir (27,



21

33). KYD sonras1 korteksteki inflamasyonun inhibe edilmesi de KYD sonras1t TVS
aktivasyonunu engelleyerek parankimal inflamatuar degisikliklerin 6nemini

vurgulamistir (20, 27, 205) (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. KYD ile iligkili parankimal ve meningeal inflamatuar cevaplarin ve TVS
aktivasyonundaki roliinlin sematik olarak &zetlenmesi (KYD: Kortikal yayilan
depolarizasyon, Panx1: Pannexin-1, P2X7: Piirinerjik reseptor 2X7, HMGB1: High
mobility group box 1, NLRP3: NOD-like receptor family pyrin domain containing 3,
iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, COX2: Sikloksijenaz 2, IL-1p: Interldkin-1p,
TNF-o: Timoér nekroz faktorii, NF-kB: Niikleer faktor-xB, TLR2/4: Toll benzeri
reseptor 2/4, CGRP: Kalsitonin geni iligkili peptid, TNC: Trigeminal niikleus
caudalis). (29) numarali kaynaktan ¢evrilmistir.

KYD tarafindan tetiklenen TVS aktivasyonunun kemirgenlerde migren benzeri
agr1 davraniglarina neden oldugu gosterilmistir. Optogenetik yontemle tetiklenen
KYD’nin 1 saat iginde periorbital bolgede mekanik allodiniye neden olabildigi ve
tekrarlayan KYD dalgalariyla allodininin 14 giine kadar devam edebildigi
gosterilmistir (23, 24, 34). Allodiniye ek olarak, artmig kafa bakim, agriyla iliskili yiiz
mimikleri ve artmis anksiyete davranisi gibi bas agrisiyla iligkili diger davranislar da

optogenetik KYD sonrasi artig gdstermistir (23, 25).
2.2. ¢cGAS-STING Yolag

2.2.1. cGAS-STING Yolag1 ve Aktiflesme Mekanizmalar:
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cGAS-STING yolagi evrimsel olarak bir¢ok tiirde korunmusg, hem patojen
enfeksiyonuna karsi korunmada hem de dogal inflamatuar siireclerde rol oynayan bir
dogal bagisiklik sistemi yolagidir (40, 41). cGAS-STING yolagi patojen enfeksiyonu
veya hiicre hasari iligkili olarak sitoplazmada bulunan serbest ¢ift zincirli DNA
molekiillerini taniyarak aktive olur ve buna karsilik tip 1 interferon (IFN a ve IFN B)
aracili giiclii bir dogal immiin sistem cevabi gelistirir (40, 42). DNA bu durumda
cGAS-STING yolag: i¢in hem patojen iliskili hem de hasar iliskili molekiiler desen
olarak fonksiyon gostermektedir ve cGAS-STING yolag tiir ve koken fark etmeksizin
cift zincirli DNA’y1 (dual stranded DNA, dsDNA) taniyabilmektedir bu bakimdan
viral DNA, bakteriyel DNA ve hiicrenin kendi niikleer ve mitokondriyal DNA’s1
cGAS-STING yolagm aktiflestirebilmektedir (40, 44, 206). Yolak aktivasyonunu
baslatic1 faktor, cGAS enziminin sitoplazmada bulunan dsDNA’y1 tanimasidir. cGAS
enzimi belirli bir uzunlugun stiindeki dsDNA molekiillerine baglanarak dsDNA
iizerinde merdiven benzeri yapilar olusturan kompleksler kurar ve bu cGAS-DNA
kompleksi katalitik aktivite kazanarak ATP ve GTP’den 2'3’" siklik GMP-AMP
(cGAMP) iiretmesini saglar (207, 208). Bu ikincil mesajc1 molekiil STING’in potent
bir agonistidir (207). 2’3’ cGAMP’in endoplazmik retikulum (ER) membraninda yer
alan STING’e baglanmas1 konformasyonel degisikliklere yol agarak oligomerizasyona
gitmesini saglar ve STING’i aktiflestirir. Aktiflesen STING ER membranindan
ayrilarak ER—Golgi intermediate compartment (ERGIC) araciligiyla Golgi
vezikiillerine girer. STING Golgi vezikiillerinde ‘TANK- binding kinase 1’ (TBK-1)
proteinine kenetlenerek onu fosforile eder ve alt sinyal iletimini baslatir. Fosforile
TBK-1, daha sonrasinda interferon regulatory factor 3 (IRF3) transkripsiyon
faktoriinii fosforile eder ve dimerize olup aktive olmasini saglar. Aktive olmug IRF-3
cekirdege girer ve burada tip-1 interferon, interferonla uyarilmis genler ve baska
inflamatuar medyatdrlerin ekspresyonunu artirir (44, 209, 210). cGAS-STING
yolaginin aktive ettigi immiin cevaplar sadece tip 1 interferonlarla siirh degildir.
Aktive STING, NF-«B sinyal yolagi ve NLRP3 inflamazomu aktivasyonuna da neden
olabilir ve pro-inflamatuar sitokin sentezini baslatabilir (43, 211, 212). STING
aktivasyonunun neden oldugu transkripsiyonel c¢iktilar ve aktive olan yolaklar,
aktivasyonun tiiriine, hiicre tipine ve in vivo baglama gore farkliliklar gostermektedir

(41, 213, 214). Yolagin inaktivasyon mekanizmalar1 aktive STING’i Golgi
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vezikiillerinden geri ER’ye ¢eker ve aktive STING’in lizozomlarda par¢alanmasiyla

yolak inaktivasyonu saglanir (215, 216) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. cGAS-STING yolag1 aktivasyon mekanizmalart ile hiicre i¢inde aktive ettigi
sinyal yolaklarinin ve hiicresel fonksiyonlarin sematik gdsterimi (¢cGAS: cyclic GMP-
AMP synthase, cGAMP: cyclic GMP-AMP, ER: Endoplazmik retikulum, CDN: Siklik
diniikleotid, STING: Stimulator of interferon genes, TBK1: TANK- binding kinase 1,
IRF3: interferon regulatory factor 3, IKK: I kappa B kinaz, NF-kB: Niikleer faktor-
kB, IFNB: Interferon beta, TNF: Tiimor nekroz faktdrii, IL-6: Interlokin 6). (213)
numarali kaynaktan ¢evrilmistir.

2.2.2. ¢cGAS-STING Yolagimin Bagisikhk Sistemi icindeki Rolii

cGAS-STING yolag1 uyardig: tip 1 interferon cevabiyla ozellikle viriislere
karsi korunmada o©nemli rollere sahipti. c¢cGAS-STING aktivasyonu sonrasi
hiicrelerden salinan IFN o ve IFN B cevre hiicrelerde tip 1 interferon reseptorleri
iizerinden Janus kinase 1 (JAK)-signal transducer and activator of transcription
(STAT)  sinyalizasyonuyla  hiicrelerde  interferonla  uyarilmis  genlerin

transkripsiyonunu uyararak anti-viral etkiler gostermektedir (217, 218). Tip 1
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interferon cevabina ek olarak STING’in anti-viral ve anti-mikrobiyal etkilerinde NF-
kB sinyali aracili pro-inflamatuar cevabin 6nemli oldugu gorilmiigtiir (43, 211).
cGAS-STING-IFN aksinin absent in melanoma 2 (AIM2) ve NLRP3 inflamazom
kompleksleriyle olan karsilikli etkilesimlerinin inflamatuar hiicre 6liimii olan piroptoz
gelisiminde rolleri oldugu ve bagisiklik yanitina bu sekilde de katkida bulunabilecegi
gosterilmigtir (219-222).

cGAS-STING yolagmin hiicreler arasinda yaygin inflamatuar cevap
olusturmasinda, yolak aktivasyonunda onemli rol oynayan 2’3’ ¢cGAMP ikincil
mesajct moleliikiin hiicreler arasinda bir “immiinotransmitter” gibi gegis yaparak
cGAS-STING yolag: aktivasyonunun g¢evre hiicrelere yayilmasim saglamasi énemli
bir mekanizmadir (223). cGAS-STING yolag: aktive olan hiicrelerden hiicre disina
saliman veya odlen hiicrelerden etrafa sagilan 2’3’ cGAMP, bir anyon kanali olan
LRCC8 ve bir transmembran folat reseptorii olan SLC19A1 gibi non-spesifik kanallar
araciligtyla cevre hiicrelere gegebilmektedir (224-226). Hiicreler arasi 2’3’ cGAMP
transportuyla cGAS-STING yolag: aktivasyonunun, yolagin immiinolojik etkilerinin
olusmasinda etkili oldugu goriilmiistiir (227). Ancak hiicre dis1 ortamda ectonucleotide
pyrophos-phatase/phosphodiesterase family member 1 (ENPP1) enzimi 2°3’ cGAMP
yikimint saglayarak bu etkiyi siirlandirmaktadir bu bakimdan bu mekanizma daha

cok parakrin etki gostermektedir (227, 228).

cGAS-STING yolag: aracili inflamasyon patojenlere karsi korunmanin yani
sira, hiicrelerin kendi DNA’sina kargi asir1 bir bagisiklik cevabi gelistirerek sistemik
otoimmiin hastaliklarda da rol oynamaktadir. DNA’nin immiinojen olarak davrandig:
en tipik otoimmiin hastaliklardan biri olan sistemik lupus eritematozusda (SLE) bunun
ornekleri goriilmektedir. SLE hastalarindan elde edilmis serumda artmis 2’3’ cGAMP
seviyeleri gozlenmistir bu da cGAS aktivitesinin arttigim1 gostermektedir (45). Buna
ek olarak SLE hastalarindan toplanan serumun STING aktivasyonuna neden olarak tip
1 interferon cevabini arttirdigi gosterilmistir (229). Romatoid artrit hastalarinda da
sinoviyal inflamasyonda, sinoviyositlerde sitozolik dsDNA birikimi ve cGAS-STING
aktivasyonu araciligiyla olusan inflamatuar cevabin 6nemli oldugu ve cGAS ve

STING nakavtryla inflamatuar sitokinlerin azaldig1 gosterilmistir (46).
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cGAS-STING yolag1 aktivasyonunun tiimor immiinolojisinde de rolleri oldugu
ortaya ¢ikarilmistir ve cGAS-STING yolag1 kanser immunoterapisinde translasyonel
bir dneme sahiptir. cGAS-STING yolag1 kanser hiicrelerinde goriilen DNA hasar1 ve
dsDNA’nin sitoplazmaya sizmasi sonucu aktiflesip tip 1 interferon cevabi olusturabilir
ve antitlimoral T hiicrelerinin yetismesine katki saglar (230). ¢cGAS-STING yolaginin
radyasyonla tetiklenmis ve dogal antitiimér T hiicre cevabi igin gerekli oldugu da
gosterilmistir (47). STING agonisti olan DMXAA ve 2’3’ cGAMP gibi siklik
diniikleotitler anti-kanser as1 ¢alismalarinda deneysel olarak etkili goriilmiistiir (48,
231). cGAS-STING yolaginin kisa siireli aktiflesmesi kanser tedavisi agisindan yararl
goziikiirken, kronik ve asir1 aktiflesmesinin tiimorijenik duruma katki sagladigi
goriilmiistiir. STING’in kronik aktiflesmesi programlanmis 6liim ligandi (PDL-1) ve
indolamin 2,3-dioksijenaz 1 (IDO1) gibi bagisiklik sistemi inhibitorii molekiillerin
seviyesini artirabilir ve T hiicrelerinde pro-apoptotik etki gostererek tiimore olusan
bagisiklik cevabini sekteye ugratabilir (232, 233). Timore yonelik bagisiklik
cevaplarini etkilemesinin yaninda ¢cGAS-STING yolag: aktiflesmesinin tiimdrlerde
epitelyal mezenkimal doniisiimii destekledigi ve metastaz yapmalari kolaylastirdigi
da gosterilmistir (234). Buna ragmen, intratiimoral STING agonistleri verilmesiyle
timor damarlarinin degisiklige gittigi ve normallesmeye basladigi, damarlardaki
perisit kapsamasinin arttig1, daha saglam bir bazal membran olusarak efektor CD8+ T
hiicrelerinin tiimore infiltrasyonunun arttig1 ve tiimor mikro-gevresindeki hipoksinin

de azaldig1 gosterilmistir (235).

cGAS-STING yolaginin bagisiklik cevaplarindaki rolleri sadece inflamatuar
medyatorlerin transkripsiyonunu diizenlemesiyle smirlt degildir. cGAS-STING
yolaginin otofajiyle yakin iligkili oldugu ve yolak aktivasyonunun hizli bir sekilde
otofajiyi aktive edebilecegi gosterilmistir (236-238). Otofaji bilesenleri de hiicrede
STING trafigini ve lizozomal yikimini diizenleyerek cGAS-STING yolag aktivitesini
etkileyebilmektedir (239, 240). Bunun disinda hiicrelerde yiiksek cGAS-STING
yolag1 aktivasyonunun hiicre senesansina neden olabildigi ve apoptoz ve nekroptoz

gibi hiicre 6liimii mekanizmalarimi tetikleyebilecegi gosterilmistir (233, 241, 242).

2.2.3. ¢cGAS-STING Yolaginin Norolojik Hastaliklardaki Rolii
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cGAS-STING yolaginin ¢esitli norolojik hastaliklarda noroinflamasyona
katkida bulunarak &nemli roller oynadigi gosterilmistir. Ozellikle nérolojik
enfeksiyonlar, noroinflamatuar hastaliklar, iskemi, travma ve ndrodejeneratif

hastaliklarda cGAS-STING yolagimin rolii gosterilmistir (41, 49).

DNA viriisii olan Herpes Simpleks Viriis-1 (HSV-1)’in yol actig1 ensefalitte
beyinde mikrogliya hiicrelerinin cGAS-STING yolag: iizerinden tip 1 interferon
cevabi yliriittigli gosterilmistir. cGAS ve STING delesyonu yapilmis farelerde HSV-1
ensefaliti sonucu norolojik semptomlarin kotiilestigi, viral yiikiin arttig1 ve sag kalimin
azaldigr gosterilmistir (243). Aym1 caligmada HSV-1 enfeksiyonu sirasinda tip 1
interferonlarin temel iireticisinin mikrogliyalar oldugu gésterilmis ve fizyolojik cGAS
ve STING ifadesinin mikroglialarda néron ve astrositlere oranla daha zengin oldugu
saptanmigtir. STING bagiml olarak mikrogliyalarda iiretilmis tip 1 interferonlarin
beyindeki anti-viral cevab1 yonettigi ve néronlarda HSV-1 replikasyonunu engelledigi

ve astrositlerde de tip 1 interferon cevabi baslattig1 gosterilmistir (243).

Genetik nedenli noroinflamatuar bir hastalik olan Aicardi-Goutieres sendromu
agir inflamasyon, beyaz madde kaybi ve mental geriliklerle karakterize genetik
ensefalopati sebebidir. Bu sendrom self-DNA’nin sitoplazmada birikmesini engelleyen
ekzoniikleaz three prime repair exonuclease 1 (TREX-1) genindeki mutasyondan
kaynaklanmaktadir (244). Bu sendromdaki asir1 inflamasyonun ¢GAS aracili oldugu
ve TREX-1 delesyonu yapilmis farelerde ek olarak cGAS delesyonu da yapildiginda
interferon cevabmin ve inflamatuar sitokinlerin azaldigi gosterilmistir (245).
Inflamasyonun direkt olarak cGAS aracili oldugunun gosterilmesi iizerine cGAS’in
kiictik molekdil inhibitorii olan RU.521°1 gelistirilmistir (51). TREX-1 delesyonu olan
farelerden elde edilen makrofajlarda yapilan ¢alismalarda RU.521in tip 1 interferon
seviyelerini azalttig1 gosterilmistir. RU.521’in cGAS’e spesifik oldugu ve retinoik asit
ile indiiklenebilir gen I (RIG-1) ve TLR gibi diger dogal immiin sistem yolaklarinm
etkilemedigi de gosterilmistir (51). En yaygin goriilen ve engellilige sebep olan
norolojik hastaliklardan biri olan multipl skleroz (MS), demyelinizasyonla ve ciddi
norolojik defisitlerle seyreden bir norolojik hastaliktir. Klinikte MS’in profilaktik
tedavisinde interferon betanin uzun zamandir kullaniliyor olmasi, MS

patofizyolojisinde tip 1 interferonlarin yerini gostermektedir ve cGAS-STING aracili
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mekanizmalara isaret etmektedir (246). MS’in preklinik modeli olan Deneysel
Otoimmiin Ensefalomyelit (DOE) modelinde STING’in upregiile oldugu gorilmistiir
(247). DOE yapilmis hayvanlara anti-viral etkili niikleozit analogu Gansiklovir
verildiginde bu STING upregiilasyonunun engellendigi, mikrogliyal proliferasyonun
inhibe edildigi, inflamatuar genlerin baskilandigi ve DOE hastalik progresyonunun
hafifledigi saptanmistir. Ayn1 zamanda Gansiklovirin mikrogliyalarda STING aracili
olarak tip 1 interferon cevabini arttirdigi ve noroinflamasyonu hafiflettigi de
gosterilmistir (50). Bu celigkili sonuglar STING aktiflesmesinin ¢ok yonlii etkileri
oldugunu ve bazi durumlarda terapotik etkisi olabilecekken bu yolagin asin
aktiflesmesinin agir inflamatuar durumlara da yol agabilecegini gdstermektedir (50,

51,245).

cGAS-STING yolag asin1 aktiflesmesinin abartili néroinflamasyona ve doku
hasarina yol agmasi 6zellikle iskemik ve travmatik beyin hasarina yol agan durumlarda
gbzlenmistir. Iskemik inme, subaraknoid kanama ve travmatik beyin hasari
modellerinde, birincil doku hasarindan sonra 24-72 saat igerisinde cGAS-STING
yolaginda belirgin aktivasyon goriildiigii bildirilmistir (54, 55, 248). Birincil doku
hasar1 sirasinda olen hiicrelerden salinan dsDNA’nin mikrogliyalar tarafindan
temizlenmesi sirasinda mikrogliyalarda cGAS-STING yolagi aktivasyonuna yol
acmasi sayesinde bunun gergeklestigi goriilmistiir (248, 249). Bununla uyumlu olarak
mikrogliyalarda iskemik hasar sonrasi inflamatuar aktivasyon ve M1 polarizasyona
gecis goriilmiistiir ve STING inhibisyonuyla bu engellenerek mikrogliyalarda M2
polarizasyonu desteklenmistir (248, 249). cGAS veya STING’in farmakolojik
inhibisyonu ve genetik nakavtinin lezyon biiyiikliiglinii azaltti1, noéronal apoptozu
hafiflettigi ve fonksiyonel norolojik ¢iktilarda iyilesme sagladigi goriilmiistiir (54, 56,
57, 222, 249). Bu bulgular iskemik ve travmatik beyin hasar1 sonrasi beyinde asiri
cGAS-STING yolag1 aktivasyonunun ikincil doku hasarina katkida bulundugunu

gostermistir.

cGAS-STING yolaginin ndrodejeneratif hastaliklarda mitokondriyal
mekanizmalar ve mitokondriyal DNA (mtDNA) {izerinden 6nemli roller oynadigi
gosterilmistir (53). Ailevi Parkinson hastaligi sebeplerinden olan ve bozulmus

mitofajiye neden olan PARKIN ve PINKI mutasyonlarina sahip farelerin néronlarinda
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mtDNA’nin sitozolde biriktigi ve STING aracili olarak inflamatuar sitokinlerde artig
gozlendigi bildirilmistir. STING delesyonunun P4RKIN mutasyonuna sahip yash
farelerde noéron kaybini ve motor defisitleri azaltabildigi goriilmiistiir (250).
Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) preklinik modellerinde de motor ndronlarda artmas
STING ifadesi ve pro-inflamatuar sitokin sentezi gozlenmistir. Motor noronlarda
STING delesyonunun néroinflamasyonu azalttig1, hastalik ilerlemesini yavaslattigi ve
erken Olim igin koruyucu etki gosterdigi gorilmiistir (251). Mitokondriyal
disfonksiyonun patofizyolojide Onemli bir rol oynadigi Alzheimer hastaliginin
transgenik fare modellerinde de beyinde cGAS ve STING ifadesinde artig goriilm{istiir
(252). Ilging bir sekilde bu farelerde STING agonisti 2’3’ cGAMP’in deri altina
yerlestirilen ozmotik bir pompa yardimiyla kronik olarak uygulanmasinin Alzheimer
patolojisini azalttig1 ve davranmissal ciktilarda diizelme sagladigi gosterilmistir (52).
Norolojik hastaliklarda cGAS-STING yolagi aktivasyonunu hangi durumlarda
koruyucu veya zararl etki gosterdigi heniiz tam olarak aydmlatilmamistir ve

caligmalar devam etmektedir (53).
2.2.4. cGAS-STING Yolaginin Nosisepsiyon Uzerine Etkileri

cGAS-STING yolagmmin nosisepsiyonu diizenleyebildigi c¢esitli agr
modellerinde gosterilmistir. Yolak aktivasyonunun baglama bagli olarak pro-nosiseptif

veya anti-nosiseptif etkileri oldugu goriilmistiir (62).

STING agonisti uygulamasinin farelerde agr1 hassasiyetini hizli bir sekilde
azalttig1 goriilmiistiir. Bu etkinin 4 saat icinde maksimuma ulastig1 ve 48 saate kadar
siirebildigi gosterilmistir. Dorsal kok gangliyonu duyu néronlarinda kosullu STING ve
tip 1 interferon reseptorii nakavtinin ise ters etki gostererek mekanik ve soguk uyartya
karsi agr hassasiyetini artirdigr goriilmiistiir (58). Goriilen bu etkinin duyu
noronlarindan salinan interferonlarin otokrin ve parakrin etkilerle tip 1 interferon
reseptorii sinyali iizerinden noronlarda sodyum ve kalsiyum kanal aktivitesinde
azalmaya yol acarak noronal uyarilabilirli§i azaltmasina bagli olarak olustugu
gosterilmistir (58, 253). Kanser ile iligkili kemik agris1 ve kemoterapi ile indiiklenmis
noropatik agri modellerinde STING agonisti uygulamasinin hizli ve gii¢lii bir analjezi
saglayabildigi saptanmistir (58, 59, 253). STING agonistlerinin analjezik etkisinin

neredeyse morfin kadar giiclii oldugu ve tekrarlayan uygulamalarla tolerans
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gelismedigi gézlenmistir (58). Elde edilen bu bulgularla cGAS-STING yolag: aracili
immiinomodiilasyonun agri bozukluklarinin tedavisinde biiyiik potansiyeli oldugu

vurgulanmuistir.

cGAS-STING yolaginin baz1 durumlarda pro-nosiseptif etkileri olabilecegi de
bulunmustur. Periferik sinir hasar1 ve spinal kord hasari ile olusturulan néropatik agri
modellerinde ¢cGAS-STING yolaginin spinal kordda néronlarda ve mikrogliyalarda
aktive oldugu gosterilmistir (61, 254). Mikrogliyalardaki cGAS-STING yolag:
aktivasyonunun uzun siire devam ettigi ve mikrogliyalarda M1 polarizasyona gegise
ve pro-inflamatuar sitokin saliverilmesine neden olarak hiperaljeziye katkida
bulundugu saptanmistir (60). Hasar sonrasi erken dénemde cGAS veya STING
antagonistlerinin uygulanmasinin pro-inflamatuar degisiklikleri azaltarak hiperaljeziyi
hafiflettigi gosterilmistir (60, 61). Benzer sekilde kanser ile iliskili kemik agrisi
modelinde hem spinal kordda hem de kortekste uzamis cGAS-STING yolag
aktivasyonunun mikrogliyalarda M1 polarizasyona gec¢ise neden oldugu ve STING
antagonisti uygulamasiyla bunun geri dondiiriilerek hiperaljezinin ve agri ile iliskili

anksiyete davraniginin azaltilabildigi saptanmugtir (255).

cGAS-STING yolaginin nosisepsiyon lizerinde gosterdigi etkilerin, yolagin
aktivasyon derecesi, akut veya kronik seyri ve etkilenen hiicre tiplerine bagli olarak
farklilik gosterebilecegi goriilmiistiir. Yolak aktivasyonunun akut donemde tip 1
interferon sinyaliyle duyu noronlarini etkileyerek noronal uyarilabilirligi
azaltabilecegi ve anti-nosiseptif etkiler gosterebilecegi gosterilmistir (58, 253). Ancak
cGAS-STING yolagimin daha uzun vadeli aktivasyonunun mikrogliya aktivasyonuna
neden olarak pro-inflamatuar etkiler gosterdigi ve duyu ndronlarinin sensitizasyonuna
neden olarak hiperlajezi gelisimine katkida bulundugu da saptanmistir (60, 61, 255).
Bu bilgiler 1s181nda, cGAS-STING yolagimin nosisepsiyon iizerinde doz, zamanlama
ve hiicre tipi spesifik etkilerinin daha detayli aydinlatilmas1 gerektigi diistiniilm{istiir

(62) (Sekil 2.7.).
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cGAS-STING yolaginin agr1 islemedeki iki yonlii rolleri

o Fiziksel durum Hiicresel Molekiiler
« Noropatik agrt me?(amz.malar mekanizmalar
OLEmerg i N(I)lsi;:(e,lr)ltlf N IFN-I Noronal duyarhilik ¥ == Anti-nosisepsiyon
o inflamatuar agr1
Nosiseptif IFN-I
cGAS-STING néron *\ﬂ NF-xB Néronal duyarlilik 4 o
olag LN NLRP3 Néroinfl 7\ Pro-nosisepsiyon
¥ Mikrogliya '~ oroinflamasyon
: elF2a
T Yukar: diizenleme
} Asag diizenleme Astrosit
: o Daha fazla
L] arastirilmalt
Thicresi @

Sekil 2.7. cGAS-STING yolaginin nosisepsiyon iizerindeki iki yonli etkilerinin
sematik anlattimi1 (IFN-I: Tip 1 interferon, NF-kB: Niikleer faktor-«B, NLRP3: NOD-
like receptor family pyrin domain containing 3, elF2a: Eukaryotic initiation factor 2a).
(62) numaral1 kaynaktan ¢evrilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1 Hayvanlar

Bu calismada 25-35 gr agirliginda 8-12 haftalik disi ve erkek 78 adet C57BL6/J
(Thy1-ChR2-YFP*") ve 64 adet C57BL6/J (yabanil tip) fare kullanilmistir. Hayvanlar
standart barima kosullarinda, ayni cinsiyetten hayvanlar ayni kafeste olacak sekilde,
12 saat aydinlik karanlik dongiisiinde, 22+2 °C sicaklikta, %50-60 nem oraninda,
yiyecek ve suya serbest erisecek sekilde barindirilmistir. Tiim ¢aligmalar Hacettepe
Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisi Beyin Arastirmalar
Laboratuvarinda  gerceklestirilmistir. Deneyler Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (2021/67 ve 2023/47).
Hayvanlar deney gruplarina rastgele atanmistir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Deney ve kontrol gruplarinda kullanilan hayvan sayilari.

