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ÖZET 

 

Derle E, Kortikal Yayilan Depolarizasyon İle Tetiklenen Nöro-Parainflamasyonda 

Nlrp2 İnflamazomunun Rolü, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Temel Nörolojik Bilimler (Neuroscience) Programı, Doktora Tezi, Ankara, 2024. 

Migren, toplumda yaygın olarak görülen bir baş ağrısı sendromudur. Patofizyolojisinde 

trigeminovasküler sistemin aktivasyonu sonucu ortaya çıkan inflamasyonun önemli rol 

oynamaktadır. Kortikal yayılan depolarizasyon (KYD) migren aurasının 

elektrofizyolojik korelatı olarak kabul edilmektedir. KYD tetiklenmesi ile nöronal 

aktivitede artma, nöronal panneksin 1 kanallarında açılma ve astrositlerde NF-ҝβ 

üzerinden proinflamatuar bir yanıt ortaya çıkmaktadır. Deneysel çalışmalarda ATP ile 

uyarılan panneksin 1 kanalı ve pürinerjik reseptör aktivasyonu sonucu inflamazom 

kompleksinin oluştuğu gösterilmiştir. İnflamazom ailesinden olan NLRP2’nin 

astrositlerde ifadelenmesinin olduğu ve inflamazom kompleksi oluşturarak 

nöroinflamasyona katkıda bulunduğu birkaç yayında gösterilmiştir. Bu çalışmanın 

amacı optogenetik olarak uyarılabilen transgenic Thy1-ChR2-YFP farelerde noninvaziv 

olarak KYD tetiklenmesiyle ortaya çıkan nöroinflamasyonda NLRP2 inflamazom 

kompleksinin rolünü incelemektir. KYD’yi takiben 5 farklı zaman noktasında (15. 

dakika, 5., 24., 48. ve 72. saat) beyin dokusu elde edilmiş ve kesitlerdeki NLRP2 

işaretlenme özellikleri immonoflöresan işaretleme ile incelenmiş, NLRP2’nin hangi 

hücrelerde ifade edildiği gösterilmiştir. Kontrol ve naif grupta NLRP2 ifadelenmesi 

kortikal ve subkortikal alanlarda NeuN (+) nöronal hücrelerde belirgin iken KYD 

sonrası 15.dk, 5. ve 24. saatte immünoreaktivitede belirgin azalma saptanmış olup, 48. 

ve 72. saatte ise kontrollerle benzer düzeylerde gözlenmiştir. Astrosit işaretleyicisi 

S100β ile NLRP2’nin belirgin olarak daha az oranda ko-lokalize olduğu gösterilmiştir. 

Aynı zaman noktalarında C57/BL6 farelerde KYD 1M KCl ile tetiklenerek Western 

blotlama (WB) ile NLRP2 protein analizi için korteksler alınmıştır. WB’de protein 

düzeylerinde anlamlı olmayan ancak immünofloresan görüntüleme sonuçlarına benzer 

olarak KYD erken dönem beyinlerinde naif beyinlere göre NLRP2 protein düzeyinde 

azalma saptanmıştır. Bu çalışma bildiğimiz kadarıyla literatürde migren aurası korelatı 

olarak kabul edilen KYD sonrası ortaya çıkan parankimal nöroinflamasyonda NLRP2 

inflamazomunun zamansal değişimini inceleyen ilk çalışmadır. KYD sonrası nöronlarda 

NLRP3 inflamazom artışı ile ters olan bu çalışma sonucu NLRP2’nin NLRP3’ün negatif 

düzenleyicisi olabileceği yönünde bir sonuç olarak yorumlanabilir. Daha ileri 

araştırmalarla NLRP2'nin farmakolojik veya genetik manipülasyonu ile 

nöroinflamasyondaki rolünü belirlemek mümkün olabilir. 

Anahtar Sözcükler: NLRP2, inflamazom, migren, kortikal yayılan depolarizasyon, 

nöro-parainflamasyon 

Bu çalışma Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi 

(TSA-2020-18568) tarafından desteklenmektedir  
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ABSTRACT 

 

Derle E, The Role of NLRP2 Inflammasome in Neuro-Parainflammation Induced 

By Cortical Spreading Depolarization, Hacettepe University Graduate School of 

Health Sciences Basic Neurological Sciences (Neuroscience) Program, Doctor of 

Philosophy Thesis, Ankara, 2024. Migraine is a common headache syndrome in the 

general population. Inflammation resulting from activation of the trigeminovascular 

system plays an important role in its pathophysiology. Cortical spreading depolarization 

(CSD) is accepted as the electrophysiological correlate of migraine aura. It is thought 

that the triggering of CSD leads to an increase in neuronal activity, opening of neuronal 

pannexin 1 channels and a proinflammatory response in astrocytes via NF-ҝβ. 

Experimental studies have shown that ATP-induced pannexin 1 channel and purinergic 

receptor activation results in the formation of an inflammasome complex. It has been 

revealed in the literature that NLRP2, a member of the inflammasome family, is 

expressed in astrocytes and contributes to neuroinflammation by forming an 

inflammasome complex. The aim of this study was to investigate the role of NLRP2 

inflammasome complex in neuroinflammation induced by noninvasive induction of 

CSD in optogenetically inducible transgenic Thy1-ChR2-YFP mice. Brain tissue was 

obtained at 5 different time points (15-min, 5-, 24-, 48- and 72-hours) following CSD 

and NLRP2 labeling properties in the sections were examined by immunofluorescence 

labeling and it was shown in which cells NLRP2 was expressed. While NLRP2 

expression was prominent in NeuN (+) neuronal cells in the cortical and subcortical 

areas in the control and naive groups, a significant decrease in immunoreactivity was 

detected at 15-min, 5- and 24-hours after CSD, and similar levels were observed at 48- 

and 72-hours. It was shown that NLRP2 co-localized significantly less with the astrocyte 

marker S100β. At the same time points, CSD was induced with 1M KCl in C57/BL6 

mice and cortices were taken for protein analysis by Western blotting. Similar to the 

results of immunofluorescence imaging, NLRP2 protein levels were found to be 

decreased in early CSD brains compared to naive brains, although results were not 

significant. To the best of our knowledge, this is the first study in the literature 

investigating the temporal changes of NLRP2 inflammasome in parenchymal 

neuroinflammation after CSD, which is accepted as a correlate of migraine aura. The 

result of this study, which is contrary to the increase in NLRP3 inflammasome in 

neurons after CSD, can be interpreted as a result that NLRP2 may be a negative regulator 

of NLRP3. With further research, it may be possible to determine the role of NLRP2 in 

neuroinflammation by pharmacologic or genetic manipulation.  

Key Word: NLRP2, inflammasome, migraine, cortical spreading depolarization, 

neuro-parainflammation 

This study is supported by Hacettepe University Scientific Research Projects 

Coordination Unit (TSA-2020-18568)   
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1. GİRİŞ 

 

Migren toplumda yaygın olarak görülen bir baş ağrısı sendromudur. Baş ağrısı 

dışında beraberinde birçok nörolojik, gastrointestinal ve emosyonel değişiklikler de 

eşlik eder. Şiddetli ve uzun süreli ataklar nedeni ile günlük aktiviteleri 

etkileyebilmekte ve disabilite nedeni olabilmektedir. Migren atağı, klinik seyrinde 

aşamalı bir gidişat izlemektedir. Bu aşamalar içerisinde prodromal faz ve aurayı ağrı 

izlemektedir. Ağrı, karakteristik olarak genellikle tek taraflı, zonklar tarzda, 4-72 saat 

süren bir baş ağrısı olup, ağrıya kütanöz allodini de eşlik edebilir (1). Migren 

patofizyolojisi kesin olarak ortaya konulamamakla birlikte trigeminovasküler sitemin 

aktivasyonu sonucu ortaya çıkan inflamasyonun baş ağrısı ve beraberinde görülen 

semptomlara yol açtığı düşünülmektedir. Ağrının ortaya çıkmasındaki mekanizmada 

durayı inerve eden trigeminal sinir liflerinin uyarımı öne sürülmüştür. Durayı inerve 

eden trigeminal sinir liflerinin kortikal yayılan depolarizasyon (KYD) sonrası oluşan 

nörojenik inflamasyonla uyarılabildiği literatürde gösterilmiştir (2). 

Kortikal yayılan depolarizasyon ilk olarak 1940’larda Leao tarafından 

tanımlanmış ve migren aurasının elektrofizyolojik bir korelatı olarak kabul edilmiştir 

(1, 3, 4). KYD nöronal ve glial depolarizasyona eşlik eden masif iyon akımı ve bunu 

takip eden nöronal aktivitede supresyon ile karakterize yavaş ilerleyici bir dalgadır (5). 

Oluşan KYD ‘nin pial damarların çevresinde trigeminal liflerii uyararak parankimal 

inflamasyonu tetiklediği ve bu yolla başağrısını başlattığı düşünülmektedir (2).  

Daha önce laboratuvarımızda KYD oluşumu ile birlikte nöronal panneksin 1 

kanallarının açıldığı, bu sürecin kaspaz 1’i aktive ederek HMGB1 (‘high mobility 

group box 1’) ve interlökin-1β (IL-1β) salıverilmesine neden olduğu, bunun nükleer 

faktör-kappa B (NF-κB)’nin astrositlerde çekirdeğe göçü ile siklooksijenaz (COX) ve 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi inflamatuar genlerin ekspresyonunda 

artışa ve sonuç olarak glia limitans ve meningeal perivasküler alana araşidonik asit 

(AA) ve potasyum salıverilmesi ile nörojenik inflamasyonun ortaya çıkmasına neden 

olduğu gösterilmiştir (2, 5). Ayrıca KYD uyarımı ile ortaya çıkan parankimal 

inflamasyonda inflamazom yolağının aktive olduğunu gösteren çalışmalarda 

mevcuttur. Ancak bu çalışmalarda daha çok nöronlarda eksprese olduğu bilinen 

NLRP3 inflamazomu üzerinde durulmuştur (6). Tek ve çoklu KYD ile nöronlarda 

NLRP3 inflamazomunun çok erken dönemde aktive olduğu ancak astrosit ve 
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mikroglialarda olmadığı gösterilmiştir (6). Ancak astrositlerin de KYD sonrası ortaya 

çıkan inflamasyonda rol oynadığına dair kanıtlar mevcuttur. Familial hemiplejik 

migren 1 (FHM1) fare modelinde bazal düzeyde astrosit ve mikroglia aktivasyonunun 

olduğu gösterilmiştir (7). Özellikle NLRP3 ün astrositlerde aktivasyonu olmadığının 

gösterilmesi ancak astrositlerin ortaya çıkan inflamasyonda yeri olduğunu gösteren 

kanıtlar dolayısı ile KYD’de farklı bir inflamazom üyesinin bu süreçte rolü 

olabileceğini düşündürtmüştür.  

KYD tetikleme yöntemleri genellikle invazif yöntemlerdir ve anestezi 

altındaki deney hayvanına kraniyotomiyi takiben açılan kraniyal pencereye potasyum 

klorür (KCl) gibi ajanların uygulanması, iğne batırılması veya elektriksel uyarımı 

içerir. Bu yöntemler nöronları depolarize edebilmektedir fakat nöronlar, astrositler ve 

damar yapıları üzerine spesifik olmayan ve hasar veren etkileri de bulunmaktadır. 

Optogenetik yöntemlerin gelişmesiyle, uyarılması hedeflenen nöronlara 

kanalorodopsin geni (ChR2), viral vektörler kullanılarak veya transgenik yolla 

aktarılabilmekte ve bu nöronlar mavi ışık kaynağı kullanılarak uyarılabilmektedir (8-

11). Bu yöntem invazif olmayan bir şekilde, bütünlüğü korunmuş kafatası üzerinden 

ve ayrıca anestezi altında olmayan deney hayvanlarında da nöron aktivitesinin 

uyarılmasını ve kontrol edilmesini mümkün kılmıştır (12, 13). Aynı zamanda diğer 

yöntemlerin yol açtığı olası uyarım artefaktlarını da ortadan kaldırabilmiştir. 

Bu çalışmada, diğer KYD uyarım yöntemlerinin neden olduğu etkileri ekarte 

etmek ve sadece KYD’nin neden olduğu nörojenik inflamasyonu incelemek amacıyla 

invaziv olmayan bir model olan ve dünyada birkaç laboratuvarda bulunan optogenetik 

yöntem kullanarak tetiklenen KYD’nin beyin parankiminde. NLRP2 inflamazom 

yolağı üzerine etkisinin incelenmesi planlanmıştır. NLRP2 inflamazomunun oluşumu 

KYD’ye bağlı oluşan nöro-parainflamasyonun ortaya çıkmasına mı yoksa 

baskılanmasına mı neden olmaktadır sorusuna yanıt aranmıştır. (11). KYD uyarımı ile 

nöronal inflamasyonun tetiklendiği, astrositlerde Nf-KB’nin çekirdeğe göçü ile ortaya 

çıkan sitokinlerin yayılıma katkı sağladığı literatürde ve enstitümüzde yapılan daha 

önceki çalışmalarda gösterilmiştir (2, 11, 14). NLRP2 astrosit kaynaklı olduğu 

düşünülen inflamazom ailesinin bir üyesidir. Hücre kültüründe ve fare beyin iskemi 

modelinde NLRP2’nin astrositlerde ifade edildiği saptanmıştır (15, 16). Buna karşın 

periferik ağrı modelinde dorsal kök ganglionunda küçük çaplı nöronlarda NLRP2 
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ifadesinin arttığı gözlenmiştir (17). Periferik ve santral sinir sitemine ait hücrelerde 

farklı yanıtlar oluşabileceği gibi, bu farklılık altta yatan tetikleyicinin farklılığı nedeni 

ile de olabilir. KYD ile NLRP2 ifadesinde nasıl bir değişiklik olacağı henüz 

gösterilmemiştir. Buna ek olarak NLRP2’nin NF-kB yolağı üzerine etkileri olduğu 

bilinmekle beraber KYD ile ortaya çıkan NF-kB aktivasyonu üzerine etkisi 

bilinmemektedir. Bu süreçte tek KYD sonrası NLRP2 inflamazomunun aktive olup 

olmadığı farklı zaman noktalarında (15 dk, 5 st, 24 st, 48 st, 72 st) incelemeler 

yapılarak ortaya konmaya çalışılmıştır. Böylece KYD’nin tetiklediği 

nöroinflamasyonda yer alabilecek bir yolağın belirlenmesi, migren patofizyolojisinin 

ve yeni tedavi hedeflerinin ortaya konulması ile literatüre katkı sunulması 

amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1 Migren ve Klinik Özellikleri 

 
Migren toplumda sık görülen ve genç erişkinlerde en sık iş gücü kaybına yol 

açan hastalıklardan biridir. Toplumda prevelansı yaklaşık %15’tir (18). Kadınlarda 

erkeklere göre 3-4 kat daha sık görülür. Başlangıç yaşı sıklıkla genç erişkinlik 

döneminde olmakla beraber çocukluk çağında da görülmektedir (1). Dünyada en sık 

morbiditeye neden olan hastalıklar arasında ikinci sırada yer almaktadır. Global 

hastalık yükünün % 5,6’sını oluşturarak diğer bütün nörolojik hastalıkların 

toplamından daha büyük bir etkiye sahiptir. Avrupa’da migrenin sebep olduğu finansal 

maliyetin 50-110 milyar euro olduğu tahmin edilmektedir (19).  

 

Migren klinik olarak şiddetli baş ağrısının ana belirti olduğu, otonomik, 

gastrointestinal ve emosyonel belirtilerin de eşlik ettiği bir semptomlar bütünüdür. 

Migrende klinik olarak 4 faz tanımlanmıştır. Bu fazlar prodrom, aura, başağrısı ve 

rezolüsyon fazlarıdır (Şekil 2.1).  

 

 

Şekil 2.1 Migren fazları ve ilişkili belirtiler (1). 
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Prodrom fazı hastaların %80’inden fazlasında görülen farklı sistemleri 

etkileyen öncü semptomlardır. Bu semptomlar başağrısı başlamadan saatler hatta 

günler öncesinde ortaya çıkabilir. Hastalarda yorgunluk, dikkat dağınıklığı, aşerme, 

diyare, boyun ağrısı, esneme gibi çok farklı semptomlar bu dönemde ortaya 

çıkabilmektedir (1). Prodrom fazından sonra eğer hastada var ise aura fazı ortaya çıkar. 

