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OZET

Derle E, Kortikal Yayilan Depolarizasyon ile Tetiklenen Néro-Parainflamasyonda
Nirp2 Inflamazomunun Rolii, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Temel Norolojik Bilimler (Neuroscience) Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2024.
Migren, toplumda yaygin olarak goriilen bir bas agris1 sendromudur. Patofizyolojisinde
trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan inflamasyonun énemli rol
oynamaktadir. Kortikal yayillan depolarizasyon (KYD) migren aurasinin
elektrofizyolojik korelatt olarak kabul edilmektedir. KYD tetiklenmesi ile noronal
aktivitede artma, noronal panneksin 1 kanallarinda agilma ve astrositlerde NF-x[3
tizerinden proinflamatuar bir yanit ortaya ¢ikmaktadir. Deneysel ¢alismalarda ATP ile
uyarilan panneksin 1 kanali ve piirinerjik reseptdr aktivasyonu sonucu inflamazom
kompleksinin olustugu gosterilmistir. Inflamazom ailesinden olan NLRP2’nin
astrositlerde ifadelenmesinin  oldugu ve inflamazom kompleksi olusturarak
noroinflamasyona katkida bulundugu birkag yayinda gosterilmistir. Bu g¢alismanin
amaci optogenetik olarak uyarilabilen transgenic Thyl-ChR2-YFP farelerde noninvaziv
olarak KYD tetiklenmesiyle ortaya ¢ikan néroinflamasyonda NLRP2 inflamazom
kompleksinin roliinii incelemektir. KYD’yi takiben 5 farkli zaman noktasinda (15.
dakika, 5., 24., 48. ve 72. saat) beyin dokusu elde edilmis ve kesitlerdeki NLRP2
isaretlenme Ozellikleri immonofloresan isaretleme ile incelenmis, NLRP2’ nin hangi
hiicrelerde ifade edildigi gosterilmistir. Kontrol ve naif grupta NLRP2 ifadelenmesi
kortikal ve subkortikal alanlarda NeuN (+) noronal hiicrelerde belirgin iken KYD
sonrast 15.dk, 5. ve 24. saatte immiinoreaktivitede belirgin azalma saptanmis olup, 48.
ve 72. saatte ise kontrollerle benzer diizeylerde gozlenmistir. Astrosit isaretleyicisi
S100p ile NLRP2’nin belirgin olarak daha az oranda ko-lokalize oldugu gosterilmistir.
Ayni zaman noktalarinda C57/BL6 farelerde KYD 1M KCI ile tetiklenerek Western
blotlama (WB) ile NLRP2 protein analizi i¢in korteksler alinmistir. WB’de protein
diizeylerinde anlamli olmayan ancak immiinofloresan goriintiileme sonuglarina benzer
olarak KYD erken donem beyinlerinde naif beyinlere gére NLRP2 protein diizeyinde
azalma saptanmistir. Bu ¢alisma bildigimiz kadariyla literatiirde migren aurasi korelati
olarak kabul edilen KYD sonrasi ortaya ¢ikan parankimal néroinflamasyonda NLRP2
inflamazomunun zamansal degisimini inceleyen ilk ¢alismadir. KYD sonrasi néronlarda
NLRP3 inflamazom artis1 ile ters olan bu ¢alisma sonucu NLRP2’nin NLRP3’{in negatif
diizenleyicisi olabilecegi yoOniinde bir sonug¢ olarak yorumlanabilir. Daha ileri
arastirmalarla NLRP2'nin  farmakolojik veya genetik manipiilasyonu ile
noroinflamasyondaki roliinii belirlemek miimkiin olabilir.

Anahtar Sozciikler: NLRP2, inflamazom, migren, kortikal yayilan depolarizasyon,

ndro-parainflamasyon

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(TSA-2020-18568) tarafindan 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-xp.
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 Thyl-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 S100f3. At the same time points, CSD was induced with 1M KCI 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. GIRIS

Migren toplumda yaygin olarak goriilen bir bag agrist sendromudur. Bas agris1
disinda beraberinde bir¢ok norolojik, gastrointestinal ve emosyonel degisiklikler de
eslik eder. Siddetli ve uzun siireli ataklar nedeni ile gilinliik aktiviteleri
etkileyebilmekte ve disabilite nedeni olabilmektedir. Migren atagi, klinik seyrinde
asamal1 bir gidisat izlemektedir. Bu asamalar icerisinde prodromal faz ve auray1 agri
izlemektedir. Agr, karakteristik olarak genellikle tek tarafli, zonklar tarzda, 4-72 saat
stiren bir bas agrisi olup, agriya kiitanoz allodini de eslik edebilir (1). Migren
patofizyolojisi kesin olarak ortaya konulamamakla birlikte trigeminovaskiiler sitemin
aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan inflamasyonun bas agrisi ve beraberinde goriilen
semptomlara yol actig1 diisiiniilmektedir. Agrinin ortaya ¢ikmasindaki mekanizmada
duray1 inerve eden trigeminal sinir liflerinin uyarimi 6ne siiriilmiistiir. Duray1 inerve
eden trigeminal sinir liflerinin kortikal yayilan depolarizasyon (KYD) sonrasi olusan
norojenik inflamasyonla uyarilabildigi literatiirde gosterilmistir (2).

Kortikal yayilan depolarizasyon ilk olarak 1940’larda Leao tarafindan
tanimlanmis ve migren aurasinin elektrofizyolojik bir korelati olarak kabul edilmistir
(1, 3, 4). KYD noronal ve glial depolarizasyona eslik eden masif iyon akimi ve bunu
takip eden noronal aktivitede supresyon ile karakterize yavas ilerleyici bir dalgadir (5).
Olusan KYD ‘nin pial damarlarin ¢evresinde trigeminal liflerii uyararak parankimal
inflamasyonu tetikledigi ve bu yolla basagrisini baslattig1 diisiiniilmektedir (2).

Daha 6nce laboratuvarimizda KYD olusumu ile birlikte néronal panneksin 1
kanallarinin ag¢ildigi, bu siirecin kaspaz 1’1 aktive ederek HMGB1 (‘high mobility
group box 1°) ve interlokin-1f (IL-1p) saliverilmesine neden oldugu, bunun niikleer
faktor-kappa B (NF-kB)’nin astrositlerde ¢ekirdege gocii ile siklooksijenaz (COX) ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi inflamatuar genlerin ekspresyonunda
artisa ve sonug olarak glia limitans ve meningeal perivaskiiler alana aragidonik asit
(AA) ve potasyum saliverilmesi ile noérojenik inflamasyonun ortaya ¢ikmasina neden
oldugu gosterilmistir (2, 5). Ayrica KYD uyarimi ile ortaya ¢ikan parankimal
inflamasyonda inflamazom yolaginin aktive oldugunu gosteren c¢aligmalarda
mevcuttur. Ancak bu c¢alismalarda daha ¢ok nodronlarda eksprese oldugu bilinen
NLRP3 inflamazomu tiizerinde durulmustur (6). Tek ve ¢oklu KYD ile néronlarda

NLRP3 inflamazomunun ¢ok erken donemde aktive oldugu ancak astrosit ve



mikroglialarda olmadigi gosterilmistir (6). Ancak astrositlerin de KYD sonrasi ortaya
cikan inflamasyonda rol oynadigina dair kanitlar mevcuttur. Familial hemiplejik
migren 1 (FHM1) fare modelinde bazal diizeyde astrosit ve mikroglia aktivasyonunun
oldugu gosterilmistir (7). Ozellikle NLRP3 iin astrositlerde aktivasyonu olmadiginin
gosterilmesi ancak astrositlerin ortaya ¢ikan inflamasyonda yeri oldugunu gdsteren
kanitlar dolayist ile KYD’de farkli bir inflamazom iiyesinin bu siirecte rolii
olabilecegini diistindiirtmiistiir.

KYD tetikleme yontemleri genellikle invazif yontemlerdir ve anestezi
altindaki deney hayvanina kraniyotomiyi takiben agilan kraniyal pencereye potasyum
Kloriir (KC1) gibi ajanlarin uygulanmasi, igne batirilmasi veya elektriksel uyarimi
icerir. Bu yontemler ndéronlar1 depolarize edebilmektedir fakat néronlar, astrositler ve
damar yapilar iizerine spesifik olmayan ve hasar veren etkileri de bulunmaktadir.
Optogenetik  yontemlerin ~ gelismesiyle, uyarilmasi  hedeflenen  noronlara
kanalorodopsin geni (ChR2), viral vektorler kullanilarak veya transgenik yolla
aktarilabilmekte ve bu ndronlar mavi 1g1k kaynagi kullanilarak uyarilabilmektedir (8-
11). Bu yontem invazif olmayan bir sekilde, biitiinliigii korunmus kafatasi {izerinden
ve ayrica anestezi altinda olmayan deney hayvanlarinda da ndron aktivitesinin
uyarilmasini ve kontrol edilmesini miimkiin kilmistir (12, 13). Ayn1 zamanda diger
yontemlerin yol agtig1 olasi uyarim artefaktlarin1 da ortadan kaldirabilmistir.

Bu calismada, diger KYD uyarim yontemlerinin neden oldugu etkileri ekarte
etmek ve sadece KYD’nin neden oldugu noérojenik inflamasyonu incelemek amaciyla
invaziv olmayan bir model olan ve diinyada birkag¢ laboratuvarda bulunan optogenetik
yontem Kkullanarak tetiklenen KYD’nin beyin parankiminde. NLRP2 inflamazom
yolagi lizerine etkisinin incelenmesi planlanmigtir. NLRP2 inflamazomunun olusumu
KYD’ye bagli olusan ndro-parainflamasyonun ortaya ¢ikmasina mi yoksa
baskilanmasina m1 neden olmaktadir sorusuna yanit aranmustir. (11). KYD uyarimi ile
noronal inflamasyonun tetiklendigi, astrositlerde Nf-KB’nin ¢ekirdege gogii ile ortaya
cikan sitokinlerin yayilima katki sagladig literatiirde ve enstitiimiizde yapilan daha
onceki caligmalarda gosterilmistir (2, 11, 14). NLRP2 astrosit kaynakli oldugu
diisiiniilen inflamazom ailesinin bir {iyesidir. Hiicre kiiltiiriinde ve fare beyin iskemi
modelinde NLRP2’nin astrositlerde ifade edildigi saptanmistir (15, 16). Buna karsin
periferik agri modelinde dorsal kok ganglionunda kiiclik ¢apli noronlarda NLRP2



ifadesinin arttigr gézlenmistir (17). Periferik ve santral sinir sitemine ait hiicrelerde
farkli yanitlar olusabilecegi gibi, bu farklilik altta yatan tetikleyicinin farkliligi nedeni
ile de olabilir. KYD ile NLRP2 ifadesinde nasil bir degisiklik olacagi heniiz
gosterilmemistir. Buna ek olarak NLRP2’nin NF-kB yolag iizerine etkileri oldugu
bilinmekle beraber KYD ile ortaya ¢ikan NF-kB aktivasyonu {izerine etkisi
bilinmemektedir. Bu siiregte tek KYD sonrast NLRP2 inflamazomunun aktive olup
olmadig1 farkli zaman noktalarinda (15 dk, 5 st, 24 st, 48 st, 72 st) incelemeler
yapilarak ortaya konmaya calisilmistir. Boylece KYD’nin tetikledigi
noroinflamasyonda yer alabilecek bir yolagin belirlenmesi, migren patofizyolojisinin
ve yeni tedavi hedeflerinin ortaya konulmasi ile literatiire katki sunulmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Migren ve Klinik Ozellikleri

Migren toplumda sik goriilen ve geng eriskinlerde en sik is giicli kaybina yol
acan hastaliklardan biridir. Toplumda prevelansi yaklasik %15°tir (18). Kadinlarda
erkeklere gore 3-4 kat daha sik goriliir. Baslangig yasi siklikla geng eriskinlik
doneminde olmakla beraber ¢ocukluk ¢aginda da goriilmektedir (1). Diinyada en sik
morbiditeye neden olan hastaliklar arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Global
hastalik yiikiinin % 5,6’sin1 olusturarak diger biitin noérolojik hastaliklarin
toplamindan daha biiyiik bir etkiye sahiptir. Avrupa’da migrenin sebep oldugu finansal

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

Migren klinik olarak siddetli bas agrisinin ana belirti oldugu, otonomik,
gastrointestinal ve emosyonel belirtilerin de eslik ettigi bir semptomlar biitiiniidiir.
Migrende klinik olarak 4 faz tanimlanmistir. Bu fazlar prodrom, aura, basagrisi ve

rezoliisyon fazlaridir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Migren fazlan ve iligkili belirtiler (1).



Prodrom fazi hastalarin %80’inden fazlasinda goriilen farkli sistemleri
etkileyen Oncli semptomlardir. Bu semptomlar basagrisi baglamadan saatler hatta
giinler oncesinde ortaya ¢ikabilir. Hastalarda yorgunluk, dikkat dagmikligi, aserme,
diyare, boyun agrisi, esneme gibi ¢ok farkli semptomlar bu doénemde ortaya
¢ikabilmektedir (1). Prodrom fazindan sonra eger hastada var ise aura fazi ortaya ¢ikar.
Migren hastalarinin yaklasik %15’inde aura bulunmaktadir ve siklikla gorsel
bulgularla kendini gostermektedir. Gorsel auralardan sintilasyonlu skotom olarak
adlandirilan 151k ¢cakmalari ile karakterize aura migren i¢in en 6zellikli olanlardandir.
Bunun disinda gérme alan kaybi, mikropsi, makropsi, renkli objeler gorme gibi farkli
gorsel auralar da ortaya cikabilir. Gorsel disinda duyusal, motor, beyin sapi, retinal ya
da konusmay1 etkileyen farkli kliniklerde aura olarak karsimiza cikabilmektedir.
Ugiincii fazda ise bas agris1 ortaya ¢ikar. Genellikle zonklayici karakterde tek tarafli,
fiziksel aktivite ile kotiilesen, 4-72 saat devam eden siddetli ataklardir. Bu ataklara
fonofobi, fotofobi, bulanti, kusma gibi semptomlar eslik etmektedir. Bu ataklarin
sonunda ise son faz olan rezoliisyon fazi ortaya ¢ikar. Bu donemde hastada yorgunluk,
konsantre olmakta zorluk gibi semptomlar goriilebildigi gibi 6fori ve yenilenmis hissi
gibi semptomlar da goriilebilmektedir (1).

Migren tanist Klinik olarak temelde hastadan 6grenilen semptomlarin
degerlendirilmesi ile konulur. Migren semptomlar1 uluslararasi basagrisi toplulugu
(IHS) tarafindan smiflandirilmistir ve kesin tani i¢in bu siniflamada tanimlanan
kriterleri kargilamasi gerekir (Tablo 2. 1)(20). Migren tanisina yonelik objektif bir
biyobelirte¢ yoktur. Ancak hastanin semptomlar1 ve olast diger tanilarin diglanmasi ile

tan1 konulabilmektedir (20).



Tablo 2. 1 Migren Tam Kriterleri

Aurasiz migren

Aurah Migren

A. B-D kriterlerini karsilayan en az 5 atak

B. Bag agrsis1 ataklar1 4-72 saat (tedavisiz ya da
yetersiz tedavi)

C. Bas agnist asagidaki 4 oOzellikten ikisini

gostermeli

1. Tek tarafli
2. Zonklayic1 karakterde
3. Orta-ciddi siddette
4. Fiziksel aktivite ile artan ya da
kaginmaya yol agan
D. Bas agris1 sirasinda en az 1 tanesi eslik etmeli:
1. Bulant1 ve /veya kusma
2. Fotofobi ve fonofobi
E. Herhangi bir bas agris1 tanisi ile daha iyi

aciklanamamast

A. B and C kriterlerini saglayan en az 2 atak
B. 1 veya daha fazla tamamen diizelen aura
semptomu:

1. Viziiel

2. Sensoriyel

3. Konusma /dil

4. Motor

5. Beyinsap1

6. Retinal
C. 6 ozellikten 3’1

1. En az 1 aura semptomunun 5 dakika
icinde artmasi

2. Iki ya da daha fazla aura
semptomunun ardisira ortaya ¢ikmasi

3. Her bir aura semptomu 5-60
dakikada diizelme gosterir

4. En az 1 aura semptomu tek taraflidir

5. En az 1 aura semptomu pozitif
olmal

6. Bas agris1 aura ile birlikte ya da 1
saat icinde ortaya ¢ikmali
D. Herhangi bir bas agris1 tanist ile daha iyi

aciklanamamast

Uluslararasi basagrisi toplulugunun 2018 yilinda yayinlanan tani kriterleri 3. versiyonu (20)

2.2 Migren ve trigeminovaskiiler sistem

Trigeminovaskiiler sistem trigeminal gangliyon (TG) néronlarindan baslayan ve
duramatere projekte olan kalsitonin geni ile iliskili peptidden (CGRP) zengin bir
yolaktir (Sekil 2.2)(1).
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Sekil 2.2 Trigeminovaskiiler sistem anatomisi.

