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Periferal sinir yaralanmalari sik kargilagilan bir olgudur. Yaralanma sekli, hasarin
konumu ve tedaviye baslama zamanina bagl olarak tedavi edilebilirligi degismekle
birlikte, tedavi oranlari genellikle dusuktur. Bir cok memeli dokusunda embriyonik
donemle sinirli kalan bir 6zellik olan rejenerasyon yetenegi, urodele amfibilerde
ergin donemde de devam etmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, omurgali
hayvanlar arasinda rejenerasyon yeteneg@i en yuksek grubu olusturan ve amfibi
sinifina ait bir takim olan semenderlerden Triturus karelinii tirinde siyatik sinir
hasari sonrasi iyilesme surecinin, yurime testleri, elektrofizyolojik dlgumler ve
proteomik stratejilerle aydinlatilmasi amaglanmistir.

Siyatik sinir dokularinda kesik hasari olusturulan semenderlerin, iyilesme
donemleri operasyon sonrasi 0-3. ve 24. saat, 7., 14., 21. ve 35. gunler olmak
uzere alti zaman araliginda incelenmisgtir.

Calismamizda yurime testleri ve birlesik kas aksiyon potansiyeli verileri ile
iyilesme sureci gozlenmigtir. Bottom-up proteomik stratejilerin  kullanildigi
calismada, periferal sinir rejenerasyonu surecindeki molekiler mekanizmayi en iyi
yansitan grubun kesik hasari sonrasi distal ve proksimal sinir uglarin ayri
incelenmesi ile elde edildigi belirlenmistir. iki boyutlu jel elektroforezi ile elde edilen
protein profillerinden zaman araliklari ve gruplara goére ifadesi artan azalan protein
kimeleri tespit edilmigtir. Her bir zaman araligina ait distal sinir ucu ornekleri kendi

aralarinda test edildiginde 28 protein kiimesi; proksimal sinir ucu érnekleri kendi



aralarinda test edildiginde ise 38 protein kimesinin ifadesindeki degisim p<0.05
guven arahdinda anlamli bulunmustur. Fosfoproteomik ve glikoproteomik
incelemeler ile sinir rejenerasyonu surecinde etkili olabilecek translasyon sonrasi
modifikasyonlar gosterilmistir.

MALDI-TOF kutle spektrometresi ile sinir rejenerasyonu surecine katildigi tespit
edilen toplam otuz doért adet protein, peptit kitle parmak izi yontemi kullanilarak
tanimlanmistir. Bu proteinler, hicre iskeleti proteinleri, enzim aktivitesi olan
proteinler, ubikutinasyon mekanizmasi ile ilgili proteinler, sinyal molekulleri ve
reseptorleri, tagiyici proteinler, hiicre adezyon molekulleri ve duzenleyici proteinler
seklinde siniflandirnlmigtir. Tanimlanan proteinlerin doku ve organ morfogenezi,
hicre ve doku gelisimi, buyame, hudcre farklilagsmasi, néron homeostasisi,
mikrotibile bagli hareketler, sinyal vyollarinin pozitif dizenlenmesi gibi
fonksiyonlara sahip oldugu bulunmustur. Tasiyici proteinler, bliyime faktorleri,
sinyal molekulleri ve dizenleyici molekullerin distal sinir ucunda; ndrit uzamasi ile
ilgili molekullerin, 6zellikle hlcre iskeleti proteinlerinin ise proksimal sinir ucunda

daha yuksek ifade edildigi goralmustar.

Anahtar Kelimeler: Siyatik sinir, Triturus karelinii, rejenerasyon, yurime testi,
elektrofizyoloji, 2D-PAGE, MALDI-TOF



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE SCIATIC NERVE REGENERATION IN
Triturus karelinii (URODELA: SALAMANDRIDAE) BY
BEHAVIORAL, ELECTROPHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR
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Secil KARAHISAR TURAN
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatma Duygu OZEL DEMIRALP
June 2015, 162 pages

Peripheral nerve injuries are frequently observed cases. The curability rate can
change due to injury type, location of the damage and time to start treatment,
although treatable cases are generally low. The regenerative capacity is limited to
the embryonic period in many mammalian tissues, but in urodele amphibians it
continues during adulthood. Within the scope of this thesis, it is aimed to clarify the
recovery period of Triturus karelinii species after sciatic nerve damage. As a result
of the study, this species which belongs to class Amphibia, order Urodela, has the
highest regenerative capacity through the vertebrates, which is assessed by
walking track analysis, electrophysiological recordings and proteomic strategies.
The sciatic nerves of the newts were transected and the recovery period is
examined in six time points which are 0-3" and 24" hours, 7", 14™ 21 and 35"
days postoperatively.

In this study, regeneration process is observed by walking track analysis and
compound muscle action potential data. In the study by which bottom-up
proteomic strategies are used in order to assess the underlying molecular
mechanism of regeneration period, the transection damage group where distal and
proximal nerve endings are analysed separately is identified as the most effective
group. From the protein profiles of two dimensional gel electrophoresis, protein

spots which have different expression levels between time points and groups are



determined. When distal nerve stumps from different time intervals were
statistically tested, 28 protein spots were found to be significant and 38 for
proximal nerve stumps (p<0.05). By phosphoproteomic and glycoproteomic
analysis, posttranslational modifications which can be effective in nerve
regeneration period is indicated.

Totally 34 proteins which relate to nerve regeneration process are identified with
peptide mass fingerprinting analysis by using MALDI-TOF mass spectrometry.
These proteins were classified as cytoskeletal proteins, enzymes, proteins
involved in ubiquitination, signal molecules and receptors, transport proteins, cell
adhesion molecules and regulatory proteins. These proteins function as tissue and
organ morphogenesis, cell and tissue growth, development, cell differentiation,
neural homeostasis, microtubule driven movements, positive regulation of signal
pathways.

Transport proteins, growth factors, signal and regulatory molecules are highly
expressed in distal nerve stumps, whereas proteins related with neurit elongation
process, and especially cytoskeletal proteins are highly expressed in proximal

nerve stumps.

Keywords: Sciatic nerve, Triturus karelinii, regeneration, walking track analysis,
electrophysiology, 2D-PAGE, MALDI-TOF
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1. GIRIS

1.1. Rejenerasyon ve Rejenerasyon Caligmalarinin Tarihi

Rejenerasyon, biyoloji tarihindeki en eski c¢alisma alanlarindan biridir.
Rejenerasyonla ilgili kaydedilmis ilk bilimsel gozlemler, 1712’de, René-Antoine
Ferchault de Réaumur tarafindan yapilan ve istakozlarda Uye rejenerasyonunun
ayrintil bir taniminin yer aldigi ¢alismadir. Sonraki yarim yuzyil boyunca farkli
organizmalarda farkli arastirmacilar rejenerasyonla ilgili g6zlemlerde
bulunmustur: Abraham Trembley (1740) hidralarda, Charles Bonnet (1745)
annelidlerde, Spallanzani (1769) amfibilerde, P. S. Pallas (1770) planaryalarda
cesitli gdozlemler yapmistir. Onsekizinci yuzyilda gercgeklestirilen rejenerasyon
calismalari, sonraki yuzyillarda geliserek devam edecek olan deneysel biyoloji,
gelisim biyolojisi ve genetik gibi c¢alisma alanlarinin kokeni olarak kabul
edilmektedir. Ondokuzuncu yuzylhn baslarinda, c¢ok sayida hayvanda
rejenerasyonun varligi  gosterilmistir;, ancak 1838'de hucre teorisinin
aydinlatimasiyla ve histolojik tekniklerin  gelistiriimesiyle, rejenerasyon
calismalari da yeniden ele alinmigtir. Charles Darwin Unlli Beagle seyahatinde
planaryalarda rejenerasyon ¢alismalari yapmis ve evrim teorisinde bu konuyu da
tartismistir.  Mendel Oncesi genetik c¢aginda, Weismann (1892) (ye
rejenerasyonunda morfogenez konusuyla ilgili ilk teoriyi ortaya atmistir. Yirminci
yuzyil birgok tirdeki rejeneratif sureclerle ilgili detayli histolojik tanimlamalarla
baslamig, ancak birka¢ on yil sonrasinda, memeli rejenerayonuna ilgi, birgok
insan dokusunda rejenerasyon yeteneginin olmamasi nedeniyle azalmistir.
Amfibilerde Uye rejenerasyonu calismalari, teorik tanimlamalardan, belirli doku
bilesenlerinin rejenerasyon Uzerine etkisinin gosterildigi deneysel calismalara
tasinmistir. Molekller devrim, rejenerasyon alanindaki c¢alismalari yeniden
etkilemis olsa da, giniUmuzde herhangi bir dokudaki rejenerasyonun molekuler
yapisiyla ilgili bilgi sinirhdir. Yirmibirinci yuzyilin baglarinda kok hiucre galismalari
ve kok hucrelerin insan dokularinda rejenerasyonu destekleme potansiyellerinin
kesfedilmesi ile birlikte, rejenerasyon calismalarindan elde edilecek sonuglarla

ilgili yuksek beklentiler olugsmustur [1, 2].

Rejeneratif tip ve biyomuhendislik uygulamalari ile, kopan ya da hasarlanan doku
ve organlarin yeniden yapilandiriimasi ile ilgili galismalar ise yirmibirinci yuzyilin

populer calisma alanlarindan birini olusturmaktadir.



Rejenerasyon kelimesinin s6zluk anlami, kopan ya da hasarlanan bir bolgenin
yeniden geligtiriimesi ya da yeniden yapilandiriimasi, diger bir deyisle bir cesit
asekstel Ureme seklidir. Ancak bu tanim, canlilarda birbirinden cok farkl
mekanizmalarla gergeklesen tum durumlarin agiklanmasi igin yeterli degildir.
Hucre ya da doku hasarlari, yikim ve iyilesme sureclerini igeren bir seri olayin
baslamasina neden olur. Bu sure¢ genel anlamda, rejenerasyon ve onarim
olarak iki kisma ayrilabilir. Rejenerasyon kaybedilen ya da hasarlanan dokunun
tamamen eski durumuna dénmesiyle sonuglanirken; onarimda ise bazi orijinal
yapilar eski haline donerken, kollajen birikimi ve yara olusumu da gorulir.
Rejenerasyon, amfibilerde kopan Uyelerin yeniden buyumesinde oldugu gibi,
kayip dokularin yerini doldurmak Uzere, hticrelerin ve dokularin proliferasyonunu
ifade eder. Memelilerde, bir organin tamami ya da kompleks dokular nadiren
rejenere olur ve rejenerasyon terimi genellikle kismi parga alinmasi ya da nekroz
sonrasinda karacigerin buyumesi gibi suregler icin kullanilir; ancak bunlar gergek

rejenerasyondan c¢ok, hasari telafi edecek biylime durumlaridir [3].

Rejenerasyon tipleri ve siniflandirimasi Sekil 1.1’de 6rnekleriyle birlikte
verilmigtir. Rejenerasyonun hayvanlar alemindeki filogenetik dagilimina
bakildiginda, c¢ok hucreliligin kokeniyle es zamanh olarak, ilkin hayvanlarda
ortaya ciktigi dusunulmektedir. Filogenik incelemelerden elde edilen verilere
gore, rejenerasyon ¢ok hucreli hayvanlarda primordiyal bir 6zelliktir ve henuz

aciklanamamig nedenlerle bazi gruplarda sonradan kaybolmustur [4].

Hayvanlar alemindeki rejeneratif potansiyel incelendiginde, bazi ilkel formlarda
rejenerasyon yetenegi bulunmazken, bazi yakin akraba gruplarda rejenerasyon
yetenedi bakimindan farkhliklarin bulundugu gorulir. Ornegin, bazi Annelida
turleri (halkali solucanlar) kiguk vicut parcalarindan tim vicutlarini
gelistirebilirken; neredeyse benzer karmasikliga sahip Nematoda (yuvarlak
solucan) tlrlerinde rejenerasyon gozlenmez. Benzer sekilde urodela amfibileri
omurgall rejenerasyonunun sampiyonlariyken, anuran amfibilerinin rejeneratif
kapasitesi belirgin dlgiide daha dugslktur. Organizmanin gelismisligi, rejeneratif

kapasitenin gdsterilmesi i¢in uygun bir belirte¢ degildir [5, 6].
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Sekil 1. 1. Rejenerasyon sureciyle ilgili temel kavramlar



Solenterler ve yassi solucanlar gibi bazi hayvanlar kiguk vicut pargalarindan
batan vacutlarini rejenere edebilirken; nematodlar, sulukler, kuglar ve memeliler
gibi bazi hayvanlarsa rejenerasyon yeteneklerini buylk oranda ya da tamamen
kaybetmistir. Ergin donemde sabit hicre sayisina sahip olan rotiferler ve
nematodlar gibi bazi subelerin Gyelerinde rejenerasyon yetenegi yoktur. Ayrica,
rejenerasyon yetenegine sahip turler iceren subelerde de turler arasinda 6nemli

farkhliklar goralr [4].

Dogal populasyonlardaki en yaygin doku kaybi, olduriclu olmayan predasyon
nedeniyle olusur. Subletal (6ldUricli olmayan sakatliklar) predasyon, birgok
hayvan neslinde rejenerasyonun korunmasini saglayan baskin kuvvet olmustur.
Bazi habitatlarda, subletal predasyon ve sonrasinda avin yarali doku ve
organlarinin rejenerasyonu ¢ok yaygindir ve kommunite dinamiklerinde onemli
role sahiptir. Dogal populasyonlarda subletal predasyon disinda, tar ici
mucadeleler, deri degisimi ve tly dokme sirasindaki komplikasyonlar ya da
toksine maruz kalan vicut kisminin ototomi ile uzaklastiriimasi ve abiyotik fiziksel

hasarlar da doku kaybina neden olan diger mekanizmalardir [4, 5].

1.2. Amfibilerde Rejenerasyon

Amfibilerde gelisim biyolojisi ve rejenerasyonla ilgili ¢alismalar onsekizinci
yuzyilin ortalarinda baglamistir. Sperry [7], gelisme evresinde, g6z sinir uzantilar
tahrip edilen Bufo terrestris, Hyla cinerea, Hyla crucifer tirlerine ait kurbaga ve
Triturus viridescens turi semenderlerin retinasindaki sinir hicresi aksonlarinin
buyuk bir dogrulukla merkezi sinir sistemindeki yerlerini bulabildigini ve gérme
islemini yeniden gerceklestirebildigini bulmustur. Bu denemelerle, kesilen g6z
siniri 180° donduruldukten sonra tekrar yerine baglandiginda, sinir geligiminin
yine meydana geldigi; fakat kurbaganin herhangi bir av gormesi halinde avin
uzerine degil, 180° tersine zipladigi gozlenmistir [7]. Kurbagalarla yapilan bir
bagska deneyde ise, goz mercegi c¢ikarilimis kurbaga larvalarinda ust irisin
kenarindan yeni bir mercek olustugu gorualmastar. Mercek, normalde goz
cukurunun o6n kismini 6rten derinin ektoderminden meydana gelmektedir.
Yenilenmede, ilk olarak iris hucreleri boélinmeye, pigmentlerini yitirmeye ve
embriyonal blastem seklini almaya baglar. Bu sirada, onceden etkin halde
olmayan gen sistemleri igler hale gegirilir. Bu gen sistemleri, 6zel mercek

proteininin sentezlenmesini saglar. Burada, Onceden melanin pigmenti



sentezleyen iris kokenli hucreler, yepyeni bir iglevi Uzerlerine alr ve bu
hicrelerde metaplazi gorulur. Cikarilan mercek, tekrar géz boglugunun igerisine
yerlestirildiginde, iristen yeni mercek olusmadidi; ancak mercegin Uzeri parafinle
kapatilarak yerlegtirildikten sonra iristen yine mercek olustugu gorulmustar.
Boylece, mercekten salinan bazi 6zel maddelerin, mercek olusumunu Onledigi
yorumu yapilmistir [8]. Okada ve Mikami [9], Triturus pyrrhogaster’de optik
cukurun oldugu alana, burun taslagi, kulak vezikulu, beyin, kalp, karaciger, erken
embriyolardan dorsal arkenteron duvari, noral plaka, bas bolgesindeki ektoderm,
mezoderm ve endoderm gibi, ¢ok sayida farkh dokuyu yerlestirmis ve lens
gelisiminin induklendigini tespit etmislerdir. Bu tarihlerden itibaren, amfibilerin
farkh dokularindaki rejenerasyonla ilgili bircok calisma kaydedilmistir. Ancak,
ilerleyen yillarda ¢aligsmalarin ¢ogu laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan, belirli
model organizmalarla sinirlandiriimistir. Ganimuzde geligtirilen yeni molekuler
tekniklerin yardimiyla, ge¢miste yapilan bu c¢alismalardaki mekanizmalarin
aydinlatiimasi, literaturdeki eksikligin giderilmesinin yani sira, gesitli hastalik ve
sakatliklarin tedavisinde uygulanabilecek yeni yontemlerin gelistiriimesine de

katki saglayacaktir.

Urodela amfibileri, kuyruk, bacak, lens, retina, ¢cene ve kalplerinin buyuk bir
kismini rejenere edebilmektedir; ancak evrimsel surecte memelilerde herhangi bir
dokunun ya da organin tamamen rejenere olabilme kapasitesi ortadan kalkmistir.
Memelilerde gercek rejenerasyonun gorilmeme nedeni olarak, rejenerasyon igin
gerekli hdcrelerin  kaynagini olusturan blastema vyapisinin olmamasi ve
yaralanma sonrasi hizli fibroproliferatif cevap olusmasi gosteriimektedir.
Rejenerasyon surecinde c¢esitli hucresel yolaklarin rol oynadigi bilinmektedir.
Ornegin, Wnt/B-catenin yolagi, planarya rejenerasyonunda, zebra baliklarinin
yuzge¢ ve kalp rejenerasyonunda ve sucul semenderlerin  bacak
rejenerasyonunda blastema ve kalip (pattern) olusumuna katilan, yuksek oranda
korunmus bir yolaktir. Memelilerde de benzer sekilde, Wnt/B-catenin bagirsak
epitelinde, kemik iliginde ve kasta kok hticre fonksiyonlarini dizenlemekte, kismi
hepatektomi sonrasinda karaciger rejenerasyonuna katilmakta ve karaciger

hasari sonrasinda oval hicre proliferasyonunu uyarmaktadir [3].

Amfibi rejenerasyonunun, yodun hicresel transdiferansiyasyon aracihgi ile

gerceklestigi  dusunulmektedir.  Rejenerasyonun  gerceklesebilmesi igin,



amputasyon bolgesinin u¢ kisimlarindaki farklilagsmis hudcreler once primitif
hallerine doner (de-differentiate) ve daha sonra kaybolan pargay! olusturmak
uzere yeniden farkhlasirlar (re-differentiate). Bu durum, transdiferansiyasyonun
pankreastaki endotel hlcreler ya da periferal sinir sistemindeki Schwann
hacreleri gibi yalnizca birka¢ hucre tipinde gozlendigi memelilerdeki duruma
benzerlik gostermez. Son yillarda, amfibilerdeki rejenerasyonda kok hucrelerin de
roli oldugu ortaya c¢ikariimis, bdylelikle bu hayvanlardaki rejeneratif kapasitenin

hem farklilasmis hem de farklilasmamis hicreleri icerdigi 6ne stralmustar [10].

1. 3. Sinir Sistemi ve Huicreleri

Sinir sistemi, o6zellikle beyin dokusu, vucuttaki en karmasik ve en ylksek
organizasyona sahip sistemdir. Sinir sisteminin yapisi ve gelismiglik derecesi,
bulundugu hayvanin yasama seklini yansitmaktadir. Aktif hayvanlar daha
gelismis ve karmasik sinir sistemlerine sahipken; pasif olanlarda sinir dokusu
daha kiguk ve az gelismistir. Hayvanlar aleminde birbirinden farkli sinir sistemi
modelleri gelismis olsa da, slingerler (Porifera) ve knidliler (Cnidaria)’'dan yukari
taksonlarda gorulen sinir sistemi yapisi genel olarak, bilgileri igleyen bir merkezi
bdlge ve cevredeki bilgileri merkeze, merkezdekileri de cevreye tasiyan sinir
fibrillerinden olusan bir periferal bélgeye ayrilmaktadir. Omurgalilarda, merkezi
sinir sistemi beyin ve omuriligi icerirken; periferal sinir sistemi de kraniyal ve
spinal sinirlerden olugsmaktadir. Spinal sinirler; omurilik ile Gyeler, boyun ve gbévde
arasinda iki yonlu iletisim saglamaktadir. Her bir spinal sinir, omurilikten iki kiguk
dalla ayrilir. Dorsal kdk (posteriyor ya da duyu kokl) genigleyerek dorsal kok
gangliyonunu olusturur. Bu gangliyonda duyu noronlarinin hicre godvdeleri yer
alir. Bunlarin dendritleri periferal vicut kisimlarina impuls iletir. Her bir spinal
sinirin ventral koku (anteriyor ya da motor kok) ise, hlcre govdeleri omuriligin gri

maddesinde bulunan motor néronlarin aksonlarindan olusmaktadir [11].

Sinir sistemi hUcreleri noéronlar ve noéroglia huicreleri olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Kuresel sekilli noéroblast hcrelerinden farklilagsan ndronlar,
asimetrik yapida olup; hicre ¢ekirdeginin bulundugu hicre gévdesinin bir ucunda
sinyalleri alan dendritler bulunurken, diger ucta ise sinyal iletiminde gdrevli olan
aksonlar uzanmaktadir. Bu asimetrik yapi sonucunda, hucrelerde dendritlerden
aksonlara dogru tek yonlu sinyal iletimi gergeklesmektedir. Glia hicrelerinin ise,

elektriksel impuls iletiminde rol almamalarina kargin; miyelin kilifin olusturulmasi



ile impuls iletiminin kontrol edilmesi, buyume faktorleri ve diger sinyal
molekullerin salinmasi, noéronlardan sinyallerin alinmasi ve sinaps olusumunun

kontroll gibi 6nemli goérevleri bulunmaktadir [11, 12].

1.4. Periferal Sinirlerin Anatomisi ve Fonksiyonlari

Periferal sinirler, vacutla beyin ve omurilik arasindaki baglantiyr saglamaktadir.
Periferal sinir sistemi, merkezi sinir sisteminden birgok yonuyle farklihk
gOstermektedir. Periferal aksonlar, kas, bag doku, deri ve vicuttaki butin
organlari iceren ¢ok cesitli lokal gevrelerle iliski halindedir. Periferal sinir sistemi
hucreleri, hasar ya da hastaliklara verdikleri yanit, destekledikleri akson yapilari
ve birlikte gorev aldiklari diger hucreler yonunden merkezi sinir sistemindeki sinir

hicrelerinden ayrilmaktadir [13].

Periferal sinir govdesinde, beyin ve omurilik ile iskelet kaslari arasindaki baglanti
motor néronlar; beyin ve omurilik ile duyu organlari arasindaki baglanti ise duyu
noronlari araciligiyla saglanmaktadir. Merkezi sinir sistemi ile duz kaslar, ter
bezleri, kan damarlari ve diger yapilar arasindaki iletisimi ise otonom sinir sistemi
aksonlari gergeklestirmektedir. Sinir gdvdeleri boyunca uzanan aksonlarin néron
hicre govdeleri (perikarya) beyin kokinde, omurilikte ve gangliyonlarda
bulunmaktadir [13].

Periferal sinirlerin fonksiyonel birimleri aksonlardir. Aksonlar, hem elektriksel
iletim, hem de madde tasinimi igin 6zellesmistir. Periferal aksonlarin boyutlari,
fonksiyonel ozelliklerine bagh olarak farklilik gostermektedir. Tum periferal
aksonlar, periferal sinir sisteminin gliasi olan Schwann hucreleriyle iliskidedir.
Akson Schwann hucresi iliskisine aracilik eden c¢esitli 6zgul molekuler etkilesimler
vardir. Periferal aksonlar ¢gok sayida bag doku tabakasiyla sarilarak periferal siniri

olusturmaktadir [14].

Periferal sinirler, distan ice dogru epindryum, perinéryum ve endondéryum olmak
Uzere U¢ bag dokusu kilifi ile gevrelenir. Periferal sinir gévdesinin dis tabakasini
olusturan epinéryum Kkollajen doku kilifi, kan ve lenf damarlari, makrofajlar,
fibroblastlar ve mast hicrelerini icermektedir. Kalinligi degiskenlik gdsterebilen
epindryum tabakasinin komsu dokularla ¢ok az baglantisi vardir. Baskin olarak
Tip | kollajen igerse de, elastik fibriller de bulunmaktadir. Epinéryumdaki lokal kan
akimi endonéryumdakine oranla daha fazladir. Epinéryumun altinda yer alan

perindryum, endondral fasikulleri gevreler ve korur. Perinbryumun bazal laminasi,
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kollajen, fibronektin, laminin ve glikozaminoglikanlari igermektedir. Endondryum
ise, sinir govdesinin en 6nemli kismidir ve aksonlari ve aksonlari destekleyen
Schwann hucrelerini icermektedir. Bunlara ek olarak, mast hicreleri, makrofajlar,
fibroblastlar ve kan damarlari da bulunmaktadir. Tip | ve Ill kollajenlerini igceren
endondryumda, iki tip akson yer almaktadir. Miyelinli aksonlarin gaplari daha
blayuk olup, her biri bir Schwann hucresi tarafindan lamelli yapidaki lipid miyelin
kilifla cevrelenmektedir. ikinci énemli akson tipi de miyelin kilifla kaplanmamig
olanlardir. Bu aksonlarin birka¢c tanesi bir Schwann hicresi ile iliskidedir.
Aksonlar bu yapisal gergeve icinde rastgele dagilmak yerine, dereceli olarak
organize olup merkezi sinir sisteminden c¢evreye dogru dagilirken 6zgul sinir

kollarini olusturmaktadirlar [13, 14].

1.5. Siyatik Sinir

Siyatik sinir, viicudun en uzun ve en genis siniridir. Siyatik sinirin; tibial, peroneal
ve sural sinirler olarak adlandirilan kollari, arka bacagin farkli bdlgelerinde
bulunan kaslara, deri reseptorlerine, damarlara, ter bezlerine dogru farkl

oranlarda motor, duyu ve otonom sinirlere ait aksonlar iletmektedir [15, 16].

Siyatik sinir, siyatik arter ile birlikte, uyluk bdlgesinden asagiya dogru inerken,
dize yakin bir bélgede kollara ayriimaktadir. Oncelikle, bir ya da daha fazla
kuten6z dal, Musculus pubo-ischio-tibialis ve Musculus ischio-flexorius kaslari
arasinda uyluktan ayrilir. Nervus cutaneus surae medialis’i olusturan bu dallar,
dizin distalinde bacagin ventral ylzeyindeki deri ortisini uyarmaktadir. Bu
sinirlerden biri, Musculus ischio-flexorius kasinin pars plantaris’inin yakinindan ya
da icinden gecerek, ince bir kol ile bu bdlgeyi sinirlendirmektedir. Diger kol,
siyatik siniri bu kutan6z dallarin yakininda terk ederek kaslara yonelir ve
Musculus femoro-fibularis’i sinirlendirmek Uzere, Musculus flexor primordialis
communis’e girer. Sinir, bu kas icinde sonlanabilir ya da asagiya dogru devam
ederek Nervus fibularis ile birlesebilir. Nervus fibularis ile birlestigi durumda;

kUguk bir dal bu kasa uzanarak kasin sinir iletimini saglamaktadir [17].

Kalcga ile diz arasinda bir bolgede, siyatik sinir, siyatik arterin icinden gecgebilmesi
icin ikiye ayrilmaktadir. Diz bdlgesinde yeniden birlesen bu kollarin ayrildigi
alanin uzunlugu, turler arasinda buyuk cesitlilik gostermektedir. Siyatik sinir,
Musculus flexoris fibularis kasinin dorsalinde uyluktan ayrilmakta ve bacaga

Musculus pubo-ischio-tibialis insersiyonu ile Musculus flexor primordialis
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communis’in baslangi¢ noktasi arasindan girmektedir. Siyatik sinir, dizin
proksimalinde ikiye ayriimadiysa bu bdlgede ayrilir. Dizin distalinde ayrilan,
siyatik sinirin iki temel kolu, Nervus fibularis ve Nervus interosseus isimlerini
almaktadir [17].

1.6. Periferal Sinirlerde Rejenerasyon Siireci

Sinir sistemine ait yapilar, yaralanma sonrasi diger bircok dokuya oranla daha
zor rejenere olmaktadir. Bunun en énemli nedenlerinden biri, aksonal ve dendritik
baglantilarin dogru sekilde rejenere olamamasidir. Genel olarak, periferal sinir
sistemindeki aksonlar, merkezi sinir sistemindekilere oranla daha iyi rejenere
olabilmektedir. Bu 6zelligin, htcresel iliskilerdeki farklihga, 6zellikle destekleyici

hicrelerdeki farklihga ve miyelin bilesimine bagh oldugu distnulmektedir [4].

Sinir rejenerasyonu ve hedefin yeniden sinirlendiriimesi iglemleri, néron, buyime
ortami ve hedefle ilgili cok sayida faktdrden etkilenmektedir. Basaril bir iyilesme
sureci igin, O©ncelikle néronlar yaralanma sonrasi hayatta kalmali ve
rejenerasyonu baslatmak icin etkili bir metabolik yanit olusturmalidir. ikinci
olarak, yaralanma bdlgesinin distalindeki sinir kokinun buyime ortami, rejenere
olan aksonlar igin yeterli destegi saglamalidir. Uglincii olarak, basarili bir sekilde
rejenere olan akson uygun hedefi yeniden sinirlendirmeli ve hedef yeniden

sinirlendiriime ve denerve atrofiden kurtulma yetenegini korumalidir [18].

Yaralanma sonrasi néronun canliidini korumasi néron tipi, yas, yaralanma
derecesi ve yaralanmanin hucre govdesinden uzakligi gibi faktérlere baglidir.
Genel olarak, spinal motor néronlar hasar sonrasi hlicre élumuine karsi, kraniyal
motor noronlardan ve duyu noronlarindan daha az duyarldir. Erginlerdeki olgun
noronlar, gelisen ve gelismekte olan olgunlasmamis ndronlardan; yaralanma
bolgesi hucre govdelerinden uzakta olan néronlar, hucre godvdelerine yakin
olanlardan daha dayaniklidir. Ayrica hasarin proksimo-distal konumlu olmasi da

noronun hayatta kalmasi agisindan 6nemlidir [18].

Akson rejenerasyonu, tek bir hlcre uzantisinin, uzun bir substrat boyunca
buyumesini gerektiren bir surectir. Aksonlarin merkezi sinir sistemi ve ¢evresel
sinir sistemi geklinde iki ana bilesen altinda incelenmesi ve rejenere olan
aksonlarin sinir sisteminin farkli kisimlarinda farkh yanit vermesi de, bu slreci
daha karmasik hale getirmektedir. Normal kosullarda, gevresel sinir sistemindeki

aksonlar merkezi sinir sistemindekilere oranla daha iyi rejenere olurlar. 1980’li
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yillarin ortalarindan itibaren yapilan c¢alismalar bu farklihgin nedenini kismen
aciklayabilmistir. Eldeki bilgilere dayanarak ginimuzde hem c¢evresel, hem de
merkezi sinir sisteminde akson rejenerasyonunu arttiracak teknikler

tasarlanmaktadir [1].

Sinir hasari sonrasinda hedef dokularda ve néron hicre govdesi ve akson
bdlgesindeki glial hucrelerde, fibroblastlarda, makrofajlarda norotrofik faktorler
ifade edilmekte ve salinmaktadir. Aksotomi sonrasinda, néron disindaki hicreler,
Ozellikle de Schwann hicreleri tarafindan sentezlenen ¢ok sayida nérotrofik
faktor aksonlarin hayatta kalmasi igin gereklidir. Kesilen bir periferal sinirin
proksimal ucunun kaplanmasi, distal sinir ucunda akson rejenerasyonunu
engelleyerek dorsal kdk gangliyonundaki sinirlerin % 50’sinin  dlmesiyle
sonuglanir. Bu goézlem distal sinir ucu ya da hedef organdan salinan trofik
faktorlerin, yaralanmadan sonra sinirlerin hayatta kalmasinda onemli bir role
sahip oldugunu desteklemektedir. Ancak, norotrofik destek saglayan tek
kaynagin distal sinir ucu ya da hedef organlar olmayabilecegi de diustnutlmektedir
[18].

Canli kalan noéronlar, iletici moddan buyime moduna geg¢meleri sonucu,
morfolojik, fizyolojik ve molekuler degisikliklere ugramaktadir. Bir aksonun fiziksel
batunligu bozuldugunda, saniyeler icinde bir seri molekuler degisim
goOrulmektedir. Noéron hlcre govdelerindeki en c¢arpici ve kalici morfolojik
degisiklikler, kromatolitik degisiklikler olarak adlandirilan, Nissl cisimciklerinin
erimesi, cekirdek seklinin bozulmasi, c¢ekirdekgigin genislemesi ve hicrenin
siskinlesmesidir. Kromatolizis, akson lezyonlari hlucre godvdesine yakin olan
noronlarda daha siddetli sekilde ve daha erken donemde gorulmektedir.
Kromatolizis siddeti ile hedef baglantilari sadlayacak aksonal biylime arasinda
bir iliski oldugu dusunulmektedir. Ancak kromatolizis basarili rejenerasyon igin bir
on kosul degildir. Ornegin, dorsal kék gangliyonu néronlari gok az kromatolizis ile

basarili bir rejenerasyon gergeklestirebilmektedir [13, 18].

Nissl cisimciklerini olusturan ribozomlar ve duzenli granuler endoplazmik
retikulum dizilerinin ¢dzllmesi, protein sentezinin artigiyla iligkili morfolojik
olaylardir ve aksotomize néronlarda mRNA sentezinin artigiyla baglantilidir. Akut
erken faz (immediate-early genes) genlerinin ifadesi ve bununla baglantili olarak

hicre iskeleti proteinlerinin, noérotransmitterlerin  ve  blyime  faktoru
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reseptorlerinin Uretimindeki degisiklikler, iletici moddan biyume moduna gegisin
belirtecleri olarak bilinir ve néronlarin canli kalabilmesi ve rejenerasyonlari igin bir
6n kosuldur. Ornegin, aksotomize motor néronlarda gen ifadesi modeli, kolinerjik
ndrotransmisyondan buylmeye gecisle uyumludur. Transkripsiyon faktori junB
ve c-jun mRNA'larindaki erken artistan sonra, bu oran kolin asetil transferaz
(choline acetyltransferase, CAT) enziminin miktarini azaltmakta, kalsitonin gen
iligkili peptit (calcitonin gene-related peptide, CGRP) ndropeptidi, hizli iletilen
bayume iligkili protein (growth-associated protein, GAP-43) ve yavas iletilen
hlcre iskelet proteinleri aktin ve tubulin miktarlari arttinlmaktadir. Akut erken faz
gen ailesi (IEG) arasinda, jun, fos, krox genleri bulunmakta ve yalnizca jun ailesi
dyeleri aksotomize motor ve duyu néronlarindan segici olarak ifade edilmektedir.
Ancak, bu degisikliklerin rejenerasyon ile gecici iliskide olmalari rejenerasyonun
mutlak sarti olmadiklarinin gostergesidir. Aksotomize noronlarda, c-jun ve nitrik
oksit sintaz (nitric oxide synthase, NOS) ifadesinin, hem ndronlarin 6liumuyle hem

de rejenerasyon ile iligkili oldugu bilinmektedir [13, 18].

Aksonlarin normal blylimesi sirasinda, aksonla substrat (Schwann hicreleri ya
da bazal lamina) arasindaki iletisim, aksonlarin bazal laminasindaki laminin’e ya
da Schwann hucrelerindeki noéral hicre adezyon molekuliune (Neural cell
adhesion molecule, N-CAM), transmembran protein L1'e, N- ve E-cadherin’e
baglanan reseptorler araciligiyla etkin sekilde gergeklestiriimektedir. Miyelinli bir
akson dengeli bir yapiya ulastiginda, aktif reseptor substrat etkilesimlerinin ¢ogu
sonlanmakta, ancak hasar durumunda ve erken rejenerasyon sirasinda uygun
molekuller aksonun plazma membraninda yeniden ifade edilmektedir. Miyelinsiz
aksonlarda ise, bu baglantilar denge kosullarinda bile korunmaktadir [1]. Basaril
bir rejenerasyon sureci, hasar goéren aksonun yeniden miyelin kilifla
cevrelenmesini de gerektirmektedir. Atipik miyelin kapli saglam aksonlar
fonksiyonel bozukluklara sahiptir ve insanlarda ve benzer hayvan modellerinde
gorulen periferal noéropatilerin birgogunun altinda yatan neden budur [19].
Miyelinli bir aksonun kesilmesi, O6zgul bir seri olayin baglamasina neden
olmaktadir. Oldukca erken bir ddnemde, Schwann hucre gdvdesi miyelin kiliftan
ayrilirken, Ustinde uzanan bazal lamina bozulmamis halde kalir. Miyelin kilifin bu
sekilde dokulmesi, Schwann hicrelerinin dedifferansiyasyonu (6zellesmis yapi ya
da fonksiyonun kaybi) olarak adlandirimakta ve Ras/Raf/[ERK sinyal yolu
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(extracellular signal- regulated kinase) Uzerinden gerceklesmektedir [20].
Makrofajlar bazal laminanin iginden gecerek, aksonun uzamasi igin inhibitor
etkiye sahip olan ayriimis miyelin kilif materyalini sindirmeye baslar. Makrofajlar
ayrica, Schwann hcrelerinin hiicre déngusltne girmesini ve mitotik bolinmelerini
uyaran mitojenleri de salmaktadir. Proliferasyon sonrasinda, Schwann hucreleri,
rejenere olan aksona rehberlik etmek Uzere, Bungner bantlari ya da Schwann
hicre kolonlari denilen sitoplazma bantlarini uzatirlar. Aksonal filizler, Ranvier
bodumlarinin bulundugu bdlgeden c¢ikarak, cesitli integrinlerin ve adezyon
molekullerinin sayisini arttirir ve Schwann hicre kolonlari ile bazal lamina tupu
arasindaki boslukta uzamaya baslar. Uzama fazinda, rejenere olan akson ile
cevreleyen substrat (bazal lamina ve Schwann hilcre kolonlar) arasindaki
badlantilar, akson rejenerasyonunun basarisi i¢in énemlidir. Schwann hdcreleri
akson rejenerasyonunda 6nemli olmalarina karsin, bazal lamina saglam kaldigi
surece Schwann hucreleri olmadan da basgarili rejenerasyon gerceklesmektedir
[21].

Rejenerasyon slrecinde substratin diger bir dnemli gorevi ise, bliylime faktorleri
ve trofik maddelerin Uretilmesi ve salinmasidir. Hem bazal lamina, hem de
Schwann hucreleri bu gorevi gergeklestirmektedir. Schwann hucreleri tarafindan
uretilen fibroblast bluylime faktort (fibroblast growth factor, FGF) rejenere olan
aksonlarin bliyumesinde trofik etkilere yol acar ve rejenere olan aksonlar bazal
laminay! fiziksel bir substrat olarak kullanarak bu buyume faktorine dogrudan
ulasirlar. Schwann hucreleri de, buyimeye rehberlik eden Schwann hicre
kolonlari olusturmanin disinda, artan miktarlarda sinir bliylime faktéri (nerve
growth factor, NGF) ve beyin kaynakli noérotrofik faktér (brain derived
neurotrophic factor, BDNF) duretirler. Bu sentezleme aktiviteleri, gé¢ eden
makrofajlarca uretilen interldokin-1'in Schwann hacrelerini prolifere olmalari igin
uyarmasindan sonra gergeklesmektedir. NGF seviyesi aksotomi sonrasinda 24
saat icinde normal seviyenin on- on bes katina yukselmekte ve en az iki hafta
boyunca bu seviyede kalmaktadir. Motor, duyu ve simpatik sinirlerin
rejenerasyonunu destekleyen BDNF seviyesi ise, Ug¢- dort gin icinde
yukselmekte ve yaklasik dort hafta icinde en yuksek seviyesine ulagmaktadir.
Aksonun uzamasi tamamladiginda, buyime faktorlerinin miktarlari normal denge

seviyesine yeniden dusmektedir [1].
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Substratta yer alan bazi elemanlar ise akson rejenerasyonunu geciktirmektedir.
Distal sinir segmentindeki miyelinin gogu makrofajlar tarafindan uzaklastirilsa da,
kalan miyelin rejenerasyonu inhibe edici etkiye sahiptir. Kondroitin silfat ve
keratin silfat yan zincirleri gibi belirli proteoglikanlar da rejenerasyonu geciktirici
etki gostermektedir.  Ozellikle periferal sinir graftlarinda bu yan zincirlerin
enzimatik olarak uzaklastirimasiyla akson rejenerasyonunun kolaylastirildigi
bilinmektedir [1].

1.6.1. Aksotomi Sonrasi Distal ve Proksimal Sinir Uglarinda Gergeklesen
Olaylar

1.6.1.1. Proksimal Sinir Ucunda Gergeklesen Olaylar

Yaralanma sonrasi néron hucre govdesi hayatta kalan bir sinirde, lezyonun
proksimalindeki sinir kokl genellikle ilk Ranvier noduna kadar travmatik
dejenerasyona ugramaktadir. Bu geriye dogru yikim, kalsiyum akimi ve kalsiyum-
iligkili ~ proteazlarin  aktivasyonu ile ilgilidir. Proksimal sinir ucunun
siskinlesmesinin, hicre govdesinden yavas ya da hizli aksoplazmik iletim ile
hedefe dogru surekli tasinan hicre iskelet proteinleri ve organellerin birikmesi
nedeniyle oldugu dusunilmektedir. Sinir iki bolgeden ezildiginde, siskinlesme
sadece hulcre govdesiyle iligkisi suren proksimal ezik bolgesinde gergeklesir ve
hasar sonrasi birka¢ saat i¢cinde proksimal sinir bolgesinden ince sinir fibrilleri

ortaya ¢ikmaya baslar [18].

Hasar sonrasi aksonal uzama sureglerinin ¢cogu gelisim asamasindaki olaylarin
benzeridir; ancak yeniden uzayan aksonun hedef dokusuyla tekrar baglanti
kurabilmesi igin katedecegi mesafe embriyonik donemdeki mesafeden ¢ok daha
uzundur. Hasarli akson, dinamik olarak uzayan bir buyime konisine ihtiyag
duyar. Buyume konisi, hucre iskeletinin kalsiyum bagimh olarak yeniden
sekillenmesiyle gergeklesir. Bu baslangic asamasi ayni zamanda, hucre
govdesindeki transkripsiyonel olaylarin katkisi olmadan gergeklesen lokal protein
sentezini de gerektirir. Buyume iligkili protein 43 (GAP-43) ergin ndronlarda,

akson uzamasinin 6nemli bir bilesenidir [22].

Blyume konisi olusumu hucre govdesinin dogrudan destegi olmadan gerceklesir
ve aksonda lokal olarak hazir bulunan maddelere baglidir. Var olan hucre iskelet
elemanlari, proksimal sinir kokinden olugsmaya baslayan yeni aksonlara taginir.

MikrotUbuller eski aksonlar ile yeni olugan aksonlar arasinda, aksonal bluylime
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icin gerekli diger maddelerin iletimi i¢in bir kopru gorevi gormektedir. Rejenere
olan aksonlarin buyume konisi olugsumu sirasinda bagimsiz protein sentezi
yapma kapasiteleri ¢ok az oldugu icin, hiicre gévdesinden aksonal iletim yoluyla

saglanan maddeler, akson uzamasinda ana kaynaklari olusturmaktadir [18].