Deney ve kontrol gruplari Hayvan sayisi

C57BL6/J (Thy1-ChR2-YFP*") fareler

Optogenetik altt KYD tetiklenen gruplar (IF 5. ve 24. 16
saat zaman noktalar1 i¢in 2x6, WES i¢in 4)

Optogenetik tek KYD tetiklenen gruplar (IF 5. ve 24. 16
saat zaman noktalari i¢in 2x6, WES igin 4)

Yalanci cerrahi uygulanan gruplar (IF 5. ve 24. saat 16
zaman noktalari i¢in 2x6, WES i¢in 4)

STING inhibitdrii C-176 veya ¢oziiciisii verilen ve alti 18
KYD tetiklenen gruplar (IF i¢in 2x6, WES icin 2x3)

STING agonisti 2’3’ cGAMP veya ¢oziiciisii verilen 12
ve altt KYD tetiklenmesi sonrasi von Frey testi

yapilan gruplar (2x6)

C57BL6/J yabanil tip fareler

STING agonisti 2’3’ cGAMP veya ¢oziiciisii verilen 12
gruplar (IF icin 2x3, WES i¢in 2x3)

STING inhibitorii C-176 veya ¢oziiciisii verilen ve 12
KYD esigi belirlenen gruplar (2x6)

STING agonisti 2°3° cGAMP veya ¢oziiciisii verilen 12
ve KYD esigi belirlenen gruplar (2x6)

STING inhibitorii C-176 veya ¢oziiciisii verilen ve 14
von Frey testi yapilan gruplar (2x7)

STING agonisti 2’3’ cGAMP veya ¢oziiciisii verilen 14

ve von Frey testi yapilan gruplar (2x7)
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Tablo 3.1. (Devam)
Toplam 142

(IF: Immiinofloresan isaretleme, WES: Kapiller temelli Western blot analizi)

3.2 Optogenetik Uyarnmin Yapildigi Thyl-ChR2-YFP Transgenik

Farelerin Genotiplenmesi

Deneylerde kullanilan transkraniyal optogenetik uyarima izin veren C57BL/6J
Thy1 ChR2-YFP genotipindeki fareler homozigot yavrularin iiretimindeki sorunlardan
dolay1 heterozigot kolonide iiretilmistir. Dogan yavrularin channelrhodopsin transgeni
icin pozitif veya negatif oldugunun belirlenmesi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu

(PZR) yapilmis ve deneylerde pozitif ¢ikan hayvanlar kullanilmistir.

Farelerin kulaklar1 %70 etanol ile temizlendikten sonra kulaklarinin ug
kismindan cerrahi makas ile 2 mm parca kesilip 25 mM sodyum hidroksit (NaOH)/0,2
mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA) i¢cinde 98 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra
40 mM Tris HCI (pH 5,5) eklenmis ve santrifiij sonras1 siipernatantta farelere ait
genomik DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonu nanodrop cihazi
ile Olciilmiistiir. Genotiplemede 2,5 ng DNA miktar1 kullanilmis ve Tablo 3.2.’de
verilen kosullarda PZR gerceklestirildikten sonra %1,5’1ik agaroz jel elektroforezinde

transgen bant varligina gére homozigot ve heterozigot ayrimi yapilmistir (Sekil 3.1.).

Tablo 3.2.: PZR kosullari

Sicakhk Siire
94 °C 3 dakika
94 °C 30 saniye
60 °C 1 dakika 35 dongii
72 °C 1 dakika
72 °C 5 dakika
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Ladder 1-1 1.2 1-3 2-S1 282 2-53 2-54 2-S5 2-K1 2-K2 2-K3 2-K4 2-K5 NK

Ladder 3-s1 3-S2 3-S3 3-S4 3-S5 3-K1 3-K2 3-K3 3-K4 3-K5 3-BOS

Sekil 3.1. %1,5’1ik agaroz jel elektroforezinde heterozigot kolonide iiretilen Thyl-
ChR2-YFP transgenik hayvanlarin genotiplendirme sonuglarindan drnek goriintii. 650
bp’de bant gosteren fareler transgen i¢in pozitif, bant gostermeyen fareler negatif
olarak degerlendirilmistir.

3.3 Anestezi ve Yasamsal Bulgularin Takibi

Cerrahi uygulamalardan 6nce anestezi indiiksiyonu %4 izofluran ile saglanmis
ve cerrahi boyunca %1,5-2 izofluran ile idame ettirilmistir. Cerrahi boyunca
hayvanlara 2 litre/dakika %100 oksijen destegi saglanmis ve hayvanlar spontan
solunuma devam edecek sekilde takip edilmistir. Cerrahi Oncesi yeterli anestezi
derinliginin saglanip saglanmadigi parmak sikistirma yontemiyle test edilmis ve
cerrahi boyunca diizenli araliklarla anestezi derinligi kontrol edilmistir. Hayvanlar
cerrahi islemler sirasinda kafalarinin sabitlenmesi i¢in stereotaksik ¢erceveye (Digital
Lab Standart Stereotaxic Frame, Stoelting, ABD), dis kulak yollarindan ve
burunlarindan sabitlenecek sekilde yerlestirilmigtir. Cerrahi siiresince hayvanlarin
viicut sicakliklari rektal prob ve ona bagli homeotermik battaniye yardimiyla 37+0,5
°C araliginda tutulmustur. Nabiz hizi ve kan oksijen satiirasyonu sag arka ayaga bagh
pulse oksimetre yardimiyla takip edilmis ve cerrahi boyunca homeostatik degerlerde
kalmasi saglanmigtir. Cerrahi sonrasinda hayvanlar uyanip normal aktivitelerine
donenen kadar 1sitic1 battaniye tizerinde bekletilmis ve sonrasinda sakrifiye edilene

kadar normal barindirildiklar1 yere gotiiriilmiistiir.

3.4 Optogenetik Yontemle KYD Tetiklenmesi



34

Optogenetik yolla KYD tetiklenmesi literatiirde daha Once tanimlandigi
sekilde yapilmistir (38, 39, 191). Deneylerde Thyl-ChR2-YFP*" genotipine sahip
fareler kullanilmigtir. Bu fareler serebral korteks piramidal néronlarinda isikla
uyarilabilen iyon kanali channelrhodopsin ifade etmektedir ve bu sayede optogenetik
uyarimla non-invazif KYD tetiklenmesine olanak saglamaktadir. Deneyler izofluran
anestezisi altinda gerceklestirilmistir. Hayvanlar anestezi induksiyonu sonrasi
kafalarinin sabitlenmesi i¢in stereotaksik cerceveye (Digital Lab Standart Stereotaxic
Frame, Stoelting, ABD) dis kulak yollarindan ve burunlarindan sabitlenecek sekilde
yerlestirilmistir. Hayvanlarin kafa derisi %10 Povidon Iyot ¢dzeltisi ve %70 alkolle
dezenfekte edildikten sonra kafa derisinde orta hatta cilt kesisi yapilarak kafatasi
kemikleri ortaya ¢ikarilmisti. KYD dalgasinin  saptanmasi i¢in yapilan
elektrofizyolojik kaydin yapilacag: pariyetal kemik bolgesi yiiksek hizli drill (World
Precision Instruments, USA) yardimiyla hafifce tiraglanarak inceltilmistir. Drill ile
inceltme sirasinda kemikte 1sinma ve termal hasar meydana gelmemesi i¢in pariyetal
kemik diizenli araliklarla serum fizyolojik ile yikanarak sogutulmustur.
Elektrofizyolojik kayit i¢in glimiis/glimiis kloriir (Ag-AgCl) pellet elektrot pariyetal
kemikte inceltilen bolgeye yerlestirilmis ve direkt akim potansiyel degisimleri
kaydedilmistir. Topraklama i¢in bir adet Ag-AgCl disk elektrot ense kaslarinin arasina
yerlestirilmigtir. Elektrotlar Powerlab veri kazanim sistemine baglanmistir.
Optogenetik uyarim i¢in fiberoptik kablo (Thorlabs Inc, ABD) frontal kemik iizerine
yerlestirilmistir. KYD tetiklenmesi i¢in 470 nm dalga boyunda 4 mW giiciinde mavi
lazer 15181 10 saniye siireyle frontal kemik iizerinden uygulanarak transkraniyal
optogenetik uyarim yapilmigtir. Uyarim sonrast KYD dalgasi olugmasi
elektrofizyolojik kayitta en az 5 mV biyiikliigiinde direkt akim potansiyel
degisikliginin goriilmesiyle dogrulanmistir. Farkli gruplarda optogenetik uyarim ile
tek veya ali KYD dalgasi tetiklenmistir. Coklu KYD dalgalarn tetiklenirken
optogenetik uyarimlar 10 dakika araliklarla verilerek elektrofizyolojik kaydin KYD
dalgas1 sonrasi bazale donmesi icin beklenmistir. KYD tetiklemesi sonlandiktan ve
elektrofizyolojik kayit bazale dondiikten sonra hayvanlarin kafa derisi basit ayrik dikis
yontemiyle dikilmis ve deney sonrasi uyanip normal aktivite diizeylerine donmeleri

icin 1s1tict battaniye lizerinde duran kafeslerine konulmustur.
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Kontrol olarak optogenetik uyarimin yalanci cerrahisi uygulanmigtir. Bunun
icin Thy1-ChR2-YFP"" genotipine sahip farelere ayn1 cerrahi basamaklar uygulanmis
ancak optogenetik uyarim i¢in mavi lazer 15181 uygulamasi yapilmamistir. Hayvanlarda
KYD dalgasi olusmadig1 elektrofizyolojik kayitla dogrulanmistir. Deneyler KYD
tetiklenen gruplarla esit siire sonrasinda sonlandirilmistir. Optogenetik KYD

tetiklenmesi ve elektrofizyoloji deneyleri Sekil 3.2.”de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Optogenetik yolla KYD tetiklenmesi ve elektrofizyolojik kayitta KYD
olusumunun dogrulanmasi. A) Optogenetik KYD tetiklenmesi i¢in Thyl-ChR2-YFP
fareler kulaklarindan sabitlenecek sekilde stereotaksik ¢ergeveye yerlestirilmistlerdir
(sol resim). Pariyetal kemikte inceltilen yere Olgiim elektrodu (kirmizi ok)
yerlestirilerek elektrofizyolojik kayit yapilmis, frontal kemik iizerine fiberoptik kablo
(beyaz ok) yerlestirilerek optogenetik uyarim yapilmistir (orta resim). Kayit ve uyari
diizeneginin mikroskop ile yakinlastirilmis goriintiisii (sag resim). B) Yalanc1 cerrahi
uygulamasi, tek KYD ve alt KYD dalgas1 tetiklenmesi isglemleri sirasinda
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elektrofizyolojik kayit traseleri. Yalanci cerrahi uygulamasinda optogenetik uyart
verilmedigi i¢cin KYD dalgas1 olugsmamuistir. Optogenetik uyarim sonrasit KYD dalgasi
olusumu elektrofizyolojik kayitta en az 5 mV direkt akim potansiyel degisimi gosteren
dalgalarla dogrulanmigtir. Traselerde X ekseni siireyi (5 dk), Y ekseni potansiyel
biiytikliigiini (5 mV) gostermektedir.

3.5 Hayvanlardan Beyin Dokusunun Elde Edilmesi

Hayvanlarda KYD tetiklenmesinden sonra yapilacak in vitro degerlendirmeler
icin tiim beyin dokusu ¢ikarilmistir. Immiinofloresan isaretlemeler igin hayvanlarm
beyin dokusu KYD tetiklenmesinden 5 saat ve 24 saat sonra ¢ikarilmigtir. Bunun igin
hayvanlar {iiretan/ksilazin (sirasiyla 1,5 g/kg ve 10 mg/kg, i.p.) anestezisi ile
uyutulduktan sonra transkardiyak perfiizyon yapilmistir. Transkardiyak perfiizyon
uygulamasinda hayvanin gdgiis kafesi diseke edilerek kalp aciga cikarilmis, sag
atriuma cerrahi makas ile kesi atilmistir. Perfiizyon pompasmin ignesi kalbin
apeksinden sol ventrikiile yerlestirilmis ve Once soguk serum fizyolojik ile ve
sonrasinda %4 paraformaldehit (PFA) ile tiim viicut perfiize edilmistir. Perflizyon
islemi sonras1 hayvanlarin kafatas1 diseke edilerek tiim beyin ¢ikartilmistir. Cikartilan
beyinler post-fiksasyon i¢in %4 PFA (agirlik/hacim, PBS iginde) iginde +4 °C
sicaklikta 24 saat, kriyoproteksiyon i¢in %30 siikroz (agirlik/hacim, PBS ig¢inde)
sollisyonu iginde +4°C’de 48 saat bekletilmistir. Siikroz soliisyonundan ¢ikarilan

beyinler kesit alinmasina kadar — 80 °C’de saklanmigtir.

Kapiller temelli Western blot analizi yontemiyle beyin dokusunda protein
seviyesi tayini i¢in hayvanlarin beyinleri KYD tetiklenmesinden 5 saat sonra
alimmigtir. Bunun i¢in hayvanlar {iretan/ksilazin (sirasiyla 1,5 g/kg ve 10 mg/kg, i.p.)
anestezisi ile uyutulduktan sonra servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmistir.
Hayvanlarin kafatasi hizla diseke edilmis ve tiim beyin ¢ikarilmigtir. Soguk PBS i¢inde
yikanan beyin dokusu buz iistiinde soguk metal plakaya alinmis ve burada beyin hizla
diseke edilerek ipsilateral hemisfer ve kontralateral hemisferin pariyetal korteks
bolgeleri ayrilmistir. Eppendorf tiipler i¢ine alinan korteks dokulart sivi azot ile

dondurulmus ve sonraki analizlere kadar — 80 °C’de saklanmustir.

3.6 Iimmiinofloresan isaretleme
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KYD tetiklenmesi sonrast beyinde cGAS-STING yolag1 proteinlerinin
hiicrelere 6zgiil ifadesini gostermek igin immiinofloresan isaretleme yontemi
kullanilmigtir. Bunun i¢in hayvanlardan elde edilen ve fiksasyon ve kriyoproteksiyon
adimlarindan ge¢mis beyinler optimal cutting temperature (Tissue-Tek, Sakura)
bilesenine géomiilmiis, dondurulmug ve beyinlerden kriyomikrotom (Leica-CM1100)
yardimiyla pariyetal korteks bolgesini igeren 20 mikrometrelik beyin kesitleri pozitif
sarjli lam tizerine alinmistir. Beyin kesitleri immiinofloresan isaretleme islemine kadar

-20 °C sicaklikta saklanmaistir.

Immiinofloresan isaretlemeler icin tiimii tavsanlarda iiretilmis olmak {izere fare
STING proteinine kargi monoklonal anti-STING (Cell Signaling Technology, 13647),
poliklonal anti-cGAS (MyBioSource, MBS9143559), monoklonal anti-phospho-
Interferon Regulatory Factor 3 (p-IRF3) (Cell Signaling Technology, 29047) ve
poliklonal anti-IFN-f primer antikorlar1 (Novus Bio, NBP1-77288) kullanilmistir.
cGAS-STING yolag1 proteinlerinin farkli tip hiicrelerdeki ifadesini incelemek igin
ndron belirteci olan NeuN proteinine karsi anti-NeuN fare monoklonal primer antikoru
(Merck Millipore, MAB377), mikrogliya belirteci olan Ibal proteinine karsi kecilerde
iretilmis poliklonal anti-Ibal primer antikoru (Novus Bio, NB100-1028) ve astrosit
belirteci olan S100-f proteinine karsi farelerde iiretilmis monoklonal anti-S1003
antikoru (Atlas Antibodies, AMAb91038) kullanilarak ikili isaretlemeler yapilmistir.
Ek olarak NLRP3 inflamazomu ve NF-kB p65 ifadesini incelemek i¢in tavsanlarda
iiretilmis poliklonal anti-NLRP3 antikoru (Thermo Fisher Scientific, PA5115660),
tavsanlarda {iretilmis monoklonal anti-p65 antikoru (Cell Signaling Technology,
82428) ve STING proteinin Golgi aparatindaki yerlesimini incelemek icin Golgi
belirteci olan golgi autoantigen, golgin subfamily a, 2 (GOLGA?2) proteinine karsi
tavsanlarda tretilmis poliklonal anti-GOLGA2 antikoru (Proteintech, 11308-1-AP)
kullanilmistir. Gorlintiilemek i¢in Cyanine 3 (Cy3) kenetli keg¢i anti tavsan, Cy5 kenetli
keci anti tavsan, Cy5 kenetli esek anti fare, Cy3 kenetli kegi anti fare ve Cy3 kenetli

esek anti keci sekonder antikorlar1 kullanilmastir.

Immiinofloresan isaretlemelerin optimizasyonu sonucunda tiim isaretlemeler
sitrat tamponu (pH=6) ile antijen geri kazanimi uygulanarak yapilmistir. Antijen geri
kazanimi uygulanarak yapilan immiinofloresan isaretlemelerde -20°C’den ¢ikarilan

beyin kesitlerinin yavasca oda sicakligina gelmesi i¢in yaklasik 20 dakika beklenmis,
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oncesinde 85 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dakika bekletilerek 1sitilmis sodyum
sitrat tamponu i¢ine kesitler daldirilmig ve su banyosu i¢inde 15 dakika bekletilmistir.
Bu siirenin sonunda kesitleri i¢geren tamponlar su banyosundan ¢ikarilmig ve 30 dakika
oda sicakligina gelmesi beklenmistir. Sonrasinda kesitler 6 kere 5’er dakika Tris
buffered saline (TBS) ile yikanmistir. Daha sonra kullanilan sekonder antikora gore
%10 normal kegi veya esek serumu ve %1 bovine serum albumin (BSA) iceren blokaj
sollisyonu iginde 1 saat oda sicakliginda blokaj yapilmistir. Ardindan primer antikorlar
TBS icinde %1 BSA igeren soliisyonda 1:200 (Anti-STING ve anti-cGAS antikorlar1)
veya 1:300 (Anti-p-IRF3 ve anti-IFN-B antikorlar1) oraninda seyreltilerek kesitlere
eklenmis ve gece boyu +4°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin kesitler, TBS ile
3 kere 5’er dakika yikanmigtir. Daha sonra kesitlere 1:200 konsantrasyonunda
sekonder antikor (Cy3 kenetli kegi anti tavsan veya Cy5 kenetli keci anti tavsan)
eklenmistir. 60 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra kesitler tekrar 3 kere 5’er
dakika TBS ile yikanmustir. ikinci isaretleme icin eger farkli kokenden gelen sekonder
antikor kullanilmigsa kesitler %10 normal serum ile 1 saat inkiibe edilerek yeniden
blokaj yapilmustir. ikili isaretleme igin ikinci primer antikor olarak anti-NeuN fare
monoklonal primer antikoru, anti-Ibal kegi poliklonal primer antikoru ve fare anti-
S100p antikoru sirastyla 1:300, 1:250 ve 1:300 oranlarinda seyreltilerek konulmustur
ve geceboyu +4°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin kesitler, TBS ile 3 kere
5’er dakika yikanmistir. Daha sonra kesitlere 1:200 konsantrasyonunda ikinci
sekonder antikor (Cy5 kenetli esek anti fare veya Cy3 kenetli esek anti kegi)
eklenmistir. 60 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra kesitler tekrar 3 kere 5’er
dakika TBS ile yikanip ¢ekirdek boyasi Hoechst 33258 iceren kapatma medyumu ile
kapatilmistir.

3.7 Goriintii Elde Edilmesi ve Goriintii Analizi

Immiinofloresan isaretleme yapilan beyin kesitleri Leica TCS SP8 konfokal
lazer taramal1 mikroskop (Leica, Almanya) ile goriintiilenmistir. Kesitler diyot (405,
638 nm) ve OPSL (488, 552 nm) lazerler ile uyarilmis ve olusan floresan 1simalar
uygun floresan filtrelerden gegirilerek yiiksek ¢oziiniirliiklii PMT (Zeiss, Almanya) ve
HyD (Leica, Almanya) detektorlerle yakalanmistir. Goriintiileme i¢in 40x biiylitmeli

1,3 numerik aperture sahip yag immersiyon objektifi (Leica, Almanya) kullanilmistir.
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Gortintiilerin dijital olarak saklanmasi ve goriintiileme parametrelerinin ayarlanmasi
icin Leica Application Suite X (siirim 1.4.8.3) yazilimi kullanilmigtir. Beyin
kesitlerinde KYD tetiklenen ipsilateral hemisferde pariyetal korteks bolgesinden 40x
optik biiyiitme ve 0,8 yakinlastirma faktdriiyle 330x330 pm boyutunda birbiriyle
kesismeyen tiger goriintii alinmistir. Gorlintiiler Z-aksinda farkli odak diizlemlerini de
igermesi i¢in 0,5 pm kalinhiginda adimlarla Z-stack modunda alinmistir. Farkli
gruplarm goriintiilenmesinde goriintiileme parametreleri sabit tutulmugstur. Goriintii
analizlerinde Z-stack i¢inde odagin ve isaretlenmenin en iyi oldugu orta diizlem

goriintiiler kullanilmastir.

Goriintii isleme ve goriintii analizi i¢in Imagel (v1.54, National Institutes of
Health, ABD) yazilimi kullanilmigtir. Goriintii islemesi i¢in Image] yazilimiyla
goriintiilerdeki non-spesifik arka plan ve giiriiltii, yazilimmn “Subtract background”,
“Remove outliers” ve “Despeckle” fonksiyonlar1 yardimiyla tiim goriintiiler i¢in ayni
parametreler  kullanilarak  ¢ikarilmistir. Immiinofloresan isaretlemelerin
kantifikasyonu icin goriintiilerde her ikili isaretleme icin ayr1 ayri olacak sekilde
toplam Hoechst-, NeuN-, Ibal- ve S100B-pozitif hiicreler arasinda ilgilenilen
proteinler (cGAS, STING, p-IRF3, IFN-B, NLRP3) icin pozitif isaretlenen hiicreler
manuel olarak sayilmigs ve toplam sayiya oranlanarak pozitif hiicre yiizdesi
belirlenmistir. Her hayvanda ipsilateral pariyetal korteks bolgesinden alinan 3 goriintii
icin pozitif hiicre ylizdeleri belirlenmis ve 3 goriintiiniin ortalamas1 alinarak o hayvanin
verisi olarak istatistiksel kargilagtirmalarda kullanilmistir. Goriintii analizlerini yapan

kigiler yapilan deneysel miidahale i¢in korlenmislerdir.

3.8 Kapiller Temelli Western blot analizi (WES) Yontemiyle Beyindeki

Protein Seviyelerinin Tayini

KYD tetiklenmesi sonras1 beyinde cGAS-STING yolag1t proteinlerinin
seviyesinin Ol¢iilmesi i¢in kapiller elektroforez nanoimmiinoassay yontemiyle
otomatize Western blot analizi yapan WES Simple Western (ProteinSimple, Bio-
techne, ABD) sistemi kullanmilmistir. Bu sistem, kisitl 6rnek miktarinda bile yiiksek
hassasiyetle hedef protein miktarinin otomatize ve kantitatif analizine imkan tanidigi
igcin tercih edilmistir. Bunun ig¢in KYD tetiklendikten 5 saat sonra elde edilen

beyinlerden ayristirtlan ~ pariyetal ~ korteks doku ornekleri soguk
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radyoimmiinopresipitasyon assay (RIPA) tamponu i¢inde lizise ugratilmis, sonikasyon
ile homojenize edilmis ve 14000xg, +4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen siipernatantlar bagka tlipe aktarilmis ve siipernatant igindeki protein
konsantrasyonlart BCA protein assay kitiyle (Thermo Scientific, 23225) 6l¢ilmustiir.
Protein konsantrasyonlar1 belirlenen &rnekler her oOrnekte 1 mg/ml protein
konsantrasyonu olacak sekilde ornek tamponu iginde seyreltilmigtir. Hazirlanan
orneklere internal standartlar ve ditiyotreitol igeren master miks eklenmis ve 95°C’de
5 dakika denatiire edilmistir. Ornekler kapiller elektroforez 12-230 kDa o6rnek
ayristirma modiiliine (ProteinSimple, SM-W004, Biotechne, ABD) primer antikorlar,
biotin konjuge sekonder antikorlar (anti-tavsan) (ProteinSimple, DM-001, Biotechne,
ABD), yikama tamponu ve kemiluminesans sinyal olusumu i¢in HRP-streptavidin ve
luminol-peroksit karigimi ile birlikte yiiklenmistir. Kullanilan primer antikorlar
sirastyla: tavsan monoklonal anti-STING antikoru (Cell Signaling Technology,
13647), STING proteininin Ser365°te fosforile haline (p-STING) kars1 gelistirilmis
tavsan monoklonal anti-p-STING antikoru (Cell Signaling Technology, 19781), tavsan
monoklonal anti-IRF3 antikoru (Invitrogen, MA5-32348), tavsan monoklonal anti-p-
IRF3 antikoru (Cell Signaling Technology, 29047), tavsan poliklonal anti-IFN-f
antikoru (Novus Bio, NBP1-77288). WES ile protein analizinde yiikleme kontroli
olarak ilgilenilen proteinlerden uzakta 116 kDa bant veren ve deneysel prosediirden
etkilenmeyen vinkiilin proteinine karsi tavsan monoklonal anti-vinkiilin antikoru (XP,
13901) kullanilmistir. Kapiller elektroforez ve protein miktar1 belirlenmesi WES
cihazinda varsayilan ayarlarla yapilmistir: protein ayristirilmasi 475 V 30 dk; blokaj 5
dk; primer ve sekonder antikor inkiibasyonlar1 30 dk; Luminol/peroksit
kemiluminesans tespiti 15 dakika (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, ve 512 saniye maruz
kalma siireleriyle) yapilmistir. Elde edilen sonuglar Compass for Simple Western
(stirim 7.0) (Bio-techne) yazilimi ile analiz edilmis ve her protein i¢in elde edilen
kemiluminesans grafiklerinde proteinin bant verdigi aralikta olusan piklerin grafik
altinda kalan alanlar1 hesaplanmig ve yiikleme kontroliine oranlanarak rélatif protein
miktarlan belirlenmistir. Proteinler i¢in bant goriintiileri yiikleme kontrolilyle birlikte

uygun kontrast ayarlari ile yazilimda olusturulmustur.

