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Onsoz

Gergeklestirilen tez calismasmin konusu ilk olarak, epilepsi etiyolojisi iizerine
arastirmacilarin genellikle odaklandigi protein merkezli yaklagimin aksine bizim farkli
bir bakis agistyla konuya yaklasmamiz kaynakli ortaya ¢ikmistir. Buna ilaveten, acaba
epileptik nobet benzeri kosullart hiicre kiiltiirii iistiinde nasil taklit edebiliriz sorusu
calismaya son seklini vermistir. Bu kapsamda ¢alismamizda, noral hiicreler tizerinde
elektrik alan stimiilasyonlar1 gerceklestirilmis ve bunun hiicre membran lipit
kompozisyonlar1 {izerine olan etkisi ortaya koyulmaya calisilmistir. Bu ¢alisma Ege
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii tarafindan 22929 proje

numarastyla desteklenmistir.

[zmir, 13.01.2022 Aytag GUZEL



Ozet
In Vitro Ortamda Elektriksel Stimiilasyonun Noral Membran Lipit Plastisitesi

Uzerine Etkileri

Noronlarin uyarilabilirligindeki degisimler bir¢ok norolojik hastaligin nedenleri
arasinda gosterilmektedir. Bunlardan en tipik olami ise epilepsidir. Epileptogenez
bugiin bile tam olarak anlasilamayan ve olasilikla birden ¢ok etkenin rol aldig:
mekanizmalar sonucu kendini gostermektedir. Epilepside gdzlenen ndron
uyarilabilirligindeki degisimler, nébet esnasinda néronlarin ani ve ¢ok hizli bir sekilde
depolarizasyonuna neden olmaktadir. Buna bagli olarak, elektriksel alandaki yerel ve
siddetli dalgalanmalarin noron hiicre membranlarinda plastik degisimlere yol agmasi
olasidir. Noron uyarilabilirligindeki degisimleri aciklamaya calisan cogu calismada
protein yapili iyon kanallar1 ve sinaptik baglantilarla iligkili plastik degisimler sorumlu
tutulmus ancak bu degisimlerin nedeni tam anlamiyla agikliga kavusturulamamustir.
Noron membraninin kapasitif 6zelligi iizerinde etkili olmasi beklenen plazma
mebraninin lipit profili ise genellikle arastirmacilar tarafindan g6z ardi edilmektedir.
Dolayisiyla, epileptik nobet sirasinda gozlenen elektriksel alan potansiyel
degisimlerinin membran lipit kompozisyonu {izerindeki olas1 etkilerinin ortaya
konulmas1 gerekmektedir. Literatiire bakildiginda, ndronlar {izerinde elektriksel alan
olusturan calismalar arasinda detayli lipit analizi gergeklestiren bir calismaya

rastlanmamuistir.

Bu bilgiler ve 6ngoriiler 1s181nda in vitro noral eksitasyon sirasinda olusan elektriksel
alan degisimlerinin, membranin kapasitif 6zelliginde belirleyici rol oynayan lipit
profilinde degisime neden olacagini hipotez olarak ileri siirmekteyiz. Bu hipotezimiz
kapsaminda in vitro kosullarda olusturulan pulsatil akim elektrik alan potansiyellerinin
(PCEF) membran lipit kompozisyonu {iizerindeki etkisinin belirlendigi bir ¢alisma
gerceklestirilmistir.  Bu  baglamda; in vitro stimiilasyon yapabilecek ve
elektrofizyolojik deneylerde kullanilan Biopac sistemiyle uyumlu deney diizenekleri
gelistirilmis, deney diizenekleri araciligiyla primer ndéron ve SH-SYSY hiicre
kiiltiirlerine farkli stimiilasyon parametreleri kullanilarak elektriksel stimiilasyon
uygulanmis ve ¢alisma sonunda ise yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemiyle bu hiicrelerin membran lipit profilleri analiz edilmistir. Sonuglar tek yonlii

varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir. Farkin anlamli bulundugu degiskenlerde



gruplar arasi varyansin homojen olmasi durumunda Post-Hoc yontem olarak Tukey
testi, varyansin gruplar arast homojen olmadigi durumlarda Post-Hoc Dunnett T3 testi

uygulanmustir.

Calisma sonucunda primer noronlar ve néron kokenli SH-SYSY hiicreleri iizerinde
olusturulan elektrik alan potansiyellerinin, her iki hiicre tipindeki membran lipit
profillerinde degisime yol a¢tig1 gézlenmistir. Lipit tiirlerinden 6zellikle kolesterol ve
fosfotidiletanolamin (PE) molekiillerinin elektrik alan stimiilasyonuna kars1
gosterdikleri yanitlar dnemlidir. Kolesteroliin primer noronlardaki yiiksek siddetli
elektrik alan stimiilasyonlarinda konsantrasyonunun azaldigi, buna karsilik hiicre
membranindaki PE seviyelerinin arttig1 belirlenmistir. Yiiksek elektrik alan siddetinde
uygulanan néronlarin membranlarindaki kolesterol seviyelerinin azalmasi, hiicrenin
eksitotoksisite gibi hiicre canliligini tehdit eden olaylara karsi gelistirdigi bir tiir
savunma mekanizmasi olabilirken, PE seviyelerinin artmasi hiicrenin, kolesteroliin
membran egriligine yaptigi katkiy1 kompanze etmek admna gergeklestirdigi bir
diizenleme olabilir. PCEF uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde ise hipokampal ve
kortikal néronlarda ortaya ¢ikan sonuglara tamamen zit bir sekilde artan elektrik alan
siddetine bagli kolesterol seviyelerinde artis goriilmiis ve bu da SH-SY5Y hiicrelerinin
toksisiteden korunma mekanizmasi olarak kullandigi kolesteroliin burada da hiicre

canligint koruma amagl kullanilabilecegini bizlere diisiindiirmiistiir.

Sonug olarak ¢alisma hipotezimin temelini olusturan elektriksel stimiilasyona bagli
membran lipit profilinin plastik bir degisim goriilmesi onemli fizyolojik etkiler
gosterebilecek bir degisimdir ve Ozellikle hiicre uyarilabilirligi kaynakli deneysel
hastalik modellerinde terapotik bir hedef olarak degerlendirilmesi ve bu konuda

detayl1 arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler; elektriksel stimiilasyon; membran lipitleri; in vitro teknikler;

noral iletim; epilepsi



Abstract

Effects of In Vitro Electrical Stimulation on Neural Membrane Lipid Plasticity

Changes in the excitability of neurons are among the causes of many neurological
diseases. The most typical of these is epilepsy. Epileptogenesis manifests itself as a
result of mechanisms that are not fully understood even today and possibly more than
one factor having a role in. Changes in neuron excitability observed in epilepsy cause
sudden and very rapid depolarization of neurons during seizures Accordingly, local
and severe fluctuations in the electrical field are likely to cause plastic changes in
neuron cell membranes. In most studies trying to explain changes in neuron
excitability, plastic changes associated with protein-structured ion channels and
synaptic connections have been blamed, but the reason for these changes has not been
fully elucidated. The lipid profile of the plasma membrane, which is expected to have
an effect on the capacitive property of the neuron membrane, is generally ignored by
researchers. Therefore, the possible effects of electrical field potential changes
observed during epileptic seizures on membrane lipid composition should be revealed.
When we look at the literature, there is no study that performs detailed lipid analysis

among the studies that create an electrical field on neurons.

In the light of this information and predictions, we hypothesize that the electrical field
changes that occur during in vitro neural excitation will cause a change in the lipid
profile, which plays a decisive role in the capacitive property of the membrane. Within
the scope of this hypothesis, a study was conducted to determine the effect of pulsatile
current electric field potentials (PCEF) generated in vitro on membrane lipid
composition. In this context, experimental setups compatible with the Biopac system
used in electrophysiological experiments were developed, electrical stimulation was
applied to primary neuron and SH-SY5Y cell cultures using different stimulation
parameters, and at the end of the study, membrane lipid profiles of these cells were

analyzed by high-performance liquid chromatography (HPLC) method.

The results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA). Tukey test was

used as Post-Hoc method in case the variance between groups was homogeneous in



the variables where the difference was significant, and Post-Hoc Dunnett T3 test was

used in cases where the variance was not homogeneous between groups.

As a result of the study, it was observed that the electric field potentials created on
primary neurons and neuron-derived SH-SY5Y cells to which PCEF was applied
caused changes in membrane lipid profiles in both cell types. The responses of lipid
species, especially cholesterol and phosphatidylethanolamine (PE) molecules to
electric field stimulation are important. It was determined that the concentration of
cholesterol in primary neurons decreased in high-intensity electric field stimulation,
while the PE levels in the cell membrane increased. While the decrease in cholesterol
levels in the membranes of neurons applied at high electric field intensity may be a
kind of defense mechanism developed by the cell against events that threaten cell
viability such as excitotoxicity, the increase in PE levels may be a regulation that the
cell performs to compensate for the contribution of cholesterol to the membrane
curvature. In contrast to the results in hippocampal and cortical neurons, cholesterol
levels increased due to increased electric field intensity in SH-SY5Y cells treated with
PCEF, suggesting that cholesterol, which SH-SY5Y cells use as a protection
mechanism from toxicity, can also be used to protect cell viability here.

As aresult, a plastic change in the membrane lipid profile due to electrical stimulation,
which forms the basis of my working hypothesis, is a change that can have important
physiological effects, and it should be evaluated as a therapeutic target especially in
experimental disease models originating from cell excitability, and detailed studies

should be conducted on this subject.

Keywords; Electric stimulation, membrane lipids, in vitro techniques, neural

conduction; epilepsy
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Giris

Noronlarin uyarilabilirligindeki degisimler birgok hastaligin nedenleri arasinda
gosterilmektedir. Bunlardan en tipik olani ise epilepsidir. Epilepside gozlenen néron
uyarilabilirligindeki degisimler, nébet esnasinda néronlarin ani ve ¢ok hizli bir sekilde
depolarizasyonuna neden olmaktadir. Noronlardaki bu degisime sebep olan
mekanizma halen tam olarak ¢oziilememekle birlikte epileptogenez genellikle protein
yapili kanallar ve sinaptik baglantilar ile agiklanmaya c¢alisilmis, noron hiicre
membraninin  elektriksel ozellikleri {izerinde O6nemli bir rol oynayan lipit

kompozisyonlari tizerinde ¢ok fazla durulmamustir.

Fosfolipit ¢ift tabaka, noéral hiicre membranimnin en O6nemli pasif elektriksel
Ozelliklerinden biri olan kapasitans kavraminin temelini olusturmaktadir. Kapasitans,
hiicre membraninin iizerinde bulundurabildigi yiik miktar1 anlamina gelmektedir. Lipit
tabakada gerceklesen herhangi bir degisimin hiicre membraninin kapasitansinda
dolayisiyla da hiicre uyarilabilirligi tizerinde bir degisiklige yol agmasi kaginilmazdir.
Epilepside gozlenen ndron uyarilabilirligindeki degisimler sonucu ortaya ¢ikan
elektrik alan potansiyellerinin de néron membraninda olasi bir¢ok degisime sebep
olmasi, membranin lipit plastisitesinde de degisikliklere yol agma ihtimalini

giiclendirmektedir.

Bu temel bilgiler 15181nda, epileptik nobet esnasinda meydana gelen elektriksel alan
potansiyellerinin membran lipit profili iizerinde ne gibi etkiler olusturdugunun ortaya
konmasina ihtiya¢ vardir. Bu ¢ergcevede hipotezimizi ve arastirma sorularimizi su

sekilde belirledik.

Hipotez

In vitro néral eksitasyon esnasinda olusan elektriksel alan degisimleri, membranin
kapasitif 6zelliginde belirleyici rol oynayan membran lipit profilinde degisime neden

olur.



Arastirma Sorulari

l. Bir noral devrede elektriksel alan potansiyellerindeki degisimlerin, membranin
kapasitif 6zelliginde belirleyici rol oynayan lipit kompozisyonu iizerinde bir etkisi var
midir?

I. Epileptik ndbet sartlarini taklit eden in vitro deney modelinde olusturulan
elektriksel stimiilasyonun, epileptiform benzeri aktivitenin kroniklesmesinde etkisi var
midir?

1. Uygulanan in vitro elektriksel stimiilasyonunun frekans ve siddetinde

gerceklestirilen degisimler bu etkide nasil bir rol oynamaktadir?

Bu noktada, yiiriitiilen tez ¢aligmasi ile in vitro sartlarda olusturulan epileptik nobet
benzeri aktivite esnasinda meydana gelen elektriksel alan degisimlerinin membran
lipit kompozisyonu fizerindeki etkisinin belirlenip, olusturulan bu potansiyellerin
frekans ve siddetindeki farkliliklarin etki diizeyinde nasil bir rol oynadiginin ortaya
konulmas1 ve membran lipit profilindeki olasi degisimlerin varliinda membran
lipitlerinin, epilepsi tedavisinde kullanilan mevcut farmakolojik hedeflere alternatif
yeni bir potansiyel terapotik hedef olarak sunulabilmesi amaglanmistir. Bunun yaninda
calismamizin kapsami genisletilerek tiim bu uygulamalarin noral hiicre kdkenli insan
noroblastoma hiicreleri (SH-SYS5Y hiicre hatt1) tizerinde de ne gibi etkiler

gosterebileceginin ortaya konulmasi hedeflenmektedir.



Genel Bilgiler

2.1. Hiicre Membran Yapisi

Hiicre membrani, prokaryot ve okaryot hiicreler farketmeksizin biitlin canli hiicrelerde
bulunan, hiicrenin i¢ yapisini ¢evreleyen ve hiicrenin dis ortamla iligkisini belirleyen
en onemli hiicresel yapilardan biridir. Bulundurdugu molekiil ¢esitliligine gore farkli
ozellikler gdsteren esnek ve dinamik bu yapi; hiicrenin yapisal olarak korunmasi, dis
¢evreyle olan madde aligverisinin saglanmasi, sinyal iletimi ve diger hiicrelerle olan

iletigsim gibi bir¢ok farkli temel fonksiyonlara sahiptir.

Bugiin kabul edilen ve gegerliligini halen koruyan Singer-Nicholson’in akici-mozaik
zar modeline gére membran, ¢gogunlukla akiskan iki katmanli fosfolipit tabakadan ve
bu tabaka igerisinde hareketli globiiler integral membran proteinleri ve
glikoproteinlerden olusmus bir matriks seklindedir. Bunun yaninda membran dinamik
bir yapida ve igerisindeki mozaik seklinde dagilmis lipit ve proteinler devamli bir

hareket halindedir (Singer and Nicolson 1972).

Sekil 1. Akicit mozaik zar modeli (Singer and Nicolson 1972).

Ozellikle fosfolipitler; lateral difiizyon, rotasyon, transvers difiizyon (flip-flop) ve
fleksiyon hareketleriyle bunu giiclii bir bicimde yansitirlar. Hiicre membraninin
fonksiyonunu belirleyen en 6nemli etken ise proteinlerdir. Hiicre membranlarindaki

protein farkliliklar1 o membranin 6zgiin fonksiyonlar gostermesine neden olur.



2.1.1. Hiicre Membran Lipitleri

Hiicre membran lipitleri polar bir bas grup ve apolar bir hidrokarbon zincir igeren
amfipatik yapidaki lipitlerdir. Lipitlerin genellikle yiiklii bir grup barindiran bas kismi
hidrofilik 6zellik gosterirken, hidrokarbon zincir barindiran kuyruk kismi ise

hidrofobik 6zellik gostererek su ile etkilesime girmemektedir.

polar heads

nonpolar tails

Sekil 2. Lipit miselleri (solda) ve fosfolipit ¢ift tabaka (sagda).