Rejenerasyon hizi, 6zellikle de rejenerasyonun erken donemlerinde, hasar tipi,
yas ve ture bagll olarak degisiklik gostermektedir. Aksonal koklerin buylimesi,
sinir kilifinin ve bazal membranin korundugu ezik yaralanmalarinda, kesik
yaralanmalarina gore daha hizlidir. Rejenere olan akson kokleri, yaralanma
bolgesinin proksimalindeki ilk Ranvier bogumundan ortaya c¢ikmaya baslar.
Proksimal sinir kokinden cikan ilk sinir fibrilleri cok sayida kola ayriimaktadir.
Rejenere olmakta olan aksonlar, distal sinir koka gibi herhangi bir rehberin
bulunmamasi durumunda, olgunlasmamis sinir fibrilleri ve bag dokudan olusan
ndéromalari yapar. Bu yapi, organize olmamigs aksonal buylimenin gostergesidir.
ilkin aksondan gelisen ¢ok sayida ince sinir fibrili, distal sinir kokiiniin destekleyici
cevresel Ozellikleri ile birlikte distal koke dogru uzar. Bu aksonal kokler
rejenerasyon birimini olusturur ve aksonlar hedef badlantilarini kurana kadar
burada kalirlar. Hedef ile baglanti kurulduktan sonra, yeni olusmus akson filizleri
kademeli olarak geri ¢ekilir. Distal sinir kbkinde rejenere olan aksonlarin ¢aplari
genislese de, fonksiyonel baglantilarini kurmadan o6nce normal boyutlarina

ulasamazlar [13, 18].

Rejenere olan aksonlarin yeniden miyelinle kaplanmasi aksolemma ile Schwann
hdcreleri arasindaki iligki ile baglamaktadir. Bu etkilesim, Schwann hucrelerinde,
galaktoserebrosit sentezini ve miyelin-iligkili proteinlerin ifadesini uyarir ve miyelin
kilifin sarilmasini baslatir. Miyelin kilif Schwann hucreleri tarafindan sentezlense
de, miyelinizasyon miktarini Schwann hicreleri ile birlikte uzamakta olan

aksonlar da belirlemektedir [18].

1.6.1.2. Distal Sinir Kokiindeki Bliyiime Ortami

Periferal sinir rejenerasyonunun basarisi, akson ve miyelin kalintilarinin
uzaklastirlmasinin ardindan, distal sinir kdkindeki buyuime ortamina 6nemli
Olcude baglidir. Rejenere olan aksonlar, sinirsiz kalan hedeflerine dogru; saglam
aksonlar ve miyelin kiliflarin daha &énce hazirladi§i endondral tupler iginde
bayurler. Ezik hasarlarinda endonoéral tipun devamlihdr korundugu igin, ezik

hasarlari sinir kilifinin  koptugu ve cerrahi onarima ihtiyag duyulan kesik
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hasarlarina gore daha basarili rejenerasyon ve fonksiyonel iyilesme ile
sonuglanmaktadir. Kesik yaralanmalarinda, rejenere olan aksonlar, proksimal ve
distal sinir kokleri arasinda kalan boslugu ge¢mek zorundadir. Prolifere olan
Schwann hucreleri ve fibroblastlar, hem proksimal hem de distal sinir kdkiinden
go¢ edip, boslukta koprl kurarak hicre-matriks tabakasi olustursalar da, bu
boslugu basaril bir sekilde gegen rejenere akson sayisi yine de optimum sayinin
altinda kalmaktadir. Bunun digsinda, bosluk rejenere olan aksonlarin kendi orijinal
endonoral tuplerine dogru buyume olasiliklarini da azaltmaktadir. Rejenere olan
aksonal kokler cok sayida dal olusturur ve bos endondral tuplere rastgele girerler.
Bunun sonucunda rejenere olan aksonlarin ¢ogu kendi orijinal hedeflerini
sinirlendiremez ve bu yanhs ydnlenme memelilerdeki optimal fonksiyonel
iyilesmenin saglanamamasindaki en buyuk problemlerden birisi olarak
bilinmektedir [18].

Distal sinir kokundeki c¢ok sayida degisiklik, uygun buyume ortamini
saglamaktadir. Bu uygun buylime ortami, istilaci makrofajlar ve yerli Schwann
hicrelerinin etkili fagositozunun ve néron disi hiicreler ve ekstraselller matriks
tarafindan saglanan norotrofik destegin ve substrat desteginin sonucudur.
Yerlesik olarak bulunan néron disindaki hucreler; Schwann hicreleri, endo-, peri-
ve epindryumun fibroblastlari ve yerel makrofajlari igerir ve her biri sinir hasarina

yanit vermektedir [18].

1.6.1.3. Wallerian Dejenerasyonu

Hasar sonrasi distal sinir kokindeki ilk dedisiklikler dejeneratiftir ve parcalanan
aksonlarin  ve miyelin artiklarinin  uzaklastirmasini  iceren  “‘Wallerian
dejenerasyonu’ ile iligkilidir. Akson hasarinin distalinde, sinir hicre govdesi ile
badlantisi  kesilmis dallarin fagosite edilerek kaybolmasina, Wallerian
dejenerasyonu adi verilmektedir. Bu sure¢ sonunda, geriye bir bagd dokusu
iskelesi ile destekleyici Schwann hcrelerini igeren denerve bir distal sinir ucu
kalmaktadir. Hem Schwann hticreleri hem de makrofajlar fagositoz yapar; ancak
aktivitelerinin zamani ve mekanizmasi farklilik gdéstermektedir. Yaralanmadan
sonraki iki gun boyunca makrofaj go¢l en az seviyededir ve fagositoz baskin
olarak Schwann hicrelerince gergeklestirilirken; daha sonra makrofajlar ana
katiimci haline gelmektedir. Wallerian dejenerasyonu, aksonlarin yeniden

uzamasini destekleyen bir mikrogevre olusturulmasinda énemlidir [13, 16, 18].
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Makrofajlarin  fagositik aktivitesi, miyelinle iligkili olan inhibitor maddeleri
uzaklastirarak sinir rejenerasyonunu dogrudan etkilerken; basarili hicre onarimi
icin 6nemli olan ¢ok sayida faktoérl salgilayarak da dolayl olarak etkiler. Miyelin
ve aksonlari uzaklastirarak distal sinir kokinin endondral kilifini bosaltmak,
rejenerasyonun gerceklesmesi icin hayati onem tasimaktadir. CUnkl rejenere
olan aksonlar dejenere olmamig bir sinire yonlendirildiklerinde, aksonal buyume
gerceklesmemektedir. Dejenere olmamis sinirin miyelininde rejenerasyonu inhibe
eden bazi maddelerin varlidi kanitlanmigtir. Olasi inhibitérlerden biri, miyelin-
iligkili glikoprotein (myelin-associated glycoprotein, MAG)dir ve norit buyumesini
etkili sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Makrofajlar tarafindan mitojenler ve
sitokinler de salinmaktadir. Mitojenler, Schwann hicreleri ve fibroblastlari,
sitokinlerse sinir kilifindaki néron digi hicreler ve kan damarlarindaki endotel
hicreler tarafindan buyume faktorlerinin ve adezyon molekullerinin sentezini

uyarmaktadir [18].

Hasar 6ncesi mitotik olarak durgun olan Schwann hucreleri, aksonal iletisim
kaybolunca ve distal sinir kdkiine makrofaj gégu baslayinca, prolifere olmaya ve
endondral tupun bos bazal membrani boyunca dogrusal diziler (Bungner bantlari)
olusturmaya baglarlar. Olgun ndronlarin, iletici moddan buyime moduna
donusine benzer sekilde, Schwann hicreleri de distal sinir kokinde, rejenere
olan aksonlarin blytmelerini desteklemek igin elektriksel olarak aktif olan
aksonlarin miyelinlenmesini gerceklestirmek Uzere fonksiyon degistirirler. Sinir
hasari sonrasi U¢ gun iginde, Schwann hucrelerinde DNA ve RNA sentezi
artmaktadir. Po proteini, miyelin temel proteini (myelin basic protein, MBP),
miyelin iligkili glikoprotein (myelin associated glycoprotein, MAG) ve periferal
miyelin protein 22 (peripheral myelin protein 22, PMP22) gibi miyelin iliskili
proteinleri kodlayan genlerin ifadeleri azalirken, normalde sadece miyelinsiz
aksonlarda ifade edilen, Norotrofin reseptort p75 ve buyume iliskili protein 43
(Growth associated protein 43, GAP-43) gibi proteinlerin miktarlari artmaktadir
[13, 16, 18].

Miktarlari artan diger proteinler;

a) Normal periferal sinirde, miyelin olusturmayan Schwann hicrelerince segici

olarak ifade edilen transkripsiyon faktorleri; c-fos ve c-jun gibi.
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b) Norotrofik faktorler; norotrofin ailesinin U¢ Uyesini igerir; sinir buyume faktoru
(nerve growth factor, NGF), norotrofin 4/5 (neurotrophin 4/5, NT-4/5), beyin
kaynakli noérotrofik faktdr (brain derived neurotrophic factor, BDNF) ve bunlarin
dusuk affiniteli reseptért (p75), epidermal buyime faktéri (epidermal growth
factor, EGF) ve reseptoru, insulin benzeri buyume faktorleri | ve Il (insulin-like
growth factor, IGF-I ve IGF-Il) ve Glial- Hicre Kokenli Norotrofik Faktorler (glial

cell line- derived neurotrophic factor, GDNF).

c) Hiucre adezyon molekilleri (cell adhesion molecules, CAMs), L1, N-CAM, N-

cadherin gibi.

d) Bazal membran bilesenleri, laminin, fibronektin, trombospondin, c¢esitli

proteoglikanlar, kollajenler, tenascin/ entactin/ J1.

Yaralanma sonrasi, distal sinir kokindeki tim DNA sekanslarinin %1’inden azi
indUklenir ya da baskilanir. En bol bulunan mRNA sekansi, Schwann
hicrelerince ifade edilen ara filament proteini vimentine aittir ve denerve distal
sinir kdkinde c¢ok fazla bulundugu immunohistokimyasal olarak da gdsterilmistir.
Bu molekillerin ¢odu, normal sinirdeki miyelin olusturmayan Schwann

hicrelerince ifade edilir ve rejenere olan aksonlari destekler [18].

1.7. Rejenerasyonla ilgili Molekiiller

Akson rejenerasyonunu dogrudan ya da dolayli olarak etkileyen molekduller,
norotrofik faktorler, hlicre adezyon molekulleri ve ekstraselliler matriks proteinleri
olmak Uzere genel olarak U¢ gruba ayriimaktadir. Bununla birlikte, bizim de
calismamiz sonucunda tanimladigimiz ve akson rejenerasyonunda etkili
olabilecegi bilinen proteinler Cizelge 3.9'da verilmistir. Bu proteinlere bulgular

bdlimunde ayrintili olarak yer verilmis ve fonksiyonlari tartigiimigtir.

1.7.1. Norotrofik Faktorler ve Reseptorleri

Yaralanan sinirlerdeki distal sinir koktiinde nérotrofik faktorlerin artmasi ve akson
rejenerasyonu ve hedefin yeniden sinirlendiriimesi sonrasinda tekrar normal
seviyelerine inmesi, bu faktorlerin rejenerasyon ile dogrudan iligkili olduklarini

gOstermektedir[18].

Rejenerasyon surecinde c¢ok sayida molekuler olay yer almaktadir. Bluyume
konisinin guglenmesini saglayan stathmin, GAP-43, CRMP-2 (collapsin response

mediator protein 2) gibi aksonal blyumeyi destekleyen protein seviyeleri artar.
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Cok sayida pozitif akson hasari sinyalinin geriye dogru (retrograde) tasinmasi,
rejeneratif cevabin baslatiilmasinda 6nemli rol oynar. Saperonlar (crystallin,
HSp27) ve antioksidan proteinler (Prdx2) akson rejenerasyonuna ve Kollateral
filizienmeye katki saglar [22]. Kiffmeyer ve ark. [23], yaptiklari ¢alismada ergin
axolotllarda, bir plazma proteini olan transferrinin, siyatik sinirlerde sinir
rejenerasyonu sirasinda miktarinin arttigini tespit etmis ve immunohistokimyasal
olarak hem aksonlarda hem de Schwann hucrelerinde bu proteini géstermiglerdir.
Uye rejenerasyonunun her evresinde transferrinin anterograd yonde tasindigini

bulmuslardir.

Aksotomi PKA (protein kinase A)ve ERK (extracellular-signal regulated kinase
1,2) yolaklarinin aktivasyonunu baslatmaktadir ve bunun sonucunda vyeni
buyume konileri olusmaktadir. Bu aktivasyon sureci kalsiyum icermekte ve iki
enzim arasinda yogun iletisim sonucu gerceklesmektedir. Her iki kinaz enzimi de
akson bulyumesiyle ilgili genlerin transkripsiyonunu induklemektedir; ancak
rejenerasyonun baslangic cevabi olarak aksotomiden sonraki ilk birka¢ saat
icinde, yeni gen ifadesi mimkuin degildir. Ergin sican dorsal kdk gangliyonlarinda
ve hucre govdelerinden ayrilmig embriyonik civciv aksonlarinda da yeni baylime
konilerinin olustugu go6zlenmistir. Bu nedenle, aktive olmus PKA ve ERK
enzimlerinin lokal hedeflerin fosforilasyonu ile hicre iskeletinde degisikliklere
neden oldugu dusunulmektedir. PKA'nin, aktin dinamiklerinde temel duzenleyici
olan, Rho GTP-ase aktivitesini ayarlayabildigi, ERK’in ise mikrotubdl iligkili
proteinleri ve norofilamentleri fosforile ettigi bilinmektedir. ERK ve PKA'nin, hicre
iskeleti proteinlerinin dogrudan diizenlenmesinin yani sira, aksonlarda bulunan
mRNA’lardan buyume iligkili proteinlerin sentezini de destekleyebilecegi
dusundlmektedir [24].

Hasar sonrasi aksonlarda sentezlenen bir diger protein grubu da
importin/karyopherin a ve B aileleridir. Hanz ve ark. [25] importinlerin, aksonlarda
hicre gobvdesinden 6nemli uzakliklarda bulundugu ve importin B proteininin
aksonal mMRNA’nin lokal translasyonu sonucu hasarli sinirde arttigini
goOstermiglerdir. Calisma sonucunda, importin a proteininin aksonlardaki
retrograde motor dinein ile iligki kurarken, importin ’nin sadece mMRNA olarak
bulundugu gértlmastir. Lezyon sonucu, importin f’nin lokal sentezi, dinein’e

bagl yuksek affiniteli a/B-heterodimerinin  olusumuna neden olmaktadir.
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Aksoplazmadaki nukleer lokalizasyon sinyalleri (nuclear localization signal, NLS)
tasiyan sinyal proteinleri, fosforilasyon gibi bazi modifikasyonlari sonucunda, a/
yuksek afiniteli NLS baglanma bdlgesine baglanan sinyal tasiyici sistemi

olusturarak, retrograde tasima yolagina ulasmaktadir [25].

Yapilan son calismalar, lokal protein sentezinin, sentez bodlgesinde fizyolojik
yanit olusturarak, aksonal tasima yonlerinin belirlenmesinde de rol aldigini
gOstermektedir. Geleneksel yaklasimla, akson proteinlerinin tek kaynaginin hicre
govdesi oldugu dusunulmekteydi. Ancak dendritlerdeki postsinaptik bolgelerin
altinda bulunan poliribozomlarin kesfi ve dendritlerde ¢ok sayida mRNA turanin
bulunuyor olmasi, noéronlardaki protein sentezinin bolumlere ayrildigi fikrini
dogurmustur. Yapilan son ¢alismalarla aksonlar Uzerinde de protein sentezinin

gerceklesebildigi kanitlanmistir [26, 27].

Periferal akson lezyonlarinin i¢ blUyume kapasitesini aktive etme mekanizmasi su
sekildedir: Hucreler arasi siklik adenozin monofosfat (CAMP) periferal sinir
lezyonu sonrasinda artmaktadir. cAMP aktivitesi protein kinaz A (PKA)
araciliiyla baglamaktadir. PKA, hicre iskeleti organizasyonunu Rho’yu inaktive
ederek ve aksonun uzamasini destekleyerek gerceklestirmektedir. cCAMP ve
PKA’nin rejenerasyon Uzerindeki etkileri, transkripsiyona baglidir. Birgok gen
periferal sinir hasari sonrasinda transkripsiyonel olarak dizenlenir. Poliamin
sentezine katilan bir enzim olan Arjinaz | miktari, periferal sinir hasari sonrasinda
cAMP ve PKA tarafindan arttirilir. Poliaminler akson rejenerasyonu igin gerekli
olan diger genlerin ekspresyonlarini indUkleyebilir ya da dogrudan hucre iskelet

dizenini etkileyerek aksonun uzamasini destekler [19].

Hucre ici blUyume kapasitesinin aktive edilmesi rejenerasyon yetenegini
arttirmaktadir, ama fonksiyonel rejenerasyon uygun bir cevreye ve aksonlarin
dogru hedeflere yonlenmelerini saglayan rehber isaretlere de baghdir. Rehber
molekdller, periferal sinirlerde ifade edilen, hicre disi matriks proteinlerine ve

noronal adezyon molekullerine bagl olabilmektedir [19].

Aksotomi dncesinde, hasarsiz akson, importin 31 ve vimentini de iceren, birgok
ndronal proteinin transkriptlerini icermektedir. Aksonda bulunan importin a3
proteini, dineinle kompleks olusturmaktadir. Aksotomi ile, aksonun distal kismi

Wallerian dejenerasyonuna girer ve hedef dokusunun inervasyonu sonlanir.
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Blyume konisi olusumu, rapamisin (TOR) ve kaspaz-3 bagimli proteozom aracili
yolaklar uzerinden, lokal protein sentezini gerektirir. Aksotomi ayni zamanda,
aksonal importin 31 ve vimentin mRNA’larinin translasyonunu da tetikler.
Vimentin proteini, proteolitik proteinler olusturan, kalpain kirigina gecger ve fosfo-
Erk’i importin B1’e baglar. Bu daha sonra importin a3-dinein kompleksine
baglanir ve retrograde olarak hicre govdesine tasinir, sonugta rejeneratif
kapasite artmig olur. Lokal protein sentezini ve proteolizisi baglatan ilk sinyal
bilinmemekle birlikte, aksotomi sonrasinda kalsiyum miktarindaki artisin buyume

konisi olusumu igin gerektigi bilinmektedir [28].

Norotrofinlerin akson rejenerasyonu Uzerine dogrudan etkileriyle ilgili az sayida
kanit vardir. Ancak, ndrotrofinlerin, blyime ortaminda, ndéron digi hucreler
araciligiyla etkilerini gosterdikleri kanitlanmistir. Kesilen siyatik ya da fasiyal sinir
uclari arasindaki silastik sinir koprulerine NGF uygulandiginda, rejenerasyon hizi
artmaktadir. Rejenerasyon hizindaki bu artig, néron disi hiicrelerin odaciklar igine
dogru buyimesindeki artis ile ilgilidir. Schwann hucrelerinin bu odaciklara gocu,
rejenerasyon icin bir 6n kosuldur ve rejenerasyon hizinda NGF uygulamasi
sonucu artis, NGF’nin néron disi hucrelerin gocunu destekleyici dolayh etkisine
baghdir. NGF’nin rejenere olan aksonlar uzerinde buyumeyi dogrudan
destekleyici bir etkisi bulunmamaktadir. NGF’nin silikon kdpriler ile rejenerasyon
uzerindeki bir diger etkisi de, anjiyogenezi arttirmasi ve rejenere olan aksonlara
kan akigini saglamasidir. Ezik hasari modelinde duyu néronlari tzerine NGF’nin
etki etmemesi, ezilmis periferal sinir hasarlarinda, néron disi hicrelerin ve kan
akiginin aksonal buyume Uzerinde sinirlayici etkisinin olmadiginin gostergesidir
[18, 26].

Sitokin ailesinin ndrotrofik faktorleri olan kirpiksi noérotrofik faktor (CNTF),
interldkin-6 (IL-6), oncostatin M (ONC), granulosit koloni uyarici faktér (GCSF) ve
I6semi inhibe edici faktor (leukemia inhibitory factor, LIF), ayni reseptor
bilesenlerine baglanir ve JAK/STAT sinyal yolunu kullanirlar. Yaralanma
sonrasinda, hem merkezi hem c¢evresel sinir sisteminde bu molekullerin
ifadelerinin artmasi, en azindan yaralanma sonrasi ilk ay boyunca bu
molekullerin yarali néronlarin hayatta kalmasini destekledigini disundurmektedir.
CNTF’nin ezik ya da kesik yaralanmalarinda akson rejenerasyonuna katildigi

kanitlanmistir. CNTF’nin sistemik ya da lokal enjeksiyonu, aksonal uzama hizini,
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yeniden sinirlendirilen kas u¢ plaka sayisini, kas kutlesini ve fonksiyonel
iyilegsmeyi arttirmaktadir [18].

Fibroblast Blylime Faktorleri (FGF), akson rejenerasyonunu, proksimal ve distal
sinir uclari arasindaki kollajen kapli sinir ya da sentetik kdpruler arasinda akson

uzamasini arttirmaktadir [18].

insiilin Benzeri Biylme Faktérlerinin (IGFs), distal sinir kokiinde aksotomi
sonrasinda miktarlari artmakta ve aksonlar proksimal ugtan distal sinir kdkine

kadar rejenere olduklarinda miktarlari azalmaktadir [18].

1.7.2. Hucre Adezyon Molekilleri

Hicre adezyon molekilleri aksonlar, Schwann hicreleri ve bazal membran
arasindaki ara birimi olusturmaktadir. Bu molekuller, membran ve molekullerin
hareketleri igin gerekli hicre digi yakalama (clutch) alanlar saglamaktadir.
Adezyon molekulleri sinir rejenerasyonu sirasinda, bazal membranlarla,
Schwann hicrelerinin rehber uzantilariyla ya da 6éncll aksonlar rehberliginde
demet halinde uzamakta olan diger aksonlarla birlikte akson uzamasina destek
olmaktadir. Ayrica, hucre adezyon molekullerinin hicre iskeleti elemanlariyla
baglantilari da hucre hareketini etkilemektedir. Néronlar, Schwann htcreleri ve
komsu bazal membranlar tarafindan ifade edilen ve akson uzamasini etkileyen
cok sayida adezyon molekull vardir. Sinir rejenerasyonunda gorev yapan hucre
adezyon molekulleri, yapisal 0Ozelliklerine goére, cadherinler, integrinler ve
immunoglobulin-benzeri molekiller olmak Uzere U¢ ana aile iginde
gruplandiriimaktadir. Rejenerasyon sulrecinde, miyelin yapici bir fenotipten,
miyelin yapmayan bir fenotipe gegis, immunoglobulin sliper ailesine tye L1/ Ng-
CAMI/NILE, N-CAM ve N-cadherin gibi hiicre adezyon molekullerinin ve laminin,
kollajen, fibronektin, tenascin-C gibi ekstraselller matriks proteinlerinin
ekspresyonunu arttirmaktadir. Bu molekullerin ¢cogu akson ve akson, akson ve
Schwann hucresi, akson ve bazal membran arasi adezyona katilarak, distal sinir

kokundeki akson buyumesini dizenlemektedir [13, 18, 29].

N-cadherin normalde, diger Schwann hicreleri ve miyelinsiz akson
membranlariyla iletisim halinde olan tim Schwann hicre membranlarinda ifade
edilmektedir. Yaralanma sonrasi prolifere olan Schwann hicreleri, distal sinir
koklerinde N-cadherin ekspresyonuna devam etmektedir. Aksonlar distal sinir

kokune kadar rejenere olduklarinda, N-cadherin immunoreaktivitesi, akson ve
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Schwann hucre membraninda, akson- akson ya da akson-Schwann hucresinin
temas ettigi noktada sinirlanir. Bu durum, N-cadherinin, akson ve Schwann
hiucreleri arasinda adezyonu saglayarak aksonal buyumeye katildigini
dusundirmektedir [18].

1.7.3. Ekstraseluler Matriks Proteinleri

Ekstraselller matriks bilesenleri sinir sisteminin gelisiminde ve rejenerasyonunda
yer alan diger faktorler arasindadir. Bazal lamina ve endondériyumdaki molekdller,
periferal sinirlerin Schwann hucreleri ve fibroblastlari tarafindan sentezlenip
salinan, farkl bir norit uyarici molekul sinifini igerir. Bunlar; laminin, fibronektin,
entaktin/J1/tenaskin, heparan sulfat proteogilkan (HSPG), tip IV ve V kollajenler
ve degdisik miktarlarda fibronektini icermektedir. Bazal laminanin, Schwann
hdcrelerince onarilmasi i¢in aksonal temas gereklidir. Ancak, bazal laminanin,
laminin gibi bazi bilesenleri denerve durumlarda da sentezlenmeye devam
etmektedir. Laminin ve HSPG proteinleri antikorlari ile incelendiginde, distal sinir
kokindeki bazal laminanin, yaralanma sonrasi 3-4 hafta bozulmadan kaldigi
erken morfolojik calismalarla desteklenmistir. Daha uzun sureler sonrasinda,
Schwann hdcresi bazal laminasi pargalara ayrilmakta ve rejenerasyonun
gerceklesmemesi halinde, laminin mRNA’sI ve immunoreaktivitesi azalmaktadir
[18, 29].

Laminin rejenere olabilen sinir sistemlerinde bulunurken; rejenere olamayan sinir
sistemlerinde bulunmamaktadir. Bu durum, lamininin basarili bir akson
rejenerasyonu igin bir 6n kosul oldugunu gostermektedir. Periferal sinirlerin bazal
laminasinda laminin bulunmasi rejenerasyon yeteneginin varligiyla iliskilidir ve
merkezi sinir sistemi aksonlarinin periferal sinir graftlarinda bliyimesi de bunun
gOstergesidir. Basarili bir rejeneratif yanit i¢in, hem laminin hem de Schwann
hdcrelerinin ortamda bulunmasi gereklidir. Rejenere olan aksonlarin, distal sinir
kdkinde, Schwann hicreleri ile bazal membran arasinda hareket etmeleri de, bu
sonucun gostergesidir. Tenascin C, normalde Ranvier bogumu etrafindaki
ekstraselUler matriks ile perindryum arasinda sinirlandiriimistir. Yaralanma
sonrasi, tenascin-C distal sinir kokanun uzunlugu boyunca, proksimal ve distal
sinir kokleri arasindaki kopruden ifade edilmektedir. immunoreaktivitesi, Schwann
hiicresi bazal laminasi ile iligkilidir. in vivo, distal sinir kdkiinde tenascin pozitif

bdlgelerin rejenere aksonlarla yakin iliskide oldugu goézlenmistir [13, 18].
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Periferal sinir sistemi aksonlarinin rejenere olacaklari gevre, Schwann hucreleri
ve bazal laminalari, fibroblastlar, kollajen, dejenere olan miyelin ve fagositik
hicrelerden olusmaktadir. Bu bilesenler arasinda, Schwann hucreleri akson
rejenerasyonu igin vazgecilmez elemanlardir. Yara bdlgesindeki Schwann
hucreleri uzaklasgtinldigi zaman akson buUyumesinde azalma gorulur. Sinir
hasarina bagl akson kesilmesini takiben, Schwann hucreleri sabit miyelin
yapisinin bulundugu durgun bir evreden, proliferatif ve trofik bir evreye gecerek,
sinirsel iletimi kolaylastiran ve sinir rejenerasyonunu tesvik eden bir c¢evre
olusturmaktadir. Sakatlanmaya bagli akson kopmasindan birka¢ gun sonra,
miyelin lipitleri ve miyelin proteinlerini de igeren miyelin bilesenleri dnemli sekilde
azalirken; distal ugtaki Schwann hicrelerinde bazi proteinlerin ifadeleri artar.
Bunlar noronun hayatta kalmasini ve sinir rejenerasyonunu destekleyen
norotrofik faktorler olan; sinir buyime faktord (NGF), beyin kaynakli norotrofik
faktor (BDNF), insulin benzeri bluyume faktoru-1, glial htucre kaynakli nérotrofik
faktor ve aksonlarla Schwann hicreleri arasindaki baglantilarin kurulmasini
saglayarak noritlerin buyumesini destekleyen L1 hucre adezyon molekull, noéral
hicre adezyon molekulid (N-CAM) ve N-kaderin gibi hicre adhezyon
molekulleridir [30].

1.8. Rejenerasyon Caligmalarinda Kullanilan Yontemler

1.8.1. Periferal Sinir Sistemi Rejenerasyonuyla ilgili Davranis Galismalari
Periferal sinir rejenerasyonu calismalarinda deneysel siyatik sinir hasari yaygin
kullanilan bir yéntemdir. Siyatik sinir hasari olusturulmasinda en ¢ok kullanilan
yontemler ise, sinirin tamamen kesilmesi (neurotmesise benzer sekilde), ezik
hasari (axonotmesise benzer) ve kronik konstriktif hasarlar (neuropraxiaya
benzer sekilde)dir [19].

Periferal sinir ¢alismalarinda model hayvan olarak en c¢ok tercih edilen grup
siganlardir. Siganlarda fonksiyonel periferal sinir iyilesmesinin dlgilmesi igin,
yurime sablonu (walking track) analizi uygun bir yontemdir. Ayak izleri
incelenerek arka uUyelerin performansinin analiz edilmesine dayanan bu nicel
yontem, Siyatik Fonksiyon indeksi (SFI) olarak bilinir ve bazi eksik yonleri
olmasina karsin, ¢ok cesitli siyatik sinir hasarlarinda fonksiyonel iyilesmenin

degerlendiriimesi i¢in genis dlgude kullaniimaktadir [31].
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Noral rejenerasyon deneylerinde kullanilan, periferal sinir hasari ve
iyilesmesinden sonra uygulanan elektrofizyoloji ve histomorfometri gibi
geleneksel yontemler, motor ve duyu fonksiyonlarinin geri kazanimiyla yeterli
derecede baglantih degildir. Bu nedenle, sinir iletim hizi, aksiyon potansiyel
siddeti, bilesik aksiyon potansiyel alani gibi elektrofizyolojik parametrelerin
ekstrapolasyonu, fonksiyonun geri kazanimiyla ilgili eksik yorumlara neden
olabilir. Davranis testlerinin tercih edilmesinin nedeni, canliya herhangi bir cerrahi
uygulama yapilmaksizin, rejenerasyon surecinin digaridan gozlenmesini olanakli
kilmasidir. Siyatik sinirin; tibial, peroneal ve sural sinirler olarak adlandirilan
kollari, arka bacagin farkli bdlgelerinde bulunan kaslara, deri reseptorlerine,
damarlara, ter bezlerine dogru farkl oranlarda motor, duyu ve otonom sinirlere ait
aksonlar iletir. Bu nedenle, siyatik sinirdeki herhangi bir hasar, canlinin arka
uyelerinin hareket sekli, vicuda gore konumu, ayaklarin zemine uyguladigi
basing, parmaklarin konumu gibi turin hareket modeliyle ilgili cok sayida 6zelligin
etkilenmesine yol agcmaktadir. Ayak tabaninin en lateral bdlgesine dusik bir
elektriksel akim uygulandiktan sonra alinan tepkinin olcliimesi, sadece periferal
sinir hasarindan sonra duyu fonksiyonunun geri kazanimini goéstermektedir.
Akson sayimi ve miyelinizasyon derecesi g¢alismalari sonucunda, aksonlarin
uygun hedef organlara ulasip ulasmadiginin anlasiimasi ise mumkin degildir.
Kapali bir yarime yolu kullanilarak sicanlarda yuruyus seklinin analizi ile 1979
yihinda Hruska ve arkadaslari, hareket yeteneginde bozukluklara neden olan
norolojik hastaliklarin hayvan modelleri Uzerinde c¢alisilabilmesi igin, yeni ve
gbrece daha kolay bir yontem gelistirmistir. Siganlarda normal ydrime
sablonunun analizi, serbest ve dogal hareketin hayvanlarda oldukga tutarh ve
Olculebilir oldugunu gostermistir.  YUrUme sekli analizlerini de igeren,
norodavranigsal testlerin standart bir takimi, c¢esitli ataksik sendromlarin
belirlenmesi, Olculmesi ve ayirt edilmesinde hassas ve guvenilir teknikler
saglamistir [32]. Newby- Schmidt ve Norton (1981), tavuklardaki motor
fonksiyonun degerlendiriimesi igin tavuk ayak izlerinin kaydedildigi yeni bir metot
tasarlamistir [31]. De Medinaceli ve arkadaslarn [33], siganlardaki siyatik sinir
fonksiyonunun analizi igin, X-ray filmi Uzerindeki ayak izlerinin g¢esitli 6lcimlerine
dayanan, Siyatik Fonksiyon indeksi (SF1) olarak da bilinen, nicel bir yéntem
gelistirmistir. Birgok arastirici SFI'yi siyatik sinir lezyonlari ve iyilesmesinden

sonra arka Uyelerdeki fonksiyonun olgulmesinde guvenilir ve ayak izlerinden
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yurume sablonlarinin olgulmesi ile kolaylikla belirlenebilen bir yontem olarak
kullanmistir [31]. Bervar [34], sabit kosullar igin, statik siyatik indis (SSI) adi

verilen, yeni bir fonksiyonel kayip indisi olugturmustur.

Ayak izlerinden ¢ok sayida 6lgim alinmaktadir: (i) topuk ile Gglncu parmak arasi
uzunluk, iz uzunlugu (print length, PL); (ii) birinci parmak ile beginci parmak arasi
uzunluk, parmak ac¢ikhgi (toe spread, TS); (iii) ikinci parmak ile dérdincu parmak
arasi mesafe, ara parmak mesafesi (intermediary toe spread, ITS). Tum
Olgimler, hem uygulama hem de kontrol gruplarindan alinmaktadir. SFI, ilk
olarak De Medinaceli ve arkadaslari (1982) tarafindan gelistiriimis, daha sonra
Carlton ve Goldberg (1986) tarafindan formul Uzerinde bazi degisiklikler
yapilarak, SFl yeniden duzenlenmigtir [31]. Bain ve ark. (1989), De Medinaceli
ve ark. ve Carlton ve Goldberg tarafindan geligtirilen siyatik fonksiyon
indislerinden elde edilen degerlerin, olusturulan sinir lezyonlari igin belirleyici
olmadigini bildirmistir. Bu nedenle, SFl, su sekilde yeniden sekillendirilmistir: (i) iz
uzunlugu faktora (print length factor) (PLF)= (EPL-NPL)/NPL; (ii) parmak agikligi
faktori (toe spread factor) (TSF)= (ETS- NTS)/ NTS; (iii) ara parmak acikhgi
faktora (intermediary toe spread factor) (ITF)= (EIT-NIT)/NIT. Bu faktorler daha
sonra Bain- Mackinnon- Hunter (BMH) siyatik fonksiyon indisi formulu ile
birlestiriimistir ve su formul gelistiriimistir: SFI = - 38,3 x PLF + 109,5 x TSF +
13,3 x ITF - 8,8. SFI degeri sifir oldugunda normal; - 100 oldugunda ise, siyatik
sinirin  butin olarak kesilmesinde olacagi gibi, tamamen sakat oldugunun
gOstergesidir. Yurime sablonu analizi, arka Uye kas fonksiyonlari ile iz dlgimleri

arasinda dogrudan iligki oldugunu gostermistir [31, 34].

Hare ve ark. [35], siyatik sinirin kesilmesinin ardindan hayvanlarin yarisinda
kasilma oldugunu goézlemistir. Bu sorun nedeniyle, tibial fonksiyon indisi (TFI) ve
peroneal sinir fonksiyon indisi (PFl)nin da kullaniimasini 6nermislerdir. Sinir
kesimi ve iyilesmesinden sonra, SFI, TFl ve PFl'yi karsilastirarak, fonksiyonel
iyilesme seviyesinin ilgili sinire goére farklilik goésterdigini belirtmislerdir. Bu
degerleri ise su sekilde belirlemiglerdir: SFI, % 41; TFI, % 54; PFI % 100 [35].

Inserra ve ark. [36], sinir hasarlari sonrasindaki fonksiyonel iyilesmenin
gosterilmesi igin, siganlardaki SFI'den yola gikarak; siyatik, peroneal ve posterior

tibial sinir hasarlan igin farelerde kullanilmak Uzere, fonksiyonel indisler

geligtirmistir.
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Dijkstra ve ark. [37]'de, siganlardaki geri gekme refleksi, elektriksel uyari verilerek
saglanmistir ve duyu sinirlerinin fonksiyonlarini kazanip kazanmadiginin
gozlenmesinde kullaniimigtir. Motor sinirlerin iyilesmelerini gozlemek iginse,

yurume modelleri kullaniimistir.

Yaralanmadan sonra motor sinir iyilesmesinin gosterilmesinde, ayak izlerinin
kaydedilmesi ile sicanlarin yuriyus modelinin incelenmesi, iyi gelistiriimis ve
genis capta uygulanan bir yontemdir [33, 35, 37]. Ancak siganlar parmaklarini
sakatladiginda ya da parmaklarda kasilmalar olustugunda problemler ortaya
citkmigtir. Yurame modellerinin video kaydinin yapilmasi bu g¢alismalar igin umut
verici bir yontemdir [38, 39]. Dijkstra ve ark. [37]'de, siganlarda fonksiyonel sinir
iyilesmesinin dlgtlmesi icin farkli yéntemler arastiriimistir. Duyu sinirlerinin
iyilesmesinin  Olcim0 icin geri c¢cekme testleri uygulanirken; motor sinir
iyilesmesinin gozlenmesi i¢in U¢ farkli yontem karsilastiriimigtir. Fotograf kagidi
ile sigan arka uyesinde film banyo ilacini; normal kagit ile ayak izi boyasini ve
video kayitlarini kullanmistir. Bu calismadan 6nce siyatik fonksiyon indislerinin
Olcimunde video analizlerinin kullanildigi bir kaynak bulunamamistir. Calismanin
sonucunda, fonksiyonel motor sinir iyilesmesinin odlgimunde, yurime
hareketlerinin ve adimlarin analizleri igin video kayit yonteminin kullaniimasinin

tam ve kesin sonuglar verdigi bulunmustur [37].

Periferal sinir sisteminde mekanik hasar olusturuldugunda, noéron igindeki
mikrosirkllasyon da zarar gorur. Bu etkiye bagh olarak, demiyelinizasyon,
remiyelinizasyon, aksonal dejenerasyon ve rejenerasyon, fokal, multifokal ya da
difiz sinir fibrili kayiplari ve endonéral édemler olusabilir. Ayrica serbest oksijen
radikallerinin arttigi ve dokuda tahribata neden oldugu da bilinmektedir. Aksiyon
potansiyel genligi, alani ve latensinin olgulmesi, zardan sodyum ve potasyum
tasinimi ile ilgili bilgi verebilir. Bilegsik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) genligi,
alani ve latensi, sodyum tasinimi ve aksiyon potensiyeli ile pozitif korelasyon

gOsterir ve aktive edilmis sinir fibrili sayisinin tahmininde kullanilabilir [40].

Kropf ve ark. [15], axolotlarda yaptigi siyatik sinir rejenerasyonu c¢alismasinda,
rejenerasyonun gosterilmesi i¢in fonksiyonel yizme analizleri yapmis ve alinan
sonuglari elektrofizyolojik ve radyografik oOlgimler ile desteklemistir. Yizme
analizleri, siganlarda siyatik sinir hasari sonrasinda kullanilan yuruyus analizi

(video gait analysis) metodunun semenderlere uyarlanmis modeli Uzerinden
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yapimistir. Surekli ve tek yonli su akintisi olusturulan yuzme tankinda
axolotlarin ritmik ylzme hareketi gostermeleri saglanmistir. Dijital video ile
kaydedilen gorintller Gzerinden arka Uyelerin eklem agilari dlgiimustar. Siyatik
sinirler disar ¢ikarildiginda dogrudan elektrofizyolojik délgimler alinmig, ayrica
arka uyelerinin distal kas yapilari da radyografik goruntuleme ile kontrol edilmistir
[15].

1.8.2. Periferal Sinir Rejenerasyonu GCalismalarinda Elektrofizyolojik
Olglimler

Periferal sinir hasari sonrasinda sinir dokusundaki iyilesmenin tespit edilmesinde
kullanilan yoéntemlerden biri de elektrofizyolojik oOlgimlerdir. Dokuda hasar
olustuktan sonra gelisen ilk yanitlardan biri dokunun elektriksel yapisindaki
degisikliklerdir. Rejeneratif yanitin baglatiimasinda bu degisimin de etkisi oldugu
dusundlmektedir. Ancak bu oOlgimler motor ve duyu fonksiyonlarindaki geri
kazanimla her zaman dogrudan iligkili olmayabilir. Noronal sinyaller, akson
membranindaki  elektriksel  farklar  aracihdiyla  kontrol  edilmektedir.
Elektrofizyolojik ~ olcimler kapsaminda, elektromiyografi (EMG) kayitlari
alinmaktadir. EMG, wuyari sonucu kasta olusan elektriksel aktivitenin
kaydedilmesidir. Noral rejenerasyonun belirlenmesinde kullanilan élgimler, iletim
hizi ve bilesik kas aksiyon potansiyelidir. Rejenerasyon sonrasinda yeniden
sinirlenme etkisi sonucu, bilesik kas aksiyon potansiyeli dlgimleri dolaylh olarak
rejenere olan aksonlarin sayisini yansitmaktadir. Motor birim sayilari, kasi
uyaran sinirin maksimum uyarimi i¢in olusturulan EMG dalgasinin genliginin, ilk
5-15 motor birim potansiyellerinin ortalama genliklerine boélunmesi ile
belirlenebilmektedir. EMG ile sinirin cilt yoluyla uyariimasi ve kas ici kayit alma
imkanlari nedeniyle uzun sureli lgumlerin yapilmasi saglanabilmektedir.

1.8.3. Periferal Sinir Dokusunun Proteomik Tabanlhi Calismalarla
Degerlendirilmesi

Proteomik hasarli ve saglam dokular arasinda, proteinler ve ifadeleri, ifade
dizeylerindeki farkhliklar, proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlari ve
protein-protein iligskilerindeki farklliklarin anlasilmasinda, sinyal yolaklarinin ve
biyolojik sureglerin incelenmesinde kullanilabilir, ancak periferal sinir sisteminde
proteomik analiz ¢alismalari az sayidadir [41]. Noral dokulardaki hicre tiplerinin
heterojen yapisi ve karmasik morfoloji ve anatomileri nedeniyle, sinir dokuda

proteomik ¢calisma yapilmasi zordur [42].
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Biyopolimerlerin tamamen yapilandiriimamis durumdan yuksek derecede duzenli
durumlarina gegigleri, yapisal biyolojide ¢o6zulmeyi bekleyen en 6nemli
konulardan biridir. Bu kodun ¢o6zulmesindeki anahtar nokta; tanima, transport,
sinyal iletimi ve biyosentez gibi gesitli biyolojik surecglerin molekuler seviyede
anlasiimasindan geg¢mektedir. Cunku proteinlerin ve diger biyomolekullerin
biyolojik aktivitelerindeki 6zgullik, onlarin yuksek duzendeki yapilarindan
kaynaklanmaktadir.  Proteinler dogal hallerinde dahi, lokal yapisal
dalgalanmalardan genis kapsamli konformasyonal degisikliklere kadar sasirtici
Olcude esneklik gostermektedir. Proteinlerin bu dogal dinamikleri genellikle
fonksiyonlarinin devamhligi igin hayati 6nem tasir ve protein yapilarinin
molekller seviyede anlagilabilmesi icin bu vyapilarin karakterize edilmesi
gereklidir [43].