Optogenetik KYD sonrasi kortekste cGAS-STING yolagi proteinleri ifadesinin

incelenmesi igin yapilan deneyler sekil 3.3.’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.3. Optogenetik olarak KYD tetiklenmesi sonrasi serebral kortekste cGAS-
STING yolag: proteinlerinin ifadesinin incelenmesi i¢in yapilan deneylerin sematik
olarak Ozetlenmesi. Optogenetik yontemle KYD tetiklenmesi sonrasi serebral
kortekste cGAS-STING yolag1 proteinlerinin ifadesinin incelenmesi i¢in KYD
tetiklenmesinden 5 veya 24 saat sonra alinan beyinlerde yolak proteinlerinin ifadesi
immiinofloresan isaretleme ve kapiller temelli Western blotlama (WES) yontemleriyle
degerlendirilmistir. Yolak proteinlerinin kortekste farkli hiicre tiplerindeki ifadesinin
incelenmesi i¢in ndron, mikrogliya ve astrosit hiicre belirtegleriyle beraber ikili
immiinofloresan isaretleme yapilmistir.

3.9 Hayvanlara Uygulanan Farmakolojik Ajanlar

cGAS-STING yolag1 aktivitesinin mikrogliyal aktivasyon, KYD esigi ve
periorbital agn cevaplar iizerine olan etkisinin incelenmesi i¢in yolak aktivitesinin
farmakolojik modiilasyonu STING proteinine spesifik agonist ve antagonistlerle
yapilmistir. STING proteininin antagonisti olarak fare STING proteininin potent ve
spesifik kovalent inhibitorii olan ve STING proteininin aktivasyon ile iliskili
palmitoylasyon ve oligomerizasyonunu engelleyen C-176 ilacit (Cayman Chemicals
25859) kullanilmustir. Tlag %5 dimetil siilfoksit (DMSO) %95 serum fizyolojik
coziiciisiinde ¢ozdiiriilmiis ve hayvanlara 20 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) yolla
tek doz uygulanmustir. ilag uygulamasi éncesinde ¢alisma soliisyonu stok soliisyondan
taze sekilde hazirlanmistir. ilag uygulamast KYD tetiklenmesi, KYD esigi

belirlenmesi ve periorbital agr1 yanitlarmin degerlendirilmesinden 4 saat Once
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yapilmustir. {lacin uygulama sekli, dozu ve uygulanma zamani ayni ilact kullanan daha
onceki calismalardan elde edilen farmakokinetik ve farmakodinamik verilerden
yararlanilarak belirlenmistir (58, 256). C-176 sistemik uygulamayla kan beyin bariyeri
(KBB) gecisi iyi olmasi nedeniyle i.p. olarak uygulanmistir. Kovalent inhibitor olmasi
bakimindan ilacin plazma seviyeleri tek doz i.p. uygulama sonras1 4 saat iginde
azalmaya baglasa da ilacin inhibitor etkisi 4 saatten sonra da devam etmektedir (256).
Bununla uyumlu olarak farelerde sistemik C-176 uygulamasimnin ndronal
uyarilabilirlik ve agr1 esikleri iizerindeki etkisinin uygulamadan sonraki 4. saatte

maksimuma ulastig1 ve 24 saate kadar devam ettigi gosterilmistir (58).

STING proteininin agonisti olarak cGAS-STING yolag aktiflestiginde cGAS
enzimi tarafindan iiretilen endojen STING agonisti 2’3’ cGAMP kullanilmistir. 2°3°
cGAMP ikincil mesajc1 6zelligi gosteren bir molekiildir ve STING proteinine
baglandiginda proteinde konformasyonel degisikliklere, dimerizasyon ve
oligomerizasyona neden olarak STING aktiflesmesini saglar (213). 2’3’ cGAMP ilaci
(Cayman Chemicals 19887) phosphate buffered saline (PBS) i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir
ve hayvanlara 1 mg/kg dozunda intranazal (i.n.) yolla uygulanmistir. Intranazal ilag
uygulamasinda hayvanlara kisa sedasyon saglamasi i¢in 30 saniye %2 izofluran
koklatilmis ve hayvanlar kafalar1 yere paralel ve ters duracak sekilde uygulayicinin
dominant olmayan elinde tutulmustur. Diger elle mikropipet i¢ine ¢ekilen 10 ul ilag
veya ¢Oziicii hayvanin her burun deliginden 5 ul verilerek uygulanmistir. Hayvanin
normal nefes almasi sirasinda pipet ucunda olusan damlay:r koklayarak burnuna
cekmesi saglanmustir. Ilag uygulamasi sonrasi ilacin oftalmik epitelden emilmesinin
beklenmesi i¢in hayvan ayni pozisyonda 2 dakika tutulmustur. Hayvanlar sonraki
deneylere kadar normal barindirildiklart yere geri gotiiriilmistir. 2’3 ¢cGAMP
uygulamasi KYD tetiklenmesi, KYD esigi belirlenmesi ve periorbital agr1 yanitlarinin
degerlendirilmesinden 4 saat 6nce yapilmustir. ilacin uygulama sekli, dozu ve
uygulanma zamam ayni ilact kullanan daha oOnceki caligmalardan elde edilen
farmakokinetik ve farmakodinamik verilerden yararlanilarak belirlenmistir (56, 58).
2’3’ cGAMP molekiilii hiicre dis1 ortamda hizla yikilan bir molekiildiir bu da sistemik
uygulamada KBB gecisini sinirlandirmaktadir. 2°3° ¢cGAMP molekiiliiniin i.n.
uygulama sonrasi merkezi sinir sistemine gegebildigi ve beyindeki 2’3’ cGAMP

seviyelerinin uygulamadan sonra 72 saate kadar yiiksek seyrettigi bildirilmistir (56).
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2’3’ cGAMP uygulamasinin agr1 esiklerini arttirdigi ve bu etkinin uygulamadan sonra

4. saatte maksimuma ulastig1 ve 48 saate kadar devam ettigi gosterilmistir.
3.10 Mikrogliya Morfolojisi Analizi

Mikrogliya aktivasyonunun degerlendirilmesi i¢in mikrogliya morfolojisi FIJI
(stirim 1.54) yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Ibal immiinofloresan isaretlemesi
yapilmis beyin kesitlerinde ipsilateral pariyetal korteks bolgesinden alinmis Z-stack
goriintiilerde Z-aksinda farkli odak diizlemleri mikrogliya hiicreleri i¢in incelenmis ve
mikrogliya hiicrelerini iceren diizlemler, farkli diizlemlerdeki hiicrelerin st iiste
binmesinden kaginilarak, “maksimum yogunluk projeksiyonu” fonksiyonu yardimiyla
birlestirilmistir. Boylece farkli odak diizlemlerinde yer alan Ibal isaretlenmeleri tek
goriintiide birlestirilerek tiim mikrogliya morfolojisi ortaya ¢ikarilmistir. Yeni olusan
goriintiilerdeki non-spesifik arka plan ve giiriiltii ¢cikarilmis ve binary goriintiiler elde
edilmesi i¢in floresan esik belirleme iglemi yapilmistir. Bu islemler uygulanirken tiim
gorilintiiler i¢in aym1 parametreler kullanmilmistir. Binary goriintiilerde mikrogliya
hiicreleri belirlenmis ve hiicrelerin binary siliietleri kullanilarak hiicre alan1 ve hiicre
cevresi parametreleri Ol¢iilmiistiir. Bu parametreler kullanilarak ramifikasyon endeksi

her hiicre i¢in asagidaki formiille (Formiil 2.1.) hesaplanmustir:

[hiicrenin ¢evresi (um)]? @.1))

Ramifikasyon endeksi = 4 [hitcrenin alant (um2)]

Ramifikasyon endeksi mikrogliyalarin govde ve uzantilarinin biiytikliigiini
hesaba katarak mikrogliyalarin morfolojik karmasikligin1 gosteren bir Slgiittiir ve
ramifikasyon endeksi skorunda diisme mikrogliya morfolojisinin karmagikligimin
azaldiginin ve daha dairesel bir morfolojiye sahip olduklarini gostermektedir (257-
259). Her hayvanda 3 farkl1 goriintiide tiim mikrogliyalar i¢in hesaplanan ramifikasyon
endeksi skorlarinin ortalamasi alinmis ve bu deger o hayvanin verisi olarak istatistiksel
kargilagtirmalarda kullanilmistir. Mikrogliya morfolojisinin analizi i¢in ikinci bir
yontem olarak Sholl analizi yapilmistir. Bunun igin FIJI (siiriim 1.54) yazilimindaki
“Sholl analysis” eklentisi kullanilmistir. Binary gorintilerde mikrogliya hiicreleri
belirlenmis ve hiicre gdvdesinin merkezi baslangic noktasi belirlenerek 3 pm

araliklarla es merkezli ¢emberler ¢izilmistir. Es merkezli ¢emberlerle mikrogliya
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uzantilar arasindaki kesisme noktalan sayilarak mikrogliya uzantilarinin dallanma
karmagikligi  degerlendirilmistir. Kesisme noktalarindaki azalma mikrogliya
uzantilarinin dallanma karmasikliginin azaldigini gostermektedir (258-260). Oncelikle
her goriintiide tiim hiicreler i¢in her cemberdeki kesisme sayisinin ortalamasi alinarak
o goriintiideki deger belirlenmis, sonra ayni1 hayvandan alinan 3 goriintiideki degerlerin
ortalamas1 almarak belirlenen deger o hayvanin verisi olarak istatistiksel

kargilastirmalarda kullanilmigtr.

Mikrogliyal aktivasyonun degerlendirilmesi igin yapilan deneyler sekil 3.4.’te

Ozetlenmigtir.
Optogenetik KYD Tetiklenmesi Beyin eldesi Beyin eldesi
Goklu KYD ‘/‘ ‘ E A KYD
[ ik uyarim jkkeyit —— S, T o = :'\ ipsilateral
470 nm g1k - Osa 1sa Ssa 24 sa pariyetal korteks
gl
é Tek KYD {‘ (‘ 20 pm kesitler
Thy1-ChR2-YFP fare ~  +— (. Beyin kesitlerinde
Osa 5sa 24sa immiinofloresan isaretleme
Yalanci cerrahi « Mikrogliya belirteci (iba1)
) N o Huicre gekirdegi (Hoechst)
-Optegenetilc '\ Elektrofizyolojik kayit
e — i i Beyin eldesi
Yalanci cerrahi Beyin;eldesi v ; L
iy
Uyarmyok ™~ PN} JV\/
5sa = . -
Thy1-ChR2-YFP fare Uisa 24 sa @ <w‘g>\>
AN
o . - . Ramifiye Ameboid
STING ii Optog tllf KYD tetik (inaktive) (Aktive)
C-176 (20 mg/kg) I ) . mikrogliya mikrogliya
Beyin eldesi
veya ‘ﬂ Ramifikasyon endeksi
e o e ,OCCOO®, ..o h r' nasi ve Sholl analizi
H Goziici -4sa Osa +1sa +24 sa iererii -
i i jucrenin gevresi m
\ Imra.pentvoneal Ramifikasyon endeksi: L bl
\ enjeksiyon 4m[Hucrenin alani (um?)]

Sekil 3.4. KYD tetiklenmesi sonrasi mikrogliyal aktivasyonun mikrogliya morfolojisi
analiziyle incelenmesi ve mikrogliyal aktivasyonda cGAS-STING yolaginin roliiniin
incelenmesi icin yapilan deneylerin sematik olarak oOzetlenmesi. KYD sonrasi
mikrogliyal aktivasyonun degerlendirilmesi icin KYD tetiklenen ve kontrol beyinlerde
mikrogliya belirteci Ibal immiinofloresan isaretlenmis ve elde edilen goriintiilerde
mikrogliya morfolojisi ramifikasyon endeksi ve Sholl analizi yontemleriyle analiz
edilmistir. Mikrogliyal aktivasyonda cGAS-STING yolaginin roliiniin incelenmesi
icin KYD tetiklenmesinden 6nce yolak aktivitesi STING’in spesifik antagonisti C-176
ilac1 ile inhibe edilmistir.

3.11 Topikal Potasyum Kloriir Uygulamasiyla KYD Tetiklenmesi ve KYD

Esiginin Belirlenmesi

KYD esiginin belirlenmesi i¢in KYD konvansiyonel yontem olan dura iizerine
topikal KCl uygulamasiyla tetiklenmistir (35). Bunun igin yabanil tip C57BL/6J]

fareler kullanilmistir. Cerrahi izofluran anestezisi altinda yapilmistir. Hayvanlar
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anestezi induksiyonu sonrasi kafalarinin sabitlenmesi i¢in stereotaksik g¢erceveye
(Digital Lab Standart Stereotaxic Frame, Stoelting, ABD) dis kulak yollarindan ve
burunlarindan sabitlenecek sekilde yerlestirilmistir. Hayvanlarin kafa derisi %10
Povidon Iyot ¢ozeltisi ve %70 alkolle dezenfekte edildikten sonra kafa derisinde orta
hatta cilt kesisi yapilarak kafatasi kemikleri ortaya ¢ikarilmistir. KYD dalgasinin
saptanmasi i¢in yapilan elektrofizyolojik kaydin yapilacagi pariyetal kemik bolgesi
yiiksek hizl drill (World Precision Instruments, USA) yardimiyla hafifce tiraglanarak
inceltilmistir. Drill ile inceltme sirasinda kemikte 1sinma ve termal hasar meydana
gelmemesi igin pariyetal kemik diizenli araliklarla serum fizyolojik ile yikanarak
sogutulmustur. KYD esigi belirlenmesi i¢in sag frontal kemikte (bregmaya gore 1 mm
anterior, | mm lateral) drill yardimiyla 1 mm ¢apinda burr-hole kraniyotomi acilmis
ve saglam dura acgiga ¢ikarilmistir (Sekil 3.5.). Drill ile inceltme sirasinda kemikte
1sinma ve termal hasar meydana gelmemesi igin frontal kemik diizenli araliklarla
serum fizyolojik ile yikanarak sogutulmustur. Kraniyotomi acilirken duranin hasar
gérmemesine ve kanama olmamasina 6zen gosterilmistir. Elektrofizyolojik kayit igin
Ag-AgCl pellet elektrot pariyetal kemikte inceltilen bolgeye yerlestirilmis ve direkt
akim potansiyel degisimleri kaydedilmistir. Topraklama i¢in bir adet Ag-AgCl disk
elektrot ense kaslarinin arasina yerlestirilmistir. Elektrotlar Powerlab veri kazanim
sistemine baglanmistir. KYD tetiklenmesi ve KYD esiginin belirlenmesi i¢in 1 mm
capinda pamuk parcalar1 giderek artan KCI konsantrasyonlariyla (12,5, 25, 50, 75, 100,
150 ve 300 mM) islatilmig ve sirayla duramater {izerine konulmustur. Her KCI
konsantrasyonu 5 dakika uygulanmis ve KYD dalgasi olusumu elektrofizyolojik
kayittan takip edilmistir. KYD dalgasi 5 dakika i¢inde olugsmazsa pamuk pargasi dura
iistiinden alinmis ve burr-hole serum fizyolojikle yikanmistir. Yikamadan 5 dakika
sonra bir iist KCI konsantrasyonuyla islatilmis pamuk parcast dura {izerine
konulmustur. Bu uygulama KYD dalgas1 olusumu goriilene kadar tekrarlanmistr.
KYD dalgasi olusumuna neden olan en diisiik KCl konsantrasyonu KYD esigi olarak
belirlenmistir. Deney sonrasi burr-hole serum fizyolojikle islatilmis bone wax ile
kapatilmis, kafa derisi basit ayrik dikis yontemiyle dikilmis ve hayvanlar deney sonrasi
uyanip normal aktivite diizeylerine donmeleri igin 1sitict battaniye iizerinde duran

kafeslerine konulmustur.
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Sekil 3.5. C57BL6/] farelerde dura iizerinde topikal KCI uygulamasi igin yapilan
cerrahinin fare kafatas1 fotografinda gosterilmesi. Siyah ok frontal kemik {izerinde
acilan burr hole kraniyotomiyi gostermektedir, KCl ile 1slatilmis pamuk parcalar1 bu
delik iizerine konulmustur (Saglam dura, altindaki dural damarlar ve 11k yansimasiyla
goriilmektedir). Kesikli ¢izgi icine alinan kisim pariyetal kemikte elektrofizyolojik
kayit i¢in inceltilen kemik bolgesini gostermektedir. Yildiz isareti bregma noktasini
gostermektedir.

3.12 Periorbital Mekanik Hassasiyetin Manuel von Frey Testiyle

incelenmesi

Ilag uygulamalarindan ve KYD tetiklenmesinden sonra agri esiklerindeki
degisimi incelemek i¢in periorbital mekanik hassasiyet manuel von Frey testiyle
degerlendirilmistir. Ilk olarak deneysel miidahalelerden énce bazal durumda von Frey
testi yapilmistir (23, 261). STING agonisti 2’3 ¢cGAMP ve antagonisti C-176
uygulamasindan 4 saat sonra von Frey testi yapilmistir. Optogenetik KYD
tetiklenmesinden 2 ve 24 saat sonra von Frey testiyle periorbital mekanik hassasiyet
degerlendirilmistir. Von Frey testi icin hayvanlar deney sirasinda hareketlerini
kisitlayacak ve kagmalarimi engelleyecek ancak kafalarimi ve 6n bacaklarini serbest
bicimde hareket ettirmelerine izin verecek sekilde 3x3x7 cm boyutlarinda restriksiyon
aletine sokularak kuyruklarindan sabitlenmis ve deneyden 6nceki 3 giin boyunca her
giin otuzar dakikalik seanslarda diizenege aligtirilmiglardir (Sekil 3.6.). Deneyde
giderek artan giigte (0,008, 0,02, 0,04, 0,07, 0,16, 0,40, 0,60, 1,0 ve 1,4 g) von Frey

filamanlar1 (Ugo Basile, Italya) hayvanin goz ¢evresine (gdziin siiperior mediali) dikey
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olarak, filamanda hafif biikiilme yapacak giicte dokundurulmus ve hayvanin verdigi
cevaplar kaydedilmistir. Her filaman 3 saniye siireyle dokundurulmus ve pozitif cevap
olusup olugmadig1 gozlenmistir. Ani kafa ¢ekme, kafa sallama, uyarilan bolgenin 6n
bacaklarla ovusturulmasi pozitif cevaplar olarak kabul edilmistir. Bes uygulamanin en
az liclinde pozitif cevap olusturan kuvvet periorbital mekanik geri cekme esigi olarak
belirlenmigtir. Periorbital mekanik geri ¢cekme esiklerindeki belirgin diisiis periorbital
allodini olarak tamimlanmistir. Davranis deneyleri giiniin hep ayni saatlerinde
yapilmigtir. Von Frey testini degerlendiren kisiler yapilan ilag miidahaleleri igin

korlenmislerdir.

Sekil 3.6. Periorbital von Frey testi i¢in kullanilan diizenek. A) Hayvanlar test
sirasinda kagmalarini engelleyecek ancak kafalarii ve 6n bacaklarii serbest bicimde
hareket ettirmelerine izin verecek sekilde restriksiyon aletine yerlestirilmis ve
diizenekte kuyruklarindan sabitlenmislerdir. B) Von Frey filamanlar1 hayvanlarin
periorbital bolgesine (goziin siiperior mediali) dikey olarak, filamanda hafif biikiilme
yapacak giicte dokundurulmustur.

3.13 KYD Sonrasit Periorbital Allodini Gelisiminin incelenmesi icin

Yapilan Cerrahi

KYD tetiklenmesi sonrast periorbital allodini gelisiminin incelenmesinde
cerrahinin yarattig1 stres ve inflamasyonun etkisinin en aza indirilmesi icin periorbital
agn esikleri cerrahiden 1 hafta sonra degerlendirilmistir (262). Bunun i¢in farelerin
kafalarina cerrahiden belirli bir siire sonra optogenetik uyarim ve elektrofizyolojik

kayda izin veren 6zel bir diizenek yerlestirilmistir ve 1 hafta siireyle hayvanlarin
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iyilesmeleri i¢in beklenmistir. Bunun igin cerrahi izofluran anestezisi (%4 indiiksiyon,
%1-2 idame) altinda yapilmistir. Hayvanlar anestezi induksiyonu sonrasi kafalarinin
sabitlenmesi i¢in stereotaksik ¢ergeveye yerlestirilmesi ve diger basamaklar yukarida
belirtilenle ayni1 sekilde yapilmistir. Cerrahi sonrasi elektrofizyolojik kayda izin
vermesi igin pariyetal kemikte inceltilen bolgeye 3 mm capinda plastik tiip hizh
kuruyan siyanoakrilat yapistiriciyla yapistirtlarak kemige erisim saglanmistir. Benzer
sekilde frontal kemik {izerinde cerrahi sonras1 optogenetik uyarima izin vermesi i¢in 1
mm c¢apinda plastik tiip siyanoakrilat yapistiriciyla yapistirtlmistir. Kafa derisini
etkilemeyecek ve germeyecek sekilde, tiiplerin etrafi ve kafatas1 Superbond dental
adeziv (Sun Medical, Japonya) kullanilarak kapatilmistir. Tiip agikliklari nemli pamuk
tikac ile kapatilmistir ve sonraki deneylerde KYD tetiklenmesine kadar nemli
tutulmasina 6zen gosterilmistir. Deney sonrasit hayvanlar uyanip normal aktivite
diizeylerine donmeleri i¢in 1sitici battaniye iizerinde duran kafeslerine konulmustur.
Uyanip normal aktivite diizeylerine donen fareler normal barindirildiklart yere

gOtiiriilmiis ve 1 hafta iyilegsmelerine izin verilmigtir.

Bir hafta sonra KYD tetiklenmesi igin fareler izofluran anestezisi (%4
indiiksiyon, %1-2 idame) sonrasi stereotaksik cerceveye yerlestirilmistir. Frontal
kemige yapistirilmig plastik tiipten fiberoptik kablo gecirilerek frontal kemige
yerlestirilmis ve 470 nm dalga boyunda mavi lazer 15181 uyarist (4 mW giig, 15 sn) ile
transkraniyal optogenetik uyarim yapilmisti. KYD olusumunun goézlenmesi igin
pariyetal kemige yapistirilmis plastik tiipten Ag-AgCl pellet elektrot gegirilerek
pariyetal kemige yerlestirilmis ve direkt akim potansiyel degisimleri kaydedilmistir.
Topraklama ic¢in bir adet Ag-AgCl igne elektrot bacak kaslarinin arasina
yerlestirilmigtir. Bu sekilde her hayvanda toplamda altit KYD dalgasi tetiklenmistir.
KYD tetiklemesi sonlandiktan ve elektrofizyolojik kayit bazale dondiikten sonra
elektrotlar ve fiberoptik kablo ¢ikarilmis, tiip acikliklari nemli pamuk tikaglarla
kapatilmis ve hayvanlar deney sonrasi uyanip normal aktivite diizeylerine dénmeleri
icin 1s1tic1 battaniye {izerinde duran kafeslerine konulmustur. Deneyden 2 ve 24 saat

sonra von Frey testiyle periorbital mekanik hassasiyet degerlendirilmistir.
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Sekil 3.7. cGAS-STING yolag: aktivitesinin KYD esigi ve periorbital agri yanitlart
tizerindeki etkilerinin incelenmesi i¢in yapilan deneylerin sematik olarak 6zetlenmesi.
cGAS-STING yolag: aktivitesinin KYD yatkinli§i ve periorbital agr1 esikleri
tizerindeki etkisinin incelenmesi icin yolak aktivitesi STING proteinine spesifik
agonist 2’3’ cGAMP ve antagonist C-176 ilaglarinin uygulamasiyla manipiile
edilmistir. [lag uygulamalarindan 4 saat sonra KYD esikleri topikal KC1 uygulamasiyla
belirlenmistir. Periorbital agri esiklerinin belirlenmesi i¢in ila¢ uygulamalarindan 4
saat sonra manuel von Frey testi yapilarak periorbital mekanik hassasiyet
degerlendirilmistir. ¢cGAS-STING yolag1 aktivasyonunun KYD ile iligkili agr
davranislarma etkisinin incelenmesi i¢in 2’3’ cGAMP uygulamasi sonrasi optogenetik
yontemle KYD tetiklenmis ve 2 saat ve 24 saat sonra periorbital mekanik hassasiyet
degerlendirilmistir.

3.14 istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler icin IBM Statistical Package for Social Sciences (SPSS,
stirim 26.0), GraphPad Prism 9.0 (GraphPad, ABD) yazilimlar1 kullanilmistir.
Grafikler GraphPad Prism 9.0 (GraphPad, ABD) yaziliminda olusturulmustur. Veriler,
veri dagilimina bagli olarak, ortalama + ortalamanin standart hatas1 veya medyan +
ceyrekleraras1 agiklik (CAA) seklinde sunulmustur. Veri dagilimi Shapiro-Wilk
testiyle incelenmis ve normal dagilan verilerde ikili grup karsilastirmalarinda bagiml
ve bagimsiz gruplarda Student t testleri; ikiden fazla grup karsilastirmalarinda tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve tekrarlayan Olglimlerde ANOVA testleri
kullanilmistir. Normal dagilmayan verilerde ikili grup karsilastirmalarinda bagimli ve
bagimsiz gruplar i¢in sirasiyla Wilcoxon ve Mann Whitney-U testleri; ikiden fazla
grup karsilastirmalarinda bagimli ve bagimsiz gruplar igin sirasiyla Friedman ve

Kruskal-Wallis testleri kullanilmistir. Verilerde ug deger varligt ROUT yontemiyle
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incelenmis, Q katsayis1 %10 olarak belirlenmistir. ROUT yontemiyle u¢ deger oldugu
belirlenen veriler analizden ¢ikarilmistir. ilgilenilen parametrelere cinsiyet etkisinin
incelenmesi i¢in iki yonli ANOVA ve tekrarlayan olglimlerde ANOVA testleri
kullanilmistir. Tiim analizlerde istatistiksel anlamlilik i¢in p<0,05 degeri kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KYD Tetiklenmesi Sonrasi Serebral Kortekste cGAS-STING Yolag:

Aktivitesinin incelenmesi

KYD tetiklenmesi sonrasi serebral kortekste cGAS-STING yolagi aktivitesinin
incelenmesi icin deneyler Thyl-ChR2-YFP transgenik farelerde yapilmistir. KYD
optogenetik uyarimla tetiklenmistir. Tek ve altit KYD dalgasi tetiklenen gruplar
olusturulmustur. Kontrol grubu olarak optogenetik uyarimin yalanci cerrahisi
uygulanan  hayvanlar  kullanilmistir =~ (n=6/grup).  Hayvanlarin  beyinleri
immiinofloresan igaretleme ve kapiller temelli Western blot analizi (WES) islemleri
icin deneyden 5 veya 24 saat sonra alimustir. Immiinofloresan isaretlemelerde cGAS-
STING yolagi proteinleri olan ¢cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinleri beyin
kesitlerinde spesifik antikorlar kullanilarak isaretlenmis ve lazer taramali konfokal
mikroskop yardimiyla goriintiilenmistir. Goriintiiler KYD tetiklenen ipsilateral
pariyetal korteksten alimmustir. Kapiller temelli Western blot analizi (WES) ile
ipsilateral pariyetal kortekste cGAS, STING, p-STING, p-IRF3 ve IFN-B

proteinlerinin protein seviyeleri dl¢tilmiistiir.

