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Özetçe - Ak�� kan kesme gerilmesi yaralanmas�n�n 
(AKGY) merkezi sinir sistemi nöronlar�nda travmatik  
beyin yaralanmas� (TBY) sonras� görülen yap�sal ve 
morfolojik de � i� iklikleri taklit edip etmedi � ini belirlemek 
amac�yla bu yaralanmay� kültürlenmi�  tavuk önbeyin 
nöronlar�na uygulad�k. Sonuçlar�m�z gösteriyor ki, 
TBY’nin karakteristik belirtisi olan aksonda boncuk lanma 
AKGY sonras� art�yor; bu da, in vitro model sistemimizin 
gözlenen in vivo TBY benzeri de� i� iklikleri taklit etti � ini 
öne sürüyor. Boncuklar�n akson boyunca mikrotübül 
(MT) kütlesinin azald�� � ayr�k noktalarda belirmesi, 
boncuklanman�n MT’ler üzerinden yap�lan akson 
ta� �mas�ndaki bozulmalarla ilintili oldu � u yönündeki 
hipotezin do� rudan kan�t�n� olu � turuyor. Travma sonras� 
akson hücre zar� geçirgenli� indeki noktasal de� i� imlerin 
noktasal [Ca2+] i zirvelerinden sorumlu oldu� unu, bunlar�n 
da MT’lerde lokal depolimerizasyona neden oldu� unu öne 
sürüyoruz. Ara� t�rmalar�m�z, AKGY’nin noktasal Ca 2+ 
ak�� �na veya akson hücre zar� geçirgenli� inde noktasal 
de� i� ikliklere neden olup olmad�� �n� belirlemek yönünde. 
Bu çal�� ma Pennslyvania Eyaleti (A.B.D.) Tütün Fonu 
taraf�ndan desteklenmi� tir. 
 
Anahtar Sözcükler: Travmatik sinir yaralanmas�, kesme 
gerilmesi, aksonda boncuklanma, mikrotübüller 
 
 

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 injury (TBI). 
Our results demonstrate that axonal beading, which is the 
hallmark of TBI, is increased following FSSI, suggesting that our 
in vitro model system mimics TBI-like changes observed in vivo. 
Beads appeared at distinct locations along the axon where 
microtubule (MT) mass is decreased, providing direct evidence 
for the hypothesis that beading is related with impaired axonal 
transport conducted over MTs. We suggest that focal changes in 
axolemmal permeability following trauma is responsible for focal 
[Ca2+] i peaks which, in turn, locally depolymerize MTs. We are 
currently investigating whether focal Ca2+ influx and axolemmal 
permeability changes occur in response to FSSI. This work was 
supported by the State of Pennsylvania Tobacco Fund. 
 
Keywords: Traumatic brain injury, shear stress, axonal beading, 
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I.   G� R��  
 
Travmatik beyin yaralanmas� (TBY) ölümle 

sonuçlanan yaralanmalar�n önemli bir k�sm�n� te� kil 

etmekte ve hayatta kalma halinde de ciddi sinir hasar�na 
sebep olabilmektedir [1]. Travmaya kar� � temel tepki 
olan da� �n�k akson yaralanmas�nda (DAY) aksonlar 
yaralanma � iddetine ba� l� olarak birincil ya da ikincil 
aksotomiye u� rarlar [2] [3]. Birincil aksotomi 
aksonlar�n aniden y�rt�lmas� olup, ikincil aksotomi ise 
yaralanma sonras� birkaç dakika ila günler boyunca 
devam eden ve aksonda boncuklanmaya ve giderek 
kopmaya neden olan süre� en bir olgudur [4]. �kincil 
yaralanma, akson hücre zar� geçirgenli� i [5] [6] ile 
hücre iskeleti yap�s�nda [7] [8] [9] de� i� imlere yol açar 
ve karakteristik morfoloji olarak akson boyunca 
noktasal � i� meler (boncuklanma) gösterir [10] [11]. 
(TBY sonras� akson hasar� ile ilgili daha geni�  bilgi için 
bkz. [12] ve [13]). Akson ta� �mas�ndaki bozulman�n, 
ta� �nan organel ve proteinlerin akson hatt� boyunca 
ayr�k noktalarda birikmesine neden oldu� u ve 
dolay�s�yla, boncuklanmadan sorumlu oldu� u iddia 
edilmektedir [2] [9] [14]. 

