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OZET

Amac: Inme sonrasi merkezi sinir sisteminde (MSS) insan trofoblast projenitdr
hiicrelerin (hTPC) transplantasyonunun anjiyogenez, vaskiiler yeniden modellenme
ve norogenez mekanizmalarini tesvik edebilecegi, boylece iskemik alana oksijen ve
besin taginmasini saglayabilecegi ve devaminda ise inme sonrasi sekonder hasarin

Onlenmesini saglayabilecegi hipotezini arastirdik.

Yontem: insan trofoblast progenitdr hiicreleri term plasentalardan izole edilip akim
sitometresi ve immiinohistokimyasal boyanmalarla karakterize edildi. Sicanlarda
inme modeli MCAO ile olusturulup 24 saat sonrasinda kuyruk veninden hTPC
enjeksyonu gerceklestirildi. inme sonras1 3. giin ve 11. giinlerde hayvanlar sakrifiye
edildi. %2 TTC ve Luxol Fast Blue boyanmasi ile hasar tespiti yapildi. Devaminda
hTPC’lerde VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 proteinlerinin ve mRNA ekspresyonlari
sirastyla Western Blot ve gRT-PCR metodlariyla ile tespit edildi. Son olarak,
iskemik hasar olusturulmus beyin dokularinda trofoblastik kok hiicre
transplantasyonu Oncesi ve sonrasi anjiyogenezle ve ndrogenezle ilgili protein
miktart Western Blot ile belirlendi ve bu proteinlerin ekspresyonlar1 ve

lokalizasyonlari immiinohistokimya ile tespit edildi.

Bulgular: izole edilen hiicrelerle yapilan karakterizasyon galismalari sonucunda bu
hiicrelerin trofoblast progenitor hiicreleri oldugu belirlendi. Infarkt bolgesi ve
demiyelinizasyon hTPC enjeksiyonu yapilan gruplarda azalmistir. hTPC’ler
VEGF,VEGFR1 ve VEGFR2 ekspresyonunu mRNA ve protein diizeyinde
gerceklestirirek anjiyogenezde rol alirlar. Transplantasyon sonrasinda beyin
dokularinda Western Blot sonuglarina gére DLXS ve VEGF transplantasyon sonrasi
11. gliinde ve NKX2.2 transplantasyon sonras1 3. ve 11. gilinlerde anlamli olarak
artarken; LHX6, Oligl, PDGFRa, VEGFR1 ve VEGFR2 de anlamli olmayan artiglar

saptanmuistir.

Sonug: Trofoblast progenitdr hiicreler inme sonrasi sigan beyninde anjiyogenik ve
norogenik faktorlerin ekspresyonunu artirir. hTPC inme onariminda terapotik olarak

rol oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: insan trofoblast progenitor hiicreleri, anjiyogenez, inme.



ABSTRACT

Objective: The hypothesis that human term placenta derived trophoblast progenitor
cells (hTPC) transplantation into postischemic central nervous system (CNS) may
enhance angiogenesis, vascular remodeling and neurogenesis resulting in oxygen and
nutrition transport improvement so that hindering the secondary damage after stroke

was explored.

Methods: hTPCs which isolated from term placenta were characterized by flow
cytometry and immunoflourescent staining. In vitro differentiation of these cells to
neuron-like cells was peformed. In vivo cerebral ischemia model was generated in
rats upon middle cerebral artery occlusion and after 24 hours, hTPCs were injected
through tail vein. Animals were sacrified at day 3 or day 11. For histopathological
measurements %2 TTC staining and Luxol Fast Blue staining was done.
Subsequently, VEGF, VEGFR1 and VEGFR2 expression levels of hTPCs were
examined by Western Blotting and gRT-PCR. Finally, the amounts of proteins
related with neurogenesis and angiogenesis in all experimental groups was
determined by Western Blot and the expression and localization of these proteins

were detected by immunohistochemistry.

Results: Isolated cells have immunological characterization of trophoblast
progenitor cells. Besides they express and release angiogenic factors and they can
differentiate into neuron-like NeuN positive cells. Through %2 TTC staining infarct
volumes were demonstrated in all groups. This area was smaller in the hTPC injected
group. Visible myelin loss recovery was observed in hTPC injected group with Luxol
Fast Blue staining. On the 11 day after hTPC transplantation, some angiogenic and
neurogenic markers significantly increased in the brain tissues according to Western

Blot results.

Conclusion: Trophoblast progenitor cells enhance the expression of some
angiogenic and neurogenic factors in rat brain after stroke. hTPCs could be

therapeutically involved in repair of stroke.

Key words: Human trophoblast progenitor cells, angiogenesis, stroke.
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Kan akiginin beynin tamaminda ya da belirli bir bolgesinde kritik bir esik degerinin
altina diismesi durumuna serebral iskemi denir. Genellikle bu durumda iskeminin
gerceklestigi  bolgede hasar olusur. Iskemik hasarda; néronlar, astrositler,
oligodentrositler ve endotelyal hiicreler gibi ¢ok sayida hiicre tahrip olmaktadir. Bu
nedenle serebral iskemi tedavisi i¢in noral tedavilerin yani sira damarlar gibi dokulari

besleyen yapilarin da onarilmasi gerekmektedir.

Inme olarak tanimlanan serebrovaskiiler hastaliklar (SVH); ciddi mortalite ve
morbiditeye yol acan hastaliklardan biridir. Amerika Birlesik Devletleri'nde 19
olimde 1 inme goriiliir, bu da yilda yaklasik olarak 795.000 6liim demektir (Go,
Mozaffarian ve ark. 2013) . Bu inme vakalarmin % 87’si iskemiktir. inme, bebeklik
donemi de dahil olmak iizere her yastan insanlar1 etkiler. Aslinda, canli dogumlarin
4000’de 1’inde inme goriiliir (Roach, Golomb ve ark. 2008). Bebeklerde inme riski
perinatal dénemde en fazladir ve ¢ocuk mortalitesinin ilk 10 nedeninden biridir
(Lloyd-Jones, Adams ve ark. 2009). Perinatal inme nedenleri ¢ok faktorlidiir ve
nedenleri arasinda konjenital protrombojenik kosullar, vaskiiler malformasyonlar,
dogum travmasi, bas ve boyun enfeksiyonlari, sistemik kosullar (6rnegin otoimmiin
hastaliklar) ve plasenta riiptiirii ve preeklampsi gibi obstetrik komplikasyonlar da
vardir (Roach, Golomb ve ark. 2008, Rutherford, Ramenghi ve ark. 2011). Erken
yasta inme geciren cocuklar, hayatlar1 boyunca norolojik hasarla yasamaktadirlar
(Kirton and deVeber 2006, Amlie-Lefond, Sebire ve ark. 2008, Rutherford,
Ramenghi ve ark. 2011, Go, Mozaffarian ve ark. 2013).

Yasam, oosit ile spermin fertilizasyonu sonucu olusan totipotent zigot ile baslar.
Zigot bir dizi proliferasyon ve farklilasma siirecleri gegirerek canlidaki tiim hiicre
tiplerini olusturur. Embriyo, fertilizasyondan yaklasik 3 giin sonra morula evresine
ulasir. Morula fazinda, kompaksiyonu takiben embriyonun morfolojisinde degisimler
ortaya ¢ikar ve bunun sonucunda blastosist olusur. Blastosist evresinde i¢ hiicre
kitlesi polarize olmamis hiicreleri igerirken (embriyoblast), dis hiicre kitlesi hiicreleri
(trofoektoderm veya trofoblast) polarize hale gelir (Krtolica, Genbacev ve ark.

2007). Trofoektoderm kendi icinde ikiye ayrilir. Birincisi embriyoblast



komsulugunda olan hiicrelerden olusan polar trofoektoderm, ikincisi ise embriyoblast
ile iligkili olmayip blastosist boslugunu cevreleyen hiicrelerden olusan mural
trofoektoderm. TKH’ler; polar trofoektodermden gelisip, pluripotent hiicrelerdir ve
plasentayr olusturan hiicrelere kaynaklik yaparlar. Embriyonal kok hiicreler ise

embriyo olusumunu saglar.

Bu tezin amacit hayvan modellerinde fokal serebral iskemik hasar sonrasinda
anjiyogenez ve norogenez mekanizmasinda trofoblast progenitdr hiicrelerin etkili
olup olmadigini belirlemektir. Mezenkimal kok hiicrelerin anjiogenezde rol aldigi,
birgok anjiogenik faktorii salgiladigi bilinmektedir. Fakat trofoblast progenitor
hiicrelerin  anjiogenezdeki rolii bilinmemektedir. Serebral iskemi; noronlarin,
astrositlerin, oligodendositlerin, endotelyal hiicrelerin de dahil oldugu ¢ok sayidaki
hiicrenin birlikte tahrip oldugu bir hastaliktir. Dolayisi ile serebral iskemideki tedavi
stratejisi yalnizca ndral elementlerin tamir olmast degil ayn1 zamanda damarlar gibi
bu dokular1 besleyen yapilarin da tamir olmasini gerekli kilmaktadir. Bu 6zelliklerin
trofoblast progenitor hiicrelerinde mevcut olma olasiligr yiiksektir. Bu nedenle fokal
serebral iskemik hasarin onarilmasi i¢in trofoblast progenitor hiicreler oldukea iyi bir

adaydir.

Genel olarak hedefimiz; in vivo ve in vitro kosullarda fokal serebral iskemik hasar
sonrasi anjiyogenez ve ndrogenez mekanizmalarinda trofoblast progenitor hiicrelerin

olasi rollerini tespit etmektir.

Bu c¢alismada trofoblast progenitor hiicrelerin beyin hasarinin onarilmasina olan

etkisini histolojik olarak, % 2 TTC ve Luxol Fast Blue boyalariyla belirlenmistir.

Anjiyogenez mekanizmalarma olan etkisi i¢in trofoblast progenitér hiicre
sipernatantlarindan ELISA yontemi ile hiicrelerin lizatlarinda ise Western Blot ile
VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 protein varlig1 tespit edilmistir. Trofoblast progenitor
hiicrelerinde VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 protein varlig1 belirlenmistir. ,

Norogenez siirecleriyle ilgili olarak da iskemik hasar olusturulmus beyin dokularinda
trofoblastik kok hiicre transplantasyonu oncesi ve sonrast VEGF, VEGFRI,
VEGFR2, DLX2, DLXS5, LHX6, NGN1, NGN2, Oligl, Sox2, Olig2, PDGFRa,

NKX2 protein varligi Western Blot ve immiinohistokimya ile tespit edilmistir



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Beyin Anatomisi ve Histolojisi

Beyin diisiinebilme, hafiza ve suur gibi temel olarak bilinen goérevlerinin yaninda
cevreden uyarilart alma ve degerlendirme, motor aktiviteyi saglama, endokrin ve
somatik fonksiyonlar ile organlarin diizenli ¢aligmasini kontrol etmek gibi bir¢ok
Oonemli gorevi Ustlenmistir (Arinct ve Elhan 2006). Kafatasi i¢inde yerlesik olarak
bulunan beyin tiim omurgali canlilarda oldugu gibi insanda da embriyonik evrenin
basinda noral tiiplin 4. cift somit hizasindan baslayan kranial kismindan
gelismektedir. Beyin bu evrede 6n (prosencephelon), orta (mesencephelon) ve arka
(rhombencephelon) olmak tizere 3 kisimdan olusmustur. Daha sonra post embriyonik
donemde telensefelon, diensefalon, mezensefalon, pons, medulla oblongata ve

serebellum olmak tizere alt1 alt bolgeye ayrilmustir (Fix 1995).

Beyin, gelismekte olan beynin yapisina dayanan bes ana anatomik boliim igerir.

Bunlar:

1. Serebral hemisferleri ve toplu olarak bazal gangliyon olarak bilinen derin yapilar

iceren telensefalon

2.Agirlikli olarak talamus, epithalamus ve hipotalamustan olusan diensefalon
3. Mezensefalon veya orta beyin

4. Pons ve serebellumdan olusan metensefalon

5. Miyelensefalon, medulla (Seidman 2016).

Gelisimini tamamlayan beyin yetigkin insanlarda 1300-1500gr agirliginda olup
kafatasi ve beyin zarlar1 (meninks) tarafindan korunmaktadir. Meninks ii¢ tabakadan
olusur. En distaki dura mater oalrak isimlendirilir, ayn1 zamanda pachymeninx
(pachy = kalin) olarak da bilinir. Yogun fibroz bag dokusunun iki birlesik
tabakasindan olusur. Dis tabaka kafatasina yapisir ve aslinda periosteumu olusturur.
Yash bireylerde dura kafatasi ile kaynasabilir. Araknoid ve pia birlikte
leptomeninksleri olusturur (lepto = ince). Ince bir zar olan araknoid, 6riimcek

aglarina benzeyen, keskin bag dokusu lifleri vasitasiyla alttaki piyaya baglanir;



bunlar araknoid ("ortimcek benzeri") adini verirler. Araknoid gevsek bir sekilde

beyne tutunur (Garman 2011).

Pia, beyin ylizeyini yakindan orten hassas bir zaridir ve niifuz eden arteriolleri ve
veniilleri kilcal damarlara doniistiirecek sekilde kaplar. Omurilik kanalinda, pia
dentikiilat baglar1 ve filum ucunu olusturur. Pia, astrositik ayakgiklarin uglarina ait
periferal tabakayla yakindan iliskilidir. Birlikte, merkezi sinir sisteminin pia-glial
sinirlayict zarini olustururlar. Pia, beynin ve omuriligin ylizeyine yakindan baglhidir,
ancak bazi patolojik siiregler, 6rnegin belirli beyin tiimorleri alt yiizey alaninin i¢inde

ve yaninda yayilabilir (Garman 2011).

Pia ve araknoid arasindaki bosluk, beyin omurilik sivisi (BOS) ile doldurulmus
subaraknoid bosluktur. Bdylece, beyin ve omurilik, araknoid trabekiiler tarafindan
dura-araknoidden asilir ve BOS ile yikanir. Subaraknoid bosluk yiizeysel serebral
arterler ve damarlar da igerir. Beyin ve omurilik yiizeyinin dura-araknoidten nispeten
uzak oldugu alanlarda, subaraknoid bosluk siternalarini olusturmak tizere biiyiitiiliir

(Garman 2011).

Beynin ylizeyini 2-4mm kalinliginda ve ¢ogu yerde 6 tabakadan olusmus gri cevher
tabakasi1 olusturmaktadir. Buna cortex cerebri adi verilmektedir. Cortex cerebri ceviz
ici gibi birtakim kivrimlar ve yariklar igermektedir. Kivrimlarin herbirine gyrus adi
verilmektedir. Yariklara sulcus veya fissura denilmektedir. Hemisferleri birbirinden
ayiran sagital konumdaki yarik fissura longitudinalisdir. Her hemisfer fissur ve
sulcuslar tarafindan 4 loba ayrilmaktadir. Sulcus centralis frontal lobu parietal lobdan
ayirmaktadir. Sulcus centralis’in 0niinde gyrus precentralis bulunmaktadir. Burasi
primer motor alan, sulcus centralisin arkasindaki gyrus postcentralis ise primer duyu
alani olarak adlandirilmaktadir. Koku duyusu ile ilgili alanlar, konugmanin motor
alan1 (Brocca), emosyon, sosyal davranig ve entelektiiel zekd merkezleri frontal
lobda yer almaktadir. Temporal lobda isitme merkezi (Heschl) ve konusmanin duyu
alan1 (Wernicke), oksipital lobda gorme alani bulunmaktadir. Kortekste bazi alanlar
bilgilerin yorumlandig1 ve entegre edildigi alanlaridir (Fix 1995). Insan beyninde 12-
14 milyar sinir hiicresi olup bunun 9 milyar1 kortekste yer almaktadir. Korteksin

gelisimi insanda ancak 18-20 yaslarinda tamamlanmaktadir (Dikici 2002).



On Beyin (Prozensefalon)
Beynin hacimsel olarak en biiylik alanidir. Embriyo gelisimi sirasinda 6n beyinin

bliyiik bir boliimii telensefalonun geri kalani1 da diensefalonun yapisina katilmaktadir.

Telensefalon

Beynin en genis kismi olan telencephalon iki yarim kiireden (sag ve sol lob) ve
koklama lobundan olusmaktadir. Koklama lobu (Bulbus olfaktoryus) beynin 6n alt
kisminda yer alan kii¢iik bir alandir. Burundan gelen koku alma sinirleri 6nce buraya
ugramakta daha sonra beyin korteksinden gegerek koklama merkezine girmektedir.
Beyin yarim kiireleri (serebral hemisferler) korpus kallozum ile birbirlerine
baglanmaktadir. Her bir hemisfer serebral korteks denilen milyarlarca aktif néron
iceren gri maddeden, néron uzantilarinin yer aldigi beyaz cevher ve bu cevherin i¢ine
yerlesmis bazal gangliyonlardan meydana gelmektedir (Fix 1995). Ayrica beyin
hemisferlerinin yiizeyinde girintili ve ¢ikintili olmak iizere gyrus denen kivrimlar ve
bu kivrimlarin arasinda da sulkus denilen yariklar vardir. Bu sulkuslara gore
hemisferler; frontal, parietal, oksipital, temporal, insular ve limbik lob olarak
adlandirilir. Limbik lob gercekte farkli bir parca olmayip limbik sisteme ait kortical
yapilar igerdiginden dolayi farkli bir lob olarak algilanmaktadir (Dogan 2002).

Ara Beyin (Diensephalon)

Beyin yarim kiireleri tarafindan c¢evrelenmis alandir. Bu alan epitalamus,
hipotalamus ve talamus olmak fiizere ti¢ bolimden meydana gelmektedir (Dere
1999). Epitalamus diencephalonun iist kisminin arka boliimiinde ve talamusun arka
ist tarafinda yer almaktadir. Kus ve memelilerde salgi orgami olarak gelismistir.
Talamus boz c¢ekirdeklerin en Onemlilerinden olup bunlara gorsel yataklarda
denilmektedir. Koku duyusu impuslar1 hari¢ tim duyu impulslarinin korteks’e
gitmeden Once toplandigi 6nemli bir merkezdir (Arinci ve Elhan 2006). Hipotalamus
diensephalonun ventral kisminda yer almaktadir (Gokmen 2003). Otonom sistem ile
endokrin sistemi kontrol ederek entegrasyonunu saglamaktadir (Arinci ve Elhan
2006).

Orta Beyin (Mezensephalon)
Beynin en kii¢iik parcasi olan orta beyin ponsun ilizerinde olup medullanin uzantisi
olarak merkezi boslugu kaplamaktadir. Miyelinli sinir liflerinden olusmustur.

Serebellum, pons, medulla oblangata ve medulla spinalis arasinda baglanti kuran
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sinir liflerinin gegit bolgesidir. Mezensephalon mikroskobik olarak cesitli kisimlara
ayrilmaktadir. Dopaminerjik noronlara sahip olan substantia nigra olarak
isimlendirilen gri cevher Kitlesi mezensephalonun transvers kesitlerinde rahatga ayirt
edilebilmektedir. Efferent lifler iceren krus serebriler i¢yapisinda diger goze garpan
bolgelerden bir tanesidir. Diger bir kisim ise tegmentum mezensephalidir. Bu kisim
talamusa giden ¢esitli afferent lifleri ve 3. , 4. ve 5. kranial sinir ¢ekirdekleri ile
niikleus ruber’i icermektedir (Gokmen 2003). Mezensephalonun arka tarafinda dort
tane yuvarlak c¢ikintidan olusan lamina quadrigemina bulunmaktadir. Bunlardan
tistekilere kollikulus superior, alttakilere ise kollikulus inferior denir. Kollikulus
superiorlar daha biiyliktiir ve gorme refleks merkezi, kollikulus inferiorlar ise daha

kiigiik olup isitme refleks merkezlerini olusturmaktadir (Fix 1995).

Arka Beyin (Rhombensephalon)

Embriyonik donemin baginda beynin 3. kismi olarak yer alan bu bdliim embriyo
gelisiminin ilerlemesi ile birlikte beynin 4. kismi1 metensephalon (beyincik), beynin
5. kism1 mylensephalon (medulla oblangata) ve ponsu olusturmaktadir. Medulla
oblangata pons ile medulla spinalis arasinda yer almakta ve ventral yiizeyinde
kortikospinal yollariigeren pyramis ile 9., 10., 11., ve 12. kranial sinirler yer
almaktadir . Beyincik beyin boliimleri i¢inde biiyiiklik olarak ikinci sirada yer
almaktadir. Pons ve medulla oblangata ile birlikte 4. ventrikiilii ¢cevrelemektedir.
Serebellum istegimiz disinda iskelet kaslarinin tonusunu ve sinerjik hareketlerini
kontrol ve koordine etmekle yiikiimliidiir. Boylelikle kaslarin isbirligi iginde
calismasini saglayarak dengenin korunmasinda dnemli bir yere sahip géziikmektedir

(Arinci and Elhan 2006).

Merkezi sinir sisteminin hiicreleri tipik olarak asagidaki iki ana kategoriye ayrilir:
I. Noroektodermal kdkenli hiicreler

Noronlar

Astrositler

Oligodentrositler

Ependim hiicreleri



II. Mezenkimal kaynakli hiicreler

Meninkslerde bulunan bag dokusuna ait hiicreler
Kan damarlarinda bulunan endotel hiicreleri
Yag dokusuna ait adipositler

Mikroglia (Garman 2011)

Beynin histolojik yapist incelenirken Oncelikli olarak beyin dokusunda bulunan
hiicrelerden bahsetmek gerekmektedir. Bunlar MSS’nin temel hiicresi olan sinir

hiicresi (ndron) ve bunlara destek saglayan norogliyalardir (Garman 2011).

Noronlar

Sinir sisteminin fonksiyonel birimini ndron veya sinir hiicresi adi verilen
uyarilabilme yetenegine sahip 6zellesmis hiicreler olusturmaktadir. Bir néron genel
olarak hiicre govdesi (soma), dendritler ve akson olmak {iizere ii¢ kisimdan
olugmaktadir. Soma, c¢ekirdek ve onu gevreleyen sitoplazmadan olusmaktadir.
Dendritler uyariy1 ¢evreden, duyu epitel hiicrelerinden ve diger ndéronlardan almak
icin Ozellesmis ¢ok sayida uzantilardir. Akson ise tek bir uzantidir. Sinir uyartilarini
diger hiicrelere (sinir hiicresi, kas ve bez hiicresi) yaymak ve iletmek icin
Ozellesmistir. Aksonlar baska noéronlardan bilgi alabilmek icin 6zellesmislerdir.
Noronlar somadan c¢ikan uzantilarinin sayisina ve islevsel rollerine gore

siiflandirilmaktadir (Mescher 2013).
Uzantilarinin sayisina gore;

Multipolar néronlar: Poligonal sekilli somadan ¢ikan ¢ok sayida uzantiya sahip
noron tipidir. Tek bir aksona ve birden fazla dendrite sahiptir. Sinir sisteminde en
fazla bulunan bu ndron tipine serebral korteksin piramidal hiicreleri ile serebellar
korteksin noronlar1 ve Purkinje hiicreleri 6rnek olarak verilebilir (Ross, Kaye ve ark.
2002).

Bipolar néronlar: iki uzantili néronlardir. Gérme, isitme ve denge sisteminin

noronlari 6rnek olarak verilebilir (Ross, Kaye ve ark. 2002).



