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Giris ve Amag: Bu calismanin amaci tek kortikal yayilan depolarizasyonu  subkortikal alanlarda belirgin idi. Kortikal yayilan depolarizasyon sonrasi
(KYD) takiben NLRP2 ekspresyon 6zelliklerini ve degisimini gostermektir.  elde edilen kesitlerde ise immunoreaktivitede belirgin azalma mevcuttu.
Yéntem: Optogenetik yolla uyarilabilen Thy1-ChR2-YFP (n=3) farelerde Ikili boyamalarda NLRP2'nin NeuN (+) néronal hiicrelerde daha belirgin
KYD sonrasi 15. dakikada kardiyak perfiizyon yapilarak beyin dokusu ifadelenirken, astrosit isaretleyici S100f ile daha az oranda ko-lokalize
elde edilmigtir. Elde edilen beyin dokusu kesitlerinde immunofléresan  oldugu gosterildi.
isaretleme yontemi ile NLRP2 ifadelenmesi incelenmis, kontrol grubu . .
(n=3) ve naif fareden (n=1) elde edilen kesitlerdeki NLRP2 ifadelenme 'Sonu“c. . i g.allg.n‘?ada KYD . SOI’?I’aS.I ) erken dénemde NLRP2
ozellikleri ile karsilastinlmisti. NeuN ve S100B ile ikili boyamalarla ~ immiinoreaktivitesinin azaldigi gosterilmistir.
N HR2rn (Tl Lyt ) e e Anahtar Sézciikler: inflamasyon, inflamazom, kortikal yayilan
Bulgular: Kontrol ve naif grupta NLRP2 ifadelenmesi kortikal ve  depolarizasyon, migren, NLRP2

ABSTRACT
Introduction: The objective of this study is to elucidate the expression ~ Results: Cellular immunoreactivity of NLRP2 was evident in the
pattern and alterations of NLRP2 following a single cortical spreading  cortical and subcortical regions of sham and naive group brains. This
depolarization (CSD). immunoreactivity exhibited a notable reduction in CSD-induced brains.

o } i ) The the majority of cells expressing NLRP2 exhibited colocalization with

Method: Brain tissue was obtained by cardiac perfusion at the 15th  NeyN; a neuronal marker, while a smaller subset demonstrated merging
minute after CSD in optogenetically inducible Thy1-ChR2-YFP (n=3)  \yith S100B, an astrocyte marker.
mice. NLRP2 expression was examined in the obtained brain tissue . ) ) o
sections by immunofluorescence staining and compared with NLRP2 Conclusion: Th's StUdY revealed Fhe decreased immunoreactivity of
expression pattern in the sections obtained from the control group (n=3) ML eliier e G0 I ey [erel
and naive mice (n=1). The cellular source of NLRP2 is demonstrated by =~ Keywords: Cortical spreading depolarization, inflammasome,
dual staining with NeuN and S100p. inflammation, migraine, NLRP2
Cite this article as: Derle E, Donmez Demir B, Sever Bahcekapili M, Cakir Aktas C, Gurlek OC, Tiirken B ve ark. Kortikal Yayilan Depolarizasyon Sonrasi Fare Beyninde
NLRP2 immiinreaktivitesi. Arch Neuropsychiatry 2025;62:216-219. doi: 10.29399/npa.28688

GIiRIS

NOD benzeri reseptor (NLR) ailesi, dogal bagisiklik sisteminde patern
tanima reseptorlerinin bir tyesidir, pirin domaini iceren NLR 2 (NLRP2)
de bu ailenin bir parcasidir. NLRP2'nin immiin yanitlarda kesin rolti tam
olarak anlagilamamis olsa da, serebral iskemi, agri ve depresyon modelleri
gibi cesitli hastalik modellerinde astrositik inflamazom olarak immin
yanitlara katildigini gosteren ¢ok sayida calisma vardir (1,2,3). Buna karsin
farkli sistemlerde nukleer faktor- kB (NF-xB) regllasyonu ustiinden
antiinflamatuvar etki gésterdigine dair belirtecler vardir (2).

Buna ek olarak, daha 6nceki calismalarda NLRP2 aktivasyonunun ATP
araciligiile astrosit Uzerindeki panneksin kanallari ve purinerjik reseptorler

uzerinden inflamatuvar kaskad: tetikledigi belirtilmistir (1). Bu streg
iskemi, agri ve depresyon gibi bircok patolojik durumla iliskilendirilmistir
(2,3). NLRP2'nin hem astrositik bir inflamazom olarak pro-inflamatuvar
etkiler hem de NF-xB regilasyonu yoluyla antiinflamatuvar etkiler
gosteren ikili dogasi, immiin yanitlardaki karmasikhginin ve cok yonlu
roltinuin altini gizmektedir (2).