Sinir rejenerasyonu calismalarinda, lokal protein sentezinin ve translasyon
sonrasi modifikasyonlarin dneminin anlasiimasi ile birlikte, protein haritalarinin
cikariimasi ve protein miktarlarindaki degisimlerin tespit edilmesi, rejenerasyon
mekanizmasinin anlasiimasi i¢in 6nemli hale gelmistir. Sade olusu, kitle
bilgisindeki kesinligi, yiksek ¢ozunurligu ve hassasiyeti sonucunda, MALDI-TOF
halen, peptit haritalanmasi olarak da bilinen, proteinlerin tanimlanmasinda en
fazla kullanilan yontemdir. Bu yontemde proteinlerin tanimlanmasi, veritabaninda
bulunan her bir peptide ait hesaplanmis peptit kutlesi listesi ile deneysel olarak
elde edilen peptit kitlelerinin eglestiriimesine dayanmaktadir. Kutle haritalamasi
cok iyi saflastirimis bir hedef proteine ihtiya¢ duydugu icin, bu teknik genellikle
bir ya da iki boyutlu jel elektroforezi ile protein fraksiyonlanmasindan sonra

uygulanmaktadir [44].

Sinir dokusunun anatomik 6zelligi nedeniyle, 6zellikle periferal sinirlerde, akson
uzantisiyla hucre cekirdedi arasindaki mesafe oldukga buyUktir. Biyosentez
¢ogunlukla hicre goévdesi ve dendritlerle sinirli olarak gergeklestigi icin, hicrenin
bu kisimlarindan aksona dogru surekli bir madde akimi olmaldir. Bu sekilde
hicre govdesinden aksona dogru iletim anterograd aksonal tasima olarak
adlandirilirken; bu maddelerin hlicre gévdesine geri donlsu retrograd aksonal
tasima ile gergceklesmektedir. Yapilan calismalar ile farkh proteinlerin akson
uzerinde farkli hizlarda hareket ettigi belirlenmistir. Anterograd tasima kendi

icinde en az bes farkli tagima hizina ayrilmistir. Membrandz maddelerin iletimini
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iceren hizli anterograd tasima hizlarina goére iki alt sinifa ayrilmaktadir.
Memelilerde birinci sinifa Gye polipeptitler ~100- 400 mm/gun hizinda, ikinci
sinifa Gye polipeptitler ise ~20-70 mm/ gin hizinda hareket etmektedir. Hareket
hizlarindaki fark, tasinmakta olan membrandz organellerin boyutlarina bagl olup,
hareket mekanizmalarinda herhangi bir fark bulunmamaktadir. Membranoz
organellerin boyutlari, aksoplazmadaki hicre iskeleti kafesi icinden gecgerken
tasinim hizlarinin degismesine neden olmaktadir. Uglinct sinifa ait polipeptitlerin
tasinma hizi ~3- 20 mm/ gin olup, polipeptit icerikleri yavas tasinan siniflara
benzemektedir. Dordincu ve beginci sinif ise yavas tasinan polipeptitlerden
olusmakta ve yavas bilesen b ve a olarak adlandiriimaktadir. Hicre iskeleti ve
bilegsenleri ile sitoplazmik enzimler gibi iligkili proteinleri iceren bu grubun taginim
hizi ~ 0.1-4 mm/ gindlir. Retrograd tasinim hizlari ise daha genis bir araliga
sahip olup en fazla ~ 300 mm/gun hizina ulastigi belirtimektedir. Hizli tagimada
en Onemli gorevi mikrotubullerin gerceklestirdigi bilinmektedir. Ayni zamanda
noral dokularda mikrotubullerle etkilesimde olan u¢ motor protein, kinesin, dinein
ve dinaminin de énemli oldugu belirtiimektedir [45]. Bir akson hasarlandiginda,
hicre govdesiyle bagdlantii olmayan sinir segmenti dejenere olmaktadir.
Rejenerasyon surecinde, aksonun dejenere olan kismi, proksimal ugtaki buyume
ile kapatiimaktadir. Aktin, tubulin, nérofilamentler gibi hlicre iskeleti proteinleri, bu
surecgte gorev almaktadir. Bu proteinler hicre govdesinde sentezlenerek yavas
aksonal iletim ile rejenere olan sinir uglarina tasinmaktadir. Gelismekte olan
aksonlarda yuksek yogunlukta bulunan aktin ve tubulinler, aksonal uzamada
onemli gorevler Ustlenmektedir[46]. Ayrica periferal sinirlerin anatomik yapilar
nedeniyle, yaralanma sonrasi ilk birka¢ saatte gerceklesen olaylar, hicre
govdesindeki yeni transkripsiyon surecinden bagimsiz olarak c¢aligir. Bu suregte,
hasarli aksonda proteinlerin yikimi, lokal protein sentezleri ve translasyon sonrasi

modifikasyonlarin gergeklestigi yapilan calismalarda gosterilmistir [22, 47, 48].

Kltle spektrometresi temelli proteomik, sinirbiliminde hem temel hem de klinik
arastirmalarda, protein ifade farklarinin, protein-protein etkilesimlerinin ve
translasyon sonrasi modifikasyonlarin  incelenmesi amaciyla siklikla
kullaniimaktadir. Hasar ya da hastalik sonrasi aksonlardaki degisiklikler genellikle
hicre govdesindeki transkripsiyonel olaylardan bagimsiz gergeklestigi icin,

proteomik yaklasimlar, 0zellikle sinir rejenerasyonu ve dejenerasyonu
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mekanizmalarinin  anlagilmasinda kullaniimaktadir. Saghkli  ve hastalikli
dokulardaki akson fonksiyonuyla ilgili bilgiler, proteolizis, lokal aksonal protein
sentezi ve bir seri translasyon sonrasi modifikasyonun etkili oldugunu
gOstermektedir. Akson dejenerasyonu ve rejenerasyonu, post-genomik
sureclerdir ve proteomik yaklasimlar araciligiyla aydinlatiimaya c¢alisiimaktadir.
Temel dejeneratif mekanizmalarin, oksidatif stres, aksonal tagima ve mitokondri,
saperon, ubikutin proteozom sistemlerinde fonksiyon kayiplari nedeniyle oldugu
belirtiimektedir. Sinir rejenerasyonunu dizenleyen mekanizmanin da, benzer
sekilde, aksonal tasima, hucre iskeleti, saperonlar ve bunlara ek olarak sinyal

yolaklarindaki degisiklikler nedeniyle oldugu dugunulmektedir [22].

Noéronlar polarize hucrelerdir ve gelismeleri ve fonksiyonlarinin devamliligi
hicreler arasi sinyal iletim yolaklarina baglidir. Aksonlarin uzunlugu genellikle
néron hucre govdesinden daha buayuktir. Noéronlarin farklilagmasi, hayatta
kalmalari ve fonksiyonlari igin, anterograd (akson terminaline dogru) ve retrograd
(n6ron gdvdesine, somaya dogru) aksonal tasima yollariyla uzak mesafelerdeki
sinaptik govdeler ile hicre govdesi arasinda baglanti kurulmasi gerekmektedir
[22].

Sinir rejenerasyonuna destek olan ug¢ farkli hasar sinyal mekanizmasi vardir.
Bunlar, akson potansiyellerinin hasar sonrasi desarji, retrograd yonde hedefe
dogru tasinan faktorlerin kesintisi ve hasar bdlgesinden hlicre gévdesine dogru

retrograd yonde iletilen hasar sinyalleridir [22].

Son yillarda ¢ok sayida arastirmaci aksonlarin yeniden buyUmesinde ve
onariminda, aksonal protein sentezinin rolu Uzerinde c¢alismaktadir. Yapilan
calismalar sonucunda, aksonlarin da dendritlere benzer sekilde, lokal mMRNA’larin
translasyonu yoluyla otonom olarak yeni proteinler olusturabildigi anlasiimistir.
Ergin noronlarin aksonlarinda lokal olarak sentezlenen proteinlerin rejenerasyonu
kolaylastirdigi gozlenmistir. Saflastiriimis aksonlar Uzerinde yapilan proteomik
calismalar, hasar sinyallerinin ve sinyal yolaklarinin tanimlanmasini saglamistir
[22]. Willis ve ark.[49]'nin hasarl dorsal kok gangliyonlarindan hazirladiklari
kultarlerdeki  saflastirnimis aksonlarin  metabolik isaretlenmesi sonrasinda
yaptiklari proteomik analizler ve revers trankskripsiyon incelemeleri sonrasinda,
40 adet lokal olarak sentezlenen protein tespit edilmistir. Bu proteinler arasinda,
hicre iskeleti, 1s1 soku proteinleri, antioksidanlar, metabolik ve resident

30



endoplazmik retikulum proteinleri ve norodejeneratif hastaliklarla baglantih
proteinler tespit edilmigtir. Jel tabanh bir proteomik yontem tercih edildigi igin,
lokal olarak sentezlenen toplam protein miktari elde edilememigstir [49]. Perlson
ve ark.[50], tathsu salyangozu cinsi olan Lymnaea’nin saglam ve hasarli
sinirlerinde farkh proteomik yontemler kullanarak, hasar sonrasi gergeklesen
retrograd sinyalleri tanimlamaya galismistir. Tanimlanan 40 protein arasinda, 51
kDa’luk Retrograd Protein (RGP51) bulunmaktadir ve bu protein memelilerdeki
ara filament vimentinin homologudur. RNA interferens teknigi ile RGP51/vimentin
fonksiyonu inhibe edildiginde, Lymnaea néron kulturlerinde rejeneratif bliylimenin
engellendigi goézlenmistir. Hasarli sigan siyatik sinirinde, vimentinin lokal
translasyonu ve proteolitik bolunmesiyle birlikte hasar sonrasi motor protein
dinein ile etkilesime girdigi goOsterilmistir. Vimentinin ayni zamanda hasar
sonrasinda mitojen-aktif protein kinaz (MAPK) Erk1 ile etkilestigi, MAPK-Erk1’in
defosforile olmasini engelleyerek; hasar sinyalinin uzun tasinimi boyunca
aktivasyonunun  bozulmasini  da  6nledigi  bulunmustur.  Vimentinin
rejenerasyondaki Onemi, vimentin tagsimayan hayvanlarin siyatik sinirlerinde
lezyon sonrasi norit uzamasinin ve duyu yanitlarinin azalmasinin gézlenmesiyle
dogrulanmistir. Cekirdek import sistemi (nuclear import machinery) bilesenleri de
akson hasari sonrasinda lokal olarak sentezlenmekte ve MAPK hasar sinyallerini
dineine baglayarak retrograd tasinimi saglamaktadir. Bu calismalar, aksonlarin
hasara karmasik protein populasyonlari sentezleyerek cevap verebildigini

gostermektedir [22].

Sinir hasari sonrasinda, MAPK sinyal molekdillerini dinein/dinactin-bagimh
retrograd tasima sistemine baglayan bir dijer adaptér protein de, c-jun H-
terminal kinase (JNK) scaffolding protein Sunday Driver (syd/JIP3/JSAP1)dir.
Syd ve JNK aksonlardaki vezikuler yapilarda bulunur ve anterograd ve retrograd
yonlerde tasinir. Sinir hasari sonrasinda, aktive olan JNK ve syd, syd ve
dinein/dinactin kompleksi arasindaki artan etkilesim sonucunda, Oncelikle
retrograd tasinir [22]. Abe ve ark.[51]'nin yaptiklar galisma sonucunda, syd’nin,
diger kucuk anterograd vezikil siniflariyla etkilesim yoluyla akson buyumesini
destekledigi ve bluyume yonundn belirlenmesi igin rehberlik yaptigi anlagiimigtir.
Son yillarda magnetik izolasyon ve proteomik yontemlerle karakterize edilen bir

diger aksonal endozom grubu ise ndrotrofinler ve aksonlar boyunca retrograd
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yerlesen norotrofin reseptorleridir. Akson hasari, hucre govdesine ulasan
norotrofin sinyallerin miktarini sinirlayabilir ve negatif hasar sinyali olusumuna yol
acabilir. Farkli organellerin, endozomlarin ve protein komplekslerinin aksonal
tasiniminin,  periferal  sinirlerin  rejenerasyonunu  destekliyor olabilecegi
ongorulmektedir.  Merkezi sinir sisteminde rejeneratif buylime kapasitesinin
olmamasi, hasar sinyallerini olugturamamalarina ya da iletememelerine bagli
olabilir. Periferal sinirlerde yapilan bu g¢alismalar, hasar yerinin ve yapisinin
belirlenmesi ve hucre govdesinde uygun cevabin olugabilmesi i¢in, ¢cok sayida

hasar sinyal yolaklari arasindaki koordinasyonun énemini vurgulamaktadir [22].

Jimenez ve ark. [52] yaptiklari jel tabanli proteomik calismada, ezik hasarinin
distalinde kalan sigan siyatik sinirindeki protein ekspresyonlarinda zamana bagl
degisiklikleri incelemigtir. Hasar sonrasi, 5 - 35. gunler arasinda gesitli zaman
araliklariyla, hasar bolgesinin distalinde kalan pargadan siyatik sinir segment
lizati hazirlanmigtir. Bir ya da daha fazla zamanda degisiklik gosteren 121
protein, hucresel kokenlerine ve farkli fonksiyonel gorevlerine gore
kimelenmistir. Stres cevabi ve hucre iskeleti iliskili proteinler disinda, protein
sentezi, olgunlasmasi ve degredasyonuyla ilgili, ¢cok sayida daha dénce sinir
rejenerasyonu ile iligkisi bildirlmemis olan protein tespit edilmigtir. Bu
proteinlerden biri, Anneksin A9/31, siyatik sinirlerde hasar sonrasi artmistir.
Periferal sinir sistemi makrofajlarinda bulunan Anneksin |, sinir onarimi sirasinda
inflamasyonun endojen duzenleyicisidir ve Anneksin Il miktari ise hasarli motor
ndronlar gevresindeki uyariimis mikroglialarda artmistir. Bu artis, Anneksin I11'lin,
hasar sonrasi mikroglialardaki morfolojik degisimlerden sorumlu olabilecegini
gOstermektedir. Ancak bu calismada, sinir hasari sonrasinda Schwann
hicrelerinde indiklendikleri bilinen reseptorler, sitokinler, buyime faktorleri gibi,
dusuk yogunluktaki proteinler tespit edilememigtir. Bu durum, jel tabanh
yaklasimlarin, in vivo siyatik sinir ezik hasarlarinda duagsuk yogunluktaki
proteinlerin belirlenmesi igin yeterli hassasiyete sahip olmadigini gostermektedir
[22, 52].

Periferal sinir rejenerasyonuna neden olan molekuler ve hicresel degisiklikler
oldukca karmasiktir ve bu slrecte etkili olan proteinlerin tanimlanmasi noéral
rejenerasyonla ilgili bilgilerin aydinlatimasinda o6nemlidir. Rejenere olan

sinirlerdeki protein ifade modellerinin proteomik analizleri, proteinleri ve protein
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izoformlarini dogrudan inceler ve sinirlerde, ndron hucre govdelerinde ve dolagim
gibi dis kaynaklarda bulunan proteinlerin tespit edilmesini saglar. Proteomun
kalitatif ve kantitatif incelenmesi, yluksek ¢ozunurlikli ve kantitatif protein ifade
haritalarinin elde edildigi iki boyutlu jel elektroforezi ve sonrasinda belirlenmis
proteinlerin tanimlandigi kutle spektrometresi yontemlerinin birlestiriimesi ile
gerceklestirilebilir [52]. Memeli noronlarinda aksonal lezyon bdlgesi ile hucre
cekirdegi arasindaki mesafe birka¢ santimetreye kadar, insanlarda ise 1 metreye
kadar ulasabilmektedir. Bu nedenle, yaralanma sonrasi ilk birka¢ saat icinde,
geriye dogru (retrograd) sinyal mekanizmasi hilcre govdesindeki yeni
transkripsiyon olaylarindan bagimsiz c¢aligir. Proteolizis, lokal protein sentezi ve
fosforilasyon gibi, translasyon sonrasi sinyal modifikasyonlari geriye dogru sinyal
sisteminin olugmasini saglayan yollardir. Transkripsiyon sonrasi bu tip sureglerin
bulunmasiyla, geriye dogru sinyal mekanizmasinin anlagiimasi i¢in proteomik
yaklagimlarin kullanilmasi gerektigi fark edilmistir. Rodent siyatik sinirlerinde
yapilan bir ¢alismada, memeli ara filamenti vimentinin akson yaralanmasi
sonrasinda akson mRNA’sinin lokal translasyonuyla Uretildigi ve sonrasinda

calpain aracih proteolize girdigi bulunmustur [41].

Jiménez ve ark. [52], deneysel olarak olusturulmus ezik hasari sonrasi, sigan
siyatik sinirlerindeki anlik ekspresyon profillerini belirlemek igin proteomik
yontemler kullanmigtir. Ergin, erkek Wistar siganlarin siyatik sinirleri, anestezi
altinda c¢ikarilip, 30 saniye hemostat ile sikistirilarak sinir hasari olusturulmustur.
lyilesmenin 5, 10 ve 35. giinlerinde deney sonlandiriimis, siyatik sinirler alinarak
iki boyutlu jel elektroforezi ve kantitatif gértnti analizleri uygulanmistir. Her bir
jelden elde edilen yaklasik 1.500 protein kiimesinden, 121 tanesi en az bir zaman
araliginda belirgin ifade farkhligi géstermistir. Kimeleme analizleri kullanilarak,
bu proteinlerin ifade profillerindeki azalis ya da artislar gruplandiriimigtir. Kitle
spektrometresi ile yapilan incelemeler sonucu, akut-faz proteinleri, antioksidan
proteinleri, protein sentezi/ olgunlagsmasi ve degredasyonu ile ilgili proteinler,
hicre iskeletinin organizasyonu ile ilgili proteinler ve lipid metabolizmasiyla ilgili
proteinler gibi gesitli fonksiyonel siniflara tUye, 82 protein tanimlanmigtir. Sinir
rejenerasyonu ile ilgisi oldugu daha once tespit edilmeyen proteinler de

bulunmustur. Bunlar arasinda, translasyonal olarak kontrol edilen tumor
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proteinleri, anneksin A9/31, vitamin-D baglayan protein, a-kristalin B, a-synuclein,

dimetilarjinazlar ve reticulocalbin yer almaktadir [52].

Qualtieri ve ark. [53], proteomik analizler igin, iki boyutlu jel elektroforezinde
ornek hazirlanmasinin hayati bir rol oynadigini belirtmis ve her doku ya da hucre
kalturd 6rnegi icin 6zgul yontemler kullaniimasinin gerekliligini bildirmigtir. Bu
calismada, sigir siyatik sinirleri ve insan sural sinirleri kullaniimistir. Calisma
sonucunda, periferal sinirlerde yapilacak olan iki boyutlu jel elektroforezi igin
ornek hazirlama protokolinu optimize etmislerdir. Bu ¢alismada kullanilan 6rnek
hazirlama yontemi, ginumuzde periferal sinirlerden miyelin proteinlerinin elde
edilebildigi ve farkli miyelin protein ifade analizlerinin eldesini saglayan tek

yontemdir [53].

Golding ve ark. [54]de, saglam ve kesik hasarli axolotl siyatik sinir
segmentlerinde, radyoaktif isaretli metiyoninin, sentezlenen, salinan ve izoelektrik
noktalari 2.4-10.6, molekuler agirliklari 3.6-200 kDa araliginda olan proteinlere in
vitro baglanma durumlarini karsilastirmak Uzere, iki boyutlu jel elektroforezi ve
otoradyografi yontemleri kullaniimistir. Lezyonlu sinirlerde en az alti proteinin
metiyonin baglamasinda artis oldugu tespit edilmistir. Bu proteinlerin gogunlukla,

makrofaj arunleri degil, kilif hucrelerinin Urtnleri oldugu bulunmusgtur [54].

King ve ark. [55]'de, Xenopus laevis turu kurbagalarda larval donemde uye
rejenerasyonuyla ilgili incelemeler yapilmistir. Amputasyon sonrasi gelismekte
olan Uyedeki proteom degisikliklerinin tespit edilmesi ve lokal inflammatuvar
etkinin rolinun belirlenmesi amacglanmistir. Calismada, Uye amputasyonu aninda
ve amputasyondan 3 gun sonra Xenopus laevis larvalarindaki abundant protein
profilleri karsilastirmali olarak incelenmis ve toplam 1517 peptit tanimlanmistir
[55].
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2. MATERYAL- METOT

2.1. Canli Materyal ve Arazi Caligmalari

Calismanin canh materyalini, Triturus karelinii turl semenderler olusturmaktadir.
Orman ve Su igleri Bakanligi, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Midirligii
B.23.0.DMP.0.15.01-510.02-9165 sayili arastirma izni ve Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu B.30.2.HAC.0.05.06.00/17 sayili etik kurul
iznini takiben, herhangi bir koruma statisunde bulunmayan T. karelinii tirine ait
bireyler yaban hayatindan toplanarak uygun sartlarda laboratuvara getirilmistir.
Ornekler, 19-21 Mayis 2011 tarihinde inebolu (Kastamonu), 02-03 Haziran 2012
tarihinde Agh ve Inebolu (Kastamonu), 01-02 Haziran 2013 tarihinde Agl
(Kastamonu)'ya yapilan arazi calismalari ile yakalanmig, ergin T. karelinii
bireyleri laboratuvara canli olarak getirilmistir (Sekil 2. 1). Deneklerin sulak
alanlardan toplanmasi igin bez fileler kullaniimigtir (Sekil 2. 2). Denekler, Ust
kapaklari kesilerek yerine tel yerlegstirilen plastik kutular igerisinde laboratuvara

canli olarak tasinmistir.
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Sekil 2. 1. Arazi bodlgeleri (Toplanan hayvan sayilari parantez iginde
gOsterilmigtir).

35



i

Sekil 2. 2. Arazi calismalarinda semender 6rneklerinin yakalanmasi

2.2. Laboratuvar Bakimi

Laboratuvar ortamina adaptasyonun saglanabilmesi i¢in arazi sonrasinda en az
on bes gun semenderlere herhangi bir uygulama yapilmamistir. Laboratuvarda
12 saat gunduz- 12 saat gece ortaminda tutulan 6rnekler, haftada iki kez canli

yem (Tubifex sp. ) ile beslenmistir.

Semenderlerin bakimi icin, Ust kapaklari kesilerek yerine tel yerlegtirilen plastik
kutular kullaniimistir. Her bir kutuya yaklasik 15 cm derinliginde dinlendirilmis
musluk suyu, ince akvaryum kumu, canli ve plastik bitkiler, hayvanlarin
saklanabilmesi igin kiremit pargalari ve taslar yerlestirilerek, dogal ortamlarina

benzer yasama alanlar olusturulmustur (Sekil 2. 3).

2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tez cgalismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar molekuiler biyoloji ve/veya
proteomik c¢alismalarda kullanilmaya uygundur. Deneylerde kullanilan
kimyasallarin, cihazlarin ve programlarin listesi ve kullanim amagclari Ek 1

kisminda yer almaktadir (Cizelge 4.1- 4. 2).
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Sekil 2. 3. Semender terraryumlarinin gérinimu

2.4. Deneysel Sinir Hasarinin Olusturulmasi

Amfibilerde yaygin olarak kullanilan anestezik MS-222 (Tricaine methane
sulphonate) olup, en sik kullanilan yontem ise immersiyon yodntemidir.
immersiyon yoéntemi ile anestezide semenderler, distile su ile hazirlanan
anestezik madde soltsyonu dolu bir kap igerisinde bekletiimektedir. Ancak farkli
turler igin gerekli olan anestezik madde dozu ve anestezi siresi literatlirde
bulunmamaktadir. Bu nedenle ilk olarak uygun anestezik madde dozu
belirlenmistir. Cerrahi uygulamalar 1 g/L MS-222 (Sigma- Aldrich, ABD)

immersiyonu ile anestezi gergeklestikten sonra yapilmistir.

Deneylerde, kesik ve ezik olmak uzere iki farkli sinir hasari uygulanmistir. Her iki
hasar tipinde de, tum Oorneklerin sol siyatik sinirleri kontrol grubunu
olusturmaktadir. Ezik hasar, sad siyatik sinirin mikroportegl ile orta uyluk
bdlgesinden 60 saniye suresince sikistiriimasiyla olusturulmustur. Sol siyatik
sinirde ise herhangi bir hasar olusturulmadan yalnizca siyatik sinir goéranur hale
getirilmis ve sonrasinda cilt 4.0 emilemeyen ipek suturla kapatiimistir (sham

operated, pozitif kontrol).

Kesik hasarinda ise, sag uyluk posteriyorundan yapilan longitudinal insizyonla
siyatik sinire ulagildiktan sonra, siyatik sinir orta uyluk bolgesinden kesilmis ve
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distal ve proksimal bdlgelere ayrilmigtir.  Sol siyatik sinir ise kontrol olarak
birakilmistir.  Operasyon sonrasinda cilt 4.0 emilemeyen ipek suturla
kapatiimigtir. Semenderler, akvaryum pompasi ile oksijenlendiriien temiz su

tankina alinarak, anesteziden ¢ikmalari saglanmistir (Sekil 2.5).

Sekil 2. 4. T. karelinii 6rneginde siyatik sinirin gérunumu

Sekil 2. 5. Operasyon sonrasi anesteziden gikma slreci

2.5. On Galigmalar ve Deney Plani

Semenderlerin laboratuvar ortamina adaptasyon surecleri dolduktan ve uygun
anestezik madde dozu ve siresi belirlendikten sonra, deneysel c¢alisma
takviminin belirlenmesi igin 6n galismalar yapilmistir. On galismalar kapsaminda
oncelikli olarak, davranis testleriyle ilgili deney plani hazirlanmistir. Yizme ve
yurime deneyleriyle ilgili ¢gesitli sistemler denenmistir. Yarime deneyleri iki ucu
acik ve boyutlart 7 cm (en) x 75 cm (boy) x 5 cm (yukseklik) olarak hazirlanan 3
mm’lik seffaf pleksiglas Uzerinde yapilmistir. Ydrime analizleri, pleksiglas

platform Uzerine uygun boyutlarda parsémen kagidi yerlestirildikten sonra, arka
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ayaklari su bazli murekkep ile boyanan semenderlerin yurutilmesi ve platformun
alt tarafina yerlegtirilen video kamera ile yurime kayitlarinin alinmasi ile

gergeklestiriimistir.

Elektrofizyolojik incelemeler igin kullanilan BioPac MP35 (BioPac Systems, Inc.,
ABD) veri toplama sistemi ve BioPac SS2L model elektrotlar (BioPac Systems,
Inc., ABD), sican galismalarina uygun olarak tasarlandigi igin, kullanilan igne
elektrotlarin sadece u¢ kisimlari acgik birakilip, Ust kisimlarinin  yalhitimi
saglandiktan sonra semenderlerden 6lcim alinmistir. Olglimlerde, Uger dakika
suresince 0.5, 1, 1.5, 2 ve 2.5 volt uyar siddetleriyle siyatik sinir uyarilmig ve

bilesik kas aksiyon potansiyeli kayitlari alinmistir.

Proteomik calismalarda, iki boyutlu jel elektroforezi ile protein profillemesi ve
MALDI-TOF kutle spektrometresi (Waters, ABD) ile protein kimliklendirme
yontemleri kullanilmistir. On calismalar ile, protein izolasyonu igin uygun lizis
tamponu, tek bir bireyden elde edilen toplam protein miktari, birinci boyut ayrimin
yapilacagi lineer immobilize pH gradiyent seritlerin ozellikleri ve yukenecek
toplam protein miktari belirlenmigtir. Tek bir bireyin siyatik sinir dokusundan elde
edilen toplam protein miktarinin, teknik tekrarlariyla birlikte iki boyutlu jel
elektroforezi ¢calismasina yetmeyecedi tespit edilmis ve alti bireye ait hasarl ve

saglam siyatik sinirler ayri ayri havuzlanarak kullaniimigtir.

Calismanin takip edilecegi ve proteomik deneylerin uygulanacadi zaman
araliklarinin belirlenmesi i¢in 6n calismalar kapsaminda iki semenderin sag
siyatik sinirinde kesik hasari olusturulmustur. Hasar olusturulduktan sonra, gin
asiri yurime kayitlari ve yedi gunde bir elektrofizyolojik kayitlar alinmistir. Bu iki
birey 44 gun boyunca takip edilmis ve deneyin sonlandirildigl 44. gun distal ve
proksimal sinir uglarinin tamamen birlestigi tespit edilmistir. Uc teknik tekrarl iki
boyutlu protein profillerinin eldesi i¢cin gereken birey sayisi ve 6n calismalarda
yapilan yurime deneyleri ve EMG kayitlarina ait veriler incelenerek, ¢alisma alti
zaman araligina bolinmustur. Erken donem akut faz reaktanlarinin belirlenmesi
icin ilk iki zaman araligi olarak operasyon sonrasi 3. ve 24. saatler segilmigtir.
Laboratuvar ortaminda bulunan semender sayisi da g6z énune alinarak, sonraki
inceleme gruplar icin de operasyon sonrasi 7., 14., 21. ve 35. gunler
belirlenmistir. Semenderler araziden toplanirken, disi ve erkek birey sayilarinin

esit olmasi saglanamadigi icin gruplar farkh sayilarda disi ve erkek icerecek
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sekilde olusturulmustur. Calismanin sonuglari agisindan disi ve erkeklerde

gOzlenebilecek bireysel farkliliklarin Gnemi bulunmamaktadir.

On calismalar sonucunda kesik ve ezik hasarlarinin ayri ayri degerlendirilmesi
yerine, dokuda daha buyulk stres yaratan ve daha aktif yanitlar olusmasina yol
agan, ayrica memeli gruplarda iyilesmesi mumkin olmasa da semenderlerde
korunmus bir mekanizma olan ve herhangi bir uygulama yapilmadan hem
onarimin  hem de fonksiyonel iyilesmenin gerceklestigi kesik hasarinin
incelenmesine karar verilmistir. Kesik hasarinda ise, distal ve proksimal uglarin
ayri ayri ve birlikte havuzlandigi iki boyutlu jel elektroforezi deneyleri sonucunda;
molekuler mekanizmanin daha iyi anlagilabilmesi igin distal ve proksimal uglarin
ayri ayri deg@erlendiriimesi yapilmistir. Cizelge 2.1’de deney gruplari, zaman

araliklari ve yapilan ¢aligmalar gosterilmektedir.

Cizelge 2. 1. Deney gruplari, zaman araliklari ve yapilan ¢aligmalar

Deney Disi (?) ve erkek | Kesik hasan sonrasi canh | Siyatik sinir  dokular
Gruplari (3) birey sayilan | bireyde yapilan uygulamalar | alindiktan sonra yapilan

uygulamalar

0-3.saat 32,343 0- 3. saatte yurime deneyi ve | Protein  izolasyonu, iki
EMG kaydi boyutlu jel elektroforezi,
MALDI-TOF kitle
24, saat 49,248 24. saatte yurime deneyi ve spektrometrisi  ile  peptit
EMG kayd kitle parmak izi analizi
7. giin 49,248 iki glinde bir yliriime deneyleri

ve 7. ginde EMG kaydi

14. giin 59,18 iki glinde bir yiirime deneyleri
ve 7., 14. gunlerde EMG kaydi

21. giin 49,248 iki glinde bir yiirime deneyleri
ve 7., 14., 21. gunlerde EMG
kaydi

35. giin 49,248 iki glinde bir yirime deneyleri

ve 7., 14, 21, 28. 35.
glnlerde EMG kaydi
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Orman ve Su isleri Bakanligi Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Mudurligi'nden ve Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul'undan alinan izinler kapsaminda, Kastamonu (inebolu ve Agl) ilinden arazi
calismalari ile semender &rneklerinin toplanmasi ve laboratuvara getiriimesi (n=36)

Araziden toplanan semender érneklerinin laboratuvar ortamina uyum saglamalari igin en az 15 guin uygulama
yapllm:m@tlr.

Her bir zaman araligi icin 6 semenderden olusan gruplarin hazirlanmasi ve semenderlerin siyatik sinirlerinde

kesik hasarinin olusturulmasi

Operasyon sonrasi 0-3. saat, 24. saat, 7. gun, 21.

Operasyon sonrasi 0-3. saat, 24. saat, 7. gin, 21.
ve 35. gln gruplarinda elektromiyografi

gin ve 35. gun gruplarinda yurume testlerinin gin
uygulanmasi, fonksiyonel iyilesmenin (EMG) kayitlarinin alinmasi

gosterilebilecegi olgctimlerin alinmasi

Operasyon sonrasi 0-3. saat, 24. saat, 7. gun, 21. gin ve 35. gun gruplarindaki semenderler ytriime testleri
ve EMG kayitlari tamamlandiktan sonra ylksek doz anestezik ile sakrifiye edilmis ve siyatik sinirleri proteomik

calismalarda kullanilmak Gzere cikarilarak -80°C buzdolabinda saklanmistir.

,ﬁ'

Iki boyutlu jel elektroforezi ile protein haritalarinin
hazirlanmasi ve PDQuest 8.0.1. programi ile

gruplar arasi ifade farkliliklarinin belirlenmesi

Gruplar arasi ifade farkhliklari anlamli olan protein
kiimelerinden MALDI-TOF kitle spektrometresi ile
peptit kitle parmak izi yéntemiyle protein

tanimlamalarinin yapiimasi
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Sekil 2. 6. Tez galismasinin genel plani
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2.6. Yurume Testleri

Sinir hasari olusturulduktan sonra, iyilesme slrecinde 0- 3. saat, 24. saat, 7. gun,
14. gun, 21. gin ve 35. gunlerde davranis testleri uygulanmistir. Semenderler
icin kabul edilen herhangi bir test yontemi bulunmadigi i¢in, siganlarda yapilan
uye olgumleri degistirilerek yizme ve yurume kayitlarindan elde edilen veriler igin
kullaniimistir. Semenderlerden davranissal verilerin alinabilmesi igin 7 cm (en)x
75 cm (boy)x 5 cm (yukseklik) boyutunda pleksiglas bir platform hazirlanmistir.
Zemini parsomen kagidi ile kaplandiktan sonra, arka ayak tabanlari su bazl
murekkep ile boyanan semenderler bu hat boyunca yuruatulmustir. Platformun
altina yerlestirilen kamera ile de ayak izleri kaydedilmistir (Sekil 2.7- 2.8). Video
kayitlari her bir adimda durdurularak fotograf gorintlsiu seklinde kaydedildikten
sonra (Sekil 2.9- 2.10), Image J (Ulusal Saglik Enstitust, ABD) programi ile ilgili
Olcumler ahinmis (Sekil 2. 11) ve siyatik fonksiyon indisleri literatirdeki formuller

ile hesaplanmigtir (Formul 2.1- 2.4, sayfa 44).

-

. *

Sekil 2. 7. YUrime platformu alttan gérinim

Sekil 2. 8. YUrume platformu tstten gériinim
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Sekil 2. 10. Fotograf karesine donustlridlen yurime kayitlarindan Image J
programi ile arka ayak olgumlerinin alinmasi
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Yurime testi analizlerinde model hayvan olarak sigan kullanilan ¢alismalarda
sinir hasari sonrasi iyilesmeye bagl olarak fonksiyonun kazaniimasiyla ilgili
siklikla kullanilan dért farkli formdl bilinmektedir. Bunlar, De Medinaceli, Freed ve
Wyatt tarafindan 1982 [33] yilinda gelistiriimis; Carlton ve Goldberg tarafindan
1986 yilinda [56] ve Bain, Mackinnon ve Hunter tarafindan da 1989 [57] yilinda
guncellenmis olan siyatik fonksiyon indisi formulleri ile Bervar'in 2000 [34] yilinda
gelistirdigi statik siyatik indisidir. Bu arastirmacilarin gelistirdigi formaller asagida
verilmektedir:

a) De Medinaceli, Freed ve Wyatt (1982):

s = () (s | () (BT (o 21

b) Carlton ve Goldberg (1986):

(Formul 2.2)

* GF] = [(NPL—EPL) (ETS—NTS) (EIT—NIT) @

EPL NTS NIT 3
c) Bain, Mackinnon ve Hunter (1989):
EPL—-NPL

ETS—NTS EIT—-NIT

*SFI = —38.3( ) +1095 ( )+ 13.3( )—88 (Formil 2.3)

d) Bervar (Statik Siyatik indisi, 2000):

** §S1 = 108.44 x TSF + 31.85 X ITF — 5.49 (Formdl 2.4)

* Formdullerde gecen E harfi deney grubuna ait verileri, N harfi ise kontrol
grubuna ait verileri sembolize etmektedir.

** Statik siyatik indisinde, TSF ve ITF birimlerinde F ile sembolize edilen deger,
diger formullerde acgik olarak ifade edilmis olan, “(deney grubu-kontrol

grubu)/kontrol grubu” formuline karsilik gelmektedir.
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= |T: ikinci parmak ile dérdiincii parmak arasi mesafe,
ara parmak acikhgi
== TS: Birinci parmak ile besinci parmak arasi mesafe,
parmak agikhgi

PL: Uclincii parmak ile topuk arasi mesafe, iz
uzunlugu

====  TOF: Ardisik iki adim arasi mesafe

Sekil 2. 11. SFI formillerinde kullanilan élgiim bélgeleri

2.7. Elektrofizyolojik incelemeler

Elektrofizyolojik dlgumler, 0-3. saat, 24. saat, 7. gun, 14. gin, 21. gun ve 35.
gunlerde alinmistir. Olglimler, BioPac MP35 (BioPac Systems, Inc., ABD) veri
toplama sistemi ile yapilmistir. EMG kayitlari, igne elektrotlar kullanilarak siyatik
sinirin supramaksimal olarak uyariimasi ile alinmistir. Uyarim elektrotlari, diz
bdlgesinin arka kismina; kayit elektrotlari 2. ve 3. parmaklar ile 3. ve 4. parmaklar
arasina, referans elektrodu ise kuyruga yerlestiriimistir (Sekil 2.12). Uyarim 0.5
V,1V, 15V, 2V ve 2.5V siddetlerinde tcger dakika, 0.50 Hz/ saniye ve bir
uyarimin suresi de 1 milisaniye olacak sekilde verilmigtir. Uyarimi alan igne
elektrotlarin filtre frekansi 5-500 HZz'dir. Sadrekli uyarim ile kayit alinmis ve
ornekleme hizi 100.000 olarak ayarlanmigtir. Birlesik kas aksiyon potasiyelleri

(BKAP) BioPac Pro 3.7 (BioPac Systems, Inc., ABD) yazilimi ile hesaplanmistir.
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Stimuilator

Sekil 2. 12. EMG kayitlarinda kullanilan deney duzenegi
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Sekil 2. 13. EMG dalgalarinda 6lgim yapilan bolgeler
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2.7.1. EMG Kaydinin Alinmasi

EMG dalgalarinin incelendigi birgok calismada BKAP dalgasina ait genlik ve
gecikme suresi verileri degerlendiriimektedir. Bu iki parametre kolay olgulebilir
olmalari ve rejenere olmakta olan sinirlerde belirgin farkliliklar gostermeleri
nedenleriyle tercinh edilmektedir [58]. Calismamizda BKAP dalgalarinin
degerlendirildigi EMG kayitlarinda, genlik, yanit suresi ve gecikme slresi olmak
Uzere aksiyon potansiyeline ait G¢ farkli élgim verisi kullaniimistir (Sekil 2.13).
Olglim alani igindeki motor birimlerdeki aktif kas fibrili sayisini gésteren ‘genlik
(amplitat)’ degeri milivolt cinsinden kaydedilmistir ve aksiyon potansiyelinin pozitif
ile negatif piki arasindaki farkin milivolt cinsinden dederidir. Uyari sonrasi,
aksiyon potansiyelinin ilk pozitif pikine kadar gecen slire ‘gecikme suresi (latans)’
degerine karsilik gelmektedir. ‘Yanit suresi’, tekli kas fibrillerinin desarji
arasindaki senkronizasyonu yansitmaktadir. Kas fibrilleri es zamanli aktive
oldugunda yanit suresi kisa iken; kas fibrillerinin iletim hizlari arasindaki farkin
yuksek olmasi durumunda yanit suresi uzamaktadir. Calismamizda, yanit slresi
BKAP dalgasinin baslangicindan bitisine kadar gecen surenin milisaniye
cinsinden degeri olarak alinmigtir. Sekil 3.9'da kontrol ve deney gruplarina ait

ornek EMG dalgalari gosterilmistir.

2.8. Proteomik Caligmalar

2.8.1. Protein Eldesi ve Protein Miktar Tayini

Siyatik sinir dokulari anestezi altindaki semenderlerden cerrahi operasyon ile
cikarilmigtir. Her bir zaman araliginda alti semendere ait siyatik sinir dokusu
bulunmaktadir. Her bir bireyin sol bacagi kontrol grubu olarak birakilmig, sag
bacaklarinda ise kesik hasari olusturulmustur. Kesik hasari olugturulan siyatik
sinirin distal ve proksimal uclari ayri gruplar halinde havuzlanmistir. Elde edilen
ornekler proteomik calismalar yapilana kadar -80°C buzdolabinda saklanmistir.
Protein eldesi igin, siyatik sinirler bisturi ile klguk pargalara ayrildiktan sonra sivi
azot icinde doévilmuistir. iki tam siyatik sinir icin 50 pl Greli lizis tamponu [7 M (ire
(Bio-Rad, ABD), 2 M tiyoure (Bio-Rad, ABD), % 4 CHAPS (Amresco, Ohio), % 1
DTT (Fluka, Isvigre), % 2 tasiyici amfolitler (pH 3-10, Fluka, isvigre), 1 tablet
proteaz inhibitor kokteyl (Roche, isvigre)] eklenmis ve érnekler 40 genlikte 5 kez
5 saniye araliklarla u¢ sonikasyona tabi tutulmus, 10 dakika da su banyolu
sonikatorde tutulduktan sonra 45 dakika 4 °C, 20.000 g’de (RCF) santrifij
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edilmigtir. Santriflj sonrasinda supernatant kismi LoBind tlplere (Eppendorf,
Almanya) alinmig, pellet kismi da - 20°C’de saklanmaya devam edilmigtir. Protein
miktar tayinleri Bradford test yontemiyle spektrofotometrik olarak yapilmistir.
Bradford testi icin, 6rnekler 1:10 sulandirilmistir. Standart olarak, 200, 400, 600,
800 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda sigir serum albumini (BSA, Thermo-
Scientific, ABD) kullanilmigtir. Standartlar ve Ornekler dort tekrarli olarak
yuklenmig, Olgum sonucunda en ¢ok sapma gosteren kuyucuk analizden
cikarilarak, kalan U¢ kuyucugun ortalamalari kullaniimistir. 5 pl 6rnek, 245 ul
boya (Thermo-Scientific Coomassie Blue, ABD) ile 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra, 595 nm dalga boyunda olgim yapilmigtir (Cizelge 3.5).
Bradford testi sonuglarina gére, her bir 6rnegin iki boyutlu jel elektroforezi
calismalarinda en az ug teknik tekrarli olarak elde edilebilmesi igin, jel basina
toplam 45 pg protein ylklenmesine karar verilmigtir. Bradford testi sonugclari
kullanilarak, jel bagina toplam 45 ug protein yuklemek icin gerekli olan 6rnek ve

rehidrasyon tamponu hacimleri hesaplanmistir (Cizelge 3.6).

