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1. OZET

SiNIiR SISTEMINDE MiYELIN MEMBRAN DINAMIiGIiNIN INCELENMESI

Bu tez ¢alismasi, merkezi sinir sisteminde miyelinlesme siirecini normal ve hastalikli
durumda incelemek amaciyla yapilmistir. Caligmada, noronal kok hiicrelerden
farklilagtirilan noron-oligodendrosit ortak kiiltiirleri kullanilarak miyelin membran
olusumu ve genigleme siirecinde kargo vezikiillerinin taginma dinamigi aragtirilmigtir.
Bu stireglerde kargo vezikiillerinin tasinmasi, GPI-GFP ve Venus-VSVG proteinleri ile
isaretlenmis oligodendrositlerde goézlemlenmistir. Ayrica, LckN sinyalini tasiyan
TdTomato proteininin kullanimiyla alternatif taginma mekanizmalar1 da incelenmistir.
Arastirma, oligodendrositlerin farkli morfolojik tiplerine gore (Tip A, B ve C)
gruplandirildigimi ve bu gruplarin miyelinlesme siirecindeki farkliliklar1 ortaya
koydugunu gdostermistir. Kargo vezikiillerinin ve lipitlerin tasinmasinda siirekli bir
dinamik gbézlenmis ve bu siireclerin hizli zamansal ¢6ziiniirliikle incelenmesi i¢in yeni
goriintiileme yontemleri gelistirilmistir.

Holotomografik goriintiileme yontemi, isaretsiz miyelinli aksonlart goriintiilemek i¢in
kullanilmis ve miyelin kalinhigim ve saghgm degerlendirmek i¢in elektron
mikroskobu ile yapilan g-ratio hesaplamalar ile karsilastirilabilir sonuglar vermistir.
Ayrica, demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon siireglerini fare modellerinde incelemek
icin LPC modeli kullanilmis ve holotomografik goriintiileme ile bu siireglerin
gorilintiilenmesi basariyla gergeklestirilmistir.

Sonug olarak, bu c¢alismada gelistirilen yontemlerin sinir sistemi hastaliklarinin
arastirilmasinda ve ila¢ taramasinda potansiyel olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
Bu tez calismasmi 116S506 ve 1208327 nolu projelerle destekleyen TUBITAK
ARDEB programina ve 2211-C burs programi ile doktora egitimimi destekleyen
TUBITAK BIDEB programina tesekkiirlerimi sunarim.

Anahtar kelimeler: Hiicre i¢i Tasima, Multipl Skleroz, Oligodendrosit



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF MYELIN MEMBRANE DYNAMICS OF THE
CENTRAL NERVOUS SYSTEM

This thesis study aimed to investigate the process of myelination in the central nervous
system under both normal and pathological conditions. Using neuron-oligodendrocyte
co-cultures differentiated from neuronal stem cells, the dynamics of cargo vesicle
transport during myelin membrane formation and expansion were explored. The
transport of cargo vesicles was observed in oligodendrocytes labeled with GPI-GFP
and Venus-VSVG proteins. Additionally, alternative transport mechanisms were
examined using the TdTomato protein carrying the LckN signal.

The research classified oligodendrocytes into different morphological types (Type A,
B, and C) and demonstrated their differences in the process of myelination. Continuous
dynamics were observed in the transport of cargo vesicles and lipids, and new imaging
methods were developed for high temporal resolution of these processes.

The holotomographic imaging method was employed to visualize unlabeled
myelinated axons and provided results comparable to g-ratio calculations obtained
with electron microscopy for assessing myelin thickness and health. Moreover, the
LPC model was used to investigate demyelination and remyelination processes in
mouse models, successfully visualized using holotomographic imaging.

In conclusion, this study has demonstrated the potential use of the developed methods
in researching neurological disorders and drug screening.

I would like to thank TUBITAK ARDEB research program for supporting my thesis
work with grants no: 116S506 and 120S327; and TUBITAK BIDEB program for
supporting my PhD education with 2211-C scholarship program.

Keywords: Vesicle Transport, Multiple Sclerosis, Oligodendrocyte



3. GIRIS VE AMAC

Sinir sisteminde miyelin, aksonlar1 sararak sinyal iletiminin hem hizh
ger¢eklesmesini hem de hiicre govdesinden cok ileri uzanan aksonlarin gorevlerini
saglikla yapabilmelerine yardime1 olan bir yapidir. Miyelin, periferik sinir sisteminde
(PSS) glia olarak adlandirilan Schwann hiicreleri tarafindan ve merkezi sinir
sisteminde (MSS) oligodendrositler tarafindan iiretilir (1). N6ron aksonlarinin miyelin
kilifla kaplanmasi i¢in glialarin aksonlar1 bulmasi, miyelinlenecek aksonu ve akson
tizerinde baglama bolgelerini se¢mesi ve miyelin membrani olusturarak aksonu
sarmas1 gerekir. Bu agamalar, simdiye kadar immunohistokimyasal yontemlerle,
elektron mikroskobu ve kisa gercek zamanli goriintiileme ile anlasilmaya ¢alisilmistir
(2-7). Elde edilen veriler, miyelin membranin olusumu sirasinda glialarin aksonlari
saran uzantilarmin dinamik bir yapida oldugu ve miyelinizasyon sirasinda (sarma ve
genisleme) ¢esitli yay1lma morfolojileri kullandigin1 géstermistir.

Miyelinizasyon genel olarak gozlemlenebilmis ve incelenebilmis olsa da
miyelinin olusma evreleri ve miyelini olusturan komponentlerin (lipitler, proteinler)
tasinma mekanizmasiyla ilgili daha ¢ok detayli bilgiye ihtiya¢ vardir. Miyelinlesme
sirasinda miyelin membranin hem biiylimesi hem de genislemesi igin gerekli lipit ve
proteinlerin hizli ve stirekli bir sekilde saglanmasi gerekmektedir. Bu tasinma olayinin
gozlemlenebilmesi, hangi hizda ve siklikta miyelin membrana lipit ve proteinlerin
katildiginin gozlemlenebilmesi miyelinlesme ile ilgili bize bir¢ok detay1 verecektir.
Vezikiiler somatitis viriis G glikoproteini (VSV-G) kullanilarak yapilan bir ¢aligmada,
miyelin membrana gelen kargonun miyelinizasyonun farkli evrelerinde farkl
yerlerden membrana katildig1 gosterilmistir (3). Bu katilim, miyelin membran
katmanlarinin genislemesine ve membranin iki yana dogru yayilarak her bir katmanin
paranodlara dogru uzanmasma sebep olur. Simdiye kadar yapilan calismalar
cogunlukla statik resimlere dayal1 ve ¢ok kisithidir.

Glial hiicrelerde tasima mekanizmalarinda aksaklik meydana gelmesi
durumunda miyelin membran gerekli maddeleri yeteri kadar alamaz ve miyelin kilifta
bozulmalar ve dolayisiyla miyelin hasar1 olusmaktadir. Pelizacus-Merzbacher
hastaliginda glial hiicrelerdeki tasima mekanizmasi, proteolipid (PLP) proteinin PLP

geninin duplikasyonu sonucu hiicrede fazla bulunmasindan dolay1 (negatif yonde)



etkilenir ve miyelin kilifa yeterli yapitagi saglanamamasindan dolay1 miyelin kilif
hasar goriir ve PMD hastalig1 goriiliir (1, 8-12). Glialarda tasinma mekanizmasinin
zamansal ve boyutsal/uzaysal sekilde incelenmesi, bize bu hastaligi daha iyi
anlamamiza yardimci olacaktir.

Bu doktora tezinin amaci glial hiicrelerdeki dinamik yapinin miyelin olusturma
ve miyelin membranin siireklili§ini saglama sirasindaki durumunu floresan
gorlintiileme yontemi ile incelemek, ve miyelin membran biitiinliiglinii floresan
proteinlere ya da baska zahmetli goriintiilleme tekniklerine gereksinim duymadan
isaretsiz ve nispeten daha pratik olan isaretsiz goriintiileme yontemi kullanarak
goriintiileyebilecegimiz bir goriintiileme teknigi gelistirmek ve demiyelinize ve

remiyelinize durumlarda miyelini goriintiilemek ve incelemektir.



4. GENEL BiLGILER

4.1. Merkezi Sinir Sistemi ve Oligodendrositler

Merkezi Sinir Sistemi, beyin, omurilik, koku ve gérme sinirlerini kapsayan,
noronlar ve glial hiicrelerden olusan bir sistemdir (13). Oligodendrosit hiicreleri,
merkezi sinir sisteminde bulunan, miyelinleyen oligodendrosit evresinde noron
aksonlarini sararak miyelin kilif iiretimini saglayan glial hiicrelerdir. Merkezi sinir
sistemindeki biitiin oligodendrosit hiicreleri, tiim oligodendrosit soyu boyunca ifade
edilen Olig2 ve Sox10 transkripsiyon faktorlerinin immiinohistokimyasal tespiti ile
diger merkezi sinir sistemi hiicrelerinden ayirt edilir (14, 15). Oligodendrosit soyu
boyunca hiicreler onciil oligodendrositler, olgunlasmamis oligodendrositler, olgun
oligodendrositler ve miyelinleyen oligodendrositler olarak dort evrede bulunur (Sekil
4.1.1) (16). Onciil oligodendrosit hiicreleri, olgunlasmamis ve sessiz halde bulunan,
oligodendrositlerin ilk evre hiicreleridir. Bu hiicreler yetiskin memeli beyninde
cogalma kapasitesini kaybetmemis, kendini yenileyerek popiilasyonu koruyan
hiicrelerdir (17, 18). Ayn1 zamanda bu hiicreler, yetiskin beyninde onciil hiicrelerin
tiretildigi noérogenik bolgeler olan subventrikiiler zon ve hipokampiise ek olarak, gri
ve beyaz maddeye tiniform olarak dagilmis, beyin ve omurilikte cogalma kapasitesine
sahip hiicrelerdir (19-21). Bu sessiz hiicreler, miyelinleyen oligodendrosit hiicrelerin
kayb1 s6z konusu oldugunda ya da degisik kosullarda (e.g. fiziksel egzersiz) cogalarak
ve/veya farklilasarak miyelinleyen oligodendrositlere doniisiirler (20, 22, 23). Bu dort
farkli evredeki hiicreler, morfolojik, mitotik ve goc Ozelliklerine ve ifade ettikleri
proteinlere gore ayirt edilirler (Sekil 4.1.1) (24, 25). Onciil oligodendrosit hiicre
evresinde hiicreler spesifik olarak NG2, PDGFR-a ve A2B5 proteinlerini ifade eder
(26). Onciil oligodendrositler farklilasmaya basladiklarinda NG2 ifadesi durur ve
PDGFR-a ve A2BS5 protein ifadeleri azalir. Bu hiicreler GST-n, CNPase ve O4 ifade
etmeye baslayarak olgun oligodendrosit evresine dogru ilerler, ve ayn1 zamanda
cogalma kapasitesini kaybeder (19, 21). Olgun oligodendrosit evresinde GST-m ifadesi
azalarak GalC ve CCI1 proteinlerinin ifadesi baslar. Artik ¢cok uzantili ve sacakl
goriiniime kavusan olgun oligodendrositler, miyelinleyen oligodendrosit evresine
gecerek miyelin kilifin yapitaglart olan MBP, MAG, MOG ve PLP proteinlerini

iretmeye baglar. Miyelinleyen oligodendrosit evresinde, oligodendrositler



uzantilartyla néron aksonlarina uzanarak ¢ok katmanli olarak sarar ve sitoplazmanin

cekilmesiyle kompakt miyelin kilift olusturur.

Oligodendrosit Olgunlagsmamisg Olgun
onciil hiicre oligodendrosit oligodendrosit

r\ Cogalma ve gog etme {\y

B ek — .

Farklilagsma Olgunlagma

Miyelinleyen
oligodendrosit

%

| PDGFRa & A2B5 |

APC (CC1) & GalC

| Sox10

Sekil 4.1.1: Bir oligodendrosit hiicresinin farklilagsma evreleri ve her bir evreye 6zgii ifade
edilen proteinlerin gosterilmesi. (Figiir Long vd. (2021) ve Kamen vd. (2022)’den
uyarlanmigtir (16, 27)).

4.2. Miyelin

Miyelin, aksonlarin etrafin1 katmanlar halinde sararak miyelin kilifin1 olusturan,
agirlikl olarak yag ve proteinlerden olusan 6zellesmis hiicre zaridir. Miyelin merkezi
sinir sisteminde oligodendrosit hiicreleri, periferik sinir sisteminde ise Schwann
hiicreleri ad1 verilen 6zellesmis glial hiicreleri tarafindan tiretilir (Sekil 4.2.1) (28-30).
Miyelin kilif, ndron aksonu boyunca miyelinlenmemis Ranvier nodlar1 arasinda kalan
genis yerleri sararak aksonlar etrafinda koruyucu ve izole edici bir tabaka olusturur
(Sekil 4.2.1, 1. ve 2. temsil). Bu tabaka, elektriksel iletim i¢in gerekli olan voltaja
duyarli Na" kanallarinin Ranvier nodlarinda toplanmasina neden olur (Sekil 4.2.1, 2.
ve 3. temsil). Boylelikle elektriksel iletim/ziplama sadece Ranvier bogumlarinda
gerceklesir ve uzun mesafelere uzanan aksonlar iizerinde elektriksel iletim hizlanir
(31, 32). Miyelinsiz 1 m/s’den bile kiigiik olan elektriksel iletim hizi miyelin kilif
sayesinde 50-100 m/s’ye kadar ¢ikabilir (33). Miyelin kilif, iizerinde bulunan kanallar
sayesinde aksonlarin sagligi ve metabolik fonksiyonlarinin devamlilig1 i¢in gerekli

maddeleri saglar (Sekil 4.2.1, 5. temsil) (34, 35). Merkezi sinir sisteminde bir
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oligodendrosit hiicresi, birden fazla uzantilariyla birden ¢ok akson gévdesine uzanarak
aksonlarin miyelin kilif ile sarilmasini saglar (36). Diger taraftan miyelin aksonlarin
tizerini kalin bir tabakayla kapladigi i¢in aksonlar1 immiin hiicreler ve diger

etkenlerden koruyucu gorev yapar (Sekil 4.2.1, 6. temsil) (29).
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Sekil 4.2.1: Noron aksonlarinin katmanlar halinde oligodendrosit membrani ile sarilmasiyla
olusan miyelin kilifin gorevleri. Detaylar Boliim 4.2. icerisinde verilmigtir. (Figiir Pepper
vd. (2018)‘den degistirilerek alinmistir (37)).

¥ Dopamine, Glutamate, GABA

4.2.1. Miyelinin olusumu

Miyelin kilif, oligodendrosit hiicrelerinin yayilmis, genislemis ve miyelin
proteinlerince zenginlestirilmis uzantilarinin néron aksonu {izerinde, tek bir uzantinin
birden ¢ok katmanlar halinde sarmasi ve katlarin kompaktlagmasi ile olusan siki bir
yapidir. Merkezi sinir sisteminde bir oligodendrosit birden ¢ok akson {izerinde miyelin
kilif olusturmak icin, 20 ila 60 farkli miyelinleyen uzanti olusturabilir. Bir¢ok
oligodendrosit, uzunlugu 20 pm’dan 200 um’a kadar, 100 kata kadar katmani olan
miyelin kilifin olugsmasimi saglayabilir (38—40). Aksonlar iizerinde miyelin kilifin
olusmasi birden ¢ok biyolojik basamaktan olugsmaktadir: aksonlarin birbiri ile iletisimi

ve kurulan sinapslar sayesinde akson ¢apinin diizenlenmesi (Sekil 4.2.1.1°de 1 ve 2),



miyelini  lretecek, aksonlar {izerinde miyelin kilift olusturacak olgun
oligodendrositlerin olugsmasi i¢in, oligodendrosit 6nciil hiicrelerin cogalmasi ve gerekli
yerlere go¢ etmesi (Sekil 4.2.1.1°de 3), aksonlardan ve ¢evredeki hiicrelerden gelen
sinyallerle miyelinlenecek aksonun ve miyelinlenecek bdlgenin taninmasi (Sekil
4.2.1.1°de 1, 2 ve 3), oligodendrosit Onciil hiicrelerden farklilagarak miyelinleyen
olgun oligodendrositlerin olusmas1 (Sekil 4.2.1.1°de 3), miyelinleyecek uzantinin
aksonda gezinerek miyelinlenecek yerin belirlenmesi ve miyelin olusturamayacak
olan oligodendrositlerin elimine olmas1 (Sekil 4.2.1.1°de 4), miyelinleyecek
uzantinin genigleyerek miyelin membrani olusturmasi, akson {iizerine sarmasi ve
genislemesi, ve ayni zamanda miyelin membran i¢in gerekli maddelerin miyeline
taginmasi (Sekil 4.2.1.1°de 5), miyelin membran sitoplazmasinin ¢ekilerek kompakt,
siki1 miyelin katmanlarinin olusmasi ve Ranvier nodlarinin olusturulmasi (Sekil
4.2.1.1°de 7), ve miyelin kilif modellemesi ile miyelin kilif uzunlugu ve Ranvier
nodlarinin sinirlarinin belirlenmesi (Sekil 4.2.1.1°de 8) (41). Bunlarin yani sira,
oligodendrosit Onciil hiicreler noéron sinapslerinde fonksiyonel homeastaza destek
saglamaktadir (Sekil 4.2.1.1°de 6) (20, 42). 2015 yilinda yayinladiklar1 makalede
Kerman vd., 8 giine kadar siirdiiriilebilen canli goriintiileme sayesinde yukarida
anlatilan agamalarin ¢ok dinamik bir siirecte gergeklestigini ve oligodendrosit ve
aksonun ilk tanima/dokunma asamalarinda oligodendrosit uzantisinin ortami tarar gibi
akson tlizerinde gezinerek ara sira uzantisini geri ¢ekip yeniden kontakt kurdugunu

gostermiglerdir.
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Sekil 4.2.1.1:0ligodendrosit Onciil hiicrelerinin miyelinleyen olgun oligodendrositlere
farklilagmasi ve akson iizerinde miyelin kilifi olusturma asamalari. (Figiir Almeida ve Kyons
2017°den modifiye edilerek alinmistir (43)).

Gelisim boyunca, oligodendrosit onciil hiicreleri norojenik zonlar olan
ventrikiiler/sub-ventrikiiler zonlardan beynin beyaz maddesine dogru gog¢ ederler.
Burada oligodendrosit Onciil hiicreleri ¢ogalir ve popiilasyon igerisinde orantili
dagilim gosterirler. Oligodendrosit onciil hiicreleri final destinasyonlarma gog
ettiklerinde, ¢evreyi anlamak ve ipuglarini (atraktanlar vs) yakalamak igin siirekli
uzantilarini ileri-geri atarlar, bu ayni1 zamanda birbirlerinin alanini kisitlar ve diizende
kalmalarimi saglar (Sekil 4.2.1.1.A-B) (44, 45). Final destinasyonlarindaki
oligodendrosit dnciil hiicre popiilasyonunda hiicrelerin bir kismi proliferatif/cogalma
ozelliklerini koruyarak oOnciil hiicre olarak kalir, bir kismi ise oligodendrosit
farklilasma siirecine girerek miyelinleyen oligodendrosit hiicrelerine doniisiirler
(Sekil 4.2.1.1.C). Bu farklilasan hiicrelerin bir kismi, miyelinlenecek akson
sayisindan fazlaca iiretilmis olanlar apoptoza ugrayarak elenir (46). Hedef tarafindan

salinan, PDGF-A, FGF-2, IGF-1, NT3, CNTF gibi bazi biiyiime ve yagamsal biiylime



faktorlerinin kisitlanmasi, bu siirecte baz1 oligodendrositlerin elimine olmasinda rol
oynar (Sekil 4.2.1.1.D) (46, 47). Farklilagsma siireci boyunca oligodendrositler
morfolojilerine ve ifade ettikleri molekiiler isaretlere gore, Sekil 4.1.1'de de
gosterildigi gibi oligodendrosit onciil hiicre, olgunlasmamis oligodendrosit, olgun
oligodendrosit ve miyelinleyen oligodendrosit olmak iizere 4 gruba ayrilir (48). Bu soy
boyunca oligodendrositlerin farklilasma hizi, merkezi sinir sisteminde bulunduklari
yere gore farklilik gosterir (Sekil 4.2.1.1.A-F) (41). Oligodendrositler uzun siire
onciil ya da olgunlasmamuis hiicre olarak bulunsa da, farklilagsma isareti verildiginde,
bu siirecin hizl isledigi goriilmiistiir (41, 49, 50). Diger taraftan, oligodendrositlerin
aksonlart miyelinlemeye baslamasi ve miyelinlesmenin tamamlanmasi1 giinlerle
baslayip haftalar siiren bir siirectir (Sekil 4.2.1.1.A-F). Olgun ya da miyelinleyen
oligodendrositlerin go¢ etme/yer degistirme kapasiteleri oligodendrosit onciil
hiicrelere gore ¢ok kisitli oldugundan, farklilasmaya baslamadan 6nce oligodendrosit
oncil hiicrelerin miyelinlenecek yere gog ettigi diistiniilmektedir (Sekil 4.2.1.1.A-D)
(41). Miyelinlesme stlireci basladiginda, PIP3/Akt/mTor and ERKI1/2 sinyal
yolaklarinin, optimal g-ratio'ya sahip saglikli kompakt miyelin kilif olusana kadar
onemli roliiniin oldugu bilinmektedir (51-54).

Aksonlarin miyelinle kaplanmasinda 6nemli basamaklardan biri, miyelinlenecek
aksonun taninmasi ve se¢imidir. Yapilan ¢aligmalarda, akson c¢apinin genisliginin
miyelinlenecek aksonlarin belirlenmesinde yeterli oldugu bulunmustur (55). Farkl
caplardaki polisitren fiberler ile yapilan oligodendrosit kiiltlirlerinde, 400 nm ¢apindan
biiyilk  fiberlerin  oligodendrosit  hiicreleri  tarafindan miyelinle sarildig1
gozlemlenmistir. Bu da Schwann hiicrelerinin aksine, oligodendrosit hiicrelerinin
aksonlarda miyelin kilif {iretimi i¢in adhezyon molekiillerine veya aksonlardan gelen
sinyallere ihtiya¢ duymadiklarini, akson ¢apinin yeterli oldugunu gostermektedir (55—
57). Merkezi sinir sisteminde normal kosullarda 200-250 nm ¢apindan biiyiik aksonlar
miyelin kilif ile sarilir (58). Yapilan ¢alismalarda, Fyn (59), PTEN, BDNF (58) gibi
aksonlara ait molekiillerin, -6zellikle kii¢iik capli- aksonlarin miyelinlenmesinde etkili
oldugu gosterilmistir. Bu molekiillerin yaninda, miyelinlenecek aksonun ¢apina baglh
olarak ters orantil1 artan egrilik derecesinin kiigiik capli aksonlarin miyelinlenmesinde
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bir miyelin membran, kii¢iik ¢apli bir aksonu saracagi

zaman daha ¢ok biikiilmesi gerekirken, biiyiik capli aksonun sarilmasi sirasinda daha
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az bir biikiilme derecesi yeterli olur. Bu diisiincelere ve literatiirdeki verilere
dayanarak, miyelinlesme basladiginda, miyelinlesme i¢in biiyiik ¢apli aksonlarin daha
tercih edilebilir oldugu sdylenebilir.

Yillardir yapilan aragtirmalarda, miyelin kilifin akson etrafinda sarilma tarzi ile
ilgili hali yuvarlama, s1v1 kruvasan gibi farkli hipotezler ve modeller 6ne siiriilmiistiir.
Bu modellerde oligodendrosit uzantist miyelin kilifin olugmasinda 6ncii olarak gorev
alir. Hali yuvarlama modelinde, oligodendrosit uzantis1 aksonu tanidiktan sonra
akson boyunca genisleyerek bir biitlin internodu olusturur. Bu genislemis uzant1 akson
ya da fiber etrafinda bir tam turu tamamladiktan sonra, bu uzantinin ug¢ kismi, miyelin
kilif ile akson arasina girerek biliylimeye ve miyelin kilifi olusturup hali yuvarlar gibi
aksonu sarmaya i¢ten devam eder (3). Turlar halinde devam eden bu siire¢ sonunda
internod boyunca uzanan katmanli miyelin kilif olusur (3). Buna benzer sekilde
aksonun etrafinda sarilan, fakat oligodendrosit ucunun aksonu taniyip, sarma ve
genisleme evrelerinin bir arada goriildiigli modele ise sivi kruvasan modeli adi
verilmistir (3, 7). Bir baska model olan yilan modelinde, oligodendrosit uzantisi
aksonu tanidiktan sonra spiraller seklinde ya da yilanin aga¢ dalina dolanmas1 gibi
oligodendrosit uzantis1 aksona dolanir. Sonrasinda her bir spiral, genisleyerek her bir
miyelin katmanini olusturur ve her bir katman internod boyunca genisleyerek miyelin
kilifi olusturur (4-6, 60, 61). Tanimlanan bir diger model olan yo-yo modelinde ise,
oligodendrosit ucunun aksona ilk dokunmasi ile olusan, ve her bir katman déndiiglinde
bitis yerlerinde yenisi olusturulan bag, katmanlarin genislemesi sirasinda ve
miyelinizasyon ve miyelin kilif tamamlanana kadar korunur (4). Miyelin
katmanlarinin bitisi ile olusturulan Ranvier nodlarinda, miyelin katmanlarinin aksona
tutundugu yerlerde goriilen bu bag olusumunda oligodendrosit ve miyelin membranda
bulunan NF155 proteini ile aksonlarda bulunan CASPR ve Contactin proteinleri rol
oynar. 2015 yilinda Kerman vd. tarafindan survey-anchor-wrap-expand (SARAPE)
adi verilen yeni bir model ortaya konmustur. Oligodendrosit ve néron ortak
kiiltlirlerinin uzun siireli canli goriintiileme ile goriintiilenmesi sonrasinda one siiriilen
bu modelde, Ioanndiou vd. (2012)’de de anlatildig1 gibi oligodendrosit uzantisinin
once aksonu temas etme ve geri ¢ekme davranisiyla bir siire taradigi gozlemlenmis,
sonrasinda uzantinin u¢ kisminin aksona temas halinde kalarak uzantinin geri kalan

kisminin aksonu sardig1 gézlemlenmistir. Bir giine yakin bu sarmallar sabit kaldiktan

11



sonra, internod boyunca genisleyerek miyelin katmanlarini1 ve sonunda miyelin kilifi
olusturmustur (62). Oligodendrosit uzantisinin genislemeden 6nce aksona dolanmasi
ve sonrasinda sarmallarin genisleyerek miyelin katmanlarini olusturmasi her ne kadar
yilan modeline benzese de, yilan gibi oligodendrositin uzantisinin u¢ kisminin akson
etrafinda dolanarak sarildig1 gézlemlenmemistir. Aksine, uzantinin ucunun temastan
sonra sabit kaldigi, Pedraza vd’nin (2009) one siirdiigii yo-yo modelini destekler
bigimdedir.