Lipit molekiillerinin amfipatik 6zellik gostermeleri lipitlerin sivi ortamlarda spontan
bir gekilde bir araya gelmelerine neden olmaktadir. Bu bir araya gelis hidrofob
kisimlarin sudan kagip i¢ kisma dogru yonelirken, hidrofilik kismin su ile etkilesime
girmek {izere dis kisma yonelmesi seklindedir. Hidrofob kisimlarin bir araya gelmesi
ile agiga ¢ikan su, entropiyi arttirarak hidrokarbon zincirlerin arasinda ¢ok sayida

nonkovalan van der Waals baglarinin olusmasina yol agar.
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Sekil 3. Lipit membran faz gecisleri. Sicaklik arttik¢a L fazindan diger fazlara dogru
(swrasiyla Lg, P 4 ve L,) zincir diizeninde azalma azalma meydana gelir (Heimburg
2007).



Bu yolla silindirik fosfolipit molekiillerinin su ortaminda ¢ift tabaka, konik lipit
molekiillerinin ise misel olusturma egilimi termodinamik (enerjitik) agidan en uygun
olan yapilardir. Ancak miseller daha yiiksek lipit konsantrasyonlar1 varliginda lamellar
fazlara gecerek cift tabaka olusturmaya bagslarlar. Birgok farkli lamellar faz
bulunmakla birlikte bu faz degisiklikleri genellikle sicaklik tarafindan belirlenir
(Janiak, Small, and Shipley 1979). L¢, Lg, P s ve L, adli bu fazlar Sekil 3’te

gosterilmektedir.

Hiicre membranini olusturan lipit tiirlerine bakildiginda baslica {i¢ simif karsimiza

cikar. Bunlar Tablo 1°de de gosterilen fosfolipitler, glikolipitler ve kolesteroldiir.

MEMBRAN LIiPITLERI
1. Fosfolipitler 2. Kolesterol 3. Glikolipitler
Fosfotidilkolin Gangliozidler
Sfingomiyelin Serebrozidler

Fosfotidilserin
Fosfotidiletanolamin
Fosfotidilinozitol
Fosfotidilgliserol

Kardiyolipin

Tablo 1. Membran lipit tiirleri.

2.1.1.1. Fosfolipitler

Hiicre membraninda bulunan lipitlerin ¢ok biiyiik bir kismin1 fosfolipitler olusturur.
Membran iizerinde kismi1 asimetri gosteren fosfolipitlerin diger lipitlerde oldugu gibi
hidrofilik bir bas ve hidrofobik bir kuyruk bolgesi bulunmaktadir. Hidrofilik bas
kismin1 olusturan yapilar genellikle bir fosfat molekiilii, bir gliserol/sfingozin ve bir
de kolin/serin/etanolamin/inozitol grubu icermektedir ve icerdigi molekiil ¢esidine
gbre lipitin tiiriinii  belirlemektedir. Fosfolipitlerin genel yapist Sekil 4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4. Fosfolipitlerin genel yapist (Alberts 2015).

Fosfolipitler, fosfogliserit ve sfingolipitler olarak iki temel sinifa ayrilirlar. Bunlardan
gliserol molekiilii igerene fosfogliseritler, sfingozin molekiilii icerene ise sfingolipitler

ad1 verilmektedir.

2.1.1.1.1. Fosfotidilkolin (Lesitin)

Memeli hiicre membranlarinda en c¢ok bulunan fosfogliseritlerden biri olan
fosfotidilkolin  (phosphotidylcholine-PC) membran agirhginin yaklasik olarak
%50’sini olusturmaktadir (Berg et al. 2015; Stillwell 2016). Membranda en ¢ok
bulunan fosfolipit tiirlerinden biri olan fosfatidilkolin, ¢cogunlukla membranin dis

yapraginda yer almaktadir (Devaux 1991; Stillwell 2016).

2.1.1.1.2. Fosfotidilserin

Memeli hiicre membranlarinda yaygin olarak bulunan bir diger fosfogliserit tiirii olan
fosfotidilserin, memeli fosfolipitlerinin %10’unu olusturmakta ve genellikle hiicre
membraninin i¢ yapraginda bulunmaktadir. Fosfatidilserin (phosphotidylserine-PS),
fosfatidilinozitol ile birlikte fosfolipitler arasinda en fazla fonksiyonel ¢esitlilige sahip

ve en dinamik lipit tiirlerinin baginda gelmektedir (Stillwell 2016).



2.1.1.1.3. Fosfotidiletanolamin

Fosfotidiletanolamin  (phosphotidylethanolamine-PE), hiicre membraninin ig
yapraginda en ¢ok bulunan fosfolipit tiirlerinin basinda gelmektedir (Berg et al. 2015).
PE bir¢ok farkli hiicrede bulunmasina ragmen baglica beynin ak maddesi (beyaz

cevher), sinirler ve omurilik gibi noral dokuda goriilmektedir (Stillwell 2016).

2.1.1.1.4. Fosfotidilinozitol

Anyonik bir molekiil olan fosfatidilinozitol (phosphotidlyinositol-PI), membranin
negatif ylikle yliklenmesine katki saglayan ve membranin i¢ yapraginda bulunan
fosfolipit tiirlerinden bir tanesidir. Tiim doku ve hiicrelerde bulunan PI, total
fosfolipitin %10’luk bir kismini olusturmasina ragmen beyindeki miktar1 diger doku

ve organlara gore ¢cok daha yiiksektir (Stillwell 2016).

2.1.1.1.5. Sfingolipitler

Molekiiler temelinde gliserol yerine sfingozin molekiilii bulunduran fosfolipitler,
sfingolipitler olarak adlandirilir. Sfingolipitlerin tiim dkaryotik hiicre membranlarinda
bulunmasinin yaninda konsantrasyon seviyesinin en yiiksek oldugu yerin merkezi sinir
sistemi oldugu bilinmektedir (Berg et al. 2015). Sfingolipitlerin en sik karsilasilan tiirii
ise sfingomiyelindir (Alberts 2015).

2.1.1.2. Kolesterol

Kolesterol {i¢c ana membran lipitinin ikinci smifin1 olusturan bir sterol tiirtidiir.
Yapisinda 4 rijit halka yapisi, bu halkaya bagl polar hidroksil grup ve kisa nonpolar
hidrokarbon zinciri bulunmaktadir (Sekil 5). Kolesteroliin membran {izerindeki
yerlesimi fosfolipitin yag asidi zincirleriyle paralel sekilde bulunmakta ve hidroksil

grubu fosfolipitin bas kismiyla etkilesmektedir (Berg et al. 2015).
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Sekil 5. Kolesterol yapisi Ve lipit ¢ift tabakadaki lokasyonu (Alberts 2015).

Hiicre membranlarindaki kolesterol miktar1 her fosfolipit molekiiliine karsilik bir
kolesterol molekiilii gelecek kadar ¢ok yogun miktardadir (Alberts 2015). Insan
viictidundaki kolesteroliin en yiiksek bulundugu yerin ise beyin oldugu ve buradaki
kolesterol oraninin, tiim kolesteroliin yaklasik %20’sini olusturdugu bilinmektedir

(Bjorkhem, Meaney, and Fogelman 2004).

Fosfolipitlerle siki iliskiler icinde olan kolesterollerin hiicre membranindaki temel
fonksiyonlar1 olarak; mekanik gii¢ saglamasi, faz davranislarinin kontrolii ve lateral
organizasyon ve stabilizasyonun desteklenmesi sayilabilir (Stillwell 2016). Bunun
yaninda kolesterollerin membran kalinligi, intrinsik membran egriligi ve su
penetrasyonu tizerinde de bir¢ok etkisi bulunmaktadir (Yang et al. 2016). Kolesteroliin

en 6nemli fonksiyonu ise hiicre akiskanlig tizerindeki oynadigi belirleyici roldiir.

2.1.1.3. Lipit Raftlar

Canlilarin hiicre membranlarina bakildiginda lipit ve proteinler hi¢cbir zaman homojen
bir sekilde dagilim gostermezler. Bu molekiiller, yapilar1 geregi siklikla kiigiik
kiimeler olusturma egilimdedir. Olusan bu tarz yapilar genellikle mikrodomainler
olarak ifade edilir (Karnovsky et al. 1982). Lipit raftlar ise kolesterol ve
sfingolipitlerce zengin ve igerisinde 6zellikle sinyal ile iligkili proteinlerin bulundugu
10-200 nm boyutundaki dinamik lipit mikrodomainleridir (Berg et al. 2015; Bradshaw
and Dennis 2010; Brown 2006). Lipit raftlarin en dnemli ve su ana kadar en net ortaya
konulmus fonksiyonu sinyallesmede aldigi roldiir (Anderson 1998; Brown 2006,

2013; Simons and Ikonen 1997). Bunun yaninda lipit raftlarin membranda yer



aldiklar1 bolgelerin kalinligini arttirdiginin bilinmesi, membranin kapasitans 6zelligi

tizerinde de etkili olabilecegi ihtimalini giiclendirmektedir.

2.2. Uyanilabilir Hiicre Membranlari

Tim viicut hiicrelerinin bir dinlenim membran potansiyeli bulunmaktadir. Bu
membran potansiyelinin kaynagi ise temelde hiicre i¢i ve hiicre dis1 arasindaki
maddelerin (elektrik yiiklii iyonlar) konsantrasyon farkliligindan kaynaklanmaktadir.
Ancak tiim hiicrelerin bir dinlenim potansiyeli olmasina ragmen bu potansiyeller her
hiicrede kolaylikla degistirilemez. Dinlenim membran potansiyeli degistirilebilen

hiicreler ise elektriksel agidan uyarilabilir hiicreler olarak ifade edilmektedir.

Viicudumuzda bulunan en temel uyarilabilir hiicreler sinir ve kas hiicreleridir. Ancak
bunun yaninda bazi endokrin, bagisiklik ve tireme sistemi hiicreleri de uyarilabilir

hiicreler olarak kabul edilmektedir.
2.2.1. Noral Hiicre Uyarilabilirligi
Noronlar, bulunduklar1 bolgelerde elektriksel sinyalleri ¢ok hizli iletebilmek ig¢in

Ozellesmis yapilara sahip sinir sistemi hiicreleridir. Bir néron temel olarak hiicre

govdesi (soma), dendritler ve aksondan olugmaktadir (Sekil 6).

| Hiicredist Membran
DENDRITLER NUKLEUS
Hicreici
SR
AKSON %
AKSONTEPESI AKSON

TERMINALI

Sekil 6. Bir multipolar néron. Bir néronun fiziksel yapisi gévde (soma), dendritler ve
aksondan olusur. Noron ayrica makroskopik olarak iki kompartmanin etkilesimi
olarak diisiiniilebilir. Bunlar sitoplazmik (hiicre i¢i) s1vi ve néronu ¢eviren dis ortamdir

(hiicre dis1).



Noronlarda diger viicut hiicreleri gibi bir dinlenim membran potansiyeline sahiptir ve
bu deger noronlarda -70 milivolttur (mV) (Tamagawa 2019). Bu potansiyelin olusumu
ise membranda bulunan c¢esitli iyon kanallar1 ve transporterler araciliiyla (uniporter,
kotransporter ve pompalar) gerceklesen iyonlarin hareketinden kaynaklanmaktadir
(Chrysafides, Bordes, and Sharma 2021). Dinlenim membran potansiyelinde temel rol
oynayan kanal ve pompalarin baginda K*, Na* ve Cl‘a gegirgen sizint1 kanallar1 ve
Na*-K* ATPaz pompasi gelmektedir. Bu kanal ve pompalar araciligiyla dinlenim
membran potansiyelini en ¢ok etkileyen iyonlar ise K™ ve Na* iyonlaridir. Noronlarin
dinlenim membran potansiyellerinin degistirilmesi yine ndron membraninda bulunan
Ozellesmis iyon kanallar1 araciligiyla saglanmaktadir. Bunlar ligand kapili ve voltaj
kapili iyon kanallaridir. Ligand kapili iyon kanallar1 genellikle dendrit ve hiicre

gbvdesinde, voltaj kapili iyon kanallar1 ise aksonlarda bulunmaktadir.

Sekil 7°de noronlarda gergeklesen bir aksiyon potansiyeli goriilmektedir. Artmis Na*
kanal gecirgenligi hiicre i¢i potansiyeli artirarak hiicreyi depolarize eder.
Depolarizasyon esik degerine ulastiginda voltaj bagimli iyon kanallar1 agilarak daha

fazla Na* girisine yol agar ve hiicreyi daha da depolarize eder.

1 Tagma / Overshoot

DepolarizasyOn

55 wsizieg

Transmembran Potansiyel [mV]

Istirahat Faz:
-70

Hiperpolarizasyon —>

v

Sekil 7. Memeli néronlarinda transmembran aksiyon potansiyeli ve agamalari.

Aksiyon potansiyel sirasinda hizli Na™ ige akisi ile olusan depolarizasyon dalgasini,
hiicre disina K* ¢ikisinin neden oldugu repolarizasyon dalgasi takip eder. Degisen Na*
ve K" konsantrasyon gradienti, Na* - K* ATPaz membran pompasinin ATP aracili

aktivitesiyle baglangi¢ durumuna getirilerek dinlenme fazina doniiliir.
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2.2.1.1.Hodgkin-Huxley Modeli

Gliniimiizde kabul edilen aksiyon potansiyelinin néral hiicre membrani tizerindeki
yayilim modeli Hodgkin ve Huxley adli arastirmacilar tarafindan olusturulmustur
(Hodgkin and Huxley 1952). Bu modelin temelini ise protein yapili iyon kanallar
olusturmaktadir. Bu iyon kanallar1 zaman ve voltaj bagimli olarak ag¢ilip kapanirlar ve
farkl1 iyonlarm selektif gecirgenliklerinde 6nemli rol oynarlar. Iyonlar bu kanallardan
elektrokimyasal gradyan yoniinde gectikleri zaman membranin diger tarafinda voltaj
degisikliklerine neden olur ve membran yiizeyinin elektriksel yiikii degisir (Heimburg
2007)

Bu modelde membran lipit ¢ift katman1 Cm = 1 pF/em? kapasitansina sahip bir
kapasitor olarak kabul edilmektedir . Bu hiicresel yapilar Sekil 8’de goriildiigi lizere

elektriksel devre yapisina aktarilmistir.

Dis Ortam

o 1 ~ T &

i¢ Ortam

-1, Dis Ortam

4 Ik ‘ l\ ) II.‘ l( 4
_
A == C,
T Ex Exa T E,
o
I¢ Ortam

Sekil 8. Noronal hiicre membran yapisinin elektriksel devre karsiliklari (Heimburg
2007).

Iyonlar tarafindan olusturulan elektriksel akimin membran iizerinde yayilimi ise Sekil
8’in sag kisminda gosterilmistir ve kisaca soyle 6zetlenebilir: Uzun néron membrani
(akson) boyunca ¢ok sayida sodyum ve potasyum kanallar1 homojen bir sekilde
yayillim gostermekte, bu kanallar elektriksel bir uyarinin ardindan lokal olarak
acilmakta ve ortamin elektriksel potansiyelinde bir degisiklik yaratarak civarindaki
diger kanallariin acilmasini saglamaktadir. Boylece bir elektriksel ileti tim membran

boyunca yayilim gosterebilmektedir.
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2.2.1.2. Kapasitans Kavrami ve Noron Membranin Kapasitor Devre Analojisi

Hodgkin-Huxley modeli géz 6niinde bulunduruldugunda néron membrani ile elektrik
devresinde bulunan bir Kkapasitér arasinda fonksiyonel olarak bir analoji
kurulabilmektedir. Kapasitorler iki iletken katman arasinda yalitkan bir ortamin yer
aldigi ve iletken katmanlarin giic kaynagi sayesinde sarj edilebildigi devre
elemanlaridir. Aslinda néronun membran1 da bir kapasitére benzemektedir. Burada
hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortam iki iletken katmani, membranin lipit kismi1 ise arada

bulunan yalitkan ortami temsil eder (Sekil 9).

Anahtar .
Na* Kanali (Anahtar) Hiicre Disi (Iletken)
u\\ - o
&
-65 mV. Q’Q
‘ R Gili¢ Kaynag
(Na*-K* ATPaz)
Gug Kaynag " “Hiere ici (iletken)
(Batarya) Lipit Katman (Yalitkan) :

Sekil 9. Noron membraninin, bir kapasitor devresiyle analojik olarak karsilagtirmasi.
A Dbir elektrik devresini, B ise dogal bir elektriksel devre olarak goriilen ndron

membraninin temel yapisini gostermektedir.