Migren patofizyolojisinde rol oynayan noral yolaklar. Bas ve boyundan gelen duyusal
trigeminal afferentler trigeminal gangliyondan gegctikten sonra trigeminoservikal
komplekste ikincil seviye noronlarla sinaps yaparlar. Buradan ¢ikan sinirler
talamustan gecerek kortekse ulasir. Bu yolaklarin iletimi beyin sapindaki cesitli
cekirdekler (lokus seruleus, PAG, All, RVM, SuS vb. ) tarafindan regiile edilmektedir
(3).TG, trigeminal gangliyon; TCC, trigeminoservikal kompleks; LC lokus seruleus;
PAG, periakuaduktal gri cevher; S1/S2; somatosensoriyel; M1/M2, primer ve
sekonder motor; V1/V2 viziiel 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
damarlari, superior sagital sinus ve orta serebral artere ve diger biiyiik serebral arterleri
¢epecevre sarar ve inerve eder. Bu yapilarin, 6zellikle duranin, mekanik, kimyasal ya
da elektriksel uyarimi ise agri ile sonuglanmaktadir. Ayni zamanda bu yapilarin
uyarimi migrende goriilen bulanti, fotofobi gibi diger semptomlarla da iliskilidir (1,
3)(Sekil 2.3). Trigeminoservikal kompleks (TCC) noéronlarinin  aksonal
projeksiyonlar1 beyin Sapi, talamus ve hipotalamus ndronlarina nosiseptif sinyaller
gonderirler ki bunun sonucu olarak duyusal, otonomik, affektif, endokrin ve
davranigsal cevaplar ortaya ¢ikar (1). Trigeminovaskiiler talamik noéronlarin insiiler,

motor, pariyetal, sensoriyel, odituar, viziiel ve olfaktor kortekse projeksiyonlar1 da



agrinin siddeti, lokalizasyonu gibi migrenin duyusal ayirt edici 6zellikleri ile sakarlik,
odaklanmada zorluk, transient amnezi ve allodini gibi ¢esitli semptomlarla iligkilidir
(Sekil 2.3)(1).

Kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP) migrende ana mediyator olarak
goriillmekte ve Onemli bir tedavi hedefi konumunda bulunmaktadir (21). TG
stimiilasyonunun CGRP ve P maddesi saliverilmesine neden oldugu deneysel olarak
gosterilmistir (1, 22). CGRP dura, TG, TCC, talamus ve periakuaduktal gri cevherde
(PAG) trigeminovaskiiler nosisepsiyonun diizenlenmesi ve iletilmesini saglamaktadir
(1). Ayn1 zamanda CGRP’yi bloke eden tedavilerin migren atagini tedavi etmede etkili
olmalar1 da bu molekiiliin migren patofizyolojiisndeki yeri ve 6nemini vurgulayan

kanitlar arasindadir (1).

Sensérial duyarliliklar; fotofobi,
fonofobi, duygudurum degisiklikleri,
yorgunluk, kognisyonda, hafizada ve
emosyonel durumda degisiklik

Ikincil girdinin islenmesi; agn, allodini ve
fotofobi gibi semptomlarin olusumu

RS  Ect

V1/V2

Uyku-uyaniklk déngisinde degisiklik,
susama, sikidrara ¢ikma, boyunda
rahatsizlik hissi , bulanti

Boyunda rahatsizlk hissi

Sekil 2.3 Trigeminovaskiiler sistemdeki anatomik yapilar ile semptomlarin iliskisi.

Migren santral ve periferik sinir siteminin komponentlerinin fonksiyonlarinda es
zamanli ortaya ¢ikan degisiklikleri icemektedir. Bunun sonucunda bir¢ok semptom bir
arada ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin iist servikal sinirlerin uyarimi boyun agrisina neden
olurken talamus ve baglantilarinin uyarimi allodiniye neden olmaktadir (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 viziiel korteks; SPG, sfenopalatin ganglion; PtA, parietal assosiasyon;



RVM, rostral ventromedial medulla, RS, retrosplenial; Ect, ektorhinal; SSN, superior
salivatuar nukleus

2.3 Deneysel Migren Modelleri

Migren patofizyolojisi net olarak ortaya konulamayan bir¢ok faktoriin one
striildiigli bir basagrisi sendromudur. Vaskiiler disfonksiyon, genetik faktorler,
kortikal yayilan depolarizasyon, trigeminovaskiiler system aktivasyonu, inflamasyon
ve oksidatif durumlar anahtar faktorler olarak gosterilmektedir (8).

Deneysel modeller migren mekanizmalarini farkli yonlerden arastirma imkani
saglamistir. Bunlar arasinda yer alan modeller asagida 6zetlenmistir (Sekil 2.4).

Kranial stimiilasyonun elektriksel uyarim ile saglandigr modellerde trigeminal
gangliyon elektriksel olarak uyarilmakta ve sonucunda dura materde plazma
ekstravazyonu olusmaktadir. Bu modelde uyari parametreleri kontrol edilebilmekte bu
da bize tekrarlanabilir ve kontrol edilebilir bir model saglamaktadir (8). Trigeminal
gangliyon diginda superior sagital siniisii inerve eden sinir terminalleri, transvers siniis
ya da orta meningeal arterin uyarimi da miimkiindiir (8, 9). Diger bir uyarim
yapilabilecek bolge de miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerini aktive ederek meningeal
kan akimini artiran duramaterdir (8, 9).

Kranial stimiilasyon, Kimyasal olarak saglandigi duramater uyarim
modellerinde ise g¢esitli irritan ve inflamatuar maddelerin duramater iizerine
uygulanmasi s6z konusudur. Bu maddeler arasinda komplet Freud adjuvani, kapsaisin,
inflamatuar ¢orba sayilabilir (8).

Nitrogliserin uygulamas: bir diger migren modelidir. Uzun yillardir
kullanilmakta olan bu model migren benzeri semptomlarin olusturulmasinda ve
migrenin fizyolojik ve semptomatik yonlerini taklit etmede basarilidir (8). Bu modelde

nitrogliserin nitrik oksijen saglayicisi olarak gorev yapmaktadir (3).
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Sekil 2.4 Deneysel migren modellerinin sematik anlatimi.

Farkl1 patofizyolojileri agiklamaya yonelik gelistirilmis deneysel migren modellerine
ornekler. Duranin mekanik ve elektriksel uyarimi, trigeminal gangliyonun elektriksel
uyarimi, sistemik nitrogliserin uygulanmasi, genetik modeller (8).

Genetik migren modellerinde ise familyal hemiplejik migren’de (FHM) saptanan
farkli mutasyonlardan transgenik modeller olusturulmustur. Ornegin CACNAILA
genini etkileyen R192Q ve S218L mutasyonlarinin ‘knock-in” modeli ile transgenik
fare modeli olusturulabilmektedir. Sinaptik bolgedeki farkli kanal veya proteinlerin
mutasyonu ile FHM 2, 3 ve 4 deneysel transgenik fare modelleri de gelistirilmistir.
FHM disinda NOTCH3 gibi migren ile iliskili monojenik mutasyonlar ile olusturulan
modeller de mevcuttur (8).

Kortikal yayilan depolarizasyon olusumu ile trigeminovaskiiler sistemi aktive
etmek miimkiin olmaktadir. Bunun i¢in dura iizerine KCIl uygulama, igne batirma,
elektriksel stimiilasyon ve optogenetik uyarim yapilabilmektedir (10).

Literatiirde kullanilan KYD tetikleme yontemleri invazif yontemler olup
(islem i¢in kraniyotomi yapilmasi, yiiksek konsantrasyonda KCl kullanilmas1 gibi)
islemin kendisine bagl da inflamatuvar yolaklar tetiklenebilmektedir. Optogenetik
metod ile ndronlara kanalorodopsin geni (ChR2) viral vektorler kullanilarak veya
transgenik yolla aktarilabilmekte ve mavi 151k kaynagi kullanilarak bu néronlar
uyarilarak invazif olmayan bir sekilde ndron aktivitesinin uyarilmast mimkin
olmaktadir (12, 13, 23). Optogenetik olarak uyarilan KYD elektrofizyolojik ve
hemodinamik olarak diger konvansiyonel metodlarla olusturulan yanitlara benzerdir
(13). Thyl-ChR2-YFP transgenik fare hatti korteksin 5. tabakasinda, hipokampusta
CA1 ve CA3 piramidal noronlarda, talamus, orta beyin ve beyin sap1 ndronlari,
serebellar ‘mossy’ baglantilar ve olfaktor bulbus mitral hiicrelerinde ChR2 eksprese
etmektedir (Sekil 2.5). Optogenetik yontemde kemik {izerinden uygulanan mavi 151k

ile néronlar uyarilabilmekte ve KYD olusumu saglanabilmektedir (12). KYD uyarimi
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icin gerekli esik ve esik {istli degerler enstitli blinyesinde daha onceki ¢aligmalarda

saptanmis ve optimize edilmistir (11).

Sekil 2.5 Thyl-ChR2-YFP transgenik hayvaninda ChR2 eksprese eden kortikal ve
subkortikal yapilar (11).

Bu metodlar kullanilarak ortaya ¢ikan yanitlarin sematize edilmis hali Sekil

2.6’da yer almaktadir.
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Sekil 2.6 Deneysel migren modelleri ile ortaya ¢ikan yanitlarin sematize anlatim.
TG noronlarinin periferal uzantilart pial ve dural damarlarda, santral uzantilari ise
TNC de sonlanmaktadir. TNC talamusa projekte olurken parasempatik superior
salivatuar ¢ekirdege de kollateraller gondermektedir, bu lifler sfenopalatin gangliyon
istlinden dural damarlar1 innerve etmektedir. TVS aktivasyonu ile damar ¢evresindeki
sinir sonlanmalarindan saliverilen ¢esitli peptid ve mediyatorler araciligi ile dural
vazodilatasyon, plazma proteini ekstravazasyonu ve mast hiicre degraniilasyonuna
ortaya ¢ikar. TVS dura ya da TG’nin elektriksel uyarimi, inflamatuar mediat6rlerin
dural uygulanmasi, ve KYD (igne batirma, KCI, elektriksel uyar1) uyarimi ile aktive
edilebilmektedir. KYD ile noéronal panneksin 1 kanallar1 agilarak parankimal
inflamasyonu ve ardindan TVS’de inflamatuar yaniti tetiklemektedir (10).

2.4 Migren ve Kortikal Yayilan Depolarizasyon

Migren patofizyolojisi tam olarak agiklanamamakla birlikte KYD auranin
elektrofizyolojik karsilig1 olarak kabul edilmekte ve agrinin olusumunda etkisi oldugu
One siiriilmektedir (2, 24). KYD ilk defa 1940’larda Leao tarafindan tanimlanmistir
(Sekil 2.7)(4); bu fenomen noronal, glial ve vaskiiler fonksiyonlarda degisiklige neden

olan yavas ilerleyen bir dalga olarak tanimlanmaktadir (24, 25).
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Sekil 2.7 Leao tarafindan tanimlanan tavsan beyninde olusturulmus KYD kaydh.
Frontal korteksten yapilan elektriksel uyarimin 1’den 7°ye dogru numaralandirilan ve
anteriordan posteriora yerlestirilmis elektrodlardan alinan Kkayitta, elektriksel
aktivitedeki yayilan depresyonu goriilmektedir (4).

KYD deneysel olarak farkli yontemler ile (elektriksel, mekanik, kimyasal ve
optogenetik) olusturulabilmektedir (26). KYD, depolarizan uyaranlarin ekstraselliiler
potasyumun kritik esik degerin iistiine ¢ikmasini saglayacak sekilde tetiklenmesi ile
ortaya ¢ikmaktadir (26, 27). KYD sirasinda iligkili beyin bolgesindeki hiicrelerde
masif olarak K*, norotransmitter ve glutamat’in hiicre diginda artigi, buna karsin Na”,
Ca™ ve H2O’nun hiicre igine girisi ile neredeyse tam bir membran depolarizasyonu
ortaya ¢ikmakta ve noronal sisme meydana gelmektedir (1). Yayilan depolarizasyon
dalgasinin doku metabolizmasi, perfiizyonu, ikincil mesajc1 aktivitesi ve gen
ekspresyonu tizerine belirgin etkisi vardir (1). Yayilan depolarizasyon dalgasi sadece
migrende tanimlanmamustir, ayni zamanda serebral iskemi, beyin kanamas: ve kafa
travmast sonrasi insan beyninde de kayitlanmistir (1, 28). KYD olusumunu
kolaylastiran ya da azaltan faktorler mevcuttur (Sekil 2.8)(24). Kadin cinsiyet, Gstrojen
hormonu, FHM mutasyonu yatkinlig1 arttirirken, androjen hormonlarinin yatkinligi

azalttig1 bilinmektedir.
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Sekil 2.8 KYD; risk faktorleri, tetikleyicileri, mekanizmalar1 ve fonksiyonel sonuglari
(24). FHM: familyal hemiplejik migren

Deneysel modeller yayilan depolarizasyon dalgasinin trigeminal nosiseptif
yolaklar tetikledigini gostermektedir. Yakin zamanda yapilan bir calismada siganda
korteksi uyararak tetiklenen KYD sonrasinda leptomeningel inflamasyonun
tetiklendigi gosterilmistir (29). KYD ayni zamanda pial ve dural makrofaj ve dendritik
hiicrelerin aktivasyonu ve glimfatik yollarin kapanmasi ile de iligkilidir (1).

KYD olusumunda astrositlerin rolii oldugunu gdsteren caligmalar mevcuttur
(7, 30). Bu ¢alismalarda astrositlerde néronal aktivasyon sirasinda ortaya ¢ikanlara
benzer olan kalsiyum dalgalarimin olustugu gosterilmistir. Ancak bu dalgalarda
farmakolojik olarak yapilan blokajin KYD olusumunu baskilamadigi goriiliince,
astrositlerin daha ¢ok yayilimi destekledigi diisiiniilmiistiir (24). Buna karsin ailesel
hemiplejik migren tip 2°de saptanan ve birincil olarak astrositlerde ifade edilen Na*/K*

ATPaz’1 kodlayan gende ortaya ¢ikan mutasyon, primer olarak astrositlerde olusan bir
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fonksiyon bozuklugunun KYD baslatilmasinda rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.
Daha da 6nemlisi Baca ve arkadaglar1 optogenetik yontem ile astrositleri uyararak
KYD olusumunu gostermislerdir (24).

Literatiirde ve enstitiimiizde yapilan calismalarda KYD olusumunda ve
yayiliminda parankimal inflamasyonun rolii oldugu gosterilmistir (2, 23). Bu
calismalarda KYD ile ortaya ¢gikan uyarimin ndronal Panneksin 1 kanal aktivasyonuna
ve bunu takiben inflamazom olusumu ve proinflamatuvar sitokinlerin saliverilmesi ile
astrositlerde NF-kB aktivasyonuna neden oldugu saptanmistir (2). NF-xB aktivasyonu

sonucu ortaya ¢ikan mediyatorler ile pial damarlarin ve bunlarin ¢evresindeki

trigeminal agri liflerinin uyarildig1 6ne siiriilmektedir (Sekil 2.9)(2).

’ W&@Wﬁ B o

R TG

-
........

~
------

Caspasel
activation
Brainstem

Sekil 2.9 Kortikal yayilan depolarizasyonun tetiklenmesi ile ortaya ¢ikan parankimal
inflamatuar yanit ve neden oldugu sinyalizasyon yolaginin sematik ¢izimi (2).

2.5 Migren, Noroinflamasyon ve Astrositlerin Rolii

Noroinflamasyon agrili uyaranlarin baslattig1 adaptif bir cevaptir ve santral sinir

sisteminde birgok hastaligim patofizyolojisinde rol alir (31). Inflamasyon sitokin,
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kemokin, reaktif oksijen tiirleri ve ikincil mesajcilarin olusumu ile yayilir ve bu
mediyatorler santral sinir sisteminin glial hiicreleri (mikroglia ve astrositler),
endotelyal hiicreler ve periferal immiin hiicrelerce tiretilir (32). Noroinflamasyonun
derecesi de primer uyarana ve siiresine gore degiskenlik gosterir (32).
Noroinflamasyon hastalik siireclerinde hasarin siddetini arttirabildigi gibi, immiin
gozetleme, gelisim, hafiza ve 6grenme gibi siireclerde ise olumlu rol oynamaktadir
(32)(Sekil 2.10).

Patolojik olan néroinflamasyonda glial hiicrelerde anlamli derecede kemokin ve
sitokin tiretimi meydana gelir, beraberinde kan beyin bariyerinin permeabilitesinde
artma ve bozulma, periferal immiin hiicrelerin infiltrasyonu ve 6dem meydana gelir

(32).
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Sekil 2.10 Noroinflamasyonun pozitif ve negatif 6zellikleri.