Yapilan ¢alismalarda, miyelin kilifin uzantinin u¢ kismindan biiytimesinde, aktin
polimerizasyonu ve depolimerizasyonun aktif rol oynadigi goriilmiistiir (63, 64). Once
aktin polimerizasyonuyla miyelin kilifin i¢ ucu aksona tutunmadan biiyiir. Aktin
depolarizasyonuyla, bu biiyliyen membran iizerindeki baski azalir ve bdylece
membran biiylimesi ger¢eklesir. Birbirini takip eden bu olaylarla, miyelin membran
kat kat iceriden devamli sarilir. Miyelin katmanlar1 kendi kat aralarinda molekiiller ile
birbirine tutunarak siki miyelin kilifi olusturur. Yapilan caligmalar sonucunda, miyelin
kilifin biiyltimesinde ve sarilmasinda oncii gorevi olan ucun herhangi bir yere tutunma
gereksinimi olmadigi ve sinyale ihtiyag duymadigi i¢in aksonlar1 veya hazir fiberleri

kolaylikla sardig1 diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.2.1.2: Oligodendrosit uzantisinin aksonu sararak miyelin membran olusturma
asamalar1 ve kompakt miyelin kilif kesiti goriintiisii. Figiir Klingseisen ve Lyons 2018’den
alinmistir (65).

4.2.2. Tasinma mekanizmasinin incelenmesi
* Glycosylphosphatidylinositol (GPI) ¢apalari, hiicre membraninda, lipidlere
baglanan bir capadir. Bircok membran proteini GPI capasina baglanarak hiicre
membran1 ylizeyinde lokalize olur. GPI capalari, proteinlere post-translasyonel
modifikasyon ile eklenir. Insanlarda bir¢ok fonksiyonda gérev yapan yaklasik 150'ye
yakin GPI ¢apa ile membrana bagli protein bulunmaktadir. Bu proteinler daha ¢ok,
reseptOr, hiicreler arast bag molekiilleri, enzim, tasiyici ya da proteaz inhibitdrii olarak

gorev almaktadirlar (66).
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* GPI c¢apalarinin proteinlerle ve lipid sallariyla baglanmasi endoplazmik
retikulumda gerceklesmektedir. GPI ¢apalar1 proteinlerin karboksil sonlarina
baglanmaktadir. Proteine bagli GPI ¢apalari, endoplazmik retikulumdan golgiye
gecerek burada fatty acyl gruplari modifiye edilir. Bu modifikasyon, GPI ¢apalarin

lipid sallariyla olan baglarinda 6nemli rol oynar (66).

Vezikiiler Somatitis Virlis G Glikoproteini (VSVG) bir transmembran
proteinidir. Asil gorevi viral parcaciklarin ylizey kaplamasindadir. Hiicre igerisinde
transmembran proteini olarak gorev yapmakta, sentezlendikten sonra vezikiiler ya da
tiibiiler tasiyicilarla membrana tasinmaktadir (67—69). Yapilan arastirmalarda
VSVG'nin trans-Golgi asamasinda proteinlerin ayrilmasinda, salinmasinda ve
organeller arasindaki trafiginde rol aldigi gosterilmistir (70). Gegmiste yapilan
calismalarda, membran transportu vezikiiler somatitis virlis G glikoproteini (VSV-G)
kullanarak elektron mikroskobu ile go6zlemlenmis, kargonun oligodendrosit
membranina miyelinizasyonun evrelerine gore farkli yerlerden eklendigi
gosterilmistir. Fakat, miyelin olusumu tamamlanmis 60 giinliik farede ise biiyiik
oranda miyelin membranin dis ucundan eklendigi gozlemlenmistir (3). Miyelin
membran olusum siiresince yapilan incelemeler, gozlemler biiyiik oranda miyelin
membrana gelen vezikiillerin nasil eklendigi lizerine olup, vezikiillerin taginma hizi

acisindan kayda deger bir calismaya denk gelinmemistir.
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4.2.3. Miyelinin yapisi

Miyelinleme asamasindaki oligodendrosit hiicreleri, olusturduklar1 miyelin
yapisinin biitlinliigiiniin ve sagliginin korunmasi ve devamliliginin saglanmasi igin
kompakt miyelin katmanlar1 arasindaki/i¢cindeki kanallardan stirekli olarak miyelinin
yapitagi maddelerinin taginmasini saglar (34). Bu maddelerin yeterli miktarda
saglanmast ve gerekli hizda tasinmasi miyelinin devamliligi i¢in Onemlidir.
Oligodendrositlerin farkli hiicresel kompartmanlarinda iiretilen bu maddeler, ¢esitli
tasinma mekanizmalari ile gelisen miyelin kilifa taginir. Hiicrede yeni {iretilen lipid ve
proteinlerin isaretlenmesi ile yapilan gozlemlerde lipid ve proteinlerin ilk olarak
miyelin kilifin dig katmanina ulagtiklari, sonrasinda kanallar sayesinde miyelin kilifin
i¢ katmanlarina aktarildig1 gézlemlenmistir (41, 71, 72). Bu tasinma mekanizmasina
ek olarak MBP proteinini kodlayan mRNA'ler sitoplazmik graniiller igerisinde
miyeline taginmakta ve kanallar igerisinde proteine doniismektedir (41, 73—77). MBP
proteini, miyelinin kompaktlagarak sik1 miyelin kilif olusturmasinda rol oynar. MBP
proteini miyelin kilifin biiylimekte olan igerideki u¢ kisminda mRNA'dan
sentezleniyor olsa da, bu alanda miyelin kompaktlagsmas1 goriilmez; miyelin kilifin
kompaktlagmasi kilifin dis katmanlarindan i¢ katmanlarina dogru gergeklesir (78).
Miyelinin i¢ katmanlarinda, MBP ifadesine ragmen miyelin kompaktlasmasini
engelleyen CNP proteini bulunur. Bu bdlgelerde CNP ve MBP protein ifadelerinin
dengede olmasiyla, miyelinlesme siiresince kompakt miyelin kilif olusturma hizinin
kontrol edildigi diisiiniilmektedir (41). Kompaktlasan miyelin katmanlar1 arasinda
CNP proteinlerinin varligiyla miyelin katmanlariin itilmesi sayesinde miyelin
katmanlar1 arasinda kompaktlasmamis sitoplazmik bolgeler kalmaktadir ve bu
bolgeler miyelinik kanallar1 olusturur (79). Myelinik kanallar, hem miyelin katmanlari
arasindaki madde alisverisini saglar, hem de oligodendrositlerin aksonun sagligini
desteklemesi i¢in gerekli maddelerin taginmasini saglar (79).

Olgun oligodendrositlerde  karsilikli  membranlara  tutunmus  MBP
monomerlerinin polimerize olmaya bagslamasi ile baslayan miyelin kilif olusma
siirecinde, sitoplazmayla beraber sitoplazmada ve membranda bulunan fakat miyelin
kiif yapisinda kullanilmayan diger proteinler ittirilerek, miyelin kilifin
komplaktlagmasi saglanir (41, 80). Bu siiregte MBP proteini polimerleserek hem

proteinlerin ittirilmesini saglar, hem de sitoplazmik domainleri biiyiik olan proteinlerin
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gelisini engelleyerek secici bir bariyer olusturur (41, 81). Boylelikle biiyiik orani
lipidlerden olusan, lipidce zengin proteince fakir miyelin kilif olusmaktadir. Olgun
oligodendrositler, miyelinleyen oligodendrosite doniislirken, ayni zamanda lipid
kompozisyonunda da degisimler gerceklesir. Bu doniisiim sirasinda, hiicreler arasinda
birbirini itmeyi saglayan oligosakkaritlerin sayisinin azalmasi, 6nceden birbirini itici
olan hiicre membran katmanlarinin aksonlarin miyelinlenmesi agamasinda, birbirine
yapisan miyelin katmanlarinin olugsmasini sagliyor olabilir (41). Miyelin katmanlarinin
kompakt ve siki hale gelmesi ile miyelin kilif olusur. Bir akson etrafin1 saran kompakt
miyeline dik kesit alarak inceledigimizde, ortada dairesel ya da eliptik sekilde akson
boslugu, akson zar1 ve disinda periaksonal bdlge (periaxonal extracellular space) adi
verilen akson ve miyelin kilif arasindaki bosluk, adaksonal sitoplazmik bdolge
(adaxonal cytoplasmic space) ve devaminda bu aksonu saran sirali ve tekrarlayan
miyelin katmanlar1 goriiliir. Kompakt miyelin katmanlarinda sitoplazmadaki
proteinler elektron mikroskobunda koyu renkte goriilmekte ve ana koyu katman
(major dense line, MDL) seklinde adlandirilmaktadir (Sekil 4.2.3.1) (41). Bu protein
katmanlarinin arasini olusturan, membran, membranlar arasi bosluk ve ikinci
membrandan olusan, elektron mikroskobunda daha acik renkli goriilen ¢izgi ise orta

katman (intraperiod line, IPL) olarak adlandirilmistir (Sekil 4.2.3.1).
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Sekil 4.2.3.1: Miyelinli bir aksonda bulunan akso-glial yapilar. Figiir Simons ve Nave
2016’dan alinmistir (41).

Miyelin yogun bulundugu bdlgeler acisindan kolay elde edilebilir olmasi
nedeniyle detayli ¢alisilmis memeli membranlarindan biridir. Miyelin kilif, diger
hiicre zarlar1 gibi su, lipidler ve proteinler olmak iizere {i¢ temel yapitaslarindan olusur.
Diger hiicre membranlarindan farkli olarak, miyelin membrandaki bu yapitaslarinin
orani farklilik gosterir. Miyelin membran yiiksek oranda lipid iceren (%70-%85),
diisiik oranda protein igeren (%15-%30) bir yapida bulunur; diger hiicre zarlarinda ise
bu oran %50-%50’dir (13, 82). Miyelin membrandaki yiiksek lipid orani, miyelinin
katman katman sarilmasiyla birlikte ¢ok iyi bir izole edici yap1 olusturur, bu yap1 ayni
zamanda iyonlarin gecisini engelleyerek aksonlar icindeki sinyal iletiminin hizli
olmasini saglar (13, 83). Bu nedenle miyelin yapitaslarinin oranindaki degisiklikler,
miyelin katmanlarmin biitiinliigiiniin bozulmasina, akson etrafindaki miyelin kilifin

zarar gormesine sebep olmaktadir (13, 84).
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4.3. Miyelin Yapisindaki Onemli Lipitler

Miyelin membrani, ayn1 zamanda igerdigi lipid ¢esitlerinin oranlarinin farkli
olmastyla da diger membran c¢esitlerinden farklilik gosterir. Miyelin membraninda,
%40 oraninda kolesterol, %40 oraninda fosfolipitler, %20 oraninda da glikolipitler
bulunur. Bu oran bir¢ok hiicrenin membraninda sirastyla %25, %65 ve %10 oraninda
bulunmaktadir (82). Kompakt miyelin kilif olusumunda miyelin membranda yiiksek
oranda bulunan kolesterol ve fosfolipitlerin katkisi biyiiktir (13), ve miyelin
membraninin MBP proteini ile olan etkilesiminde onemli yere sahiptir. Yiiksek
kolesterol orant miyelin membraninin MBP proteini ile olan termodinamik
etkilesimini destekleyerek miyelin membraninin kompaktlagmasinda ve termodinamik
stabilitesinin kurulmasinda rol oynar (85). Farelerde yapilan deneylerde, miyelin
kilifin siirekli olarak beslendigi ve sekillendirildigi goriilmiis, membrandaki lipid
doniisiimiiniin degisen hizlarla hayat boyu devam ettigi gdzlemlenmistir (86). Insan
hayat1 boyunca, miyelin lipitlerinin sentezi, depolanmasi ve hiicre igindeki lipit
taginmasi, miyelin kilifin saghigi ve devamliligi icin ¢ok dnemlidir (82).

4.3.1. Kolesterol

Kolesterol yapisinda bulunan hidrokarbon halkalari, neredeyse diiz sert bir
yapiya sahiptir. Kolesteroliin yapisindan dolay1, miyelin membranda bulunan diger
lipid ve proteinlerle olan etkilesmesiyle miyelin membranin daha yogun olmasina
neden olur. Kolesterol, suyun, gazlarin ve notr kiiciik molekiillerin miyelin
membranindan ge¢isinin azalmasini saglar (13, 87). Membranda kolesterol oraninin
artmasi, membran hidrofobikliginin artmasin1 ve membranin kompaktlagsmasini saglar.
Kolesterol sentezinin bozuldugu ya da sentezin olmadigi durumlarda akson
miyelinlenmesinde azalma goriilmiistiir (88). Benzer sekilde, kolesterol sentezinin
hizli oldugu durumlarda miyelin kilifinin  onariminin  daha etkili oldugu
gbzlemlenmistir (89).

4.3.2. Galaktosilseramid

Galaktosilseramid (GalC), galaktosulfatit (sGalC) ile birlikte miyelin
membranda bol bulunan glikolipitleri olustururlar. Glikolipitler, fosfolipitler ve
kolesterol ile etkileserek miyelin membranin siki1 ve kompakt yapiya doniismesini
destekler. Miyelin membraninda fosfolipitler lipid membranin i¢ kismina bakarken,

glikolipitler lipit membranin dis kismina bakar; miyelin membranda iki lipid ¢esidi
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asimetrik dagilim gosterir (90). Bu lipitler arasinda bulunan hidrojen baglart mikro
lipit sallarinin olugsmasini destekler. Bu lipit sallar1, bulundugu miyelin membraninin
lipitlerinin hareketini kisitlayarak, miyelin membraninin daha stabil, daha kati1 ve
stvi/katt membran fazi doniisiimlerine kars1 daha dayanikli olmasini saglar. Boylelikle
miyelin membranimnin sivi/katt faz doniisiimleri i¢in gerekli sicakliin, viicut
sicakligindan daha yiiksek olmasina sebep olur (13).

Kolesterole benzer sekilde miyelin membrandaki glikolipit miktarinin azalmasi,
miyelin membraninin kompaktlagmasinin bozulmasina, membran gecirgenliginin
artmasina ve aksonlardaki sinyal iletiminin bozulmasina neden olur (13).

4.3.3. Fosfolipitler

Fosfolipitler, miyelin membranindaki lipidlerin  %40’mn1  olustururlar.
Fosfolipitlerin iki ana alt gruplar1 olan sphingomiyelin ve phosphatidylcholinler,
toplam fosfolipitlerin %50’sini olustururlar. Fosfolipitlerde bulunan 14-24 karbon
atomu uzunlugunda olabilen hidrofobik kuyruklar, diger kuyruklarla etkilesimin
artmasina ve siki miyelin katmaninin olusturulmasina katki saglar. Ayni zamanda lipid
membranin mobilitesinin azalmasina saglar ve iyonlar i¢in daha az gecirgen bir yapi1
olusturarak aksonlarin izolasyonuna katk1 saglarlar (84, 91).

Plazmalogenler bir kism1 peroksizomlarda sentezlenen, miyelinde bol bulunan
fosfolipitlerdendir. Miyelince zengin beyaz maddede fosfolipitlerin %30 unu
olustururken, gri maddede %20’sini olustururlar (92). Plazmalogenler sahip olduklari
grup basina gore choline ve ethanolamine olarak ikiye ayrilirlar (82). Plazmalogenler
temel olarak phosphatidylethanolamine fosfolipitleri (PE) olarak bulunurlar ve
miyelindeki PE’lerin %80’i plazmalogenler tarafindan olusturulmaktadir (92).
Plazmalogen seviyeleri dogumdan sonra miyelinlesme ile paralel olarak artar.
Plazmalogenlerin, miyelin saglamliginin korunmasina olan katkilarinin yaninda,
yaslanmaya bagli olarak gelisen oksidatif strese karsi da miyelini koruyabilecegi
gosterilmistir (93). Insanlarda plazmalogen seviyelerinin 30-40 yasina kadar arttig1, 70

yasindan sonra ise ciddi oranda azaldigi bilinmektedir (94).
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4.4. Miyelin Yapisindaki Onemli Proteinler

4.4.1. Myelin bazik proteini (MBP)

MBP proteini merkezi sinir sistemi miyelin membraninda yliksek oranda
bulunan proteinlerden ikincisidir ve protein oranmnin %30’unu olusturur. Bu oran
periferik sinir sisteminde %5-%18’ini  olusturmaktadir (95). MBP proteini
sitoplazmiktir ve en Onemli temel gorevlerinden biri, miyelin membran olusmasi
sirasinda sitoplazmik membranlar1 birbirine dogru g¢ekerek yakinlagsmalarini saglar
(96) ve kompakt miyelindeki major yogun ¢izginin olusmasima neden olur (13).
Oligodendosit uzantilart olan bu membranlar negatif yiikle yiikliidiir ve bu negatif
yiiklii membranlarin MBP {izerinde bulunan pozitif yiiklii lysine ve arginine gruplarina
baglanmasiyla sitoplazmik boslugun maksimum derecede azalmasi ve membranlarin
birbirlerine bliyiikk kuvvetle yakinlagsmasi gerceklesir (13, 97). Miyelin olusumu
sirasinda gergeklesen sitoplazmanin da uzaklastirilmasini kapsayan bu “squeeze out”
durumunda rol oynayan MBP proteini ayn1 zamanda secici bir bariyer gorevi de
gorerek birgok sitoplazmik proteinin ve membran proteinlerinin miyelin kilifa
sizmasini engeller (80). Normalde membran proteini olan MAG ve CNP gibi olgun
oligodendrosit proteinleri, kompakt miyelin olusma asamasinda membranlar MBP
proteini sayesinde yakinlasirken, MAG ve CNP proteinleri MBP proteini sayesinde
miyelin membrandan uzaklastirilmakta, bdylelikle kompakt miyelin kilifinda
bulunmamaktadir (80).

4.4.2. Proteolipid proteini (PLP)

Proteolipid proteini, merkezi sinir sisteminde miyelin proteinleri arasinda
miyelin kilifta en ¢ok bulunan proteindir (%38), fakat periferal sinir sisteminde ise cok
az miktarda goriilmektedir (98). PLP proteini, N- ve C- termini bolgeleri sitoplazmaya
bakan, 4 transmembran domaininden olusan, yliksek oranda korunmus hidrofobik bir
membran proteinidir. PLP proteini 30 kDa olan 277 aminoasitten olusan biiyilik
izoform ve 35 aminoasidin ¢ikmasiyla olugsan 26 kDa olan 242 aminoasitten olusan
PLP/DM20 olarak isimlendirilen kisa izoform olmak iizere literatiirde iki izoform
halinde bulunmaktadir (99).

PLP proteininin, miyelin membraninin kompaktlagmasi sirasinda membranlarin
birbirine yakinlasmasinda onemli rolii vardir. Transmembran proteini olmasi

dolayisiyla, miyelin membranin biitiinliigliniin saglanmasinda PLP proteininin
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oraninin yiiksek olmasi énemli yer tutar. PLP miktarindaki %50 azalmanin miyelin
yapisini ve aksonal patolojiyi bozdugu gosterilmistir (13, 100). PLP proteinindeki
silinme (null), duplikasyon ya da noktasal mutasyonlar sonucunda, miyelin kilifa
yeterli miktarda saglikli PLP proteini gidemez ve hipomiyelinasyon kaynakl
norodejeneratif hastaliklar ortaya c¢ikar. Bu hastaliklara 6rnek olarak Pelizaeus-

Merzbacher Hastalig1 ve spastic paraplegia 2 hastalig1 gosterilebilir (13, 101).

4.5. Miyelin Hastahklar

4.5.1. Multipl skleroz

Multipl Skleroz (MS) hastaligi merkezi sinir sisteminde miyelin kaybina bagl
olarak ortaya c¢ikan en oOnemli hastaliklardan biridir. Kronik, immiin-hiicreler
tarafindan indiiklenebilen, ya da oligodendrositlerde gerceklesecek bozukluklardan
kaynaklanabilecek demiyelinizasyon sonucunda ortaya ¢ikabilir (102). MS hastalig1
diinyada 2.5 milyondan fazla insani etkilemekte, hem gen¢ yaslarda, hem ileriki
yaslarda da goriilebilmektedir (103—105). MS hastalig1 inflamasyon, demiyelinizasyon
plaklar1 ve aksonal hasarla tanimlanmaktadir (102). Miyelin kilif, hasar aldigi
durumlarda remiyelinizasyon denilen siirecle geri onarilmaktadir, fakat bu onarim
ilerleyen hastalik durumuna bagli olarak zamanla zayiflamakta ve biiyiik oranda
miyelin kayb1 goriilmeye baslanilmaktadir (106). MS durumunda, erken safthalarda
miyelin onarimi bagarili bir sekilde gerceklesip, hastaligin durdurulmasi basarili olsa
da, hastalik ilerleyen sathalarda miyelin kayb1 geri dondiiriilemez hale gelmekte ve
MS hastaliginin ilerleyen safhalar1 goriilmektedir (107).

4.5.2. Pelizeaus merzbacher hastahigi

Glial hiicrelerde tasima mekanizmalarinda aksaklik meydana gelmesi
durumunda miyelin membran gerekli maddeleri yeteri kadar alamaz ve miyelin kilifta
bozulmalar ve dolayisiyla miyelin hasar1 olusmaktadir. Pelizacus-Merzbacher
hastaliginda (PMD) glial hiicrelerdeki tasima mekanizmasi, proteolipid (PLP)
proteinin PLP geninin duplikasyonu sonucu hiicrede fazla bulunmasindan dolay1
(negatif yonde) etkilenir ve miyelin kilifa yeterli yapitasi saglanamamasindan dolay1
miyelin kilif hasar goriir ve PMD hastalig1 goriiliir (1, 8-12).

PMD konnatal ve klasik form olarak iki alt gruba ayrilmaktadir (108). Klasik

formda hastalar ilk yillarinda psikomotor gelisiminde aksaklik gosterirken takip eden
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on yil icerisinde nispeten daha yavas bir hastalik seyri gosterirler. Klasik formun
aksine konnatal formda hastalar dogustan aksak psikomotor gelisime sahiptirler ve
cesitli sinirsel bozukluklarla birlikte ilerleyici bir hastalik gosterirler. Bu hastalarda
siklikla goriilen PLP1 geni duplikasyonu, PLP proteinin ekspresyonunda artisa neden
olmaktadir. Artan PLP, oligodendrosit govdesinde birikerek miyelin membraniyla
iligkili protein ve lipitlerin oranin1 bozmaktadir (1, 11) Normal durumda ER/Golgi
sisteminden miyelin membranina taginan PLP i¢in endozom-lizozom sistemi bir
saklama havuzu gorevi goriir. Miyelinizasyonu kontrol eden sinyallerin etkisi altinda
bu havuzdan PLP ve onunla birlikte lipit sallar1 miyeline tasiirlar. Hastalik
durumunda artan PLP protein seviyesi bu tasinmay1 aksatmaktadir. PLP, endozom-
lizozom sisteminde birikerek buradan miyelin membranina tasinan kargolarda
tikanikliga yol agmaktadir. Biriken proteinler proteozom ve otofajik vakuollar gibi
yikim merkezlerine tasinmaya baglar. Miyelin membranina taginmasi gereken
kolesterol ve diger lipitler hedeflerine ulasamazlar (1, 11, 109). Sonug olarak, miyelin
membraninin lipit ve protein bilesimi dogru stokiyometride olmaz; proteinlerin
membrandaki dagilimlar1 etkilenir, miyelinin kompaktlagmas1 aksar; hiicre ici
membran sisteminde biriken proteinler katlanmamis protein cevabini (unfolded
protein response; UPS) tetikleyebilir ve hatta metabolizmas1 bozulan oligodendrosit
apoptoza ugrayabilir. Benzer olarak, PLP’nin ekstraseliller ve transmembran
bolgelerindeki nokta mutasyonlar1 proteinin dogru katlanmasini ve/veya tasinmasini
onleyerek PLP’nin hiicre-i¢i transport sisteminde birikmesine neden olarak PMD ile

sonuclanmaktadir (12, 108).