2.8.2. iki Boyutlu Jel Elektroforezi ile Protein Profillerinin GCikariimasi
Mikrolitresindeki total protein miktari tayin edilmis ornekler birinci boyut ayrimi
icin lineer immobilize pH gradiyent seritlere (IPG seritler, pH 3-10, 7 cm, Bio-Rad,
ABD) tespit edilmistir. Oncelikle rehidrasyon tamponu [7 M (re, 2 M tiyoure, %4
CHAPS, %1 amfolit (pH 3-10), 10 mM DTT] ile ornekler 1. boyut ayrima
hazirlanmistir. Proteinlerin IPG seritlere tespit edilmesi amaciyla 16 saat 50 V’de
aktif rehidrasyon islemi uygulanmistir.

Rehidrasyon asamasi tamamlanan IPG seritler proteinlerin izoelektrik noktalarina
gore dagilimini saglamak amaci ile izoelektrik odaklanma (IEF) igin Protean IEF
Cell (Bio-Rad, ABD) cihazinda 6-8 saat kuru elektroforeze tabi tutulmusgtur (15
dakika 250 V, 3 saat 10 kV, toplamda 60 kV/sa degerine ulasana kadar 10 kV).
Bu iglemin ardindan seritler, ikinci boyut ayrima hazir hale gelmeleri igin,
calkalayici Uzerinde 15 dakika dengeleme tamponu | [6 M Ure, 1.5 M Tris-HCI
(pH 8.8, Bio-Rad, ABD), %2 SDS (Bio-Rad, ABD), %20 gliserol (Sigma-Aldrich,
ABD), %2 DTT] ve 15 dakika dengeleme tamponu Il [6 M Ure, 1.5 M Tris-HCI (pH
8.8), %2 SDS, %20 gliserol, %2.5 iyodoasetamit (Bio-Rad, ABD), eser miktarda
Bromofenol mavisi (Bio-Rad, ABD)] ile muamele edildikten sonra, molekuler

agirhiklarina gore ayrimin gerceklesecegi ikinci boyut ayrim islemi olan SDS-
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PAGE’'de ayrima tabi tutulmustur. SDS-PAGE icin % 4’lik toplama jeli [0.5 M
Tris-HCI pH 6.8, akrilamit-bisakrilamit %40 (Bio-Rad, ABD), %10 SDS, ultra saf
su, %10 amonyum persulfat (Bio-Rad, ABD), TEMED (Bio-Rad, ABD)] ve %12’
lik ayirma jeli [1,5M Tris-HCI pH 8.8, akrilamit-bisakrilamit %40, %10 SDS, ultra
saf su, %10 amonyum persulfat, TEMED] kullaniimigtir.

IPG seritler jelde yurutuldukten sonra pH ve molekuler agirliklarina gore ayriimis
proteinler 90 dakika floresan 0&zellikteki Oriole (BioRad, ABD) boyasi ile
boyanmis ve protein kimeleri gorunar hale getirilmistir. Jel goruntuleri VersaDoc
1000 (Bio-Rad, ABD) jel goruntileme sistemi ile elde edilmigtir.

On calismalar kapsaminda, 24. saat grubunun distal ve proksimal sinir ucu
orneklerine ait jeller, toplam protein boyamasinin yani sira glikoprotein ve
fosfoprotein boyalari ile de boyanarak translasyon sonrasi modifikasyonlar
incelenmigtir. Glikoprotein boyamasi Pro-Q Emerald 300 (Life Technologies,
Thermo- Fisher Scientific, ABD) ve fosfoprotein boyamasi da Pro-Q Diamond
(Life Technologies, Thermo- Fisher Scientific, ABD) boyalari ile yapilmistir. Bu
boyamalara ait goruntuler, uygun filtrelerin kullanildigi ChemiDoc MP Sistemi
(Bio-Rad, ABD) ile elde edilmistir.

2.8.3. Jellerin Analizi

Jellerdeki protein kimelerinin analizi icin PDQuest 8.0.1 (BioRad, ABD) programi
kullaniimistir. Gruplar arasinda ifadeleri yokken var, varken yok olan; ya da ifade
artis ve azalisi olan protein kimeleri belirlenerek, SPSS programi (IBM SPSS
Statistics Version 20, Armonk, New York) ile istatistiksel olarak anlamli azalis ve
artis goOsteren protein kumeleri secilmis ve kutle spektrometresi ile protein

tanimlamasi agsamasina gegilmigtir.

2.8.4. Protein Kimelerinin Jelden Kesilmesi ve Tripsin ile Peptitlerine
Ayrilmasi

PDQuest programi ile segilen protein kimeleri, Proteome Works Spot Cutter
(Bio-Rad Laboratories, ABD) cihazi ile kesildikten sonra, proteinler Shevchenko
ve ark. [59]'a gore tripsin ile enzimatik olarak pargalanmig ve ZipTip (Millipore,
Fransa) ile muamele edildikten sonra MALDI-TOF 6rnek yukleme plakasina
(Waters, ABD) yuklenmisgtir.

Klatle spektrometresi analizleri i¢cin MALDI-TOF kutle spektrometresi

kullanilmigtir. MALDI-TOF 6rnek yUkleme plakasindaki triptik peptitler, MassLynx
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4.0 (Waters, ABD) programi ile analiz edilmistir. Tum spektrumlar pozitif iyon
modunda alinmigtir. Dis kalibrasyon igin, Substance- P (Sigma, ABD),
anjiyotensin-1 (Sigma, ABD), renin-14 (Sigma, ABD), Adrenokortikotropik
Hormon (ACTH, Sigma, ABD) ve Glu 1- fibrinopeptid B (Glu-Fib, Sigma,
ABD)'den olugsan bes peptit karisimi kullaniimistir. Protein tanimlamalari

MASCOT sunucusu (http://www.matrixscience.com/) kullanilarak yapilmistir.

Proteomik yontemlerin protokolleri ayrintili olarak Ek 2 kisminda yer almaktadir.
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3. SONUGLAR

3.1. On Calisma Sonuglari ve Deney Plani

Tez calismasi planlanirken yapilan on c¢alismalar kapsaminda elde edilen
elektrofizyolojik o6lcim ve yuarime testleri verileri kullanilarak, c¢alismanin
yapilacagi zaman araliklari 0-3. saat, 24. saat, 7. gun, 14. gun, 21. gun ve 35.
gun olarak belirlenmigtir. Proteomik calismalar igin yeterli protein miktarina
ulasilmasi ve istatistiksel olarak anlamli sonuglarin elde edilmesi igin grup basina
gereken en az semender sayisinin alti oldugu da on caligmalar sonucunda

bulunarak, her bir grubun esit sayida bireyden olusmasi saglanmistir.

On caligmalar kapsaminda, iki boyutlu jel elektroforezinin sinir dokusu igin
optimizasyonu yapildiktan sonra, deney gruplarinin belirlenmesi amaciyla, sinir
hasari sonrasi 24. saatte deneyin sonlandirildigi ve kesik hasari (distal ve
proksimal sinir u¢larinin hem ayri ayri hem de birlikte degderlendirildigi iki grup),
ezik hasari ve saglam siyatik sinirlerden olusan kontrol gruplarina ait siyatik sinir
orneklerinin 2D-PAGE ile hazirlanan protein profilleri karsilastiriimistir. Ezik ve
kontrol grubunu olusturan orneklerde bir bacaga ait siyatik sinir butun olarak
kullanilirken; kesik grubu distal ve proksimal uglarin birlikte ve ayri ayr
incelendigi iki alt gruba ayrilmigtir. Protein kumelerinin yogunlukla pH 4-9
araliginda dagilim gosterdigi belirlenmistir. PDQuest 8.0.1 analizlerine gore, bes
grup arasinda ifadesi artan/ azalan ve varken yok, yokken var olan toplam 205
protein kumesi eslestirilmistir (Cizelge 3.1- 3.2).

Cizelge 3. 1. Gruplar arasinda protein ifade farkhliklari olan protein kimesi
sayilari

GRUPLAR
Distal/ | Proksimal/ | Distal+ Proksimal/ | Ezik/ Distal/
Kontrol | Kontrol Kontrol Kontrol | Proksimal
ifade farkliliklar istatistiksel 30 29 29 32 25

olarak  anlamli  protein

kimesi sayisi (p<0.05)

0.5 ile 2 kat arasinda ifade 47 54 45 35 58
farkhihig olan toplam

protein kimesi sayisi
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Cizelge 3. 2. Kesik hasar alt gruplari arasinda ANOVA ve post Hoc testlerine
gore ifade farkliligi istatistiksel olarak anlamli olan protein kimesi sayilar
(p<0.05)

Proksimal/ Distal/ Proksimal/

Distal+Proksimal | Distal+ Proksimal | Distal
Anlamli protein 14 13 14
kimesi sayisi

On caligmalar kapsaminda, protein profillerinin karsilastirimasinin yani sira,
akson rejenerasyonunda o6nemi bilinen translasyon sonrasi modifikasyonlarin
belirlenmesi amaciyla glikoprotein ve fosfoprotein boyamalari da yapilmistir
(Sekil 3.1- 3.2). Hem glikoprotein hem de fosfoprotein boyamalarinda, distal ve
proksimal sinir ucglarina ait profillerde farkl protein kiimelerinin boyandidi tespit
edilmistir. Dolayisiyla kesik hasari alt gruplari icinde distal ve proksimal sinir
uclarinin ayri ayri degerlendiriimesinin molekuler mekanizmanin
aydinlatilabilmesi igin daha uygun oldugu bir kez daha gdsterilmistir.

Deneylerde kullanilan glikoprotein boyasi (Pro-Q Emerald 300) periyodat ile
okside olan karbohidrat gruplari ile etkileserek, ¢ok kuguk miktarlardaki glikozile
proteinlerin tespit edilmesini saglamaktadir. Fosfoprotein boyasi (Pro-Q
Diamond) ise fosfat gruplarinin tirozin, serin ya da treonin kalintilarina segici
olarak baglanarak fosfoproteinlerin belirlenmesini saglamaktadir. Birgok proteinin
fosforilasyon, glikozilasyon, amidasyon ve asetilasyon gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlar araciligiyla fonksiyonel yapilarina ulastiklari bilinmektedir.
Yapilan glikoprotein ve fosfoprotein boyamalari ile de, distal ve proksimal uglarin
ayri ayri incelenmesinin 6nemi tekrar onaylanmis ve translasyon sonrasi
modifikasyonlarin belirlenmesi ile rejenerasyon yetenegini kazandiran molektler
mekanizmalarin aydinlatilabilecedi dusunulmustur.

Noral rejenerasyonda translasyon sonrasi modifikasyonlarin dnemi ise, sinir
hasari sonrasi modifiye protein miktarindaki hizli ve yulksek artis olarak
gOsterilmektedir [48]. Ayrica noronlarin hasar sonrasi hayatta kalmalarinda 6nem
tasiyan aksoplasmik hasar sinyal proteinleri de, 6énceden hicrede bulunan
aksonal mRNA’lar ile ya da endojen aksonal proteinlerin fosforilasyon gibi
enzimatik modifikasyonlari sonucu yeniden sentezlenmesi ile translasyon sonrasi

modifikasyonlar seviyesinde dizenlenmektedir [60].
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Sekil 3. 1. Hasar sonrasi 24. saat fosfoprotein boyasi goruntuleri, a) Distal sinir
ucu b) Proksimal sinir ucu

a b

Sekil 3. 2. Hasar sonrasi 24. saat glikoprotein boyasi goruntuleri, a) Distal sinir
ucu b) Proksimal sinir ucu

Hayvan modeli kullanilan sinir rejenerasyonu c¢alismalarinda, molekuler
mekanizmay! en detayli acgiklayabilecek, karsilastirmali ve tekrarlanabilir veri
eldesine imkan sadlayan sinir hasarinin belirlenmesi onemli bir basamaktir.
Siyatik sinir dokusu, kolay ulasilabilir ve gérece uzun olan anatomik yapisiyla en
¢ok tercih edilen periferal sinirlerden biridir. DNA duzeyindeki ¢alismalardan farkli
olarak, proteinlerin dinamik yaplari nedeniyle, deney plani yapilmadan once,
uygun doku ve hasar tipinin belirlenmesi, dokunun sinir hasari yanitlarini
yansitabilecek kisimlarinin kullaniimasi gibi asamalarin test edilmesi, dogru
molekuler yollarin tespit edilmesi agisindan énemlidir. Ayrica sinir rejenerasyonu
calismalarinda proteomik stratejilerin kullaniimasi, 6zellikle de periferal sinirlerde
hasar sonrasi gerceklesen ilkin molekuler degisimler sinir hicre govdesinden
badimsiz gerceklestigi ve translasyon sonrasi modifikasyonlar bu suregte 6nem
kazandid! igin 6zellikle tercih edilmektedir. On galismalar kapsaminda kesik ve
ezik sinir hasarina ait protein profilleri kargilastirilarak, deneylerin tamamlanmasi
icin en uygun yontemin belirlenmesi amacglanmigtir. Ayrica kullanilan hayvan taru
laboratuvarda uretilmedigi icin, deneylerde bireylerin ontogenetik olarak
rejenerasyon kapasitelerindeki olasi farkliliklari en az seviyeye indirebilmek
amaciyla, ayni hasarin uygulandigi siyatik sinir 6rneklerinin havuzlanarak

kullanilmasi uygun bulunmustur. Bu sayede hem bireysel farkhliklarin éntine
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gecilmis, hem de deneylerin tekrarl olarak uygulanabilmesi igin yeterli olacak
protein miktarina ulasiimistir.

On calismalardan elde edilen verilere gore, protein profil haritalari incelendiginde,
ezik hasari profilinin kontrol grubuna en yakin profili gosterdigi bulunmustur.
Kesik hasari ise distal ve proksimal uglarin ayri ayri incelenmesine olanak
sagladigi icin ezik hasarina gore daha fazla bilgi elde edilmesi agisindan avantajli
olmaktadir. Sekil 3.3’de kesik hasari alt gruplari, ezik hasari ve kontrol ornekleri
arasinda ifade farklliklari olan bazi protein kiimelerinin ifade miktarlari G¢ boyutlu
resimler ile gosteriimektedir. Ug boyutlu gésterimlerin altinda kalan alanlar, ilgili
protein kimesindeki proteinlerin ifade miktarlarini gostermektedir. Distal ve
proksimal orneklerin bir arada incelenmesinin, bazi protein kimelerinde ifade
miktarlarini maskelemesi ve distal ya da proksimal ucta daha fazla ya da daha az
ifade olmus olan protein kimeleri icin ortalama ifade duzeylerini gostermesi
nedeniyle bulgularin eksik ya da hatali degerlendirimesine yol acabilecegi
gorulmustar.

Kesik hasari sonrasinda, distal ve proksimal uclarin hasar yanitlarinin farkl
oldugu literatur bilgilerinde yer almaktadir. Distal sinir ucu, rejeneratif surecte
proksimal ucun basarili sekilde rejenere olarak uygun hedefe dogru uzamasini
saglayacak mikrogevreyi duzenleyen sinyalleri olustururken; proksimal u¢ hucre
govdesiyle baglantisini surdirmekte ve aksonlarin uzamasini destekleyecek bazi
morfolojik degisikliklere ugramaktadir. Bu nedenle, sinir hasari sonrasinda, distal
ve proksimal uglarda ayni protein kimelerinin ifadelerinde farkhliklar olabilecegi
gibi, farkl protein kiimelerinin de ifade edilmeleri mimkunduir.

Kesik hasari siyatik sinir dokusunun iki ucunun birbiriyle iletisimini keserek, hem
anatomik yapida hem de molekuler sinyal iletiminde bozulmaya neden oldugu
icin ezik hasarina gore daha buyuk bir yikima yol agmaktadir. Bu nedenle kesik
hasarinin, daha fazla molekuler yolu aktive ederek daha fazla bilgi saglayacagi
dusunulmustiur. Ezik hasari olusturulan gruptaki siyatik sinir dokularinda hasara
gore distal ve proksimal sinir ucglari, kesik hasari dokularindaki gibi net bir sekilde
belirlenemedigi icin, ezik hasar grubunda siyatik sinirler butin olarak
incelenmigtir. Kullandigimiz molekuler yontemlerin ayrim gucu ile elde edilen
protein profil haritalari bakimindan ezik hasarinin farkli bir bilgi saglamadig
belirlenmistir. iki kesik ucun birlikte degerlendirildigi distal+ proksimal ©rnek

grubunda oldugu gibi, ezik hasarina ait protein profillerinde de bazi protein
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kimelerinin ifadelerinin baskilanmasi ile distal ve proksimal uglarin ayri

degerlendirildigi gruptan farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Sekil 3. 3. Segilen bazi protein kimelerindeki protein ifade farkliliklarinin Gg
boyutlu gdsterimi (1: Kontrol grubu, 2: Distal u¢ grubu, 3: Proksimal ug grubu, 4:

Distal ve proksimal ug grubu, 5: Ezik hasar grubu)

Kesik hasarinin tercih edilmesinin bir diger sebebi ise, ezik hasari sonrasi
memelilerde zayif da olsa bir miktar iyilesmenin gergeklesmesidir. Ancak
semenderlerin model organizma olarak kullanildigi bu ¢alismada, omurgalilar
arasinda semenderlerde ergin donemde de korunmus olan rejenerasyon
yeteneginin molekller mekanizmasinin aydinlatiimasi amaglandigi igin,
calismaya kesik hasariyla devam edilmistir.

On calismalar sonucunda kesik ve ezik hasarlarinin ayri ayri degerlendiriimesi
yerine, dokuda daha buylk stres yaratan ve daha aktif yanitlar olusmasina yol
agan, ayrica memeli gruplarda iyilesmesi mumkin olmasa da semenderlerde

korunmus bir mekanizma olan ve herhangi bir uygulama yapilmadan hem

55



onarimin  hem de fonksiyonel iyilesmenin gerceklestigi kesik hasarinin
incelenmesine karar verilmigtir. Kesik hasari sonrasinda ise, distal ve proksimal
uclarin ayri ayri ve birlikte havuzlandidi iki boyutlu jel elektroforezi deneyleri
sonucunda; molekuler mekanizmanin daha iyi anlasilabilmesi ig¢in distal ve

proksimal uclar ayri ayri degerlendirilmigtir.

3.2. Yurime Testi Analizleri

Semender yurime izlerinden alinan dlgimler materyal- metot bolimuinde detayli
olarak agiklanmig olan dort farkli formdl ile ayrn ayri hesaplanmistir. Siyatik
fonksiyon indisi, sifir ile eksi yuz arasinda bir degerdir. Tamamen kesik hasari
olusturulan siganlarda bu degerin — 100 ve tamamen saglikli olanlarda ise sifir
oldugu kabul edilmektedir. Bu bilgi kapsaminda, her bir gruptaki alti bireyin esit
sayidaki ayak izi dlcumleri dort formule uygulanmig ve zaman araliklarina goére
siyatik fonksiyon indisi ve Bervar [34]'e gore statik siyatik indisi verileri elde
edilmistir. Sonuglar incelendiginde, Bain ve ark.’larinin [57] gelistirdigi formalGn,

semenderlerin yurime izi analizleri i¢in en uygun sonucu verdigi tespit edilmigtir.

Elde edilen 6lgim sonuglarina gore, yeni bir indis belirlenememistir. Ancak
literatirde bulunan ve Bain ve ark. [57] tarafindan gelistiriimis olan, siganlara
uygun olarak hazirlanmis siyatik sinir fonksiyon indisine gére farkli zaman
araliklarina ait hesaplamalar yapilarak, asagidaki grafikler elde edilmistir.
Grafikler incelendiginde, her bir zaman araliginda, indis degerinin giderek arttigi

ve pozitif degerlere yaklastigi gorulmektedir (Sekil 3.4-3.7).

Zaman
-19,00 T )
4. giln 7.8un

@ -19,50 -
T
£
c -20,00 -
o
= )
£ -20,50 - 7. GUN
c
2 o .o
:'_; -21,00 - ——Dogrusal (7. GUN)
E y =1,6946x - 23,416
& -21,50 A R2=1

-22,00 -

Sekil 3. 4. Siyatik sinir kesik hasari sonrasi yedi gunlik SFI degisim grafidi
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Zaman

4.gin  6.gun  8.guin 10.glin 12.gln 14.gun

14. GUN

—— Dogrusal (14. GUN)
y =0,6866x - 26,367

25 | R?=0,4325

Siyatik Fonksiyon indisi
iR
(03]

Sekil 3. 5. Siyatik sinir kesik hasari sonrasi on dort glnlik SFI degisim grafigi

Zaman
0 T T T T T T T T )
4.gin6.gln8.gun 10. 12. 14. 16. 18. 21.
gln glin gun gun gin giln

21. GUN
—— Dogrusal (21. GUN)

y = 0,6545x - 26,806
25 - R?=0,242

Siyatik Fonksiyon indisi
KN
v

Zaman
O T T T T T T T T T T T T T T T 1

c c c c c c c [ c c [ c C c c c

D D 3D 35 D D 3D D D 3D 3D D 3D 3 o R |
‘@ -5 1 0 b0 b0 o b0 O b0 bO L0 Lo b0 Lo Lo Lo Lo o
5 ¥ 6 6 S N U0 O N OV 08 O & 0
£ 10 - A+ 94 d 94 NN NN~ MO ®Omm
S
2 -15 4 .
2 35. GUN
S -20 - . .
< —— Dogrusal (35. GUN)
= -25 - y =0,044x - 23,577
= 2_
» 30 - R*=0,0015

-35 -

Sekil 3. 7. Siyatik sinir kesik hasari sonrasi otuz bes gunluk SFI degisim grafigi
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Zamana bagl olarak SFI degisim grafikleri incelendiginde, iyilesme surecinin
ilerlemesiyle egdrilerin  egimlerinin azaldigi gozlenmektedir. Bu degisim
rejenerasyon hizinin hasar sonrasi erken donemde daha yuksek iken, iyilesme
surecinin ilerleyen dénemlerinde giderek azaldigini géstermektedir (Cizelge 3.3,
Sekil 3. 8).

Cizelge 3. 3. Zaman araliklarina gore SFI grafigi egimlerindeki degisim

Zaman Arahgi R®
7.gln 1
14. gin 0,4325
21. glin 0,242
35. gln 0,0015
2,5 +
2 .
c
g
o 1,5 -
E
oy
= y = 16,982,009
0,5 - R2=0,7816
0 T T 1 1
7. gun 14. glin 21. gun 35. gun
Zaman Araligi

Sekil 3. 8. Zaman araliklarina gore rejenerasyon hizi grafigi
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3.3. Elektrofizyolojik Olgiimler

Her bir zaman araliginda, orneklerin hem kontrol grubunu olusturan sol
bacaklarindan hem de kesik hasarinin bulundugu sag bacaklarindan kayit
alinmigtir. Saglam ve hasarl siyatik sinire sahip bacaklardan alinan kayitlarda,
bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) verileri degerlendirilmistir. Her bir bireye
ait kayitta, 2V ile uyarim sonucu olusan bilesik kas aksiyon potansiyeli
dalgalarindan 10 tanesinin ortalamasi alindiktan sonra, her bir grubun bireylerine
ait dlgumlerin de ortalamasi alinarak, gruplarin ortalamasi elde edilmistir. Genlik
(pikler arasi mesafe, milivolt), yanit suresi (dalganin uzunlugu, milisaniye) ve
gecikme suresi (uyari ile yanit arasinda gecen slre, milisaniye) verileri ayri ayri
degerlendirilmistir. Her bir grup icgin yapilan uygulamalar ve zamanlari Cizelge

3.4’de gosterilmektedir.

Cizelge 3. 4. Gruplara gore bilesik kas aksiyon potansiyeli dlgum zamanlari

Gruplar Operasyon oncesi | Operasyon sonrasi

0-3. saat Sag bacak 0- 3. saat, sag ve sol bacaklar

24, saat Sag bacak 24. saat, sag ve sol bacaklar

7. glin Sag bacak 7. gun, sag ve sol bacaklar

14. giin Sag bacak 7. ve 14. gunler, sag ve sol bacaklar

21. giin Sag bacak 7., 14. ve 21. gunler, sag ve sol bacaklar

35. giin Sag bacak 7.,14.,21., 28. ve 35. glnler, sag ve sol bacaklar
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Sekil 3. 9. Kontrol ve deney gruplarina ait 6rnek EMG dalgalari

Her bir gruba ait Birlesik Kas Aksiyon Potansiyellerinin (BKAP) genlik degerlerinin
tum zaman araliklarina gore degisimini gosteren grafik cizildiginde, kesik hasari
sonrasi genlik degerlerinin zamana bagl olarak yukseldigi gorulmuastir (Sekil
3.10).
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0,1
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

mV)

BKAP (

y = 2E-17x + 0,0648

—— Dogrusal (BKAP (mV))

—— Dogrusal (Kontrol)

y =0,0093x - 0,0064
R?=0,2258

0-3 saat 24.saat 7.gln 14.glin 21.glin 35.gln
Zaman Araliklari

Sekil 3. 10.

Zaman araliklarina gore gruplardaki genlik degisimi

Her bir grup icin elektriksel uyari sonrasi yanit surelerinin zamana bagl olarak

degisimlerine ait grafik Sekil 3.11’de gosterilmektedir. Grafige gore, rejenerasyon

surecinin ilerlemesine bagl olarak elektriksel uyarima yanit verme suresinin

arttigi gorulmektedir.

1,6

1,4

Yanit Suiresi (ms)
S o o ©° =
o N H (o)} [00] = N

y =3E-16x + 1,35

Dogrusal (Yanit Stiresi (ms))

Dogrusal (Kontrol)

y =0,0897x - 0,0266
R*=0,5679

0-3saat 24.saat 7.gun 14.gin 21.gun 35.gln
Zaman Araliklari

Sekil 3. 11. Zaman araliklarina gére gruplardaki yanit suresi degisimi

Ayrica BKAP dalgalarindan, gecikme suresi verileri de alinmisgtir. Zaman

araliklarina gore 0,14+ ile 0,19+ degerleri arasinda degisim gosteren gecikme
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surelerinde, gruplar arasinda anlamh fark bulunmadigi icin veriler grafige

aktariimamistir (p<0.05).

3.4. Proteomik Galigsma Verileri

3.4.1. Protein Miktar Tayini

Deneysel sinir hasari olusturulduktan sonra belirlenen zaman araliklarinda
sonlandirilan deney gruplarinin distal, proksimal sinir uglari ve kontrol sinirleri
ayri Eppendorf tuplerine alinarak - 20°C’de saklanmistir. Her bir gruptaki alti
hayvanin distal sinir uglari, proksimal sinir ucglari ve kontrol sinirleri kendi
aralarinda havuzlandiktan sonra, Bradford yontemi ile toplam protein miktarlari
belirlenmistir. Spektrofotometrik dlgiimde, R? dederi en az 0,96 olan dlciimlerden

elde edilen veriler kullaniimigtir (Sekil 3. 12).

Standartlar (ng/ml)

Sample Concentration Back Calc Conc Wells 0D Values Mean OD Value Std.Dev. CV%
5t01 200,000 167,884 | A1 0,250 0,251 0,017 69
145,003 |A2 0,234
| 192,845 [A3 | 0268 | | |
St02 400,000 405,288 |B1 0.422 0431 0.012 2.8
437182 |B2 0.445
| 411380 |83 | 0.426 | | |
St03 600,000 625913 [C1 0.581 0,585 0.052 89
705,649 [C2 0.638
| 562402 |C3 | 0.535 | | 1
St04 800.000 732967 (D1 0.658 0713 0.053 7.5
880,789 |D2 0,765
| 813,812 |D3 | 0.716 | | |
St05 1000,000 947,074 (E1 0.812 0831 0.021 26
966,904 |E2 0,827
1004.900 |E3 0.854
Standart Egri
0,75
5
"ol 0.65
L1
[a]
[a]
o 0,55
L]
E
L
™ 0,45
-
A
o]
0,35
0.25
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Konsantrasyon
y=A+Bx A B RA2
© STD#1 (Standards: Concentration vs Mean OD V... 0,129 7.21e-4 0,982

Sekil 3. 12. Bradford yonteminde kullanilan BSA standartlari ile elde edilen
kalibrasyon egrisi 6rnegi (R?=0.99)
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Cizelge 3. 5. Bradford yéntemi ile belirlenen toplam protein miktarlari (ug/ul)

Zaman Araliklan Ornekler Toplam Protein
Miktari (pg/ul)

0-3. saat 6rnekleri | Distal Sinir Ucu 2,52
Proksimal Sinir Ucu 3,67
24. saat drnekleri Distal Sinir Ucu 2,59
Proksimal Sinir Ucu 3,90
Kontrol 2,10
7. gun érnekleri Distal Sinir Ucu 4,81
Proksimal Sinir Ucu 6,01
14. glin érnekleri Distal Sinir Ucu 5,73
Proksimal Sinir Ucu 8,51
Kontrol 4,82
21. gun érnekleri Distal Sinir Ucu 3,46
Proksimal Sinir Ucu 5,32
Kontrol 4,23
35. glin 6rnekleri Hasarl 542

(Distal ve proksimal bir arada)
Kontrol 4,23

Bradford yontemi ile miktar tayini yapilan érneklerden, jel basina toplam 45 ug
protein yuklenmesi icin gerekli olan ornek ve rehidrasyon tamponu hacimleri
hesaplanmigtir. Her bir havuzda alti semendere ait siyatik sinir dokusu
bulunmaktadir. Ornekler birinci boyut ayrimi icin, rehidrasyon tamponu ile
birlestirildikten sonra, pH 3-10, 7 cm’lik immobilize pH gradiyent (IPG) seritlere
yuklenmigtir. Her bir 6rnek igin, ¢ teknik tekrarli jeller hazirlanmigtir. 0-3. saat ve
7. gun orneklerine ait kontrol grubu dokular optimizasyon c¢alismalarinda

kullanildigr igin bu kisimda yer almamaktadir.
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Cizelge 3. 6. Birinci boyut ayrim icin IPG seritlere ylklenmis érnek ve rehidrasyon
tamponu miktarlari

Zaman Ornekler Ornek Rehidrasyon
Araliklan Miktar (pl) Tamponu
Miktari (pl)
0-3. saat Distal Sinir Ucu 17,90 107,10
ornekleri Proksimal Sinir Ucu 12,26 112,74
24. saat Distal Sinir Ucu 17,37 107,63
ornekleri Proksimal Sinir Ucu 11,53 113,47
Kontrol 21,42 103,58
7.gun Distal Sinir Ucu 9,36 115,64
ornekleri Proksimal Sinir Ucu 7,49 117,51
14. giin Distal Sinir Ucu 7,85 117,10
ornekleri Proksimal Sinir Ucu 5.29 119,70
Kontrol 9,34 115,70
21. giin Distal Sinir Ucu 13,00 112,00
ornekleri Proksimal Sinir Ucu 8,46 116,50
Kontrol 10,64 114,40
35. gin Hasarli 8,30 116,70
ornekleri (Distal ve proksimal bir arada)
Kontrol 10,64 114,36

3.4.2. iki Boyutlu Jel Elektroforezi ile Protein Profil Haritalarinin Eldesi ve
Jellerin Analizi

Iki boyutlu jel elektroforezi ile tiim zaman araliklarina ait gruplarin g teknik
tekrarli olacak sekilde, protein profil haritalari elde edilmistir. Protein profil
haritalari incelendiginde, protein kumelerinin 20-200 kDa arasinda dagilim
gosterdigi ve yogunlukla 40-80 kDa ve pH 4-8 arasinda bulundugu goézlenmistir
(Sekil 3.13- 3.14). Yatay zincirler halinde dagilim gdsteren protein kimelerinin
varligi, izoformlar ya da translasyon sonrasi modifikasyonlarin bulunmasi
olasiligina isaret etmektedir. Ozellikle, akson rejenerasyonunda translasyon

sonrasi modifikasyonlarin etkili oldugu bilinmektedir.
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Sekil 3. 13. Siyatik sinir dokusuna ait genel protein profili gérinimu (24. saat
distal sinir ucu 6rnegi)

Her bir gruba ait Gg tekrarli jeller PdQuest 8.0.1 programi ile analiz edilmis ve
ifade artis ve azaliglar arasindaki anlamlilik tek yonli varyans analizi (ANOVA)
ve post- Hoc testleriyle degerlendirilmistir. PDQuest analizi ile toplam 138 protein
kimesi tum jellerde eslestiriimistir (Sekil 3.15).

Sekil 3. 14. Tim zaman araliklarina ait protein profil haritalar

65



Sekil 3. 15. Tum gruplarda eslestirilen protein kimeleri (Sari ile isaretli alanlar).

Farkli zaman araliklarinda distal sinir ucu ornekleri kendi aralarinda test
edildiginde, 28 protein kimesi; proksimal sinir ucu érnekleri kendi aralarinda test
edildiginde ise 38 protein kimesinin ifadesindeki degisim ANOVA ve post-Hoc
testlerine goére % 95 guven aralidinda (p<0,05) anlamli bulunmustur. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade farklligi olan protein kiimeleri, PDQuest
8.0.1 programinda hazirlanan eslestirme analizi sonuglarinda verilen protein
kimesi numaralari ile birlikte Cizelge 3.7 ve 3.8’de verilmigstir. Bu gizelgelerde, iki
zaman arali§i arasinda anlamli ifade farkhiligi olan protein kiimeleri es sayida
yildiz ile belirtilmistir. Ornegin, distal sinir ucu 2203 numarali protein kiimesi igin
Cizelge 3.7 incelendiginde, 0-3. saat ve 14. gun; 0-3. saat ve 21. gun ve 24. saat
ve 21. gun orneklerinin ifadeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulundugu anlasiimaktadir.
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Cizelge 3. 7. Zaman araliklarina gore distal sinir ucunda ifadesi artan/ azalan
protein kumeleri (ANOVA ve post-Hoc testleriyle % 95 glven araliginda test
edilmistir)

Zaman Araliklar (Distal Sinir Ucu)

Protein Kiimesi 0-3. saat 24. saat 7. gln 14. giin 21. gin

Numarasi (SSP No)

2203 * ok *kk * ki ki
3103 * wk * *k

* *k Kk *kk *k * Kk kkk
3201 : i

3402 * *
3501 * *
3705 *’ *%k * *k

4602 R * *k *ok Kk

* kk kkk  kkkk * *% *kk *kkk
4802 e

5508 * *
5804 * *
6304 * *

6305 — « "
6405 * *

6406 - . o
7202 * *
7304 * *

* okk kkk KkAK * *k *kk Fkkk
7506 T

8101 Kk ek * - Howk
8204 * *
8206 o~ * -
8302 * *

8303 e * - -
8502 ko ok * - —
8504 T * -

8603 k| dkk kkk * | ok k| dekkikk ik ok dkkk kikokk ek
8703 * k| ko dkk *k *kok
8704 * * ok ke kk *k *kok *kkk

*

kkk  dkkk kkkkk kk kkk kdokkokk kkkk  dkkkkk *kkkk
) ’ ’ ) ’

8706 Wi
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Cizelge 3. 8. Zaman araliklarina gére proksimal sinir ucunda ifadesi artan/ azalan
protein kumeleri (ANOVA ve post-Hoc testleriyle % 95 glven araliginda test
edilmistir).

Zaman Araliklar (Proksimal Sinir Ucu)
Protein Kiimesi 0-3. saat 24.saat | 7.gln 14. giin 21. gun
Numarasi (SSP No)
2203 * *
2604 * wx * .
3302 * wk ok * - .
3308 * *
3501 * ox *wr e wren | o ok
3502 * *
3705 x wx wrk wrx x wex wx prer
3802 * . * xx
4202 * *
4901 * * wx .
5201 * *
5305 * *
5504 x wx x e wen | ek eee xe rrnk kkk
5703 * *
5804 * ok ik * wr we
6405 * wx ke eer |k ok ik .
6406 * *
6507 * *
6801 * *
7101 * wx * .
7303 * . . * wr ke
7304 * wx ek er |k . . .
7406 * *
7407 * wx wox ki Kkkk ok R
7601 * *
8005 * wx ek er |k . . .
8101 * wx * .
8203 * wx * .
8215 * * wx -
8301 * *
8302 * *
8303 * *
8306 * *
8502 * *
8504 * ok * ax
8603 * ok * wx
8706 * *
9203 * ox . * wx we
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3.4.3. MALDI-TOF Kutle Spektrometresi ile Elde Edilen Peptit Kiitle Parmak
I1zi Verileri

MALDI-TOF kutle spektrometresinin dis kalibrasyonu bes peptit karigimi ile
yapildiktan sonra, érnek kuyucuklari okutulmus ve tripsin (Promega, ABD) enzimi

ile kesilmis olan peptitlere ait kiitle/ yik (m/z) degerleri elde edilmistir.

Proteinlerin tanimlanmasinda MASCOT sunucusuna ait Peptit Kitle Parmak izi
(PMF) yontemi kullaniimistir [61]. Tum aramalar, veri tabaninda taksonomik
olarak semenderlere en yakin grubu olusturan ve genomu belirlenmis tur olan
Xenopus laevis’e (Afrika tirnakli kurbagasi) ait veriler Gzerinden yapilmistir.
Triturus karelinii  tara siyatik sinir dokusunun protein profili daha oOnce
incelenmemis oldugundan, PDQuest programi ile gruplar arasi ifade farkhligi
bulunan proteinlerin yani sira kullanilan yontemle tespit edilebilen diger tum
protein kimeleri de jelden geri kazanilirak MALDI-TOF kutle spektrometresi ile
protein tanimlamalari yapilmistir. Bu ydntemle toplam otuz doért protein
tanimlanmistir ve tanimlanan proteinlere (Sekil 3.16) ait liste Cizelge 3.9da
verilmistir. On c¢alismalar kapsaminda hasar sonrasi 24. saat orneklerine
uygulanan fosfoprotein ve glikoprotein boyamalari ile elde edilen protein
haritalari, toplam protein boyamalarindan elde edilen haritalarla eglestirilerek,
tanimlama yapilan proteinlere karsilik gelen protein kimeleri de belirlenmistir
(Sekil 3.17).

pH ——>
3 10

Molekdler * S =
Agirhk
250

llSO.‘ j‘lé-

100

Sekil 3. 16. Protein tanimlamalarinin yapildigi protein kimeleri
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Sekil 3. 17. Hasar sonrasi 24. saate ait fosfoprotein ve glikoprotein boyamasi ile
elde edilen haritalarda MALDI-TOF kitle spektrometresi ile tanimlanmis
proteinlere karsilik gelen protein kiimeleri [a) Distal sinir ucu fosfoprotein boyasi,
b) Proksimal sinir ucu fosfoprotein boyasi, c) Distal sinir ucu glikoprotein boyasi,
d) Proksimal sinir ucu glikoprotein boyasi]

Cizelge 3. 9. MALDI-TOF kutle spektrometresi ile tanimlanan proteinlerin listesi
(Liste yuksek skorlu proteinlerden disuk skorlu proteinlere gére siralanmistir).