4.1.1. KYD Sonras1 Serebral Kortekste cGAS-STING Yolag:

Proteinlerinin Immiinofloresan Isaretlenmesi Artmaktadir

Optogenetik KYD tetiklenen beyinlerde cGAS-STING yolag1 proteinlerinin
ifadelerinin incelenmesi i¢in oncelikle yolak aktivasyonunun birincil medyatorleri
olan ¢cGAS ve STING proteinleri immiinofloresan olarak isaretlenmistir. Alti1 KYD
dalgasi tetiklenen beyinlerde KYD’den 5 saat sonra cGAS ve STING immiinopozitif
hiicre oraninin yalanct cerrahi kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak arttigi
goriilmiistiir (Yalanci cerrahi ve altt KYD sirasiyla, cGAS: %16,01+1,74 ve
%34,85+2,51, p<0,001; STING: %36,12+1,64 ve %56,94+1,72, p<0,001) (Sekil 4.2,
Sekil 4.3). Bu artisin KYD’den sonra 24. saatte devam ettigi gozlenmistir (Yalanci
cerrahi ve alt1 KYD sirasiyla, cGAS: %16,01%1,74 ve %28,86+1,85, p<0,001; STING:
%36,12+1,64 ve %60,61+0,63, p<0,001) (Sekil 4.1, Sekil 4.2). KYD sonrasi cGAS ve
STING proteinlerinin immiinofloresan isaretlenmesindeki artis yolak aktivasyonuna

isaret ettigi icin sonrasinda yolagin efektorleri olan ve cGAS-STING yolag: aracilt
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inflamasyonda onemli roller oynayan p-IRF3 ve IFN-B proteinleri immiinofloresan
olarak isaretlenmistir. Yolak aktivasyonununu destekler bigcimde p-IRF3 ve IFN-f
immiinopozitif hiicre oraninin da KYD dalgalarindan 5 saat ve 24 saat sonra yalanci
cerrahi grubuna kiyasla belirgin olarak arttig1 gozlenmistir (p-IRF3: Yalanci cerrahi:
%8,50+1,78 ve al KYD 5. saat: 9%30,93+£2,54, p<0,001; alu KYD 24. saat:
%22,48+1,49, p<0,001; IFN-B: Yalanci cerrahi: %6,76+0,61 ve alti KYD 5. saat:
%25,92+1,18, p<0,001; alt1 KYD 24. saat: %21,98+2,38, p=0,001) (Sekil 4.1., Sekil
4.2)). cGAS-STING yolagi aktivasyonu igin tek KYD dalgasi tetiklenmesinin yeterli
olup olmadiginin incelenmesi i¢in yolak proteinlerinin ifadesi optogenetik olarak tek
KYD tetiklenen beyinlerde de incelenmistir. Tek KYD dalgasindan 5 saat sonra cGAS
(Yalanc1 cerrahi ve tek KYD sirastyla %16,01+1,74 ve %28,58+3,01, p=0,000),
STING (Yalanci cerrahi ve tek KYD sirastyla %36,12+1,64 ve %57,25+2,27,
p<0,001), p-IRF3 (Yalanci cerrahi ve tek KYD sirasiyla %8,50+1,78 ve %18,56+2,35,
p=0,007) ve IFN-B (Yalanci cerrahi ve tek KYD sirasiyla %6,76+0,61 ve
%22,2442,08, p<0,001) immiinopozitifliginin yalanci cerrahi grubuna kiyasla artmis
oldugu ve bu artigin 24. saate kadar devam ettigi goriilmiistiir (Yalanci cerrahi ve tek
KYD sirastyla, c¢GAS: %16,01£1,74 ve %25,84+3,33, p=0,032; STING:
%36,12+1,64 ve %56,48+2,76, p<0,001; p-IRF3: %8,50+1,78 ve %15,43+1,48,
p=0,014; IFN-B: %6,76+0,61 ve %22,97+2,31, p<0,001) (Sekil 4.1., Sekil 4.2.). Tek
KYD tetiklemesiyle cGAS-STING yolagi proteinlerinin  immiinofloresan
isaretlenmesindeki artigin altt KYD tetiklenen beyinlerdekiyle karsilastirilabilir
diizeyde oldugu dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4.1., Sekil 4.2.).

cGAS-STING yolag: aktiflesmesinde STING proteininin oligomerize olup
Golgi verzikiillerine gecis yaptig1 bilgisinden yola cikarak yolak aktivasyonunu
gosteren ek bulgu olarak STING proteini, bir Golgi belirteci olan GOLGA?2 ile beraber
immiinofloresan yolla isaretlenmistir (263). Yalanci cerrahi uygulanan grupta STING
proteini ile Golgi belirteci arasinda kolokalizasyon gozlenmezken hem tek hem alti
KYD dalgasi tetiklenen gruplarda STING proteininin Golgi belirteciyle kolokalize
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3.). Bu bulgular tek KYD dalgasi tetiklenmesinin bile
serebral kortekste cGAS-STING yolagi aktivasyonuna neden olabilecegine isaret
etmektedir.
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Sekil 4.1. KYD sonras1 ipsilateral pariyetal kortekste cGAS-STING yolag:
proteinlerinin ifadesinin immiinofloresan isaretleme ile incelenmesi. cGAS, STING,
p-IRF3 ve IFN-B proteinlerinin (kirmizi) yalanci cerrahi uygulanan, tek KYD
tetiklenen ve altt KYD tetiklenen farelerin ipsilateral pariyetal korteks bolgesinde
imminofloresan isaretlenmesini gosteren Ornek mikroskop goriintiileri. Yolak
proteinlerinin isaretlenmesinin tek KYD ve altt KYD tetiklenen gruplarda arttigi
gozlenmektedir. Olgek gubuklar1 50 mikrometreyi gdstermektedir.
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Sekil 4.2. KYD sonrasi ipsilateral pariyetal kortekste cGAS-STING yolagi proteinleri
icin immiinopozitif hiicre oranlarinin belirlenmesi. cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-§
proteinlerinin immiinofloresan igaretlenmesinin kantifiye edilmesi i¢in, yalanci
cerrahi, tek KYD ve altt KYD sonrasi 5. saat ve 24. saatte ilgilenilen proteinler i¢in
immiinopozitif olan hiicrelerin, toplam hiicre sayisina orani belirlenmistir (n=6/grup).
Incelenen yolak proteinleri i¢in immiinopozitif hiicre oranlar1 hem tek KYD hem alt:
KYD sonrasi iki zaman noktasinda artig géstermistir. Grafiklerdeki veri noktalari bir
hayvanin verisini gostermektedir ve her veri noktasi birbiriyle kesismeyen 3
goriintiiden elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Grafiklerde
veriler ortalama =+ ortalamanin standart hatasi ile gosterilmistir. Istatistiksel
karsilagtirmalar icin Welch diizeltmesi yapilarak student t testi kullamilmistir. *:
p <005 ** p<0,01, ***: p<0,001.
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Sekil 4.3. KYD sonras1 STING proteininin Golgi vezikiillerine gegisinin
immiinofloresan igaretleme ile incelenmesi. Yalanci cerrahi uygulanan, tek KYD ve
alt1 KYD tetiklenen farelerin ipsilateral pariyetal korteks bolgesinde STING proteini
ile Golgi belirteci olan GOLGA2 proteininin ikili immiinofloresan isaretlenmesi
sonras1 kolokalizasyonu degerlendirilmistir. Ust goriintiilerde beyaz karelere denk
gelen ve asagida verilen bilylitiilmiis goriintiilerde; yalanci cerrahi grubunda STING
(kirmiz1) ile GOLGAZ2 (yesil) arasinda kolokalizasyon gozlenmezken KYD tetiklenen
gruplarda STING proteininin GOLGA2 ile kolokalize oldugu (sar1) goriilmektedir.
Olgek gubuklar1 50 mikrometreyi gostermektedir.

4.1.2. KYD Sonras1 Serebral Kortekste cGAS-STING Yolag:

Proteinlerinin Seviyesi Artmaktadir

KYD tetiklenmesi sonrasi serebral kortekste cGAS-STING yolag1 protein
seviyelerinin kantitatif olarak incelenmesi i¢in bir ve altit KYD dalgasi tetiklenen ve
yalanci cerrahi uygulanan hayvanlarin ipsilateral serebral korteks drneklerinde kapiller
temelli Western blot analizi (WES) yapilmistir (n=4/grup). Immiinofloresan
isaretlemelerde yolak proteinlerinin ifadesinin KYD sonrasi 5. ve 24. saatlerde
karsilagtirilabilir diizeyde arttig1 goriildiigii icin WES ile protein tayini i¢in hayvanlarin
beyinleri KYD tetiklendikten 5 saat sonra alinmigtir. Hem tek hem alti KYD dalgasi
sonrast kortekste total STING proteini seviyesinin azaldigi (Yalanci cerrahi: 140,04 ve
tek KYD: 0,56+0,06, p=0,002; alt1 KYD: 0,67+0,05, p=0,003, yalanc1 cerrahi grubuna
gore kat degisim), p-STING proteini seviyesinin arttig1 gozlenmistir (Yalanci cerrahi:
140,17 ve tek KYD: 2,84+0,67 p=0,028; alt1 KYD: 1,90+0,21, p=0,036, yalanci
cerrahi grubuna gore kat degisim) (Sekil 4.4.). STING seviyeleri arasindaki bu ayrim,
aktivasyon sirasinda STING proteininin fosforilasyon ve palmitoylasyon gibi post-

translasyonel modifikasyonlara ugramasiyla uyumludur ve STING down-
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regililasyonundan ziyade aktivasyon sirasindaki post-translasyonel modifikasyonlara
isaret etmektedir (213, 256, 264, 265). Bununla paralel olarak STING’in efektorleri
olan p-IRF3 ve IFN-B proteinlerinin seviyeleri alt1 KYD dalgasi tetiklendikten sonra,
yalanci cerrahi grubuna kiyasla belirgin artis gostermistir (Yalanci cerrahi ve altt KYD
sirastyla, p-IRF3: 1£0,08 ve 1,58+0,19, p=0,042; IFN-B: 1£0,07 ve 1,25+0,06,
p=0,023, yalanci cerrahi grubuna gore kat degisim) (Sekil 4.4.). Tek KYD dalgasi
tetiklenmesinin de p-IRF3 ve IFN-B protein seviyelerinde gii¢lii bir artisa neden
oldugu goriilmiistiir (Yalanci cerrahi ve tek KYD sirastyla, p-IRF3: 1+0,08 ve
2,19+0,11, p<0,001; IFN-B: 1+0,07 ve 1,85+0,33, p=0,042, yalanc1 cerrahi grubuna
gore kat degisim) (Sekil 4.4.). KYD sonrasi cGAS-STING yolagi1 proteinlerinin
ifadesinin degisimine cinsiyet etkisi goriilmemistir (p=0,774, iki yonlii ANOVA).
Beraber ele alindiginda bu bulgular KYD tetiklenmesi sonrasi cGAS-STING yolaginin
aktiflestigini gostermektedir.
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Sekil 4.4. KYD tetiklenmesi sonrasi ipsilateral pariyetal kortekste cGAS-STING
yolag1 proteinlerinin seviyelerinin kapiller temelli Western blot analizi (WES) ile
kantifiye edilmesi. A) STING, p-STING, IRF3, p-IRF3, IFN-B ve yiikleme kontrolii
vinkiilin proteinleri igin WES analizinde olusturulan 6rnek bant goriintiileri
(n=4/grup). B-F) STING, p-STING, IRF3, p-IRF3 ve IFN-B protein seviyelerinin
WES analizi ile belirlenmesi. KYD tetiklenen gruplarda toplam STING proteini
seviyesinde azalma, p-STING seviyesinde artis gorilmiistiir. p-IRF3 ve IFN-f
proteinlerinin seviyeleri de KYD tetiklenmesi sonrasi artmistir. Her protein igin
hesaplanan seviyeler, yiikleme kontrolii vinkiiline oranlanarak normalize edilmistir.
Grafiklerde veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi ile gosterilmistir ve yalanci
cerrahi kontrol grubuna gore kat degisim cinsinden sunulmustur. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin Welch diizeltmesi yapilarak student t testi kullanilmigtir. not
significant (ns): p > 0,05, *: p < 0,05, **: p <0,01, ¥***: p <0,001.

4.2. KYD Sonras1 Serebral Kortekste cGAS-STING Yolag1 Aktivitesinin

Farkh Hiicre Tiplerinde Incelenmesi
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KYD tetiklenmesi sonrasi serebral kortekste artan cGAS-STING yolagi
aktivitesinin hangi hiicre tiplerinden kaynaklandiginin incelenmesi i¢in yalanci cerrahi
uygulanan ve tek ve altt KYD tetiklenen farelerden elde edilen beyin kesitlerinde
cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinleri ile birlikte ndron (NeuN), mikrogliya
(Ibal) ve astrosit (S100B) hiicre tiplerine spesifik hiicre belirtegleri icin ikili
immiinofloresan isaretlemeler yapilmistir. incelemeler deney sonrasi 5. ve 24. saatte
yapilmistir. Immiinofloresan isaretleme yapilan kesitler lazer taramali konfokal
mikroskop yardimiyla goriintiilenmistir ve ipsilateral pariyetal korteks bdlgesinden
birbiriyle kesismeyen 3 goriintii alimmistir. Goriintiilerde her hiicre tipinde cGAS-
STING yolag: proteinleri i¢cin immiinopozitif olan hiicrelerin yiizdesi belirlenerek
ndron, mikrogliya ve astrosit hiicre tiplerinde cGAS-STING yolag: ifadesi kantifiye
edilmistir. 3 goriintiiden elde edilen verilerin ortalamasi alinarak bir hayvanin verisi

olarak kullanilmistir.

4.2.1. KYD Sonras1 cGAS-STING Yolag1 Aktivitesi Noronlarda
Artmaktadir

KYD tetiklenmesi sonrasi ipsilateral pariyetal kortekste noronlarda cGAS-
STING yolag: aktivitesinin incelenmesi igin yolak proteinleri, ndron belirteci NeuN
ile beraber immiinofloresan isaretlenmistir. Kontrol grubunda noronlarda bazal
durumda c¢GAS (Yalanct cerrahi: %12,01+0,83) ve STING (Yalanci cerrahi:
%12,02+1,37) immiinopozitifligi gozlenmistir (Sekil 4.5., Sekil 4.6.). Alat KYD
tetiklendikten sonra 5. saatte ve 24. saatte cGAS ve STING immiinopozitifliginde
belirgin bir artis goézlenmistir (¢cGAS: Yalanci cerrahi: %12,01+0,83 ve alt1 KYD 5.
saat: %37,15+£2,13 p<0,001; altt KYD 24. saat: %33,42+1,16, p=0,004; STING:
Yalanci cerrahi: %12,02+1,37 ve alt1 KYD 5. saat: %36,85+3,40, p<0,001; alt1 KYD
24. saat: %32,84+3,50, p=0,001) (Sekil 4.5., Sekil 4.6.). Yolak aktivasyonuyla uyumlu
olarak noronlarda p-IRF3 ve IFN-B immiinopozitifligi de alt1 KYD tetiklenmesiyle
anlamli artig gostermistir (p-IRF3: Yalanci cerrahi: %4,56+0,73 ve alt1 KYD 5. saat:
%35,30£3,99, p<0,001; alt1 KYD 24. saat: %25,58+2,05, p<0,001; IFN-B: Yalanci
cerrahi: %8,16+1,51 ve alt1 KYD 5. saat: %27,05+1,59, p<0,001; alt1 KYD 24. saat:
%21,56£2,76, p=0,003) (Sekil 4.7., Sekil 4.8.). Tek KYD tetiklenmesi de néronlarda
cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-B immiinopozitifliginde anlamli artisa neden olmustur
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(cGAS: Yalanci cerrahi: %12,0140,83 ve tek KYD 5. saat: %27,22+1,31, p<0,001; tek
KYD 24. saat: %22,90+£2,35, p=0,004; STING: Yalanci cerrahi: %12,02+1,37 ve tek
KYD 5. saat: %28,83+3,52, p=0,003; tek KYD 24. saat: %26,42+2,03, p<0,001; p-
IRF3: Yalanci cerrahi: %4,56+0,73 ve tek KYD 5. saat: %26,49+3,59, p=0,001; tek
KYD 24. saat: %16,37+2,18, p=0,002; IFN-B: Yalanc1 cerrahi: %8,16£1,51 ve tek
KYD 5. saat: %25,28+1,52, p<0,001; tek KYD 24. saat: %26,52+2,10, p<0,001)(Sekil
4.5., Sekil 4.6.). Bu bulgularimiz serebral kortekste KYD sonrasi cGAS-STING yolagi

aktivitesinin noronlarda belirgin 6l¢tide arttigini gdstermektedir.

STING
NeuN
Hoechst RSy

»
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Sekil 4.5. KYD sonrasi ipsilateral pariyetal kortekste noronlarda cGAS-STING yolagi
proteinlerinin ifadesinin ikili immiinofloresan isaretleme ile incelenmesi. KYD
tetiklenen ve kontrol beyin kesitlerinde cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-f proteinlerinin
(kirmiz1) noron belirteci NeuN (yesil) ile ikili immiinofloresan isaretlenmesini
gosteren 6rnek mikroskop goriintiileri. Incelenen yolak proteinlerinin ndron belirteci
NeuN ile kolokalizasyonunun KYD tetiklenmesi sonrasi arttig1 gozlenmistir. Olgek
cubuklar1 50 mikrometreyi gostermektedir. Ekli kiigiik resimlerde beyaz oklarla
gosterilen hiicreler ilgilenilen protein (kirmizi) icin immiinopozitif hiicreleri, beyaz ok
baslan ilgilenilen protein i¢in immiinonegatif hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 4.6. KYD sonrasi ipsilateral pariyetal kortekste cGAS-STING yolag proteinleri
icin immiinopozitif olan ndron yiizdesinin belirlenmesi. Yalanci cerrahi, tek KYD ve
alt1 KYD sonrasi 5. saat ve 24. saatte cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinleri i¢in
immiinopozitif olan néron sayisi, toplam ndron sayisina oranlanmistir (n=6/grup).
cGAS-STING yolagi proteinleri i¢in immiinopozitif olan néron yiizdesinin hem tek
hem de alt1 KYD sonrasi iki zaman noktasinda arttig1 goriilmiistiir. Grafiklerdeki veri
noktalar1 bir hayvanin verisini gdstermektedir ve her veri noktasi birbiriyle kesismeyen
3 goriintiidden elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Grafiklerde
veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi ile gosterilmistir. Istatistiksel
karsilagtirmalar icin Welch diizeltmesi yapilarak student t testi kullanilmistir. **:
p<0,01, ***: p<0,001.
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4.2.2. KYD Sonras1 cGAS-STING Yolag1 Aktivitesi Mikrogliyalarda Artis

Gostermemektedir

Beynin yerlesik bagisiklik hiicreleri olmasi bakimindan serebral kortekste
KYD sonrast mikrogliyalardaki cGAS-STING yolag1 aktivitesi de incelenmistir.
Bunun icin ¢GAS-STING yolag: proteinleri, mikrogliya belirteci Ibal ile beraber
immiinofloresan isaretlenmistir. Mikrogliyalarda bazal durumda yiliksek STING
immiinopozitifligi (Yalanci cerrahi: %37,26+1,95) go6zlenmistir. Mikrogliyalarda
STING immiinopozitifligi hem tek hem alti KYD sonrasi1 anlaml artig gostermistir
(Yalanci cerrahi: %37,26+1,95 ve tek KYD 5. saat: %56,06+0,80, p<0,001; tek KYD
24. saat: 55,52+1,50, p<0,001; alt1 KYD 5. saat: %56,19+£2,22, p<0,001; alt1 KYD 24.
saat: %55,71+2,40, p=0,002) (Sekil 4.7., Sekil 4.8.). Ancak cGAS immiinopozitifligi
KYD sonrasi mikrogliyalarda anlamli bir artis gostermemistir (Yalanci cerrahi:
%6,79+£1,52 ve tek KYD 5. saat: %7,9243,23, p=0,759; tek KYD 24. saat:
%8,58+3,08, p=0,617; alt1t KYD 5. saat: %8,33+2,11, p=0,568; al1 KYD 24. saat:
%13,84+2,56, p=0,452) (Sekil 4.7., Sekil 4.8.). Yolak aktivasyonunu gosteren p-IRF3
ve IFN-B proteinlerinin immiinopozitifligi de mikrogliyalarda KYD tetiklenmesi
sonras1 artig gostermemistir (p-IRF3: Yalanci cerrahi: %1,81+0,61 ve tek KYD 5. saat:
%2,40+0,52, p=0,485; tek KYD 24. saat: %1,27+0,60, p=0,542; altt KYD 5. saat:
%3,41+1,04, p=0,224; alti KYD 24. saat: %1,82+0,61, p=0,994; IFN-B: Yalanci
cerrahi: %1,79+0,58 ve tek KYD 5. saat: %4,40+0,90, p=0,074; tek KYD 24. saat:
%2,58+0,61, p=0,371; altt KYD 5. saat: %3,96+0,81, p=0,087; alt1 KYD 24. saat:
%1,95+0,64, p=0,846) (Sekil 4.7., Sekil 4.8.). KYD sonras1 mikrogliyalarda STING
ifadesinde artis olsa da diger yolak proteinlerinde belirgin artis olmamasi, ¢alisilan
zaman diliminde cGAS-STING yolagi aktivasyonunun mikrogliyalarda sinirl

olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.7. KYD sonrasi ipsilateral pariyetal kortekste mikrogliyalarda cGAS-STING
yolag1 proteinlerinin ifadesinin ikili immiinofloresan isaretleme ile incelenmesi. KYD
tetiklenen ve kontrol beyin kesitlerinde cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-f proteinlerinin
(kirmiz1) mikrogliya belirteci Ibal (yesil) ile ikili immiinofloresan isaretlenmesini
gosteren ornek mikroskop goriintiileri. KYD tetiklenmesi sonrast STING proteininin
mikrogliya belirteci Ibal ile kolokalizasyonunda artig goriilmistiir ancak incelenen
diger yolak proteinleri mikrogliya belirteci Ibal ile kolokalizasyon gdstermemistir.
Olgek ¢ubuklar1 50 mikrometreyi gdstermektedir. Ekli kiigiik resimlerde beyaz oklarla
gosterilen hiicreler ilgilenilen protein (kirmizi) i¢in immiinopozitif hiicreleri, beyaz ok
baslar1 ilgilenilen protein i¢in immiinonegatif hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 4.8. KYD sonrasi ipsilateral pariyetal kortekste cGAS-STING yolag1 proteinleri
icin immiinopozitif olan mikrogliya yiizdesinin belirlenmesi. Yalanci cerrahi, tek KYD
ve alt1 KYD sonras1 5. saat ve 24. saatte cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinleri
icin immiinopozitif olan mikrogliya sayisi, toplam mikrogliya sayisia oranlanmistir
(n=6/grup). KYD tetiklenmesi sonrast STING proteini i¢in immiinopozitif olan
mikrogliya ylizdesi artmistir ancak incelenen diger yolak proteinleri igin
imminopozitif olan mikrogliya yiizdesi belirgin degisiklik gostermemistir.
Grafiklerdeki veri noktalar1 bir hayvanin verisini gostermektedir ve her veri noktasi
birbiriyle kesismeyen 3 goriintiiden elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak
hesaplanmigtir. Grafiklerde veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi ile
gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin Welch diizeltmesi yapilarak student t
testi kullanilmistir. not significant (ns): p > 0,05, ***: p < 0,001.