Migren hastalarının yaklaşık %15’inde aura bulunmaktadır ve sıklıkla görsel 

bulgularla kendini göstermektedir. Görsel auralardan sintilasyonlu skotom olarak 

adlandırılan ışık çakmaları ile karakterize aura migren için en özellikli olanlardandır. 

Bunun dışında görme alan kaybı, mikropsi, makropsi, renkli objeler görme gibi farklı 

görsel auralar da ortaya çıkabilir. Görsel dışında duyusal, motor, beyin sapı, retinal ya 

da konuşmayı etkileyen farklı kliniklerde aura olarak karşımıza çıkabilmektedir. 

Üçüncü fazda ise baş ağrısı ortaya çıkar. Genellikle zonklayıcı karakterde tek taraflı, 

fiziksel aktivite ile kötüleşen, 4-72 saat devam eden şiddetli ataklardır. Bu ataklara 

fonofobi, fotofobi, bulantı, kusma gibi semptomlar eşlik etmektedir. Bu atakların 

sonunda ise son faz olan rezolüsyon fazı ortaya çıkar. Bu dönemde hastada yorgunluk, 

konsantre olmakta zorluk gibi semptomlar görülebildiği gibi öfori ve yenilenmiş hissi 

gibi semptomlar da görülebilmektedir (1).  

Migren tanısı klinik olarak temelde hastadan öğrenilen semptomların 

değerlendirilmesi ile konulur. Migren semptomları uluslararası başağrısı topluluğu 

(IHS) tarafından sınıflandırılmıştır ve kesin tanı için bu sınıflamada tanımlanan 

kriterleri karşılaması gerekir (Tablo 2. 1)(20). Migren tanısına yönelik objektif bir 

biyobelirteç yoktur. Ancak hastanın semptomları ve olası diğer tanıların dışlanması ile 

tanı konulabilmektedir (20).  

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

Tablo 2. 1 Migren Tanı Kriterleri  

Aurasız migren Auralı Migren 

A. B–D kriterlerini karşılayan en az 5 atak 

B. Baş ağrsısı atakları 4-72 saat (tedavisiz ya da 

yetersiz tedavi) 

C. Baş ağrısı aşağıdaki 4 özellikten ikisini 

göstermeli 

 

1. Tek taraflı 

  2. Zonklayıcı karakterde 

  3. Orta-ciddi şiddette 

  4. Fiziksel aktivite ile artan ya da 

kaçınmaya yol açan  

D. Baş ağrısı sırasında en az 1 tanesi eşlik etmeli: 

  1. Bulantı ve /veya kusma 

  2. Fotofobi ve fonofobi 

E. Herhangi bir baş ağrısı tanısı ile daha iyi 

açıklanamaması 

 

A. B and C kriterlerini sağlayan en az 2 atak 

B. 1 veya daha fazla tamamen düzelen aura 

semptomu: 

 1. Vizüel 

 2. Sensöriyel 

 3. Konuşma /dil 

 4. Motor 

 5. Beyinsapı 

 6. Retinal 

C. 6 özellikten 3’ü 

 1. En az 1 aura semptomunun 5 dakika 

içinde artması 

 2. İki ya da daha fazla aura 

semptomunun ardısıra ortaya çıkması  

 3. Her bir aura semptomu 5–60 

dakikada düzelme gösterir 

  4. En az 1 aura semptomu tek taraflıdır 

  5. En az 1 aura semptomu pozitif 

olmalı 

  6. Baş ağrısı aura ile birlikte ya da 1 

saat içinde ortaya çıkmalı 

D. Herhangi bir baş ağrısı tanısı ile daha iyi 

açıklanamaması 

 

Uluslararası başağrısı topluluğunun 2018 yılında yayınlanan tanı kriterleri 3. versiyonu (20) 

 

2.2 Migren ve trigeminovasküler sistem 

 

Trigeminovasküler sistem trigeminal gangliyon (TG) nöronlarından başlayan ve 

duramatere projekte olan kalsitonin geni ile ilişkili peptidden (CGRP) zengin bir 

yolaktır (Şekil 2.2)(1).  
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Şekil 2.2 Trigeminovasküler sistem anatomisi.  

Migren patofizyolojisinde rol oynayan nöral yolaklar. Baş ve boyundan gelen duyusal 

trigeminal afferentler trigeminal gangliyondan geçtikten sonra trigeminoservikal 

komplekste ikincil seviye nöronlarla sinaps yaparlar. Buradan çıkan sinirler 

talamustan geçerek kortekse ulaşır. Bu yolakların iletimi beyin sapındaki çeşitli 

çekirdekler (lokus seruleus, PAG, A11, RVM, SuS vb. ) tarafından regüle edilmektedir 

(3).TG, trigeminal gangliyon; TCC, trigeminoservikal kompleks; LC lokus seruleus; 

PAG, periakuaduktal gri cevher; S1/S2; somatosensöriyel; M1/M2, primer ve 

sekonder motor; V1/V2 vizüel korteks; SPG, sfenopalatin gangliyon; PtA, parietal 

assosiasyon; RVM, rostral ventromedial medulla; RS, retrosplenial; Ect, ektorinal; 

SuS, superior salivatuar nukleus. 
 

Trigeminal gangliyondan orijin alan nosiseptif sinir lifleri pial, araknoid, dural 

damarları, superior sagital sinus ve orta serebral artere ve diğer büyük serebral arterleri 

çepeçevre sarar ve inerve eder. Bu yapıların, özellikle duranın, mekanik, kimyasal ya 

da elektriksel uyarımı ise ağrı ile sonuçlanmaktadır. Aynı zamanda bu yapıların 

uyarımı migrende görülen bulantı, fotofobi gibi diğer semptomlarla da ilişkilidir (1, 

3)(Şekil 2.3). Trigeminoservikal kompleks (TCC) nöronlarının aksonal 

projeksiyonları beyin sapı, talamus ve hipotalamus nöronlarına nosiseptif sinyaller 

gönderirler ki bunun sonucu olarak duyusal, otonomik, affektif, endokrin ve 

davranışsal cevaplar ortaya çıkar (1). Trigeminovasküler talamik nöronların insüler, 

motor, pariyetal, sensöriyel, odituar, vizüel ve olfaktor kortekse projeksiyonları da 
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ağrının şiddeti, lokalizasyonu gibi migrenin duyusal ayırt edici özellikleri ile sakarlık, 

odaklanmada zorluk, transient amnezi ve allodini gibi çeşitli semptomlarla ilişkilidir 

(Şekil 2.3)(1).  

Kalsitonin geni ile ilişkili peptid (CGRP) migrende ana mediyatör olarak 

görülmekte ve önemli bir tedavi hedefi konumunda bulunmaktadır (21). TG 

stimülasyonunun CGRP ve P maddesi salıverilmesine neden olduğu deneysel olarak 

gösterilmiştir (1, 22). CGRP dura, TG, TCC, talamus ve periakuaduktal gri cevherde 

(PAG) trigeminovasküler nosisepsiyonun düzenlenmesi ve iletilmesini sağlamaktadır 

(1). Aynı zamanda CGRP’yi bloke eden tedavilerin migren atağını tedavi etmede etkili 

olmaları da bu molekülün migren patofizyolojiisndeki yeri ve önemini vurgulayan 

kanıtlar arasındadır (1). 

 

 

Şekil 2.3 Trigeminovasküler sistemdeki anatomik yapılar ile semptomların ilişkisi. 

 Migren santral ve periferik sinir siteminin komponentlerinin fonksiyonlarında eş 

zamanlı ortaya çıkan değişiklikleri içemektedir. Bunun sonucunda birçok semptom bir 

arada ortaya çıkmaktadır. Örneğin üst servikal sinirlerin uyarımı boyun ağrısına neden 

olurken talamus ve bağlantılarının uyarımı allodiniye neden olmaktadır (1). TG, 

trigeminal gangliyon; TCC, trigeminoservikal kompleks; LC lokus seruleus; PAG, 

periakuaduktal gri cevher; S1/S2; somatosenseriyel; M1/M2, primer ve sekonder 

motor; V1/V2 vizüel korteks; SPG, sfenopalatin ganglion; PtA, parietal assosiasyon; 
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RVM, rostral ventromedial medulla, RS, retrosplenial; Ect, ektorhinal; SSN, superior 

salivatuar nukleus  

 

2.3 Deneysel Migren Modelleri 

 

Migren patofizyolojisi net olarak ortaya konulamayan birçok faktörün öne 

sürüldüğü bir başağrısı sendromudur. Vasküler disfonksiyon, genetik faktörler, 

kortikal yayılan depolarizasyon, trigeminovasküler system aktivasyonu, inflamasyon 

ve oksidatif durumlar anahtar faktörler olarak gösterilmektedir (8).  

Deneysel modeller migren mekanizmalarını farklı yönlerden araştırma imkanı 

sağlamıştır. Bunlar arasında yer alan modeller aşağıda özetlenmiştir (Şekil 2.4).  

Kranial stimülasyonun elektriksel uyarım ile sağlandığı modellerde trigeminal 

gangliyon elektriksel olarak uyarılmakta ve sonucunda dura materde plazma 

ekstravazyonu oluşmaktadır. Bu modelde uyarı parametreleri kontrol edilebilmekte bu 

da bize tekrarlanabilir ve kontrol edilebilir bir model sağlamaktadır (8). Trigeminal 

gangliyon dışında superior sagital sinüsü inerve eden sinir terminalleri, transvers sinüs 

ya da orta meningeal arterin uyarımı da mümkündür (8, 9). Diğer bir uyarım 

yapılabilecek bölge de miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerini aktive ederek meningeal 

kan akımını artıran duramaterdir (8, 9).  

Kranial stimülasyon, kimyasal olarak sağlandığı duramater uyarım 

modellerinde ise çeşitli irritan ve inflamatuar maddelerin duramater üzerine 

uygulanması söz konusudur. Bu maddeler arasında komplet Freud adjuvanı, kapsaisin, 

inflamatuar çorba sayılabilir (8).  

Nitrogliserin uygulaması bir diğer migren modelidir. Uzun yıllardır 

kullanılmakta olan bu model migren benzeri semptomların oluşturulmasında ve 

migrenin fizyolojik ve semptomatik yönlerini taklit etmede başarılıdır (8). Bu modelde 

nitrogliserin nitrik oksijen sağlayıcısı olarak görev yapmaktadır (3).  
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Şekil 2.4  Deneysel migren modellerinin şematik anlatımı. 

Farklı patofizyolojileri açıklamaya yönelik geliştirilmiş deneysel migren modellerine 

örnekler. Duranın mekanik ve elektriksel uyarımı, trigeminal gangliyonun elektriksel 

uyarımı, sistemik nitrogliserin uygulanması, genetik modeller (8).  
 

Genetik migren modellerinde ise familyal hemiplejik migren’de (FHM) saptanan 

farklı mutasyonlardan transgenik modeller oluşturulmuştur. Örneğin CACNA1A 

genini etkileyen R192Q ve S218L mutasyonlarının ‘knock-in’ modeli ile transgenik 

fare modeli oluşturulabilmektedir. Sinaptik bölgedeki farklı kanal veya proteinlerin 

mutasyonu ile FHM 2, 3 ve 4 deneysel transgenik fare modelleri de geliştirilmiştir. 

FHM dışında NOTCH3 gibi migren ile ilişkili monojenik mutasyonlar ile oluşturulan 

modeller de mevcuttur (8).  

Kortikal yayılan depolarizasyon oluşumu ile trigeminovasküler sistemi aktive 

etmek mümkün olmaktadır. Bunun için dura üzerine KCl uygulama, iğne batırma, 

elektriksel stimülasyon ve optogenetik uyarım yapılabilmektedir (10).  

Literatürde kullanılan KYD tetikleme yöntemleri invazif yöntemler olup 

(işlem için kraniyotomi yapılması, yüksek konsantrasyonda KCl kullanılması gibi) 

işlemin kendisine bağlı da inflamatuvar yolaklar tetiklenebilmektedir. Optogenetik 

metod ile nöronlara kanalorodopsin geni (ChR2) viral vektörler kullanılarak veya 

transgenik yolla aktarılabilmekte ve mavi ışık kaynağı kullanılarak bu nöronlar 

uyarılarak invazif olmayan bir şekilde nöron aktivitesinin uyarılması mümkün 

olmaktadır (12, 13, 23). Optogenetik olarak uyarılan KYD elektrofizyolojik ve 

hemodinamik olarak diğer konvansiyonel metodlarla oluşturulan yanıtlara benzerdir 

(13). Thy1-ChR2-YFP transgenik fare hattı korteksin 5. tabakasında, hipokampusta 

CA1 ve CA3 piramidal nöronlarda, talamus, orta beyin ve beyin sapı nöronları, 

serebellar ‘mossy’ bağlantılar ve olfaktör bulbus mitral hücrelerinde ChR2 eksprese 

etmektedir (Şekil 2.5). Optogenetik yöntemde kemik üzerinden uygulanan mavi ışık 

ile nöronlar uyarılabilmekte ve KYD oluşumu sağlanabilmektedir (12). KYD uyarımı 
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için gerekli eşik ve eşik üstü değerler enstitü bünyesinde daha önceki çalışmalarda 

saptanmış ve optimize edilmiştir (11).  

 

 

 

Şekil 2.5 Thy1-ChR2-YFP transgenik hayvanında ChR2 eksprese eden kortikal ve 

subkortikal yapılar (11).  

 

Bu metodlar kullanılarak ortaya çıkan yanıtların şematize edilmiş hali Şekil 

2.6’da yer almaktadır.  
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Şekil 2.6  Deneysel migren modelleri ile ortaya çıkan yanıtların şematize anlatımı. 

TG nöronlarının periferal uzantıları pial ve dural damarlarda, santral uzantıları ise 

TNC de sonlanmaktadır. TNC talamusa projekte olurken parasempatik superior 

salivatuar çekirdeğe de kollateraller göndermektedir, bu lifler sfenopalatin gangliyon 

üstünden dural damarları innerve etmektedir. TVS aktivasyonu ile damar çevresindeki 

sinir sonlanmalarından salıverilen çeşitli peptid ve mediyatörler aracılığı ile dural 

vazodilatasyon, plazma proteini ekstravazasyonu ve mast hücre degranülasyonuna 

ortaya çıkar. TVS dura ya da TG’nin elektriksel uyarımı, inflamatuar mediatörlerin 

dural uygulanması, ve KYD (iğne batırma, KCl, elektriksel uyarı) uyarımı ile aktive 

edilebilmektedir. KYD ile nöronal panneksin 1 kanalları açılarak parankimal 

inflamasyonu ve ardından TVS’de inflamatuar yanıtı tetiklemektedir (10). 

 

2.4 Migren ve Kortikal Yayılan Depolarizasyon 

 

Migren patofizyolojisi tam olarak açıklanamamakla birlikte KYD auranın 

elektrofizyolojik karşılığı olarak kabul edilmekte ve ağrının oluşumunda etkisi olduğu 

öne sürülmektedir (2, 24). KYD ilk defa 1940’larda Leao tarafından tanımlanmıştır 

(Şekil 2.7)(4); bu fenomen nöronal, glial ve vasküler fonksiyonlarda değişikliğe neden 

olan yavaş ilerleyen bir dalga olarak tanımlanmaktadır (24, 25).  
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Şekil 2.7 Leao tarafından tanımlanan tavşan beyninde oluşturulmuş KYD kaydı. 

Frontal korteksten yapılan elektriksel uyarımın 1’den 7’ye doğru numaralandırılan ve 

anteriordan posteriora yerleştirilmiş elektrodlardan alınan kayıtta, elektriksel 

aktivitedeki yayılan depresyonu görülmektedir (4).  