Tiim bunlardan yola c¢ikilarak, kapasitor i¢in gecerli fiziksel kurallarin ndron
membran1 i¢in de gegerli olacagini rahatlikla Ongorebiliriz. Bu noktada bizi
ilgilendiren en 6nemli kisim ise kapasitans kavramidir. Kapasitans bir kapasitoriin gii¢
kaynagr varliginda {izerinde biriktirebildigi yik miktaridir. Bunu belirleyen
faktorlerden bir tanesi yalitkan katmanin 6zelligidir. Bu konunun devami Epilepsi,

Lipit Tabaka ve Kapasitans bagligi altinda degerlendirilmektedir.

2.3. Elektrostatik Kapsaminda Elektriksel Alan Kavramm ve Bunun Sinir

Sistemindeki Yeri

Dogada elektriksel yiikler birbirleriyle devamli etkilesim halinde bulunmakta ve
birbirlerini siirekli itip ¢ekmektedir. Bu, yiiklerin bulunduklar1 ortamlarda birbirleri
tizerinde etki gosterebilen elektrik alanlarin olugsmasindan kaynaklanmaktadir.

Elektrostatikte bir noktadaki elektrik alan, o noktada yiik basina uygulanan kuvvet
12



seklinde tanimlanmaktadir (Griffiths 2017; Nunez and Srinivasan 2009). Yone ve
biiyiikliige sahip bir vektor olan elektriksel alanin birimi ise N/C veya V/m seklinde

ifade edilmektedir.
F
q

E = E: Elektrik alan, F: Elektrik Kuvveti (Newton), q: yiik (Coulomb)
Canli sistemlerde ise elektrik alanlarin yogun olarak bulundugu sistemlerin basinda
sinir sistemi gelmektedir. Bu 6zellikle de elektriksel agidan uyarilabilen hiicrelerin en
fazla bulundugu sistemin sinir sistemi olmasindan kaynaklanmaktadir. Sinir sistemini
olusturan néron membranlarinda siirekli depolarizasyonlar ve repolarizasyonlar
meydana gelmekte ve bu da ortamda elektrik alan degisimlerine yol agmaktadir
(Buzsaki, Anastassiou, and Koch 2012; Nunez and Srinivasan 2009). Beyinde olusan
bu elektrik alanlar ise iki lokasyon arasinda olusan voltaj farkliliklar1 olarak ifade

edilmektedir (Liu et al. 2018).

2.4. Patolojik Elektriksel Alanlar ve Epilepsi

Epilepsi, néronlarin uyarilabilirligindeki degisimlerden kaynaklanan noérolojik bir
hastaliktir. Epilepside go6zlenen noron uyarilabilirli§indeki degisimler, ndbet
esnasinda noronlarin ani ve ¢ok hizli bir sekilde depolarizasyonuna ve ortamda ciddi
elektrik alan potansiyellerinin meydana gelmesine neden olmaktadir. Noronlarin
uyarilabilirliginde meydana gelen bu degisime sebep olan mekanizma arastirmacilar
tarafindan halen tam olarak ¢oziilememekle birlikte noral fizyoloji ¢alismalarinin
genelde protein yapili kanallar ve sinaptik baglantilar iizerinden devam etmesi noral
hiicre membraninin elektriksel 6zellikleri {lizerinde etkili oldugunu diisiindiigiimiiz
lipit kompozisyonlarinin géz ardi edilmesine neden olmustur (Bayés et al. 2011; Sheng
and Hoogenraad 2007; Swulius et al. 2012; Tulodziecka et al. 2016).

2.5. Epilepsi, Lipit Tabaka ve Kapasitans Iliskisi

Noral membranlar kolesterol, sfingolipit ve ¢oklu doymamis lipit¢e zengin kendine
Ozgii bir lipit kompozisyonuna sahiptir (Breckenridge, Gombos, and Morgan 1972;
Cotman et al. 1969). Ancak néral membrandaki lipit profilleri bolgesel olarak hatta

hiicreden hiicreye degisiklik gosterebilmektedir. Dolayisiyla noronlar {izerinde
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gerceklesen fizyolojik ve patolojik siireglerin  membran lipit profilindeki
degisimlerden etkilenme olasilig1 yiiksektir. Nitekim hiicre membrant lipit profilinde
olusan bozulmalarin epilepsi, Alzheimer ve Parkinson gibi g¢esitli norolojik
hastaliklarla iliskilendirildigi bilinmektedir (Adibhatla and Hatcher 2007; Waugh
2015).

Tim bu g¢ergevede hiicre membran lipitlerinin birbirlerine gore olan oranlarindaki
degisimler dogal olarak membranin ortalama fiziksel Ozelliklerini ve dolayisiyla
kapasitansim etkileyebilir. Ozellikle kapasitans kapsaminda lipit profilindeki
degisikliklere bagli olarak gergeklesen membran kalinligi degisimleri membran
tizerinde barindirilan yiikk miktarim1 degistirerek voltaj farkinin artmasi veya
azalmasina ve noéron baglaminda konusacak olursak noéronun uyarilabilirliginin

degismesine neden olacaktir (Sekil 10).

Sekil 10. Farkli kalinliktaki néral membranlar ve bunlarin kapasitans farkliliklari.

d2 < d1 olmasi sebebiyle sag sekildeki membran iizerinde bulunan yiik kapasitesi sol
sekildeki membran iizerinde bulunan yiik kapasitesinden fazladwr. Bu sebeple sol

taraftaki membran sag taraftakine géore ¢ok daha kolay uyarilabilir.

2.6. In Vitro Elektrik Alan Stimiilasyon Teknikleri

Hiicre elektrik alan stimiilasyonu kapsamindaki ¢alismalarda 4 tiir elektrik alan
stimiilasyonu kullanilmaktadir. Hiicrelere uygulanan bu elektriksel akimlarin zamana
gore degisen yoniine baglh olarak elektrik alanlar direkt (direct current electric field -
DCEF), alternatif (alternative current electric field - ACEF), pulsatil (pulsatile current
electric field - PCEF) ve bifazik (biphasic current electrical field-BCEF) seklinde
smiflandirilmaktadir (Zhu et al. 2019). Direkt akimin yonii ve biiyiikliigli zamana bagli
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degismezken, alternatif akimin yonii ve biiyiikliigli zamana bagl olarak periyodik bir
sekilde degismektedir. Pulsatil akim ise araliklarla monofazik veya bifazik olarak

uygulanabilmektedir.

Bu elektrik alan potansiyellerin hiicrelere iletilme metotlar1 ise direkt stimiilasyon,
kapasitif stimiilasyon ve endiiktif stimiilasyon olarak ii¢ farkli sinifa ayrilmaktadir
(Chen et al. 2019). Baz1 arastirmacilar bu metotlara ek olarak kombine stimiilasyon
adinda dordiincii bir metodu daha kullanmaktadir (Sekil 11) (Balint, Cassidy, and
Cartmell 2013).

Sekil 11. Elektriksel stimiilasyon iletim metotlari. A: Direkt, B: Kapasitif, C: Endiiktif

ve D: Kombine elektriksel stimiilasyon.
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Gerec ve Yontem

3.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

1.5 mL’lik kriyotiipler; (ISOLAB®).

15 ve 50 mL dereceli plastik falkon tiipler; (BIOFIL®).

6 ve 96 kuyucuklu kiiltiir kaplari; (COSTAR®).

0.2 um’lik steril filtreler; (CHROMAFIL® CA-20/25 (S)).

Plastik ve cam pipetler, siseler, pipet uclar1 ve eppendorf tiipler; (COSTAR®,
eppendorf®, BIOFIL®).

SH-SYS5Y hiicre hatt1 (ATCC)

Fetal Sigir Serumu (FBS); Steril siiziilmiis ve hiicre kiiltiirii i¢in uygun; Sigma
(Cat.No: F6178).

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS); MgClz ve CaCly igeren ve steril
filterlenmis hiicre kiiltiirii i¢in uygun sivi tamponlu tuz; Sigma (Cat.No:
D8662).

Penisilin-Streptomisin Cozeltisi; Stabilize edilmis; Steril filtrelenmis ve hiicre
kiiltiirii igin uygun soliisyon; Sigma (Cat.No: P0781).

Tripsin-EDTA (0.25%); Fenol kirmizi; Gibco® (Cat.No: 25200056).
GlutaMAX™ tamamlayict; Sivi; Gibco® (Cat.No: 35050061).

D-(+)-Glukoz monohidrat; Toz; Sigma (Cat.No: 16301).

MTT Formazan tozu; Sigma (Cat.No: M2003).

MTS  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolyum); Sigma

Fenazin metasiilfat (PMS); Sigma

Deiyonize su

Tripan mavisi

L-Glutamic Acid, Pharmagrade G5667-100G

Hanks Balanced Salt Solution, Modified, With Sodium Bicarbonate, Without
Phenol Red, Calcium Chloride And Magnesium Su H6648-500ML

HEPES, Pharmagrade PHG0001-100G
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B-27® Supplement (50X), minus antioxidants; LIFETECH (Cat.No: 10889-
038).

Neurobasal® Medium; LIFETECH (Cat.No: 21103-049).

Hibernate®-A Medium; LIFETECH (Cat.No: A12475-01).

Minimum Essential Medium; Sigma (Cat.No: 51412C-1000ML).
UltraPure™ BSA (50 mg/mL); LIFETECH (Cat.No: AM2616).
Poly-L-lysine solution; Sigma (Cat.No: P4832-50ML).

Serological pipette 10mL; SARSTEDT (Cat.No: 86.1254.001).

Kesit kiiltiirii i¢cin kullanilan Insertler (Transwell with 3.0 pum) pore
polycarbonate membrane); (Cat. No: 3414)

HPLC mobil fazlar igin kullanilan ¢ozgenler; Asetonitril, metanol, etanol,
izopropil alkol, n-hegzan, etil asetat, TFA, THF (HPLC gadient grade); Merck.
Co.

Kloroform; Merck. Co.

Argon (Ar) gazi

Siringa ucu filtre (0.45 pm,Hidrofilik,Nylon,33 mm, non steril); Merck Millex-
FH (Cat.No: SLHV033NK).

HPLC viali (1.5mL Amber Short Thread, 9mm Thread 11.6*32mm, USP type
1); (Cat.No: V935).

HPLC vial kapag: ve septumu (PTFE/White Silicone Septa, 9mm Blue Short
Screw); (Cat.No: SC9291).

Phosphatidylcholine; Sigma (Cat.No: 1535733-350MG).
Phosphatidylethanolamine; Sigma (Cat.No: 1535744).

Sphingomyelin (from bovine brain); Santa Cruz Biotechnology (CAS 85187-
10-6).

Kolon (Shim-Pack CLC-SIL(M) 25CM); Shimadzu (Cat.No: 228-17872-92).
Kolon (Inertsil ODS-3 S5um 4.6*250 mm); GL Sciences Inc. (Cat.No: 5020-
01732)

Elektrotlar i¢in kullanilan paslanmaz ¢elik tel ve 925 ayar glimiis tel

Deney diizenegi i¢in gerekli havya ve lehim

Cabuk donabilir yapistirict ve epoksi
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Cihazlar

e Karbondioksitli inkiibator; (Thermo Scientific forma steril cycle CO2 incubator
TC115)

e Steril laminar akim kabini; (Thermo Scientific® Herasafe ™ KS serisi)

e Iinvert 151k mikroskobu; (Olympus-CH30)

e Stereomikroskop; (Olympus-SZX7)

e Mikroplaka spektrofotometre, Thermo Scientific® Multiskan Go

e Santrifiij, (Thermo Scientific®), SL16 santrifiij serisi

e Biopac MP30

e Sonikator (Branson Sonifier Power Supply)

e Sicak su banyosu; Techne®, TE-10D daldirma sirkiilatérii, 120VAC

e Otoklav

e Thoma Lami (Hemositometri)

e Pipetleme cihazlar

o Karistirici

e +4 ve -20 derece sogutucular

e HPLC sistem (LC-10ATvp quaterner pompali, SIL-20A HT otomatik
ornekleyici, FRC-10A fraksiyonlama kollektorii SPD-10AVP UV-Vis, RF-
10AXL Floresan, SPD-M20A Diode Array, RID-10A Refraktif indeks ve
Raytest radyoaktivite dedektorlerini igeren Shimadzu sistem)

e Niivefiige-CN-180 Santrifiij

e Vorteks cihazi (Ika)

e Milipor saf su cihaz1 (Milli-Q Gradient A-10)

e Hassas terazi

Hizmet Alimlari

e Glimiis tellerin altin igerikli siviyla kaplanmasi

3.2. Calismanin Genel Tasarimi

» Deney Diizeneklerinin Gelistirilmesi

> SH-SY5Y Hiicre Kiiltiiru
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SH-SY5Y Hiicre Kiiltiiriiniin Monopolar Pulsatil Stimiilasyonu
MTS Hiicre Canlilik Testi
Optimal Elektriksel Stimiilasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Primer Noron ve SH-SY5Y Hicre Kultura

YV V. V V V

Primer Néronlar ve SH-SYS5Y Hiicreleri Uzerinde Gergeklestirilen Pulsatil
Akim Elektrik Alan Stimiilasyonu Uygulamasi

Membran Lipit Analizi (HPLC)

Istatistiksel Analiz

vV Vv

3.3. On Calismalar

Hiicreler tlizerine uygulanacak ideal stimiilasyon parametrelerini belirlemek amaciyla
Oon calismalar kapsaminda insan ndroblastoma (SH-SY5Y) hiicreleri {izerinde
monopolar pulsatil elektriksel stimiilasyon gergeklestirilmistir. Stimiilasyon

uygulamalarinin ardindan hiicrelere canlilik testleri uygulanmustir.

3.3.1. SH-SY5Y insan Néroblastoma Hiicre Kiiltiirii

Ideal stimiilasyon parametrelerini belirlemek ve ayni zamanda monopolar elektrik
stimiilasyonun etkilerini gérme amaciyla, ¢esitli metotlarla adrenerjik, kolinerjik ve
dopaminerjik noronlara doniistiiriilebilen ve elimizde var olan SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicre hatt1 kullanilmistir (Pahlman et al. 1984; Shipley, Mangold, and
Szpara 2016; Xie, Hu, and Li 2010).

[k olarak kriyotiipler igerisinde -80 °C’de saklanan SH-SY5Y hiicreleri 37 °C su
banyosunda ¢oziilmeye birakildi. Ardindan ¢dzdiiriilmiis bu hiicreler {izerine laminar
flow kabinde hiicre slispansiyon hacminin 5 kat1 olacak sekilde besi vasati [igeriginde
%10 fetal sigir serumu (FBS), %1 Penisilin-streptomisinin bulundugu DMEM/F-12
Dulbecco Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 besiyeri ( 37 °C’ye
1sitilmig)] ilavesi yapildi. Hazirlanan bu siispansiyon daha sonra santrifiij islemine tabi
tutuldu. Bu santrifiij islemi +4 °C’de, 1000 rpm ve 5 dk seklinde gerceklestirildi.
Santrifiij islemlerinin ardindan siipernatant uzaklastirilip, hiicre pelletlerine toplam 7

mL besiyeri ilave edilerek hiicrelerin homojenizasyonu saglandi. Daha sonra bu hiicre
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siispansiyonu 25cm? lik T25 flasklara ekilerek 37 °C ve %5 CO> kosullarinda bulunan

inkiibator igerisine birakildi.

3.3.1.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Kiiltiir Kaplarina Ekimi

Flasklardaki hiicre yogunluklar1 %70-80 seviyelerine ulagtiginda pasajlama islemine
gecildi. Ilk olarak flasklarin igerigindeki besiyeri bosaltild1 ve iizerine her flaskin
icinde 2 mL olacak sekilde su banyosunda 37 °C’ye 1sitilan steril Tripsin/EDTA
soliisyonu eklendi. Ardindan flasklar 2 dk siireyle inkiibasyona birakildi ve bu siirenin
sonunda tekrardan inkiibatorden ¢ikarilarak invert mikroskopta hiicrelerin flask
tabanindan kalkma durumlar1 incelendi. Hiicrelerin tamaminin zeminden kalktigi
gbzlendiginde ise tripsin enziminin aktivitesini inhibe etme amaciyla flask igerisine
Tripsin/EDTA soliisyonunun iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi ve bu igerik santrifiij
tiiplerine aktarilarak 4 °C' de 1000 rpm olacak sekilde 5 dk siireyle santrifiyj edildi.
Santrifiij isleminin ardindan tiiplerdeki siipernatant uzaklastirilarak hiicre pelleti

uzerine 2 ml besi vasati ilave edildi.