Travma sonras� geli� en olaylara �� �k tutmak 
amac�yla çok say�da hayvan yaralanmas� modeli [6] 
[11] [14] [15] ve in vitro hücre yaralanmas� modeli [16] 
[19] kullan�lm�� t�r. Kalsiyumun travmatik akson 
yaralanmas�n�n (TAY) geli� iminde hayati bir rol 
oynad�� � dü�ünülmektedir [20]. Hücre içi kalsiyum 
iyonu konsantrasyonundaki ([Ca2+] i) art�� �n calpain 
sinifi ö� ütücü enzimleri etkinle� tirdi� i; calpainlerin de 
mikrotübül (MT) [21], mikrotübül ba� lant�l� protein 
[22], nörofilament [21] [23] ve spectrinleri [14] [15] 
[24] ö� üttü� ü gösterilmi� tir. Kimilerine göre Ca2+ giri� i 
Na+/Ca2+ pompas�n�n tersine çal�� mas� yoluyla [17] [25] 
veya gerilime ba� l� Ca2+ kanallar� yoluyla ve sodyuma 
ba� l� bir biçimde [18] [26] gerçekle� mektedir. 
Kimilerine göre ise Ca2+ giri� inin alt�nda yatan sebep, 
akson hücre zar� geçirgenli� indeki kal�c� olmayan 
de� i� imlerdir [6] [8] [19] [27]. TAY’ndaki Ca2+ 
giri� indeki temel mekanizman�n mekanoporasyon 
(hücre zar�nda mekanik olarak aç�lm��  geçici delikler) 
olup olmad�� � halen belirlenmi�  de� ildir. 

TBY’n�n hücresel kökenini daha fazla anlamak ve 
olas� tedavi stratejilerini ara� t�rmak için bir in vitro 
model sistemi kullanmak oldukça etkili olacakt�r. 
Amac�m�z d�� ardan uygulanan ak�� kan kesme gerilmesi 
yaralanmas�n�n (AKGY) kültürlenmi�  merkezi sinir 
sistemi nöronlar�n�n aksonlar�nda TBY benzeri 
de� i� imlere neden olup olmad�� �n� belirlemek. Bu 



model sistem içerisinde aksonal boncuklanma, TAY’�n 
tayin edilmesi için bir ölçü olarak kullan�labilir. 

 
 

II.  MALZEME VE YÖNTEMLER  
 
Tavuk embriyolar�n�n (embriyonik gün 8) 

önbeyinleri ç�kart�l�p birincil nöronlar ba� ka bir 
çal�� mada anlat�ld�� � � ekilde ayr�� t�r�ld� [28]. Hücre 
kültürü sodyum borat tampon çözeltisi içinde 0.1 mg/ml 
poly-DL-lysine’e (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, 
ABD) tabi tutulmu�  ve phosphate buffered saline ile üç 
kez çalkalanm��  Alman cam� lameller (Bellco Glass 
Inc., Vineland, NJ, ABD) üzerinde yeti� tirildi. 
Deneylerin bir k�sm�nda foto-a� �nd�rma yöntemi ile 
haz�rlanm��  i� aretli lameller (Bellco) kullan�ld�. Hücre 
kültürleri, deneyden önceki 6 gün boyunca 37°C 
s�cakl�kta bir CO2 (% 5) inkübatöründe M199 kültür 
ortam� (Invitrogen Co. Carlsbad, CA, ABD) içinde 
ya�at�ld�. Kültür ortam� bu süre boyunca 1 ila 2 kez 
yenilendi.  