Psodoiinipolar noronlar: Yalnizca kisa tek bir uzantiya sahip bir néron tipi olup
kraniyal ve spinal sinirlerin duyusal gangliyonlarinda bulunmaktadirlar. Embriyonik
olarak bipolar noronlardan koken almakta ve baglangicta iki uzantiya sahip
goziikkmektedirler. Daha sonra bu uzantilar kaynasarak tek bir uzanti halini almakta

bu yiizden de psddo terimi kullanilmaktadir (Ross, Kaye ve ark. 2002).

Noroglia

Merkezi sinir sisteminin bir diger 6nemli hiicreleri gliyalardir. Gliya ya da norogliya
hiicreleri ¢ogalma 6zelligi gosterebilen ve noronlardan daha fazla sayida bulunan
hiicrelerdir. Birgok bening ve malign tiimoérler gliya kokenli olup gliya hiicrelerinin
noronlarin aksine aksiyon potansiyeli olusturmadiklar1 ve elektriksel uyarilarin
alinmas1 ve iletilmesinde rol oynamadiklar1 tespit edilmistir. Bu hiicreler
noroektodermden koken alan astrositler, oligodentrositler ile mezodermden koéken

alan mikrogliya ve ependim hiicrelerini igermektedir (Ross, Kaye ve ark. 2002).

Astrositler

Astrositler ¢ok sayidaki uzantilar1 nedeniyle yildiz seklinde izlenen hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin yapilarin1 giliglendiren gliyal fibriller asit proteininden yapilmis ara
filamentleri bulundururlar. Bu hiicreler ndronlart kilcal kan damarlarina ve pia
matere baglamaktadir. Az sayida uzun uzantilara sahip astrositlere fibroz astrosit
denilmekte ve bunlar ak madde iginde yer almaktadir. Cok sayida kisa dallar veren
uzantilara sahip olan protoplazmik astrositler ise gri madde i¢inde yer almaktadir

(Ross, Kaye ve ark. 2002).

Oligodendrositler

Oligodendrositler astrositlerden daha kiigiiktiir ve koyu boyanan diizensiz ¢ekirdege
sahiptirler. Sitoplazmalar1 bol miktarda Golgi aygiti, cok sayida mitokondriyon ile
mikrotiibiilleri  icermektedir. Bu hiicrelerin gdrevi aksonu miyelinlemektir.
Oligodendrositlerin uzantilar1 aksonlar1 bir kilif gibi sarmaktadir. Bu kilifin olusumu
periferik sinirlerde Schwann hiicreleri tarafindan olusturulan miyelin kilifinin
olusumuna benzemektedir. Bu Schwann hiicreleri oligodendrositlerle ayni isleve
sahip olup ancak cevresel sinir sistemindeki aksonlarin etrafinda yer almaktadirlar.
Bir Schwann hiicresi, bir aksonun c¢evresinde miyelin olusturmaktadir oysa
oligodendrositler birden fazla néron ve bunlarin uzantilar1 etrafinda kilif olusturacak

sekilde dallar verme yeteneginde sahiptir (Ross, Kaye ve ark. 2002).



Mikrogliya Hiicreleri

Gliya hiicreleri igerisinde en kiiciik olanlaridir. Embriyonal evrede merkezi Sinir
sistemi icerisinde pia meterden kan damarlar1 ¢evresinde farklilasarak
olusmaktadirlar. Sitoplazmalar1 yogundur. Niikleuslar1 kii¢iik kromatini koyu
boyanmaktadir. Oval sekilli veya muntazam olmayan degisik goriinim
verebilmektedirler. Sitoplazmik uzantilar1 az sayida olup ince ve kisa gézlenmektedir

(Ross, Kaye ve ark. 2002).

Ependim Hiicreleri

Bu hiicreler, beyin ventrikiillerini ve omurilik orta kanalin1 déseyen algak prizmatik
epitel hiicreleridir. Bazi yerlerde ependim hiicreleri beyin omurilik sivisinin
hareketini kolaylastiracak olan titrek tiiylere sahip goriilmektedir (Ross, Kaye ve ark.
2002).

Beyin hemisiferlerin yapisi, sinir hiicrelerinin lokalizasyonlarina bagli olarak
substansia grisea (gri cevher) ve substansia alba (ak cevher)‘dan olusur. Cortex
cerebri tiim bilingli ve istemli fonksiyonlari, yiiksek zeka islemlerini gergeklestiren,
noron govdeleri, dendritleri, aksonlari, baska alanlardan gelen sinir lifleri, noroglia
ve kan damarlarii igeren, hemisferlerin distan 1.5-4 mm kalinliktaki kismini
olusturan, gri cevher tabakasidir. Serebral korteks filogenetik, ontogenetik ve
fonksiyonel kriterlere gore allocortex ve neocortex (neopallium) olmak {izere alt
tiplerde incelenir. Allocortex filogenetik olarak daha eski pirimitif basit korteks olup
bir reseptor, bir effektor piramidal noron katlarini igerir. Reseptorlerle alinan uyarti
“arada baglanti noronlar1 bulunmaksizin” direkt effektore iletilerek gorev yerine
getirilir. Allocortex Archiocortex ve Paleocortex olmak iizere iki yapidan olusur.
Archiocortex primitif kortekstir ve 3 tabakalidir, limbik sisteme ait hipokampus,
dentat girus, subikulumda goriiliir. Paleocortex de 3 tabakalidir ve uncus,
parahipocampal girus, bulbus olfaktorius da goriiliir. Neokorteks insanda korteksin
%90’1m1 olusturur. Yapisal 6zellikler nedeniyle homogenic cortex denir. 6 tabakaya
sahiptir. Bu tabakalarda yapisal, kiiciik farkliliklar olsa da korteksin her yerinde
izlendiginden, neokortekse izokorteks de denir (Ross, Kaye ve ark. 2002, Mescher
2013). Noekorteksin tabakalari;

I. Lamina zonalis (molekiilare, plexiformis)



II. Lamina graniilaris eksterna

I11. Lamina piramidalis eksterna

IV. Lamina graniilaris interna

V. Lamina piramidalis interna (ganglioner tabaka)

VI. Lamina multiformis katlaridir (Sekil.2.1) (Ross, Kaye ve ark. 2002, Mescher
2013).

Lamina zonalis / molekiilare

Hiicre bakimindan fakirdir. Buraya gelen dendrit ve akson dallanmalari, bu tabakada;
horizontal bir pleksus yaparlar. Cok az sayida horizontal duruslu néronlar yer alir
(Mescher 2013, Ross ve ark. 2002).

Lamina granularis eksterna

Yildiz hiicreleri, bir miktar kiiciik piramidal hiicre ve ¢esitli sinir sonlanmalarindan

olusur (Mescher 2013, Ross ve ark. 2002).

Lamina piramidalis eksterna

Kiiciik ve orta boyutlu piramidal hiicreler ve bir miktar yildiz hiicrelerden olusur.
Afferent uzun baglanti lifleri bu tabakada horizontal Bechterev ¢izgisini yaparlar
(Mescher 2013, Ross ve ark. 2002).

Lamina granularis interna

Yildiz veya graniil hiicrelerden olusur. Bu tabakada talamustan gelen afferent liflerin
son dallanmalar1 Baillarger'in dis ¢izgisini yapar (Mescher 2013, Ross ve ark.
2002).

Lamina piramidalis interna

Orta ve biiylik piramidal néronlardan olusur. Bu tabakada afferent kisa baglanti
lifleri Baillarger'in i¢ ¢izgisini yapacak sekilde sonlanir. Bu tabakada dev piramidal
hiicreler bulunur ve III. tabakadakiler gibi aksonlarin1 substansiya albaya gonderir

(Mescher 2013, Ross ve ark. 2002).

10



Lamina multiformis
Bol miktarda mekik sekilli hiicreler ve yildiz hiicrelerinden olusur. Mekik sekilli
hiicreler uzun eksenleri yiizeye dik yerlesim gosterirken aksonlar1 substansiya.

albaya uzanir (Mescher 2013, Ross ve ark. 2002).

Subkortikal beyaz madde (substansiya alba) biliylik 0Olgiide aksonlar ve
oligodendrogliadan olusur. Beyaz cevherde; oligodendroglialar, merkezi sinir

sisteminin miyelin olusturan hiicreleridir (Mescher 2013, Ross ve ark. 2002).

— p——

— e —

bR
o

. kgl

Sekil.2.1. insan serebral korteks yapisinin semast: (1) Lamina zonalis (molekiilare, plexiformis), (2)
Lamina graniilaris eksterna, (3) Lamina piramidalis eksterna, (4) Lamina graniilaris interna, (5)
Lamina piramidalis interna (ganglioner tabaka), (6) Lamina multiformis.

2.2.Inme

Serebral kan akimi ortalama dakikada 50-55ml/100gr’dir. Gri cevherde serebral kan
akimi dakikada 70-80 ml/100gr iken beyaz cevherde dakikada 20- 30ml/100gr’dur.
Serebral kan akimi dakikada 30 ml/100gr’in altinda ise ndrolojik semptomlar
goriiliir. Serebral kan akimi dakikada 20 m1/100gr’n altinda ise Elektroensefalografi
(EEG) ve uyarilmis potansiyeller bozulur. Dakikada 10 ml/100gr’in altinda membran
permeabilitesi bozularak geri doniisiimsiiz iskemiler gelisir. Embolik infarktlarda

embolinin organizasyonu (lizis) takiben yeniden kanlanmasi sonucu, infarkt alaninda
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yikilmis arteriol ve kapillerden eritrositlerin sizmasi sonucu hemorojik infarkt gelisir.

Sizmalar ¢ok olursa hematom da olusabilir (Yucel 2012).

Iskemik noron oliimleri genelde iskemiden giinler sonra gerceklesir ve buna
ertelenmis noron Oliimii denir. Noron Sliimiindeki bu gecikme beynin etkilendigi
bolgeye ve iskeminin uygulanma siiresine gore degiskenlik gostermektedir. Bazi
durumlarda ertelenmis néron Oliimii giinler ya da haftalar alirken bazilarinda ise

birkag saat veya daha kisa zamanda olusur (Lipton 1999).

Kontralateral Kan Akimi

ipsilateral Kontralateral

iskemik Kor

Penumbra

Saghkh Doku
Kan akimisia azalmis oldugu bolge

Penumbra, geri déadslmli basar

iskemik Peaumbra
'/ Iskemik Kor

( MCAO

Orta Serebral
’ ~ Arter Tikamiklgs

Iskemik kor, geri doniyamsiiz hasar

Sekil.2.2. Iskemik inme infarkt alani iskemik kor ve kollateral damarlar ile az da olsa beslenmeye
devam eden “risk altindaki doku” olan penumbradan olusur. infarktin bulundugu hemisfer ipsilateral
hemisfer olarak isimlendirilirken kars1 yarim kiire ise kontralateral hemisfer olarak isimlendirilir.
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Serebral iskemi temel olarak iki sekilde olabilmektedir; global serebral iskemi ve
fokal serebral iskemidir. Global serebral iskemi ventrikiiler fibrilasyon veya 5-10
dakika siiren kardiyak arrest nedeniyle olusabilen beynin tamaminda kan akisinin
azalmasidir. Fokal serebral iskemi ise tromboembolik veya atherotrombotik vazo-
okliisiv hastaliklar sonucu olusan kan akisinin beynin belirli bir boliimiinde azalmasi
olarak tanimlanmaktadir. Fokal serebral iskemi, global iskemiden farkli olarak kan
akisinin ciddi derecede azaldigi odak bolge iskemik ¢ekirdek ve bunun daha
distalinde bulunan ve kollateral damarlar ile az da olsa beslenmeye devam eden
iskemik penumbra bélgelerinden olusmaktadir. Iskemik cekirdekte majér olarak dlii
noronlar bulunurken, penumbrada apoptotik noronlarin daha fazla oldugu

belirlenmistir (Yucel 2012) (Sekil.2.2).

Amerika Birlesik Devletleri'nde 19 &liimde 1 inme goriiliir, bu da yilda yaklasik
olarak 795.000 6lim demektir (Harukuni and Bhardwaj 2006). Bu inme vakalarinin
% 87’si iskemiktir. inme, bebeklik dénemi de dahil olmak iizere her yastan insanlar:
etkiler. Aslinda, canli dogumlarin 4000°de 1’inde inme goriliir (Go ve ark. 2013).
Bebeklerde inme riski perinatal donemde en fazladir ve gocuk mortalitesinin ilk 10
nedeninden biridir (Roach ve ark. 2008). Perinatal inme nedenleri ¢ok faktorlidiir ve
nedenleri arasinda konjenital protrombojenik kosullar, vaskiiler malformasyonlar,
dogum travmasi, bas ve boyun enfeksiyonlari, sistemik kosullar (6rnegin otoimmiin
hastaliklar) ve plasenta riiptiirii ve preeklampsi gibi obstetrik komplikasyonlar vardir
(Go ve ark. 2013, Lloyd-Jones ve ark. 2009). Erken yasta inme gegiren ¢ocuklar,
hayatlar1 boyunca norolojik hasarla yasamaktadir (Harukuni and Bhardwaj 2006,
Kirton and deVeber 2006, Lloyd-Jones ve ark. 2009, Rutherford ve ark. 2011).

Iki gesit inme vardir: hemorajik (kanamali) ve iskemik. Beynin cevresinde veya
icinde kanama meydana gelirse hemorajik, beynin bir kisminda kan akimi azalir ya
da durursa iskemik inme gergeklesir. Kan akimi olmayan beyin alani hasar goriir.
Inmelerin %88’i iskemiktir. Iskemik inme beyni besleyen damarlarm kan akimi
azalacak sekilde incelmesi veya damar i¢i pihti ile de iskemik inme olusabilir. Kan
beyne ulasamadiginda beyin hiicreleri dakikalar i¢inde 6lmeye baslar (Amlie-Lefond
ve ark. 2008).

Aterosklerotik plaklardan kopan emboli, kardiyak kdkenli emboliler, kan hastaliklart,

hemodinamik kriz iskemik inmeye neden olabilir.
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Inme pek ¢ok mekanizmadan olusan karmasik bir patofizyolojiye sahiptir:

Hiicresel enerji azlig1
Eksitotoksisite

Kalsiyum sitotoksisitesi
Oksidatif hasar
Inflamasyon

Hiicre 6liim mekanizmalari
Odem

Mikrovaskiiler hasar

© 0o N o g bk~ w DD P

Reperfiizyon hasari

Hiicresel enerji azligi: Beynin enerji iiretimi tamamen oksidatif fosforilasyona
bagimlidir. Kan akimi azalmasi sonrast beyin dokusuna yeterli miktarda oksijen ve
glukoz saglanamamasi ile ATP iiretiminin azalmasi, buna bagli olarak anaerobik
glikolizin tetiklenmesi ve laktik asidoz olusumuna neden olmaktadir. Diger taraftan
hiicre zarinin iki tarafli iyon gradientinin saglanmasi icin gerekli enerji bagimli iyon
pompalarinin calisgmamasi hiicrelerin depolarizasyonuna, sismesine ve nekrotik

yollarin tetiklenmesine neden olmaktadir (TNS 2014).

Eksitotoksisite: Enerji, iyon pompa yetmezligi ve geri alim mekanizmalarindaki
bozulma, ekstraselliiler ortamda glutamat birikmesine bagli olusmaktadir. Glutamat

yiiksek konsantrasyonda noron hasarina neden olmaktadir (TNS 2014).

Kalsiyum sitotoksisitesi: Artan glutamat miktar1 N-Metil D-Aspartik Asit (NMDA)
reseptorlerini uyarir ve NMDA reseptorleri ve voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin
aktivasyonu ile hiicre i¢i kalsiyum miktart artar. Kalsiyum artig1 lipaz, proteaz ve
endoniikleaz gibi yikict enzimlerin aktivasyonunu saglayarak serbest radikal
olusumuna neden olmakta ve ndron 6liimii tetiklenmektedir. Ayrica kalsiyum artigi
mitokondriyal membran1 daha fazla bozarak enerji eksikliginin derinlesmesine ve

daha fazla serbest radikal olusumuna neden olmaktadir (TNS 2014).

Oksidatif Hasar: Iskemide antioksidan mekanizmalarin temizleyebileceginden daha
cok oksijen radikali olusmakta ve bu da hiicre hasarina neden olmaktadir. Reaktif

oksijen radikalleri hiicre i¢indeki protein, lipid ve karbonhidratlara zarar vererek ve
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Kan Beyin Bariyeri’ni (KBB) bozarak vazojenik 6deme neden olmaktadir (TNS
2014).

Inflamasyon: Iskemi saatler icerisinde inflamatuar yanita neden olur. Bu yanitta
mikroglia ve astrositlerin yaninda salinan sitokinler araciligi ile hasarli bolgeye gog
eden 16kositlerde yer almaktadir. Inflamasyon erken dénemde beyin hasarimi

arttirmakta ve KBB zedelenmesine neden olmaktadir (TNS 2014).

Hiicre Olim Mekanizmalar: Iskemik hiicreler, nekroz veya apoptoz ile
Olmektedirler. TNF alfa ve FAS ligandinin uyarilmasi kaspaz grubu protezlar1 aktive
etmekte ve apoptotik siire¢ baglamaktadir (TNS 2014).

Odem: iskemide; iki tiir 6dem vardir. Birincisi akut gelisen sitotoksik 6demdir.
Ikincisi ise 4 -6 saat sonra baslayip ve 24 - 72 saatte maksimuma ulasan vazojenik
O6demdir. Sitotoksik 6demin nedeni hiicre i¢indeki ATP sentezindeki azalma ve buna
bagli olarak Na - K ATP az pompasinin fonksiyon kayibi nedeni ile olusan hiicrelerin
sismesidir.  Iskeminin ilerleyen saatlerinde, matriks metalloproteinazlarin
aktivasyonu ve endotel hiicreler arasindaki siki baglantilarin disfonksiyonu ile KBB
gecirgenliginin artmasi gergeklesir ve bunun sonucunda vazojenik 6dem olusur (TNS

2014).

Mikrovaskiiler Hasar: iskemide; endotel gecirgenlik artar, bazal lamina ve hiicreler
aras1 matriks yikilir. Boylece KBB segici gecirgenligi ve serebral otoregiilasyon
bozulur. iskemideki endotel hasar1 ile normalde antitrombotik ve antiinflamatuar bir
yiizey olan endotel, c¢esitli doku faktorleri ve pihtilasma mekanizmalarinin
aktivasyonuna neden olur. Tim bu mekanizmalarda mikrodolasimin daha da

bozulmasina ve iskeminin derinlesmesine yol agar (TNS 2014).

Reperfiizyon Hasar1: Serebral kan akisinin yeniden saglandigi reperflizyon siirecinde
serebral ddem ve hiicre dliimlerinden otiirii reperfiizyon hasar1 olusur. Ek olarak
reperfiizyon; lokotrien ve PG salimmina, endotel adhezyon molekiillerinin
ekspresyonuna, 16kosit migrasyon artisina ve KBB gecirgenliginin artisina neden

olmaktadir (TNS 2014).
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Eksitotoksisite OKsidatif stres Kan beyin bariyeri disfonksiyonu
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Sekil.2.3. Serebral iskemi sonrasinda olusan hasarlarin zamana bagli grafigi (Bambal 2015)

2.3.Serebral sirkiilasyon

Beyin metabolik olarak viicuttaki en aktif organlardan biridir dolayisiyla zengin kan
akimiyla desteklenmistir. Beyin arteriyel kan akimini arkus aortadan alan baslica 4
trunkus saglamaktadir. Bunlar iki karotid arter ve iki vertebral arterlerdir. Bu arterler
beynin 6n kisiminda karotis sistemini yani anterior sirkiilasyonu; arka kisimda ise
vertebrobaziller sistemle posterior sirkiilasyonu olusturmaktadir. Karotis interna, 6n
ve orta serebral arterden olusan Karotis Sistemi 6n dolasiminin en 6nemli pargasidir

ve beyin kan akiminin %80°ni bu sistem saglamaktadir (Mhairi Macrae 1992).

2.4.0rta Serebral Arter Tikanma (MCAQ) modeli

Rodentlerde inme modeli i¢in genis ¢apli olarak MCAO modeli kullanilir. Bunun
nedeni hayvan olarak bakimlarinin daha ucuz ve kolay olmasi ve kranial
dolasimlarimin insana benzemesidir (Mhairi Macrae 1992, Sasaki ve ark. 2009).
Insanlarda, orta serebral arter (MCA) en yaygin olarak inme sendromlarindan
etkilenir ve klinik sendromu taklit eden sayilli MCA tikama (MCAOQO) metodu
bulunmustur. Insanda inmeden sonra rekanalizasyon genellikle olustugu icin
tikanmadan bir siire sonra reperfiizyon bu modellerin bir¢ogunda bulunur. Silikon
tipli ipek stitur intraaluminar olarak MCA igerisine yerlestirilir ve 90 dakika boyunca
bekletildikten sonra siiturun ¢ikarilmasiyla reperfiizyon gerceklestirilir. Arkasindan

inmeye bagli davranigsal belirtiler sicanlarda gosterilmistir.
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MCAO tekniginde Eksternal Carotid Arter (ECA)’nin iki dali oksipital arter (OA) ve
stiperior tiroid arter (ST) baglanip koteter ile kesilir. Bu daha biiyiikk damarlarin
hareketliligine izin verir, ECA’daki iki ipek bag arasina ilk arteriotomi
gergeklestirilir. 2.0 mm uzunlugunda 0.39 mm c¢apinda silikon tipi olan 2.0-2.2 cm
4/0 monofilament naylon siitur ECA liimenine MCA’ya dogru dogru itilir. ECA
etrafindaki stitur sikilarak naylon siiturun yeri stabilize edilir ve kanama 6nlenir. Bu
sekilde Common Carotid Arter (CCA) ya da MCA’da kalict bir hasar olusturulmaz.
Iskemi periyodu bitip reperfiizyon siirecine gegildiginde beyin kanlanmasi normal bir
sekilde saglanir. Bu sistemde sakrifiye edilen damar ECA’dir ve bu normal beyin

kanlanmasini ve infarkt bolgesini etkilememektedir.

Right Left

Sekil.2.4. MCA’daki endovaskiiler siitur ile olusturulan tikanma goriilmektedir. Kranial dolagim sisteminin
biatlestirilmis diyagramu lizerinde silikon kapli intraluminal siiturun MCA kdokenini tikadigr gosteritilmistir. ECA
dallart OA ve ST koterize edilerek koparilmis ve bir ipek siitur gevsekge ECA etrafina sarilmigtir ve intraluminal
siituru sabit tutar. ACA, Anterior Serebral Arter; BA, Basilar Arter; CCA, Common Carotid Arter; ECA,
Eksternal Carotid Arter; ICA, Internal Carotid Arter; MCA, Middle Cerebral Arter; OA, Occipital Arter; PCA,
Posterior Cerebral Arter; PComA, Posterior Communicating Arter; PPA, Pterygopalatine Arter; ST, Superior
Thyroid Artery. Figiiriin adapte edildigi yer: Sasaki ve ark. (Sasaki ve ark. 2009) ve Zhang (Zhang S. M. ve ark.
1995)
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Beynin Lateral Goériintiisii Beynin Ortadan Kesiti

I__ Anteriyor Serebral Arter -Orta Serebral Arter .Posteriyor Serebral Arter

Sekil.2.5. Beyni besleyen damarlarin kanlandirdigi alanlari lateralden ve medialden gdsteren ¢izim.
Orta serebral arterin (MCA) kanlandirdig: kortikal bolgeler kirmizi renkte gorilmektedir. Uyarlama;
(Patrick J. Lynch, Medikal illiistrator)

2.5.Vaskiilogenez

Vaskiilogenez, primitif kan damarlarinin mezoderm kokenli onciil (prekiirsor)
hiicrelerden ilk kez olusturulmasidir. Vaskiilogenez terimi; hemanjiyoblastlarin
damarlarin olusacagi bdlgeye go¢ etmeleri, kordonlar olusturup endotelyal hiicrelere
farklilasmalarin1  ve dolayisiyla damarlarin  ilk  kez (de novo), sifirdan

olusturulmalarini ifade etmektedir (Carmeliet 2003).

