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Ozetge - Ak kan kesme gerilmesi yaralanmasnn
(AKGY) merkezi sinir sistemi néronlar nda travmatik
beyin yaralanmas (TBY) sonras goriulen yapsal ve
morfolojik de i iklikleri taklit edip etmedi ini belirlemek
amacyla bu yaralanmay kdltirlenmi tavuk ©nbeyin
noronlarna uyguladk. Sonuglarmz gosteriyor ki,
TBY'nin karakteristik belirtisi olan aksonda boncuk lanma
AKGY sonras artyor; bu da, in vitro model sistemimizin
gOzlenenin vivo TBY benzeri de i iklikleri taklit etti ini
one sdrldyor. Boncuklarn akson boyunca mikrotibul
(MT) kitlesinin azald ayr k noktalarda belirmesi,
boncuklanmann MT’ler {zerinden yaplan akson
ta mas ndaki bozulmalarla ilintili oldu u y®&nindeki
hipotezin do rudan kantn olu turuyor. Travma sonras
akson hicre zar gegirgenliindeki noktasal de i imlerin
noktasal [Ca*]; zirvelerinden sorumlu oldu unu, bunlar n
da MT’lerde lokal depolimerizasyona neden olduunu 6ne
sirliyoruz. Ara trmalarmz, AKGY'nin noktasal Ca 2
ak na veya akson hiicre zar gegirgenlinde noktasal
de i ikliklere neden olup olmad n belirlemek ydnunde.
Bu cal ma Pennslyvania Eyaleti (A.B.D.) Tutin Fonu
taraf ndan desteklenmi tir.

Anahtar Sozcukler Travmatik sinir yaralanmas, kesme
gerilmesi, aksonda boncuklanma, mikrotibller

Abstract - We applied fluid shear stress injury (FSSI) to
cultured chick forebrain neurons to determine if this type of
injury mimics the structural and morphological changes in central
nervous system neurons following traumatic brain ijury (TBI).
Our results demonstrate that axonal beading, whichis the
hallmark of TBI, is increased following FSSI, suggsting that our
in vitro model system mimics TBI-like changes observeid vivo.
Beads appeared at distinct locations along the axonvhere
microtubule (MT) mass is decreased, providing direcevidence
for the hypothesis that beading is related with impired axonal
transport conducted over MTs. We suggest that focathanges in
axolemmal permeability following trauma is respondble for focal
[Ca®"]; peaks which, in turn, locally depolymerize MTs. Weare
currently investigating whether focal C&" influx and axolemmal
permeability changes occur in response to FSSI. Thiwork was
supported by the State of Pennsylvania Tobacco Fund

Keywords Traumatic brain injury, shear stress, axonal ead
microtubules
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Travmatik beyin yaralanmas (TBY) d&lumle
sonuglanan yaralanmalar n 6nemli bir k sm n kile

etmekte ve hayatta kalma halinde de ciddi siniahaa
sebep olabilmektedir [1]. Travmaya katemel tepki
olan da nk akson yaralanmas nda (DAY) aksonlar
yaralanma iddetine bal olarak birincil ya da ikincil
aksotomiye urarlar [2] [3]. Birincil aksotomi
aksonlar n aniden y rtimas olup, ikincil aksotoise
yaralanma sonras birka¢ dakika ila ginler boyunca
devam eden ve aksonda boncuklanmaya ve giderek
kopmaya neden olan suen bir olgudur [4]. kincil
yaralanma, akson hiicre zar gecirgenli5] [6] ile
hiicre iskeleti yap s nda [7] [8] [9] deimlere yol acar

ve karakteristik morfoloji olarak akson boyunca
noktasal i meler (boncuklanma) gdsterir [10] [11].
(TBY sonras akson hasar ile ilgili daha gehilgi icin

bkz. [12] ve [13]). Akson tamas ndaki bozulman n,
ta nan organel ve proteinlerin akson hatt boyunca
ayr k noktalarda birikmesine neden oldu ve
dolay s yla, boncuklanmadan sorumlu oldu iddia
edilmektedir [2] [9] [14].