Immiin sinyallerin santral sinir sisteminde destekleyici mi yikict m1 yanit olusturacag
inflamasyonun yogunlugu ve siiresi ile iligkilidir. Sol tarafta gosterildigi tizere kisa ve
kontrollii inflamatuar yanitlar konak organizmaya faydali kabul edilmektedir.
Ornegin, enfeksiyon sonrasi immiin sistemin beyine gonderdigi sinyaller konakta
hasta davranislarini tetiklemekte ve Onceliklerini tekrar belirlemesini ve organize
etmesini saglamaktadir. Ek olarak IL-1 ve IL-4’lin 6grenme ve bellek lizerinde 6nemli
rolii vardir. Travmatik beyin hasarinmi takiben IL-4 iyilesme ve aksonal biiylimeyi
destekler. Buna karsin sag tarafta ise daha c¢ok maladaptif inflamatuar yanitlar
gosterilmektedir. Burada sitokin (IL-1, TNF) reaktif oksijen tiirleri ve diger
inflamatuar mediatorlerin liretiminde artis ile karakterize kronik, kontrolsiiz bir
inflamasyon s6z konusudur. Bu belirtegler travmatik beyin hasarimi takiben artis
gostermektedir ve hasar alanina periferik makrojaj ve nétrofillerin gocii bu duruma
eslik etmektedir. Tekrarlayan sosyal yenilgi stresinden sonra ortaya ¢ikan gegici
inflamasyon, monosit ve makrofajlar1 siirece katmakta ve bunun sonucunda anksiyete
ve depresyona neden olmaktadir. Travmanin akut fazini takiben yasla iliskili 1L-1 ve
IL-6 ile olusturulan kronik inflamatuar cevap noronal plastisiteyi bozmakta ve kognitif
bozulmaya neden olmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarda ise daha yliksek dereceli
kronik inflamasyon ile karakterize bir hasar s6z konusudur (32).

Migrende ise TVS’de néronal aktiviteye cevaben bir inflamatuar reaksiyon

ortaya ¢ikar (5). Migren bas agrisimin TVS aktivasyonu sonucu ortaya ¢iktigi
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diistintilmektedir. Trigeminal sinir sonlanmalar1 dural damarlar1 inerve etmektedir.
Trigeminal sinir uyarimi ile CGRP, P maddesi ve nitrik oksit perivaskiiler alana
saliverilmekte ve bu da kan akiminda artis, duramatere protein ekstravazasyonu ile
sonug¢lanmaktadir (3).

KYD ise auranin elektrofizyolojik bir karsiligi olarak kabul edilmekte ve bas
agrisiin baslamasinda parankimal ndroinflamatuar sinyaller {izerinden rolii oldugu
diistiniilmektedir. KYD olusumunu takiben ndronal panneksin 1 megakanallari
acilmakta ve bunun sonucunda kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1B ve yiiksek mobilite
HMGBI saliverilmesi ger¢eklesmektedir (2, 14, 33). Bu ndronal reaksiyon ¢evredeki
astrositlerde NF-«kf nin ¢ekirdege translokasyonuna ve COX ve iNOS gibi inflamatuar
genlerin transkripsiyonuna ve glia limitanst olusturan astrositik ayaklardan AA ve
potasyumun perivaskiiler alana yayilmasina neden olur (5). Bu kaskadin meningeal
damarlarin ¢evresindeki trigeminal sinirleri aktive edebilecegi diistiniilmektedir (5).

Bunlara ek olarak 13 aurali migren hastasi ile saglikli kontrolleri karsilastirmis
ve, inflamasyon sonucu ifadesi artan gliyal bir belirte¢ olan 18 kDa translokator
proteinine baglanan (11C)PBR28 radyoligandi kullanilarak yapilan PET-MRG
calismasinda migren hastalarindaki kortikal ve subkortikal yapilarda inflamasyonun

varhigr gosterilmistir (20)(Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 PET-MRG calismasinda migren hastalariin beyinlerinde saglikli
kontrollere gére inflamatuar tutulumun anlamli olarak farkli oldugu bolgeler.
(A) [11C]PBR28 tutulumunun gruplar arasindaki farki beyin yiizey
projeksiyonlarinda gosterilmistir. (B) Oksipital korteksi gostermektedir. Sol
hemisfer sol tarafta; sag hemisfer sag tarafta gosterilmistir. Ac¢ik gri ¢izgiler
giruslari, koyu gri cizgiler sulkuslar1 temsil etmektedir. (C) Subkortikal
radyoligand tutulumunun aksiyel bir kesitte gosterilmesi. CS = Kalkarin sulkus;
M1 = Primer motor korteks; MTG = Orta temporal girus; plns = Posterior insula;
OFC = Orbitofrontal korteks; S1/S2 = Primer/ sekonder somatosensor korteks;
SMG = Supramarjinal girus; STG = Siiperior temporal girus; TOS = Transvers
oksipital sulkus; V1 = Primer gorme korteksi; vmPFC = Ventromediyal
prefrontal korteks (34).
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KYD aslinda glukoz ve ATP konsantrasyonun yaklasik %50 azalmasina neden
olan yiliksek enerji isteyen bir metabolik stres durumudur. Bu silire¢ norovaskiiler
tiniteyi (NVU) aktive edebilir. NVU’da astrosit son ayaklari, perisitler, parankimal
noronal projeksiyonlar, perivaskiiler néronlar, diiz kas hiicreleri ve endotel gibi pek
cok farkli hiicre yapisi mevcuttur (35). NVU aktivasyonu beraberinde kan akimi
degisikligine neden olmaktadir (35). Astrositler noroinflamasyonda hem
proinflamatuar sitokin kaynagi hem de noronlarin artmis enerji ihtiyacina destek
olmaktadirlar. Astrositler SSS’de enerji metabolizmasi {irlinlerini saglarlar,
ekstraselliiler sivi ve elektrolit dengesini kontrol ederler ve glikojen sentezleyerek
metabolik hemostazi regiile ederler (35). Glukoz beynin primer enerji kaynagi iken
nadiren direk noéronlara girer. Normalde kan beyin bariyerini gectikten sonra
astrositlere gecer ve orada islendikten sonra laktat olarak ndronlara verilir (35). KYD
sirasinda ekstraselliiler ortama ¢ikan yiiksek miktardaki glutamat ise glutamat tasiyici
1 (GLT1) ve glutamat aspartat tastyict (GLAST) yolu ile astrosite girer ve glutamine
doniistir. Glutamin ekzositoz yolu ile astrositi terkeder ve endositoz ile ndronlara giris
yapar ve glutamata doniistiiriilerek sinaptik araliga verilir. Bu siirece glutamat-
glutamin dongiisii ad1 verilir ve bu yolla glutamatin eksitotoksik etkisi sinirlandirilmig
olur (Sekil 2.12)(35). Astrositin diger bir 6nemli gérevi ise ndronal aktivite sirasinda

hiicre digina saliverilen K*’u sinaptik araliktan uzaklagtirmaktir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.12 KYD’de néron ve astrositlerin sinaptik fizyolojik aktivitesi.

Glukoz tasiyict 1 (GLT1) esas olarak astrositler ve endotelyal hiicrelerde eksprese
olurlar. Glukoz kan beyin bariyerinden GLT1 araciligi ile astrosite girmektedir (1
no’lu basamak) ve oksidatif metabolizma araciligi ile laktat olusturmaktadir (2 no‘lu
basamak). Laktat ndrona piruvat olusturmak iizere monokarboksilat tasiyic1 (MCT) ile
girmekte, sonrasinda asetil KoA olusturarak trikarboksilik asid dongiisiine (TCA)
girmektedir (3 no’lu basamak). KYD sirasinda sinaptik araliktaki artmig K* astrosit
igine giris yapmaktadir (4 no’lu basamak), bu durum astrosit son ayaklarinda sismeye
neden olmaktadir. Glutamat (Glu) KYD sirasinda noéronlardan masif miktarda
saliverilir. Glu tasiyuict 1 (GLT-1) ve glu aspartat tasiyici (GLAST) araciligr ile Glu
astrosite gec¢is yapar ve glutamin (Gln) olusturur. Gln astrositleri ekzositoz ile
terkederken ndronlara endositoz ile giris yapar ve Glu’a doniistiiriilerek sinaptik
araliga verilir. Bu siire¢ Glu-Gln dongiisii olarak bilinmektedir (5 no’lu basamak)(35).
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Sekil 2.13 Kortikal yayilan depolarizasyonda astrositlerin roliiniin sematik anlatimi
Astrosit son ayaklarmin sismesinden asir1 aktif Ca®* ve K* infliiksii sorumludur. Son
ayaklardaki sigsme perivaskiiler mesafenin kapanmasina, glimfatik sistemdeki
dolagimin yavaslamasina ve noroinflamasyonun artisina neden olmaktadir. Timor
nekrozis faktor-a (TNF-a) glutamat tasiyict 1 (GLT-1) sentezini bozmakta ve sinaptik
aralikta glutamat birikime ve persistan KYD’ye yol agmaktadir (35). GLT-1;
glutamate tasiyici 1, PVS; perivaskiiler bosluk.

KYD’nin meningeal nosiseptorleri uyarmasi halinde de daha Once
bahsettigimiz sekilde noronal panneksin 1 megakanallarinin agilmasi ile baslayan
kaskad noroinflamasyon ile sonuglanir. KYD astrositlerde reaktif proliferasyona
neden olmaktadir ve bu da sitokin saliverilmesine neden olarak inflamasyonu
artirmaktadir.  Astrositlerin  ayaks: uzantilarindan vaskiiler uzantilar olarak
adlandirilanlar1 komsu damar duvarina yapisik ve kan akimini kontrol ederken,

noronlarla kontakt halinde olan ayaksi c¢ikintilar1 ise noronal aktiviteyi hissederek
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gerekli tiriinleri tagirlar (35). KYD sirasinda ortaya ¢ikan damar ¢apindaki degisiklik
perivaskiiler bosluklarin kapanmasina ve glimfatik sistemin bozulmasina neden olur
Ki, bu da ortamdaki proinflamatuar sitokinlerin uzaklastirilamamasina yol agarak
hiicrede olumsuz anlamda kisir bir dongii yaratir (35).

Astrositlerin KYD ile birlikte reaktif olarak aktivasyonu ve ortaya cikan
proinflamatuar yanitta rolii oldugu son yillarda galisilmaktadir (2). Bu siiregte
inflamazom aktivasyonun rolii oldugu bilinmekle birlikte bu yolakta en ¢ok NLRP3
tizerine ¢alismalar yapilmistir (6). Literatiirde ve enstitiimiizde yapilan ¢alismalarda
KYD tetiklenmesi sonucunda olusan parankimal noroinflamasyonda 6zellikle NLRP3
inflamazom kompleks olusumu ve aktivasyonunun rol oynadigi gosterilmistir.
Minkiewicz ve arkadaslarinin hiicre kiiltiiriinde gosterdigi iizere astrositlerde 6zellikle
NLRP2 inflamazomunun varligt bu inflamazomun panneksin 1 ve piirinerjik
reseptorler izerinden aktive olmast KYD sirasinda rolii olabilecegini diisiindiirtmiistiir
(15). Buna ek olarak NLRP2’nin literatiirdeki farkli dokularda gosterilen hem
proinflamatuar hem de NF-«f iizerine inhibitor etki olmak tizere dual etkisi nedeni ile

KYD siirecinde nasil rol alacagi ayr1 bir merak uyandirmistir.

2.6 inflamazomlar

Inflamazom, ilk olarak 2000’lerin basinda tanimlanmus olup, dogal immiinitenin
bir pargasi olan nod benzeri reseptor (NLR) ailesinin bir iyesidir (36-38). NLR
ailesinin 5 alt tiyesi vardir ve N-terminal domainlerine gore isimlendirilirler. NLRP
ailesi ise N-terminalinde pirin domaini (PYD) olan gruptur. NLRP ailesinin insanda
tanimlanmis 14 {yesi vardir (36). Hasar iligkili (DAMP) ve patojen iliskli molekiiler
paternlerce (PAMP) aktive olmaktadirlar (39). Inflamazom kompleksinin olusumu ise
proinflamatuar molekiillerin aktive olmasi ile sonuglanmaktadir. Inflamazomlarin
norodejeneratif hastaliklar, enfeksiydz hastaliklar gibi birgok ndrolojik hastaligin
patogenezinde yer aldig1 diisiiniilmektedir (39). Inflamazom ailesinin icerdikleri
molekiiler yapilara gore farkli 6zellikleri olan bir¢ok iiyesi vardir. Bu molekiiler
yapilar arasinda C-terminal 16sinden zengin tekrar (LRR), pirin domaini, NACHT
ATPaz domaini ve kaspaz kabul bolgesi (CARD) sayilabilir (Sekil 2.14)(39).
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Sekil 2.14 Inflamazom ve inflamazom kompleksinin yapist.

a, Insan NLRP1’i pirin domaini (PYD), NACHT ATPaz domaini ve 18sinden zengin
tekrar (LRR), FIIND (‘function to find domain’) domaini ve CARD’1 (‘caspase
recruitement domain’) icermektedir. Kaspaz 1 ‘i ASC (‘associated speck like proteinn
containin a CARD”) dimeri CARD-CARD baglantisi iizerinden temin eder. NLRP1
bakteriyel toksinlerce aktive olur. b, Bu NLR ailesi PYD, LRR ve NACHT domaini
icermektedir. Kaspaz 1 PYD-PYD baglantist yolu il etemin edilir. NLRP2 ATP ile,
NLRP3, 6, 7 ve 12 ise patojen iligkili molekiiler pattern ve hasar iligkili molekiiler
patternce aktive olur. Bunlara ek olarak NLRP3 amiloid-B, tau ve a-siniiklein gibi
norolojik hastaliklarla iliskili proteinlerle de aktive olmaktadir. ¢, NLRC4, LRR,
NACHT ve CARD domaini igerir. ASC dimeri tizerinden kaspazi temin eder, CARD-
CARD baglantisi ile iligkilidir. Bakteriyel flagellin ile aktive olur. d, AIM2 ve IF116
inflamazomlar1t HIN-200 ve PYD domaini igerir. Kaspaz 1’1 ASC {izerinden temin
eder, PYD-PYD etkilesimi ile iligkilidir. e, pirin inflamazomu B30.2, ‘coiled-coil’ ve
‘zinc finger B-Box’ ve PYD domaini igerir. PYD-PYD etkilesimi ile iligkili olan ASC
domaini iizerinden kaspaz 1’i temin eder. Pirin, RhoA-GTPaz’1 inaktive eden
bakteriyel toksinlerce aktive olur. f, inflamazom aktivasyonu, oligomerizasyon
inflamazom kompleksi olusumunu saglar. Bu durum otoproeolitik kesme ile aktif
kaspaz 1 olusumunu saglar. Aktif kaspaz 1 pro-IL-1p ve pro IL-18’1 matiir IL-1p ve
IL-18’e gevirir, ayn1 zamanda hiicre membraninda delikler olusmasina ve sitokin
saliverilmesine izinn veren gesdermin D’yi boler (39).
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NLR ailesinden NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12 ve
NLRC4 inflamazom komplekslerinin olusabilecegi bilinmektedir (39). Inflamazom
kompleksi olusumunda farkl sinyaller farklt NLR’leri uyarabilir. Ornegin NLRP3 i¢in
PAMP bir uyaran iken NLRC4 icin bakteriyel flagellin, NLRP1 i¢in bakteriyel
toksinler, NLRP2 i¢in ise ATP bir uyarandir (15, 39).

NLRP’lerle ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda santral sinir sisteminde ana
ifadelenme 6zellikleri tanimlanmaya c¢alisilmistir. Bu calismalarda NLRP1 ve NLRP3
mikroglialarda, NLRP2 ve NLRP3 astrositlerde, NLRP2 dorsal kok gangliyonunda ve
noral kok hiicrelerde, AIM2 ve NLRP1 noronlarda, ve yakin zamanda Alzheimer
hastalik modelinde oligodendrositlerde NLRP3’lin uyarildigi gosterilmistir (40).
Ozellikle NLRP1 ve NLRP3 en ¢ok incelenen inflamazomlar olup néroinflamasyonda
kritik rol almaktadir (40, 41).