Tavuk önbeyin nöronlar� (TÖN) kontrollü kesme 
gerilmesi ayg�t� (KKGA) kullan�larak AKGY’na maruz 
b�rak�ld� [29]. KKGA koni tümler aç�s� çok küçük olan 
bir koni-ve-plaka viskometresi olup, koninin bilgisayar 
ile kontrol edilen aç�sal hareketine ba� l� olarak, plaka 
üzerine birörnek kesme gerilmesi uygulamaktad�r. 
KKGA düzene� inde yüzeyinde nöronlar bulunan lamel, 
plaka üzerindeki bir yuvaya yerle� tirilip vakum 
yard�m�yla bu konuma sabitlenir. KKGA’n�n ba� l�ca 
avantajlar� kesme geriliminin art��  h�z� ve büyüklü� ü 
üzerinde hassas kontrol sa� lamas� ve bir ters mikroskop 
yard�m�yla nöronlar�, yaralanma öncesinde, yaralanma 
esnas�nda, ve yaralanma sonras�nda imgelemeye olanak 
sa� lamas�d�r (� ekil 1). Yaralanmayan kontroller 
yaralanan gruplar gibi koninin alt�na yerle� tirildiler 
fakat bir kesme gerilmesine maruz kalmad�lar. 

 

 
 

 
Yaralanma profili azami kesme gerilimi olan 45 

dyn·cm-2 de� erine 20 ms içinde ula�acak, dolay�s�yla 
2250 dyn·cm-2s-1 kesme gerilimi art��  h�z�na sahip 
olacak � ekilde belirlendi. Yaralanma sonras� akut 

morfoloji de� i� imlerini takip edebilmek amac�yla 
nöronlar, yaralanmadan hemen önce ve 5, 20, 40, 60 
dakika sonra imgelendi. MT’lerin sabitlenmesi 
esnas�nda serbest tubulin monomerlerinden kurtulmak 
için akson zar�n� geçirgenle� tirmek amac�yla e� zamanl� 
sabitleme ve ç�karma yöntemi kullan�ld� [30]. 
Sabitlenen kültürlere daha sonra monoclonal anti-� -
tubulin (Sigma) ve rhodamine phalloidin (Invitrogen) ile 
immüno boyama uygulanm��  ve bu sayede MT ve aktin 
hücre iskeletleri görüntülenebilmi� tir. 
 

 
III.  SONUÇLAR  

 
AKGY Aksonda Boncuklanmaya Neden Oldu 
 

Kültürlenmi�  TÖN’ler yukar�da anlat�ld�� � gibi 
KKGA ile yaraland�. Yaralanma öncesi ve sonras�nda 
edinilen faz kontrast imgelerinin analizi, nöronlar�n 
yaralanmaya kar� � verdi� i geli� meli tepkinin 
boncuklanma oldu� unu ortaya koydu. � ekil 2’de 
gösterilen temsili nöronda boncuklar yaralanma sonras� 
30. ve 60. dakikalar aras�nda ortaya ç�k�yor. 
 

 
 

Boncuk olu� umu, ortaya ç�kan her bir boncu� un 
say�lmas� ve bu say�n�n aksonun boyu ile normalize 
edilmesi yoluyla hesapland�. 30 lamele dayanan 
deneyler, yaralanma grubundaki boncuklanma oran�n�n 
yaralanmaya kontrollere göre kaydade� er miktarda fazla 
oldu� unu gösterdi (� ekil 3).  
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� ekil 1. Kontrollü kesme gerilmesi ayg�t� (KKGA). 

� ekil 2. Yaralanm��  bir aksonda boncuklanman�n zamanla geli� imi 
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� ekil 3. Boncuklanma yaralanm��  kültürlerde kontrollere nazaran 
daha fazla oluyor (* p < 0.05). 

*  



Boncuklar MT Devams�zl�k Noktalar�yla 
E� konumland�lar 
 

Bir k�s�m deneyde, önceden görüntülenmi�  bir 
nöronun konumunun sabitlenme ve antibadi boyamas� 
sonras�nda yeniden bulunmas�na olanak tan�yan foto-
a� �nd�rma ile i� aretlenmi�  lameller kullan�ld�. � ekil 4 ve 
5, yaralanma sonras� s�ras�yla 20 ve 40. dakikalarda 
sabitlenmi�  nöronlar� göstermektedir. � ekil 4 ve 5’teki 
florasan imgeler aksonun de� i� ik bölgeleri aras�ndaki 
MT içeri� indeki fark�  belirginle� tirmek amac�yla 
psödo-renklendirmeye tabi tutuldu. 

