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OZET
Karatag-Kursun, H. Kortikal yayilan depresyonun tetikledigi trigeminal aktivasyonun
molekiiler yolaklan. Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Norolojik
Bilimler (Neurosicence) Programm Doktora Tezi, Ankara, 2011. Migren toplumda sik gértilen bir
hastalik olmasma ragmen migren agrisinu tetikleyen parankimal mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Kortikal yayilan depresyon (KYD) dalgasi migren aurasmda rol almaktadir.
KYD ile néronal membranlarda iletkenlik artis olmaktadir. Bu calismada, fare beyninde KYD'nin
mega kanal aglmasma neden olup olmadig in vivo incelenmistir. KYD ile propidyum iyodtir
(PD) néronlara kisa stireli ve geri dontigtimlii mega kanal agilmasi sonucu girmektedir. Bu
kanallarn panneksin-1 (Panx-1) kanallari oldugy, gecid aglmanm karbenoksolon (CBX) ve "Panx
gibi Panx-1 kanal inhibitoreri ile tam inhibe edilerek gosterilebilmistir. Ayri zamanda
noronlardaki bu megakanallarm aglmasmmn inflamatuar bir sitokin olan HMGBI'in
saliverilmesine neden oldugu goriilmiistiir. KYD sirasinda néronlardan sahverilen HMGB1'in
astrositlerin - sitoplazmasinda  bulunan NF«Bnin niikleusa yer degistirmesini sagladig
saptanmustr. Glia limitanst olugturan astrosit uzantlarnda da aktive olan NF«B, inflamatuar
mediyattrlerin subaraknoid bogluga saliverilmesine yol agarak trigeminal sinir udlarmi uyarabilir.
Trigeminovaskiiler aktivasyonun bir géstergesi olarak KYD sonrasi artmug dural mast hiicre
degrantilasyonu saptanmug ve CBX ile tam olarak inhibe edilmistir. Bu calismadaki diger bir
bulgu ise KYD'nin subkortikal dokulara yaylmasidir. Bu yayim ndronlara PI girisi ve
elektrofizyolojk kayitlama ile gosterimistir. KYD'nin tetikledigi subkortikal mekanizmalar
migrende goriilen prodromal belirtilerle iligkili olabilir. Ttim bu bulgular KYD gibi néronlar strese
sokan bir durumda Panx-1 kanallarmm agilmast ile inflamatuar bir sinyalizasyon yolagmmn aktive
olabildigini gostermektedir. Glia limitanstan inflamatuar aracilarm salverilmesi ile uzanus
trigeminovaskiiler aktivasyon ve sonugta migren agrisi baglyor olabilir.
Anahtar kelimeler: Migren, kortikal yayilan depresyon, panneksin-1 kanallar, propidyum
iyodiir, HMGBI, NF-B, trigeminovaskiiler sisterm.
Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Aragtrmalar Birimi (Proje no: 08-D07-101-011) ve
Beyin Aragtirmalar Demeg; tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

Karatas-Kursun, H. Molecular pathways of the cortical spreading depression-
induced trigeminal activation. Hacettepe University Institute of Health
Sciences, Ph.D. Thesis in Basic Neurological Sciences (Neuroscience),
Ankara, 2011. Migraine is a common medical disorder, however, the
parenchymal mechanisms initiating migraine headache is unclear. Cortical
spreading depression (CSD) is thought to play a role in migraine aura. CSD was
known to induce a large neuronal membrane conductance. In this in vivo study,
we investigated in the mouse brain whether or not pannexin-1 (Panx-1)
channels expressed on neurons opened during CSD. The mega channel opening
was monitored by propidium iodide (PI) influx to neurons. CSD induced and
brief opening of megachannel which was abolished by Panx-1 inhibitors,
carbenoxolone (CBX) and ""Panx during CSD. The opening of neuronal mega
channels induced release of HMGBI1, an inflammatory cytokine. HMGB1
released from neurons during CSD lead to translocation of NF-xB from
cytoplasm to nucleus in astrocytes. NF-kB translocation in the astrocytic
processes forming the glia limitans may result in release of inflammatory
mediators to the subarachnoid space and, hence, stimulate the trigeminal nerve
endings. CBX administration suppressed CSD-induced dural mast cell
degranulation, which is a manifestation of the trigeminovascular activation.
Another finding of this study was the extensive spread of the CSD to
subcortical areas. This was demonstrated by PI influx to subcortical neurons
and electrophysiological recordings. Subcortical spread triggered by CSD may
cause several prodromal manifestations of migraine. These findings altogether
suggest that neuronal Panx-1 channels are opened under stress conditions like
CSD and this may lead activation of inflammatory signaling pathway. As a
result inflammatory mediators released from glia limitans may cause sustained
trigeminovascular activation and migraine headache.

Key words: Migraine, cortical spreading depression, pannexin-1 channels,
propidum iodide, HMGB1, NF-xB, trigeminovascular system.
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1. GIRIS

Migren toplumun %13’tinde goriilen, sik rastlanan bir hastaliktir (1).
Tipik migren agris1 tek tarafli ve nabiz atar tarzda, 4-72 saat siiren, beraberinde
bulanti, kusma, fotofobi ve fonofobinin eglik edebildigi, aktivite ile siddeti artan
bir agridir (2). Migrenlilerin tigte birinde tipik agridan o6nce gegici gorsel,
duyusal ve motor islev bozuklugu ile karakterize aura fazi olur ve bu grup
auralt migren olarak smiflandirilir (2). Daha sik karsilagilan aurasiz migren
veya basit migrende ise aura olmaksizin tipik basagrisi olur (2). Son yillarda
onemli ¢aligmalar yapilmakla birlikte migren patofizyolojisi halen tam olarak
anlagilamamugtir. Trigeminoservikal kompleksin (TGSK) aktivasyonu migren
agrisina neden olur goriisii literatiirde genel olarak kabul gormektedir. Ancak
migreni tetikleyen asil mekanizmanin ne oldugu bilinmemektedir (3, 4). Su ana
kadar olan bilgiler kortikal yayilan depresyonun (KYD) gorsel auraya neden
olabilecegini gostermektedir. KYD ilk kez Ledo tarafindan tanimlanmigtir. Bu
tarife gore KYD kisa siireli bir depolarizasyon dalgasmi takiben serebral
kortekste elektriksel aktivitenin yavagca yayilan (2-5 mm/dk) uzamus
depresyonudur (5). KYD'nin TGSK'i aktive edebilecegi ileri siiriilmiis ve bu
mekanizmanin  basagrisinin  ortaya ¢ikmasindan sorumlu  olabilecegi
diistintilmiistiir. Ancak yapilan ¢alismalarda net bir iligki ortaya konamamustir
(6-10). KYD’nin migren aurast disinda serebral iskemi, subaraknoid kanama ve
travmatik beyin hasarinin patofizyolojisinde rol aldig: diistiniilmektedir (11).
Ancak KYD mekanizmasma yonelik bilgilerimiz bagarili bir tedavi yaklagimi
olusturmaya yetmemektedir.

KYD sirasinda hiicre dist ortamda yiiksek konsantrasyonlara ulagan
potasyum, protonlar, nitrik oksit, arasidonik asit ve ATP'nin perivaskiiler
trigeminal sinir uglarini aktive ettigi 6ne siirtilmektedir (8, 12). Ancak bu hiicre
dis1 aracilar, perivaskiiler trigeminal sinir uglarinda sensitizasyonun olugmasi
igin gerekli giiclii bir depolarizasyona yetecek ve saatler siiren migren agrisina
neden olacak konsantrasyonlara ulagsmamaktadir. Bunun nedeni biiyiik

ihtimalle glia limitansin bariyer etkisi ve beyin omurilik sivisimn hizl



devinimidir (10, 13). Bunu destekleyen yakin zamanli bir ¢alismada, meningeal
trigeminal nosiseptorlerin KYD dalgasindan 14 dk sonra ateslemeye basladig:
gosterilmistir (10, 13). Bu bulgular migren hastalarinda gozlenen ve migren
aurasi ile basagrisinin baglangici arasindaki 20-40 dk siiren zaman araligin
aciklayabilir (12). Aura sonrasi agrinin ortaya ¢ikmasindaki bu zamansal
gecikme, inflamatuar mediatéor basamaklar aracilifiyla, meningeal
nosiseptorlerin uzamig aktivasyonunu tetikleyen bazi agr1 uyarilarinn
iletilmesi icin gerekli zaman olabilir. Ancak migren aurasi olarak kabul edilen
KYD'yi takiben ortaya ¢ikan inflamatuar yolak hentiz ¢alistilmamustir.

Son yillarda “high mobility group box 1” (HMGB1) proteininin, inme ve
multipl skleroz gibi norolojik hastaliklar da dahil olmak tizere bir¢ok hastalikta
gliglii bir inflamatuar mediatér oldugu gosterilmistir (14). HMGB1 iki farklh
sekilde hiicreden saliverilir. Membran biitiinltigii bozulmus olan nekrotik
hiicrelerden ¢oziiniir bir molekiil olarak saliverilir ve inflamatuar cevabi tetikler
(15). Aktif veya kolaylagtirilmis saliverilmede ise mikrobiyal veya
proinflamatuar bir uyaranin ardindan HMGB1 6zgiil lizin rezidiilerinden
asetillenir ve sitoplazmaya gecer, burada sekretuar vezikiillerde depolanr
ardindan intersitisyuma salmir (15). KYD sonras:i ortaya ¢ikan norojenik
inflamasyonun tetiklenmesinde HMGB1’in saliverilmesinin rolii olabilir.

KYD yogun transmembran iyon akimlar1 ve ndron ve astrositlerin
depolarizasyonu ile ortaya cikar (11). KYD sirasinda noéronal membran
iletkenligi 6nemli oranda artar (16). Bu iletkenlik artisindan sorumlu birgok
iyon kanal1 ¢aligilmig olmasina ragmen, halihazirda tanimlanmamis kanallar da
olabilecegine dair deliller bulunmaktadir (11). Panneksinler (Panx) biiytik-
gozenekli, iletkenligi fazla olan iyon kanallaridir (17). Bu kanallar 1 kD’dan
kiictik molekiilleri gegirebilir (18). Bu nedenle Panx kanallar: iyonlara, ikincil
mesajcilara, ATP, inozitol trifosfat gibi nérotansmitterlere, amino asitlere ve
bazi boyalara gecirgen olabilir. Panx-1 santral sinir sisteminde yaygin olarak
ancak Ozellikle piramidal néronlarin dendritik dikensi ¢ikintilarinda ifade olan
bir mega kanal grubunun alt tipidir (17, 19). Panx-1 yogun NMDA reseptor

uyarmmi ve depolarizasyon sonucu ve ayni zamanda iskemi ve aberan



patlamalar (bursting) gibi patolojik durumlarda aktive olur (17, 20, 21). Bu
calismada 6ne stirdiigiimiiz hipotez; néronlarin depolarize oldugu ve NMDA
reseptorlerinin agir1 aktif oldugu KYD sirasinda, Panx-1 kanallarimin agilip
norojenik inflamatuar yamitin tetiklenmesidir. Bu da noronlarin metabolik
yiikiinii artirip sitokinler ve HMGBI1 gibi stress sinyallerinin saliverilmesine
neden olabilir. KYD sirasinda metabolik olarak sikintida olan néronlardan bu
stress sinyalleri saliverilir ve astrosit son ayaklarinda (glia limitanstakiler de
dahil olmak tizere) inflamatuar sinyalizasyon yolaklarini aktive edebilir.
Boylece pial damarlar etrafindaki trigeminal sinir uclar1 uyarilir. Sonug olarak
inflamatuar bir beyin aktivitesi ile trigeminal agri1 liflerinin aktivasyonu
arasinda yeni tanimlanan bir yolak oldugunu ileri stirmekteyiz. Bu yolak stres
altindaki néronlarda bulunan Panx-1 megakanallarinin agilmas: ile baslayip
inflamatuar yolaklarin aktivasyonu ve bu sinyalin pial damarlarin etrafindaki
trigeminal sinir uglarina iletilmesini kapsamaktadir.

Bu calismada fare beyninde kortikal yayilan depresyon sonucunda
olusan noérojenik inflamasyon ve buna araciik eden molekiiler yolaklarin
astrosit, noronlar ve hiicre alti seviyede (ntikleus, sitoplazma) incelenmesi
amacglanmistir. KYD’nin tetikledigi norojenik inflamasyona araciik eden
inflamatuar belirteglerin arastirilmasi ve belirlenmesi migren patofizyolojisine

151k tutabilir ve yeni tedavi yaklagimlarmin gelistirilmesine imkan verebilir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. Migren

Migren aurali ve aurasiz olmak tizere iki ana gruba ayrilan, sik rastlanan
bir epizodik basagrisidir. Bat1 iilkelerinde toplam prevelans: erkeklerde %06-8,
kadinlarda %15-25 olarak bildirilmektedir (1). Genel popiilasyonda yaklasik
%>5’lik bir grubun her yil en az 18 giin, %1’lik bir grubun ise her hafta en az 1
gilin migren agris1 ¢ektigi belirtilmektedir (22, 23). Migren agris1 visseral agri
ozelliklerine sahiptir (24); tipik bir migren agrisi tek tarafli, agri bolgesinde
nabiz atar gibi hissedilen, orta veya ¢ok siddetli ve fiziksel aktivite ile arti
gosteren tarzdadir. Diger organlar gibi beyin parankimi de agriy1 hissetmez;
ancak onu saran zarlar ve kan damarlar1 agriya duyarhdir. Bu konu ile ilgili
bilgiler 1930’'larda Wolff, Ray ve Penfield’in yaptig1 calismalara dayanmaktadir.
Bu aragtiricilar kraniyotomi sirasinda uyanik halde olan hastalarda beyin
parankiminin uyarilmasinin agriya neden olmadigini gozlemlemislerdir (25,
26). Oysa ki aymi siddette uyarmin meninkslere, serebral ve meningeal
damarlara uygulandiginda, aymn tarafta siddetli agriya yol actig1 saptanmigtir
(25, 26). Intrakraniyal agriya duyarl yapilar sunlardir: meninkslerle cevrili
bazal dura, venoz siniisler; noral yapilardan glossofaringeal sinir, vagus ve
trigeminal sinir; {ist servikal spinal sinirler; vaskiiler yapilardan dural arterler,
karotid, vertebral ve baziller arter, Willis poligonu, serebral, vertebral ve
baziller dallarin proksimal kisimlari. Dura matere ve meninkslere kan akimini
saglayan damarlar yogun miktarda duyusal ve otonomik inervasyon alir.
Meninkslerin inervasyonunu trigeminoservikal sinirler saglar. Bu yapilardan
gelen uyaranlar alin, ense ve oksipital sinir alanlarinda yogunlasir.

Bu kadar sik rastlanan ve onemli is giicli kaybina yol acan migrenin
patofizyolojisine yonelik teorilere 1930'lu yillardan itibaren rastlanmaktadir.
Bunlardan Graham ve Wolff'un migren patofizyolojisine yonelik vaskiiler
teorisine gore, migren agrisinin intrakraniyal damarlarin anormal dilatasyonu

ve bu damarlari inerve eden duyusal liflerin mekanik uyarimi sonucu oldugu



One strtlmistiir (27). Ancak bu teori basagrisi sirasinda hangi damarlarda
onemli oranda vazodilatasyon oldugunun gosterilememesi nedeniyle
kanitlanamamistir (28, 29). 1990'l1 yillarda yapilan calismalarda dura materi
inerve eden primer aferent liflerin mekanik, termal ve kimyasal uyaranlarla
aktive olabilecegi gosterilmistir (13, 30). Bu primer afferent néronlar trigeminal
gangliyondan ve {ist servikal spinal sinirlerin dorsal koék gangliyonundan
koken alir. Migrenle ilgili giincel teorilere gére meningeal nosiseptorlerin
baslangictaki aktivasyonu ile trigeminovaskiiler sinir sonlanmalarindan
kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP) ve P maddesi salinir, bu da dura
materde vazodilatasyon ve plazma protein ekstravazasyonunu baglatir. Sonugta
sessiz durumda olan makrofaj ve mast hiicrelerinin de katilimiyla “nérojenik”
inflamasyon meydana gelir (31, 32). Migren hastalarmin ataklar1 sirasinda
jugtler venlerinde CGRP seviyelerinin artmig bulunmast bu hipotezi
desteklemektedir (33). Migren atagi sirasinda trigeminovaskiiler sistemin
aktivasyonuna dair deliller migren agrissmin klinik Ozellikleri ile
kemirgenlerdeki sensitizasyon modellerinin benzerliginden gelmektedir.
Nosiseptif primer afferent liflerin aktivasyonu trigeminal niikleus kaudalisteki
noronlarin uyarilabilirligini artirir (34). Trigeminal kaynakli olmayan agri
modellerinde kimyasal ve inflamatuar uyaranla C liflerinin sensitizasyonu
bircok degisiklige neden olur. Bunlar arasinda agri algisinin  alaninda
genisleme, dorsal kokteki ikinci sira ndronlarin aktivasyon esiginde diisme,
normalde agri lifi olmayan liflerin agr1 iletmesi ve egik alti uyarana artmig
cevap yer alir. Tiim bu degisikliklere santral sensitizasyon denir ve klinikte cilt
hassasiyeti, hiperaljezi (agr1 esiginde diisme) ve kutandz allodini (normalde
agr1 olusturmayan bir uyaranla agri ortaya c¢ikmasi) ile karakterizedir. Santral
sensitizasyon bagagrisi sendromlarinda da goriilir ve muhtemelen agrinin
siddetlenmesine ve siiresinin uzamasma neden olur. Ornegin migrende agr
baglar, daha sonra basta tek veya iki tarafli olarak yayilir. Ayrica kiigtik bag
hareketleri veya Okstiriik, gerilme gibi hareketler atak gectikten sonra bile agrili
olabilir. Bunun nedeni meninkslerdeki nosiseptorlerin uyarilmasi ile trigeminal

nukleus kaudalisteki ikinci sira noronlarin aktivasyon esiklerinin diismesidir



(34). DPeriferal duyusal sinir wuglarinin  sensitizasyonunu  santral
trigeminoservikal ndéronlarin sensitizasyonu izler, bu da nosiseptif liflerin arter

nabzi ve bag hareketlerine hassasiyetini saglar (35).