Inflamazom aktivasyonu iki basamaklidir; sinyal 1 (hazirlayan/priming) ve
sinyal 2 (yetkilendiren/licensing)(39, 42, 43). Hastaliklarin patogenezinde en ¢ok
caligilan tiyelerden biri olan NLRP3 iizerinden inflamazom aktivasyonunu anlatirsak
ornegin bakteriyel polisakkaridlerin TLR4’e baglanmasi, hazirlayan sinyal yani sinyal
1’dir. Bu baglanma ile NF-«kf sinyalizasyonu aktive olur. Hiicre ¢ekirdeginde NF-«f3
bagimli, inflamazom aktivasyonu i¢in gerekli olan NLRP3, pro-1L-1p, pro-IL-18 gen
transkripsiyonunu uyarir. Bu agsamadan sonra inflamazom kompleks olusumu igin 2.
bir sinyale ihtiyag vardir ki NLRP3 i¢in bu sinyal hasarli mitokondriyal materyal
olabilir. K* un disar1 atilmasi, mitokondriyal hasar, lizozomal disfonksiyon gibi ikincil
sinyallerin varliginda da inflamazom aktivasyonu olmakta ve bunun sonucunda
kaspazl aktif formuna gegerek pro -IL-1p ve pro-1L-18’i aktif formu olan IL-1p’a ve
IL-18’e¢ doniistirmektedir. Bu kaskad sonucunda ortama sitokinler saliverilerek
inflamatuar bir stire¢ baslamaktadir (Sekil 2.15)(39, 44).
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Sekil 2.15 NF-«kf sinyalizasyonu ve inflamazom aktivasyonu.

NLRP3 inflamazomunun regiilasyonunda NF-xf rol almaktadir. NLRP3
inflamazomunun aktivasyonu igin baglatici ve aktive edici olmak {izere 2 sinyal
gerekmektedir. NF-kp sinyalizasyonunu aktive eden en prototip Ornek bakteriyel
lipopolisakaritin TLR4’e baglanmasidir. Cekirdege transloke oldugunda aktif olan
NF-«xf, NLRP3, pro IL-1B, pro-1L18 gibi NF-kp bagimli genlerin transkripsiyonunu
arttirmaktadir. NLRP3 agonistlerince saglanan ve inflamazom aktivasyonuna neden
olan ikinci sinyal ile inflamazom kiimelenmesi ve matiir IL-1B saliverilmesi
tetiklenmektedir. Giinlimiizde mitokondriyal hasar en ¢ok calisilan NLRP3 aktivasyon
tetikleyicisidir. NF-«kf otofaji reseptorii p62°nin kiimelenmesinin gecikmesini tetikler,
mitofajik eliminasyon {izerinden inflamazom aktivasyonunu negatif yonde regiile eder
(44).

NLRP ailesinin iiyelerinden NLRP2 intraselliiler bir protein olup NALP2,
PAN1, NBS1, CLR19. 9 ve PYPAF2, olarak da adlandirilmaktadir. NLRP2 2012
yilinda kesfedilmistir. NLR ailesinin diger iiyelerinde oldugu gibi N terminalinde pirin
domaini, santralde NACHT domaini ve C-terminalinde LRR’ler igerir (Sekil 2.16).
19. kromozomda 19q13-42 bolgesinde lokalizedir. NLRP2’nin inflamatuar yanitlarda
ATP ile uyarilan inflamazom kompleksi olusumu ve en nihayetinde proinflamatuar
sitokinlerin saliverilmesi ile sonug¢lanan inflamasyonu arttirici etkisi oldugu kadar NF-
kf tizerinden diizenleyici etkisi oldugunu diisiindiiren ¢alismalar da mevcuttur (Sekil
2.16)(36). NLRP2 viicutta bir ¢ok sistemde rol almakta, immiin sistem diginda da
Ornegin lireme sisteminde rolii bulunmakta, viicutta ise en fazla plasenta, akciger ve
timusda eksprese olmaktadir (36). NLRP2 mutasyonunun disilerde infertiliteye neden

oldugu gosterilmistir (45). Embriyonik gelisim {izerine etkileri konusunda bir¢ok
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calisma mevcuttur. Ozellikle erken embriyonik gelisim iizerine etkili oldugunu
gosteren yaymlar vardir. NLRP2 eksikligi erken embriyogenezi dnlemektedir (36,
40)(Sekil 2.17). Buna ek olarak NF-kB inhibisyonu iizerinden tiimdrogenezi inhibe
ettigi glioblastom ve akciger adenokarsinomunda gosterilmistir (46, 47). Ayrica
sistinozisde, proksimal tiibiiler epitelyal hiicrelerde, NLRP2’nin asir1 ifadelenmesinin
inflamazom aktivasyonu olmaksizin NF-«kf aktivasyonu ile proinflamatuar sitokin ve
kemokinlerin artisini uyardigi gosterilmistir (Sekil 2.17)(48).

NLRP2 beyinde de ecksprese olmaktadir (49). Norolojik hastaliklardaki
patogenezde NLRP2’nin roliine yonelik son yillarda az sayida ¢alisma bulunmakla
beraber NLRP2’nin inflamazom yolagi {lizerine etkilerini inceleyen hastalik
modellerinde farkli sonuglar bildirilmistir (40). Bir ¢alismada santral sinir sistemi
hasarma bagli ortaya ¢ikan inflamasyonu NLRP2'nin baskiladigi gosterilmistir.
Glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) analogu NLRP2 aktivasyonunu inhibe ederek

Alzheimer Hastaligi’nda olusan ndroinflamasyonu baskilamistir (50).
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Sekil 2.17 NLRP2’nin ¢esitli hastaliklarda goriilen ortak ve farkli mekanizmalarla
etkileri.

(a) Santral sinir sistemi hastaliklarinda NLRP2 ifadelenmesi artmakta, inflamasyon ve
piropitozu tetiklemektedir. (b) NLRP2 SCMC formasyonunda yer almakta ve erken
embriyonik gelisimde NLRP2-FAF1 krtitik rol oynamaktadir. (¢) NLRP2 glioblastom
ve akciger adenokarsinomunda NF-kB sinyalizasyonunu inhibe ederek tiimorogenezi
inhibe etmektedir. (d) NLRP2 sistinozisde proinflamatuar ve antiapopitotik cevabi
diizenlemektedir. (e) Alkolik olmayan yagh karaciger hastaliginda NLRP2
ifadelenmesinin inhibisyonu Nrf2 yolagmi baskilayarak hepatik steatozu
hizlandirmigtir. AD, Alzheimer hastaligi; CFA, Freund adjuvant; EMT, epitelyal-
mezenkimal gegis; FAF1, Fas-iligkili protein faktdr 1; IL-1p, interlokin-1p; 1L-18,
interlokin-18; NAFLD, nonalkolik yagli karaciger hastaligi; NF-xB, nuclear faktor
kappa B; Nrf2, NF-E2-iligkili faktor 2; OGD/R, oksijen-glukoz deprivasyonu ve
reperfiizyon; ROS, Reaktif oksijen tiirleri; SCMC, subkortikal maternal kompleks
(36).
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NLRP2’nin esas olarak astrositlerde ifade olan inflamazom ailesinin bir {iyesi
oldugu bildirilmistir. Astrositlerde ATP ile uyarilmig panneksin 1/ P2X7 aktivasyonu
sonucu NLRP2 aktivasyonunun oldugu ve olusan inflamazom kompleksinin kaspaz
1’1 aktive ederek inflamatuvar yolagi tetikledigi hiicre kiiltliriinde gosterilmistir (Sekil
2.18). KYD ile tetiklenen ndroinflamasyonun inflamazom yolagi {izerinden
proinflamatuvar yolag: tetikledigi ve astrositlerde NF-kB’yi uyararak inflamasyonu
tetikledigi bilinmektedir. Hemopoetik progenitor hiicreler {izerinde yapilan bir
calismada NF-kB yolagi uyarildiginda NLRP2’nin arttigt ve bu yolak tizerinden
inhibitor etkisi oldugu gosterilmistir (49, 51). Ancak alellik farkliliklarda bu inhibitor
etkinin olmayabilecegi ve kronik inflamatuvar hastaliga yatkinlik yaratabilecegi 6ne
strilmistir (51). Bunlara ek olarak farede iskemik inme modelinde NLRP2’nin
aktivasyonunun serebral iskemi derecesini arttirdigi saptanmistir (16, 52).
Inflamatuvar agr1 hipersensitivitesinin olusumunun dorsal kok gangliyonunda NLRP2
inflamazom aktivasyonu ile iligkili oldugu, ancak diger calismalardan farkli olarak

kiigiik capli ndronlarda ekspresyonunun arttigi in vivo bir ¢alismada gosterilmistir

(17).
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ATP
\ate) =7 ’ INFLAMMATION

Sekil 2.18 ATP ile uyarilan piirinerjik reseptorler ve NLRP2 inflamazom yolag1
iligkisi.

Ekstraselliiler potasyumdaki artis panneksin kanallarimin agilmasma ve ATP
saliverilmesine neden olmaktadir. Ekstraselliller ATP nin artis1 P2X7 reseptoriinii
aktive etmektedir. P2X7 reseptoriiniin agilmasi ve daha fazla potasyumun ¢ikisi ise
panneksin kanallarin1 aktive etmekte ve daha fazla ATP saliverilmesine neden
olmaktadir (pozitif ‘feedback’). Yiiksek ATP panneksin 1’1 inhibe ederek
inflamazomun asirt uyarilmasini ve hiicre Oliimiinii inhibe etmektedir (negatif
‘feedback’) ancak uzamig ATP stimiilasyonu bu inhibisyonu gegersiz kilmaktadir.
Aktive olmus panneksin 1, P2X7 icin por olusturmaktadir. Bu por NLRP2 ile
baglantilidir. Panneksin 1’in uyarilmasi ATP ¢ikisina neden olmakta, NLRP2, ASC ve
kaspaz 1 proteinlerinin yakinlagsmasini uyararak NLRP2 inflamazom aktivasyonu ile
sonuglanan konformasyonel degisiklikleri tetiklemektedir. Buna ek olarak
muhtemelen artmis intraselliler ATP NACHT domainindeki Walker-A motifine
baglanarak NLRP2 oligomerizasyonuna yol a¢cmaktadir. Kaspaz 1, muhtemelen
potasyum ¢ikisinin indiiklemesi sonucu oto-proteoliz ile aktive olmaktadir. Aktif
kaspaz 1 pro IL-1B’i bolmektedir. Astrositlerden saliverilen aktif IL-1p ise hiicre
membranindaki IL-1 reseptoriine baglanarak oto ve parakrin inflamatuar cevabi
uyarmaktadir (15).
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Astrositlerin KYD sonrasi ortaya ¢ikan inflamasyonda rol oynadigina dair
kanitlar mevcuttur. Familial hemiplejik migren 1 (FHM1) fare modelinde bazal
diizeyde astrosit ve mikroglia aktivasyonunun oldugu gosterilmistir (7). Ozellikle
NLRP3’iin astrositlerde aktivasyonunun olmadiginin gosterilmesi ancak astrositlerin
ortaya ¢ikan inflamasyonda yeri oldugunu gosteren kanitlar dolayisi ile KYD’de farkli
bir inflamazom {iyesinin bu siirecte rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir (53). Aym
zamanda NLRP2’nin aktivasyonunda ana uyaran ATP’dir ve KYD’nin uyariminin
ortama ATP saliverilmesine neden olmasi yine panneksin 1 ve pirinerjik
reseptorlerden P2X7°nin ortaya ¢ikan inflamtuar yanitta rolii oldugunun bilinmesi,
NLRP2’nin noéron-glia iletisiminde ve ortaya c¢ikan inflamatuar yanitin
diizenlenmesinde rolii olabilecegi hipotezini dogurmustur. Literatirde KYD’nin
tetikledigi  noro-parainflamasyonda  astrositik  inflamazom yolaginin  roli
incelenmemisgtir. Astrositik inflamazom yolaginin ve 6zellikle NLRP2’nin genetik ve
farmakolojik manipiilasyonlar ile inhibe edilmesinin KYD olusumu iizerine ve ortaya

¢ikan inflamatuvar yanit iizerine etkisi heniiz bilinmemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlarinin Barindirilmasi

Deney hayvanlar1 standart barinma kosullarinda yiyecek ve suya serbest
erisecek sekilde, 12 saatlik aydinlik ve karanlik dongiisiinde, 22 + 3 °C oda
sicakliginda ve %40-60 nem de barindirilmistir.

Tiim calismalar Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri
Enstitiisii Beyin Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirilmis olup, deneyler Hacettepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir (2019/46).
Bu calismada disi ve erkek karisik olarak 33 C57BL/6J Thyl-ChR2-YFP), 33
C57BL/6J (Thy1-ChR27-YFP littermate) ve 36 C57BL/6J fare kullanilmustir (Sekil
3.1, Sekil 3.2).

3.2 Anestezi ve Yasamsal Bulgularin Takibi

Cerrahi islem Oncesinde ve cerrahi sirasinda izofluran (%4 indiiksiyon, %1,75
idame) ile anestezi saglanmistir. Yeterli anestezi derinliginin saglanip saglanmadigini
kontrol etmek i¢in ayak sikistirma yontemi kullanilmistir. Deney hayvanlari cerrahi
islemler i¢in sterotaksik cer¢evede (Digital Lab Standart Stereotaxic Frame, Stoelting,
ABD), dis kulak yollarindan ve burunlarindan sabitlenecek sekilde yerlestirilmistir.
Deney boyunca farelere 2 L/dk oksijen destegi saglanmis ve fareler spontan solunuma
devam edecek sekilde takip edilmistir. Rektal prob yardimiyla farelerin viicut sicakligi
monitorize edilerek homeotermik battaniye ile 37 + 0,5 °C’de olacak sekilde
tutulmustur (Kent Scientific, ABD). Deney sirasinda aralikli olarak ayak sikigtirma

yontemi ile anestezi derinligi kontrol edilmistir.
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Optogenetik Uyanm (n=15) yalanci cerrahi (n=15) naif (n=3)
KYD tetiklenmesi

v
KYD nin Elektrofizyolojik olarak kayit edilmesi

v
Beyin dokusunun ¢ikarilmasi
v %04 PFA 1le kardiyak perfiizyon
Beyin dokusunun ¢ikarilmasi
%4 PFA ile kardiyak perfiizyon
15 dakika 5 saat 24 saat 48 saat 72 saat
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Kriyostat (20 um) ile kesit alinmasi 4—'~

Immiinofléresan igaretleme

Sekil 3.1 Tez sirasinda immiinofldresan isaretleme i¢in yapilan deneylerin 6zeti.
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C57BJL/6 fareler
KClile Uyanim (n=15) yalanci cerrahi (n=15) naif (n=3)
A 4
KYD tetiklenmes:
v
KYD nin Elektrofizyolojik olarak kayit edilmes:
w
Beyin dokusunun ¢ikarilmas:
v (Dekapitasyon)
Beyin dokusunun ¢ikarilmas:
{dekapitasyon)
15 dakika 5 saat 24 saat 48 saat 72 saat
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Kortikal yapilarn diseksiyonu I

Tiim protein 1zolasyonu

Western blotlama

Sekil 3.2 Tez sirasinda western blot i¢in yapilan deneylerin 6zeti.

3.3 Optogenetik Uyarim Yapilacak Farelerin Genotiplemesi

Deneyler optogenetik olarak uyarilabilen transgenik fareler (C57BL/6J Thyl-
ChR2-YFP) ve kontrol grubu olarak C57BL/6J (Thyl-ChR27-YFP ‘littermate)
farelerde planlanmustir.

Protok

ol;

Genotipleme i¢in siitten kesilen farelerin kulaklarindan alkolle temizlendikten

sonra doku parcalar1 alinmis ve asagidaki basamaklar takip edilmistir;

a. Numune Alm ve DNA izolasyonu:

75 ul 25 mM NaOH/0,2 mM EDTA ependorf tiipe eklenir.
Farelerin kulaklarinin u¢ kismindan cerrahi makas ile yaklagik 2

mm’lik parga kesilip ependorf tiipteki 25 mM NaOH/0,2 mM EDTA

igine alinir.
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e Tiipler 98 °C’de 1 saat inkiibe edilir (Diger adim1 yapmaya hazir olana
kadar sicaklik 15 °C’ye diistirilip bekletilebilir).

e Tiiplere 75 pl 40 mM Tris HCI (pH 5,5) eklenir.

e 4000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapilir.

e Siipernatan kismi alinip ayri bir tipe aktarilir. Kisa siireli +4 °C’de,

uzun siireli -20 °C’de saklanir.

b. izole edilen DNA’larin miktar tayini ve konsantrasyonlarinin
esitlenmesi
e izole edilen DNA 6rneklerinden kisa siireli vorteks sonras1 1 pl érnek

alinip nanodrop cihazinda konsantrasyon 6l¢iimii yapilir.

c. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
e Konsantrasyonlar1 2,5 ng/ul olarak esitlenen 6rneklerin PCR islemi i¢in

asagida belirtildigi sekilde reaksiyon bilesenleri hazirlanir:

Reaksiyon Bilesenleri 1X 10X
Hot Start Tag 2X Master Mix (BioLabs 12,5 125
MO0496S) ul ul
Forward primer 5,0 ul 50 pl
Reverse primer 5,0 ul 50 ul
H20 05ul | 5pul
DNA 20l -

e PCR master miks, ‘forward’ primer, ters primer ve H2O igeren karisim
10X olarak hazirlanarak PCR tiiplerine 23,0 ul olarak dagitilir ve her
DNA o6rnegi i¢in ilgili tiipe 2,0 pl DNA 6rnegi eklenir ve asagidaki PCR

kosullarinda reaksiyon gerceklestirilir:



Sicakhk Siire

94 °C 3 dakika

94 °C 30 saniye

60 °C 1 dakika X35
72 °C 1 dakika

72 C 5 dakika

d. Agaroz Jel Elektroforez

%1,5 konsantrasyonda TAE buffer

mikrodalgada agaroz ¢6ziilene kadar 1sitilir.