4.6. Miyelin Goriintiilleme Yontemleri

4.6.1. Immunflorasan boyamalar

Miyelin goriintiilemesi, miyelin aragtirmalarinda en 6nemli agamalardan biridir.
Miyelin spesifik proteinlere karsi yapilan immiin boyamada, miyelin bazik proteini
(MBP), proteolipid proteini (PLP) ve miyelin oligodendrosit glikoproteini (MOG) gibi
proteinlerin tespiti yoluyla miyelin kilif ve miyelin {reten oligodendrositler
gorsellestirilmekte, miyelin hastaliklari, demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon
incelenebilmektedir (110—112). Protein spesifik antikorlara bagli veya protein spesifik

antikorlar1 taniyan ikincil antikorlara bagli floroforlar yardimiyla merkezi sinir
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sistemindeki (MSS) miyelinli aksonlarin ve miyelin agisindan zengin korpus kallosum
gibi beyaz madde yapilar gorsellestirilebilmektedir (111, 112). Immiin boyama ¢ok
basarili, direkt sonug veren spesifik bir tekniktir, ancak etkinligi, fiksasyon, 6rnek
kalinlig1, gecirgenlik ve protein lokalizasyonu gibi cesitli faktorlere baghdir.
Gegirgenlik veya demiyelinizasyon, lipit agisindan zengin miyelin kilifin1 bozarak
gizli miyelin proteinlerini ortaya ¢ikardigi icin, kontrol ve hastalik modellerinde
immiin boyama ile miyelinizasyonun kantitatif analizi her zaman giivenilir olmamistir
(28). Ayrica, immiin boyamanin sagladig1 bilgiler, optik mikroskopi sistemlerinin
kirmim sinir1 ile siirlidir ve miyelin kalinligi gibi daha ince detaylar ¢oziilememistir.
Arastirmacilar, bu sinirlamalari, transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
goriintiileme veya etiketsiz goriintiileme ile asmiglardir.

4.6.2. Isaretsiz (label-free) miyelin goriintiileme yontemleri

Gerek hazirlik asamalarinda miyelinde olabilecek morfolojik degisimleri
bertaraf etmek i¢in, gerek in vivo ya da in vitro canli goriintiilemeye uygun imkan
saglamasi icin, gerekse uzun hazirlik asamalar1 ve deneysel prosediirler gerektirmedigi
icin son zamanlarda florasan isaretleme gerektirmeyen isaretsiz (label-free)
goriintiileme yontemleri ile siklikla karsilagilmaktadir. Bu optik goriintiileme
yontemleri, biyolojik Orneklerin 6zgii kirilma indislerine veya kendilerine 6zgii
biyolojik niteliklere dayanarak gelistirilmistir. Ugiinciil Harmonik Mikroskobu
(THG), Coherent Anti Stokes Raman Microscopy (CARS), SPeRe, 3D Holotomografi
Mikroskobu bu isaretsiz goriintiilleme yOntemlerine birer ornektir. Bu yontemler,
yapisal kontrast ozelliklerinden otiirii isaretsiz goriintiilemeye elverisli bir 6rnek
olmasi agisindan miyelini goriintiilemekte uygulanmigtir (113).

4.6.2.1. 3D Holotomografik goriintiileme

Bir dokunun ya da hiicrenin holotomografik goriintiillenmesi, yapisini olusturan
maddelerin kirilma indislerini temel alir. Her bir yapi, farkli kirima indisine sahiptir.
Boylelikle hiicre i¢i organeller, biyolojik olaylar (mitoz, fagositoz vs) hi¢bir isaretleme
yapilmadan goriintiilenebilmektedir. Lazer 1s1811in 6rnegi tomografik olarak taramasi
prensibine dayanarak c¢alisan mekanizma, ayni zamanda ii¢ boyutlu goriintiilleme
imkan1 sunar. Kirilma indisi, yapinin ig¢sel optik 6zelligini barindirdigindan ve

sayisallik icerdiginden, yapilan goriintiilemelerin niceliksel analizine imkan saglar
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(114). Herhangi bir fototoksik yonii olmadigindan, uzun siireli canli goriintiilemelerde
rahatlikla kullanilabilir.

Aksonlarin etrafinda bulunan miyelin membrani, icerdigi yuksek lipid
kompozisyonu ve kompakt haldeyken yapisinda belli yerlerde yogunlasan miyelin
proteinleri sayesinde farkli kirilma indisi profiline sahiptir. Miyelin tabakasi ve
sitoplazmadan olusan akson ile miyelinli bir akson holotomografik goriintiileme i¢in
cok uygun bir biyolojik bir 6rnektir. Holotomografik goriintiillemenin temel konsepti
ve miyelin gorintiillemedeki kullanimi Sekil 4.6.2.1.1.a’da gdsterilmistir. Farkli
yonlerden acisal olarak lazer 1s1g1yla taranan Ornegin karmasik dalga sagilmasi
holografik bir diizenek ile kameraya kaydedilmektedir. Farkli aydinlatma agilarindan
elde edilen sagilmalar 3 boyutlu Fourier uzayinda sentezlenir ve 6rnegin kirilma indisi
dagilimi 3 boyutlu bir hacim olarak elde edilir. Ortaya ¢ikan kirilma indisi hacminin
¢ozlnlirliigli nihayetinde sentezlenen 3D apertiiriin kirtnim sinirt ile sinirhidir (115).
Bu nedenle, ¢oziiniirliik sinirinin altindaki herhangi bir 6zelligin goriintiisii bulaniklik
yaratmaktadir.

Bir miyelinli aksona ait kesitte bulunan yapilarin kirilma indisleri Sekil
4.6.2.1.1.b’de verilmistir. Bir oligodendrositin miyelinsiz bir aksonu periyodik olarak
sarmaya baslamasiyla miyelinlesme siireci baglar. Miyelini olusturan yap1 taglarinin
katmanlarda bulundugu yogunluga gore periyodik katmanlar membran (m), sitozolik
proteinler (c), membran (m) ve hiicre dis1 alan (e) bilesenlerinden olusur (Sekil
4.6.2.1.1.b). Bu periyodik yap1, aksonun membranindan 6nce bir periaxonal alan (p)
ile sinirlandirilmistir. Bu bilesenlerin her biri, literatiirde iyi tanimlanmis belirgin
kalinliga (tm=5 nm, tc=3 nm, te=5 nm, tp=12 nm) ve kirilma indeksine (nm=1.5,
nc=1.47, ne=np=1.35) sahiptir (116). Bir miyelin katmani (ML) m, ¢ ve m ve e
siralamasindan olusur (Sekil 4.6.2.1.1.b). Ornek olarak ii¢ miyelin katman ile sarilmis
bir aksonun kirilma indisi profili, "Fiziksel n degerleri" bashigi ile Sekil 4.6.2.1.1.b’de
gosterilmigtir. 3 boyutlu nicel faz mikroskobu ile yapilan goriintiilemelerde kirilma
indisinin miyelinin ortasinda ve kenarlarinda farkliymis gibi bir etki beklenir. Bu
beklenti ile tutarli olarak yapilan hiicre kiiltiirii deneylerinde miyelinli aksonlar
miyelinsiz aksonlardan farkli olarak ortalarinda diisiik kenarlarinda yiiksek kirilma
indisi varmig gibi goriinmektedir (Sekil 4.6.2.1.2.a ve b). Bu farklilik kullanilarak
miyelin ayirimi kolaylikla yapilabilir (Sekil 4.6.2.1.2.c.i-1i1).
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indisi 6zellikleri
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Sekil 4.6.2.1.2: Miyelinin kirinim indeksi tomografisi kullanilarak isaretsiz goriintiilenmesi.
a. Miyelinsiz aksonlarin goriintiisii. b. Miyelinli aksonlarin goriintiisii. c.i. Kutuyla isaretli
bdlgenin (b) biyiitiilmiis ve histogrami ayarlanmis goriintiisii. ii-iii. Aksonlarin ortogonal
goriintiilerinin 3B varyans filtresi ile islenmis versiyonu. (Sekil, Toy vd 2019’dan adapte
edilmistir.)(117)

4.6.2.2. Koherent anti-stokes raman mikroskobu (CARS)

CARS mikroskobunun temel ¢alisma prensibi molekiiller arasi titresimlerin
gozlemlenmesine/tespit edilmesine dayanir. CARS, senkronize iki lazerin non-lineer
uyarimi ile stimiile edilmis Raman dagilimini temel alir, ve bu dagilimin dogasi1 geregi,
daha giiclii sinyal elde edilir. CARS mikroskobuyla titresime bagli kontrast temelli ilk
miyelin goriintiilemesi 2005 yi1linda Wang ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. CARS
mikroskobunun CH; titresimlerine olan hassasiyetini kullanarak canli omurilik
dokusunda miyelin lipidlerinin molekiiler organizasyonu ve spektral profiliyle ilgili
bilgi elde edilmistir (118). Glinlimiize kadar CARS mikroskobu néronal dokulari
goriintiileme konusunda ¢ok gelisme kaydetmistir. MSS ve PSS’te bulunan miyelin in
vivo goriintiilenebilmis (119—121), hatta canli hayvanda haftalarca siliren yiiksek
kaliteli goriintiiler elde edilmistir (122, 123).

4.6.2.3. Uciinciil harmonik mikroskopi (THG)

THG mikroskobunun ¢aligma prensibi, su-lipid, su-protein ya da lipid-protein
fazlarinin farkli sekilde uyarilmalarindan kaynakli ortaya ¢ikan 151k dagilimini temel
almaktadir (124). Ortaya c¢ikan kontrasttan dolay1 fazlarin ayrimi miimkiin
olabilmektedir. Sinyaller 6rnegin kendi iginde {iiretildigi i¢in kontrast olusturmak
amaciyla harici bir maddeye ihtiya¢c duyulmamasi THG yonteminin en O6nemli
ozelliklerinden biridir (125). THG mikroskopi miyelin gibi 6zellikle yiiksek kirilim
indisi profili gésteren yapilar1 goriintiilemede basarili bir yontemdir (126—128). 2014
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yilinda yapilan ¢alismada, Lim ve arkadaglar1 canli kiiltiirde ve ex vivo dokuda
Schwann  hiicrelerinin ~ olusturdugu  miyelini THG  mikroskopisi ile
goriintiileyebilmislerdir. THG ile, kompakt miyeline ek olarak miyelinde bulunan
kompakt olmayan bazi yapilar, Schmidt-Lanterman kanallari, Cajal bantlar1 gibi,
goriintiilenebilmektedir (113).

4.6.2.4. Spektral konfokal yansitma mikroskopisi (SCoRe)

Spektral konfokal yansitma mikroskopisi (Spectral Confocal Reflectance
Microscopy, SCoRe), lipid agisindan zengin miyelinin yliksek kirilma indisi farkindan
yararlanir. Bu yontemde, klasik lazer taramali konfokal mikroskopi sistemlerinde
farkl1 dalga boylarindaki birden fazla lazerden eszamanli yansitilan sinyalleri
birlestirerek goriintiiler olusturulmaktadir. 2014 yilinda Schain ve arkadaslar,
miyelinli fiberlerle yogun alanlar1 goriintiileyerek her biri miyelinli fibere 6zgii
goriinen ¢arpici renklerle fiberlerin ayirt edilebildigini gostermislerdir. Elde edilen bu
farkli ve ¢ok renkli yansimanin miyelin kalinlig1 ve katman sayisinin yansiyan dalga
boylarini belirledigi ve degisken miyelin kilif kalinligi, lipid bilesimi ve diger lokal
hiicresel degiskenler nedeniyle bu renk cesitliliginin arttig1 diisiiniilmektedir. Bu
yontemle de miyelin kilif iizerindeki Ranvier nodlari, Schmidt-Lanterman kanallar
gibi spesifik yapilar tespit edilebilmektedir (129). SCoRe ile canli farelerde yapilan
goriintiilemelerde 400 um gibi bir derinlige kadar fare kortikal aksonlarinin in vivo
miyelinlenmesinin goriintiileri alinabilmistir (129).

4.6.2.5. Spektral reflektometri (SPeRe)

Bir 6nceki boliimde anlatilan SCoRe yontemi, yogun olarak bulunan miyelinli
aksonlarda her birinin farkli renkte 151k sagilimindan kaynakli olarak farkli renklerde
goriilebilmelerine, ayirt edilebilmelerine olanak saglamaktadir. SPeRe (spectral
reflectometry) yontemi ise, SCoRe yonteminde ortaya ¢ikan bu 1sik sagilimlarinin
analizine dayanarak gelistirilmis miyelinli aksonlarin nano boyutta goriintiilenmesine
imkan saglayan bir yeni bir teknolojidir. SPeRe yontemi miyelin kilifin ¢ok katmanh
yapisindan kaynakli ortaya ¢ikan ince-film arayiizii prensibine dayanmaktadir (130).
Boylelikle, bir¢ok isaretsiz goriintiileme yontemi ile elde edilemeyen nano boyutta
miyelin katmanlarinin bilgisi, bu yontem ile elde edilebilmektedir. Bu yontemin
miyelinli aksonlara uyarlanmasi ile miyelinli aksonlarda canli goriintiileme ile

fizyolojik ozmotik degisiklikler ve mekanik beyin hasari durumunda nano boyuttaki
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dinamikleri incelemek miimkiindiir (116). Yapilan deneylerde, Ranvier nodlari,
Schmidt-Lanterman kanallar1 ve miyelin 6demi/sismesi tespit edilebilmistir. SPeRe
yonteminin diger bir 6zelligi, bu yontemde yakalan 151k, 6rnege gonderilen 1s1k ile ayn1
dalga boyundadir, fakat florasan goriintiilemede gonderilen 151k ile yakalanan 1s1k
arasinda spektral kayma gergeklesir. Bu SPeRe ile ortak goriintileme yapmak

istendiginde avantaj olusturmaktadir.
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. Malzeme Listesi

Tablo 5.1.1: Malzeme Listesi

Malzeme Firma — Katalog No
Klonlama:
Amfisilin (100 ug/ml)
Kanamisin (50 ug/ml) Sciencell, 1801
LB Broth
LB Agar
SOC Medium ThermoFisher
Gliserol
KriyoVial Nest
Qiagen EndoFree Maxiprep Kit
MiniPrep Plazmid Izolasyon Kiti MN

Gel DNA izolasyon Kiti MN, 740609.50
10kb Plus DNA Ladder NEB

PCR Mix

Safeview

ThermoFisher Fast Digest MssI kesim enzimi

ThermoFisher Fast Digest SgsI kesim enzimi

ThermoFisher Fast Digest BamHI kesim enzimi

ThermoFisher Fast Digest Xbal kesim enzimi

ThermoFisher Fast Digest Xhol kesim enzimi

ThermoFisher Fast Digest Ndel kesim enzimi

ThermoFisher Fast Digest EcoRI kesim enzimi

Thermofisher DNA ligase I

Thermofisher DNA Dephosphatase
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Hiicre Kiiltiirii:

25 ¢m? hiicre kiiltiirt flaski

NEST, 707003

Poly-L-Ornithine

Sigma, P3655

Laminin Sigma, L2020

FBS Sigma-F4135

DMEM Multicell, 319-005-CL
DMEM-F12 Capricorn, DMEM-12-A
Tyrpsin Thermo, 25200056
Accutase

DMSO

Antibiyotik-Antimikotik

Multicell-450-115-EL

GlutaMAX

Gibco-35050-061

N2 Supplement

Thermo Fisher, 17502048

B27 Supplement

Thermo Fisher, 12587010

Epidermal biiylime faktorii (EGF)

R&D Systems, 233-FB-025

Fibroblast biiyltime faktorii (FGF)

R&D Systems, 236-EG-200

Rock Inhibitor

Enzo, ALX-270-333-M025

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1)

Trombosit kdkenli biiylime faktorii-o (PDGF-a)

Biovision, 4482-10

Siliar norotrofik faktor (CNTF)

Biovision, 4017-20

Norotrofin-3 (NT3)

Biovision, 4306-10

Triiodothyronine (T3)

Sigma, T6397

Glial hiicre hatti tiirevli norotrofik faktor (GDNF)

Siklik-AMP (cAMP)

L-Askorbik asit (L-AA)

Lipofectamine 2000

35 mm Plastik Tabanh Kiiltiir Kabi

Thermo, 130180

100 mm plastic tabanli petri kab1

NEST

30



Viriis tiretimi:

1x PBS

Sigma-P4417

Optimem

PEI

Beckmann Ultracentrifuge Tube

Goritintiileme:

Fluoromount

DAPI

Sigma — D9542

1.5H coverslips

Marienfeld

O.C.T

Microtome bigaklari
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5.2. Plazmidlerin Uretimi

5.2.1. MBP:GPI-GFP ve MBP:Venus-VSVG plazmitlerinin klonlama ile

elde edilmesi

5.2.1.1. MBP promotoriinii tasiyan lentiviral plazmit parcasinin eldesi

Oligodendrosit hiicrelerinde GPI ¢apa ile taginan proteinlerin taginma dinamigini

inceleyebilmek i¢in oligodendrosit hiicrelerinde GFP florasan bagli GPI ¢apay1 ve

genel olarak kargo vezikiillerinin tasinma dinamigini inceleyebilmek igin kargo

vezikiillerinde ifade edilen VSVG proteinini Veniis florasan proteine bagli olarak

lentiviriis yardimiyla oligodendrosit hiicrelerinde ifade ettirdik. Bunun i¢in 6ncelikle

miyelin bazik proteini (MBP) promotdriine sahip lentiviral vektor, Sekil 5.2.1.1.1°de

gosterilen Mssl ve Sgsl kesim enzimleri ile kesilerek i¢erisinden TdTomato sekansi

cikarilmis, MBP promotoriine sahip diiz lentiviral vektor elde edilmistir. Enzimlerin

tanima sekansi ve bilgileri Tablo 5.2.1.1.1°de verilmistir. Bu lentiviral vektdr GPI-

GFP ve Veniis-VSVG lentiviral plazmitlerinin iiretimi i¢in kullanilmastir.

Tablo 5.2.1.1.1: Klonlama i¢in sec¢ilen restriksiyon enzimleri ve tanima sekanslari.

Enzim Adi: Tanima Sekansi:
ThermoFisher Fast Digest Sgsl GG/CGCGCC
ThermoFisher Fast Digest Mssl GTTT/AAAC
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Sekil 5.2.1.1.1: MBP-LckN-TdTomato plazmidi ve MBP promotoriiniin gosterimi. Beyaz
renkli kisstm MBP promotdriinii, kirmizi ile vurgulanan kisim TdTomato sekansini
gostermektedir. Cikarmak istedigimiz boélge (TdTomato) 1506 bp, kullanmak istedigimiz
MBP sekansina sahip lentiviral vektor ise 9790 bp uzunlugundadir. Plazmidi tek noktadan
kesen Mssl ve Sgsl enzimleri kullanilarak TdTomato sekansi, MBP promotoriinil tagiyan ana

vektorden ¢ikartilmistir. Olusan bu bosluga klonlanan GPI-GFP ya da Venus-VSVG
sekanslar1 klonlanmigtir.
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5.2.1.2. MBP:GPI-GFP plazmidinin klonlama ile elde edilmesi

Oligodendrosit hiicrelerinde GPI ¢apa ile taginan proteinlerin taginma dinamigini
inceleyebilmek icin oligodendrosit hiicrelerinde GFP florasan bagli GPI capay1
lentiviriis plazmidi yardimiyla ifade ettirdik. Bunun i¢in GPI-GFP sekansini tasiyan
CAG:GPI-GFP plazmidi Addgene’den siparis verilmistir. (pCAG:GPI-GFP, Addgene
Plazmid No:32601, Amfisilin Resistant, Anna-Katerina Hadjantonakis tarafindan
hediye edilmistir.).

Istedigimiz protein ifadesini oligodendrositlere 6zgii olmasini istedigimizden,
GPI-GFP sekansi, Boliim 5.2.1.1°de hazirlanan MBP promotorii altina klonlanmustir.
Bu klonlama i¢in gerekli kesim enzimleri GPI-GFP sekansinin baginda ve sonunda
bulunmadigindan Sgsl ve Mssl enzim bolgelerini iceren, Tablo 5.2.1.2.1°de belirtilen
primer dizileri tasarlanarak GPI-GFP sekansi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmis, PZR tirtinii Sgsl ve Mssl enzimleri ile kesilerek klonlamaya hazir hale
getirilmigtir. Ligasyon enzimi ile MBP lentiviral vektor (9790 bp) ve GPI-GFP (953
bp) sekansi birlestirilerek Stbl3 bakterilerine transformasyonu yapilmistir. Elde edilen

MBP:GPI-GFP lentiviriis haritas1 (10.744 bp) Sekil 6.1.1.1°de verilmistir.

Tablo 5.2.1.2.1: GPI-GFP ve Venus-VSVG bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in secilen primer
ciftleri. MBP promotoriinii tasiyan ana vektore GPI-GFP veya Venus-VSVG sekanslarini
klonlayabilmek i¢in forward primerlere Sgsl tanima bolgesi (yatik harfler) reverse
primerlere Mssl tanima bolgesi (yatik harfler) eklenmistir.

PCR Primer Adi: Primer Dizisi: (5'>3’)

GPI-GFP Forward Primer TTGGCGCGCCGAGTATGGTAGAGATG
GPI-GFP Reverse Primer GGTTTAAACAGCCTGCACCTGAGGA
Venus-VSVG Forward Primer TTGGCGCGCCGGACTCAGATCTC
Venus-VSVG Reverse Primer CCGTTTAAACCGCGGCCGCTTTACTT

5.2.1.3. MBP:Venus-VSVG plazmidinin klonlama ile elde edilmesi

Oligodendrosit hiicrelerinde kargo vezikiilleri ile taginan proteinlerin tasinma
dinamigini inceleyebilmek icin oligodendrosit hiicrelerinde Venus florasan bagl
VSVG proteinini lentiviriis plazmidi yardimiyla oligodendrositlerde ifade ettirdik.

Bunun i¢in Venus-VSVG sekansini tasiyan CMV:VSVG-Venus plazmidi
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Addgene’den siparis verilmistir. (CMV:VSVG-Venus, Addgene Plazmid No: 11914,
Kanamisin Resistant, Jennifer Lippincott-Schwartz tarafindan hediye edilmistir.).

Istedigimiz protein ifadesini oligodendrositlere 6zgii olmasini istedigimizden,
Venus-VSVG sekansi, sadece miyelinleyen oligodendrosit hiicrelerinde aktif olan,
Boliim 5.2.1.1°de hazirlanan MBP promotorii altina klonlanmistir. Bu klonlama igin
gerekli kesim enzimleri Venus-VSVG sekansinin  basinda ve sonunda
bulunmadigindan Sgsl ve Mssl enzim bolgelerini iceren, Tablo 5.2.1.2.1 de belirtilen
primer dizileri tasarlanarak Venus-VSVG sekansi PZR ile ¢ogaltilmig, PZR iiriinii Sgsl
ve Mssl enzimleri ile kesilerek klonlamaya hazir hale getirilmistir. Ligasyon enzimi
ile MBP lentiviral vektor (9790 bp) ve Venus-VSVG (2341 bp) sekansi birlestirilerek
Stbl3 bakterilerine transformasyonu yapilmistir. Elde edilen MBP:Venus-VSVG
lentiviriis plazmidinin haritas1 (12.131 bp) Sekil 6.1.2.1°de verilmistir.

5.2.2. MBP:GPI-GFP plazmidinin dogrulanmasi

Klonlama sonrasi elde edilen plazmidler Stbl3 bakterilerine transforme edilmis,
antibiyotik seleksiyon dizisi igeren plazmidleri tagiyan bakteriler, MBP:GPI-GFP ve
MBP:Venus-VSVG plazmidleri i¢in amfilisin ile seleksiyon yapilarak biiylimesi
saglanmig, sonrasinda sec¢ilen koloniler amfilislinli LB besi yerinde biiyiitiilerek
cogaltilmis ve bir dizi dogrulama basamaklarindan ge¢mistir.

5.2.2.1. MBP:GPI-GFP plazmidinin kesim enzimleriyle dogrulanmast

Ligasyon islemi ve bakterilere transformasyon sonrasinda MBP:GPI-GFP
klonlamasi i¢in amfisilinli besi yerinde biiyiiyen bakteri kolonileri arasindan segilen 9
koloni tekrar amfisilin bulunan sivi ortamda biiyiitilmiis ve plazmid izolasyonu
yapilmugstir. 11k olarak, plazmidler Xhol ve Ndel enzimleri ile kesilerek plazmidlerin
dogrulugu test edilmistir (Sekil 6.2.1.1.a). Sonuglar Boliim 6.2.1°de verilmistir.
Beklenen bant uzunluklarini (5932 bp ve 4812 bp) veren G3, G4, G6 ve G9 plazmidleri
GPI-GFP bolgesinin bulundugunun bir kez daha dogrulanmasi i¢in secilmistir.

5.2.2.2. MBP:GPI-GFP plazmidinin PZR ile dogrulanmast

Secilen dort plazmidde bulunmasi beklenen GPI-GFP bolgesinin tespiti i¢in
klonlamada kullanilan primerler ile (Tablo 5.2.1.2.1) yeniden PZR reaksiyonu
gerceklestirilmistir (Sekil 6.2.1.1.b). Sonuglar Boliim 6.2.1°de verilmistir. Ligasyon
ile ekledigimiz GPI-GFP bdlgesinin 4 o6rnekte de var oldugunu dogrulanmistir. Bu

asamaya kadar olan islemlerde herhangi bir mutasyon eklenip eklenmediginin kontrol
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edilmesi amaciyla G4, G6 ve G9 nolu plazmidler segilerek GPI-GFP bdlgelerinde
DNA sekanslamasi yapilmistir.

5.2.2.3. MBP:GPI-GFP plazmidinin sekanslanmasi

Klonlama asamasinda GPI-GFP, Venus-VSVG sekanslarinda oldugu gibi PZR
ile ¢ogaltilan sekanslarda mutasyon ortaya ¢ikma ihtimali diisiikk de olsa goz ardi
edilemez. Ozellikle proteinlerin kodlandig1 bélgelerde olabilecek bir ekleme ya da
silinme gibi ifade kaymasina (frame shift) neden olabilecek mutasyonlar tiim proteini
etkisiz hale getirebilir. Klonlamanin ardindan mutasyon olup olmadigini anlamanin en
kesin yolu DNA sekanslamasi ile kontrol edilmesidir. Bu amagla klonlama ile tiretilen
plazmidlerden ilk iki dogrulama asamasmni da gecen iicer koloni segilerek
sekanslanmustir.