Hiicrelerin yogunlugunu belirlemek amaciyla hiicre siispansiyonundan 100 pL
otomatik pipet yardimiyla ¢ekildi ve tlizerine ayn1 miktarda, canli ve 6li hiicrelerin
ayirt edilebilmesini saglayan tripan mavisi (6l hiicrelerin mikroskop goriintiileri
mavi, canlilarin parlak beyaz renkte) eklendi ve bu karigim pipet yardimiyla Thoma
lam1 (hemasitometre) {izerine birakilarak mikroskop iizerinden hiicre sayimi
gerceklestirildi. Sayim isleminin ardindan hiicre slispansiyonu igerisinden toplamda 3
tane 96 kuyucuklu kiiltiir kabina her kuyucukta yaklasik olarak 6000 hiicre ve 2 tane
de 6 kuyucuklu kiiltiir kabina her kuyucukta yaklasik olarak 300.000 olacak sekilde
ekim yapildi ve 2 giinliik inkiibasyona birakildi. Ardindan hiicrelerin besiyerleri
degistirildi ve tekrardan 2 giinliik inkiibasyona birakildi ve inkiibator igerisindeki 4.

giiniin sonunda hiicreler tizerinde elektriksel stimiilasyon uygulamasina gegildi.

3.3.2. 96°h Kiiltiir Kabi I¢in Tasarlanan Deney Diizeneginin Gelistirilmesi

96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda monopolar pulsatil elektriksel alan olusturmak i¢in
gelistirilen diizenegin dncelikle 6n tasarim ¢aligmasi yapilmis ve ardindan bu tasarim
uygulamaya konulmustur (Sekil 12).
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Sekil 12. 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 i¢in gelistirilmis olan deney diizeneginin 6n

tasarimi.

Deney diizeneginin gergeklenmesi siirecindeki yapim asamalar1 ise asagida

verilmistir:

Elektrot olarak kullanilmak tizere 0.4 mm g¢apindaki paslanmaz gelik telden 2
cm uzunlugunda kesimler yapilarak her kuyucuga bir tane olmak {iizere
toplamda 96 tane, 2 cm uzunlugunda ve 0.4 mm c¢apinda elektrotlar
hazirlanmastir.

Hazirlanan bu elektrotlar hiicre kiiltiir kabinin kapagi lizerine havya yardimi
ile 1sitilarak kuyucuklarin orta noktalarina gelecek sekilde yerlestirilmistir.
Elektrotlarin kuyucuklarin tabanina olan mesafesi yaklasik olarak 1 mm olup
elektrotlardan higbiri hiicrelere temas etmemektedir.

Yerlestirilen elektrotlarin sabit bir sekilde durmasi amaciyla her birinin
kapakla birlesen kisimlar1 epoksiyle kaplanmaistir.

Ardindan kiiltiir kabinin ayni siitununda bulunan elektrotlarin digar1 bakan
kisimlar tek bir ¢elik tel ile birbirlerine lehimlenmistir. Celik tellerin her biri

ise ayr1 birer kabloya lehimlenmistir (Sekil 13).
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e Elektrotlara bagli olan kablolar (kirmizi renkli), kuyucuklara giden elektriksel

akimi kontrol eden devre anahtarlarin bulundugu elektronik devre tahtasina

yerlestirilmistir.

Sekil 13. Tasarlanan deney diizeneginin yapim asamalari.

e Akimin hangi siituna gidip gitmeyecegi devre anahtarindaki diigmeler
araciligiyla belirlenmektedir.

e Devre anahtarmin diger kismimin bulundugu devre tahtasi boliimiine ise
stimiilatorden gelen akim1 devre tahtasina ve oradan da elektrotlara bagli olan

kablolara iletecek diger kablolar (mavi renkli) baglanmistir.

Sekil 14. Tasarlanan deney diizeneginin son hali ve Biopac sistemiyle entegrasyonu.
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Tiim bu islemlerin sonunda stimiilatorden baslayan ve siitunlardaki elektrotlarda biten

bir elektronik devre tasarlanmistir.

3.3.3. Tek Elektrotlu Monopolar Pulsatil Elektriksel Stimiilasyonun

Uygulanmasi

Tasarlanan elektronik devreyle SH-SY5Y hiicrelerinin besiyeri tizerinden elektrotlar
araciligiyla stimiilasyonu gerceklestirilmistir. Bu stimiilasyon yonteminde karsiligi
olmayan tek elektrot (negatif elektrot veya sink-toprak elektrodu olmayan)
kullanildig1 i¢in besiyere icerisinde Sekil 15.B’dekine benzer sekilde kuyucugun
merkezinden baslayan ve kenarlara dogru yayilan potansiyel bir elektrik alan

degisikligi olusmakta fakat ortama elektrotlardan giden hi¢bir akim bulunmamaktadir.
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Sekil 15. Monopolar elektrik stimiilasyon mekanizmasi ve olusan elektrik alanin
temsili gosterimi. A. Elektrot lizerine (katod) kapasitif olarak yiiklenen negatif yiikler
hiicrenin dis kisminda bulunan pozitif iyonlar iizerinde bir elektrik alan olusturmakta
ve bu iyonlar1 kendine dogru ¢ekmektedir. Bu da dinlenim membran potansiyelinin
daha pozitif degerlere kaymasina dolayisiyla da aksiyon potansiyellerinin olugsmasina
neden olur. B. Besiyerinde olusan elektrik alanin merkezden kenarlara dogru

zayiflamasi (temsili degerler: 100 -70 -50 -15 mV/mm).

Karsiligt olmayan tek elektrotla gergeklestirilen bu stimiilasyon ydntemi
formiilizasyon zorlugu sebebiyle arastirmacilar tarafindan tercih edilmedigi icin
hiicreler 1iizerine uygulanan stimiilasyon parametreleri diger stimiilasyon

yontemlerinde kullanilan parametrelerden ¢ikarim yapilarak belirlenmistir.
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Stimiilasyonu olusturmak i¢in kullanilan stimiilator ise Biopac sisteminin STM200

sabit voltaj stimiilatorii olup bununla ilgili kayitlar yine Biopac sistemi araciligiyla

kaydedilmistir (Sekil 16).

Sekil 16. inkiibator icerisindeki SH-SY5Y hiicrelerine uygulanan stimiilasyon anina

ait bir gorsel.

Stimiilasyon esnasinda Biopac sisteminden elde edilen stimiilasyon dalgalarina ait

gorsel ise Sekil 17°de verilmistir.
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Sekil 17. SH-SY5Y Plate 2 - Grup 9 hiicrelerinin stimiilasyon dalgalari.
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Hiicrelere uygulanacak elektriksel stimiilasyon 2 giin siireyle ilk ve son siitun (kontrol)
haricindeki her siituna giinde 10 dk olacak sekilde toplamda ti¢ kiiltiir kabinda ve

inkiibator igerisinde gergeklestirilmistir.

[Ik uygulanacak stimiilasyon isleminden bir giin 6nce elektrotlar sterilizasyon
amaciyla 1 giin boyunca %90’lik etil alkol igerisinde tutulmustur. Ardindan 15 dk’lik
UV maruziyetine birakildiktan sonra elektrotlar1 tagiyan kapak SY-SH5Y hiicrelerini

barindiran kiiltiir kabina yerlestirilerek deneye baslanmistir.

Uygulamanin ikinci giinlinde ise elektrotlar 10 dk boyunca %90’lik etil alkol
sterilizasyonuna, buna ek olarak da 15 dk’lik da UV sterilizasyonuna maruz birakilmisg
ve ardindan deneye gecilmistir. Deney kapsaminda olusturulan kiiltiir gruplar1 ve

uygulanan parametreler tablolarda verilmistir.

Plate 1

Gruplar | v/poitaj (V) | Frekans(Hz) | Puls Uzunlugu (ms) | Yygulanma
(Siitun) Siiresi (dk)

Kontrol - - - -

2 1 10 1 10

3 5 10 1 10

4 10 10 1 10

5 25 10 1 10

6 50 10 1 10

7 1 50 1 10

8 5 50 1 10

9 10 50 1 10

10 25 50 1 10

11 50 50 1 10

Blank - - - -

Tablo 2. SH-SYSY hiicrelerine uygulanan farkli parametrelerdeki monopolar

elektriksel stimiilasyon degerleri (Plate 1).
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Plate 2

Gruplar | vpoltaj (V) | Frekans(Hz) | Puls Uzunlugu (ms) | Uygulanma
(Siitun) Siiresi (dk)
Kontrol - - - -

2 1 1 1 10

& 5 1 1 10

4 10 1 1 10

5 25 1 1 10

6 50 1 1 10

7 1 1 100 10

8 5 1 100 10

9 10 1 100 10

10 25 1 100 10

11 50 1 100 10

12 100 1 100 10

Tablo 3. SH-SYSY hiicrelerine uygulanan farkli parametrelerdeki monopolar

elektriksel stimiilasyon degerleri (Plate 2).

Plate 3

Gruplar | v/pltaj (V) | Frekans(Hz) | Puls Uzunlugu (ms) | Yygulanma
(Siitun) Siiresi (dk)
Kontrol - - -

2 50 50 1 10

3 75 50 1 10

4 100 50 1 10

5 50 75 1 10

6 75 75 1 10

7 100 75 1 10

8 50 100 1 10
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9 75 100 1 10

10 100 100 1 10
11 100 100 5 10
Blank - - - -

Tablo 4. SH-SY5Y hiicrelerine uygulanan farkli parametrelerdeki monopolar

elektriksel stimiilasyon degerleri (Plate 3).

3.3.4. SH-SY5Y Hiicre Canlihigi Testleri (MTS)

MTS, kiiltiir ortaminda degisen kosullar karsisinda hiicre canliligini belirleme amagh
yapilan kalorimetrik bir sitotoksisite testidir. Bu testin temel mekanizmasi, igerisinde
bulundurdugu 3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
stlfofenil)-2H-tetrazolyumun ~ (MTS)  oksijenli  solunumun  gergeklestigi
mitokondrideki NADPH’a bagimli dehidrogenaz aktivitesiyle olusturdugu formazan
miktarma dayanmaktadir. Metabolik olarak aktif hiicreler daha yogun miktarda
formazan olusturup daha fazla renk degisimine neden olurken, metabolik inaktif 6lii
hiicreler renk degisimine ugramazlar. MTS canlilik testi sonucunda canli hiicrelerin
bulundugu alanlar koyu kahverengi seklinde bir renk verirken, Olii hiicrelerin

bulundugu alanlar genellikle agik kahverengi-sari renklerde gozlenir.

Icerisinde SH-SY5Y hiicrelerinin bulundugu ve iizerine farkli parametrelerde
elektriksel stimiilasyon gergeklestirilen toplamda 3 tane 96 kuyucuklu kiiltiir kabs,
parametrelerin hiicre canliligina olan etkisini gormek amaciyla, MTS testi uygulanmak
lizere inkiibatore yerlestirildi ve burada yaklasik olarak 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyon ardindan, 1siktan uzak tutularak hazirlanan MTS ve fenazin metostilfat
(phenazine methosulfate-PMS) karisimi1 vortekslenerek (MTS-PMS, 20:1) her
kuyucuga 20 pL olacak sekilde kuyucuklara ilave edildi ve 1 saat siireyle inkiibatore
birakildi. Bu iglemin sonrasinda hiicre kiiltiir kaplar1 olusan renk degisimlerine gore
ortaya ¢ikacak hiicre canliliginm1 degerlendirme amaciyla mikroplate okuyucuya

(ELISA reader-BIOTEK) yerlestirilerek 490 nm dalga boyu altinda okutuldu.
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3.4. Deney Hayvanlari ve Primer Noron Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Primer ndron kiltliriiniin gergeklestirilmesi icin 8 tane Sprague-Dawley tiirii
yenidogan (PO) sican Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nden alinarak Ege Uni. Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarina getirildi. Dekapitasyon yontemi ile beyin dokulari alinan hayvanlar
primer kiiltiir hazirlamak igin kullanildi. In vitro néron kiiltiiriiniin hazirlanmasinda
yenidogan sican yavrularmim (PO) kullanimi igin gerekli izinler Ege Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan alinmis olup etik kurul onayr Ekler kisminda

sunulmustur.

**Caligmada ilk kullanilan Poly-L-lizinin iglevini yerine getirememesi nedeniyle 8

tane sicanin ilk dordiinden elde edilen hiicreler calismadan ¢ikarilmistir.

3.4.1. Kiiltiir Kaplarimin Poly-L-Lizinle Kaplanmasi

Hiicre kiiltiiriniin baglamasindan bir giin 6nce hiicre kiiltiirii yapilacak kaplarin
zeminleri noronal hiicrelerin zemine tutunabilmesi saglamak amactyla Poly-L-lizin

soliisyonu ile kaplandi.

6’11 kiltlir kaplarinin her kuyucuguna yaklasik olarak 1,2 ml steril lizin soliisyonu
eklendi. Ardindan lizinin zemine tamaminin yayilmasi saglanarak kiiltiir kaplari 2 saat
stireyle inkiibatorde birakildi. 2 saatlik inkiibasyonun ardindan kuyucuk igerisindeki
fazla lizinler pipet yardimi ile uzaklastirildi ve steril fosfat tampon soliisyonu
(phosphated buffer solution - PBS) ile kuyucuklara yikama islemi uygulandi. Yikama
islemi sonrasinda ise hiicre kiiltiir kaplar1 UV 1s1k altinda kurumaya birakildi. Tiim bu

islemlerin ardindan hiicre kiiltiir kaplar1 primer néron kiiltiirii i¢in hazir hale getirildi.
3.4.2. Sicandan Primer Noronlarin Eldesi ve Hiicre Kiiltiirii
Ilk olarak yenidogan sicanlarm dekapitasyon ve beyin dokusunun elde edilmesi

islemlerinin tamaminin yapilacagi Class I Laminar Flow Kabin, alkol ve UV

sterilizasyonundan gegirildi ve ¢alisma ortam1 hazirland: (Sekil 18).
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Sekil 18. Dekapitasyon islemi ve beyin dokusu eldesinin gergeklestirildigi

stereomikroskop altindaki ¢aligma ortama.

Calisma i¢in kullanilacak yenidogan siganlar ilk olarak makas yardimiyla dekapite
edildi. Dekapitasyon sonrasinda ¢ikarilan beyinler, Dog. Dr. Vedat EVREN tarafindan
gelistirilen cerrahi soguk tabla icerisindeki kesit soliisyonunun (Gibco Hybernate-A
vasati) icine alindi. Elde edilen beyinlerin zarlar1 stereomikroskop altinda ¢ikarildi ve

mikrodiseksiyon ile beyinlerin korteks ve hipokampus alanlar ayrildi (Sekil 19).