Mikrodalgadan alinan soliisyon biraz sogutulur ve igine 7-8 ul EtBr eklenir
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ile agaroz soliisyonu hazirlanir,

(Normalde 100 ml soliisyona 5 pl EtBr olacak sekilde konur, daha net goriintii

icin 7-8 pl konulabilir).

Hazirlanan soliisyon taraklar1 yerlestirilmis jel aparatina dokiiliir ve donmaya

birakilir.

Donan jel elektroforez tankina yerlestirilir. PCR’dan alinan tirtinler 10 pl 6rnek

+ 10 ul yiikkleme boyasi (‘orange dye”) olacak sekilde karistirilip kuyucuklara

yiiklenir ve DNA’lar ytiriitiiliir.

Elektroforez sonrasi bant goriilen 6rnekler Thy-1" olarak belirlenir (

Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Thyl-ChR2-YFP genotipi tasiyan farelerin belirlenmesi.

Thyl-ChR2-YFP soldan saga dogru kontrol, negatif kontrol ve 5 fareye ait DNA
ornekleri kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez sonrasi band saptanmasi drnegin
Thyl-ChR2 genotipi tasidigimi ifade etmektedir. Bu 6rneklemde 1, 4 ve 5 no’lu
farelerin Thy1-ChR2 genotipi tasidigi gosterilmistir.

3.4 Optogenetik Yolla Kortikal Yayilan Depolarizasyon Dalgasinin Uyarimi

ve Beyin Dokusunun Eldesi

Deneyler izofluran anestezisi altinda yapilmistir. Thyl-ChR2-YFP transgenik
ve ‘littermate’ fareler anestezi uygulamasini takiben stereotaksik cerceveye
yerlestirilmis  ve stereomikroskop (Zeiss SV6) altinda cerrahi islemler
gerceklestirilmistir. Once orta hatta bir cilt kesisi yapilarak bregma, frontal ve pariyetal
kemikler ortaya konulmustur. Elektrofizyolojik kayit i¢in pariyetal kemik yiiksek hizli
drill ile inceltilmistir. Inceltme esnasinda serum fizyolojik ile kemik sogutulmustur.
Inceltilen kemik bélgesi isaretlenmis ve bir adet Ag-AgCl, pellet elektrot kraniyum
tizerine indirilmistir. Topraklama i¢in bir adet Ag-AgCl, disk elektrot ense kaslarinin
arasina yerlestirilmistir. Elektrotlar Powerlab veri kazanim sistemine baglanmistir.
Elektrofizyolojik kayit baslatilmig ve labchart programi ile fizyolojik kayidin kalitesi
kontrol edilmistir. Kayit stabil hale geldiginde bir adet optogenetik uyar1 frontal kemik
tizerinden 450 nm dalga boyutunda ve 4 mW giiclinde 151k siddetine sahip lazer
kaynag ile, 400 um ¢apinda 0,48 niimerik aperatiir ile yapilmistir. Uyar1 50 mJ
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siddetinde 10 saniye siire ile uygulanmis ve kortikal yayilan depolarizasyon dalgasinin
elektrofizyolojik kayidi alinmistir (Sekil 3.4) KYD olusumunu takiben 15 dakika daha
spontan KYD gelisimi agisindan elektrofizyolojik kayit devam ettirilmis ve bu siirenin

sonunda kayit sonlandirilmistir.
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Sekil 3.4 Optogenetik uyarim sonucu kaydedilen Kortikal Yayilan Depolarizasyon
dalgasinin 6rnegi.

Thyl-ChR2-YFP farede 450 nm dalga boyuna sahip lazer 15181, 400 um ¢apinda ve
0,48 niimerik apertiiriine sahip bir fiberoptik kablo araciligiyla, farelerin sag frontal
kemigi {lizerine yerlestirilerek (bregmanin 1 mm anterioru, 1 mm lateraline)
uygulanmustir. Kortikal yayilan depolarizasyon dalgasini tetiklemek i¢in daha 6nce
laboratuvarimizda saptanan esik degerinin iizerinde (supraesik degeri) olan 50 mW,
10 sn siire ile uyarim verilmistir. Ag-AgCl elektrot ile elektrofizyolojik olarak
kaydedilmistir. Elektrot sag pariyetal kemik iizerine (bregmanin sag 4 mm posterior,
3 mm lateraline) yerlestirilmistir.
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Uyarimi takiben belirlenen zaman noktalarinda deney sonlandirilmas, 5, 24. 48
ve 72 saatte beyin dokusu elde edilmesi planlanan deneylerde ise kesi bolgesi siitiire
edilerek fare anesteziden uyandirilmis ve ilgili zaman diliminde kloralhidrat ile tekrar
anestezi uygulanmistir. Aynmi sekilde kontrol (sham) grubunda da KYD uyarimi
digindaki tim basamaklar uygulanmistir. Naif grupta ise 12-16 haftalik, 20-25 gr
agirh@inda transgenik (n=3) fare kullanilmistir. Naif farede anestezi disinda higbir

islem uygulanmadan perflizyona gecilmistir.

Farelerde kardiyak perfiizyon, deney planina gore uyarimi takiben 15. dakika,
5., 24., 48. ve 72. saatte yapilmistir. Tiim gruplarda beyin dokusu ¢ikarildiktan sonra
%4 PFA’da 24 saat, ardindan %30 sukroz ¢ozeltisi i¢cinde 48 saat kriyoproteksiyon
i¢in bekletilmis, ardindan kriyomikrotomda (Leica CM 1100) 20 nm kalinlikta koronal

kesitler alinmistir.

3.5 Immiinofloresan isaretleme

Immiinofléresan analizlerde kullanilmak {izere her zaman noktas1 icin n=3

olacak sekilde deney gruplari planlanmistir (Tablo 3. 1).

Lam iizerine alinan kesitler islem baglamadan 6nce oda sicakliginda TBS altinda
5 dakika bekletilmistir. Kesitler ilk 6nce 80° derecede 10 dakika sitrat soliisyonu i¢inde
sicak su banyosunda muamele edilmistir. Cikarildiktan sonra oda sicakligina gelmesi
i¢in yaklasik 30 dakika bekletilmistir. Ardindan 10 dakika %0,2’lik Triton X i¢eren
TBS ile muamele edilerek permeabilizasyon yapilmistir. Takiben 0,3M glisin ve
%10’luk normal keg¢i serumu (NGS) igeren blokaj soliisyonu ile 75 dakika bloke
edilmigtir. Daha sonra blokaj soliisyonu iginde 1/100 NLRP2 (15182-1-AP
Proteintech) iceren soliisyonda +4 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonu
takiben kesitler 3 defa 5’er dakika TBS ile yikanmis ardindan Ke¢i anti tavsan sekonder
antikor (1/200 Goat Anti Rabbit Alexa fluoro 488 Abcam-ab150077) ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. U¢ defa 5’er dakika TBS ile yikamay1 takiben
Hoechst-33258 ile kapatilmis ve konfokal mikroskobi ile goriintiiler alinmustir.
Isaretlenen hiicreleri tanimlayabilmek icin ikili isaretlemeler yapilmistir. Bu
deneylerde noronlarin isaretlenmesinde NeuN (1/150, Milipore MAB377), astrositler
icin ise S100pB (1/150, Atlas antibodies MABO03629) kullanilmustir. Ikili isaretleme
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yapilan deneylerde Hoechst basamagindan once kesitler +4°C’de 24 saat ilgili antikor
ile, yikamayr takiben uygun sekonder (Goat anti Mouse Cy3, Jackson
Immunoresearch) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Basamaklar arasinda

TBS ile 3 kez 5’er dakikalik yikama yapilmustir.

Tablo 3. 1 Immiinofloresan isaretleme igin yapilan deneylerde zaman noktalaria
gore fare sayis1 ve dagilimi

DENEY Sham (‘littermate’) Igyl-ChRZ-YFP
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 i¢in Beyin Eldesine Yonelik Yapilan Deneyler

Western blot analizlerinde kullanilmak iizere her zaman noktasi igin gruplarda

n=3 olacak sekilde deneyler planlanmistir (Tablo 3. 2).

Bu deneylerde denek olarak C57/BL6J fareler kullanilmigtir. Bunun nedeni
optogenetik transgenik fare tiretiminin yavas olmasi nedeniyle yeterli sayida farenin
uygun zamanda temin edilememesi, laboratuvarda baska projelerde de bu transgenik
farelerin kullaniliyor olmasi ve farkli KYD uyarim yontemi kullanilarak NLRP2
inflamazom cevabmin incelenmesinin planlanmis olmasidir. KYD dalgasinin
tetiklenmesi i¢in optogenetik yontem disinda farkli bir yontem kullanilmistir. Bu
donemde laboratuvarda denenen, cerrahi olarak minimal invaziv girisimlerin
kullanildigy, kafa kemiginde delik (burrhole) agilmaksizin yeterli inceltme yapildiktan
sonra KCl ile KYD uyariminin saglandigi yontem tercih edilmistir (Sekil 3.5). Bu
siiregte Tablo 3. 2’de belirtilen deney gruplarindan Western Blotlama analizi i¢in

korteks dokular1 elde edilmistir.
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Deneyler izofluran anestezisi altinda yapilmistir. C57/BL6J fareler anestezi
uygulamasini takiben stereotaksik ¢erceveye yerlestirilmis ve stereomikroskop (Zeiss
SV6) altinda cerrahi islemler gergeklestirilmistir. Once orta hatta bir cilt kesisi
yapilarak bregma, frontal ve pariyetal kemikler ortaya konulmustur. Frontal korteks
tizerindeki 2-3 mm biiyiikligiinde bir bolge inceltilmistir. Elektrofizyolojik kayit igin
ise pariyetal kemik yiiksek hizli drill ile inceltilmistir. Inceltme esnasinda serum
fizyolojik ile kemik sogutulmustur. inceltilen kemik bolgesi isaretlenmis ve bir adet
Ag-AgCl; pellet elektrot kraniyum tizerine indirilmistir. Topraklama igin bir adet Ag-
AQCl; disk elektrot ense kaslarinin arasina yerlestirilmistir. Elektrotlar Powerlab veri
kazanim sistemine baglanmistir. Elektrofizyolojik kayit baslatilmis ve labchart
programi ile fizyolojik kayidin kalitesi kontrol edilmistir. Kayit stabil hale geldiginde
frontal bolgedeki inceltilmis alana KYD indiiklemek amaciyla 1 M KCI emdirilmis
pamuk topu yerlestirilmistir. Tek KYD elde etmek i¢in pamuk topu KYD olusumunu
takiben kaldirilmig ve alan serum fizyolojik ile yikanmistir, olusan KYD dalgas1 veri
kazanim ve analiz sistemi (Powerlab, ADInstruments) ile kaydedilmistir. Devaminda
spontan KYD olusumuna kars1 kayit, ilk KYD’yi takiben 15 dakika daha devam
ettirilmistir. Sham gruplarinda KCl yerine serum fizyolojik emdirilmis pamuk topu
inceltilmis kemik bolgesine yerlestirilmis ve 15 dakika boyunca elektrofizyolojik

olarak spontan K'YD olusmadigini gérmek tizere kayit alinmistir.
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Sekil 3.5 KCl ile yapilan KYD uyarimi denek diizenegi.

Bu diizenekte kemik intakt olacak sekilde frontal bolgede yiiksek hizli drill ile
inceltme yapilmaktadir. Inceltilen bélgeye KCl emdirilmis pamuk toplari
yerlestirilmekte ve KYD olusumu elektrofizyolojik olarak takip edilmektedir. KYD
olusumunu takiben alan serum fizyolojik ile temizlenmekte boylece tekrarlayan KYD
gelisimi Onlenmeye calisilmaktadir. Sham gruplarinda KCI yerine serum fizyolojik
emdirilmis pamuk topu inceltilmis bolgeye yerlestirilmektedir.

Tablo 3. 2 Western Blot Goriintiileme i¢in yapilan deneylerin zaman noktalarina
gore denek sayis1 ve dagilimi.

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)

Uyarimi takiben belirlenen zaman noktalarinda deney sonlandirilmais, 5, 24, 48
ve 72 saatte beyin dokusu elde edilmesi planlanan deneklerde ise kesi bolgesi siitiire
edilerek fare anesteziden uyandirilmis ve ilgili zaman diliminde kloralhidrat ile tekrar
anestezi uygulanmis ve beyin dokusu elde edilmistir. Beyin dokusu eldesinde denek
dekapite edilmis, hizlica beyin dokusu c¢ikarilmig, buz iistiinde ipsilateral ve
kontrlateral olmak tizere serebral hemisferlerden korteks bolgesi ayrilmistir. Naif

denekte ise sadece anestezi uygulanarak ayni yontemle beyin dokusu elde edilmistir.
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Elde edilen korteks dokusu tartilarak doku yas agirligi soliisyonun %30’u
olacak sekilde 1/100 proteaz inhibitérii ve homojenizasyon tamponu RIPA
(radioimmiinopresipitasyon assay) eklenerek, buz iizerinde olacak sekilde sonikator
yardimi ile homojenize edilmistir. Kullanilan RIPA soliisyonu 150 mM NaCl, %1
Triton X-100, %0,5 deoksikolik asid, %0,1 SDS, ve 50 mM pH 8,0 olan tris soliisyonu
igerecek sekilde hazirlanmistir. Bu islem sonrasi 6rnekler 30 dakika buz {izerinde
bekletilmis, ardindan +4°C’de 14000 RPM’de 30 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatan ayrilmistir. Elde edilen siipernatanlar epandorflara alinip 6l¢iimler yapilana

kadar saklanmak iizere -80°C’ye kaldirilmistir.

Bu deneyler sonucunda elde edilen beyinlerden hazirlanan 6rneklerde protein
konsantrasyonunun tayini bisinkoninik asit (BCA) tahlili ile yapilmistir. BCA analizi
icin ticari kit kullanilmustir (Thermo Scientific™, 23225). Ticari kit iireticisinin
yonergelerince Ornekler ve distile su icinde belli konsantrasyonlarda hazirlanan
albiimin standartlar1 kitin ¢alisma soltiSyonuyla karistirtlip 37°C’de 30 dakika inkiibe
edildikten sonra spektrofotometre yardimiyla 562 nm’deki absorbanslari 6lgtilmistiir.
Standart proteinlerin absorbans-konsantrasyon egrileri Excel programiyla ¢izilip
egrinin formiili ¢ikartilmistir. Bu formil yardimiyla her bir 6rnekteki protein

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

Total protein konsantrasyonu 30 pg olacak sekilde 6rnek hacmi belirlenmistir.
Ornekler poliakrilamid jele yiiklenmis ve 90 V altinda 1,5 saat siiresince elektroforez
yapilmustir. Transferde islak transfer yontemi kullanilmistir. Jel igerisinde kiitlelerine
gore ayrilmig proteinler, metanol ile aktive edilen PVDF (poliviniliden difloriir)
membranlara 20 V elektriksel akim altinda 1slak transfer yontemiyle aktarilmistir.
%0,1 Tween-20 ig¢eren tris tamponlu fosfat (TBS) i¢inde hazirlanan %5 yagsiz siit tozu
ile 1 saat oda sicakliginda bloke edildikten sonra membranlar anti-NLRP2 (1/500)
primer antikorlartyla (15182-1-AP, Proteintech) 1,5 saat oda sicakliginda, ardindan
+4°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin yikama sonrasinda 1:5000
derisiminde sekonder antikor ile 37 °C’de 1 saat ve takibinde 1,5 saat oda sicakliginda
muamele edilmis ve yikama isleminden sonra gii¢lendirilmis kemiliiminesans (Super
Signal West-Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific™, 34096)

substratiyla  birlestirilerek membranlar Kodak goriintiileme istasyonunda
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goriintiilenmistir. Ayn1 6rneklerde internal standard olarak B-aktine (1:5000; Sigma

Ab5441) ait bant 6l¢timleri de yapilmustir.

3.7 Elde Edilen Goriintiilerin Analizi

immiinofléresan isaretleme yapilan kesitler Leica TCS SP8 konfokal lazer
taramali mikroskop ile (Leica, Wetzlar, Almanya) incelenmis 2048 x 2048

¢Oziiniirliikte goriintiiler elde edilmistir.