Migren aurasinin deneysel modeli olarak kabul edilen ve ATP aracil
astrositik uyarimin gosterildigi kortikal yayilan depolarizasyon modeli
baglaminda, NLRP2'nin bu uyarimda ve ardindan gelen inflamatuvar
yanitta bir araci olarak potansiyel rolt, arastirmanin énemli bir yont olarak
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One Cikan Noktalar

+ inflamasyonun migren patogenezinde anahtar rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

* NLRP2'in migren patogenezinde rolii olabilir.

* NLRP2 astrositlerin yanisira néronal hiicrelerde de
eksprese olmaktadir.

+ KYD dalgasini takiben ¢cok erken dénemde NLRP2
immiinreaktivitesi azalmaktadir.

ortaya ctkmaktadir (4,5). Bu calisma, ¢ok erken bir zaman noktasinda
optogenetik olarak indiklenen tek bir kortikal yayilan depolarizasyon
(KYD) modelinde NLRP2 imminoreaktivitesindeki ~ degisiklikleri
arastirarak, NLRP2'nin noroinflamatuvar sureglere katiliminin altinda
yatan karmasik mekanizmalara degerli bilgiler katmay1 amaglamaktadir.
Elde edilecek bilgilerin, nérolojik bozukluklarda NLRP2 ile iliskili
yanitlarin module edilmesinde, terapétik hedeflerin ve stratejilerin ortaya
cikarilmasi igin faydali olacagi dustintlmektedir.

YONTEM

Deney Hayvanlari

Tim deneyler Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir (2019/46). Tum hayvanlar standart barinma
kosullarinda yiyecek ve suya serbest erisecek sekilde, 12 saatlik aydinlk
ve karanlhk dongustinde, 22+3°C oda sicakliginda ve %40-60 nem de
barindinimistir.

Optogenetik indiksiyon ile KYD uyarimi minimal invaziv bir yontem
olup, islem iliskili inflamatuvar reaksiyonu da minimize etmektedir.
Optogenetik indiksiyon icin kortikal néronlarinda kanalorodopsin-2
eksprese eden ve lazer ile uyarilabilen (n=3) Thy1-ChR2-YFP fareler ve
kontrol grubu olarak Thy1-ChR2-YFP negatif (littermate) (n=3) fareler
kullanilmistir. Naif grupta 12-16 haftalik, 20-25 gr agirliginda C57BL/6)
(n=1) fare kullanilmistir. Oksijen saturasyonu, nabiz ve vicut sicakhigi
oximetre (The LifeSense® VET Pulse Oximeter, Nonin Medical Inc., USA)
yardimi ile islem boyunca takip edilmistir.

Kortikal Yayilan Depolarizasyon Dalgasinin Optogenetik Olarak
Uyarimi

Cerrahi ve sonrasinda KYD uyarimi icin yapilan deneyler sirasinda
induksiyon ve idame anestezide izofluran kullaniimistir. Cerrahi islemler
icin Thy1-ChR2-YFP transgenik ve kontrol grubundaki (littermate) fareler
sterotaksik cerceveye yerlestirilmistir, ve tum islemler stereomikroskop
(Zeiss SV6) altinda yapilmistir. ilk olarak orta hatta deri insizyonu yapilarak
bregma, frontal ve parietal kemikler ortaya konulmustur. Elektrofizyolojik
kayitlar icin parietal kemik yiiksek hizli drill ile inceltilmistir. inceltme
sirasinda kemigi sogutmak icin serum fizyolojik kullanilmistir. inceltilen
kemik bolgesi isaretlenmis ve bir adet Ag-AgCl, pellet elektrot kraniyum
uzerine indirilmistir. Topraklama icin Ag-AgCl, disk elektrot ense kaslarinin
arasina yerlestirilmistir. Elektrodlar Powerlab veri kazanim sistemine
baglanmistir.

Elektrofizyolojik kayitlar baslatiimis ve fizyolojik kayitlarin kalitesi
Labchart programi ile kontrol edilmistir. Kayit stabil olduktan sonra
optogenetik uyari frontal kemigin tzerine yerlestirilen fiberoptik kablo
ile gerceklestirilmistir. Dort yliz pm capinda ve 0,48 niimerik apertiriine
ve 450 pym dalga boyuna sahip lazer 15181, 4 mW isik yogunluguna
ayarlanmistir. Uyari 50 m) yogunlukta 10 saniye stresince uygulanmis ve
KYD dalgasi kayit edilmistir.