4.2.3. KYD Sonras1 cGAS-STING Yolag1 Aktivitesi Astrositlerde Artis

Gostermemektedir

Beyinde cGAS-STING aracili noroinflamasyonda rol oynadiklar1 bilinen
astrositlerde de KYD sonrasi yolak aktivasyonu degerlendirilmistir. Bunun i¢in cGAS-

STING yolag1 proteinleri, astrosit belirteci olan S100p ile birlikte immiinofloresan
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isaretlenmistir. Astrositlerde bazal durumda cGAS (Yalanci cerrahi: %8,39+1,92) ve
STING (Yalanct cerrahi: %8,53+£2,08) immiinopozitifligi goriilse de, tek veya alt1
KYD tetiklenmesi sonrast cGAS ve STING immiinopozitifliginde anlamli artig
gbzlenmemistir (cGAS: Yalanci cerrahi: %8,39+1,92 ve tek KYD 5. saat: %5,94+0,40,
p=0,783; tek KYD 24. saat: %11,69+2,47, p=0,329; alt1 KYD 5. saat: %11,67£2,23,
p=0,179; altt KYD 24. saat: %13,59+2,32, p=0,132; STING: Yalanci cerrahi:
%8,53+2,08 ve tek KYD 5. saat: 9%9,31+2,04, p=0,756; tek KYD 24. saat:
%7,04+1,36, p=0,590; alt1 KYD 5. saat: %11,92+3,66, p=0,424; altt KYD 24. saat:
%14,52+2,92, p=0,118) (Sekil 4.9., Sekil 4.10.). p-IRF3 ve IFN-B proteinlerinin
immiinopozitifligi de astrositlerde KYD tetiklenmesi sonrasi artig gostermemistir (p-
IRF3: Yalanci cerrahi: %0,75+0,48 ve tek KYD 5. saat: %1,18+0,91, p=0,690; tek
KYD 24. saat: %0,29+0,20, p=0,436; alt1t KYD 5. saat: %1,68+0,66, p=0,287; alt1
KYD 24. saat: %2,27+0,58, p=0,074; IFN-B: Yalanci cerrahi: %2,39+0,61 ve tek KYD
5. saat: 9%3,09+1,03, p=0,574; tek KYD 24. saat: %4,52+1,45, p=0,220; alt1 KYD 5.
saat: %4,88+0,86, p=0,426; altt KYD 24. saat: %6,50+1,18, p=0,165) (Sekil 4.9., Sekil
4.10.). Bu bulgular KYD sonrasinda cGAS-STING yolaginin astrositlerde
aktiflesmedigine isaret etmektedir. Beraber ele alindiginda bulgularimiz, KYD sonrasi
serebral kortekste cGAS-STING yolaginin temel olarak noéronlarda aktive oldugunu

ve gliyal hiicrelerde aktivasyonun sinirl oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.9. KYD sonrasi ipsilateral pariyetal kortekste astrositlerde cGAS-STING
yolag1 proteinlerinin ifadesinin ikili immiinofloresan isaretleme ile incelenmesi. KYD
tetiklenen ve kontrol beyin kesitlerinde cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-f proteinlerinin
(kirmiz1) astrosit belirteci S100f (yesil) ile ikili immiinofloresan isaretlenmesini
gosteren 6rnek mikroskop goriintiileri. KYD tetiklenmesi sonrasi cGAS-STING yolagi
proteinlerinin astrosit belirteci S100p ile kolokalizasyonunda artig goriilmemektedir.
Olgek ¢ubuklar1 50 mikrometreyi gdstermektedir. Ekli kiigiik resimlerde beyaz oklarla

gosterilen hiicreler ilgilenilen protein (kirmizi) i¢in immiinopozitif hiicreleri, beyaz ok
baslari ilgilenilen protein i¢in immiinonegatif hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 4.10. KYD sonrasi ipsilateral pariyetal kortekste cGAS-STING yolagi
proteinleri i¢in immiinopozitif olan astrosit yilizdesinin belirlenmesi. Yalanci cerrahi,
tek KYD ve alti KYD sonrasi 5. saat ve 24. saatte cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-B
proteinleri i¢in immiinopozitif olan astrosit sayisi, toplam astrosit sayisina
oranlanmistir (n=6/grup). cGAS-STING yolag1 proteinleri i¢in immiinopozitif olan
astrosit yiizdesi KYD tetiklenmesi sonrasinda artig gostermemistir. Grafiklerdeki veri
noktalar1 bir hayvanin verisini gostermektedir ve her veri noktasi birbiriyle kesismeyen
3 goriintiidden elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Grafiklerde
veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi ile gosterilmistir. Istatistiksel
kargilagtirmalar igin Welch diizeltmesi yapilarak student t testi kullanilmigtir. not
significant (ns): p > 0,05

4.24 KYD Sonras1 Mikrogliyalardaki STING aktivasyonu NLRP3

Inflamazomu ve NF-kB Yolagim Aktiflestirmemektedir

cGAS-STING yolagmin ¢esitli nérolojik hasar durumlarinda mikrogliyalarda
NLRP3 inflamazomu ve NF-kB yolag1 aracili inflamasyonu uyarabildigi gosterilmistir
(55, 249, 266). KYD sonrasinda mikrogliyalarda artan STING ifadesinin tip 1

interferon sentezi disinda baska yolaklar1 uyarip uyarmadiginin incelenmesi igin,
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NLRP3 inflamazomu ve NF- kB p65 alt birimi mikrogliya belirteci Ibal ile beraber
ikili immiinofloresan isaretlemeyle incelenmistir. Mikrogliyalarin bazal durumda
yiiksek NLRP3 immiinopozitifligi oldugu goriilmiistiir ancak tek veya alti KYD
tetiklenmesi mikrogliyalardaki NLRP3 immiinopozitifliginde degisime neden
olmamstir (Yalanci cerrahi: %43,38+2,66 ve tek KYD 5. saat: %45,07+1,21, p=0,584;
tek KYD 24. saat: %51,48+2,55, p=0,089; alt1 KYD 5. saat: %50,62+1,98, p=0,093;
alt1 KYD 24. saat: %51,68+3,06, p=0,175) (Sekil 4.11.). NF-xB p65 alt birimi, yolak
aktive oldugunda c¢ekirdege translokasyon gosteren bir proteindir. NF-xB p65
isaretlenmesi mikrogliyalarda hem kontrol grubunda hem KYD tetiklenen gruplarda
sitoplazmik pattern gostermistir ve niikleer isaretlenme oraninda artiy olmamistir
(Yalanci cerrahi: %8,4040,83 ve tek KYD 5. saat: %6,68+0,64, p=0,162; tek KYD 24.
saat: %10,05+0,98, p=0,242; alt1 KYD 5. saat: %8,61£1,23, p=0,893; altt KYD 24.
saat: 9,59+1,03, p=0,399) (Sekil 4.11.). Bu bulgularimiz ¢alistigimiz zaman diliminde
mikrogliyalarda KYD sonrasi artan STING ifadesinin NLRP3 inflamazomu ve NF-kB
yolag1 aktiflesmesine neden olmadigini gostermektedir. Bu bulgu KYD sonrasi
NLRP3 inflamazomu ve NF- kB yolagi aktiflesmesini ¢aligan daha 6nceki ¢alismalarla
uyumludur (27, 267, 268).
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Sekil 4.11. KYD sonras1 mikrogliyalarda NLRP3 inflamazomu ve NF-kB yolag
aktivasyonunun ikili immiinofloresan isaretleme ile incelenmesi. A) KYD tetiklenen
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ve kontrol beyin kesitlerinde NLRP3 proteininin mikrogliya belirteci Ibal (yesil) ile
ikili immiinofloresan igaretlenmesini gosteren 6rnek mikroskop goriintiileri. Hem
yalanci cerrahi uygulanan hem de KYD tetiklenen gruplarda NLRP3 isaretlenmesinin
mikrogliya belirteci Ibal ile yiiksek kolokalizasyon gdsterdigi goriilmektedir. Olgek
cubuklari 50 mikrometreyi gostermektedir. Ekli kiigiik resimlerde beyaz oklarla
gosterilen hiicreler ilgilenilen protein (kirmizi) i¢in immiinopozitif hiicreleri
gostermektedir. B) Yalanci cerrahi, tek KYD ve altt KYD sonrasi 5. saat ve 24. saatte
NLRP3 i¢in immiinopozitif olan mikrogliya yiizdesinin belirlenmesi (n=5/grup).
NLRP3 i¢in immiinopozitif olan mikrogliya yiizdesinin KYD tetiklenmesi sonrasinda
belirgin degisiklik gostermedigi goriilmiistiir. C) KYD tetiklenen ve kontrol beyin
kesitlerinde NF-kB p65 alt biriminin mikrogliya belirteci Ibal ile ikili immiinofloresan
isaretlenmesini gosteren Ornek mikroskop goriintiileri. Olgek g¢ubuklar1 50
mikrometreyi gostermektedir. Orjinal goriintiilerde beyaz karelere denk gelen
biiylitiilmiis goriintiilerde hem yalanci cerrahi uygulanan hem de KYD tetiklenen
beyinlerde mikrogliyalarda NF-kB p65 isaretlenmesinin biiyiik dl¢iide sitoplazmik
patternde oldugu ve niikleer isaretlenme olmadig1 goriilmektedir. D) Yalanci cerrahi,
tek KYD ve alt1 KYD sonrasi 5. saat ve 24. saatte p65 immiinopozitif mikrogliyalar
arasinda niikleer p65 isaretlenme patterni gosteren hiicrelerin oraninin belirlenmesi
(n=5/grup). Niikleer p65 isaretlenmesi gosteren mikrogliya oran1 KYD tetiklenmesi
sonrasinda artis gostermemistir. Grafiklerdeki veri noktalar1 bir hayvanin verisini
gostermektedir ve her veri noktasi birbiriyle kesismeyen 3 goriintiiden elde edilen
sonuglarin ortalamas1 alinarak hesaplanmistir. Grafiklerde veriler ortalama =+
ortalamanin standart hatasi ile gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in Welch
diizeltmesi yapilarak student t testi kullanilmistir. not significant (ns): p > 0,05

4.2.5 STING Inhibitorii C-176 KYD Sonrasi Artan ¢cGAS-STING Yolag:

Aktivitesini Baskilamaktadir

cGAS-STING yolagr aktiflesmesinin KYD ile iliskili inflamatuar ve nosiseptif
cevaplardaki etkisinin incelenmesi i¢in yolak aktivitesi spesifik agonist ve
antagonistlerle farmakolojik olarak manipiile edilmistir. STING inhibisyonu ig¢in
STING’e spesifik kovalent inhibitér olan C-176 kullanilmistir. C-176, KYD
tetiklenmesinden 4 saat 6nce 20 mg/kg dozda intraperitoneal yolla uygulanmigtir (58,
256). Kontrol olarak ilacin sadece ¢oziiclisiiniin (%5 DMSO) verildigi grup
kullanilmistir. Immiinofloresan isaretleme ve kapiller temelli Western blot analizi
(WES) yontemleriyle cGAS-STING yolag1 proteinlerinin ifadesinin incelenmesi igin
hayvanlarin beyinleri alti KYD dalgasi tetiklenmesinden 24 saat sonra alinmistir.
Noron belirteci NeuN ile beraber immiinofloresan isaretlemeyle bakildiginda, C-176
verilen grupta KYD sonrasi néronlarda cGAS hari¢, diger cGAS-STING yolagi
proteinlerinin immiinopozitifliginin, ¢dziicii verilen gruptakine kiyasla belirgin olarak

daha az oldugu goriilmiistiir (Coziicii ve C-176 sirastyla, cGAS: %38,88+0,86 ve
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%36,49+1,27, p=0,153; STING: %35,11£2,97 ve %24,58+1,88, p=0,016; p-IRF3:
%24,55+0,98 ve %7,29+0,72, p<0,001; IFN-B: %32,47+0,88 ve %]11,73+1,81,
p<0,001) (Sekil 4.12.). Bunu destekleyen sekilde kapiller temelli Western blot
analizinde C-176 verilmis grupta KYD sonrasi kortekste STING, p-IRF3 ve IFN-§3
proteinlerinin seviyesinin ¢oziicli verilmis gruba kiyasla belirgin olarak daha diisiik
oldugu goriilmiistiir (Coziici ve C-176 sirasiyla, STING: 1+0,03 ve 0,82+0,005,
p=0,037; p-IRF3: 1+0,01 ve 0,59+0,06, p=0,023; IFN-B: 1+0,04 ve 0,58+0,005,
p<0,001, ¢6ziicii grubuna gore kat degisim) (Sekil 4.13.). Bu bulgular sistemik C-176
uygulamasiyla beyinde etkin yolak inhibisyonu saglanabildigini ve KYD sonrasi

noronlarda artan cGAS-STING yolagi aktivitesinin baskilanabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.12. STING inhibitdrii C-176 uygulamasi ile KYD sonrasi noronlarda cGAS-
STING yolag ifadesinin ikili immiinofloresan isareleme ile incelenmesi. A) C-176
veya ¢oziicli uygulanan hayvanlarda alt1 KYD sonrasi cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-
B proteinlerinin (kirmizi) noron belirteci NeuN (yesil) ile ikili immiinofloresan
isaretlenmesini gosteren drnek mikroskop goriintiileri. C-176 uygulanmig grupta KYD
tetiklenmesi sonrast STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinlerinin néronlardaki
isaretlenmesinin azaldig1 goriilmektedir. Olgek cubuklari 50 mikrometreyi
gostermektedir. Ekli kiigiik resimlerde beyaz oklarla gdsterilen hiicreler ilgilenilen
protein (kirmizi) i¢cin immiinopozitif hiicreleri, beyaz ok baglari ilgilenilen protein igin
immiinonegatif hiicreleri gostermektedir. B) C-176 veya c¢dziicii uygulanan
hayvanlarda altt KYD sonrasi cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinleri igin
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immiinopozitif olan ndron yiizdesinin belirlenmesi (n=6/grup). C-176 uygulanmis
grupta KYD tetiklenmesi sonrasi ¢cGAS i¢in immiinopozitif olan noéron yiizdesi
belirgin degisiklik gostermemistir ancak STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinleri igin
imminopozitif olan ndron yiizdesi ¢oziicii uygulanan gruba gore azalmistir.
Grafiklerdeki veri noktalar1 bir hayvanin verisini gostermektedir ve her veri noktasi
birbiriyle kesismeyen 3 goriintiiden elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak
hesaplanmistir. Grafiklerde veriler ortalama =+ ortalamanin standart hatasi ile
gdsterilmistir. Istatistiksel karsilagtirmalar icin Welch diizeltmesi yapilarak student t
testi kullamilmistir. not significant (ns): p > 0,05, *: p < 0,05, ***: p <0,001.
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Sekil 4.13. STING inhibitorii C-176 uygulamasi ile KYD sonrasi cGAS-STING yolagi
ifadesinin kapiller temelli Western blot analizi ile incelenmesi A) C-176 veya ¢oziicii
uygulanan hayvanlarda alt1 KYD sonras1 STING, IRF3, p-IRF3, IFN-B ve yiikleme
kontrolii vinkiilin proteinleri i¢in WES analizinde olusturulan temsili bant goriintiileri
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(n=3/grup). B) C-176 veya ¢oziicli uygulanan hayvanlarda alt1 KYD sonrast STING,
IRF3, p-IRF3 ve IFN-B protein seviyelerinin WES analizi ile belirlenmesi. C-176
uygulanmis grupta KYD tetiklenmesi sonrasi STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinlerinin
seviyesinin ¢oziicli uygulanan gruptakine kiyasla azalmis oldugu goriilmektedir. Her
protein i¢in hesaplanan seviyeler, ylikleme kontrolii vinkiiline oranlanarak normalize
edilmigtir. Grafiklerde veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi ile gosterilmistir
ve ¢oziicii kontrol grubuna goére kat degisim cinsinden sunulmustur. Istatistiksel
karsilastirmalar icin Welch diizeltmesi yapilarak student t testi kullamilmistir. not
significant (ns): p > 0,05, *: p < 0,05, ***: p <0,001.

KYD sonrasinda néronlarda NLRP3 inflamazomunun aktiflestigi daha 6nceki
caligmalarda gosterilmistir ve cGAS-STING yolagimin ¢esitli noroinflamatuar
durumlarda NLRP3 inflamazomu aktivasyonunda rol oynadigi bilinmektedir (27,
266). Bu bilgilerden yola ¢ikarak cGAS-STING yolagimin KYD sonrast néronlarda
goriilen NLRP3 inflamazomu aktivasyonunda rol oynayip oynamadiginin incelenmesi
icin C-176 ile STING inhibisyonu yapilip KYD tetiklenen hayvanlarda néronlardaki
NLRP3 ifadesi ikili immiinofloresan isaretleme ile incelenmistir. KYD sonrasi
noronlardaki NLRP3 immiinopozitifligi C-176 uygulanan (%33,53+1,88) ve ¢oziicii
uygulanan (%37,5942,42) gruplar arasinda belirgin fark gostermemistir (p=0,225)
(Sekil 4.14.). Bu bulgu KYD sonrasi noronlardaki NLRP3 inflamazomu

aktivasyonunun cGAS-STING yolag: aktivitesinden bagimsiz gerceklestigine isaret

etmektedir.
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Sekil 4.14. STING inhibitorii C-176 uygulamasi ile KYD sonrasi ndronlarda NLRP3
inflamazomu ifadesinin incelenmesi A) C-176 veya ¢oziicii uygulanan hayvanlarda alti
KYD sonrast NLRP3 proteininin (kirmizi) néron belirteci NeuN (yesil) ile ikili
immiinofloresan isaretlenmesini gosteren drnek mikroskop goriintiileri. Hem ¢6ziicii
uygulanan hem de C-176 uygulanan gruplarda KYD tetiklenmesi sonrast NLRP3
isaretlenmesinin noron belirteci NeuN ile yiiksek kolokalizasyon gdosterdigi
goriilmektedir. Olgek cubuklart 50 mikrometreyi gostermektedir. Ekli kiiciik
resimlerde beyaz oklarla gosterilen hiicreler NLRP3 proteini (kirmizi) igin
imminopozitif hiicreleri gdstermektedir. B) C-176 veya ¢oziici uygulanan
hayvanlarda altit KYD sonrasi NLRP3 proteini i¢in immiinopozitif olan ndron
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yiizdesinin belirlenmesi (n=5/grup). NLRP3 proteini i¢in immiinopozitif olan ndron
yiizdesi ¢oziicii ve C-176 uygulanan gruplar arasinda belirgin fark gostermemistir.
Grafiklerdeki veri noktalar1 bir hayvanin verisini gostermektedir ve her veri noktasi
birbiriyle kesismeyen 3 goriintiiden elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak
hesaplanmigtir. Grafiklerde veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi ile
gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar icin Welch diizeltmesi yapilarak student t
testi kullanilmistir. not significant (ns): p > 0,05

4.3. KYD Sonrasi Serebral Kortekste Mikrogliya Aktivasyonunun

incelenmesi

Coklu KYD dalgalarinin mikrogliyal aktivasyona neden oldugu gosterilmistir
(27, 28). Bu mikrogliyal aktivasyon kiigiik gévdeli, dallanan (ramifiye) uzantilara
sahip mikrogliya morfolojisinden, biiyiik govdeli, kisa ve kalin uzantilara sahip
ameboid morfolojiye gecisle karakterize morfolojik degisikliklerle tespit
edilebilmektedir (28, 258, 259). cGAS-STING yolag: aktivasyonunun mikrogliyal
aktivasyonda rol oynayabilecegi ve mikrogliyal M1 polarizasyonu destekledigi
literatiirde gosterilmistir (61, 255, 269, 270). Calismamizda KYD sonras1 kortekste
artan cGAS-STING vyolag:1 aktivitesi ve mikrogliyalarda STING ifadesinde artis
gosteren bulgularimiz {izerine cGAS-STING yolagmin KYD ile iligkili mikrogliyal
aktivasyonda rolii olup olmadig1 arastirildi. Bunun igin optogenetik yolla tek veya alt1
KYD tetiklenen ve yalanci cerrahi uygulanan hayvanlarin beyinleri deneyden 5 veya
24 saat sonra alinmig, beyinlerden elde edilen kesitlerde mikrogliya belirteci Ibal
immiinofloresan yolla isaretlenmistir. Lazer taramali konfokal mikroskop yardimiyla
elde edilen goriintiilerde mikrogliya morfolojisinin analiz edilmesi i¢in mikrogliya
hiicreleri i¢in ramifikasyon endeksi hesaplamasi ve Sholl analizi uygulanmistir (257-
260). ¢cGAS-STING yolagmin KYD sonrasi mikrogliyal aktivasyon iizerindeki
etkisinin arastirilmasi i¢in alti KYD dalgas: tetiklenmesinden 4 saat dnce spesifik
STING inhibitorii C-176 (veya ¢oziiciisii) intraperitoneal yolla uygulanmistir. KYD
tetiklenmesinden 24 saat sonra hayvanlarin beyinleri alinmis ve mikrogliya morfolojisi

analiz edilmistir.

4.3.1. Coklu KYD Tetiklenmesi Sonrasi Serebral Kortekste Mikrogliyal

Aktivasyon Gozlenmektedir
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Tek ve alt1 KYD tetiklenen beyinlerde mikrogliyal aktivasyon incelendiginde,
alt1 KYD tetiklendikten sonra 24. saatte ipsilateral pariyetal kortekste mikrogliyalarin
biiyilk govdeli ve kisa uzantili ameboid morfoloji sergiledikleri ve ramifikasyon
endeksi skorlarinda yalanci cerrahi grubuna kiyasla anlamli bir diisiis oldugu
goriilmiistiir (Yalanci cerrahi: 24,54+1,39 ve alt1 KYD 24. saat: 14,49+0,73, p=0,002)
(Sekil 4.15.). Altt KYD sonrast 5. saatte mikrogliyalarda belirgin morfolojik
degisiklikler goriilmemistir ve ramifikasyon endeksi skorlar1 yalanci cerrahi grubuna
kiyasla anlamli fark gostermemistir (Yalanci cerrahi: 24,54+1,39 ve alt1 KYD 5. saat:
19,83+1,99, p=0,093) (Sekil 4.15.). Benzer sekilde tek KYD tetiklenen grupta hem 5.
saatte hem 24. saatte mikrogliyalarda aktivasyonla uyumlu morfolojik degisiklikler
gozlenmemistir (Yalanci cerrahi: 24,54+1,39 ve tek KYD 5. saat: 21,37+£2.49,
p=0,309; tek KYD 24. saat: 19,92+1,42, p=0,064) (Sekil 4.15.). Bu bulgularla paralel
olarak, Sholl analiziyle mikrogliya uzantilarinin karmasiklig1 incelendiginde yalanct
cerrahi grubuna kiyasla alti KYD sonrasi 24. saatte, mikrogliyalarin hiicre
merkezinden 12 mikrometre mesafeden itibaren daha az dallanan ve daha az karmagik
uzantilara sahip oldugu goriilmiistiir (Kesisme noktasi sayisi, 12 mikrometrede yalanci
cerrahi: 8,37+0,38 ve alt1 KYD 24. saat: 6,22+0,48, p=0,009; 24 mikrometrede yalanci
cerrahi: 9,30+0,74 ve alt1 KYD 24, saat: 3,80+0,85, p=0,001; 27 mikrometrede yalanci
cerrahi: 9,39+1,44 ve alt1 KYD 24. saat: 2,1540,85, p=0,004) (Sekil 4.15.). Alt1 KYD
sonrast 5. saatte ve tek KYD sonrasi iki zaman noktasinda mikrogliya uzantilarinin
karmagikliginda, hiicre merkezinden 24 mikrometre mesafeye kadar bir diisis
gozlenmemistir (Kesigme noktasi sayisi, 12 mikrometrede yalanci cerrahi: 8,37+0,38
ve alti1 KYD 5. saat: 7,2440,54, p=0,134; tek KYD 5. saat: 8,84+0,40, p=0,421; tek
KYD 24. saat: 7,24+0,32, p=0,066; 24 mikrometrede yalanci cerrahi: 9,30+0,74 ve alti
KYD 5. saat: 5,75+0,42, p=0,005; tek KYD 5. saat: 10,35+0,28, p=0,246; tek KYD
24. saat: 8,92+0,44, p=0,675; 27 mikrometrede yalanci cerrahi: 9,39+1,44 ve alt1 KYD
5. saat: 1,76+0,72, p=0,003; tek KYD 5. saat: 8,97+1,56, p=0,848; tek KYD 24. saat:
4,21+0,75, p=0,018) (Sekil 4.15.). KYD sonras1 gdzlenen mikrogliya morfolojisindeki
degisimler iizerinde cinsiyet etkisi gorilmemistir (p=0,877, iki yonliit ANOVA). Bu
bulgular ¢oklu KYD’den 24 saat sonra mikrogliyalarin ameboid morfoloji

sergilediklerini ve belirgin mikrogliyal aktivasyon oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.15. KYD tetiklenmesi sonrasi mikrogliyal aktivasyonun mikrogliya
morfolojisi analiziyle incelenmesi. A) Tek veya alt1 KYD tetiklendikten sonra 5. saat
ve 24. saatte ipsilateral pariyetal kortekste mikrogliya belirteci Ibal immiinofloresan
isaretlenmesini (yesil) gdsteren 6rnek mikroskop goriintiileri. Alt1 KYD tetiklenmesi
sonrasi 24. saatte mikrogliyalarin bilyiik gdvdeli ve kisalmis uzantilara sahip ameboid
morfoloji  sergiledikleri goriilmektedir. Olgek cubuklari 50 mikrometreyi
gostermektedir. B) Mikrogliya morfolojisinin ramifikasyon endeksi hesaplanmasi ile
analiz edilmesi. Ramifikasyon endeksi hesaplanmasinda hiicre ¢evresi (kirmizi) ve
hiicre alanm (siyah) parametreleri kullanilmistir. Altt KYD tetiklenmesi sonrasi 24.
saatte mikrogliyalarin ramifikasyon endeksi skorlarmin yalanci cerrahi grubuna
kiyasla belirgin diisiis gosterdigi goriilmektedir. Ancak 5. saat zaman noktasinda ve
tek KYD tetiklenmesi sonrasinda mikrogliyalarin ramifikasyon endeksi skorlari
yalanci cerrahi grubuna kiyasla belirgin fark gostermemistir. Grafikteki veri noktalari
bir hayvanin verisini géstermektedir ve her veri noktasi hayvan basina analiz edilen
mikrogliyalarin ramifikasyon endeksi skorlarinin ortalamasi alinarak hesaplanmistir
(n=6/grup). Grafikte veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi ile gosterilmistir.
C) Mikrogliya uzantilarinin karmasikliginin Sholl analizi yapilarak analiz edilmesi.
Sholl analizinde hiicre merkezinden baslayarak 3 um aralikli es merkezli ¢cemberler
(kirmiz1) ¢izilmis ve her ¢emberin mikrogliya uzantilariyla olan kesigsme noktalar
sayilmistir. Grafikte X ekseni her ¢emberin hiicre merkezinden uzakligini, Y ekseni
her ¢cemberin mikrogliya uzantilartyla kesisme noktast sayisin1 gostermektedir. Alti
KYD tetiklenmesi sonrasi 24. saatte kesigme noktasi sayisinin hiicre merkezinden 12
mikrometre mesafeden baslayarak kontrol grubuna kiyasla belirgin diislis gosterdigi
goriilmistiir. Alt1 KYD tetiklenmesi sonrasi 5. saatte 24 mikrometrede ve tek KYD
tetiklenmesi sonrasi 24. saatte 27 mikrometrede uzantilarin kesigsme noktasi sayisi
yalanci cerrahi grubuna kiyasla belirgin diislis gostermistir. Grafikte veriler ortalama
+ ortalamanin standart hatasi ile gosterilmistir. Her gemberde yalanci cerrahi grubuyla
yapilan anlamli karsilagtirmalar grup rengine denk gelen yildiz isaretiyle gdsterilmistir
(n=5/grup). istatistiksel karsilastirmalar icin Welch diizeltmesi yapilarak student t testi
kullamlmastir. not significant (ns): p > 0,05, *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001.
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4.3.2. ¢cGAS-STING Yolaginin Farmakolojik inhibisyonu KYD Sonrasi
Goriilen Mikrogliyal Aktivasyonu Engellemektedir