Genellikle kan damarlarinin iki ardisik siire¢ olan vaskiilogenez ve anjiyogenez
yoluyla gelistigi kabul edilmektedir. Vaskiilogenez sirasinda, en erken ilkel kilcal
damarlarin olusumu, pluripotent mezenkimal hiicrelerden farklilanan hemanjiyojenik
kok hiicrelerin in situ farklilagmasiyla saglanir. Hemanjiyojenik kok hiicreler, hem
hematopoietik hiicrelerin Onciiliiglinii yapan hemanjiyoblastik hiicrelere, hem de
endotel hiicrelerinin Onciileri olan anjiyoblastik hiicrelere kaynaklik edecek sekilde
farklilanirlar (Daly ve ark. 2003, Li ve ark. 2008). Daha sonra, anjiyogenez sirasinda

yeni kan damarlart mevcut damarlardan tiiretilir (Yancopoulos ve ark. 2000).

Endotelyal ve hematopoietik hiicreler, ortak bir progenitér (hemanjiyoblast)
paylasirlar. Vitellus kesesinde hemanjiyoblastlar, icteki hiicrelerin hematopoietik
prekiirsorlere, distaki hiicre popiilasyonunun ise endotelyal hiicrelere farklilagacagi
aggregatlar (kiimeler) olustururlar. Anjiyoblastlar, in situ farklilasma ve ag olusumu
gerceklesmeden Once, oldukga fazla bir sekilde go¢ edebilirler. Vaskiiler Endotelyal
Biiytime Faktorii (VEGF), VEGF Reseptorii-2 (VEGFR- 2, Flk-1) ve bazik
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Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGF), anjiyoblast farklilasmasini arttirirken (Bikfalvi
2004), VEGF Reseptorii-1 (VEGFR-1, Flt-1) hemanjiyoblastlar1 baskilar (Ferrara
2005). Matriks makromolekiilleri, fibronektin, matriks reseptorleri (a5-integrin) ve
endotelyal hiicreler arasindaki etkilesimleri saglayan molekiiller de vaskiilogenezde
onemli roller dstlenirler. Endotelyal hiicre prekiirsorleri, embriyonik yasamin
haricinde, yetiskin kemik iliginde ve periferik kaninda da tespit edilmistir. VEGF,
Graniilosit-Monosit Koloni Stimiile Edici Faktér (GM-CSF), bFGF ve Insiilin
Benzeri Biiylime Faktorii (IGF)-1 bu hiicrelerin farklilagsmasini ve mobilizasyonunu

stimiile etmektedir (Kleespies ve ark. 2004, Thomas 1996).

2.6.Anjiyogenez

Viicudumuzdaki kan damarlar1 vaskiilogenez ve anjiyogenez yollar1 ile olusmaktadir
(Sekil.2.6) (Ferrara ve ark. 2003). Gelisimin ilk haftalarinda ¢evre dokudan difiizyon
ile beslenen embriyoda ii¢iincii haftanin basinda anjiyogenez baslar. Anjiyogenez
¢ogu zaman doku ve organlarin olusumu igin embriyonik fazda meydana
gelmektedir. Yetiskinde ovaryan siklus ve yara iyilesmelerinde de anjiyogenez
gerceklesmektedir (Ortega ve ark. 1998). Anjiyogenez, biliylime ve gelisme gibi
siireglerde de gergeklesir. Kanserlerde, romatoid artrit, inflamatuvar bagirsak
hastaliklar1 gibi inflamatuar hastaliklarda, makiiler dejenerasyon gibi degisik g6z
hastaliklarinda patolojik olarak anjiyogenez meydana gelmektedir. Periferik arter
hastaliklari, kalp yetmezligi, infertilite ve gecikmis yara iyilesmesi gibi durumlarda

ise anjiyogenezde yetersizlikler saptanmistir (Zachary 1998).
Anjiyogenez 4 basamakta gerceklesir:
1. Bazal membranin ve ekstra-selliiler matriksin proteazlar tarafindan yikilmasi,
2. Anjiyogenik uyariya dogru endotel hiicrelerinin gocii,
3. Endotel hiicrelerinin prolifere olmasi,

4. Kapiller tiip formasyonu ve endotel hiicrelerin olgunlagmasi (Ferrara ve ark.
2003).
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Sekil.2.6. Vaskiilogenez ve anjiyogenez kan damarlarmin olusumunu saglayan iki ardigik siiregtir

(Hanahan, 1997).

2.7.VEGF Ailesi

Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii (VEGF), endotel hiicreleri igin multifonksiyonel
bir biliyiime faktorii ailesidir (Rosenstein and Krum 2004). Endotel hiicresinin

proliferasyonuna, migrasyonuna ve differensiyasyonuna sebep olur (Ferrara and
Davis-Smyth 1997).

VEGF ailesi kobay derisinde bir vaskiiler sizinti baslatmasiyla kesfedildigi i¢in
Vaskiiler Permeabilite Faktorii olarak isimlendirilmisti (Clauss 2000). 1980’lerin
sonunda ise, bu aileden ilk 6zel anjiogenik biiyiime faktorii ayristirildi ve buna
vaskiilotropin veya vaskiiler endotelial biiyiime faktorii ad1 verildi. Daha sonralar1 da

digerleri bu aileye eklendi (Achen and Stacker 1998).

Uyeleri ve Yapisi

Trombosit Kaynakli Bityiime Faktorleri (PDGF) siiperailesinin dnemli bir {iyesi olan
VEGEF ailesi VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve
Plasenta biiyiime faktorii (Placenta growth factor; PIGF) adi verilen alti iiyeden

meydana gelmektedir (Millauer ve ark. 1994, Monacci ve ark. 1993, Tamanini and
De Ambrogi 2004).
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VEGF-A geni, kromozom 6p21.3’de bulunmaktadir. Ayn1 zamanda Human-VEGF
olarak bilinir ve makalelerde ¢ogunlukla sadece VEGF olarak adlandirilmaktadir
(Tamanini ve De Ambrogi 2004). VEGF-A’nin su ana kadar bilinen alti adet
izoformu vardir. Bunlar VEGF,,;,, VEGF,,,, VEGF, VEGF;; VEGF; ve
VEGF,,, olarak isimlendirilmislerdir (Hornig ve ark. 2000, Risau 1997, Shibuya
2006). VEGF,, yaklasik 34-46 kDa agirliginda homodimerik bir glikoproteindir ve
karakteristik VEGF formudur (Achen ve Stacker 1998, Risau 1997).

VEGF-B, baslangicta VEGF-A ile %23'i homolog olan bir sinyal peptitinin
boliinmesinden sonra, 186 amino asitli bir protein olarak olusur. Sonra, ekson-6'da
olusan bir alternatif mRNA birlestirme (splicing) ile tamamen farkli terminal COOH-
gruplari i¢eren 167 amino asitli bir proteine dondisiir (Millauer ve ark. 1994). VEGF-
B, vaskiiler endotel biiyiime faktorii reseptori-1 (VEGFR-1)'e baglanarak

monositlerin aktivasyonu ve farklilasmalarinda rol alir (Kendall ve ark. 1994).

VEGF-C, VEGFC; VEGF-A ile %16's1 benzeyen 388 amino asitten olusmustur
(Millauer ve ark. 1994). Lenfatik damarlarin olusmasinda (lenfanjiogenez) rol
oynamaktadir. VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak vaskiiler ve lenfatik endoteliyal
hiicrelerde mitojenik etki yapar (Kendall ve ark. 1994, Monacci ve ark. 1993).

VEGF-D, 334 amino asitten olusan ve VEGF-A'ya %31 oraninda ayni amino asitler
iceren bir proteindir(64). C-terminal uglarinda zengin sistein domainleri igerir ve
VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak VEGF-C ile benzer islevler yapar (Kendall ve
ark. 1994, Millauer ve ark. 1994).

VEGF-E, VEGF-A ile amino asit dizilimi %25 oraninda ayni olan bir polipeptidtir.

Giiglii bir mitojen ve permeabilite arttirict faktordiir (Kendall ve ark. 1994).

PIGF, VEGEF ailesinin tanimlanan ilk tiyesidir. VEGF-A ile %37 oraninda benzesen
ve 152 amino asit iceren son sekli olusur (Millauer ve ark. 1994). VEGF-B gibi
VEGFR-1'e baglanarak etki gosterir (Millauer ve ark. 1994).

Sentezi
Ovulasyondan hemen 6nce ovaryum follikiillerinden salgilanarak yeni damarlarin

olusumunu arttirir. Erken implantasyon doneminde trofoblastlar tarafindan salgilanir
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(Park ve ark. 1994). VEGF yetiskinde akciger alveolar hiicrelerde, bobrek
glomeriillerinde, proksimal tiibiillerde ve diisiik seviyede de olsa karaciger
hepatositleri ve beyinde gosterilmistir (Waltenberger ve ark. 1994). Ayrica immuno
histokimyasal olarak aktif makrofajlarda, arteriyolleri g¢evreleyen fibroblastlarda,
akciger bronsiyol epitelinde, koroid pleksus epitelinde ve renal glomeriil visseral

epitelinde varlig1 gosterilmistir (Achen ve Stacker 1998).

VEGF ekspresyonunu indiikleyen en onemli faktor hipoksidir. Ornegin; biiyiiyen
tiimorlerin hipoksik merkezleri, tikanmis kalp damarlarina bagli gelisen hipoksi
sonrasinda da VEGF ekspresyonu artar. Azalan pH ve sitokinler ile de VEGF
ekspresyonu artmaktadir (Ferrara ve Davis-Smyth 1997).

Reseptorleri
VEGF ailesine ait 6 adet reseptor mevcuttur. Bunlar; VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-
3, SVEGFR-1, sVEGFR-2 ve sSVEGFR3 olarak isimlendirilmistir (Sekil.2.8).

VEGF reseptor-1 (VEGFR-1, flt-1) ve VEGF reseptor-2 (VEGFR-2, flk-1, KDR)
amino asitlerinin %44°{ ortaktir ve yaklasik 1300 amino asitten olusur ve iki boliim
icerirler. Birinci boliim, hiicre i¢inde kalan ve tirozin kinaz igeren hiicre ici
boliimdiir. Ikinci boliim ise, kisa membran kopriileri dizisi ve ligand baglama

bolgeleri igeren 7 adet immiinoglobiilin benzeri yapidan olusan hiicre dis1 bolimdiir

(Monacci ve ark. 1993) (Sekil.2.7).

VEGF reseptorlerine ligand baglandiginda dimerizasyon gecirmekte ve bu da hiicre
igerisindeki mekanizmalar1 tetikleyerek cevap olusturmaktadir (Ahmed ve ark.
1997). Heparan siilfat VEGF’in reseptoriine baglanmasia yardim eder ve bu olay1

diizenler (Ferrara and Davis-Smyth 1997).

Yapilan caligmalar VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin farkli sinyal 6zellikleri oldugunu
gostermistir. VEGFR-1 hiicre-hiicre veya hiicre-matriks etkilesimlerinin kontrolii ile
doku mimarisinin belirlenmesinde ve vaskiilogenezde rolii vardir (Albuquerque ve
ark. 2009). Bu reseptor VEGF-A, VEGF-B, srVEGF, PIGF2iin etkilerine aracilik
etmektedir (Sekil 4). VEGFR-2 VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve
S’VEGF’in etkilerine aracilik ederken, VEGFR-1 ise ya yaniltici (decoy) olarak
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gorev yapmakta ya da sinyalizasyonu baskilayarak negatif bir etki gdstermektedir

(Rosenstein ve Krum 2004) (Sekil.2.7).

Farelerde yapilan ¢alismalarda, VEGFR-2’nin eksik veya bozuk ekspresyonunda bu
hayvanlarin hematopoietik prekiirsorlere, farklilasmis endotel hiicrelerine ve
organize kan damarlarina sahip olmadiklar1 goriilmiistiir. Bu da VEGFR-2’nin hem
endotel, hem de hematopoetik Onciil hiicrelerin gelisimi ig¢in zorunlu oldugunu
gostermistir. Bunun aksine; VEGFR-1’in ekspresyonundaki eksikliklerde, olgun
endotel hiicreleri olugsabilmesine ragmen, bu damarlarin asir1 genisledigi ve yapisal
bozukluklara sahip oldugu goriiliir. Boylece VEGFR-1’in hiicre-hiicre veya hiicre-
matriks etkilesimlerinin kontrolii ile doku mimarisinin belirlenmesinde rolii
oldugunu gostermistir (Albuquerque ve ark. 2009). VEGFR-1; VEGF-A ve PIGF’e
yiiksek affinite ile baglanir ama iyi bir proliferasyon ve kemotaktik cevap elde
edilemez. Ancak, PIGF’e baglanmayan ama VEGF’e sikica baglanan VEGFR-2 ile
iyi cevap alinir (Achen ve Stacker 1998).

VEGEF stimiilasyonundan sonra, VEGFR2, otofosforilasyon ile aktive edilir. Pek ¢ok
tirozin kinaz fosforilasyon bolgesi; 951, 1054, 1059, 1175 ve 1214 amino asitler,
VEGEFR ’nin intrasitoplazmik bolgesinde bulunmaktadir. Bu fosforilasyon bolgelerine
bagli olarak, sinyal iletimi i¢in farkli yollar (PI3K / Akt, MAPK, PKC ...) ve cesitli
ilgili mekanizmalar aktive edilir. Aktive edilmis transdiiksiyon yoluna gore sinyal
iletimi sonucunda, anjiyogenez ile ilgili farkli sonuglara neden olur (Sekil.2.7)
(Huang ve ark. 1998).

FIt-1 mRNA'simnin alternative mRNA birlesmesi (splicing) ile VEGFR-1'in ¢oziiniir
bir varyantinin (sVEGFR-1) iiretilebildigi daha once gosterilmistir. Bu ¢oziiniir
reseptor, serbest ve aktif VEGF-A seviyesini diistirerek VEGF etkisine kars1 bir
antagonisttir ve bu nedenle pre-eklampsi veya intra-uterin biiyiime geriligi gibi
vaskiiler hastaliklarin olugsmasinda onemli bir rol oynamaktadir (Roeckl ve ark.

1998).

SVEGFR-1'in ligand baglama alan1t hem VEGF hem de PIGF'ye baglanabilirken,
VEGFR2'nin homolog bolgesi sadece VEGF'yi baglayabilir. Boylece VEGF, sadece
VEGFR1 ve VEGFR2 reseptor homodimerlerinin olusumunu degil aynt zamanda
burada bildirilen ¢6ziinlir reseptor komplekslerinin temelinde, tam reseptor

repertuarinin kullanimina izin veren VEGFR1/VEGFR2 reseptorii heterodimerlerini
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de indiikleyebilir. PIGF daha siirhidir ve muhtemelen sadece Flt-1 reseptor
homodimerlerinin olusumunu indiikleyebilir (Liu 2015, Pavlakovic ve ark. 2010). Bu
ligand / reseptér baglanma spesifitelerine dayanarak, VEGF / PIGF ligandi
heterodimerinin sadece Flt-1 homodimerlerinde degil aym1 zamanda KDR / Flt-1
reseptOr heterodimerlerine de baglanmasi beklenebilir. VEGFR2'nin endotel hiicresi
mitojenik sinyalini baslattigi bulunmusken, hiicre yiizeyi tiizerinde VEGFR2
yoklugunda eksprese edilen VEGFR1, VEGF'ye yamit olarak mitojenez
baslatamamistir (Krupinski ve ark. 1994). Fare VEGFR1 knock out edilmesi normal
vaskiiler gelisim i¢in 6nem tasidigin1 gosterse de, islevsel 6nemi agik degildir (Xiong

ve ark. 2010).

VEGF-A VEGF-C

Ligand VEGT‘ /\fET_E‘/‘AET.D

Reseptdr ' l u

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
Hematopoetik "

ii i Vaskiller N
Hucresel | sk hiicreler dotel Lenfatik
Ekspresyon ponostler endote Endotel

Makrofajlar
I | Proliferasyon |
Hiicresel Migrasyon Proli
- Migrasyon n roliferasyon
Etki grasy Permeabilite Migrasyon
IHayatla Kahm |

Fizyolojik | Hematopoez |vaskillogenez Vaskiilogenez
Etki Anjiogenez Lenfanjiogenez

Sekil.2.7. VEGF reseptorleri, hiicresel ve fizyolojik etkileri ve spesifik baglanan ligandlari
goriilmektedir(Shibuya, 2006)

Insan trofoblast ve endotel hiicrelerinin, yapisal NO sentaz (cNOS) aktivasyonu ile
nitrik oksidin (NO) sentezini ve salimmini tetikleyen VEGF i¢in fonksiyonel Flt-1
reseptorlerini icerdigi de daha once bildirilmistir (Popa-Wagner ve ark. 2010).

En son olarak, Albuquerque ve arkadaslar1 (Albuquerque ve ark. 2009) dogal olarak
ortaya ¢ikan kesilmis, ¢coziinebilir fare ve insan VEGFR-2 formunu tanimladilar. Bu
formlar yedi Ig benzeri hiicre dist domainlerin altisindan alternative splicing
sonucunda olusur. Fare SVEGFR-2 bir 13 amino asit karboksi-terminal sekansi igerir
ve insan SVEGFR-2, benzersiz bir 16-amino asit karboksi-terminal sekansi igerir, her
ikisi de membrane bagli VEGFR-2'de mevcut degildir. SVEGFR-1'den farkli olarak,
SVEGFR-2, insan mikrovaskiiler endotel hiicrelerine VEGF-A'in baglanmasini
antagonize etmez ve dolayistyla VEGF-A'nin neden oldugu mitojenezi inhibe etmez

(Krupinski ve ark. 1996, Yanev and Dijkhuizen 2012).
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SVEGFR-2, VEGF-C'yi yakalayip engelledigi ve VEGFR-3'iin baglanmasini ve
aktivasyonunu devre dis1 biraktigi, boylece lenfanjiyogenezi inhibe ettigi tespit
edilmistir. Coziilebilir VEGFR-2, VEGF-C baglanma bdélgesini icerir VEGF-C ile
etkilesir. /n vitro deneyler, SVEGFR-2'nin VEGF-C‘ye baglh VEGR-3'iin
aktivasyonunu ve lenfatik endotel hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini

gostermistir (Krupinski ve ark. 1997).
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Sekil.2.8. VEGF reseptorlerinin membran bagimli ve ¢Ozliniir formlar1 gosterilmektedir

(Albuquerque, 2013)

2.8.Iskemi ve anjiyogenez

Insanlarda ve denek olarak kullanilan hayvanlarda beyin iskemisi sonrasinda
anjiogenezinin ortaya ¢iktigi kanisina ragmen, anjiyojenezin inmeden sonra beyin
islevin diizelmesine katkisi olup olmadigi ve inmeyi tedavi etmek icin bir terapi
olarak kullanilip kullanilmayacagi uzun zamandir tartisilmaktadir. Fokal iskemi
kaynakli anjiyojenez, infarkt alaniyla sinirlanmis olup ve gegici gibi goriinmektedir.
Iskemik infarkti ¢evreleyen kilcal kan akisindaki bu gecici gelisimin iyi yam diger

rejeneratif siliregleri ve ndroplastisiteyi artirabilmesidir (Villalonga 2008).

Inme sonrasi hastalarm postmortem beyinlerinde, peri-infarkt bolgelerdeki kilcal
damar yogunlugunun daha uzun sagkalim siiresi ile iligskili oldugu gosterilmistir
(Turu ve ark. 2008). Endotel hiicresi proliferasyonu, serebral iskemi sonrasi 24 saat
icinde ortaya ¢ikabilir. Endotel hiicre ¢ogalmasini takiben yeni kapiller olusumu

gozlenir. Bunun sonucunda birkag¢ hafta i¢cinde yeniden kapillerler olusumu istikrarl
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bir sekilde yeni olusan vaskiilariteye yol acar (Marti H. H. and Risau 1998, Tsai ve
ark. 2006, Turu ve ark. 2008). Damar agmin olusmasi, dokunun hayatta kalimi igin
gerekli olan enerji ve substratlarinin saglanmasini artirabilir, buna ek olarak noronal
filizlenme, nérogenez ve glial ¢ogalma gibi diger onarici mekanizmalarin yolunu

acar (Monacci ve ark. 1993).

Inme sonras1 beyinde FGF-2, PDGF, VEGF ve reseptorleri gibi anjiyojenik biiyiime
faktorlerinin artmis sentezi goriiliir (Cobbs ve ark. 1998, Kovacs ve ark. 1996,
Villalonga 2008). inmeden saatler sonra bir takim molekiiller penumbra bdlgesinde
kan damar biiyiimesi ile korele sekilde up-egiile edilir. iskemik siirecin ardindan
anjiyogenik faktorlerin yani sira, bazilari proinflamatuvar sitokinler (IL-1beta, TNF-
alfa), nitrik oksit (NO) ve biiyiime faktorleri (TGB-beta, PDGF, VEGT, FGF) gibi
pro-anjiyojenik faktorler de, ekprese edilmektedir (Hayashi ve ark. 1997, Lee M. Y.
ve ark. 1999, Marti H. H. and Risau 1998). inme sonrasi, subventrikiiler bolgeden
peri-infarkt kortekse go¢ eden yeni olusmus noroblastlarin bulundugu alanda artmis

vaskiiler yeniden modellenme olusur (Lennmyr ve ark. 1998).

2.9.Iskemi ve VEGF

VEGF; beyinde, sadece koroid pleksus tarafindan degil ayn1 zamanda astrositler ve
noronlar tarafindan da eksprese edilir (Marti H. J. ve ark. 2000, Plate ve ark. 1999).
Cesitli gruplar, deneysel beyin iskemisini takiben penumbra'da gesitli hiicrelerde
VEGF'nin upregiilasyonunu belirlemislerdir. Bununla birlikte, iskemi sonras1 zamana
bagl olarak ger¢eklesen VEGF gen indiiksiyonu ve VEGF eksprese eden hiicrelerin
belirlenmesi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma vardir Astrositlerde (Beck ve ark. 2010, Marti
H. J. ve ark. 2000, Plate ve ark. 1999) noronlarda (Arvidsson ve ark. 2002, Marti H.
J. ve ark. 2000) ve mikroglial hiicrelerde (Lichtenwalner and Parent 2006, Marti H. J.
ve ark. 2000) VEGF mRNA ve / veya VEGF protein indiiksiyonu gosterilmistir.