Neun-NLRP2 ve s100B-NLRP2 olacak sekilde ikili isaretleme yapilan
kesitlerden her 6rnekten 2’ser goriintii elde edilmistir. Bu goriintiilerde NLRP2 (+),
NeuN (+) hiicreler ve Hoechst (+) hiicre ¢ekirdekleri manuel olarak sayilmis ve kayit
edilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde ise NLRP2 (+) hiicrelerin NeuN (+)
hiicrelere orani ile NLRP2 (+) hiicrelerin Hoechst (+) hiicrelere oranlari alinarak

karsilastirma yapilmistir.

Western Blotlama teknigi ile elde edilen ve Kodak goriintiileme istasyonunda
elde edilen membran goriintiilerinden NLRP2 molekiil agirligina uygun olan bantlar
secilmistir. FIJI/ImageJ (National Institute of Health, ABD) program kullanilarak
dansitometrik analizleri yapilmis ve internal standarda (p aktin) gore orani olarak ifade

edilmistir.
3.8 Iistatistiksel Yontem

Istatistiksel analizler icin IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 20
kullanilmistir. Analizlerde ikiden fazla bagimsiz grup kiyaslandiginda normal dagilan
veri gruplart i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA), normal dagilmayan veri
gruplari i¢in Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Bu testlerde anlamli sonu¢ bulunmasi
durumunda, uygun post-hoc testler uygulanmistir. Normal dagilan verilerin
homojenligi Levene testiyle belirlendikten sonra homojen verilerde Tukey, homojen
olmayan verilerde Tamhane testi ile post-hoc analiz yapilmistir. Normal dagilmayan
veri gruplart ve iki bagimsiz degisken kiyaslandiginda Mann Whitney U testi
uygulanmistir. Tiim testlerde p degerinin 0,05 den kiiglik olmas1 anlaml1 olarak kabul
edilmistir. Post-hoc testler sirasinda anlamlilik diizeyinin belirlenmesinde Bonferroni

diizeltmesi uygulanmistir.
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4. SONUCLAR

4.1 NLRP2 ifadelenmesinin immiinofloresan yontem ile gosterilmesi

Bu calismada, fare beyinlerinde optogenetik olarak indiiklenen tek kortikal
yayilan depolarizasyonun (KYD) ardindan NLRP2'nin immiinoreaktivitesi
arastirtlmistir. Baglangigta NLRP2'nin ekspresyon paterni immiinofloresan isaretleme
yontemiyle incelenmistir. Erken doénemde (15. dk) NLRP’nin hiicresel
immiinoreaktivitesi, kontrol ve naif grup beyinlerinin kortikal ve subkortikal

bolgelerinde belirgin olarak saptanmistir. Bu immiinoreaktivite,

Naif

-

e ("aklg’rmn@ oty 21

Sham

KYD

Cakistirma .

Sekil 4.1°de gosterildigi lizere KYD grubundaki kesitlerde dikkate deger bir
azalma sergilemistir.

Daha sonra, NLRP2 ekspresyonunun hiicresel 6zelligini tanimlamak i¢in ikili
isaretleme deneyleri yapilmistir. Sonuglar, NLRP2'yi ifade eden hiicrelerin
cogunlugunun, bir noronal belirteg olan NeuN ile kolokalizasyon sergiledigini, daha
kiiciik bir alt kiimenin ise Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de gosterildigi gibi bir astrosit belirteci
olan S100p ile kolokalizasyon gosterdigini ortaya koymustur.
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Sham

KYD

Sekil 4.1 NLRP2 immiinoreaktivitesinin NeuN (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 15.
dakikada gosterilmesi.

Thyl-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham
grubunda NeuN (kirmizi) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmistir. Hoechst
(mavi) ¢ekirdek isaretlemesi igin kullanilmistir. Naif grup (iist sira) ve kontrol grup
(orta sira) beyin gorintiileri hiicresel NLRP2 isaretlenmesini gostermis olup, tek (0k)
KYD sonrasi alinan (alt sira) kesitlerde bu isaretlemenin belirgin olarak azaldigi
gosterilmistir (ince ok). Naif ve Sham kesitinde noronal isaretleme (NeuN) ve NLRP2
yiiksek oranda ko-lokalizasyon gostermektedir (Ok basi; NLRP2 ile ¢akisma gésteren
hiicreleri gostermekte, ince ok; ise ¢akisma olmayan hiicreleri gostermektedir).
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Naif

Cakistitma
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KYD

Sekil 4.2 NLRP2 immiinoreaktivitesinin s100f (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 15.
dakikada gosterilmesi.

Thyl-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham
grubunda S100b (kirmizi) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmistir. Hoechst
(mavi) ¢ekirdek isaretlemesi i¢in kullanilmistir. Naif grup (iist sira) ve kontrol grup
(orta sira) beyin goriintiileri hiicresel NLRP2 isaretlenmesini géstermis olup, tek KYD
sonrasi alinan (alt sira) kesitlerde bu isaretlemenin belirgin olarak azaldigi
gosterilmistir. S100b pozitif astrositler ile NLRP2 ortiismesi ¢ok azdir (Ok bas;
NLRP2 ile ¢akigma gosteren hiicreleri gostermekte, ince ok; ise ¢akisma olmayan
hiicreleri gostermektedir).

Calismamizda optogenetik yolla indiiklenen tek KYD sonrasinda farkli zaman
noktalarinda elde edilen beyin dokularindan almman kesitlerde NLRP2
immiinoreaktivitesi incelenmistir. Yapilan immiinofloresan isaretlemelerde 5. saat
(Sekil 4.3 ve Sekil 4.4) ve 24. saatte (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5) elde edilen beyin
kesitlerinde erken donemde (15. dk) goriildiigi tizere NLRP2 immiinoreaktivitesinde
belirgin azalma bu zaman noktalarinda da ayn1 sekilde devam etmistir. Ilging olarak
48.saatte (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7) ve 72. saatteki (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9) isaretlemelerde
ise NeuN (+) hiicrelerde 6zellikle NLRP2 ifadelenmesinin diger zaman noktalarina

gore arttig1 naif ve sham grubuna benzer bir 6zellik gosterdigi izlenmistir.
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Sekil 4.3 NLRP2 immiinoreaktivitesinin NeuN (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 5.
saatte gosterilmesi.

Thyl-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham
grubunda NeuN (kirmizi1) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmigtir. Hoechst
(mavi) ¢ekirdek isaretlemesi i¢in kullanilmistir. Naif (iist sira) ve kontrol kesitinde
(orta sira), NLRP2 ve NeuN isaretlemesinde hiicrelerin tama yakin kolokalize oldugu
saptanmistir. Tek KYD sonrast alinan (alt sira) kesitlerde bu isaretlemenin belirgin
olarak azaldigi gosterilmistir (Ok basi; NLRP2 ile cakisma gosteren hiicreleri
gostermekte, ince ok; ise ¢akisma olmayan hiicreleri gostermektedir).
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Cakistirma

Sekil 4.4 NLRP2 immiinoreaktivitesinin s100p (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 5.
saatte gosterilmesi.

Thyl-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham
grubunda S100B (kirmizi) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmistir. Hoechst
(mavi) cekirdek isaretlemesi i¢in kullanilmistir. Naif (list sira) ve kontrol (orta sira)
beyin goriintiileri hiicresel NLRP2 isaretlenmesini gdstermis olup tek KYD sonrasi
alman (alt sira) kesitlerde bu isaretlemenin belirgin olarak azaldigi gosterilmistir.
S100b pozitif astrositler ile NLRP2 6rtlismesi ¢ok azdir (Ok basi; NLRP2 ile ¢cakisma
gosteren hiicreleri gostermekte, ince ok; ise c¢akisma olmayan hiicreleri
gostermektedir).
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Sekil 4.5 NLRP2 immiinoreaktivitesinin NeuN (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 24.
saatte gosterilmesi.

Thyl-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham NeuN
(kirmiz1) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmistir. Hoechst (mavi) ¢ekirdek
isaretlemesi i¢in kullanilmigtir. Naif (iist sira) ve kontrol (orta sira) beyin goriintiileri
hiicresel NLRP2 isaretlenmesini gdstermis olup, tek KYD sonrasi alinan (alt sira)
kesitlerde bu isaretlemenin belirgin olarak azaldig1 gosterilmistir (Ok basi; NLRP2 ile
cakisma gosteren hiicreleri gostermekte, ince ok; ise c¢akisma olmayan hiicreleri
gostermektedir).
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Sekil 4.6 NLRP2 immiinoreaktivitesinin s100p (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 24.
saatte gosterilmesi.

Thyl-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham S1008
(kirmiz1) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmistir. Hoechst (mavi) ¢ekirdek
isaretlemesi i¢in kullanilmistir. Naif (iist sira) ve kontrol (orta sira) beyin goriintiileri
hiicresel NLRP2 isaretlenmesini gostermis olup, S100B pozitif hiicrelerde NLRP2
kolokalizasyonunun son derece az oldugu, tek KYD sonrasi alinan (alt sira) kesitlerde
ise NLRP2 isaretlemesinin belirgin olarak azaldigi gosterilmistir (Ok basi; NLRP2 ile
cakisma gosteren hiicreleri gostermekte, ince ok; ise cakigsma olmayan hiicreleri
gostermektedir).
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Sekil 4.7 NLRP2 immiinoreaktivitesinin NeuN (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 48.
saatte gosterilmesi.

Thyl-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham NeuN
(kirmiz1) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmistir. Hoechst (mavi) c¢ekirdek
isaretlemesi ic¢in kullanilmistir. Tek KYD sonrasi alinan (alt sira) kesitlerde bu
isaretlemenin diger zaman noktalarina gore artis gostererek naif (iist sira) ve kontrol
(orta sira) Orneklere benzedigi gozlenmistir. Yine NLRP2 immiinoreaktivitesinin
NeuN pozitif hiicrelerle biiyiik oranda kolokalize oldugu saptanmistir (Ok bast;
NLRP2 ile ¢akisma gosteren hiicreleri gostermekte, ince ok; ise ¢akisma olmayan
hiicreleri gostermektedir).
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Sekil 4.8 NLRP2 immiinoreaktivitesinin s100f (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 48.
saatte gosterilmesi

Thyl-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham S1008
(kirmiz1) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmistir. Hoechst (mavi) c¢ekirdek
isaretlemesi i¢in kullanilmistir. Tek KYD sonrasi alinan (alt sira) kesitlerde bu
isaretlemenin diger zaman noktalarina gore artis gostererek naif (iist sira) ve kontrol
(orta sira) orneklerine benzedigi gézlenmistir. S100p pozitif astrositler ile NLRP2
ortiismesi ¢cok azdir (Ok basi; NLRP2 ile cakisma gosteren hiicreleri gostermekte, ince
ok; ise cakisma olmayan hiicreleri gostermektedir).
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Sekil 4.9 NLRP2 immiinoreaktivitesinin NeuN (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 72.
saatte gosterilmesi.

Thyl-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham NeuN
(kirmiz1) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmistir. Hoechst (mavi) ¢ekirdek
isaretlemesi i¢in kullanilmistir. Tek KYD sonrasi alinan (alt sira) kesitlerde bu
isaretlemenin diger zaman noktalarina gore artis gostererek naif (iist sira) ve kontrol
(orta sira) orneklerine benzedigi gézlenmistir. NLRP2 immiinoreaktivitesinin NeuN
pozitif hiicrelerle biiyiik oranda kolokalize oldugu saptanmistir (Ok basi; NLRP2 ile
cakisma goOsteren hiicreleri gostermekte, ince ok; ise ¢akigsma olmayan hiicreleri
gostermektedir).
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Sekil 4.10 NLRP2 immiinoreaktivitesinin s100p (+) hiicrelerde KYD’den sonraki 72.
saatte gosterilmesi.

Thy1l-ChR2-YFP fare beyinlerinde (naif ve KYD grubu) ve ‘littermate’ sham S1008
(kirmiz1) ve NLRP2 (yesil) ile ikili isaretleme yapilmigtir. Hoechst (mavi) ¢ekirdek
isaretlemesi i¢in kullanilmistir. Tek KYD sonrast alinan (alt sira) kesitlerde bu
isaretlemenin diger zaman noktalarina gore artis gostererek naif (iist sira) ve kontrol
(orta sira) orneklerine benzedigi gbzlenmistir. S100B pozitif astrositler ile NLRP2
ortiismesi ¢cok azdir (Ok basi; NLRP2 ile cakigma gosteren hiicreleri gostermekte, ince
ok; ise cakisma olmayanlar1 gostermektedir).

4.2 NLRP2 (+) hiicrelerin zaman noktalaria gore oranlarinin belirlenmesi

Naif hayvanlardan elde edilen kesitlerinde NeuN (+) hiicrelerdeki NLRP2
pozitiflik oran1 % 72,1 + 1,5 iken, bu oran KYD sonrasinda incelenen kesitlerde 48.
saatte %69,7 = 11,6 72. saatte %76,4 + 4,7 olarak saptanmistir. Naif ile KYD sonrast
48 ve 72. Saat kesitlerinde noronal hiicrelerde NLRP2 ifadesinde anlamli farklilik

saptanmamuistir.
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NLRP2 (+) hiicreleri kantitatif olarak degerlendirebilmek amaci ile elde edilen
goriintiilerden NLRP2 (+), NeuN (+) ve Hoechst (+) hiicreler sayilmistir. Her kesitte
esit sayida hiicre ¢ekirdegi olmadigindan kesitlerde elde edilen sayimlar oransal olarak
degerlendirilmistir. Bunun igin NLRP2 (+) / NeuN (+) ve NLRP2 (+) / Hoechst (+)
hiicre oranlar1 hesaplanmistir ve istatistiksel degerlendirmeler bu oranlar
uzerinden yapilmistir. Hiicre oranlarinin gruplara gore dagilimi asagidaki
tablolarda 6zetlenmistir (Tablo 4. 1 ve Tablo 4. 2). NLRP2 (+) / NeuN (+) ve
NLRP2 (+) / Hoechst (+) hiicre oranlari ayn1 zaman noktasindaki KYD ve sham
gruplar1 arasinda Karsilastirildiginda 15. dk, 5. saatte ve 24. saatte gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0,05). 48 ve 72. saatte bu fark
kaybolmakta, KYD grubu ile kontrol grubu arasinda NLRP2 pozitif hiicre oranlari
benzerlik gostermektedir (Tablo 4.1, Tablo 4.2).

Tablo 4. 1 Sham ve KYD gruplarinda NLRP2 (+) / NeuN (+) oranu.

Sham (ort+SS) KYD (ort+SS) p degeri
Naif (opto+) 72,1£1,5
Naif (opto-) 75,7154
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+23 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 (+) hiicre oran1 degerleri ortalama+standart sapma olarak belirtilmistir.
Noronlarda NLRP2 pozitiflilik orant ayn1 zaman noktasindaki kontrol grubu ile karsilastirildiginda
KYD’den sonraki 15. dakika, 5. ve 24. saat gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
azalmustir. ikili grup karsilastirmalarina ait p degerleri son siitunda verilmistir. * istatistiksel anlamlilig1
ifade etmektedir.
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Sham (ort+SS) KYD (ort£SS) p degeri

Naif (opto+) 55,6+1,0

Naif (opto-) 43,948,4

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 (+) hiicre oran1 degerleri ortalamatstandart sapma olarak belirtilmistir.

Tiim hiicrelerde NLRP2 pozitiflilik orani ayn1 zaman noktasindaki Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
KYD’den sonraki 15. dakika, 5. ve 24. Saat gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
azalmustir. ikili grup karsilastirmalarina ait p degerleri son siitunda verilmistir. * istatistiksel anlamlilig1
ifade etmektedir.

Hiicre oranlar1 tiim gruplar arasinda karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur (Kruskal-Wallis p=0,001). Naif hayvanlarla, 15. dakika
(p=0,046), ve 24. saat (p=0,044) kesitlerinde ile NLRP2 (+) / NeuN (+) hiicre oranlar1
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde NLRP2 ifadelenmesinde
azalma var iken, 5. saat (p=0,083) ornekleri ile arasinda ise anlamliya yakin olacak
derecede fark saptanmugtir. Naif grup ile 48 ve 72. saat 6rnekleri arasinda ise anlamli

fark saptanmamustir (sirasiyla p=0,505 ve p=0,355)(Sekil 4.11).

Naif hayvanlarla 15. dk (p=0,044), ve 24. saat (p=0,046) kesitlerinde tiim hiicre
¢ekirdeklerinin isaretlendigi Hoechst boyamalarinda, NLRP2 (+) / Hoechst (+) hiicre
oranlar1 karsilagtirldiginda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde NLRP2
ifadelenmesinde azalma var iken , 5. saat (p=0,083) drnekleri ile arasinda ise anlamliya
yakin olacak derecede fark saptanmigtir. Naif beyinlerin KYD sonrasi1 48 ve 72. saat
ornekleriyle aralarinda anlamli fark saptanmamistir (sirasiyla p=0,505 ve p=0,165)

(Sekil 4.12).
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Sekil 4.11 Zaman noktalarina gére NLRP2 (+) / NeuN (+) hiicre oranlari.