KYD sonras1 goriilen mikrogliyal aktivasyonda cGAS-STING yolagmnin
roliiniin incelenmesi i¢in STING, spesifik inhibitorii C-176 ile inhibe edilmis ve alt1
KYD tetiklenmesinden 24 saat sonra mikrogliya morfolojisi analiz edilmistir. C-176
uygulanan grupta ¢oziicii grubuna kiyasla, mikrogliyalarin daha kiigiikk hiicre
gbovdesine ve dallanan uzantilara sahip ramifiye morfoloji sergiledigi ve ramifikasyon
endeks skorlarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Coziicii: 17,44+1,09 ve C-176:
27,45+1,34, p=0,002) (Sekil 4.16.). Buna ek olarak Sholl analizinde C-176 uygulanan
grupta KYD sonras1 mikrogliya uzanti karmasikligindaki diisiisiin olmadigi ve ¢oziicii
uygulanan gruptakine kiyasla hiicre merkezinden 9 mikrometre mesafeden itibaren
anlamli bicimde daha yiiksek mikrogliya uzanti karmasikligina sahip oldugu
goriilmistiir (Kesisme noktasi sayisi, 9 mikrometrede ¢oziicii: 6,27+0,44 ve C-176:
7,63+0,18, p=0,034; 24 mikrometrede c¢oziicii: 3,59+0,49 ve C-176: 8,66+0,75,
p<0,001) (Sekil 4.16.). Bu bulgular ¢oklu KYD sonrasi gozlenen mikrogliyal
aktivasyonla uyumlu morfolojik  degisikliklerin ~ STING  inhibisyonuyla
engellenebildigine ve KYD ile iligkili mikrogliyal aktivasyonda STING’in rol

oynadigina isaret etmektedir.
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Sekil 4.16. STING inhibisyonunun KYD ile iligkili mikrogliyal aktivasyona etkisinin
incelenmesi. A) STING inhibitorii C-176 veya ¢oziiciisli verilen gruplarda altt KYD
sonrast 24. saatte ipsilateral pariyetal kortekste mikrogliya belirteci Ibal
immiinofloresan (yesil) isaretlenmesini gosteren drnek mikroskop goriintiileri. Coziicii
uygulanan grupta KYD tetiklenmesi sonrasi mikrogliyalarin ameboid morfoloji
kazandiklar1 goriilirken C-176 uygulanan grupta mikrogliyalarin KYD sonrasi
ramifiye morfolojilerini korudugu gériilmektedir. Olgek gubuklar1 50 mikrometreyi
gostermektedir. B) C-176 ile STING inhibisyonunun mikrogliya morfolojisine
etkisinin ramifikasyon endeksi hesaplanmasi ile analiz edilmesi. C-176 uygulanan
grupta KYD tetiklenmesi sonrasi mikrogliyalarin ramifikasyon endeksi skorlarinin
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¢ozilicli uygulanan gruptakine kiyasla belirgin olarak daha ytiksek oldugu goriilmiistiir.
Grafikteki veri noktalar1 bir hayvanin verisini gostermektedir ve her veri noktasi
hayvan basina analiz edilen mikrogliyalarin ramifikasyon endeksi skorlarinin
ortalamasi aliarak hesaplanmistir (n=6/grup). Grafikte veriler ortalama + ortalamanin
standart hatas1 ile gosterilmistir. C) C-176 ile STING inhibisyonunun mikrogliya
uzanti karmasikligina etksinin Sholl analizi ile incelenmesi. Grafikte X ekseni her
cemberin hiicre merkezinden uzakligini, Y ekseni her g¢emberin mikrogliya
uzantilariyla kesigsme noktasi sayisini gostermektedir. C-176 uygulanan grupta
kesisme noktas1 sayisinin hiicre merkezinden 9 mikrometre mesafeden itibaren ¢oziicii
uygulanan gruba kiyasla belirgin olarak daha fazla oldugu goriilmektedir. Grafikte
veriler ortalama + ortalamanin standart hatas1 ile gdsterilmistir. Her gemberde yalanci
cerrahi grubuyla yapilan anlamli karsilagtirmalar grup rengine denk gelen yildiz
isaretiyle gosterilmistir (n=5/grup). Istatistiksel karsilastirmalar icin Welch diizeltmesi
yapilarak student t testi kullamlmistir. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001.

4.4. cGAS-STING Yolag1 Aktivitesinin Farmakolojik Modiilasyonunun
KYD Esigi ve KYD ile iliskili Kraniyal Nosisepsiyona Etkisinin Incelenmesi

cGAS-STING yolaginin néronlarda artmis tip 1 interferon sinyaliyle noronal
uyarilabilirligi ve nosisepsiyonu diizenleyebildigine dair bulgular literatiirde yer
almaktadir (58, 59, 253). Calismamizda KYD sonrasinda beyinde ¢cGAS-STING
yolagmin agirlikli olarak noronlarda aktive oldugu ve tip 1 interferon sentezini
arttirdig1 bulgularindan yola g¢ikarak cGAS-STING yolagi aktivasyonunun KYD
yatkinligina ve KYD ile iligkili nosiseptif cevaplara etkisi incelenmistir. Bunun i¢in
cGAS-STING yolag aktivitesi STING’in endojen agonisti 2’3’ cGAMP ve spesifik
antagonisti C-176 uygulamasiyla farmakolojik olarak manipiile edilmis ve KYD
esigine ve periorbital agri esiklerine etkisine bakilmistir. STING agonisti 2’3’ cGAMP
KBB gecisi iyi olmamasi nedeniyle intranazal yolla 1 mg/kg dozda uygulanmistir (56).
C-176 ilaci intraperitoneal yolla 20 mg/kg dozda uygulanmustir. Ilag uygulamasindan
4 saat sonra KYD esigi ve periorbital agr esikleri belirlenmistir. KYD esiginin
belirlenmesinde dura {izerine topikal KCI uygulamasi yontemi kullanilmistir.
Periorbital agr esiklerinin belirlenmesinde manuel von Frey testi kullanilmistir. Ek
olarak cGAS-STING yolag1 aktivasyonunun KYD sonrasi gelisen periorbital
allodiniye etkisinin incelenmesi i¢in hayvanlarin kafasina daha sonradan optogenetik
yolla KYD tetiklenmesine izin verecek 6zel bir diizenek yerlestirilmis ve cerrahinin
yarattig1 stres ve inflamasyonun etkisinin en aza indirilmesi i¢in 1 hafta iyilesmelerine
izin verilmistir. Deney giinii ilk olarak bazal periorbital agn esikleri belirlenmis ve

sonrasinda 2’3’ ¢cGAMP ilaci 1 mg/kg dozda intranazal yolla uygulanmistir. ilag
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uygulamasindan 4 saat sonra optogenetik yolla alt1 KYD dalgasi tetiklenmis ve son
KYD dalgasindan 2 saat sonra ve 24 saat sonra periorbital agr1 esikleri yeniden

belirlenmigtir.

4.4.1 Intranazal 2°3° cGAMP Uygulamasi Beyinde cGAS-STING Yolagim
Aktiflestirmektedir

Intranazal 2’3’ cGAMP uygulamasinin serebral kortekste cGAS-STING yolagi
aktivasyonuna neden oldugunun dogrulanmasi i¢in kortekste cGAS-STING yolag:
proteinlerinin ifadesi 2’3’ cGAMP uygulamasindan 4 saat sonra immiinofloresan
isaretleme ve kapiller temelli Western blot analizi (WES) yoOntemleriyle analiz
edilmistir. Immiinofloresan isaretlemelerde intranazal olarak 2’3’ cGAMP uygulanan
grupta serebral kortekste p-IRF3 ve IFN-f proteinlerinin isaretlenmesinde artis
goriilmiistiir (Sekil 4.17.). Bununla paralel olarak kapiller temelli Western blot analizi
(WES) yontemiyle ¢cGAS-STING proteinlerinin serebral korteksteki seviyeleri
incelendiginde intranazal 2’3’ cGAMP uygulanan grupta toplam STING seviyelerinde
anlamli degisiklik gozlenmezken, p-IRF3 ve IFN-f3 proteinlerinin seviyelerinin ¢oziict
uygulanan gruptakine gore anlamli olarak fazla oldugu goriilmiistiir (Coziicii ve 2°3°
cGAMP sirasiyla, STING: 1+0,06 ve 0,86+0,08, p=0,290; p-IRF3: 1£0,22 ve
2,98+0,46, p= 0,033; IFN-B: 1£0,30 ve 2,28+0,18, p=0,032, ¢oziicii grubuna gore kat
degisim) (Sekil 4.17.). Bu bulgular intranazal 2’3° c¢cGAMP uygulamasinin
uygulamadan sonra 4 saat i¢inde beyinde cGAS-STING yolag: aktivasyonuna neden

oldugunu goéstermektedir.
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Sekil 4.17. STING agonisti 2’3’ cGAMP’in intranazal uygulamasi sonras1 serebral
kortekste cGAS-STING yolagi aktivitesinin incelenmesi. A) 2’3’ cGAMP veya ¢oziicii
uygulanan gruplarda pariyetal kortekste STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinlerinin
immiinofloresan isaretlemesini (kirmizi) ve hoechst ile hiicre ¢ekirdeklerini (mavi)
gosteren 6rnek mikroskop goriintiileri. 2’3’ cGAMP uygulanan grupta p-IRF3 ve IFN-
B proteinlerinin isaretlenmesinin arttigi goriilmektedir.  Olgek cubuklart 50
mikrometreyi gostermektedir. B) 2°3” cGAMP veya ¢6ziicii uygulanan hayvanlarda
serebral kortekste STING, IRF3, p-IRF3, IFN-f ve yiikleme kontrolii vinkiilin
proteinleri icin WES analizinde olusturulan 6rnek bant goriintiileri (n=3/grup). C) 2°3’
cGAMP veya ¢oziicii uygulanan hayvanlarda serebral kortekste STING, IRF3, p-IRF3
ve [FN-f protein seviyelerinin WES analizi ile belirlenmesi. 2’3’ cGAMP uygulanan
grupta p-IRF3 ve IFN-B proteinlerinin seviyesinin ¢oziicii uygulanan gruba kiyasla
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Her protein i¢in hesaplanan seviyeler, yiikleme
kontrolii vinkiiline oranlanarak normalize edilmistir. Grafiklerde veriler ortalama =+
ortalamanin standart hatasi ile gosterilmistir ve ¢ozilicii kontrol grubuna gore kat
degisim cinsinden sunulmustur. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in Welch diizeltmesi
yapilarak student t testi kullanilmistir. not significant (ns): p > 0,05, *: p < 0,05

4.4.2 ¢cGAS-STING Yolag1 Aktivasyonu KYD Esigini Yiikseltmektedir

cGAS-STING yolag aktivitesinin KYD yatkinligina etkisinin incelenmesi i¢in
STING agonist ve antagonisti uygulamasindan 4 saat sonra dura iizerine topikal KCl
uygulamasi ile KYD esikleri belirlenmigtir. C-176 ile STING inhibisyonu sonrasi

KYD esiklerinde ¢oziicii uygulamasina kiyasla anlamh diisiis gézlenmistir [Coziicii:
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75 (CAA 75-75) ve C-176: 50 (CAA 25-50), p=0,002] (Sekil 4.18.). Bu bulgu KYD
yatkimliginin arttigimi géstermektedir. Bunun tersi bir bigimde 2’3’ cGAMP ile STING
aktivasyonu sonrast KYD esiklerinde ¢oziicii uygulamasina kiyasla anlamli artig
gozlenmistir [Coziicii: 75 (CAA 75-75) ve 2°3° cGAMP: 150 (CAA 93,75-187.5),
p=0,015] (Sekil 4.18.). Bu bulgu KYD yatkinliginin azaldigin1 géstermektedir. C-176
veya 2’3’ cGAMP uygulamasi sonrast KYD esigindeki degisimler {izerinde cinsiyet
etkisi gbzlenmemistir (sirasiyla p>0,999 ve p=0,910, iki yonli ANOVA). Birlikte ele
alindiginda bu bulgular cGAS-STING yolag1 aktivitesinin KYD yatkinligin1 ve
noronal uyarilabilirligi etkileyebildigine ve cGAS-STING yolagimin KYD ile iligkili

patofizyolojide rol oynadigina isaret etmektedir.
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Sekil 4.18. cGAS-STING yolag: aktivitesinin KYD yatkinlig1 iizerindeki etkisinin
incelenmesi. A) STING antagonisti C-176 veya ¢oziicli uygulamasi sonrast KYD
esikleri topikal KCI uygulamasi ile incelendiginde C-176 uygulanan grupta KYD
esiklerinin ¢6ziicii uygulanan gruptakine kiyasla belirgin olarak diistiigii gozlenmistir.
B) STING agonisti 2’3’ cGAMP veya ¢oziicli uygulamasi sonras1 KYD esikleri topikal
KCI uygulamasi ile incelendiginde 2’3’ cGAMP uygulanan grupta KYD esiklerinin
¢Oziici uygulanan gruptakine kiyasla belirgin olarak yiikseldigi go6zlenmistir.
Grafiklerde veriler medyan =+ c¢eyrekler arasi agiklik (CAA) ile gosterilmistir.
Grafiklerdeki veri noktalari her bir hayvanin KYD egiklerini mM KCl konsantrasyonu
cinsinden gostermektedir (n=6/grup). Veri noktalarinda {iggen sembolii erkek hayvani,
daire sembolii disi hayvam gdstermektedir. Istatistiksel karsilastirmalar icin normal
dagilim gostermeyen veri nenediyle Mann-Whitney U testi kullanilmistir. *: p < 0,05,
**:p<0,01.

4.4.3 cGAS-STING Yolag1 Aktivasyonu Periorbital Mekanik Hassasiyeti
Azaltmaktadir
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cGAS-STING vyolaginin kraniyofasiyal nosisepsiyon tizerindeki etkilerinin
incelenmesi icin Oncelikle bazal durumda perirobital mekanik hassasiyet iistiindeki
etkisine bakilmistir. Bunun i¢in STING antagonisti C-176 ve STING agonisti 2°3’
cGAMP veya ¢oziicii uygulamasindan 6nce ve 4 saat sonra manuel von Frey testi ile
periorbital mekanik hassasiyet degerlendirilmistir. Kontrol olarak yapilan ¢oziicii
uygulamasi ile periorbital mekanik geri ¢ekme esiklerinde degisiklik goriillmemigtir
[C-176: Coziclii (%5 DMSO) oncesi: 0,16£0,06 ve ¢ozicii sonrasi: 0,13+0,04,
p=0,698; 2’3’ cGAMP: Cozicii (PBS) oncesi: 0,06+0,02 ve c¢dziicii sonrast:
0,04+0,009, p=0,603] (Sekil 4.19.). C-176 uygulamasi periorbital geri ¢ekme
esiklerini bazal duruma kiyasla anlamli 6lciide diislirmiistiir, bu artmis periorbital
mekanik hassasiyete isaret etmektedir (C-176 oncesi: 0,20+£0,05 ve C-176 sonrast:
0,03+0,007, p=0,023) (Sekil 4.19.). 2’3’ cGAMP uygulamasi ise periorbital geri cekme
esiklerinde anlamli bir yiikselmeye neden olarak periorbital mekanik hassasiyette
azalmaya neden olmustur (2’3’ cGAMP o6ncesi: 0,21+0,08 ve 2’3’ cGAMP sonrast:
0,51+0,12, p=0,002) (Sekil 4.19.). C-176 veya 2’3’ ¢cGAMP uygulamasi sonrasi
periorbital geri ¢ekme esiklerinde olusan degisimler iizerinde cinsiyet etkisi
goriilmemistir (sirastyla p=0,569 ve p=0,722, tekrarlayan 6l¢iimlerde ANOVA). Bu
bulgular cGAS-STING yolaginin bazal durumda trigeminal agr1 iglemesini ve kraniyal

nosiseptif hassasiyeti diizenleyebilecegine isaret etmektedir.



82

A *
2 0.6 I o 1
S ns T
ur I 1
w ns
(] | |
£ ]
f’ 0.4 e e 4 A Erkek
_L_)* @ Disi
-
L)
o2l T 1 .
= __L_ I WY A|A
o]
h ——
.g A A A O o000 [ ]
[ LA A 13
o 0.0 - - - .
Coziicii Oncesi C-176 Oncesi Goziicii Sonrasi C-176 Sonrasi
B % %k
T " 1
o) | 1
— 1.0 oA
=
o
I.IJ i ns
° 0.8 T " 1
S T 1
— —
[} - A A AlA
i3 0.6
=
8 0.4 ele
g —
.g 0.2 . ofs.
5 —— Ao —alinbn— 2
0 G A AS A
n- -

Goziicii Oncesi  2'3'cGAMP Oncesi Goziicii Sonrasi 2'3'cGAMP Sonrasi

Sekil 4.19. cGAS-STING yolag aktivitesinin periorbital mekanik hassasiyet
iizerindeki etkisinin manuel von Frey testiyle incelenmesi. A) STING inhibitori C-176
veya ¢Oziicli uygulamasindan 6nce ve uygulamadan 4 saat sonra periorbital geri cekme
esikleri manuel von Frey testiyle incelendiginde ¢6ziicii uygulamasi sonrasi periorbital
geri cekme esiklerinde belirgin degisiklik gozlenmezken, C-176 uygulamasi sonrasi
periorbital geri ¢ekme esiklerinde belirgin diisiis goriilmiistiir (n=7/grup). B) STING
agonisti 2’3’ cGAMP veya ¢oziicli uygulamasindan 6nce ve uygulamadan 4 saat sonra
periorbital geri ¢ekme esikleri manuel von Frey testiyle incelendiginde c¢oziicii
uygulamasi sonrasit periorbital geri ¢ekme esiklerinde belirgin degisiklik
gozlenmezken, 2’3’ cGAMP uygulamasi sonrast periorbital geri ¢ekme esiklerinde
belirgin artis gozlenmistir (Coziicli i¢in n=5/grup; 2’3’ cGAMP ig¢in n=8/grup.).
Grafiklerde veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi ile sunulmustur. Grafiklerde
veri noktalar1 her bir hayvanin periorbital geri ¢ekme esigini uygulanan kuvvet (g)
cinsinden gostermektedir. Veri noktalarinda {iggen sembolii erkek hayvani, daire
sembolii disi hayvam gostermektedir. Istatistiksel karsilastirmalar igin Welch
diizeltmesi yapilarak bagimli veya bagimsiz grup student t testi kullanilmistir. not
significant (ns): p > 0,05, *: p < 0,05, ¥*: p <0,01.
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4.4.4. Coklu KYD Oncesi cGAS-STING Yolaginin Aktive Edilmesi KYD

Sonrasi Periorbital Allodini Gelismesini Engellemektedir

cGAS-STING yolag1 aktivasyonunun KYD yatkinligini ve periorbital mekanik
hassasiyeti azalttig1 bulgularindan yola ¢ikarak, ¢coklu KYD oncesi cGAS-STING
yolag1 aktivasyonunun K'YD sonras1 geligen periorbital allodiniye etkisi incelenmistir.
Bunun i¢in STING agonisti 2’3’ cGAMP veya ¢oziiciisii optogenetik yolla alt1 KYD
tetiklenmesinden 4 saat once uygulanmistir. Periorbital geri ¢ekme esikleri ilag
uygulamasindan 6nce, KYD tetiklenmesinden 2 saat ve 24 saat sonra manuel von Frey
testi ile incelenmistir. Coziicli uygulanan grupta altt KYD tetiklenmesi KYD sonrasi
2. ve 24. saatte periorbital geri ¢ekme esiklerinde belirgin diisiise neden olarak
periorbital allodini gelismesini saglamistir (Alt1 KYD 6ncesi: 0,11£0,02 ve altt KYD
sonrast 2. saat: 0,04+0,006, p=0,020; alt1 KYD sonras1 24. saat: 0,02+0,004, p=0,011)
(Sekil 4.20.). Dikkate deger sekilde 2’3’ cGAMP uygulamasi ile KYD sonras1 2. ve
24. saatte periorbital geri cekme esikleri bazal durumdan belirgin fark gostermemistir
(Alt1 KYD oncesi: 0,10+0,01 ve altt KYD sonrasi 2. saat: 0,14+0,01, p=0,075; alt1
KYD sonrasi 24. saat: 0,060,005, p=0,109) (Sekil 4.20.). Bu bulgu 2’3’ cGAMP
uygulamasinin KYD sonrast periorbital allodini gelisimini engelleyerek koruyucu bir

etki saglayabilecegini gostermektedir.

Ilag uygulamasindan bagimsiz olarak bazal durumda ve KYD sonrasinda
hayvanlarin cinsiyetinin periorbital geri ¢ekme esikleri {izerinde bir etkisi
goriilmemistir (p=0,302, tekrarlayan 6lglimlerde ANOVA). Birlikte ele alindiginda bu
bulgular ¢cGAS-STING yolaginin hem KYD yatkinligini hem de KYD ile iligkili
nosiseptif cevaplari diizenleyebildigine ve tedavi hedefi olarak kullanilabilecegine

isaret etmektedir.
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Sekil 4.20. cGAS-STING yolag: aktivasyonunun c¢oklu KYD sonrasi gelisen
periorbital allodiniye etkisinin incelenmesi. A) Coziicli uygulanan grupta optogenetik
alt1 KYD sonrasi1 2. saatte ve 24. saatte periorbital geri gekme esikleri von Frey testiyle
incelendiginde KYD sonras1 2. saatte ve 24. saatte periorbital geri ¢cekme esiklerinin
belirgin diislis gosterdigi gézlenmistir (n=6/grup). B) 2’3’ cGAMP uygulanan grupta
optogenetik alti KYD sonrasi 2. saatte ve 24. saatte periorbital geri cekme esikleri von
Frey testiyle incelendiginde KYD tetiklenmesi sonrasi periorbital geri g¢ekme
esiklerinin bazal duruma gore belirgin degisiklik gostermedigi gorilmustiir
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(n=6/grup). Grafiklerde veri noktalar1 her bir hayvanin periorbital geri ¢cekme esigini
uygulanan kuvvet (g) cinsinden gostermektedir. Veri noktalarinda liggen sembolii
erkek hayvani, daire sembolii disi hayvani gostermektedir. C) Her zaman noktasinda
periorbital geri ¢cekme esigi verisinin grup ortalamalar1 karsilagtirildiginda KYD
oncesinde ¢oziicli ve 2’3’ cGAMP gruplari arasinda belirgin fark gézlenmezken, KYD
tetiklenmesi sonrasi 2. saatte ve 24. saatte ¢oziicli uygulanan gruptaki periorbital geri
cekme esiklerinin 2’3’ cGAMP uygulanan gruba kiyasla belirgin olarak diistiigii
gbzlenmistir (n=6/grup). Grafiklerde veriler ortalama = ortalamanin standart hatas ile
sunulmustur. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in Welch diizeltmesi yapilarak bagimli
veya bagimsiz grup student t testi kullamlmistir. not significant (ns): p > 0,05, *:
p <005 **: p<0,01.
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5. TARTISMA

Bu calismada farelerde optogenetik yontemle KYD tetiklenmesi sonrasi
serebral kortekste noronlarda cGAS-STING yolaginin aktive oldugu ve yolak
aktivasyonunun mikrogliyal aktivasyonda da rol oynadigi gosterilmistir.
Calismamizda c¢GAS-STING yolagi aktivitesinin farmakolojik olarak manipiile
edilmesinin KYD yatkinligin1 ve periorbital agr1 yanitlarmi etkiledigi ve yolak
aktivasyonunun KYD sonras1 gelisen periorbital allodini i¢in koruyucu etki gosterdigi
goriilmiistiir. Bu bakimdan bu tez ¢calismasi, KYD ile ndroinflamasyon ve kraniyal agr1
gelisimi arasindaki iliskide bilinmeyen bir mekanizmay1 ortaya ¢ikarmis ve elde edilen
bulgular cGAS-STING yolagimin KYD ile iliskili nérolojik hastaliklarda potansiyel
bir tedavi hedefi olabilecegini vurgulamistir. Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgular

uluslararasi hakemli bir dergide yaymlanmistir (271).

KYD beyinde 2-5 mm/dakika hizinda yavasca yayilan, ndronlar1 ve gliya
hiicrelerini etkileyen giiclii bir depolarizasyon dalgasidir. KYD beyin aktivitesinde
gegici bir baskilanma ve beyin kan akiminda belirgin degisiklikler ile karakterizedir
(1, 5). KYD beyinde neden oldugu bolgesel ve zamansal degisiklikler nedeniyle
migren aurasi fenomenolojisiyle iliskilendirilmistir bu bakimdan migren aurasinin
beyindeki elektrofizyolojik karsiligi oldugu diistiniilmektedir (5, 7, 8). KYD’nin
auranin yani sira TVS aktivasyonuna neden olarak migren agrist gelisiminde de rol
oynayabilecegi gosterilmigtir. KYD’nin migren patofizyolojisindeki 6nemi, klinik
etkinligi kanitlanmis baz1 migren 6nleyici tedavilerin KYD olusumunu engellemesiyle
vurgulanmistir (8, 117, 272). KYD’nin ayn1 zamanda beyinde iskemi, hipoksi, travma
ve kanama gibi doku hasarima yol agan durumlarda tetiklendigi hem deneysel modeller

hem de hastalarda gosterilmistir (12, 64, 273, 274).

KYD etkiledigi beyin dokusundaki hiicrelerde tama yakin biiyiik bir
depolarizayona neden olmaktadir. Bu depolarizasyon aktivitesi biiyiik miktarda iyonik
gecise ve norotransmitter saliverilmesine neden olmaktadir ve KYD’nin beyinde
yarattig1 bu degisikliklerin geri dondiiriilmesi yiiksek enerji gerektirmektedir (7, 9).
KYD sonrasi beyinde artan enerji ihtiyaci, KYD nedeniyle azalmis beyin kan akimiyla
birlestiginde noronlar ve gliya hiicrelerine metabolik bir yiikk bindirmektedir ve

hiicresel strese neden olmaktadir (7). KYD’nin yol ac¢tig1 bu degisiklikler, iskemi ve
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travma gibi durumlarda ek doku hasarina ve lezyonun genislemesine neden
olabilmektedir (9, 97). Ancak bazi durumlarda KYD’nin iskemik 6nkosullanma ve
nobetleri engellemesi yoluyla koruyucu etkileri olabilecegi de goriilmustiir (98-101).
Iskemi ve hipoksi olmayan saglam beyinde KYD’nin neden oldugu hiicresel stres
hiicre 6liimii ve doku hasarina neden olmamaktadir (7, 93). Ancak bu hiicresel stresin
beyinde néronlar ve gliya hiicrelerinde steril inflamatuar cevap baglatabildigi

gosterilmistir (20, 29, 195).