MBP:GPI-GFP ve MBP:Venus-VSVG plazmidlerinde MBP promotoriinii
tastyan ayni vektor kullanildigi i¢in kesim enzimi alanlariin yaklasik 100 bp disinda
olan alanlar vektore denk gelmekte, bu nedenle 6ncelikle bu alanlardan ortak forward
ve ortak reverse sekanslama primerleri tasarlanmistir (Tablo 5.2.2.3.1). Sekanslama
reaksiyonlarinda primerden itibaren yaklasik olarak ilk 100 bp’lik bdlge net bir sekilde
okunamadigi i¢in bu sekilde bir se¢cim yapilmistir. Modern teknikler ile net bir sekilde
okunabilen DNA baz ¢ifti sayist yaklagik 1000 bp’dir. Bu nedenle, GPI-GFP DNA
bolgesinin uzunlugu 953 bp oldugundan sadece ortak primerler ile sekanslanmistir.

Sekanslama sonuglarina 6rnek Sekil 6.2.2.1°de verilmistir.
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Tablo 5.2.2.3.1: MBP:GPI-GFP ve MBP:Venus-VSVG plazmidlerinde sekanslama ig¢in
kullanilan primerler. MBP:GPI-GFP plazmidleri Ortak Forward Primer ve Ortak Reverse
Primer ile sekanslanmistir. MBP:Venus-VSVG plazmidlerinin sekanslamasinda ortak
primerlere ek olarak MBP:Venus-VSVG Forward Primer 1 ve 2 ve MBP:Venus-VSVG
Reverse Primer 1 ve 2 kullanilmistir.

Sekanslama Primer Adi: Primer Dizisi: (5°237)

Ortak Forward Primer CAACACCTTCAAAGACAGGC

MBP:Venus-VSVG  Forward CTGGCATTCCGACTATAAGGTC
Primer 1

MBP:Venus-VSVG  Forward GCAGCTTCCTGATGATGAGAC
Primer 2

Ortak Reverse Primer CCAAGATCCTCTCAACGTCC

MBP:Venus-VSVG  Reverse CCGTCGACTGCAGAATTCTG
Primer 1

MBP:Venus-VSVG  Reverse CTCCTCTTGTGCTTCTAGCC
Primer 2

5.2.3. MBP:Venus-VSVG plazmidinin dogrulanmasi

5.2.3.1. MBP:Venus-VSVG plazmidinin PZR ile dogrulanmas:

Ligasyon iglemi ve bakterilere transformasyon sonrasinda MBP:Venus-VSVG
klonlamasi i¢in amfisilinli besi yerinde biiyliyen bakteri kolonileri arasindan secilen
10 koloni tekrar amfisilin bulunan sivi ortamda biiyiitiilmiis ve plazmid izolasyonu
yapilmistir. Ilk olarak, plazmidde bulunmasi beklenen Venus-VSVG bélgesinin
dogrulanmas1 amactyla klonlamada kullanilan primerler ile (Tablo 5.2.1.2.1) yeniden
PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir (Sekil 6.2.3.1.a). Beklenen 2346 bp uzunlugunda
bant elde ettigimiz 5 plazmidden V2, V3, V4, V9 numarali plazmidler secilerek ikinci
dogrulama i¢in enzimlerle kesilmistir.

5.2.3.2. MBP:Venus-VSVG plazmidinin kesim enzimleriyle dogrulanmast

V2, V3, V4, V9 numarali MBP:Venus-VSVG plazmid klonlar1 dogrulama
amaciyla EcoRI enzimi ile kesilmistir. Beklenen bant uzunluklar1 1050 ve 1481 bp’dir.
Sadece V2, V3 ve V9 nolu 6rneklerde beklenen bant uzunluklar gozlenmistir.

Sonuglar Sekil 6.2.3.1.b’de verilmistir. Bu {i¢ plazmid, bu asamaya kadar olan
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islemlerde herhangi bir mutasyon eklenip eklenmediginin kontrol edilmesi amaciyla
DNA sekanslamasi i¢in segilmistir.

5.2.3.3. MBP:Venus-VSVG plazmidinin sekanslanmasi

MBP-Venus-VSVG plazmidi icin, Venus-VSVG DNA boélgesi 2346 bp
uzunlukta oldugundan, ortak primerlere ek olarak iki ayr1 forward primer ve iki ayr1
reverse primer tasarlanmistir. Tasarlanan biitliin primerler sorunsuz ¢alisip
caligmadiklarin1 gérmek i¢in sekanslama oncesinde tasarlandiklar1 plazmidlerle PZR
reaksiyonu yapilarak test edilmistir. Sekanslama sonuglarina 6rnek Sekil 6.2.4.1°de

verilmigtir.

5.3. Lentiviriislerin Uretimi

5.3.1. Plazmidlerin izolasyonu

Dogrulama asamalarini gecen ve ileriki deneyler i¢in secilen MBP:GPI-GFP
plazmidinin G4 klonunu ve MBP:Venus-VSVG plazmidinin V9 nolu klonunu igeren
bakteriler amfisilinli LB besi yerinde (400 ml LB+400 pl amfisilin) 16 saat
cogaltilmis, plazmidler Qiagen Endofree Maxiprep Kiti kullanilarak izole
edilmiglerdir. Benzer sekilde lentiviriis iiretiminde kullanilan pMDL, pRev, ve
pVSVG lentiviriis yardimel plazmidleri de maxi prep kiti ile izole edilmislerdir.

5.3.2. HEK Hiicrelerinin ¢cogaltilmasi

Lentiviriis tiretimi i¢in HEK293T hiicreleri antibiyotiksiz, %5 FBS iceren besi
yeri ile 150 mm’lik petri kaplar1 igerisinde biiyiitiilmiis ve ¢ogaltilmistir. Her bir viriis
icin ortalama 10-12 petri yeterli olmaktadir. Hiicreler %70 yogunluk oranina
ulastiginda Boliim 5.3.3’te verilen protokole gore transfekte edilmis ve lentiviriisleri
tiretilmistir.

5.3.3. Lentiviriis iiretimi

MBP:GPI-GFP ve MBP:Venus-VSVG plazmidleri ile lentiviriisler tiretilmistir.
Gerekli goriilen deneylerde oligodendrosit membranini isaretleyebilmek i¢in florasan
molekiilin membrana yonelmesini saglayan LckN sekansina sahip MBP:LckN-
TdTomato plazmidinden de lentiviriisii iiretilmistir. PBS i¢inde ¢ozdiirilmiis viriis
partikiilleri deneylerde kullanilmak {izere -80 °C’de saklanmuigtir.

Bu plazmidlerin her biri, pMDL, pRev, ve pVSVG lentiviriis yardimci
plazmidleri, Optimem ve polietilenimin (PEI) ile birlikte HEK-293T hiicrelerine
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verilerek 6 saat 37 °C’de inkiibe edilmis ve siire sonunda hiicrelerin vasati taze hiicre
vasati ile degistirilmistir. Hiicrelerin i¢inde yardime1 plazmidler sayesinde paketlenen
lentiviriis partikiilleri vasata salinmaktadir. Dordiincli giinde viriis partikiilleri hiicre
vasatindan Onceden uyguladigimiz standart protokollerin modifiye edilmis
versiyonlart kullanilarak izole edilmistir (131). Kisaca, transfekte olmus HEK-293T
hiicrelerinin vasati dordiinci glinde toplanmig ve vasat 0,22 pum’lik filtreden
gecirilerek viriis partikiilleri haricindeki partikiillerden ve vasattaki 6lii hiicrelerden
olabildigince arindirilmistir. Bu filtreleme sonrasinda viriis parcaciklari yapilan
deneyler siiresince eldeki imkanlar dogrultusunda iki farkl piirifikasyon yontemi ile
izole edilmistir.

5.3.3.1. PEG8000 ile viriis partikiillerinin eldesi

Hiicrelerin i¢inde yardimci1 plazmidler sayesinde paketlenen lentiviriis
partikiillerinin piirifikasyonu i¢in filtrelenen vasat 4:1 oraninda otoklavlanmis %50
polietilen glikol 8000 (PEG8000) soliisyonu ile karistirilmis ve gece boyu +4 °C’de
calkalanarak inkiibe edilmistir. PEG-viriis karisimi, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
2500 rpm’de 20 dakika sonra da 1200 rpm’de 5 dakika c¢evrilerek ¢oktiiriilmiis ve
vasattan ayrilmistir. Coktiiriilen viriis pelleti steril Ca®>’/Mg?" icermeyen PBS
sollisyonunda resiispanse edildikten sonra alikotlanarak -80 °C’de saklanmustir.

5.3.3.2. Beckmann ultrasantrifiij ile viriis partikiillerinin eldesi

Aragtirma birimimize Beckmann ultrasantrifiij alinmasi sonrasinda hem
coktiirebileceg§imiz virlis miktarini arttirmak hem de protokoliimiizii kisaltmak
acisindan yeni drettigimiz virlislerde ultrasantriftij ile yiiksek hizda ¢oktiirme
yontemini uyguladik. Kisaca, hiicrelerden toplanan ve 0.22’lik filtre ile filtrelenen
hiicre vasat1 ultrasantrifiij tiiplerine boliinerek 69,000 rpm’de 2 saat boyunca santrifiij
edildi. Sonrasinda tiiplerdeki vasat atilarak ¢oktiiriilmiis olan viriis partikiilleri PBS ile
cozlindiiriilerek tek bir santrifiij tiipiine toplandi. 69,000 rpm’de 2 saat santrifiijiin
sonunda siipernatant atilarak ¢oktiiriilmiis viriis partikiilleri elde edildi. Viris
partikiilleri steril Ca*>*/Mg?" icermeyen PBS igerisinde ¢oziilmeleri i¢in bir gece +4
°C’de bekletildikten sonra ertesi giin 1-2 ul olacak sekilde alikotlanarak -80 °C’de

saklanmistir.
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5.4. HELA Hiicre Hattinda Vezikiil Tasinimimnin Incelenmesi

5.4.1. HELA hiicrelerinin ¢cogaltilmasi ve dondurulmasi

-80 °C’de saklanan HELA hiicreleri ¢ozdiiriildiikten sonra %1 Antibiyotik, %1
Glutamax, %10 FBS iceren DMEM-HG besi yeri (tamamlanmis besi yeri) igerisinde
biiyiitiilmiistiir. %70 yogunluga ulasan hiicreler Tripsin ile kaldirilarak 1200 rpm’de 3
dakikada ¢oktiiriilmiistiir. Hiicreler pasajlanarak ya hiicre hatt1 devam ettirilmis ya da
%10 DMSO igeren tamamlanmis besi yeri igerisinde dondurulmustur.

5.4.2. HELA hiicrelerinde GPI-GFP ve Venus-VSVG ifadesi

Oligodendrosit hiicrelerinden dnce daha basit hiicre tipi olan HELA hiicrelerinde
GPI-GFP ile lipit sallarin1 ve Venus-VSVG ile kargo vezikiillerini isaretleyerek
tasinma mekanizmalarini inceledik. Bunun i¢cin HELA hiicreleri MBP:GPI-GFP
plazmidi veya MBP:Venus-VSVG plazmidleri ile PEI ya da lipofektamin kullanilarak
protokollere gore transfekte edilmis ve transfeksiyonun ikinci giiniinde
goriintiilenmistir.

5.4.3. Vezikiil hareketinin spinning disk mikroskobunda goriintiilenmesi ve

analizi

Goriintiileme icin Zeiss Cell Observer SD Spinning Disk Time-Lapse Konfokal
Mikroskobu kullanilmais, kargo vezikiillerinin hizli hareketinden dolay1 her 5 saniyede
1 goriintii alinmistir. Goriintiileme i¢in 20x ve 40x objektifler kullanilmistir. Canli
goriintiileme oldugu i¢in hiicreler inkiibasyon sistemi ic¢ine yerlestirilmis ve 37°C ve
%5 CO2’li ortam saglanmistir. 40x objektif kullanildigi durumlarda hiicrelerin 1s1
kaybetmemesi ic¢in objektif 1sitict kullanilarak, objektifin de 37°C’de olmasi
saglanmistir.

Her bir hiicreye ait goriintiiler, Fiji yazilimindaki TrackMate eklentisi ile her 5
saniyedeki lokasyonu isaretlenerek hiz, lokasyon, mesafe ve yonelme bilgileri elde

edilmistir. Sonuglar Boliim 6.3°de verilmistir.

5.5. Oligodendrosit Hiicrelerinde Vezikiil Hareketinin Incelenmesi

Bu tezde vezikiil hareketinin incelenmesi i¢in merkezi sinir sistemine ait fare
embriyonik kok hiicrelerinden iiretilen noral progenitor hiicreler (NPC), faktorler ile
oligodendrosit ve ndronlara farklilagtirilmis, deneylerde bu iki hiicrenin ortak kiiltiirii

kullanilmustir.
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5.5.1. Hiicreler i¢in biiyiime ortaminin hazirlanmasi

Noral progenitor hiicreler, yasamalar1 i¢in tutunacaklari bir yiizeye ihtiyag
duyarlar. Bu nedenle Once hiicrelerin biiyiitiillecegi flasklar ve goriintiileme
deneylerinin yapilacagi cam tabanli petriler Poly-L-Ornitin ve laminin ile kaplanarak
kullanima hazir hale getirilmistir. Plastik tabanli yiizeyler 6nce steril ddH2O igerisinde
%0.1’lik Poly-L-Ornitin ile bir gece bekletildikten sonra ddH2O ile iki kez yikanarak
Ix steril PBS icerisinde %1°lik laminin ile bir gece inkiibe edilmistir. Cam tabanl
yiizeyler ise ayni sekilde Poly-L-Ornitin ile kaplandiktan sonra %5’lik laminin ile
kaplanmistir. Biitiin asamalar oda sicaklifinda yapilmistir. Kaplama sonrasinda ya
direkt hiicre ekiminde kullanilmis ya da daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de
saklanmistir. -20 °C’de saklanan ylizeyler, kullanilmadan 6nce 37 °C’deki etiivde
1sitilarak kullanima hazir hale getirilmistir. Hiicre ekiminden dnce yiizeyde bulunan
laminin uzaklastirilmistir.

5.5.2. Oligodendrositlerin Kiiltiir ortaminda elde edilmesi

Oligodendrositler, NPC’lerinden kendi gelistirdigimiz protokol kullanilarak
farklilagtirilmiglardir (62). -80 °C’de saklanan NPC’ler cozdiiriilerek 25 cm?’lik
flasklarda %70-80 oraninda hiicre doluluguna ulasana kadar biiyiitiilmiistiir. NPC’lerin
biiylime ve cogalmalari i¢in 20 ng/ml EGF, 20 ng/ml bFGF, 1x N2 ve 1x B27 eklenmis
DMEM-F12 besi yeri kullanilmistir. Sagliklt NPC hiicreleri Sekil 5.5.2.1°deki gibi

goriilmektedir.
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Sekil 5.5.2.1: Cogalma asamasindaki néronal progenitor hiicrelerin gdsterimi.

Elimizdeki protokole goére miyelinleyen oligodendrosit olusumu iki haftalik bir
siire¢ gerektirmektedir (62). NPC’leri oligodendrositlere farklilastirmanin ilk
haftasinda 1x N2/B27 igeren DMEM-F12 besi yerine ilave 10 ng/ml insiilin benzeri
bliytime faktorii (Insulin-like growth factor 1 (IGF-1)) ve 10 ng/ml Trombosit kdkenli
biiyiime faktori (Platelet-derived grow factor-a (PDGF-a)) eklenmis (farklilagtirma
besi yeri, differentiation medium), besi yeri glin asir1 degistirilerek hiicrelerin geng
oligodendrositlere farklilasmasi desteklenmistir. Farklilastirma protokoliiniin ikinci
asamasinda 1x N2/B27 iceren DMEM-F12 besi yerine ilave 10 ng/ml Siliar norotrofik
faktor (Ciliary neurotrophic factor (CNTF)), 5 ng/ml Norotrofin (Neurotrophin-3
(NT3)) ve 40 ng/ml Triiodothyronine (T3) eklenmis (olgunlastirma besi yeri,
maturation medium), besi yeri gilin asir1 degistirilerek hiicrelerin  olgun
oligodendrositlere farklilasmasi desteklenmistir. Bu asamadan sonra besi yerinden
CNTF ve NT3 ¢ekilerek T3 igeren besi yeri (myelination medium) ile miyelinleyen
oligodendrosit elde edilmistir. iki haftalik farklilastirma siirecinden sonra ya hiicreler
ayn1 petride miyelinleyen oligodendrosite doniistiiriilerek kullanilmis, ya da Akkutaz
enzimi ile kaldirilarak miyelinizasyona daha uygun ortam olusmasi i¢in NPC’lerden
farklilastirilan ndron petrisine ortak kiiltiir elde etmek i¢in ekilmislerdir. Bu durumda

da Ix N2/B27 iceren DMEM-F12 besi yerine noron farklilastirmada kullanilan

42



faktorlere ek olarak yine 40 ng/ml T3 eklenerek oligodendrositlerin miyelinleyen
oligodendrosit seviyeleri desteklenmistir.

5.5.3. Noronlarn kiiltiir ortaminda elde edilmesi

NPC’lerden MSS karakterli néronlar elde edebilmek i¢in canli goriintiileme
yapmaya uygun cam tabanli petrilere ekilen NPC’ler noronlara farklilagtirmayi
saglayan faktorler ile iki hafta boyunca beslenmistir. NPC’lerin besi yeri 20 ng/ml
Glial hiicre hatt1 tiirevli norotrofik faktér (Glial cell derived neurotrophic factor
(GDNF)), 500 pg/ml siklik-AMP (cAMP) ve 0.2 uM askorbik asit (L-AA), 1x N2/B27
iceren DMEM-F12 besi yeri ile giin asir1 degistirilerek noronlara farklilagmalar
saglanmistir. 1ki haftalik farklilastirma ile elde edilen noéronlar deneylerde
oligodendrositlerle ortak kiiltiir i¢in kullanilmistir.

5.5.4. Ortak-kiiltiir sisteminin hazirlanmasi ve idamesi

ki haftalik farklilasma siireciyle elde edilen oligodendrositler incelenmek
istenen kargo vezikiilleri ya da lipit sallarna gore MBP:Venus-VSVG &
MBP:TdTomato ya da MBP:GPI-GFP & MBP:TdTomato viriis kombinasyonlar ile
farklilasmanin 10. giiniinde enfekte edildikten sonra farklilastirmayla elde edilen
noronlarin istiine ekilerek ortak kiiltiir olusturulmustur. Ortak kiiltiirler, néron
faktorleri eklenmis miyelinizasyon besi yeri ile 37 °C’de %5 CO> saglayan etiivde
saklanmistir. Hazirlanan ortak kiiltiirler Bolim 5.5.5’de anlatilan canli
goriintiilemelerde kullanilmastir.

5.5.5. Gercek zamanh vezikiil takibi

Gorilintiileme boyunca hiicrelerin 37 °C ve %5 CO2’i saglayan ortamda
bulunmalari i¢in arastirma merkezimizin biinyesinde bulunan mikroskop inkiibasyon
sistemleri kullanildi. Bu sistemler Zeiss Cell Observer SD Spinning Disk Time-Lapse
Konfokal Mikroskobu ve Zeiss LSM 780 Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu ile
kullanilmak iizere tasarlanmistir. Hiicreleri ektigimiz cam tabanli petriler,
mikroskoplarda goriintii alabilmemiz ve ayn1 zamanda hiicreleri yasatabilmemiz igin
tasarlanmis inkiibasyon sistemleri ile uyumludur.

Canli goriintiilemeler i¢in Spinning Disk Konfokal Mikroskobu kullanilmistir.
Goriintlilemelerimize 20x biiylitmeye sahip objektif ile baslanmis, genel bir fikir elde
edildikten sonra 40x objektife gegilerek canli goriintiilemelerimizin biiyiik cogunlugu

bu biiyiitmede yapilmistir. Bu biiylitmede gruplar arasinda goze c¢arpan bir fark
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gbzlemlemedigimizden boyutsal ¢oziiniirliiglimiizii arttirmak i¢in 63x objektife gectik.
Uzun siireli (mesela >1 giin) gozlemlerimizde, 15181n neden oldugu fototoksititeyi en
aza indirmek i¢in her 10 dakikada bir goriintii alinmistir. Kisa siireli (1-3 saat arasi)
gozlemlerimizde bu siire her 1-3 dakikada bire dusilrilmistir. Yaptigimiz
incelemelerde vezikiiller tahminimizden daha hizli oldugunu tespit ettikten sonra her
5 saniyede 1 kare goriintii alinarak 10 dakikalik canli goriintiilemeler yapilmistir. Hiz,
yon, mesafe gibi analizler bu goriintiilerin incelenmesi ile elde edilmistir. Sonuglar
Boliim 6.7°de verilmistir.

5.5.6. Goriintii isleme, lipitlerin, lipit sallarinin ve kargo vezikiillerinin

hareketini takip etme

Spining Disk Konfokal Mikroskobu ile ¢ekilen canli goriintiillemelerimizde her
ne kadar hiicre spesifik isaretleme yapmis olsak da, hiicre kiiltiirii ortamindan ve
hiicrelere zarar vermemek icin lazer giiciini en uygun minimum seviyede
tuttugumuzdan dolay1 baz1 videolarda arka plan kirliligi goriilmekte ve bu da bizim
takip etmek istedigimiz sinyalleri gérmemizi zorlastirmistir. Bu nedenle oncelikle
videolarda ZEN programindaki “Background Substraction” modiiliinii kullanarak arka
plan giiriiltiisii azaltilmistir (ZEN 2.3 Lite -> Processing -> Adjust -> Background
Substraction). Analizler i¢in ¢ekilen goriintiilerde lazer 15181nin fototoksisitesinden
kurtulmak i¢in SD mikroskobunun florasan modiilii tercih edilmis ve 6n kamerasi
kullanilmustir.

Bir sonraki agsamada hiicrelerde kargo vezikiillerinin, lipitlerin ve lipit sallarinin
hareketini takip edebilmek ve rotalarini ¢ikarabilmek i¢in elde edilen goriintii stackleri
Fiji (132) programi ile agilmistir. TrackMate (133) eklentisi kullanilarak incelenen
vezikiilin her bir goriintiide bulundugu noktalar (lokasyonu) hem otomatik hem
manuel olarak secilmis ve TrackMate’e kaydedilmistir (Sekil 5.5.6.1). Bu noktalarin
otomatik taninmasi i¢in vezikiil/sinyal biyiikligii kendi Ol¢iimlerimizden elde
ettigimiz ortalama deger olarak 1,5 mikron olarak sisteme tanimlanmigtir. TrackMate
eklentisi isaretlenen noktalarin yer degistirmesini, toplam aldig1 yolu, ortalama hiz gibi

bilgileri bize vermektedir. Analizlerde bu bilgiler kullanilmistir.
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Sekil 5.5.6.1: TrackMate ile yapilan vezikiil takip yontemi ornegi. Yukarida resimler 1
dakikalik araliklarla mikroskopta goriintii alinarak videosu olusturulmustur. TrackMate
eklentisi ile her bir resimdeki vezikiil, nokta olarak tanimlanabilmekte, son goriilebildigi
resme kadar nokta takip edilebilmekte ve resimler arasindaki konum fark: belirlenerek en
sonunda ne kadar yer degistirdigi bize rota olarak verilmektedir. Her bir resimdeki noktaya
farkli bir ID atanarak bilgileri kaydedilmektedir.

5.6. Miyelin Yapisinin Isaretsiz Goriintiilenmesi

5.6.1. Deney hayvanlari

Tiim cerrahi ve deneysel prosediirler, Avrupa Ekonomik Toplulugu Konseyi
Direktifi 86/609'a uygun olarak Istanbul Medipol Universitesi Deneysel Hayvan
Bakimi ve Arastirma Etik Kurulu (IMU-HADYEK) tarafindan onaylanmstir.
Calismamizda dort vahsi tip (WT) BALB/c fare ve bir FVB-Tg(Prism)1989Htz/]
(Jackson ID: 018068, Prism JD1989) fare (erkek, 2 aylik) kullanilmistir. Dort WT
hayvandan ikisi doku kesit kalinlig1 optimizasyonlar1 i¢in kullanilmistir. Korpus
kallosum hasar1 olan hayvanlar hari¢ tutulmustur. Prism JD1989 faresinde,
oligodendrositler (cerulean floresan protein (CFP)), astrositler (DsRedMax) ve
noronlar (sar1 floresan protein (YFP, niikleer ifade)) farkli floresan proteinler ifade
etmektedir. Tiim hayvanlar Medipol Universitesi Deney Hayvanlari Birimi'nde
(MEDITAM) iiretilmis ve barindirilmistir. Tiim hayvanlarin sinirsiz gidaya ve suya
erisim saglamis, 12 saat/12 saat (h) 1sik/karanlik dongiisiine maruz kalmis ve 20-24 °C
ve %40-60 nem ortaminda barindirilmstir.