Hiicre oranlar1 yiizde olarak ifade edilmistir. Gruplar karsilastirildiginda aralarindaki
fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Naif grup ile yapilan ikili grup karsilastirmalarinda
bu farkin 15. dk ve 24. saatteki hiicresel ekspresyon farkliligindan kaynaklandigi
istatistiksel olarak gosterilmistir (p<0,05). 5. saatteki NLRP2 ekspresyonunundaki
azalmanin ise anlamliliga yakin oldugu goriilmiistiir. KYD’den 48 ve 72 saat sonra
NLRP2 immiinoreaktivitesi naif gruba benzemistir.
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Sekil 4.12 Zaman noktalarina gére NLRP2 (+) / Hoechst (+) hiicre oranlart.

Hiicre oranlari yiizde olarak ifade edilmistir. Gruplar karsilastirildiginda aralarindaki
fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Naif grup ile yapilan ikili grup karsilstirmalarinda
bu farkin 15. dk ve 24. saatteki hiicresel ekspresyon farkliligindan kaynaklandigi
istatistiksel olarak gosterilmistir (p<0,05). 5. saatteki NLRP2 ekspresyonunundaki
azalmanin ise anlamliliga yakin oldugu goriilmiistiir. KYD’den 48 ve 72 saat sonra
NLRP2 immiinoreaktivitesi naif gruba benzemistir.

NLRP2 (+) / NeuN (+) ve NLRP2 (+) / Hoechst (+) hiicre ortalamalarinin

trend analizi yapildiginda 15. dakikadan itibaren hiicre sayilarinda diisiis oldugu ve

24. saatten sonra yiikselme gosterdigi izlenmistir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).
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Sekil 4.13 Zamana gore NLRP2 (+) / NeuN (+) hiicre sayilarinin degisim trendi
(Jonckheere-Terpstra Test) (p<0. 00001)
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Naif 15 dk 5 saat 24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.14 Zamana gore NLRP2 (+) / Hoechst (+) hiicre sayilarinin degisim trendi
(Jonckheere-Terpstra Test) (p<0. 00001)
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48 saat 24 saat 5 saat 15 dk Naif

72 saat

Sekil 4.15 NLRP2 immiinoreaktivitesinin s100pB (+) hiicrelerde KYD sonras1
zamansal degisimi.

NeuN (kirmizi) ve NLRP2 (yesil) ile ikili igsaretleme yapilmigtir. Hoechst (mavi)
cekirdek isaretlemesi i¢in kullanilmistir. Naif beyinde isaretlenen NLRP2
inflamazomu KYD sonras1 15. dk, 5. saat ve 24. saatte yok denecek kadar azalmakta,
KYD’den 48 ve 72 saat sonra ise tekrar ortaya c¢ikmaktadir. NLRP2
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immunoreaktivitesinin noron belirteci olan NeuN ile kolokalize oldugu da
izlenmektedir.

4.3 Western Blotlama ile elde edilen protein analizleri

Western Blotlama i¢in C57/BL6 farelerde KCl ile KYD tetiklenmis ve yine 5
farkli zaman noktasinda KYD ile ipsilateral korteks dokular1 elde edilmistir. NLRP2
protein isaretlenmesi i¢in yapilan Western blotlama sonrasi elde edilen jel

gorintiilerinden birer 6rnekSekil 4.16°de yer almaktadir.

Naif 15 dk 5 saat 24 saat 48 saat 72 saat

ey f 5 8 8 7
v g s S

Sekil 4.16 Western Blotlama ile NLRP2 ve B-aktin i¢in elde edilen bant 6rnekleri.

Western Blotlama ile yapilan olgtimlerde NLRP2 bant goriintiileri internal
kontrol olan B-aktin bantlarina oranlanmistir. Gruplar arasinda NLRP2 diizeyi
acisindan anlamli fark saptanmamakla beraber, naif hayvanlarda diger gruplara gore
ortalama goreceli yogunluk diizeylerinde hafif bir ylikseklik gbzlenmistir ve 72. saatte
yapilan Ol¢limlerde de yine istatistiksel olarak fark olmamakla birlikte yaklasik olarak

naif hayvanlarda 6l¢iilen seviyeye geldigi saptanmustir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Western Blotlama ile deney gruplarinda NLRP2 diizeylerinin
karsilastirilmasi.

KYD ile ipsilateral korteksden elde edilen orneklerden yapilan Olgiimlerde naif
hayvanlarda saptanan ortalama goreceli yogunluk 15 dk, 5 saat, 24 saat ve 48 saatte
daha diisiikk iken, 72 saatte naif grubuna benzerdir. Ancak Olgiimler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamastir.
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5. TARTISMA

Migren toplumda yaygin olarak goriilen bir bas agris1 sendromudur. Bas agris1
disinda beraberinde bir¢cok norolojik, gastrointestinal ve emosyonel degisiklikler de
eslik eder. Ataklar siklikla puberte sonrasi, geng eriskinlik doneminde baslangic
gosterir (1). Siddetli ve uzun siireli ataklar nedeni ile giinliik aktiviteleri
etkileyebilmekte ve dizabilite nedeni olabilmektedir. Ozellikle geng eriskin ¢agmn
hastalig1 oldugundan migrenin ekonomik ve sosyal yiikii son derece 6nemlidir. Migren
ataklar1 genetik, g¢evresel, metabolik, hormonal faktorler ve kullanilan ilaglarla
tetiklenebilmektedir (21). Ek olarak inme, miyokard enfarktiisii, epilepsi, depresyon
ve anksiyete gibi birgok ko-morbid hastalik ile iligkilidir (1). Bu nedenlerle migren
hastaliginin patofizyolojisini anlamaya ve yeni tedavi hedefleri gelistirmeye yonelik

yeni ¢aligsmalarin yapilmasi elzemdir.

Migren patofizyolojisi tam olarak ortaya konulamamakla birlikte
trigeminovaskiiler sistem aktivasyonu ve bunun tetikledigi inflamasyonun énemli rol
oynadigi distiniilmektedir (1). TCC, TG ve buradan talamus, hipotalamus, beyinsap1
ve kortekse projekte olan sinir lifleri migren atagi sirasinda ortaya ¢ikan semptomlarla

yakin iliski gostermektedir (1).

KYD ise migren aurasinin elektrofizyolojik bir karsiligi olarak kabul edilmekte
ve basagrisinin baglamasinda parankimal noroinflamatuar sinyaller {lizerinden rolii
oldugu diistiniilmektedir. KYD sirasinda ilgili beyin alanindaki hiicrelerin tamamina
yakininda membran depolarizasyonu olmaktadir. Bu siire¢ hiicreden masif K™ ile,
glutamat basta olmak {izere ndrotransmitter ve néromodiilatorlerin ¢ikisi, buna karsilik
Na*, Ca*?, H20 girisi ile iliskilendirilmistir (1). KYD olusumunu takiben noronal
panneksin 1 megakanallarinin ag¢ildigi ve bunun sonucunda kaspaz-1 aktivasyonunun
ve IL-18 ve HMGBI1 saliverilmesinin gergeklestigi gosterilmistir (2, 14, 33). Bu
noronal reaksiyon cevredeki astrositlerde NF-kf’nin ¢ekirdege translokasyonuna ve
COX ve iNOS gibi inflamatuar genlerin transkripsiyonuna ve glia limitansi olusturan
astrositik ayaklardan AA ve potasyumun perivaskiiler alana ¢ikisina neden olmakta ve
bu kaskadin meningeal damarlarin ¢evresindeki trigeminal sinirleri aktive edebilecegi

diistiniilmektedir (5). Deneysel modellerin yani1 sira migren hastalarinda yapilan PET-



66

MRG ¢aligmalarinda dada beyinde yaygin olarak artmig inflamatuar aktivitenin varlig

gosterilmistir (34). Bu durum bel agrisi olan hastalarda saptanmamustir.

Noroinflamasyonun, migren, agri, norodejeneratif bozukluklar ve serebral
iskemi gibi birgok norolojik hastaligin patogenezinde altta yatan anahtar bir
mekanizma oldugu 6ne siiriilmektedir. NOD benzeri reseptor (NLR) ailesi dogal
bagisiklik sisteminin bir pargasidir, cok sayida tiyesi farkli patofizyolojik siireglerde
tanimlanmis olsa da, NLRP2 de dahil olmak tizere hastaliklardaki rolleri kesin olarak
ortaya konulmamistir (40). Genellikle NLR ailesi uyarildiginda inflamazom
olusturarak proinflamatuar yanita neden olmaktadir. Ozellikle NLRP2 digerleri

arasinda en az ¢alisilan inflamazom tiyesidir.

Bu calismanin amaci, tek bir KYD'yi takiben ortaya c¢ikan noro-
parainflamasyonda NLRP2'nin ekspresyon paternini ve degisikliklerini aydinlatmakti.
Bizim ¢alismamizda bulgularimiz, KYD'den sonra immiinoreaktivitede fark edilebilir
bir degisimle birlikte, noéronlarda NLRP2'nin bazal diizeyde ekspresyonunu
gostermistir. Daha az miktarda ndronal ekspresyon ve yaygin astrositik 6zellikleri 6ne
stiren Onceki aragtirmalarin aksine, sonu¢larimizda 6zellikle naif ve kontrol (sham)
gruplarinda NeuN (+) hiicrelerde belirgin NLRP2 ekspresyonu gosterilmistir (15, 16,
50, 52, 54). Ozellikle, KYD’yi takiben erken dénemde (15 dk, 5 ve 24 st) NLRP2

immiinoreaktivitesinde belirgin bir azalma saptanmaistir.

Minkiewicz ve arkadaslarmin yaptigi ¢aligmalarda, NLRP2'nin astrositik
ekspresyonunun ve bunun ATP ile indiiklenen panneksin ve P2X7 reseptor uyarimi ile
inflamatuar ve proinflamatuar kaskadlar1 aktive eden iliskisini gosterilmistir. Buna ek
olarak Zhang, Sun, Cheon ve arkadaslar1 farkli modellerde NLRP2’nin astrositik
ekspresyon ozelliklerini destekler sonuglar bulmuslardir (15, 16, 50, 52, 54). Farkli
hastalik modellerinde yapilan bu ¢aligmalarda Sun ve arkadaslar1 deneysel serebral
iskemi modelinde NLRP2 nin roliinii incelemistir (16). In vivo bir modelde santral
sinir sisteminde NLRP2 ekspresyonu olup olmadigi ve hangi bolgelerde eksprese
edildigini inceleyen bu calismada, bazalde NLRP2’nin total beyin Orneklerinde
eksprese oldugunu, korteks, hipokampiis ve striatum karsilastirildiginda hipokampiiste
daha yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir (16). Hiicre kiiltiiriinde yapilan deneylerde

ise astrositlerde en fazla olmak iizere noronlarda (PC12 hiicre) az miktarda eksprese
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edildigi, mikroglialarda (BV2 hiicreler) ise hemen hi¢ eksprese edilmedigi
gozlemlenmistir (16). Bu bulgular bizi, deneysel migren modellerinde gozlenen
proinflamatuar 6zellikler ve uyarim mekanizmalarindaki benzerliklerin varligini goz
Oniine almamiza ve NLRP2 ile KYD arasindaki potansiyel baglantiy1 aragtirmaya

yoneltmistir.

Bizim ¢alismamizin sonuglar1 literatiirden farklillk gostermis, diger
calismalarda agirlikli olarak gozlemlenen astrositik 6zelliklerin aksine, kortikal ve
subkortikal beyin bolgelerinde NLRP2'nin belirgin bir ndronal ekspresyon paterni
oldugunu ortaya koymustur. Buna benzer olarak Matsuka ve arkadaglari da,
inflamatuar agr1 asirt duyarliigt modelinde yaptiklar1 ¢alismada dorsal kok
gangliyonlarinda néronal NLRP2 ekspresyonunu tanimlamislardir (17). Ancak bizim
calismamiz, Matsuka ve arkadaslarmin seramid kaynakli doku inflamasyonunu
takiben artan reaktiviteye iliskin gozlemlerinin aksine, KYD sonrasinda NLRP2
immiinoreaktivitesinde bir azalma oldugunu ortaya koymustur (17). Aym sekilde
calismamizda farkli zaman noktalarinda elde ettigimiz 6rneklerde de (5. ve 24. saatte)
immiinoreaktivitede azalma devam etmistir. Ancak Matsuka ve arkadaslarinin
caligmasinda NLRP2 seramid indiiksiyonundan iki giin sonra tespit edilmistir (17).
Caligmamizda da bu bulgulara dayanarak zaman noktalarinin NLRP2 ekspresyonunu
KYD indiiksiyonundan sonra erken bir zamandaki degisikligi gostermesinin aradaki
farka neden olabilecegi diisiiniilerek zaman noktalar1 uzatilmistir ve 48. saatten
itibaren NLRP2 ifadelenmesinde tekrar artis oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar bize
NLRP2’nin KYD etkisi ile hiicreden saliverilmis olabilecegini diisiindiirtebilir.
Immiinofléresan isaretleme ile saptadigimiz bu fark Western blotlama ile yapilan
protein analizinde de bir trend olarak saptanmis ancak istatistiksel olarak anlamliliga
ulasmamuigtir. Western jel goriintiilerinde yapilan analizlerde naif grupta rolatif olarak
diger gruplara gére NLRP2 proteinini yiiksek olarak gézlenmis ve 72 saatte naif ile
benzer diizeyler saptanmistir. Gruplarda denek sayisinin 3 olmasi, WB analizinde tiim
korteksin kullanilmasi, hiicre ayirimi yapilmamasi ve doku igine saliverilen
NLRP2’nin toplam NLRP2 olarak dlgiilmesi nedeni ile bu farkliliklart gosterememis

olabilecegimizi diisiinmekteyiz.
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Bir baska spekiilatif yaklasim ise su sekilde agiklanabilir: Inflamazom
kompleks elemanlarinin ayni hiicrede bulundugu ve uyaran veya hiicre tipine ve
ortamin durumuna gore (homeostatik denge) bir araya gelerek hiicre i¢inde farkl
inflamazom kompleksleri olusturdugu bilinmektedir. KYD sonrasinda néronlarda
NLRP3 inflamazom aktivasyonu gosterilmistir. Bu c¢alismamizda ise NLRP2’nin
KYD sonrasi noronlarda erken donemde azaldig1 saptanmistir. Bu sonug inflamazom
kompleks elemanlarinin KYD sonrasinda NLRP3 inflamazom olusumu yo6niinde
kullanilmas1 ve bu nedenle NLRP2’nin naif beyin diizeyinden yani bazalde noronda
bulundugu seviyeden daha az ifadelenmesi seklinde yorumlanabilir. Bu durumu ortaya
koymak tizere KYD sonrasi elde edilen beyin kesitlerinde NLRP2 ve NLRP3{in ikili
isaretlenmesi ile inflamazom kompleks elemanlarinin bazilarinin (PYD, LRR gibi)
tglii isaretleme yapilarak yiiksek ¢oOziintirlikli (‘airy scan’ mikroskop, elektron

mikroskop) goriintiileme teknikleri ile incelenmesi yeni arastirmalarin konusu olabilir.

Bu ¢alisma bildigimiz kadariyla literatiirde migren aurasi korelat1 olarak kabul
edilen KYD sonrasi ortaya c¢ikan parankimal ndroinflamasyonda NLRP2
inflamazomunun zamansal degisimini inceleyen ilk calismadir. Caligmamizda invaziv
olmayan bir yontem olan optogenetik uyarim yontemi ile tetiklenen tek KYD sonrasi
literatiirlin aksine NLRP2 inflamazom immiinoreaktivitesinin ndronlarda oldugu,
astrositlerde neredeyse hi¢ olmadigl saptanmistir. Bu immiinoreaktivite zamansal
olarak degisim gostermektedir. KYD sonrast erken donemde azalirken, 48 ve 72.
saatte naif beyin seviyesine yaklagsmistir. Bir baska KYD tetikleme yontemi ile (1 M
KCl wuygulamasi) Western blotlama analizleri ic¢in deneyler yapilmis ve
immiinohistokimya ile benzer ancak istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sonug elde

edilmistir.