 

KYD deneysel olarak farklı yöntemler ile (elektriksel, mekanik, kimyasal ve 

optogenetik) oluşturulabilmektedir (26). KYD, depolarizan uyaranların ekstrasellüler 

potasyumun kritik eşik değerin üstüne çıkmasını sağlayacak şekilde tetiklenmesi ile 

ortaya çıkmaktadır (26, 27). KYD sırasında ilişkili beyin bölgesindeki hücrelerde 

masif olarak K+, nörotransmitter ve glutamat’ın hücre dışında artışı, buna karşın Na+, 

Ca++ ve H2O’nun hücre içine girişi ile neredeyse tam bir membran depolarizasyonu 

ortaya çıkmakta ve nöronal şişme meydana gelmektedir (1). Yayılan depolarizasyon 

dalgasının doku metabolizması, perfüzyonu, ikincil mesajcı aktivitesi ve gen 

ekspresyonu üzerine belirgin etkisi vardır (1). Yayılan depolarizasyon dalgası sadece 

migrende tanımlanmamıştır, aynı zamanda serebral iskemi, beyin kanaması ve kafa 

travması sonrası insan beyninde de kayıtlanmıştır (1, 28). KYD oluşumunu 

kolaylaştıran ya da azaltan faktörler mevcuttur (Şekil 2.8)(24). Kadın cinsiyet, östrojen 

hormonu, FHM mutasyonu yatkınlığı arttırırken, androjen hormonlarının yatkınlığı 

azalttığı bilinmektedir. 
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Şekil 2.8 KYD; risk faktörleri, tetikleyicileri, mekanizmaları ve fonksiyonel sonuçları 

(24). FHM: familyal hemiplejik migren 

 

Deneysel modeller yayılan depolarizasyon dalgasının trigeminal nosiseptif 

yolakları tetiklediğini göstermektedir. Yakın zamanda yapılan bir çalışmada sıçanda 

korteksi uyararak tetiklenen KYD sonrasında leptomeningel inflamasyonun 

tetiklendiği gösterilmiştir (29). KYD aynı zamanda pial ve dural makrofaj ve dendritik 

hücrelerin aktivasyonu ve glimfatik yolların kapanması ile de ilişkilidir (1).  

KYD oluşumunda astrositlerin rolü olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur 

(7, 30). Bu çalışmalarda astrositlerde nöronal aktivasyon sırasında ortaya çıkanlara 

benzer olan kalsiyum dalgalarının oluştuğu gösterilmiştir. Ancak bu dalgalarda 

farmakolojik olarak yapılan blokajın KYD oluşumunu baskılamadığı görülünce, 

astrositlerin daha çok yayılımı desteklediği düşünülmüştür (24). Buna karşın ailesel 

hemiplejik migren tip 2’de saptanan ve birincil olarak astrositlerde ifade edilen Na+/K+ 

ATPaz’ı kodlayan gende ortaya çıkan mutasyon, primer olarak astrositlerde oluşan bir 
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fonksiyon bozukluğunun KYD başlatılmasında rolü olabileceğini düşündürmektedir. 

Daha da önemlisi Baca ve arkadaşları optogenetik yöntem ile astrositleri uyararak 

KYD oluşumunu göstermişlerdir (24).  

Literatürde ve enstitümüzde yapılan çalışmalarda KYD oluşumunda ve 

yayılımında parankimal inflamasyonun rolü olduğu gösterilmiştir (2, 23). Bu 

çalışmalarda KYD ile ortaya çıkan uyarının nöronal Panneksin 1 kanal aktivasyonuna 

ve bunu takiben inflamazom oluşumu ve proinflamatuvar sitokinlerin salıverilmesi ile 

astrositlerde NF-κB aktivasyonuna neden olduğu saptanmıştır (2). NF-κB aktivasyonu 

sonucu ortaya çıkan mediyatörler ile pial damarların ve bunların çevresindeki 

trigeminal ağrı liflerinin uyarıldığı öne sürülmektedir (Şekil 2.9)(2).  

Şekil 2.9 Kortikal yayılan depolarizasyonun tetiklenmesi ile ortaya çıkan parankimal 

inflamatuar yanıt ve neden olduğu sinyalizasyon yolağının şematik çizimi (2). 

2.5 Migren, Nöroinflamasyon ve Astrositlerin Rolü 

Nöroinflamasyon ağrılı uyaranların başlattığı adaptif bir cevaptır ve santral sinir 

sisteminde birçok hastalığın patofizyolojisinde rol alır (31). İnflamasyon sitokin, 
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kemokin, reaktif oksijen türleri ve ikincil mesajcıların oluşumu ile yayılır ve bu 

mediyatörler santral sinir sisteminin glial hücreleri (mikroglia ve astrositler), 

endotelyal hücreler ve periferal immün hücrelerce üretilir (32). Nöroinflamasyonun 

derecesi de primer uyarana ve süresine göre değişkenlik gösterir (32). 

Nöroinflamasyon hastalık süreçlerinde hasarın şiddetini arttırabildiği gibi, immün 

gözetleme, gelişim, hafıza ve öğrenme gibi süreçlerde ise olumlu rol oynamaktadır 

(32)(Şekil 2.10).  

Patolojik olan nöroinflamasyonda glial hücrelerde anlamlı derecede kemokin ve 

sitokin üretimi meydana gelir, beraberinde kan beyin bariyerinin permeabilitesinde 

artma ve bozulma, periferal immün hücrelerin infiltrasyonu ve ödem meydana gelir 

(32).  



17 
 

 

Şekil 2.10 Nöroinflamasyonun pozitif ve negatif özellikleri.  

İmmün sinyallerin santral sinir sisteminde destekleyici mi yıkıcı mı yanıt oluşturacağı 

inflamasyonun yoğunluğu ve süresi ile ilişkilidir. Sol tarafta gösterildiği üzere kısa ve 

kontrollü inflamatuar yanıtlar konak organizmaya faydalı kabul edilmektedir. 

Örneğin, enfeksiyon sonrası immün sistemin beyine gönderdiği sinyaller konakta 

hasta davranışlarını tetiklemekte ve önceliklerini tekrar belirlemesini ve organize 

etmesini sağlamaktadır. Ek olarak IL-1 ve IL-4’ün öğrenme ve bellek üzerinde önemli 

rolü vardır. Travmatik beyin hasarını takiben IL-4 iyileşme ve aksonal büyümeyi 

destekler. Buna karşın sağ tarafta ise daha çok maladaptif inflamatuar yanıtlar 

gösterilmektedir. Burada sitokin (IL-1, TNF) reaktif oksijen türleri ve diğer 

inflamatuar mediatörlerin üretiminde artış ile karakterize kronik, kontrolsüz bir 

inflamasyon söz konusudur. Bu belirteçler travmatik beyin hasarını takiben artış 

göstermektedir ve hasar alanına periferik makrojaj ve nötrofillerin göçü bu duruma 

eşlik etmektedir. Tekrarlayan sosyal yenilgi stresinden sonra ortaya çıkan geçici 

inflamasyon, monosit ve makrofajları sürece katmakta ve bunun sonucunda anksiyete 

ve depresyona neden olmaktadır. Travmanın akut fazını takiben yaşla ilişkili IL-1 ve 

IL-6 ile oluşturulan kronik inflamatuar cevap nöronal plastisiteyi bozmakta ve kognitif 

bozulmaya neden olmaktadır. Nörodejeneratif hastalıklarda ise daha yüksek dereceli 

kronik inflamasyon ile karakterize bir hasar söz konusudur (32). 

 
 

Migrende ise TVS’de nöronal aktiviteye cevaben bir inflamatuar reaksiyon 

ortaya çıkar (5). Migren baş ağrısının TVS aktivasyonu sonucu ortaya çıktığı 
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düşünülmektedir. Trigeminal sinir sonlanmaları dural damarları inerve etmektedir. 

Trigeminal sinir uyarımı ile CGRP, P maddesi ve nitrik oksit perivasküler alana 

salıverilmekte ve bu da kan akımında artış, duramatere protein ekstravazasyonu ile 

sonuçlanmaktadır (3).  

KYD ise auranın elektrofizyolojik bir karşılığı olarak kabul edilmekte ve baş 

ağrısının başlamasında parankimal nöroinflamatuar sinyaller üzerinden rolü olduğu 

düşünülmektedir. KYD oluşumunu takiben nöronal panneksin 1 megakanalları 

açılmakta ve bunun sonucunda kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1β ve yüksek mobilite 

HMGB1 salıverilmesi gerçekleşmektedir (2, 14, 33). Bu nöronal reaksiyon çevredeki 

astrositlerde NF-κβ’nin çekirdeğe translokasyonuna ve COX ve iNOS gibi inflamatuar 

genlerin transkripsiyonuna ve glia limitansı oluşturan astrositik ayaklardan AA ve 

potasyumun perivasküler alana yayılmasına neden olur (5). Bu kaskadın meningeal 

damarların çevresindeki trigeminal sinirleri aktive edebileceği düşünülmektedir (5).  

Bunlara ek olarak 13 auralı migren hastası ile sağlıklı kontrolleri karşılaştırmış 

ve, inflamasyon sonucu ifadesi artan gliyal bir belirteç olan 18 kDa translokatör 

proteinine bağlanan (11C)PBR28 radyoligandı kullanılarak yapılan PET-MRG 

çalışmasında migren hastalarındaki kortikal ve subkortikal yapılarda inflamasyonun 

varlığı gösterilmiştir (20)(Şekil 2.11). 
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Şekil 2.11 PET-MRG çalışmasında migren hastalarının beyinlerinde sağlıklı 

kontrollere göre inflamatuar tutulumun anlamlı olarak farklı olduğu bölgeler. 

(A) [11C]PBR28 tutulumunun gruplar arasındaki farkı beyin yüzey 

projeksiyonlarında gösterilmiştir. (B) Oksipital korteksi göstermektedir. Sol 

hemisfer sol tarafta; sağ hemisfer sağ tarafta gösterilmiştir. Açık gri çizgiler 

girusları, koyu gri çizgiler sulkusları temsil etmektedir. (C) Subkortikal 

radyoligand tutulumunun aksiyel bir kesitte gösterilmesi. CS = Kalkarin sulkus; 

M1 = Primer motor korteks; MTG = Orta temporal girus; pIns = Posterior insula; 

OFC = Orbitofrontal korteks; S1/S2 = Primer/ sekonder somatosensör korteks; 

SMG = Supramarjinal girus; STG = Süperior temporal girus; TOS = Transvers 

oksipital sulkus; V1 = Primer görme korteksi; vmPFC = Ventromediyal 

prefrontal korteks (34). 
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KYD aslında glukoz ve ATP konsantrasyonun yaklaşık %50 azalmasına neden 

olan yüksek enerji isteyen bir metabolik stres durumudur. Bu süreç nörovasküler 

üniteyi (NVU) aktive edebilir. NVU’da astrosit son ayakları, perisitler, parankimal 

nöronal projeksiyonlar, perivasküler nöronlar, düz kas hücreleri ve endotel gibi pek 

çok farklı hücre yapısı mevcuttur (35). NVU aktivasyonu beraberinde kan akımı 

değişikliğine neden olmaktadır (35). Astrositler nöroinflamasyonda hem 

proinflamatuar sitokin kaynağı hem de nöronların artmış enerji ihtiyacına destek 

olmaktadırlar. Astrositler SSS’de enerji metabolizması ürünlerini sağlarlar, 

ekstrasellüler sıvı ve elektrolit dengesini kontrol ederler ve glikojen sentezleyerek 

metabolik hemostazı regüle ederler (35). Glukoz beynin primer enerji kaynağı iken 

nadiren direk nöronlara girer. Normalde kan beyin bariyerini geçtikten sonra 

astrositlere geçer ve orada işlendikten sonra laktat olarak nöronlara verilir (35). KYD 

sırasında ekstrasellüler ortama çıkan yüksek miktardaki glutamat ise glutamat taşıyıcı 

1 (GLT1) ve glutamat aspartat taşıyıcı (GLAST) yolu ile astrosite girer ve glutamine 

dönüşür. Glutamin ekzositoz yolu ile astrositi terkeder ve endositoz ile nöronlara giriş 

yapar ve glutamata dönüştürülerek sinaptik aralığa verilir. Bu sürece glutamat-

glutamin döngüsü adı verilir ve bu yolla glutamatın eksitotoksik etkisi sınırlandırılmış 

olur (Şekil 2.12)(35). Astrositin diğer bir önemli görevi ise nöronal aktivite sırasında 

hücre dışına salıverilen K+’u sinaptik aralıktan uzaklaştırmaktır (Şekil 2.13).  
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Şekil 2.12 KYD’de nöron ve astrositlerin sinaptik fizyolojik aktivitesi.  

Glukoz taşıyıcı 1 (GLT1) esas olarak astrositler ve endotelyal hücrelerde eksprese 

olurlar. Glukoz kan beyin bariyerinden GLT1 aracılığı ile astrosite girmektedir (1 

no’lu basamak) ve oksidatif metabolizma aracılığı ile laktat oluşturmaktadır (2 no‘lu 

basamak). Laktat nörona piruvat oluşturmak üzere monokarboksilat taşıyıcı (MCT) ile 

girmekte, sonrasında asetil KoA oluşturarak trikarboksilik asid döngüsüne (TCA) 

girmektedir (3 no’lu basamak). KYD sırasında sinaptik aralıktaki artmış K+ astrosit 

içine giriş yapmaktadır (4 no’lu basamak), bu durum astrosit son ayaklarında şişmeye 

neden olmaktadır. Glutamat (Glu) KYD sırasında nöronlardan masif miktarda 

salıverilir. Glu taşıyııcı 1 (GLT-1) ve glu aspartat taşıyıcı (GLAST) aracılığı ile Glu 

astrosite geçiş yapar ve glutamin (Gln) oluşturur. Gln astrositleri ekzositoz ile 

terkederken nöronlara endositoz ile giriş yapar ve Glu’a dönüştürülerek sinaptik 

aralığa verilir. Bu süreç Glu-Gln döngüsü olarak bilinmektedir (5 no’lu basamak)(35).  
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Şekil 2.13 Kortikal yayılan depolarizasyonda astrositlerin rolünün şematik anlatımı 

Astrosit son ayaklarının şişmesinden aşırı aktif Ca2+ ve K+ inflüksü sorumludur. Son 

ayaklardaki şişme perivasküler mesafenin kapanmasına, glimfatik sistemdeki 

dolaşımın yavaşlamasına ve nöroinflamasyonun artışına neden olmaktadır. Tümör 

nekrozis faktör-α (TNF-α) glutamat taşıyıcı 1 (GLT-1) sentezini bozmakta ve sinaptik 

aralıkta glutamat birikime ve persistan KYD’ye yol açmaktadır (35). GLT-1; 

glutamate taşıyıcı 1, PVS; perivasküler boşluk. 
 

KYD’nin meningeal nosiseptörleri uyarması halinde de daha önce 

bahsettiğimiz şekilde nöronal panneksin 1 megakanallarının açılması ile başlayan 

kaskad nöroinflamasyon ile sonuçlanır. KYD astrositlerde reaktif proliferasyona 

neden olmaktadır ve bu da sitokin salıverilmesine neden olarak inflamasyonu 

artırmaktadır. Astrositlerin ayaksı uzantılarından vasküler uzantılar olarak 

adlandırılanları komşu damar duvarına yapışık ve kan akımını kontrol ederken, 

nöronlarla kontakt halinde olan ayaksı çıkıntıları ise nöronal aktiviteyi hissederek 
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gerekli ürünleri taşırlar (35). KYD sırasında ortaya çıkan damar çapındaki değişiklik 

perivasküler boşlukların kapanmasına ve glimfatik sistemin bozulmasına neden olur 

ki, bu da ortamdaki proinflamatuar sitokinlerin uzaklaştırılamamasına yol açarak 

hücrede olumsuz anlamda kısır bir döngü yaratır (35).  

Astrositlerin KYD ile birlikte reaktif olarak aktivasyonu ve ortaya çıkan 

proinflamatuar yanıtta rolü olduğu son yıllarda çalışılmaktadır (2). Bu süreçte 

inflamazom aktivasyonun rolü olduğu bilinmekle birlikte bu yolakta en çok NLRP3 

üzerine çalışmalar yapılmıştır (6). Literatürde ve enstitümüzde yapılan çalışmalarda 

KYD tetiklenmesi sonucunda oluşan parankimal nöroinflamasyonda özellikle NLRP3 

inflamazom kompleks oluşumu ve aktivasyonunun rol oynadığı gösterilmiştir. 

Minkiewicz ve arkadaşlarının hücre kültüründe gösterdiği üzere astrositlerde özellikle 

NLRP2 inflamazomunun varlığı bu inflamazomun panneksin 1 ve pürinerjik 

reseptörler üzerinden aktive olması KYD sırasında rolü olabileceğini düşündürtmüştür 

(15). Buna ek olarak NLRP2’nin literatürdeki farklı dokularda gösterilen hem 

proinflamatuar hem de NF-κβ üzerine inhibitör etki olmak üzere dual etkisi nedeni ile 

KYD sürecinde nasıl rol alacağı ayrı bir merak uyandırmıştır.  