Protein SwissProt Tanimlanan Skor | Teorik Deneysel | Dizi Eslesen/
Kiimesi Erigim Protein pl/Mw pl/Mw Kapsama | Eglesmey
Numarasi | Numarasi (kDa) (kDa) Yuzdesi en Peptit
(%) Sayisi
8 TBA_XENLA Tubulin  alpha | 150 | 4.96/ 5.0/57.8 | 33 10/4
chain 50.5
9 TBB2_XENLA Tubulin beta-2 | 103 | 4.81/ 5.0/53.8 | 27 8/9
chain 50.1
12 ACTB_XENLA Actin, 52 5.30/ 5.3/427 | 17 5/19
cytoplasmic 1 42.1
10 PERI_XENLA Peripherin 43 5.23/ 5.5/57.4 | 15 9/46
52.1
11 5NTC_XENLA Cytosolic 40 5,45/ 6,9/58,8 | 13 5/14
purine 5'- 66,7
nucleotidase
16 FXL15 XENLA | F-box/LRR- 35 6.69/ 7.0/27.0 |12 2/4
repeat protein 33.8
15
18 RAGP1_XENLA | Ran GTPase- | 33 4.53/ 5.4/73.8 10 5/ 19
activating 63.5
protein 1
4 XPO7B_XENLA | Exportin-7-B 32 5.84/ 6.2/ 4 3/5
124.6 133.3
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14 CSK21_XENLA | Casein kinase 32 7,29/ 8,4/ 36 11 3/9
Il subunit alpha 45,3
2 CTNA2_XENLA | Catenin alpha- | 30 5.52/ 5/111.2 5 3/13
2 107.8
18 EPHB3_XENLA | Ephrin type-B | 27 5.71/ 5.4/73.8 6 5/18
receptor 3 109.7
11 GNL3_XENLA Nucleostemin 27 8,37/ 6,9/588 | 6 3/16
like protein 61,6
17 RAB19 XENLA | Ras-related 26 6.38/ 6.5/24.5 15 2/9
protein Rab- 19 24.3
11 PALM3_XENLA | Paralemmin-3 24 4,66/ 6,9/58,8 |5 3/16
66,5
11 ESR1_XENLA Estrogen 24 7,59/ 6,9/58,8 |5 3/16
receptor 66,8
3 TRF6B_XENLA | TNF receptor- | 23 5.84/ 4.5/ 80 4 2/4
associated 65.0
factor 6-B
1 CAPS1_XENLA | Calcium- 22 5.50/ 5.20/150 | 3 4/ 14
dependent 149.8
secretion
activator 1
6 FGFR4_XENLA | Fibroblast 22 5.36/ 5.4/73.8 5 4/ 19
growth  factor 94.4
receptor 4
6 ZBT18_XENLA | Zinc finger and | 21 5.66/ 45/573 | 6 2/5
BTB domain- 59.6
containing
protein 18
18 ABL1IP_XENLA | Amyloid beta | 21 6.02/ 5.4/73.8 7 3/ 20
A4 precursor 73.1
protein binding
family B
member 1-
interacting
protein
5 FASC_XENLA Fascin 21 7,05/ 6,4/ 739 |7 2/ 11
53,6
15 PENKA_XENLA | Proenkephalin- | 20 5.16/ 47/311 |6 3/10
A-A 304
6 ECSIT_XENLA | Evolutionary 20 5,55/ 45/573 |9 2/5
conserved 48,0
signaling
intermediate in
Toll pathway,
mitochondrial
10 ACHAA_XENLA | Acetylcholine 20 6,17/ 55/57,4 |8 2/ 15
receptor 52,8
subunit alpha-
1-A
7 TGFI1_XENLA | Transforming 19 5.61/ 46/515 |5 2/ 13
growth  factor 57.6
beta- 1-
induced
transcript 1
protein
13 RD10A_XENLA | Retinol 19 7.89/ 7.4/35.9 7 2/ 10
dehydrogenase 39.2
10-A
13 HM20A_XENLA | High  mobility | 18 6.86/ 7.4/35.9 4 2/9
group protein 39.7
20A
4 CHRD_XENLA | Chordin 18 6,17/ 6,2/ 4 3/5
107,5 133,3
13 TM129 XENLA E3 ubiquitin- 17 7.57/41.8 | 7.4/35.9 3 2/9
protein ligase
TM129
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11 RCOR2_XENLA | REST 16 7,16/ 6,9/588 |7 3/ 16
corepressor 2 56,3

10 SNX33_XENLA | Sorting nexin- | 16 5.99/ 55/574 |5 1/16
33 63.5

17 NRN1B_XENLA | Neuritin- B 16 6.06/ 6.5/24.5 15 1/10
16.2

10 VIM1_XENLA Vimentin-1/2 15 5.16/ 5.5/574 |5 2/15
52.9

16 F206A_XENLA | Protein Simiate | 15 7.55/ 7.0/270 |8 1/5
21.2

Protein tanimlamasi yapilan protein kumelerinin gruplar arasindaki ifade
farkhliklari PDQuest programindan alinan yogunluk degerleri kullanilarak
grafiklere aktarilmistir. Her bir protein kimesi icin distal ve proksimal uglara ait
veriler bes ayri zaman araligina gére ayri ayri degerlendirilmistir. Otuz besinci
gune ait sinir érnekleri, siyatik sinirin distal ve proksimal uglari birlesmis oldugu
icin bu degerlendirmede kullanilmamistir. Ayrica Sekil 3.16'da goOsterilen ve
protein tanimlamasi yapilan protein kimelerinden 13 ve 18 numara ile belirtilen
protein gruplari icin distal ve proksimal uclara ait ifade farkhli§i grafikleri, bu
protein kumeleri gruplar halinde kesilerek incelendigi icin hazirlanmamistir.
Protein tanimlamasi yapilmis olan diger protein kimelerine ait distal ve proksimal
uclardaki ve kontrol grubundaki ifade degdisimlerini gésteren grafikler Sekil 3.18-
3.33'de verilmektedir.
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Sekil 3. 18. Sekiz numarali protein kimesinin (Tubulin alfa zinciri) zaman
araliklarina gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 19. Dokuz numarali protein kiimesinin (Tubulin beta-2 zinciri) zaman
araliklarina gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 20. On iki numarali protein kuimesinin (Aktin sitoplazmik 1) zaman
araliklarina gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 21. On numarali protein kiimesinin (Periferin, Asetilkolin reseptér alfa 1-A
alt birimi, Siniflandirici neksin-33, Vimentin-1/2) zaman araliklarina gore ifade
degisimi grafigi
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Sekil 3. 22. On alti numaral protein kimesinin (F-kutusu/LRR-tekrar protein 15,
Protein simiate) zaman araliklarina gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 23. Doért numarali protein kiimesinin (Eksportin 7-B, Kordin) zaman
araliklarina gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 24. iki numarali protein kiimesinin (Katenin alfa-2) zaman araliklarina
gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 25. On yedi numarali protein kiimesinin (Ras-iligkili protein Rab-19,
Noritin-B) zaman araliklarina goére ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 26. Ug numaral protein kiimesinin (TNF-reseptor iligkili faktor 6-B)
zaman araliklarina gore ifade degdisimi grafigi
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Sekil 3. 27. Bir numarall protein kimesinin (Kalsiyum bagimli salgilama
aktivatért 1) zaman araliklarina gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 28. Alti numarali protein kimesinin (Fibroblast bliyume faktort reseptori
4, Cinko parmak ve BTB domain iceren protein 18, Evrimsel olarak korunmus
Toll yolu ara sinyal proteini) zaman araliklarina gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 29. On bes numarali protein kiimesinin (Proenkefalin A-A) zaman
araliklarina gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 30. Yedi numarali protein kimesinin (Transforme edici bliylime faktoru
beta-1 ile indUklenen transkript 1 proteini) zaman araliklarina gore ifade degisimi
grafigi
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Sekil 3. 31. On bir numarali protein kimesinin (Sitosolik purin 5'-nukleotidaz,
Nukleostemin benzeri protein, Paralemmin-3, Ostrojen reseptoru, REST
korepresor 2) zaman araliklarina gore ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 32. On doért numarali protein kimesinin (Kazein kinaz 2 alfa alt birimi)
zaman araliklarina goére ifade degisimi grafigi
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Sekil 3. 33. Bes numarall protein kiimesinin (Faskin) zaman araliklarina gore
ifade degisimi grafigi

3.4.4. MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile Tanimlanan Proteinlerin
Gorevleri

Calismamizda bu yontemle toplam 34 adet protein tanimlanmistir. Bu proteinler,
hicre i¢i konumlarina, molekuler ve biyolojik fonksiyonlarina gére STRAP 1.5
programi ile siniflandinimistir (Sekil 3.34- 3.36). STRAP 1.5 (Software Tool for
Rapid Annotation of Proteins, ABD), Boston Universitesi Tip Fakdltesi,
Kardiyovaskuler Proteomik Merkezi'nde gelistiriimis bir programdir. Program
verilen protein listesini, UniprotKB, EBI ve GO veri tabanlarinda arayarak,
buldugu eslestirmelerle proteinlerin fonksiyonlarina ve hicre i¢i konumlarina gore
ayrilmasini saglamakta ve hem metin formatinda hem de Gen Ontoloji (GO)
grafikleri seklinde proteinleri siniflandirmaktadir. Bu siniflandirmanin tanimlanan

proteinler arasindaki dagihmi Ek 4 kisminda yer almaktadir (Cizelge 4. 15- 4. 17).
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Sekil 3. 34. MALDI-TOF Kutle Spektrometresi ile tanimlanan proteinlerin
molekuler fonksiyonlarina gére dagilimlari (STRAP 1.5)
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Sekil 3. 35. MALDI-TOF Kutle Spektrometresi ile tanimlanan proteinlerin hiicresel
konumlarina goére dagilimlari (STRAP 1.5)
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Sekil 3. 36. MALDI-TOF Kutle Spektrometresi ile tanimlanan proteinlerin biyolojik
fonksiyonlarina goére dagilimlar (STRAP 1.5)



Her bir proteinin sinir rejenerasyonu sureci ile iligkili gorevleri, hucre iskeleti
proteinleri, enzim aktivitesi olan proteinler, ubikutinasyon mekanizmasi ile ilgili
proteinler, sinyal molekulleri ve reseptorleri, tagiyici proteinler, hucre adezyon

molekulleri ve duzenleyici proteinler basliklari altinda detayl olarak agiklanmigtir.

3.4.4.1. Hiicre iskeleti Proteinleri

3.4.4.1.1. Tubulin alfa ve beta zincirleri

Tubulin molekdll, mikrotubdllerin ana bilesenidir. Mikrotubuller alfa ve beta
tubulin alt birimlerinden olusmaktadir. Basarili akson rejenerasyonu icin hasarl
néronlarda bldyume iligkili bazi genlerin ifadelerinin artmasi gerekmektedir.
Tubulin izotipleri de bu buyume iligkili genler arasinda yer almaktadir. Memeli
merkezi sinir sistemine ait noronlarda, alfa tubulin ifadesinin ndronlarin
uzantilarini uzattiklar suregte arttigi, beta tubulinin ise post-mitotik néronlarda
bulundugu belirtiimektedir. Buyumekte ve rejenere olmakta olan noronlarda
tubulin alt birimlerinin ifadelerinin arttigi bilinmektedir [62]. Tubulin molekullerinde
gozlenen translasyon sonrasi modifikasyonlar, mikrotubdllerin yapisi ve
Ozelliklerinin dizenlenmesinde ve hucre bolunmesi, hicre igi iletisim gibi
mikrotibul aracili  fonksiyonlarin  gergeklesmesinde  6nemlidir.  Tubulin
molekullerinin,  detirozinasyon, glutamilasyon, glisilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon gibi translasyon sonrasi modifikasyonlara ugradiklari bilinmektedir
[63]. Aksotomi sonrasinda gen ifadesinin degismesiyle, hedefin yeniden
sinirlendiriimesi sonrasi bu degisimin geri dénmesi, gen Urdndnin sinir
rejenerasyonunda fonksiyonel bir roli oldugunun gdstergesidir. Buna bir 6rnek,
Ta ve sinif lIB tubulin izoformlarinin, aksotomi sonrasi ifadelerinin artmasi ve
hedef yeniden sinirlendirildiginde baskilanmalaridir. Tubulin ve aktinin yavas
bilesenleri b’lerin (SCb) taginma hizlariyla, aksonal rejenerasyon hizi arasinda da
bir iligki vardir. Bu iligki ile birlikte, aksotomi sonrasinda, tubulin ve aktin
mRNA’larinin miktarlarinin artmasi ve ndérofilament proteinlerinin miktarlarinin
azalmasi, rejenere olan aksonlarin, aksonal biyume igin baylime konilerine daha
fazla miktarda aktin ve tubulin saglayarak, gelismekte olan aksonlari yeniden
duzenledikleri kanitlanmistir. Basarili bir rejenerasyon sureci igin aksotomize
noronlar iletici durumdan bdyume durumuna gecmeli ve hepsi akson
rejenerasyonunu destekleme potansiyelinde olan, GAP-43, tubulin, aktin, bir seri

farkl noropeptitler ve sitokinler gibi buylumeyle iligkili proteinleri ifade etmelidir
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[18]. Saglam sinirlerde mikrotubuller distal kisimda + uglar olacak sekilde tek
yone dogru dizilmektedir. Hasar sonrasindaysa, buyime konilerinin olusumuna
destek olacak vezikillerin tasinmasini kolaylastirmak (zere konumlari da
degismektedir [13].

3.4.4.1.2. Aktin, sitoplazmik 1

Aktin, tim Okaryotik hlcrelerde bulunan ve hicre i¢i hareketin cesitli
asamalarinda goérev alan bir proteindir. Polimerlesmis aktin filamentleri
mikrotlibuller ve norofilamentlerle birlikte, aksonlarin temel hucre iskeleti
elemanlaridir. Aktin filamentlerinin olgun aksonlardaki en dnemli gorevi plazma
zarinin altinda bir iskele olusturarak plazma zarini sabitlemek ve c¢esitli 6zel zar
bolgelerine ait protein gruplari i¢in baglanma alani saglamaktir. Buna ek olarak,
miyozin motor proteinleri ile etkileserek organellerin kisa mesafelerde
tasinmasini  saglamaktadir. Bu go6revler aktin filamentlerinin  aksonal
homeostasisin yapisal bileseni olarak yer aldigini gostermektedir. Aktin blylk
oranda noron govdesindeki poliribozomlarda sentezlenmekle birlikte, kuguk
miktarlarda da aksonlarda sentezlenmektedir. Bu oran kiguk olsa da, buyumekte
olan aksonlarda, olgun akson uclarinda ve rejenere olmakta olan aksonlarda
aksonal aktinlerin mRNA translasyonunun dlzenlenmesi hayati 6nem
tasimaktadir. Ayrica gelismekte olan blyume konilerinde de aktin mRNA’si
yogun olarak bulunmaktadir. Akson hasarlari da lokal aktin sentezini
arttirmaktadir. Akson ezilme ya da hasarlanmalari sonrasinda, zar butunligindn
bozulmasi hasar bolgesinin proksimalinde kalan sinir segmentini uyararak,
proteolizis ve sitoplazmik yikimi baslatir ve akto-miyozin aracili geri ¢ekilme
gerceklesir. Aksonlarin bu sure¢ sonunda iyilesmeleri durumunda proksimal ucta
ileri dogru hareketlenme yeniden baglar ve bir buyime konisi olugur. Blyume
konisinin olugsmasinda, proteazlar, kinazlar ve lokal protein sentezi etkilerinin yani
sira, filament aktin dinamiklerinin yenilenmesi ve aktin mRNA’larinin translasyonu
yaralanmadan Kkisa bir sure sonra gercekleserek, rejenerasyon basarisinda

onemli gorevler Ustlenmektedir [64].

Noronlarin hulcre iskeleti elemanlari olan mikrotubdller, aktin filamentleri ve
norofilamentler asimetrik hiicre morfolojisinin korunmasinin yani sira, htcre igi
organellerin tasinmasinda da &nemlidir. Motor proteinler, bu filamentlerin

polaritesine ve yerlesimine bagl olarak filamentler boyunca ya hicre
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govdesinden aksonlara dogru ya da tam tersi yonde hareket etmektedirler. Aktin
filamentleri Gzerinden kisa mesafelere tasinim gerceklesirken; mikrotuballer
Uzerinden daha uzun mesafelere tasinim gergeklesmektedir. Aktine bagl organel
tasinimi  Ozellikle dendrit uzantilari ya da aksonal buyume Kkonileri gibi,
mikrotubuller bakimindan zengin olmayan akson ve dendrit bolgelerinde
onemlidir. Yavas aksonal tasinim ise, hidcre iskeletini olusturan proteinlerin
sentezlendikleri hiicre govdesinden akson boyunca hareketini ifade etmektedir
[65].

Aktin-temelli hucre iskeleti, buyume konisinin hareketlerinde ve rehber
molekullere ait isaretlerin taninmasinda onemli gorevler Ustlenmektedir [66].
Genel olarak, aktin filamentlerinin bir araya toplanmasi ya da birbirlerinden
ayrilmasi, rejenerasyonun basarili olmasinda onemli olan buyume Kkonisinin
dayaniklihgr ve ileri dogru uzamasi ya da igce dogru ¢okmesi gibi hareketlerini
etkilemektedir [13].

3.4.4.1.3. Periferin

Periferin, periferal sinir sisteminde ifade edilen, 58 kDa buyuklugunde tip Il ara
filament proteinidir ve merkezi sinir sisteminde de belirli néron alt gruplarinda
bulunmaktadir. Periferin, olduk¢a esnek olan néron hicre iskeletinin gelisiminde
birlestirici gorev alir ve ug noktalarda farklilasan néronlara mekanik destek saglar
[67].

Basarili bir akson rejenerasyonu sirasinda, hucre iskeleti ara filamentlerinin
(norofilamentlerin) molekller yapisi  olgun durumdan gelismekte olan
aksonlardaki haline doner. Hem az, hem ¢ok gelismis omurgalilara ait rejenere
olan aksonlarda periferin miktarinda artis gorulur ve rejenerasyonun
tamamlanmasi ile birlikte periferin ifadesi hasar oncesi seviyeye kadar duser.
Norofilament alt birimlerinin ifadelerindeki bu degisiklikler hem taginma, esneklik,
ve hucre ici alanlarin dizenlenmesinde, hem de diger hucresel bilesenlerle
etkilesiminde onemlidir. Hucre iskeletindeki bu degisiklikler, akson buyumesi ve
sinaptogenez i¢in uygun bir ortam olusturmaktadir. Bu degigsimler ayni zamanda
akson- hedef ve akson- sinyal yolu etkilesimleriyle dogrudan iligkili olup,

aksonlarin yeniden uzamasi ve baglantilarin duzenlenmesinde de onemlidir [68].
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3.4.4.1.4. Vimentin 1/2

Vimentin, tip Il ara filament proteinidir. Gelisimin erken ddénemlerinde hem
glioblast hem de néroblastlarda ifade edilmektedir. Bazi Schwann hicreleri ve
astrositler de vimentin igermektedir [69]. Vimentin proteini sinir sisteminde en ¢ok
glial hucreler tarafindan ifade edilmektedir ancak gelisimin erken donemlerinde
ve hasarlanma sonrasinda noéronlar tarafindan da ifade edildigi bilinmektedir.
Perlson ve ark. [70], yaptiklari ¢alismada sican siyatik sinir aksoplazmasinda

vimentin ifadesinin hasar sonrasinda arttigini tespit etmistir.

3.4.4.1.5. Faskin

Faskin, bir globller aktin- paketleme proteinidir ve hlicre uzantilari ve sitoplazmik
aktin demetleri Uzerinde onemli gorevleri vardir. Faskin ve aktin etkilesimi, hicre
dis1 matriks, peptit faktorleri ve diger aktin-baglayan proteinlerin diizenlenmesi ile
saglanmaktadir. Faskin hiicre disina dogru uzantilarda, hem ektraselller matriks,
hem de insulin benzeri bliyime faktéri ve sinir blyime faktérinin etkileriyle

uyariimaktadir [71].

Noronal buyume konileri, aksonlarin hedefine dogru yodnlenmesinde 6nemli
gorevleri olan hareketli yapilardir. Uzamakta olan sinirlerin buylume Kkonilerinin
distal uglar aktin filament demetleri icermektedir. Bu nedenle aktin baglayan
O0zgul proteinler buyime konisinin hareketleri acisindan 6nemlidir. Helisoma
noron kalturunde hasarlanmis aksonlarin uglarinda yeni bayime konisi yapilari
olusmaktadir. Sinirlerde kesik olusturulduktan sonra faskin proteininin aktin hicre
iskeletine buyume konisi olusumunun baglangicindan itibaren baglandigi
goOrulmustur. Ancak faskin baglanmasi yeni lamellipod uzatan aktin demetlerinde
daha yogun gdzlenmistir. Ayrica faskinin aktin filamentlerinin retrograd akisiyla
es zamanli olarak geriye dogru hareket ettigi de gdzlenmistir. Faskin, perinuklear
sitoplazma, dendritler ve buyume konilerine yerlestigi sinir sisteminde yuksek

seviyede ifade edilmektedir [72].

3.4.4.2. Enzim Aktivitesi Olan Proteinler
3.4.4.2 1. Sitosolik purin 5'- nukleotidaz
Nukleotitler, sinir sistemi de dahil tum dokularda bulunan sinyal molekull sinifidir.
ATP, UTP ve diadenozin polifosfatlarin sinir sisteminde fizyolojik rolleri vardir.
Nukleotitter hem noéral hem de noral olmayan dokulardan salinabilir.

Norotransmisyon, transmitter saliniminin  duzenlenmesi ve noral gelisim
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sureclerinde gorevleri vardir. Sadece sinir hucreleri degil, duz ve c¢izgili kas
hacreleri ve glial hiucrelerde de nukleotit reseptérleri bulunmaktadir [73]. 5'-
nukleotidaz enzimleri, purin ve pirimidin nukleotitlerini nukleozitlere parcalayarak
bircok dokuda &énemli fizyolojik goérevler Ustlenmektedir. Hicredisi bosluga
salinan nukleotidler genellikle hicre zarini gegememektedir. Bu nukleotidler, 5'-
nukleotidaz enzimi araciligiyla zari gegebilen forma donuserek geri kazaniimakta
ve yeniden kullaniimaktadir. Hem merkezi, hem de periferal sinir sisteminde,
ATP’nin bir taslyici olarak goérev yaptigi ve purinerjik ndéronlardan salindigi
bilinmektedir. Bu durumda, sinaptik boglukta ATP’nin inaktive edilmesi igin gerekli
enzimatik mekanizma, nodrotransmitter asetilkolinin asetilkolinesteraz enzimi ile
hidcredigi hidrolizine benzetilmektedir. Buna ek olarak, asetilkolin ve noradrenalin
gibi norotransmitter maddelerle birlikte ayni hucresel organeller olan sinaptik
veziklllerde ATP’nin de depolandigi bilinmektedir [74]. 5'-nukleotidazlar hem
gelismekte olan sinir hucrelerinin ylzeylerinde, hem de sinaps gelisimi ve
yeniden sekillenmesi sirasinda sinapslarda ifade edilmektedir ve ndrit

uzamasinda 5'-niUkleotidazlarin trofik etkisi olabilecegi belirtimektedir [75].

Parin  nudkleotitleri, norit uzamasini ve glial hucrelerin  proliferasyonunu
duzenlemektedir. PUrin nukleotitleri ayrica, noérotrofin ve pleiotrofin sentezi ve
salinimini duzenlemekte, mikroglialarin aktivasyonunda ve glial skar olusumunda
gorev almaktadir. Purin nukleotidleri ve nukleozitleri sinir sistemi hucrelerinde,
glial hacreleri hedef alarak, néronal farklilasmayi duzenleyen fonksiyonel
degisiklikleri indUkleyebilir; ndéronal ve néronal olmayan hucrelerden trofik
faktorlerin sentezi ve salinimini uyarabilir; baylime faktorlerinin hedef hicreler
uzerindeki etkilerini artirabilir; noronlarla ya da noron onculleriyle etkilesime
girerek noritogenezin baslamasini, biyokimyasal farklilasmayi, mevcut noéritlerin
korunmasini ya da noéronlarin hayatta kalma oranlarinin arttirilmasini saglarken;
tim bu durumlarla ilgili trofik ajanlar olarak da goérev almaktadir. 5'-
ektonukleotidaz enzim aktivitesi, noritlerin ileri dogru uzamasinda onemli bir
gelisimsel rol Ustlenmektedir. Bu enzimin aktivitesinin engellendigi durumlarda,

ndrit uzamasinin durdugu gézlenmigtir [76].

3.4.4.2.2. Kazein kinaz 2 alfa alt birimi
Tdm noéral aglarin fonksiyon goésterebilmeleri sinaptik baglantilara baghdir. Bu

badlantilar gelisim surecinde kurulmakta ve duyu alimi, bilgi isleme ya da motor

86



davranis durumlarina gore degisiklige ugramaktadir. Bulat ve ark. [77], sinaps
stabilitesini kontrol eden dizenleyici mekanizmalari aydinlatmak Uzere,
Drosophila kinom ve fosfatomunda yuksek c¢ozunurliklU RNAi gorintuleme
yontemini uygulamistir. Sinaps dayanikhligini anlamak icin 6zellikle kazein kinaz
2 uzerine odaklaniimistir. Kazein kinaz 2, iki katalitik, iki duzenleyici alt birimden
olusan bir serin-treonin kinazdir. Noron geligimi ve fonksiyon kazanmasiyla iligili
sureclerde dizenleyici olarak gorev aldi§i distnulmektedir. Calisma sonucunda
kazein kinaz 2a alt biriminin sinaptik dayaniklihgi ve surekliligi saglamada gorevli
oldugu bulunmustur [77]. Kazein kinaz 2’nin cesitli fizyolojik hedefleri oldugu ve
hicre yasayabilirliginin saglanmasi da dahil olmak Uzere bir seri hucresel
fonksiyonu oldugu bilinmektedir. Sinir buylime faktérinin kazein kinaz 2’yi aktive
etmesiyle tetiklenen hucresel surecin aksonun ileri dogru uzamasini destekledigi
bulunmustur [78]. Kazein kinaz 2'nin sekil degistiren ve prolifere olan hucre ve
dokulardaki aktivitesi yuUksektir. Bu nedenle, proliferasyon belirteci olarak
bilinmektedir. Mitojenik olarak uyarilan ve farkhlasma sinyalleri artan hicre
hatlarinda bu molekiltn aktivitesinin arttigi bulunmustur [79]. Ayrica kazein kinaz
2 proteininin, aksonal hucre iskeletindeki mikrotubul dinamiklerini duzenleyici
etkisi  oldugu ve tubulin polimerizasyonunu destekledigi de bilinmektedir.
Noéronlarin morfolojik ve fonksiyonel gelisme asamalari, bir akson ve gelismekte
olan ilkin akson segmenti ile baslamaktadir. Bu ilkin akson segmenti bir difizyon
ve sitoplazmik iletim bariyeri olarak gorev yapmaktadir. YUksek yogunlukta
membran proteinlerinin, iyon kanallarinin ve hidcre adezyon proteinlerinin
bulundugu ilkin akson segmenti norondaki aksiyon potansiyelinin de olustugu
bolgedir. Kazein kinaz 2, ilkin akson segmentinin gelisimine, mikrotibul

yapilarinin olusumu ve dayaniklihigini dizenleyerek katki saglamaktadir [80].

3.4.4.2.3. Retinol dehidrogenaz 10- A

Retinoik asit, 0zellikle embriyonik gelisim sirasinda 6nemli oldugu bilinen, gen
ifadesinin transkripsiyonel dizenleyicisidir. Farklilagsmis sinir hiicrelerindeki akson
rejenerasyonu Uzerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir [81]. Retinoik asit,
noral farklilasmanin uyarilmasi, motor aksonlarin uzamasi ve noral yapinin
olusmasinda onemlidir. Ergin bireylerde artan retinoik asit sinyali aksonlarin ileri
dogru uzamasi ve sonugta sinir rejenerasyonunu tetiklemektedir. Periferal

sinirlerde, retinoik asit sinir hasarina verilen yanita dahil olmaktadir. Periferal
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sinirdeki ezik hasari sonrasinda, retinoik asit sinyali artmaktadir. Bu sinyal yoluyla
ilgili  molekul ve reseptorlerin, ezik hasarinin distalinde ve Schwann
hicrelerindeki ifadeleri artmaktadir. Embriyoda bulunan retinol dehidrogenaz 10
proteini, retinolli retinaldehite ve retinaldehiti de retinaldehit dehidrogenazlar
araciligiyla retinoik asite donugtirmektedir [82]. Retinol dehidrogenaz 10, SDR
ailesi Uyesi bir proteindir ve NAD*-bagimli olarak retinoli retinale okside eder ve
farelerin embriyonik ve fotal evrelerinde dokuya 6zgul olarak ifade edilir. Bu
molekulin Gye, kraniyofasiyal ve organ gelisimi sirasinda retinoik asit biyosentezi
icin dnemli fonksiyonlar uUstlendigi belirtiimistir [83]. Retinol dehidrogenaz 10
geninin fonksiyonunun durdurulmasi, kiiguk optik vezikiul ve g6z gelisimi, anormal
arka beyin ve posterior bransiyal yaylar, anormal kalp tupu, kig¢uk 6n bacak
tomurcuklari ve akciger, bagirsak, pankreas ve bobreklerin organogenezinde

hasarlar olugsmasina yol agmaktadir [84].

3.4.4.2.4. Ran GTPaz aktive edici protein 1

Klguk Ran GTPaz ve efektorleri olan Ran-baglayici protein 1 ve Ran-GTPaz
aktive edici protein, nukleositoplazmik tasinmayi kontrol etmektedir. Akson
yaralanmasi sonrasinda lokal Ran- badglayici protein 1 translasyonunun
yardimiyla, aksondaki hasar hiicre govdesine iletiimektedir [85]. NUkleer tasinma
dizenleyicisi olan Ran GTPaz, normal kosullarda aksonlarda GTP-bagh bir
sekilde bulunmaktadir ve retrograd tasinmayi gergeklestiren importin-a-dinein
motor kompleksine kargo proteinlerinin baglanmasini énlemektedir. Sinir hasari
retrograd bir sinyal olusumuna neden olmaktadir. Bu sinyalin olusabilmesi igin
lokal protein sentezi gerekmektedir. Normal kosullarda retrograd dinein motor
kompleksi Ran GTPaz ile inaktive durumda tutulmaktadir. Sinir hasari Ran-
spesifik GTPaz-aktive edici proteinin lokal sentezini uyararak, dinein motordaki
Ran molekulindn yerini degistirmektedir. Importin-B1 proteini de sinir hasari
sonras! lokal olarak sentezlenmekte ve Ran’t uzaklastirilmig dinein motor
kompleksine baglanarak, dinein motor kompleksinin aktive olmasini

saglamaktadir [86].

Yudin ve Fainzilber [87], si¢an siyatik sinirinde hlcre govdesinden 4-6 cm uzakta
Ran’in hem GTP- hem de GDP-bagh formlarini bulmustur. Hasarsiz aksonlarda,
RanGTP CAS (hucresel apoptosis hassas protein), importin-a ve dinein

molekulleri kompleks halinde bulunmaktadir. Ran-baglayici protein 1 ve
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RanGAP molekulleri RanGTP’nin RanGDP’ye hidrolizini kolaylagtirmaktadir ve
hasarsiz sinirlerdeki ifade miktarlari azdir. Sinir hasari sonrasinda akson
sitoplazmasindaki konsantrasyonlari ise belirgin dlgide artmaktadir. Bu artis,
aksondaki Ran-baglayici protein 1 mRNA’sinin lokal translasyonuna bagli olarak

gerceklesmektedir [87].

3.4.4.2.5. Efrin tip- B reseptor 1- A

Efrinler, hicrelere konumsal bilgi iletmekle gorevli genis bir reseptor tirozin kinaz
ailesidir. Reseptor tirozin kinazlar, birgok buyume faktorunin reseptortu olarak
goOrev yaparlar. Gelisme sirasinda, hicre gogunu yonlendirir, doku olusumunu
dizenler ve doku sinirlarinin olusturulmasina destek olurlar. Efrin ligandlari ile
Eph reseptorleri arasindaki iletisim karmasik cift yonll sinyal iletimini tetikler ve
baylk oranda aktin hucre iskeletinin yeniden organizasyonu ile hucre
adezyonunu ve hdcrelerin birbirlerinden uzaklagsmasini  didzenler.  Sinir
rejenerasyonunda rol oynayan buyume faktorleri de bu reseptoérler araciligiyla
etkilerini gostermektedir.

Periferal sinir sisteminde kesik hasari sonrasi Schwann hucrelerinin 6nemli
gorevleri vardir. Schwann hucreleri bu suregte progenitor/ kok hucrelere yeniden
farkhlasarak aksonlarin uzamasini desteklemektedir. Sinir kesigi sonrasinda
fibroblastlar ile Schwann hicreleri arasindaki efrin-B/ EphB2 sinyalleri
araciligiyla, Schwann hucrelerinin yara bolgesi yakininda uzamakta olan
aksonlara rehberlik etmek Uzere sinir ucundan disariya dogru belirli bir ydonde go¢
ettikleri bilinmektedir. EphB2 sinyalinin in vivo olarak ortadan kaldiriimasinin,
Schwann hicre géclnin bozulmasina ve aksonal buyumenin yanls
yonlenmesine yol acgtigi goézlenmigstir. Ephrin- B/ EphB sinyalinin, kesik hasari
sonrasinda periferal sinir onariminin erken dénemlerini yonettigi bilinmektedir
[88]. Reseptor tirozin kinazlarin aracilik ettigi sinyal iletimi reseptorin aktivasyonu
icin gerekli olan fosforilasyon streci ile baslar ve bir seri fosforilasyon surecini
icerir. Calismamizda bu protein kimesinin fosfoprotein boyasi ile boyanmig
olmasi, protein modifikasyonlarinin rejenerasyon surecindeki etkilerinin

incelenmesinin 6nemini de vurgulamaktadir.
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3.4.4.3. Ubikutinasyon Mekanizmasi ile ilgili Proteinler

3.4.4.3.1. F- kutusu/ LRR- tekrar proteini 15

Bu protein BMP (kemik morfogenetik proteini) sinyal yolunun pozitif
diuzenleyicisidir. Dorsal/ ventral yapinin olusmasinda gereklidir [89]. Son yillarda
yapilan c¢alismalarla 16since zengin tekrar (leucine-rich repear, LRR) birimleri
iceren proteinlerin, aksonlara rehberlik ederek ve sinaps olusumu sirasinda hedef
belirleyerek noral baglantilari  dlizenlemesinin  yani sira, sinir sistemi
bozukluklarinin birgogunda 6nemli gorevleri oldugu bulunmustur. Bu proteinler

LRR-birimleri sayesinde ¢ok c¢esitli gruplarla baglanti kurabilmektedir [90].

3.4.4.3.2. E3 ubikutin- protein ligaz TM 129

Ubikutin proteozom sistemi, ndral gelisim, noéral baglantilar, dallanmalar ve
reseptor ifadeleri Gzerinde etkileri olan dnemli bir sinyal yoludur. Bir proteinin
ubikutinlenmesi, birgcok enzimin aktivitesi ile gergeklesmektedir. Bu surecin
sonucunda ortaya ¢ikan protein, ubikutin proteozom sistemi tarafindan yikilmasi
icin bir sinyal olan poliubikutin zinciri ile isaretlenmektedir. Ubikutin proteozom
sistemi, bir ubikutin aktive edici enzim (E1), bir ubikutin konjuge edici enzim (E2)
ve bir ubikutin ligaz (E3)'den olusmaktadir. Substratin taninmasi E3 ligazlar
araciligiyla gergceklesmektedir. E3 ligazlardan biri olan Nedd4 (néral oncul
hicrelerce ifade edilen ve gelisimsel olarak ifadesi azalan protein 4) molekulinin
siyatik sinirlerde akson hasari sonrasinda ifade edildigi bilinmektedir. Ubikutin
proteozom sisteminin ergin duyu noronu kulttrlerinde norit uzamasi igin gerekli
oldugu ve hasar sonrasi sinir rejenerasyonunu kontrol eden sistemlerden biri
oldug@u bildiriimektedir [91].

3.4.4.3.3. TNF reseptor iligkili faktor 6-B

TRAF6, p75 norotrofin reseptori de dahil olmak Uzere tumor nekroz faktor
reseptorleri ve Toll-benzeri reseptor super ailelerinden gelen sinyallerin
iletimesinde goérevli bir E3 ubikutin ligazdir. p75 reseptdrtu noéritlerin buyumesi,
miyelinizasyon ve hucre yasayabilirligi gibi ¢esitli biyolojik surecglerde etkilidir.
Birgok hucrede reseptorin segici aktivasyonunun apoptosise yol actigi
bilinmektedir [92, 93].

Norotrofin reseptor p75 TNF slperailesinin bir Uyesidir. p75 hcre icerigine bagli
olarak, ndérotrofin uyarimi sonrasinda ya hlcrenin hayatta kalmasini destekler ya
da apoptosisi indukler. Hucre canlihgini destekleyici sinyali NFkB araciligiyla
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gerceklestirirken, apoptotik sinyal ise JNK aktivasyonu ile gergeklesmektedir.
TRAF6, TrkA (tirozin kinaz reseptor A)'nin sinir buyime faktorine bagli olarak
hlcre igine alinmasi ve sinyal iletimi igin gerekli bir molekuldir. TRAF6 sinyal
iletimindeki bozukluklar, kemik metabolizmasi, deri dokintuleri, néron gelisimi,
inflamasyon ve immun yanitla ilgili hastaliklara neden olmaktadir. Bu nedenle
TRAF6’nin aktive ya da inhibe edilmesi temeline bagl yontemler ile bu

hastaliklarin tedavi edilmesi mumkun olabilmektedir [94].

3.4.4.4. Sinyal Molekulleri ve Reseptorleri

3.4.4.4.1. Fibroblast bliyiime faktori reseptorii 4

Fibroblast blylime faktorleri, nematodlardan insana kadar tim organizmalarda
bulunan polipeptit buyume faktorleri ailesidir. Omurgali gruplari arasinda gen
yapisi ve amino asit sekansi bakimlarindan ylksek oranda korunmustur.
Heparan sulfat proteoglikanlara yliksek afinite gdsterirler ve FGF hticre ylzey
reseptorlerinin aktif hale gelmesi i¢in heparan stlfata ihtiyag duyarlar. Embriyonik
gelisim sirasinda hucre proliferasyonu, gocu ve farklilagsmasi sirasinda cgesitli
gorevleri vardir. Ergin donemde, homeostatik faktorler olarak goérev alirlar ve
doku onarimi ve hasar yanitinin olusturulmasinda etkilidirler. FGF ailesinin bir alt
grubu, merkezi ve periferal sinir sisteminde néronlar arasi sinyal iletiminde dnemli
rollere sahiptir [95].

Temel fibroblast buyime faktori ve reseptorleri dorsal kdok gangliyonunda ve
periferal sinirlerde ifade edilmektedir. Periferal sinir hasari sonrasi dorsal kdk
gangliyonunda ve distal ve proksimal sinir uclarinda FGF ifadelerinin arttigi
bilinmektedir. Sinirin lezyonlu bodlgelerinde Schwann hucreleri ve go¢ eden
makrofajlar, fibroblast buyume faktori ve reseptorlerinin temel hucresel
kaynagini olusturmaktadir. Bu molekullerin sinir rejenerasyonu sirasinda
fizyolojik bir gorevi oldugu dustnutlmektedir. FGF’ler mezoderm ve néroektoderm
kokenli hucrelerin mitogenezini desteklemekte ve embriyonik gelisim sirasinda
proliferasyon ve farklilasma gibi c¢esitli sdreglerin dizenlenmesi ve ergin
canlilarda doku onarimi sirasinda doku butunliginin korunmasinda etkilidir.
Periferal sinirlerde FGF-2 ve FGFR 1-3 (fibroblast bliylume faktori reseptora 1,2
ve 3) normal sartlarda az miktarda ifade olmaktadir. Siyatik sinir hasari sonrasi
besinci saatten itibaren distal ve proksimal sinir uclarinda FGF-2 ifadesinde

protein ve. mRNA seviyesinde artis oldugu ve dort hafta boyunca bunun devam
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ettigi bildirilmistir. FGFR 1-3 molekullerinin ise lezyonun proksimal ve distal
bdlgesinde transkript seviyesinde ifade artiglarinin oldugu tespit edilmistir [96].

FGF ile heparan sulfat proteoglikanin FGFR’nin hicre disi ligandina baglanmasi
reseptor dimerizasyonu, aktivasyonu ve reseptdor molekulinin sitoplazmik
bdlgesindeki ¢cok sayida tirozin kalintisinin otofosforilasyonunu indiklemektedir.

FGF uyarimi ile Shc, phospholipase-Cg, STAT1, Gabl ve FRS2a gibi gesitli
sinyal proteinleri fosforile olarak, hlcre proliferasyonu, farklilasmasi, gocu,
canlihgl ve seklini kontrol eden hucre igi sinyal yolaklarinin uyarilmasina yol
agmaktadir [97]. Zhang ve ark. [98], Pleurodeles waltl tlri semenderlerde
omurilik iyilesmesiyle ilgili yaptiklari ¢alismada, FGFR1 molekulinin
rejenerasyonun erken déneminde epandimal hucrelerdeki ifadesinin arttigini,
FGFR4 molekulunun ise amputasyon sonrasi omurilik rejenerasyonunun ikinci
haftasinda blylUk oranda artis goOsterdigini belirtmistir. Bu sonug, FGFR7T’in
aktivasyonuyla néral projenitorlerin proliferasyonunun arttigi, FGFR4’Un ise noral

farkhlasmanin erken dénemlerinde rol aldi§i seklinde yorumlanmistir [98].

3.4.4.4.2. Noritin B

Noritin proteini, ilk defa sigan beyninde tanimlanmis olup, ndéron aktivitesini
uyaran bir gen urtnudur. Noritinin néronlarda fazla ifade edilmesi ya da néronlara
ndritin uygulanmasi noritogenezi, ndrit dallanmasini, akson uzamasini hem in
vitro hem in vivo ortamlarda indiklemektedir. Bu morfolojik degisiklikler akson
rejenerasyonunun ilk evrelerinde goézlenmektedir. Periferal sinir sistemindeki
aksonlarda da rejenerasyon sirasinda noritin ifadesinin arttigi bilinmektedir [99].
Karamoysoyli ve ark. [100], noéritinin sican siyatik sinirinde retrograd ve
anterograd tagindigini gostermistir. Siyatik sinirde ligasyon, baglanan bdlgenin
distalinde ve proksimalinde ndritin seviyelerinde artisa neden olmustur.
Immunohistokimyasal calisma ile ligasyon yapilan siyatik sinirdeki noritin
seviyelerinin artis1 tespit edilirken, ligasyon yapilmayan saglam siyatik sinirde
noritine rastlanmamigtir. Bu nedenle noritin proteinin akson boyunca iki yonlu

tasinabildigi sonucuna variimistir [100].

3.4.4.4.3. Ostrojen reseptorii
Ostrojenler, gonadlar, kardiyovaskiler sistem, karaciger, iskelet ve sinir sistemi
gibi bircok hedef organ Uzerinde pleitropik ve énemli fizyolojik etkileri olan steroid

hormonlardir. Bu pleitropik sinyal iletimi sirasinda fizyolojik olarak en aktif olan
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molekil 6stradioldir. Ostradiol sinir sisteminin gelisiminde beyindeki aglarin
olusumunda o6nemli bir molekuldir. Ayni zamanda, hucre gog¢u ve hucresel
farkhlasma, plastisite sureclerinin kontroline de katilmakta ve ndral hicrelerin
hayatta kalmasina destek olmaktadir. Ostrojen Uretimi ile noérogenesis
sureclerinin iligkili oldugu tespit edilmistir [101]. Bhattacherjee ve ark. [102]
yaptiklari ¢alismada primer dorsal kok gangliyonu noéron kulturlerinde
hormonlarin akson uzamasini etkiledigini tespit etmistir. Ostrojen hormonunun
da, ostrojen reseptdr a araciligiyla akson gelisimini arttirdigi bildiriimektedir [102].
Melcangi ve ark. [103]'de, si¢an siyatik sinir dokusunda, ostrojen reseptorlerinin
Ozellikle Schwann hucreleri tarafindan ifade edildigi belirtiimektedir. Yeni dogan
ve ergin sigan siyatik sinir segmentlerinden alinan dokulardan hazirlanan kultir
ortaminda, O&strojen gibi noéroaktif steroidlerin  Schwann hicrelerinin
proliferasyonuna etkisi arastiriimistir. Ostrojenlerin erkek yeni dogan ve ergin
bireylerinden alinan érnekler tzerinde Schwann hicre proliferasyonunu arttirdigu,
ancak digi bireylerin siyatik sinir segmentleri Uzerinde bir etkisi olmadigi
gorulmustur. Progesteron hormonununsa tam ters bir etkisi oldugu ve digi

bireylerin Schwann hucrelerindeki proliferasyonu arttirdigi tespit edilmigtir [103].

3.4.4.4.4. Asetilkolin reseptor alfa 1A alt birimi

Ligand bagli norotransmitter reseptorlerden olan asetilkolin reseptorleri,
metabotropik muskarinik reseptorler ve iyonotropik nikotinik reseptorler olmak
Uzere iki alt gruba ayrilmaktadir. Her iki reseptor grubu da endojen asetilkolin
norotransmitteri araciligiyla aktive edilmekte olup, hem néronlar hem de ndéron
disi hicreler tarafindan ifade edilmektedir [104]. Asetil kolin reseptorleri, bircok
ndéron oOncull hicrelerde ve nodronlarda sinaps olusumu &ncesinde ifade
edilmektedir. Bu reseptorlerin sinir sistemi geligsiminin erken dodnemlerdeki
gorevinin, noronlarin hayatta kalmasina ve morfolojilerine destek oldugu ve
yuksek kalsiyum gegirgenlikleri ile néron gelisimindeki diger sureglere de onemli
etkileri oldugu dusunulmektedir. Genel olarak asetil kolin reseptérlerinin post-
mitotik noronlarin hayatta kalmalarina destek oldugu bilinmektedir. Ayrica bu
reseptorlerin ndrit uzamasinda, sinaps olusumunda ve sinaptik yapilarin yeniden
olusturulmasinda etkileri oldugu belirtiimektedir [105]. Wang ve ark. [106]
si¢canlarda olusturduklari siyatik sinir ezik hasari sonrasinda, 1-5. gunlerde

nikotinik asetilkolin reseptdr a-7’nin ifadesinin arttigini immunohistokimyasal

93



olarak gdstermistir. immunoreaktivite, miyelin kilifta, Schwann hiicrelerinin
sitoplazmasinda, kilcal damarlarin endotel hucrelerinde ve inflamatuvar
hiucrelerde tespit edilmigtir. Kontrol grubu olan siyatik sinirlerde ayni zaman
araliklarinda bu reseptoérin ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik ise
gOzlenmemigtir. Bu c¢alisma ile, kolinerjik aktivitenin iyilesmenin erken
donemlerinde TNF-a-aracili inflamasyonu baskilayarak lokal proinflamatuvar

yaniti azaltmasi sonucu akson rejenerasyonunu artirdigi belirtiimektedir [106].

3.4.4.4.5. Proenkefalin A-A

Proenkefalin proteinini kodlayan genlerin ifadesi, norotransmitterler ve blyime
faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Gelisme sirasinda, proenkefalin
mezodermal hattan gelen farkllasmamis hucreler tarafindan ifade edilirken,
erginlerde postmitotik noéronlar ve immun hdcreleri, GUreme hicreleri ve glial
hicreler gibi prolifere olan gesitli hicrelerce ifade edilmektedir. Gelismekte olan
ve ergin sinir sisteminde, biyime ve ndrotrofik faktérlerin proenkefalin geninin

ifade edilmesinde énemli bir rol Ustlendigi bilinmektedir [107].