2.1.1. Nérojenik Inflamasyon ve Mast Hiicreleri

Migren ataklarini baglatan nedenin ne oldugu tam olarak anlasilamasa
da dura materi yani meningeal nosiseptorleri inerve eden agri liflerinin
aktivasyonunun agrinin baglamasinda ¢ok énemli oldugu diistintilmektedir (36,
37). Dura materde agr liflerinin yogun inervasyonunun olmasinin yaninda gok
miktarda immin hiicre de bulunmaktadir. Bu hiicreler arasinda graniilli
immiin hiicrelerden olan ve inflamasyonda kritik 6nemi olan mast hiicreleri yer
almaktadir. Mast hiicrelerinin, insanlarda ve kemirgenlerde dura materde
oldugu ve kan damarlari ile primer aferent nosiseptif néronlarin hemen
yaminda yer aldig1 bilinmektedir (38, 39). In vivo ¢aligmalarda trigeminal
gangliyonun uyarilmasi ile meningeal nosiseptorlerin aktive olduklar: ve dura
materdeki mast hiicrelerinin graniillerini saliverildikleri gosterilmistir (40).
Meningeal nosiseptorlerin aktivasyonunun KYD'nin neden oldugu lokal
proton, potasyum ve glutamat saliverilmesine bagli  olabilecegi
distintilmektedir (8, 36). Aktive meningeal nosiseptorlerden P maddesi ve
CGRP gibi néropeptidler saliverilir, bu da normalde dura materde sessiz halde
bulunan mast hiicrelerinin aktivasyonuna ve degraniilasyonuna neden olur
(41). Degrantile mast hiicrelerinden lokal olarak inflamatuar molekiiller
saliverilir, bu molekiillerin meningeal nosiseptorleri daha da uyararak migren
agrismin  uzamasina neden olabilecegi diigiiniilmektedir. Levy ve
arkadaglarmin yaptig: bir ¢alismada mast hiicre degraniilasyonunun meningeal
nosiseptorleri aktive edebildigi elektrofizyolojik olarak gosterilmistir (42). Bu
calismada mast hiicrelerinin degraniilasyonu metilen mavisi ile yapilan
histokimyasal boyamalarla saptanmigtir. Ayni zamanda c-fos boyamast
yapilmig ve dural mast hiicre degraniilasyonunun spinal trigeminal niikleustaki

nosiseptif noronlarda da aktivasyona yol actig1 belirtilmistir (42).



2.1.2. Migren Patogenezi ile KYD Arasindaki Iligki

Migren patogenezi ve KYD arasinda bir iliski olduguna dair hipotez 50
yil once ortaya atilmistir (6, 43). Meningeal perivaskiiler duyusal liflerin
kimyasal uyaranlara olan yanitlilig1 (44) teorisine gore; KYD olustuktan sonra
veya norojenik inflamasyonda, dura materi inerve eden duyusal liflerin etrafina
iyonlar, protonlar ve inflamatuar ajanlar salmir (6, 45, 46). Bu ajanlar periferal
nosiseptorleri aktive ve sensitize eder. Biitiin bunlar1 baglatan asil uyaranin ne
oldugu bilinmemekle birlikte, kabul edilen goriis kimyasal etkenlere kisa siireli
maruz kalan perivaskiiler liflerin mekanik uyariya olan hassasiyetinin
degismesi ve bunun sonucunda bag agrisimin hissedilmesi gortistidiir (34).

Elektriksel uyari veya igne batirilmas:t (“pinprick”) ile tetiklenen
KYD'nin meningeal trigeminovaskiiler aferentleri aktive edebilecegi, bunun da
trigeminal nosiseptif yolaklarin aktivasyonu ve meninkslerdeki degisiklikler
araciig ile basagrisini baglatabilecegi bildirilmistir (8). Ancak kortikal gri
cevherde olugsan KYD'nin meningeal nosiseptorleri nasil aktive ettigi tam olarak
bilinmemektedir. Deneysel modellerde, sican korteksinde KYD’nin
ekstraselliiler sivi kompozisyonunda degisikliklere yol actig1 gosterilmistir.
Ornegin ekstraselliiler ortamda glutamat, K, H" iyon konsantrasyonlari, NO,
arasidonik asit ve prostaglandin diizeylerinde 6nemli artislar olur (11). Bu
maddelerden ¢ogu dogrudan veya perivaskiiler inflamasyon yoluyla meningeal
trigeminovaskiiler aferentleri aktive ve/veya sensitize edebilir (13). Ancak
agriya neden olan asil aract molekiil veya molekiiller hala bilinmemektedir.

Migren agrismin  olusmast ve devaminda duradaki norojenik
inflamasyonun, vazodilatasyonun ve nosiseptif trigeminovaskiiler yolaklarin
periferal ve santral sensitizasyonunun Onemi hala tartigmalidir ve migren
alaninda O©nemli bir arastirma konusudur. Trigeminovaskiiler sistemin

sensitizasyonunun altinda yatan molekiiler mekanizmalar biiyiik oranda
bilinmemektedir (Sekil 2.1).
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patofizyolojik mekanizmalar. Anormal kortikal aktivite ve anormal beyin sap1
fonksiyonu arasindaki iligki hala agik degildir (? ile belirtilmistir). Ayn1 sekilde
santral trigeminal hipereksitabilitede beyin sap:r niikleuslarindaki fonksiyon
bozuklugunun rolii de agik degildir (KYD: Kortikal yayilan depresyon, TGVS:

trigeminovaskiiler sistem). Kaynak: Pietrobon D (2005) Neuroscientist (47).

Ancak migren aurasi ile iligkilendirilen KYD'nin mekanizmasma y&nelik
bilgilerimiz basarili bir tedavi yaklagimi olusturmaya yetmemektedir. Noronlar,
glial hiicreler ve vaskiiler hiicreler gibi bir¢ok hiicre toplulugu KYD’nin
baslamasi, yayilimi ve sonlanmasinda rol alir. KYD’nin tetiklenmesi ile
noronlardan bir habercinin ¢ikip steril noroinflamasyonu baglattigin
diistinmekteyiz. Bu habercilerden biri HMGB1 proteini olabilir (14, 15, 48-50).
KYD'nin tetikledigi norojenik inflamasyona aracilik eden inflamatuar
belirteglerin arastirilmasi ve belirlenmesi migren patofizyolojisine 1s1k tutabilir

ve yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine imkan verebilir.



2.2. Kortikal Yayilan Depresyon

Kortikal yayilan depresyon ilk kez 1940 yilinda bir Brezilya'li fizyolog
olan Aristides Leao tarafindan tanimlanmistir (5). Deneylerinde tavsan
beyninde kortekse igne batirarak (“pinprick”) eksitasyon dalgalarinin
basladigini1 ve bunu néronal suskunlugun izledigini saptamistir (5). Boylece
KYD'yi kisa siireli bir depolarizasyon dalgasmi takiben elektriksel aktivitenin
serebral kortekste yavasga yayilan (2-5 mm/dk) uzamis depresyonu olarak
tanumlamistir (5). KYD néronlarin ve glial hiicrelerin kendiliginden yayilan,
yogun bir depolarizasyonu ile buna eslik eden iyon dengelerindeki bozukluk ile
karakterizedir (5). KYD noronal elektriksel aktivitede gegici bir baskilanmaya
ve iyonik gradiyentlerin gecici bir siire ile kaybina, sonug olarak intraselliiler
potasyumun agir1 miktarda saliverilmesine, sodyumun hiicre igine girisine ve
norotransmitter saliverilmesine yol agar (11). Deneysel olarak bir¢ok farkl
uyaranla KYD tetiklenebilir. Bunlar arasinda direkt kortikal travma, ytiksek
konsantrasyonda eksitatér amino asit veya K' uygulanmasi, direkt elektriksel
uyari, Na“/K'-ATPaz'in inhibisyonu ve enerji yetersizligi yer alir (11). Leao’'nun
gozlemine gore KYD pial arterlerde gegici bir dilatasyona neden olur (5).
Migrenli hastalarin %20-30'unda bagagrisindan o6nce olusan aura fazi ile
KYD'nin yakindan iligkili olduguna dair bilgiler 1990’larda tekrar giindeme
gelmeye baslamustir (6, 9, 51). KYD’nin migren (52), serebral iskemi (32, 53, 54),
subaraknoid kanama (55) ve travmatik beyin hasarimn (54) patofizyolojisinde
rol aldig:r distinilmektedir. KYD'nin durdurulmasi bu tir hastaliklarin
tedavisinde temel bir hedef olmustur. Ancak KYD mekanizmasina yonelik

bilgilerimiz bagsarili bir tedavi yaklagimi olusturmaya yetmemektedir.

2.21. Kortikal Yayillan Depresyonun Trigeminovaskiiler Sistem
Aktivasyonundaki Rolii

Migren ataklarmmi tetikleyen mekanizmalar hala tam olarak
anlagilamamigtir. Migren patogenezi ve KYD arasinda bir iligki olduguna dair

hipotez 50 yildan daha 6nce ortaya atilmigtir (6, 43). Son zamanlarda yapilan
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deneysel calismalarda ise sicanda KYD'nin trigeminovaskiiler aferentleri aktive
edebilecegi ve orta meningeal arterde uzun siireli kan akimi artig1 ile dura
materde plazma protein sizmasina neden oldugu gosterilmistir (8, 56). KYD'nin
olusturdugu kan akimi artig1 trigeminoparasempatik refleks sonucudur. Dura
materdeki protein ekstravazasyonuna pia-araknoid ve dura materi inerve eden
trigeminal akson kollaterallerinden salinan proinflamatuar peptidler aracilik
eder. Norokinin-1 reseptor inhibitérii meningeal plazma protein degisikliklerini
azaltir, bu da bu reseptorlerin steril bir inflamatuar yamnitta rol aldigim
destekler. Meninkslerdeki steril inflamasyon KYD sonlandiktan belli bir siire
sonra (yaklasik 20 dk) ortaya gikar, yani gegcici bir beyin aktivitesi meninkslerde
olusan uzun siireli cevaplarin kaynag: olabilir. Ayrica KYD ipsilateral
trigeminal nukleus kaudaliste c-fos immiinoreaktivitesini tetikler (56). Bu
niikleer proteinin ekspresyonu igin, zararli bir uyaran ile kii¢iik miyelinsiz C
liflerinden bir girdi olmasi gereklidir. C-fos ekspresyonunun KYD ile olan
iligkisini tespit etmek amaci ile KYD oOncesinde trigeminal sinir kesisi
yapildiginda c-fos ekspresyonunun azaldigi saptanmistir (57). Bu bilgiler
beyinde baslayan néral olaylarin trigeminovaskiiler aktivasyon aracilig: ile
agriy1 tetikleyebildigini gostermektedir.

Son doénemde yapilan galismalarda KYD’nin MMP’leri aktive ettigi,
vaskiiler gecirgenlikte uzun stireli bir artisga neden oldugu gosterilmistir.
Damarlardaki MMP aktivite degisiklikleri in situ zimografi teknigi ile 15 dk’da
saptanmugtir (58). Giirsoy-Ozdemir ve arkadaglarmin yaptigi bu calismada,
artmig MMP-9 seviyelerinin 3-6. saatte KYD ile aym tarafta jel zimografi teknigi
ile dlgiilebilir oldugu ve ayn tarafta bu artisin en az 48 saat kaldig belirtilmistir
(58). Laminin, endotelyal bariyer antijeni ve zona okludens-1
immdiinoreaktivitesi ipsilateral kortekste bozulmakta, bu da KYD-aracili MMP
aktivasyonunun kan beyin bariyerinin devamlilig1 icin gerekli olan proteinleri
etkiledigini diistindiirmektedir (58). Bu tiir bir kan beyin bariyeri bozuklugu
KYD sirasinda salman inflamatuar maddelerin damar etrafinda yer alan

trigeminal sinir uglarin1 uyarmasina ve sensitizasyona yol aciyor olabilir.
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2.2.2. Kortikal Yayilan Depresyonun Subkortikal Dokularda Yayilimi

KYD ile ilgili calismalar genellikle deney hayvanlarinda ve 6zellikle fare,
sican, tavsan gibi lizensefalik tiirlerde yapilmaktadir. Bu tiirlerde KYD
yayiliminin daha kolay oldugu oysa ki kedi, maymun gibi girensefalik tiirlerde
bunun daha zor oldugu distintilmektedir (11). Ancak KYD dalgasinin kortikal
ve subkortikal yapilarda olduguna dair bilgiler sican, kobay, kedi ve hatta
maymunda yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (59-61). Korteksten tetiklenen
KYD'nin subkortikal dokularda yayilimi ile ilgili literatiir 1960'li yillara
dayanmaktadir. 1964 yilinda Fifkova'min yaptigi calismada korteksten
tetiklenen KYD’'nin %60 oraninda striatuma gectigi ve striatumdan tetiklenen
KYD'nin de %42 oraninda kortekse gectigi gosterilmistir (60). Benzer
calismalarda KYD’nin retrosplenial ve entorinal bélgelerde yayilimi oldugu,
ancak hipokampusta olmadig: da belirtilmigtir (60, 61). KYD'nin yayilimiyla
ilgili elektrofizyolojik deneyleri dogrulamak iizere elektriksel olmayan sinyaller
tizerinde de durulmustur. Biyokimyasal ¢alismalarda KYD'nin negatif yavas
potansiyelinin kortekste %100 oraninda laktik asit artis1 ile birlikte oldugu
gosterilmistir (62). Buradan yola g¢ikarak KCl ile olusturulan KYD sonrasi
korteks, striatum ve amigdalada laktik asit artig1 saptanirken, hipokampusta
saptanmamistir (62). Bundan 30 yil sonra yapilan ve yine KYD’'nin
biyokimyasal olarak etkiledigi boélgeleri bulmay:1 amaclayan bir galismada,
Caggiano ve arkadaglar1 eikozanoidlerin ifadesinde KYD ile degisiklik olup
olmadigimi ve degisiklik varsa bunun hangi beyin bolgelerinde oldugunu
incelemiglerdir (63). Bu calismada sican korteksine KCI (0.5 M) uygulamasi
sonrast 0, 3 veya 6 saat ile 28 giine kadar olan zaman dilimlerinde sakrifiye
edilen sigan beyinlerinde immiinohistokimyasal olarak siklooksijenaz ve
lipoksijenaz ~ immiinorekativitesi ~ Olgtilmistiir ~ (63).  Siklooksijenaz
immiinoreaktivitesinin sadece KYD’nin indiiklendigi sol pariyetal kortekste
degil ayni1 zamanda ipsilateral hipokampusta da (ekspresyondaki azalma
siralamasma gore: dentat girus>CA3>CA1l) arttigii saptamuglardir (63).
Korteksten tetiklenen KYD ile proenkefalin mRNA’simin artisini inceleyen

bagka bir ¢alismada ise proenkefalin mRNA’smin ipsilateral piriform korteks,
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kaudoputamen ve olfaktor tiiberkiilde arttig1 gosterilmistir (64). KYD'nin
neokorteks disinda subkortikal bolgelerde de etkilerinin oldugunu gésteren bu
elektrofizyolojik ve biyokimyasal analiz calismalarindakine benzer etkinin
magnetik rezonans goriintiileme (MRG) ile de gosterilmesi miimkiin olmustur.
Henning ve arkadaglarinin yaptigi calismada, sicanda topikal KCl uygulamasi
ile olusturulan KYD, manganez isaretli MRG (MEMRI=manganese-enhanced
MRI) ile goriiniir hale getirilmistir (65). Ipsilateral kortekste kargi kortekse gore
MEMRI sinyal artist %60 oraninda fazla saptanmis ve bu tutulumun korteksin
sadece yiizeyel tabakalar1 ve uygulanan bélge ile smirli olmadigr tespit
edilmistir (65). Retrosplenial grantiler korteks, frontal korteks, piriform korteks
ve peririnal kortekste de MEMRI sinyal artis1 saptanmustir. Ek olarak bu sinyal
artisinin sadece korteksi degil subkortikal yapilar da etkiledigi saptanmigtir. Bu
yapilar arasinda hipokampusun CA 1-3. segmenti, subikulum, dentat girus,
talamik nukleus, superior ve inferior kollikulus ve genikiilat niikleus yer
almaktadir. Sinyal artiginin altinda yatan mekanizma olarak hipokampus ile

korteks arasindaki baglantilarla, kortikotalamik baglantilar 6ne siirtilmiistiir
(65).

2.3. Panx Kanallan

Panx gen ailesi, ilk kez 2003 yilinda klonlanmistir ve omurgasizlarin
oluklu baglantilar1 (gap junction) olusturan proteinleri olan inneksinlerle
homologdur (17). Panx ve inneksinler %46 oraminda benzer olsalar da
aralarinda ve hatta konneksinlerle Panx arasinda sekans homolojisi
saptanmamustir. Yine de bu gen aileleri arasinda yapisal benzerlikler
bulunmaktadir. Buradan yola ¢itkarak Panx ilk tanimlandiginda hiicreler arasi
oluklu baglantilar1 olusturduklar:1 diistiniilmiistiir. Ancak deneysel ¢alismalar
Panx’in nadiren oluklu baglanti olusturdugunu gostermistir (66, 67). Aslinda
Panx plazma membraninda biiyiik goézenekli kanallar olusturur. Oluklu
baglantilarin olusumu igin tek bir konneksin kanalimin kavsak disindaki

membrana dahil olmas: gerekir. Boyle tek tek yerlesmis olan konneksinlere
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(konnekson) hemikanal denir, ¢tinkii fonksiyonel oluklu baglantinin sadece
yarisinu temsil ederler. Fonksiyonel komplekse her bir hiicre bir hemikanal ile
katilir. Panx ailesi ilk kez kegfedildiginde hemikanal olarak adlandirilmis, ancak
gliniimiizde bu tiir biiyiik-gozenekli, secici olmayan kanallara mega kanallar
denilmistir. Ancak MacVicar ve arkadaglarina goére Panx kanallari1 aslinda
kendileri plazma membran kanallaridir (17) ve néronal fizyoloji ve patofizyoloji
agisindan onemli rolleri vardir. Panx kanallarinin fizyolojik rollerinin olmasi,
daha once kabul edilen goriisiin aksine Panx gibi genis kanallarin agilmasinin
hiicre 6liimiine neden olmaksizin miimkiin olabilecegini gostermektedir.