Sekil 19. Stereomikroskop altindaki mikrodiseksiyon islemleri.
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Ayrilan bu dokular bisturi yardimiyla ¢ok kiigiik parcalara (~1 mm?®) kesildi ve dokular
hibernate soliisyonu ile birlikte ayri tiiplere (hipokampus ve korteks) aktarildi.
Ardindan tiipler 1 dk 1000 rpm de santriflij edildi. Santrifiij islemi bittikten sonra
tiiplerin lizerindeki slipernatant kismi uzaklastirildi ve tiiplere 5 ml tripsin ilave edildi.
Doku pargalarinin 12 dakikalik tripsinle muamelesinin ardindan tiiplerin igine tripsinin
etkisini inhibe etmek amaciyla tam steril kiiltiir vasat1 (% 87 DMEM (glutaminsiz ve
diisiik glukozlu), % 10 Fetal Calf Serumu, % 2 L-Glutamin 200 mmol, % 1 Penisilin-
Streptomisin) eklendi ve tiipler 3 dk boyunca tekrardan santrifiij edildi. Tekrarlayan
santrifiijiin ardindan tiiplerdeki siipernatant kismi atilarak igerisine primer noéron
kiiltiirti tam kiiltiir vasati (%97 Neurobasal-A (Gibco), % 2 B27, % 1 Penisilin-
Streptomisin, 10 pg/L BFGF ve 250 pL Glutamax) eklendi. 7-8 defa ucu ateste
cilalanmis steril pastor pipeti ile mekanik tritiirasyon yapildiktan sonra hiicre
stispansiyonu steril kiiltiir siizgecinden gegirilerek tek hiicre siispansiyonu elde edildi.
Elde edilen siispansiyondaki canli hiicreler hemositometrede tripan mavisi

kullanilarak sayild1 ve mililitrede 300000 hiicre olacak sekilde seyreltildi. Ardindan

seyreltilen bu hiicre soliisyonu 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekilerek inkiibator
icerisinde 37 °C ve %95 hava/%5 CO2 olacak sekilde muhafaza edildi (Sekil 20).

Sekil 20. Hiicrelerin kiiltiir kaplarma ekim islemi.
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Kuyucuklara tutunan primer néronlarin mikroskobik goriintiisii ise Sekil 21’de

verilmigtir.

Sekil 21. Primer hipokampal néron hiicreleri (in vitro 2. giin).

3.5. 6’h Kiiltiir Kabi I¢cin Tasarlanan Deney Diizeneginin Gelistirilmesi

Esas calismada kullanilacak olan deney diizenegi, 6’11 kiiltiir kabina uyumlu olacak
sekilde Leppik ve ark. tarafindan olusturulan diizenekten ilham alinarak tasarlanmistir
(Leppik et al. 2019). Diizenegin yapim asamalari asagida agiklanmaktadir:

e ilk olarak 1 m uzunlugunda ve 0.6 mm capindaki giimiis telden 5 cm
uzunlugunda pargalar kesilerek her kuyucuk igin 2 olmak {izere toplamda 12
tane giimiis tel pargasi elde edilmistir.

e Giimigiin hiicrelere olan toksik etkisi sebebiyle bu teller kuyumcular
tarafindan uygulanan 6zel bir teknik ile altin kaplanmistir.

e Ardindan altin kaplanan 5 cm uzunlugundaki teller kuyucuk igerisine girecek
olan yatay kismin uzunlugu 2 cm, kuyucuk disarisina ¢ikan kismin uzunlugu 3

cm olacak sekilde biikiilerek L harfi sekline getirilmistir.
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e Daha sonra kiiltiir kab1 kapagindaki 6 bolmenin her birine 25 mm aralikla iki
delik agilmis ve L harfi seklindeki teller bu deliklere yerlestirilmistir (Sekil 22)
e Tellerin tamami c¢abuk donabilir yapistirict ile kapagm {iist kismindan

sabitlenmistir.

Sekil 22. 6 kuyucuklu kiiltiir kab1 i¢in gelistirilmis deney diizeneginin 6n tasarima.

e Ardindan tellerin iist kisimlar1 halka seklinde biikiilmiis ve ug plastik

kisimlari ¢ikarilan kablolar ile lehimlenmistir (Sekil 23A).

Sekil 23. Deney diizenegi yapim asamalari. A. Kablolarin elektrotlara havya

yardimiyla lehimlenmesini, B. kablolarin devre tahtasina yerlestirilmesini

gostermektedir.
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e Pozitif olan 6 tane elektrottan ¢ikan kirmizi renkte kablolar, devre
anahtarlarinin bulundugu elektronik devre tahtasinin pozitif kismina, negatif

olan 6 tane elektrottan ¢ikan mavi kablolar ise elektronik devre tahtasinin

negatif kismina yerlestirilmistir (Sekil 23B).

Sekil 25. Deney diizenegi ve Biopac sisteminin entegre hali.
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3.6. Direkt Stimiilasyon Metodu ile Hiicreler Uzerinde Pulsatil Akim Elektrik

Alanin Olusturulmasi

6 kuyucuklu kiiltiir kabi icin tasarlanan deney diizenegi ile direkt stimiilasyon metodu
kullanilarak hiicreler iizerinde pulsatil akim elektrik alan (PCEF) olusturulmustur. Bu
stimiilasyon yOnteminde her kuyucukta biri pozitif, digeri negatif olmak tizere 2
elektrot bulunmakta ve besi vasati icerisinde pulsatil elektrik akimlar meydana
gelmektedir. Bu akimlarin tek bir yonde (pozitif elektrottan negatif elektroda dogru)
olusmamasi i¢in stimiilatoriin pozitif ve negatif ucundan gelen kablolar 1 dk araliklarla
yer degistirilerek pozitif elektrotun negatif, negatif elektrodun da pozitif olmasi

saglanarak besi vasati igerisinden iki yonlii akimlar gecirilmistir.

Stimiilasyon islemi baslamadan 6nce deney diizenegine ilk olarak %90’lik alkol
sterilizasyonu, ardindan da UV sterilizasyonu uygulanmigtir. Hiicreler {izerinde
uygulanan pulsatil akim elektrik alan stimiilasyonu, hipokampal ndronlar ve SH-
SYS5Y hiicreleri iizerinde her kuyucuk i¢in giinde 10 dk olmak iizere toplamda 1 giin,
kortikal noronlar tizerinde ise yine her kuyucuk i¢in giinde 10 dk fakat toplamda 2 giin
olacak sekilde gergeklestirilmistir.
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Sekil 26. Deney asamalari. 1 numarali sekil, deneye baslamadan 6nce elektrotlarin

alkol sterilizasyonunu, 2 ve 3 numarali sekil elektrotlarin hiicrelerin bulundugu siviya
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daldirilmasini, 4 numarali sekil ise hiicre ve elektrotlarin bulundugu deney

diizeneginin esas kisminin inkiibator igerisine yerlestirilmesini gdstermektedir.

Hiicreler lizerinde olusturulan elektrik alan siddeti E = V/m formiilii kullanilarak
hesaplanmistir. V; uygulanan voltaji, m ise elektrotlar arasindaki mesafeyi (metre)
ifade etmektedir. Deney diizenegindeki elektrotlar arasindaki mesafe 0.025 m (25 mm)
seklindedir.

Deney kapsaminda olusturulan kiiltiir gruplar1 ve uygulanan parametreler asagidaki

gibidir.

Plate 1 (Hipokampal Noronlar)

Gruplar Voltaj | Frekans | Elektrik Alan Uzzzllzgu Uygulanma
(Siitun) V) (Hz) Siddeti (V/m) ms) Siiresi (dk)
Kontrol - - - - -

2 1,5 1 60 1 10

3 5 20 200 1 10

4 5 50 200 1 10

5 50 20 2000 1 10

6 50 50 2000 1 10

Tablo 5. Hipokampal ndron gruplarmna uygulanan pulsatil akim elektrik alan

stimiilasyon parametreleri.
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Plate 2 (Kortikal Noronlar)

Gruplar Voltaj | Frekans | Elektrik Alan UZ::lllslgu Uygulanma
(Siitun) V) (Hz) Siddeti (V/m) ms) Siiresi (dk)
Kontrol - - - - -
Kontrol - - - -

3 1,5 1 60 1 10

4 1,5 20 60 1 10

5 5 1 200 1 10

6 5 20 200 1 10

Tablo 6. Korteks noron gruplarina uygulanan pulsatil akim elektrik alan stimiilasyon

parametreleri.

Sekil 27°de ise kortikal ndronlarin stimiilasyonu esnasinda Biopac sistemiyle elde

edilen stimiilasyon dalgalar1 goriilmektedir.
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Sekil 27. Plate 2 (Kortikal Noronlar) — Grup 5 stimiilasyon dalgalart.

b
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SH-SYSY A Grubu

Gruplar Voltaj | Frekans | Elektrik Alan UZ::lllslgu Uygulanma
(Siitun) V) (Hz) Siddeti (V/m) (ms) Siiresi (dk)
Kontrol - - - -

2 1,5 1 60 1 10

3 1,5 20 60 1 10

4 5 1 200 1 10

5 5 20 200 1 10

6 10 1 400 1 10

Tablo 7. SH-SY5Y A grubu hiicrelerine uygulanan pulsatil akim elektrik alan

stimiilasyon parametreleri.

SH-SY5Y B Grubu

Gruplar Voltaj | Frekans | Elektrik Alan Uzzll:llzgu Uygulanma
(Siitun) | (V) (Hz) Siddeti (V/m) (ms) Siiresi (dk)
Kontrol - - - - -

2 1,5 1 60 1 10

3 1,5 20 60 1 10

4 5 1 200 1 10

5 5 20 200 1 10

6 10 1 400 1 10

Tablo 8. SH-SY5Y B grubu hiicrelerine uygulanan pulsatil akim elektrik alan

stimiilasyon parametreleri.

3.7. Membran Lipit Analizi

Pulsatil akim elektrik alan stimiilasyonun hiicre membran lipitleri lizerine olan etkisini

gormek amaciyla stimiilasyonun ardindan hiicrelerin membran lipit analizi
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gerceklestirilmistir. Primer ndron ve SH-SY5Y hiicre membran lipitleri Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (High-Performance Liquid Chromatography-

HPLC) yontemi ile analiz edilmistir.

HPLC, bir karisgim igerisindeki bilesenleri ayirmak, tanimlamak ve miktarini
belirlemek amaciyla kullanilan kromatografik bir analiz yontemidir (Blum 2014). Bu
analiz yonteminin temelini s1v1 fazin kat1 adsorban maddelerden gegirilmesi ve sivi
orneklerin bu maddelerle etkilesimine bagli olarak kolondan farkl: siirelerde ¢ikmasi
olusturmaktadir. Bilesiklerin kolonu terk etme siiresi ise Alikonma Zamani (Retention
Time; Rt) olarak tanimlanir. Eger sivi bir 6rnek kat1 bir destek iizerindeki durgun faz
ile ¢cok fazla etkilesime girerse kolon disina ¢ikma siiresi fazla, az etkilesime girerse
veya hi¢ etkilesime girmezse de kolon disina ¢ikma siiresi ¢cok kisa olacak sekilde
gerceklesmektedir. Bu da kromatogramda farkli piklerin ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir.

Membran lipitlerinin analizi i¢in ise hiicrelerin Oncelikle homojenizasyon ve

ekstraksiyon islemlerinden ge¢cmesi gerekmektedir.

3.7.1. Primer Noron ve SH-SYSY Hiicre Kiiltiiriiniin Homojenizasyonu

Membran lipitlerinin  izolasyonu i¢in hiicrelerin  homojenizasyon islemi
gergeklestirildi. Bu kapsamda ilk olarak kiiltiir kabindaki besiyerleri otomatik pipet
yardimiyla ¢ekildi ve PBS ile bir yikama gergeklestirildi. Bu islemin devaminda ise
her kuyucuga 1 ml tripsin eklenerek hiicrelerin kaldirilma islemine ge¢ildi. Hiicrelerin
zeminden kalkmasinin ardindan ayn1 oranda serumlu besiyeri eklenerek tripsinin etkisi
inhibe edildi. Bu hiicre siispansiyonu daha sonra ependorf tiiplerine aktarilarak 5000
rom’de 3 dk santrifiij islemi gergeklestirildi. Santrifiij islemi ardindan tiiplerdeki
slipernatant atilarak yerine PBS soliisyonu ( ~ 1.5 ml) eklendi ve vortekslendi. PBS
igerisinde siispanse hale getirilen bu hiicreler devaminda sonikatér igerisinde (her
ornek i¢in 10 saniye x 2) homojenize edildi ve ardindan 6rnekler membran lipitlerinin

ekstraksiyon iglemine kadar -80 °C’lik buzdolabinda muhafaza edildi (Sekil 28).
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Sekil 28. Homojenizasyon islemi. Sekil A. homojenizasyon islemini, B.

homojenizasyon isleminde kullanilan sonikatorii gostermektedir.

3.7.2. Membran Lipitlerinin Ekstraksiyonu

Membran lipitlerinin ekstraksiyonu igin Bligh & Dyer ve Folch metodunun modifiye
edilmis bir protokolii kullanilmistir (Abbott et al. 2013; Bligh and Dyer 1959). Bu
kapsamda ilk olarak -80 °C’deki ornekler disari ¢ikarilarak ¢6ziilmeye koyuldu ve
ardindan vortekslendi. Bu igslem sonrasinda ependorf tiiplerinin i¢ine homojenettan 0.5
ml alind1 ve lizerine ayn1 miktarda metanol (MeOH) ilave edildi. Hazirlanan bu tiipler
daha sonra 1 saat boyunca vortekslendi. Vorteks isleminin bitmesinin ardindan
tiiplerin i¢ine yliksek yogunluklu 5 uLL HCI ve de 1 ml kloroform eklendi ve tiipler
2000 rpm’de 10 dk olacak sekilde santrifiij edildi. Santrifiij isleminin sonrasinda tiipler
igerisinde alt fazda lipitleri bulunduran kloroform, iist fazda da metanol olacak sekilde
iki farkli faz ortaya c¢ikti. Bu iki farkl fazdan lipitleri bulunduran kloroform fazi

pipetler yardimiyla alinarak bagka bir epondorfa nakledildi.

3.7.3. Membran Lipitlerinin HPLC Yontemi ile Analizi

Membran lipitlerinin analizi i¢in kullanilan HPLC kosullar1 214S673 proje
numarastyla 3001 Tiibitak proje kapsaminda gerceklestirilen ve Dog. Dr. Ayfer YURT

39



KILCAR ve ark. tarafindan yiiriitiilen “In Vitro Kosullarda Olusturulan Kronik
Eksitotoksisitenin Néral Membran Lipid Profili Uzerine Etkisinin Arastirilmas1”
adli galismasinda belirlenen sekilde gergeklestirilmistir. Calismadaki kosullar Tablo

9’da gosterilmistir.

Kolon Shim-pack CLC-SIL (6.0mm x 25cm)
Akis Hiza 1.5 mL / dak.
Mobil Faz % 60 Asetonitril (ACN) - % 20 Metanol - % 20 Su
Dalga Boyu 203 — 205 nm
Sicaklik 450C
Zaman
Uygulanmadi
programi

Tablo 9. Ters faz sistemi kullanilarak lipid ekstraktlari i¢in uygulanan HPLC kosullari.

HPLC analizlerine baslanmadan 6nce ilk olarak kloroformun analizde girisim yapmasi
sebebiyle uzaklastirilmasi islemi gergeklestirildi. Bu islem Argon gazi araciligiyla
kloroformun ugurulmasi seklinde gerceklesti. Bu islemin ardindan 6rneklerin
bulundugu tiiplere 0.5 ml metanol ilave edildi. Daha sonra tiiplerdeki bu ¢ozelti

enjeksiyon filtresi kullanilarak viallere aktarildi ve ornekler analiz i¢in hazir hale

getirildi.
Ol¢iim Sirasi Membran Lipit Tiirii DR AN AL
(dk)
1 Kolesterol esterleri (CE) 1.095 - 1.800
2 Kolesterol (C) 1.860 — 2.205
3 Fosfotidiletanolamin (PE) 2.220 — 2.460
4 Fosfotidilinozitol/serin (PI/PS) 2.490 — 3.195
5 Fosfotidilkolin (PC) 3.225 - 3.795
6 Sfingomiyelin (Sfingolipit- SP) 3.810 - 5.025

Tablo 10. Membran lipit tiirlerinin HPLC 6l¢tim siralar1 ve 6l¢iim zaman araliklari.
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Primer noron hiicrelerinden elde edilen 6rneklerin, her biri i¢in 6 tekrar ve her tekrarda
10 uL enjeksiyon hacmi, SH-SYS5Y orneklerinin ise her biri igin 3 tekrar ve her
tekrarda 10 uL enjeksiyon hacmi olacak sekilde analizi gergeklestirildi. Bu analizdeki
membran lipit kompozisyonlar1 ise Tablo 10’da gosterilen 6l¢lim zaman araliklarinda

6 farkli lipit grubu seklinde belirlendi.