5.6.2. Demiyelinizasyon hasari olusturma ve remiyelinizasyon siireci

Demiyelinizasyonu gergeklestirmek icin L-a-Lizofosfatidilkolin (Lizolesitin;
LPC) (Sigma, L1381) kullanilmistir. %2 stok c¢ozeltisi elde etmek i¢in %0.9 NaCl
i¢cinde siispanse edilmis ve alikotlanarak -20 °C'de saklanmistir. Operasyon 6ncesinde
stok soliisyonlar1 1:1 oraninda sulandirilarak %1 LPC siispansiyon elde edilmistir.
%1’lik  LPC farelerin korpus kallosumunda segilen lokal bdlgelerde
demiyelinizasyonu indiiklemek i¢in kullanilmistir (Sekil 6.8.4.1.a-b). Ketamin (100
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ng/g) ve ksilazin (10 pg/g) kokteyli ile anestezi edilen hayvanlar stereotaktik cihaza
(David Kopf Instruments, Tujunga, CA, ABD) yerlestirilmistir. %0.9 NaClI i¢inde
%1’lik LPC’den 2 pl’lik siispansiyon, Mouse Brain Atlasina gore korpus kallosumda
secilen bolgelere (koordinatlar: 0.3 mm lateral, bregma'ya gore -1.7 mm rostral,
kafatas1 kalinlig1 dahil olmak iizere beyin yilizeyine 1.7 mm derin) 120 nl/dk'lik bir akis
hiziyla mikromanipiilator (Narishige, East Meadow, NY, ABD) tarafindan tek tarafli
olarak intrakraniyal olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyon pipeti, LPC'nin difiizyonu ve
sivi geri akigin1 6nlemek i¢in 10 dakika bekletilmis ve yavasca geri ¢cekilmistir.

Demiyelinizasyonu goriintiilemek i¢cin LPC verilmesinden ii¢ giin sonra fareler
perfiize edilerek beyinleri alinmistir. Remiyelinizasyonu goézlemlemek igin fareler
LPC enjeksiyonundan sonra 21 giin boyunca postoperatif bakim almis ve perfiize
edilerek beyinleri alinmistir. Lezyon bdolgesinin karsi tarafindaki hemisfer kontrol
olarak kullanilmistir. Postoperatif bakim sirasinda, hayvanlar sinirsiz gidaya ve suya
erisim saglamis, 12 saat/12 saat 1s1k/karanlik dongiisiine maruz kalmig ve 20-24 °C ve
%40-60 nem ortaminda barindirilmistir.

5.6.3. Demiyelinizasyonun goriintiilenerek dogrulanmasi

Lizolesitin ile demiyelinizasyon modeli olusturabildigimizi gorebilmek i¢in
lizolesitin enjeksiyonu yapilmig prizma fare beyninden kesitler alinarak LSM780
Konfokal Mikroskobu ile 10x objektif ile goriintiilenmistir. Prizma farede
oligodendrosit hiicreleri gok mavisi florasan proteini ifade ettigi i¢in hem
oligodendrositler hem de oligodendrositlerin bir uzantisi olan miyelin ile sarili
aksonlarin bulundugu bolgeler gdk mavisi floresan proteiniyle isaretlenmekte,
dolayisiyla konfokal mikroskop ile goriintiilenebilmektedir (Sekil 6.8.4.1.b).
Lizolesitin ile demiyelinizasyon sonucu bu sinyallerde azalma beklenmektedir.
Dolayisiyla kendi goriintiilemelerimizde korpus kallosum bolgesindeki sinyalin biiyiik
oranda azaldigi yerler, demiyelinize olmus bdlgeler olarak kabul edilmistir (Sekil
6.8.4.1.b).

5.6.4. Ornek hazirlama

Fareler ketamin (100 pg/g) ve ksilazin (10 pg/g) kokteyli ile anestezi edilmis ve
transkardiyal olarak 4 °C'de sogutulmus 20 ml 1x tamponlu fosfat salin (1xPBS) ile
perfiize edilmis, ardindan fiksasyon icin 4 °C'de sogutulmus 20-40 ml %4
paraformaldehit (PFA) fiksatifi dolasim sisteminden gegirilerek fare dokular1 fikse
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edilmistir. Karaciger dokusunun renginin acilmasi, dolasim sisteminden kanin
uzaklastirilmasinin, fare kuyrugunun ve fare viicudunun oynatildiginda hareket
kabiliyetinin azalmasi, dolasim sisteminden fiksatifin yeterli gectiginin gostergesi
olarak kabul edilmistir. Fiksasyon sonrasinda beyin c¢ikarilarak 1 gece %4 PFA
fiksatifi icerisinde 4°C’de bekletilmis, ardindan kriyokoruyucu olmasi agisindan
%30’ luk siikroz ¢ozeltisi icerisine alinarak 4°C’de kriyostat cihazinda kesilene kadar
saklanmustir.

Beyin kesitlerinin holotomografik goriintiilemesi ve dogrudan goriintiilemesi
icin kesitler ayn1 beyinden seri beyin kesitleri olarak elde edilmistir. 4°C’de %30’ luk
stikroz ¢ozeltisi igerisinde bekletilen beyinler kriyostat cihazinda kesit alinmadan
hemen once optimal kesme sicakligi (optimal cutting temperature, O.C.T) soliisyonu
ile -20°C’de kaplanarak kesime hazir hale getirilmistir. Korpus kallosum bdlgesinin
“gdvde” olarak adlandirilan boliimiinii iceren 5 pm, 10 pm, 15 pm, 20 pm, 25 pm ve
30 um kalinliklarinda beyin kesitleri hazirlanmigtir. Holotomografi mikroskobunun
calisma mesafesine uygun numuneyi hazirlamak i¢in, beyin kesitleri No:1.5H (0.17
mm) kalinligindaki yiiksek performanshi iki lamel arasina alinmis (0107222,
Marienfeld Superior, Almanya) ve 0.09 mm kalinliginda ¢ift tarafli bant aralik (spacer)
olarak kullanilarak sandvi¢ yontemiyle iki lamel arasinda 6rnek goriintiillemeye hazir
hale getirilmistir. Refraktif indeksi (RI) 1.354 olan Sigma Fluoromount (F4680) s1vis1
lameller icerisinde kullanilarak 6rnegi kapamak i¢in kullanilmistir. Sonrasinda
hazirlanan ornekler holotomografi mikroskobu ile goriintiillemesi yapilana kadar
4°C’de yatay sekilde saklanmaistir.

5.6.5. Konfokal mikroskobu ile 6rnekleri goriintiileme ve kontrol

Prizma JD1989 faresinin beyin kesitlerinin goriintiileri, Zeiss LSM780 lazer
taramal1 konfokal mikroskobunda 20x objektif kullanilarak elde edilmistir. Beyin
kesiti biiyiik bir alan1 kapsadigindan goriintiiler bir¢ok parca halinde ve z-katmanlari
olarak alinmis, son goriintiiler bu goriintiilerin birlestirilmesi ve maksimum yogunluk
projeksiyonu ile elde edilmistir. Goriintiileri hazirlama ve analizler i¢in Zen programi
(Zeiss) ve Fiji kullanilmastir.

5.6.6. Isik mikroskobunda beyin kesitinin genel goriintiisiiniin alinmasi

Hazirlanan beyin kesitleri, faz mikroskobunda lokasyon bulma konusunda

elimizde kilavuz sablon olmasi i¢in 6nce 151k mikroskobunda faz kontrast ayarinda ya
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da genis alan ayarinda genel goriinimii cekilmistir. Gorilintiilerdeki gozle ayirt
edilebilen dokudaki bosluklar, karartilar gibi ayrintilar, faz mikroskobunda genis alan
ayarinda tomografik goriintiisiinii almak istedigimiz bolgeleri segmekte kullanilmistir

(Sekil 5.6.6.1).

Korpus
kallosum

\\ Korteks

Lgg L]

Sekil 5.6.6.1: Hazirlanan beyin kesitlerinin 151k mikroskobunda goriintiilenmesi. 3 boyutlu
faz ve floresan mikroskobunda gekilecek bolgeleri segebilmek i¢in hazirlanan beyin kesitleri
once 151k mikroskobunda goriintiilenmistir. Beyin tizerindeki spesifik yapilar (korteks,
hipotalamus, ventrikiiller gibi) ve doku lizerindeki noktalar, bosluklar, karartilar gibi kiigiik
detaylar, korpus kallosum iizerinde tomografik ¢ekim yapilan alanlar1 se¢cmek i¢in kilavuz
olarak kullanilmistir. Bu beyin kesiti 5 pm’luk WT fare beyin kesitine ait olup, kare ile
isaretli alanlar holotomografik ¢ekim yapilan alanlar1 géstermektedir.

5.6.7. Holotomografik goriintiilleme ve optimizasyonlar

Goriintilleme yapilmadan yarim saat Oncesinde Ornekler oda sicakligina
getirilmistir. Ornek 3 boyutlu nicel faz ve floresan mikroskobuna yerlestirilerek
objektif ve yogunlastirict (condenser) arasi ¢aligma araligi (working distance), ve
tomografik tarama i¢in lazer 151k yolu ayarlari/kontrolleri yapilmistir. Beyin
kesitlerinde miyelince zengin bdlge olan korpus kallosum boélgesinden en az fiig,
miyelinin daha az miktarda ya da daginik bulundugu beynin diger bolgelerinden
(korteks ve striatum gibi) birer goriis alaninin (field of view) holotomografi

mikroskobu ile goriintiilenmistir. Holotomografik goriintiileme i¢in motorlu bir gimbal
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ayna (OMG-T4A, Zaber, Kanada) ile 6zellestirilmis bir off-axis Mach Zehnder
enterferometrik mikroskobu kullanilmistir. Koherent lazer 15181 (A = 520 nm) referans
ve nesne kollar olarak iki kola ayrilmistir. Nesne kolundaki motorlu gimbal ayna, iki
4-f goriintiileme sistemi araciligryla numune diizlemine baglanmistir. 4-f sistemlerinin
son elemant olarak, yiiksek sayisal a¢iklikli mikroskop objektifi (CFI Plan Fluor 60x,
0.85 NA; Nikon Instruments Inc., ABD) genis bir tepe agisina sahip bir koni iizerinde
aydinlatma acis1 taramasi saglar. Numune sagilmasi, ayni 6zelliklere sahip baska bir
mikroskop objektifi (CFI Plan Fluor 60x, 0.85 NA; Nikon Instruments Inc., ABD)
tarafindan toplanmis ve bir tiip mercekten (=200 mm, ITL200; Thorlabs Inc.)
gectikten sonra bir CMOS kameraya (UI-3060CP-M-GL, IDS Imaging, Almanya)
goriintiilenmistir. Her tomografik alim i¢in, farkli aydinlatma yonlerinden 45 saniye
icinde numunenin 100 off-axis holografik goriintiisii elde edilmistir. Her off-axis
hologramdan, 2D karmasik alan elde edilmistir. Elde edilen sagilma alanlari, Rytov
Yaklagimi yoluyla 3D kirilma indeksi dagilimini yeniden olusturmak i¢in 3D Fourier
alaninda sentezlenmistir (114). Ilk goriintii isleme ve ham verilerin yeniden
eslemesinden sonra, islenen goriintiiler niteliksel ve/veya niceliksel olarak analiz
edilmistir.

5.6.8. Optimal kesit kalinhiginin belirlenmesi

Nicel faz mikroskobu ile miyelinin katmanli yapisinin 15181 farkli kirmasindan
yararlanarak miyelini isaretsiz goriintiileyebilmek i¢in Oncelikle farkli doku
kalinliklarin1 deneyerek miyelinin en iyi gorintiileyebildigimiz kesit kalinligi
belirlenmistir. Bunun i¢in WT fareden 5 pm, 10 um, 15 pm, 20 pm, 25 pm ve 30 um
kalinliklarindaki beyin doku kesitleri yukarida anlatilan yontemlerle hazirlanmistir.

S um, 10 pm, 15 pm, 20 pm, 25 pm ve 30 um olmak {izere alt1 farki doku
kalinligindaki orneklerde miyelin goriintiiledikten sonra goriintiiler nitel olarak
karsilagtirilarak miyelinin daha iyi ve net goriindiigii doku kalinligt 5 um olarak
belirlenmistir. Sonuclar Boliim 6.8.1°de verilmistir. Ileri ki asamalarda bu kalinliktaki
ornekler goriintiileme i¢in kullanilmistir.

Beyin kesitlerinde miyelince zengin bolge olan korpus kallosum bolgesinden en
az li¢, miyelinin daha az miktarda ya da daginik bulundugu beynin diger bolgelerinden
(korteks ve striatum gibi) birer goriis alani (field of view) holotomografik goriintiileme

ile goriintiilenmistir.

49



5.6.9. Niceliksel analiz ve ge-ratio hesaplamalan

MATLAB ile islenmis goriintiiler Fiji programinda niceliksel miyelin analizi
icin her holotomografik goriintiideki miyelin-akson-miyelin profilleri iizerine diiz
cizgi cekilerek kirilma indeksi ve mesafe bilgileri grafik olarak olusturulmustur. Bu
grafikler iizerindeki hesaplama yapmak istedigimiz noktalardaki bilgileri ¢ekebilecek
MATLAB kodlar1 yazilarak goriintii isleme ve hesaplamalar yapilmistir. Yari
maksimumdaki tam genislikte (FWHM) genislik (Wr) ve Nmax1 ile nmax> arasindaki
mesafe (wp) MATLAB'da yazilan kod ile hesaplanmistir. Maksimum kirilma
indeksleri (Nmax1, Nmax2), Wr ve wp degerleri ge-ratio hesaplamasinda kullanilmistir.
Kwon ve arkadaglarinin dl¢limlerinin senaryomuza uygulanmasiyla, miyelin kalinlig1
ve ge-ratio hesaplanmasi i¢in asagidaki formiilasyonlar olusturulmustur (116). de ve
De, sirasiyla iyi bilinen ge-ratio=d/D formiiliindeki d (akson ¢api) ve D (miyelinli
aksonun dis ¢api) i¢in hesaplanan degerlerdir. Kriter (c) hesaplamasi i¢in maksimum
kirilma indekslerinin ortalamasi ( M4, ) kullanilmistir, bu da ortalama nmax'a gore
tahmini miyelin kalinhigmni (t;,e) temsil eder (Denklemler 1-3). o, B, g ve z,
goriintiileme sistemi parametrelerine bagli olarak degerleri degisen katsayilardir.
Holotomografi sistemi i¢in bu katsayilar ampirik olarak o = 209.5, B = 286.7, g =36

ve z = 34 olarak hesaplanmustir.

Nmax = (nmaxl + nmaxz)/2 (1)
C:a'nmax_ﬂ (2)
tyelin =V " €+ ¢ (3)

Do =2W; — wpand d, = D, — tmyeiin  forc <18 (4)

ge —ratio = de/De{De = W, + 275 and d, = wy — 235 forc>18 (5)

WT fare korpus kallosum bolgesinden inceledigimiz 164 profilden 160'1 ge-ratio
hesaplama yoOntemimizin dogrulanmasi i¢in kullanilmigtir. Remiyelinizasyon
gergeklestikten sonra olusan miyelini gostermek i¢in ve ge-ratio hesaplama
yontemimizin  her kosulda islevsel oldugunu gosterebilmek amaciyla,
remiyelinizasyon profillerinden 94 profilden 93'ii ve kontrol grubundan tiim 91 profil

calismaya dahil edilmistir. Bir aksonun miyelinli olarak sayilmasi i¢in, aksonu
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cevreleyen en az bir miyelin tabakasi olmasi gerekmektedir. Miyelin tabakalarini

temsil eden kriter olarak, kriter<l olan veri noktalar1 ¢alismadan ¢ikarilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. MBP:GPI-GFP ve MBP:Venus-VSVG Plazmidlerinin Klonlama ile
Elde Edilmesi

6.1.1. MBP:GPI-GFP plazmidinin elde edilmesi

Miyelinleme asamasindaki oligodendrositlerde GPI-GFP sekansinin ifade
edilmesini amacladigimiz icin GPI-GFP sekansi, MBP promotorii altina Bolim
5.2.1.2°de anlatildig1 sekilde klonlanmistir. Elde edilen plazmit haritas1 Sekil
6.1.1.1°de gosterilmistir. Boylelikle ayn1 zamanda MBP:GPI-GFP lentiviriisti
tiretiminde kullanabilecegimiz plazmit elde edilmistir. Eklenen sekans PZR
reaksiyonu ile ¢ogaltildig: i¢in herhangi bir mutasyon ihtimaline kars1 dogrulama ve

sekanslama asamalarindan gegirilmistir.
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Sekil 6.1.1.1: Klonlama ile elde edilen pMBP:GPI-GFP plazmidinin gosterimi. Sar1 renkli
kistm MBP promotoriinii, yesil ile vurgulanan kisim GPI-GFP sekansini gostermektedir.
GPI-GFP sekanst SgslI ve Mssl kesim bolgelerinden MBP promotériinii iceren lentiviral
vektore klonlanmistir. Sonucgta 10.744 bp uzunlugunda plazmid elde edilmistir. Bu plazmid,
¢ogaltma ve sekanslama ile dogrulama sonrasinda {iiretilen lentiviriis pargaciklar ile
oligodendrosit hiicrelerinde GPI-GFP ifadesi i¢in kullanilmistir.

6.1.2. MBP:Venus-VSVG plazmidinin klonlama ile elde edilmesi

Miyelinleme asamasindaki oligodendrositlerde Venus-VSVG sekansinin ifade
edilmesini amacladigimiz i¢in Venus-VSVG sekansi, MBP promotorii altina Bolim
5.2.1.3’de anlatildig1 sekilde klonlanmistir. Elde edilen plazmit haritas1 Sekil
6.1.2.1°de gosterilmistir. Boylelikle ayn1 zamanda MBP:Venus-VSVG lentiviriisii
tretiminde kullanabilece§imiz plazmit elde edilmistir. Eklenen sekans PZR

reaksiyonu ile ¢ogaltildig1 i¢in herhangi bir mutasyon ihtimaline kars1 dogrulama

asamalarindan gecirilmistir.
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Sekil 6.1.2.1: Klonlama ile elde edilen MBP:Venus-VSVG plazmidinin gdsterimi. Sari
renkli kisstm MBP promotoriinii, kirmiz1 ile vurgulanan kisim VSVG sekansini, yesil ile
vurgulanan kisim mVenus sekansini gostermektedir. Venus-VSVG sekanst Sgsl ve Mssl
kesim bodlgelerinden MBP promotoriinii igeren lentiviral vektore klonlanmistir. Sonugta
12.131 bp uzunlugunda plazmid elde edilmistir. Bu plazmid, ¢ogaltma ve sekanslama
sonrasinda oligodendrosit hiicrelerinde Venus-VSVG ifadesi ile kargo vezikiillerini takip

etmek i¢in kullanilmistir.

6.2. MBP:GPI-GFP ve MBP:Venus-VSVG Plazmidlerinin Dogrulanmasi
6.2.1. MBP:GPI-GFP plazmidinin Kkesim enzimleri ve PZR ile

dogrulanmasi

Ligasyon islemi ve bakterilere transformasyon sonrasinda iiretilen MBP:GPI-
GFP plazmitini dogrulama i¢in amfisilinli besi yerinde biiyliyen bakteri kolonileri
arasindan segilen 9 koloni tekrar amfisilin bulunan LB igerisinde biiyiitiilmiistiir ve her

koloniden plazmit izolasyonu yapilmustir. ilk olarak, Xhol ve Ndel enzimleri ile
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kesilerek plazmidlerin dogrulugu test edilmistir (Sekil 6.2.1.1.a). Beklenen bant
uzunluklarin1 veren G3, G4, G6 ve G9 kodlu plazmitler, GPI-GFP bdlgesinin
bulundugunun bir kez daha dogrulanmasi i¢in se¢ilmistir. Bu dort plazmitte bulunmasi
beklenen GPI-GFP bélgesinin klonlama asamasinda kullanilan primerler ile (Tablo
5.2.1.2.1) yeniden PZR reaksiyonu gergeklestirilmis ve eklenen bolgenin varligi
dogrulanmistir (Sekil 6.2.1.1.b). Bu asamaya kadar olan islemlerde herhangi bir
mutasyon eklenip eklenmediginin kontrol edilmesi amaciyla DNA sekanslamasi i¢in

G4, G6 ve G9 plazmitleri sekanslamaya gonderilmistir.

CHl kb M Gl G2 G3 G4 G6 G7 G8 G9 G10

« 4N
] 1.1 M
o |

G3 G4 G6 G9

Sekil 6.2.1.1: Klonlama ile elde edilen MBP:GPI-GFP plazmidinin dogrulanmasi. a. G1-G10
numarali kolonilerden elde edilen MBP:GPI-GFP plazmidlerinin Xhol ve Ndel enzimleri ile
kesilerek dogrulanmasi. MBP:GPI-GFP plazmid toplam uzunlugu: 10,753 bp; Xhol ve Ndel
enzimleri ile kestikten sonra goriilmesi beklenen bant uzunluklari: 5932 bp ve 4812 bp. b.
G3-G4-G6 ve G9 plazmidlerinin PCR ile dogrulanmasi. GPI-GFP PZR iiriiniinii beklenen
uzunlugu: 953 bp. M: Marker.

6.2.2. MBP:GPI-GFP plazmidinin sekanslama ile kontrolii

PZR reaksiyonu ile kesim uglar1 eklenerek ¢ogaltilan 953 bp uzunlugundaki
GPI-GFP pargasi, olas1t mutasyonlar1 tespit edebilmek i¢in sekanslanmistir. Tek yonlii
bir sekanslama reaksiyonu yaklagik 800-1000 bp’lik bir bolgeyi kapsadigindan

klonlanan bolgenin 100 bp kadar disindan tasarlanan forward ve reverse iki farkl
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primer, sekanslamak istedigimiz bdlgeyi kapsamistir (Tablo 5.2.2.3.1, ortak
primerler). Sekanslama sonucuna drnek olarak

Sekil 6.2.2.1°de goriilebilir. Yapilan sekanslama sonucunda G4 numarali
plazmidde herhangi bir mutasyona rastlanmamis, lentiviriis iiretimi i¢in bu plazmid
kullanilmistir. G6 numarali MBP:GPI-GFP plazmid klonunda klonlama yapilan GPI-
GFP bolgesinde toplam olarak {i¢ mutasyon gozlenmistir. Bunlardan iki tanesi amino
asid degisikligine neden olmaktadir. G4 ve G9 plazmidlerinde GPI-GFP bélgesinde
mutasyon goézlenmemistir. Lentiviriis tiretimine G4 plazmidi ile devam edilirken G9

plazmidi yedekte saklanmustir.
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a.

Autogenerated sub Part - Unknown ©
Tcﬁ.ﬂﬂTﬁCGACGAGCTTG‘QACCATGCAAGA!CﬂCCCCJﬁAﬂCA‘ETTCCCGA
4455

.....

o dec £ 2 AVAV.@
((((((((((((((((((((((((( CAAGACCCCACAGCAGCT ccss ReCTCoR
G4 MBG-GPI__[18010340]MBP-GPI-GFPSeqForw _ ED | o

HWP-s0 3!
530 535 0 S0 SM5  53% 5355 530 5365
E) N 6 6 b 4 5 L A v Q N T s W L L l l l. S L S

CTTACCGCCGTAT
G4-MBG-GPI_[18010341 JMBP-
Atogenerated sub Part « Uninown ©

G4-MBG-GPI__[18010341)MBP-GPI-GFPSeqRev__E07... ~ | B

Sekil 6.2.2.1: Uretilen MBP:GPI-GFP plazmidinin 5’-ucu (a) ve 3’-ucuna (b) ait klonlama
bolgesinin sekanslama sonuglari. DNA sekansinda sari ile vurgulanan alan MBP promotor
dizisine, yesil ile vurgulanan alan GPI-GFP proteinin DNA dizisine, gri ile gosterilen alan
baglantt DNA bolgesine aittir. Kirmizi diiz ¢izgi ile gosterilen karelerde klonlama igin
kullanilan SgsI (a) ve Mssl (b) enzimlerin kestigi ve tekrar yapistirildigi bolgeler
gorilmektedir. GPI-GFP’nin baslangigc (a) ve bitis (b) kodonlari kesikli c¢izgi ile
gosterilmistir.
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6.2.3. MBP:Venus-VSVG plazmidinin kesim enzimleri ve PZR ile
dogrulanmasi

Secilen 10 koloniden izole edilen plazmidler, Venus-VSVG sekansiin varligini
tespit edebilmek amaciyla once bolgeyi ¢ogaltmak icin kullandigimiz primerler ile
PZR yapilmistir. Klonlanan Venus-VSVG sekansi 2346 bp uzunlugundadir. V2, V3,
V4, V9 ve V10 numarali plazmid klonlarinda beklenen yerde bant goriilmiis, Venus-
VSVG sekansi varligin dogrulanmistir (Sekil 6.2.3.1.a).

Bu klonlardan V2, V3, V4 ve V9 numarali olanlar ana vektorii dogrulamak ve
DNA kalitesini gorebilmek i¢in EcoRI enzimi ile kesilmistir (Sekil 6.2.3.1.b).
Beklenen bant uzunluklarimi gordiigiimiiz V2, V3 ve V9 plazmid klonlar1 mutasyon

kontrolii i¢in sekanslamaya gonderilmistir.

Vi V4 V5 Ve V7 V8 V9 V10

Sekil 6.2.3.1: Klonlama ile elde edilen MBP:Venus-VSVG plazmidinin dogrulanmasi. a.
V1-V10 numarali kolonilerden elde edilen plazmidlerin PZR ile dogrulanmasi. Venus-VSVG
PZR iiriiniinii beklenen uzunlugu: 2346 bp. b. V2, V3, V4, V9 plazmidlerinin EcoRI enzimi
ile kesilerek dogrulanmasi. MBP:Venus-VSVG plazmid toplam uzunlugu: 12,131 bp; EcoRI
enzimi ile kestikten sonra goriilmesi beklenen bant uzunluklari: 10650 bp ve 1481 bp. M:
Marker.
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6.2.4. MBP:Venus-VSVG plazmidinin sekanslama ile kontrolii

PZR reaksiyonu ile c¢ogaltilan 2346 bp uzunlugundaki Venus-VSVG
parcasindaki olas1 mutasyonlar1 tespit edebilmek i¢in klonlama sonrasi elde edilen V2,
V3 ve V9 plazmid klonlarn sekanslanmistir. Tek yonlii bir sekanslama reaksiyonu
yaklasik 800-1000 bp’lik bir bolgeyi kapsadigindan klonlanan boélgenin tliimiinii
kapsayabilmek adina 100 bp kadar disindan tasarlanan forward ve reverse primerlerine
ek olarak dizinin iginden ikiser forward ve ikiser reverse primerleri tasarlanmus,
primerler Tablo 5.2.2.3.1°de verilmistir. Sekanslama sonucuna ornek olarak Sekil
6.2.2.1’de goriilebilir. Yapilan sekanslama sonucunda V9 numarali plazmidde
herhangi bir mutasyona rastlanmamis, MBP:Venus-VSVG lentiviriisii iiretimi i¢in bu
plazmid kullanilmistir.