Panx’ler biiyiik-gozenekli, iletkenligi oldukca fazla olan plazma
membran kanallaridir (17). Panx-1 santral sinir sisteminde yaygin olarak ancak
ozellikle piramidal néronlarin dendritik dikensi gikintilarinda (spine) ifade olan
bir alt tipidir (17, 19). Panx-1 yogun NMDA reseptor uyarimi ve depolarizasyon
sonucu, ayni zamanda iskemi ve aberan patlamalar (bursting) gibi patolojik
durumlarda aktive olur (17, 20, 21).

2.3.1. Panx Ailesinin Uyeleri

Panx-1 kanallar1 en ¢ok ¢alisilan Panx aile {iyesidir. Panx-1 geni 11q14.3
geninde kodlanir ve bes ekzonu vardir (Sekil 2.2a), en az iki alternatif eklenmis
mRNA’st vardir. Tahmin edilen sekonder yapist konneksin ve inneksinlere
benzer ve dort transmembran boélge ile intraselliiler C ve N terminalinden
olusur (Sekil 2.2b). Bir¢ok yapisal ayrint1 Panx’leri oluklu baglantilari olusturan
konneksinlerden ayirir. Ornegin konneksin hemikanallar1 kavsagin digindaki
plazma membraninda oturur ve ekstraselliiler divalan katyonlarla (Ca** ve
Mg?*") birlikte bulunur (68). Komsu hiicreden bir konnekson ile yakinlagtiginda
katyon blogu kalkar ve hiicreler arasi kavsak acilir. Fonksiyonel calismalara
gore ise Panx-1'in ekstraselliiler Ca** hassasiyeti bulunmaz (69). Bu 6nemli
ozellik sayesinde Panx, konneksinlerin aksine, divalan katyonlara hassas
olmay1p, komsu hiicrede yer alan Panx-1 ile de kavsak olusturmaz. Esas olarak

Panx-1 kanallar1 tek baglarina fonksiyon goriir, bagka bir etkilesim gerektirmez.
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Sekil 2.2. Panx-1 kanallarmin yapist. a) Panx-1'i kondlayan gen
11q14.3'de yerlesiktir ve bes eksonu vardir. b) Panx-1'in Onerilen sekonder
yapisinda ise her dongtide iki ekstraselliiler sistein (*) ve N-bagl glikozilasyon
kism1 vardir. Glikozilasyonun Panx kanallarim1 oluklu baglanti olusturmak
tizere komsu hiicreye yaklagsmasini 6nleyen 6nemli bir mekanizma oldugu
diistintilmektedir. Bu nedenle Panx’ler tek baglarina plazma membran iyon
kanallaridir. ¢) Panx-1 ile karsilastirma yapmak {tizere tipik bir konneksin
kanalinin sekonder yapisi goriilmektedir. Konneksinlerin her dongiistinde {i¢
ekstraselliiler sistein varken glikozilasyon kismi yoktur. Konneksin kanallari
kavsagin diginda oturur, bu yar1 kanallar ekstraselliiler divalan katyonlara ¢ok
yakin dururlar ve bu blok komsu hiicreden hemikanal gelip bir oluklu baglant:
olustugunda ortadan kalkar. Kaynak: MacVicar BA & Thompson R] (2009)
Trends Neurosci (17).
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Panx’te konneksinden farkli olarak amino asit diziliminde tigiinci
ekstraselltiler sistein yoktur (Sekil 2.2b). Bu 6zellik Panx’lerin, konneksinden
farkli olarak fonksiyonel oluklu baglanti olusturamamasini aciklayabilir. Buna
kargin inneksinlerde de ficiincii sistein olmamasina ragmen oluklu baglanti
olusturabilmektedirler. Tek farklilik Panx’deki sisteinlerin C terminaline daha
yakin olmasidir. Panx’lerde sisteinden bagka bir yapisal farklilik daha vardur.
Bu da Panx’lerin asir1 glikozilasyona ugramasidir. Panx-1, hiicre ytizeyindeki
trafigini etkileyen, ©nemli bir reziidiisii olan ekstraselliiller arjininden
glikozillenmigstir. Biiyiik ekstraselliiler arjinine bagh seker dallari, Panx’lerin
birbirine yaklagmasi ve {ist {iste gelmesini Onleyen fiziksel bir bariyer

olusturuyor olabilir.

2.3.2. Panx kanallarinin fizyolojik rolii

Hem konneksin hem de Panx gibi biiyiik gozenekli kanallar 1kD’dan
kiiciik molekiilleri gegirebilir (18). Bu nedenle Panx kanallar: iyonlara, ikincil
mesajcilara, ATP, intozitol trifosfat gibi nérotansmitterlere, amino asitlere ve
bazi boyalara gecirgen olabilir (Sekil 2.3). Ornegin eritrosit ve astrosit
kiiltiirtinde Panx direkt ATP saliverilmesine aracilik eder.

In vivo néron, astrosit ve oligodendrosit transkriptom galismasinda
Panx-1 ifadesinin sadece noéronlarda oldugu saptanmustir (70). Astrositlerde
bulunduguna dair in vivo giiglii deliller olmasa da in vitro deneylerde astrositik
Panx varlig1 da gosterilmistir (17).

Hiicre oliimiiniin klasik gostergesi olan plazma membranindan boya
gecisi ve hiicrede boya tutulumunun, Panx-1'in kesfinden sonra
norodejenerasyonun kesin bir gostergesi olmayabilecegi akilda tutulmalidir.
Propidyum iyodiir (PI) gibi bir¢ok boya Panx-1 gibi genis gozenekli
kanallardan gegebilecek molekiiler agirliga sahiptir. Bu nedenle, PI pozitifligi

her zaman hiicre 6limiinii gostermeyebilir.
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Sekil 23. Panx-1 kanallarmin sinaptik ve sinaptik olmayan
baglantilardaki olasi rolii. Panx-1 postsinaptik bolgede bulunur ve NMDA
reseptor sinyallerinin baslatilmast ve ATP saliverilmesinde gorev alir (a).
Astrositte bulunan Panx-1, sinapsa ATP saliverilmesinde (b) veya piirinerjik
reseptor aktivasyonu {izerinden kalsiyum dalgasinin yayilmasinda rol alir (c).
Panx-1'in aragidonik asite gegirgen olmasi bu kanallarin vaskiiler tonusun
ayarlanmasinda rolii oldugunu da dusiindiiriir (d). Kaynak: MacVicar BA &
Thompson RJ (2009) Trends Neurosci (17).
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2.4. Propidyum lIyodiir

Propidium lyodiir (PI) 668.4 Da agirhginda floresan bir molekiildiir ve
DNA isaretlenmesinde kullanilir (Sekil 2.4). 488 nm lazer 15181 ile uyarildiginda
562-588 nm bant emisyon araliginda saptanabilir. Nekrotik, apopitotik ve
normal hiicrelerin ayriminda kullanilir (71). PI DNA'nin kantitatif olarak
analizinde ¢ok sik kullanilan bir boyadir (72). PI sekans tercihi yapmaksizin
bazlar arasinda interselasyon yaparak DNA’ya baglanir. Bu molekiil 4-5 DNA
baz ciftine baglanabilir. Boya bir kez niikleik asitlere baglaninca floresansi 20-30
kat artar. Eger uygun optik filtreler kullanilirsa niikleer DNA ve floresan isaretli
antikorlarin ayni anda saptanabilmesine imkan verir. PI floresan mikroskopi,
konfokal lazer taramali mikroskopi, akim sitometresi ve florometri i¢in uygun
bir boyadir. PI siklikla 6lii hiicreleri saptamak icin ve ¢ok renkli floresan
boyama tekniklerinde karsit boyamada kullanilir (73). Direkt veya indirekt
antikor temelli boyama metodlar;, mRNA in situ hibridizasyon veya floresan
ajanlarla spesifik hiicresel yapilarin boyanmas: gibi birgok sitolojik isaretleme

tekniginin kargit boyamasi icin PI uygun bir boyadr.

Sekil 2.4. Propidyum iyodiiriin molekiiler yapisi. PI 668,4 Da
agirligindadir. Molekiiler formiilii: C,,H;,I,N,
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2.5. “High Mobility Group Box 1”7 (HMGB1)

Kortikal yayilan depresyonun mekanizmasma yonelik bilgilerimiz
basarili bir tedavi yaklagimi olusturmaya yetmemektedir. Noronlar, glial
hiicreler ve vaskiiler hiicreler gibi bir¢ok hiicre toplulugu KYD'nin baslamasi,
yayillimi ve sonlanmasinda rol alir. KYD’nin tetiklenmesi ile néronlardan bir
haberci gikip steril néroinflamasyonu baglatiyor olabilir. Bu habercilerden biri
“high mobility group box 1”7 (HMGB1) proteini olabilir. Bu proteinle ilgili
immdiinoloji literatiiriinde 25 yildir ve nérolobilim literatiiriinde son yillarda
yapilan calismalarin sayis1 artmaktadir.

HMGB1 muhtemelen 500 milyon yil 6nce bitki ve hayvanlar ayrilmadan
once ortaya cikmustir. HMGB1 30 kD agirliginda, organizmada yaygmn olarak
ifade edilen, histon olmayan bir niikleer proteindir (74). Tim Okaryotik
hiicrelerde ifade edilir ve evrim boyunca yapist ¢ok iyi korunmustur
(memelilerde %99 ozdestir) (14). Tiim hiicrelerde iiretilir ama cekirdekteki
ifadesi biiylime ve yasla degisir (74). Yapisal olarak 215 rezidiiliik DNA-
baglayan iki bolge, her birine HMG kutusu denir, ve negatif ytikli C-
terminalinden olusur. DNA-baglayan bolgeler (A kutusu ve B kutusu)
aminoasit dizisinin sadece %20’lik kism1 ayni olmasma ragmen sekil olarak
benzerler (Sekil 2.5) (48).
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Sekil 2.5. HMGB1'in yapist. HMGB1 30 kD agirliginda 215 amino asitten
olugan niikleer bir proteindir. Iki tane DNA baglayan kismi (kirmizi) vardir: A
kutusu ve B kutusu, ayrica negatif yiiklii C-terminali (yesil) bulunur. Mavi
kutular fonksiyonel degildir. HMGB1'in kesilmesi sonucu rekombinant A
kutusunun (1-89) o6zgiil bir antagonist olarak c¢alistigi, rekombinant B
kutusunun (90-176) ise HMGB1’in sitokin aktivitesinden sorumlu oldugu
ortaya ¢ikmustir. Rekombinant B kutusunun ilk 20 amino asitlik kismi sitokin
aktivitesini saglayan minimal peptid kismidir. HMGB1'in bir reseptérii olan
“receptor for advanced glycation end-products” (RAGE) ile baglanmasin
saglayan bolge ise 150-183. amino asitler arasindaki bolgedir. Kaynak: Dumitriu
IE, (2005) TRENDS in Immunology (15).
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Yapi-fonksiyon analizi ¢alismalar1i HMGB1'in sitokin aktivitesinin B
kutusu tarafindan gergeklestirildigini, A kutusunun ise HMGB1 aracili
proinflamatuar sitokinlerin makrofaj sekresyonunu azaltan spesifik bir
antagonist olarak gorev yaptigini gostermistir (49).

HMGB1’in niikleus i¢inde énemli gérevleri vardir ve hiicrelerin ¢cogunda
bu proteinden ytiksek miktarlarda bulunur (Sekil 2.6) (75). HMGB1 niikleus
iginde siki bagli kromatin ve DNA’dan olusan niikleozomlarla gegici ve gevsek
bir bag kurar. Burada HMGB1 DNA'nin {icboyutlu yapisinin saglanmas: ve
transkripsiyonun kontrolii ve niikleer matriks ile iletisim igin Onemlidir.
Niikleer HMGB1 DNA’nin minor oluguna baglanir ve helikal yapida biikiintii
olusmasini tetikler (75). Boylece DNA ile p53, NF-kB, benzer kutu-igeren
proteinler, rekombinasyonu aktive eden gen %2 (RAG1/2) proteinleri ve steroid
hormon reseptorleri gibi gesitli faktorlerin fiziksel temast saglanir (Sekil 2.6) (14,
48).

HMGBT'in niikleer fonksiyonu yasam icin elzemdir. HMGB1 geni
silinmis fare fenotipik agidan da bozuktur ve dogumdan hemen sonra 6liir (76).
Niikleer lokalizasyonunun yaninda HMGB1, baz1 hiicrelerde plazma
membraninda da bulunur. Membrana bagli HMGB1’e ayn1 zamanda amfoterin
de denir. Amfoterin norit biiytimesine ve diiz kas hticre kemotaksisine aracilik
eder (77-79). HMGBI1 ¢ok hareketli bir proteindir. Niikleusta dolasir, spesifik bir
DNA bolgesinde sadece saniyeden kisa bir stire boyunca kalir (80). Kromatine
gecici olarak baglanmas1t HMGB1'in transkripsiyon ve diger niikleer aktiviteleri

yapmasini saglar (48).
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Sekil 2.6. HMGB1'in niikleus i¢indeki ve disindaki etkileri. a) HMGB1
niikleus i¢inde siki bagli kromatin ve DNA’dan olusan niikleozomlarla gegici ve
gevsek bir bag kurar. Burada HMGB1 DNAnin ticboyutlu yapisinin saglanmasi
ve transkripsiyonun kontrolii ve niikleer matriks ile iletisim i¢in 6nemlidir. b)
In vitro galisma sonuglarma dayanarak, gelismekte olan sinir sisteminde ve
aksonal hasar sonrasi hiicre yiizeyinde bulunan HMGB1 aksonal dallanma ve
norit biiytimesinde goérev alir. Membrana bagli HMGB1 ayni zamanda hiicre
gocli ve timor metastazinda etkilidir. ¢) Ekstraselliiler ortamda bulundugunda
ise RAGE, TLR2 ve TLR4 reseptorlerine baglanarak NF-xB ve mitojenle aktive
olan protein kinaz p38 tizerinden hayatta kalim ve aktivasyon yolaklarini
baslatir. d) HMGB1 endotoksin gibi bakteriyel tirtinlerle veya tiimor nekrozis
faktor-o. (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve IFN-y gibi proinflamatuar sitokinlerle
aktive olmus olan makrofaj ve dendritik hiticrelerden saliverilir. Bu saliverilme

yolaginda HMGB1 hiperasetillenir ve sekretuar lizozomlarda birikir, hiicre
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membrani ile birlesir ve ekstraselliiler ortama saliverilir. e) Nekrotik hiicre
olimii sirasinda ise HMGB1 hiicreden saliverilir ve inflamasyon ve/ veya
onarim stireglerini baglatir. f) Apopitoz sirasinda veya ultraviyole 1sin hasarinda
HMGBI niikleusta birikir ve saliverilmesi 6nlenir. Kaynak: Lotze MT&Tracey
K]J. (2005) Nat Rev Immunol (14).

HMGBT'in ¢ekirdekten ve sitoplazmadan saliverilmesi tam olarak
anlagilamamugtir. Normal kosullarda HMGB1 hiicre c¢ekirdeginde yerlesir,
cekirdekte DNA’ya baglidir (81) ancak ¢ok hareketli bir proteindir. HMGB1'in
cekirdekten sitoplazmaya yer degistirmesi cekirdegin lokalizasyon sinyal
sekanslar1 ile kontrol altindadir. Herhangi bir uyari sirasinda HMGB1
cekirdegin lokalizasyon sinyal sekanslarinda bulunan lizin rezidiilerinden
asetillenir. HMGB1 birkez hiperasetillendiginde ¢ekirdegin lokalizasyon
sinyalleri maskelenir ve HMGB1’in ¢ekirdekte kalmas: 6nlenir, béylece protein
sitoplazmada birikir. Ardindan sitoplazmada bulunan ve hiperasetillenmis olan
HMGBI1 sekretuar lizozomlara yiiklenir. Bu sekretuar lizozomlarn plazma
membrani ile birlesmesi sonucu HMGB1 hiicre disi ortama salimir (Sekil 2.7)
(81). HMGB1 proinflamatuar bir sitokin olarak tanimlanir. inflamatuar bir uyar
sonucu aktive olmus makrofaj, dogal 6ldiirticii hiicreler ve myeloid dendritik
hiicrelerden salinir. HMGB1 ekstraselliiler bolgeye nekrotik hiicrelerden pasif
olarak veya dogal immiin sistem hiicrelerinden aktif olarak saliverilir (15).
Nekrotik hiicrelerden ¢oziiniir bir molekiil olarak saliverilir ve inflamatuar
cevabi tetikler (81). HMGB1 igeren nekrotik hiicreler monositlerde TNF-a

tiretimini baslatir.
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Sekil 2.7. Ekstraselliiler ortama HMGB1 saliverilmesi. Cogu hticrede
HMGB1 (yesil) hareketli bir niikleer protein olarak bulunur, niikleus ve
sitoplazma arasinda gider gelir. HMGBI1 iki gekilde ekstraselliiler ortama
salinir: a) Nekrotik hiticrelerden pasif saliimla. Nekrotik hiicrelerin plazma
membran biitiinliigii bozulmustur ve HMGBI1 cevreye sizar. b) Immiin sistem
hiicrelerinden aktif salinimla. Mikrobiyal veya proinflamatuar bir uyaranla
monosit (Mo) ve makrofajlar (M®) uyarildiginda HMGB1 aktif sekresyonla
niikleustan sitoplazmaya saliverilir. Burada spesifik lizin rezidiileri asetillenir
ve HMGBU'in niikleusa girmesi onlenir. Sitozolde biriken HMGB1 daha sonra
sekretuar vezikiillerde depolanir ve ardindan gevreye saliir. Ekstraselliiler
HMGBY'in etkileri hedef hiicreye ve baglandigi membran reseptdriine gore
degisir. Kaynak: Dumitriu IE, (2005) TRENDS in Immunology (15).
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Bir hiicreden HMGB1 saliverilmesi ¢evre doku igin bir uyari sinyali
olusturur (81). Apopitotik hiicreler sekonder nekroz ve kismi otolize ugrasa bile
HMGB1 salivermez ve bu nedenle inflamasyonu tetikleyemez (81). Akut
hepatik nekroz modelinde HMGB1’'in bloke edilmesinin 16kosit cevabin
azalttig1 gosterilmistir, yani HMGB1 nekroz aracili inflamasyonda rol alir (15,
81).