Travma sonras gekn olaylara k tutmak
amac yla cok sayda hayvan yaralanmas modeli [6]
[11] [14] [15] vein vitro hiicre yaralanmas modeli [16]
[19] kullanIm tr. Kalsiyumun travmatik akson
yaralanmasnn (TAY) geliminde hayati bir rol
oynad du Unllmektedir [20]. Hucre ici kalsiyum
iyonu konsantrasyonundaki ([€B) art n calpain
sinifi 6 Utlcu enzimleri etkinldirdi i; calpainlerin de
mikrotibdl (MT) [21], mikrotibdl balant| protein
[22], norofilament [21] [23] ve spectrinleri [14]15]
[24] 6 Ut G gosterilmitir. Kimilerine gore C4&" giri i
Na'/C&* pompas n n tersine ¢amnas yoluyla [17] [25]
veya gerilime ba Ca’* kanallar yoluyla ve sodyuma
bal bir bicimde [18] [26] gerceklenektedir.
Kimilerine gére ise C& giri inin alt nda yatan sebep,
akson hiicre zar gecirgenideki kalc olmayan
de i imlerdir [6] [8] [19] [27]. TAY’'ndaki C&*
giri indeki temel mekanizmann mekanoporasyon
(hiicre zar nda mekanik olarak ag Ingecici delikler)
olup olmad halen belirlenmide ildir.

TBY'n n hicresel kokenini daha fazla anlamak ve
olas tedavi stratejilerini ararmak icin bir in vitro
model sistemi kullanmak oldukca etkili olacaktr.
Amac m z d ardan uygulanan akan kesme gerilmesi
yaralanmas nn (AKGY) kultirlenmi merkezi sinir
sistemi noronlarnn aksonlarnda TBY benzeri
dei imlere neden olup olmadn belirlemek. Bu



model sistem icerisinde aksonal boncuklanma, TAY'n
tayin edilmesi icin bir 6l¢i olarak kullan labilir.

Il. MALZEME VE YONTEMLER

Tavuk embriyolarnn  (embriyonik gin 8)
Onbeyinleri ¢ kartlp birincil néronlar b&a bir
¢al mada anlatld ekilde ayrtrid [28]. Hicre

kaltard sodyum borat tampon ¢ézeltisi icinde 0.1/mmig
poly-DL-lysine’e (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
ABD) tabi tutulmu ve phosphate buffered saline ile g
kez calkalanm Alman cam lameller (Bellco Glass
Inc., Vineland, NJ, ABD) Uzerinde yefirildi.
Deneylerin bir ksmnda foto-and rma yontemi ile
haz rlanm i aretli lameller (Bellco) kullan Id . Hicre
kiltarleri, deneyden o6nceki 6 gin boyunca 37°C
s cakl kta bir CQ (% 5) inkUbatérinde M199 kultur
ortam (Invitrogen Co. Carlsbhad, CA, ABD) icinde
ya atld. Kiltir ortam bu sure boyunca 1 ila 2 kez
yenilendi.

Tavuk o6nbeyin noronlar (TON) kontrollii kesme
gerilmesi aygt (KKGA) kullan larak AKGY’na maruz
brakld [29]. KKGA koni tumler a¢ s ¢ok kiguk ah

morfoloji de i imlerini takip edebilmek amac yla
noronlar, yaralanmadan hemen 6nce ve 5, 20, 40, 60
dakika sonra imgelendi. MT'lerin sabitlenmesi
esnas nda serbest tubulin monomerlerinden kurtulmak
icin akson zar n gecirgenlérmek amac yla eamanl
sabitleme ve c¢karma yontemi kullanld [30].
Sabitlenen Kkiltirlere daha sonra monoclonal anti-
tubulin (Sigma) ve rhodamine phalloidin (Invitrogele
immiino boyama uygulanmve bu sayede MT ve aktin
hiicre iskeletleri goruntilenebilntir.

[1l. SONUCLAR
AKGY Aksonda Boncuklanmaya Neden Oldu

Kultirlenmi  TON’ler yukarda anlatld gibi
KKGA ile yaraland . Yaralanma 6ncesi ve sonras nda
edinilen faz kontrast imgelerinin analizi, nérontar
yaralanmaya kar verdii geli meli tepkinin
boncuklanma oldwnu ortaya koydu. ekil 2'de
gOsterilen temsili néronda boncuklar yaralanma asnr
30. ve 60. dakikalar aras nda ortaya ¢ k yor.

bir koni-ve-plaka viskometresi olup, koninin bilgigar

ile kontrol edilen ag sal hareketine baolarak, plaka
Uzerine birdrnek kesme gerilmesi uygulamaktadr.
KKGA diizeneinde yuzeyinde néronlar bulunan lamel,
plaka Uzerindeki bir yuvaya yerkiilip vakum
yard myla bu konuma sabitlenir. KKGA'n n Haa
avantajlar kesme geriliminin arthz ve buyuklau
Uzerinde hassas kontrol éamas ve bir ters mikroskop
yard m yla néronlar, yaralanma oncesinde, yaralnm

esnas nda, ve yaralanma sonras nda imgelemeyekolana| |~

salamasdr (ekil 1). Yaralanmayan kontroller

yaralanan gruplar gibi koninin altna yetigildiler
fakat bir kesme gerilmesine maruz kalmad lar.

ekil 1. Kontrolli kesme gerilmesi aygt (KKGA).