MBP:Venus-VSVG plazmidinin V2, V3, V9 klonlarinda {i¢iinde de protein
kodlayan bolge i¢inde ATG baslangic kodonundan sonraki 150’inci (4656 no’lu)
bazda G’den T’ye bir mutasyon gdzlenmistir. Bu mutasyon Lys amino asidinin Asp
amino asidine doniismesine neden olmaktadir. Her {i¢ plazmidde de gozlendigi igin
bunun orijinal olarak gelen plazmidde oldugu kabul edilmistir. V2 plazmidinin protein
kodlayan bolgesinde yukarida bahsi gecen ortak mutasyon diginda ii¢ tane mutasyon
gbzlenmistir. Bunlarin iki tanesi kodlanan amino asidin degismesine yol agmaktadir.
V3 plazmidinin protein kodlayan bolgesinde ortak mutasyon disinda ii¢ tane mutasyon
gozlenmistir. Bunlarin hepsi kodlanan amino asidin degismesine yol agmaktadir. V9
plazmidinde ise ortak mutasyon disinda bir tane VSVG ve Venus proteinlerinin
baglant1 bdlgesinde Ala amino asidini Val amino asidine ¢eviren mutasyon
gozlenmistir. Hem bu iki amino asidin yapisinin benzer olmast hem de VSVG veya
Venus proteinlerinde olmayip sadece baglant1 bolgesinde bulunmasi nedeniyle bu
mutasyonun bir sonu¢ dogurmayacagi diisiiniilmiistiir. Son olarak V9 plazmidinde bir

tane kodlanan amino asidi degistirmeyen baz degisimi gézlenmistir.
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a.

Autogenerated sub Part + Unimown ©

TCAGAGTCCGACGAGCTTCAGACCATCCAAGAAGACCCCACAGCAGCTTCCGGA
4,405 441 4815 4,42 4425 44 4435 44 a5 445 4455

WMl nuhdm lm“ uhmnumu

GGETTGCTCTTCGCGCTAGTGTACCAGGACGACCTCAAGCACT GCGG(GG(CC AGT GIGAGCCGTA(CTGCTCGACAT
MP9- MEPPVVSVG __[18011075)6-MBP-PVSeqR3_F0... ~ | @

A AL )
GTTCATTTCGCCGGCE CAAATTTGGACCTTTTTGTAE(TCGTTAGTETTEATCGTTATGTEAGTC(

MP9-MBR-R\-VEVG__[18011075])6-M — * 0

Sekil 6.2.4.1: Uretilen MBP:Venus-VSVG plazmidinin 5’-ucu (a) ve 3’-ucuna (b) ait
klonlama bolgesinin sekanslama sonuglart. DNA sekansinda sar1 ile vurgulanan alan MBP
promotor dizisine, kirmizi ile vurgulanan alan Venus-VSVG proteinin DNA dizisine, gri ile
gosterilen alan baglanti DNA bdolgesine aittir. Kirmizi diiz ¢izgi ile gosterilen karelerde
klonlama i¢in kullanilan SgsI (a) ve Mssl (b) enzimlerin kestigi ve tekrar yapistirildigi
bolgeler goriilmektedir. Venus-VSVG’nin baglangic¢ (a) ve bitis (b) kodonlar1 kesikli ¢izgi
ile gosterilmistir.
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6.3. HELA Hiicre Hattinda Vezikiil Tasinimimnin Incelenmesi

6.3.1. Duragan noktalarin tespiti icin hiicresel hareket hizinin belirlenmesi

Klonlamada kullandigimiz CAG:GPI-GFP ve CMV:Venus-VSVG plazmidleri
ile vezikiil takibi once oligodendrosit hiicreleri gibi karmasik yapida olmayan ve
liretimi, biiylitmesi daha kolay ve hizli olan HELA hiicrelerinde incelenmistir.
Plazmidler bu hiicrelere PEI ile verilmis ve transfeksiyondan iki giin sonra mikroskop
goriintiilemesi yapilmistir. HELA hiicrelerindeki vezikiil takibi, Bolim 5.5.6’da
anlatildigr ve Sekil 5.5.6.1’de gosterildigi sekilde, goriintiileme siiresi boyunca
araliklarla alinan goriintiiler izerinde tespit edilen vezikiil lokasyonlarinin incelenmesi
ile yapilmistir. Her bir goriintiideki vezikiil lokasyonlar1 degismekte ya da sabit
kalmakta olup, programin bu lokasyonlar1 kaydetmesi ve mesafe bilgisini ¢ikarmasi
ile vezikiil hareketine dair bilgiler elde edilmistir. Takip etmek istedigimiz kargo
vezikiillerinin ger¢ek hareketinin tespit edilebilmesi ve duragan kabul edecegimiz
noktalar i¢in bir limit (treshold) belirlemek amaciyla dnce hiicrenin olagan hareketi
tespit edilmistir. HELA hiicresi iizerinde farkli noktalar secilerek takip eden {li¢ goriintii
boyunca noktalarin takibi yapilmis ve hizlar1 ¢ikarilmistir. Hizlarin dagilimina bakarak
0.02 mikron/sn treshold noktasi olarak kabul edilmis, bu hizin altindaki noktalar

duragan, bu hizin {izerindeki noktalar ise hareketli olarak kabul edilmistir.

b Velocity Dist. Graph GPI -Stable Points Velocity

Sekil 6.3.1.1: HELA hiicrelerinde hiicresel hareketin tespit edilmesi. Hiicrenin farkl
bolgelerinden isaretlenen noktalar takip eden ii¢ goriintii boyunca takip edilerek hiicrenin
bazal hareketi ¢ikarilmigtir ve bunun i¢in limit (treshold) 0.02 mikron/sn kabul edilmistir.
Bu limit altindaki hiza sahip noktalar duragan kabul edilmistir.
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6.3.2. HELA hiicre hattinda GPI-GFP isaretli lipid sallar1 bulunan
vezikiillerin hareketinin incelenmesi
HELA hiicrelerinde yesil florasan ifadesi ile isaretlenmis lipid sallarini tagiyan
kargo vezikiilleri her bir goriintiide tek tek isaretlenerek vezikiil hareketlerinin takibi
ve analizleri yapilmigtir. Bu goriintiilerde vezikiillerin bulundugu noktalar yer
degistirme olarak alinmis ve hiz hesaplamalar1 yapilmistir. Bu grupta toplamda 23
vezikiiliin rota takibi yapilmis, toplamda 564 nokta isaretlenmistir. Bu vezikiillerin
hizli ve yavas hareket ettigi, ya da durdugu noktalarin dagilimi yiizde olarak Sekil
6.3.2.1°de, her hiz aralig1 grubundaki sayisal nokta dagilimlar1 ise Tablo 6.3.2.1°de

verilmigtir.

HELA Hiicrelerinde GPI-GFP isaretli Vezikiillerin

Hiz Dagilim Histogrami %

50.00 1 45.92

45.00 4
40.00
35.00 A
30.00 A

25.00 1 20.74

Yiizde (%)

19.15

20.00 -
15.00 1 11.70
10.00 -
5.00 - 2.48
1
x<=0.02 0.02<x<=0.06 0.06<x<=0.1 0.1<x<=0.2 0.2<x<=0.6

0.00

Hiz aralik gruplan

Sekil 6.3.2.1: Hela hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli vezikiillerin hizlarinin yiizdesel
dagilim grafigi. Bu grupta duragandan farkli olarak yavas hareketle hareket eden noktalarin
orant %45.92 olarak goriilmektedir ve en yiiksek sayida noktay1 barindirmaktadir.
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Tablo 6.3.2.1: Hela hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli vezikiillerin sayisal hiz
dagilimlari.

Nokta Sayist Yiizde (%)

GPL.GEP Hiz Arahk Grgplarl

(mikron/saniye)

Duragan x<=0.02 108 19.15
0.02<x<=0.06 259 45.92
0.06<x<=0.1 117 20.74

Hareketh
0.1<x<=0.2 66 11.7
0.2<x<=0.6 14 248
Toplam: 564 100

Sekil 6.3.2.1 ve Tablo 6.3.2.1 incelendiginde, takip edilen toplan 23 vezikiil
rotasinda bulunan 564 noktadan 108’inin (%19.15) duragan kabul ettigimiz sinir olan
0.02 mikron/sn’ye esit veya kii¢iik oldugu goriilmektedir. Yavas hareketli kabul
ettigimiz 0.1 mikron/sn’ye kadar olan gruplarda 376 nokta tespit edilmis olup, toplam
noktalarin % 66.66’s1n1 olusturmaktadir.

Mikroskopta ¢ektigimiz goriintiileri inceledigimizde bir vezikiiliin hareket rotasi
boyunca siirekli hareketli oldugu ya da siirekli duragan oldugu goriilmemektedir.
Ornek olarak, vezikiil hareketine basladiginda, bir miktar ilerleyip, bir miktar yavas
hareketle devam ettigi, durdugu, baz1 durumlarda geri hareket ettigi, ya da birdenbire
cok hizli hareket ettigi gozlemlenmistir. Bunu goriiniir kilabilmek adina, her bir
vezikiiliin hareketi boyunca gostermis oldugu hizlar Sekil 6.3.2.2°de gdosterilmistir.
Burada da goriildiigii iizere, 1., 3. ve 5. vezikiil gibi baz1 vezikiillerin ¢ok hizli hareket
ettigi zamanlar olmustur. 21., 22., 23. vezikiil gibi baz1 vezikiillerin ¢ogunluk

hareketinin 0.1 mikron/sn’nin altinda, yavas hareketle tamamlandig1 goriilmektedir.

63



ejiAes |nyi1zaA uajipa dije]

€ ¢ 12 0C 6L 8L Lk 9L SV ¥L €L 2L LL O 6 8 L 9 S ¥ €
i 1 1 i 1 g1 1 . B £ £ 2 1 1

0Z'0-
=81°0"
=91°0-
=11°0-
=Z1'0-
=0L°0-
~80°0-
=90°0-
=10°'0"
=20°'0"

D AT TY |°°.°

iwjibeq ziH Jijuy
uninyizaA Jig J2H 13a1es| d49-1d9 usaua|adu| SpuLId|aIdNH e[dH

=20°0
- 70°0
~90°0
~280°0
=010
=210
=710
=91°0
810
=020
=220
=vC0
=92°0
~8¢°0
~=0€°0
~2€'0
=€'0
=9¢°'0
=8€°0
010
=20
=¥'0
~=9%°'0
=370
=050

(aAiuesjuoaqiw) ziIH

Sekil 6.3.2.2: HELA hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli her bir vezikiiliin anlik hiz

dagilimi
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Burada 6nemli diger bir husus ise, vezikiillerin takip boyunca baska vezikiil
toplulugunun i¢ine girmesi ya da membrana yakinlagsmasi dolayisiyla takibinin
sonlanmasi  sebebiyle vezikiillerin incelenen goOriinti sayilarnn  degisiklik
gostermektedir. Bu nedenle Sekil 6.3.2.2 incelendiginde bazi vezikiillerde izlenen
daha az nokta, bazilarinda daha fazla nokta goriilmektedir.

Bir vezikiiliin hareketi boyunca, siirekli hareket halinde mi, yoksa duragan
oldugu zamanlar varsa hareketinin ne kadarin1 duragan gecirdigini anlamak i¢in bir
vezikiil hizlar1 arasindan 0.02 mikron/sn ve altindaki hizlar1 ¢ikararak hareketli
noktalar hiz ortalamasi ¢ikarilip vezikiilin hiz ortalamasiyla karsilastirilmistir.
Hareketli noktalar ortalamasi ve total hiz ortalamasi ne kadar birbirine yakin ise, bu
vezikiil hareketi boyunca daha az duragan hareket gostermis demektir. Birbirine ne
kadar uzak iseler, vezikiiliin hareketi boyunca daha ¢ok durdugu anlamina
gelmektedir. Eger iist {iste denk geliyorsa, hareketi boyunca hi¢ duragan olmamis
demektir. Sekil 6.3.2.3’te gorildiigii gibi, 3 ya da 13. vezikiillerin bir miktar durdugu,
9., 10., 15, 16., ya da 19. vezikiillerin rotalar1 boyunca siirekli hareketli olduklari

goriilmektedir.

GPI Hareketli Noktalar vs Tum Noktalar Hiz Ortalamalari Karsilastirmasi

Hizlar (m
© o
o o
A O
<]
o0
e 0
° (-]
o0
[ -]
o0
o0

0 5 10 15 20 25
Takip edilen vezikiil sayilari

e Tim Noktalar Hiz Ort. Hareketli Noktalar Hiz Ort.

Sekil 6.3.2.3: HELA hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli her bir vezikiiliin toplam
ortalama hiz ve hareketli oldugu hizlarin karsilastirilmasi.
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6.3.3. HELA hiicre hattinda Venus-VSVG isaretli vezikiillerin hareketinin
incelenmesi
HELA hiicrelerinde Venus florasan ifadesi ile isaretlenmis kargo vezikiilleri her
bir goriintiide tek tek isaretlenerek vezikiil hareketlerinin takibi ve analizleri
yapilmigtir. Bu goriintiilerde vezikiillerin bulundugu noktalar yer degistirme olarak
alinmis ve hiz hesaplamalar1 yapilmistir. Bu grupta toplamda 52 vezikiiliin rota takibi
yapilmis, toplamda 1122 nokta isaretlenmistir. Bu vezikiillerin hizli ve yavas hareket
ettigi, ya da durdugu noktalarin dagilimi ytizde olarak Sekil 6.3.3.1°de, her hiz aralig1

grubundaki sayisal nokta dagilimlari ise Tablo 6.3.3.1°de verilmistir.

Hela Hiicrelerinde Venus-VSVG isaretli Vezikiillerin

Hiz Dagilim Histogrami %
50.00 -
45.00 4
40.00 4 37.88
35.00 4

30.00 - 29.50

Yuzde %

25.00 4

20.00
15.00 14.35 13.37

10.00 A
4.90

5.00 - I—‘

0.00
x<=0.02 0.02<x<=0.06 0.06<x<=0.1 0.1<x<=0.2 0.2<x<=0.6

Hiz aralik gruplari

Sekil 6.3.3.1: HELA hiicrelerinde Venus-VSVG isaretli vezikiillerin hiz dagilim histogramau.

Sekil 6.3.3.1°teki bu dagilima gore, Venus-VSVG isaretli vezikiillerin duragan
oldugu noktalar %29.5 oraninda goriilmiistiir. 0.02 p/sn’nin iizerinde olan hareketli
kabul edilen noktalarin orani ise toplamda %70.5 ve yavas hareketli grup %37.88
oranindadir. Hareketli noktalar arasinda VSVG grubunda 0.2-0.6 p/sn araliginda en
hareketli noktalarin oran1 %4.9’dur. Bu hiz araliklarinda bulunan nokta sayilar1 Tablo

6.3.3.1’te verilmistir.
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Tablo 6.3.3.1: Hela hiicrelerinde incelenen Venus-VSVG isaretli vezikiillerin sahip oldugu
hizlara gore gruplara dagilimi.

Nokta Sayisi Yiizde (%)
Venus-VSVG Hiz Arallk Grgplarl
(mikron/saniye)
Duragan x<=0.02 331 29.5
0.02<x<=0.06 425 37.88
0.06<x<=0.1 161 14.35
Hareketli
0.1<x<=0.2 150 13.37
0.2<x<=0.6 55 4.9
Toplam: 1122 100

Vezikiil hareketi boyunca ne kadar hizli, ne kadar yavas ve ne kadar duragan
oldugunu gostermek amaciyla her bir vezikiildeki hareket dagilimi incelenmistir. Sekil
6.3.3.2’de goriildiigii iizere, baz1 vezikiillerin ¢ok hizli hareket ettigi zamanlar
olmustur. Dagilimin geneline bakildig1 zaman bazi vezikiillerin cogunluk hareketinin

0.6/0.8 mikron/sn’nin altinda, yavas hareketle tamamlandig1 goriilmektedir.
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Sekil 6.3.3.2: HELA hiicrelerinde incelenen Venus-VSVG isaretli her bir vezikiiliin anlik

hiz dagilimi
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Bu grupta da bir vezikiiliin hareketi boyunca, siirekli hareket halinde mi, yoksa
duragan oldugu zamanlar varsa hareketinin ne kadarin1 duragan gegirdigini anlamak
i¢in bir vezikiil hizlar1 arasindan 0.02 mikron/sn ve altindaki hizlar1 ¢ikararak hareketli
noktalar hiz ortalamasi c¢ikarilip vezikiiliin hiz ortalamasiyla karsilastirilmistir.
Hareketli noktalar ortalamasi ve total hiz ortalamasi ne kadar birbirine yakin ise, bu
vezikiil hareketi boyunca daha az duragan hareket gostermis demektir. Birbirine ne
kadar uzak iseler, vezikiiliin hareketi boyunca daha c¢ok durdugu anlamina
gelmektedir. Eger iist iiste denk geliyorsa, hareketi boyunca hi¢ duragan olmamis
demektir. Sekil 6.3.3.3’te goriildiigl gibi, 3 ya da 13. vezikiillerin bir miktar durdugu,
16., 34., 35. ya da 50. vezikiillerin rotalar1 boyunca siirekli hareketli olduklar
goriilmektedir. 8. vezikiil gibi, hareket boyunca durmanin en az oldugu vezikiiller

goriilmektedir.

VSVG Hareketli Noktalar vs Tum Noktalar Hiz Ortalamalari
Karsilastirmasi

[ Je)

0.140

Hizlar (mikron/saniye)

0.040 | © ©

Takip edilen vezikiil sayilari

e Tim Noktalar Hiz Ort.  Hareketli Noktalar Hiz Ort.

Sekil 6.3.3.3: HELA hiicrelerinde incelenen Venus-VSVG isaretli her bir vezikiiliin toplam
ortalama hiz ve hareketli oldugu hizlarin karsilastirilmasi.
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6.4. Uretilen Lentiviriislerin Hiicrelerde Test Edilmesi

Uretilen lentiviriisler oligodendrositlere verilerek oligodendrosit spesifik
promotor altinda istedigimiz proteinlerin oligodendrositlerde iiretilip tiretilmedigi test
edilmistir. Bunun i¢in Boliim 5.5.2°de anlatilan yontemle olgun oligodendrositler elde
edildikten sonra oligodendrositlere ii¢ giin araliklarla MBP:TdTomato ve MBP:GPI-
GFP viriisiit veya MBP:TdTomato ve MBP:Venus-VSVG lentiviriisleri verilmistir.
GPI-GFP ile isaretlenen lipid sallarinin ve Venus-VSVG ile isaretlenen kargo
vezikiillerinin oligodendrosit hiicre i¢indeki hareketini ve membranla ilgili olabilecek
iligkisini anlayabilmek icin, oligodendrosit hiicresinin hatlarinin belirlenmesi ve
membranin isaretlenmesi amaciyla membrana yonelme sekansi tagtyan LckN sekansi

bagli TdTomato proteinin membrana yonelmesi ile saglanmistir.

Urettigimiz ~ MBP:GPI-GFP  ve =~ MBP:Venus-VSVG  viriislerinin
oligodendrositleri enfekte ettigini dogrulamak amaciyla, MBP promotorii sadece
olgun-miyelin lireten oligodendrositlerde aktif olacagi icin MBP:TdTomato viriisii ile
enfekte ettigimizde oligodendrositlerde ifade edilen TdTomato floresan proteininden
aldigimiz sinyal ile GFP ve Venus sinyallerinin tespit edildigi hiicreler incelenmistir.
Spinning Disk Konfokal mikroskobu ile ¢ektigimiz goriintiilerde MBP:GPI-GFP ve
MBP:Venus-VSVG viriislerinin oligodendrositleri dogru bir sekilde enfekte ettigini,
GFP sinyali sayesinde GPI proteinin ve Venus sinyali sayesinde VSVG proteinin
oligodendrositlerde iiretildigi gozlemlenmistir. MBP’ye bagli olarak TdTomato iireten
oligodendrositlerde ~ bu  sinyalleri ~ gérmemiz,  istedigimiz  proteinlerin

oligodendrositlere 6zgii olarak ifade edildigini dogrulamaktadir.
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GPI-GFP TdTomato Birlestirilmis

pVenus-VSVG TdTomato Birlestirilmis

Sekil 6.4.1: Uretilen MBP:GPI-GFP ve MBP:Venus-VSVG lentiviriislerinin
oligodendrositlerde test edilmesi. Yesil renk, oligodendrosit spesifik MBP promotdrii altinda
GPI-GFP (a.i ve a.iii) ya da Venus-VSVG (b.i ve b.iii) proteinlerinin ifadesini
gostermektedir. Kirmizi renk, MBP-TdTomato lentiviriisii ile oligodendrosit spesifik ifade
edilen TdTomato floresan proteinini gdstermektedir (a.ii, a.iii, b.ii ve b.iii). Bu iki rengin
ayni hiicrelerde bulunmasi (a.iii ve b.iii), tirettigimiz MBP:GPI-GFP ve MBP:Venus-VSVG
lentiviriislerinin oligodendrosit spesifik protein ifadesini sagladigin1 gdstermektedir. Bar:
20 um.

Bu dogrulamalardan sonra, MBP:GPI-GFP lentiviriisii, oligodendrositlerde lipit
sallarinin oligodendrosit membraninin normal zamanda genigleme ve miyelin liretimi
stirecinde oligodendrosit membranina entegrasyonunun incelenmesi amact ile
kullanilmistir. MBP:Venus-VSVG lentiviriisii ise oligodendrositlerde membrana lipit
ve membran proteini tasiyan kargo vezikiillerinin izlenmesi amaci ile kullanilmistir.
TdTomato proteinin membrana yonelmesi ise palmitilasyon sekanst ile

saglanmaktadir.
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6.5. Oligodendrosit Hiicrelerinin Morfolojik Simiflandirilmasi

Yaptigimiz canli goriintiilemelerde gozlemledigimiz oligodendrositlerde,
membrana kargo ve membran komponentlerinin taginmasini daha iyi agiklayabilmek
i¢in oligodendrositler morfolojik olarak 3 farkli gruba ayrilmustir. Ince uzantilarla
yayilmis oligodendrositler tip A oligodendrosit (Sekil 6.5.1.a), gdvdeden kalin, tiipii
andiran bir yapida uzantilar1 olan ve uzantilarinin hafif yayilma/genisleme potansiyeli
gosterdigi oligodendrositler tip B oligodendrosit (Sekil 6.5.1.b), tamamen yayilmig
morfolojide olan oligodendrositler tip C oligodendrosit (Sekil 6.5.1.c) olarak
gruplandirilmistir. Tip A, olgun, miyelinlemek i¢in ince uzantilariyla ortami tarayan,
SARAPE modeline gore survey asamasindaki oligodendrositi; Tip C, MBP’nin
kompakt miyelin olusturmak i¢in polimerize oldugu asamada olan oligodendrositi, tip
B ise bu ikisi arasindaki seviyede olan ve survey asamasina devem eden

oligodendrositi gostermektedir.
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Tip A Oligodendrosit ~ GPI-GFP, Faz

Tip B Oligodendrosit

Sekil 6.5.1: 3 farkli morfolojide gozlemlenen oligodendrositlere o6rnekler. a. Tip A
oligodendrosit, ince uzun uzantilar seklinde. b. Tip B oligodendrosit, gdvdeden ¢ikan kalin,
tliip benzeri uzantilar seklinde. c. Tip C oligodendrosit, yumurta aki gibi yayilmis bir sekilde.
Yesil: MBP:GPI-GFP ile enfekte edilmis, GPI-GFP {ireten oligodendrositleri
gostermektedir. Faz: Hiicre govdelerini ve ortamda GPI-GFP iiretmeyen diger hiicreleri
gostermektedir. Bar: 20 um.

73



6.6. Oligodendrosit Membraninin Bir Biitiin Olarak ve Membran Lipit
Sallarinin  GPI Capasina Bagh Floresan Protein Kullanmilarak
Incelenmesi

Oligodendrositlerde miyelin  membranin  biiyiik  ¢ogunlugunu lipitler
olusturmaktadir. Miyelin membranin siirekliliginin saglanmasi ve miyelinin sagliginin
devamlilig1 i¢in oligodendrosit hiicre gdvdesinden miyelin membrana lipit taginmasi
bliyiik 6nem arz etmektedir. Oligodendrositlerde lipitlerin trafiginin takip edilmesi
i¢in, lipit sallarina GPI ¢apa ile baglit GFP floresan proteini kullanilmistir. Lipit sallari,
oligodendrositlerin MBP:GPI-GFP lentiviriisii ile enfekte edilmesi sonrasinda GPI
capa proteinine bagli GFP proteinin ifade edilmesi ile isaretlenmislerdir.
Oligodendrositlerde hiicre iginde ve membranda lipit sallarinin takibi, GFP floresan
proteininden aldigimiz sinyali takip ederek yapilmistir.