 

2.6 İnflamazomlar 

 

İnflamazom, ilk olarak 2000’lerin başında tanımlanmış olup, doğal immünitenin 

bir parçası olan nod benzeri reseptör (NLR) ailesinin bir üyesidir (36-38). NLR 

ailesinin 5 alt üyesi vardır ve N-terminal domainlerine göre isimlendirilirler. NLRP 

ailesi ise N-terminalinde pirin domaini (PYD) olan gruptur. NLRP ailesinin insanda 

tanımlanmış 14 üyesi vardır (36). Hasar ilişkili (DAMP) ve patojen ilişkli moleküler 

paternlerce (PAMP) aktive olmaktadırlar (39). İnflamazom kompleksinin oluşumu ise 

proinflamatuar moleküllerin aktive olması ile sonuçlanmaktadır. İnflamazomların 

nörodejeneratif hastalıklar, enfeksiyöz hastalıklar gibi birçok nörolojik hastalığın 

patogenezinde yer aldığı düşünülmektedir (39). İnflamazom ailesinin içerdikleri 

moleküler yapılara göre farklı özellikleri olan birçok üyesi vardır. Bu moleküler 

yapılar arasında C-terminal lösinden zengin tekrar (LRR), pirin domaini, NACHT 

ATPaz domaini ve kaspaz kabul bölgesi (CARD) sayılabilir (Şekil 2.14)(39).  
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Şekil 2.14 İnflamazom ve inflamazom kompleksinin yapısı. 

 a, İnsan NLRP1’i pirin domaini (PYD), NACHT ATPaz domaini ve lösinden zengin 

tekrar (LRR), FIIND (‘function to find domain’) domaini ve CARD’ı (‘caspase 

recruitement domain’) içermektedir. Kaspaz 1 ‘i ASC (‘associated speck like proteinn 

containin a CARD’) dimeri CARD-CARD bağlantısı üzerinden temin eder. NLRP1 

bakteriyel toksinlerce aktive olur. b, Bu NLR ailesi PYD, LRR ve NACHT domaini 

içermektedir. Kaspaz 1 PYD-PYD bağlantısı yolu il etemin edilir. NLRP2 ATP ile, 

NLRP3, 6, 7 ve 12 ise patojen ilişkili moleküler pattern ve hasar ilişkili moleküler 

patternce aktive olur. Bunlara ek olarak NLRP3 amiloid-β, tau ve α-sinüklein gibi 

nörolojik hastalıklarla ilişkili proteinlerle de aktive olmaktadır. c, NLRC4, LRR, 

NACHT ve CARD domaini içerir. ASC dimeri üzerinden kaspazı temin eder, CARD-

CARD bağlantısı ile ilişkilidir. Bakteriyel flagellin ile aktive olur. d, AIM2 ve IFI16 

inflamazomları HIN-200 ve PYD domaini içerir. Kaspaz 1’i ASC üzerinden temin 

eder, PYD-PYD etkileşimi ile ilişkilidir. e, pirin inflamazomu B30.2, ‘coiled-coil’ ve 

‘zinc finger B-Box’ ve PYD domaini içerir. PYD-PYD etkileşimi ile ilişkili olan ASC 

domaini üzerinden kaspaz 1’i temin eder. Pirin, RhoA-GTPaz’ı inaktive eden 

bakteriyel toksinlerce aktive olur. f, inflamazom aktivasyonu, oligomerizasyon 

inflamazom kompleksi oluşumunu sağlar. Bu durum otoproeolitik kesme ile aktif 

kaspaz 1 oluşumunu sağlar. Aktif kaspaz 1 pro-IL-1β ve pro IL-18’i matür IL-1β ve 

IL-18’e çevirir, aynı zamanda hücre membranında delikler oluşmasına ve sitokin 

salıverilmesine izinn veren gesdermin D’yi böler (39). 
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NLR ailesinden NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12 ve 

NLRC4 inflamazom komplekslerinin oluşabileceği bilinmektedir (39). İnflamazom 

kompleksi oluşumunda farklı sinyaller farklı NLR’leri uyarabilir. Örneğin NLRP3 için 

PAMP bir uyaran iken NLRC4 için bakteriyel flagellin, NLRP1 için bakteriyel 

toksinler, NLRP2 için ise ATP bir uyarandır (15, 39).  

NLRP’lerle ilgili yapılan çalışmalar sonucunda santral sinir sisteminde ana 

ifadelenme özellikleri tanımlanmaya çalışılmıştır. Bu çalışmalarda NLRP1 ve NLRP3 

mikroglialarda, NLRP2 ve NLRP3 astrositlerde, NLRP2 dorsal kök gangliyonunda ve 

nöral kök hücrelerde, AIM2 ve NLRP1 nöronlarda, ve yakın zamanda Alzheimer 

hastalık modelinde oligodendrositlerde NLRP3’ün uyarıldığı gösterilmiştir (40). 

Özellikle NLRP1 ve NLRP3 en çok incelenen inflamazomlar olup nöroinflamasyonda 

kritik rol almaktadır (40, 41).  

İnflamazom aktivasyonu iki basamaklıdır; sinyal 1 (hazırlayan/priming) ve 

sinyal 2 (yetkilendiren/licensing)(39, 42, 43). Hastalıkların patogenezinde en çok 

çalışılan üyelerden biri olan NLRP3 üzerinden inflamazom aktivasyonunu anlatırsak 

örneğin bakteriyel polisakkaridlerin TLR4’e bağlanması, hazırlayan sinyal yani sinyal 

1’dir. Bu bağlanma ile NF-κβ sinyalizasyonu aktive olur. Hücre çekirdeğinde NF-κβ 

bağımlı, inflamazom aktivasyonu için gerekli olan NLRP3, pro-IL-1β, pro-IL-18 gen 

transkripsiyonunu uyarır. Bu aşamadan sonra inflamazom kompleks oluşumu için 2. 

bir sinyale ihtiyaç vardır ki NLRP3 için bu sinyal hasarlı mitokondriyal materyal 

olabilir. K+’un dışarı atılması, mitokondriyal hasar, lizozomal disfonksiyon gibi ikincil 

sinyallerin varlığında da inflamazom aktivasyonu olmakta ve bunun sonucunda 

kaspaz1 aktif formuna geçerek pro -IL-1β ve pro-IL-18’i aktif formu olan IL-1β’a ve 

IL-18’e dönüştürmektedir. Bu kaskad sonucunda ortama sitokinler salıverilerek 

inflamatuar bir süreç başlamaktadır (Şekil 2.15)(39, 44).  
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Şekil 2.15 NF-κβ sinyalizasyonu ve inflamazom aktivasyonu. 

NLRP3 inflamazomunun regülasyonunda NF-κβ rol almaktadır. NLRP3 

inflamazomunun aktivasyonu için başlatıcı ve aktive edici olmak üzere 2 sinyal 

gerekmektedir. NF-κβ sinyalizasyonunu aktive eden en prototip örnek bakteriyel 

lipopolisakaritin TLR4’e bağlanmasıdır. Çekirdeğe transloke olduğunda aktif olan 

NF-κβ, NLRP3, pro IL-1β, pro-IL18 gibi NF-κβ bağımlı genlerin transkripsiyonunu 

arttırmaktadır. NLRP3 agonistlerince sağlanan ve inflamazom aktivasyonuna neden 

olan ikinci sinyal ile inflamazom kümelenmesi ve matür IL-1β salıverilmesi 

tetiklenmektedir. Günümüzde mitokondriyal hasar en çok çalışılan NLRP3 aktivasyon 

tetikleyicisidir. NF-κβ otofaji reseptörü p62’nin kümelenmesinin gecikmesini tetikler, 

mitofajik eliminasyon üzerinden inflamazom aktivasyonunu negatif yönde regüle eder 

(44). 

 

NLRP ailesinin üyelerinden NLRP2 intrasellüler bir protein olup NALP2, 

PAN1, NBS1, CLR19. 9 ve PYPAF2, olarak da adlandırılmaktadır. NLRP2 2012 

yılında keşfedilmiştir. NLR ailesinin diğer üyelerinde olduğu gibi N terminalinde pirin 

domaini, santralde NACHT domaini ve C-terminalinde LRR’ler içerir (Şekil 2.16). 

19. kromozomda 19q13-42 bölgesinde lokalizedir. NLRP2’nin inflamatuar yanıtlarda 

ATP ile uyarılan inflamazom kompleksi oluşumu ve en nihayetinde proinflamatuar 

sitokinlerin salıverilmesi ile sonuçlanan inflamasyonu arttırıcı etkisi olduğu kadar NF-

κβ üzerinden düzenleyici etkisi olduğunu düşündüren çalışmalar da mevcuttur (Şekil 

2.16)(36). NLRP2 vücutta bir çok sistemde rol almakta, immün sistem dışında da 

örneğin üreme sisteminde rolü bulunmakta, vücutta ise en fazla plasenta, akciğer ve 

timusda eksprese olmaktadır (36). NLRP2 mutasyonunun dişilerde infertiliteye neden 

olduğu gösterilmiştir (45). Embriyonik gelişim üzerine etkileri konusunda birçok 
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çalışma mevcuttur. Özellikle erken embriyonik gelişim üzerine etkili olduğunu 

gösteren yayınlar vardır. NLRP2 eksikliği erken embriyogenezi önlemektedir (36, 

40)(Şekil 2.17). Buna ek olarak NF-κB inhibisyonu üzerinden tümörogenezi inhibe 

ettiği glioblastom ve akciğer adenokarsinomunda gösterilmiştir (46, 47). Ayrıca 

sistinozisde, proksimal tübüler epitelyal hücrelerde, NLRP2’nin aşırı ifadelenmesinin 

inflamazom aktivasyonu olmaksızın NF-κβ aktivasyonu ile proinflamatuar sitokin ve 

kemokinlerin artışını uyardığı gösterilmiştir (Şekil 2.17)(48).  

NLRP2 beyinde de eksprese olmaktadır (49). Nörolojik hastalıklardaki 

patogenezde NLRP2’nin rolüne yönelik son yıllarda az sayıda çalışma bulunmakla 

beraber NLRP2’nin inflamazom yolağı üzerine etkilerini inceleyen hastalık 

modellerinde farklı sonuçlar bildirilmiştir (40). Bir çalışmada santral sinir sistemi 

hasarına bağlı ortaya çıkan inflamasyonu NLRP2'nin baskıladığı gösterilmiştir. 

Glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) analoğu NLRP2 aktivasyonunu inhibe ederek 

Alzheimer Hastalığı’nda oluşan nöroinflamasyonu baskılamıştır (50).  
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Şekil 2.17 NLRP2’nin çeşitli hastalıklarda görülen ortak ve farklı mekanizmalarla 

etkileri. 

(a) Santral sinir sistemi hastalıklarında NLRP2 ifadelenmesi artmakta, inflamasyon ve 

piropitozu tetiklemektedir. (b) NLRP2 SCMC formasyonunda yer almakta ve erken 

embriyonik gelişimde NLRP2-FAF1 krtitik rol oynamaktadır. (c) NLRP2 glioblastom 

ve akciğer adenokarsinomunda NF-kB sinyalizasyonunu inhibe ederek tümorogenezi 

inhibe etmektedir. (d) NLRP2 sistinozisde proinflamatuar ve antiapopitotik cevabı 

düzenlemektedir. (e) Alkolik olmayan yağlı karaciğer hastalığında NLRP2 

ifadelenmesinin inhibisyonu Nrf2 yolağını baskılayarak hepatik steatozu 

hızlandırmıştır. AD, Alzheimer hastalığı; CFA, Freund adjuvant; EMT, epitelyal-

mezenkimal geçiş; FAF1, Fas-ilişkili protein faktör 1; IL-1β, interlökin-1β; IL-18, 

interlökin-18; NAFLD, nonalkolik yağlı karaciğer hastalığı; NF-κB, nuclear faktör 

kappa B; Nrf2, NF-E2-ilişkili faktör 2; OGD/R, oksijen-glukoz deprivasyonu ve 

reperfüzyon; ROS, Reaktif oksijen türleri; SCMC, subkortikal maternal kompleks 

(36). 
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NLRP2’nin esas olarak astrositlerde ifade olan inflamazom ailesinin bir üyesi 

olduğu bildirilmiştir. Astrositlerde ATP ile uyarılmış panneksin 1/ P2X7 aktivasyonu 

sonucu NLRP2 aktivasyonunun olduğu ve oluşan inflamazom kompleksinin kaspaz 

1’i aktive ederek inflamatuvar yolağı tetiklediği hücre kültüründe gösterilmiştir (Şekil 

2.18). KYD ile tetiklenen nöroinflamasyonun inflamazom yolağı üzerinden 

proinflamatuvar yolağı tetiklediği ve astrositlerde NF-kB’yi uyararak inflamasyonu 

tetiklediği bilinmektedir. Hemopoetik progenitor hücreler üzerinde yapılan bir 

çalışmada NF-kB yolağı uyarıldığında NLRP2’nin arttığı ve bu yolak üzerinden 

inhibitör etkisi olduğu gösterilmiştir (49, 51). Ancak alellik farklılıklarda bu inhibitör 

etkinin olmayabileceği ve kronik inflamatuvar hastalığa yatkınlık yaratabileceği öne 

sürülmüştür (51). Bunlara ek olarak farede iskemik inme modelinde NLRP2’nin 

aktivasyonunun serebral iskemi derecesini arttırdığı saptanmıştır (16, 52). 

İnflamatuvar ağrı hipersensitivitesinin oluşumunun dorsal kök gangliyonunda NLRP2 

inflamazom aktivasyonu ile ilişkili olduğu, ancak diger çalışmalardan farklı olarak 

küçük çaplı nöronlarda ekspresyonunun arttığı in vivo bir çalışmada gösterilmiştir 

(17).  
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Şekil 2.18 ATP ile uyarılan pürinerjik reseptörler ve NLRP2 inflamazom yolağı 

ilişkisi. 

Ekstrasellüler potasyumdaki artış panneksin kanallarının açılmasına ve ATP 

salıverilmesine neden olmaktadır. Ekstrasellüler ATP nin artışı P2X7 reseptörünü 

aktive etmektedir. P2X7 reseptörünün açılması ve daha fazla potasyumun çıkışı ise 

panneksin kanallarını aktive etmekte ve daha fazla ATP salıverilmesine neden 

olmaktadır (pozitif ‘feedback’). Yüksek ATP panneksin 1’i inhibe ederek 

inflamazomun aşırı uyarılmasını ve hücre ölümünü inhibe etmektedir (negatif 

‘feedback’) ancak uzamış ATP stimülasyonu bu inhibisyonu geçersiz kılmaktadır. 