KYD beyin parankiminde dakikalar i¢inde baslayan ve KYD sonras1 72 saate
kadar siirebilen giicli bir inflamatuar cevap baslatmaktadir (20, 29, 196-199).
KYD’nin baglattigt bu inflamatuar cevapta 6n planda dogal bagisiklik sistemi
bilesenleri aktive olmaktadir (29). KYD ile iliskili néroinflamasyonun ndronlarda
Panx1 megakanallariin acilmasi ile bagladigi gosterilmistir (20). Bunun sonucunda
noronlarda NLRP3 inflamazom kompleksinin birlestigi, aktive olan kaspaz-1
araciligtyla noéronlardan IL-1B ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinler ve HMGBI
alarmin molekiiliiniin salindig1 gosterilmistir (20, 27). Noronlardan salinan HMGBI1
molekiiliiniin daha sonrasinda astrositlerde NF-kB sinyali aktivasyonuna ve
mikrogliyal aktivasyona neden oldugu gosterilmistir (20, 28). Beyinde bu inflamatuar
cevabin non-invazif sekilde optogenetik yontemle tetiklenen tek KYD dalgas1 sonrasi
da aktiflestigi gosterilmistir, bu yiizden bu etkinin deneysel faktorlerden ziyade
KYD’nin kendi etkisi oldugu kanisi giiglenmistir (27, 191, 202). Biz de calismamizda
optogenetik yolla tetiklenen tek KYD dalgasinin bile beyinde dogal bagisiliklik
sisteminin pargasi olan cGAS-STING yolaginin aktivasyonuna ve tip 1 interferon

sentezine neden oldugunu goézlemledik.

Calismamizda KYD sonras1 cGAS-STING yolag aktivasyonunu incelemek
icin, yolak proteinlerinin serebral korteksteki ifadesi immiinofloresan isaretleme ve
kapiller temelli Western blot analizi (WES) yontemleriyle incelenmistir. KYD sonrasi
serebral kortekste yolak proteinleri cGAS, STING, p-IRF3 ve IFN-B proteinlerinin
ifadesinin artisi cGAS-STING yolag1 aktivasyonuna isaret etmektedir. KYD
tetiklenmesi sonrasi beyinde STING proteini seviyeleri immiinofloresan isaretleme ile
incelendiginde serebral kortekste artmis STING isaretlenmesi goriiliirken, WES ile

STING seviyesi, toplam STING proteinine yonelik gelistirilmis bir antikor ile
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incelendiginde STING seviyesinde azalma goriilmiistiir. Bu farkliligin STING
proteinin aktivasyon mekanizmalarindan kaynakli ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. STING
proteini aktive oldugunda ER membraninda oligomerize olur, Golgi vezikiillerine
gecer ve burada fosforilasyon ve palmitoylasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlara ugrar (213, 256, 263-265). Bununla uyumlu olarak, WES analizinde
STING proteininin seviyesine Ser365 pozisyonunda fosforile haline spesifik bir
antikor kullanilarak bakildiginda, KYD tetiklenmesi sonrasinda serebral kortekste
fosforile STING proteini seviyesinin arttigt gosterilmisti. Buna ek olarak
immiinofloresan isaretleme ile KYD tetiklenmesi sonrast STING’in hiicrelerde Golgi
belirteciyle kolokalizasyon gosterdigi de goriilmiistiir. Bu bulgular WES analizinde
azalmig toplam STING seviyesinin STING ifadesinde bir azalmadan ziyade,
STING’in aktivasyon ile iligkili olarak fosforilasyonu ve hiicre i¢i transport
mekanizmalarint yansittigini ve kullanilan antikorun fosforile olmamis STING
proteinini saptadigimi gostermistir. KYD sonrast STING’in downstream efektorleri
olan p-IRF3 ve IFN-B proteinlerinin seviyelerindeki belirgin artis da cGAS-STING
yolag1 aktivasyonunu ve tip 1 interferon sentezinin uyarildigini gostermektedir. Yolak
proteinlerindeki artisin KYD sonrasi 24. saatte de devam etmesi, cGAS-STING yolagi
aktivasyonunun beyinde uzun siireli ndroinflamatuar siireglere  katkida
bulunabilecegini gostermektedir ve KYD ile iligkili inflamatuar cevabin 6zellikleri ile

uyumludur.

Hiicrelerde cGAS-STING yolag: aktiflesmesinde en 6nemli faktorlerden biri
sitoplazmada serbest halde bulunan ¢ift zincirli DNA’'nin ¢cGAS enzimi tarafindan
taninmasidir. Buna neden olan ¢ift zincirli DNA belirgin hiicre hasari durumunda
niikleustan ¢ikan niikleer DNA olabilecegi gibi, hiicresel stres ve mitokondri
disfonksiyonu durumunda mitokondriden sizan mtDNA da olabilir (40, 41, 206, 207).
Cesitli norolojik hastaliklarda mitokondri disfonksiyonu, bozulmus mitofaji ve bunun
sonucunda sitoplazmaya sizan mtDNA’nin cGAS-STING yolagi ve inflamazom
aktiflesmesinde kritik bir rol oynadig1 gdsterilmistir (41, 49, 53, 250, 252). KYD’nin
de mitokondriyal disfonkisyona yol acabilecegi gosterilmistir. KYD sonrasinda
mitokondri morfolojisinde degisiklikler, mitokondri membran depolarizasyonu ve
membranda mitokondriyal gegirgenlik gecis porunun (MGGP) acildigi goriilmiistiir
(29,96, 275, 276). Bu degisiklikler mitokondri membran gegirgenliginin artmasina yol
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acarak mitokondriden mtDNA, kalsiyum ve sitokrom-C salinmasina neden olabilir ve
dogal bagisiklik sistemi yolaklarinin aktiflesmesine ve hatta hiicrenin apoptoza
gitmesine neden olabilir (277). KYD sonrasit cGAS-STING yolag1 aktivasyonuna
neden olan mekanizma, KYD aracili mitokondriyal disfonksiyon ve mtDNA’nin
sitoplazmaya gecisi araciligiyla olabilir. KYD ile iliskili inflamatuar yanitin
gelisiminde olas1 mitokondriyal mekanizmalarin roliinii aydinlatmaya yonelik
calismalarimiz baglatilmistir. Altta yatan patofizyolojik siireclerin anlagilmasi

acisindan 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda optogenetik yolla tetiklenen tek KYD dalgasinin, ¢oklu KYD
dalgalan ile karsilastirilabilecek diizeyde, giiglii cGAS-STING yolag: aktivasyonuna
ve tip 1 interferon sentezine neden oldugu ancak tekrarlayan KYD dalgalarinin cGAS-
STING yolaginda daha ileri aktivasyona neden olmadig1 goriilmiistiir. Literatiirde de
KYD ile iliskili inflamatuar cevabin optogenetik tek KYD sonrasi baglayabildigi
gosterilmistir (27, 191, 202). Ancak baz1 inflamatuar mediyatorlerin bir doz-cevap
iliskisi i¢cinde beyindeki seviyelerinin tekrarlayan KYD dalgalariyla daha fazla arttig1
da gosterilmistir (202, 205). Calismamizda tekrarlayan KYD dalgalari ile daha giiclii
yolak aktivasyonu gozlemlemememiz, tek KYD dalgasinin yolak aktivasyonu igin
yeterli uyartyr saglamasi ve geri bildirim diizenleyici mekanizmalar nedeniyle

tekrarlayan dalgalar ile kiimiilatif bir etkinin goriilememesi ile aciklanabilir (278).

Deneysel KYD literatiiriinde 6nceleri KYD ile iligkili néroinflamasyonun
beyinde tek bir hemisferi etkiledigi diistiniilmekteydi (279). Bu bakimdan deneysel
caligmalarda kontralateral hemisfer kontrol olarak yaygin kullanilmaktaydi (196-198,
202). Ancak yakin zamanda yapilan ¢aligmalar hem yabanil tip hayvanlarin hem de
genetik migren nedeni olan FHM mutasyonuna sahip hayvanlarin beyinlerinde KYD
sonrast inflamatuar yamtin iki hemisferde de basladigim gostermistir (22, 191).
Ipsilateral hemisferde NMDA reseptorii ve piirinerjik P2X7 reseptorii antagonizmasi
kontralateral hemisferdeki inflamatuar yanit1 engelleyebilmistir, KYD ile bir
hemisferde baslayan inflamatuar degisikliklerin sinaptik ve parakrin mekanizmalarla
diger hemisfere de yansidig1 ortaya konulmustur (22, 191). Bu bilgiler 1s18inda
calisgmamizda KYD ile iligkili inflamatuar degisikliklerin incelenmesinde kontrol

olarak kontralateral hemisfer kullanilmamis, onun yerine yalanci cerrahi uygulanan
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hayvanlarin beyinleri kontrol olarak kullanilmis ve KYD tetiklenen ipsilateral

hemisfer ile karsilastirilmistir.

KYD’nin baglattigi inflamatuar cevabin meninksleri de etkiledigi ve
meninkslerde norojenik inflamasyon ve nosiseptor aktivasyonunda rol oynadigi
goriilmiistii. KYD meninkslerde yerlesik makrofaj ve dendritik hiicrelerin
aktivasyonuna ve mast hiicrelerinin degraniilasyonuna neden olmaktadir (31, 32). Bu
sekilde orta meningeal arterde vazodilatasyon ve plazma protein ekstravazasyonu gibi
norojenik inflamasyonun temel belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir ve
saliman inflamatuar medyatorler trigeminal afferentlerin aktivasyonuna yol
acabilmektedir (19, 20, 30). Beyin parankiminde baglayan inflamatuar cevabin,
inflamatuar medyatorlerin meninkslere direkt diffiizyonu veya HGMBI1 alarmin
molekiiliiniin meninkslere salimmasi1 araciligiyla meninkslerdeki inflamatuar
degisikliklere katkida bulunabilecegi 6ne siiriilmiistiir (106, 203, 204). Bunu destekler
bicimde kortekste HMGB1 saliverilmesinin, Panx1 kanallarinin ag¢ilmasinin ve
NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun engellenmesi, meninkslerdeki inflamatuar

cevabi ve nosiseptor aktivasyonunu hafifletmektedir (20, 27, 205).

Bazi hastalik modellerinde, dorsal kok gangliyonu ve trigeminal gangliyon
noronlarinda cGAS-STING yolag1 aktivasyonunun patogenezde rol oynadigi
gosterilmistir (59, 61, 280, 281). Bu ¢er¢evede, KYD sonrasinda cGAS-STING yolagi
aktivasyonunun meninkslerde ve TVS noéronlarinda da ortaya c¢ikabilecegi
ongoriilmektedir. S6z konusu baglantinin aydinlatilmasi, cGAS-STING yolaginin bas
agris1 olusumundaki roliiniin anlagilmasi ag¢isindan 6nem tasidigindan, bu dogrultudaki

caligmalar da baglatilmistir.

Calismamizda KYD tetiklenmesi sonrasi serebral kortekste cGAS-STING
yolag1 aktivasyonunun hangi hiicre tiplerinde gozlendigini aydinlatmaya yonelik
incelemelerimiz, cGAS-STING yolag1 aktivasyonunun agirlikli olarak noéronlarda
gbzlendigini ve gliya hiicrelerinde aktivasyonun sinirli kaldigini gostermistir. Beyinde
KYD ile iliskili inflamasyonu ¢alisan daha 6nceki calismalar, inflamasyonu baslatici
faktorlerin KYD sonrast oncelikle ndronlarda ortaya ¢iktigimi gostermistir. KYD
araciligiyla noronlarda Panx1 kanallarinin agilmasi, kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-13

gibi inflamatuar sitokinler ve HMGBI1 alarmin molekiiliiniin salinmasi beyinde
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inflamatuar kaskad: baglatan faktorlerdir (20). Noronlardan salinan HMGBI
sonrasinda astrositlerde NF-kB araciligiyla inflamatuar sitokin sentezine ve
mikrogliyal aktivasyona neden olmaktadir (20, 28). Baska bir dogal bagisiklik sistemi
yolag1 olan NLRP3 inflamazomunun da KYD sonrasinda beyinde noronlarda aktive
oldugu ancak mikrogliya ve astrositlerde bu aktivasyonun ger¢eklesmedigi
gosterilmistir (27). NLRP3 inflamazomu, cGAS-STING yolagi ile yakin iligkilidir ve
cesitli noroinflamatuar durumlarda cGAS-STING yolag aktivasyonu sonrast NLRP3
inflamazomunun da aktive oldugu goriilmiistiir (222, 266, 282). Calismamizda KYD
sonrast noronlarda NLRP3 inflamazomu ile cGAS-STING yolagi aktivitesi arasindaki
iligkiyi inceledigimizde STING inhibisyonunun KYD sonrasi1 néronlarda goriilen
NLRP3 inflamazomu aktivasyonuna etkisi olmadigim1 gordiik. Bu bulgu, KYD ile
iligkili néroinflamasyon baglaminda NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun cGAS-

STING aktivitesinden bagimsiz gerceklestigini digiindiirmektedir.

Calismamizda mikrogliya ve astrositlerde, ndronlarda goriildigi sekilde
cGAS-STING yolag1 aktivasyonu ve tip 1 interferon sentezi gozlenmemistir.
Mikrogliyalarda STING ifadesi KYD sonras1 artmis olsa da bu artiga p-IRF3 ve IFN-
B proteinlerinin ifadesindeki artis eslik etmemistir. Bu bulgu mikrogliyalarda STING
sinyalinin etkisinin interferon sentezini uyarmaktan ziyade, NF-xB ve NLRP3
inflamazomu gibi alternatif yollar {izerinden ilerledigini digiindirmektedir (55, 213,
222, 266). Ancak mikrogliyalarda KYD sonrast NF-kB ve NLRP3 inflamazomu
aktivasyonunu inceledigimizde, iki yolagin da KYD sonras1 mikrogliyalarda aktive
olmadigim gozlemledik. Bu bulgu daha 6nce KYD sonrasi NF-kB ve NLRP3
inflamazomunu inceleyen calismalarla uyumlu bir bulgudur (27, 267, 268). Bu
bulgulara ragmen, KYD sonras1 mikrogliyalarda cGAS-STING yolag1 aktivasyonu ve
iligkili tip 1 interferon veya NF-xB ve NLRP3 inflamazomu sinyali ¢alismamizda
incelenenden daha ileri zaman noktalarinda ortaya ¢ikabilir. Bu olasilik, KYD sonrasi
erken donemde cGAS-STING yolagi sinyalizasyonunun mikrogliyalarda yeni
basladigi ve tam yolak aktivasyonu ve tip 1 interferon sentezinin daha sonra
gergeklestigi seklinde bir aktivasyon modeli ile agiklanabilir. Beyin iskemisi ve
travmatik hasar modellerinde mikrogliyalarda cGAS-STING yolag: aktivasyonu ve
iligkili inflamatuar cevabin hasardan sonraki 3. giinde maksimum seviyeye ulastigi

gbzlenmigtir (249, 266). Literatiirdeki bu bulgu, KYD sonrasinda da benzer sekilde
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mikrogliyalarda tam yolak aktivasyonu ve interferon cevabinin 24 saatten daha ileri
zaman noktalarinda ortaya cikabilecegi ihtimalini desteklemektedir ve bu ihtimal
KYD ile cGAS-STING yolag: arasindaki iliskinin daha uzun siireli seyrinin
incelendigi gelecek caligmalarla test edilmelidir. Buna ek olarak KYD sonrasi
noronlardaki cGAS-STING yolag: aktivasyonu mikrogliyalarda goriilen inflamatuar
degisikliklere katkida bulunabilir. Ozellikle ¢oklu KYD sonrasinda noronlardan
salinan inflamatuar medyatorlerin mikrogliyal aktivasyonda rol oynadigi gosterilmistir
(27, 28). KYD sonrast noronlarda erken cGAS-STING yolag1 aktivasyonu benzer
sekilde mikrogliyal aktivasyonda rol oynuyor olabilir. Bu bakimdan, KYD sonrasi
noéronlardaki cGAS-STING aktivitesinin mikrogliyal aktivasyonda nasil bir rol
oynadigi ve KYD ile iliskili noroinflamasyonda mikrogliyal cGAS-STING

aktivasyonunun gecikmis etkileri gelecek caligsmalarda aydinlatilmalidir.

Astrositlerin santral sinir sisteminde noroinflamasyona katkida bulunduklari
bilinmektedir ve cGAS-STING proteinlerini ifade ettikleri gosterilmistir (283). Ancak
KYD ile iliskili noroinflamasyonda astrositlerin gosterdigi inflamatuar cevabin
kapsaminin noronlardakinden daha dar oldugu goriilmiistiir (20, 284, 285). KYD
sonrast noronlardaki inflamatuar aktivasyondan sonra astrositlerde de NF-xB
yolaginda aktiflesme ve pro-inflamatuar sitokin sentezi goriilmiistiir ancak NLRP3
inflamazomu aktivasyonu KYD sonrasinda sadece noronlarda gozlenmis ve
astrositlerde goriilmemistir (20, 27). Benzer sekilde ¢alismamizda KYD sonrasinda
astrositlerde cGAS-STING yolagr aktivasyonu gozlemlemedik. Beraber ele
alindiginda bulgularimiz KYD tarafindan uyarilan dogal bagisiklik yanitlarmin
oncelikle noronlarda ortaya ¢iktigini desteklemektedir ve noéronlart KYD’nin baslattigi

inflamatuar kaskadlarin ana sorumlusu pozisyonuna getirmektedir.

Calismamizda optogenetik KYD sonras1 mikrogliyalarda belirgin cGAS-
STING yolag1 aktivasyonu goriilmemis olsa da, mikrogliyalardaki cGAS-STING
yolagi sinyalinin ¢esitli ndroinflamatuar ve norodejeneratif hastaliklarda patolojide rol
oynadigi ve yolagin asirt aktiflesmesinin beyinde iskemi, kanama, travma gibi
durumlarda doku hasarina katkida bulundugu gésterilmistir (41, 56, 57, 248, 249). Bu
durumlarda mikrogliyalarda cGAS-STING yolag1 aktivasyonunun NF-xB ve NLRP3

inflamazomunu uyararak pro-inflamatuar etkiler gosterdigi ve mikrogliyalarin
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piroptozis ile 6liimiine neden olabildigi de gosterilmistir (55, 222, 249, 266, 269, 286).
Bunlara ek olarak beyin iskemisi ve ndropatik agri gelisimi gibi durumlarda,
mikrogliyalarda c¢GAS-STING yolagr aktiflesmesinin  mikrogliyalarm M1
polarizasyona gecisinde ve inflamatuar aktivasyonunda rol oynadigi ve yolagin
inhibisyonunun bunu engelleyerek mikrogliyalarin M2 polarizasyona gecisini
sagladig1 gosterilmistir (61, 222, 269, 270). KYD, metabolik olarak saglam beyinde
doku hasar1 ve hiicre 6liimiine yol agmasa da 6zellikle tekrarlayan KYD dalgalarinin
beyinde mikrogliyal aktivasyona neden olabildigi gosterilmistir (28). Bununla uyumlu
olarak, calismamizda optogenetik yontemle tetiklenen ¢oklu KYD dalgalarindan 24
saat sonra mikrogliyalarda inflamatuar aktivasyonla uyumlu morfolojik degisiklikler
gozlenmistir. Bu morfolojik degisiklikler kii¢iik gévdeli, dallanan (ramifiye) uzantilara
sahip mikrogliya morfolojisinden, biiyiik govdeli, kisa ve kalin uzantilara sahip
ameboid morfolojiye gecisle karakterizedir (28). Calismamizda mikrogliyalardaki
morfolojik degisiklikler ramifikasyon endeksi ve Sholl analizi yontemleriyle
incelenmistir. Bu yontemler mikrogliyalarin gévde biiytikliigl, uzantilarinin uzunlugu
ve dallanma karmagikligin1 hesaba katarak mikrogliyalarin morfolojik karmasikligini
degerlendiren yontemlerdir ve mikrogliyal aktivasyonun incelenmesinde yaygin
kullanilmaktadir (257-260). Bu bakimdan, ramifikasyon endeks skorlarindaki diisiis
ve Sholl analizinde uzantilarla kesisme noktalarinin sayisinda azalma mikrogliyalarin
ameboid morfolojiye gectiklerini ve aktive olduklarini yansitmaktadir (259, 260, 287).
Bulgularimiz KYD ile iliskili mikrogliyal aktivasyonun tek KYD dalgas1 sonrasinda
gbzlenmedigini ve ¢oklu KYD dalgalarindan en az 24 saat sonrasinda olusmaya
basladigini ortaya koymaktadir. KYD sonrast mikrogliyal aktivasyonun gelisiminde
noronlardan saliman HMGB1 gibi medyatorlerin etkili oldugu ve néronlardan HMGB1
saliverilmesinin tekrarlayan KYD dalgalariyla belirgin olarak arttigir gosterilmistir.
Coklu KYD dalgalar1 sonrast ndronlardan salinan HMGB1 molekiiliiniin
mikrogliyalarda TLR2/4 reseptorlerini uyararak mikrogliyalarda aktivasyona neden
oldugu gosterilmistir (28). Bu bulgular, KYD sonrasi mikrogliyal aktivasyonun
gelisiminden 6nce néronal inflamatuar aktivasyonun olustugu ve néronlardan salinan
inflamatuar medyatdrlerin daha sonrasinda mikrogliya aktivasyonuna neden oldugu
bir modeli 6ne stirmektedir. Bu modelde, mikrogliya aktivasyonunda dogal bagisiklik

sistemi sinyalleri 6nemli rol oynamaktadir. Karsilikli bir etkilesim i¢inde mikrogliyal
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aktivasyonun, noronlardaki inflamatuar cevabin devamliligi ve NLRP3 inflamazomu
aktivitesi i¢in de gerekli oldugu gosterilmistir (27). Caligmamizda énemli bir bulgu
olarak KYD 6ncesi STING inhibisyonunun KYD sonrasinda mikrogliyalarda goriilen
morfolojik degisiklikleri engelleyebildigi ve mikrogliyalar ramifiye morfolojilerini
korudugu goriilmiistiir. Bu bulgu STING inhibisyonu ile KYD sonrast mikrogliyal
aktivasyonun engellenebildigini gostermektedir ve KYD ile iligkili mikrogliyal
aktivasyonda cGAS-STING yolaginin roliinii vurgulamaktadir. Bu sayede ¢aligmamiz,
KYD durumunda, ve muhtemelen aurali migrende, cGAS-STING yolaginin

inflamatuar cevaplar1 ve mikrogliyal aktivasyonu diizenledigini ortaya koymaktadir.

Calismamizda cGAS-STING yolag: aktivitesinin KYD ile iligkili inflamatuar
degisiklikler, KYD esigi ve kraniyal agr1 yanitlarina etkisini incelemek igin yolak
aktivitesi farmakolojik olarak manipiile edilmistir. Bunun icin STING proteinine
spesifik antagonist C-176 ve STING proteinin endojen agonisti olan 2’3’ cGAMP
kullanilmistir. STING proteininin  kovalent inhibitérii olan C-176, STING
oligomerizasyonunu  baskilamaktadir ~ve sonrasindaki sinyal yolaklarinin
aktiflesmesini engellemektedir. Kovalent inhibitér olmasi bakimindan, sistemik
uygulamada plazma seviyesi 4 saat iginde azalmaya baglasa da inhibisyon etkisi 4
saatten daha uzun siirmektedir (256). Bununla uyumlu olarak, farelerde sistemik C-
176 uygulamasinin agr1 yanitlarina etkisine bakildiginda, uygulamadan sonra 24 saate
kadar farelerde azalmig agri esikleri gozlenmistir (58). Normalde hiicrelerde cGAS
enzimi tarafindan tiretilen ve STING proteininin endojen agonisti olan 2’3’ cGAMP,
kiigiik molekiillii ilagtir ancak sistemik uygulamada hiicre dis1 ortamda ENPP1 enzimi
tarafindan hizlica yikilmaktadir (228). Bu 6zelligi sistemik uygulama ile KBB gecisini
sinirlandirmaktadir, ancak intranazal uygulama ile santral sinir sistemine kolaylikla
gecebildigi ve uygulama sonrasi beyinde 2’3’ cGAMP seviyesinin 72 saate kadar
artmig oldugu gosterilmistir (56). Bu farmakokinetik 6zelliklerinden dolayi
calismamizda da 2’3’ ¢cGAMP ilaci farelere intranazal yolla uygulanmistir. 2’3’
cGAMP uygulamasinin farelerde agr1 yanitlan {izerindeki akut etkilerine bakildiginda,
2’3’ cGAMP uygulamasinin agr1 esiklerinde yiikselmeye yol actig1 ve bu etkinin 4 saat
icinde maksimum seviyeye ulasip 48 saate kadar siirdiigii goriilmiistiir (58). Bu
farmakokinetik ve farmakodinamik o6zellikleri nedeniyle, ¢alismamizda bu ilaglar

tercih edilmigtir.
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Calismamizda KYD sonrasi beyinde ¢cGAS-STING yolagi aktivasyonunun
inflamatuar degisiklikleri diizenlemesinin yani sira noronal uyarilabilirligi de
etkileyerek KYD yatkinligint ve periorbital agri hassasiyetini etkiledigi gorilmiistiir.
STING proteininin C-176 ile farmakolojik inhibisyonu, KYD yatkinligin1 ve
periorbital agr1 hassasiyetini artirirken; STING’in 2’3’ cGAMP ile aktive edilmesi
KYD yatkinligint ve periorbital agri hassasiyetini azaltmistir. Daha Onemlisi,
optogenetik yolla ¢oklu KYD tetiklenmesi 6ncesinde STING proteini 2’3’ cGAMP
uygulamasiyla aktive edildiginde, KYD sonras1 goriilen periorbital allodininin
hafifledigi  goriilmiistir. Bu bulgularimiz  beyinde c¢GAS-STING yolag
aktivasyonunun, KYD olusumu ve KYD ile iligkili kraniyal agr1 yanitlarina kars1 akut

koruyucu bir etki gosterdigine isaret etmektedir.