3.4.4.5. Tasltyici Proteinler
3.4.4.5.1. Eksportin 7- B

Eksportinlerin gogu protein tasiyicilari ya da ribonuklear proteinler olarak gorev
yaparlar [108]. Okaryotik hiicrelerde, sitoplazma ile gekirdek arasinda proteinlerin
ve RNA molekdillerinin tasinmasinda importin ve eksportin proteinleri gorevlidir
[109]. Huicre icinde cekirdek ile sitoplazma arasi protein ve RNA tasinmasiyla
ilgili bilgiler, tim 6karyotik hucrelerin hem cekirdeginde hem de sitoplazmasinda
bulunan kuguk ve ¢6zunebilir bir GTPaz olan Ran molekilinin gdrevlerinin
anlasiimasiyla buyuk miktarda acgikliga kavusmustur. Ran molekulu, c¢ekirdekte
guanin nukleotid degisimini ve sitoplazmada GTP hidrolizini destekleyen
faktorlerin hicre icindeki asimetrik dagilmina bagli olarak, cekirdekte GTP’ye
sitoplazmada ise GDP’ye baglanmaktadir. Cekirdekteki Ran-GTP birlikteliginin
gorevlerinden biri eksportin ve RNA, RNP (ribonukleer protein) ya da protein gibi
cekirdekten disari tasinacak kargolardan olusan vyapilari desteklemektir.
Sitoplazmada ise Ran-GTP’nin bu kompleksten ayriimasi ile kararlilik bozulmakta
ve disari taginan kargonun salinmasina yol agmaktadir. Ran-GTP ile baglanan
ve cekirdek por kompleksi Uzerinden translokasyona aracilik eden ¢ok sayida

protein eksportin olarak tanimlanmigtir. Eksportinlerin gogu protein ya da
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riboniikleer proteinlerin tasiyicilar olarak gérev yaparlar. Ornegin eksportin 1,
protein kinaz A inhibitori gibi l6since zengin nukleer tasima sinyali iceren
proteinlerin tasinmasinda gorevlidir [108]. Eksportin-2 proteini, hicresel
apoptosis duyarlilik geninin protein urtinu olarak da bilinmektedir ve apoptosis ve
hicre proliferasyonu sureglerine katilmaktadir [87]. Izdebska ve ark. [110],
akciger kanseri hucrelerinde yaptiklari ¢alismada, eksportin-6’nin ifadesinin
azalmasiyla, hicredeki transkripsiyonel aktivitelerin de azaldigini ve nekrotik

hiacre olumlerinin arttigini tespit etmigtir.

3.4.4.5.2. Ras-iligkili protein Rab-19

Ras iligkili proteinler, Ras proteinleri, Rho/ Rac proteinleri ve Rab proteinleri
olmak Uzere, U¢ ana aileye ayrilmaktadir. Rab protein ailesinin Gyeleri, farkl
hdcre ici bolmeler arasinda vezikullerin tasinimini dizenlemektedir. Her bir Rab
proteini bir membran tipine ya da vezikul tipine 6zgudur [111]. Rab proteinleri
kiguk GTP-baglayici proteinlerdir ve Ras slper ailesinin en blyuk grubunu
olusturmaktadir. Bu proteinler, membran-baglantili molekiler anahtarlar gibi

davranarak, vezikuler trafik yollarini dizenlemektedirler [112].

3.4.4.5.3. Siniflandirici neksin 33

Siniflandirici  neksin protein ailesi, endositoz ve protein tasinmasindan
sorumludur. Bu protein ailesi, c¢esitli fosfatidilinositol fosfatazlara baglanarak
proteinlerin hlcre zarina hedeflenmesini saglayan, Phox biriminin varligiyla
karakterizedir [113]. Aksonal blylime, hicre disi rehber molekillerden hicre igi
blylime konisinin hareketlerini etkileyen molekillere kadar ¢ok cesitli faktortn
ortaklasa gorev almasiyla dizenlenmektedir. Bu karmagsik slrecin ilerleyisinin
kolaylasmasi igin molekullerin aktif olarak dagitiimasi ve siniflandiriimasi
gereklidir. Otuzdan fazla dyesi olan siniflandirici neksin ailesi Gyeleri, plazma zar
reseptorlerinin  hlicre ici trafiginin dizenlenmesinden sorumlu endozomal
siniflandirma sisteminde gorev almaktadir. Siniflandirici neksin 33 proteini, SNX9
alt grubuna ayedir. SNX9 klatrin-aracili endositozda etkilidir ve ayrica endositoz
sirasinda zarin yeniden yapilanmasinda aktin dinamikleri ile iligkiye girerek,
endositik yolun duzenlenmesinde gorev almaktadir [114]. Zhang ve ark. [115]'e
go6re, SNX33 molekulu hicre iskeletini etkileyerek hicre dongusu surecini kontrol
etmektedir.
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3.4.4.5.4. Kalsiyum bagiml salgilama aktivatoru 1

Kalsiyum bagimh salgilama aktivatoru 1 proteini, salgi vezikullerinin kalsiyum
aracili ekzositozu igin gerekli olan néral/ endokrin 6zellikte sitosolik ve periferal
membran proteinidir ve norotransmitter ve néropeptit vezikullerinin ekzositozunda
yer almaktadir. Noéral ve endokrin hucrelerinde norotransmitter ve peptit
hormonlarin  duzenli olarak salgilanmalari, salgi vezikullerinin plazma
membranina birlesmeleri ile saglanmaktadir. Ozgdil olarak, biyik yogun cekirdek

vezikullerinin kalsiyum bagimli ekzositozuna aracilik etmektedir [89, 116].

3.4.4.6. Hiicre Adezyon Molekiilleri

3.4.4.6.1. Katenin alfa 2

Alfa kateninler, kaderin hucre- hucre adezyon molekulleriyle iligkili bir grup
proteindir ve kaderinlerin adezyon fonksiyonlarini gercgeklestirebilmeleri icin
zorunlu molekullerdir [117]. Alfa N- katenin yalnizca sinir dokusuna 6zguddur. Alfa
katenin proteinleri hem hicre adezyonunu hem de hicre proliferasyonunu
dizenlemektedir [118]. Kaderin- katenin kompleksinin saglamligi ve aktin hicre
iskeletiyle dogru sekilde baglanti kurmus olmasi, hicre gogu, hucre kimelenmesi

ve hlcreler arasi baglanti yapilari igin gereklidir [119].

3.4.4.7. Duzenleyici Proteinler

3.4.4.7.1. Nukleostemin benzeri protein

Nukleostemin proteini, birgok kok hucre ve kanser hlucresinde marker olarak
bilinmektedir ve hicrede p53 mekanizmasinin dizenlenmesinde etkilidir.
Hucresel yapiya gore, hem bir onkoprotein hem de bir timdér baskilayici olarak
goérev yapabilmektedir. NUkleolar yapi, rRNA islenmesi ve telomeraz aktiviteleri
icin de 6nemli oldugu bulunmustur [120]. K6k hicreler, organogenez surecinin
temel yapitaglaridir ancak erginlerde dogal hicre kayiplarinda ve hasar sonrasi
iyilesmeyi desteklemede goérev almaktadir. Nukleostemin geni, néral kok
hicreler, embriyonik kdk hiicreler ve birgok kanser hatti hicreleri tarafindan ifade
edilmektedir. Kok hucrelerin ve kanser hucrelerinin  hicre dongusune
girebilmeleri icin gereklidir ve bu hucrelerin proliferasyon hizlari nucleostemin
aktivitesiyle dizenlenmektedir [121]. Nukleostemin geni tarafindan kodlanan
protein, prolifere olmakta olan kdk hucreler tarafindan bol miktarda ifade
edilirken, farkhlagsmanin baslamasi ile birlikte neredeyse tamamen yok

olmaktadir. NuUkleostemin, embriyogenez sirasinda noéroepiteliyal hucre
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oncullerince ifade olmakta ve merkezi sinir sistemi gelisimi surecinde ifadesi
sonlanmaktadir. Kok hidcrelerde ve cesitli kanser hatlarinda ifadesi surerken,
tamamen farklilasmis hicrelerde ifade edilmiyor olmasi nedenleriyle,
nukleostemin proteinin kok hucrelerde ve kanser hucrelerinde yenilenme ve
proliferasyon sureclerini duzenledigi dustinulmektedir [122].

Nukleostemin bir nukleolar GTP-baglanti proteinidir ve prolifere olan birgok htcre
cesitinde yuksek miktarda ifade edilirken, hicreler hicre doénglusund
tamamlarken ifadeleri azalmaktadir. Nukleosteminin, p53-aracili sinyal yolu
uzerinde yer alan hucre dongusu duzenleyicisi olarak gorev aldigi bilinmektedir.
Hucre dongusunu dlzenleyici etkisinin yani sira, ribozom biyogenezinde de

onemli oldugu belirtiimektedir [123].

3.4.4.7.2. Paralemmin- 3

Paralemmin, plazma membrani ile iligkili morforegulatdér bir proteindir.
Postsinaptik 6zellesmelerin, aksonal ve dendritik uzantilarin ve perikaryonlarin
plazma  membranlarinin sitoplazmik  tarafiyla baglantihdir. No6ron
plazmalemmasinda araliklarla yerlesmistir [124]. Paralemmin-1 proteini plazma
membran dinamikleri, filopod, nérit ve dendritik uglarin gelisimi ve kanser
hlcrelerinin metastatik ozellikleri Uzerinde etkilidir. Ancak diger paralemmin

formlari ve fonksiyonlari ile ilgili cok az bilgi bulunmaktadir [125].

3.4.4.7.3. Cinko parmak ve BTB domain igeren protein 18

Cinko parmak proteinleri Okaryot genomlarinda en bol bulunan proteinler
arasindadir. Bu aileye Uuye proteinlerin, DNA tanima, RNA paketleme,
transkripsiyonel aktivasyon, apoptosisin ve protein katlanmasinin dizenlenmesi
ve lipit baglama gibi ¢ok gesitli fonksiyonlari vardir [126]. Cinko parmak ve BTB
domain igeren proteinler, yeni tanimlanmakta olan transkripsiyon faktorleridir ve
genellikle bir DNA baglayici ¢inko parmak grubu ve transkripsiyon baskilayici
BTB grubu tagsirlar [127]. BTB grubu, tim okaryotlarda bulunan protein-protein
iletisim motifi olarak bilinmektedir. BTB- gruplari, aktin dinamiklerinden hucre
doéngusunun duzenlenmesine kadar pek ¢ok hlcresel suregte gorev almaktadir
[128]. Zbtb18 proteini ise, gesitli gelisimsel surecglerde transkripsiyon baskilayici
olarak gorev almaktadir [129].
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3.4.4.7.4. Transforme edici biiyime faktoru beta-1 ile indiiklenen transkript
1 proteini

TGF-B proteinleri, akson Schwann hucresi iligkisinin aracisi olarak gorev
yapmaktadir. TGF-B proteinleri, gelismekte olan birgok sistemde, hucre
blylmesinin ve farklilasmasinin dizenleyicisi olarak yer almaktadir. Ayni
zamanda, Schwann hucreleri Uzerinde mitojenik etkileri bulunmaktadir. Einheber
ve ark. [130], TGF-B'nin saflagtinimis Schwann hdcresi kultlrlerinde mitojenik
etki yaparken, noronlarla induklenmis Schwann hicresi kulturlerinde ise
Schwann hiucrelerinin  proliferasyonunu engelledigi tespit edilmigtir. Ayni
calismaya gore, TGF-B1 premiyeline Schwann hucrelerindeki NCAM (néral hicre
adezyon molekuld) ve SCIP (baskilanmigs cAMP ile indiklenebilen POU) gibi
belirteclerin  ifadesini artirmaktadir. TGF-B1’'in aksonlarin induklemesiyle
Schwann hucresi proliferasyonu ve farklilagsmasi Gzerinde énemli etkileri oldugu
ve gelisim sirasinda ise Schwann hicresi proliferasyonu ve miyelinizasyonun
inhibitoru olarak gorev aldigi bilinmektedir. Periferal sinir sisteminde, TGF-B1
Wallerian dejenerasyonu ile devam eden rejeneratif yanitin olusmasindan
sorumlu bir molekuldir [130]. TGF-B, immun fonksiyonlar, gelisim, anjiyogenez,
ekstraselller matriks olusumu ve kanser gibi cesitli hlicresel fonksiyonlari olan
kompleks bir buyime faktoridur. Sinir sisteminde ise, ndronlarla glial hicreler
arasindaki sinyal iletimini etkilemektedir. TGF-f1 ve TGF-2 molekullerinin
hipokampal noronlarin dallanmasi ve uzamasinda, dopaminerjik ndronlarin
toksisiteden korunmasinda etkileri vardir. TGF-B fibroblast blyime faktérlu 2,
sinir buyume faktoru, siliar norotrofik faktor ve GNDF gibi gesitli norotrofik
faktorlerin potansiyelini artirmaktadir. Fasiyal néronlarda ve dorsal kok
gangliyonunda ezik hasari sonrasinda TGF-f ifadesinin arttigi tespit edilmistir
[131].

Transforme edici buyume faktori beta-1 ile indiklenen transkript 1 proteini ise,
¢oklu protein- protein etkilesimlerinin koordinasyonunda gorevlidir. Hem Wnt hem
de steroid sinyal yollarini dizenler ve hucre bliyumesi, proliferasyon, hicre gogu,

farklilagmasi gibi streclerde gorev alir [132].

3.4.4.7.5. Yiiksek hareketli grup proteini 20A
Yuksek hareketli grup proteinleri dustik molekuler agirlikli proteinlerdir ve DNA’ya

baglanarak ve kromatin duzenlenmesini degistirerek transkripsiyon duzenleyici
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gorev Ustlenirler. Hicre proliferasyonu ve farklilagsmaya yardimci olan bu protein
grubunun, memeli geligsiminin erken evrelerinde ifadesi yuksektir [133]. Yiksek
hareketli grup proteini 20’nin ise noéral farklilasmada o6nemli oldugu
belirtiimektedir [134].

3.4.4.7.6. Protein simiate

Simiate, protistlerden memelilere kadar tUm gruplarda goértlen evrimsel olarak
korunmus bir proteindir. Transkripsiyon aktivasyonu duzenleyicisi olan simiate
proteininin, G- ve F-aktinlerle dogrudan iligkili oldugu ve aktin polimerizasyonunu
etkiledigi de bilinmektedir. Gelismekte olan noéronlarda, filopod dinamiklerini
etkileyerek proksimal dendritlerin dallanmasini artirmaktadir [135, 136].

3.4.4.7.7. Amiloid beta A4 onciul protein baglama ailesi B uiye 1 ile etkilesen
protein

Bu protein hicre i¢ci adaptér proteinidir. Bu protein, amiloid éncul proteine (APP)
baglandiginda, APP-bagli hucre sinyal iletimi, APP kirilmasi ve salinmasi,
apoptosis ve ndrit uzamasinda gorevli hale gelmektedir [137]. Ras aktivasyonu
araciliiyla aktin hucre iskeletinin yeniden yapilanmasinda sinyal iletiminden
sorumlu bir proteindir [138]. Cok cesitli sinyal yollarinda rol aldigi bilinmektedir
[137].

3.4.4.7.8. Evrimsel olarak korunmus Toll yolu ara sinyal proteini

Ecsit, Toll-benzeri ve BMP (kemik morfogenetik proteini) sinyal iletim yollari
araciligiyla inflamatuvar yanit ve embriyonik gelisim igin gerekli bir sitosolik
adaptor proteinidir. Ayni zamanda, mitokondriyal formu da bulunan proteinin,
mitokondriyal fonksiyonlarin gerceklesmesinde ©6nemli bir roli oldugu
belirtiimektedir [139].

3.4.4.7.9. Kordin

Kordin/ BMP sistemi, hayvan gelisimindeki hicre digi sinyal dizenlenmesinin en
onemli orneklerinden biridir. Omurgali ve omurgasizlardaki dorsoventral
yapilasma kemik morfogenetik proteinleri ve kordin molekdllerinin birbirine zit
etkileriyle gerceklesmektedir. Zebra baliklarinda kordin araciligiyla BMP sinyal
iletiminin inhibe olmasi, noéral plaka ve dorsal mezodermin duzgun geligimi i¢in
gereklidir. Xenopus turl kurbagalarda, kordin geninin ifadesinin engellenmesinin,
noral plakanin indirgenmesine ve ventral mezodermin normalden fazla

gelismesine neden oldugu gosterilmistir [140].
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Kordin ifadesinin, kurbaga larvalarinda operasyon sonrasi 5., 7. ve 12 .gunlerde
rejenere olan Uyelerde kuvvetli olarak arttigi bulunmustur. Ancak rejenere olan
aksolotl tiri semender bacaklarinda tespit edilememistir. Kordin bir BMP
antagonistidir ve omurgali hayvanlarin embriyonik dokularinda ventralizasyonu
saglayan BMP’lere baglanarak bu molekullerin reseptorleriyle etkilesimini

engeller ve dorsal yapilarin olusumunu saglar [141].

3.4.4.7.10. REST korepresor 2

iyon kanallari, nérotransmitterler, sinaptik proteinler ve hiicre adezyon molekulleri
gibi noral fenotipik Ozellikleri kodlayan ¢ok sayida gen yalnizca noronlar
tarafindan ifade edilmektedir. Noéral 6zgulligu saglayan mekanizmalardan birisi
de DNA'ya baglanan REST/ NRSF sistemidir ve hedef genlerin néron digi
dokularda ifade olmasini engellemektedir [142]. Transkripsiyon baskilayici
molekul olan REST bir ¢inko parmak proteinidir. Farklilagsmamis néron digi
hicrelerde REST'’in susturulmasi ise, CoREST proteinleri ile baglanarak

gerceklestiriimektedir [143].

Zeng ve ark. [144], yaptiklari calismada Xenopus laevis turl kurbagalarda rest
korepresér 2 geninin gelismekte olan sinir sisteminde ifade oldugunu
goOstermigtir. Bu calismada noérula doneminde baskin olarak noral plakadan,
kuyruk tomurcugu asamasinda ise beyin, omurilik, gozler, otik vezikuller ve
brangiyal yaylardan ifade oldugu belirtiimektedir [144].

3.4.5. MASCOT Sunucusu ile Tanimlanmis Proteinlere Ait Ag (Network)
Analizleri (Protein Etkilegimleri)

MALDI-TOF kitle spektrometresi ile tanimlanan proteinlerin birbirleriyle
etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in Cytoscape 3.1.1 [145] programi kullaniimigtir.
Cytoscape 3.1.1, gen anotasyonlarini, gen ifade profillerini ve mevcut veri
tabanlarindaki diger bilgileri kullanarak, molekuler etkilesim aglarinin ve biyolojik
yollarin gorsel olarak ifade edilmesini saglayan bir yazilimdir. Ancak benzer
birgok yazilimda oldugu gibi, Cytoscape analizleri igin de kurbaga veya semender
modeliyle ilgili verilerin kullaniimasi mumkin degildir. Bu nedenle, MASCOT
sunucusundan elde edilen ve Xenopus laevis tlrtne ait protein listesinin fare ve
sicanlara ait eslenikleri, UniProt programi kullanilarak belirlenmigtir. Tanimlanan
proteinlerin tamamina sadece sigan ya da sadece fare veri tabanindan

ulasilamadigi igin elde edilen son listede hem Mus musculus hem de Rattus
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norvegicus’a ait proteinler ve bu proteinlerin X. laevis proteinleri ile sekans

kapsama ve benzerlik yuzdeleri yer almaktadir (Cizelge 3.10). Bu yeni protein

listesi ile Xenopus laevis proteinleri arasindaki homoloji NCBI i¢indeki Protein

Blast algoritmasi kullanilarak karsilastirildiktan sonra, Cytoscape 3.1.1 programi

ile protein- protein etkilesimleri incelenmistir.

Cizelge 3. 10. X. laevis turinde tanimlanan proteinlerin R. norvegicus ve
M. musculus'a ait eslenikleri

UniProt Erigsim | Tanimlanan | Tanimlanan Eslenik Sekans Benzerlik
Numarasi Protein proteinlerin Proteinler Kapsama | Yuzdesi
(Xenopus (Xenopus sigan ve (Rattus Yiizdesi * | (Ident %)
laevis) laevis) faredeki norvegicus ve | (Query
esleniklerine ait | Mus coverage
UniProt erigim musculus) %)
Numaralari
TBA_XENLA Tubulin alpha | TBA1A_RAT Tubulin alpha 100 97
chain 1A chain
TBB2_XENLA Tubulin beta- | TBB2A RAT Tubulin beta 99 99
2 chain 2A chain
ACTB_XENLA Actin, ACTB_RAT Actin, 100 99
cytoplasmic 1 cytoplasmic 1
PERI_XENLA Peripherin PERI_RAT Peripherin 97 69
5NTC_XENLA Cytosolic 5NTC_MOUSE Cytosolic 96 92
purine 5’- purine 5’-
nucleotidase nucleotidase
FXL15_XENLA | F-box/LRR- FXL15_RAT F-box/LRR- 99 57
repeat repeat protein
protein 15 15
RAGP1_XENLA | Ran Q66H32_RAT Ran GTPase- 61 80
GTPase- activating
activating protein 1
protein 1
XPO7B_XENLA | Exportin-7-B_ | XPO7_MOUSE | Exportin-7 100 92
CTNA2_XENLA | Catenin CTNA2_MOUSE | Catenin alpha 100 95
alpha-2 2
EPHB3_XENLA | Ephrin type-B | EPHB3_MOUSE | Ephrin type b 98 78
receptor 3 receptor 3
GNL3_XENLA Nucleostemin | GNL3_MOUSE Nucleostemin 100 46
like protein like protein
CSK21_XENLA | Casein CSK21_MOUSE | Casein kinase | 100 94
kinase | Il subunit alpha
subunit alpha
RAB19_XENLA | Ras-related RAB19_RAT Ras-related 96 73
protein Rab- protein Rab- 19
19
PALM3_ XENLA | Paralemmin- | PALM3_MOUSE | Paralemmin-3 13 38
3
ESR1_XENLA Estrogen ESR1_RAT Estrogen 100 69
receptor receptor
TRF6B_XENLA | TNF TRAF6_RAT TNF receptor- | 99 63
receptor- associated
associated factor 6
factor 6-B
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CAPS1_XENLA | Calcium- CAPS1_RAT Calcium- 99 87
dependent dependent
secretion secretion
activator 1 activator 1
FGFR4_XENLA | Fibroblast FGFR4_MOUSE | Fibroblast 44 100
growth factor growth factor
receptor 4 receptor 4
ZBT18 XENLA | Zinc finger ZBT18 RAT Zinc finger and | 100 84
and BTB BTB domain-
domain- containing
containing protein 18
protein 18
AB1IP_XENLA | Amyloid beta | AB1IP_MOUSE | Amyloid beta 72 61
A4 precursor A4 precursor
protein protein binding
binding family B
family B member 1-
member 1- interacting
interacting protein
protein
PENKA_XENLA | Proenkephali | PENK_RAT Proenkephalin- | 96 61
n-A-A A
ECSIT_XENLA | Evolutionary | ECSIT_RAT Evolutionary 97 50
conserved conserved
signaling signaling
intermediate intermediate in
in Toll Toll pathway,
pathway, mitochondrial
mitochondrial
TGFI1_XENLA | Transforming | TGFI1_RAT Transforming 100 43
growth factor growth factor
beta- 1- beta- 1-
induced induced
transcript 1 transcript 1
protein protein
RD10A_XENLA | Retinol RDH10_RAT Retinol 100 88
dehydrogena dehydrogenase
se 10-A 10
HM20A_XENLA | High mobility | HM20A_MOUSE | High mobility 99 55
group protein group protein
20A 20A
CHRD_XENLA Chordin CHRD_MOUSE | Chordin 96 51
FASC_XENLA Fascin FSCN1_MOUSE | Fascin 98 69
ACHAA_XENLA | Acetylcholine | ACHA_RAT Acetylcholine 97 78
receptor receptor
subunit subunit alpha
alpha-1-A
TM129 XENLA | E3 ubiquitin- | TM129 MOUSE | E3 ubiquitin- 100 75
protein ligase protein ligase
TM129 TM129
RCOR2_XENLA | REST RCOR2_RAT REST 99 62
corepressor corepressor 2
2
SNX33_XENLA | Sorting SNX33_MOUSE | Sorting nexin- 100 70
nexin-33 33
NRN1B_XENLA | Neuritin- B NRN1 RAT Neuritin 98 65
VIM1 XENLA Vimentin-1/2 | VIME_RAT Vimentin 97 79
F206A _XENLA | Protein F206A_MOUSE | Protein Simiate | 91 76
Simiate

* Sekans kapsama yuizdesi: Karsilastirilan protein sekanslari arasindaki értisme ylzdesi.
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Cytoscape 3.1.1 programi ile elde edilen protein-protein etkilesim aglar Sekil
3.37°de gosterilmistir. Bu sekillerde literatirde tanimlanmig bir sinyal yoluna ait
tam bir harita yer almamaktadir. Ancak sinyal yollarinin belirli agamalarinda,
calismamizda tanimlanmis proteinlerin etkilegimleriyle ilgili aglar bulunmaktadir.

Bu protein etkilesim aglarinda yer alan proteinlerin fonksiyonlari genel olarak
incelendiginde iki temel mekanizma Uzerinde yogunlastiklari gézlenmektedir. Bu
iki mekanizma, hiicre dongusu ve proliferasyonun dizenlenmesi ile hiicre iskeleti
organizasyonudur. Bu iki mekanizma da akson rejenerasyonunda etkin bir
sekilde gorev almaktadir ve calismamizin bulgulari ile uyum gostermektedir.
Sekil 3.37°de yer alan protein kod ve adlarini igeren tablolar EK 3 kisminda yer

almaktadir.
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(k) (1)

Sekil 3. 37. MALDI-TOF Kitle Spektrometresi ile tanimlanan proteinlerden elde
edilen protein- protein etkilesim aglari (a-); (Tez c¢alismasi kapsaminda
tanimlanan proteinler kirmizi daire iginde gosterilmistir).
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Sekil 3.37°de gosterilen her bir protein protein etkilesim grafigindeki molekullerin
biyolojik fonksiyonlarina ait agiklamalar asagida anlatiimaktadir. Bu molekullerin

fonksiyonlariyla ilgili bilgilerde 6zellikle UniProt veri tabanindan (www.uniprot.org)

yararlaniimigtir.

(a) ile gosterilen grafikte yer alan proteinlerin fonksiyonlari incelendiginde,
bunlarin, PKB/AKT aracili sinyal yolu, CaMKK/AMPK sinyal yolu, STAT-5 sinyal
yolu ve CTNNBI1- aracili sinyal yolunda yer aldiklar gorulmustar. Kalsiyum ile
aktive olan potasyum kanali alt birim alfa- 1(Kcnmal) molekulinin aktivasyonu
sitosolik kalsiyum konsantrasyonunu artirmakta ve hucre zarinin depolarize
olmasina neden olmaktadir [146].

Periplakin (Ppl) molekulta, PKB/AKT aracili sinyal yolunda lokalizasyon sinyali
olarak goérev almaktadir [147]. PKB/ AKT yolunun goérevleri arasinda, hlcre
dongusunu duzenlemek ve apoptosisi inhibe etmek yer almaktadir. Ayni
zamanda AKT’nin norit uzamasinda etkili oldugu da bilinmektedir [148, 149].
14-3-3- protein beta/ alfa (Ywhab), bir¢cok sinyal yolunun duzenleyicisidir [150].
Vimentin (Vim) proteini, bir ara filament proteinidir. Periferal sinir hasari sonrasi
mitojen-aktif protein kinaz (MAPK) Erk 1 ile etkilestigi ve hasar sinyalinin hicre
govdesine retrograd olarak iletiminin devam etmesini sagladigi bilinmektedir [22].
Timér nekroz faktérd (Tnf) sitokinler icinde yer almaktadir ve belirli kosullarda
hicre farklilagsmasini indikleyerek proliferasyona katki sagladigi belirtimektedir
[151].

Solute tasiyici aile 2 kolaylastiriimis glukoz tasiyici lye 4 (Slc2a4) molekilu,
glukoz tasinmasinda goérev almaktadir [152].

Sitoplazmik dinein hafif zincir 1 (Dynll1), dineinin fonksiyonlarini dizenleyen ve
dinein molekulu ile kargolarin ve adaptor proteinlerin baglanmasini saglayan bir
molekuldur. Vezikullerin ve organallerin mikrotibuller Uzerinde retrograd
tasinmasinda 6nemlidir [153].

Tubulin beta 2a zinciri (Tubb2a) ve tubulin alfa 1la zinciri (Tubala), hicre
iskeletini olugturan mikrotubullerin ana bilesenleridir [154, 155].

Lésince zengin tekrar birimli serin/treonin- protein kinaz 2 (Irrk2), CaMKK/AMPK
sinyal yolunun kalsiyum bagimli aktivasyonu ile otofajiyi dizenlemektedir. Ayni
zamanda merkezi sinir sisteminde néron uzantilarinin morfolojilerini diizenledigi
belirtiimektedir [156].
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Niikleer reseptér alt ailesi 3 grup C lye 1 (Nr3c1) molekull bir glukokortikoid
reseptorudur. Hem transkripsiyon faktori, hem de transkripsiyon faktorlerinin
dizenleyicisi olarak gérev yapmaktadir. Hlicre proliferasyonu ve hedef dokulara
farkhlasmada etkilidir. Blylime hormonlarini  uyararak STATS-bagimi
transkripsiyonda koaktivator olarak yer almaktadir. STATS sinyal yolu 6zellikle
sitokin sinyal iletiminde onemlidir [157, 158].

Sitoplazmik aktin (Actb), hucre iskeleti elemanlarindandir ve cgesitli hucresel
hareketlerin gergeklestirimesinde etkilidir. Aksonlarda hasar sonrasi rehber
molekul olarak gorev almaktadir [159].

UV eksizyon onarim proteini RAD23 homolog B (Rad23b) molekulu, proteozom
degredasyonunun dizenlenmesine katilmaktadir. DNA hasari sonrasinda hasarli
bdlgeye baglanmakta ve hiicresel yanit olusturmaktadir [160].

Hetereojen nlikleer riboniikleoprotein K (Hnrnpk), mRNA o&ncdllerinin baglanma
bolgelerinden biridir ve DNA hasar yaniti mekanizmalarinda ve transkripsiyonun
aktivasyonu ve baskilanmasinda etkilidir [161].

Caveolin 1 (Cav 1) proteini, Wnt yolu Uzerinden CTNNB1-aracili sinyal iletimini
duzenlemektedir. Wnt yolu proliferasyon, hayatta kalma, farklilasma, gé¢ etme ve
polaritenin saglanmasi gibi dnemli suregleri etkilemektedir [162, 163].

(b) ile gosterilen grafikte, 6zellikle hicre doéngusl, mitoz boélinme ve
proliferasyonla iligkili molekuller bulundugu goérulmektedir. 3 beta-hydroksisteroid
dehidrogenaz tip 4 (Hsd3b4) proteini, steroid hormonlarin biyosentezinde etkilidir
[164].

14-3-3 protein zeta/delta (Ywhaz), 14-3-3 protein epsilon (Ywhae) ve 14-3-3
protein eta (Ywhah) proteinleri, hicre dongusunun diuzenlenmesi, transkripsiyon,
apoptosis gibi birgcok hicre ici strecte etkilidir [165-168].

Homeobox protein NANOG (Nanog), transkripsiyon dizenleyicisi goérevindedir ve
fazla ifade edilmesi hucrelerin S fazina girmelerine ve prolifere olmalarina neden
olmaktadir [169].

Kazein kinaz 2 alt birim alfa (Csnk2a1) proteini, hicre dongusu, apoptosis ve
transkripsiyon gibi hlicresel sureglerde yer almaktadir [170].

Sentromer protein C (Cenpc), kinetekor proteinlerinin yerlesimi, mitotik ilerleme

ve kromozom ayrilmasinda gorev almaktadir [171].
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Kaderin 1 (Cdh1), kalsiyum bagimh hiicre adezyon proteinidir. Ozellikle epitel
hicrelerinde, hucre- hucre adezyonu, hicre hareketi ve proliferasyonda
dizenleyici rol almaktadir [172].

6-fosfoglukonolaktonaz (Pgls) enzimi, karbohidrat metabolizmasinda goérevlidir
[173]. Katenin alfa 2 (Ctnna2), hlcre hlcre adezyonunda ve sinir sisteminin
farklilagsmasinda etkilidir [174].

Yiiksek hareketli grup proteini 20a (Hmg20a), néronal farkhlagsmada onemli bir
molekuldur [175].

Siniflandirici neksin proteini (Snx33) ise, 6zellikle interfazda ve mitotik hicre
bolinmesinin son asamalarinda, mitozun ve sitokinezin duzenli ilerlemesinden
sorumludur. Hucre iskeleti, endositoz ve hucre igi vezikullerin hareketlerinin
dizenlenmesinde de gorev almaktadir [176].

Guanin nlkleotit baglayici protein benzeri 3 (Gnl3) molekull, kék hicrelerin
proliferatif kapasitelerinin saglanmasinda etkilidir [177].

Faskin (Fscnl) proteini, filamentdz aktinlerin paketlenmesinde ve hucresel
uzantilarin olusmasinda rol almaktadir [178].

Sitosolik plirin 8" niikleotidaz (Nt5c2), hicre ici purin/ pirimidin nikleotit oranini
sabit tutmada gorevlidir. 5'-nukleotidazlar gelismekte olan sinir hdcrelerinin
yluzeyinde ve sinapslarda ifade edilir, nérit uzamasinda etkili olabilecegi
belirtiimektedir [75, 179].

(c) ile gosterilen grafikte yer alan, alfa-synuclein (Snca) hicre i¢i hareketin
dizenlenmesinde ve sinaps organizasyonunda gorevlidir [180].

Katenin alfa 2 (Ctnna2), hicre hlcre adezyonunda ve sinir sisteminin
farkhlasmasinda etkilidir [174].

14-3-3 protein beta/alfa (Ywhab), pek ¢ok sinyal yolaginin dizenleyicisidir [150].
Kinesin hafif zinciri izoform 5 C (Kif5¢), mRNA’larin dendritik hareketine aracilik
etmekte ve mikrotubul aracili organel tasiniminda gorev almaktadir [181].

Kazein kinaz 2 alt birim alfa (Csnk2al) ve protein Set (Set) hicre déngusu,
apoptosis ve transkripsiyon gibi hicresel sureglerde yer almaktadir [170, 182].

(d) ile gosterilen grafikte yer alan GTPaz Hras (Hras) ve GTPaz Kras (Kras)
molekulleri, GTPaz aktivitesine sahiptir ve hicre proliferasyonu, hlicre déngusd,
Erk1 ve Erk2 sinyal yollarinin diuzenlenmesinde gorevlidir [183, 184]. Erk 1 ve
Erk 2 sinyal yollari ise, temel olarak hucre adezyonu, hicre dongusunun
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ilerlemesi, hucre gogu, hucrelerin hayatta kalmasi, farklilagmasi, metabolizma,
proliferasyon ve transkripsiyon sureclerinde etkilidir [185].

Protein etkin homolog (Enah) ve vazodilatér ile uyarilan fosfoprotein (Vasp)
molekdlleri, aktin iligkili proteinlerdir. Bu proteinler, hucre iskeletinin yeniden
yapillanmasi, hucre polaritesinin olusmasi ve akson rehberligi gibi gorevler
ustlenmektedir [186, 187].

Amiloid beta A4 éncll protein baglama ailesi B (ye 1 ile etkilesen protein
(Apbblip), Ras aktivasyonu araciligiyla aktin htcre iskeletinin yeniden
modellenmesinde gorev almaktadir [188].

(e) ile gosterilen grafikte genel olarak, hicre iskeleti elemanlari ve hicre
iskeletinin yeniden yapilanmasi ile ilgili proteinlerin bulundugu gorulmektedir.
Voltaj bagiml kalsiyum kanal gamma-8 alt birimi (Cacng8), AMPA-segici
glutamat reseptorlerindeki hareketin ve gecis 6zelliklerinin dizenleyicisidir [189].
Tubulin alfa l1a zinciri (Tubala), hicre iskeletindeki mikrotibullerin ana
bilesenlerinden biridir [155].

Dihidropirimidinaz-iligkili protein 2 (Dpysl2), noron gelisimi ve polaritesinin
saglanmasi, akson buyumesi, biyime konisinin geri ¢ekilmesi, hicre gogu ve
hicre iskeletinin yeniden yapilanmasinda etkilidir [190].

Wiskott-Aldrich sendrom protein ailesi tye 1 (Wasfl), tirozin kinaz reseptorleri ve
kiguk GTPazlardan aktin hucre iskeletine sinyallerin iletiminde etkili bir
molekulddr [191].

Biiyiik disk homolog 4 (Dlg4) proteini, 6zellikle glutamat reseptoérlerinin sinyal
iletiminde sinaptik plastisitenin saglanmasinda énemlidir [192].

Hucre iskeleti elemanlarindan sitoplazmik aktin (Actb), aksonlarda hasar sonrasi
rehber molekul olarak goérev almaktadir [159].

Tirozin protein kinaz HCK (HCK), aktin hlicre iskeletinin yeniden yapilanmasinda,
aktin polimerizasyonu ve hicre uzantilarinin olusumunu desteklemektedir [193].
Citron Rho-etkilesimli kinaz (Cit) proteini, sitokinezin duzenlenmesinde rol
almaktadir [194].

Trans- golgi agi integral membran protein 1 (Ttgnl), membran hareketlerinin
dizenlenmesinde yer almaktadir [195].

Kelch- benzeri protein 17 (KIhl17) ve WAS/WASL-etkilesimli protein ailesi lye 1
(Wipfl) molekulleri de aktin hlcre iskeletinin organizasyonunda gorevlidir [196,
197].
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(f) ile gosterilen grafikte, tubulin, periferin ve mitojen ile aktive protein kinaz 3
molekulleri yer almaktadir. Mitojen ile aktive protein kinaz 3 (Mapk3) molekuld,
MAP kinaz sinyal iletim yolunun énemli bir parcasidir. Bu sinyal yolu, hicre
blylmesi, adezyon, hilcrelerin hayatta kalmasi ve farklilagsmasinda etkilidir. Bu
gorevlerini transkripsiyon, translasyon ve hucre iskeleti elemanlarinin yeniden
duzenlenmesi araciligiyla gergeklestirmektedir [198].

Tubulin beta 2a zinciri (Tubb2a) hicre iskeletini olusturan mikrotlbullerin ana
bilesenlerinden biridir ve periferin (prph) ise, sinif Ill ndronal ara filament
proteinidir [154, 199].

(g) ile gosterilen grafikte yer alan bdylik disk homolog 4 (Dlg4) ve faskin (Fscnl)
proteinlerinin aktin filamentinin organizasyonunda etkili olduklari bilinmektedir
[200].

(h) ile gosterilen grafikte, periferin ve distonin olmak Uzere iki protein yer
almaktadir. Periferin (Prph) 6zellikle periferal sinirlerde bulunan bir hicre iskeleti
elemanidir.

Distonin (Dst) ise duyu noronlarinda mikrotubul aginin duzenlenmesi ve
devamliliginin saglanmasinda gorev alarak aksonal iletime katki saglayan bir
molekuldur [201].

(i) ile gosterilen grafikte yer alan TNF reseptér iligkili faktor 1 (TRAF1) molekuld,
NF-kappa- B ve JUN aktivasyonuna aracilik eden bir E3 ubikutin protein ligaz
molekuludur [202]. Ubikutin protein ligazlar, néron gelisimi, ndral baglantilarin
kurulmasi, ndrit uzamasi gibi sureclerde etkilidir [91].

Yiiksek hareketli grup proteini 20A (Hmg20a) ise, ndronal farklilagmada onemli
bir molekaldir [175].

(j) ile gosterilen grafikte yer alan Dapper homolog 1 (Dact 1) proteini, gelisme
sirasindaki hidcre igi sinyal yollarinin dizenlenmesine katilmaktadir ve ozellikle
Whnt sinyal yolunda 6nemli oldugu bilinmektedir. Noronal farklilagma sirasinda,
uyaricl sinaps olusumunda, dendrit olusumu ve uzantilarin dizenlenmesinde
goOrev almaktadir [203].

Kazein kinaz 2 alt birim alfa (Csnk2al) proteini ise hiicre déngusu, apoptosis ve
transkripsiyon sureglerinde énemli gorevler almaktadir [170].

(k) ile gosterilen grafikte yer alan, néronal protonkogen tirozin protein kinaz Src

(Src) molekuld, transkripsiyon, immun yanit, hucre adezyonu, hicre dongusu,
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apoptosis, huicre gogu gibi gesitli biyolojik aktiviteleri kontrol eden sinyal yollarina
katilmaktadir [204].

Ostrojen reseptérii  (Esrl), hedef dokulardaki 6karyotik gen ifadesinin
dizenlenmesi, hicresel proliferasyon ve farklilasmanin kontrolinde goérev
almaktadir [205].

Prolin- glutamik asit ve I6since zengin protein 1 (Pelpl) ise, Ostrojen resptor
aracil transkripsiyonda koaktivator goérevi géren bir molekaldir. Cesitli blUyime
faktord sinyal bilesenleri ile etkilesim halindedir [206].

(1) ile gosterilen grafikteki proteinlerden, sodyum kanal protein tip 10 alt birim alfa
(Scnl10a), noropatik agri mekanizmasinda goérev alan, voltaj bagimh sodyum
kanahdir [207].

Sitoplazmik aktin (Actb) ve tubulin alfa zinciri (Tubala) proteinleri ise hucre

iskeletini olusturan temel elemanlardandir [155, 159].
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4. TARTISMA

Yapilan tez g¢alismasinda Triturus karelinii tiri semenderlerde deneysel olarak
olusturulmus siyatik sinir hasarinin iyilesme sureci U¢ temel kriter Uzerinden

degerlendirilmistir:

e Davranigsal yontemler (Yurume Testi)
o Elektrofizyolojik yontemler (EMG o6lgumleri)
e Proteomik yontemler (Protein izolasyonu, 2D-PAGE, MALDI-TOF

kiutle spektrometresi)

4.1. Yurume Testleri

Sinir rejenerasyonu ¢alismalarinda rejenerasyonla ilgili kantitatif veri alinmasinda
elektrofizyolojik dlgiimler, histomorfometri ve yirime analizleri, bilek agilarinin ya
da posturin belirlenmesi gibi fonksiyonel testler siklikla kullaniimaktadir [208].
Ancak test edilecek hipoteze uygun yontemin secilmesi, ¢alismanin planlanmasi
asamasinda 6nem tasimaktadir. De Medinaceli ve ark. [33] tarafindan 1982
yihinda tanimlanan ve sonraki yillarda cesitli arastirmacilar tarafindan gelistirilen
yurime analizleri, sican siyatik sinir hasar modelinde motor ve duyu sinir
fonksiyonlarinin belirlenmesinde en sik kullanilan yontemlerden biridir. Bu tez
calismasi kapsaminda, sinir hasari sonrasinda iyilesme dodneminin
incelenmesinde ve proteomik analizler i¢in uygun zaman araliklarinin

belirlenmesinde kullanilan yéntemlerden biri ylrime testleridir.

Yurime testleri, yrume modellerinin belilenmesi ve rejenerasyon surecindeki
iyilesmenin takip edilmesinde yaygin olarak kullaniimalarina karsin, hareket
(lokomosyon), yurime analizleri ve kinematik terimlerinin anlamlariyla ilgili
karisikliklar s6z konusudur. Hareket (lokomosyon), bacak segmentlerinin
koordineli hareketleriyle tum vicudun 6ne dogru ilerlemesidir. Yurume analizi,
lokomosyonun 6zelliklerini gosteren sistematik dlguimler, tanimlamalar ve sayisal
deg@erlendirmeler anlamina gelmektedir. Hareket bilim olarak da bilinen kinematik
terimi ise, harekete yol acan i¢ ve dis kuvvetlerden bagimsiz olarak hareketin

tanimlanmasi anlamina gelmektedir [209].