Aktive olmuş panneksin 1, P2X7 için por oluşturmaktadır. Bu por NLRP2 ile 

bağlantılıdır. Panneksin 1’in uyarılması ATP çıkışına neden olmakta, NLRP2, ASC ve 

kaspaz 1 proteinlerinin yakınlaşmasını uyararak NLRP2 inflamazom aktivasyonu ile 

sonuçlanan konformasyonel değişiklikleri tetiklemektedir. Buna ek olarak 

muhtemelen artmış intrasellüler ATP NACHT domainindeki Walker-A motifine 

bağlanarak NLRP2 oligomerizasyonuna yol açmaktadır. Kaspaz 1, muhtemelen 

potasyum çıkışının indüklemesi sonucu oto-proteoliz ile aktive olmaktadır. Aktif 

kaspaz 1 pro IL-1β’i bölmektedir. Astrositlerden salıverilen aktif IL-1β ise hücre 

membranındaki IL-1 reseptörüne bağlanarak oto ve parakrin inflamatuar cevabı 

uyarmaktadır (15). 
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Astrositlerin KYD sonrası ortaya çıkan inflamasyonda rol oynadığına dair 

kanıtlar mevcuttur. Familial hemiplejik migren 1 (FHM1) fare modelinde bazal 

düzeyde astrosit ve mikroglia aktivasyonunun olduğu gösterilmiştir (7). Özellikle 

NLRP3’ün astrositlerde aktivasyonunun olmadığının gösterilmesi ancak astrositlerin 

ortaya çıkan inflamasyonda yeri olduğunu gösteren kanıtlar dolayısı ile KYD’de farklı 

bir inflamazom üyesinin bu süreçte rolü olabileceği düşünülmüştür (53). Aynı 

zamanda NLRP2’nin aktivasyonunda ana uyaran ATP’dir ve KYD’nin uyarımının 

ortama ATP salıverilmesine neden olması yine panneksin 1 ve pürinerjik 

reseptörlerden P2X7’nin ortaya çıkan inflamtuar yanıtta rolü olduğunun bilinmesi, 

NLRP2’nin nöron-glia iletişiminde ve ortaya çıkan inflamatuar yanıtın 

düzenlenmesinde rolü olabileceği hipotezini doğurmuştur. Literatürde KYD’nin 

tetiklediği nöro-parainflamasyonda astrositik inflamazom yolağının rolü 

incelenmemiştir. Astrositik inflamazom yolağının ve özellikle NLRP2’nin genetik ve 

farmakolojik manipülasyonlar ile inhibe edilmesinin KYD oluşumu üzerine ve ortaya 

çıkan inflamatuvar yanıt üzerine etkisi henüz bilinmemektedir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1 Deney Hayvanlarının Barındırılması 

 

Deney hayvanları standart barınma koşullarında yiyecek ve suya serbest 

erişecek şekilde, 12 saatlik aydınlık ve karanlık döngüsünde, 22 ± 3 °C oda 

sıcaklığında ve %40-60 nem de barındırılmıştır.  

Tüm çalışmalar Hacettepe Üniversitesi Nörolojik Bilimler ve Psikiyatri 

Enstitüsü Beyin Araştırma Laboratuvarında gerçekleştirilmiş olup, deneyler Hacettepe 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından onaylanmıştır (2019/46). 

Bu çalışmada dişi ve erkek karışık olarak 33 C57BL/6J Thy1-ChR2-YFP), 33 

C57BL/6J (Thy1-ChR2-/--YFP littermate) ve 36 C57BL/6J fare kullanılmıştır (Şekil 

3.1, Şekil 3.2).  

 

3.2 Anestezi ve Yaşamsal Bulguların Takibi 

 

Cerrahi işlem öncesinde ve cerrahi sırasında izofluran (%4 indüksiyon, %1,75 

idame) ile anestezi sağlanmıştır. Yeterli anestezi derinliğinin sağlanıp sağlanmadığını 

kontrol etmek için ayak sıkıştırma yöntemi kullanılmıştır. Deney hayvanları cerrahi 

işlemler için sterotaksik çerçevede (Digital Lab Standart Stereotaxic Frame, Stoelting, 

ABD), dış kulak yollarından ve burunlarından sabitlenecek şekilde yerleştirilmiştir. 

Deney boyunca farelere 2 L/dk oksijen desteği sağlanmış ve fareler spontan solunuma 

devam edecek şekilde takip edilmiştir. Rektal prob yardımıyla farelerin vücut sıcaklığı 

monitörize edilerek homeotermik battaniye ile 37 ± 0,5 oC’de olacak şekilde 

tutulmuştur (Kent Scientific, ABD). Deney sırasında aralıklı olarak ayak sıkıştırma 

yöntemi ile anestezi derinliği kontrol edilmiştir.  
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Şekil 3.1 Tez sırasında immünoflöresan işaretleme için yapılan deneylerin özeti. 
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Şekil 3.2 Tez sırasında western blot için yapılan deneylerin özeti. 

 
3.3 Optogenetik Uyarım Yapılacak Farelerin Genotiplemesi 

 

Deneyler optogenetik olarak uyarılabilen transgenik fareler (C57BL/6J Thy1-

ChR2-YFP) ve kontrol grubu olarak C57BL/6J (Thy1-ChR2-/--YFP ‘littermate’) 

farelerde planlanmıştır.  

Protokol; 

Genotipleme için sütten kesilen farelerin kulaklarından alkolle temizlendikten 

sonra doku parçaları alınmış ve aşağıdaki basamaklar takip edilmiştir; 

a. Numune Alımı ve DNA İzolasyonu: 

 75 μl 25 mM NaOH/0,2 mM EDTA ependorf tüpe eklenir.  

 Farelerin kulaklarının uç kısmından cerrahi makas ile yaklaşık 2 

mm’lik parça kesilip ependorf tüpteki 25 mM NaOH/0,2 mM EDTA 

içine alınır.  
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 Tüpler 98 °C’de 1 saat inkübe edilir (Diğer adımı yapmaya hazır olana 

kadar sıcaklık 15 °C’ye düşürülüp bekletilebilir).  

 Tüplere 75 μl 40 mM Tris HCl (pH 5,5) eklenir.  

 4000 rpm’de 3 dakika santrifüj yapılır.  

 Süpernatan kısmı alınıp ayrı bir tüpe aktarılır. Kısa süreli +4 °C’de, 

uzun süreli -20 °C’de saklanır.  

 

b. İzole edilen DNA’ların miktar tayini ve konsantrasyonlarının 

eşitlenmesi 

 İzole edilen DNA örneklerinden kısa süreli vorteks sonrası 1 μl örnek 

alınıp nanodrop cihazında konsantrasyon ölçümü yapılır.  

 

c. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 Konsantrasyonları 2,5 ng/μl olarak eşitlenen örneklerin PCR işlemi için 

aşağıda belirtildiği şekilde reaksiyon bileşenleri hazırlanır: 

 

 
 

Reaksiyon Bileşenleri 1X 10X 

Hot Start Taq 2X Master Mix (BioLabs 

M0496S) 

12,5 

µl 

125 

µl 

Forward primer 5,0 µl 50 µl 

Reverse primer 5,0 µl 50 µl 

H2O 0,5 µl 5 µl 

DNA 2,0 µl - 

 PCR master miks, ‘forward’ primer, ters primer ve H2O içeren karışım 

10X olarak hazırlanarak PCR tüplerine 23,0 μl olarak dağıtılır ve her 

DNA örneği için ilgili tüpe 2,0 μl DNA örneği eklenir ve aşağıdaki PCR 

koşullarında reaksiyon gerçekleştirilir: 
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Sıcaklık Süre  

94 °C 3 dakika 

94 °C 30 saniye  

x35  

 
60 °C 1 dakika 

72 °C 1 dakika 

72 C 5 dakika  

 

 

d. Agaroz Jel Elektroforez 

 %1,5 konsantrasyonda TAE buffer ile agaroz solüsyonu hazırlanır, 

mikrodalgada agaroz çözülene kadar ısıtılır.  

 Mikrodalgadan alınan solüsyon biraz soğutulur ve içine 7-8 µl EtBr eklenir 

(Normalde 100 ml solüsyona 5 µl EtBr olacak şekilde konur, daha net görüntü 

için 7-8 µl konulabilir).  

 Hazırlanan solüsyon tarakları yerleştirilmiş jel aparatına dökülür ve donmaya 

bırakılır.  

 Donan jel elektroforez tankına yerleştirilir. PCR’dan alınan ürünler 10 µl örnek 

+ 10 µl yükleme boyası (‘orange dye’) olacak şekilde karıştırılıp kuyucuklara 

yüklenir ve DNA’lar yürütülür.  

 Elektroforez sonrası bant görülen örnekler Thy-1+ olarak belirlenir ( 

 Şekil 3.3).  
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Şekil 3.3 Thy1-ChR2-YFP genotipi taşıyan farelerin belirlenmesi. 

Thy1-ChR2-YFP soldan sağa doğru kontrol, negatif kontrol ve 5 fareye ait DNA 

örnekleri kuyucuklara yüklenmiştir. Elektroforez sonrası band saptanması örneğin 

Thy1-ChR2 genotipi taşıdığını ifade etmektedir. Bu örneklemde 1, 4 ve 5 no’lu 

farelerin Thy1-ChR2 genotipi taşıdığı gösterilmiştir.  

  

 

3.4 Optogenetik Yolla Kortikal Yayılan Depolarizasyon Dalgasının Uyarımı 

ve Beyin Dokusunun Eldesi 

 
Deneyler izofluran anestezisi altında yapılmıştır. Thy1-ChR2-YFP transgenik 

ve ‘littermate’ fareler anestezi uygulamasını takiben stereotaksik çerçeveye 

yerleştirilmiş ve stereomikroskop (Zeiss SV6) altında cerrahi işlemler 

gerçekleştirilmiştir. Önce orta hatta bir cilt kesisi yapılarak bregma, frontal ve pariyetal 

kemikler ortaya konulmuştur. Elektrofizyolojik kayıt için pariyetal kemik yüksek hızlı 

drill ile inceltilmiştir. İnceltme esnasında serum fizyolojik ile kemik soğutulmuştur. 

İnceltilen kemik bölgesi işaretlenmiş ve bir adet Ag-AgCl2 pellet elektrot kraniyum 

üzerine indirilmiştir. Topraklama için bir adet Ag-AgCl2 disk elektrot ense kaslarının 

arasına yerleştirilmiştir. Elektrotlar Powerlab veri kazanım sistemine bağlanmıştır. 

Elektrofizyolojik kayıt başlatılmış ve labchart programı ile fizyolojik kayıdın kalitesi 

kontrol edilmiştir. Kayıt stabil hale geldiğinde bir adet optogenetik uyarı frontal kemik 

üzerinden 450 nm dalga boyutunda ve 4 mW gücünde ışık şiddetine sahip lazer 

kaynağı ile, 400 um çapında 0,48 nümerik aperatür ile yapılmıştır. Uyarı 50 mJ 
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şiddetinde 10 saniye süre ile uygulanmış ve kortikal yayılan depolarizasyon dalgasının 

elektrofizyolojik kayıdı alınmıştır (Şekil 3.4) KYD oluşumunu takiben 15 dakika daha 

spontan KYD gelişimi açısından elektrofizyolojik kayıt devam ettirilmiş ve bu sürenin 

sonunda kayıt sonlandırılmıştır.  

 

Şekil 3.4 Optogenetik uyarım sonucu kaydedilen Kortikal Yayılan Depolarizasyon 

dalgasının örneği.  

Thy1-ChR2-YFP farede 450 nm dalga boyuna sahip lazer ışığı, 400 um çapında ve 

0,48 nümerik apertürüne sahip bir fiberoptik kablo aracılığıyla, farelerin sağ frontal 

kemiği üzerine yerleştirilerek (bregmanın 1 mm anterioru, 1 mm lateraline) 

uygulanmıştır. Kortikal yayılan depolarizasyon dalgasını tetiklemek için daha önce 

laboratuvarımızda saptanan eşik değerinin üzerinde (supraeşik değeri) olan 50 mW, 

10 sn süre ile uyarım verilmiştir. Ag-AgCl2 elektrot ile elektrofizyolojik olarak 

kaydedilmiştir. Elektrot sağ pariyetal kemik üzerine (bregmanın sağ 4 mm posterior, 

3 mm lateraline) yerleştirilmiştir.  
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Uyarımı takiben belirlenen zaman noktalarında deney sonlandırılmış, 5, 24. 48 

ve 72 saatte beyin dokusu elde edilmesi planlanan deneylerde ise kesi bölgesi sütüre 

edilerek fare anesteziden uyandırılmış ve ilgili zaman diliminde kloralhidrat ile tekrar 

anestezi uygulanmıştır. Aynı şekilde kontrol (sham) grubunda da KYD uyarımı 

dışındaki tüm basamaklar uygulanmıştır. Naif grupta ise 12-16 haftalık, 20-25 gr 

ağırlığında transgenik (n=3) fare kullanılmıştır. Naif farede anestezi dışında hiçbir 

işlem uygulanmadan perfüzyona geçilmiştir.  

Farelerde kardiyak perfüzyon, deney planına göre uyarımı takiben 15. dakika, 

5., 24., 48. ve 72. saatte yapılmıştır. Tüm gruplarda beyin dokusu çıkarıldıktan sonra 

%4 PFA’da 24 saat, ardından %30 sukroz çözeltisi içinde 48 saat kriyoproteksiyon 

için bekletilmiş, ardından kriyomikrotomda (Leica CM 1100) 20 nm kalınlıkta koronal 

kesitler alınmıştır.  

3.5 İmmünoflöresan İşaretleme 

 
İmmünoflöresan analizlerde kullanılmak üzere her zaman noktası için n=3 

olacak şekilde deney grupları planlanmıştır (Tablo 3. 1).  

Lam üzerine alınan kesitler işlem başlamadan önce oda sıcaklığında TBS altında 

5 dakika bekletilmiştir. Kesitler ilk önce 80° derecede 10 dakika sitrat solüsyonu içinde 

sıcak su banyosunda muamele edilmiştir. Çıkarıldıktan sonra oda sıcaklığına gelmesi 

için yaklaşık 30 dakika bekletilmiştir. Ardından 10 dakika %0,2’lik Triton X içeren 

TBS ile muamele edilerek permeabilizasyon yapılmıştır. Takiben 0,3M glisin ve 

%10’luk normal keçi serumu (NGS) içeren blokaj solüsyonu ile 75 dakika bloke 

edilmiştir. Daha sonra blokaj solüsyonu içinde 1/100 NLRP2 (15182-1-AP 

Proteintech) içeren solüsyonda +4 °C’de 48 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyonu 

takiben kesitler 3 defa 5’er dakika TBS ile yıkanmış ardından keçi anti tavşan sekonder 

antikor (1/200 Goat Anti Rabbit Alexa fluoro 488 Abcam-ab150077) ile oda 

sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Üç defa 5’er dakika TBS ile yıkamayı takiben 

Hoechst-33258 ile kapatılmış ve konfokal mikroskobi ile görüntüler alınmıştır. 

İşaretlenen hücreleri tanımlayabilmek için ikili işaretlemeler yapılmıştır. Bu 

deneylerde nöronların işaretlenmesinde NeuN (1/150, Milipore MAB377), astrositler 

için ise S100β (1/150, Atlas antibodies MAB03629) kullanılmıştır. İkili işaretleme 
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yapılan deneylerde Hoechst basamağından önce kesitler +4°C’de 24 saat ilgili antikor 

ile, yıkamayı takiben uygun sekonder (Goat anti Mouse Cy3, Jackson 

Immunoresearch) ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Basamaklar arasında 

TBS ile 3 kez 5’er dakikalık yıkama yapılmıştır.  

 

Tablo 3. 1 İmmünoflöresan işaretleme için yapılan deneylerde zaman noktalarına 

göre fare sayısı ve dağılımı 

DENEY  Sham (‘littermate’) 
Thy1-ChR2-YFP 

Tg 

Naif n=3 n=1 

15 dakika sonra beyin eldesi n=3 n=3 

5 saat sonra beyin eldesi n=3 n=3 

24 saat sonra beyin eldesi n=3 n=3 

48 saat sonra beyin eldesi n=3 n=3 

72 saat sonra beyin eldesi n=3 n=3 

 

3.6 Western Blotlama için Beyin Eldesine Yönelik Yapılan Deneyler 

 
Western blot analizlerinde kullanılmak üzere her zaman noktası için gruplarda 

n=3 olacak şekilde deneyler planlanmıştır (Tablo 3. 2).  