Yaralanan nöronlar ilk 20 dakika içerisinde 
boncuklanma gösterdiler ve MT’lerdeki devams�zl�klar 
da (� ekil 4A ve 4D, oklar) tam da boncuklar�n 
bulundu� u yerlerde olu� tu (� ekil 4C ve 4E, oklar). 
�lginçtir ki, aktin hücre iskeleti sadece a� �r� � i� mi�  
boncuklarda zay�flam��  (� ekil 4B, oklar). Yaralanmayan 
kontroller 40. dakikada dahi daha az boncuklanma 
gösterdiler ve noktasal MT kayb� da çok dü� ük bir 
seviyede kald� (� ekil 5). 

MT devams�zl�� �n�n boncuklarla e� konumlanmas� 
hem yaralanan hem de yaralanmayan kontrol kültürleri 
içeren 130 nöron üzerinde analiz edildi. Boncuklar�n 
büyük ço� unlu� unun gerçekten de MT kütlesinde 
azalma gözlenen noktalarla e� konumland�� � gözlendi 
(� ekil 6). 

 
Boncuklar Genelde Rastlant�sal Konumlarda Belirdiler  

 
Boncuklar�n akson boyunca hangi konumlarda 

olu� tuklar� 130 nöron üzerinden analiz edildi. 
Boncuklar�n konumlar� bir büküm noktas�nda, bir 
çatallanma noktas�nda ya da rastlant�sal bir noktada 
olmak üzere üç kategoriye ayr�ld�. Akson 
do� rultusundaki 15° ve üzerindeki sapmalar büküm 
noktas� olarak de� erlendirildi. Boncuklar�n büyük 
ço� unlu� u, büküm ve çatallanma noktalar�n� tercih 
etmek yerine rastgelel noktalarda belirdiler (� ekil 7). 

 
 

IV.   TARTI � MA  
 

Kültürlenmi�  TÖN’lere KKGA yard�m�yla yüksek 
art��  oran�na sahip kesme gerilmesi uyguland�. Sonuçlar 
yaralanm��  kültürlerde, yaralanmayan kontrol 
kültürlerine göre daha çok boncuklanma oldu� unu 
ortaya koydu. Yaralanma sonras� yap�lan immüno 
boyama, boncuklar�n, akson hatt� boyunca, MT 
kütlesinin devams�z bir biçimde azalm��  oldu� u ayr�k 
noktalarda konumland�� �n� gösterdi. Bununla beraber, 
boncuklar�n büyük ço� unlu� unun büküm ya da 
çatallanma noktalar�n� tercih etmek yerine rastlant�sal 
noktalarda belirdi� i tespit edildi.  

� ekil 4. Yaralanma sonras� 20. dakikada sabitlenmi�  bir nöronda mikrotübüllerin (A) ve aktin hücre iskeletinin (B) psödo-renklendirilmi�  florasan 
yo� unlu� u ile faz-kontrast imgesi (C). Boncuk noktalar� (oklar) mikrotübül devams�zl�klar�yla e� konumlan�yorlar (A ve C). Aktin hücre iskeleti 
ise � i� menin a� �r� oldu� u birkaç noktada devams�zl�k gösteriyor (B). E� konumlanmay� daha iyi gösterebilmek için A ve C’de belirtilen alanlar 

büyütüp döndürüldü (D ve E). 
 



� ekil 5. Yaralanmam��  kontrol grubundan bir nöronda (40. 
dakikada sabitlenmi� ) mikrotübüllerin MT (A) ve aktin hücre 

iskeletinin (B) psödo-renklendirilmi�  florasan yo� unlu� u ile faz-
kontrast imgesi (C). Boncuklanman�n ba� lang�c�na hafif bir MT 

kayb� e� lik ediyor (oklar). 