VEGF proteini, peri-iskemik bolgedeki mikro damarlarda da gosterilmistir
(Arvidsson ve ark. 2002, Lichtenwalner ve Parent 2006), bu durum diger hiicre
tipleri tarafindan {iretilen ve salinan VEGFmin yakin damar endotel hiicreleri
tizerindeki reseptorlerine baglanarak anjiyojenik cevabi dogrudan baglattigini
diistindiirmektedir (Lichtenwalner ve Parent 2006). Enfarktiislii hemisferde VEGF
ekspresyonunda bir artis, iskemik bir hasardan sonra 3 saat kadar erken bir dénemde

tanimlanmistir ve 3 (Wiltrout ve ark. 2007) veya 7 (Lichtenwalner ve Parent 2006,
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Shimotake ve ark. 2010) gine kadar devam ettigi bulgulanmistir.
Beyin iskemisini takiben VEGFR-1'in analizi, serebral iskemi sonrasi 48. saatte
infarkt simir bolgesinde bulunan damarlarda bu reseptoriin indiiksiyonu oldugunu
(Lichtenwalner ve Parent 2006, Wiltrout ve ark. 2007) ve bu olaydan 7 giin sonra,
ekspresyon seviyelerinin normale dondiigiinii (Wiltrout ve ark. 2007) gostermistir.
Kovacs ve ark. (Marti H. J. ve ark. 2000), serebral iskemiyi takiben 3 giin ile 14 giin
arasinda infarkt cekirdegindeki endotel hiicrelerinde VEGFR-1 indiiksiyonunu
bildirmislerdir. Cesitli gruplar deneysel beyin iskemisini takiben VEGFR-2'nin
upregiilasyonunu belirtmislerdir. Lennmyr ve ark. (Lennmyr ve ark. 1998) beyin
iskemisinin sican modelinde endotel hiicrelerinde oldugu kadar glial hiicrelerde de
VEGFR-2 ekspresyonunun arttigini géstermistir. Diger gruplar fare inme modelinde
noronlarda ve endotel hiicrelerinde (Shimotake ve ark. 2010) veya sadece endotel
hiicrelerinde (Wiltrout ve ark. 2007) reseptoriin upregiilasyonunu bildirdiler.
VEGFR-2 cekspresyonunun indiiksiyonu, enfarktiis sinirlarindaki damarlarda
iskemiden 48 saat sonra baslar. Daha sonra infarkt alana istila eden damarlar da
VEGFR-2 pozitif hale gelir. Giicli VEGFR-2 ekspresyon seviyeleri 7 giine kadar
stirmiistiir (Wiltrout ve ark. 2007).

Iskemi sonrasinda artan serebral iskemi kollateral damarlanmanin artisiyla
penumbral alanin kii¢iilmesini saglar. Bunun yani sira penumbrada VEGF salgilayan
hiicrelerin ¢agrisina yanit olarak buraya dogru yonlenen anjiyogenez ile tasinan
oksijen, besin ve diger destekleyici maddeler ile iyilestirici siirece katkida bulunur.
Ek olarak VEGF noéronla tizerinde bulunan VEGFR2’ye baglanarak ndronlarin
hayatta kalimin1 uyarir ve ndroproteksiyonda rol oynar. Buna karsin, VEGF
anjiyogenezi indiiklediginde anjiyogenezin basamaklarindan olan bazal laminanin ve
ekstraselliiler matriksin proteazlar ile yikimiyla kan beyin bariyerinin bozulmasina
yol acar. Bu durum iskemi patofizyolojisinde halihazirda yer alan 6den ve sizintiyr
arttirir. Bunu takiben bu alana infiltre olan immiin hiicreler infalamsyonu arttirarak

daha fazla hasara yol agar (Sekil.2.9) (Lange, ve ark.,2016).

VEGF uygulamas1 ve VEGFR-1 modiilasyonu, iskemik bir hastaligin ardindan hem
norojenez hem de anjiyojenezi uyarir (Zhao C. ve ark. 2008). Neonatal kemirgen
inme modellerinde yapilan son caligmalar, kismen iyilesmenin hipoksi indiiklii
faktor-1-a'nin (HIF1a) ve bunun hedefi olan vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin
upregiilasyonundan kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Vaskiiler endotelyal biiylime
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faktorii, hipoksi sonrasinda up-regiile olur ve iyilesme siireci boyunca noronal

sagkalim, anjiogenez ve norogenez ile ilgilidir (Watson ve Cross 2005).

VEGF'in Olumlu Etkileri
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Sekil.2.9. iskemik beyinde VEGF’in etkileri (Lange, ve ark.,2016).

2.10. Norogenez

Norogenez, Onciil hiicrelerden fonksiyonel noéronlarin olusma siireci olarak
tanimlanmaktadir. Uzun yillar boyunca nérogenezin prenatal donem ile kisitl oldugu
diistiniilmiis ve eriskin donemde beynin yeni ndron iiretemeyecegi dogmasi kabul
edilmistir. Ancak su anki bilgilerimize gore fizyolojik kosullarda eriskin memeli
beyninde iki boélgede norogenez yasam boyu siirmektedir (Zhao C. ve ark. 2008).
Lateral ventrikiillerin alt kismimi kaplayan subventrikiiler bolge (SVZ) ve
hipokampal dentat gyrus (DG) (Gage 2000). Yetiskin nérogenez, beyin homeostazi
ve hastaliginda 6nemli bir oyuncu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Normal nérogenezdeki
pertiirbasyon, major depresyon ve epilepsi gibi bir takim hastaliklarla
iliskilendirilmistir (Zhao C. ve ark. 2008). Kemirgen beyninde her giin binlerce yeni
noron iretilir; yenidogan hiicreleri belirli homeostaz ve beyin islevlerine katkida
bulunurlar (Deng ve ark. 2010). Gosterdikleri bazi benzerliklere ragmen, SVZ ve

subgraniiler zonda (SGZ) norogenez siirecinde bazi farkliliklar bulunmaktadir:

1) SVZ norogenezi, SGZ’den sayica fazla olmaktadir.
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i) SVZ’de yeni olusan hiicreler, SGZ noéroblastlarina kiyasla, proliferasyon

bolgelerinden oldukga uzaga goc ederler (rostral gé¢ zincirt).

1i1) SVZ noérogenezi, bulbus olfaktoryusun ve periglomeriiler alanin yeni inhibitor ara
noronlarini yaparken (Luskin 1993); SGZ nérogenezi, hipokampal DG’nin GHT nin

yeni eksitator noronlarini olusturur (Ambrogini ve ark. 2004). (Sekil.2.10)

Diger MSS bolgelerinde nérogenezin normal fizyolojik kosullar altinda ¢ok kisith
oldugu ancak hasarlanmalar sonrasinda artis gosterdigi distiniilmektedir (Gould
2007). Normal ve patolojik kosullarda nérogenez siirecini arastiran ¢alismalar hem
bir¢ok temel soruyu cevaplayabilmek, hem de kok hiicre prensipleri, noral gelisim,
yapisal plastisite ve hastalik mekanizmalarini belirleyebilmek ve modelleyebilmek

acisindan onem tasimaktadir (Deng ve ark. 2010).

Subventrikiiler Zon (SVZ) Dentat Girusun
Subgraniiler Zonu (SGE)

Sekil.2.10. Yetigkin beynin ana norogenik alanlari. DG, dentat girus; RMS, rostral go¢ zinciri; LV,
lateral ventrikiil; St, striatum; GCL, graniil hiicre tabakasi; SVZ, subventrikiiler zon; OB, olfaktor
bulbus; SGL, subgraniiler tabaka; yesil hiicreler, néral kok hiicreler; mavi hiicreler, TAP: kirmizi
hiicreler, gb¢ eden noéroblastlar; turuncu hiicreler, erigkin néronlar; sart hiicreler, oligodentrositler;
(Drapeau, 2008).

Yeni olusan hiicrelerin farklilagmasi, cesitli basamaklar halinde gergeklesmektedir
(Tanaka ve ark. 1998). Bu evreler, hiicrelerde sentezlenen 6zgiil isaretleyiciler ve
hiicrelerin morfolojileri, yerlesimleri ve oryantasyonlarina gore tanimlanmaktadir
(Genbacev ve ark. 2011). Progenitor hiicreler olustuklar1 yerde kalabilir ya da gog
ederek yeni bir yasama baglayabilir. Yeni olusan hiicrelerin biiylik bir kismi,
dogduktan 1-2 hafta sonra 6liir. Yasama sansi bulanlar ise olgunlagarak var olan aga
katilir ve yapisal olarak fonksiyonel hale gelir ((Roberts and Fisher 2011) (Sekil
2.11).
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Noral kok hiicre farklilanmas1 basamaklarinda diferansiyel olarak eksprese ettikleri
cesitli belirtegler vardir (Sekil.2.12). Bu belirteglerin  ekspresyon miktarlar
karsilastirilarak noérogenez analizi yapilabilmektedir. Bunlardan DLX2, DLXS5,
LHX6, NGNI1, NGN2, NKX2.2, Oligl, Olig2, PDGFRa ve Sox2 asagida

aciklanmistir.
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Sekil.2.11. Norogenez siireci boyunca hiicrelerin gegirdigi baslica degisim evreleri (Egeland ve
ark. 2015).

2.210.1. Cinsiyet belirleyici bolge Y kutusu 2 (Sex determining region Y-box 2,
Sox2)

Sox2, hiicre kaderinin belirlenmesinde rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin SRY
ile iliskili yiiksek mobilite grubu (HMG) kutusu (SOX) ailesinin bir {yesidir.
Omurgali genomundaki Sox genleri, HMG alanlarindaki sekans homolojilerine gore
sekiz alt familyaya (SoxA-H) gore siniflandirilir ve 20'den fazla Sox proteini
kodlanir. Sekiz alt aileden B grubu alt grup B1 ve B2'ye boliinmiistiir ve Sox2,
SoxB1 tarafindan kodlanmistir (Bernard and Harley 2010, Kormish ve ark. 2010).
Sox2 yetiskin beyinde proliferasyon oncii hiicrelerde (BrdU ile isaretlenerek) ve kok
hiicreleri temsil ettigine inanilan glial benzeri hiicrelerde (Ferri ve ark. 2004) ifade
edilir. Sox2, eriskin donem boyunca sinir Onciileri igerisinde eksprese edildigi
bilinmektedir (Brazel ve ark. 2005), Sox2 yetiskin ndrogenezinde bir kok hiicre
belirteci olarak kabul gérmektedir (Steiner ve ark. 2006).

2.10.2. Distalless-homeobox 2 ve 5 (DIx2 ve DIx5)
Insanlarda bilinen alt1 tane DIx geni vardir (DIx1-6) (Panganiban and Rubenstein

2002) baglidir. DIx2 proteini, homeodomain'in yanisira DNA baglanmasina ve diger
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proteinlerle etkilesime katkida bulunan ilave motifleri iceren bir transkripsiyon

faktoriidiir.

DLX2, iskemiye bagli norogeneze aracilik etmede 6nemli bir faktdr olan noronal
progenitorlerin EGF'ye proliferatif tepkisini arttirir. DLX2 ve EGFR sinyallemesi
postnatal SVZ'de segici bir mekanizma ile ndrogenezi tesvik etmek iizere etkilesime
girer (Suh ve ark. 2009). Bazi1 c¢alismalar, EGFR aracilifiyla sinyal vermek igin
endojen ligand kaynaginin muhtemelen koroid pleksusta mevcut olan TGF-a
oldugunu gostermistir (Doetsch ve ark. 2002). Fakat detayli mekanizma halen ¢ok
net degildir. DIx2'nin hedef genlerinden biri, nevropilin-1/2'dir ve bu, 6nbeyindeki
interneuronlarin farklilagsmasi ve/veya gogiiniin diizenlenmesi i¢in 6nemlidir (Le ve

ark. 2007).

Farede DIxI, DIx2 veya DIx5'in tekli veya birlesik inaktivasyonu, ndronal migrasyon
ve farklilasmanin bozukluklarina neden olur. Ozellikle DIx5, olfaktdr sistemin dogru
gelisimi i¢in gereklidir. Farede DIxl ve DIx2'nin hedefe yonelik inaktivasyonu,
embriyonik subkortikal dnbeyininde anormal néronal farklilasma ile sonuglanir ve
DIx5 ve DIx6 ekspresyonunun kaybiyla iligkilidir. GABAergic farklilagsma
programinin baglangicinda DIx genlerinin roliiniin dogrudan bir kanit1 olarak,
kortikal noéronlarda DIx2 veya DIx5'in transfeksiyonla eksojen ekspresyonu,
GABAerjik fenotipe spesifik molekiiler belirteclerin ortaya ¢ikmasina neden olur
(Stuhmer ve ark. 2002). DIx genleri, nérogenez, go¢ ve farklilasma ile iliskili olarak,
MSS’nin ¢esitli bolgelerinde es zamanli olarak eksprese edilir bu durum in vivo

histolojik analizleri zorlagtirir.

2.10.3. Oligodendrosit seri transkripsiyon faktorii 1 ve 2 (Oligl ve Olig 2)

Olig faktorleri, insan genomunda 100'den fazla iiyeyi i¢eren temel heliks-loop-helix
(bHLH) transkripsiyon faktorlerinin genis ailesine aittir. Simdi Olig ailesinin bilinen
tyeleri Oligl, Olig2 ve Olig3'tiir. Olig3, noral krest-lateral sinir plakasi sinirinin
olusturulmasinda 6énemli bir rol oynamakla birlikte, Oligl ve Olig2 motondronlarin
ve oligodendrositlerin ayriminda rol oynamaktadir (Filippi ve ark. 2005). Olig2,
gelisim sirasinda ve eriskin  SVZ'de oligodendrojenik kaderin 6nemli bir
diizenleyicisi olan gliogenik bir belirteg olarak calistigi bilinmektedir (Setoguchi and

Kondo 2004). Olig2, glia hiicreleri ve onciillerinin altkiimelerinde yaygin olarak
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ifade edilir ve farkli mekanizmalara sahip olsa da, akut ve kronik yaralanmalarla
farkli bolgelerde kuvvetli sekilde uyarilir (Buffo 2007, Buffo ve ark. 2005).

Oligl noron-glial doniisiimiinti diizenler. Oligl, Nkx2.1 + ve Nestin + multipotent
radyal gliada birlikte eksprese edilir. Oligl, oligodendrosit spesifikasyonunun
baslangi¢ noktasi olan E12.5'e kadar 6nbeyinde ifade edilmemektedir (He ve ark.
2001, Kessaris ve ark. 2006, Lu Q. R. ve ark. 2002)

2.10.4. LIM Homeobox 6 (LHX6)

Bir transkripsyon faktorii olarak “lines (LIN)-11/Islet (Isl)-1/mitosis entry checkpoint
(MEC)-3 (LIM)-homeobox subfamily, LIM homeobox” (Lhx) 6 ve -8, 6nemli 6l¢iide
korunmaktadir ve coklu organ sistemlerinin morfogenezinde rol oynamaktadir.
Norogenez ile ilgili transkripsiyon faktorii NKx2-1 Lhx6 ve LHX8'i uyarir. Lhx8
Lhx6 ile birlikte GABAergic noron farklilagsmasini desteklerken, Lhx8 ve Isll
birlikte Shh, ChAT ve LNGFR aracili kolinerjik farklilasmay: desteklemektedir.
Lhx6 ve LHXS, kolinerjik ve GABAerjik ndronlarin hiicre kaderinin pivotal
regiilatorleridir. Lhx8 ve Isl1 birlikte kolinerjik kaderi belirtirken Lhx8 ve Lhx6
GABAEerjik kaderi belirler (Manabe ve ark. 2005, Zhao Y. ve ark. 2003)

2.10.5. Norogenin 1 ve 2 (NGN 1 ve NGN 2)

Dorsal kdk gangliyonunda (DKG) farkli duyu noron smiflart iki dalgada firetilir:
biiylik capli trkC + ve trkB + noronlar1 6nce farklanirlar, bunu kiigiik ¢apli trkA +
noronlar1 takip eder. Biitin bu noéronlar, temel heliks-loop-heliks (bHLH)
transkripsiyon faktorlerini kodlayan noérogenenin (ngn) 1 veya 2, iki ndronal
belirleme geni gerektirir. ngn2, sadece trkC + ve trkB + ndronlarinin iiretimi i¢in
degil, esas olarak trkA + ndronlarinin ¢ogunun veya tiimiinlin olusturulmasi i¢in
ngnl gerektirir. (Lee J. E. ve ark. 1995). Ngnl ve Ngn2 mutantlar1 tamamlayici
kranial duyu gangliyon setlerinde nérogenezin ilk asamalarinda bloke olur (Fode ve
ark. 1998, Ma ve ark. 1998). Norogeninlerin yiiksek miktarda eksprese oldugu
MSS’de (Gradwohl ve ark. 1996, Ma ve ark. 1997, Sommer ve ark. 1996) ngnl
mutantlarinda belirgin bir fenotip yoktur (Ma ve ark. 1998). Neurogenin, noronal
farklilagsmay1 tesvik eder ve farkli molekiiler mekanizmalar yoluyla gliogenezi inhibe
eder. Ngnl, kismen stat yolagini inhibe ederek glial farklilasmay1 inhibe eder (Sun
ve ark. 2001).
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2.10.6. NK2 Homeobox 2 (NKX2.2)

Nkx2.2, noral tip oligodendrogenezinde rol oynayan baska bir homeobox
transkripsiyon faktoriidir (Qi ve ark. 2001). Nkx2.2 ekspresyonu noral plagin
indiiksiyonu esnasinda Shh tarafindan indiiklenir ve taban plakasina bitisik
ventrikiiler zonun kiigiik bir bolgesi ile smirlandirilir. Olig2 ve Nkx2.2'nin
ekspresyon alanlari, noérogenezin sonuna kadar birlikte olur. Nkx2.2'nin,
oligodendrosit 6zelliklerinin kazanilmasinda degil oligodendrositlerin olgunlagmasi
sirasinda daha 6nemli oldugu agik¢a ortaya ¢ikmustir (Sussman ve ark. 2000).
Nkx2.2-pozitif hiicreler aktif olarak c¢ogaldigi ¢evredeki gri ve beyaz cevher
bolgelerine go¢ eder. Cift isaretleme deneyleri, Nkx2.2 pozitif go¢ eden hiicrelerin
cogunlugunun oligodendrosit belirteglerini birlikte eksprese ettigini gdstermektedir.
Bu sonuglar, oligodendrositlerin Nkx2.2 pozitif noroepitelyal hiicrelerden
tiretilebilecegini ve Nkx2.2'nin dogrudan oligodendrosit spesifikasyonunu ve
farklilagsmasini kontrol edebildigini gostermektedir (Richardson ve ark. 2006).

2.10.7. Platelet-Kokenli Biiyiime Faktorii Reseptorii Alfa (PDGFRao)

Farkli ligand 6zgiilliiklerine sahip iki PDGF reseptorii vardir; PDGF alfa-reseptorleri
(PDGFRa), PDGF'nin hem A hem de B zincirlerini baglarken, beta-reseptorleri
PDGFRp) sadece B zincirlerine baglanir. Bos kalan reseptorler monomerik ve aktif
degildir ancak PDGF baglanmasi reseptor dimerizasyonunu uyarir ve tirozin kinaz
alanlarim1 harekete gecirir. Gelismekte olan medula spinaliste platelet-kokenli
biiyiime faktorii reseptér o (PDGFRa) (Hall ve ark. 1996, Pringle ve Richardson
1993) ve diger farklilanma belirteglerini (Ono ve ark. 1995, Timsit ve ark. 1995, Yu
ve ark. 1994) eckspresyonu ile tespit edilen oligodendrosit prekiirsorleri,
noroepitelyumun ventral bolgesindeki dar bir bolgede g¢ogalirlar (Miller 1996,
Pringle ve ark. 1998, Warf ve ark. 1991). Bu onciiller embriyonik 12. giinde (E12.5)
motor néron iretimi donemi bittikten sonra (Altman and Bayer 1984, Nornes and
Das 1974) fare embriyolarinda ortaya ¢ikmaya baslar (Calver ve ark. 1998). Bu
bolgeden alinan oligodendrosit Onciillerinin {iretilmesi, notokord ve zemin
plakasindan tiiretilen Sonic hedgehog (Shh) ile noral tiibiin ventralizasyonunu
gerektirir (Orentas and Miller 1996, Poncet ve ark. 1996, Pringle ve ark. 1996).
PDGFRua, gelisme sonrasinda oligodendrosit soyunun hiicreleri ile sinirlandirilmig
gibi goriinmektedir. PDGFRao, glial hiicrelerin bir alt kiimesi tarafindan eksprese

edilir, ancak noronlar tarafindan ifade edilmemektedir. PDGFRa, MSS'de, tek bir
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glial hiicre dizisi ile sinirlandirilabilir: oligodendrosit-tip-2 astrosit (O-2A) soyunda.
Bu sonug, PDGFRa mRNA dagilimi ile O-2A soyu in situ histokimyasal belirtegleri
arasindaki korelasyona (Hardy and Reynolds 1991, LeVine and Goldman 1988,
Reynolds and Wilkin 1988) ve O-2A soy hiicreleri tizerinde PDGFRa'y1 gosteren in
vitro ¢aligmalara (Hart ve ark. 1989, McKinnon ve ark. 1990) fakat hiicre kiiltiirtinde
diger hiicrelerde gosterilmemesine (Hart ve ark. 1989) dayanmaktadir. PDGFRa+
hiicreleri, MSS'min bir¢ok bdlgesinde bulunur, fakat subventrikiiler germinal
tabakada nispeten seyrek goriilmistiir; bu durum O-2A soy hiicrelerinin,
subventrikiiler zondan son varis yerlerine go¢ edene kadar (ya da hemen Once)

PDGFRa eksprese etmeye baslamayabilecegini diisiindiirtir.

Ndéral K6k Hicre
Hiicre Yiizeyi: ABCG2, CD133, CXCR4, FGF-R4, Frizzled-9, Glutd, SSEA-1, Notch-1 & -2

intraselliiler: BMI-1, Brgl, FABP7, ASCL1/Mash1, Musashi-1 & -2, Nestin, NeuroD1, Nucleostemin, SOX1, 2, & 9, Vimentin

|

N&ral Progenitdr Hucre

Radiyal Gliyal Hiicreler: BLBP/FABP7, GLAST/SLC1A3, GFAP, Nestin, RC1&2, S100B, Vimentin

Bazal Progenitérler: PAX6, SOX2, TBR2/EDMES
/ Gliyal Progenitérler

N&ron Progen itorleri A2B5, FGF Reseptarleri, Nestin

Doublecortin, NCAM, MAPZ, B-lll Tubulin
Motor N6ron Progenitorleri \
Islet-1 & -2, Lhx3, Neurogenin-2, Olig2

Oligodentrosit Tip 2

Farklilanmis Post-mitotik Noronal Hiicreler Tip | Astrositler Astrosit (02A)
NeuN, Néroflamentler (NF-L, NF-M}, Neurotransmitter Synthesizing CD44, FGFR3, GFAP, Glast, Ran-2, S100B . "
Enzymes (GAD, TH), Sinaptik Proteinler (PSD-95, Synaptophysin, Prekirsorler
VAMP), ZENON . A2BS5, Nestin,
Motor Néronlar NG2/MCSP, Oligl & 2, PDGFRa

Islet-1 & -2, Lhx3, Neurogenin-2, Olig2

Oligodentrositler

GalC, MOG, SOX10
Myelination Antigen 01, 04,

Tip Il Astrositler

A2BS, CD44, GFAP, Glast,
Musashi-1, S100B

Sekil.2.12. Noral farklilanma basamaklar1 ve farklilanma belirtegleri gosterilmistir. Iliistrasyon néral
kok hiicre farklilanma hiyerarsisini gostermektedir.