KYD yatkinligi, beyinde KYD dalgalarinin ne kadar kolay tetiklendiginin bir
gostergesidir ve hem beyindeki eksitasyon-inhibisyon dengesinden hem de sistemik
fizyolojik parametrelerden etkilenebilmektedir (35). KYD yatkinligi, klinikte
kullanilan bazi migren Onleyici tedavilerden etkilenmesi nedeniyle translasyonel
acidan en 6nemli KYD parametrelerinden biridir ve KYD ile iligkili hastaliklarda
tedavi hedefi olarak goriilmektedir (8, 35, 117). Calismamizda cGAS-STING yolag:
aktivitesinin KYD yatkinlig1 iizerindeki etkilerini incelemek i¢in KYD esigi,
konvansiyonel yol olan dura {izerine topikal KCI uygulamasi yontemiyle
degerlendirilmistir. Optogenetik uyarim doku hasarina yol agmadan giivenilir bir
sekilde KYD tetikleme imkani sunsa da optogenetik yolla tetiklenen KYD yatkinligi,
konvansiyonel yontemlerle tetiklenenlerden farkliliklar gdstermektedir (38).
Optogenetik KYD’lerin diger elektrofizyolojik 6zellikleri konvansiyonel yontemlerle
tutarlidir ancak optogenetik KYD yatkinliginin korteksteki goreli channelrhodopsin
ifadesiyle giicli bir sekilde korele oldugu ve beynin dogal KYD yatkinligimm
yansitmadigi gosterilmistir (39). Buna ek olarak optogenetik lazer 15131 uyarimi saglam
kafatasi iizerinden yapildigindan kafatasi kalinligindaki bolgesel ve hayvanlar arasi
farkliliklar optogenetik KYD yatkinligini etkileyerek varyasyona sebep olabilir (39).
Dura iizerine topikal KCl uygulamasiyla KYD esigi belirlenirken, burr hole agilmasi
sirasinda duraya ve korteks dokusuna zarar verilmezse tutarl sonuglar elde edilebilir
(38). Ayrica KCl uygulamasiyla belirlenen KYD esikleri, elektriksel uyarim gibi diger

konvansiyonel yontemlerle iyi konkordans gostermektedir, bu bakimdan KYD
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yatkmliginin degerlendirilmesi i¢in sik kullanilmaktadir (35, 288). Bu bilgiler 1s181nda,
topikal KCl uygulamasiyla KYD esiklerinin belirlenmesi beynin dogal KYD
yatkmligin1 daha iyi yansitmasi nedeniyle ¢alismamizda optogenetik uyarim yerine

kullanilmisgtir.

KYD ile kraniyal agr1 yanitlar1 arasindaki baglant1 yakin zamanda yapilan
calismalarla kurulmustur. Optogenetik yolla tetiklenen KYD’nin 1 saat icinde
periorbital allodini gelisimine neden oldugu ve allodininin 2 giin i¢inde normale
dondiigii gosterilmistir. Tekrarlayan KYD dalgalarinin daha uzun siireli agr
yanitlarina yol agtig1 ve allodininin 14 giine kadar devam edebildigi gosterilmistir (23,
24,34,262). Allodiniye ek olarak, artmis kafa bakimi, agriyla iliskili yliz mimikleri ve
artmis anksiyete davranisi gibi bas agrisiyla iliskili diger davranislar optogenetik KYD
sonrast artig gostermistir (8, 23, 25). Bulgularimiz KYD ile iliskili inflamatuar
cevaplarda cGAS-STING yolagimnin roliinii agiga ¢ikartmasi iizerine, yolagin KYD ile
iligkili periorbital agri yanitlar iizerindeki etkisi de incelenmistir. Yakin zamanda
cesitli agr1 modellerinde yapilan ¢calismalarda duyu néronlarinda cGAS-STING yolagi
aktivasyonu ve tip 1 interferon sentezi bildirilmistir. Duyu noéronlarindan salinan
interferonlar otokrin ve parakrin etkilerle tip 1 interferon reseptorii sinyali tizerinden
noronlarda sodyum ve kalsiyum kanal aktivitesinde azalmaya yol acarak ndronal
uyarilabilirligi azaltmig ve agr1 davraniglarinda hafiflemeye neden olmustur (58, 253).
Kanser agris1 ve noropatik agr1 gibi agr1 modellerinde, disaridan uygulanan STING
agonistleri de benzer sekilde 4 saat iginde baglayan ve 48 saate kadar siirebilen akut
analjezik etkiler gostermistir (58, 59, 253). Analjezik etkinin neredeyse morfin kadar
giiclii oldugu gozlenmis ve etkinin STING aktivasyonu ve tip 1 interferon sinyali
iizerinden dorsal kok gangliyonundaki duyu néronlarmin aktivitesini baskilamas ile

gergeklestigi dogrulanmistir (58, 59).

cGAS-STING yolagmin nosisepsiyondaki rolii heniiz tartismalidir ¢iinki
celiskili bazi bulgular yolak aktivasyonunun agri olusumunu destekleyici etkileri
olabilecegini de gostermistir. Kronik agri modellerinde yapilan ¢alismalarda, uzamis
cGAS-STING yolag1 aktivasyonunun mikrogliyalarda M1 polarizasyona gegise ve
pro-inflamatuar sitokin saliverilmesine neden olarak hiperaljeziye katkida

bulundugunu gosterilmistir (60, 61, 255). cGAS-STING yolag1 inhibisyonunun kronik
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agri modellerinde inflamatuar degisiklikleri azalttigi ve hiperaljeziyi hafiflettigi
goriilmiistiir (62). Bu bulgular cGAS-STING yolaginin, etkilenen hiicre tipleri,
zamanlama ve kullanilan deneysel tasarima bagli olarak agri yanitlar {izerinde iki
yonli etkileri olabilecegini vurgulamaktadir. Caligmamizda STING aktivasyonunun
24 saate kadar olan akut etkilerine odaklanilmistir ve KYD yatkinligi ve KYD ile
iligkili agr1 yanitlarini azaltici yonde bir etkisi oldugunu gozlenmistir. Bulgularimiz,
STING aktivasyonunun akut etkilerinin ndronal uyarlabilirlikteki degisiklikleri
yansittigina isaret etmektedir. Calisilan zaman diliminde mikrogliyalarda tip 1
interferon veya NF-kB aracili pro-inflamatuar cevap gdzlenmemesi ve mikrogliyal
aktivasyonun ilk 24 saatten sonra ortaya c¢ikmasi goriilen anti-nosiseptif etkilerin

noronal mekanizmalarla olustugunu desteklemektedir.

cGAS-STING yolag1r aktivasyonunun erken donemde koruyucu etki
gostermesi, yolagin KYD olusumu ve iligkili agri yanitlar1 iizerinde karmasik ve
baglama gore degisen rolleri olabilecegini gostermektedir. Sistemik STING
inhibisyonunun beyinde K'YD sonras1 mikrogliyal aktivasyonu engellemesine ragmen
KYD yatkinligint ve periorbital agr1 yanitlarint kotiilestirmesi, mikrogliyal cGAS-
STING yolag1 aktivasyonunun her zaman pro-inflamatuar ve zararh etkileri olacagi
yoniindeki bir modele karsi sonuglar olusturmaktadir. Mikrogliyalarin spesifik patoloji
ve aktivasyon derecesine bagl olarak, KYD ve iligkili inflamatuar yanit iizerinde
koruyucu veya zararl etkiler gosterebilecegi bildirilmistir (289, 290). Buna gore,
bulgularimiz daha adaptif bir mikrogliyal cevapla uyumludur ve néronlarda ve/veya
mikrogliyalarda cGAS-STING yolag: aktiflesmesinin KYD sonrasi erken donemde
kortikal uyarilabilirligi siirlandirarak ¢cOziinme mekanizmalarini
destekleyebilecegine isaret etmektedir. Dogal bagisiklik sistemi agisindan daha genis
baglamda diisiiniildiigiinde cGAS-STING yolaginin aktivasyon derecesi, zamanlama
ve etkilenen hiicre tiplerine bagli olarak hem koruyucu hem zararh etkileri olabilecegi
sOylenebilir (53, 62, 291). Bu bakimdan bulgularimiz, cGAS-STING yolaginin
gelisigiizel sistemik olarak hedeflenmesinin iyi bir tedavi stratejisi olmayabilecegine
dikkat ¢cekmektedir ve cGAS-STING yolag ile genel olarak infamatuar yolaklarin,
aurali migren i¢in tedavi hedefi olarak degerlendirilirken doz, zamanlama ve farkli
hiicre tiplerindeki 6zgiil etkilerinin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi gerektigini

vurgulamaktadir. Gelecek caligmalarda kronik migren modellerinde cGAS-STING
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yolagmin agr1 gelisimi iizerindeki daha uzun vadeli etkilerinin incelenmesi, bas agrisi
olusumunda noéronal ve mikrogliyal cGAS-STING yolag1 sinyalinin roliiniin daha iyi

anlasilmasini saglayacaktir.

Calismamizin giiclii ve 6zgiin yonlerinden biri KYD sonrasi inflamatuar cevap
ve cGAS-STING vyolag1 aktivasyonunun incelenmesi igin KYD dalgalarinin
optogenetik yontemle tetiklenmis olmasidir. KYD tetiklemesi c¢esitli gekillerde
yapilabilir. Konvansiyonel yontemler arasinda topikal KCl uygulanmasi, beyine
elektriksel uyari, beyine mekanik uyar1 (pin prick) gibi yontemler yer almaktadir (35,
37). Bu yontemler sik kullanilan ve giivenilir bir sekilde KYD tetikledigi bilinen
yontemler olsa da kafatasina kraniyotomi yapilmasimi gerektirmeleri, dura hasari,
travma ve kanamaya neden olabilmeleri gibi nedenlerden &tiiri KYD iligkili
noroinflamasyonun incelenmesi agisindan karistiric faktorler olusturmaktadir. Bunun
asilmasi i¢in yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda optogenetik olarak KYD tetiklemesi
gelistirilmistir. Thyl-ChR2-YFP genotipine sahip transgenik farelerde, kortikal
ndronlarinda 1sikla uyarilabilen bir iyon kanali olan channelrhodopsin ifade etmeleri
sayesinde biitiinliigii bozulmamis saglam kafatasi iizerinden mavi 151k uyarimiyla
KYD tetiklenmesi icin gerekli olan depolarizasyon aktivitesi non-invazif bir sekilde
olusturulabilmektedir (38, 39). Optogenetik uyarim ile ger¢cek zamanli ve kontrollii bir
uyart verilebildigi i¢in istenilen sayida KYD dalgasi tetiklenmesi miimkiin olmaktadir
ve etkileri titre edilebilmektedir. Optogenetik yontemle tetiklenen KYD’nin beyinde
konvansiyonel yontemlerle tetiklenene benzer sekilde inflamatuar aktivasyon
sagladig1 gosterildiginden giincel literatiirde KYD ile iligkili inflamasyonun
caligilmast i¢in optogenetik yontemler ©6nem kazanmistir (27, 191, 202).
Laboratuvarimiz KYD arastirmalarinda optogenetik yontemi kullanan diinyada sayil

laboratuvarlardan biridir.

KYD ile iliskili agr1 davramiglarinin optogenetik KYD tetiklenmesi sonrasi
incelenmesi ¢alismamizin bir diger gii¢lii yoniinii olusturmaktadir. Optogenetik KYD
tetiklenmesi non-invazif bicimde, beyne direk erisim gerektirmeden KYD
tetiklenmesine imkan vermesi sayesinde KYD ile iliskili davramigsal cevaplarin
incelenmesi i¢in bir doniim noktasi olmustur. Bu sayede KYD tetiklenmesi sonrasi

erken donemde olusan davramigsal degisikliklerin karigtirici faktorler olmadan
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incelenmesi miimkiin olmaktadir (23, 38). Ayrica KYD dalgalarinin uyanik ve serbest
sekilde hareket eden hayvanlarda da tetiklenebilmesi KYD dalgas1 sirasinda ve
sonrasinda olusan davraniglarin ger¢cek zamanli olarak goézlenmesine olanak saglamig
ve KYD sirasinda olusan 6zgiil davraniglarin karakterize edilebilmesini saglamistir
(23, 24, 34, 38). Calismamizda KYD ile iligkili agr1 yanitlarin1 degerlendirmek igin
optogenetik yontem kullanilmigtir ve KYD tetiklemesinden 6nce cerrahinin etkilerinin
gecmesi icin 1 hafta beklenerek cerrahi ve stres ile iligkili karistiric: faktorlerin etkileri
azaltilmigtir. Bu sayede KYD tetiklemesi sonrasinda goriilen davranigsal
degisikliklerin ve ila¢ miidahalesinin etkisinin direkt olarak KYD ile iligkili

mekanizmalarla ortaya ¢iktig1 konusunda daha giiclii kanitlar elde edilmistir.

KYD sonrast mikrogliyal aktivasyonun ve mikrogliyalarda gd&zlenen
morfolojik degisikliklerin detayli ve giiclii analiz yontemleriyle incelenmis olmasi da
caligmamizin gii¢lii ve 6zgiin bir yoniidiir. KYD literatiiriinde mikrogliyal aktivasyonu
inceleyen onceki caligmalarda mikrogliyalarin gévde biiyiikliigii ve hiicre alaninin
artig1 degerlendirilmis ancak mikrogliyalarin morfolojik karmasikligini ve uzantilarin
dallanma derecesini birlikte inceleyen analizler yapilmamistir (27, 28, 292).
Calismamizda mikrogliya morfolojisi mikrogliyalarin gévde biiylikligii, uzantilarinin
uzunlugu, dallanma derecesi ve morfolojik karmasikligini hesaba katan ramifikasyon
endeksi ve Sholl analizleri kullanilarak degerlendirilmistir ve KYD’nin neden oldugu
morfolojik degisiklikler daha detayli incelenerek kantifiye edilmistir. Gelecek
calismalarda KYD sonrasi mikrogliya morfolojisinin analizi i¢in daha fazla
parametreyi degerlendiren otomatize yontemlerin de kullanilmas1 morfolojideki daha

ince detaylarin agiga ¢ikarilmasi i¢in 6nemli olacaktir.

Calismamizin bazi kisitliliklar: da bulunmaktadir. {1k olarak, calismamizda
hastalik modeli olarak KYD kullanmilmistir. KYD, iskemik ve travmatik beyin
hasarinda 6nemli rolleri olan bir norolojik fenomendir. Bunun yanmi sira KYD’nin,
migren aurasimin elektrofizyolojik karsiligi oldugu diisiiniilmektedir ve migren
aurasinin preklinik modeli olarak kullanilmaktadir. Bu bakimdan elde ettigimiz
bulgular translasyonel acidan sadece aurali migren i¢in genellenebilir ve tiim migren
klinigine genellenemez. Aurali migren, tim migren hastalarinin kii¢iikk bir grubunda

goriilmektedir ve migren aurasi her zaman bas agrisina eslik etmemektedir (129). KYD
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modeli tizerinden elde edilen bulgular1 genis klinik siireglere genellemek uygun
olmayabilir. Deneylerde kullanilan hayvanlar ile insanlarin beyinleri arasindaki
farkliliklar da KYD yayilimi ve nosiseptif siirecler agisindan fark yaratacagindan elde
edilen bulgularin insan calismalarina aktarilmasi kisitli olabilir (293). KYD’nin
migren klinigiyle baglantisi, klinik olarak etkinligi gosterilmis bazi migren 6nleyici
tedavilerin KYD yatkinlig1 iizerinde de etkili olmasi sayesinde gosterilmis olsa da
literatiirde tutarsizliklar goézlenmektedir. KYD yatkinligimi etkileyen her tedavi
stratejisi migren i¢in klinik etkinlik gostermemektedir ve arada direkt nedensel bir
iligki heniiz kurulamamistir (8, 117, 294, 295). KYD deneysel modellerde TVS
aktivasyonuna yol agarak spontane agr1 davraniglari, periorbital allodini ve fotofobi
gibi migren hastalarinda goriilen baz1 semptomlarin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir
ancak bu deneysel ¢iktilar klinik migren fenotipini tam olarak yansitmamaktadir (8,
23, 25, 262). Bunlar KYD modellerinden elde edilen bulgularin migren klinigi i¢in

translasyonel gecerliligi degerlendirilirken g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Calismamizin baska bir kisithiligin KYD sonrasti c¢cGAS-STING yolagi
aktivitesinin sadece kortekste incelenmesi ve KYD ve agr tizerindeki etkilerinin
kortikal mekanizmalar {izerinden arastirilmasidir. Migren agrisinin olusumunda kritik
rolleri olan trigeminovaskiiler sistem ve ikinci sira nosiseptif noronlar heniiz
incelenmemistir. ¢cGAS-STING yolagi modiilasyonunun kraniyal agr1 fenotipleri
tizerinde bu kadar belirgin etkileri olmasi cGAS-STING aracili inflamasyonun
trigeminovaskiiler sistemi de etkiledigine isaret etmektedir. cGAS-STING yolaginin
meningeal inflamasyon ve trigeminovaskiiler sistem aktivasyonunda oynadigi rollerin
arastirilmasit bas agrisi patofizyolojisindeki yerinin anlasilmasi agisindan Onem

tasimaktadir.

Calismamizda optogenetik KYD tetiklemesi i¢in Thy1-ChR2-YFP genotipli
transgenik fareler kullanilmistir. Optogenetik yontem doku hasarindan kaynaklanan
karigtiric1 faktdrlerin oniline ge¢meyi saglasa da, soy i¢i iireme ile elde edilmis
transgenik fareler, daha yiiksek genetik varyasyon gosteren yabanil tip fareler ve
insanlara kiyasla farkli inflamatuar ve davramssal tepkiler olusturabilirler (296).
Bununla birlikte, KYD ile iligkili inflamatuar cevaplarin transgenik farelerde

optogenetik yontemle tetiklenmesi durumunda da yabanil tip farelerde konvansiyonel
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yontemlerle tetiklenmesi durumuna benzer Ozellikler gosterdigi daha Onceki

caligmalarda goriilmiistiir (202).

cGAS-STING yolaginin spesifik agonist ve antagonistler kullanilarak
farmakolojik modiilasyonunun KYD yatkinligr ve agri yanitlar1 {izerinde belirgin
etkileri goriilmiis olsa da bu etkilerin genetik yontemlerle dogrulanmasi elde edilen
bulgular1 giiclendirecektir. Onceki ¢alismalarda STING proteininin hem global hem
duyu ndronlarina spesifik nakavt edilmesinin farelerde agri hassasiyetini arttirdigi
gosterilmistir. Benzer etki tip 1 interferon reseptoriiniin nakavt edilmesiyle de
goriilmiistiir ve bu sekilde nosisepsiyonda STING-IFN aksinin rolii dogrulanmistir
(58). Gelecek calismalarda benzer kosullu nakavt stratejilerinin trigeminal ikinci ve
iiclincii sira néronlara uygulanmasi STING ve tip 1 interferon sinyalinin kraniyal agr1

olusumundaki spesifik rollerinin daha iyi anlasilmasi saglayacaktir.

Son olarak, ¢alismamizda tiim gruplarda esit sayida erkek ve disi fare
kullanilmis olsa da incelenen parametrelere cinsiyet etkisinin degerlendirilmesi igin
orneklem biiyiikligiimiiz yeterli degildir ve disi hayvanlarda Ostrus dongiisii takibi
yapilmamistir. Disi hayvanlarda farkli 6strus dongiilerindeki gonadal hormonlarin
inflamatuar yanitlar ve agr1 davraniglari agisindan 6nemli etkileri oldugu bilindiginden
bu da calismanmizin kisitliliklardan biridir. Onceki ¢alismalarda disilerin daha yiiksek
KYD yatkinlig1 ve artmis agr1 yanitlart gosterdigi ve yiiksek Ostrojen seviyeleriyle
karakterize Ostrus dongiilerinde bu farkin daha da belirginlestigi goriilmiistiir (182,
262, 297-299). Ancak KYD tetiklenmesi sonras1 strus dongiisiinden bagimsiz olarak
tiim asamalarda benzer Ol¢iide periorbital allodini gelistigi goriilmiistiir bu bakimdan
KYD etkisinin hormonal etkiden daha baskin oldugu one siiriilmistir (262).
Calismamizda inceledigimiz parametrelerde cinsiyet etkisi ve cinsiyet temelli
farklhiliklar gozlemlenmemistir. Ancak bu alandaki genis literatiir cinsiyetin,
inflamasyon ve nosisepsiyon i¢in Onemli bir biyolojik etken oldugunu
desteklemektedir. Cinsiyet hormonlarinin bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonlari,
mikrogliyal aktivasyon ve interferon yanitlar gibi ¢esitli bagisiklik sistemi siireclerini
etkileyebildigi gosterilmistir ve migren ¢alismalarinda 6zellikle disilerde daha belirgin
agr1 yanitlart gozlenmistir (182, 298, 300-304). Bu bakimdan ¢alismamizdaki KYD ile

iligkili inflamatuar ve nosiseptif siirecler {izerinde cinsiyet etkisine yonelik negatif
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bulgularimiz, bu siiregler iizerinde cinsiyet temelli modiilasyonun olmadigindan
ziyade, bizim deneysel kosullarimizda KYD tarafindan tetiklenen cGAS-STING
yolag1 aktivasyonunun ve agri davraniglarinin her iki cinsiyette benzer sekilde gelistigi
seklinde yorumlanmistir. Bu siirecler iizerinde cinsiyet etkisini daha iyi aydinlatmak
ve cinsiyet temelli farkliliklar1 agiga ¢ikarmak i¢in yeterli istatistik giice sahip ve 6strus

dongiisii takibi yapilan ¢aligsmalar gereklidir.

Bu tez calismasinda KYD ile inflamatuar siirecler arasindaki iligkiyi inceleyen
literatiire, daha Once ¢esitli néroinflamatuar siire¢lerde rolleri gosterilmis ancak bu
baglamdaki rolleri heniiz bilinmeyen cGAS-STING yolag1 kazandirilmistir. Buna ek
olarak KYD ile bas agris1 olusumu arasindaki mekanistik bosluklar1 doldurabilecek bir
mekanizma olarak ¢cGAS-STING yolaginin rolii ortaya konmustur. Calismamizda
cGAS-STING yolagi, beyinde protein seviyelerini ve protein modifikasyonlarini
degerlendiren molekiiler yontemlerle incelenmis ve hiicre tipine 6zgiin degisiklikler
gosterilmistir. cGAS-STING yolagmmin mikrogliyal aktivasyondaki rolii mikrogliya
morfolojisini degerlendiren detayli analiz yontemleriyle incelenmistir. Daha 6nemlisi,
cGAS-STING yolaginin KYD ile iligkili agr1 yanitlarindaki rolii, uyanik hayvanlarda
mekanik agr1 hassasiyetinin incelenmesini saglayan von Frey testi ile incelenmistir.
Arastirma siirecinde mikrogliya morfolojisi analizi ve optogenetik KYD sonrasi
allodini gelisiminin von Frey testiyle incelenmesi gibi yontemler laboratuvarimizin
repertuarma kazandirilmigtir. KYD ile iligkili ndroinflamatuar ve nosiseptif siireclerde
cGAS-STING bagisiklik sistemi yolagimin rollerinin giiglii ve yenilik¢i yontemlerle
ortaya ¢ikarilmasi sayesinde bu tez caligmasinin literatiire 6nemli bir katk: saglayacagi

distiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda farelerde non-invazif bigimde optogenetik
yontemle tetiklenen KYD sonrasi serebral kortekste cGAS-STING yolaginin
noronlarda aktive oldugu goriilmiis ve yolak aktivasyonunun ¢oklu KYD sonrasi
gozlenen mikrogliyal aktivasyonda rol oynadigi gosterilmistir. Dogal bagisiklik
sisteminin Oonemli bilesenlerinden biri olan cGAS-STING yolag: ve iligkili tip 1
interferon cevabinin rolii migren aurasi preklinik modeli olan KYD modelinde
incelenmistir. cGAS-STING yolaginin KYD yatkinligimi ve KYD ile iliskili kraniyal
agr1 davramslarmi diizenleyebildigi ve yolak aktivasyonunun erken dénemde allodini
gelisimi icin koruyucu etki gdsterebildigi goriilmiistiir. Calismamizda elde ettigimiz
bulgular KYD ile noéroinflamasyon ve nosisepsiyon arasindaki iliskiye yeni
mekanizmalar kazandirmis ve noroinflamasyonda onemli rolleri oldugu bilinen
cGAS-STING yolagmin bu iliskide, bagisiklik yanitlar1 ve noral fonksiyonlar

arasindaki bagi kuran etkenlerden biri oldugunu aciga ¢ikarmistir.

Bu tez c¢alismasi beyindeki dogal, steril ndroinflamatuar siireglerin néronal
uyarilabilirlik ve bag agris1 olusumu lizerindeki etkilerinin incelenmesi i¢in giiglii bir
cerceve sunmaktadir. Beyin parankiminde ve ekstra aksiyal meninksler ve trigeminal
yolaklarda steril inflamatuar cevapla iligkili olan ve kemirgenlerde migren benzeri agr1
davraniglaria neden olan KYD modeli bu siire¢lerin aydinlatilmasi i¢in énemli bir
aragtirma aracidir. Bu ¢alismada KYD modeli kullanilarak ¢cGAS-STING yolag1 ve
iligkili interferon cevabinin, kortikal mekanizmalar iizerinden noroinflamasyon ve
kraniyal agr1 olusumu iizerindeki etkileri aydinlatilmistir. cGAS-STING yolaginin
migren kliniginin aura diginda bagka yonlerini de modelleyen ve kronik migren
gelisimini yansitan modellerde de incelenmesi, migren patofizyolojisindeki yerinin
daha iyi anlagilmas1 agisindan gelecek calismalar i¢in 6nemli bir arastirma yonii
olacaktir. Buna ek olarak, cGAS-STING aracili inflamasyonun meninksler ve
trigeminovaskiiler sistem yolaklarindaki etkilerinin de incelenmesi bas agrisi
olusumundaki rollerini daha detayl bir sekilde agiga cikartacaktir. Bu ¢aligmalardan
elde edilecek bulgular dogal bagisiklik sistemi aracili inflamatuar siireglerin migrene

yonelik tedavi hedefi olarak kullanilabilirligine dair 6nemli bilgiler verecek ve var olan
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migren tedavilerine cevap vermeyen hastalar i¢in yeni tedavilerin gelistirilmesine

onciiliuk edecektir.
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