Yaralanma profili azami kesme gerilimi olan 45
dyn-cm? de erine 20 ms icinde ulacak, dolay s yla
2250 dyn-crifs® kesme gerilimi art hzna sahip
olacak ekilde belirlendi. Yaralanma sonras akut
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ekil 2. Yaralanm bir aksonda boncuklanman n zamanla gmii

Boncuk oluumu, ortaya ¢ kan her bir bonawn
saylmas ve bu saynn aksonun boyu ile normalize
edilmesi yoluyla hesapland. 30 lamele dayanan
deneyler, yaralanma grubundaki boncuklanma oran n n
yaralanmaya kontrollere gore kaydademiktarda fazla
oldu unu gosterdi (ekil 3).
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ekil 3. Boncuklanma yaralanmkiiltirlerde kontrollere nazaran
daha fazla oluyor (* p < 0.05).



Boncuklar MT
E konumland lar

Devams zl k Noktalar yla

Bir ksm deneyde, 6nceden goruntilenmibir
néronun konumunun sabitlenme ve antibadi boyamas
sonras nda yeniden bulunmas na olanak tanyan foto-
a ndrma ile iaretlenmi lameller kullan Id . ekil 4 ve
5, yaralanma sonras srasyla 20 ve 40. dakikalard
sabitlenmi noronlar gostermektedir.ekil 4 ve 5'teki
florasan imgeler aksonun deik bolgeleri aras ndaki
MT iceri indeki fark belirginletirmek amac yla
psodo-renklendirmeye tabi tutuldu.

Yaralanan noéronlar ilk 20 dakika icerisinde
boncuklanma gdésterdiler ve MT’lerdeki devams zlrkla
da (ekil 4A ve 4D, oklar) tam da boncuklarn
bulunduu yerlerde olutu ( ekil 4C ve 4E, oklar).
Iginctir ki, aktin hicre iskeleti sadece m i mi
boncuklarda zay flam ( ekil 4B, oklar). Yaralanmayan
kontroller 40. dakikada dahi daha az boncuklanma
gosterdiler ve noktasal MT kayb da c¢ok di bir
seviyede kald (ekil 5).

MT devamszl nn boncuklarla &onumlanmas
hem yaralanan hem de yaralanmayan kontrol kulitrler
iceren 130 noron Uzerinde analiz edildi. Boncuklar
buyuk c¢ounlu unun gercekten de MT Kkitlesinde
azalma gozlenen noktalarla kenumland gozlendi
( ekil 6).

Boncuklar Genelde Rastlant sal Konumlarda Belirdile

Boncuklar n akson boyunca hangi konumlarda
olu tuklar 130 noéron Uzerinden analiz edildi.
Boncuklar n  konumlar bir bukim noktas nda, bir
catallanma noktas nda ya da rastlant sal bir naktad
olmak (lzere U¢ kategoriye ayrld. Akson
do rultusundaki 15° ve Uzerindeki sapmalar bukim
noktas olarak deerlendirildi. Boncuklarn biyuk
¢o unlu u, bikim ve catallanma noktalarn tercih
etmek yerine rastgelel noktalarda belirdileeKil 7).

IV. TARTI MA
Kultirlenmi TON'lere KKGA yard m yla yiiksek
art oran na sahip kesme gerilmesi uyguland . Sonuclar
yaralanm kilturlerde, yaralanmayan kontrol

kiltarlerine gore daha ¢ok boncuklanma oldou
ortaya koydu. Yaralanma sonras yaplan immino
boyama, boncuklarn, akson hatt boyunca, MT
kutlesinin devams z bir bicimde azalnoldu u ayr k
noktalarda konumlandn gdésterdi. Bununla beraber,
boncuklar n  blylk caunlu unun bikim ya da
catallanma noktalar n tercih etmek yerine rasttaht
noktalarda belirdii tespit edildi.

ekil 4. Yaralanma sonras 20. dakikada sabitleririndronda mikrotubdllerin (A) ve aktin hiicre &&tinin (B) psddo-renklendirilmiflorasan
yo unlu u ile faz-kontrast imgesi (C). Boncuk noktalar Ik mikrotiibil devams zl klar yla &numlan yorlar (A ve C). Aktin hiicre iskeleti
ise i meninar oldu u birkag noktada devams zl k gosteriyor (B)k@humlanmay daha iyi gésterebilmek icin A ve Clakdirtilen alanlar
blyutip doéndarildu (D ve E).