2.11. Iskemi kaynakh nérojenez

Iskemi sonrasinda zamanla, cesitli hasar mekanizmalarina ragmen, ¢ogu ndron,
belirli bir derecede islevsel diizelme gostermistir. Bu bulgu, sinir sisteminde
noronlari, astrositleri ve oligodendrositleri {ireten kendiliginden yenilenen,
multipotent hiicreler olan eriskin sinir kok hiicrelerinin kesfedilmesine yol agmustir.
Birgok calisma, serebral iskemide, progenitdr hiicre cogalmasini 6nemli Olciide
arttirdigin1 ve yeni ¢ogalmis hiicrelerin beynin hasar gdren alanlarma go¢ ettigini

gostermistir (Kokaia ve Lindvall 2003, Lichtenwalner ve Parent 2006).
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Ayrica, fokal iskemiyi takiben beyin korteksinde postiskemik ndrogenezisi bildiren
baz1 caligmalar da vardir. Bunun nedeni, kortekste yer alan progenitor hiicrelerin,
iskemi gibi patolojik kosullar altinda noron olusturma potansiyellerini degistirmis

olabilecegidir.

Normal kosullar altinda, SVZ'de bulunan sinir kok hiicreleri néroblastlara farklilasir
ve rostral go¢ akimindan olfaktor bulbusa go¢ ederek fonksiyonel interndron haline
gelirler. Bununla birlikte, serebral iskemi ile uyarilan gesitli patolojik siiregler,
SVZ’daki  noroblastlar, normal go¢  yolundan  yaralanma  alanlarina
yonlendirmektedir (Sekil.2.13). Erigkin SGZ'de bulunan néronlar, dentat gyrusa goc
ederler ve dentat gyrus hiicreleri (DGC'ler) haline gelirler (Lichtenwalner and Parent
2006, Wiltrout ve ark. 2007, Yamashita ve ark. 2006, Zhao C. ve ark. 2008). Baz1
calismalar, yetiskin dentat girusundaki iskemiye bagli nérogenezin, noéronal
fonksiyon kapasitesi ile olgun DGC'ler iirettigini ve iskemik beyindeki yeni tiretilen
DGCl'lerin, normal hayvanlardakine benzer bir néronal olgunlagma seyrini izledigini
ileri siirmektedir (Lichtenwalner ve Parent 2006). Beyindeki tiglincii germinal zon,
hipokampusu ¢evreleyen PPv'nin subependimal tabakasi, hipokampal ndoronlari
dolduran gergek kok hiicreleri ihtiva ettigi ve yeni ¢ogalan progenitorlerin, iskemik
hiicre oliimiinii takiben hipokampal CAl't go¢ edip yeniden fonksiyonel olmaya
caligildigr diistiniilmektedir (Wiltrout ve ark. 2007, Zhao C. ve ark. 2008).

Iskemi kaynakli norogenezi diizenleyen molekiiler mekanizmalar kismen
anlasilmistir. Bununla birlikte epidermal biiylime faktorii (EGF), fibroblast biiyiime
faktori-2 (FGF-2), beyin kaynakli noérotrofik faktor (BDNF), kok hiicre faktori
(SCF), eritropoietin (EPO), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), insiilin
benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1) ve nitrik oksit (NO) olmak iizere, monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1), stromal hiicre kaynakli faktor-la (SDF1-a) ve
matriks metalloproteinazlar (MMPs) gibi iskemik beyindeki yeni prolifere
progenitdrlerin migrasyonunu modiile eden faktorler gibi postiskemik progenitor
hiicrelerde ¢ogalmay1 diizenleyenlerde dahil olmak {izere, su ana kadar ¢ok sayida
faktor bildirilmistir (Kokaia and Lindvall 2003, Wiltrout ve ark. 2007). Bu
faktorlerin norogenez ile iliskili transkripsiyon faktorlerini uyaarak veya bu
transkripsyon faktorleriyle etkileserek norogenezi diizenledigi bilinmektedir
(Sekil.2.13).
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Eriskin Norogenik Nis Olfactory bulb Saghkh Beyin

Mikrogliya
#— “ Astrosit

Ependimal Hiicreler

Noral Kok
Hiicreler

Aktif Mikrogliya

Kemokinler ve Biiyiime Faktorleri:
VEGF, FGF2, BDGF, SDF1...

mreroO=d2mM<

ANJIYOGENEZ

G

Astrosit

Voron

NG2+
cell l 1, Lmxla

Sekil.2.13. iskemi sonrasinda gergeklesen ndrogenez ve anjiyogenez (Marlier ve ark., 2015).

2.12. Trofoblast

Plasenta, maternal ve fetal kan dolasimlar1 arasindaki arayiizli saglayan organ olup,
anneyle yavru arasinda besin maddeleri, oksijen, metabolitler ve diger molekiillerin
degisim yeridir (Watson ve Cross 2005). Trofoblast kok hiicreleri trofoektoderm
kaynaklidir ve plasentadaki trofoblast hiicrelerin kaynagidir. Trofoblast hiicrelerinin
yapisal Ozellikleri; vaskiiler, endokrin ve immiinolojik siire¢leri modiile edebilme

ozelligiyle metabolit degisimini kolaylastirir ve optimize eder.

Trofoblast kok hiicreleri ilk olarak Tanaka ve arkadaslari tarafindan 1998'de fare
blastositlerinden izole edilmistir (Tanaka ve ark. 1998). Genbacev ve arkadaslarinin
ise ilk kez 2011'de insan trofoblast progenitor hiicrelerini plasentadan elde
etmiglerdir (Genbacev ve ark. 2011). Trofoblast kok hiicreleri oncelikle CDX2,
Tead4, Eomes, Sox2, Gata3, Tcfap2c, Smarcad, Ets2, EIf5, Esrrb genlerini ifade
ederler (Rielland ve ark. 2008, Roberts ve Fisher 2011). Giiniimiizde, CDX2 ve
Eomes transkripsiyon faktorleri esas olarak trofoblast kok hiicre belirtegleri olarak
kabul edilmektedir (Johnson 2009, Lu C. W. ve ark. 2008). Bu faktorlere ek olarak,
Fgfr-2 ve BMP-4 diger bilinen trofoblast kok hiicre belirtegleridir (Rielland ve ark.
2008). 2016 yilinda Genbacev ve arkadaslari, Integrin a-4'iin, term plasentadan izole

edilen trofoblast stem / progenitdr hiicrelerdeki en yiiksek seviyede ifade edilen
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faktor oldugunu gostermislerdir (Genbacev ve ark. 2016). Bu nedenle, trofoblast
progenitor hiicre ylizeylerinde yiiksek seviyedeki Integrin a-4 (Int o-4) ifadelerine

gore ayirilabilir.

Trofoblast kok hiicreleri, plasentada farklilasmis hiicrelerin 6nciisii olup blastositin
trofoektodermden veya ekstraembriyonik ektodermden koken alir (Tanaka ve ark.
1998). Trofoblast progenitor hiicreler, in vitro kosullarda FGF4 igeren bir ortamda
farklilasmayip prolifere olurlar. Kiiltiir kosullarinda FGF4 bulunmazsa trofoblast
progenitér hiicreler, plasentadaki diger trofoblast hiicrelerine farklanirlar
(Hemberger ve ark. 2004, Natale ve ark. 2009, Simmons ve ark. 2007, Tanaka ve
ark. 1998).

Trofoblast progenitér hiicreler hem trofoektoderm hem de i¢ hiicre kiitlesi
belirteglerini ifade eder. Lee ve arkadasalarinin yaptig1 bir ¢alismada trofoblast kdk
hiicrelerinin, mezenkimal kok hiicrelerde bulunmayan trofoektoderme spesifik
belirtegler olan Cdx2, Fgfr-2, Eomes ve BMP4'ii ifade eder (Lee T. T. ve ark. 2012).
Bu belirteclere ek olarak; trofoblast kok hiicreleri, i¢ hiicre kiitlesi belirte¢leri olan
Oct4, Nanog, FGF4 ve Sox2'yi ifade ederler (Lee T. T. ve ark. 2012). Akim sitomeri
calismalari, 15. pasaj sonrasi trofoblast kok hiicrelerinin % 97,9 Oct4, % 95 Sox2, %
98,7 Nanog ve % 94 Cdx2 pozitif oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, insan
trofoblast progenitér hiicrelerinin homojen bir popiilasyona sahip oldugunu
gostermektedir. CD34 ve CD45 ekspresyonlarinin yoklugu, hematopoetik kok
hiicrelerden farkli olduklarini ortaya koymaktadir (Lee T. T. ve ark. 2012). Uygun
indiiksiyonlarla bu hiicrelerden osteositler, kondrositler, miyositler ve adipositler
elde edilebilmektedir (Lee T. T. ve ark. 2012).

Plasental hiicrelerin in vivo rejeneratif potansiyele sahip olduguna dair bir¢ok kanit
vardir; Gebelik sirasinda fetal hiicre mikrokimerizm gozlenir. Trofoblast hiicreleri
maternal dolagima katilirlar ve hasar gormiis organlara gé¢ ederek transplante olurlar
(Sueblinvong ve Weiss 2010). Ayrica, gebelik donemindeki kardiyomiyopatide
kendiliginden %50 oraninda iyilesme oldugu iddia edilmektedir (Ro ve Frishman
2006). Kara ve ark. gebelikte miyokardiyak enfaktiis fare modelinde hasarli maternal
miyokarda fetal hiicrelerin transfer oldugunu ve bu hiicrelerin maternal kalpde

bulunan hiicrelere farklilastigin1 gostermislerdir (Kara ve ark. 2012).
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Insan trofoblast progenitdr hiicreler, Parkinson Hastalif1 ve diger ndrodejeneratif
hastaliklarin ~ tedavisinde potansiyel alternatif pluripotent hiicreler  gibi
gozilkmektedir. Retinoik asit, trofoblast progenitor hiicrelerini dopaminerjik
noronlara farklilastirmaktadir. Bu hiicrelerin, hem akut hem de kronik Parkison
Hastaligt model siganlarda, nigrastriatal yolu tekrar olusturdugu ve motor ndron

eksikligini fonksiyonel olarak azalttig1 tespit edilmistir (Lee T. T. ve ark. 2012).

2.13. Inme ve kok hiicre

Inmeli hastalarda eriskin merkezi sinir sisteminin (MSS) onarimi i¢in endojen hiicre
replasmani, sinirli yenileme kabiliyeti ve sinir hiicrelerinin yavas proliferasyonu
nedeniyle yeterli degildir. Kok hiicre tedavisi; muhtemelen néronlari koruma ve
cesitli noral trofik faktorlerin salgilanmasi araciligiyla hasar goren néronlarin yerini
alarak noronal iyilesme icin yeni ve umut verici bir aday olarak ortaya ¢cikmistir.
Temel ve translasyonel arastirmalarin ¢ogu; embriyonik kok hiicre (EKH'ler),
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH), néronal kok hiicre (NKH'ler) ve
mezenkimal kok hiicre (MKH') de dahil olmak iizere dort tip kok hiicre iizerinde
odaklanmaktadir (Hao ve ark. 2014).

2.13.1. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH'ler)
Preimplantasyon embriyosunun i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilen EKH'ler, organizmanin
neredeyse tliim hiicre tiplerine farklanabilme ve kendini yenileme potansiyeline sahip
hiicrelerdir. EKH'lerin avantaji, ihtiya¢ duyulan hiicre miktarmi karsilamak i¢in in
vitro olarak olduk¢a yiiksek proliferasyon kabiliyetine dayanmaktadir. Buna ek
olarak, EKH'ler, in vitro spesifik kiiltiir kosullarinda sinir hiicre tiplerine farklilagsmak
tizere indiiklenebilir (Bain ve ark. 1995, Okabe ve ark. 1996, Reubinoff ve ark. 2001,
Ying ve ark. 2003, Zhang S. C. ve ark. 2001). Fare EKH'leri fokal iskemi olusturulan
sican korteksine nakli yapildiktan sonra lezyon bdlgesinde EKH hiicrelerden
farklilasan noronlar, astrositler, oligodendrositler ve endotel hiicreleri bulunabilir.
Boylece EKH’ler araciligiyla yapisal tamir ve fonksiyonel iyilesme gézlenmistir.
(Wei ve ark. 2005). Fare EKH'lerin veya EKH kaynakli ndron benzeri hiicrelerin
korpus striatum igerisine nakli, orta serebral arter okliizyonuna (MCAQ) maruz kalan
fokal iskemik siganlarda dopaminerjik fonksiyonu gelistirdi ve daha sonra
davranigsal disfonksiyonu geri kazandirmistir (Wei ve ark. 2005). Fare EKH'lerin
intraserebral transplantasyonu MCAQO'lu siganin motor ve duyusal islevini arttirabilir
ve enfarktiis boyutunu azaltabilir (Reubinoff ve ark. 2000). EKH'nin dezavantajlar1
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malign transformasyon ve teratom olusumuna neden olma olasiligidir (Reubinoff ve
ark. 2000, Solter 2006, Thomson ve ark. 1998). Etik ile ilgili, sinirli kaynaklar ve
malign transformasyonun yiiksek oranda goriilmesi, EKH'lerin genis bir sekilde
uygulanmasii kisitlamaktadir. Dolayisiyla, inme tedavisinde EKH uygulamalan ile

ilgili ¢alismalar ¢ok sinirli sayidadir.

2.13.2. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (iPKH'ler)

Tanimlanmig faktorlerle birlikte somatik hiicrelerden yeniden programlanan
iPKH'ler, rejeneratif tip alaninda daha g¢ekici hale gelmistir. iPKH'ler baglangigta dort
transkripsiyon faktoriiniin(Oct3/4, Sox2, c-Myc ve KIf4) fare embriyonik veya
eriskin fibroblastlara aktarilmas: sonucunda elde edilmistir (Takahashi and
Yamanaka 2006). Daha sonra iPKH, umbilikal kord, plasental mezenkimal stromal
hiicreler, sinir kok hiicreleri ve adipoz kaynakli prekiirsor hiicreler gibi cesitli
dokulardan ayni teknigi kullanarak tiretilmistir (Cai ve ark. 2010, Tat ve ark. 2010).
Bu hiicreler, EKH’lerin morfolojisi ve biiylime 6zelliklerini kazanip EKH’lere 6zgii
genleri ifade ederler. MCAO olusturulan farelere i1PKH’lerin subkutan

transplantasyonu sonucunda tiimorlerin gelistigi gdzlenmistir.

iPKH'lerin fokal serebral iskemi sonrasi subdural transplantasyonunun toplam infarkt
hacmini etkili bir sekilde azaltabilecegi ve davraniglarini  6nemli Olgiide
tyilestirebilecegi gosterilmistir. Bir calismada, sican MCAO modelinde eriskin insan
fibroblastlarindan olusturulan iPKH'lerin yarali beyin alanma go¢ ettigi ve
sensorimotor islevleri énemli dlglide iyilestirdigi belirlenmistir (Jiang M. ve ark.
2011). Bununla birlikte, bir bagka caligmada gegici MCAO'un fare beynine
iIPKH'lerin transplantasyonu, davranigsal diizelmeye yol agmamistir (Kawai ve ark.
2010). Dikkat gekici olarak, iPKH'lerin bir kisminin noéroblastlara ve noronlara
farklilagtig1 tespit edilmistir. Boylece iPKH’lerinin inmede olusan iskemi i¢in yeterli
noronal hiicreleri saglamak acisindan umut verici bir terapotik yaklasim olabilecegi
diistiniilmektedir. iPKH uygulamasiyla ilgili bir endise de hiicresel immiinojenitedir.
B6 fare embriyonik fibroblastlarindan olusturulan iPKH'lerin B6 farelere
nakledildiginde bagisiklik sistemi tarafindan reddilmistir (Zhao T. ve ark. 2011).
Baska bir deyisle, iPKH'ler, otolog bile olsa, bagisiklik reddi yaratabilirler. Yeniden
programlama siirecinde kullanilan faktorlerlerin onkojenik transkripsiyon faktorleri
oldugu goz oniinde bulunduruldugunda, iPKH'lerin tiimorigenik potansiyeli endise
yaratmaktadir. Diger taraftan, iPKH'lerin farelerin iskemik beyinlerine naklinden

39



sonra teratom olusturdugu da gosterilmistir (Kawai ve ark. 2010, Yamashita ve ark.
2011). Boyle olmasina ragmen iPKH'ler, timdregenez siiregleri diizgiin kontrol

edildiginde, iskemik inmeye yonelik umut verici bir potansiyele sahip olabilir.

2.13.3. Noral Kok Hiicreler (NKH)

Eksojen NKH'ler, iPKH'lerden, kemik iligi ve adipoz kaynakli MKH'lerden,
embriyonik NKH'lerden, fetal ve erigskin sinir sistemlerinden elde edilebilirler
(Garzon-Muvdi and Quinones-Hinojosa 2009). Bu hiicreler, EGF, FGF ve 16semi-
inhibe edici faktor (LIF) gibi ¢esitli bliylime faktorleri tarafindan uyarildiginda in
vitro kosullarda ¢ogalabilir ve retinoik asit gibi farkli faktorler tarafindan
indiiklendiginde noronlar, astrositler ve oligodendrositler gibi farkli hiicrelere
dontigebilirler. NKH 'lerin bu 6zellikleri, felg de dahil nérodejeneratif bozukluklarda
dejenere olan sinir hiicrelerinin yenilenmesi ig¢in umut vadeden adaylar arasinda
olmasmi saglyor. Insan fetiis NKH'leri, embriyonik kok hiicrelerden daha az
timdrijeniktir ve Batten hastalifinda insan fetal NKH'leri kullanan klinik bir
arastirmada bes hastada transplantasyondan 2 yil sonra herhangi bir tiimor tespit
edilmemistir (Lindvall and Kokaia 2011). Ayrica, NKH'lar immiinorejeksiyon
sorununun temel nedeni olan MHC molekiillerini hi¢ veya diisiik seviyede ifade
etmektedir (Hori ve ark. 2003). Bununla birlikte, NKH'ler iizerinde MHC
molekiillerinin ekspresyonunun inflamatuvar kosullar altinda arttigin1 gdsteren
caligmalarda vardir (Laguna Goya ve ark. 2011, Yin ve ark. 2008). NKH'lerin
dezavantaji, in vitro kiiltiire edildiginde sinirli ¢gogalma ve farklilagsma kabiliyetini

igerir.

Sican iskemi modelinde, hayatta kalan embriyonik NKH'lerin sayis1 yetiskin
NKH'lerinkinden anlamli derecede yiiksektir ve lezyon hacminin azaltilmasinda ve
noronal fonksiyonun iyilestirilmesinde onun daha etkin iglevi oldugunu belirtilmistir.
Yetiskin NKH enjekte edilen farelerin daha belirgin Iba-1-pozitif inflamatuar
hiicreleri, farkliliklar i¢in bir gerekge olabilir (Takahashi ve ark. 2008).

2.13.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

MKH!'ler, ilk kesfedildiklerinde kemik iligi kaynakli non-hemopoietik hiicrelerin bir
popiilasyonunu olusturduklar1 gozlendi (Friedenstein ve ark. 1966). Daha sonra,
MKH'ler dolagimdaki kan, gobek kordon kani1 (GKK), plasenta, kalp, yag dokusu,

iskelet kasi, pankreas ve dis pulpasi da dahil olmak iizere memelilerdeki hemen
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hemen tiim dokulardan basariyla izole edilmistir (Zou ve ark. 2010). Uluslararasi
Hiicresel Terapi Dernegi Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi tarafindan

MKH'leri tanimlamak i¢in {i¢ kriter 6nerilmistir:

1- izole hiicrelerin kiiltiirde plastik tutunmasi,

2- CDI105, CD73 ve CD90 ifadelerinin % 95'inden fazlasinin pozitif ekspresyonu ve
bunlarin CD34, CD45,CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR'nin %
95'inden fazlasinda negatif olmasi.

3- MKH'lerin in vitro olarak osteoblastlar, adipositler ve kondroblastlara

farklilagsmasi (Dominici ve ark. 2006).

MKH'ler ayni zamanda sinir hiicreleri, hepatositler, insiilin {ireten hiicreler ve

benzerlerine farklilanabilirler (Pittenger ve ark. 1999).

MKH'lerin intravendz yolla verilmesi intraserebral enjeksiyona gore daha basarilidir,
¢linkii daha az invaziv, daha néroprotektiftir ve klinikte daha kolay kullanilir. Hiicre
tedavisinin optimal dozu halen belirsizdir. Klinik ¢alismada 1-2 milyon hiicre/kg
viicut agirhigr dozu onerilmistir (Bhasin ve ark. 2013). Transplantasyonun optimal
siiresi, yarali beynin dinamik olarak degisen ortamina baglidir. MKH'lerin erken
donemde verilmesi muhtemelen artan toksisite ve inflamasyon tepkisine karsi
miidahalesi nedeniyle ndroprotektif rol oynar. Iiskemi sonrasi 2.-3. haftada hiicrelerin
transplantasyonu, muhtemelen plastisite, anjiyojenez ve ndrogenez gibi endojen
ndron onarmmini  igeren siirecte daha  basarihidir.  Iskemik  sicanlarda
transplantasyondan 1 yil sonra bile artmis fonksiyonel iyilesme gézlenmistir (Shen

ve ark. 2007).

2.13.5. Klinik Denemeler

Gri cevherde, ak cevherde ve her ikisinde de iskemik lezyonu bulunan 12 hasta ile
randomize olmayan bir c¢alismada, otolog serumda c¢ogaltilan otolog MKH'ler
inmeden 36-133 giin sonra intravendz olarak gonderilmistir. Tiimdrler, anormal
hiicre biiylimeleri, noérolojik bozulma veya vendz tromboembolizm gibi hiicre
inflizyonuna bagl yan etkiler gozlemlenmemistir. Sonug¢ olarak, Ulusal Saglik
Enstitiisii Inme Skalasi (NIHSS) degisiminin giinliik ortalama medyan hizi,
inflizyondan sonraki ilk haftada artmis ve hiicre infiizyonundan sonraki 1 hafta icinde

MRG olarak degerlendirilen ortalama lezyon hacmi% 20 azalmistir. Bu kor olmayan
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bir caligma olup, plasebo etkilerini veya inme dogal iyilesmesini diglamamasina
ragmen, otolog MKH'lerin transplantasyonunun uygulanabilir ve giivenli oldugunu

kanitlamistir (Honmou ve ark. 2011).

Bagka bir klinik arastirmada, orta serebral arterin kanlandirdigi bolgede inme gegiren
dort hasta (ii¢ iskemik ve bir hemarojik inme hastasi) deneye dahil edilmistir. Bir tek
doz GKK MHK’leri MCAyoluyla enjekte edilmistir. Tekrar eden inme, 6liim, ates ve
kizariklik gibi yan etkiler 6 aylik takipte goriilmemistir. Iskemik hastalardan ikisinde
gelistirilmis modifiye Rankin skalas1 (MRS, inmeli hastanin izleniminde kullanilan,
inme siddetini belirleyen ve bagimliligi saptamak ve fonksiyonel iyilesmeleri
degerlendirmek i¢in kullanilan 0-6 arasinda olgeklendirme yapan bir olgektir) ile
iyilesme gozlenmistir. Fakat bu ¢alismada, az sayida kayitli hasta ve kontrol eksikligi
nedeniyle yaklagimin etkinligi ve giivenilirligi belirlenememektedir (Jiang Y. ve ark.
2013).