Siganlarda periferal sinir rejenerasyonunun fonksiyonel degerlendiriimesi igin

geligtiriimis ve yaygin olarak kullanilan U¢ parametre, siyatik fonksiyon indisi,
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durus faktoru (hareket sirasinda ayak tabaninin yer ile temas ettigi sureg) ve

ayak bilegi agilarinin hesaplanmasidir [209].

Siyatik fonksiyon indisi (SFI) olarak da bilinen ylrime testi, siganlarda farkh
hasar modelleri sonrasi siyatik sinirlerde iyilesme ve fonksiyon kazanma
surecinin gbzlenmesi igin, ayak izlerinin Olgclilmesiyle arka bacaklardaki
performansin belirlenmesini saglayan kantitatif bir yontemdir [31]. Bir yurime
platformu ve su bazli murekkep ile basit sekilde uygulanabilen bu yéntem igin
gunumuzde tam otomatik kamerali ve bilgisayar yazilimh sistemler geligtirilmig
olup, sinir sistemi hastaliklari ve hasarlariyla ilgili sican ve fare modellerinde bu

cihazlar yaygin olarak kullaniimaktadir.

Literatirde sicanlar Uzerinde yapilan sinir rejenerasyonu ¢alismalarinda yurime
analizlerine sikga rastlanmakla birlikte, semenderlerin model olarak kullanildigi
benzer calismalar ¢cok az sayidadir. Kropf ve ark. [15], Ambystoma mexicanum
turi Meksika semenderleri (axolotl) Uzerinde yaptiklari siyatik sinir hasar
modelinde, fonksiyonel, elektrofizyolojik ve radyografik verilerle farkl sinir
hasarlari sonrasi iyilesme derecesi ve zamanini tanimlamaya calismigtir.
Kinematik ol¢gimlerin ilki sinir hasari olusturulmadan 6nce olmak Uzere, hasar
olusturulduktan sonra da 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 ve 12. haftalarda alinmistir. Kayitlar,
tek yonla sabit su akiminin yaratildigi yizme tankinin alt ytizeyine yerlestirilen
kamera ile alinmis ve arka bacak acilari élgtlerek axolotl siyatik sinir fonksiyon
indisi (ASFI) gelistirilmigtir [15].

Bu calisma disinda literatirde semenderlerin yarime modellerinin belirlenmesine
yonelik calismalar yer almaktadir. Semenderler yasayan tetrapodlar arasinda
ilkin karasal omurgalilara en yakin gruptur ve sucul habitatlardan karasal
habitatlara gecisle birlikte hareketteki evrimsel degisimlerin en iyi gozlenebilecegi
grubu olusturmaktadir. Semenderler, sucul ortamlarda yuzme ve karasal
ortamlarda adim atma seklinde, temel iki hareket bigimine sahiptir. Ylizme
sekilleri anguilliform (yilan baldina benzer sekilde) olup, karada ise bacak
hareketleriyle  koordineli olarak vicut S-seklinde dalgalanirken adim
atmaktadirlar. Semender turlerinin ¢gogunda karada yurume sirasindaki adim
atma dongusitnde kuyruk ve gévdenin bir kismi zeminle temasini surdirmektedir.
Semenderlerdeki iki hareket sekli karsilastirildiginda, yizme sirasindaki hareket
frekansinin ylrimeye gore 2-3 kat fazla oldugu bulunmustur. Semenderler bu iki
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farkh hareket modeli arasindaki gegisin noral mekanizmalarinin incelenmesi igin
uygun bir canli grubudur. Chevallier ve ark. [210], semenderlerdeki motor
hareketleri olusturan spinal lokomotor aglari ve hareket sekillerindeki degisimlerin
kas ve sinir sistemi ile baglantilarini incelemistir. Ashley-Ross [211]
calismasinda Dicamptodon tenebrosus turi semenderlerde karasal hareket
sirasinda arka bacaklarin kinematik ozelliklerini gOstermistir. Bennett ve ark.
[212], Ambystoma tigrinum turi semenderlerin yurime ve yluzme modellerinde
hipaksiyal kaslarin gorevlerini incelemigtir. Gillis [213], Siren intermedia turu
semenderlerde yuzme hareketinin mekanizmasini ¢dzmek amaciyla video kayit

sistemlerini kullanmistir.

Ashley-Ross ve Bechtel [214], Taricha torosa turi semenderlerin sucul ve
karasal hareketleri arasindaki gecisin kinematik ozelliklerini incelemigtir.
Calismada yarisi su igine gomulu, diger yarisi 15°%lik acgiyla yukari dogru
kaldiriimig bir platform hazirlanmistir. Video kayitlar bu platformun Ust ve yan
yuzeylerinden alinmigtir. Yapilan analizler sonucunda karasal ve sucul
ortamlardaki temel hareket modellerinin ayni oldugu bulunmus ve yurume ya da
yuzme hareketine ait oldugu bilinmeden alinan dlgimlere bakildiginda ¢ok az

Olcumun hayvanin suda ya da karada oldug@uyla ilgili bilgi sagladigi belirlenmistir.

Deban ve Schilling [215], Ambystoma maculatum turi sucul semenderlerde
yaptiklari calismada bu grubun sudaki ve karadaki hareketleri sirasinda govde
kaslarinin aktivite durumlarini incelemislerdir. Bu ¢alismada, semenderlerin hizli
yurime hareketlerinde surekli bir lateral dalgalanma oldugu ve bu hareketin
yuzme hareketinin gergceklesemeyecedi sig su iginde karada oldugundan belirgin
Olcide daha vyuksek oldugu gosteriimistir. Su iginde ylUrime sirasinda
yercekimine kargi direng ihtiyaci daha az oldugu icin, dort bacak igin ortalama

gug faktorl, karada harekete gore ¢ok dusuk bulunmustur.

Semenderlerde hareket modelinin arastirilmasi ile ilgili bilgisayar simulasyonlari
ve robotik calismalar da yapiimaktadir. Bu sekilde gelistirilen mekanik- kas
modellerinin uygun ndral kumandalarla kullaniimasiyla ilerleyen yillarda in silico

norofizyolojik deneylerin yapilmasinin mimkun olacagi belirtiimektedir [216].

Siyatik fonksiyon indisinin siganlarda sinir hasari sonrasi sinir dokunun fonksiyon

kazanmasiyla ilgili dogru bilgi verdigi bilinmekte ve invaziv olmayan bir yontem
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olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Gasparini ve ark. [217]'de, si¢gan siyatik
sinirinde ezik hasari sonrasi fonksiyonel iyilesme surecinin ayak izleri ile test
edildigi ve sonuglarin el ile ve bilgisayar tabanl oOlgcumler ile degerlendirildigi
yontemler karsilastinimigtir. Bu galismada operasyon oncesi ve ezik hasari
sonrasi 1., 7., 14. ve 21. gunlerde Ug¢ farkli yontemle ayak izi dlgumleri alinmistir.
Oncelikle SFI formdllerinin  gelistirildigi dénemde kullanildigi  gibi uygun
boyutlardaki tahta yurUme yoluna yerlegtirilen kagitlar dzerinde ¢ikan ayak izleri
cetvel ile Olgulmustir. Ayni izler tarayici ile bilgisayara aktarildiktan sonra
bilgisayarda dlgiimi yapilmigtir. Uglincti 6lgliim iginse tahta yolla ayni boyutta
saydam akrilik bir yirime yolu hazirlanmig ve yarime modelleri platformun altina
yerlestiriimis dijital video kamera ile kaydedilmigtir. Her bir dlgimden alinan
veriler Bain ve ark. [57] formdlu ile degerlendirilmistir. Sonug olarak, G¢ yéntemin
birbiriyle pozitif korele sonuclar verdigi; ancak video kayit yontemiyle en
kullanilabilir verilerin elde edildigi ve klasik yontemlerde anlagilamayan bazi ayak
izlerinin bu sekilde daha iyi degerlendirilebildigi belirtiimigtir. Yaptigimiz tez
calismasinda, semenderler i¢cin saydam bir yurume yolu hazirlandiktan sonra,
zemine parsomen kagitlari yerlestiriimis ve su bazli murekkep ile arka ayaklari
boyanmis semenderler bu yolda yulratulirken, yolun alt tarafina yerlestirilen
kamera ile de kayitlar alinmistir. Bu sayede her iki yontemin bir arada

degerlendiriimesi saglanmistir.

Bu tez calismasinda farklh arastirmacilar tarafindan gelistirilen siyatik fonksiyon
indisi formdlleri incelendikten sonra; ¢alismamiza uygunlugu acgisindan Bain ve

ark. [57] tarafindan gelistirilen siyatik fonksiyon indisi kullaniimistir.

Semenderlerle siganlarin yturime modelleri birbirinden farklidir. Hatta herhangi
bir sinir hasari olusturulmamis semenderlerin dlgimleri degerlendirildiginde bile,
ornekler arasi farkli sonuglar gérulmustiur. Semenderlerin si§ su, derin su ya da
karadaki hareketleri, yuruyls modellerini de etkilemektedir. Karada hareket
sirasinda, parmaklar arasindaki a¢i korunamamakta ve yere basisg acisi her
zaman zemine paralel olmamaktadir. Bu nedenle elde edilen dlgim sonuglari ile
bu gruba ait yeni bir siyatik fonksiyon indisi formuli olusturulamamigtir. Ancak
siganlar igin hazirlanmig siyatik fonksiyon indisinin temel mantigina uygun olacak
sekilde, semender SF| sonuglarinda da iyilesme sureci zamana bagl olarak
incelendiginde hasar olusturulduktan sonra daha negatif olan SFI degerlerinin
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iyilesme donemine bagh olarak sifira yaklastigi belirlenmigtir. Ylrume kaydi
alinan hayvan sayisinin arttirlmasiyla, matematiksel farkhliklarin optimize

edilerek, bu ture ait yirime testi formulinan gelistirilebilecedi dusunilmektedir.

Yedinci, on dorduncu, yirmi birinci ve otuz besinci gun iyilesme periyotlarina ait
SFI grafiklerinin egimleri tablo halinde karsilastirildiginda (Cizelge 3. 3, Sekil 3.
8), iyilesmedeki degisimin hasar sonrasi ilk evrelerde hizli iken, otuz beginci gun
seviyelerinde giderek yavasladigi gorulmustir. Bu degisim, protein
calismasindan elde edilen, Ozellikle aksonal rejenerasyonun ilkin donemlerinde
yogun aktivite gosterdigi bilinen hucre iskeleti proteinlerinin ve sinyal

molekullerinin ifadelerindeki degisimle de paralellik gostermektedir.

4.2. Elektrofizyolojik Olgiimler

Elektrofizyolojik dlgimler sinir sistemi hasar ve hastaliklarinin gogunda kesin tani
konulmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu olgumler, dokudaki anormal
sinyal iletiminin belirlenmesi temeline dayanmaktadir ve kantitatif veri saglamalari
nedeniyle 6nemlidir. Kastaki elektriksel aktivitenin kaydina dayali élgtimler
elektromiyografi (EMG) olarak bilinmektedir. Bu dlgimlerle, miyopatik, nérojenik
kas zayifliklar1 ve hastaliklari, kronik denervasyon ya da klinik olarak normal olan
kaslardaki fasikilasyonlar tespit edilebilmektedir. Ayni zamanda nérojenik
anomalilerin dagihmi ve periferal noéropati, aksonal dejenerasyon ve

demiyelinizasyonla ilgili bulgular da elde edilmektedir [218].

Bir motor birim, motor ndéronlar, aksonlar ve aksonal dallar tarafindan inerve
edilen kas fibrillerinden olusmaktadir. Her bir motor birime ait kas fibrilleri diger
motor birimlere ait kas fibrilleri ile ic ice gecerek, mozaik bir goérinim
olusturmaktadir. Norojenik bozukluklarda, bazi motor néronlar dejenere olurken,
hayatta kalan diger bazi néronlarin da yeni aksonal uzantilar gelistirdikleri ve
denerve kas fibrilleriyle sinaptik baglantilar kurduklar bilinmektedir. Bunun
sonucunda motor birim daha yodun ve genis hale gelmektedir. igne
elektromiyografisi, motor birim boyutu ve i¢ yapisindaki degisikliklerin
belirlenmesinde etkilidir ve anormal fonksiyonlari ortaya c¢ikarmaktadir. Ayni
zamanda, igne EMG’si ile spontan olarak kasilan tek kas fibrillerinin aksiyon
potansiyellerinin (fibrilasyon potansiyelleri) belirlenmesi de mumkiandir. Bu
potansiyeller denervasyonun onemli sinyalleridir ve yuzey elektrotlari ile tespit

edilememektedir. igne EMG’si fasikiilasyonlar, kompleks tekrarli desarilar,

116



miyotonia ve noromiyotonik desarjlar gibi normal ve anormal diger spontan
aktivitelerin ayriminda da kullanilabilmektedir. Kasilmakta olan bir kasa
yerlegtirilen igne elektrot ile bir motor birimin aksiyon potansiyeli
Olcllebilmektedir. Periferal dlizeyde bakilacak olursa, igne EMG’si ile kaslarda
sinir kaybina (denervasyona) neden olan lezyonlarin etkileri, sinirlerdeki
rejenerasyon yetenegi (reinervasyon), miyopatiler, kas distrofileri gibi kas fibrilini
etkileyen hastaliklar ve miyastenia gravis gibi noromuskuler baglanti hastaliklari
caligilabilir. YUzey elektrodlari ise ¢ogunlukla davranig, aktivitenin temporal
sekilleri, kas ya da kas gruplarindaki yorulmalar gibi ¢alismalarin yapiimasi icin

uygundur [219].

Bu tez calismasi kapsaminda da, EMG ydntemi deneysel siyatik sinir hasari
olusturuimus semenderlerdeki rejenerasyon sirecinin izlenmesi amaciyla

kullanildigi igin igne EMG’si yontemi tercih edilmistir.

EMG kayitlarinda u¢ farkh parametrenin zaman araliklarina gore degisimleri
degerlendirilmigtir. Bu parametreler, EMG dalgasinin genligi, yanit stresi ve

gecikme suresidir (Sekil 2.13).

Bir EMG dalgasinin genligi, minimum pikle maksimum pik arasindaki voltaj
farkidir. Dalganin yanit sudresi ise motor birim fibrillerinin aktive olmaya
basladiklari andan repolarizasyon fazini tamamladiklari ana kadar gecen suredir.
Genlik ve alan verisinden farkh olarak, yanit siresi elektrot hareketlerinden fazla

etkilenmemektedir. Genlik degeri ise, elektrot hareketlerine ¢cok duyarhdir [220].

EMG dalgasinda olgulen genlik degeri, birlesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP)
degerine karsilik gelmektedir. Kane ve Oware [221]'de belirtildigi gibi, farkli hasar
tipleri sonrasinda BKAP dalgasinda gozlenen dedisiklikler su sekildedir:
Demiyelinizasyon ve bazi aksonlarin zarar gordugu ancak epindryumun saglam
kaldigi aksonotmesis durumlarinda genlik degeri azalirken; tum aksonlarin ve
epindryumun hasarlandigi nérotmesis durumunda ise uyari cevabi olugsmayacag

icin genlik degeri gozlenememektedir.

EMG sinyali, sinir-kas aktivitesine bagli kas kasilmasi sonucu ortaya c¢ikan
elektriksel akimin Olgllmesidir. Kasilma ve gevseme gibi kas aktiviteleri her
zaman sinir sisteminin kontrolU altindadir. EMG sinyali, sinir sistemi tarafindan

kontrol edilen ve kaslarin anatomik ve fizyolojik 6zelliklerine bagl karmasik bir
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sinyaldir. Bu sinyal farkh dokulardan gegerken, gurultt (EMG dalgasi digindaki
istenmeyen dalgalar) olusumuna neden olmaktadir [222]. EMG o6lgimu ile elde
edilen elektrik sinyali, yuzey elektrodlarinda elektrodun altinda kalan, igne
elektrotlarinda ise elektrodun yerlestirildigi kas grubundaki tum aksiyon

potansiyellerinin toplamindan olusmaktadir [223].

EMG kayitlarinin alinmasi sirasinda, elektrot ve kablolarin gevresindeki bir
elektriksel alan, elektronik cihazlar, kayit cihazlari, harekete bagl artefaktlar ya
da bilgisayarlar, monitorler ve floresan lambalar ile olugabilen ortam gurultisu de
gercek EMG kaydinin maskelenmesine neden olabilmektedir [223]. Tezin canli
materyalini olusturan sucul semenderlerden alinan kayitlarda, hem canlinin
derisinin nemli olmasi, hem de siganlar i¢in hazirlanan duzenekte bazi
degisiklikler yapilarak semenderlere uygun hale getiriimesi nedenleriyle gurultu
ve artefaktlar oldukga fazla yer almistir. Motor artefaktlar, elektrotla derinin temas
ettigi noktadan vya da elektrotun amplifikatore baglandigi kablodan
kaynaklanmaktadir [223]. Bunlarin 6énlenmesi i¢in sistemde mevcut olan filtreler
kullaniimistir ancak yine de tamamen engellenememistir. Semenderler anestezi
altinda olmalarina ragmen, stimulatérden verilen uyari ile kayit alinan bacakta
hareket olusmakta ve vicut tamamen hareketsiz sekilde tutulamamaktadir. Daha
kigcUuk deney hayvanlarinda da kullanilabilecek bir sistemin kurulmasiyla, kayit

kalitesinin artirilacagi dusunulmektedir.

Farkli hayvan modelleri ve sinir hasari tiplerinin kullanildigi sinir rejenerasyonu
¢alismalarinin birgogunda iyilesme sureci EMG olgumleri ile takip edilmektedir.
Launay ve ark. [224]'de bir sucul semender tura olan Pleurodeles walltliide arka
bacak amputasyonu sonrasinda egzersizin arka bacak rejenerasyonu Uzerindeki
etkisi arastinlmistir.  Bu c¢alismada femurun orta bdlgesinden kesilen arka
bacaklar ile saglam bacaklarin EMG verileri incelendiginde, rejenere olmakta
olan sinirlerdeki genlik degerinin saglam sinirlere oranla daha diguk oldugu tespit
edilmigtir. Bu durumun rejenere olan sinirdeki kas fibrili sayisinin daha az

olmasina bagh olarak goruldugu belirtilmistir [224].

Bakhtyari ve ark. [225], sicanlarda vyaptiklari siyatik sinir rejenerasyonu
calismasinda, siyatik sinirde kesik hasari olusturduktan sonra, deney grubunda
Schwann hucreleri eklenmis silikon tlpleri, kontrol grubunda ise sadece silikon

tupleri kullanarak kesik sinir uglarini birlestirmis ve allograft Schwann hicrelerinin
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kesik hasar uzerindeki etkilerini elektrofizyolojik bulgularla test etmistir.
Transplantasyon sonrasi sekizinci haftada elektrofizyolojik dlgumler yapilmis ve
deney grubundaki sinir aksiyon potansiyeli degerlerinin kontrole gore daha
yuksek, gecikme suresi degerlerinin ise daha dusuk oldugu tespit edilerek,
Schwann hucre transplantasyonunun sinir onarimi tzerinde olumlu etkisi oldugu

belirtilmigtir.

Wang ve ark. [226], si¢an siyatik sinirlerinde ezik hasari olusturduktan sonra,
sekiz hafta boyunca haftallk olarak BKAP verilerini kaydetmistir. Olglimler
gastrocnemius kasindan alinmig, yuzeysel olarak uygulanan elektriksel uyarim
deri Ustunden ischial yumru ve major trochanter arasindan bipolar kanca
elektrotlar araciligiyla iletiimigtir. Operasyon sonrasi sekizinci haftada dogrudan
sinirin uyarildig1 ve yuzeysel uyarimin yapildigi BKAP verileri arasinda genlikler
bakimindan anlaml bir fark bulunmazken, gecikme suresinin ylzeysel uyarimda
gorece daha uzun oldugu bulunmustur. Bu ¢alisma ile yuzeyden uyarima dayali
periyodik BKAP kayitlarinin, kemirgen modellerde periferal sinir rejenerasyonu

ilerleyiginin incelenmesinde uygun bir yontem oldugu tespit edilmigtir.

Vleggeert-Lankamp [58]'e ait inceleme makalesinde, 1975-2004 yillari arasinda
yayinlanan ve farkli onarim yontemlerinin kullanildigi periferal sinir rejenerasyonu
caligmalarini karsilagtirilmis ve uygulanmis yontemlerin yeterliligi sinanmigtir.
Siyatik sinir iyilesmesinde kullanilan yontemlerden biri olarak elektriksel uyari
sonrasi birlesik kas aksiyon potansiyeli dlgumlerine yer verilmis ve siklikla segilen
hedef kaslarin da gastrocnemius, tibial ya da plantar kaslar oldugu belirtilmistir.
Yazar bu calismasinda gecikme suresi verisinin kullanildigi on dort, genlik
verisinin kullanildi§i dokuz yayini incelemistir. Bu yayinlar icinde kontrol ve deney
gruplarindaki BKAP farkliliklari karsilastirildiginda, bir yayin disinda tamaminda
uygulama vyapilmamis hayvanlarda gecikme sdurelerinin daha kisa, genlik
degerinin ise daha ylksek oldugu gorulmustar. Bu degerlendirmeye gore, BKAP
dalgasina ait gecikme suresi ve genlik verileri kolaylikla dl¢ulebilen parametreler
olup, yayinlarin cogunda rejenere olan sinirlere ait belirgin BKAP farkliliklarindan
bahsedildigi icgin ilerleyen vyillarda yapilacak c¢aligmalarda da bu verilerin
kullaniimasi tavsiye edilmektedir. Yayinlar incelendiginde, gecikme slresi ya da
genlik verisi arasinda tercih yapilmadigi ve milivolt ya da milisaniye sonuglarinin

her ikisinin de kullanilabilecegi bildiriimektedir. Tez ¢alismamiz kapsaminda, her
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iki parametre de degerlendirilmis olup, sonuglarimiz bu makaledekilerle uygunluk
gostermektedir. Tez calismasinda oOlgculen BKAP genlik degerleri zaman
araliklarina bagli olarak degerlendirildiginde, iyilesme surecinin ilerlemesiyle hem
genlik degerlerinin, hem de yanit slrelerinin arttigi goéralmustir. Gecikme suresi
verileri arasinda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark

gOzlenmemigtir.

4.3. Proteomik Galigmalar

Molekiiler calismalarda bottom-up proteomik stratejiler kullanilmistir.  On
calismalarla, kesik ve ezik hasari olmak Uzere iki farkli sinir hasari uygulanan
siyatik sinir érneklerinden elde edilen protein profilleri karsilastiriimistir. PDQuest
8.0.1 jel analiz programi ile karsilagtirilan jellerde, ezik hasarinin kesik hasarina
gore kontrol grubuna daha yakin profil gosterdigi belirlenmistir. Literatlr bilgisine
gore kesik hasari sonrasi sinirin distal ucu ile proksimal ucu farkh goérevier
ustlenmekte ve farkli molekillerin salgilanmasina yol agmaktadir. Bu bilgiye
dayanarak kesik hasar grubu, siyatik sinirin distal ve proksimal uglarinin ayri ayri
ve birlikte havuzlandigi iki alt grup iginde incelenerek, protein profil farkhliklari
kargilastinimistir. Bu karsilastirma ile, proksimal ve distal uglarin ayri ayri
degerlendiriimesinin  hem her ki grupta ifade olan proteinlerin ifade
seviyelerindeki farklihgin belirlenmesinde, hem de gruplar arasinda varken yok,
yokken var olan protein ifadelerinin incelenmesinde uygun olacagi sonucuna
variimigtir. Protein kUmelerindeki yogunluk farklarinin dlcima ile kantitatif veri
saglayan PDQuest analiz programi ile her iki ucun birlikte incelendigi grupta
belirli protein kimelerinin ifade seviyelerinin maskelendigi gorulmustir. Ayrica
sinir rejenerasyonunda énemli oldugu bilinen translasyon sonrasi modifikasyonlar
da bu 6n calisma kapsaminda incelenerek, distal ve proksimal uclarin farkh
fosfoprotein ve glikoprotein profillerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu sebeplerle,
kesik hasari sonrasinda siyatik sinirin distal ve proksimal uglari ayri ayri

incelenmigtir.

Calismada laboratuvar uretimi olmayan bir sucul semender tirla kullaniimistir.
Arazi ¢caligmalari sonucu elde edilen semenderler arasinda standart laboratuvar
hayvanlarina oranla daha ylksek bireysel farklliklarin olma olasihdini énlemek
ve istatistiksel analizler i¢in gereken teknik tekrarlara yetecek protein miktarina

ulasmak igin ayni gruptaki alti bireyden alinan érnekler havuzlanarak ¢alisiimistir.
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Bu calisma ile Triturus karelinii tiri semenderlere ait siyatik sinir protein profil
haritalari ¢ikarilarak, literatire katkida bulunulmustur. Deneysel sinir hasari
olusturulduktan sonra ilk ve ikinci érneklemeler 0-3. saat ve 24. saatte alinmistir.
Sonraki zaman araliklan ise, 7. gin, 14. gun, 21. gun ve 35. gln olarak
belirlenmistir. TUm zaman araliklarina ait distal ug, proksimal u¢ ve kontrol grubu
orneklerinden toplam 138 protein kimesi PDQuest programi ile manuel olarak
eslestiriimigtir. Her bir zaman araligina ait distal sinir ucu ornekleri kendi
aralarinda test edildiginde 28 protein kumesi; proksimal sinir ucu ornekleri kendi
aralarinda test edildiginde ise 38 protein kimesinin ifadesindeki degisim p<0.05

guven arahginda anlamli bulunmustur.

Golding ve Tonge [54], yaptiklari c¢alismada, Ambystoma mexicanum turU
semenderlerde, iki boyutlu jel elektroforezi ve otoradyografi yontemlerini
kullanarak normal ve lezyon olusturulmus siyatik sinirlerdeki protein sentezini
kargilastirmigtir. Lezyon olusturulmus sinirlerden salinan en az alti proteinin
metiyonin baglamasinda artis oldugu bulunmustur. Molekuler agirliklari ve
izoelektrik noktalari verilen bu proteinlerin miyelin kilif hcrelerinin Grinleri oldugu
belirtiimektedir [54].

Lu ve ark. [40], sigan beyincik, omurilik ve siyatik sinirlerindeki membran
proteinlerine ait profilleri karsilastirmistir. Siyatik sinir dokusundan, 1009 tanesi

membran proteini olmak Uzere, toplam 1649 protein tanimlanmigtir.

Qualtieri ve ark. [53] vyaptiklari o6rnek hazirlamayla ilgili optimizasyon
calismasinda, sigir siyatik siniri ve insan sural sinir biyopsi orneklerini kullanarak
iki boyutlu jel elektroforezi igin 6rnek hazirlama yontemlerini karsilastirmistir. Bu
calismada sigir siyatik sinirine ait iki boyutlu jellerden elde edilen 29 protein
kimesinden, farkli noérofilament alt tipleri, periferin, albumin, serotransferin,

vimentin, kristalin gibi proteinleri de igceren, toplam 23 protein tanimlanmigtir.

Capitanio ve ark. [227], sigan siyatik sinir dokusunda yaglanmaya bagli gelisen
degisimleri proteom ve morfoloji dizeyinde incelemistir. Siyatik sinirlerde
yaslanmayla birlikte katlanmalar, invaginasyonlar, yumru geklinde siskinlesmeler,
bozulmalar ve aksonal atrofi gdzlenmistir. iki boyutlu jel elektroforezini takiben
MALDI-TOF kutle spektrometresiyle yapilan proteomik analizlerle, morfolojik

degisikliklere paralel olarak, metabolik, kontraktil ve hucre iskelet proteinlerinde
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anomaliler, demir homeostasisinde duzensizlik, kalsiyum dengesinde ve stres
yanit proteinlerinde degigiklikler, miyelin membran adezyon proteinlerinde ve
néron c¢apini dlzenleyen proteinlerde bozulmalar tespit edilmistir. Siyatik sinir
dokusundan tanimlanan proteinler fonksiyonlarina gore, anaerobik metabolizma,

tasiyici proteinler, yapisal proteinler ve digerleri seklinde siniflandirilmistir.

Jiménez ve ark. [52] yaptiklari ¢alismada, sigan siyatik sinir dokusunda, ezik
hasari sonrasi dénemdeki protein profil degisimlerini arastirmistir. Operasyon
sonrasl, 5, 10 ve 35. glnlerde alinan siyatik sinir doku érneklerinden 121 tanesi
en az bir zaman araliginda anlamh fark gostermigtir. Akut- faz proteinleri,
antioksidanlar, protein sentezi, olgunlagsmasi ve yikiminda gorevli proteinler,
hicre iskeletinin yeniden yapilanmasiyla ilgili ve lipit metabolizmasinda gorevli

proteinler olmak Uzere toplam 82 protein tanimlanmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, toplam 34 protein tanimlanmistir. Tanimlanan
proteinlerin  gen ontoloji veritabanindaki (Gene Ontology Database,
http://geneontology.org/)  molekller  fonksiyonlarina gére  dagilimlarina
bakildiginda, 21 proteinin baglama aktivitesi, 10 proteinin katalitik aktivitesi, 5
proteinin yapisal molekul aktivitesi, 2 proteinin molekuler transduser aktivitesi ve
1 proteinin enzim regulator aktivitesi oldugu belirlenmistir. Tanimlanan bu
proteinler ayni zamanda, hucresel dizenleme, gelisimsel ve metabolik surecler

ve biyogenez gibi biyolojik aktiviteler de gostermektedir.

Protein tanimlamalari, MALDI-TOF kutle spektrometresinden elde edilen peptit
katlelerinin MASCOT sunucusuna aktariimasi ve belirlenen arama kriterlerine
gbre mevcut veritabani bilgisi ile programa yuklenen spektrum verilerinin
karsilastiriimasi sonucu belirlenmektedir. GUnUimUizde pek c¢ok canliya ait
genomik veritabanlari mevcut olsa da, bu tez c¢alismasi kapsaminda model
hayvan olarak secilmis semenderlere ait yeterli molekuler bilgi henlz
kUtiphanelerde bulunmamaktadir. Bu nedenle, MASCOT sunucusunda arama
yapilirken, semenderlere evrimsel olarak en yakin grubu olusturan ve genomik ve
proteomik veri tabanlarinda bilgileri bulunan Xenopus laevis tiru segilerek, tim
protein aramalari bu grup Uzerinden yapilmistir. Bu nedenle protein
tanimlamalarindaki eksikliklerin, semender genomundaki sekans haritalarinin
tam olmamasina ya da semender genomu ile Xenopus genomu arasindaki

homolojinin az olmasina bagli olabilecegi disiinilmektedir. ki boyutlu jel

122



elektroforezi calismasinda teknik tekrarlarin saglanabilmesi igin jel bagina toplam
45 ug protein yuklenmigtir. MALDI-TOF igcin de bu jellerden kesilen spotlar
kullanilmistir. Jellere yuklenen toplam protein miktarinin arttinlmasiyla, kuatle
spektrometresinden elde edilen verilerin kalitesinin de artacagr ve
tanimlamalarda ardisik kitle spektrometresi (Tandem-MS) kullaniimasi halinde

daha kesin sonuglara ulasilabilecegi dustunulmektedir.

Elde edilen protein listesine bagli olarak protein-protein etkilesimleri ile ilgili
analizler Cytoscape 3.1.1 programi kullanilarak yapilmistir. Bu programda da
semender ya da kurbaga bilgileri kullanilamamaktadir. Bu nedenle, UniProt veri
tabaninda bulunan ve Xenopus laevis turinde tanimlanmis olan protein listesine
karsilik gelen fare ve sigcan proteinleri belirlenmigtir. Bu proteinler ile X. laevis
proteinleri arasindaki homoloji NCBI igindeki Protein Blast algoritmasi ile

kargilastirildiktan sonra, Cytoscape 3.1.1 programinda bu veriler kullaniimigtir.

Tanimlanan proteinler Cytoscape 3.1.1 ile uyumlu BINGO programinda
incelendiginde, doku ve organ morfogenezi, hiicre ve doku gelisimi, buylme,
hicre farklilagsmasi, néron homeostasisi, mikrotlibile bagli hareketler, sinyal
yollarinin  pozitif dizenlenmesi gibi fonksiyonlara sahip proteinler oldugu

bulunmustur.

Ergin ve saglam bir periferal sinir aksonu, aksolemma tarafindan sariimis,
mikrofilamentler, nérofilament ara proteinleri ve mikrottbul proteinlerini igeren bir
iskeleden olusmaktadir. Mikrofilamentler subaksolemmal hicre iskeleti tarafindan
ifade edilirken, norofilamentler ve mikrotubdller akson boyunca yayiimaktadir.
Periferal noéronlar, t¢ norofilament alt birimi, periferin ve a-interneksin olmak
Uzere, bes ana tip ara filament ifade etmektedir. Noérofilamentler sinif IV ara
filamentleridir ve hlcre govdelerinde az fosforile durumda iken, aksonal
norofilamentler yogun sekilde fosforile durumdadir. Ayrica norofilamentler
glikozilasyona da ugramaktadir. Periferin, sinif llIF ara filamentidir ve kliguk duyu
ve otonom nodronlarda bulunmaktadir. Alfa interneksin ise sadece saglam motor
noronlarda dusuk seviyelerde ifade edilmektedir. Norofilament alt birimlerinin,
periferin ve a-interneksinin kaybi, motor noéron dejenerasyonuna neden
olmamaktadir. Aksonlarin ¢ap kalinligiyla ilgili olan bu proteinler susturuldugunda

aksonal atrofiye neden olurken, aksonal uzama igin gerekli degildir [13].
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Mikrotubuller ise polimerize tubulin alt birimlerinden olugmaktadir. Akson
boyunca uzunlamasina vyerlesmistir ve akson c¢api azaldikga paketlenme
yogunluklari artmaktadir. a ve B olmak Uzere, iki tubulin alt birimi bir dimer yapisi
olusturmaktadir. Sinirlerde tubulin alt birimlerinin farkl tipleri bulunabilir. Ornegin,
farelerde al, all ve BII, BllIl ve BIVa alt birimleri ifade edilmektedir. Motor ve duyu
aksonlarinda BIl ve BlIl alt birimleri taginarak mikrotubullere katiimaktadir. al

tubulin ayni zamanda rejenere olan aksonlarla baglantilidir [13].

Bir akson fiziksel olarak hasara ugratildiginda, dakikalar iginde hizli molekuler
degisimler gerceklesmeye baslamaktadir. Kesilen aksonlar birkag saat iginde
kesik uclarini kapatarak aksoplazma kaybini onlemektedir. Aksonlarin hizli
onarimi yeni membran sentezini gerektirmektedir. Periferal sinir gdvdeleri
kesildiginde, proksimal aksondaki ilk Ranvier dugumune kadar retrograd
dejenerasyon gerceklesmektedir. Bu sureg, Wallerian dejenerasyondaki gibi
Schwann hucrelerinin aktivasyonu ve hasarli bodlgeye makrofaj gogunu de
icermektedir. Distal akson ucglarinda hasar sonrasi yapisal degisimler
gorulmektedir. Kesik hasari sonrasi birka¢ saat icinde, mikrotubuller once
parcalarina ayrilmakta ve sonrasinda vezikullerin birikebilecedi sekilde yeniden
yapilanmaktadir. Saglam aksonlarda mikrotubdller tek bir ydonde uzunlamasina
yerlesmis polar yapilardir ve + uglari tek bir ydne bakacak sekilde distal olarak
yonlenmistir. Hasar sonrasinda bu konumlari degisir ve tek bir yone bakmak
yerine + ve — uglar zit yonlere bakmaya baslar. Bu yapiya pozitif tuzak
denmektedir ve anterograd yonde tasinacak vezikullerin bu alanda toplanmasi ile
ilgilidir. Bu vezikuller ise buyume konisi yapisinin olusturulmasinda etkili
olmaktadir. Aksonun daha distal bdlgesinde yer alan negatif tuzak yapisi ise eski

membran materyalinin pozitif tuzaktan uzak tutulmasini saglamaktadir [13].

Kesik hasari sonrasi aksonun proksimal ucunda yapisal degisiklikler olusmaya
devam eder. Hasar sonrasi 24- 48 saat icinde proksimal akson ucu siser ve
akson uglarinda yumrular olusur. Bu yumrularda aksoplazmik materyal,
depolimerize noérofilamentler ve fonksiyonel molekiller yer almaktadir. Bu ug
noktalardaki yumrulardan salinan molekuller hasarl sinir gdvdesindeki diger
hicreleri de etkilemektedir. Bir noropeptit olan kalsitonin gen-iliskili peptit
yavasca salinir ve hucre disi alana yayildiginda bu alandaki kilcal damarlar

Uzerinde vazodilator etki yaparken, Schwann hucreleri lzerinde mitojen etkisi
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bulunmakta ve ayni zamanda P maddesi ile sinerjistik etki yaparak lokal ektopik
desarjlarla noropatik agriyr baglatmaktadir. Ayni zamanda bu yumru bdlgeleri
ektopik akson impulslarinin ve agrinin olusumuna neden olan sodyum
kanallarinin toplandigi ve agri sinyalinin hafifletiimesini saglayan u opioid

reseptorlerinin ifade edildigi bolgelerdir [13].

Akson buyume konisi hasar sonrasi birka¢ saat icinde olugsmaya baglamaktadir.
Noronlardan ilk uzayan yapilar, membran cikintilaridir. Noritlerin uzamasini
destekleyen proteinlerden biri protrudindir ve Rab 11 gibi diger membran
proteinleri ile etkilesime girerek, membran trafiginin yonunun belirlenmesine
destek olmaktadir. Kesik hasarinda aksonlar es zamanli hasar goérmesine
ragmen, bir sinir govdesindeki tUm sinirlerin uzamasi es zamanl olarak
gerceklesmemektedir. Sinir hasarinin distalinde kalan kisimda rejenere olan
aksonlar eszamanh buyumemeleri nedeniyle fakli olgunluk derecelerinde
bulunmaktadir. Bu kademeli buyumenin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte,
bazi ilkin aksonlarin digerlerine rehberlik edecek yolu belirledikleri

dusundimektedir [13].

Blyume konileri, aktin filamentlerinin etrafina yerlesmis parmak benzeri filopodlar
icermektedir. BUyume konisinin hareketlerinin ve yodnunin belirlenmesinde
kalsiyum gegisleri etkili olmaktadir. Bu etki, kalmodulin bagimli protein kinaz Il
gibi kalsiyum bagimli sinyal enzimleri sayesinde yaratiimaktadir. Biyime konisi
davraniglarinin dizenlenmesinde, anahtar sinyal mekanizmasi fosfatidilinositol-3
kinaz (PI3K) yolagindaki bir sinyal mekanizmasi etkilidir ve akson dallanmasi igin
gereklidir. Buyume konisinin ileri ya da geri hareketine katilan proteinler arasinda
RHO ailesi GTPazlari, aktin ve mikrotubdllerle etkilesen proteinler yer almaktadir.
Blyume faktorleri uzamayi desteklerken, bazi diger sinyaller ise buylime
konisinin geri ¢ekilmesine neden olmaktadir. Aksonlar kesik hasari sonrasinda
ilerlemeleri gereken yonu dogru tespit edebilirken, Schwann hicrelerinin bdyle bir

secim yapamadigi ve her iki yone dogru gog ettikleri belirlenmistir [13].

Sinir hasari sonrasinda, distal ugta Wallerian dejenerasyonu gergeklesmektedir.
Bu surecgte, Schwann hcreleri prolifere olur, go¢ eder, fenotiplerini degistirir ve
blylume faktorlerini salgilar. Hasar bolgesine makrofaj gogu, kan akiminda lokal
bir artis ve anjiyogenez gorulur. Hucrelerin davraniglari ve sitokinlerin sentezi,

aktif inflamatuvar bir ortamin gdstergesidir. Yeniden sinirlenmenin énlenmesi
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halinde, bu 6zellikler zamanla kaybolmaktadir. Denerve olan distal sinir ucundaki
mikrogevre zamanla rejenerasyonu desteklemez hale gelmektedir. Bu durumda
Schwann hucrelerinin proliferasyonu azalmakta ve daha az buylime faktéru ve
sitokin salinmaya baslamaktadir. Daha da uzun zaman gectiginde Schwann

hucreleri de azalarak, atrofik hale gelmektedir [13].

Periferal sinir hasari, basarili bir rejenerasyon sureci igin, norit uzamasi, denerve
olan hedef organin yeniden sinirlendiriimesi ve fonksiyonun geri kazanilmasi ile
iligkili bir seri molekuler, hiucresel ve yapisal yanitin ortaya c¢ikmasina yol
acmaktadir. Hasarli aksonlardan iletilen en hizli sinyaller, hasarli aksonun iletici
fenotipten blyumeyi destekleyici fenotipe donlismesini saglamaktadir. Bu
degisim, transkripsiyon faktorleri, adezyon molekdlleri, hlicre iskeleti elemanlari,
blylume faktorleri, sitokinler, néropeptitler ve rejenerasyonla ilgili diger molekulleri
iceren bir seri rejenerasyon iligkili genin ifadesinin artmasi ile gerceklesmektedir.
Bu molekuler degisikliklerin yani sira, hayatta kalan noéronlarda morfolojik
degisiklikler de gelismektedir. Proksimal ugta buyume konileri hizla gelisirken;
distal ucgta ise Wallerian dejenerasyonu ile akson ve miyelin yikintilari fagozite
edilmektedir [228]. Akson hasari sonrasi ndronlarda u¢ temel sinyal
olusmaktadir. Birincisi trofik sinyallerin retrograd akimidir. Hasar sonrasi 12- 24
saat icinde normalde baskilanmis olan trofik sinyaller aktif hale gelmektedir. Bu
sinyaller hasarli aksonun ucundan komsu aksonlara ve Schwann hicrelerine
ulagarak, LIF (Losemi inhibitor faktor), CNTF (Kirpiksi norotrofik faktor), FGF
(Fibroblast buyume faktort) ve NT3 (Norotrofin 3) gibi buylime faktorlerini aktive
etmektedir. Bu iki sureg ile aktive edilen molekuller importinlere baglanarak dinein
motorlari araciligiyla hicre govdesine dogru tagsinmaktadir. Bu durum,aksonlarla
hicre digi matriks arasindaki siki iyonik konsantrasyon gradiyentini bozarak,
kalsiyum ve sodyum gibi hucredisi iyonlarin plazmalemmadan hcre igine hizli
akigini saglamaktadir. Bu gegis depolarizasyonla sonuglanarak, hasar nedeniyle
olusan aksiyon potansiyellerinin basariyla iletimini saglamaktadir. Bu molekuler
ve elektriksel sinyallerin iletimi ise, kalsiyum ve cAMP’nin hizla yukselmesi ve bir
seri sinyal yolunun aktive olmasiyla sonucglanmaktadir [228]. Voltaj-bagimli iyon
kanallarindan kalsiyum akimi ile, kalsiyum/kalmodulin bagiml kinaz 2 (CMAK2),
protein kinaz A (PKA), protein kinaz C (PKC) ve Erkl, Erk2 , c-jun N- terminal
kinaz (JNK) ve P38 kinaz gibi mitojen- aktive protein kinazlar (MAPK) gibi gesitli
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protein kinaz sinyal yollari aktive olmaktadir [229]. Bu hasar sinyalleri,
transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu ve nukleer lokalizasyon ile takip
edilmektedir. Fosfoproteomik ve mikroarray calismalari ile yaklasik 400 tane
aksonal sinyal aginin 39 transkripsiyon faktérine baglandigi tespit edilmistir
[228].

Periferal sinir hasari sonrasi rejenerasyon surecinde etkili oldugu bilinen
transkripsiyonel sinyal yollari arasinda, cAMP/ PKA/ CREB, JNK/c-Jun, ATF3,
JAK/ STAT3, Ac-p53 ve BMPs/Smad1 yer almaktadir [230].