Yaptigimiz canli goriintiilemelerde, GPI-GFP ifade eden 18 tane saglikli
oligodendrosit hiicresi incelenmis, bu oligodendrositlerden 8 tanesi tip A
oligodendrosit, 5 tanesi tip B oligodendrosit, 5 tanesi tip C oligodendrosit
morfolojisinde gozlemlenmistir (Sekil 6.6.1, Sekil 6.6.2, Sekil 6.6.3). Bu hiicre
tiplerinin hepsinde genel olarak oligodendrosit uzantilarinda ve gévdelerinde aktif bir
GPI-GFP hareketliligi gozlenmistir. GPI-GFP sinyalinin hiicre gévdesinde yogun
olarak bulunmasi, lipit sallariin beklendigi gibi Golgi cisimciginde hazirlandigini ve

salindigin1 gostermektedir.
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GPI-GFP

Sekil 6.6.1: Tip A oligodendrosit hiicresi 6rnegi. MBP:GPI-GFP ve MBP:TdTomato
lentiviriisleri ile enfekte edilmis, GPI-GFP ve TdTomato iireten Tip A oligodendrosit
hiicresine ait videonun ilk 20 dakikasina ait goriintiiler. Goriintiiler her 10 dakikada bir
alinmistir. Yesil renk ve beyaz oklar GPI-GFP’yi, kirmizi renk ve beyaz ok baslari
TdTomato’ya aittir. Bar: 20 um.
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GPI-GFP ifade eden tip B oligodendrositler detayli incelendiginde, GPI-GFP
ifade eden Tip A oligodendrositlerde gozlemlenen GPI-GFP ve TdTomato’nun ayri
tasinmasi, Tip B oligodendrositlerde daha acik bir sekilde goriilebilmektedir. Sekil
6.6.2.a’da GPI-GFP ifade eden Tip B oligodendrosit, Sekil 6.6.2.b’de ise Sekil
6.6.2.a’da sar1 kare igerisinde gosterilen bolgenin birbirini takip eden zamanlarda
alimmig goriintiileri goriilmektedir. Tip B oligodendrositlerde govdeden tiip seklinde
cikan uzantilar, bizim gozlemlerimizi kolaylastirmaktadir (Sekil 6.6.2.b, beyaz
oklar). Bu hiicre tipinde lipit sallarinin tahmin edilenin aksine her zaman uzantilarin
uclarindan itibaren degil, uzantilarin gévdeye yakin bir bolgesinden membrana entegre
oldugunu ve uzanti boyunca membran yiizeyinden ilerledigi gézlemlenmistir (Sekil
6.6.2.b, beyaz oklar).

GPI-GFP ifade eden Tip A oligodendrositi yakindan inceledigimizde (Sekil
6.6.1.b ve c; oklar: GFP, ok baslari: TdTomato) bu iki proteinin de hiicrede birbirinden
ayrn tasindigi goriilmektedir. Bu proteinlerin i¢inde bulundugu kargolarin birbirinden
ayri tasinmasi, oligodendrositlerde farkli molekiillerin farkli yollarla tasindigin1 6ne

surmektedir.
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b. 0:00

Sekil 6.6.2: Tip B oligodendrosit hiicresi 6rnegi. MBP:GPI-GFP ve MBP:TdTomato
lentiviriisleri ile enfekte edilmis, GPI-GFP ve TdTomato lireten Tip B oligodendrosit
hiicresine ait goriintiiler. a. Burada uzun siireli goriintiilenen hiicrenin ilk karesi
gosterilmistir. b. Kare igerisindeki bolgenin birbirini takip eden zamanlardaki goriintiisii.
Goriintiiler 10 dakikada bir kaydedilmis olup, zaman ilerledikge GPI-GFP sinyalinin kare
iclerinde sol tarafa dogru yani hiicrenin uzantisinin ucuna dogru ilerledigi goriilmektedir.
Bar: 20 pm.
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Sekil 6.6.3: Tip C oligodendrosit hiicresi 6rnegi. MBP:GPI-GFP lentiviriisii ile enfekte
edilmis, GPI-GFP ifade eden Tip C oligodendrosit hiicresine ait goriintii. Gorlintiide bazi
bolgelerde yogun olarak goriilen GFP sinyali, lipit sallarinin bazi bolgelerde bir araya
geldigini gostermektedir. Bar: 20 pm.

GPI-GFP ifade eden tip C oligodendrositler detayli incelendiginde ise, bu
hiicreler biiyiik oranda yumurta aki gibi yayilmis morfolojide olduklar1 i¢in genis bir
alanin oligodendrosit membrani1 ile kaplandigi goriilmektedir. GPI-GFP sinyali
incelendiginde, oligodendrositin hem genisleyen membran bolgelerinde (Sekil 6.6.3
kesik ¢izgili ok) hem de oligodendrositin orta kisimlarinda (Sekil 6.6.3 diiz ¢izgili ok)

belirli bir yer gdzetmeksizin membrana katildig1 ve aktif hareket ettigi goriilmektedir.

6.7. Oligodendrositlerde Vezikiil Tasimiminin Incelenmesi

6.7.1. Varolan govde hareketinin belirlenmesi

Oligodendrosit hiicreleri kendi yapilart geregi hareket etmeye meyilli
hiicrelerdir. Elde ettigimiz goriintiilerde bir¢ok hiicrede, oligodendrosit uzantilarinin
hareket ettigini tespit ettik. Bu da oligodendrosit uzantisi iizerinde yapilacak vezikiil
takibinin sonuglarimi etkileyecegi i¢in hiicrenin hem goévdesindeki hem de uzanti

tizerindeki “hiicresel hareketi” tespit ettik (Sekil 6.7.1.1).
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C. Velocity Dist. Graph - GPI - Stable Points

Time

Sekil 6.7.1.1: Oligodendrositlerde hiicresel sabit hareket hizinin belirlenmesi i¢in segilen
noktalar ve hiz dagilim grafikleri.

Hem hiicre govdesinde (Sekil 6.7.1.1.a-b) hem de oligodendrosit uzantilarinda
hareket etmedigi, ya da hiicre lizerinde sabit nokta gibi goriinen yerlerden rastgele
noktalar secilmistir ve ii¢ goriintii boyunca goriilme yerleri TrackMate eklentisinde
isaretlenerek takip edilmistir. Bu noktalarin hizlar1 alinarak hiz dagilimlan
incelenmistir. Hiz dagilimlar1 incelendiginde hiicrelerde 0.02 mikron/saniye altinda
hizlarda gruplagsmalar goriilmiistiir. Bu nedenle 0.02 mikron/saniye oligodendrosit
hiicreleri icin de vezikiil takibinde duragan olarak kabul edecegimiz grubu ayirmak
icin bir treshold noktas1 olarak belirlenmistir.

GPI-GFP ile lipid sallarin1 isaretleyerek oligodendrositlerde takibini yaptigimiz
vezikiillerin rotalarindaki hiz verilerinin dagilimi inceleyerek o©nceki asamada
belirlemis oldugumuz 0.02 mikron/saniye treshold noktasinin toplam hiz dagilimina
uygun olup olmadigt degerlendirilmistir. Sekil 6.7.1.2°de goriildiigiimiiz gibi
belirlemis oldugumuz treshold noktasinin altindaki duragan nokta birikmesi, 0.02
mikron/sn’nin bizim i¢in dogru se¢im oldugunu géstermektedir. Ileriki analizlerimizde

0.02 p/sn ve altindaki degerler duragan olarak kabul edilmistir.
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Oligodendrosit Hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli
Her Bir Vezikiiliin Anlik Hiz Dagihmi
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Oligodendrosit Hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli
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Sekil 6.7.1.2: Oligodendrosit hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli her bir vezikiiliin
anlik hiz dagilimi
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6.7.2. Oligodendrositlerde GPI-GFP isaretli lipid sallar1 bulunan
vezikiillerin hareketinin incelenmesi

Ilk asamada inceledigimiz hiicrelerde, incelenen 93 vezikiile ait toplam 3243
noktadan 2402 nokta hareketli, 841 nokta duragan nokta olarak tespit edilmistir. Buna
gore GPI grubunda noktalarin %25,93°# duragan, %74,07’si belli bir hiza sahip olup
hareket ettigi goriilmiistiir. Yaptigimiz analizlere ve inceledigimiz sonuglara gore
hiicre temelli baskinligi sinirlandirmak icin her bir hiicreden gelecek veriye kisitlama
getirilmistir. Oncelikle her hiicredeki takip edilen vezikiiller ortalama hizlarma gore
stralanmis ve en hizli vezikiiller ve en yavag vezikiiller secilmistir. Bir hiicrede 15’ten
fazla takip edilen vezikiil varsa 5 en hizli 5 en yavas, 10 ve alt1 vezikiil varsa 2-3 en
hizl1 2-3 en yavas, ve 20°den fazla vezikiil varsa en hizli 10 ve en yavas 10 vezikiil
secilmistir. Bir hiicrede eger 5 ten az vezikiil incelenmisse onlar elenmeden
degerlendirmeye dahil edilmistir. Buna gore segilen vezikiillerde toplamda 1467 nokta

incelenmis, bu noktalarin %30.88’1 duragan kabul edilmistir (Sekil 6.7.2.1).

Oligodendrositlerde GPI-GFP isaretli

o0 Vezikullerin Hiz Dagilim Histogrami %

35.00 -
30.88

25.00 -

20.00 -

Yizde %

15.00 A 13.22

10.00 A

5.00 -

1.09 0.14

0.00 T T T i .

x<=0.02 0.02<x<=0.04 0.04<x<=0.1 0.1<x<=0.5 0.5<x<=1 1<x<=2
Hiz aralik gruplari
Sekil 6.7.2.1: Oligodendrosit hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli vezikiillerin

hizlarinin yiizdesel dagilim grafigi. Bu grupta en hizli hareketle hareket eden noktalarin
orani toplamda %1.23 olarak goériilmektedir.
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Oligodendrositlerde GPI-GFP ile isaretlenmis Lipid

Sallari Tasiyan Vezikiillerin incelenen Hareket Sayisi
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x<=0.02 0.02<x<=0.04 0.04<x<=0.1 0.1<x<=0.5 0.5<x<=1 1<x<=2
Hiz aralik gruplar

Nokta Sayis

Sekil 6.7.2.2: Oligodendrosit hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli vezikiillerin
hizlarinin sayisal dagilim grafigi.

Tablo 6.7.2.1: Oligodendrosit hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli vezikiillerin sayisal
hiz dagilimlari.

GPLGEP Hiz Aralik Gruplarn Nokta Say1s1 Yiizde (%)
(mikron/saniye)
Duragan x<=0.02 453 30.88
] 0.02<x<=0.04 396 26.99
0.04<x<=0.1 406 27.68
Hareketli = ] 0.1<x<=0.5 194 13.22
0.5<x<=1 16 1.09
1<x<=2 2 0.14
- Toplam: | 1467 100

Bu incelenen noktalarin sayisal dagilimlar1 Sekil 6.7.2.2 ve Tablo 6.7.2.1°de
goriilmektedir. Buna gore incelenen noktalarin %1.23° (18 nokta) en hizli hareket

eden kategoriye girmistir. 1 ve 2 mikron/sn arasindaki hiza sahip 2 nokta tespit
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edilmistir. Orta hareketli kabul edilen grupta ise 194 nokta tespit edilmis, bu da toplam
incelenen noktalarin %13.22’sine denk gelmektedir.

Bu vezikiillerin hareketli noktalarinin ortalamalar1 alinarak her vezikiile ait
hareket eden noktalarin ortalamalar1 (moving particles mean speed) ve bir vezikiile ait
biitiin noktalarin hiz ortalamasini veren toplam ortalama hizlari (total mean speed)
karsilastirlmistir (Sekil 6.7.2.3). Incelenen hiicrelere bagli patern degisikligi ¢ok agik
bir sekilde goriilmektedir.
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Oligodendrosit hiicrelerinde incelenen GPI-GFP isaretli her bir vezikiiliin
toplam ortalama hiz ve hareketli oldugu hizlarin karsilastirilmasi.
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6.8. In vivo Modelde Miyelinizasyonun Incelenmesi

6.8.1. Kesit kalinhiginin optimize edilmesi

Holotomografi mikroskobu ile miyelinin katmanli yapisinin 15181 farkl
kirmasindan yararlanarak miyelini isaretsiz goriintiileyebilmek i¢in dncelikle farkli
doku kalinliklarin1 deneyerek miyelinin en iyi goriintiileyebildigimiz kesit kalinlig1
belirlenmistir. Bunun i¢in WT fareden 5 pm, 10 um, 15 pm, 20 um, 25 pm ve 30 pm
kalinliklarindaki beyin doku kesitleri Bolim 5.6.4°te anlatilan ydntemlerle
hazirlanmstir.

Beyin kesitlerinde miyelince zengin bolge olan korpus kallosum bolgesinden en
az li¢, miyelinin daha az miktarda ya da daginik bulundugu beynin diger bolgelerinden
(korteks ve striatum gibi) birer goriis alan1 (field of view, FOV) 3 boyutlu nicel faz ve
floresan mikroskobunda tomografik goriintiileme ile goriintiillenmistir.

Her bir goriis alaninda ¢ekilen ham goriintiiniin islenmesi sonunda kirilma indisi
bilgisini igeren goriintii katmani elde edilmistir. Her bir goriintii katmaninda miyelin
uzantilarinin daha net goriindiigii seviye se¢ilmistir. Farkli kalinliklardaki doku
kesitlerinden elde edilen goriintiler aymi sekilde incelenmistir. Karsilastirma
yapabilmek i¢in kirilma indisi aralig1 biitiin goriintiilerde esitlenerek alt ve iist sinirlar
1.34 ve 1.45 olarak belirlenmistir. 5 pm (a), 10 pm (b), 15 um (¢), 20 pm (d), 25 um
() ve 30 um (f) kalinliklarindaki doku kesitlerinden secilen, miyelinin en iyi
goriindiigii seviyelerin karsilagtirilmasi Sekil 6.8.1.1°de verilmistir. Bu goriintiilerde
derinlik ve netlik olarak miyelinli aksonlarin en iyi goriindiigii, gozle ayirt edilebilirligi
en iyi oldugu en ince kesit kalinlig1 5 pm olarak goriilmektedir (Sekil 6.8.1.1.a). 5
um kalmliktan sonra en iyi goriintliyli veren kalinlik 10 um kesit kalinlig1 alternatif

olarak sec¢ilmistir (Sekil 6.8.1.1.b).
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Sekil 6.8.1.1: Optimal kesit kalinliginin belirlenmesi. WT Balb/C fare beyninden 5 um (a),
10 pm (b), 15 pm (¢), 20 pm (d), 25 pm (e) ve 30 pm (f) kalinliklarda doku kesitleri alinmis
ve holotomografi mikroskobunda korpus kallosum bdlgesinde miyelin goriintiilenmistir.
Karsilagtirma ic¢in biitiin goriintiilerde kirima indisi araligr 1.34-1.45 olarak ayarlanmistir.
Buna gore farkli kalinliklardaki kesitlerden elde edilen goriintiilerde miyelinin daha net ve
daha az parcali goriintiilendigi kesit kalinlig1 5 um (a) olarak secilmistir. Olgek: 20 um.
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6.8.2.3D  Holotomografi  mikroskobuyla  miyelinli  aksonlarin

goriintiilenmesi

Beyindeki korpus kallosum bolgesi kompakt ve yogun yapisi ile uzunlamasina
uzanan sayica cok fazla miyelinli akson igermesi nedeniyle holotomografik
goriintiileme i¢in ¢ok iyi bir bolgedir.

Her bir bilesenin kalinligi ¢oziintirliikk sinirindan ¢ok daha ince oldugu igin,
holotomografi ile elde edilen yeniden yapilandirilmis goriintiilerde bireysel miyelin
katmanlar1 gériilememektedir. “Olgiilen n degerleri” bashg: altinda gosterildigi gibi
kirinim sinirindan kaynaklanan etkili (ortalama) bir kirilma indeksinin 6l¢iilebilmesi
miimkiindiir. Buradaki 6rnekte, kirilma indeksleri ayni1 3 katmanli sarma senaryosu
gosterilmistir. Cift tepeye sahip bu ¢ok belirgin kirilma indeksi profili (miyeline 6zgi
imza) miyelinli bir aksonu miyelinsiz bir aksondan dogrudan ayirt etmistir. Ayrica,
Ol¢iilen kirilma indeksleri, optik olarak ¢oziilemeyen miyelin katmanlar1 hakkinda
yapisal bilgi tagimistir. Miyelin katmani bilesenlerinin iyi tanimlanmis kalinliklari ve
kirilma indeksleri sayesinde, bir akson etrafinda sarili miyelin katmanlarinin sayisini
tepe kirilma indeksi degerlerinden tahmin etmek miimkiindiir. Sarilmis katmanlarin
tahmini sayisin1 veya miyelinli bélgenin toplam kalinligini1 kullanarak, g-ratio’yu
hesaplamak da miimkiindiir. g-ratio tahminine dayali sonuglar, sonraki bdliimlerde
incelenmistir.

Yapilan optimizasyonlarla belirlenen optimal kesit kalinliginda (5 pm) beyin
kesitleri hazirlanarak holotomografi mikroskobu ile goriintiilenmistir. 100 um x 100
pm goriis alaninda, miyelin ve aksonlarin uzunlamasina goriinlimii goriintiileme
sistemimiz ile gozlemlenmistir (Sekil 6.8.2.1.a). Yiiksek-diisiik-yiiksek kirilma
indekslerinden olusan tek bir profil, bir miyelinli akson olusturmaktadir ve
yakinlastirilmis goriintiide mavi ok baslar1 miyelin kilifin1 ve sar1 ok basi aksonu
gostermektedir (Sekil 6.8.2.1.b). Kirilma indeksi hacminde, XZ diizlemi miyelinli
aksonlarin kesitini gostermekte olup, miyeline 6zgii bir imza olarak goriinmektedir
(mavi ok baglar1) (Sekil 6.8.2.1.c). Dolayisiyla, goriintiileme sistemimizde, korpus
kallosumun yogun ve kalabalik ortaminda aksonlar etrafindaki kompakt miyelin, farkl

kirilma indeksi 6zellikleri nedeniyle ayirt edilebilmektedir.
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Sekil 6.8.2.1: Miyelinli aksonlarin uzunlamasina goriniimii. a. Korpus kallosum
bolgesinden 5 pum kalinligindaki doku kesitinin holotomografik goriintiilenmesi (6lgek
¢ubugu: 20 pum). b. Yakinlastirilmis goriintiiler, miyeline 6zgii imzalart net bir sekilde
gOstermistir. Mavi ve sart ok baslari sirasiyla "dlgiilen n degerleri"ndeki tepe ve ¢ukuru
gostermektedir (6l¢ek gubuklari: 10 pm ve 2 pm). c¢. XZ diizleminde, aksonu (sar1 ok basi)
cevreleyen miyeline 6zgii bir imza (mavi ok baslar1) gériinmektedir (Olgek: 1 um).

6.8.3. Demiyelinizasyon modelinin olusturulmasi

Prizma farede oligodendrositler ve oligodendrositlerin bir uzantist olan miyelin
ile saril1 aksonlarin diizenli ve yogun olarak bulundugu korpus kallosum bdlgesi gok
mavisi floresan proteinin ifadesinden dolay1 floresan mikroskop ile kolaylikla ayirt
edilebilmektedir (Sekil 6.8.2.1.b). Prizma farede bu bdolgeye yapilan lizolesitin
enjeksiyonu ile miyelin yapisi bozularak lokal demiyelinizasyon modeli
olusturulmustur (Sekil 6.8.2.1.a-b). Prizma farede astrositler kirmizi floresan
proteini, oligodendrositler gok mavisi floresan proteini ifade etmektedir. Sekil
6.8.2.1.b°de kesik ¢izgi igerisinde gosterilen bdlge, mavi sinyaldeki bdlgesel
azalmalar  dolayisiyla  demiyelinizasyon  bolgeleri  olarak  belirlenmistir.
Demiyelinizasyon bdlgesi igerisinden segilen yerler 3D holotomografi mikroskobu ile
goriintiilenmis ve miyelin durumu incelenmistir.

6.8.4. Demiyelinizasyon modelinin 3D holotomografi mikroskobuyla

goriintiilenmesi

Sekil 6.8.2.1°de gdosterdigimiz miyeline 6zgli imzalarin, aksonlarin diizenli
yapisindan kaynaklanmasi ve miyeline 6zgii olmamasi ihtimalini bertaraf etmek i¢in
miyelini bozarak miyeline 6zgii imzalarin kaybolup kaybolmadigi incelenmistir.
Kirilma indekslerinde gozlemlenen degisikliklerin gergekten miyelinden kaynaklanip

kaynaklanmadigini test etmek i¢in demiyelinize olmus korpus kallosum bolgesi
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holotomografi mikroskobu ile goriintiilenmistir. Korpus kallosum bolgesine lizolesitin
enjeksiyonu ile miyelin yapist bozulmakta ve deforme olan miyelin kilif makrofajlar
yardimi ile temizlenmektedir. Demiyelinizasyonu olusturmak i¢in, prizma farenin
korpus kallosumuna LPC enjekte edilmistir (Sekil 6.8.4.1.a-b). Prizma farede, korpus
kallosumda miyelin, oligodendrositlerin yogun cerulean floresan protein (CFP) ifadesi
ile kolayca ayirt edilebilmektedir. LPC ile ger¢eklestirilen demiyelinizasyonda, korpus
kallosumdaki CFP sinyalinde azalma ile gozlemlenmistir (Sekil 6.8.4.1.b; kesik ¢izgili
bolge). Aym1 demiyelinize bolge holotomografik goriintiileme ile incelendiginde,
miyeline 6zgii imzanin kayboldugu goriilmiistiir (Sekil 6.8.4.1.c). imza, lezyon
olmayan bolgede net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 6.8.4.1.d). Bu nedenle, miyeline
O0zgii imzalarim, incelenen bolgedeki miyelinin  varligindan kaynaklandigi

anlagilmistir.

Sekil 6.8.4.1: Demiyelinizasyon sonrast miyeline 6zgii imzanin kaybi1. a. Demiyelinizasyonu
gerceklestirmek i¢in prizma faresinin korpus kallosum boélgesine LPC (2 pl) enjekte
edilmistir ve enjeksiyondan ii¢ giin sonra korpus kallosum goriintiilenmistir. b.
Oligodendrositlerin yogun bir sekilde cerulean floresan proteinini (CFP, cyan) ifade
etmesiyle miyelince zengin korpus kallosum bolgesi de cyan florasan proteini ile ayirt
edilmektedir. Astrositler DsSRED-Max ifadesi ile kirmizi1 renkte goriilmektedir. Kesik ¢izgili
bolge, CFP sinyalindeki azalma ile demiyelinizasyon bolgesini gdstermektedir (6lcek: 500
pm). c. Demiyelinize bdlgenin holotomografik goriintiisiinde, miyeline 06zgii imza
kaybolmustur (6l¢ek: 20 pm ve 10 pm). d. Lezyon olmayan bdlgede, miyeline 6zgii imzalar
net bir sekilde goriilmektedir (6lgek: 20 um ve 10 pm).
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6.8.5. Miyelinin sayisallastirilmasi

g-ratio, miyeline bagli sinir sistemi hastaliklarinda miyelin saglhigini
degerlendirmek, hastalik derecesi hakkinda bilgi sahibi olmak ve aksonlarin miyelin
miktarini tanimlamak i¢in yaygin kullanilan bir metriktir (134, 135). Holotomografik
goriintiileme, miyelin Ozelliklerinin ¢oziiniirliiglin 6tesinde hesaplanmasia izin
verdigi i¢in, elde ettigimiz holotomografik goriintiilerde ge-ratio’nun hesaplanip
hesaplanamayacagi test edilmistir. Miyelinli aksonlarin kirilma indeksi profilleri
MATLAB'de analiz edilmis ve ornek ¢ikti Sekil 6.8.5.1.a'da gosterilmistir. Elde
edilen bu profil, hipotezimizde One siirdiiglimiiz teorik profile benzerlik
gostermektedir (Sekil 4.6.2.1.1). Kirilma indeksi grafiklerinde tam genislikteki yar1
maksimumda (FWHM) mesafe (Wr) ve iki maksimum (nmaxi V€ Nmax2) arasindaki
mesafe (wp), Dc'yi (tahmini miyelin + akson ¢api, denklemler 1-5) hesaplamak i¢in
kullanilmistir. ki maksimum kirilma indeksinin ortalamasi, sarilmis miyelin
tabakalarinin sayisini hesaplamak i¢in kullanilmis ve bu say1 tahmini miyelin kalinlig1
ve de'yi (tahmini akson c¢api, denklemler 1-5) hesaplamak i¢in kullanilmistir. Tahmini
g-ratio (ge-ratio) de/D. olarak hesaplanmistir (denklemler 4-5). Analiz edilen 160
kirilma indeksi profilinden medyan ge-ratio 0.745 ve ortalama+SD ge-ratio ise
0.736+£0.112 olarak hesaplanmistir (Sekil 6.8.5.1.b). Bu buldugumuz degerler,
elektron mikroskobu ile goriintiiledigimiz korpus kallosum bdlgesinden yaptigimiz g-
ratio Olglimlerinden elde ettigimiz ortalama g-ratio 0.721+0.06 (n=133) degerinden
istatistiksel olarak farklilik gostermemektedir (p=0.18) (Sekil 6.8.5.2). Literatiirde
korpus kallosumdan elde edilen EM goériintiilerinden yapilan 6l¢iimler 0.72 ve 0.81
arasinda degismektedir (134, 136, 137). Bizim her iki yontemle de elde ettigimiz
degerler literatiirde verilen degerler arasindadir. Bu nedenle, holotomografik
gorilintiileme, g-ratio hesaplamalarinda daha yavas ve daha pahali olan TEM'e gore

daha uygun ve erisilebilir alternatif olarak gosterilebilir.
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Sekil 6.8.5.1: Holotomografik goriintiileme ile ge-ratio hesaplamasi. a. MATLAB ile elde
edilen grafik sag iist kdsede bulunan holotomografik goriintiideki miyelinli aksonun deneysel
kirilma indeksi profilini gdstermektedir. Wr, imax1, Nmax2 V€ Nmin'e gore FWHM'deki mesafeyi
vermektedir. w, iki maksimum arasindaki mesafeyi vermektedir. W¢, Wp, Nmaxi V€ Nmax2 ge-
ratio’nun hesaplanmasinda kullanilmistir. nmaxi Ve Nmax2 degerleri, aksonun miyelinlesme
seviyesine baglidir. b. Korpus kallosumda incelenen miyelinli aksonlara ait (n=160) gc-ratio
vs. akson ¢ap1 dagilim grafigi. Ortalama+SD ge-ratio 0.736%0.112 ve medyan ge-ratio 0.745
bulunmustur.