Farkli bir ¢aligmada, 50-60 milyon kemik iligi kaynakli MKH, 3 ay ile 2 yil
icerisinde inme teshisi konan hastalara intravendz yolla verilmistir. Kok hiicre
tedavisi goren hastalarda mortalite veya hiicreye bagli advers reaksiyonlar
gdriilmemistir ve Modifiye Barthel Indeksi (mBI), kék hiicre grubunda istatistiksel
olarak anlamli diizelme goOstermistir Kok hiicre inflizyonundan sonra artmis bir

sinirsel plastisite saptanmustir (Bhasin ve ark. 2013).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gegici Serebral Iskemi Modelinin Olusturulmasi

3.1.1. Gegici MCAO

Bu arastirmada kullanilan 300-320 gr agirliklar1 arasindaki 150 tane wistar sican
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden elde edildi. Ortam sicaklig
28+4°C' idi ve denekler i¢in normal diyet ve su kullanildi. 300g-320g Wistar Rat
indiiksiyon odasina yerlestirilir ve %4 isoflurane ile anestezi edildikten sonra
stereoskopik mikroskop altinda, ventral orta alan insizyonu gercgeklestirilir ve yiizey
bag dokusu diseke edildi. Yiizeydeki bag dokusunu altindan glandular doku yani
tiroid bezleri goriilmektedir. Glandular doku kiint diseksiyonla ayirildiktan sonra
altinda trakea kas1 goriiliir. Trakea kasinin solundan Carotid Arter bulunana kadar
kiint diseksiyon yapildi. Kiint diseksiyon tercih edilmesinin nedeni doku hasarini
minimize etmek istenmesidir. Eksternal, internal, and common carotid arterler (ECA,
ICA, CCA) bu asamada goriilmektedir. CCA biiyiiktiir ve nabiz atim1 goriilmektedir.
Vagus siniri CCA ve ICA’nin lateralinde goriilir. ECA’nin iki dali oksipital arter
(OA) ve stiperior tiroid arter (ST) 6/0 ipek ile baglanip koteter ile kesildi. Bu daha
biiyiilk damarlarin hareketliligine izin verir. ECA miimkiin oldugunca distalden 6/0
ipek ile baglandi. Bir bagka 6/0 ipek ECA’nin ICA ile birlesim yerinin yakinindan
gevsekege sarihip fakat bunun damari tikamamasina dikkat edildi. Mikroklempler
CCA ve ICA’nin birlesim yerlerinin yakinlarina yerlestirildi. ECA’daki iki ipek bag
arasina ilk arteriotomi gergeklestirildi. 2.0 mm uzunlugunda 0.39 mm ¢apinda silikon
tipi olan 2.0-2.2 cm 4/0 monofilament naylon siitur ECA limenine CCA’ya dogru
mikroklepmin oldugu bolgeye dogru itildi. ECA etrafindaki siitur sikilarak naylon
stiturun yeri stabilize edildi ve kanama o6nlendi. Sonrasinda ICA’daki mikroklemp
yavasca cikarildi. Naylon siitur ECA’dan ICA liimenine dogru MCA’ya ulasana
kadar itilmeye devam edildi. Bu uzunluk tipik olarak 300 gr rat i¢in 1.8 -2.0 cm
uzunlugundadir. Bu uzunluk siitur yerlestirilmeye baslanmadan 6nce isaretlenir. Bir
miktar siitur yerlestirildikten sonra bir direng hissedilebilir. Eger bu durum siiturun
cogunlugu hala disariddayken hissediliyorsa siitur yanlis yere donmiis ve
pterygopalatine artere (PPA) girmis demektir. Bu durumda siitur bir miktar geri
cekilir ve biraz kivrilarak daha medial olan ICA boyunca ilerletmeye calisilir. Siitur

2cm isaretli bolgeye kadar girip bir direng hissetmeye baslayana kadar liimen
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igerisinde itildi. Zaman Glger baslatildi ve 90 dk tikaniklik siiresi 6lglilmeye baslandi.
CCA’daki mikroklemp ¢ikarildi. Daha sonra deri 3/0 ipek ile hizlica kapatildi. Biitiin
bir paternin izlenmesi daha sonra agilmasinda kolaylik sagladi. Kirmizi 1g1k altinda

hayvanin anesteziden uyanmasi beklendi.

3 * i

A
“Eksternal Karotid Arter

ST OA
Stiperior Tiroid Arter Oksipital arter

ICA
Internal Karotid
Arter

Sternoid kast

Vagus Siniri

Sekil.3.1. MCAO disseksiyon asamalar1. Glandular doku (tiroid) ve Sternoid kasi (trakea kasi) sekilde
goriilmektedir. Tiroidin kiint diseksiyonu sonrasinda trakea kasi1 goriilmektedir. Kasin yaninda sekilde
goriilen daire igerisinden diseksiyon yapilarak damarlara ulasgilir. Trakea kasinin solundan Carotid
Arter bulunana kadar kiint diseksiyon yapilir. Kiint diseksiyon tercih edilmesinin nedeni doku hasarini
minimize etmek istenmesidir. Eksternal, internal, and common carotid arterler (ECA, ICA, CCA) bu
asamada goriilmektedir. CCA biiyiiktiir ve kan atimi gériilmektedir. Vagus siniri CCA ve ICA’nin
lateralinde goriilmektedir., CCA ve ICA’nmin birlesim yerlerinin yakimnlarina yerlestirilmis
mikroklempler sekilde goriilmektedir. Bu sayede kan akisi engellenerek arterotomi ve endovaskiiler
stiturun yerlestirilmesi sirasinda kanama engellenecektir.

3.1.2. Reperfiizyon

Tikaniklik periyodunun bitmesine ¢ok az kala sican yeniden anestezi edildi ve ilk
seferinde yapildigi gibi dezenfekte edildi ve dikisler kesilerek agildi. CCA iizerine
onceki gibi mikroklemp yerlestirildi. Tikayict stituru ICA boyunca ¢ekip siitur bast
ICA sonunda goriinene kadar ¢ekildi. Siitur ICA/ECA’dan tamamen
cikarilmamalidir. ICA’da siiturun bittigi yere mikroklemp yerlestirildi. Siitur
tamamen cikarilip, ECA tamamen sikica baglandi. Tikanikligin tam giderilme saati
(reperfiizyonun baslama saati) kaydedildi. ICA’daki mikroklempi ¢ikarildu.
CCA’daki mikroklempi c¢ikarildi. Alanmi steril Serum Fizyolojik (SF) ile 1slatip 3/0
Katgiit ile i¢ dokular ve 3/0 ipek ile deri dikilerek kapatildi. 0,1 ml Contramal
intramiiskiiler olarak wverildi. 5 ml SF intraperitonal olarak enjekte edildi.
Reperfiizyon siirecinde hidrasyon saglandi. Anesteziden uyanan sigan davranigsal
analiz i¢in kuyrugundan kaldirilarak tutuldu ve hayvan her iki yone de donebiliyor

mu diye test edildi. Saga dogru kivrilmasi beklendi.

3.2. Term Plasentadan Trofoblast Progenitor Hiicrelerinin izolasyonu
Calkalayacili su banyosu 37°C’ye ve santrifiij 4°C’ye ayarlanir. Cytowash medyumu

hazirlandi.
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Tablo 3.1. Cytowash medyum igerigi ve hazirlanmasi

% 96.5 DMEM high glucose (glutaminsiz) 500 ml
% 2.5 FBS 12.5 ml

% 1 P/S (100X) 5ml

%1 Glutamin plus (100X) 5ml
% 0.1 Gentamycin (50 mg/ml) 0.5 mi

Disseksiyon Oncesi plasenta buz iizerinde tutuldu. Plasenta pargalar1 petri kabina
alindi. Villuslar kii¢iik pargalara ayrildi ve HBSS ile yikandi. Kii¢iik makas ve
pensler yardimiyla koryonik, desidual dokular, kan pihtilar1 uzaklastirildi. Dissekte
edilen dokular 50ml’lik birkag tiipe alimip iizerlerine birkag kere bol miktarda
cytowash eklenip bosaltilarak dokudaki kan uzaklastinildi. 7 dk 1200 rpm 4°C’de
santrifiijlendi. Siipernatant atilip ve falkonlardaki dokular tartildi. Uzerlerine

miktarlar1 yazildi. Bunlarin toplamina gore enzimler hazirlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Kollajenaz ve tripsin enzimleri igerigi ve hazirlanmasi

100 ml Kollajenaz enzimi i¢in; 100 ml 1xPBS without Ca2 and Mg2, Gibco
14190 iginde

Collagenase Tip I, Sigma C2674 Unit activity: 1212 unit/mg 15 mg
DNase I, Sigma DN25 40 mg
BSA, Sigma A7906 100 mg
Hyaluronidase, Sigma H3506 69 mg

100 ml Tripsin enzimi i¢in; 100 ml 1xPBS without Ca2 and Mg2, Gibco
14190 iginde

Tripsin Tip I, Sigma T8003Unit activity: 10,000 unit/mg 6.9 mg
DNase I, Sigma DN25 40 mg
EDTA, Gibco 15576-028 20 mg

Dokular toplanarak steril sisedeki kollajenaz I enzimi iizerine konularak 37°C su
banyosunda 175 rpmde 38 dakika (dk) ¢alkalandi. Karisimdan pipetle 10 ul alarak
10X mikroskopta incelendi. Eger sadece eritrositler goriiliirse ve trofoblast yoksa
veya az sayidaysa 5 dk daha ¢alkalandi. Siire sonunda tekrar mikroskopa alindu.
Trofoblast hala az sayidaysa 2 dk daha calkalandi. Sise su banyosundan alinip
laminer kabin igine, buz tizerine konularak biraz beklendi ve dokularin ¢ékmesi
sagland1. Siipernatant dikkatlice ¢ekilip atildi. Pelletin iizerine tripsin I konulup 37°C
su banyosunda 175 rpmde 10 dk calkalandi. Karisimdan pipetle 10 pl alarak 10X
mikroskopta incelendi. Tekli trofoblastlarin yanisira trofoblast kiimelerinin de
gbzlenmesi gerekir. Bu arada 50 lik falkona enzim hacminin %10’u kadar (1,5 ml)
Fetal Sigir Serumu (FBS) konulur ve {izerine 2 kat gazli bez konuldu. Tripsin |

sindirimi bittikten sonra sise su banyosundan alinip laminer kabin i¢ine, buz iizerine
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konularak biraz beklendi ve dokularin ¢okmesi saglandi. Siipernatant pipet
yardimiyla dikkatlice ¢ektirilerek, buz lizerinde, listiinde 2 kat gazli bez bulunan FBS
igeren 50 ml’lik tiipe (her falkona 15’er ml olacak sekilde) konuldu ve tizerine dolana
kadar hiicre yikama solusyonu eklendi. Tripsin I falkonu yazilarak bekletildi.
Sisedeki pellet iizerine tripsin II konularak 37°C su banyosunda 175 rpmde 10 dk
calkalandi. Karisimdan pipetle 10 pl alarak 10X mikroskopta incelendi. Trofoblast
kiimelerinin sayica fazla gézlenmesi gerekir. Bu arada 50 lik falkona enzim hacminin
%10’u kadar (1,5 ml) FBS konuldu ve {izerine 2 kat gazli bez konuldu. Tripsin Il
sindirimi bittikten sonra sise su banyosundan alinip steril kabin igine, buz {izerine
konularak biraz beklendi ve dokularin ¢okmesi saglandi. Siipernatant pipet
yardimiyla dikkatlice ¢ektirilerek, buz {izerinde, listiinde 2 kat gazli bez bulunan FBS
igeren 50 ml’lik tiipe (her falkona 15’er ml olacak sekilde) konuldu ve tizerine dolana
kadar cytowash eklendi. Tripsin II falkonu yazildi. Tripsin I ve II falkonlar1 1200
rpm’de 7 dk 4°C’de santrifiijlendi. Siipernatantlar atild: ve falkonlardaki pelletler tek
bir falkona toplanarak tizerine dolana kadar cytowash eklenir ve resiispanse edildi.
Falkon tekrardan 1200 rpm’de 7 dk 4°C’de santrifiij yapildi. Bu arada 50 ml’lik
falkona Percoll soliisyonu hazirlandi. (Cok yavas bir sekilde 6’sar ml giderek azalan
konsantrasyonlarda (%70, %60, %50, %40, %30 ve %20) konuldu. 4°C’de tutuldu.
Her 7 gr doku igin bir falkon kullamildi. Oncelikle %90 Percoll stok soliisyonu

hazirlanir:

270 ml %100 Percoll + 30 ml 10X HBSS without phenol red

Tablo3.3. Farkli konsantrasyonlarda Percoll soliisyonlarinin hazirlanmasi

Final Percoll %90 Percoll 1X HBSS
konsantrasyonu stok soliisyonu
%70 35 ml 10 ml (without phenol red)
%60 30 ml 15 ml (with phenol red)
%50 25 ml 20 ml (without phenol red)
%40 20 ml 25 ml (with phenol red)
%30 15 ml 30 ml (without phenol red)
%20 10 ml 35 ml (with phenol red)

Santrifiij sonrasi siipernatant atildi ve pellet ilizerine kollajenaz II eklendi ve
resiispanse edildi. Steril sise i¢ine alinarak 37°C su banyosunda 150 rpm’de 3 dk
calkalandi. (Trofoblast kiimelerinin ayrilmasi i¢in) (5 dk dan fazla olmamalidir)
Siizgecten gecirildi ve 1200 rpm’de 7 dk 4°C’de santrifiijlendi. Siipernatant atild1 ve

pellet tizerine her percoll falkonu i¢in 4 ml DMEM medyumu eklendi ve resiispanse
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edildi. (Her 7 gr doku igin bir percoll falkonu kullanilir. ) Soliisyon percoll falkonu
lizerine kenardan ¢ok yavas sekilde konuldu. 2700 rpm’de 25 dk 4°C’de santrifiij
yapildi. Percoll gradiyedindeki 30-20 arasi bulutsu katman (trofoblastlar) pipetle
baska bir falkona alindi1. Uzerine dolana kadar cytowash eklenir ve resiispanse edildi.
Falkon 1200 rpm’de 7 dk 4°C’de santrifiijlendi. Siipernatant atild1 ve pellet {izerine
tekrar dolana kadar cytowash eklendi ve resiispanse edildi. Falkon 800 rpm’de 6 dk

4°C’de santrifiijlendi. Pelletteki hiicrelerin saymmi1 gerceklestirilirdi.

3.3. Manyetik Aktive Hiicre Ayrimia (MACS)

Sonraki adimda ise manyetik aktive hiicre ayrimi (MACS) yapildi. Herbir falkona
500 mikrolitre antikorlarla baglanmis boncuklar pipetlendi. (Invitrogen goat anti
mouse, 110.33) %0.1 BSA+ 200mM EDTA’ dan olusan yikama solusyonuyla
boncuklar yikandi. Agzi agik bir sekilde MACS’a konulup ve 2-3 dakika bekletildi
ve MACStan cikarmadan yikama soliisyonunun ¢ekildi. Tipler MACStan alinip ve
500 mikrolitre yikama soliisyonu ve 25 mikrolitre anti HLA-ABC antikoru (Serotec:
MCA81 mouse Anti Human HLA-ABC antikoru) konuldu. 1 saat oda 1sisinda
calkalayic1 tizerinde inkiibe edildi. 1 saat inkiibasyon siiresi dolarken, FCS
falkonlarint su banyosuna konuldu. 1 saatin sonunda falkonlar g¢alkalayicidan alip
MACS aletine konuldu. 3 defa yikama yapildi. Hiicreler sanrtrifiijden sonra peletleri
12 ml yikama soliisyonu (%0,1 BSA) ile resiispanse edildi. Boncuklarin igine 6ml
hiicre eklenip 30 dk 4 derecede c¢alkalayict iizerinde inkiibe edildi. 30 dk
inkiibasyonun sonunda soliisyon/hiicreler toplanip tekrar FBS ile karistirildi. HLA-
ABC negatif se¢ilimin ardindan hiicreler benzer yontem ile Integrin a 4 ile pozitif

olarak da MACS kullanilarak se¢ildi.

3.4. Hiicrelerin Flow Sitometre ile Karakterizasyonu
Hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirildi ve yikandi ( BD marka stain buffer ile). 1400
rpm +4°C 5dk santrifiij edildi. 1x10° hiicre/ml olacak sekilde pelet “BD marka Stain
buffer” ile resiipanse edildi. 1-10 arast tiipler yazildi (1.5 ml’lik steril
eppendorf).1x10° hiicre/ml hiicre siispansiyonundan 100 pl hiicre tiim tiiplere
pipetlendi. Boylece her bir eppendorfa 1.10% hiicre/ml konsantrasyonda hiicre
konuldu. Hiicreler %4 Paraformaldehit ile fikse edilip PBS ile yikandi. Hedef
proteinlerin niikleer olmasi sebebiyle %0,5 Triton iceren PBS ile 5 dakika inkiibe
edilerek permeabilizasyon yapildi. Her bir tiip i¢in belirlenmis olan antikorlardan
uygun miktarda pipetleme yapildi.
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1.tiip: - /- (Sadece hiicre (100 pl) )

2. tiip: Negatif Izotip Kontrol (1:200, Dako, X0903)/ FITC-Goat anti rabbit (1: 250,
Santa Cruz, sc-2012) (20 pl)

3. tiip: - / FITC-Goat anti rabbit (1: 250, Santa Cruz, sc-2012) (20 ul)

4. tavsan monoklonal Cdx2 (1:100, Cell Signaling, Danvers, MA)/ FITC-Goat anti
rabbit (1: 250, Santa Cruz, sc-2012)

5. tavsan poliklonal EOMES (1:100, Allele, San Diego, CA)/ FITC-Goat anti rabbit
(1: 250, Santa Cruz, sc-2012)

Tiipler her antikor muamelesinde kisaca vortekslendi ve 20 dakika inkiibe edildi.
Ardindan 1 ml Stain buffer ile 2 kez yikandi. (2 yikama arast 1400 rpm, 4°C
derecede 5 dk santrifiij). Santrifiij sonras1 pelet 300-500ul Stain buffer ile resiispanse
edildi ve FACS Aria Il Cell Sorter flow sitometri aleti ile flow sitometri ile analiz
edildi.

3.5. Hiicrelerin Immiinofloresan ile Karakterizasyonu

Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler santrifiij edilip siipernantantlari atildiktan sonra
Thoma laminda sayildi. Chamber slaytlar jelatinle kaplandi ve en az 2 saat beklendi.
Chamber slide’lara hiicre-medyum siispansiyonu konuldu. (4’lu chamber slide i¢in
kuyucuk basina 10* hiicre - 500 ul medyum iginde). Gece boyunca 37°C’lik
inkiibatorde tutuldu. Chamber slide’lar PBS’le yikandi ve ters kapatilarak en az 1
saat oda 1sisinda kurumalar1 saglandi. Hiicreler soguk, 1:1 metanol-aseton karigimi
ile -20°C’de 10 dk boyunca fikse edildi. Fazla fiksatif uzaklastirildi. PBS ile yikanir
(2x5 dk) .Ultra V Block olarak isimlendirilen farkli hayvanlarin serumunu igeren
serum kokteyi ile 5 dk boyunca bloklandi. 1 saat oda sicakliginda primer antikor ile
inkiibasyon yapildi. Primer antikor, antikor diliie edici solusyonla dilue edilip

hazirlandu. Izotip kontrolleri de primer antikorlarla ayn1 konsantrasyonda hazirlandi.
Antikorlar:
1- Tavsan monoklonal Cdx2 (1:100, D11D10; Cell Signaling, Danvers, MA),

2- Tavsan poliklonal EOMES (1:100, HPA028896; Atlas, San Diego, CA)
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PBS ile 3x5 dk yikama yapildi. Florasan isaretli, primer antikora uygun sekonder
antikor Kegi anti-tavsan 1gG-Alexa Flour (1:250, Invitrogen, Carlsbad, CA)
hazirland1 ve 1 saat, karanlikta, oda 1sisinda inkiibasyon yapildi. PBS ile 3x5 dk
yikama yapildi. DAPI’li kapama soliisyonu ile kapatma yapildi.

3.6.Hiicrelerin Noronal Yonlendirilmesi ve Belirlenmesi
e Complete STEMdiff Medyum: 2 mL Supplement A ve 100 puL Supplement B
ve 1 mL P/S, 98 mL STEMdiff Neural Progenitor Bazal Medyuma karistirilir.
Complete STEMdiff Neural Progenitor Medyum 4°C’ de 2 haftaya kadar

saklanabilir, dondurulmamalidir.

e Complete Farklilasma Medyumu: 100 ml Complete STEMdiff Neural
Progenitor Medyum’a 2 ml Neural Survival Factor-1 (NSF-1) (CC-4323,
LONZA), 10 ng/ml brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (B3795-10UG,

SIGMA) ve 0.2 ml Gentamisin eklenerek noral farklilasma medyumu
olusturulur.

e BDNF (B3795-10UG): 100 pL dH,O’da g¢oziilerek 0.1 mg/mL stok

sollisyonu elde edilir. 50 pL olarak aliquatlanir. 40 mL medyum i¢in 4 pL
BDNF stok soliisyonu kullanilir.
Hiicreler 10* hiicre/well konsantrasyonda olacak sekilde, onceden poli-lizinle
kaplanmis 24-well platelerde noral farklilasma medyumuyla 37°C’de % 5 CO2
kiiltire edilir. Medyum 2 giinde bir degistirilerek 20 giin boyunca kiiltiire edilir.
Sonrasinda NeuN ile immiinofloresan yapilarak ve krezil viyole boyanmalariyla

yonlendirme teyit edilir.

3.7 Hiicrelerde Anjiyogenik Faktorlerin mMRNA Miktarlarinin Belirlenmesi
3.7.1. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi
Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:

e MagNAlyser Green Beads (Doku pargalamak icin kullanilan Bilye iceren

tiipler) (Roche, #03358941001)

e Trizol (Invitrogen, #15596-026)

e BCP (1-Bromo-3-chloropropane, Sigma, #B9673)

e izopropanol (Sigma,# 1-9516)

e DNase/RNase icermeyen distile su (Gibco, #10977-035)

e MagNAlyser: Roche
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e Thermomixer Comfort: Eppendorf
e MiniSpin: Eppendorf
e Sogutmali Santrifiij: Eppendorf, 5417R

1. hTPC hiicrelerinden mRNA eldesi i¢in 24 saatin sonunda 75cm?lik flasklardaki
hiicrelerin medyumu uzaklagtirildi ve hiicreler 1ml Trizol ile kazindi ve steril

eppendorf tiiplerine aktarildi. Tiim gruplarin kazima islemi tamamlandiktan sonra 5
dakika beklendi.

2. Eppendorflarin iizerine 100 mikrolitre BCP eklenerek altiist etmek sureti ile

karigmasi sagland1 ve ardindan 10 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

3. Doku pargalarini igeren tiipler, oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra
13.000 rpm’de 3 saniye kisaca spin edilerek doku debrisinin dibe ¢okmesi saglandi.
Bilyelerin iizerinde kalan sivi kisim yeni bir eppendorfa aktarildi ve {izerine 100
mikrolitre BCP eklenerek altiist etmek sureti ile karigsmasi saglandi. Eppendorflar 10

dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.
4. Bu siirenin sonunda tiipler, 15 dakika, +4°C’de, 11.000 rpm’de santrifiij edildi.

5. Santrifiij isleminden sonra tiipiin iistinde RNA’nin bulundugu seffaf kisim, steril

1.5 mI’lik yeni bir tiipe alindu.