3.8. istatistiksel Analiz

Calismada gergeklestirilen istatistiksel analiz igin SPSS istatistik paketi kullanilmis ve
gruplar arasinda gergeklesen farkliliklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
incelenmistir. Farkin anlamli bulundugu degiskenlerde gruplar arasi varyansin
homojen olmasit durumunda Post-Hoc yontem olarak Tukey testi kullanilmistir.
Varyansin gruplar arasi homojen olmadigi durumlarda Post-Hoc Dunnett T3 testi

uygulanmistir. Tiim hipotez testlerinde anlamlilik diizeyi 0.05 alinmustir.
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Bulgular

4.1. Hiicre Canlilik Testleri (MTS)

96 kuyucuklu kiiltiir kabinda bulunan SH-SYS5Y hiicrelerinde, farkli voltaj ve
frekanstaki elektriksel stimiilasyonunun hiicre proliferasyonundaki etkilerini
gostermek amaciyla hiicre canlilik testi (MTS) gergeklestirildi ve sonuglar kontrol

grubuyla karsilastirildi.
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Grafik 1. Farkli parametrelerde uygulanan stimiilasyonlarin hiicre proliferasyonuna

olan etkileri (Plate 1).

Degisik voltaj ve frekansta uyarilan gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
uyarilan biitliin gruplarin hiicre proliferasyonunda bir azalma oldugu ancak i¢lerinden
istatistiksel olarak en anlamli grubun Plate 1’e uygulanan en yiiksek dozdaki 50 V ve
50 Hz’deki grup (p<0.0001) oldugu belirlenmistir (Grafik 1).
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SH-SY5Y Plate 2 ** p <0.001
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Grafik 2. Farkli parametrelerde uygulanan stimiilasyonlarm hiicre proliferasyonuna

olan etkileri (Plate 2).

Grafik 1 ile paralel bir sekilde Plate 2’ye uygulanan dozlar arasinda yine 50 V’luk
grubun (frekansi;1 Hz, uygulama siiresi 100 ms) hiicre proliferasyonunu anlamli

derecede azalttig1 (p<<0.001) goriilmektedir (Grafik 2).
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Grafik 3. Farkli parametrelerde uygulanan stimiilasyonlarm hiicre proliferasyonuna
olan etkileri (Plate 3).
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[lk 2 testten elde edilen sonuclarda yalmizca 50 V degerindeki grubun anlamli bir diisiis
yaratmasi ilizerine bu grubun parametrelerinden daha yiiksek degerlerdeki canlilik
aktivitesine bakilmis ve 100 V — 100 Hz — 1 ms grubunun aksine 100 V — 100 Hz - 5
ms grubunun (p<0.0001) anlamli derecede hiicre canliligim1 azalttigi ortaya

koyulmustur.
4.2. Hiicre Kiiltiiriiniin Stimiilasyon Kaynakh Mikroskobik Bulgular:
Pulsatil akim elektrik alan stimiilasyonu uygulamasindan sonra hipokampal ve kortikal

noronlarin mikroskop goriintiileri kaydedilmis ve stimiilasyonun hiicreler tizerindeki

etkileri incelenmistir.

4.2.1. PCEF Sonras1 Hipokampus Noéronlari

Sekil 29. PCEF stimiilasyonu gerceklestirilen hipokampal noronlarin uygulama

sonrasindaki invert mikroskop goriintiileri.

PCEF sonrasi hipokampal noronlarin mikroskobik goriintiilerine bakildiginda artan
voltaj ve frekansla hiicrelerin canlilig1 ve sinaptik baglantilarinda gozle goriilebilir bir
azalma oldugu ortaya ¢ikmustir. 5. ve 6. Gruptaki hiicrelerin tamamina yakini

canliligini yitirdigi i¢in bu gruplarin lipit analizleri gergeklestirilmemistir (Sekil 29).
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4.2.2. PCEF Sonrasi Korteks Noronlari

Sekil 30. PCEF stimiilasyonu gerceklestirilen korteks noronlarmin uygulama

sonrasindaki invert mikroskop goriintiileri.

PCEF sonrasi korteks noronlarin mikroskobik goriintiileri hiicre canlilig1 ve sinaptik
baglanti kapsaminda incelendiginde yalnizca 6. Grubun (200 V/m - 20 Hz) kontrol

gruplartyla arasinda az da olsa bir fark oldugu gézlenmistir.

4.3. Lipit Analizleri

Tez kapsaminda sicanlarin korteks ve hipokampus bolgelerinden elde edilen primer
noronlar ile SH-SYSY hiicrelerine uygulanan elektriksel alanin membran lipitleri
konsantrasyonlari tizerindeki etkileri yiizdesel miktarda hesaplanmis ve birbirleriyle
karsilastirilmisttr.  HPLC  analizindeki membran lipitleri i¢in elde edilen
kromatogramlardan bazilart her hiicre tipinin genel bagligi altinda sunulurken,

istatistiksel analiz sonucu olusan grafiklere alt bagliklarda altinda yer verilmistir.

4.3.1. SH-SY5Y Hiicreleri

SH-SYS5Y hiicrelerinin lipit analiz sonuglari, iki farkli hiicre kiiltiirii kab1 tizerinde

gerceklesen gruplart belirtmek adina SH-A ve SH-B seklinde ifade edilmistir.
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SH-A- Kontrol Grubu

SH-A - 60 V/m 1 Hz

Sekil 32. PCEF sonrast SH-A grubu hiicreleri 60 V/m - 1 Hz grubuna ait lipit

kromatograma.
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Sekil 33. PCEF sonrast SH-A grubu hiicreleri 400 V/m - 1 Hz grubuna ait lipit

kromatogrami.
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4.3.1.1. Kolesterol Esterleri

Membran Konsanftrasyonu (%)

Grafik 4. SH-SY5Y A grubu hiicrelerin Kolesterol esterleri
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Grafik 5. SH-SYS5Y B grubu hiicrelerin kolesterol esterleri (CE) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.

SH-SYS5Y A grubu hiicrelerine uygulanan tiim parametrelerdeki PCEF’lerin kontrol

grubuyla arasinda anlamli bir degisiklik bulunmakta birlikte stimiilasyonun CE’lerin

tim gruplarda azalmasia yol actig1 ortaya ¢ikmustir (Grafik 4). Bunun yaninda
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60 V/m elektrik alan siddeti uygulanan gruplar kendi icerisinde degerlendirildiginde
frekans1 daha yiiksek grubun membranda daha fazla CE miktarinda azalmaya yol

actig1 belirlenmistir (p<<0.001).

SH-SYS5Y B grubu CE’lerine bakildiginda ise yalnizca 2 ve 4. Gruplarda kontrole gore
anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistiir (Grafik 5).
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Grafik 6. PCEF sonrasi SH-A (solda) ve SH-B (sagda) gruplann CE

konsantrasyonlarinin gruplara gore degisimini gosteren plot grafigi.

4.3.1.2. Kolesterol
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Grafik 7. SH-SY5Y A grubu hiicrelerin kolesterol (Cholesterol - C) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.

SH-A grubu hiicrelerin membran kolesterol konsantrasyonlar1 1-20 Hz frekanslardaki
60 V/m gruplarinda kontrole gére anlamli derecede azalirken, bu gruplarin {izerinde

degerlere sahip tiim gruplardaki kolesterol seviyelerinin anlamli derecede arttigi
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gdzlenmistir. Buna ilaveten, en yiiksek elektrik alan siddetine sahip olan 6. gruptaki C

seviyelerinin de 2. ve 3. gruba gore anlamli sekilde (p<0.001) arttig1 belirlenmistir.
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Grafik 8. SH-SY5Y B grubu hiicrelerin kolesterol (C) membran konsantrasyonunun
ylizde grafigi.

Grup B hiicrelerindeki C seviyeleri incelendiginde ise yine Grup A’daki hiicrelere
benzer sekilde 4. gruptan itibaren C seviyelerinin arttig1 fakat bu artigin istatistiksel

olarak en anlamlisinin yine 4. grupta gergeklestigi kaydedilmistir (p<0.01).
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Grafik 9. PCEF sonras1 SH-A (solda) ve SH-B (sagda) gruplan C

konsantrasyonlarinin gruplara gére degisimini gosteren plot grafigi.
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4.3.1.3. Fosfotidiletanolamin
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Grafik 10. SH-SYSY A grubu hiicrelerin fosfotidiletanolamin (PE) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.

A grubu hiicrelerin memrandaki PE konsantrasyonlari tiim gruplarda kontrole gore
anlamli bir farklilik gosterirken, bu farklilik 2 ve 3. gruplarda PE seviyelerinde artis,
3,4 ve 5. gruplarda ise bir azalis seklinde kendini gostermektedir. 2. ve 3. gruplarin
kendi aralarindaki degerlendirme de ise frekansin PE konsantrasyonundaki artisi
etkiledigi ortaya koyulmustur. Grup 4 ve 5’teki bu frekanstaki artisin kontrasyondaki
azalisa etkisi de Grup 2 ve 3’tekine benzer sekilde gergeklesmistir.
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Grafik 11. SH-SY5Y B grubu hiicrelerin fosfotidiletanolamin (PE) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.
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SH-B grubu hiicrelerinde ise kontrole gore anlamli herhangi bir degisiklik s6z konusu

degildir (Grafik 11).
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Grafik 12. PCEF sonrasti SH-A (solda) ve SH-B (sagda) gruplari PE

konsantrasyonlarinin gruplara gére degisimini gosteren plot grafigi.

4.3.1.4. Fosfotidilinozitol/Fosfotidilserin
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Grafik 13. SH-SY5Y A grubu hiicrelerin fosfotidilinozitol/serin (PI/PS) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.

SH-A grubundaki PI/PS seviyeleri kontrole gore tiim gruplarda anlamli sekilde
azalirken bu azalistaki oran SH-A grubu PE oranlarindakine benzer sekilde frekansla

iliskilidir (Grafik 13).
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Grafik 14. SH-SYS5Y B grubu hiicrelerin fosfotidilinozitol/serin (PI/PS) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.

SH-B ise SH-A’dakine benzer sekilde azaliglar goriiliirken standart sapmanin yiiksek

olmasi bu azaliglarin istatistiksel olarak anlamli bulunmasini engellemistir.
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Grafik 15. PCEF sonrasi SH-A (solda) ve SH-B (sagda) gruplari PI/PS

konsantrasyonlarinin gruplara gore degisimini gosteren plot grafigi.
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4.3.1.5. Fosfotidilkolin
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Grafik 16. SH-SY5Y A grubu hiicrelerin fosfotidilkolin (PC) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.

SH-A grubu hiicreleri membran PC konsantrasyonlar1 tiim gruplarda kontrole gore

anlamli sekilde azalmistir. Ancak 5. ve 6. gruplardaki bu azalis diger gruplara gore

nispeten daha diisiik degerlerdedir (Grafik 16).
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Grafik 17. SH-SY5Y B grubu hiicrelerin fosfotidilkolin (PC) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.
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Grafik 18. PCEF sonrast SH-A (solda) ve SH-B (sagda) gruplart SP

konsantrasyonlarinin gruplara gore degisimini gosteren plot grafigi.

4.3.1.6. Sfingomiyelin
Sfingolipitlerin (SP) en ¢ok bilinen ve membranda en c¢ok bulunan tiirii olan

sfingomiyelinlerin PCEF sonras1 SH-SY5Y hiicrelerinin her iki grubunda da anlamli

higbir degisiklik gézlenmemistir (Grafik 19 ve 20).
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Grafik 19. SH-SY5Y A grubu hiicrelerin sfingomiyelin (SP) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.
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Grafik 20. SH-SY5Y B grubu hiicrelerin

konsantrasyonunun yiizde grafigi.

4.3.2. Korteks Noronlari

25000

sfingomiyelin (SP) membran

] Korteks - Kontrol

100000

Sekil 34. PCEF sonrasi korteks noronlari kontrol grubuna ait lipit kromatograma.
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Sekil 35. PCEF sonrasi korteks noéronlart 60 V/m - 1 Hz grubuna ait lipit
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Sekil 36. PCEF sonrasit korteks noronlar1 200 V/m - 20 Hz grubuna ait lipit

kromatograma.
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4.3.2.1. Kolesterol Esterleri
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Grafik 21. Korteks noronlarinin  kolesterol esterleri

konsantrasyonunun yiizde grafigi.
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PCEF sonras1 korteks noronlart membran CE degerleri incelendiginde 5. Grup harig

diger gruplarin tamaminda Kontrol 2’ye gore anlamli bir degisiklik s6z konusudur. Bu

degisiklik 3. grupta azalig yoniindeyken, diger tiim gruplarda artig yoniinde kendini

gostermektedir.
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Grafik 22. PCEF sonrasi korteks noronlart CE konsantrasyonunun gruplara gore

degisimini gosteren plot grafigi.
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Bunun yaninda ayni zamanda 6. Grubun Kontrol 1 grubuyla da anlamli derecede bir

farklilig1 bulunmaktadir. Kontrol 1 ile Kontrol 2 grubu arasinda ise istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik bulunmasi 6rneklerin bu gruplar arasinda homojen bir sekilde

dagilmadigini yansitmaktadir (Grafik 21).
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Grafik 23. Korteks ndronlarinin kolesterol (C) membran konsantrasyonunun yiizde

grafigi.
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Grafik 24. PCEF sonrast korteks noronlari C konsantrasyonunun gruplara gore

degisimini gosteren plot grafigi.
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Korteks ndronlar1 C membran konsatrasyonlari 3, 5 ve 6. Gruplarda kontrol gruplarina

gore anlamli sekilde degisiklik gostermektedir. Bu degisiklik 3 ve 5. gruplarda artig

seklinde goriiliirken, gruplar igerisindeki en yiiksek elektrik alan siddeti - frekans

oranina sahip grupta bir azalis seklindedir.

4.3.2.3. Fosfotidiletanolamin
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Grafik 26. PCEF sonrasi korteks noronlart C konsantrasyonunun gruplara goére

degisimini gosteren plot grafigi.
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PCEF uygulanan korteks noronlarinin membran PE oranlar karsilastirildiginda 200
V/m elektrik alan siddetinde anlamli degisimler s6z konusudur. Bu deger hipokampal
PE degisimlerinin de gergeklestigi degerle aynidir. Fakat diisiik frekanslh 5. Gruptaki
PE degerleri kontrole gore azalmisken, 5. Gruba gore daha yliksek frekansa sahip 6.
Grubun PE degerleri anlamli sekilde artmistir (Grafik 25).

4.3.2.4. Fosfotidilinozitol/Fosfotidilserin
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Grafik 27. Korteks noronlarinin fosfotidilinozitol/serin  (PI/PS) membran

konsantrasyonunun ytizde grafigi.
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Grafik 28. PCEF sonrasi korteks noronlart PI/PS konsantrasyonunun gruplara gore

degisimini gosteren plot grafigi.
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Korteks noronlart membran PI/PS konsantrasyonlarinda olasilikla yiiksek standart

sapma yiizlinden yiizdesel bakimdan anlamli hi¢bir sonu¢ bulunmamaktadir (Grafik

27).
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Grafik 29. Korteks noronlarinin fosfotidilkolin (PC) membran konsantrasyonunun

ylizde grafigi.

Korteks noronlar1 membran PC oranlar1 Kontrol 1’e gore tiim gruplarda azalma

yoniindedir ancak bu azalmalar yalmizca 3. ve 4. grupta anlamli bir sekildedir

(p<0.001).

5,00

Mean of PC

NO

Grafik 30. PCEF sonrasi korteks noronlar1 PC konsantrasyonunun gruplara goére

degisimini gosteren plot grafigi.
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Kontrol 2’ye gore ise 3. grup PC oranlart azalmaya, 5. ve 6. gruplara gore ise artmaya
egilimlidir (p<0.001). Bunlarin disinda, 3. grupla 4, 5 ve 6. gruplar arasinda, artan
elektrik alan siddeti - frekans oraniyla paralel ve istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

artis goriilmektedir (Grafik 29).
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Grafik 31. Korteks noronlarmin sfingomiyelin (SP) membran konsantrasyonunun

ylizde grafigi.
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Grafik 32. PCEF sonrasi korteks ndronlari SP konsantrasyonunun gruplara goére

degisimini gosteren plot grafigi.
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Ortaya cikan yiiksek standart sapma olasiligiyla korteks noéron membranlart SP

konsantrasyonlarinda elektrik alana bagli anlaml bir degisiklik s6z konusu degildir
(Grafik 31).