Tez calismasi kapsaminda iki boyutlu jel elektroforezi ile elde edilen protein profil
haritalar protein kimelerinin yogunluk degerleri agisindan incelendiginde (Sekil
3.18- 3.33), tubulin zincirleri, aktin, periferin, vimentin, neksin gibi hicre iskeleti
ile iligkili proteinlerin hasarl sinirlere ait distal ve proksimal orneklerdeki
ifadelerinin kontrol grubunu olusturan saglam siyatik sinirlerdeki ifadelerine gore
oldukga yuksek oldugu gorulmustar. Hacre iskeletindeki degdisimlerin
duzenlenmesinde etkili olan kazein kinaz 2 proteini de kontrol grubuna gore
hasar gruplarinda ifadesi artan bir protein olarak bulunmustur. Bu bulgumuz,
literatlrde yer alan, akson hasari sonrasi hicre iskeleti ile iligkili proteinlerin
ifadelerindeki artis ve duzenlenmelerindeki degisim ile nérit uzamasi surecinin
hizlandigi bilgisiyle uyumlu sonuglar vermigtir. Distal ve proksimal sinir uglari
arasindaki ifade farklarina baktigimizda ise, literatirle uyumlu olacak sekilde,
distal sinir ucundan mikrogevreyi duzenleyici ve yeni uzamakta olan noritlere
rehberlik edecek faktorlerin salgilandigi; proksimal ugta ise norit uzamasi ile ilgili
Ozellikle hticre iskeleti proteinlerinin ifadelerinin arttigi gértilmektedir. Tubulin alfa
ve beta 2 zincirlerinin ifadeleri, hasar sonrasi 0-3. saat grubunda distal
orneklerde yuksekken; 24. saat orneginden itibaren tum zaman araliklarinda
proksimal ugtaki ifadesi distal ucgtakinden ve kontrol grubundan ylksek
bulunmustur. Aktin proteininin ifadesi ise, tim zaman araliklarindaki distal ve
proksimal orneklerde kontrol grubundan c¢ok yuksek iken; 24. saat ve 21. gin
orneklerinde proksimal ugtaki ifadesi, distal ucu gegmistir. Ancak distal ve
proksimal uglardaki ifadeleri arasindaki fark ¢ok ylksek bulunmamigstir. Periferin,
vimentin ve neksin proteinleri ayni protein kimesinden tanimlanmistir. Bu
proteinlerin de, 0-3. saat araligi disindaki tum zaman araliklarinda proksimal ugta
distal ugtan daha fazla ifade edildigi gézlenmistir. Hiicre iskeletinin yapilanmasi
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ile ilgili tanimlanmig diger bir protein faskin proteinidir. Bu proteinin zaman
araliklarina gore gruplardaki ifadesi incelendiginde, 24. saat ve 7. gun
gruplarinda proksimal uctaki ifadesinin distal ugtakinden yogun oldugu

gozlenmisgtir.

Distal sinir ucunda proksimal uca oranla ifadesi daha yuksek olan proteinlerin ise,
cogunlukla tastyici proteinler, buyume faktorleri, sinyal molekulleri ve duzenleyici
molekuller arasinda olduklari goérilmustir. Bunlar arasinda BMP sinyal yolunda
gorevli olan F- kutusu/ LRR- tekrar proteini 15’in ifadesi, 0-3. saat disindaki tim
zaman araliklarinda, distal ugta proksimal uctan daha yuksek olarak
bulunmustur. Transkripsiyon aktivitesini duzenleyen ve aktin polimerizasyonunu
etkileyen simiate proteininin ifadesi de 0-3. saat araligi disindaki gruplarda distal
ucta proksimal ugtan daha yiiksek bulunmustur. Okaryotik hiicrelerde, sitoplazma
ile cekirdek arasinda protein ve RNA molekullerinin taginmasinda goérevli olan
eksportin proteininin ifadesinin tim zaman araliklarinda distal ugta proksimal
uctan fazla oldugu bulunmustur. BMP yolunun antagonisti olan kordin proteini de
tim zaman araliklarinda distal ugta daha fazla ifade edilmistir. Ras iligkili protein
Rab-19 ve Noritin- B proteinlerinin ifadeleri ise, 0-3. zaman araliginda hem distal
hem de proksimal ugta kontrole ve diger zaman araliklarina gore daha fazla ifade
edilirken; diger zaman araliklarindaki ifade miktari daha azdir. Rab proteinlerinin,
GTP-baglayici ozelligi vardir ve vezikullerin hareketini dizenlemektedir. Noritin
proteininin ifadesinin hasar sonrasi arttigi ve bu proteinin akson boyunca her iki

yonde de tagindigi bilinmektedir.

TNF reseptor iligkili faktor 6-B proteini, néron gelisiminde etkili olan bir E3
ubikutin ligazdir. Bu reseptorun aktivasyonu bir ¢ok hucrede apoptosise yol
acmaktadir. Sinyal iletim mekanizmalarinda etkili olan bu proteinin ifadesi de 21.
gun disinda tum zaman araliklarinda proksimal ucgta distal uca gore daha

fazladir.

Kalsiyum bagmmh salgilama aktivatort 1, norotransmitter ve noropeptit
vezikullerin ekzositozunda gorevlidir ve 24. saat grubu disindaki zaman

araliklarinda distal ugtaki ifadesi proksimal ugtakinden yuksek bulunmustur.

Fibroblast bliyume faktdri reseptori 4 proteininin ifadesi, 24. saat ornekleri

disinda proksimal ugta distal ugtan daha yuksek gorulmustir. Bu protein ailesi,
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doku onarimi ve hasar yanitinin olusturulmasinda gorevlidir. Literatirde hasar
sonrasi hem distal hem de proksimal uctaki ifadesinde artig gozlendigi
belirtiimektedir [96, 97, 98].

Cinko parmak proteinlerinden olan Zbtb18 proteini, gelisimsel slreclerde
transkripsiyon baskilayici olarak bulunmaktadir ve gruplar arasi ifadelerine
bakildiginda, 24. saat disindaki tum gruplarda distal ugta proksimal uca goére
daha fazla ifade edildigi gorilmektedir. Ayni ifade profilini gdsteren Ecsit proteini
Toll- benzeri ve BMP sinyal iletim yollarinda goérevli iken, proenkefalin proteininin

ifadesi ise buyume faktorleri ve norotrofik faktorler tarafindan dizenlenmektedir.

Transforme edici buylime faktora beta-1 ile induklenen transkript 1 proteini, hiicre
blylumesi ve farklilasmasinin dizenleyicisi olarak birgok dokuda yer almaktadir.
Periferal sinir sisteminde, Wallerian dejenerasyonu ile devam eden rejeneratif
yanitin olusmasindan sorumlu oldugu ve Wnt ve steroid sinyal yollarini
dizenledigi bilinmektedir. Tez calismasi kapsaminda, 0-3. saat disindaki tim

zaman araliklarinda proksimal ugta daha fazla ifade edildigi gézlenmistir.

5'-nukleotidazlardan olan Sitosolik purin 5'- nukleotidazin nérit uzamasinda trofik
etkisi oldugu bilinmektedir. Gruplar arasi ifade duzeylerine bakildiginda, 0-3. saat
disindaki tUm zaman araliklarinda proksimal ugtaki ifadesinin distal ugtan daha

yuksek oldugu gorulmektedir.

Morforegulator protein olan ve nérit uzamasinda etkili paralemmin proteininin de
ifadesi, 0-3. saat disindaki zaman araliklarinda proksimal ucta distal uca oranla
daha yiiksek bulunmustur. Ozellikle Schwann hiicrelerince ifade edildigi bilinen
Ostrojen  reseptorlinin, Schwann hicrelerinde proliferasyonu  artirdigi
bilinmektedir. Proksimal ugta, 0-3. saat ornekleri digindaki zaman araliklarindaki
ifadesi distal uca goére daha yuksektir ve distal ucta da rejenerasyon sulrecinin
ilerlemesiyle ifadesi giderek azalmaktadir. Kazein kinaz proteini ise, sinir blyume
faktorleri tarafindan aktive edilerek akson uzamasini desteklemektedir ve hicre
iskeletindeki dinamikleri de dizenleyici etkisi bulunmaktadir. Bu proteinin ifadesi
7. ve 14. gunlerde proksimal ugta yuksekken; diger zaman araliklarinda distal

ucta yuksek bulunmustur.

Bu tez calismasinda tanimlanan proteinlerin birbirleriyle olan iligkilerini gosteren

Cytoscape analizi sonuglar ile, 6zellikle hiicre proliferasyonu, transkripsiyon ve
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hicre iskeleti elemanlarinin dizenlenmesiyle iligkili biyolojik surecleri yansitan
sinyal yollarina ait veriler elde edilmistir. Bu sureglerin, akson rejenerasyonunda

gbzlenen molekuler degisikliklerle de uyumlu oldugu bilinmektedir.

Sonug olarak bu g¢alisma ile dogadan toplanan bir semender tlrinde siyatik sinir
dokusunun rejenerasyon sureci ile ilgili davranigsal, elektrofizyolojik ve molekuler
veriler elde edilmis ve bu bilgiler literatire ilk kez kazandirimistir. Semenderler
rejenerasyon yetenegi en yuksek olan omurgali grubudur. Bu nedenle bu gruba
ait protein-protein etkilesimlerinin belirlenmesi, rol oynayan blyime faktorlerinin
tespit edilmesi ve bu faktorlerin hicre igindeki etkilerinin daha iyi anlagilabilmesi
gibi detayli veriler, diger memeli gruplari ve O06zellikle insanlari kapsayan
calismalar icin bilgi saglayacaktir. Semender turlerinde rejenerasyon basarisini
artiran bir faktérin tespit edilmesi halinde, bu faktérin diger canhlarda ve
insanda olusabilecek sinir hasarlarinin tedavisine yeni bir yaklagim getirebilecegi
ve ticari olarak kullanilabilir Granlere yonelik c¢aligmalar destekleyecedi
dusundlmektedir. Amfibi tlrlerinde rejenerasyon mekanizmasinin incelendigi ve
ilk bilgilerin degerlendirildigi ¢alismalar onsekizinci yuzyila dayanmaktadir. Bu
donemlerde ¢ok onemli bulgulara ulagiimasina karsin, kullanilan yéntemlerin
yetersizligi nedeniyle detayli analizler yapilamamistir. Bu nedenle rejenerasyon
surecinin anlasilmasi icin yeni nesil molekuler tekniklerin ve farkli model
organizmalarin  kullanildigi ¢alismalar 6nem tasimaktadir. Bu bakimdan
yaptigimiz tez calismasinin sonuglari, temel bilimlere katki saglamanin yani sira,
ulkemizde semender modelinin kullanilacagr deneysel calismalara da onculik
etmektedir. GuUnUmuz teknolojileri ile elde edilen sonuglarin, rejenerasyon
surecindeki temel mekanizmalarin agiklanmasindaki dneminin yani sira, ozellikle
biyoteknoloji, tip ve eczacilik gibi uygulamali alanlardaki calismalara da isik

tutacagi dusunulmektedir.

Tez calismasi kapsaminda elde edilen tim veriler degerlendirildiginde yapilan

arastirma ile;

1. Yurime modeli sigana gore farklihk gosteren semender Ornekleri igin
yurime analizlerinde kamera kayitlarinin kullaniimasi uygun bulunmus, bu
semender turune ait yurime modelinin ve siyatik sinir iyilesme surecinin
takip edilmesi icin gelistirilecek formullerde, hem alttan alinan ydrime
kayitlari ile ayak tabani olgumlerinin, hem de Ustten yapilacak kayitlar ile
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bacak ile vucut arasinda kalan acilarin degerlendiriimesi gerektigi
sonucuna ulasiimistir. Bu dogrultuda, eldeki verilere ek olacak yeni
yurime kayitlari ile bir formal gelistiriimesi mimkun olabilecektir.

. BKAP oOlgumlerinde, literatlrle uyumlu olacak sekilde, siyatik sinir hasari
sonrasinda genlik degerlerinin ve yanit suresi uzunlugunun rejenerasyon
surecinin ilerlemesiyle birlikte arttigi gozlenmigtir. Elektrofizyolojik dlgumler
icin semender boyutuna uygun bir sistemin kullanilabilmesi halinde, tez
calismasi kapsamindaki kayitlarda gorulen gurultu dalgalarinin dnlenmesi
ve daha temiz kayit alinmasi mumkun olacaktir.

. Proteomik calismalarda kullandigimiz yontemlerin ayrim gucune gore
kesik hasari ile ¢calismanin daha uygun oldugu tespit edilmistir. Bu hasar
tipindeyse distal ve proksimal sinir uglarinin ayri ayri ¢alisiimasi halinde
farkh proteinlerin ifadeleri arasindaki degisimin gosterilmesinin daha
glvenilir sonuglar verecegi gorilmistir. iki boyutlu jel elektroforezi ve
MALDI-TOF kuitle spektrometresi ile alinan sonuglarin yani sira,
fosfoproteomik ve glikoproteomik boyamalardan elde edilecek verilerin de
mekanizmanin aydinlatiimasinda 6nemli basamaklardan birini olusturdugu
distnilmektedir. Ozellikle fosforilasyonun proteinlerin biyolojik yapisini ve
aktivitesini onemli dlgtde etkiledigi ve hucresel proteinlerin yaklagik olarak
ucte birinin fosforile olabildigi bilinmektedir. Bu nedenle, ¢alismanin bir
sonraki adiminda her bir zaman araligina ait iki boyutlu jellerin
fosfoproteomik ve glikoproteomik olarak incelenmeleri ile yeni bulgular
elde edilecegi dusunulmektedir.

. Bu calismada kullanilan canli materyal olan T. karelinii tirl semenderlerin
genomu henlz aydinlatimamistir. MALDI-TOF kuitle spektrometresi ile
elde edilen bazi spektrumlarin veri tabanlarinda kargiligi bulunamadigi i¢in
protein tanimlamalarinda diisiik skorlu sonuglar elde edilmistir. Orneklerin
ardisik kutle spektrometreleri ile degerlendiriimesi halinde, hasarli ve
saglam sinir dokularina ait daha kesin veriler elde edilebilecektir.

. Tez calismasi kapsaminda, hasar sonrasi iyilesme slreci altt zaman
araliginda incelenmistir. Periferin, katenin alfa, noritin, TNF reseptor iligkili
faktor 6-b gibi bazi proteinlerin akut dénemde ifadeleri ylksek iken,
iyilesme slrecinin ilerlemesiyle birlikte ifadelerinde buyuk bir azalma

oldugu gozlenmigtir. Fibroblast bluylime faktoru reseptora 4, Cinko parmak
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ve BTB domain igeren protein 18, evrimsel olarak korunmus Toll yolagi
ara sinyal proteini gibi bazi proteinlerin tanimlandigi protein kiimelerinin
ise hasar sonrasinda ifadeleri az iken, iyilesme surecinin ilerleyen
doénemlerinde ifadelerinin arttigi ve kontrol grubu dederlerine yaklastigi
gOrulmustaur. Bu veriler, ¢calismada belirlenen zaman araliklarinin iyilesme
surecinin takip edilmesi igin uygun oldugunu gdstermektedir. lyilesme
surecinin daha uzun bir sure takip edilmesi halinde, tum protein
kimelerinin  ifadelerinin  kontrol grubu degerlerine yaklasacagi
dusunulmektedir.

. Bu ¢alismanin canli materyali olan semender drnekleri dogadan toplandigi
icin mumkUn olan en az sayida hayvanin kullaniimasi amaglanmigtir.
Ancak c¢alismada hasar sonrasi daha uzun sureli gozlemler yapabilmek ve
bu bilgilere destek verecek ek histolojik c¢alismalarin ve protein
tanimlamalarini onaylamak Uzere western blot galismalarinin yapilmasi ile
daha kapsamli sonuglar elde edilebilecektir.

. Bu tez galismasi, TUBITAK/ KBAG 113Z124 numarali projenin ilk asamasi
olarak gercgeklestiriimigtir. Bu proje kapsaminda ayni deney plani siganlar
uzerinde de uygulanacak ve amfibi ve memeli siyatik sinirlerinin
rejenerasyon surecindeki degisimleri karsilagtirilacaktir. Bu c¢alisma ile
semenderlerdeki rejenerasyon basarisiyla ilgili yeni bulgularin elde
edilmesinin yani sira, memelilerle semenderler arasindaki farkhliklarin da

tespit edilmesi hedeflenmisgtir.
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EKLER

EK 1. Galismada Kullanilan Kimyasal Madde ve Cihaz Listesi
Cizelge 4. 1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasalin Adi Markasi
Adrenokortikotropik Hormon Sigma

Agar Sigma
Akrilamit/ Bisakrilamit (%40) Bio-Rad
Amfolitler Fluka
Amonyum bikarbonat Sigma
Amonyum persulfat Bio-Rad
Anjiyotensin-1 Sigma

Asetik asit Merck
Asetonitril Sigma- Aldrich
Bromofenol mavisi Bio-Rad
CHAPS Amresco
CHCA Sigma
Coomassie Blue Thermo-Scientific
DTT Fluka

Etanol Sigma

Formik asit Merck

Gliserol Sigma-Aldrich
Glisin Bio- Rad

Glu 1- fibrinopeptid B Sigma
Hidroklorik asit Merck
iyodoasetamit Bio-Rad
Metanol Sigma

Mineral yagi Bio-Rad
MS-222 Sigma- Aldrich
Oriole BioRad

Pro-Q Diamond

Life Technologies, Thermo- Fisher
Scientific

Pro-Q Emerald 300

Life Technologies, Thermo- Fisher
Scientific

Proteaz inhibitor kokteyli Roche
Protein molekuler agirlik BioLabs
belirteci

Renin-14 Sigma

SDS Bio-Rad

Sigir serum albumini (BSA) Thermo-Scientific
Substance- P Sigma
TEMED Bio-Rad
Tiyoure Bio-Rad
Trifloro asetik asit Sigma-Aldrich
Tripsin Promega

Tris Bio-Rad

Ure Bio-Rad
ZipTip Millipore
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Cizelge 4. 2. Deneylerde kullanilan cihazlar ve programlar

Cihazin Adi- Modeli Markasi Kullanim Amaci

- 20 °C derin dondurucu Sanyo Deneylerde kullanilacak
malzeme ve orneklerin
saklanmasi

- 80°C derin dondurucu Sanyo Deneylerde kullanilacak
malzeme ve 6rneklerin
saklanmasi

+ 4°C buzdolabi Sanyo Deneylerde kullanilacak

malzeme ve orneklerin
saklanmasi

BioPac MP35 BioPac Systems, Inc. | EMG kayitlarinin alinmasi

BioPac SS2L model BioPac Systems, Inc. | EMG kayitlarinin alinmasi

elektrotlar

ChemiDoc MP Sistemi jel Bio-Rad Fosfoprotein ve glikoprotein

gorunttleme sistemi boyamasi yapilan jellerin
goérintilenmesi

Hassas terazi Schimadzu Ornek ve gozelti
hazrilanmasi

MALDI-TOF kutle Waters Protein tanimlamalarinin

spektrometresi (Micromass yapilmasi i¢in m/z

M@LDI) degerlerinin elde edilmesi

Protean IEF Cell Bio-Rad izoelektrik odaklama
isleminin yapiimasi

Protean xi Cell Bio-Rad ikinci boyutlu jel

elektroforezinde ikinci boyut
ayrimin yapilmasi

Proteome Works Spot
Cutter

Bio-Rad Laboratories

Protein kiimelerinin jelden
kesimi

Saf su sistemi Millipore Molekuler analizlerde
kullanilacak ultra saf suyun
eldesi

Sogutmali santrif(j Sigma Ornek hazirlanmasi

Ultrasonik su banyosu Elma Ornek hazirlanmasi

VersaDoc 1000 jel Bio-Rad Jellerin goéruntilenmesi

géruntileme sistemi

BioPac Pro 3.7

BioPac Systems, Inc.

EMG kayitlarinin analizi

Cytoscape 3.0.1

Protein-protein etkilesim
aglarinin eldesi

Image J

Ulusal Saglik
Enstitisu, ABD

Ayak izlerinin dlgllmesi

MASCOT

Protein tanimlamalarinin
yapilimasi

MassLynx 4.0 Waters MALDI-TOF kutle
spektrometresinden m/z
degerlerinin alinmasi

PDQuest 8.0.1 Bio-Rad iki boyutlu jellerin analizi

SPSS IBM SPSS Statistics istatistiksel analizlerin

Version 20 yapilmasi
STRAP 1.5 Tanimlanan proteinlerin

gorevlerine ve hicredeki
konumlarina gére
siniflandiriimasi
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EK 2. Proteomik Caligmalarda Kullanilan Protokoller
Siyatik sinir dokusu orneginden protein eldesi

1.
2.

Siyatik sinir dokusu bistiri ile mimkuin oldugunca klguk parcalara ayrilir.

Bu parcalar tlp icine alindiktan sonra Uzerlerine sivi azot eklenerek pens

yardimiyla érnekler parcalanir.

Kullanilan siyatik sinir dokusu ¢ok kuguk oldugu igin, gerekli lizis tamponu

miktari dokunun toplam agirligina gére hesaplanmamigtir. Bu galismada iki

tam siyatik sinir icin 50 ul olacak sekilde Ureli lizis tamponu eklenen 6rnekler

vortekslenmistir.

- Ureli lizis tamponu: 7 M Ure, 2 M tiyoure, % 4 CHAPS, % 1 DTT, % 2
tasiyici amfolitler (pH 3-10), 1 tablet proteaz inhibitor kokteyli.

iclerinde doku érnegi ve lizis tamponu olan tiipler, buz iginde ug sonikasyonu

ile 40 amplitut siddetinde sonike edilir. Bu islem yaklasik 5 saniye araliklarla

5 kez uygulanir.

Su banyolu sonikatérde 10 dakika homojenizasyona devam edilir.

Homojenize olmus 6rnekler, 4 °C’de 20.000x g'de 45 dakika santrifuj edilir.

Santriflj sonrasi, supernatan ayri bir tipe alinir. Semender sinir dokusu

orneklerinde pellet kismi neredeyse ayirt edilmeyecek kadar az oldugu igin,

ayni tup ile galismaya devam edilebilir.

Bradford yontemi ile protein miktar tayini

200, 400, 600, 800 ve 1000 ug/ml’lik BSA standartlari hazirlanir.

Protein miktar tayini yapilacak orneklerdeki protein yogunluguna bagh olarak
ornekler standartlarin araliginda olacak sekilde seyreltilir.

Kor (blank) kuyucugu icin 5 pl su yuklenir. BSA standartlari her bir kuyucukta
5 ul olacak sekilde dort tekrarli olarak yuklenir.

Protein miktar tayini yapilacak o6rnekten 5'er pl dort tekrarli olarak
kuyucuklara yuklenir.

Su, standartlar ve drneklerin Uzerine 245’er ul reaktif boyasi (Coomassie
Blue) eklenir ve 15 dakika 1s1k gegirmeyen ortamda inkube edilir.

Spektrofotometrede 595 nm’de dlgum yapilir.
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iki boyutlu poliakrilamit jel elektroforezi (2D-PAGE)
Rehidrasyon

1.

Protein miktar tayini sonuglarina goére, kullanilacak IPG serit jel igin gerekli
olan rehidrasyon tamponu ve Ornek hacimleri hesaplanir ve o&rnekler
rehidrasyon tamponu ile karigtirilir.

- Rehidrasyon tamponu: 7 M Ure, 2 M tiyoure, %4 CHAPS (w/v), %1 amfolit

(pH: 3-10), 10 mM DTT, pipet ucuyla az miktarda bromofenol mauvisi.

Aktif rehidrasyon igin kullanilan elektrotlu IEF tepsisine 6rnek ve rehidrasyon
karigimi yuklenir ve Uzerlerine IPG seritler (7 cm, pH 3-10) jel yuzu asagiya
bakacak sekilde yerlestirilir.

On bes dakika beklendikten sonra, seritlerin Gzeri mineral yagi ile

kaplanarak, |IEF cihazinda 50 V’da 16 saat aktif rehidrasyon yapilir.

izoelektrik Odaklama (1. Boyut Ayrimi)

1.

Temiz bir IEF tepsisinde elektrotlarin Gzerine ultra saf su ile islatilan elektrot
kagitlari konulduktan sonra rehidrasyonu tamamlanan seritler jel yizu asagi
bakacak sekilde yerlestirilir. Seritlerin Gstundeki pozitif ug tepsideki pozitif uca
denk gelecek sekilde yerlestiriimelidir.

Her bir seridin Gzeri mineral yagi ile kaplandiktan sonra tepsi IEF cihazina
yerlestirilir. 15 dakika 250 V, 3 saat 10 kV, toplamda 60 kV/sa degerine

ulagana kadar 10 kV yaruatalar.

Dengeleme (2. Boyut Ayrima Hazirlik)

1.

IEF’i tamamlanan jeller, temiz bir tepsiye jel yuzu yukari bakacak sekilde

yerlestirilir.

Uzerine dengeleme 1 tamponu eklenen 6rnekler, 15 dakika oda sicakhiginda

calkalayici Uzerinde inkube edilir.

- Dengeleme (equilibration) 1 tamponu: 6 M Ure, 0.375 MTris-HCI, %2 SDS,
%20 gliserol ve % 2 DTT

Dengeleme 1 tamponu uzaklastirildiktan sonra, seritlerin Uzerine dengeleme

2 tamponu eklenir ve 15 dakika oda sicakliginda calkalayici Gzerinde inklbe

edildikten sonra tampon uzaklastirilir.

- Dengeleme (equilibration) 2 tamponu: 6 M Ure, 0.375 M Tris-HCI, %2
SDS, %20 gliserol ve % 2.5 iyodoasetamit
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2D-PAGE (2. Boyut Ayrim)

1.

% 12’lik ayirma ve % 4’luk yigma jeli hazirlanir. IPG seritlerin yiklenmesine
uygun olacak duz taraklar yerlestirilir. Jeller polimerize olduktan sonra tarak
cikarilhr.

- % 12lik ayirma jeli: 3.5 ml 1,5M Tris-HCI pH 8.8, 4.2 ml akrilamit-
bisakrilamit %40, 140 ul %10 SDS, 6.083 ml ultra saf su, 70ul %10
amonyum persulfat, 7 yl TEMED.

- % 4’luk yigma jeli: 1.25 ml 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 500 pl akrilamit-
bisakrilamit %40, 50 pl %10 SDS, 3.17 ml ultra saf su, 25 ul %10
amonyum persulfat, 5 yl TEMED.

Jelin sol tarafinda tarak ile hazirlanmig olan bosluga 5 ul molekuler agirlik

markeri (BioLabs 7703S, New England Biolabs Inc., USA) ylklenir.

1 X yUritme tamponunda hazirlanan % 0.5’lik agar ¢dzeltisi 1sitildiktan sonra

taragin ¢ikarildigi bosluga dokular ve hizlica seritler bu bogluga yerlestirilir.

Elektroforez tanklari 1X yurutme tamponu ile doldurulduktan sonra, jeller 15

dakika 100 V’da, sonrasinda ise izleme boyasi olarak kullanilan Bromofenol

mavisi jelin alt ylztine ulasana kadar 140 V’da yarutalGr.

- 10X SDS yulratme tamponu: 30.3 g tris, 144 g glisin, 10 g SDS, ultra saf su

ile 1 litre igerisinde hazirlanir.

Protein kiimelerinin jelden kesimi

1.

Kesilen jel pargalarinin igine atillacagi V-tabanli 96 kuyucuklu plakanin her
kuyucuguna 200 pl ultra saf su koyulur.

Protein kimelerinin kesilecegi jel, Proteome Works Spot Cutter cihazina
yerlestirilir ve géruntusu alinir.

Bilgisayar ekraninda gorulen jel fotografi Uzerinden kesilmek istenen protein
kimeleri segilir.

Cihaz segilen protein kimelerini jelden keserek, V-tabanli 96 kuyucuklu

plakada istenilen kuyucuga birakir.

Tripsin enzimi ile jelden kesilen proteinlerin jel icinde sindirimi

1.

Tripsinizasyon agamasinda kullanilacak ¢ozeltiler agagida listelenmistir:
- 100 mM amonyum bikarbonat (NH4sHCO3)

- 50 mM NH4HCO3

- % 100 asetonitril (ACN)
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10.
11.
12.

13.

14.
15.
16.

- 10 mM DTT (50 mM NH4HCOg3 igerisinde)

- 55 mM iyodoasetamit (50 mM NH4HCOj igerisinde)

- Ekstraksiyon tamponu: Ultra saf su iginde % 1 formik asit, % 2 ACN

- Dizileme kalitesinde tripsin (5 ng/ul)

Tripsinizasyon yapilacak o6rneklerin bulundugu her bir kuyucugda % 50
100mM NH4HCO3 % 50 ACN igeren yikama solusyonundan 200 pl ilave
edilir. 1-2 dakika vortekslendikten sonra 5 dakika c¢alkalayici Gzerinde inklbe
edilir.

Solusyon pipetle gekildikten sonra, ikinci madde tekrar edilir.

200 pl ACN tum kuyucuklara ilave edilir. 1-2 dakika vortekslendikten sonra 5
dakika calkalayici Gzerinde inkibe edilir. ACN pipetle geri cekilir ve kalan
ACN’nin ugurulmasi igin 5 dakika 37°C’lik etlivde bekletilir.

50 mM NH4HCOg3ile hazirlanan 10 mM DTT ¢ozeltisinden 100 pl kuyucuklara
eklenir. 1- 2 dakika vortekslendikten sonra 30 dakika 37° C’de inkube edilir.
Solusyon geri gekilir.

50 mM NH4HCOg; ile hazirlanan 55 mM iyodoasetamit ¢ozeltisinden 100 pli
kuyucuklara eklenir. 1- 2 dakika vortekslendikten sonra karanlkta 30 dakika
37° C’de inkube edilir. Solusyon geri cekilir.

ikinci madde tekrarlanir.

Dorduncu madde tekrarlanir.

On bes dakika oda sicakliginda bekletilir.

5 ng/ul tripsin 50 mM NH4HCO; ¢ozeltisi icinde hazirlanir.

Her kuyucuga 30 pl dilue tripsin eklenir.

Bir saat oda sicakliginda bekletilir. Jel pargalarinin tripsin solisyonunu
emerek sismesi gerekmektedir. Sire yeterli gelmezse, + 4°C’de 1 saat daha
inkiibasyona devam edilebilir.

Bu sure sonunda kuyucuklarda tripsin ¢ozeltisi kaldiysa, pipetle geri gekilir.
Uzerine jelleri kaplayacak kadar (30- 50 pl) 50 mM NH;HCO3 soliisyonu
eklenir.

Plakanin Uzeri kapatilarak 37°C’de gece boyu inkube edilir.

Sure sonunda plaka 15 dakika calkalayicida sogumaya birakilir.

Plaka 1-2 dakika vortekslenir ve kuyucuklara 30 ul taze hazirlanmis
ekstraksiyon tamponu eklenir, Ustu kapatilarak 30 dakika oda sicakliginda

calkalayici Uzerinde inkube edilir.
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17.

18.

19.

20.
21.

Plaka 1- 2 dakika vortekslendikten sonra sivi faz etiketlenmis LoBind tuplere
alinir.

12 pl ekstraksiyon tamponu ve 12 pyl ACN her bir kuyucuga tekrar eklenir ve
30 dakika oda sicakliginda galkalayici ustunde inkube edilir.

Plaka 1- 2 dakika vortekslendikten sonra sivi faz etiketlenmis LoBind tuplerin
uzerine eklenir.

On sekiz ve 19. maddeler tekrarlanir.

Tdm iglemler sonunda Vacuum Speed Santrifljj ile LoBind tlplerin igindeki

hacim 20 uI'nin altina indirilir.

ZipTip Cig Pipet Uglari ile Orneklerin Saflastiriimasi

1.

Tripsinizasyon asamasindan sonra ornekleri konsantre etmek ve tuz,

deterjan gibi kalintilari uzaklastirarak MALDI-TOF analizlerine gegmeden

once ornekleri saflagtirmak i¢in MilliPore Ziptip Ci1s pipet uglari (Millipore)
uretici firmanin onerdigi protokole gore kullaniimistir.

ZipTip Cyg pipet ucu takildiktan sonra, 10 yl ACN gekilir, birakilir. Bu iglem iki

kez tekrar edilir.

10 ul yikama solusyonu gekilir, birakilir. Bu iglem iki kez tekrar edilir.

- Yikama Solusyonu: Ultra saf su icinde % 0.1 TFA ve % 5 metanol ile
hazirlanir.

Tripsinizasyonu tamamlanmis ve LoBind tuplere alinmig olan peptit karigimi

ZipTip pipet ucuyla 10 kez c¢ekip birakilir.

Ugtincti madde tekrarlanir.

icinde 3-4 pl eliisyon soliisyonu bulunan yeni bir LoBind tiip hazirlanir.

Orneklerle muamele edilip yikanmig olan ZipTip ucu ile bu solisyon (¢ kez

cekilip brrakilir.

- ElUsyon Solusyonu: 1 birim 6rnek solventi (% 50 ACN, % 0.1 TFA) ve 1
birim matriksli solisyon (% 75 ACN, % 0.1 TFA icinde ¢ézulmus CHCA (a-
Cyano-4-hydroxycinnamic acid))’den olugur.

Ziptip ile muamele edilmis peptit karigimini iceren bu solisyondan 1.5 pl

alinir ve MALDI-TOF plakasina yuklenir.
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MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi ile Olgiim Yapma

1.

ZipTip pipet uclariyla saflastirilan ve matriks ile karistirilan érneklerden 1.5 pl
MALDI-TOF plakasina yuklenir.

Kalibrasyonda kullanilacak olan bes peptit karisgimini  olusturan,
adrenokortikotropik hormon (ACTH), (Glul)-fibrinopeptit B (Glu-Fib),
substance P, renin-14 ve angiotensin 1 peptitleri son yogunluklari 10-40
pmol/ul olacak sekilde stok ¢oOzeltilerden 6rnek ¢bzucu tamponuyla (% 50
ACN, % 50 ultra saf su, % 0.1 TFA) seyreltilir ve kuyucuklara 1.5 pl yUklenir.
Tam ornekler yuklendikten sonra, MALDI-TOF plakasi laminar kabin altinda
kurumaya birakilir. Kuruyan plaka, cihaza yerlestirilir, ¢calismadan Once
vakumun dusmesi beklenir ve sonrasinda voltaj degerleri ayarlanir.
MALDI-TOF kutle spektrometresinin kalibrasyonu igin, oncelikle molekuler
agirhiklar bilinen beg peptit karigimi okutularak, dlgimun dogrulugu kontrol
edilir.

Kalibrasyon yapildiktan sonra orneklerin okunmasi gerceklestirilir. Elde
edilen spektrumlardaki kutle/ yuk oranlart MASCOT sunucusundaki peptit

kitle parmak izi ydntemi ile degerlendirilir.
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EK 3. Sekil 3. 37’de godsterilen protein- protein etkilesim aglarinda yer alan
protein kod ve adlari

Cizelge 4. 3. Sekil 3.37 (a) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu | Protein Adi

Kcnmal Calcium- activated potassium channel subunit alpha-1

Ppl Periplakin

Ywhab 14-3-3- protein beta/ alpha

Vim Vimentin

Tnf Tumor necrosis factor

Slc2a4 Solute carrier family 2 facilitated glucose transporter member
4

Dynll1 Dynein light chain 1, cytoplasmic

Tubb2a Tubulin beta 2A chain

LRRK?2 Leucine-rich repeat serine/ threonine protein kinase 2

Tubala Tubulin alpha 1A chain

Nr3cl Nuclear receptor subfamily 3 group C member 1

Actb Actin, cytoplasmic

Rad23b UV excision repair protein RAD23 homolog B

Hnrnpk Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

Cavl Caveolin 1

CHEBI 63867 | N-(hexanoyl)sphing-4-enine

CHEBI 59639 | 5-(6-aminohexanamido)isatin

CHEBI 64404 | 8-(6-aminohexylamino)-2'-O-methyl 3',5'-cyclic AMP

CHEBI 64394 | 2-(6-aminohexylamino) 3',5'-cyclic AMP

CHEBI 64403 | 8-(6-aminohexylamino) 3',5'-cyclic AMP

EBI 2257696 (E)-3-(5-chloro-2-methyl anilino)-1-(2,4-dichlorophenyl)prop-
2-en-1-one
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Cizelge 4. 4. Sekil 3.37 (b) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu

Protein Adi

Hsd3b4 3 beta hydroxysteroid dehydrogenase type 4
Ywhaz 14-3-3 protein zeta/ delta

Nanog Homeobox protein NANOG

Csnk2al Casein kinase 2 subunit a

Cenpc Centromere protein C

Cdhl Cadherin 1

Pgls 6- phosphogluconolactonase

Ctnna2 Catenin a-2

Ywhae 14-3-3 protein epsilon

Hmg20a High mobility group 20A protein

Snx33 Sorting nexin 33

Gnl3 Guanine nucleotide binding protein like 3
Fscnl Fascin

Nt5c2 Cytosolic purine 5'-nucleotidase

Ywhah 14-3-3 protein eta

Cizelge 4. 5. Sekil 3.37 (c) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu

Protein Adi

SNCA Alpha-synuclein

Ctnna2 Catenin alpha 2

Ywhab 14-3-3 protein B/ a

Kif5c Kinesin heavy chain isoform 5c¢
Csnk2al Casein kinase 2 subunit a

Set Protein Set

Cizelge 4. 6. Sekil 3.37 (d) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu | Protein Adi

Hras GTPase HRas

Enah Protein enabled homolog

Apbblip Amyloid beta A4 precursor protein-binding family B member
1-interacting protein

Kras GTPase KRas

Vasp Vasodilator-stimulated phosphoprotein
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Cizelge 4. 7. Sekil 3.37 (e) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu

Protein Adi

Cacng8 Voltage dependent calcium channel gamma 8 subunit
Tubala Tubulin alpha-1A chain

DPYSL2 Dihydropyrimidinase-related protein 2

Wasfl Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 1
Dlg4 Disks large homolog 4

Actb Actin, cytoplasmic

HCK Tyrosine protein kinase HCK

Cit Citron Rho-interacting kinase

Ttgnl Trans-Golgi network integral membrane protein 1
Klhl17 Kelch-like protein 17

Wipfl WAS/WASL-interacting protein family member 1

Cizelge 4. 8. Sekil 3.37 (f) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu | Protein Adi

Tubb2a Tubulin beta-2A chain

Mapk3 Mitogen activated protein kinase 3
Prph Peripherin

Cizelge 4. 9. Sekil 3.37 (g) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu | Protein Adi
Dlg4 Disks large homology 4
Fscnl Fascin

Cizelge 4. 10. Sekil 3.37 (h) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu | Protein Adi
Dst Dystonin
Prph Peripherin

Cizelge 4. 11. Sekil 3.37 (i) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu

Protein Adi

Trafl

TNF receptor- associated factor 1

Hmg20a

High mobility group protein 20A
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Cizelge 4. 12. Sekil 3.37 (j) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu

Protein Adi

Dactl

Dapper homolog 1

Csnk2al

Casein kinase 2 subunit a

Cizelge 4. 13. Sekil 3.37 (k) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu

Protein Adi

Src Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src
Esrl Estrogen receptor
Pelpl Proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1

Cizelge 4. 14. Sekil 3.37 (1) grafigindeki protein kod ve adlari

Protein Kodu

Protein Adi

Actb Actin, cytoplasmic
Scnl0a Sodium channel protein type 10 subunit a
Tubala Tubulin a-1a chain
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EK 4. Tanimlanan proteinlerin STRAP 1.5 programi ile siniflandiriimasi
Cizelge 4. 15. Tanimlanan proteinlerin biyolojik fonksiyonlarina gore dagilimlari

Biyolojik Fonksiyonlarina Gore

UniProt Numarasi [Hicresel |Gelisimsel Hucre ve Lokalizasyon |Metabolik |Dizenleme |Diger
Siregler |Siregler organizmalarla Suregler

lletisim
TBA_XENLA A A
TBB2_XENLA A A
ACTB_XENLA
PERI_XENLA
FXL15 XENLA A A A
RAGP1_XENLA A
XPO7B_XENLA A
CTNA2_XENLA A A A A
EPHB3_XENLA A A A A
RAB19_XENLA A A
FGFR4_XENLA A
TRF6B_XENLA A A A A
CAPS1_XENLA A A
ZBT18 XENLA A A
AB1IP_XENLA A
PENKA_XENLA A
TGFI1_XENLA A A
RD10A_XENLA
HM20A_XENLA A A
SNX33_XENLA A A A
NRN1B_XENLA A
VIM1_XENLA
F206A_XENLA
ACHAA_XENLA
GNL3_XENLA A
CSK21_XENLA A
PALM3_XENLA A A
ESR1_XENLA A
ECSIT_XENLA A A A
RCOR2_XENLA A
5NTC_XENLA A
CHRD_XENLA A
FASC_XENLA A
TM129 XENLA A
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Cizelge 4.

16. Tanimlanan proteinlerin hicresel konumlarina gore dagilimlari

Hicresel Konumlarina Gére

UniProt Numarasi

Endozom

Endoplazmik
Retikulum

Mitokondri

Cekirdek

Hucre
Iskeleti

Plazma Zan

Ekstraselller

Diger
hiicre igi
organeller

Makromolekdil
Kompleksleri

Sitoplazma

Diger

TBA_XENLA

TBB2_XENLA

@)

ACTB_XENLA

@)

PERI_XENLA

o|o|o|0o

FXL15_XENLA

RAGP1_XENLA

XPO7B_XENLA

CTNA2_XENLA

ofofofo

EPHB3_XENLA

RAB19_XENLA

FGFR4_XENLA

o|ofofo

TRF6B_XENLA

CAPS1_XENLA

ZBT18 XENLA

AB1IP_XENLA

PENKA_XENLA

TGFI1L_XENLA

RD10A_XENLA

HM20A_XENLA

SNX33_XENLA

NRN1B_XENLA

VIM1_XENLA

F206A_XENLA

ACHAA_XENLA

GNL3_XENLA

(o]

CSK21_XENLA

PALM3_XENLA

ESR1_XENLA

ECSIT_XENLA

RCOR2_XENLA

ofofofo

5NTC_XENLA

CHRD_XENLA

FASC_XENLA

TM129_XENLA
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Cizelge 4. 17. Tanimlanan proteinlerin molekuler fonksiyonlarina gore dagilimlari

Molekiiler Fonksiyonlarina Goére

UniProt Numarasi |Baglama |Katalitik Enzim Molekdler Yapisal |Diger
Aktivite Dizenleyici Transdliser [Molekl
Aktivite Aktivite Aktivitesi

TBA_XENLA . ¢ ¢

TBB2_XENLA . . ¢

ACTB_XENLA

PERI_XENLA .

FXL15 XENLA

RAGP1_XENLA ¢

XPO7B_XENLA

CTNAZ2_XENLA .

EPHB3_XENLA

RAB19_XENLA

FGFR4_XENLA

TRF6B_XENLA

CAPS1_XENLA

* || |||

ZBT18 XENLA

AB1IP_XENLA

PENKA_XENLA

TGFI1_XENLA .

RD10A_XENLA ¢

HM20A_XENLA

SNX33_XENLA

NRN1B_XENLA

VIM1_XENLA ¢

F206A_XENLA

ACHAA_XENLA .

GNL3_XENLA

CSK21_XENLA

PALM3_XENLA

|| |

ESR1_XENLA

ECSIT_XENLA .

RCOR2_XENLA

5NTC_XENLA

CHRD_XENLA

FASC_XENLA

LR R R R 2

TM129_XENLA
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