6. Tiipe 500 mikrolitre izopropanol eklenip altiist ederek karismasi saglandi ve oda

1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi.
7. Bu siirenin sonunda, 8 dakika, +4°C’de, 11.000 rpm’de santrifiij edildi.

8. Santrifiij sonras1 siipernatant atilip geriye kalan pelet tizerine 1 ml %70’lik etanol
konularak yikama gerceklestirildi ve ardindan 5 dakika, +4°C’de, 8400 rpm’de

santrifiij edilerek siipernant atildi.

9. Elde edilen pelet oda 1sisinda etanoliin u¢masi i¢in en fazla 10 dakika

bekletildikten sonra, 50 mikrolitre RNaz icermeyen distile su ile ¢oziildii.

10. Cozililmiis olan RNA’y1 igeren tiipler, Thermomikser cihazinda 55 derecede 10

dakika inkube edildi ve ardindan -80°C’de muhafaza edildi.
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3.7.2. DNaz uygulamasi

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:
e UV Half Plate Area (With UV Transparent Bottom, 96 well, Corning #3679)
e DNase I (Invitrogen,# 18068-015)
e DEPC su (DEPC Treated water, Pyrogen Free, invitrogen, #46-2224)

e Spektofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer

Izole edilen total RNA’larin absorbans degerleri Spektrofotometre cihazinda yapilan
Olciim ile belirlendi. RNA miktar1 = (Absorbans degeri) x (diliisyon faktorii) x (RNA
sabiti (40)) formiilii ile hesaplandi. Islem basamaklar1 asagida belirtildigi gibi devam
etti.
1. RNA konsantrasyonu 2 mikrogram olacak sekilde hesaplama yapilarak
genomik DNA’nin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in izole edilen total RNA ayr1

bir tiipe alinarak DNaz uygulamasi gergeklestirildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. DNaz Reaksiyonu igerigi ve hacimleri

DNaz | enzimi 1 mikrolitre
10X DNaz | tamponu | 1 mikrolitre
DEPC su 10 mikrolitre’ye tamamlanacak sekilde hesaplama yapildi

2. 0,2 mI’lik steril PCR tiipiine konulan igerikler, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
3. Bu siirenin sonunda 1 mikrolitre DNase stop soliisyonundan konuldu. Vorteks
yardimu ile igerigin tamamen karigmasi saglandi ardindan tiipler spin edildi ve 65
derecede 10 dakika inkiibe edildi.
4. Bu siirenin sonunda tiipler buz iizerine alindi.
3.7.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi
Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:
e Superscript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen,
#18080-051)
e PCR Cihazi: MyCycler Thermocycler, BioRAD
1. DNase muamelesi yapilan RNA 6rneklerinden 8 mikrolitre 0.2 mikrolitre’lik yeni
bir steril PCR tiipiine kondu. Uzerine 1 mikrolitre Random Hexamers ve 1 mikrolitre
10mM dNTPmix pipetlendi.
2. Bu karisim 65°C’de 5 dakika bekletilerek RNA’daki ikincil kivrimlarin ¢oziilmesi

saglandi.
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3. Bu siirenin sonunda tiipler buza alinarak karisim tiizerine, asagidaki tabloda

belirtildigi gibi hazirlanmig olan 10 mikrolitre’lik cDNA sentez karisimi konuldu.

Tablo 3.5. ¢cDNA sentez reaksiyonu igerigi ve hacimleri

Icerik Hacim
10X RT buffer 2.0 mikrolitre
25mM MgCI2 4.0 mikrolitre

0.1MDTT 2.0 mikrolitre
RNase out 1.0 mikrolitre
Superscript 111 1.0 mikrolitre
Toplam 10.0 mikrolitre

4. PCR cihazinda kurulan reaksiyon ile tiipler, 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 50
dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

5. Bu siirenin sonunda tiipler buza alindi. Tiiplere 1 mikrolitre RNase H kondu ve
vorteks yardimi ile karistirilarak ardindan spin edildi.

6. Ardindan tiipler 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere 80
mikrolitre DEPC su eklenerek toplam hacim 100 mikrolitreye tamamlandi. Vorteks-
spin isleminden sonra elde edilen cDNA’lar -20°C’de saklanda.

3.7.4. qRT-PCR uygulamasi
Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:
e QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen, # 204054)
e PCR Strip Tiipleri (Axygen, #PCR-0108-LP-RT-C)
e Real Time PCR Cihazi: StepONEplus Real Time PCR System, Applied
Biosystems
1. Deney gruplarindan yukarida belirtildigi gibi elde edilen cDNA’lar qRT-PCR
uygulamasinda kullanildi.

2. Tablo 3.6’da belirtilen igerikler konularak reaksiyon karisimi olusturuldu.

Tablo 3.6. gRT-PCR Reaksiyonu igerigi ve hacimleri

Icerik Miktarlar1 (mikrolitre)
2X SybrGreen Mastermix 12.5
Primer ileri (10 mikroM) 1
Primer geri (10 mikroM) 1
cDNA 2
RNaz i¢germeyen su 8.5
Toplam hacim 25 mikrolitre

3. VEGF, VEGFR1, VEGFR2 ve Beta Aktin i¢in qRT-PCR uygulamasi ikili (dublik)
olarak gerceklestirildi.
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3.7.5. qRT-PCR uygulamasinda planlanan PCR programu:

Denatiirasyon: 95°C’de 5 dakika

Amplifikasyon: 35 siklus

95°C...10 saniye,

55°C...30 saniye,

72°C...30 saniye

Melting curve

1 siklus: 95°C...1 dakika, 55°C...1 dakika

VEGF, VEGFR1, VEGFR2 ve Beta aktin i¢in hazirlanmis strip tiipler qRT-PCR
aletinde okundu ve software programi yardimiyla CT (siklus esik degerleri) degerleri
belirlendi. Elde edilen CT degerleri 2-AACT formiiliinde kullanilarak her genin
(Tablo3.7) kontrol grubuna kiyasla goreceli degisim diizeyleri hesaplandi.
Amplifikasyon, 35 siklusta gerceklestirildi. Ayrica, Melting Curve analizi ile
tiriinlerin beklenen ve gozlenen Tm degerleri karsilagtirilarak PCR iiriinlerinin

dogrulugu degerlendirildi

Tablo 3.7. gRT-PCR igin kullanilan oligoniikleotid sekanslar1

Forward primer Reverse primer Annealing Baz
sicakhigi cifti
(°O) sayisli
VEGF 5'-GCAGAATCATCACGAAGTGG-3' 5'-CTGCATGGTGATGTTGGACT-3' 54 214
VEGFR1 5'-GCAAGATTCAGGCACCTATG-3' 5'-CGAGGTTCCTTGAACAGTGA-3' 53 373
VEGFR2 5'-GCATCGAGCTCTCATGTCTG-3' 5-CTGGCTACTGGTGATGCTGT-3' 53 277
Beta Aktin 5'-CATGAAGATCCTGACCGAGC-3' 5'-CAGACAGCACTGTGTTGGCA-3' 55 335

3.8.ELISA Yontemi Protokolii

Hiicrelere ait siipernatantlardaki protein miktarmi belirlemek i¢in Insan VEGF (R&D
Systems, DVE0O, MN, USA), VEGFR1 (R&D Systems, DVR100, MN, USA) ve
VEGFR2 (R&D Systems, DVR200, MN, USA) ELISA Kkitleri iireticinin onerdigi

prosediir uyarinca kullanildi. Kisaca;

10 X yikama soliisyonu 1 X olacak sekilde dHO ile diliie edildi.
Kor ve 6rnek konulacak olan kuyucuklara 100 pL Assay soliisyonu konuldu.

Standartlar, kor ve 6rnekler kuyucuklara duplikler halinde yiiklendi.

A W

Antikor soliisyonu her bir kuyucuga eklendi ve yapiskan kapatici film ile

lyica kapatilarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

o

Kapatici film kaldirilip soliisyonlar uzaklastirildi.

6. Kuyucuklar 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

7. 100 pL enzim soliisyonu her bir uyucuga eklendi ve yapiskan kapatici film ile
lyica kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
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8. Kapatic film kaldirilip soliisyonlar uzaklastirildi.

9. Kuyucuklar 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

10. 100 pL substrat soliisyonu kuyucuklara eklenip yapiskan kapatici film ile
iyice kapatilarak oda sicakliginda 5-20 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklarda
mavi rengin gozlemlenmesi reaksiyonun durdurulmasina karar vermede rol
oynar. Substrat sollisyonu ile yapilan tiim ¢aligmalar karanlikta yapilmalidir.

11. 100 pL durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Tamamen
durduruldugundan emin olmak i¢in plate elle sallanmali ve mavi rengin net
sar1 renge dontistiigli gdézlemlenmelidir.

12. Plate 450-590 nm absorbans degerinde spektrofotometre ile okutuldu.
Kuyucuklarda hi¢ kopiik kalmamasina dikkat edilmelidir.

3.9.Deney Gruplan

112 hayvana term plasentadan izole edilen 6x10° hTPC enjeksiyonu 0,7 ml medyum
icerisinde kuyruk veninden verildi. Hayvanlara hiicre verilmesinden 1 giin 6nce
Cyclosporin A (Cell Signaling, #9973S) subkutan verildi ve bu islem hiicre
verilmesinden 7 giin sonraya kadar ya da hayvan agilana kadar devam etti. 100 mg
cyclosporin 10 ml DMSO igerisinde ¢oziildii ve hayvan basina 1mg/giin olmak tizere
verildi. Cyclosporinin verilmesinin amaci, sicanlarin insan plasentast kokenli

mezenkimal kok hiicrelerini reddetmesini engellemek igindir.

1. Giin 3. Giin " .
hTPC Enjeksiyonu 8. Giin 11. Giin

90' MCAO
Sakrifikasyon Sakrifikasyon

Siklosporin A Enjeksiyonu

Sekil.3.2. Deney plan1 sablonu. MCAO, orta serebral arter tikanmasi, hTPC, insan trofoblast
progenitdr hiicre.

1- Grup: Sham grubu, n=42

2- Grup: Fokal serebral iskemi olusturulan grup, n=42

3- Grup: Fokal serebral iskemi + trofoblast progenitor hiicre enjekte edilen
grup, n=28

2,3,5-Triphenyltetrazolium (TTC), Luxol Fast Blue (LFB), immunohistokimya
(IHK), Western Blot (WB),
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1. grup toplam =36 2. grup toplam n=36 3. toplam grup n=36
%2 TTC %2 TTC %2 TTC
1. glin n=2 1.giin n=2

3.giin n=2 3.giin n=2 3.giin n=2
11.gilin n=2 11.glin n=2 11.glin n=2
Toplam 6 Toplam 6 Toplam 4
[HK ve LFB [HK ve LFB [HK ve LFB
1. glin n=6 1.giin n=6

3.glin n=6 3.glin n=6 3.glin n=6
11.glin n=6 11.glin n=6 11.giin n=6
Toplam 18 Toplam 18 Toplam 12
WB WB WB

1. giin n=6 1.glin n=6

3.glin n=6 3.glin n=6 3.glin n=6
11.glin n=6 11.glin n=6 11.giin n=6
Toplam 18 Toplam 18 Toplam 12

3.10. %2 TTC Boyanmasi ile infarkt Alaninin Belirlenmesi

TTC metabolik olarak aktif ve inaktif dokular1 ayirmak i¢in kulanilir. Beyaz TTC

bilesigi canli dokularda gesitli dehidrogenaz aktivitelerinden 6tiirli enzimatik olarak

kirmiz1 TPF (1,3,5-triphenylformazan)’ye indirgenir, fakat cansiz bolgelerde TTC

enzim denatiire oldugu ya da degrade oldugu i¢in indirgenmez ve beyaz kalir.

1. %2 TTC (g/mL) (MERCK 108380 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride for

microbiology ) Serum Fizyolojik i¢inde ¢oziilerek hazirlanir.

a. Kullanilmadan 6nce taze hazirlanmalidir.

b. Isiga maruz kalmasini 6nlemek i¢in aliiminyum folyoya sarilmalidir.

c. 37°C’de tutulmalidur.

d. Her bir sigan beyni igin 0.4gr : 20 mL TTC : SF hazirlamak yeterlidir.
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2. Sigan beyni disekte edilerek ¢ikarilir. Iskemik kisimlarda beyinde peltelesme
gozlenmektedir. Sonra cam peri kabinin tersine konularak 30 dk buzlukta
tutularak sertlesmesi bu sekilde daha kolay kesilmesi saglanir.

3. Sertlesen beyinin serebellum ve frontalden Sekil 3.3’de gosterildigi gibi
kesilip ayrilir. Orta kisim yaklagik 2 mm kesitler halinde boydan disekte
edilerek 6 parcaya ayrilir.

4. Disekte edilen 6 parca hepsinin ayni ylizii yukar1 gelecek sekilde cam petri
kabina dizilir.

5. Petri kaplarina parcalarin istiine ¢ikacak kadar %2’lik TTC soliisyonu
eklenir.

6. Etiiv icerisine alinan petri kaplar1 37 C’da 30 dakika boyunca ara ara
sallanarak inkiibe edilir.

7. 30 dakikanin sonunda Ornekler kagit iizerine petri kabina yapisik yiizeyleri
daha ¢ok boyanarak asil boyanmayi yansittigi igin ters ¢evrilerek alinir ve
fotograflanir. Normal beyin dokusu kirmizi boyanirken, iskemik dokular

soluk pembe ya da kirli beyaz renkte goriiliip boyama gostermeyecektir.

Sekil. 3.3. Beyin iizerinde kesitlerin alindig1 alanlar gdsterilmektedir.

3.11. Luxol Fast Blue Boyanmasi ile Demiyelinizasyonun Belirlenmesi

Myelin kilif beyaz, cansiz, %70 lipid ve %30 proteinden olusan yags1 materyaldir.
Luxol blue boyasi miyelindeki lipoproteinlere tuz kopriileriyle baglanir. Myelin
lipoproteinlerindeki baz luxol blue boyasindaki baz ile yer degistirir bu myelinin

mavi goriinmesini saglar.

BOYALAR:
Luxol Fast Blue Soliisyonu:
Luxol fast blue (Sigma Aldrich L0294) 1.0 g
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%95 alkol 100.0 mL

%10 asetik asit 5.0 mL

Karistirihp filtrelenir.

%0.05 Lityum Karbonat:

Lityum Karbonat (Sigma Aldrich 62470) 0.05 g

dH,0 100.0 mL

Eosin Y Soliisyonu

200.25 Krezil Viole:

Krezil viole Asetat (Sigma Aldrich C5042-105) 0.35 g
dH,0 100.0 mL

Ornekler Ksilol I ve Ksilol II serilerinden 5’er dakika gegirilerek deparafinize edildi
Deparafinize 6rnekler %100 ve % 95°lik alkollerden 2’ser dakika gegirilerek
rehydrate edildi. Luxol fast blue soliisyonu igerisine alinan 6rnekler 60°C’da 1 saat
inkiibe edildi. Distile su (dH20) ile hizlica yikanip %95 alkol ile boyanin fazlasi
uzaklastirildi. dHO ile hizlica yikanip Lityum Karbonat soliisyonunda diferansiye
edildi. dH,0O ile hizlica yikandiktan sonra %70 alkol ile diferansiyasyon islemi
yapildi. dH,O ile hizlica yikandi. Gri madde net bir sekilde beyaz ve ak madde mavi
goriinene kadar diferansiyasyon islemine davam edildi. Bu basamak i¢in 6rnekler
mikroskop altinda incelenir ve gerekli net ayrilma olusana kadar devam edildi. dH,O
ile hizlica yikandi. Eosin Y igerisinde oda sicakliginda 10-15 sn bekletildi. dH,O ile
hizlica yikandi. Krezil Viyole igerisinde oda sicakliginda 1 dk bekletildi ve dHO ile
hizlica yikandi. % 95 alkol ve %100 alkol ile dehydrate edildikten sonar ksilol

serilerinden gegirilip entellan ile kapatildi.

3.12. Western Blot Teknigi icin Doku Hazirlanmasi
Kullanilan Soliisyonlar:
e Lizis Tamponu
v' 10 ml 0,1 M Tris (ph: 7,4)
v 1 ml Sodyum orthovanadate
v' 1 gr SDS ( Sodium Dodecyl Sulfate)
v 90 ml distile su
e Proteaz Inhibitor Kokteyli (25x)
v' 1 tablet Roche PIK (proteaz inhibitor kokteyli tablet)
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v 1 ml distile su
e Lowry A soliisyonu

v' 2gr NaOH

v' 10,6 gr Na2CO3
e Lowry B soliisyonu

v" 1gr KNaC4H406

v 100 ml distile su
e Lowry C soliisyonu

v" 1gr CuSO4.5H20

v 100 ml distile su

3.12.1. Lizat Hazirlama

-80 C’de kryotiipte muhafaza edilen beyin dokular: buz igine alindi. Sirayla 6rnekler
alip bistiiri yardimiyla ezildi ve akiskan kivama getirildi. Bunlarin darasi alinip
ependorfa koyulup agirliklar tartildi. 0,2 gr 6rnek igin 600 pl lizis buffer ve 25 ul
Proteaz inhibitor kokteyli koyuldu. 45 dakika-1 saat bekledikten sonra, protein
ayirmanin iyi bir sekilde olmasi i¢in sonikator uygulandi. Eppendorflarin i¢indeki
dokular vortekslendi ve 15.000 rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edildi.
Siipernatantlar alinip pelet kismi atilarak lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar -20°C

de muhafaza edildi.

Hiicre lizatlarinin hazirlanmasi i¢in, %90-95 doluluk oranina ulasan flasklar 1 ml
Leamly Buffer (Sigma ) ile kazinip eppendorflara toplandi, -20°C de muhafaza
edildi.

3.12.2. Protein Miktarinin Tayin Edilmesi

Hazirlanan lizatlarin igerdigi protein miktarmin belirlenmesi i¢in Lowry yontemi
(Lowry ve ark., 1951) kullamldi. Oncelikle, bu ydntemde standartlarin
hazirlanabilmesi i¢in 1mg/ml seklinde BSA (Bovine serum albumin Fraction V,
Sigma Katalog No: A 9647) hazirlandi. BSA ile 6 tane standart hazirland1 (Tablo
3.8).
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Tablo 3.8. Standartlarin hazirlanmasi ve degerleri

BSA 1mg/ml dH,0 Degerleri
Standart 1 20 - 1
Standart 2 20 20 0.5
Standart 3 20 40 0.33
Standart 4 20 60 0.25
Standart 5 20 100 0.166
Standart Kor - 20 0

Lizatlar, 1:20 ve 1:40 dilusyonlar halinde c¢alisildi. Hazirlanan standartlardan ve
orneklerin her birinden 20 pl alind1. Lowry A, Lowry B ve Lowry C soliisyonlar1 oda
sicakligina alindi. Oncelikle Lowry B ve Lowry C soliisyonlar1 1:1 oranda alinip
vortexlendi. Daha sonra Lowry A 100 birim seklinde bu karisimin i¢ine koyuldu.
Lowry A:B:C karisimindan 600 pl her bir 6rnege ve standarta koyuldu ve 20 dakika
inkiibe edildi. inkiibe edildikten sonra her birine 60 pl folin koyulur ve karanlik ve
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon isleminden sonra 96’lik well
plate’lere 200’er mikrolitre pipetlendi ve her bir standart ve Ornek c¢ift ¢alisildi.
Spektrofotometrede (BioTek, MQX200) 750nm dalga boyunda okunmasi saglandi.
Standartlar ile karsilastirilarak her bir numunenin protein miktar tespit edildi. Tiim
numunelerin protein miktarlarinin esit olmasi saglanarak western blot analizlerinde

kullanima hazir hale getirildi.

3.12.3. SDS-PAGE Western Blot protokolii
Kullanilan Soliisyonlar

5X Yiiriitme Tamponu:

% 9gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)

X/
o

43.2 gr Glisin (Bio-Rad, #161-0718)

X4

3gr SDS (Sigma,# L4390)

L)

>

% 600 ml Distile Su
¢ Distile su ile 1X seklinde diliie edilerek kullanild:
Transfer Tamponu:

% 14.3 gr Glisin (Bio-Rad, #161-0718)
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s 3grTris (Bio-Rad, #161-0719)

s 700 ml bidistile su igerisinde ¢oziildii. Bu soliisyona 200 ml Metanol
(Merck,#1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye

tamamlandi.
Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):

% Sgr siit tozu (Bio-Rad) 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziildii ve +4°C’de en fazla
24 saat kalacak sekilde muhafaza edildi.

10X TBS Tamponu:
% 60.55 gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)
+ 87.66 gr NaCl

% 800 ml distile suda ¢ozdiriiliir. PH HCl ile 7.4’¢ ayarlanir. PH ayarlandiktan

sonra toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

TBS-T Soliisyonu:

% 1 litre 1X TBS igerisine 1000ul Tween-20 (Sigma, P9416) eklendi ve oda
1s1sinda saklandi.
e Thick Blot Paper (Bio-Rad,#165-0921)
e Blotting-Grade Blocker nonfat dry milk (Siit tozu) (Bio-Rad, # 170-6404)
e West Pico Chemiluminescent substrates (Pierce, #34080)
e Nitroseliilloz Membran (Amersham,#RPN203D)
e Kaleidoscope Prestained Standards, broad range (Bio-Rad,#161-0324)
e CL- Xposure film 18x24 cm (Thermo Scientific,# 34089)
e PQ Universal Developer 5L (ILFORD,#1757314)

e Hypam Fixer 5L (ILFORD,#1758285)
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Calisilacak olan proteinin kilo dalton (kDa) agirlign dikkate alinarak uygun

yiizdelerde jeller hazirlandi. Her kuyucuga 18 mikrolitre numune yiiklenerek jel

elektroforezi gergeklestirildi. Elektroforez sonrasinda immunoblotting yapilarak

jeldeki proteinlerin membrana ge¢gmesi saglandi.