Derle ve ark. Kortikal Yayilan Depolarizasyon Sonrasi NLRP2

Kontrol grubunda lazer uyarimi disinda deney grubu ile ayni cerrahi
islemler yapilmistir. Naif fareye ise anestezi disinda herhangi bir islem
uygulanmamistir. Kortikal yayilan depolarizasyon kaydini takiben 15.
dakikada kardiyak perftizyon yapilmistir. Ardindan tum gruplarda beyin
dokusu cikarilarak dnce %4 PFA icinde 24 saat ardindan kriyoproteksiyon
icin %30 sukroz icinde 48 saat bekletilmistir Tum beyinlerden
kriomikrotomda (Leica CM 1100) 20nm kalinlikta koronal kesitler
alinmistir.

immiinofloresan isaretleme

Kesitler 80°C de 10 dakika sitrat soliisyonu (PH=6) icinde tutulmus,
ardindan oda sicakhigina kadar sogumasi beklenmistir. Yikama solsyonu
(TBS + %0,025 triton X) ile iki kez S'er dakika yikanmis ve 10 dakika
permeabilizasyon (TBS + %0,2 Triton X) icin inkibe edilmistir. Kesitler
75 dakika blokaj soltisyonu (0,3 M glisin ve %10 normal kegi serumu) ile
ardindan 48 saat boyunca +4°C'de primer antikor (1/100 NLRP2 antibody,
Proteintech 15182-1-AP) ile inkiibe edilmistir. Yikama solusyonu ile tg
kez beser dakika yikanmis ve sekonder antikor (1/200 Goat Anti Rabbit
Alexa fluoro 488 Abcam-ab 150077) ile oda sicakliginda bir saat daha
bekletilmistir. ikili boyama igin NeuN (1/150 Milipore MAB377) ve S1008
(1/150 atlas antibodies MAB03629) ile gece boyu +4°C de ve sonrasinda
1 saat oda sicakliginda sekonder antikor ile (1/200 goat anti-mouse cy3)
inkiibe edilmistir. Basamaklar arasindan t¢ kez beser dakika yikama
yapilmistir. Ardindan Hoechst-33258 solusyonu ile muamele edip lamel
ile kesitler kapatiimistir.

Tim kesitler Leica TCS SP8 konfokallaser tarama mikroskobu (Leica,
Wetzlar, Germany) ile incelenmis ve 2048x2048 piksel cozinurlikte
goruntuler elde edilmistir.

BULGULAR

Bu calismada, fare beyinlerinde optogenetik olarak indiklenen tek
KYD'den 15 dakika sonra NLRP2'nin imminoreaktivitesini arastirdik.
Baslangigta, immiinofloresan isaretleme yoluyla fare beyin kesitlerinde
NLRP2'nin ekspresyon paternini inceledik. Ozellikle, NLRP2'nin fark
edilir duzeyde hicresel imminoreaktivitesi, kontrol ve naif grup
beyinlerinin kortikal ve subkortikal bélgelerinde belirgindi. ilging
bir sekilde, bu imminoreaktivite, Sekil 1'de gosterildigi gibi, KYD ile
induklenen beyinlerde kayda deger bir azalma sergilemistir. Daha sonra,
NLRP2 ekspresyonunun hiicresel kimligini aydinlatmak icin ikili immiin
boyama deneyleri yapilmistir. Sonuclar, NLRP2 eksprese eden hiicrelerin
cogunlugunun bir noéronal marker olan NeuN ile kolokalizasyon
sergiledigini, daha kugtik bir alt kiimenin ise Sekil 2'de gosterildigi gibi bir
astrosit markeri olan S1008 ile birlesme gésterdigini ortaya koymustur. Bu
ikili boyama yaklasimi, optogenetik olarak induiklenen tek KYD'ye yanit
olarak NLRP2 ifade eden spesifik hiicresel populasyonlar hakkinda degerli
bilgiler saglamis ve gézlemlenen immiinoreaktivite degisikliklerinde hem
néronlarin hem de astrositlerin potansiyel katilimina isik tutmustur.