Aksonda boncuklanma, TBY sonras� nöronlar�n 
gösterdi� i karakteristik morfolojik de� i� imdir [10] [11]. 
Boncuklanman�n travmatik yaralanma sonras� art�� �, i) 
AKGY’nin TBY benzeri akson boncuklanmas� 
yaratmaya kabil oldu� unu ve ii) kulland�� �m�z birincil 
nöron kültürlerinde in vitro AKGY modelinin in vivo 
olarak gözlemlenen  TBY benzeri morfolojiyi taklit 
etti� ini ortaya koydu [2] [7]. 
 

 

Aksonda boncuklanma, organel ve proteinlerin 
bozulmu�  akson ta� �mas� nedeniyle birikmesi sonucu 
olabilir [14]. In vivo çal��malar akson MT kütlesinin 
travmatik yaralanma sonras� azald�� �n� gösteriyor [2] 
[9]. MT’ler akson ta� �mas�nda kullan�lan temel hücre 
iskeleti elemanlar� olduklar�ndan, ayr�k noktalardaki 
ta� �ma bozulmas�n�n, MT’lerin bu noktalarda 
depolimerize olmas�n�n sonucu oldu� u dü� ünülebilir. 
Aksonda boncuklanman�n azalan MT kütlesi ile 
e� konumlanmas� yönündeki bulgumuz bu fikri 
do� rudan destekleyen bir kan�tt�r.  

MT kütlesinin, aksonun çatalland�� � noktalarda di� er 
k�s�mlara nazaran daha dü�ük oldu� u daha önce 
bildirilmi � ti [31]. Azalan MT kütlesi nedeniyle, 
çatallanma noktalar�n�n aksonun kalan k�s�mlar�na göre 
yaralanmaya kar� � daha korumas�z oldu� undan 
� üphelenilebilir. Ayr�ca, mekanik aç�dan bak�ld�� �nda, 
gerilmelerin hücre iskeleti yoluyla iletildi� ini 
varsayarak, aksonun büküm ve çatallanma içeren 
k�s�mlar�n�n mekanik yaralanmaya daha aç�k olmas� 

beklenilebilir. Sonuçlar�m�z, ne büküm ne de çatallanma 
noktalar�n�n yaralanma kaynakl� yap�sal ve morfolojik 
de� i� iklikler aç�s�ndan özellikle tercih edilmedi� ini 
ortaya koyuyor. Dahas�, boncuklar�n akson boyunca 
rastgele da� �lm��  olmas�, bizi Ca2+’un aksona zar 
geçirgenli� indeki yerel de� i� iklikler yoluyla girdi� ini 
öne sürmeye itiyor. Bu durumda, Ca2+ giri� i noktasal 
olarak gerçekle� ip, calpainlerin yerel olarak 
etkinle� mesine yol açabilir. Bu etkinlik de MT’lerin 
noktasal olarak depolimerize olmas�yla sonuçlan�yor 
olabilir. 
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Travma sonras� [Ca2+]’un akson hatt� boyunca yerel 

zirveler yap�p yapmad�� �n�n belirlenmesi için ba� ka 
ara� t�rmalar yap�lmas� gerekiyor. Ayr�ca zar 
geçirgenli� indeki de� i� imlerin, e� er oluyorlarsa, ayr�k 
noktalarda olup olmad�� �n�n da belirlenmesi gerekiyor. 
Bu, florasan dextranlar gibi geçirgenlik markörleri 
kullan�larak yap�labilir [19]. Sonuç olarak, gelecekte bu 
konular�, in vitro AKGY ile TBY benzeri yaralanma 
sa� layan yeni model sistemimizle ara� t�raca� �z.  
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� ekil 7. 130 nöron üzerinden analiz edilmi�  boncuk konumlar� 
da� �l�m� hem yaralanma öncesi hem de sonras� boncuklar�n genelde 

rastgele noktalarda bulundu� unu gösteriyor. 

� ekil 6. 130 nöron üzerinden analiz edilmi�  e� konumlanma nicelik 
grafi� i hem yaralanma öncesi hem de sonras� boncuklanman�n büyük 

ölçüde e� konumland�� �n� gösteriyor. 
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