Evrimsel siiregte HMGB1 genomda yogun gen duplikasyonu olmadan
once, muhtemelen sitokin benzeri role sahipti. Gen duplikasyonu sitokin ciftleri
ve sitokin reseptorlerinin olusmasina yol ag¢mistir. HMGBI1, hasar-aracili
molekiiler patern (DAMP) molekiillerinin ana prototipidir. Bu molekiil grubu
normalde niikleus veya sitozolde bulunur. s100 proteinleri, heat-shock
protenleri, HMGB1 vb’den olusur ve bunlar ekstraselliiler olarak
salindiklarinda konaga doku hasar1 oldugu sinyalini verirler.

Tracey ve arkadaglari, aktive makrofajlarin inflamasyonun geg
doneminde HMGB1 saliverdigini gostermislerdir (82). Bu saliverilme, klasik
erken proinflamatuar mediatorlerin (TNF-a ve IL-1) saliverilmesinden daha geg
bir donemde olur. Lipopolisakkarit verilerek endotoksemi olusturulan standart
fare modelinde serum HMGB1 seviyesi 1-18 saatte artmaya baglarken, TNF-o 2
saat ve IL-1 4-6 saatte tepe noktasmna ulasir. HMGB1 sistemik inflamatuar
cevaba aracilik ettigi icin artik bir sitokin olarak kabul edilmektedir ve aktive
immiin hiicrelerden salgilanir, immiin ve endotelyal hiicrelerde prototipik
inflamatuar cevabi tetikler ve RAGE (receptor for advanced glycation end
products) ve muhtemelen “Toll-like” reseptor 2 (TLR2) ve TLR4 gibi diger
reseptorler tizerinden hiicresel cevaplart degistirir HMGBI1, reseptoriine
baglandiktan sonra sitoplazmada bulunan NF-xB kompleksini aktive eder ve
boylece NF-kB'nin niikleusa yer degistirmesini saglar. HMGB1'in yeni
reseptorlerine ve HMGBI1 reseptorii-ligand iligkisinin altinda yatan sinyal

transdiiksiyon mekanizmalarina yonelik ¢alismalar yogun ilgi gormektedir.
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2.5.1. HMGB1’in Beyindeki Rolii

Son yillarda HMGB1'in santral sinir sisteminde (SSS) proinflamatuar
ozellikleri {izerine gesitli c¢alismalar yapilmaktadir. HMGB1'in farede
intraserebroventrikiiler yolla uygulanmas: beyinde TNF-a, interlokin-1f (IL-
1B), IL-6 seviyelerinde artis ile ates, istahsizlik ve kilo kaybma neden olur.
Aslinda HMGB1 beyinde noéron, astrosit ve pitiiisitlerin ¢ekirdeklerinde
bulunur. Iskemik hasar sirasinda HMGB1 saliverilmesinin temel kaynag
noronlardir (83). Kemirgen beyinlerinde yapilan gelisimle ilgili ¢alismalarda
HMGB1'in noéronal gog¢ ve dallanmay1r dtizenledigi saptanmustir (84).
Gelismekte olan sican beyninde HMGB1 hareketli hiicrelerin kenarindaki
filopodianin plazma membraninda bulunur, bdylece norit biiytimesini baglatir.
HMGBI fare beyninde gelisimin degisik basamaklarinda farkl ifade gekillerine
sahiptir ve erigkin dénemde baskilanma egilimindedir. Bu bilgiler HMGB1’in
SSS fonksiyonlar: agisindan 6nemli bir role sahip oldugunu distindtirmektedir.

HMGB1 RAGE, TLR2, TLR4 ve muhtemelen bilinmeyen bagka
reseptorler tizerinden islev yapar (85). TLR4 ise HMGB1’in bir¢ok fonksiyonuna
aracilik eder (85, 86). Beyinde TLR4 ifadesi konusu hala tartigmalidir. Bir¢ok
calismaya gore TLR4 asil olarak mikroglia, astrositler ve oligodendrositler gibi
glial hiicrelerde ifade edilir, ancak néronlarda ifade edilmez (87). Son yillarda
yapilan calismalara gore ise viral RNA veya bakteriyel proteinlere yanit veren
en azindan bazi TLR’ler noronlarda ifade edilir (88, 89). TLR’lerin ndronal
ifadesi ile ilgili artan sayidaki calisma, bu reseptdr ailesinin ndronlarda hem
fizyolojik hem de patolojik durumlarda etkili oldugunu gostermistir (90). Gen
ifade calismalarinda farede serebral iskemi sirasinda néronal TLR2, TLR4 ve
TLR9 mRNA ifadesinin arttig1 saptanmugtir (90, 91).

TLR4 esas olarak gram-negatif bakterilerden gelen lipopolisakkaritleri
tanir (92). Ayn1 zamanda HMGB, 1s1 soku proteinlerinden 60 ve 70 (HSP 60,
70), okside diisiik dansiteli lipoprotein, stirfaktan protein A, fibronektin ve
defensin gibi endojen proteinler de TLR4'ii uyarabilir (93). Iskemik hasarda
TLR4 sinyalizasyonunu baslattig1 bilinen tek molekiil HMGB1'dir (93). TLR4
HMGB1'in birgok ekstraselliiler fonksiyonuna aracilik eden bir reseptordiir (92-



26

94). Aslinda TLR4 sistemik bakteriyel enfeksiyon ve serebral hasara immiin
sistemin verdigi cevab1 aktive eder (95). Son yillarda TLR4'tin iskemik beyin
hasarinda 6nemli rol oynadig: gosterilmistir (96, 97). TLR4 geni silinmig farede
serebral enfarktin daha kiiciik oldugu ve inme sonras: inflamatuar cevabin
daha az oldugu saptanmugtir (98). Yani TLR4 sinyalizasyonu beyin hasarinda
onemlidir. Beyin iskemisi sonrasi izole edilen endojen TLR4 ligandlar1 icinde
HMGBI yer alir (99). Bu da serebral iskemide olusan noéronal hasara TLR4-
HMGB1 etkilesiminin yol agtiginm diistind{iriir.

2.6. Niikleer Faktor-x B

Niikleer faktor kappa-hafif zincir-aktive B hiicrelerinin giiglendiricisi
(NF-xB) DNA transkripsiyonunu kontrol eden bir protein kompleksidir. Ttiim
hiicre tiplerinde bulunur ve stres, sitokinler, serbest radikaller, ultraviyole
1simas1, okside LDL ve bakteriyel veya viral antijenler gibi uyaranlara kars
olusan hiicresel yanitta gorev alir (100). NF-xB enfeksiyona karsi olusan immiin
yanitin diizenlenmesinde 6nemlidir (kappa hafif zinciri immiinoglobulinlerin
temel bir bilesenidir). NF-kB'nin dtizenlenmesindeki bozukluk kanser,
inflamatuar ve otoimmiin hastaliklar, septik sok, viral enfeksiyon ve immiin
gelisim bozukluguna yol agar. Ayrica NF-xB sinaptik plastisite ve hafiza

olusumunda da gorev alir (101).

NF-«B ailesi homo- veya heterodimerik olarak bulunan bir komplekstir.
Bu protein kompleksi RELA/p65, RELB, NFKB1/p105, NFKB1/p50, REL ve
NFKB2/ p52 gibi Rel-benzeri domain-igeren proteinlerden olusur, en ¢ok
bulunan ise heterodimerik p65-p50 kompleksidir. Memelilerde NF-kB ailesinin
5 tiyesi vardir (Tablo) (102).
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Tablo: Memelilerde NF-«B ailesinin tiyeleri.

Smuf Protein Diger adi Gen
NF-xB1 p105 = p50 NFKB1
: NF-xB2 p100 — p52 NFKB2
RelA p65 RELA
I RelB RELB
c-Rel REL

Birgok calismada bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB'nin sinir sistemi
ve diger sistemler i¢in onemli bir inflamatuar gen ifadesi diizenleyicisi oldugu
gosterilmistir (103, 104). Normal sartlarda NF-kB endojen inhibitdrii olan IkB-
a’ya bagh olarak sitoplazmada latent halde bulunur. Lezyonla tetiklenen
oksidatif stres, norotrofinler, glutamat, depolarizasyon, bakteriyel endotoksin
veya sitokinlerle aktive oldugunda ise IkB-o fosforlanir, iibikiitinlenir ve
ardindan proteazom sistemi ile degrade edilir (Sekil 2.8). Serbest kalan NF-xB
ise niikleusa transloke olur ve kB ile iligkili sekanslara baglanarak NF-kB
tarafindan diizenlenen genlerin ifadesini baglatir. Bu genlerin aktivasyonu ile
inflamatuar veya immiin cevap, hayatta kalim cevabi ve hiicresel proliferasyon
gibi fizyolojik cevaplar diizenlenir. Noronlarda NF-kB aktivasyonu genellikle
sinaptik plastisite, néronal fonksiyon, biiyiime ve yasam icin gerekli iken glial
hiicrelerde TNF-a, IL-1p, IL-6, siklooksijenaz-2, indiiklenebilir Nitrik oksit
sentaz ve adezyon molekiilleri gibi proinflamatuar genlerin ifadesini artirarak
inflamatuar cevabi diizenler (104, 105). Aymi zamanda NF-kB kendi
baskilayicist olan IkB-o'nin sentezini de baglatir. Yeni sentezlenen IxB-a negatif
oto “feedback” devre ile NF-kB’yi yeniden inhibe eder. IkB-o'nin hem niikleer
lokalizasyon dizileri hem de digar1 gonderme dizileri vardir, bu sayede niikleus
sitoplazma arasindaki dongiisiinii saglar. Yeni sentezlenen serbest IxB-o
niikleer NF-kB’ye baglanur ve bu kompleksin sitoplazmaya atilmasma neden
olur. NF-kB ve IkB-a kompleksi hiicre disindan bir uyar: gelinceye ve IkB kinaz

tarafindan fosforlanincaya kadar sitoplazmada tutulur (106).
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Sekil 2.8. NF-xB'nin etki mekanizmasi. Bu gsekilde Rel ve p50
proteinlerinden olusan NF-kB heterodimeri 6rnek olarak verilmigtir. NF-kB
inaktif durumda iken sitoplazmada inhibitor protein IkB-a ile kompleks yapmis
halde bulunur. Hiicre digindan gelen bir uyari ile IkB-o, IkB kinaz tarafindan
fosforillenir, ardindan NF-kB’den ayrilir ve tibiqiitinasyona ugrar, daha sonra
da proteazom ile degrade edilir. Aktive hale gecen NF-kB ise niikleusa yer
degistirir ve DNA’daki yanit elemanlar1 (“response elements”) denilen &zel
sekanslara baglanir. DNA/ NF-kB kompleksi koaktivatorler ve RNA polimeraz
gibi diger proteinlerle de etkileserek mRNA transkripsiyonuna ve devaminda
protein translasyonu sonucu hiicre fonksiyonunda degisiklige neden olur.
Kaynak: Perkins ND (2007) Nat. Rev. Mol. Cell Biol (100).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar ve Cerrahi

Bu calisma Hacettepe Universitesi, Norolojik Bilimler ve Psikiyatri
Enstitiisti, Beyin Arastirmalar1 Laboratuarinda yapilmistir ve deneysel islemler
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan 2008/55 kayit
numarasi ile onaylanmugtir.

Deneyler icin 98 adet Swiss albino (25-35 g), 2 adet C57/Bl6 (24 ve 28 g)
ve 2 adet SV129 (24 ve 25 g) fare kullanilmistir. 18-21°C oda sicakliginda, 12
saat karanlik, 12 saat aydinlik ortamda tutulan fareler deneyden bir gece 6nce
a¢ brrakilmigtir. Farelere intraperitoneal tiretan (%25’lik tiretan 0.12 mg/ kg
anesteziyi baslatmak i¢in, 0.02 mg/kg ise idame olacak sekilde) ve xylazin (5
mg/kg) anestezisi uygulanmistir. Deney stiresince fareler, 2 litre/dk oksijen
desteginde kendi solunumlarina birakilarak izlenmigtir. Rektal sicaklik takip
edilerek homeotermik battaniye kontrol tinitesi (Harvard Apparatus Limited,
Ingiltere) ile viicut 1sis1 37.0£0.1°C arasinda tutulmustur. Deney siiresince
noninvazif olarak alt ekstremiteden nabiz ve oksijen sattirasyonu (V3304 Digital
Table-Top Pulse Oximeter, SurgiVet, Amerika Birlesik Devletleri) takipleri
yapilmigtir. Elde edilen veriler veri kazanim sistemi (Powerlab 8/30,
ADInstruments) vasitastyla bilgisayara kaydedilmistir.

Deney hayvanlarina anestezi uygulandiktan ve derin anestezi saglandig1
kuyruk sikisirmasma verdigi yamitla test edildikten sonra, yiiz stii
pozisyonda dig kulak yollarindan ve burundan sabitlenecek sekilde stereotaksi
gercevesine (Digital Lab Standard Stereotaxic Frame, Stoelting, Amerika Birlesik
Devletleri) yerlestirilmistir. Stereomikroskop (Zeiss, SV6) altinda bregma ve sag
parietal, frontal kemikler goriilecek sekilde cilt kesisi yapilmigtir. Igne
batirilmas: yontemi ile KYD tetiklemek tizere, yiiksek hizli drill yardimu ile,
bregmanin 1.3 mm anterioru ve 1 mm lateralindeki sag frontal kemik bdlgesi
inceltilip, inceltilen kemik forsepsi yardimu ile kaldirilmigtir. Bu islem esnasinda
dura parcasinin hasar gormemesine dikkat edilmistir. A¢ilan kranial pencere

KYD olusturmak tizere igne batirilmasi veya korteks ytizeyine 1 M KCI
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emdirilmis pamuk uygulanmas: igin kullanilmistir. Drill kullanirken soguk

serum fizyolojik infiizyonlar1 ile kemik sogutulmustur.

3.2. Propidyum Iyodiir Enjeksiyonu

Propidyum iyodiir membranlar1 gecemeyen bir boyadir, ancak mega
kanallardan gegebilir ve hiicreye girdikten sonra niikleik asitlerle etkileserek
kirmiz: renkli floresans verir. KYD tetiklenmeden 2 dk 6nce, 25 gauge Hamilton
ignesi yardimiyla PI (1 mg/ml distile su, Molecular Probes, Amerika Birlesik
Devletleri) intraserebroventrikiiler (i.s.v.) yoldan enjekte edilmistir. Bunun icin
i¢in bregamin 0,1 mm posterioru, 0,9 mm lateralindeki sag pariyetal kemikte
yuvarlak bir kemik parcasi kaldirilmigtir ve enjeksiyon bu bolgeden fare
stereotaksik atlasindaki verilere uygun olarak 3,1 mm derine enjekte edilmistir.
Sag frontal bolgeden kemik parcasi kaldirilmig ve buradan igne batirilmasi ile
KYD tetiklendikten 5, 30 veya 60 dk sonra fareler kardiyak yolla, % 0,4 heparin
ve ardindan % 4 paraformaldehit (PFA) ile perfiize edilmistir. Her bir zaman
noktast i¢in 6 fare kullanilmistir. Kontrol gruplarn igin ise KYD
olusturulmaksizin i.s.v. yolla PI enjekte edilmis ve ayni zaman noktalarinda
sakrifiye edilen fareler perfiize edilerek beyinleri gikarilmigtir (n=6 fare/ zaman
noktasi). Cikarilan beyinler 24 saat stire ile % 4’liik PFA ve ardindan 48 saat
boyunca % 30'luk sukroz soliisyonunda bekletilmistir. Daha sonra beyinlerden
kriyomikrotomda 20 pym’lik koronal kesitler frontal bélgeden baslanip beyin
sap1 da dahil olmak tizere alinmigtir. Bir ¢ekirdek boyasi olan Hoechst-33258 ile
boyanan kesitler, PI floresansi agisindan floresan mikroskopta (Nikon Eclipse
E600) uygun filtreler yardimiyla degerlendirilmistir. Hoechst-33258 floresansi
igin eksitasyon 330-380 nm, emisyon 420 nm ve PI floresansi icin eksitasyon 510-
560 nm, emisyon 590 nm olan filtreler kullanilmistir. Her bir zaman noktasi igin
KYD ve kontrol gruplarinda, 40'lik biiyiitmede, her anatomik bolge igin ikiser
alanda PI floresansi gosteren hiicreler sayilarak mm®deki PI pozitif hiicre sayist
saptanmuigtir.

Bir bagka deney diizeneginde ise i.s.v. yoldan direkt uygulanan PI

enjeksiyonunun yapabilecegi olasi bir travmanin PI pozitifligi tizerine
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olabilecek etkisini ayirt etmek tizere, KYD tetiklenecek olan hemisferin karsi
tarafindaki lateral ventrikiile kaniil yerlestirilmis ve KYD o6ncesi PI bu yolla
verilmistir. Bu amagla deneyden 1 giin 6nce dig ¢ap1 1 mm olan bir polietilen
kaniil bregmanimn 0,15 mm posterioru ve 0,7 mm lateralinde agilan kiigiik bir
kemik pencereden 2,1 mm derine yerlestirilmistir. Ertesi giin stereotaksik
cerceveye yerlestirilen fareye mikromanipiilatér yardimiyla ve Hamilton ignesi
ile PI yavasca enjekte edilmis ve bundan 2 dk sonra igne batirilmas: ile
frontalden KYD tetiklenmistir. Bes dk sonra ise kardiyak yolla % 0,4 heparin ve
% 4 parafolmadehit ile perfiize edilmistir. Kontrol grubunda ise kanitilden PI
enjekte edilmis ancak KYD olusturulmamistir. Kardiyak yolla perfiizyon
sonrast ¢gikarilan beyinler yukarida bahsedildigi sekilde muamele edilmis ve PI
pozitif hiicreler sayilmistir. KYD ve deney grubunda 6’sar fare kullanilmustr.