4.3.3. Hipokampus Noronlar1
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Sekil 38. PCEF sonrasi hipokampus néronlar1 200 V/m - 20 Hz grubuna ait lipit

kromatograma.
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Sekil 39. PCEF sonrasi hipokampus néronlart 200 V/m — 50 Hz grubuna ait lipit

kromatograma.

4.3.3.1. Kolesterol Esterleri

PCEF uygulanan gruplarin tamaminda kontrole gére membran CE
konsantrasyonlarinda artis gézlenmistir fakat istatistiksel olarak anlamli tek grubun 2.
grup oldugu belirlenmistir. 3. ve 4. gruptaki CE konsantrasyonlarinin ise 2. gruba gore
anlaml bir diisiisii s6z konusudur. Buna ek olarak, 4. grupta 3. gruba gore az da olsa

bir artis goriilmektedir (Grafik 33).
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Grafik 33. Hipokampus noéronlarmin  kolesterol esterleri (CE) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.
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PCEF uygulanan gruplarin  tamaminda kontrole gore membran CE
konsantrasyonlarinda artis gézlenmistir fakat istatistiksel olarak anlamli tek grubun 2.
grup oldugu belirlenmistir. 3. ve 4. gruptaki CE konsantrasyonlarinin ise 2. gruba gore
anlaml bir diisiisti s6z konusudur. Buna ek olarak, 4. grupta 3. gruba gore az da olsa

bir artig goriilmektedir (Grafik 33).
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Grafik 34. PCEF sonras1 hipokampus néronlar1 CE konsantrasyonunun gruplara gére

degisimini gosteren plot grafigi.

4.3.3.2. Kolesterol
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Grafik 35. Hipokampus noéronlarinin kolesterol membran konsantrasyonunun yiizde

grafigi.
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PCEF uygulanan hipokampal néronlarin membran C seviyelerinde kontrole gore tek
anlamli diisiis yasayan grubun 3. grup oldugu belirlenmistir. Bunun disinda diger tiim
gruplarin istatistiksel olarak anlamli olmasa da C seviyelerinde bir diisiis

gozlenmektedir.
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Grafik 36. PCEF sonrasi hipokampus néronlari C konsantrasyonunun gruplara gore

it #iH
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degisimini gosteren plot grafigi.
4.3.3.3. Fosfotidiletanolamin
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Grafik 37. Hipokampus noronlarmin fosfotidiletanolamin  (PE) membran

konsantrasyonunun ytiizde grafigi.
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Kontrol grubundaki hiicrelerin membran lipit konsantrasyonlarinin analizinde goriilen
yiiksek standart sapma sebebiyle diger gruplarin kontrol grubuyla anlamli bir iliskisi
ortaya ¢ikmamistir. Bunun disinda 3. ve 4. grubun 2. grupla arasinda anlamli bir

farklilik bulunmakla birlikte bu artig yoniinde kendini gostermistir.
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Grafik 38. PCEF sonrasi hipokampus ndronlarinin PE konsantrasyonunun gruplara

gore degisimini gosteren plot grafigi.

4.3.3.4. Fosfotidilinozitol/Fosfotidilserin
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Grafik 39. Hipokampus ndoronlarinin fosfotidilinozitol/serin (PI/PS) membran

konsantrasyonunun yiizde grafigi.
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Kontrole gore anlamli ¢ikmayan g¢ogu sonugtakine benzer sekilde PI/PS analiz
sonuclarinda da kontrol grubunun yiiksek standart sapmaya sahip olmasi nedeniyle
gruplarin kontrolle olan anlamli degisiklikleri gézlenmemistir. Ancak bunun disinda
artan elektrik alan siddeti - frekans oranina bagh olarak gruplarda anlamli olmayan

PI/PS konsantrasyon diisiigleri goriilmiistiir.
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Grafik 40. PCEF sonras1 hipokampus néronlarinimn PI/PS konsantrasyonunun gruplara

gore degisimini gosteren plot grafigi.

4.3.3.5. Fosfotidilkolin
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Grafik 41, Hipokampus ndronlarinin  fosfotidilkolin  (PC)  membran

konsantrasyonunun ytiizde grafigi.
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Hipokampus néron membranlar1 PC konsantrasyonlar1 yiizde oranlarina bakildiginda

kontrole gore 2 ve 3. grupta anlamli bir sekilde, 4. grupta ise anlamli olmayan bir artis

sOz konusudur.
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Grafik 42. PCEF sonrasi hipokampus néronlarmin PC konsantrasyonunun gruplara

gore degisimini gosteren plot grafigi.
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Grafik 43. Hipokampus noéronlarmin  sfingomiyelin  (SP)  membran

konsantrasyonunun ytiizde grafigi.
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PCEF sonras1 hipokampal ndronlarin SP membran konsantrasyonlarinda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli olmayan fakat artan elektrik alan siddeti - frekans oraniyla
ters orantili sekilde azalan bir durum s6z konusudur.
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Grafik 44. PCEF sonras1 hipokampus néronlarmin PC konsantrasyonunun gruplara

gore degisimini gosteren plot grafigi.
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Tartisma

Bu tez ¢alismasiyla 6zellikle epilepsi gibi noral uyarilabilirligin degistigi hastaliklari,
olusturulan deney diizenegi ile taklit ederek, ortamda olusan elektrik alanlarin noral
hiicre membran lipitleri {lizerinde ne gibi degisiklikler olusturdugunu gostermeye
calistik. Ayn1 zamanda olusturulan deney diizenegini timoral bir hiicre olan ve néronal
hiicrelere benzer aktiviteler gosterebilen insan noéroblastoma hiicreleri iizerinde de

kullanarak ¢alismamizin alanini genisletmis olduk.

Epilepsi de dahil birgok ndrolojik hastaligin altinda yatan temel sebep noéronlarin
uyarilabilirligindeki degisimlerdir. Ancak bu degisimlere sebep olan mekanizmalar
bugiin halen ¢6ziilebilmis degildir. No6ron uyarilabilirligindeki bu degisimler
arastirmacilar tarafindan genellikle membran proteinleri ve iligkili siirecler tizerinden
aciklanmaya ¢alisilmustir. Ozellikle néral fizyoloji alaninda da en fazla yogunlasilan
konularin basinda membran proteinleri ve iligkili sinaptik yapilar gelmekte fakat
membran lipitleriyle alakali ¢ok az sey bilinmektedir (Bayés et al. 2011; Sheng and
Hoogenraad 2007; Swulius et al. 2012; Tulodziecka et al. 2016).

Lipitler beynin kuru agirhiginin yaklasik %50’sini olusturmasiyla noral molekiiler
¢evrenin en 6nemli bilesenlerinden biridir (Fantini and Barrantes 2009; Lim and Wenk
2009). Membran lipitleri ise, yapisal bir¢ok fonksiyonu bulunmasina ragmen
membranin pasif elektrik 6zelliklerden biri olan kapasitans 6zelliginde ¢ok 6nemli bir
rol istlenmektedir. Bununla alakali olarak ndoral sinyallerin hiicre membrani
tizerindeki iletimiyle alakali mekanizmay1 ortaya koyan Hodgkin - Huxley modelinde
lipit membran, yalitkan bir katman gorevi gérmekte ve etrafindaki yiikleri tizerinde
toplamasiyla biyolojik bir kapasitdr gibi davranmaktadir. Noronlarin kolesterol,
sfingolipit ve ¢oklu doymamis lipitlerle zengin 6zgiin lipit profilleri géz Oniinde
alindiginda da lipit icerik bakimindan farkli olan her membranin kapasitans
ozelliginde de bir farklilik s6z konusu olmasi kaginilmazdir. Buradan yola ¢ikarak da
membranin lipit profilinde gergeklesen herhangi bir degisimin membranin kapasitans
ozelligini ve dolayisiyla da hiicre uyarilabilirligini etkileyebilecegi sdylemek yanlis
olmaz. Buna tam tersi yonden bakacak olursak da herhangi bir nedenden 6tiirii hiicre
uyarilabilirligindeki degisim kaynakli olusan elektrik alanlarin da membran lipit

kompozisyonlari ve kapasitansini etkileyebilmesi miimkiindiir.
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Hodgkin-Huxley olusturdugu bu modelin tiim kisimlart es devreler ve Kirchhoff
yasalarina dayanmaktadir ancak sicaklik, entropi ve basing gibi faktorleri acikga ele
almadigindan termodinamik bir model olarak kabul gormemektedir. Bu sebeple
aksiyon potansiyelinin yayilimi sirasinda etkili bu faktorler termodinamik agidan
aragtirmacilar tarafindan incelemeye tutulmus ve Hodgkin-Huxley modeliyle bazi
celigkili durumlar ortaya ¢ikmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 6zellikle aksiyon
potansiyeli esnasinda membranda sicaklik ve kalinlik ve de lipit faz gecislerinde
degisiklikler gozlenmis ve bu degisiklikler Hodgkin-Huxley modeliyle tam manasiyla
aciklanamamistir (Abbott, Hill, and Howarth 1958; Heimburg 2007; Heimburg and
Jackson 2005; Hodgkin and Huxley 1952; Howarth, Keynes, and Ritchie 1968; lwasa
and Tasaki 1980; JM and RD 1985; Kobatake, Tasaki, and Watanabe 1971; Tasaki
and Byrne 1992; Tasaki, Kusano, and Byrne 1989). Ozellikle aksiyon potansiyeli
sirasinda membran kalinliginin degistiginin gézlemlenmesi ve termodinamik agidan
eksikleri bulunan Hodgkin - Huxley modeline alternatif olarak sinir sinyallerinin
aslinda lipit membranlarda ortaya ¢ikan mekanik bir faz degisim dalgasi oldugu iddaa
edilen soliton teorisinin ortaya atilmasi, lipitlerin hiicre uyarilabilirliginde 6nemli bir
rolii oldugu ongoriilerimizi destekler niteliktedir (Heimburg and Jackson 2005; Iwasa
and Tasaki 1980).

Tiim bu bilgiler ve dngdriiler 15181nda ¢aligmamizda;

e Epileptik kosullar1 kisa siireli olarak taklit edebilmemizi saglayan biri 6n
calisma ve digeri de caligmanin esas deneyleri i¢in gelistirilen iki deney
diizenegi olusturulmus,

e Bu diizenekler ile yenidogan sicanlardan (PO) elde edilen primer hipokampal
ve kortikal noronlar ve de bunun disinda SH-SY5Y insan noéroblastoma
hiicreleri tizerinde pulsatil akim elektrik alan (PCEF) stimiilasyonu
gerceklestirilmis ve

e Stimiilasyon sonrasinda hiicrelerin membran lipit konsantrasyonlarinda

meydana gelen degisimler incelenmistir.

Tezin 6n ¢aligmalar1 kapsaminda 96 kuyucuklu kiiltiir kabina uyumlu deney diizenegi
gelistirilmis ve SH-SYSY hiicrelerinin bu diizenekle uyarilmasinin ardindan MTS ile
hiicre canlilik testi yapilmistir. Literatiirde monopolar stimiilasyonun ¢ok fazla tercih

edilmemesi sebebiyle uygulanan stimiilasyon parametreleri diger stimiilasyon
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metodlarinin kullanildig1 ¢aligmalardan ¢ikarim yapilarak belirlenmesinde literatiirden

faydalanilamamustir.

Artan dozlar seklinde stimiilasyon uygulanan kiiltiir kaplarinin hiicre proliferasyonlari
incelendiginde tiim kiiltiir kab1 gruplarinda kontrole gore anlamli olmasa da bir disiis
s6z konusudur. Kiiltiir kaplarinin tamaminda anlamli olan gruplarin o kiltiir kabindaki
en yiiksek voltaj ve stimiilasyon siiresine sahip olan gruplar olmasi SH-SY5Y
hiicrelerindeki proliferasyonun stimiilasyon frekansina bagli gibi durmadigini,
hiicrelerin 6zellikle uygulanan voltaj ve stimiilasyon siiresinden etkilendigini
gostermektedir. SH-SYS5Y hiicrelerinin stimiilasyon frekansindan etkilenmemesi ise
bu hiicrelerin her ne kadar néron kokenli hiicreler oldugu bilinse de tam olarak bir
noron hiicresi olmamasindan kaynakli olabilir. Bunlarin haricinde hiicrelerin bu kadar
yiiksek voltajlara dayanmasinin sebebi elektrotun hiicreler iizerinde dogrudan bir akim
olusturmayip kapasitif bir akim yaratmasi seklinde agiklanabilir. Dolayisiyla burada
olusturulan elektrik alan, elektrotun ¢ap1 ve ylizey alaniyla dogrudan iliskilidir. Bu 6n
calisma sonuglari, ¢alismamizin esas kisminda hiicrelere uyguladigimiz PCEF
stimiilasyon degerleri kapsaminda bizlere {ist sinirin ne olabilecegi konusunda 6nemli

fikirler vermistir.

Caligmamizin esas kismi primer hipokampal ve kortikal ndronlar ile SH-SY5Y
hiicreleri lizerinde gergeklestirilen deneylerdir. Bu kapsamda ¢alismamiz 6 kuyucuklu
kiiltiir kabiyla uyumlu diizenek gelistirme, hiicreler tizerinde PCEF olusturma ve son

olarak da bunlarin HPLC ile lipit analizlerini ger¢eklestirme agsamalarindan ge¢mistir.

6 kuyucuklu kiiltiir kabina uyumlu deney diizenegi Leppik ve ark. tarafindan
gelistirilen diizenekten esinlenerek yapilmistir (Leppik et al. 2019). Direkt stimiilasyon
metodu ile PCEF olusturan bu diizenekte uygulanacak parametreler ise literatiire
bakilarak belirlenmistir (Ariza et al. 2010; Du et al. 2018; Leppik et al. 2019; Riquelme
et al. 2011; Zhu et al. 2019). Elektriksel stimiilasyonun uygulandig1 sinir sistemi
hiicreleri 6zelinde yapilan diger ¢aligmalarda, noral kok hiicre ve noronlarda dort
farkli elektriksel alan ¢esidinin de (DCEF, ACEF, PCEF ve BCEF) uygulandigi
goriilmektedir. Bu ¢alismalar arasinda elektrot tiiriinden stimiilasyon frekansi, siddeti
ve siiresine kadar birgok farklilik géstermektedir (Zhu et al. 2019). in vitro uygulanan

elektriksel alanlarin ¢alismalarda kullanilma amaclar1 ise genellikle hiicrelerin
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migrasyon, proliferasyon, farklilasma, aksonlarin uzamasi ve rejenerasyonuyla
iliskilidir (Ariza et al. 2010; Chang et al. 2011; Dong et al. 2017; Du et al. 2018; Feng
et al. 2012; Kobelt et al. 2014; Li et al. 2008; Riquelme et al. 2011)

Riquelme ve ark. tarafindan Sprague-Dawley sicanlardan elde edilen ve primer
noronlar iizerinde uygulanan yiiksek elektriksel alan siddet degeri, calismamizin
hipokampal noron gruplarina uygulanan st smir olarak kabul edilmistir. Ancak
hipokampal noronlarin lipit analizine girmeden 6nce PCEF sonrast mikroskobik
goriintiilerine bakildiginda elektrik alanin siddetiyle orantili olarak hipokampus
ndronlarinda akut hasarin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bunun nedeninin ise yalnizca
elektrik alanin siddetinden kaynakli oldugu diistiniilmemekle birlikte ¢alismamizda
tercin edilen direkt stimiilasyon metodu ile akim verilmesinin kiiltiir sivisinda
elektrolize neden olabilecegi ve ortamin pH’inda akut ve ¢ok hizli degisimlere yol
acabilecegi de diisiiniilmektedir (Chen et al. 2019; Ercan and Webster 2010). Ozellikle
2000 V/m elektrik alan siddeti uygulanan primer hipokampal néronlarin Riquelme ve
ark.’nin sdylediginin aksine tamamina yakini canliligin1 yitirmis ve bu gruplar HPLC
analizden c¢ikarilmistir (Sekil 30) (Riquelme et al. 2011) . Bu sebeple korteks
ndronlarinda tist deger Du ve ark. tarafindan uygulanan 200 V/m degerine ¢ekilmistir
(Du et al. 2018). Diger yandan SH-SYSY hiicrelerine Riquelme ve ark. tarafindan
uygulanan deger ile Du ve ark. tarafindan uygulanan deger arasinda bir elektriksel alan

uygulanarak bu degerin hiicreler lizerindeki etkisi incelenmistir.