Bu deneylerde denek olarak C57/BL6J fareler kullanılmıştır. Bunun nedeni 

optogenetik transgenik fare üretiminin yavaş olması nedeniyle yeterli sayıda farenin 

uygun zamanda temin edilememesi, laboratuvarda başka projelerde de bu transgenik 

farelerin kullanılıyor olması ve farklı KYD uyarım yöntemi kullanılarak NLRP2 

inflamazom cevabının incelenmesinin planlanmış olmasıdır. KYD dalgasının 

tetiklenmesi için optogenetik yöntem dışında farklı bir yöntem kullanılmıştır. Bu 

dönemde laboratuvarda denenen, cerrahi olarak minimal invaziv girişimlerin 

kullanıldığı, kafa kemiğinde delik (burrhole) açılmaksızın yeterli inceltme yapıldıktan 

sonra KCl ile KYD uyarımının sağlandığı yöntem tercih edilmiştir (Şekil 3.5). Bu 

süreçte Tablo 3. 2’de belirtilen deney gruplarından Western Blotlama analizi için 

korteks dokuları elde edilmiştir.  
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Deneyler izofluran anestezisi altında yapılmıştır. C57/BL6J fareler anestezi 

uygulamasını takiben stereotaksik çerçeveye yerleştirilmiş ve stereomikroskop (Zeiss 

SV6) altında cerrahi işlemler gerçekleştirilmiştir. Önce orta hatta bir cilt kesisi 

yapılarak bregma, frontal ve pariyetal kemikler ortaya konulmuştur. Frontal korteks 

üzerindeki 2-3 mm büyüklüğünde bir bölge inceltilmiştir. Elektrofizyolojik kayıt için 

ise pariyetal kemik yüksek hızlı drill ile inceltilmiştir. İnceltme esnasında serum 

fizyolojik ile kemik soğutulmuştur. İnceltilen kemik bölgesi işaretlenmiş ve bir adet 

Ag-AgCl2 pellet elektrot kraniyum üzerine indirilmiştir. Topraklama için bir adet Ag-

AgCl2 disk elektrot ense kaslarının arasına yerleştirilmiştir. Elektrotlar Powerlab veri 

kazanım sistemine bağlanmıştır. Elektrofizyolojik kayıt başlatılmış ve labchart 

programı ile fizyolojik kayıdın kalitesi kontrol edilmiştir. Kayıt stabil hale geldiğinde 

frontal bölgedeki inceltilmiş alana KYD indüklemek amacıyla 1 M KCl emdirilmiş 

pamuk topu yerleştirilmiştir. Tek KYD elde etmek için pamuk topu KYD oluşumunu 

takiben kaldırılmış ve alan serum fizyolojik ile yıkanmıştır, oluşan KYD dalgası veri 

kazanım ve analiz sistemi (Powerlab, ADInstruments) ile kaydedilmiştir. Devamında 

spontan KYD oluşumuna karşı kayıt, ilk KYD’yi takiben 15 dakika daha devam 

ettirilmiştir. Sham gruplarında KCl yerine serum fizyolojik emdirilmiş pamuk topu 

inceltilmiş kemik bölgesine yerleştirilmiş ve 15 dakika boyunca elektrofizyolojik 

olarak spontan KYD oluşmadığını görmek üzere kayıt alınmıştır. 
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Şekil 3.5 KCl ile yapılan KYD uyarımı denek düzeneği. 

Bu düzenekte kemik intakt olacak şekilde frontal bölgede yüksek hızlı drill ile 

inceltme yapılmaktadır. İnceltilen bölgeye KCl emdirilmiş pamuk topları 

yerleştirilmekte ve KYD oluşumu elektrofizyolojik olarak takip edilmektedir. KYD 

oluşumunu takiben alan serum fizyolojik ile temizlenmekte böylece tekrarlayan KYD 

gelişimi önlenmeye çalışılmaktadır. Sham gruplarında KCl yerine serum fizyolojik 

emdirilmiş pamuk topu inceltilmiş bölgeye yerleştirilmektedir. 

 

Tablo 3. 2 Western Blot Görüntüleme için yapılan deneylerin zaman noktalarına 

göre denek sayısı ve dağılımı. 

DENEY (C57 fare) Sham  KYD 

15 dakika sonra beyin eldesi n=3 n=3 

5 saat sonra beyin eldesi n=3 n=3 

24 saat sonra beyin eldesi n=3 n=3 

48 saat sonra beyin eldesi n=3 n=3 

72 saat sonra beyin eldesi n=3 n=3 

Naif (n=3)   

 

Uyarımı takiben belirlenen zaman noktalarında deney sonlandırılmış, 5, 24, 48 

ve 72 saatte beyin dokusu elde edilmesi planlanan deneklerde ise kesi bölgesi sütüre 

edilerek fare anesteziden uyandırılmış ve ilgili zaman diliminde kloralhidrat ile tekrar 

anestezi uygulanmış ve beyin dokusu elde edilmiştir. Beyin dokusu eldesinde denek 

dekapite edilmiş, hızlıca beyin dokusu çıkarılmış, buz üstünde ipsilateral ve 

kontrlateral olmak üzere serebral hemisferlerden korteks bölgesi ayrılmıştır. Naif 

denekte ise sadece anestezi uygulanarak aynı yöntemle beyin dokusu elde edilmiştir.  
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Elde edilen korteks dokusu tartılarak doku yaş ağırlığı solüsyonun %30’u 

olacak şekilde 1/100 proteaz inhibitörü ve homojenizasyon tamponu RIPA 

(radioimmünopresipitasyon assay) eklenerek, buz üzerinde olacak şekilde sonikatör 

yardımı ile homojenize edilmiştir. Kullanılan RIPA solüsyonu 150 mM NaCl, %1 

Triton X-100, %0,5 deoksikolik asid, %0,1 SDS, ve 50 mM pH 8,0 olan tris solüsyonu 

içerecek şekilde hazırlanmıştır. Bu işlem sonrası örnekler 30 dakika buz üzerinde 

bekletilmiş, ardından +4°C’de 14000 RPM’de 30 dakika santrifüj edilmiş ve 

süpernatan ayrılmıştır. Elde edilen süpernatanlar epandorflara alınıp ölçümler yapılana 

kadar saklanmak üzere -80°C’ye kaldırılmıştır.  

Bu deneyler sonucunda elde edilen beyinlerden hazırlanan örneklerde protein 

konsantrasyonunun tayini bisinkoninik asit (BCA) tahlili ile yapılmıştır. BCA analizi 

için ticari kit kullanılmıştır (Thermo Scientific™, 23225). Ticari kit üreticisinin 

yönergelerince örnekler ve distile su içinde belli konsantrasyonlarda hazırlanan 

albümin standartları kitin çalışma solüsyonuyla karıştırılıp 37oC’de 30 dakika inkübe 

edildikten sonra spektrofotometre yardımıyla 562 nm’deki absorbansları ölçülmüştür. 

Standart proteinlerin absorbans-konsantrasyon eğrileri Excel programıyla çizilip 

eğrinin formülü çıkartılmıştır. Bu formül yardımıyla her bir örnekteki protein 

konsantrasyonları hesaplanmıştır.  

Total protein konsantrasyonu 30 μg olacak şekilde örnek hacmi belirlenmiştir. 

Örnekler poliakrilamid jele yüklenmiş ve 90 V altında 1,5 saat süresince elektroforez 

yapılmıştır. Transferde ıslak transfer yöntemi kullanılmıştır. Jel içerisinde kütlelerine 

göre ayrılmış proteinler, metanol ile aktive edilen PVDF (poliviniliden diflorür) 

membranlara 20 V elektriksel akım altında ıslak transfer yöntemiyle aktarılmıştır. 

%0,1 Tween-20 içeren tris tamponlu fosfat (TBS) içinde hazırlanan %5 yağsız süt tozu 

ile 1 saat oda sıcaklığında bloke edildikten sonra membranlar anti-NLRP2 (1/500) 

primer antikorlarıyla (15182-1-AP, Proteintech) 1,5 saat oda sıcaklığında, ardından 

+4oC’de gece boyunca inkübe edilmiştir. Ertesi gün yıkama sonrasında 1:5000 

derişiminde sekonder antikor ile 37 oC’de 1 saat ve takibinde 1,5 saat oda sıcaklığında 

muamele edilmiş ve yıkama işleminden sonra güçlendirilmiş kemilüminesans (Super 

Signal West-Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific™, 34096) 

substratıyla birleştirilerek membranlar Kodak görüntüleme istasyonunda 
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görüntülenmiştir. Aynı örneklerde internal standard olarak β-aktine (1:5000; Sigma 

A5441) ait bant ölçümleri de yapılmıştır.  

3.7 Elde Edilen Görüntülerin Analizi 

 
İmmünoflöresan işaretleme yapılan kesitler Leica TCS SP8 konfokal lazer 

taramalı mikroskop ile (Leica, Wetzlar, Almanya) incelenmiş 2048 × 2048 

çözünürlükte görüntüler elde edilmiştir.  

Neun-NLRP2 ve s100β-NLRP2 olacak şekilde ikili işaretleme yapılan 

kesitlerden her örnekten 2’şer görüntü elde edilmiştir. Bu görüntülerde NLRP2 (+), 

NeuN (+) hücreler ve Hoechst (+) hücre çekirdekleri manuel olarak sayılmış ve kayıt 

edilmiştir. İstatistiksel değerlendirmelerde ise NLRP2 (+) hücrelerin NeuN (+) 

hücrelere oranı ile NLRP2 (+) hücrelerin Hoechst (+) hücrelere oranları alınarak 

karşılaştırma yapılmıştır.  

Western Blotlama tekniği ile elde edilen ve Kodak görüntüleme istasyonunda 

elde edilen membran görüntülerinden NLRP2 molekül ağırlığına uygun olan bantlar 

seçilmiştir. FIJI/ImageJ (National Institute of Health, ABD) program kullanılarak 

dansitometrik analizleri yapılmış ve internal standarda (β aktin) göre oranı olarak ifade 

edilmiştir.  

3.8 İstatistiksel Yöntem 

 
İstatistiksel analizler için IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 20 

kullanılmıştır. Analizlerde ikiden fazla bağımsız grup kıyaslandığında normal dağılan 

veri grupları için tek yönlü varyans analizi (ANOVA), normal dağılmayan veri 

grupları için Kruskal-Wallis testi kullanılmıştır. Bu testlerde anlamlı sonuç bulunması 

durumunda, uygun post-hoc testler uygulanmıştır. Normal dağılan verilerin 

homojenliği Levene testiyle belirlendikten sonra homojen verilerde Tukey, homojen 

olmayan verilerde Tamhane testi ile post-hoc analiz yapılmıştır. Normal dağılmayan 

veri grupları ve iki bağımsız değişken kıyaslandığında Mann Whitney U testi 

uygulanmıştır. Tüm testlerde p değerinin 0,05 den küçük olması anlamlı olarak kabul 

edilmiştir. Post-hoc testler sırasında anlamlılık düzeyinin belirlenmesinde Bonferroni 

düzeltmesi uygulanmıştır.  
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4. SONUÇLAR

4.1 NLRP2 ifadelenmesinin immünoflöresan yöntem ile gösterilmesi 

Bu çalışmada, fare beyinlerinde optogenetik olarak indüklenen tek kortikal 

yayılan depolarizasyonun (KYD) ardından NLRP2'nin immünoreaktivitesi 

araştırılmıştır. Başlangıçta NLRP2'nin ekspresyon paterni immünofloresan işaretleme 

yöntemiyle incelenmiştir. Erken dönemde (15. dk) NLRP’'nin hücresel 

immünoreaktivitesi, kontrol ve naif grup beyinlerinin kortikal ve subkortikal 

bölgelerinde belirgin olarak saptanmıştır. Bu immünoreaktivite,  

Şekil 4.1’de gösterildiği üzere KYD grubundaki kesitlerde dikkate değer bir 

azalma sergilemiştir.  

Daha sonra, NLRP2 ekspresyonunun hücresel özelliğini tanımlamak için ikili 

işaretleme deneyleri yapılmıştır. Sonuçlar, NLRP2'yi ifade eden hücrelerin 

çoğunluğunun, bir nöronal belirteç olan NeuN ile kolokalizasyon sergilediğini, daha 

küçük bir alt kümenin ise Şekil 4.1 ve Şekil 4.2’de gösterildiği gibi bir astrosit belirteci 

olan S100β ile kolokalizasyon gösterdiğini ortaya koymuştur.  
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Şekil 4.1 NLRP2 immünoreaktivitesinin NeuN (+) hücrelerde KYD’den sonraki 15. 

dakikada gösterilmesi. 

Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham 

grubunda NeuN (kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst 

(mavi) çekirdek işaretlemesi için kullanılmıştır. Naif grup (üst sıra) ve kontrol grup 

(orta sıra) beyin görüntüleri hücresel NLRP2 işaretlenmesini göstermiş olup, tek (ok) 

KYD sonrası alınan (alt sıra) kesitlerde bu işaretlemenin belirgin olarak azaldığı 

gösterilmiştir (ince ok). Naif ve Sham kesitinde nöronal işaretleme (NeuN) ve NLRP2 

yüksek oranda ko-lokalizasyon göstermektedir (Ok başı; NLRP2 ile çakışma gösteren 

hücreleri göstermekte, ince ok; ise çakışma olmayan hücreleri göstermektedir). 
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Şekil 4.2 NLRP2 immünoreaktivitesinin s100β (+) hücrelerde KYD’den sonraki 15. 

dakikada gösterilmesi. 

Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham 

grubunda S100b (kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst 

(mavi) çekirdek işaretlemesi için kullanılmıştır. Naif grup (üst sıra) ve kontrol grup 

(orta sıra) beyin görüntüleri hücresel NLRP2 işaretlenmesini göstermiş olup, tek KYD 

sonrası alınan (alt sıra) kesitlerde bu işaretlemenin belirgin olarak azaldığı 

gösterilmiştir. S100b pozitif astrositler ile NLRP2 örtüşmesi çok azdır (Ok başı; 

NLRP2 ile çakışma gösteren hücreleri göstermekte, ince ok; ise çakışma olmayan 

hücreleri göstermektedir). 

 

Çalışmamızda optogenetik yolla indüklenen tek KYD sonrasında farklı zaman 

noktalarında elde edilen beyin dokularından alınan kesitlerde NLRP2 

immünoreaktivitesi incelenmiştir. Yapılan immünofloresan işaretlemelerde 5. saat 

(Şekil 4.3 ve Şekil 4.4) ve 24. saatte (Şekil 4.4 ve Şekil 4.5) elde edilen beyin 

kesitlerinde erken dönemde (15. dk) görüldüğü üzere NLRP2 immünoreaktivitesinde 

belirgin azalma bu zaman noktalarında da aynı şekilde devam etmiştir. İlginç olarak 

48.saatte (Şekil 4.6 ve Şekil 4.7) ve 72. saatteki (Şekil 4.8 ve Şekil 4.9) işaretlemelerde 

ise NeuN (+) hücrelerde özellikle NLRP2 ifadelenmesinin diğer zaman noktalarına 

göre arttığı naif ve sham grubuna benzer bir özellik gösterdiği izlenmiştir.  
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Şekil 4.3 NLRP2 immünoreaktivitesinin NeuN (+) hücrelerde KYD’den sonraki 5. 

saatte gösterilmesi. 

Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham 

grubunda NeuN (kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst 

(mavi) çekirdek işaretlemesi için kullanılmıştır. Naif (üst sıra) ve kontrol kesitinde 

(orta sıra), NLRP2 ve NeuN işaretlemesinde hücrelerin tama yakın kolokalize olduğu 

saptanmıştır. Tek KYD sonrası alınan (alt sıra) kesitlerde bu işaretlemenin belirgin 

olarak azaldığı gösterilmiştir (Ok başı; NLRP2 ile çakışma gösteren hücreleri 

göstermekte, ince ok; ise çakışma olmayan hücreleri göstermektedir). 
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Şekil 4.4 NLRP2 immünoreaktivitesinin s100β (+) hücrelerde KYD’den sonraki 5. 

saatte gösterilmesi. 

Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham 

grubunda S100β (kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst 

(mavi) çekirdek işaretlemesi için kullanılmıştır. Naif (üst sıra) ve kontrol (orta sıra) 

beyin görüntüleri hücresel NLRP2 işaretlenmesini göstermiş olup tek KYD sonrası 

alınan (alt sıra) kesitlerde bu işaretlemenin belirgin olarak azaldığı gösterilmiştir. 

S100b pozitif astrositler ile NLRP2 örtüşmesi çok azdır (Ok başı; NLRP2 ile çakışma 

gösteren hücreleri göstermekte, ince ok; ise çakışma olmayan hücreleri 

göstermektedir). 
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Şekil 4.5 NLRP2 immünoreaktivitesinin NeuN (+) hücrelerde KYD’den sonraki 24. 

saatte gösterilmesi. 

Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham NeuN 

(kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst (mavi) çekirdek 

işaretlemesi için kullanılmıştır. Naif (üst sıra) ve kontrol (orta sıra) beyin görüntüleri 

hücresel NLRP2 işaretlenmesini göstermiş olup, tek KYD sonrası alınan (alt sıra) 

kesitlerde bu işaretlemenin belirgin olarak azaldığı gösterilmiştir (Ok başı; NLRP2 ile 

çakışma gösteren hücreleri göstermekte, ince ok; ise çakışma olmayan hücreleri 

göstermektedir). 
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Şekil 4.6 NLRP2 immünoreaktivitesinin s100β (+) hücrelerde KYD’den sonraki 24. 

saatte gösterilmesi. 

Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham S100β 

(kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst (mavi) çekirdek 

işaretlemesi için kullanılmıştır. Naif (üst sıra) ve kontrol (orta sıra) beyin görüntüleri 

hücresel NLRP2 işaretlenmesini göstermiş olup, S100β pozitif hücrelerde NLRP2 

kolokalizasyonunun son derece az olduğu, tek KYD sonrası alınan (alt sıra) kesitlerde 

ise NLRP2 işaretlemesinin belirgin olarak azaldığı gösterilmiştir (Ok başı; NLRP2 ile 

çakışma gösteren hücreleri göstermekte, ince ok; ise çakışma olmayan hücreleri 

göstermektedir). 
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Şekil 4.7 NLRP2 immünoreaktivitesinin NeuN (+) hücrelerde KYD’den sonraki 48. 

saatte gösterilmesi. 

Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham NeuN 

(kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst (mavi) çekirdek 

işaretlemesi için kullanılmıştır. Tek KYD sonrası alınan (alt sıra) kesitlerde bu 

işaretlemenin diğer zaman noktalarına göre artış göstererek naif (üst sıra) ve kontrol 

(orta sıra) örneklere benzediği gözlenmiştir. Yine NLRP2 immünoreaktivitesinin 

NeuN pozitif hücrelerle büyük oranda kolokalize olduğu saptanmıştır (Ok başı; 

NLRP2 ile çakışma gösteren hücreleri göstermekte, ince ok; ise çakışma olmayan 

hücreleri göstermektedir). 
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Şekil 4.8 NLRP2 immünoreaktivitesinin s100β (+) hücrelerde KYD’den sonraki 48. 

saatte gösterilmesi 

 Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham S100β 

(kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst (mavi) çekirdek 

işaretlemesi için kullanılmıştır. Tek KYD sonrası alınan (alt sıra) kesitlerde bu 

işaretlemenin diğer zaman noktalarına göre artış göstererek naif (üst sıra) ve kontrol 

(orta sıra) örneklerine benzediği gözlenmiştir. S100β pozitif astrositler ile NLRP2 

örtüşmesi çok azdır (Ok başı; NLRP2 ile çakışma gösteren hücreleri göstermekte, ince 

ok; ise çakışma olmayan hücreleri göstermektedir). 
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Şekil 4.9 NLRP2 immünoreaktivitesinin NeuN (+) hücrelerde KYD’den sonraki 72. 

saatte gösterilmesi. 

Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham NeuN 

(kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst (mavi) çekirdek 

işaretlemesi için kullanılmıştır. Tek KYD sonrası alınan (alt sıra) kesitlerde bu 

işaretlemenin diğer zaman noktalarına göre artış göstererek naif (üst sıra) ve kontrol 

(orta sıra) örneklerine benzediği gözlenmiştir. NLRP2 immünoreaktivitesinin NeuN 

pozitif hücrelerle büyük oranda kolokalize olduğu saptanmıştır (Ok başı; NLRP2 ile 

çakışma gösteren hücreleri göstermekte, ince ok; ise çakışma olmayan hücreleri 

göstermektedir). 
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Şekil 4.10 NLRP2 immünoreaktivitesinin s100β (+) hücrelerde KYD’den sonraki 72. 

saatte gösterilmesi. 

Thy1-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham S100β 

(kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst (mavi) çekirdek 

işaretlemesi için kullanılmıştır. Tek KYD sonrası alınan (alt sıra) kesitlerde bu 

işaretlemenin diğer zaman noktalarına göre artış göstererek naif (üst sıra) ve kontrol 

(orta sıra) örneklerine benzediği gözlenmiştir. S100β pozitif astrositler ile NLRP2 

örtüşmesi çok azdır (Ok başı; NLRP2 ile çakışma gösteren hücreleri göstermekte, ince 

ok; ise çakışma olmayanları göstermektedir). 

4.2 NLRP2 (+) hücrelerin zaman noktalarına göre oranlarının belirlenmesi 

Naif hayvanlardan elde edilen kesitlerinde NeuN (+) hücrelerdeki NLRP2 

pozitiflik oranı % 72,1 ± 1,5 iken, bu oran KYD sonrasında incelenen kesitlerde 48. 

saatte %69,7 ± 11,6 72. saatte %76,4  ± 4,7 olarak saptanmıştır. Naif ile KYD sonrası 

48 ve 72. Saat kesitlerinde nöronal hücrelerde NLRP2 ifadesinde anlamlı farklılık 

saptanmamıştır. 
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NLRP2 (+) hücreleri kantitatif olarak değerlendirebilmek amacı ile elde edilen 

görüntülerden NLRP2 (+), NeuN (+) ve Hoechst (+) hücreler sayılmıştır. Her kesitte 

eşit sayıda hücre çekirdeği olmadığından kesitlerde elde edilen sayımlar oransal olarak 

değerlendirilmiştir. Bunun için NLRP2 (+) / NeuN (+) ve NLRP2 (+) / Hoechst (+) 

hücre oranları hesaplanmıştır ve istatistiksel değerlendirmeler bu oranlar 

üzerinden yapılmıştır. Hücre oranlarının gruplara göre dağılımı aşağıdaki 

tablolarda özetlenmiştir (Tablo 4. 1 ve Tablo 4. 2). NLRP2 (+) / NeuN (+) ve 

NLRP2 (+) / Hoechst (+) hücre oranları aynı zaman noktasındaki KYD ve sham 

grupları arasında karşılaştırıldığında 15. dk, 5. saatte ve 24. saatte gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık vardır (p<0,05). 48 ve 72. saatte bu fark 

kaybolmakta, KYD grubu ile kontrol grubu arasında NLRP2 pozitif hücre oranları 

benzerlik göstermektedir (Tablo 4.1, Tablo 4.2).  

 

Tablo 4. 1 Sham ve KYD gruplarında NLRP2 (+) / NeuN (+) oranı. 

 Sham (ort±SS) KYD (ort±SS) p değeri 

Naif (opto+)  72,1±1,5   

Naif (opto-)  75,7±15,4   

15 dk  81,1±6,3 1,8±1,0 0,011* 

5 saat 55,2±18,7 1,8±0,6 0,05* 

24 saat 86,2±3,2 4,9±2,3 0,044* 

48 saat 73,8±15,7 69,7±11,6 0,631 

72 saat 75,1±11,4 76,4±4,7 0,806 

NLRP2 (+) / NeuN (+) hücre oranı değerleri ortalama±standart sapma olarak belirtilmiştir. 

Nöronlarda NLRP2 pozitiflilik oranı aynı zaman noktasındaki kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

KYD’den sonraki 15. dakika, 5. ve 24. saat gruplarında istatistiksel olarak anlamlı olacak şekilde 

azalmıştır. İkili grup karşılaştırmalarına ait p değerleri son sütunda verilmiştir. * istatistiksel anlamlılığı 

ifade etmektedir. 
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Tablo 4. 2 Sham ve KYD gruplarında NLRP2 (+) / Hoechst (+) hücre oranı 

 Sham (ort±SS) KYD (ort±SS) p değeri 

Naif (opto+) 55,6±1,0   

Naif (opto-) 43,9±8,4   

15 dk  62,2±2,9 1,4±0,8 0,011* 

5 saat 38,2±15,8 1,4±4,0 0,05* 

24 saat 68,3±4,9 3,9±1,9 0,046* 

48 saat 51,2±8,2 49,7±23,9 0,631 

72 saat 53,6±6,4 50,2±4,3 0,462 

NLRP2 (+) / Hoechst (+) hücre oranı değerleri ortalama±standart sapma olarak belirtilmiştir. 

Tüm hücrelerde NLRP2 pozitiflilik oranı aynı zaman noktasındaki kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

KYD’den sonraki 15. dakika, 5. ve 24. Saat gruplarında istatistiksel olarak anlamlı olacak şekilde 

azalmıştır. İkili grup karşılaştırmalarına ait p değerleri son sütunda verilmiştir. * istatistiksel anlamlılığı 

ifade etmektedir.  

Hücre oranları tüm gruplar arasında karşılaştırıldığında fark istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (Kruskal-Wallis p=0,001). Naif hayvanlarla, 15. dakika 

(p=0,046), ve 24. saat (p=0,044) kesitlerinde ile NLRP2 (+) / NeuN (+) hücre oranları 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı olacak şekilde NLRP2 ifadelenmesinde 

azalma var iken, 5. saat (p=0,083) örnekleri ile arasında ise anlamlıya yakın olacak 

derecede fark saptanmıştır. Naif grup ile 48 ve 72. saat örnekleri arasında ise anlamlı 

fark saptanmamıştır (sırasıyla p=0,505 ve p=0,355)(Şekil 4.11).  

Naif hayvanlarla 15. dk (p=0,044), ve 24. saat (p=0,046) kesitlerinde tüm hücre 

çekirdeklerinin işaretlendiği Hoechst boyamalarında,  NLRP2 (+) / Hoechst (+) hücre 

oranları karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı olacak şekilde NLRP2 

ifadelenmesinde azalma var iken , 5. saat (p=0,083) örnekleri ile arasında ise anlamlıya 

yakın olacak derecede fark saptanmıştır. Naif beyinlerin KYD sonrası 48 ve 72. saat 

örnekleriyle aralarında anlamlı fark saptanmamıştır (sırasıyla p=0,505 ve p=0,165) 

(Şekil 4.12).  
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Şekil 4.11 Zaman noktalarına göre NLRP2 (+) / NeuN (+) hücre oranları. 

Hücre oranları yüzde olarak ifade edilmiştir. Gruplar karşılaştırıldığında aralarındaki 

fark anlamlı bulunmuştur (p<0,05). Naif grup ile yapılan ikili grup karşılaştırmalarında 

bu farkın 15. dk ve 24. saatteki hücresel ekspresyon farklılığından kaynaklandığı 

istatistiksel olarak gösterilmiştir (p<0,05). 5. saatteki NLRP2 ekspresyonunundaki 

azalmanın ise anlamlılığa yakın olduğu görülmüştür. KYD’den 48 ve 72 saat sonra 

NLRP2 immünoreaktivitesi naif gruba benzemiştir. 

 
 
 
 
 

* 
* 
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Şekil 4.12 Zaman noktalarına göre NLRP2 (+) / Hoechst (+) hücre oranları. 

Hücre oranları yüzde olarak ifade edilmiştir. Gruplar karşılaştırıldığında aralarındaki 

fark anlamlı bulunmuştur (p<0,05). Naif grup ile yapılan ikili grup karşılştırmalarında 

bu farkın 15. dk ve 24. saatteki hücresel ekspresyon farklılığından kaynaklandığı 

istatistiksel olarak gösterilmiştir (p<0,05). 5. saatteki NLRP2 ekspresyonunundaki 

azalmanın ise anlamlılığa yakın olduğu görülmüştür. KYD’den 48 ve 72 saat sonra 

NLRP2 immünoreaktivitesi naif gruba benzemiştir. 

 

NLRP2 (+) / NeuN (+) ve NLRP2 (+) / Hoechst (+) hücre ortalamalarının 

trend analizi yapıldığında 15. dakikadan itibaren hücre sayılarında düşüş olduğu ve 

24. saatten sonra yükselme gösterdiği izlenmiştir (Şekil 4.13 ve Şekil 4.14).  

 
 

* * 
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Şekil 4.13 Zamana göre NLRP2 (+) / NeuN (+) hücre sayılarının değişim trendi  

(Jonckheere-Terpstra Test) (p<0. 00001) 

 

 

 
Şekil 4.14 Zamana göre NLRP2 (+) / Hoechst (+) hücre sayılarının değişim trendi  

(Jonckheere-Terpstra Test) (p<0. 00001) 
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Şekil 4.15 NLRP2 immünoreaktivitesinin s100β (+) hücrelerde KYD sonrası 

zamansal değişimi. 

NeuN (kırmızı) ve NLRP2 (yeşil) ile ikili işaretleme yapılmıştır. Hoechst (mavi) 

çekirdek işaretlemesi için kullanılmıştır. Naif beyinde işaretlenen NLRP2 

inflamazomu KYD sonrası 15. dk, 5. saat ve 24. saatte yok denecek kadar azalmakta, 

KYD’den 48 ve 72 saat sonra ise tekrar ortaya çıkmaktadır. NLRP2 
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immunoreaktivitesinin nöron belirteci olan NeuN ile kolokalize olduğu da 

izlenmektedir. 

 
 

4.3 Western Blotlama ile elde edilen protein analizleri 

 

Western Blotlama için C57/BL6 farelerde KCl ile KYD tetiklenmiş ve yine 5 

farklı zaman noktasında KYD ile ipsilateral korteks dokuları elde edilmiştir. NLRP2 

protein işaretlenmesi için yapılan Western blotlama sonrası elde edilen jel 

görüntülerinden birer örnekŞekil 4.16’de yer almaktadır.  

 

 
Şekil 4.16 Western Blotlama ile NLRP2 ve β-aktin için elde edilen bant örnekleri. 

 

Western Blotlama ile yapılan ölçümlerde NLRP2 bant görüntüleri internal 

kontrol olan β-aktin bantlarına oranlanmıştır. Gruplar arasında NLRP2 düzeyi 

açısından anlamlı fark saptanmamakla beraber, naif hayvanlarda diğer gruplara göre 

ortalama göreceli yoğunluk düzeylerinde hafif bir yükseklik gözlenmiştir ve 72. saatte 

yapılan ölçümlerde de yine istatistiksel olarak fark olmamakla birlikte yaklaşık olarak 

naif hayvanlarda ölçülen seviyeye geldiği saptanmıştır (Şekil 4.17).  
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Şekil 4.17 Western Blotlama ile deney gruplarında NLRP2 düzeylerinin 

karşılaştırılması. 

KYD ile ipsilateral korteksden elde edilen örneklerden yapılan ölçümlerde naif 

hayvanlarda saptanan ortalama göreceli yoğunluk 15 dk, 5 saat, 24 saat ve 48 saatte 

daha düşük iken, 72 saatte naif grubuna benzerdir. Ancak ölçümler arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmamıştır. 
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5. TARTIŞMA 

 

Migren toplumda yaygın olarak görülen bir baş ağrısı sendromudur. Baş ağrısı 

dışında beraberinde birçok nörolojik, gastrointestinal ve emosyonel değişiklikler de 

eşlik eder. Ataklar sıklıkla puberte sonrası, genç erişkinlik döneminde başlangıç 

gösterir (1). Şiddetli ve uzun süreli ataklar nedeni ile günlük aktiviteleri 

etkileyebilmekte ve dizabilite nedeni olabilmektedir. Özellikle genç erişkin çağın 

hastalığı olduğundan migrenin ekonomik ve sosyal yükü son derece önemlidir. Migren 

atakları genetik, çevresel, metabolik, hormonal faktörler ve kullanılan ilaçlarla 

tetiklenebilmektedir (21). Ek olarak inme, miyokard enfarktüsü, epilepsi, depresyon 

ve anksiyete gibi birçok ko-morbid hastalık ile ilişkilidir (1). Bu nedenlerle migren 

hastalığının patofizyolojisini anlamaya ve yeni tedavi hedefleri geliştirmeye yönelik 

yeni çalışmaların yapılması elzemdir. 

Migren patofizyolojisi tam olarak ortaya konulamamakla birlikte 

trigeminovasküler sistem aktivasyonu ve bunun tetiklediği inflamasyonun önemli rol 

oynadığı düşünülmektedir (1). TCC, TG ve buradan talamus, hipotalamus, beyinsapı 

ve kortekse projekte olan sinir lifleri migren atağı sırasında ortaya çıkan semptomlarla 

yakın ilişki göstermektedir (1). 