PI pozitifliginin plazma membran gegirgenliginde segici olmayan bir artisa
bagli olup olmadigimi test etmek tizere, molekiil agirhigr 77000 Dalton olan
floresan izotiyosiyanat-dekstran-70S (FITC-dekstran-70S, Sigma, ABD) ile 3
deney yapilmustir. Bunlardan ikisinde FITC-dekstran-70S (0.5 yL, 5 mg/mL
serum fizyolojik iginde) i.s.v. kaniil yoluyla enjekte edilmis, {iclinciistinde ise
beraberinde PI da verilmistir. Enjeksiyonlardan 2 dk sonra igne batirilmasi ile
KYD tetiklenmig ve 5 dk sonra fareler kardiyak perfiizyonla sakrifiye edilmis ve
yukarida bahsedildigi sekilde takiplerden gecirilen beyinlerden 20 pm
kalinliginda kesitler alinmistir. Kesitler cekirdek isaretleyicisi olan Hoechst-
33258 ile boyandiktan sonra uygun filtreler kullanilarak floresan mikroskopta

degerlendirilmistir.

3.3. Elekrofizyoloji Deneyleri

[gne batirlmast veya topikal 1 M KCl uygulamast ile tetiklenen KYD'ler
elektrofizyolojik yolla kaydedilmistir. Bunun igin bregma ile lambda arasindaki
kemik bolge tek hemisferde inceltilmistir. Inceltilmis kemik {izerine iki adet Ag-
AgCl kapli, 1 mm capl pelet elektrot yerlestirilmis ve direkt akim (DA)
potansiyelleri kaydedilmistir. Elektriksel iletkenligin yeterli olmasi igin

elektrotlarin uglarina EEG jeli stirtilmiistiir. Topraklama igin bir adet Ag-AgCl
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kapl disk elektrodu boyun kaslarinin arasimna yerlestirilmistir. Kayitlar alt ve
tist sinirlar £100 mV ve Ornekleme hizi 1 Hz olacak sekilde ayarlanmustir.
Sinyaller veri kazanim ve analiz sistemi (PowerLab 8/30, ADInstruments) ile
depolanmusgtir.

Bagka bir deney diizeneginde ise KYD'nin subkortikal dokulardaki
yayilimi incelenmistir. Bunun icin 6 farede korteks ve derin yapilardan aym
anda DA potansiyelleri kaydedilmigtir. U¢ kalinlig1 1 um olan bir tungsten
unipolar elektrot frontal kortekse (bregmanin 0,5 mm anterioru, 1 mm laterali
ve 0,5 mm derine) indirilmistir. Bir bagska tungsten unipolar elektrot ise
subkortikal yapilara indirilmistir. Kayit yapilan bdolgeler ve koordinatlari su
sekildedir: Dentat girus igin bregmanin 2 mm posterioru, 1,5 mm laterali ve 1,8
mm derine; talamusun ventral posterolateral niikleusu i¢in bregmanin 1,6 mm
posterioru, 1,75 mm laterali ve 3,25 mm derine; kaudoputamen igin bregmanin
0,86 mm anterioru, 1,5 mm laterali ve 3 mm derine; hipotalamus igin ise
anterior hipotalamik bolge hedeflenerek bregmanin 1,22 mm posterioru, 0,5
mm laterali ve 4,75 mm derine inilmistir.

KYD'nin etkilerinin soy farki ile iligkili olup olmadigmi test etmek iizere
Swiss Albino farelerin yaninda C57 ve SV129 fare soylarinda da deneyler
yapilmugtir. Her grupta ikiger fare kullanilmigtir. Uretan ve ksilazin anestezisi
verilen fareler yukarida anlatildig: sekilde stereotaksi gercevesine yerlestirilmis
ve sag i.s.v. kaniilden PI enjekte edilip, 2 dk sonra igne batirilmas: ile KYD
tetiklenmis, bu sirada elektrofizyolojik olarak DA potansiyel kayd: yapilmistir.
5 dk sonra fareler sakrifiye edilmistir. Kardiyak yolla % 0,4'liikk heparin ve %
4'luk PFA ile perfiize edilerek gikarilan beyinler yukarida bahsedildigi sekilde

muamele edilmis ve PI pozitif hiicreler sayilmusgtir.

3.4. Farmakolojik Ajanlarin Uygulanmas:

Secici olmayan bir NMDA reseptdr antagonisti olan MK-801, KYD
dalgasinin olusumunu baskilamak tizere kullamilmistir. Bu deneylerde 4 fare
kullanilmis ve (+)-MK-801 (Tocris, ABD) topikal yolla sag frontalde acilan
kemik pencereye uygulanmigtir. Bunun i¢in 10 mM (+)-MK-801 emdirilmis
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pamuk 10 dk boyunca burada tutulmus, ardindan kaldirilmis ve karg: lateral
ventrikiile yerlestirilmig olan kaniilden PI enjekte edilmigtir. 2 dk sonra igne
batirilarak KYD tetiklenmis ve bu sirada elektrofizyolojik kayit alinmigtir. 5 dk
sonra ise kardiyak yolla perfiize edilen farenin beyni ¢ikarilarak daha 6nce
tariflendigi sekilde (bakimiz Bolim 3.2) islemlerden gecirilip PI pozitifligi
incelenmistir.

Panx kanallarin1 bloke etmek iizere ise iki ajan kullanilmugtir. Ik olarak
secici olmayan bir konneksin blokdorii olan karbenoksolon (CBX, Sigma, ABD)
ile deneyler yapilmistir. Bu deneylerde birgiin 6nce sag lateral ventrikiile
yerlegtirilen polietilen kantilden 400 ng CBX (2 uL distile su iginde) enjekte
edilmis, 10 dk sonra ise PI enjeksiyonu yapimigtir. Bundan 2 dk sonra igne
batirilarak KYD tetiklenmis, bu sirada elektrofizyolojik kayit alinmis ve 5 dk
sonra fare sakrifiye edilmigtir. Kontrol grubunda ise CBX yerine ¢6ziiciisii olan
distile su (2 puL) verilmis, geri kalan islemler aynen uygulanmistir. Her bir
grupta 3 fare kullanilmagtir.

Ikinci olarak ise Panx kanallarimin segici bir peptid inhibitérii olan "Panx
kullanilmigtir. “Panx (Tocris, ABD) yapay beyin omurilik sivist iginde
¢oziilmiis ve 1 uL yapay BOS igindeki 100 uM "Panx intrakortikal yolla sag
frontal ve parietal kortekse uygulanmigtir. Bunun igin pH=7.4, sicaklig1 37 °C
olan ve i¢cinde mM cinsinden 124 Na(Cl, 5 KCl, 1.25 NaH,PO,, 1.3 MgSO,, 2.4
CaCl,, 25 NaHCO; ve 10 glukoz bulunan yapay beyin omurilik sivisi
hazirlanmigtir. Once sag frontalde bregmanin 1 mm anterioru, 2 mm
lateralinde 1 mm derine ve ardindan sag parietal bélgede bregmanmn 2 mm
posterioru, 2 mm lateralinde 1 mm derine, 25 gauge Hamilton ignesi
kullanilarak, 10 dk siiresince yavas enjeksiyonla ""Panx verilmistir. Geriye sivi
cikisii 6nlemek tiizere enjeksiyon bitiminden sonra 5 dk boyunca Hamilton
ignesi bekletilmistir. Kontrol deneylerinde sadece 1 uL yapay beyin omurilik
sivist ayni bolgelere aynmi yontemle enjekte edilmistir. Her grupta {icer fare
kullanilmigtir. Enjeksiyondan 5 dk sonra i.s.v. kaniilden PI verilmis ve bundan
2 dk sonra igne batirilarak KYD tetiklenmigtir. Yine elektrofizyolojik kayit

almmus ve 5 dk sonra fareler perfiize edilerek sakrifiye edilmis ve beyinleri
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cikarilmigtir. Beyinler daha once tariflendigi sekilde (bakimiz Bolim 3.2)
islemlerden gegcirilip, PI pozitifligi incelenmistir.

Ayrica hem néronal uyarilabilirligi tiretandan daha ¢ok baskilayan hem de
oluklu baglant: inhibit6rii oldugu bilinen (107) izofloran anestezisi kullanilarak
da deneyler de yapilmistir (n=2). Bunun igin % 2’lik izofloran anestezisi altinda
tfareler stereotaksi gergevesine yerlestirilerek sag i.s.v. kaniilden PI enjekte
edilip, 2 dk sonra igne batirlmasi ile KYD tetiklenmis, bu sirada
elektrofizyolojik olarak DA potansiyel kaydi yapilmistir. 5 dk sonra fareler
sakrifiye edilmigtir. Kardiyak yolla % 0,4'liik heparin ve % 4'liik PFA ile perfiize
edilerek ¢ikarilan beyinler yukarida bahsedildigi sekilde muamele edilmis ve PI

pozitif hiicreler sayilmustir.

3.5. Immiinohistokimyasal Boyamalar

KYD'nin tetikledigi molekiiler yolaklar1 incelemek tizere ayr1 bir deney
grubunda PI verilmeksizin KYD olusturulmus ve ¢ikarilan beyinler gerekli
islemlerden gecirilip cesitli immiinohistokimyasal isaretlemeler kullanilmigtir
(n=4). Bunun icin baz1 kesitlerde néron ve astrositlerde niikleer HMGB1’in
sitoplazmaya ve NF-kB'nin sitoplazmadan niikleusa translokasyonu
incelenmistir. Farede igne batirilarak KYD tetiklenmis, 5 dk ve 30 dk sonra
kardiyak yolla % 0,4 heparin ve % 4 parafolmadehit ile perfiize edilmistir.
Cikarilan beyinler 24 saat siire ile oda sicakliginda % 4'liikk parafolmadehit ve
ardindan 48 saat boyunca % 30'luk sukroz soliisyonunda +4 °C’de bekletilerek
kriyoproteksiyon saglanmigtir. Daha sonra kriyomikrotomda (Leica CM 1100)
beyin dokularindan korpus kallozumdan gecen 20 um’lik koronal kesitler
alinmistir. Kesitler 6nce fosfat tamponlu salinde (PBS, pH=7,4), oda sicakliginda
5 dk bekletilmis, ardindan PBS ile % 10 sulandirilmis normal ke¢i serumunda
oda sicakliginda 10 dk bloke edilmistir. Ardindan kesitler tavsan poliklonal
HMGB1 (1:200, Abcam, Ingiltere) veya tavsan poliklonal NF-kB (1:200, Abcam,
Ingiltere) primer antikorlari ile bir gece, +4 °C’de muamele edilmistir. Ertesi giin
3 kez 5’er dk PBS’de bekletilip, kegi anti-tavsan Cy2 antikoru (1:200, Jackson
Immunoresearch, ABD) ile oda sicakliginda, 90 dk inkiibe edilmis, bdylece
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sekonder isaretleme yapilmustir. Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dk yikanmis ve
Hoechst-33258 ve 25 mg/ml sodyum azid igeren gliserol/PBS soliisyonu ile
kapatilmistir.

Baz1 kesitlerde NeuN (1:200, Chemicon, ABD) ve ALDHI1L1 (1:150,
Abcam, Ingiltere) ile ikili boyamalar yapilmigtir. Kisaca HMGB1 veya NF-«xB
primer antikorlari ile isaretlenen kesitler PBS ile 3 kez 5’er dk yikandiktan sonra
fare monoklonal NeuN veya ALDHIL1 antikorlar: ile bir gece +4 °C’de
bekletilmistir. Ertesi giin PBS ile 3 kez 5’er dk yikanan kesitler kegi anti-tavsan
Cy3 (1:200, Jackson Immunoresearch, ABD) antikoru ile oda sicakliginda 90 dk
inkiibe  edilmis  boylece ikinci sekonder isaretleme  yapilmugstir.
Immiinoreaktivitenin 6zgiilliigiinii test etmek {izere primer antikor devre dist
birakilarak blokaj soliisyonu veya PBS uygulanmugtir. Daha sonra kesitler
uygun filtreler kullanilarak floresan mikroskopta (Nikon Eclipse E600)
degerlendirilmistir. Yesil floresan icin eksitasyon 450-490 nm, emisyon 520 nm;
kirmizi floresan igin eksitasyon 510-560 nm, emisyon 590 nm; mavi floresan icin

eksitasyon 330-380 nm, emisyon 420 nm olan filtreler kullanilmigtir.

3.6. Mast Hiicrelerinin Boyanmasi ve Sayimi1

KYD’nin dura materdeki etkilerini incelemek iizere ayr1 bir grup deneyde,
igne batirilmasi ile KYD olusturulmus ve 30 dk sonra fare sakrifiye edilmistir.
Ayrica CBX (400 ng, is.v.) uygulamasi sonrasinda da mast hiicrelerinin
durumu incelenmistir. Bu deney diizeneginde KYD grubu, KYD
olusturulmayan yalanci uygulama grubu ve CBX verilen grup calisilmigtir. Her
grupta ticer fare kullanilmistir. Deney sonunda kardiyak yoldan % 0,4'lik
heparin ve % 4’likk parafolmadehit soliisyonlar: ile perfiize edilen farenin
kafatas1 kesilip % 4'liik paraformaldehit soliisyonunda bir gece +4 °C’de
bekletilmigtir. Ertesi giin hem KYD tarafi ve hem de kars: taraftaki dura mater
ayrt ayri diseke edilmis ve 3 kez 10’ar dk PBS’te (pH=7.4) yikanmustir.
Ardindan metilen mavisi (1g/mL distile suda) ile oda sicakliginda 1-2 dk
inkiibe edilmis ve dura mater pargalar1 distile suda yikanmigtir. Lam {izerine
alinan kesitler daha sonra her birinde 10’ar dk kalmak tizere % 70, % 96, %
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1001tk alkol gradiyentinden gegirilerek dehidrate edilmis ve ksilende 10 dk
bekletildikten sonra Entellan (Merck, Almanya) ile kapatilmigtir. Mast hiicreleri
metilen mavisi ile mavi veya mora c¢alan renkte boyanmaktadir. Isik
mikroskobunda X1000°liik biiylitmede KYD tarafindaki ve karg: taraftaki dura
materde 100’er adet mast hiicresi sayilmigtir. Graniilleri sitoplazmada olan
ancak sac¢ilmis halde ve soluk mavi renkte goriinen veya graniilleri hiicre
membraninin digina tasmis olan mast hiicrelerinin degrantile oldugu kabul

edilmistir.

3.7. Hiicre Alt1 B6liimleme ve Western Blotlama
NF-kB'nin  sitoplazmadan niikleusa gecisi, immiinohistokimyasal
boyamalarin yaninda, hiicre alti boliimleme sonrast yani niikleus sitoplazma
ayirimi yapilarak Western blotlama yontemi ile incelenmistir. Bunun igin, her
grupta 3’er hayvan olmak tizere, li¢ grup calisilmigtir: hi¢ islem yapilmamis
grup, karbenoksolon grubu ve yalanci uygulama grubu (karbenoksolonun
¢Oziiciisti olan distile su enjekte edilmistir).
Fareler igne batirilmasi ile KYD tetiklendikten 30 dk sonra kardiyak yolla
% 0.4'liik heparin igeren soliisyon ile perfiize edilmis ve beyin hizla gikarilarak
kuru buz tizerinde KYD tarafindaki korteks ayrilmig ve Western blotlama
yapilana kadar -80°C’de saklanmugtir. Hiicre alti boliimleme Schreiber ve
arkadaglarmin tanimladiklar1 yontemle yapilmistir (108). Sitoplazmik ve
niikleer boltimler iki farkli tampon soliisyonu kullanilarak ayrilmistir. Tampon
A: 10 mM HEPES, 1.5 mM Mg(Cl,, 10 mM KCl, 0.5 mM DTT, % 0.05 NP40, pH
7.9; Tampon B: 5 mM HEPES, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, % 26
gliserol, pH 7,9. Dokular buz tizerinde proteaz ve fosfataz inhibitorleri eklenmis
olan 500 uL tampon A solusyonu iginde sonikator ile homojenize edilmistir
(Ultrasonic cell disrupter; Bandelin sonopuls, HD2070). Elde edilen karisim
+4°C’de 1000 X g hizda 10 dk santrifiij edilmis ve sitoplazmik boliimii igeren tist
taz ayrilmistir. Niikleer boliimleme igin, kalan ¢okelek buz iizerinde proteaz ve
fosfataz inhibitorleri eklenmis olan 374 uL tampon B ve 26 uL, 4,6 M NaCl

¢Ozeltisi ile homojenize edilmistir. Tekrar homojenize edilmis olan ¢okelek 30
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dk stiresince buz tizerinde tutulmus ve 4°C’de 24000 X g hizda 20 dk santrifiij
edilmistir. Sitoplazmik ve niikleer protein konsantrasyonlar1 BCA protein tahlil
kiti (Pierce, ABD) ile saptanmustir. Esit miktarda protein % 4-12 sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jele (% 4-12 SDS-PAGE) (Invitrogen, ABD) ytiklenmis ve
ardindan “Polyvinylidene fluoride” (PVDF) membranlara (Invitrogen, ABD)
yart kuru transfer metodu ile nakledilmistir. Ozgiil olmayan protein
baglanmasini 6nlemek tizere PVDF membranlar 1 saat boyunca %3’litk TBS-T
icindeki sigir serum albiimin (BSA) soliisyonunda bekletilmistir. Daha sonra
membranlar tavsan poliklonal NF-kB antikoru (1:200, Santa Cruz, ABD) ile gece
boyu 4°C’de inkiibe edilmistir. % 0.1'lik Tris tamponlu serum fizyolojik-Twin
20 (TBS-T) soliisyonu ile ti¢ kez 10'ar dk yikanan membranlar “horseradish”
peroksidaz (HRP)-bagh anti-tavsan IgG sekonder antikoru (1:3000, Cell
Signaling, ABD) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Protein bantlari
kemiliiminesan (Super Signal West-Femto; Pierce, ABD) kullanilarak goriiniir
hale getirilmistir. Sitoplazmik boliim bantlar1 beta-aktin (Sigma, ABD) ile ve
niikleer bolim bantlar1 ise histon 3 (Cell Signaling, ABD) ile normalize
edilmistir. Goriintiiler Kodak 4000 MM goériintii istasyonunda almmustir.
Sinyallerin analizi i¢in yine aymi cihazin Molekiiler Goriintiileme Yazilimi
(Carestream Molecular Imaging Software, Standard Edition, ABD)

kullanilmigtr.