Kortikal yayilan depolarizasyon sonrasi ortaya ¢ikan bas agris1 davraniglarini
ve noroinflamasyonu inceleyen bir ¢calismada FHM1 mutant farelerde optogenetik
olarak KYD indiiklendikten sonra bag agris1 ile ilskilendirilen yiiz ifadeesi degisikligi
ve HMGBL ekspresyonuna bakilmistir (55). Bu ¢alismada yabanil farelerde 24. saatte
basa grisi ile ilskili davranig skorlari normale donerken FHM1 mutant farelerde ise 48.
saatte normale donmiistiir. HMGB1 ekspresyonlarina bakildiginda hem yabanil hem

mutant farelerde ipsilateral HMGB1 diizeyleri 48. saatte azalma gostermistir (55).
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Yine ayni ¢alismada HMGBI1 ekspresyonunun FHM1 mutant farelerde kontrlateral
hemisferde de yiikseldigini gostermistir ki bu mutant farelerde daha Onceki
calismalarda vurgulandigi tizere néronal hipereksitabilite ile iligkili olabilir (14, 55).
Bu zamansal degisim bizim zamnsal degisimimiz ile Ortiismektedir. Ortaya ¢ikan
inflamatuar yanitin siiresi uyarim yontemi ya da transgenik farenin genetik 6zellikleri

ile iliskili olabilecegini diisiindiirtmektedir.

NLRP2’nin immiin yanit iizerine etkileri kesin olarak bilinmemektedir. Uyaran
ve hiicre farkliliklart da yanitlar1 degistirmektedir. NLRP2’nin inflamasyon iizerine
etkilerinden bir digeri ise NLRP3 aktivasyonunun negatif diizenleyicisi oldugu
yoniindedir (56). Bostanci ve ark. periodontal hastaliklarda yaptiklari ¢alismalarinda
bazal hiicrelerde NLRP2 diizeyi yiiksek iken P. gingivalis ile uyarim sonrasinda
NLRP3 ve IL-1B ve IL-18 diizeyleri artarken, ASC diizeyi degismemis, NLRP2
diizeylerinde ise diisiis saptamiglardir (56). Noéronal NLRP3’iin KYD sonrasi aktive
oldugunu gosteren c¢alismalar ile bu verileri beraber degerlendirirsek, NLRP2
ekspresyonunda gozlemledigimiz bu azalma, KYD modelinde de NLRP2’nin

NLRP3’iin negatif diizenleyicisi olarak rol alabilecegini diisiindiirmektedir (6).

NLRP2'nin farmakolojik veya genetik manipiilasyonu ile inflamasyondaki
roliinii  belirlemek miimkiin olabilir. NLRP2'nin zamansal dinamiklerini ve
manipiilasyonlarini arastiran gelecekteki aragtirmalar, KYD'nin tetikledigi inflamatuar

yanitlardaki rolii konusunda degerli bilgiler sunabilir.
Calismamizin kisithliklari:

e Optogenetik uyarim yapilabilen transgenik hayvan {iretimindeki
problemler ve zamansal kisitliliklar nedeni ile planlanilan sayiya

ulagilamamustir.

e Bu calismada NLRP2 nin ifadelenme Ozellikleri incelenmistir. Ancak
yolaktaki diger inflamatuar molekiiller (IL-1b, Nf-«f3 gibi) iizerine etkisine
yonelik incelemeler mevcut ¢aligmamizda yoktur. Bu yolak iizerindeki

etkilerin ileriki ¢alismalarda yapilmasi planlanmistir.

e NLRP3 ifadelenmesi ile NLRP2 iliskisinin gosterilmesi i¢in ayni hiicrede



70

ikili incelemeler faydali olacaktir.

NLRP2’nin farkli dokularda yapilan c¢alismalarda cinsiyete gore
degiskenlik gosterdigi saptanmustir. Bizim c¢alismamizda gruplar
belirlenirken hem erkek hem disi fareler kullanilmistir, ancak denek
sayilar iki cinsiyet arasinda karsilastirma yapilabilecek sayida degildir.
Santral sinir sisteminde cinsiyetler arasinda ifadelenme farkliligi olup

olmadigimi gostermek 6l¢timleri degerlendirmede yol gosterici olabilir.

Genetik ya da farmakolojik manipiilasyon ile NLRP2’nin
ifadelenmesindeki degisikligin KYD gelisim siirecine etkisi, incelenmesi
gereken bir diger konudur. Bu ¢alismada intrakortikal siRNA enjeksiyonu
ile NLRP2’yi baskilayarak KYD gelisimi {izerine etkisini incelemeyi
planlamamiza ragmen deney siireglerinde ortaya ¢ikan aksamalar ve siire
kisitliligi nedeni ile deneylerin bu asamasi gergeklestirilememistir. Ancak

sonraki ¢caligmalarda bu deneylerin yapilmasi planlanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada optogenetik uyarim ile olusturulan tek KYD sonrasinda NLRP2
immiinoreaktivitesindeki degisiklik literatiirde ilk kez incelenmistir. Naif ve
kontrol gruplarinda bazal seviyede NeuN pozitif néronal hiicrelerde NLRP2

inflamazom ekspresyonu izlenmistir.

Literatiiriin aksine S100b pozitif astrositlerde belirgin bir ifadelenme

gbzlenmemistir.

KYD uyarimmi takiben erken donemde (15 dk, 5 ve 24 st) NLRP2

immiinoreaktivitesinin belirgin olarak azaldig1 saptanmstir.

Tek KYD ile ortaya ¢ikan yanit paterninin zamanlamasimin belirlenmesine
yonelik farkli zaman noktalarinda dlgtimler tekrarlanmis ve 48. ve 72. saatte
immiinofléresan isaretlemelerde NLRP2 ifadelenmesinde artis oldugu ve naif

beyindeki ifadelenmeye benzedigi gozlenmistir.

Bu durum NLRP2’nin KYD sonrasi erken dénemde saliverilmis olabilecegini

diistindiirmektedir.

KYD sonras1 noronlarda NLRP3 inflamazom artis1 ile ters olan bu calisma
sonucu NLRP2’nin NLRP3’iin negatif diizenleyicisi olabilecegi yoniinde bir

sonug olarak yorumlanabilir.

Daha ileri arastirmalarla NLRP2'nin farmakolojik veya genetik

manipiilasyonu ile inflamasyondaki roliinii belirlemek miimkiin olabilir.

NLRP2'nin zamansal dinamiklerini ve manipiilasyonlarini arastiran sonraki
caligmalar, KYD'nin tetikledigi inflamatuar yanitlardaki rolii konusunda
degerli bilgiler sunarak migren patofizyolojisini anlamamiza katkida

bulunabilir.
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ABSTRACT

Introduction: The objective of this study is to elucidate the expression
pattern and alterations of MLRP2 following a single cortical spreading
depolarization (C50).

Method: Brain tissue was obtained by cardiac perfusion at the 15th
minute after C5D in optogenetically inducible Thy1-ChR2Z-YFP (n=3)
mice. MLRP? expression was examined in the obtained brain tissue
sections by immunofluorescence staining and compared with MLRPZ
expression pattern in the sections obtained from the control group (n=3}
and naive mice {n=1). The cellular source of NLRPZ is demanstrated by
dual staining with Meul and S1008.

Results Cellular immunoreactivity of MLRP2 was evident in the
«cortical and subcortical regions of sham and naive group brains. This
immunareactivity exhibited a notable reduction in CSD-induced brains.
The the majority of cells expressing MLRP2 exhibited colocalization with
MeuM, a neuronal marker, while a smaller subset demonstrated merging
with 51008, an astrocyte marker.

Conclusion: This study revealed the decreased immunoreactivity of
MLRP2 after single C5D in early period.

Keywords: Cortical spreading depolarization,
inflammation, migraine, MLRP2

inflammasome,
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INTRODUCTION

The MOD-like receptor (MLR) family, a subset of pattern recognition
receptors within the innate immune system, indudes MLR pyrin
domain-containing 2 [MLRPZ). While the precise role of NLRP2 in
immune responses remains incompletely understood, numerous studies
indicate its imvolvement as an astrocytic inflammasome, contributing
to inflammatory responses in various disease models such as cerebral
ischemia, pain, and depression (1-3). Conversely, there are indications of
its anti-inflammatory effects through the regulation of nuclear factor-<B
[MF-%B} in different systems {2).

Additionally, prior research has highlighted the activation of MLRP2Z
by ATP through pannexin channels and purinergic receptors on
astrocytes, resulting in an inflammatory cascade (1) This process has
been implicated in various pathological conditions, including cerebral
ischemia, pain, and depression (2.3). The dual nature of MLRF2, exerting
both pro-inflammatory effects as an astrocytic inflammiasome and
anti-inflammatory effects through MF-<B regulation, underscores its
complexity and multifaceted role in immune responses (2).

In the contsct of the cortical spreading depolarization model, which
is accepted as the experimentzl model of migraine aura, where ATP-
mediated astrocytic stimulation has been documented, the potential
imvolvement of MLRFZ as a mediator in this stimulation and the

Highlights
Inflammation is proposed as a key mechanism
undertying the pathogenesis of migraine.

MLRPZ may play a role in migraine pathogenesis

MLRPZ may also express in neuronal cells besides
astrocytes.

MLRP2 immunreactivity decreases very early time after
Csh.

subsequent inflaimmatory response emerges as a crucial aspect of
investigation (4,5). By exploring changes in MLRFZ immunoreactivity
in a single optogenetically induced cortical spreading depolarization
model at a very early time point, this study aims to contribute valuable
inzights into the intricate mechanisms underying MLRPZ% participation
in neurgsinflammatory processes. Such understanding holds promise
for uncovering therapeutic targets and strategies to modulate NLRP2-
associated responses in neurclogic disorders.
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METHOD

Animals

All experimental procedures were approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee of Hacettepe University (2015/48). All animals
had free access to food and water and were housed in groups under
diurnal lighting conditions (12-h light-12-h dark cycle) at 2223°C and
40-60% humidity.

Optogenetic induction of CSD stimulation is minimally imasive
and minimizes procedure-associated inflammatory reactions. For
optogenetic induction, we used Thy1-ChRZ-YFP mice which express
chanelrhodopsin-2 on cortical neurons and can be stimulated by laser
light (n=3) and negative littermates as sham group (n=3). CS7BL/|
(n=1) as a naive group, aged 12-16 weeks, 20-25 gr weighing. Cxygen
saturation, pulse rate, and body temperature were monitored via an
oximeter | The LifeSense” VET Pulse Oximeter, Monin Medical Inc., USA).

Optogenetic Stimulation of Cortical Spreading Depolarization
Isoflurane was used for induction and maintenance of anesthesia during
surgery and C5D induction experiments. Thy1-ChR2-YFP transgenic and
littermate mice were placed in a stereotaxic frame following anesthesia
and surgical procedures were performed under a stereomicroscope (Zeiss
SWE). First, a skin incision was made in the midline, and bregma, frontal,
and parietal boneswere exposed. For electrophysiological recording, the
parietal bone was thinned with a high-speed drill. During thinning, the
bone was cooled with physiclogical saline. The thinned bone area was
marked and an Ag-AgCl_ pellet electrode was lowered onto the cranium.
For grounding, an Ag-AgCl, disc electrode was placed between the neck
muscles. Electrodes were connected to the Powerlab data acquisition
system. Electrophysiclogical recording was started and the quality of the
physiological recording was checked with the Labchart program. When
the recording became stable, an optogenetic stimulation was made
with a fiberoptic cable placed on the frontal bone. Laser source with a
wavelength of 450 pm was adjusted to a light intensity of £ mW, and
a 0.48 numerical aperture with a diametar of 400 pm. Stimulation was
applied at an intensity of 50 m] for 10 seconds and an electrophysiclogical
recording of the cortical spreading depolarization wave was recorded.

In the sham group, the surgical procedurewas the same as the experiment
group except for the laser stimulation. Furthermore, no procedure was
applied on naive mouse except anesthesia. Cardiac perfusion in mice was
performed at the 15th minute following the recording of CSD. Then the
brain tissue was removed in all groups and kept in 4% PEA for 24 hours
and then in 30% sucrose solution for 48 hours for cryoprotection. After
that, 20 nm thick coronal sactions were taken on a cryomicrotome (Leica
CM 1100}

Immunofiuorescence Staining

Sections were placed in citrate solution (PH=5) in hot water at 80°C for
10 minutes and then allowed to cool down to room temperature. Then
washed twice for 5 minutes (TBS + 0.025% triton X) and incubated for
10 minutes for permeabilzation (TBS + 0.2% Triton X). The slices were
incubated with blockage solution (0.3 M ghycine with 10% normal goat
serum) for 75 minutes, followed by the primary antibody for 48 hours
(17100 MLRFZ antibody, Proteintech 15182-1-AF). After the incubation,
slices were rinsed with washing solution 3 times for 5 minutes and with
secondary antibody (1/200 Goat Anti Rabbit Alexa fluoro 488 Abcam-
ab150077) for 1 hour. For double staining, slices were incubated with
MeuM [1/150 Milipore MAB37T7) and 51008 (1/150 atlas antibodies
MABD3629) overnight at +4°C and 1 howr at room temperature with
secondary antibody (1/200 goat anti-mouse cy3). The sections were
washed three times in between every step, incubated with Hoechst- 33258
solution, and then covered with a coverslip.
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All dlices were investigated with a Leica TCS SPE confocal laser scanning
microscope (Leica, Wetlar, Germany) and the images were obtained
with a resolution of 2048 x 2048 pixels.

RESULTS

In this study, we explored the immunoreactivity of NLRPZ 15 minutes
following the optogenetically induced single cortical spreading
depolarizationC5SD)inmousebrains. Initially, wescnutinized theexpression
pattern of NLRPZ in mouse brain sections through immunoflucrescence
staining. Motably, discernible cellular immunoresactivity of MLRP2 was
evident in the cortical and subcortical regions of sham and naive group
brains. Intriguingly, this immunareactivity exhibited a notable reduction
in CSD-induced brains, as illustrated in Figure 1.

Subsequently, to elucidate the cellular identity of MLRPZ expression,
doubleimmunostaining experimentswere conducted. The results revealed
that the majority of cells expressing NLRP2 exhibited colocalization with
MeuM, a neuronal marker, while a smaller subzet demonstrated merging
with 51008, an astrocyte marker, as depicted in Figure 2. This dual
staining approach provided valuable insights into the specific cellular
populations expressimg NLRP2 in response to optogenetically induced
single TS0, shedding light on the potential imvolvement of both neurcns
and astrocytes in the observed immunoreactivity changes.

DISCUSSION

Inflammation is proposed as a key mechanism underlying the
pathogenesis  of warious neurological diseases, encompassing
migraine, pain, newrodegenerative disorders, and cerebral ischemia.
Inflammasomes, integral components of the innate immune system,
activate proinflammatory cascades While numercus members of
the MOD-like receptor [MLR) family have been identified in different
pathophysiological processes, the understanding of their roles in diseases,
including MLRPZ, remains insufficient (3). Especially MLRFZ is the least
studied inflammasome type among others.

The objective of this study was to elucidate the expression pattemn and
alterations of MLRPZ following a single CSD. Surprisingly, our findings
indicated basal-level expression of MLRP2 in neurons, with a discernible
shift in immunoreactivity after CSD. In contrast to prior research
suggesting a less abundant neuronal expression and prevalent astrooytic
features, our results demonstrated marked MLRFZ expression in MeuM
{+) cells, particularly in the naive and sham groups [1.6-9). Notably, there
was a pronounced reduction in NLRP2 immunoreactivity following €S0,
challenging the previously reported astrocytic predominance in studies.

Moteworthy studies by Zhang, Sun, Cheon, and Minkiewicz et al
underscored the astrocytic expression of MLRP2 and its association
with ATP-induced pannexin and PZ{7 receptor stimulation, activating
inflammasome and proinflammatory cascades (1.6-9). These findings
prompted us to explore the potential link between MLRFZ and CSD,
considering its plausible role in the proinflammatory features observed
in experimental migraine models.

Intriguingly, our study deviates from previous reports, demonstrating a
marked neurcnal expression pattern of MLURF2 in cortical and subcortical
brain regions, contrary to the astrocytic features predominanthy
observed in other studies. This distinction aligns with Matsuka et als
identification of neuronal MLRP2 expression in dorsal roet ganglia during
an inflammatory pain hypersensitivity model (10). Howewver, our study
revealed a reduction in MLRP2 immuncreactivity after CSD, in contrast to
Matsuka et al’s observations of increased reactivity following ceramide-
induced tissue inflammation (10). Nevertheless, , in this study, MLRPZ was
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detected two days after ceramide induction. In our study, we detected
MLRPZ expression at a very arly time point after CSD induction (10).
Considering the timing of response patterns elicited by stimulation,
further investigations may wnravel the expression and activation intervals
of NLRPZ. Pharmacologic or genetic manipulation of NLRP2 presents a
promising avenue for understanding its role as a potential limiting factor
in inflammation, possibly through MF-xB regulation. Future research
exploring the temporal dynamics and manipulations of NLRP2 could
offer valuable insights into its involeement in the inflammatory responses
triggered by C5D.
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