TARTISMA

Inflamasyon migren, agri, nérodejeneratif hastaliklar ve serebral iskemiyi
de kapsayan cesitli hastaliklarin patogenezinde altta yatan anahtar
mekanizma olarak 6ne surulmektedir. Dogal bagisikligin bir bileseni
olan inflamazomlar proinflamatuvar kaskadi aktive etmektedir. NOD
benzeri reseptor ailesinin gesitli tyeleri farkl patofizyolojik streclerde
tanimlanmisken, NLRP2'de dahil olmak Uzere bu uyelerin hastalik
streglerindeki rolleri hentiz tam aydinlatilamamistir (3). Diger Uyelere
gore Ozellikle NLRP2 en az calisilan inflamazom tiplerindendir

Bu calismada tek KYD sonrasinda NLRP2'nin degisimini ve ekspresyon
ozelliklerini ortaya koymayi hedefledik. Sasirtici olarak bazal seviyede
NLRP2'nin néronlarda eksprese oldugunu ve KYD sonrasinda da
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Sekil 1. NLRP2 immunoreaktivitesinin gosterilmesi. NeuN (kirmizi) ve NLRP2 (yesil) ile ikili boyama yapilmistir. Niikleer boyama i¢in Hoechst (mavi) kullanilmistir. Naif grup (st sira)
ve kontrol grubu (orta sira) kesitlerinde hiicresel NLRP2 isaretlenme paterni gézlenirken kortikal yayilan depolarizasyon sonrasi (alt sira) bu gériintii de belirgin azalma izlenmistir.
Birlestirilmis goriintiilerde NLRP ve néronal belirteglerin (NeuN) kolokalize oldugu gériilmektedir.

NLRP2

Sekil 2. NLRP2 immunoreaktivitesinin gésterilmesi. S100b (kirmiz) ve NLRP2 (yesil) ile ikili boyama yapilmistir. Cekirdek isaretleme icin Hoechst (mavi) kullaniimistir. S100b positif
astrositlerde NLRP2 immunopositivitesi cok silik izlenmektedir (birlestirilmis goriintiiler).
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immunoreaktivitesinde fark edilir bir degisim oldugunu gozlemledik.
Astrositlerde daha belirgin ve néronlarda daha az eksprese oldugunu
ifade eden diger calismalardan farkh olarak biz 6zellikle naif ve kontrol
grubunda NeuN (+) hucrelerde belirgin NLRP2 ekspresyonu oldugunu
gosterdik (1,6-9). Kortikal yayilan depolarizasyon sonrasinda ise fark
edilir bir NLRP2 ekspresyonunda azalma saptadik.

Zhang, Sun, Cheon ve Minkiewicz ve ark/nin dikkate deger ¢alismalarinda
NLRP2'nin astrositik ekspresyonu ve ATP'nin uyardigi panneksin ve
purinerjik reseptérler tizerinden inflamazom ve proinflamuar kaskadin
aktivasyonu vurgulanmustir (1,6-9). Bu bulgular, deneysel migren
moddellerinde proinflamtuvar 6zelliklerin rolini de gbéz &nine
aldigimizda, bizi KYD ve NLRP2 arasinda olabilecek olasi bir baglantiyi
arastirmaya yonlendirmistir.

Bizim calismamiz onceki calismalarda gosterilen belirgin astrositik
ozelliklerden farkh olarak merak uyandiracak sekilde kortikal ve
subkortikal bolgelerde NLRP2'nin belirgin néronal ekspresyonunu
ortaya koymustur. Bunun yaninda bulgularimiz Matsuka ve ark/nin
agn hipersensitivite modelinde dorsal kék ganglionlarinda néronal
NLRP2 ekspresyonunu tanimlamasiyla benzerlik gostermektedir (10).
Buna karsin, seramid ile uyariimis doku inflamasyonunu takiben artmis
reaktiviteyi gézleyen Matsuka ve ark/nin gézlemlerinden farkli olarak
biz uyarim sonrasinda NLRP2 ekspresyonunun azaldigini ortaya koyduk
(10). Ancak bu calismada seramid induiksiyonundan iki giin sonra NLRP2
Olculmustur, halbuki bizim ¢alismamizda KYD induksiyonundan sonra
cok erken donemde NLRP2 ekspresyonu incelenmistir (10). Uyarim ile
ortaya cikan cevaplari degerlendirdigimizde, daha ileri arastirmalar
NLRP2'nin ekspresyon ve aktivasyon araliklarini ortaya cikarabilir.
NLRP2'nin farmakolojik veya genetik manipulasyonu, muhtemelen NF-
kB diizenlemesi yoluyla, inflamasyonda potansiyel bir sinirlayici faktor
olarak rolini anlamak icin umut verici olabilir. NLRP2'nin zamansal
dinamiklerini ve manipulasyonlar yoluyla ortaya cikacak degisiklikleri
arastiran gelecekteki arastirmalar, KYD ile tetiklenen inflamatuvar
yanitlardaki roltine iliskin degerli bilgiler sunabilir.
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