3.8. istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir (orttsh). PI pozitif
hiicre sayilari, degrantile mast hiicre oranlar1 ve Western blotlama 6l¢timleri
Kruskall-Wallis testi ile karsilagtirilmigtir. Istatistiksel anlamlilik varsa gruplar
daha sonra Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmigtir. p< 0.05 degeri

istatistiksel olarak anlaml olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kortikal Yayilan Depresyon Panx-1 Kanallarinin A¢ilmasini Tetikler

Propidium iyodiir hiicre membranindan gegemeyen floresan bir boyadir
ancak diisiik molekiiler agirlig1 olmasi nedeniyle Panx-1 gibi mega kanallardan
hiicre igine girebilir (21). Buradan yola ¢ikarak KYD'nin néronal veya glial
mega kanallarin agilmasma neden olup olmadigmi test etmek igin KYD
tetiklenmesinden 2 dk oOnce is.v. yolla PI enjeksiyonu yapildi. KYD’ler
ekstrakraniyal elektrofizyolojik kayitlama ile kaydedildi. Sekil 4.1’de deney
diizeneginin sematik goriiniimii ve elektrofizyolojik kayitlama ornegi yer
almaktadir. KYD tetiklenmeyen grupta ventrikiiler boyanma disinda hiicrelere
PI girisi saptanmamustir (n=6 fare) (109).

[gne batirlmast ile olusturulan tek KYD veya topikal KCl uygulamast ile
olusan c¢oklu KYD dalgalar1 kortekste yaygin PI pozitifligine neden olurken
kontrol beyinlerinde ve KYD'nin kargi hemisferinde hiicrelere minimal PI girisi
saptanmugtir (n=12 fare) (Sekil 4.2). PI pozitif hiicreleri karakterize etmek tizere
NeuN boyamasi yapilmis ve PI pozitif hiicrelerin % 95+3’tintin NeuN ile
boyandig1 goriilmiistiir (Sekil 4.3). Beraberinde astrosit isaretleyicisi olarak
kullanilan AldhlL1 (70) ile de immiinfloresan boyama yapilmis ve PI
pozitifliginin komsu fibriler veya protoplazmik astrositlerde olmadig:

saptanmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.1. Deney diizeneginin sematik goriiniimii (A) ve KYD dalgasi
ornegi (B). B. Ekstrakraniyal iki elektrot ile yapilan kayitlamada KYD
olusumunun elektrofizyolojik olarak potansiyel farki (mV) ile gosterilmesi.
Anestezi altinda ve stereotaksi c¢ergevesine yerlestirilmis olan farede
intraserebroventrikiiler PI enjeksiyonu yapildiktan 2 dk sonra igne batirilmasi
(ok) ile KYD dalgas: tetiklenmistir.
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Propidyum iyodiir Hoechst-33258

igne batiriimasi

'

Korteks

Sekil 4.2. KYD’den 5 dk sonra ipsilateral korteks ve dentat girusta (DG)
PI pozitifligi. Hoechst-33258 boyamas: ile kortikal ve hipokampal tabakalar
goriilmektedir. Gortintii 40'lik biiytitmede almmuagtir. Skala 500 um.

Propidyum Iyodiir NeuN Cakistirma

Sekil 4.3. PI pozitif hiicrelerin karakterizasyonu-1. PI pozitif hiicreleri
karakterize etmek tizere NeuN boyamasi yapilmis ve bu hiicrelerin %

95+3’tintin NeuN ile boyandig1 goriilmiistiir. Skala 100 um.
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Propidyum iyodiir+Aldh1L1

Sekil 4.4. PI pozitif hiicrelerin karakterizasyonu-2. Protoplazmik ve
fibriler astrosit isaretleyicisi olarak kullanilan AldhlL1 (yesil) ile yapilan
immiinofloresan boyama. Bu boyamada PI (kirmizi) ile isaretlenen hiicrelerin

astrositlerle Ortiismedigi goriilmektedir. Skala 100 um.

Noronlara PI girisinin zamansal degisimi de incelenmis ve KYD
tetiklenmesinden 5, 30 ve 60 dk sonra fareler sakrifiye edilmistir. Her grupta
6’sar Swiss albino fare kullanilmigtir. Bu deneyler sonucunda, KYD’den 5 dk
sonra PI isaretlenmesinin en fazla oldugu, 30. dk’da belirgin olarak azaldig: ve
1 saat iginde ise biiylik oranda kayboldugu goriilmustir (Sekil 4.5). PI
pozitifliginin sadece korteksle sinirli olmadig1 ayn1 zamanda dentat girusta da
benzer sekilde isaretlenme oldugu saptanmustir (Sekil 4.6).

Bu calismada Swiss albino fare soyu kullanilmistir. Noronlara PI
girisinin fare soylar1 arasinda farkedip etmedigini incelemek tizere C57/Bl6 ve
SV129 farelerinde de igne batirilarak KYD tetiklenmis ve PI pozitifligi
incelenmigtir (n=4 fare). C57/Bl6 farelerinde kortekste PI pozitif hiicre sayisinin
1033+108 /mm’ ve SV129 farelerinde 1260+120 /mm’ oldugu ve Swiss albino

fare grubundan farkli olmadig1 saptanmugtir.
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Sekil 4.5. Kortekste PI pozitif hiicre sayisi. Intraserebroventrikiiler PI
enjekte edildikten sonra igne batirilmasi ile KYD indiiklenen deney gruplar: ve
indiiklenmeyen kontrol gruplarinda PI pozitifligi. KYD indiiklenen gruplarda
PI pozitifliginin 5. dk’da maksimum oldugu, 30. dk’da istatistiksel olarak
anlamli bigimde azaldigr ve 60.dk’da neredeyse kayboldugu goriilmektedir
(p<0.05). * 5 dk’da KYD tarafindaki PI pozitifliginin kars: taraftan, yalanci
uygulama grubundan ve 30 dk ile 60 dk gruplarindan istatistiksel olarak farkl

oldugunu gostermektedir. Degerler orttsh olarak verilmistir.
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Dentat girusta PI pozitif hiicre sayis1
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Sekil 4.6. Dentat girusta PI pozitif hiicre sayisi. PI pozitifliginin dentat
girusta kortekse paralel bigimde, hem kars: taraf ve hem de yalanci uygulama
grubuna gore belirgin olarak arttig1 ve bu etkinin 5. dk’da en fazla oldugu,
zamanla da azaldigi gorilmistiir (p<0.05). * 5 dk’da KYD tarafindaki PI
pozitifliginin karg taraftan, yalanci uygulama grubundan ve 30 dk ile 60 dk

gruplarindan istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir. (orttsh).

PI ile igaretlenmenin en fazla oldugu zaman noktasinin 5 dk oldugu
bulgusundan yola ¢ikarak, bundan sonra farmakolojik ajan verilerek yapilan
deneylerde sadece 5. dk’da PI sayimlar1 yapilmigtir. Noronal PI pozitifliginin PI
enjeksiyonuna veya igne batirilmasma bagh bir travmadan kaynaklanmadigini,
KYD’ye bagli oldugunu test etmek iizere secici olmayan bir NMDA reseptor
antagonisti olan MK-801'nin topikal olarak uygulandigi 4 farede deney
yapilmigtir. MK-801 uygulamasi sonrast KYD'nin olusmadig (Sekil 4.7) ve

noronlara PI girisinin de anlamli olarak azaldig1 goriilmustiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. MK-801 ile elektrofizyolojik kayit 6rnegi. Topikal MK-801
uygulamasmin ardindan yapilan igne batirilmasi ile ekstrakraniyal DA

kayitlamada KYD olusmadig: goriilmektedir.

MK-801 uygulamasinin etkisi
2500
2000 L

1 40
500 KYD tarafi

1000 -+ —— T M Kars: taraf

500 -+ -

PI pozitif hiicre say1si/mm?2

KYD- MK-801- KYD- MK-801-
korteks  korteks dentat dentat
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Sekil 4.8. MK-801 uygulamasmin PI pozitifligine etkisi. MK-801
uygulamasi sonrast hiicrelere PI girisinin sadece KYD uygulanan gruba gore
hem kortekste ve hem de dentat girusta istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 gortilmistiir (n=4) (p<0.05) * KYD ile MK-801 gruplarmnin istatistiksel

olarak farkli oldugunu géstermektedir (ort+sh).
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PI pozitifliginin plazmalemma yirtilmasi nedeniyle olusan membran
gecirgenliginde secici olmayan bir artis sonucu olup olmadigmi incelemek
tizere FITC-dekstran-70S kullanilmigtir. FITC-dekstran-70S yiiksek molekiiler
agirlikli (77 kDa) bir floroprobdur. Deneyden bir giin 6nce lateral ventrikiile
yerlestirilen polietilen kaniilden FITC-dekstran-70S (0.5 uL, 5 mg/ mL serum
fizyolojik icinde) enjekte edilmistir. Bunun igin 3 fare kullanilmuis, ikisine sadece
FITC-dekstran-70S, birisine ise hem FITC-dekstran-70S hem de PI enjekte
edildikten sonra igne batirilmasi ile KYD indiiklenmigtir. 5 dk sonra fareler
sakrifiye edilip beyinleri ¢ikarilmig, alinan koronal kesitler Hoechst-33258 ile
kapatilip floresan mikroskopta degerlendirilmistir. Kesitlerde KYD sonras:
yliksek molekiiler agirlikli FITC-dekstran-70S isaretlenmesinin olmadig1 ancak
PI verilen farelerde PI pozitifligi goriilmiistiir. Bu da bize ndéronlara PI girisinin
plazma membranindaki ozmotik yirtilma sonucu olmadigimi gostermistir.

KYD indiiklenmesi ile PI pozitifliginin nasil olustugunu ise sdyle
aciklayabiliriz: Kiigiik molekiiler agirligi olan PI'min floresan mikroskopta
1s1mast i¢in hem hiicre membranindan ve hem de niikleer membrandan gegip
niikleik asitlere baglanmasi gerekmektedir. Oyle ise KYD plazma membran
biitlinliigiinii bozmadan, mega kanallarin gecirgenligini artirarak PI
pozitifligine yol agiyor olabilir. Bu Ongériimiizii test etmek {izere plazma
membraninda bulunan Panx-1 isimli oluklu baglanti proteini hedef olarak
secilmigtir. Panx kanallar1 mega gozenekli iyon kanallaridir ve iletkenlikleri
oldukga fazladir. Bu kanallarin fonksiyonlarmni incelemek tizere inhibitorleri
kullanilmigtir. Bunun igin Panx kanal blokorii olan CBX ile deneyler yapilmugtir.
Yalanc1 uygulama olarak CBX'in ¢Oziiciisii yani distile su verilmistir. Deney
sirasinda elektrofizyolojik kayit da almmuigtir. Fare beyninden alinan koronal
kesitler Hoechst-33258 ile boyanip PI pozitif hiicreler sayilmustir.
Karbenoksolon uygulanan deneylerde elektrofizyolojik olarak KYD
kaydedilmis, ancak sonrasinda doku kesitleri incelendiginde PI pozitifliginin
tamamen baskilandig1 gortlmistir (Sekil 4.9). PI enjeksiyonunun dogrulugu

ventrikiil i¢indeki PI boyanmasi ile dogrulanmistir. Coziicii verilen grupta ise
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yaygmn PI pozitifli§i saptanmigtir. Bu veriler PI'nin pannexin kanallarindan
hiicre icine girdigini desteklemektedir.

Ancak CBX sadece Panx-1 kanallarmna 6zgiil olmayan bir blokordiir.
Bunu bertaraf etmek iizere Panx-1 kanalmin secici inhibitorii olan '"Panx
kullanilmigtir. "’Panx, Panx-1 kanalini segici olarak inhibe eden bir peptittir.
Peptid olmast nedeniyle "Panx dogrudan kortekse enjekte edilmistir. '’Panx’in
intrakortikal enjeksiyonu sonrasi bir 6nceki boliimde anlatildig1 gibi yapilan
deneyler sonucunda KYD’nin olustugu ancak PI pozitifliginin énemli oranda
baskilandig1 goriilmiistiir. Ayn1 miktarda ¢oziicii enjeksiyonu ise ndronlara PI

girisini degistirmemistir (n=3 fare/grup) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. CBX ve "Panx’in PI pozitifligi tizerine olan etkisi. KYD’den 5
dk sonra sakrifiye edilen farelerin beyinlerinden elde edilen kesitlerde CBX
uygulamast ile tam bir baskilanma oldugu gorilmiistiir (n=3/grup) (p<0.05).
"Panx verilen grupta ise istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde ve 6nemli
oranda bir baskilanma oldugu saptanmistir (n=3/grup) (p<0.05). * 5 dk’da PI
pozitifligi CBX ve ""Panx gruplarindan istatistiksel olarak farklidir (orttsh).
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Pannexin kanallar1 disinda oluklu baglantilar da (gap junction) PI
gecmesinden sorumlu olabilir. Bu amagla oluklu baglantilar1 inhibe ettigi
bilinen izofloran anestezisi ile yapilan deneylerde, fare beyinlerinde PI ile
isaretlenmenin degismedigi saptanmuistir. Kortekste PI pozitif hiicre sayisi
1120480 /mm’ ve dentat girusta 1013+78 /mm?olarak saptanmugtir.

Bu inhibisyon deneyleri sonucunda KYD'nin noéronal Panx-1
kanallarinda gegici bir agilmaya neden oldugu, bu agilmanin CBX ve "Panx ile
onlenebildigi ve bunun KYD baskilanmas: veya oluklu baglantilarin blokaj: ile

ilgili olmadig1 gosterilmisgtir.

4.2. Kortikal Yayilan Depresyona Bagli Propidyum Iyodiir Isaretlenmesinin
Saptandig1 Anatomik Bolgeler

PI pozitif hiicrelerin anatomik lokalizasyonlarini belirlemek {iizere, igne
batirilmasi ile tetiklenen tek KYD sonras: elde edilen seri kesitlerden PI pozitif
hiicreler sayilmustir. PI pozitifliginin ipsilateral korteks yaninda ipsilateral
dentat girus (Sekil 4.10) ve talamus, kaudaputamen gibi subkortikal yapilarda
da oldugu goriilmiistiir. Ayni zamanda hipotalamus ve periaquaduktal gri
maddede bilateral PI isaretlenmesi saptanmistir (Sekil 4.10). Bu deneylerde PI
enjeksiyonunun olusturabilecegi mekanik travmayi1 en aza indirmek {izere
deneyden bir giin 6nce kars: lateral ventrikiile polietilen kaniil yerlestirilmistir.
Deney sirasinda kaniilden PI enjekte edilmis ve karsi hemisferde KYD
tetiklenmigtir. PI pozitifliginin en fazla oldugu 5. dk’da fareler sakrifiye
edilmistir (n=6). Her deneyde igne batirilmayan kars: taraf korteks kontrol

olarak kullanilmastir.
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Subkortikal dokularda PI pozitifligi
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Sekil 4.10. Subkortikal dokularda PI pozitif hiicre sayisi. Kaniilden PI
verilip igne batirilmasi ile tetiklenen KYD’den 5 dk sonra PI pozitif néronlarin
saptandig1 subkortikal yapilar goriilmektedir. Her bolge, KYD olmayan karg:
hemisfer ile karsilagtirilmigtir. Kaudoputamen ve talamusta KYD tarafi ile karsi
taraf arasinda anlaml fark (p<0.05) varken hipotalamus ve periaquaduktal gri
(PAG) maddede iki tarafli PI pozitifligi saptanmistir (n=6/grup). * PI pozitifligi
KYD tarafinda kars: taraftan istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farklidir.

Degerler orttsh olarak verilmistir.