Caligmamizin lipit analizleri degerlendirilmesinde Oncelikle iki lipit tiirii 6n plana
¢ikmaktadir. Membranin ¢ok biiyiik kismini olusturan bu iki lipit tirii kolesterol ve
fosfotidiletanolamin lipitleridir ve bu lipitlerin PCEF sonrasi membran
konsantrasyonlarinda bazi anlamli sonuglar goriilmektedir. Bu lipit tiirlerinden
kolesterole, néral membranin hem dis hem de i¢ yapraginda yiiksek oranda bulunmasi
ve de membran iizerinde c¢ok farkli etkilere neden olmasi sebebiyle ozellikle

deginilmesi gerekmektedir.

Hiicre membranlarindaki kolesterol miktar1 her fosfolipit molekiiliine karsilik bir
kolesterol molekiilii gelecek kadar ¢ok yogun miktardadir (Alberts 2015). Cogu
durumda total membran lipitinin %350’sini olusturan kolesteroliin en yliksek

bulundugu yerin beyin dokusu oldugu ve buradaki kolesterol oraninin, tiim
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kolesteroliin yaklasik %20-25’ini olusturdugu bilinmektedir (Bjorkhem et al. 2004;
Stillwell 2016). Noronlarin kolesterol plazma membran orani %10 seviyelerindeyken

bu oran miyelin kilifta %70 seklindedir (Petrov, Kasimov, and Zefirov 2016).

Kan beyin bariyerini gecemeyen beyin kolesteroliiniin ¢ogu (%95) glial hiicre
kaynakl1 in situ sentez araciligiyla saglanmaktadir (Dietschy 2009). Bunun disinda
noronlar hem kendi kolesterol sentezini gergeklestirirken hem de glial hiicrelerde
sentezlenen Kolesterolii kullanirlar. Dolayisiyla beyin kolesterol metabolizmasi
astrositler ve noronlar arasinda gergeklesen karmasik bir olaydir. Beyindeki kolesterol
sentezinin ¢ogu in situ olarak astrosit endoplazmik retikulumunda (ER)
gerceklesmektedir (Petrov et al. 2016). Astrositlerden g¢ikan kolesterol ve esterleri
apolipoproteinler araciligiyla (ApoE gibi) noronlara tasinmakta ve birgok islem
sonunda noéron membranina difiize olmaktadir. Kolesterol sentezi INSIG, SREBP, and
SCAP proteinleri araciligiyla gen diizeyinde regiile edilmektedir. Sentezin hiz
smirlayict enzimi ise statinlerin temel famakolojik hedefi olan HMG-CoA rediiktaz

enzimidir (DeBose-Boyd and Ye 2018; Shimano and Sato 2017).

Kolesteroliin yapisal anlamda membran akigskanlig1 gibi ¢ok 6nemli rolleri bulunurken
membranin elektriksel 6zelligi lizerinde de ciddi etkileri bulunmaktadir. Kolesteroliin
0zellikle ndral membranlarda yogun bir sekilde bulunmasi ve de bulundugu membran
bolgelerinde membranin kalinligimi arttirdigini bilinmesi, kolesterolii membranin
kapasitans 6zelliginde temel rol oynayan molekiillerin baginda getirmektedir (Kucerka
et al. 2009). Kolesteroliin membran kalinligini arttirdiginin bilinmesi ayn1 zamanda
lipit raftlarin bulundugu membran boélgelerindeki kalinlasmayr da bizlere
aciklamaktadir. Dolayisiyla noral membran kolesterol konsantrasyonlarinda
gerceklesecek herhangi bir degisim hiicrenin kapasitansini ve de bununla iliskili olarak
hiicrelerin uyarilabilirligini etkileyecektir. Diger taraftan hiicre uyarilabilirligi
kaynakli herhangi bir degisimin de membrandaki kolesterol seviyelerini degistirmesi

kagimilmazdir.

Kolesterolle iliskili ¢alismalar incelendiginde Heverin ve ark. tarafindan farelerde
gerceklestirilen bir caligmada uzamis nobetlerin (status epilepticus) beyin kolesterol
seviyelerinde degisiklige neden oldugu ve kolesterol molekiiliiniin temporal lob

epilepsi patofizyolojisinde 6nemli bir rol oyanayabilecegi belirtilmistir (Heverin et al.
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2012). Buna ilaveten, kolesterol sentezi inhibisyonu saglayan farmakolojik ajanlarin
basinda gelen statinlerin kullanildig1 birgok epilepsi ¢alismasinda statinlerin ndbetleri
azalttigina dair kanitlar mevcuttur (Quintana-Pajaro et al. 2018). Epileptik nébet
sonrasi kosullari in vitro diizeyde taklit eden eksitotoksisite modellerinin uygulandigi
cogu ¢alismada da kolesterol seviyelerinde ciddi degisimler mevcuttur (He et al. 2006;
Kim et al. 2010; Ong et al. 2010).

Primer néronlar ve SH-SYS5Y hiicreleri lizerinde direkt stimiilasyon metodu ile pulsatil
akim elektrik alan stimiilasyonu gergeklestirilen ¢alismamizda ise hiicre membran
lipitlerinin PCEF sonrasi analizleri yapilmis ve kolesterol ve PE molekiilleriyle alakali
ilging sonuglar bulunmustur. Bunun disinda, fosfolipit metabolizmasinin oldukga
dinamik bir metabolizma olmasi ve kolesterol ve PE haricindeki lipitlerin
membrandaki oranlarinin  diisiik olmasi, konsantrasyonlarindaki ¢ok kiigiik
degisimlerin 6l¢iimler arasinda ciddi varyasyonlara ve istatistiksel bakimdan anlamli
sonuclarin ortaya ¢ikmamasina neden olmaktadir. Bu beklenen bir sonug oldugu icin

kolesterol ve PE disindaki diger lipit tiirleri hakkinda bir yorumlama yapilmamistir:

e Hipokampus ndronlari membran kolesterol konsantrasyonlarna bakildiginda
genel bir diisiis egilimi s6z konusu iken bu diisiisiin en anlamli oldugu grubun 200
V/m - 20 Hz grubunda oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi ise yiiksek elektrik
alan siddeti altinda hipokampal néronlarin, membran kolesterol oranini azaltarak
membran kapasitansini arttirtp hiicre uyarilabilirligini azaltmaya ve hiicre
canliligini korumaya yonelik bir davranigi olabilir. Bunun yaninda, ayni elektrik
alan siddetinde fakat 50 Hz frekansinda uygulanan grubun anlamli bir yanit
olusturmamasinin ise lipit analizindeki Ol¢iim varyasyonundan kaynakli

olabilecegini diisiinmekteyiz.

e Noral membranin i¢ yapraginda en c¢ok bulunan lipitlerden biri olan
fosfotidiletanolaminlerin ~ (PE) hipokampal hiicre membran seviyeleri
incelendiginde ise yalnizca yiiksek elektrik alan siddetindeki gruplarda bir artis s6z
konusudur. Bu gruplarda PE seviyelerindeki artis yine bu gruplardaki kolesterol
oraninin azalmasiyla zit bir sekilde gergeklesmektedir. Bunun sebebi ise
kolesteroliin membran egriligine yaptigi negatif katkinin (negative curvature)

azalmasi ve PE’nin membran konsantrasyonunun arttirilarak membran egriliginin
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korunmasina yonelik bir kompanzasyon gerceklestirmesi olabilir (Churchward et
al. 2008; McMahon and Boucrot 2015; Najafinobar et al. 2016; Wang, Yang, and
Huang 2007; Yesylevskyy, Rivel, and Ramseyer 2017). Diger yandan yiiksek
elektrik alan siddetindeki gruplarda PE seviyelerinin artmasinin nedenlerinden bir
digeri de PE’nin noétral bir yiike sahip olmasi ve bu yiizden de membranin ig
tarafinda toplanan negatif ylik sayisini arttirarak hiicre uyarilabilirliginin
azalmasini ve boylece hiicrenin eksitotoksisite gibi olaylardan uzaklagmasini

saglamis olmasi olabilir (Heimburg 2007).

Korteks noronlart membran kolesterol konsantrasyonlari incelendiginde sonuglar,
hipokampal néron kolesterolleriyle paralel gibi goziikmektedir. 200 V/m - 20 Hz
grubundaki kolesterol konsantrasyonu bu ndronlarda da hem Kontrol 1 hem
Kontrol 2’ye gore anlamli sekilde (p<0.001) bir azalma goriilmiistiir. Bu azalmanin
nedeni yine ndéronlarin hiicre canliligini koruma amaglh olmus olabilir. Diger
yandan korteks ndronlarinin 60 V/m - 1 Hz grubundaki kolesterol seviyelerinin
kontrol gruplarina gore artmasi kortikal ndronlarin kiiltiir ortaminda belirli
seviyelere kadar eksitasyonu tercih etmesinden kaynakli olabilir. Fakat belirli bir
esik degeri gectikten sonra hiicre, kendi canliligini koruma amaciyla membrandaki

kolesterol oranini azaltma yoluna gitmis olabilir.

Korteks ndronlart membran PE seviyelerine bakildiginda ise yine kolesterol ile zit
bir iliski i¢inde oldugu goriiliir. Bu 6zellikle en yiiksek degerdeki elektrik alan
siddeti - frekans grubunda oldukc¢a belirgindir. Bunun sebebi ise hipokampusta
belirtildigi gibi membran egriliginin stabilizasyonu veya hiicre igindeki

negativitenin arttirilmaya calisilmasi olabilir.

SH-SYS5Y  hiicreleri iizerinde gergeklestirilen PCEF sonrast kolesterol
konsantrasyonlar1 oranlart hipokampal ve kortikal néronlarda goriilen azalma
yoneliminin aksine artma seklinde kendini gostermektedir. SH-A grubu
hiicrelerinin tamaminda kontrol grubuyla anlaml farkliliklar bulunurken, SH-B
grubundaki kolesterol konsantrasyonlar1 degerlerinin standart sapmanin yiiksek
olmasi nedeniyle anlamli degildir. SH-A grubundaki kolesterol oranlarinin
hipokampal ve kortikal noronlarda goriilen azalma yoneliminde degil de artma
yoneliminde olmasi, SH-SYSY hiicrelerinin toksisiteye kars1 koruma mekanizmasi
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olarak kullandig1 kolesteroliin bu olayda da hiicre sag kaliminda rol oynayan bir
koruma mekanizmasi olarak kulllanilabilecegini diisiindiirmiistiir (Xicoy et al.
2020).

PCEF sonras1 SH-SYS5Y hiicreleri PE oranlart incelendiginde 6zellikle SH-A
grubu hiicrelerinin yiiksek elektrik alan siddeti uygulanan gruplarinda anlamli bir
azalma goriilmektedir. Bunun sebebinin ise ortamdaki yiiksek elektrik alan
siddetinin hiicre membranindaki PE’lerin Fosfolipaz A2 enzimi tarafindan
lizofosfotidiletanolamin (lysophosphatidylethanolamine — LPE) metabolitlerine
dontstiiriilerek hiicreler arasi sinyallesmede veya hiicre i¢cindeki kalsiyum oranini
arttirarak G-proteinleriyle eslesmis reseptorler (GPCR) iizerinde bir rol oynuyor
olmasi olabilir (Lee, Park, and Im 2017). Bunun disinda PE’nin SH-SY5Y

hiicrelerindeki fonksiyonuyla alakali cok az sey bilinmektedir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Tez kapsaminda gergeklestirilen c¢alismalarin sonuglar1 incelendiginde in vitro
eksitasyon ile primer noronlar ve noron kokenli SH-SYS5Y hiicreleri iizerinde
olusturulan elektrik alan potansiyellerinin, her iki hiicre tipinde de membranin
kapasitif 6zelligi lizerinde belirleyici rol oynayan membran lipit profillerinde degisime
yol actig1 gozlenmistir. Bu, baslangigcta kurdugumuz hipotezle tamamen uyan bir

sonugtur.

Bir noral devrede elektriksel alan potansiyellerindeki degisimlerin, membranin
lipit kompozisyonu iizerinde etkisini sorgulayan ilk arastirma sorumuz ortaya ¢ikan

sonuclarla anlam kazanmustir.

“Epileptik nobet sartlarim taklit eden in vitro deney modelinde olusturulan
elektriksel stimiilasyonun, epileptiform benzeri aktivitenin kroniklesmesinde
etkisi var midir ?” sorusuna yanit olarak ise ¢alisma sonuglari bize, in vitro elektriksel
stimiilasyonun epileptiform benzeri aktivitenin kroniklesmesinde etkisi olmadigini
tam aksine primer noronlar 6zelinde oOzellikle yiiksek siddetli stimiilasyonlarda
kolesterol seviyelerinin azalmasinin bu degisimlerin epileptiform benzeri aktiviteleri

engellemeye yonelik olabilecegini diisiindiirmistiir.

Son olarak “Uygulanan in vitro elektriksel stimiilasyonunun frekans ve siddetinde
gerceklestirilen degisimler bu etkide nasil bir rol oynamaktadir ?” seklindeki
tiglincii sorumuza karsilik ¢alisma sonuglarinda ortaya ¢ikan durumda ise 6zellikle
yiiksek elektrik alan siddeti alan gruplarda frekansin 6nemli bir faktor olabilecegi

ancak temel parametrenin elektrik alan siddeti gibi durdugu anlasilmaktadir.

Bunlarin disinda lipit tiirlerinden 6zellikle kolesterol ve PE molekiillerinin elektrik
alan stimiilasyonuna kars1 gosterdikleri yanitlar 6nemlidir. Kolesteroliin primer
noronlardaki yiiksek siddetli elektrik alan stimiilasyonlarinda konsantrasyonunun
azalmasi eksitotoksisite gibi hiicre canliligini tehdit eden olaylara Karsi hiicrenin
gelistirdigi bir tiir savunma mekanizmasi olabilir. PE’nin de hiicrenin kolesterol

azalmasi karsisinda konsantrasyonunun artmasiyla buna kompanzasyon etki
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gostermesi ilgingtir. Birbirleriyle zit bir iliski icerisinde olan bu lipit molekiilleri

arasindaki iligkinin daha detayl1 incelenmesi gerekmektedir.

SH-SYS5Y hiicrelerinde gerceklesen ve hipokampal ve kortikal néronlarda ortaya ¢ikan
sonuglara tamamen zit sonuglar goriilmesi dikkatli incelenmesi gereken bir bagka konu
gibi goziikmektedir. Ozellikle kolesterol molekiilii konsantrasyonlarmnin elektrik alan
siddeti alan gruplarin tamaminda yiikselis paterni gostermesi kanser hiicrelerindeki
kolesteroliin konsantrasyon artiglarinin, hiicrelerin toksisiteye karsi olusturdugu
savunma mekanizmalarindan biri olabilecegini bizlere diisiindiirmiistiir. Bu konuda

detayl1 bir ¢alisma yapilmasi ilging sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir.

Tim bunlarin haricinde ¢alisma hipotezimizin temelini olusturan elektriksel
stimiilasyona bagli membran lipit profilinin plastik bir degisim gostermesi 6nemli
fizyolojik etkiler gosterebilecek bir degisimdir ve ozellikle hiicre uyarilabilirligi
kaynakli deneysel hastalik modellerinde terapotik bir hedef olarak degerlendirilmesi

gerekmektedir.
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