KYD ise migren aurasının elektrofizyolojik bir karşılığı olarak kabul edilmekte 

ve başağrısının başlamasında parankimal nöroinflamatuar sinyaller üzerinden rolü 

olduğu düşünülmektedir. KYD sırasında ilgili beyin alanındaki hücrelerin tamamına 

yakınında membran depolarizasyonu olmaktadır. Bu süreç hücreden masif K+ ile, 

glutamat başta olmak üzere nörotransmitter ve nöromodülatörlerin çıkışı, buna karşılık 

Na+, Ca+2, H2O girişi ile ilişkilendirilmiştir (1). KYD oluşumunu takiben nöronal 

panneksin 1 megakanallarının açıldığı ve bunun sonucunda kaspaz-1 aktivasyonunun 

ve IL-1β ve HMGB1 salıverilmesinin gerçekleştiği gösterilmiştir (2, 14, 33). Bu 

nöronal reaksiyon çevredeki astrositlerde NF-κβ’nin çekirdeğe translokasyonuna ve 

COX ve iNOS gibi inflamatuar genlerin transkripsiyonuna ve glia limitansı oluşturan 

astrositik ayaklardan AA ve potasyumun perivasküler alana çıkışına neden olmakta ve 

bu kaskadın meningeal damarların çevresindeki trigeminal sinirleri aktive edebileceği 

düşünülmektedir (5). Deneysel modellerin yanı sıra migren hastalarında yapılan PET-
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MRG çalışmalarında dada beyinde yaygın olarak artmış inflamatuar aktivitenin varlığı 

gösterilmiştir (34). Bu durum bel ağrısı olan hastalarda saptanmamıştır. 

Nöroinflamasyonun, migren, ağrı, nörodejeneratif bozukluklar ve serebral 

iskemi gibi birçok nörolojik hastalığın patogenezinde altta yatan anahtar bir 

mekanizma olduğu öne sürülmektedir. NOD benzeri reseptör (NLR) ailesi doğal 

bağışıklık sisteminin bir parçasıdır, çok sayıda üyesi farklı patofizyolojik süreçlerde 

tanımlanmış olsa da, NLRP2 de dahil olmak üzere hastalıklardaki rolleri kesin olarak 

ortaya konulmamıştır (40). Genellikle NLR ailesi uyarıldığında inflamazom 

oluşturarak proinflamatuar yanıta neden olmaktadır. Özellikle NLRP2 diğerleri 

arasında en az çalışılan inflamazom üyesidir.  

Bu çalışmanın amacı, tek bir KYD'yi takiben ortaya çıkan nöro-

parainflamasyonda NLRP2'nin ekspresyon paternini ve değişikliklerini aydınlatmaktı. 

Bizim çalışmamızda bulgularımız, KYD'den sonra immünoreaktivitede fark edilebilir 

bir değişimle birlikte, nöronlarda NLRP2'nin bazal düzeyde ekspresyonunu 

göstermiştir. Daha az miktarda nöronal ekspresyon ve yaygın astrositik özellikleri öne 

süren önceki araştırmaların aksine, sonuçlarımızda özellikle naif ve kontrol (sham) 

gruplarında NeuN (+) hücrelerde belirgin NLRP2 ekspresyonu gösterilmiştir (15, 16, 

50, 52, 54). Özellikle, KYD’yi takiben erken dönemde (15 dk, 5 ve 24 st) NLRP2 

immünoreaktivitesinde belirgin bir azalma saptanmıştır.  

Minkiewicz ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalarda, NLRP2'nin astrositik 

ekspresyonunun ve bunun ATP ile indüklenen panneksin ve P2X7 reseptör uyarımı ile 

inflamatuar ve proinflamatuar kaskadları aktive eden ilişkisini gösterilmiştir. Buna ek 

olarak Zhang, Sun, Cheon ve arkadaşları farklı modellerde NLRP2’nin astrositik 

ekspresyon özelliklerini destekler sonuçlar bulmuşlardır (15, 16, 50, 52, 54). Farklı 

hastalık modellerinde yapılan bu çalışmalarda Sun ve arkadaşları deneysel serebral 

iskemi modelinde NLRP2’nin rolünü incelemiştir (16). İn vivo bir modelde santral 

sinir sisteminde NLRP2 ekspresyonu olup olmadığı ve hangi bölgelerde eksprese 

edildiğini inceleyen bu çalışmada, bazalde NLRP2’nin total beyin örneklerinde 

eksprese olduğunu, korteks, hipokampüs ve striatum karşılaştırıldığında hipokampüste 

daha yüksek olduğunu ortaya koymuşlardır (16). Hücre kültüründe yapılan deneylerde 

ise astrositlerde en fazla olmak üzere nöronlarda (PC12 hücre) az miktarda eksprese 
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edildiği, mikroglialarda (BV2 hücreler) ise hemen hiç eksprese edilmediği 

gözlemlenmiştir (16). Bu bulgular bizi, deneysel migren modellerinde gözlenen 

proinflamatuar özellikler ve uyarım mekanizmalarındaki benzerliklerin varlığını göz 

önüne almamıza ve NLRP2 ile KYD arasındaki potansiyel bağlantıyı araştırmaya 

yöneltmiştir.  

Bizim çalışmamızın sonuçları literatürden farklılık göstermiş, diğer 

çalışmalarda ağırlıklı olarak gözlemlenen astrositik özelliklerin aksine, kortikal ve 

subkortikal beyin bölgelerinde NLRP2'nin belirgin bir nöronal ekspresyon paterni 

olduğunu ortaya koymuştur. Buna benzer olarak Matsuka ve arkadaşları da, 

inflamatuar ağrı aşırı duyarlılığı modelinde yaptıkları çalışmada dorsal kök 

gangliyonlarında nöronal NLRP2 ekspresyonunu tanımlamışlardır (17). Ancak bizim 

çalışmamız, Matsuka ve arkadaşlarının seramid kaynaklı doku inflamasyonunu 

takiben artan reaktiviteye ilişkin gözlemlerinin aksine, KYD sonrasında NLRP2 

immünoreaktivitesinde bir azalma olduğunu ortaya koymuştur (17). Aynı şekilde 

çalışmamızda farklı zaman noktalarında elde ettiğimiz örneklerde de (5. ve 24. saatte) 

immünoreaktivitede azalma devam etmiştir. Ancak Matsuka ve arkadaşlarının 

çalışmasında NLRP2 seramid indüksiyonundan iki gün sonra tespit edilmiştir (17). 

Çalışmamızda da bu bulgulara dayanarak zaman noktalarının NLRP2 ekspresyonunu 

KYD indüksiyonundan sonra erken bir zamandaki değişikliği göstermesinin aradaki 

farka neden olabileceği düşünülerek zaman noktaları uzatılmıştır ve 48. saatten 

itibaren NLRP2 ifadelenmesinde tekrar artış olduğu gözlenmiştir. Bu sonuçlar bize 

NLRP2’nin KYD etkisi ile hücreden salıverilmiş olabileceğini düşündürtebilir. 

İmmünoflöresan işaretleme ile saptadığımız bu fark Western blotlama ile yapılan 

protein analizinde de bir trend olarak saptanmış ancak istatistiksel olarak anlamlılığa 

ulaşmamıştır. Western jel görüntülerinde yapılan analizlerde naif grupta rölatif olarak 

diğer gruplara göre NLRP2 proteinini yüksek olarak gözlenmiş ve 72 saatte naif ile 

benzer düzeyler saptanmıştır. Gruplarda denek sayısının 3 olması, WB analizinde tüm 

korteksin kullanılması, hücre ayırımı yapılmaması ve doku içine salıverilen 

NLRP2’nin toplam NLRP2 olarak ölçülmesi nedeni ile bu farklılıkları gösterememiş 

olabileceğimizi düşünmekteyiz.  
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Bir başka spekülatif yaklaşım ise şu şekilde açıklanabilir: İnflamazom 

kompleks elemanlarının aynı hücrede bulunduğu ve uyaran veya hücre tipine ve 

ortamın durumuna göre (homeostatik denge) bir araya gelerek hücre içinde farklı 

inflamazom kompleksleri oluşturduğu bilinmektedir. KYD sonrasında nöronlarda 

NLRP3 inflamazom aktivasyonu gösterilmiştir. Bu çalışmamızda ise NLRP2’nin 

KYD sonrası nöronlarda erken dönemde azaldığı saptanmıştır. Bu sonuç inflamazom 

kompleks elemanlarının KYD sonrasında NLRP3 inflamazom oluşumu yönünde 

kullanılması ve bu nedenle NLRP2’nin naif beyin düzeyinden yani bazalde nöronda 

bulunduğu seviyeden daha az ifadelenmesi şeklinde yorumlanabilir. Bu durumu ortaya 

koymak üzere KYD sonrası elde edilen beyin kesitlerinde NLRP2 ve NLRP3’ün ikili 

işaretlenmesi ile inflamazom kompleks elemanlarının bazılarının (PYD, LRR gibi) 

üçlü işaretleme yapılarak yüksek çözünürlüklü (‘airy scan’ mikroskop, elektron 

mikroskop) görüntüleme teknikleri ile incelenmesi yeni araştırmaların konusu olabilir. 

Bu çalışma bildiğimiz kadarıyla literatürde migren aurası korelatı olarak kabul 

edilen KYD sonrası ortaya çıkan parankimal nöroinflamasyonda NLRP2 

inflamazomunun zamansal değişimini inceleyen ilk çalışmadır. Çalışmamızda invaziv 

olmayan bir yöntem olan optogenetik uyarım yöntemi ile tetiklenen tek KYD sonrası 

literatürün aksine NLRP2 inflamazom immünoreaktivitesinin nöronlarda olduğu, 

astrositlerde neredeyse hiç olmadığı saptanmıştır. Bu immünoreaktivite zamansal 

olarak değişim göstermektedir. KYD sonrası erken dönemde azalırken, 48 ve 72. 

saatte naif beyin seviyesine yaklaşmıştır. Bir başka KYD tetikleme yöntemi ile (1 M 

KCl uygulaması) Western blotlama analizleri için deneyler yapılmış ve 

immünohistokimya ile benzer ancak istatistiksel olarak anlamlı olmayan bir sonuç elde 

edilmiştir.  

Kortikal yayılan depolarizasyon sonrası ortaya çıkan baş ağrısı davranışlarını 

ve nöroinflamasyonu inceleyen bir çalışmada FHM1 mutant farelerde optogenetik 

olarak KYD indüklendikten sonra baş ağrısı ile ilşkilendirilen yüz ifadeesi değişikliği 

ve HMGB1 ekspresyonuna bakılmıştır (55). Bu çalışmada yabanıl farelerde 24. saatte 

başa ğrısı ile ilşkili davranış skorları normale dönerken FHM1 mutant farelerde ise 48. 

saatte normale dönmüştür. HMGB1 ekspresyonlarına bakıldığında hem yabanıl hem 

mutant farelerde ipsilateral HMGB1 düzeyleri 48. saatte azalma göstermiştir (55). 
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Yine aynı çalışmada HMGB1 ekspresyonunun FHM1 mutant farelerde kontrlateral 

hemisferde de yükseldiğini göstermiştir ki bu mutant farelerde daha önceki 

çalışmalarda vurgulandığı üzere nöronal hipereksitabilite ile ilişkili olabilir (14, 55). 

Bu zamansal değişim bizim zamnsal değişimimiz ile örtüşmektedir. Ortaya çıkan 

inflamatuar yanıtın süresi uyarım yöntemi ya da transgenik farenin genetik özellikleri 

ile ilişkili olabileceğini düşündürtmektedir. 

NLRP2’nin immün yanıt üzerine etkileri kesin olarak bilinmemektedir. Uyaran 

ve hücre farklılıkları da yanıtları değiştirmektedir. NLRP2’nin inflamasyon üzerine 

etkilerinden bir diğeri ise NLRP3 aktivasyonunun negatif düzenleyicisi olduğu 

yönündedir (56). Bostancı ve ark. periodontal hastalıklarda yaptıkları çalışmalarında 

bazal hücrelerde NLRP2 düzeyi yüksek iken P. gingivalis ile uyarım sonrasında 

NLRP3 ve IL-1β ve IL-18 düzeyleri artarken, ASC düzeyi değişmemiş, NLRP2 

düzeylerinde ise düşüş saptamışlardır (56). Nöronal NLRP3’ün KYD sonrası aktive 

olduğunu gösteren çalışmalar ile bu verileri beraber değerlendirirsek, NLRP2 

ekspresyonunda gözlemlediğimiz bu azalma, KYD modelinde de NLRP2’nin 

NLRP3’ün negatif düzenleyicisi olarak rol alabileceğini düşündürmektedir (6).  

NLRP2'nin farmakolojik veya genetik manipülasyonu ile inflamasyondaki 

rolünü belirlemek mümkün olabilir. NLRP2'nin zamansal dinamiklerini ve 

manipülasyonlarını araştıran gelecekteki araştırmalar, KYD'nin tetiklediği inflamatuar 

yanıtlardaki rolü konusunda değerli bilgiler sunabilir.  

Çalışmamızın kısıtlılıkları: 

 Optogenetik uyarım yapılabilen transgenik hayvan üretimindeki 

problemler ve zamansal kısıtlılıklar nedeni ile planlanılan sayıya 

ulaşılamamıştır.  

 Bu çalışmada NLRP2 nin ifadelenme özellikleri incelenmiştir. Ancak 

yolaktaki diğer inflamatuar moleküller (IL-1b, Nf-κβ gibi) üzerine etkisine 

yönelik incelemeler mevcut çalışmamızda yoktur. Bu yolak üzerindeki 

etkilerin ileriki çalışmalarda yapılması planlanmıştır.  

 NLRP3 ifadelenmesi ile NLRP2 ilişkisinin gösterilmesi için aynı hücrede 
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ikili incelemeler faydalı olacaktır.  

 NLRP2’nin farklı dokularda yapılan çalışmalarda cinsiyete göre 

değişkenlik gösterdiği saptanmıştır. Bizim çalışmamızda gruplar 

belirlenirken hem erkek hem dişi fareler kullanılmıştır, ancak denek 

sayıları iki cinsiyet arasında karşılaştırma yapılabilecek sayıda değildir. 

Santral sinir sisteminde cinsiyetler arasında ifadelenme farklılığı olup 

olmadığını göstermek ölçümleri değerlendirmede yol gösterici olabilir.  

 Genetik ya da farmakolojik manipülasyon ile NLRP2’nin 

ifadelenmesindeki değişikliğin KYD gelişim sürecine etkisi, incelenmesi 

gereken bir diğer konudur. Bu çalışmada intrakortikal siRNA enjeksiyonu 

ile NLRP2’yi baskılayarak KYD gelişimi üzerine etkisini incelemeyi 

planlamamıza rağmen deney süreçlerinde ortaya çıkan aksamalar ve süre 

kısıtlılığı nedeni ile deneylerin bu aşaması gerçekleştirilememiştir. Ancak 

sonraki çalışmalarda bu deneylerin yapılması planlanmıştır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 Bu çalışmada optogenetik uyarım ile oluşturulan tek KYD sonrasında NLRP2 

immünoreaktivitesindeki değişiklik literatürde ilk kez incelenmiştir. Naif ve 

kontrol gruplarında bazal seviyede NeuN pozitif nöronal hücrelerde NLRP2 

inflamazom ekspresyonu izlenmiştir.  

 Literatürün aksine S100b pozitif astrositlerde belirgin bir ifadelenme 

gözlenmemiştir.  

 KYD uyarımını takiben erken dönemde (15 dk, 5 ve 24 st) NLRP2 

immünoreaktivitesinin belirgin olarak azaldığı saptanmıştır.  

 Tek KYD ile ortaya çıkan yanıt paterninin zamanlamasının belirlenmesine 

yönelik farklı zaman noktalarında ölçümler tekrarlanmış ve 48. ve 72. saatte 

immünoflöresan işaretlemelerde NLRP2 ifadelenmesinde artış olduğu ve naif 

beyindeki ifadelenmeye benzediği gözlenmiştir.  

 Bu durum NLRP2’nin KYD sonrası erken dönemde salıverilmiş olabileceğini 

düşündürmektedir.  

 KYD sonrası nöronlarda NLRP3 inflamazom artışı ile ters olan bu çalışma 

sonucu NLRP2’nin NLRP3’ün negatif düzenleyicisi olabileceği yönünde bir 

sonuç olarak yorumlanabilir.  

  Daha ileri araştırmalarla NLRP2'nin farmakolojik veya genetik 

manipülasyonu ile inflamasyondaki rolünü belirlemek mümkün olabilir.  

 NLRP2'nin zamansal dinamiklerini ve manipülasyonlarını araştıran sonraki 

çalışmalar, KYD'nin tetiklediği inflamatuar yanıtlardaki rolü konusunda 

değerli bilgiler sunarak migren patofizyolojisini anlamamıza katkıda 

bulunabilir.  
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