Ayr1  bir deney grubunda subkortikal PI isaretlenmesinin
elektrofizyolojik karsiliginin olup olmadigin test etmek tizere hem korteks ve
hem de subkortikal yapilardan es zamanl kayit alinmigtir. Bunun igin kortekse
yerlestirilen tungsten kayit elektrodu ile birlikte her biri farkli bir sette olmak
tizere dentat girusa, talamusa, kaudoputamene ve hipotalamusa elektrot
indirilmis ve igne batirilmasi ile KYD tetiklenmistir. KYD’den 52-76 saniye
sonra subkortikal yapilarda direkt akim kaymasmin oldugu goriilmiistiir
(n=6). Sekil 4.11’de PI pozitif hiicrelerin saptandig1 anatomik bolgelerden alinan

ornek resimler ile elektrofizyolojik kayit 6rnekleri yer almaktadir.
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Sekil 4.11. Subkortikal dokularda goériilen PI pozitifligi ve
elektrofizyolojik kayit 6rnekleri. Periakuaduktal gri madde ve hipotalamustaki
bilateral boyanma dikkat cekicidir. Diger bolgelerdeki PI isaretlenmesi KYD ile
ipsilateral taraftadir. Hoechst-33258 boyamas: ile anatomik detaylar
izlenmektedir. Sagdaki kolonda korteks ile dentat girus (dg), kaudoputamen
(KPu), talamus (Tal) ve hipotalamustan (hipotal) es zamanli alinan DA
potansiyel 6rnekleri goriilmektedir (n=6). Ktx: Korteks. Skala 200 um.
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4.3. Kortikal Yayilan Depresyon Noronlardan HMGB1 Salinimini Tetikler

HMGBI1 inflamasyonun ge¢ doéneminde ortaya ¢ikan niikleer bir
proteindir. Bu c¢alismada KYD sonrasinda noéronlardan proinflamatuar bir
mediyatér olan HMGB1'in saliverildigi immiinokimyasal yo6ntemlerle
gosterilmigtir. Bu kesitlerde PI pozitif olan néronlarin bazilarinda HMGB1'in
yuziikk seklinde sitoplazmik boyandigi bazilarinda ise hi¢ HMGBI
immiinopozitifligi olmadig1 ancak bunlarin c¢evresinde camurumsu bir
boyanma oldugu goriilmiistiir. PI negatif ndronlarda ise niikleer HMGB1
immiinopozitifligi saptanmustir. BoOylece KYD'nin neden oldugu PI
isaretlenmesi goriilen kortikal ve subkortikal néronlarda, HMGB1'in 6nce
niikleustan sitoplazmaya go¢ ettigi ardindan da hiicreden ekstraselliiler
mesafeye salindig1 diistintlmiistiir. KYD’den 5 dk sonra PI pozitif hiicrelerin %
96+2’sinin HMGBI1 pozitif oldugu, ancak 30 dk sonra sadece % 53+2’sinde
kaldigim1 ve bunlarin ¢ogunun periniikleer HMGB1 immiinopozitivitesi
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.12). Bu da bize KYD sonrast HMGB1'in aktive
oldugunu ve Once sitoplazmaya gectigini oradan da intersitisyuma c¢iktigin
diistindiirmektedir. Ciinkii HMGBI1 fizyolojik kosullarda niikleusta yerlesen
ancak bir uyar: ile ekstraselliiler matrikse yer degistiren bir proteindir (74).
Nitekim etkilenmemis bolgelerde veya hig islem gormemis fare beyinlerinden
alman kesitlerde, NeuN pozitif hiicrelerde yani noronlarda HMGB1'in
niikleusta lokalize oldugu saptanmigstir. NeuN boyamasi ile birlikte HMGB1
immiinoreaktivitesine zamansal olarak bakildiginda KYD sonrasi ndéronal
niikleuslarm 30 dk icinde HMGB1 immiinopozitifliklerini kaybettikleri
gorilmustir (Sekil 4.13). CBX uygulamasi ise néronlara PI girisini inhibe ettigi
gibi HMGB1'in sitoplazmaya ve hiicre digina gogtinii de baskilamustir (Sekil
4.14).
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Propidyum iyodiir HMGB1 Cakistirma

Sekil 4.12. PI pozitif hiicrelerde HMGB1 boyamasi. KYD’den 30 dk sonra
bazi hiicrelerin PI pozitif olduklar1 (A, kirmizi), bu hiicrelerde HMGB1’in
niikleustan sitoplazmaya oradan da intersitisyuma bosaldig1 (B, yesil) PI ile
kolokalize olmamasindan anlagilmaktadir (C). Membran biitiinligini
kaybetmeyen (PI negatif) hiicrelerde HMGB1'in niikleer yerlesimli oldugu
goriilmektedir (B, ok). Skala 100 um.

HMGB1+NeuN HMGB1+NeuN

Sekil 4.13. HMGB1 immiinopozitif hiicrelerin karakterizasyonu. KYD
sonrasi noronal niikleuslar (NeuN ile isaretlenmistir, kirmizi) 30 dk iginde

HMGBI (yesil) immdiino pozitifliklerini kaybederler. Skala 100 um.
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Hoechst-33258 Cakistirma

Sekil 4.14. CBX uygulamasi ve HMGB1 saliverilmesi. CBX uygulamas:
ile HMGB1 gogiiniin engellendigi ve KYD’den 30 dk sonra HMGBI1
immiinoreaktivitesinin hala niikleusa lokalize oldugu ve Hoechst-33258 (mavi)
cekirdek boyamas: ile HMGB1'in (yesil) ortiistigii goriilmektedir. Skala 100

wm.
4.4. Kortikal Yayilan Depresyon Astrositlerde NF-k B Go¢iine Neden Olur

HMGB1’in hiicreden saliverilmesi ¢evre doku i¢in uyarici nitelik tagir ve
inflamatuar yanit1 baglatabilir. Bunu test etmek amac ile KYD sonrast NF-xB
cevabr incelenmistirr HMGB1'in KYD’den 30 dk sonra belirgin olarak
intersitisyuma gectigi saptandigindan NF-xB deneylerinde bu zaman noktas:
caligilmigtir. Immiinohistokimyasal boyamalar, KYD sonrast hiicrelerde NF-
kB'nin sitoplazmadan niikleusa yer degistirdigini gostermistir (Sekil 4.15).
Aldh1L1 ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalara gore ise NF-kB go¢iiniin
oldugu hiicrelerin cogunlugu astrositlerdir (Sekil 4.15).

CBX verilerek yapilan deneylerde (n=3 fare) NF-kB goctintin hi¢ islem
gormemis gruptakiler gibi neredeyse tamamen baskilandig1 saptanmustir (Sekil
4.16). CBX'in ¢oziictisiinlin verildigi grupta (n=3) ise NF-xB go¢ii izlenmistir.
Bu bulgular 1s1ginda NF-xB gociinii baglatan uyaranin néronal Panx-1

kanallarinin agilmas1 ve HMGBI1 saliverilmesi oldugu diistiniilm{istiir.



53

NF-xB Aldh1L1 Cakistirma

Sekil 4.15. NF-kB'nin sitoplazmadan niikleusa yer degistirmesi.
KYD’den 30 dk sonra Aldh1L1 boyamas: (kirmizi) ile isaretlenen astrositlerde
NF-kB’nin (yesil) niikleusa gog ettigi gortilmektedir (ok baglari). Buna karsilik
biiytik niikleuslar1 ve dar sitoplazmalari ile ayirt edilebilen néronlarda ise NF-
kB’nin sitoplazmada yerlestigi ve niikleuslarin (N) boyanmadig: izlenmektedir.
Skala 50 um.

NF-xB Aldh1L1 Cakistirma

Sekil 4.16. CBX uygulamasi ve NF-xB aktivasyonu. CBX verilen grupta
NF-kB'nin sitoplazmadan niikleusa yer degistirmedigi goriilmiistiir. Ikili
boyama yapilip ardindan ¢akistirilmis resimde, Aldh1L1 ile isaretli astrositlerin
niikleuslarinin (kirmizi) boyanmadigi, buna karsilik sitoplazmalarinin NF-kB
boyanmasina (yesil) bagl sar1 renk verdigi goriilmektedir (ok baslar1). Skala 50

um.
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NF-xB’nin niikleusa yer degistirmesi Western blotlama yontemi ile de
gosterilmis ve CBX uygulamasi ile bunun baskilandig1 da saptanmistir (Sekil
4.17). CBX verilen farelerde ayni zamanda HMGB1l'in de niikleustan
sitoplazmaya yer degistirmedigi goriilmiistiir. Bu grupta KYD’den 30 dk sonra
HMGB1 immiinoreaktivitesinin niikleusa lokalize oldugu Hoechst-33258

boyamasi ile gosterilmistir (Sekil 4.14).

NF-kB aktivasyonu
80

04—
60—
50—
0 —— R
30— —_
20— - R

0 - L —

Niikleer/Niikleer+Sitoplazmik NF-kB orani %

Coziicii-KYD CBX-KYD Islem gérmemis

Sekil 4.17. Western blotlama ile NF-xB aktivasyonu. Western blotlama
yontemi kullanilarak KYD’den 30 dk sonra fare beyinlerinde niikleer ve
sitoplazmik NF-xB aktivasyonu c¢alisilmis ve niikleer aktivasyonun
niikleer+sitoplazmik aktivasyona orani hesaplanmigtir. CBX grubunda islem
gormemis gruba yakin olacak sekilde NF-xB'nin niikleusa gociiniin
baskilandig1 saptanmistir (n=3/grup) (orttsh) (p<0.05). * Coziicii verilen grupta
NF-xB aktivasyonu CBX ve islem gormemis gruba gore istatistiksel acidan
tarklidur.
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Astrositik sinsityumdaki NF-xB aktivasyonu inflamatuar mediyatorlerin
ifadesini artirip glia limitans {izerinden subaraknoid bogluga saliverilmelerini
saglayabilir. Bu nedenle glia limitans: olusturan astrositlerde de HMGB1 ve NF-
kB icin immiinofloresan boyamalar yapilmis ve bu kesitlerde KYD sonrasi
HMGB1 aktivasyonu ve buna bagh hiicre disina saliverilmesi saptanmugstir
(Sekil 4.18). Ayn1 zamanda bu bolgedeki astrositlerde NF-kB'nin niikleusa gog
ettigi de gortlmustiir (Sekil 4.18).

HMGB1+ALDLH1L1 NF-xB+ALDH1L1

—~.

Sekil 4.18. Glia limitansin isaretlenmesi. Korteks ile birlikte komsu glia
limitans hiicrelerinde de HMGB1'in intersitisyuma salinimu (yesil) ve NF-kB'nin
de (kirmizi) niikleusa gog ettigi gortilmistiir. Perintikleer (oklar) HMGB1
immiinopozitifligi HMGB1'in sitoplazmaya gectigini veya neredeyse tamamen
intersitisyuma salindigini (ok baglari) isaret etmektedir. AldhlL1 ile boyanan
astrositler (A) kirmizi goriinmektedir. NFkB+AldhlL1 boyamasinda ise glia
limitanst olusturan kirmizi astrositlerin niikleuslariin NF-xB ile yesil

isaretlendigi (oklar) izlenmektedir. Skalalar: 100 um.
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45. Panx-1 Aktivasyonunun ve HMGB1 Salimiminin Inhibisyonu

Trigeminovaskiiler Aktivasyonu Onler

Trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonunun bir gostergesi de dura
materdeki mast hiicrelerinin degraniilasyonudur (42). Bu nedenle igne
batirilmas ile KYD tetiklenen ve KYD tetiklenmeyen gruplarda dura mater
metilen mavisi ile boyanmis ve degraniile olan mast hiicreleri 1s1k
mikroskobunda sayilmistir (Sekil 4.19). HMGBI1 saliverilmesinin ve NF«B'nin
niikleusa yer degistirmesinin en belirgin oldugu 30 dk bu deneylerde zaman
noktast olarak kullamilmustir. KYD tetiklenmesinden 30 dk sonra degraniile
mast hiicre sayist KYD grubunda % 3612 iken islem gormemis grupta %5+1
olarak saptanmistir. CBX (400 ng, i.s.v.) ile Panx-1 kanallar1 bloke edildiginde
ise mast hiicre degraniilasyonu oran1 %11+2'ye diismiistiir (n=3/grup) (p<0.05)
(Sekil 4.20).

P ; ‘®
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Sekil 4.19. Dura materde mast hiicrelerinin boyanmasi. Isik
mikroskobunda, 100’luk biiyiitmede alinan, metilen mavisi ile boyanmis dura
mater kesiti. Orta meningeal arter (MMA) etrafindaki mast hiicrelerinin mavi
mor renkte boyandig1 (ok baslar1) goriilmektedir. Sag tistteki resimde grandilleri
sitoplazma iginde olan ve koyu mor boyanan bir mast hiicresi izlenmektedir.
Sag alt resimde ise grantilleri hiicre membraninin digina tagmis, degraniile olan
bir mast hiicresinin resmi yer almaktadir. Bu goriintiiler 1000'lik biiytitmede

alinmigtir. Skala:100 um.
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Mast hiicre degraniilasyonu
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Sekil 4.20. Dura materdeki degraniile mast hiicrelerinin sayimu.
KYD’den 30 dk sonra CBX, distile su (karbenoksolonun ¢6ziiciisii) verilen ve
hi¢ islem yapilmamis farelerin dura mater kesitlerindeki mast hiicre
degraniilasyon orani. CBX grubunda degraniile mast hiicre oraninin anlaml
olarak azaldig saptanmugtir (n=3/grup) (p<0.05). * Mast hiicre degraniilasyonu
¢Ozilicii grubunda CBX ve islem gormemis gruba gore istatistiksel acidan

farklidir. Degerler orttsh olarak verilmisgtir.
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5. TARTISMA

Bu calismada fare beyninde kortikal yayilan depresyonun néronlardaki
Panx-1 kanallarinda gegici bir agilmaya ve ardindan HMGB1 salinimi sonucu
NF-xB aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Panx-1 kanallariin ve
HMGBI1 salinimimin farmakolojik ajanlarla bloke edilmesi, trigeminovaskiiler
sistemin aktivasyonunu inhibe etmistir. Elde edilen veriler, KYD gibi intrinsik
bir beyin aktivitesi ile meningeal agr liflerinin aktivasyonu arasinda bir
sinyalizasyon yolag1 oldugunu gostermektedir.

Migren agrissnin  patofizyolojisi halen  anlagilamamigtir  (1).
Trigeminoservikal kompleksin aktivasyonu migren agrisma neden olur
gortisti genel olarak kabul gormektedir (3). Ancak asil tetikleyici belli degildir.
Migren aurasi ile KYD arasinda benzerlik oldugu 50 yildir bilinmekte ve bu
konuda calismalar stirmektedir (6, 43). KYD sirasinda néronal membran
iletkenligi Onemli oranda artar (16). Panx’ler biiyiik-gozenekli, iletkenligi
yliksek olan iyon kanallaridir (17). Bu kanallar 1 kD’dan kiiciik molekiilleri
gecirebilir (18). Bu calismada literatiirde tariflenen KYD sonrasi artmus
membran iletkenliginden sorumlu olabilecegi diisiiniilen kanallardan biri
olarak Panx-1 mega kanallarinin rolii arastirilmistir. Bu amagla kiigiik
molekiiler agirlig: olan Pl i.s.v. yolla verilmis, 2 dk sonra igne batirilmasi veya
topikal KCl uygulamasi ile KYD tetiklenmistir. Daha sonra incelenen
beyinlerde hem kortikal ve hem de subkortikal PI pozitifligi saptanmustr.
Oyle ise KYD plazma membramindaki Panx-1 kanallarim aktive ederek
hiicrelere PI girisine yol agiyor olabilir. Ardindan KYD sonras: hiicrelere PI
girisinin zamansal olarak degisimi incelenmis ve yapilan tarama
deneylerinden sonra 5 dk, 30 dk ve 60 dk olmak {izere 3 zaman noktasi
secilmigtir. Bu deneyler sonucunda PI pozitifligine yol acan membran
gecirgenligindeki artisin 5. dk’da en fazla oldugu, 30. dk’da belirgin olarak
azaldigi, 60. dk’da ise biiyiik oranda kayboldugu goriilmiistiir. Yani PI
pozitifligi hiicre membraminda gegici bir gecirgenlik artigina neden

olmaktadir.
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Bundan sonra direkt is.v. PI enjeksiyonunun yapabilecegi bir
travmanin etkisi olabilir mi sorusuna yanit almak iizere deneylerde KYD'nin
kars1 hemisferinde lateral ventrikiile deneyden 1 giin 6nce kaniil yerlestirilmis
ve deneyler bu diizenekle devam etmistir. Kaniil yerlestirilerek yapilan
deneylerde PI pozitifliginin en fazla oldugu 5. dk, zaman noktas: olarak
secilmigtir. PI pozitifliginin 5. dk’da en fazla olmasmin nedeni KYD’nin
kortekste yayilma hizinin 2-5 mm/dk olmasi ile iligkili olabilir. Bu deneylerde
tek KYD olusturulmus ve bunun etkisi incelenmistir, olasilikla tek KYD 5 dk
icinde serebral kortekste maksimum etkisini yapmaktadir. Kaniil konularak PI
verilen deney gruplarinda da KYD hemisferinde hiicrelere yaygin PI girisinin
oldugu saptanmustir. PI pozitifligi korteks, dentat girus, talamus ve
kaudoputamende KYD tetiklenen tarafta, hipotalamus ve periaquaduktal gri
maddede ise iki taraflidir. Hiicrelere PI giriginin elektrofizyolojik karsiligimin
olup olmadigmi incelemek tizere subkortikal dokulardan korteks ile es
zamanli elektrofizyolojik kayitlama yapilmistir. Bu deneylerde PI pozitifligine
paralel olacak sekilde KYD dalgasmin dentat girus, talamus, kaudoputamen
ve hipotalamusa yayildig1 ve bunun belli bir gecikme ile oldugu saptanmustir.
Bu bulgular literatiirdeki elektrofizyolojik, biyokimyasal ve goriintiileme
calismalari ile uyumludur. Literatiirde KYD’nin subkortikal dokulara yayilim
ile ilgili calismalar 1960’1 yillara dayanmaktadir. Fifkovamin yaptig1 bir
calismada korteksten tetiklenen KYD'nin %60 oraninda striatuma gectigi ve
striatumdan tetiklenen KYD'nin de %42 oraninda kortekse gectigi
gosterilmigtir (60). Ayrica KYD’nin retrosplenial ve entorinal boélgelerde
yayillimi oldugu, ancak hipokampusta olmadigi da belirtilmistir (60, 62).
Henning ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, sicanda topikal KCl uygulamasi
ile olusturulan KYD’nin etkileri manganez isaretli MRG (MEMRI=manganese-
enhanced MRI) ile goriiniir hale getirilmistir (65). Ipsilateral kortekste karst
kortekse gore MEMRI sinyal artist %60 oraninda fazla saptanmis ve bu sinyal
artisinin sadece korteksi degil subkortikal yapilar1 da etkiledigi saptanmugtr.
Bu yapilar arasinda hipokampusun CA 1-3. segmenti, subikulum, dentat

girus, talamik niikleus, superior ve inferior kollikulus ve genikiilat niikleus
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yer almaktadir. Sinyal artiginin altinda yatan mekanizma olarak hipokampus
ile korteks arasindaki baglantilarla, kortikotalamik baglantilar 6ne
stirtilmiistiir (65). Calismamizda kortikal DA potansiyelinin belli bir gecikme
ile subkortikal bolgelere yayildig: goriilmiistiir. Bu da KYD’nin hizli aksonal
iletimden ¢ok gri cevher boyunca yayildig: goriistinii desteklemektedir (60,
110). Ayrica hiicre igine giren propidyum iyodiir gibi floresan boyalarin
KYD'nin subkortikal yayilimimni incelemek tizere elektrofizyolojik incelemelere
ek olarak kullanilabilecek pratik bir yontem olabilecegini diistinmekteyiz.
KYD migren auras: sirasinda da subkortikal dokulara yayiliyor olabilir mi?
Anestezi altinda olmayan migren hastalarinda da bu tiir yayilim olabilir ancak
insan beynindeki sulkuslar KYD'nin subkortikal noral yapilara ilerlemesini
Onliiyor olabilir. Yine de migrenin prodromal fazinda ortaya cikan klinik
belirtilerin KYD'nin subkortikal yayilimima baglh olup olmadig1 incelenmeye
deger olabilir.