Aksonda boncuklanma, TBY sonras noronlarn
gosterdii karakteristik morfolojik dei imdir [10] [11].
Boncuklanman n travmatik yaralanma sonras art)
AKGY'nin TBY benzeri akson boncuklanmas
yaratmaya kabil oldwnu ve ii) kulland m z birincil
noron kilturlerindein vitro AKGY modelinin in vivo
olarak gozlemlenen TBY benzeri morfolojiyi taklit
etti ini ortaya koydu [2] [7].

ekil 5. Yaralanmam kontrol grubundan bir néronda (40.

dakikada sabitlenmj mikrotubullerin MT (A) ve aktin hiicre

iskeletinin (B) psédo-renklendiriimiflorasan younlu u ile faz-

kontrast imgesi (C). Boncuklanman n tzang c na hafif bir MT
kayb elik ediyor (oklar).

Aksonda boncuklanma, organel ve proteinlerin
bozulmu akson tamas nedeniyle birikmesi sonucu
olabilir [14]. In vivo cal malar akson MT Kkutlesinin
travmatik yaralanma sonras azald gOsteriyor [2]
[9]. MT’ler akson ta mas nda kullan lan temel hicre
iskeleti elemanlar olduklar ndan, ayr k noktalddda
ta ma bozulmasnn, MTlerin bu noktalarda
depolimerize olmasnn sonucu oldu di Gnulebilir.
Aksonda boncuklanmann azalan MT Kitlesi ile
e konumlanmas  yonindeki bulgumuz bu fikri
do rudan destekleyen bir kan ttr.

MT kitlesinin, aksonun catalland noktalarda dier
ks mlara nazaran daha dk olduu daha 6nce
bildirilmi ti [31]. Azalan MT kdtlesi nedeniyle,
catallanma noktalar n n aksonun kalan k s mlar teeg
yaralanmaya kar daha korumasz oldundan
Uphelenilebilir. Ayr ca, mekanik ac¢ dan bak Idhda,
gerilmelerin ~ hiicre iskeleti yoluyla iletildini
varsayarak, aksonun bikim ve catallanma

iceren
ks mlar nn mekanik yaralanmaya daha ag¢k olmas

beklenilebilir. Sonuclar m z, ne bikim ne de catatha
noktalar n n yaralanma kaynakl yap sal ve morfiaoj
de i iklikler a¢sndan ozellikle tercih edilmedni
ortaya koyuyor. Dahas, boncuklarn akson boyunca
rastgele dalm olmas, bizi C&"un aksona zar
gecirgenliindeki yerel dei iklikler yoluyla girdi ini
éne sirmeye itiyor. Bu durumda, Cagiri i noktasal
olarak  gerceklap, calpainlerin  yerel olarak
etkinle mesine yol acabilir. Bu etkinlik de MT’lerin
noktasal olarak depolimerize olmas yla sonuclan yor
olabilir.
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ekil 6. 130 ndron uzerinden analiz edilneikonumlanma nicelik
grafi i hem yaralanma 6ncesi hem de sonras boncuklamnigirytk
olgude ekonumland n gosteriyor.

Travma sonras [G4'un akson hatt boyunca yerel
zirveler yap p yapmadnn belirlenmesi igin b&ka
aratrmalar  yapImas gerekiyor. Ayrca zar
gecirgenliindeki dei imlerin, e er oluyorlarsa, ayr k
noktalarda olup olmad n n da belirlenmesi gerekiyor.
Bu, florasan dextranlar gibi gecirgenlik markdrleri
kullan larak yap labilir [19]. Sonug olarak, gelé&oe bu
konular, in vitro AKGY ile TBY benzeri yaralanma
sa layan yeni model sistemimizle ataaca z.

Boncuk KonumlarnnDa  Im
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ekil 7. 130 ndron uzerinden analiz edilboncuk konumlar
da Im hem yaralanma 6ncesi hem de sonras boncukigmelde
rastgele noktalarda bulundunu gosteriyo
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