1.0 ns

0.0 .
Holotomography EM

Sekil 6.8.5.2: Holotomografi ve elektron mikroskobu goriintiilerinden elde edilen g-ratio
6l¢iimlerinin karsilastirilmasi. a. WT BALB/c fare beyin korpus kallosumunun transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) goriintiisii (6lgek: 2 pum). b. (a)'daki EM goriintiisiindeki
miyelinli aksonlarin g-ratio’lar1 AxonDeepSeg2 yazilimi kullanilarak otomatik olarak
hesaplanmistir. Holotomografik goriintiilerden elde edilen ortalama ge-ratio dlgiimleri,
EM'den elde edilen g-ratio 6lgiimleri ile yakinlik gdstermektedir (p=0.18; ortalama+SD ge-
ratio=0.736+0.112, n=160; ortalama+SD g-ratio=0.721+0.06; n=133). (a) panelindeki EM
goriintiisit Mehmet Serif Aydin tarafindan ¢ekilmistir.
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6.8.6. Remiyelinize olmus aksonlarin holotomografik goriintiilenmesi

Holotomografi mikroskobuyla goriintiileyebildigimiz miyeline 6zgii imzanin
ger¢ekten miyelin yapisindan geldigini demiyelinize olmus bolgelerde gosterdikten
sonraki asamada, ge-ratio hesaplama yontemimizin tekrar uygulanabilir oldugunu ve
Ol¢lim hassasiyetini test etmek amaciyla remiyelinize olmus korpus kallosum
bolgesindeki aksonlar incelenmistir. Demiyelinize olmus bolgede 5-7 giin sonrasinda
tyilesme baslangic1 goriiliir ve remiyelinizasyon 21 giinde tamamlanir (138, 139).
Remiyelinizasyon durumunda demiyelinize olmus bolgede tam iyilesme saglansa bile
yeni {lretilen miyelin kiliflar1 daha incedir (yani, g-ratio daha yiiksektir) ve bu
remiyelinizasyona 6zgli bir durumdur (135, 140). Bu nedenle, LPC ile
demiyelinizasyon yapildiktan sonra fareler 21 giin iyilesme siirecine birakilmis ve
sirec sonunda beyin kesitleri hazirlanarak holotomografi mikroskobuyla
goriintiilenmistir. Elde ettigimiz sonuglar, kullandigimiz hesaplama ydnteminin
birbirine yakin fakat farkli olan kirilma indekslerini ve miyelin spesifik imzalarini
niteliksel olarak tespit edebilir oldugunu gostermistir (Sekil 6.8.6.1). Hesaplanan ge-
ratio degerleri, remiyelinize olmus aksonlarda ortalama+SD 0.74040.11 (n=93), aynm
beyin kesitindeki karsit hemisferdeki kontrol aksonlarinda 0.704+0.111 olarak
bulunmustur. Bu hesaplanan degerlere gore, remiyelinize olan aksonlarin ge-ratio
degeri kontrol aksonlarinin ge-ratio degerinden istatistiksel olarak daha yiiksektir
(p=0.0270; Sekil 6.8.6.1.b). Her iki gruba ait ge-ratio degerlerinin dagilimina ve
miyelin kalinliklarinin  karsilastirmasina baktigimizda, yeni {iretilen miyelinin
kontrolden daha ince oldugu goriilmektedir (Sekil 6.8.6.1.c-d). Sonug¢ olarak
gelistirdigimiz bu yontem, remiyelinizasyon ile olusan yeni miyelin ve dogal miyelin
arasindaki farkli tespit edebilmis ve holotomografik goriintiilleme ve ge-ratio hesabi ile
CNS demiyelinizasyonu ve remiyelinizasyonunun analizinde uygulanabilir bir yontem

olabilecegi gosterilmistir.
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Sekil 6.8.6.1: Holotomografik goriintiillere uygulanan ge-ratio hesaplama yo6nteminin,
remiyelinize olmus aksonlarda daha ince miyelini tespit edecek hassasiyette oldugunun
gosterilmesi. a. Remiyelinize olmus aksonlarda miyelin spesifik imzalar 21 giinliik iyilesme
siireci sonunda tekrar tespit edilebilmistir. (6l¢ek: 20 pm ve 10 um). b. Kontrol bolgesindeki
miyelinli aksonlarla karsilastirildiginda, remiyelinize olmus aksonlarin ge-ratio’lar:
istatiksel olarak yiiksek bulunmustur, bu da remiyelinizasyon ile daha ince miyelin kilif
olustugunu gostermektedir. Ortalama+SD ge-ratio’lar: kontrol=0.704+0.111 (n=91),
remiyelinize=0.740+0.11 (n=93), ve p=0.0270. c. Kontrol ve remiyelinize olmus aksonlarin
g.-ratio vs akson ¢ap1 dagilim grafigi. Dagilim, remiyelinize olmus aksonlarin ¢esitli akson
caplar1 boyunca daha yiiksek ge-ratio’lara sahip oldugunu gostermistir. d. Kontrol grubuna
benzer bir durum gdsteren remiyelinizasyon grubunda, daha ince miyelinin iiretildigini
gosteren miyelin kalinlig1 vs akson ¢ap1 grafigi (Kontrol, n=91; Remiyelinize, n=93).
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7. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasinda, merkezi sinir sisteminde miyelinlesme siireci normal ve
hastalikli durumda incelenmis, membranin olusumu, genisleme siireci ve bir biitiin
olarak isaretsiz sekilde holotomografik yontemle miyelin membrani goriintiileme
konularinda detayli calismalar yapilmistir. Merkezi sinir sisteminde miyelinlesme
stirecini incelemek i¢in néronal kok hiicrelerden farklilagtirilan néron-oligodendrosit
ortak kiiltiirleri elde edilmis, miyelin membran olusumu ve genisleme silirecinde
gergeklesen kargo vezikiillerinin tasinma dinamigi incelenmistir. Kargo vezikiillerinin
isaretlenmesinde, iki farkli yontem kullanilmistir. Oligodendrosit spesifik promotor ile
oligodendrosit hiicrelerinde lentiviriis yardimiyla GFP floroforu bagli GPI ¢apasi ifade
ettirilerek lizerinde lipid sallar1 bulunan kargo vezikiilleri boylelikle takip edilebilmis
ve normalde GPI ¢apasina bagli bulunan proteinlerin tasmmmasiyla ilgili fikir
edinilmistir. Yine oligodendrosit spesifik promotor ile oligodendrosit hiicrelerinde
lentiviriis yardimiyla VSVG proteini ifade edilerek, kargo vezikiillerinin genel
taginmasi ile ilgili genel bilgi elde edilmistir. Bunlara ek olarak, membrana yonelen
LckN sinyalini tasiyan TdTomato florasan proteini de lentiviriis yardimiyla ifade
ettirilerek oligodendrositlerde alternatif tasinma mekanizmalar1 incelenmistir.

Ik etapta bu proteinlerin hiicre igindeki dinamiklerini anlamak igin oncelikle
uzun siireli (>1 giin) ve uzun aralikli (10 dakika) ve orta stireli (10-16 saate kadar) ve
orta aralikli (5-7 dakika) ¢ekimler yapilmistir. Bu ¢ekimlerde her incelenen grupta
oligodendrositler 3 genel morfolojide goézlemlenmistir. Membrana kargo
vezikiillerinin ve lipitlerin taginmasint daha iyi agiklayabilmek i¢in gdzlemlenen
morfolojilere gdre oligodendrositler 3 farkli gruba ayrilmustir. Ince uzantilarla
yayillmis oligodendrositlere tip A oligodendrosit (Sekil 6.5.1.a ve Sekil 6.6.1),
govdeden kalin, tiipli andiran bir yapida uzantilar1 olan ve uzantilarinin hafif
yayilma/genisleme potansiyeli gosterdigi oligodendrositlere tip B oligodendrosit
(Sekil 6.5.1.b ve Sekil 6.6.2), tamamen yayilmis morfolojide olan oligodendrositlere
tip C oligodendrosit (Sekil 6.5.1.c ve Sekil 6.6.3) adi verilmistir. Tip A, olgun,
miyelinlemek i¢in ince uzantilartyla ortami tarayan, SARAPE modeline gore kesif
asamasindaki oligodendrositi; Tip C, MBP’nin kompakt miyelin olusturmak ig¢in
polimerize oldugu agamada olan oligodendrositi, tip B ise bu ikisi arasindaki seviyede

olan ve kesif ve sarma asamalarinda olan oligodendrositi gostermektedir. Kargo
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vezikiillerinin ve lipitlerin tasinmasinda incelenen biitiin gruplarda ve morfolojilerde
hem oligodendrosit uzantilarinda (Tip A ve Tip B hiicrelerde), hem de yayilmis
oligodendrosit boyunca (Tip C hiicrelerde) siirekli bir dinamik goézlenmistir. Bu
bliyiitme seviyesinde (40x) yaptigimiz gézlemlerimizde gruplar arasinda belirgin bir
fark goriilmemistir.

Hiicre icerisinde hareket eden vezikiillerin olduk¢a hizli oldugunu diisiinerek
canli goriintilemede gorintii ¢ekme araligi 1 dakikaya indirilerek zamansal
¢Oziintirliik arttirllmistir. Boylelikle yapilan goriintiilemelerde hiicre i¢inde incelemek
istedigimiz molekiillerin (kargo vezikiilleri, lipitler ve lipit sallarin1) takibi kolaylagmis
ve bir takip yontemi gelistirilmistir. Fiji programinin TrackMate eklentisini kullanarak
¢ekilen her bir resimdeki vezikiillerin anlik konumu isaretlenebilmis ve molekiillerin
hareketi, hizi, yer degistirmesi ile ilgili sayisal veriler elde edilebilmistir. GPI-GFP
grubunda toplam 8 vezikiil, Venus-VSVG grubunda ise 15 vezikiil takibi yapilmistir.
Bu takip araliginda yapilan analizlerde GPI-GFP isaretli vezikiillerin (%80.21
duragan), Venus-VSVG isaretli vezikiillerden (%56.08) daha duragan oldugu tespit
edilmistir. Bu agsamaya kadar olan goriintiilemelerde bazi kisitlayici etkenler karsimiza
cikmistir. Bu zamana kadar Spinning Disk Konfokal Mikroskobu'nun spinning disk
modiilii ve lazer sistemi kullanilmistir. Goriintiileme araliginin 1 dakikaya indirilmis
olmastyla, 1 dakika araliklarla hiicrelere gelen lazer 1sinlarindan kaynakli ortaya ¢ikan
fototoksiteden ve 15181n daha dar bir alana odaklanmis olmasindan dolay1 hiicrelerin
zarar goriiyor olmalar1 nedeniyle daha az sayida hiicre goriintiilenebilmistir. Bunu
asmak i¢in lazer giicii en diigiikte tutulmus, fakat bu durumda sadece normalden daha
parlak olan vezikiiller takip edilebilmis, zayif parlaklikta olanlar kaybolmustur. Bu
nedenle takip incelenen hiicre sayis1 azalmistir. Bu asamaya kadar yapilan analizlerde
elde edilen iki kazanim olmustur. ilki, C tipi oligodendrositlerde aktif kargo trafigi
gozlemlenmistir. C tipi oligodendrositler, miyelin kilif sarma agamasinda gézlemlenen
oligodendrositlere ornektir ve bu hiicrelerde aktif kargo trafiginin gdzlemlenmesi,
miyelinin kompaktlasmasindan sonra da membrana lipit ve proteinlerin taginmasinin
siirebildigini ifade etmektedir. Ikincisi, membranin genislemesi sirasinda, eklenen lipit
ve proteinlerin sadece u¢ noktalardan degil govdeye yakin bolgelerden de gerceklestigi

gozlemlenmistir. Bu tarz bir genisleme SARAPE modelinde tahmin ettigimize daha
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uygun olup, baska modellerde, mesela sivi kruvasan, onerildigi gibi genislemenin
sadece ugtan olmasindan farklidir.

Bir sonraki asamada, lazer 15181 kaynakli fototoksisiteyi azaltmak amaciyla,
fototoksisitesi daha az olan Spinning Disk Mikroskobunun LED 1s1k kaynagini
kullanarak 6n kamera ile ¢ekimlere devam edilmistir. Yeni alinan goriintiilerde,
vezikiillerin hareketlerini daha iyi yakalayabilmek adina, ¢ekim araligi 5 saniyeye
indirilmis, toplam ¢ekim siiresi 10 dakika ile sinirlandirilistir. Oligodendrosit hiicreleri
icindeki vezikiillerin hiicre hareketine gore relativ hareketini tespit edebilmek
amaciyla hiicre lizerinde sabit noktalar alinip, lokal hareket hiz1 degerlendirilmis ve bu
deger vezikiil analizlerinde duragan vezikiil olarak kabul edilecek grubu
olusturmustur.

Bu yeni ayarlamalarla her iki gruptaki hiicrelerin goriintiilemeleri yapilmis olup,
GPI-GFP ifade ettirilen grupta 93 vezikiil incelenmistir. ik yapilan analizlerden sonra
hiicreler arasindaki baskinlig1 azaltmak icin her bir hiicreden ortalamasi en hizli ve en
yavas olan hiicreler secilerek analize alinmistir. Yaptigimiz incelemelerde, GPI-GFP
ile isaretlenmis vezikiillerin %31'inin duragan oldugu tespit edilmis, %68'inin orta
hizlarda oldugu, %1.23"liniin ise hizl1 Hareket ettigi goriilmiistiir.

Hela hiicrelerinde yapilan karsilastirmada ise, GPI-GFP isaretli lipid sallarini
tastyan vezikiillerin hemen hemen yarisinin diislik hizda hareket ettigi
gbzlemlenmektedir ve bu oran VSVG isaretli vezikiillerden %8 daha yiiksek bir
orandadir. Fakat, VSVG grubuna bakildiginda, duragan kabul edilen hizda daha ¢ok
nokta oldugunu goriilmektedir. Ayrica, hizli kabul ettigimiz grupta nokta tespit
edilmemigken, buna en yakin olan grupta %5'e yakin bir oranla GPI'in 2 kat1 daha fazla
nokta tespit edilmistir. Bu sonuglar, VSVG isaretli vezikiillerin daha ¢ok duraklama
gostermelerine karsin, hareketli olduklar1 donemlerde daha hizli hareket ettiklerini
ifade etmektedir.

GPI ve VSVG ile isaretlenmis kargo vezikiillerinden farkli olarak membrana
yonlendirme sinyali olan LckN tasiyan TdTomato proteinin tasinmasiyla GPI ve
VSVG isaretli kargo vezikiillerinin taginmalar1 karsilastirildiginda ayn1 kargo sistemi
tizerinden tasinmadiklar1 goriilmiistir. Bu da bize hiicre igerisinde taginma
mekanizmasinda ¢esitliligin - oldugunu, olast bir hastalik durumunda farkl

mekanizmalarin devreye girebilecegini gostermektedir.
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Miyelin membrani aksonlarin sagligi, dogru ve devamli sinyal iletimi ve dis
etkenlerden korunmasi agisindan biiyiikk Onem tasimaktadir (1). Miyelin
bozukluklarindan kaynakli hastaliklar1 anlamak, miyelin hasar remiyelinizasyon
siireclerini anlamak ve remiyelinizasyonu tekrar indiikleyebilmek ve miyelin onarim
stireclerini destekleyebilmek adina, bu siirecler ve bagl hastaliklar {izerine ¢alismalar
yillardir yapilmaktadir. Ozellikle miyelin kilifin katli yapisini, katmanlar arasi ve
katman-akson arasindaki protein iligkilerini ¢6zebilmek, miyelinizasyon siirecini ve
miyelinin sagliginin devamliligin1 anlamak agisindan ¢ok énemlidir. Bunun i¢in uzun
yillardir caligmalar yapilmakta, miyelinin aksonu sarma siireci detayh
incelenmektedir. Fakat, bu siireci agiklama c¢alismalart ya  tiimiiyle
immiinositokimyasal ve elektron mikroskobu kaynakl statik goriintiilere dayanmis ya
da kisa ger¢ek zamanli goriintiileme ile statik bulgularin birlesmesi ile sinirli kalmistir
(2-7). Miyelinizasyonun ilk evrelerinde, seri-dilim 3-boyutlu elektron mikroskopisi
(3BEM) ile yapilan goézlemlerde oligodendrosit membraninin tek bir internod boyunca
homojen olmadig1 ve aksonu saran tabaka sayisinin degistigi gozlenmistir (60, 141).
Incelenen goriintiilerden ne siiriilen/tanimlanan birgok miyelinlesme modelinde ortak
nokta oligodendrosit uzantisinin en ug¢ kenarinin siirekli bilyiimesi ve hareket halinde
olmasidir (27, 60, 61). Alternatif olarak 6ne siiriilen yo-yo modelinde akson ve
oligodendrosit arasindaki ilk dokunma ile olusan bag miyelinizasyonun sonuna kadar
ayrilmadan devam etmektedir (4). Bu kadar ¢esitli ve anahtar noktalarda birbirlerinden
farkli modellerin olmasmin nedenlerinden biri miyelin olusum siirecinin gergek
zamanli takibinin ¢ok kisith yapilabilmis olmasindan kaynaklanmaktadir.
Miyelinlesme sirasinda miyelin membranin hem biiylimesi hem de genislemesi i¢in
gerekli lipit ve proteinlerin hizli ve siirekli bir sekilde saglanmasi gerekmektedir. Bu
tasinma olaylarin1 ve hangi hizda ve siklikta miyelin membrana lipit ve proteinlerin
katildigin1 gézlemleyebilmek miyelinlesme siirecini aydinlatacagina inanilmaktadir.
Miyelin membranin bilesen oranlar1 diger hiicre membranlarindaki orandan farkli
oldugu i¢in taginan bu protein ve lipit kargolar1 dikkatli bir sekilde diizenlenmektedir.
Miyelinin kuru agirh@imi %70 oraninda lipitler, %30 oraninda ise proteinler
olusturmaktadir (142). Ge¢miste yapilan ¢alismalarda, membran transportu vezikiiler
somatitis virlis G glikoproteini (VSV-G) kullanarak elektron mikroskobu ile

gozlemlenmis, kargonun oligodendrosit membranina miyelinizasyonun evrelerine
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gore farkli yerlerden eklendigi gosterilmistir (3). Fakat, miyelin olusumu tamamlanmis
60 giinliik farede ise biiylikk oranda miyelin membranin dis ucundan eklendigi
gozlemlenmistir (3). Bu orneklerde goriildiigii gibi, miyelin membran olusum
siiresince yapilan incelemeler, gézlemler biiylik oranda miyelin membrana gelen
vezikiillerin nasil eklendigi tizerine olup, vezikiillerin taginma hiz1 agisindan kayda
deger bir ¢alismaya denk gelinmemistir.

Yapilan bu molekiiler gozlemlerin devaminda, miyelinizasyon siirecini
morfolojik olarak incelemek i¢in hiicre kiiltiirlinde isaretsiz bir sekilde miyelinli
aksonlar holotomografik olarak goriintiilenmistir. Ayni1 zamanda daha karmagsik
ortamda holotomografik goriintiileme ile tespit edilebilirligi test edilmistir.

Holotomografi yontemi miyelin kilifi ve aksonlarin farkli kirilma indislerini
kullanarak hacimsel kirilma indisi haritalarin1 olusturur. Bu asamada, fare beyin
dokusu kesitlerinde miyelinli aksonlarin ex vivo goriintiilenmesi i¢in holotomografi
sistemi gelistirilmistir ve hem nicel analiz, hem de nitel analiz ile elde etti§imiz
goriintiiler incelenmistir. Miyelin kalinlig1 ve saghgi i¢in onemli bir deger olarak
kabul edilen elektron mikroskobu goriintiilerinden hesaplamalar1 yapilan g-ratio
degeri, bu inceledigimiz goriintillerden kirilma indisi degerleri kullanilarak
hesaplanabilmistir. G-ratio degeri hem normal miyelinli aksonda hem de hasar gormiis
ve yeniden miyelinlenmis aksonda basariyla hesaplanabilmistir. Elde ettigimiz bu
degerler, hem kendi EM goriintiilerimizden elde ettigimiz g-ratio Slgiimlerimize
benzer olup literatiirde yaymlanan degerlerle de uyumludur (134, 136, 137, 143). Bu
nedenle, holotomografik goriintiileme, g-rationun hesaplanmasi i¢in daha yavas ve
daha pahali olan TEM'e kiyasla daha kolay ve yliksek verimli bir alternatif olabilir.

G-ratio hesaplamanin altin standardi, elektron mikroskobu goriintiilerini analiz
etmektir. Fakat TEM i¢in 6rnek hazirligi ve 6rneklerin goriintiilemesi uzmanlik, pahali
ekipmanlar ve genis zaman gerektirir (144, 145). Daha once, farkli isaretsiz
goriintiileme yontemleri olan CARS ve THG ile, siyatik sinirlerin biiyilik aksonlarinin
(cap1 >1.5 um) g-ratio hesaplamalar1 yapilmistir (126, 146). Fare beyninde, akson ¢ap1
0.2 ile 2 um arasinda degismektedir (143, 147). CARS yontemi ile korpus kallosum
bolgesinde yapilan miyelinli akson goriintiilemelerinde (148) g-ratio 0.43 olarak
bildirilmig, bu oran TEM dl¢iimlerinde bildirilen 0.72 ve 0.81'den 6nemli Olciide
diistiktiir (134, 136, 137, 143).
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Hayvanlar ile olusturulan demiyelinizasyon hastaliklarinin  modelleri,
demiyelinizasyon lezyonlarini ve iyilesme siire¢lerini arastirmak ve remiyelinizasyonu
hizlandirmak igin ilaglar1 test etmek i¢in uzun zamandir kullanilmaktadir (149). LPC,
yeri/lokasyonu belirli takip edilebilir demiyelinizasyon modeli olusturmak i¢in tercih
edilen kimyasal yontemlerden biridir. Ayn1 zamanda demiyelinizasyon ve ardindan
gelen remiyelinizasyon siireci bu modelde iyi tanimlanmistir (149). Yaptigimiz
goriintiilemelerde, korpus kallosum bélgesinde olusturulan lokal demiyelinizasyon
lezyonlarimin holotomografik goriintiilemesinde, miyelin kilifinin bozulmasindan
kaynaklanan miyeline 6zgili imzanin kayboldugu gozlemlenmistir. Demiyelinizasyon
yapilan bolgede remiyelinizasyon sonrasinda miyeline 6zgii imzanin yeniden ortaya
cikmasi, gozlenen miyeline 0zgii imzanin miyelin kilifinin  varligindan
kaynaklandigin1 gostermistir.

Remiyelinizasyon durumunda, miyelin kilifinin iyilesmesinden sonra aksonlari
cevreleyen yeni olusan miyelin kiliflar1 biraz daha incedir ve bu miyelinli aksonlar
daha yiiksek g-ratio'ya sahiptir (135, 140). Miyelinlenme seviyelerindeki bu ince
degisiklikleri tespit etmek ve sistemimizin hassasiyetini dogrulamak i¢in remiyelinize
korpus kallosum bdlgeleri miyelin seviyeleri agisindan analiz edilmistir. LPC ile
yapilan demiyelinizasyonun baglangicindan itibaren fareler yaklasik bir aylik iyilesme
stirecine birakildiklarinda, farelerde remiyelinizasyon modeli elde edilir (138).
Remiyelinize aksonlar, holotomografik goriintiilleme sistemimiz ile basariyla
goriintiilenmistir. Remiyelinize aksonlarda goriilen miyeline 6zgii imzalar, hasar
almamis miyelinli aksonlardakilerle ile karsilagtirilldiginda gozle goriiliir bir fark
goriilmemistir. Ayrica, gelistirdigimiz ge-ratio hesaplama yontemi, iyilesme
sonrasinda daha ince miyelin olusumunun hesaplanmasina ve tespitine imkan
saglamig, yoOntemimizin miyelinin  Ol¢iilebilmesi  i¢in  hassasiyetini  ve

uygulanabilirligini géstermistir.
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8. SONUC

Sonug olarak, holotomografik goriintilleme ve ge-ratio formiillerimiz, fare
korpus kallosumunda miyelini goriintiilemek ve 6l¢ebilmek i¢in hassas ve basarilidir.
Sinir sisteminin demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon mekanizmalarini nitel ve nicel
olarak incelemek i¢in miyelinlenme parametrelerinin ayrintili analizlerini saglayarak,
yontemimizin uygulanabilirligi gosterilmistir. Ayrica, bu yontemler, MS, PMD veya
NPD gibi demiyelinizasyon hastaliklarina 6zgii ila¢ taramasini hizlandirmak icin diger

arastirma gruplari tarafindan kolayca uyarlanabilir.
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Ltiltirting, hem in vivo sistemim kapsiyvor olmasi, hem de beymle kisith olmayip genel simr
sisterminim mcelenmes: nedeniyle "Beymde Demmvelinizasyon Tespit Yonteminin Gelistirilmesi
olan proje basliginm "Sinir Sisteminde Mivelin Membran Dinamiginin Incelenmesi” olarak

degistinlmesi
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