Bu calismada Swiss albino fareler kullanilmigtir. Fare soylar1 arasinda
PI pozitifliginin farkedip etmedigini incelemek tizere C57 ve SV129 farelerinde
de KYD tetiklenmistir. Bu farelerden alinan beyinlerde, Swiss albino soyuna
benzer bi¢cimde hem kortikal hem de subkortikal yapilarda hiicrelere PI
giriginin oldugu goriilmiistiir.

Noronal PI pozitifligi gercekten KYD’nin tetiklenmesi ile mi olmaktadir
sorusuna yanit vermek tiizere, bir NMDA reseptor antagonisti olan MK-801
topikal olarak uygulanmis ve igne batirilmasi ile KYD’nin olusmadig:
elektrofizyolojik olarak gosterilmistir. Bu beyinlerde ndéronlara PI girisinin
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde baskilandig1 goriilmiistiir. Yani PI
pozitifligine igne batirilmasi degil, KYD’nin olugsmasi neden olmaktadr.

PI giriginin néronal membran gecirgenliginde secici olmayan bir artig
sonucu olup olmadigini incelemek tizere ise FITC-dekstran-70S kullanilmgtir.
FITC-dekstran-70S yiiksek molekiiler agirlikli (77 kDa) bir floroprobdur. Bu
deneylerde FITC-dekstran-70S hem tek bagina hem de PI ile birlikte
verilmigtir. Kesitlerde KYD sonrasi FITC-dekstran-70S'nin noronlara

girmedigi ancak PI ile birlikte verilen farelerde PI pozitifligi oldugu
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gortilmustiir. Bu da bize, hiicreye PI giriginin plazma membranindaki ozmotik
yirtilma sonucu degil bir kanal aracilig ile oldugunu diigiindtirmdistiir.

Panx kanallar1 mega gozenekli iyon kanallaridir ve iletkenlikleri oldukca
fazladir. Panx-1 santral sinir sisteminde yaygin olarak ancak 6zellikle piramidal
noronlarin dendritik dikensi ¢ikintilarinda ifade olan bir alt tipidir (17, 19).
Panx-1 kanallarindan PI girisi oldugu iskemi, NMDA resepttr agir1 aktivitesi ve
aberan patlamalar sirasinda in vitro deney diizeneklerinde gosterilmistir (17).
Bu patolojik durumlardakine benzer sekilde, bu ¢alismada da KYD sonrasinda
noronlara PI girisi tespit edilmigtir. Panx kanallarimin roliinti daha detayl
aragstirmak amaa ile Panx-1 kanal inhibitérii olan karbenoksolon ve Panx-1
kanalinin segici bir peptid inhibitérii olan "Panx ile deneyler yapilmigtir. PI
pozitifligi karbenoksolon ile tamamen, '"Panx ile ise biiyiik oranda bloke
olmustur. Panx kanallar1 disinda oluklu baglantilar da (gap junction) PI
girisinden sorumlu olabilir. Bu amagla oluklu baglantilar: inhibe eden bir ajan
olan izofloran anestezisi ile yapilan deneylerde, fare beyinlerinde PI
pozitifliginin degismedigi saptanmustir, bdylece bu bulgu PI girisinin Panx-1
kanallar1 aracilig ile oldugunu diisiindiirmektedir.

KYD sonrast 5. dk’da en fazla olan ve yaygmn olarak goriilen PI
pozitifliginin hangi hiticrelerde oldugu da incelenmigtir. Bunun i¢in noronlar:
gosteren NeuN ve astrositleri isaretleyen AldhlL1l ile immiinofloresan
boyamalar yapilmistir (70). PI pozitif hiicrelerin % 95+3’tintin NeuN ile
boyandig1 gorilmistiir. AldhlL1  boyamasinda ise PI'min astrositlerde
olmadig1 saptanmistir. Bunun nedeni Panx-1 kanallarmin in vivo erigkin sican
beynindeki astrositlerde diistik miktarda ifade edilmesi olabilir (19, 70).

Noronlar strese sokan gesitli durumlarda ornegin iskemi, KYD, aberan
patlamalar gibi, Panx-1 kanallarmin aktive oldugu sdylenebilir. Ayrica asiri
potasyum veya yiiksek miktarda glutamat gibi hiicresel stresorler tarafindan
Panx-1 kanallarinin aktive oldugu ve bu aktivitenin inflamazom kompleksinin
uyarilmasi ve ardindan kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1f tiretimine neden oldugu
da gosterilmistir (17, 111). Bu bilgiler Panx-1 kanallarinin noronal stres ile

inflamatuar mediyatorlerin aktivasyonu arasinda var olan bir yolakta gorev
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alabilecegini diisiindiirmektedir. Panx-1 kanallarinda meydana gelen gecici
acilma néronlardan kaynaklanan inflamatuar bir siireci tetikliyor olabilir.
HMGB1 hasarli hiicrelerle etrafindakiler arasindaki iletisimi saglayan
alarmin ailesinin bir tyesidir (112). HMGB1 nekrotik hiicrelerden pasif olarak
ve stres altindaki hiicrelerden ise aktif olarak hiicre disi ortama salimur (74, 81).
HMGBY1'in stresorlerle muamele edilen kiiltiirdeki néronlardan saliverildigi
gosterilmigtir (113). In vivo calismalarda ise hem fare hem de sican beyninde
iskemiden sonraki ilk saatlerde HMGB1'in sitoplazmaya gectigi ve oradan da
intersitisyuma saliverildigi bildirilmistir (83, 114, 115). HMGB1 birkez
ekstraselliiler ortama saliverildiginde sitokin olarak galisir ve inflamasyonu
baglatir. Bununla ilgili olarak yapilan bir c¢alismada beyine HMGB1
mikroenjeksiyonunun  proinflamatuar mediyatorlerin ifadesini artirdig:
gosterilmistir (113). Yine HMGBl’e maruz kalan astrositlerde inflamatuar
mediyatorlerin ifadesi ve bunlarin salmimi artar (116). KYD sirasinda gegici
olarak acillan mega kanallar néronlardan HMGB1 saliverilmesine ve
inflamatuar bir siirecin baslamasmma neden olabilir. Bu c¢alismada KYD
sonrasinda noronlardan proinflamatuar bir mediyator olan HMGB1'in
saliverildigi immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir. KYD’den 5 dk
sonra PI pozitif néronlarin % 96’stnin HMGB1 immdiinopozitifligi gosterdigi,
ancak 30 dk sonra sadece % 53’tinde HMGB1 boyanmasmin kaldig:
goriilmiistiir. Bunlarin ¢ogunun periniikleer HMGB1 immiinopozitivitesi
gosterdigi belirlenmistir. Bu kesitlerde PI pozitif olan néronlarin bazilarinda
HMGBY'in yiiziik seklinde sitoplazmik boyandig: bazilarinda ise hic HMGB1
immiinopozitifligi kalmadig1 goriilmiistiir. Boylece KYD'nin neden oldugu PI
isaretlenmesi goriilen kortikal ve subkortikal néronlarda, HMGB1'in 6nce
niikleustan sitoplazmaya go¢ ettigi ardindan da hiicreden ekstraselliiler
mesafeye saliverildigi diistintilmiistiir. Clinkti HMGB1 fizyolojik kosullarda
niikleusta yerlesen ancak bir uyari ile ekstraselliiler matrikse yer degistiren bir
proteindir. Panx-1 kanallariin HMGB1 saliniminda bir roliiniin olup olmadig:
ise bu kanalin blokorii olan karbenoksolon uygulanarak test edilmis ve

karbenoksolon ile HMGB1'in hem sitoplazmaya hem de ekstraselliiler mesafeye



63

cikisini diistindiiren immiinohistokimyasal bulgular baskilanmistir. Bu veriler
bize KYD'nin néronal Panx-1 kanallarinda gegici bir agilmaya neden oldugunu
ve bunun noéronlardan HMGBI1 saliverilmesini tetikledigini diistindiirmiistiir.
Bir hiicreden HMGBI1 saliverilmesi ¢evre doku icin bir uyar: sinyali olusturur
(81). 1ntersitisyumdaki HMGBI1 cevredeki hiicrelerde reseptorlerine baglanip
(RAGE, TLR2 veya TLR4) sitoplazmada bulunan NF-«kB’yi uyarir. Boylece
saliverilen HMGB1 astrositlerde inflamatuar sinyalizasyon yolagmi aktive
edebilir. Bulgularimiz, beyin parankimi KYD veya KYD-benzeri stresli bir
durumla Kkarsilastiginda HMGB1'in, agr1 mekanizmalarmi tetikleyerek,
organizmay1 alarme eden bir inflamatuar mediator olabilecegini
diistindiirmektedir. Tabii ki HMGB1 agr1 olusumunda rol alan tek mediyator
olamaz, inflamazom kompleksinin uyarilmas: ve ardindan gelen IL-1f tiretimi
de inflamatuar yollar: tetikleyen 6nemli olaylardir (17, 111). IL-1f ifadesinin
fare beyninde epileptik nobetler sirasinda arttigi gosterilmistir (117). Yine
KYD'nin ardindan IL-1f ve TNF-o gibi baz1 sitokinlerin ifadesinin arttig
gosterilmistir (118, 119).

HMGB1 bu fonksiyonu, astrositlerde NF-xB'nin sitoplazmadan
niikleusa gecisini indiikleyerek sagliyor olabilir. Bircok c¢alismada bir
transkripsiyon faktorii olan NF-kB'nin sinir sistemi ve diger sistemler igin
onemli bir inflamatuar gen ifadesi diizenleyicisi oldugu gosterilmistir (103,
104). Normal sartlarda NF-kB endojen inhibitorii olan IkB-a’ya baglh olarak
sitoplazmada latent halde bulunur. Oksidatif stress, norotrofinler, glutamat,
depolarizasyon, bakteriyel endotoksin veya sitokinlerle (HMGBI1 gibi) aktive
oldugunda IkB-o fosforlanir ve NF-kB kompleksinden ayrilir (100). Serbest
kalan NF-xB ise niikleusa transloke olur ve kB ile iligkili sekanslara baglanarak
NF-xB tarafindan diizenlenen genlerin ifadesini baglatir. Bu genlerin
aktivasyonu ile inflamatuar veya immiin cevap, hayatta kalim cevabi ve
hiicresel proliferasyon gibi fizyolojik cevaplar diizenlenir (104, 105).
Calismamizda HMGBI ile tetiklenen NF-xB aktivasyonu da incelenmistir.
HMGBT'in KYD’den 30 dk sonra belirgin olarak intersitisyuma gectigi

saptandigindan NF-xB deneylerinde bu zaman noktas:t calisimistir.
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Immiinohistokimyasal boyamalar KYD sonrast NF-kB'nin sitoplazmadan
niikleusa yer degistirdigini gostermistir. NeuN ve Aldhl1L1 ile yapilan hiicre
tiplemesi NF-kB goctiniin oldugu hiicrelerin ¢ogunun astrositler oldugunu
gostermigtir. BOylece Panx-1 kanallarmmin agilmasi takiben néronlardan
ekstraselliiler ortama salman HMGB1, astrositlerde NF-kB'nin niikleusa yer
degistirmesini saglamistir. Nitekim Panx-1 kanallar1 karbenoksolon ile bloke
edildiginde niikleusa NF-xB gogii 6nlenmistir. Glia limitans1 olusturan astrosit
son ayaklarinda da NF-xB aktivasyonu olabilir. Nitekim glia limitans:
olusturan astrositlerde de KYD sonrast HMGB1'in hiicre digina saliverildigi ve
NF-xB'nin niikleusa go¢ ettigi saptanmigtir. Bu hiicrelerdeki NF-«B
aktivasyonu astrositik sinsityumdan glia limitans araciligi ile subaraknoid
bosluga sitokin, prostanoid ve nitrik oksit salinmasima ve bdylece trigeminal
sinir sonlanmalarinin uyarilmasina neden olabilir.

KYD sirasinda hiicre dist ortamda yiiksek konsantrasyonlara ulasan
potasyum gibi mediyatorlerin de perivaskiiler trigeminal sinir sonlanmalarini
aktive ettigi One stirtilmistiir (8, 12). Ancak bu mediyatorler, perivaskiiler
bogluktaki  nosiseptorlerin  aktivasyonuna neden olabilecek  etkin
konsantrasyona ulasamayabilir, ¢linkii arada glia limitans vardir. Glia limitans
beyin intersitisyumunu pial arter ve arteriyollerden ayiran astrosit son
ayaklarindan olugan bir tabakadir. Bu astrosit agi, tizerinde bulunan ve
iletkenligi oldukga yiiksek olan potasyum kanallari ile artmis hiicre disi
potasyumunu subaraknoid bosluga sifonlayabilir (120). KYD sirasinda pial
vazodilatasyon olmasi, astrosit son ayagindan salman potasyumun
depolarizasyondan ¢ok hiperpolarizasyon yapacak konsantrasyona ulastigini
diistindtirtir (121). Trigeminal sinir sonlanmalarinin aktivasyonu igin ise
potasyumun depolarizasyon yapacak seviyeye gelmesi gereklidir. Bu
calismada saptadigimiz alternatif mekanizmalar ile inflamatuar yolaklarin
aktivasyonu, sensitizasyon ve agr1 olugsmasi igin gerekli uzun siireli ve etkin
aljezik uyariy1 saglyor olabilir.

Trigeminal sinir aktivasyonun bir gostergesi de dura materde yer alan

mast hiicrelerinin degraniilasyonudur (31, 42). Dura materde agr1 liflerinin
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yogun inervasyonunun yaninda ¢ok graniillii immiin hiicrelerden olan ve
inflamasyonda kritik 6nemi olan mast hiicreleri yer almaktadir (38, 39). In
vivo c¢aligmalarda trigeminal gangliyonun uyarilmas: ile meningeal
nosiseptorlerin aktive olduklar1 ve dura materdeki mast hiicrelerinin
graniillerini saliverildikleri gosterilmistir (40). Bizim ¢alismamizda da KYD
sonrast dura materde bulunan mast hiicrelerinin degraniile olduklari
gosterilmigtir. Yani KYD trigeminal sistem araciligiyla dura materdeki mast
hiicrelerinin  degraniile olmasmi saglamigtir. Panx-1 blokérii  (CBX)
verildiginde ise degraniilasyon tamamen baskilanmistir. Boylece Panx
kanallarmin agilmasi ile baglayan néroinflamatuar siirecin trigeminal sinir
uglarinun aktivasyonu ile dura materde de inflamatuar siireci tetikleyebilecegi
ilk defa bu ¢alisma ile gosterilmis oldu.

Sonug olarak bu calismanin bulgularina dayanarak, agrili bir beyin
olay ile trigeminal agr liflerinin aktivasyonu arasinda yeni bir yolak 6ne
stiriilmektedir. Bu yolak KYD gibi bir stresor ile noronlarda bulunan Panx-1
mega kanallarmin acilmasi ile baglar ve inflamatuar yolaklarin aktivasyonu ile
devam eder. Bu sinyal bdylece pial damarlarin etrafindaki trigeminal sinir
sonlanmalarina ulagir. Bu bulgular noéronlardan perivaskiiler agr1 liflerine
uzanan kompleks sinyalizasyon yolagmin tamamini degil sadece bazi
elemanlarin1 gostermektedir. Bu calismada HMGB1 ve NF-xB secilmistir,
¢iinkii bu proteinlerin sitoplazma ve niikleus arasinda yer degistirmesi
yolaktaki basamaklarin gosterilebilmesini saglamistir. Daha sonraki
calismalarda diger mega kanallar ve inflamatuar mediyatorler ile glia
limitanstaki iletim mekanizmalar1 ¢alisilabilir. Ayrica KYD’nin subkortikal
dokulara yayilim: da daha ayrintili incelenmelidir. Ciinkii tek tarafli oksipital
KYD sonrasi olusan iki tarafli bag agris1 veya migrene eslik eden hipotalamik

semptomlar subkortikal yayilimla iligkili olabilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

1. Migren aurasimin olusumunda 6nemli olan KYD, néron membraninda kisa
stireli ve gecici bir mega kanal acikligina neden olmaktadar.

2. Bu kanallar néronlarda ifade edilen Panx-1 kanallaridir.

3. Intraserebroventrikiiler yolla fare beynine verilen PI néron membranindan
gecerek niikleik asitlerle etkilesmekte ve floresan 1s1ma vermektedir.

4. Noronlar1 strese sokan KYD inflamatuar bir sitokin olan HMGB1'in
saliverilmesi ile baglayan inflamatuar bir yolag: tetiklemektedir.

5. Noronlardan saliverilen HMGBI1 astrositlerde NF-xB aktivasyonuna neden
olmaktadir.

6. Glia limitansi olusturan astrosit uzantilarinda da aktive olan NF-«xB
inflamatuar mediyatorlerin subaraknoid bosluga saliverilmesine yol agarak
trigeminal sinir uglarini uyarabilir.

7. Trigeminovaskiiler aktivasyonun bir gostergesi olan dura materdeki mast
hiicre degrantilasyonu KYD ile artmakta ve Panx-1 kanal blokori ile
baskilanmaktadir.

8. KYD subkortikal dokulara da yayilmakta ve noronlarda mega kanallar
aktive etmektedir. KYD'nin tetikledigi subkortikal mekanizmalar migrende
goriilen prodromal belirtilerle ilgili olabilir.

9. Bu ¢alismanin bulgulara dayanarak agrili bir beyin olay1 ile trigeminal agri
liflerinin aktivasyonu arasinda yeni tanimlanan bir yolak 6ne siirtilmektedir.

10. Daha sonraki c¢alismalarda diger mega kanallar ve inflamatuar

mediyatorlerin rolii ile glia limitanstaki iletim mekanizmalar: caligilabilir.
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