Tablo 3.9. Western Blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer Antikor Diliisyon inkiibasyon Sekonder Antikor Diliisyon inkiibasyon

Abcam Tavsan 1:250 +4°C, BioRad Keci Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicakligr 1
anti-VEGF A Gece Boyu 19G-HRP Konjuge saat

(ab46154) (170-6515)
Abcam Tavsan 1:750 +4°C, BioRad Kegi Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicaklig 1
anti VEGFR1 Gece Boyu 19G-HRP Konjuge saat
(ab32152) (170-6515)
Cell Signaling tavsan 1:200 +4°C, BioRad Kegi Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicaklig 1
anti VEGFR2 Gece Boyu 19G-HRP Konjuge saat
(CST9698) (170-6515)
Abcam Tavsan 1:250 +4°C, BioRad Kegi Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicakligi 1
anti-DLX5 (ab64827) Gece Boyu 1gG-HRP Konjuge saat
(170-6515)
Abcam Tavsan 1:250 +4°C, BioRad Kegi Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicakligi 1
anti-DLX2 (ab30339) Gece Boyu 1gG-HRP Konjuge saat
(170-6515)
Abcam Tavsan 1:100 +4°C, BioRad Kegi Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicakligi 1
anti-LHX6 Gece Boyu 1gG-HRP Konjuge saat
(PA5-40560) (170-6515)
Abcam Tavsan 1:550 +4°C, BioRad Kegi Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicakligi 1
anti- NGN1 (ab66498) Gece Boyu 1gG-HRP Konjuge saat
(170-6515)
Abcam Tavsan 1:250 +4°C, BioRad Kegi Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicaklig 1
Anti- NGN2 (13144S) Gece Boyu 1gG-HRP Konjuge saat
(170-6515)
Abcam Tavsan 1:100 +4°C, BioRad Keci Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicaklig 1
anti-Oligl (ab124908) Gece Boyu 1gG-HRP Konjuge saat
(170-6515)

Abcam Tavsan 1:750 +4°C, BioRad Keci Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicaklig 1
Anti-Olig2 Gece Boyu 1gG-HRP Konjuge saat
(ab109186) (170-6515)

Abcam Tavsan 1:250 +4°C, BioRad Keci Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicaklig 1

anti-Sox2 (ab97959) Gece Boyu 19G-HRP Konjuge saat
(170-6515)

Abcam Tavsan 1:500 +4°C, BioRad Kegi Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicaklig 1

anti-PDGFRa Gece Boyu 19G-HRP Konjuge saat
(31645S) (170-6515)

Abcam Tavsan 1:100 +4°C, BioRad Keci Anti Tavsan 1:1000 Oda Sicaklig 1
anti-NKX2.2 Gece Boyu 19G-HRP Konjuge saat
(PA5-40526) (170-6515)

Abcam Fare 1:5000 +4°C, BioRad Kegi Anti Fare 1:10000 Oda Sicakligr 1
anti B-Aktin (ab8226) Gece Boyu 19G-HRP Konjuge saat

(170-6516)

Proteinlerin nitrosellilloz membrana transferinden sonra, membran 1 saat siire ile

oda 1sinda pH’s1 7.2-7.4 olan ,% 0.1 Tween-20 ilaveli Tris Buffer Soliisyonu ile
hazirlanan % 5 lik yagsiz siit tozu ile bloklandi. Membran VEGF, VEGFRI,
VEGFR2, DLX2, DLX5, LHX6, NGN1, NGN2, Oligl, Sox2, Olig2, PDGFRa,

NKX2 ve Beta Aktin antikorlar1 ile uygun sicaklik ve siirede karistiric1 iizerinde

inkiibe edildi (Tablo 3.9).
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Inkiibasyon sonrasinda, 3 kez 10 dakika TBS-T ile yikamanm ardindan membran,
sekonder antikorla oda 1sisinda karistirict iizerinde 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda tekrar 3 kez 10 dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi. Membran
SuperSignal Chemiluminisans’la uygun siirede gelistirilip, membrandaki protein

bandlar1 karanlik odada hiperfilme aktarildu.

3.13. immiinohistokimya Yontemi

Deneklere ait doku bloklarindan alinan 5 mikrometre kalinhigindaki kesitler
superfrost plus (manyetik olarak statik) lamlar {izerine alinarak 1 gece boyunca
56°C’lik etiivde bekletildi. Deparafinizasyon asamasi i¢in, parafin kesitler 2 defa
10’ar dakika ksilolden gegirildi. Kesitler daha sonra derecesi giderek azalan alkol
serilerinde (%100, %90, %80, %70) 5’er dakika bekletildi. Distile su ile 5 dakika
muamele edildi. Dokudaki antijenik epitoplarin ortaya ¢ikmasi icin kesitler, sitrik asit
tamponu (pH:6.0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit) i¢cine alinarak {i¢ defa 5’ser
dakika mikrodalga firinda 750 watta tutuldu. Mikrodalga uygulamasindan sonra
kesitler sitrik asit igerisinde 30 dakika boyunca oda isisinda sogutuldu. Kesitler
PBS’e alindiktan sonra dokularin ¢evresi hidrofobik kalemle ¢izildi. Daha sonra
kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’ten gecirildi. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek i¢in metanolle hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 30
dakika inkiibe edildi. Kesitler PBS ile 3 kere 5’er dakika yikandiktan sonra
dokulardaki 6zgiill olmayan antikor baglanmasini Onlemek amaciyla, bloklama
soliisyonu (Ultra V Block, LabVision Corporation, #TA-125UB) ile 8 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Serum kesitler lizerinden uzaklastirildiktan sonra, kesitler
VEGF, VEGFR1, VEGFR2, DLX2, DLX5, LHX6, NGN1, NGN2, Oligl, Sox2,
Olig2, PDGFRa, NKX2, CDX2, EOMES, HM primer antikorlariyla +4°C’de gece
boyu muamele edildi (Tablo 3.10).

Kesitler primer antikorlar ile inkiibasyondan sonra, 3 defa 5’er dakika PBS ile
yikandi. Daha sonra kesitler, biyotinlestirilmis ve primer antikora baglanma 6zelligi
olan keg¢i anti-tavsan sekonder antikoru (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent) (Dako
LSAB 2 System-HRP #K0609) ile 45 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 3 defa 5’er
dakika PBS ile yikanan kesitler, 45 dakika streptavidin peroksidaz kompleksi
(Streptavidin Peroxidase (Ready-To-Use) Dako LSAB 2 System-HRP #K0609) ile
inkiibasyona birakildi. PBS ile tekrar 3 kez 5 ’er dakika yikamadan sonra,
immunoreaktiviteyi saptamak icin kesitler AEC (AEC substrate system (Ready-To-

62



Use) (Scytek #SHP125) ile 1-5 dakika muamele edildi. Daha sonra kesitler distile
suya alind1 ve sonrasinda Mayer’in hematoksileni ile 20 saniye zit boyama yapilarak
akar musluk suyunda yikandi. Kesitler Kaiser’in gliserol jelatini (MERCK Darmstadt
Almanya, OB514196) kapatma soliisyonu ile kapatildi, Axioplan 151k mikroskopunda
(Zeiss, Almanya) beyin kesitlerindeki VEGF, VEGFR1, VEGFR2, DLX2, DLXS5,
LHX6, NGN1, NGN2, Oligl, Sox2, Olig2, PDGFRa, NKX2, proteinlerinin
dagilimlart ve CDX2, EOMES ve insan mitokondriyal antikor proteinlerinin

immunoreaktiviteleri tespit edilip incelendi ve fotograflandi.

Tablo 3.10. immiinohistokimya analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer Antikor Diliisyon
Abcam Tavsan anti-VEGF A (ab46154) 1:500
Abcam Tavsan anti VEGFR1 (ab32152) 1:200
Cell Signaling tavsan anti VEGFR2 (CST9698) 1:200
Abcam Tavsan anti-DLX5 (ab64827) 1:100
Abcam Tavsan anti-DLX2 (ab30339) 1:200
Abcam Tavsan anti-LHX6 (PA5-40560) 1:100
Abcam Tavsan anti- NGN1 (ab66498) 1:500
Abcam Tavsan Anti- NGN2 (13144S) 1:200
Abcam Tavsan anti-Oligl (ab124908) 1:200
Abcam Tavsan Anti-Olig2 (ab109186) 1:100
Abcam Tavsan anti-Sox2 (ab97959) 1:100
Abcam Tavsan anti-PDGFRa (3164S) 1:100
Abcam Tavsan anti-NKX2.2 (PA5-40526) 1:500
Cell Signaling Tavsan anti Cdx2 (D11D10) 1:100
Atlas Tavsan anti EOMES (HPA028896) 1:100
Abcam Tavsan anti-Human Mitokondriyal Antijen (ab92824) 1:250

3.14. Istatiksel Analiz

Western Blot bantlarin yogunluklari DigiDog 1000 programinda o6l¢iildii. Degerler
Beta Aktin yogunluklarina gére normalize edildi. DigiDog 1000 analizinden elde
edilen verilere ve qRT-PCR sonuglarina SigmaStat 3.5 programi kullanilarak One
Way ANOVA testinde Tukey metodu ile ¢oklu karsilagtirma yapildi ve p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Term Plasentadan insan Trofoblast Progenitér Hiicre (hTPC) izolasyonu
Sonugclar

Normal gebelik siireci gecirip dogum yapan kadinlardan plasenta temini
saglanmistir. Plasenta temin edildikten sonra term plasentadan trofoblast progenitor
hiicrelerin  izolasyonu protokolii gerceklestirilmistir. Dogum sonrasit alinan
plasentalar, hiicre kiiltiiri laboratuvarinda laminar kabin ig¢ine alinarak plasentanin
koryon béliimiinden kok hiicre izolasyonu yapildi. izolasyon yapilan hiicreler her
giin takip edilerek 2 giinde bir medyumu degistirildi ve pasajlanarak hiicre sayisinda
artis saglandi.

Izolasyon sonucunda hiicre kiiltiiriindeki hTPCler invert mikroskop ile

fotograflanmistir.

Sekil 4.1. Insan trofoblast progenitor hiicrelerin invert mikroskobundaki gériintiisii, (A) 4x ve (B)
40x.

4.2.Hiicrelerin Akim Sitometre ile Karakterizasyonu Bulgular:

Hiicreler izole edildikten sonra yeterli sayiya ulastiklarinda trofoblast progenitor
hiicre belirtecleri olan CDX2 ve EOMES antikorlariyla flow sitometri ile
karakterizasyonu yapildi. FACS analizi, trofoblast progenitor hiicrelerinin sirasiyla%

92.5 ve% 92.7 oranlar1 ile CDX2 ve EOMES pozitif oldugunu gdstermistir.
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Sekil 4.2. Insan trofoblast progenitdér hiicrelerin CDX2, EOMES ve izotip kontroller i¢in FACS

sonuglari

4.3. hTPC’lerde Immiinofloresan Boyamalar1 Bulgular

Immunofloresan deneyler sonucunda trofoblast progenitdr hiicre belirtegleri CDX2

ve EOMES boyanmalar1 yapildi.

100 pm

100 ym

Sekil 4.3. Hiicrelere ait immiinfloresan boyamalar. CDX2 boyamasi 40x (a). CDX2 ve DAPI
kompozit goriintii (b), EOMES boyamas1 40x (c), Eomes ve DAPI kompozit goriintii (d).
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4.4. hTPC’lerin Noronal Yonlendirilme Bulgular:
Noronal farklilanmayr gostermek igin 20 giin sonra hiicrelerde NEUN

immiinofloresan ve krezil viyole 6zel boyamalar1 yapilmistir.

50.0 ym

S 4 Q0 um

Sekil 4.4. Noronal farklilanan hiicrelerin immiinfloresan boyanmalari. Noron-benzeri hiicrelere
fraklilanmasi ger¢eklesen hTPC’lerde NEUN boyanmasi 10x (A), 20x (B), 40x (C), 60x (D) ve izotip
kontrol 20X (E).

A \‘\ PN
PR M

Sekil 4.5. Noron-benzeri hiicrelerin invert mikroskoptaki gérintiileri ve krezil viyole boyanmalar.
Sekil a ve b, néron benzeri hiicrelerin invert mikroskop goriintiileridir. Sekil ¢ ve d, farklilagmis
hTPC'lerin krezil viyole boyama goriintiileridir. Nissl graniillii néron benzeri hiicreler goriiliir (a ve c,
20X ve b ve 40X bilyiitmelerdir).
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4.5. gRT-PCR Bulgular
Real Time PCR degerlendirmelerine gore, her ii¢ faktériin mRNA varligi; VEGF,
VEGFR1 ve VEGFR2 belirlenmistir. Pozitif konrol olarak kullanilan HUVEC'ler ile
karsilastirildiginda, hTPC'lerin, VEGF (p<0.01) ve VEGFRI1 (p<0.05) mRNA

diizeyleri anlamli olarak ytiksektir.

1000bp =—— VEGFR1 VEGFR2

600bp —

500bp =

400bp =—— —
300bp =

200bp = — c ¢
C £ C £
100bp == ”u\/i thC Hu\/ hfP HU‘I hfPC

— —

VEGF (214 bp)

VEGFRI (373 bp)
VEGFR2 (277bp)
B. Actin (113 bp)

Beta Actin

C C
,JI)VE thC ”UVE thC

mRNA Miktarlar:

*k
35 —

® HUVEC

# -
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Sekil 4.6. qRT-PCR sonuclari. HUVEC ile karsilastirmali olarak hTPC’lerde anjiyogenez iligkili
genlerin kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonrast mRNA ekspresyon diizeyleri. hTPC'lerin,
VEGEF (p<0.01) ve VEGFR1 (p<0.05) mRNA diizeyleri anlamli olarak yiiksektir.

4.6. ELISA Yontemi Sonuclar:

ELISA analizi ile hTPC hiicrelerin tirettigi ve medyuma salgiladig1 ¢oziiniir formdaki
(souble) VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 proteinlerinin miktarlar1 belirlenmistir. Bu
analiz icin ticari hazir ELISA Kkitleri kullanilmistir ve analiz esnasinda, tiretici

firmanin belirttigi protokol uygulanmaistir.

Coziiniir VEGF ve VEGFRI1 formlari, hTPC siipernatantlarinda saptanmistir. ELISA
calismas1 yiiksek seviyedeki sVEGFRI1'in hTPC'lerinden bulunduklar1 hiicre
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besiyerine salindigini gostermektedir. hTPC siipernatanlarinda ¢6ziinebilen VEGFR2
formu bulunamadi. Sonu¢ olarak hTPC hiicreleri ¢oziiniir formdaki VEGF ve

VEGFRI1 salgilarken VEGFR2 ‘yi iiretmemektedir.

hTPC Siipernatanlarinda sVEGF ve sVEGFR1 Konsantrasyonu
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Sekil 4.7. ELISA analizi sonuglari.
4.7. %2 TTC Boyanmasi ile infarkt Hacminin Belirlenmesi Sonuclari
TTC metabolik olarak aktif ve inaktif dokular1 ayirmak icin kulanilir. Beyaz TTC
bilesigi, canli dokularda cesitli dehidrogenaz aktivitelerinden 6tiirii enzimatik olarak
kirmiz1 TPF (1,3,5-triphenylformazan)’ye indirgenir. Fakat cansiz bolgelerde TTC
enzim denatiire oldugu ya da degrade oldugu i¢in indirgenmez ve beyaz kalir. Tim
gruplarda% 2 TTC boyamasi ile infarkt hacmi belirlenmesi yapildi. Bu alan hTPC
enjeksiyonu yapilan gruplarin 3. ve 11. giinlerinde daha kiigiik oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.8. Tim gruplarda %2 TTC boyanma sonuglari. Beyaz infarkt alanlarini, kirmizi bolgeler ise
saglikli dokular1 gostermektedir. Grafik beyaz lanlarin Image J ile 6l¢iimiinii gostermektedir. Tim
gruplar birbirleryike karsilastirildiginda FSI gruplarindan 1. ve 3. giinlerde FSI 11. giin de dahil diger

gruplarla anlamli olarak fazla iken (p<0.01), FSI 11. giin grununun infarkt alam SHAM ve hTPC
gruplarina gore anlamli olarak fazladir (p<0.05).
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4.8. Luxol Fast Blue Boyanmasi ile Demiyelinizasyonun Belirlenmesi Sonuclari

Daha dnce yapilan ¢aligmalarda FSI sonucunda demiyelinizasyonun meydana geldigi
ve ekstraselliiler matrikste artisin oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismada da
demiyelinizasyonu gostermek icin Luxol Fast Blue boyanmasi yapilmistir. Tim
gruplarda Luxol Fast Blue boyamasi yapilarak aralarindaki farkliliklarin gosterilmesi
amaclanmistir. Fokal serebral iskemi grubunda SHAM grubuna gore 6zellikle korpus
kallozum bolgesinde miyelin kaybi goriilmektedir. hTPC enjeksiyonu yapilan

gruplarin 3. ve 11. giinlerinde ise bu demiyelinizasyonda azalma vardir.

SHAM 1. glin

Fsi 1. glin

Sekil 4.9. SHAM ve FSI 1. Giin i¢in Luxol Fast Blue 6zel boyanma sonuglari.
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SHAM 3. Glin

Sekil 4.10. SHAM, FSi ve hTPC 3. Giin i¢in Luxol Fast Blue 6zel boyanma sonuglari.
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SHAM 11, Giin

hTPC 11. Giin

Sekil 4.11. SHAM, FSi ve hTPC 11. Giin igin Luxol Fast Blue 6zel boyanma sonuglari.

4.9. Western Blot Analizi Bulgulari

hTPC’lerde yapilan western blot analizi sonucunda hiicrelerin VEGF, VEGFR1 ve
VEGFR2 proteinlerini igerdigi tespit edilmistir. Pozitif kontrol HUVEC ile
karsilastirildiginda, trofoblast progenitor hiicreleri, VEGF ve VEGFR1 proteinleri
icin daha diisiik protein miktarma sahip iken VEGFR2 protein i¢in daha ¢ok protein
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miktarina sahiptir. Western Blot bantlarin yogunluklar1 DigiDog 1000 programinda

Olciilerek degerler Beta Aktin yogunluklarina gore normalize edilmistir.

HUVEC hTPC hTPC

o=

140

B HUVEC
B hTPC

Optik Densite (%)

h !
[P,

e — VEGF VEGFR1 VEGFR2

B.Aktin (42kDa)

Sekil 4.12. hTPC’lere ait Western Blot sonuglari.
SHAM, Fokal Serebral iskemi (FSI) ve hTPC transferi yapilan gruplara iliskin

deneylerin sonrasinda alinan beyin dokularinda, anjiyogenik belirteglerden VEGF,
VEGFR1 ve VEGFR2 i¢in Ve norogenik belirteclerden DLX2, DLX5, LHX6,
NGN1, NGN2, Oligl, Sox2, Olig2, PDGFRa ve NKX2 i¢in, ve internal kontrol

olarak Beta Aktin i¢in western blot analizi yapilmustir.
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VEGFR1

-;i.'ll"lll.‘..lll W VEGFR2
ke RO “-'

DIx2

DIx5

| LHX6
NGN1

. NGN2

Nkx2.2
Olig1

. Olig2
PDGFRa
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Sekil 4.13. Deney gruplarina ait beyin dokularinin Western Blot bant gériintiileri.
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Sekil 4.14:Deney gruplarina ait beyin dokularinin DLX2 igin Western Blot sonug grafigi. Gruplar

arasinda anlamli fark yoktur.
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Sekil 4.15: Deney gruplarina ait beyin dokularinin DLXS igin Western Blot sonug grafigi. hTPC 11.
Giin grubunda diger gruplara gore anlamli artis vardir (p<0.05)
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Sekil 4.16.Deney gruplarina ait beyin dokularimin LHX6 i¢in Western Blot sonug grafigi. Gruplar
arasinda anlamli fark yoktur.
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Sekil 4.17.Deney gruplarina ait beyin dokularmim NGNT1 i¢in Western Blot sonug grafigi. Gruplar
arasinda anlamli fark yoktur.
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Sekil 4.18.Deney gruplarma ait beyin dokularinin NGN2 i¢in Western Blot sonug grafigi. Gruplar

arasinda anlamli fark yoktur.
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Sekil 4.19.Deney gruplarina ait beyin dokularinin NKX2.2 i¢in Western Blot sonug grafigi. hTPC 3.

ve 11. giin grubunda diger tiim gruplara gére anlamli artig vardir (p<0.05).
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Sekil 4.20.Deney gruplarina ait beyin dokularinin Oligl i¢in Western Blot sonug grafigi. . Gruplar
arasinda anlamli fark yoktur.
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Sekil 4.21.Deney gruplarina ait beyin dokularimin Olig2 i¢in Western Blot sonug grafigi. . Gruplar
arasinda anlamli fark yoktur.
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Sekil 4.22. Deney gruplarina ait beyin dokularinin PDGFRa i¢in Western Blot sonug grafigi. . Gruplar
arasinda anlamli fark yoktur.
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Sekil 4.23:Deney gruplarina ait beyin dokularinin Sox2 igin Western Blot sonug grafigi. Gruplar
arasinda anlaml fark yoktur
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Sekil 4.24. Deney gruplarina ait beyin dokularinin VEGF i¢in Western Blot sonug grafigi. hTPC 11.
giin grubunda diger tiim gruplara gore anlamli artig vardir (p<0.05).
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Sekil 4.25. Deney gruplarina ait beyin dokularimin VEGFRI1 i¢in Western Blot sonug grafigi. Gruplar
arasinda anlaml fark yoktur
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Sekil 4.26. Deney gruplarina ait beyin dokularinin VEGFR2 igin Western Blot sonug grafigi. Gruplar
arasinda anlamli fark yoktur

4.10. Immiinohistokimyasal Boyama Bulgular
hTPC’lerin beyin dokusuna transplante oldugu belirlenmesi i¢in CDX2, EOMES ve

Insan Mitokondriyal Antikor (HM) ile immiinohistokimyasal boyama yapilmustr.

Ek olarak beyin dokusunda norogenik belirteclerin ve anjiyogenik belirteclerin
varlig1 ve lokalizasyonu VEGF, VEGFR1, VEGFR2, DLX2, DLX5, LHX6, NGN1,
NGN2, Oligl, Sox2, Olig2, PDGFRa ve NKX2 immiinohistokimyasal boyanmalari
gerceklestirilmistir.
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SHAM 1.GON
SHAM 3.GON
SHAM 11.GON

FSI 1.GUN
FSi 3.GUN

FSI 11.GUN

hTPC 3.GON

hTPC 11.GUN

Sekil 4.27:Deney gruplarina ait dokularda hiicre saptama igin immiinohistokimya bulgulari(A, B, C,
D,E, F, G, HCDX2,40X; 1,J,K,L, M, N, O, PEOMES 40X; R, S, T, U, V, Y, Z, A;, 40X).
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SHAM 1.GON

SHAM3.GUN

FSi 1.GUN
FSi 3.GUN
FSi 11.GUN

hTPC 3.GON

hTPC 11.GON -

Sekil 4.28:Deney gruplarma ait dokularda anjiyogenik belirteglerin immiinohistokimya bulgular (a,
bl C, dv e1 fl g, hl rl Sv t1 ul Vl y, Zvaly jll k11 |1| mll nll 011 pl: rl 20X| i1 ja kl Il mv n1 01 pl bll Cly dly ell fll
01, My, iy, 81, 1y, Uy, Vi, Y1, 74, @, Dy 40X)
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DLX2 DLX5

FSI 3.GUN

FSI 11.GUN

hTPC 3.GUN

hTPC 11.GUN

Sekil 4.29:Deney gruplarina ait dokularda DLX2 ve DLX5 immiinohistokimya bulgular1 (A, C, E, G,
Il Ky M1 01 Q1 81 V! Xl Zy Bll Dll Fl 20X; B! Dl F! Hl ‘]l Ll Nl P! Ry Tl Wl Yl All Cll Ell Gl 40X)'
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FSi 1.GUN

FSIi 3.GUN

FSI 11.GUN

Sekil 4.30:Deney gruplarina ait dokularda LHX6 ve NKX2.2 immiinohistokimya bulgular1 (A, C, E,
Gl Iy K1 M1 01 Q! 81 Vl xy 21 Bll D11 Fl 20X; Bl Dy Fl H1 ‘]1 Ll Nl P! Ry Tl W1 Y! All Cll Ely Gl 40X)'

84



SHAM 1.GUN

SHAM3.GUN
SHAM 11.GUN

FSi 1.GUN

FSI3.GUN

FSI 11.GUN

hTPC 3.GUN

hTPC 11.GUN

Sekil 4.31:Deney gruplarina ait dokularda NGN1 ve NGN2 immiinohistokimya bulgular1 (A, C, E, G,
Il K1 M1 01 Q1 81 V! Xl Zy Bll Dll Fl 20X; B! Dl Fl Hl ‘]1 L1 Nl P1 Rl T1 W1 Y! All Cll Ell Gl 40X)'
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SHAM 1.GUN

SHAM 3.GUN

T >
P R SR

SHAM 11.GUN

FSI 1.GUN

FSI 3.GUN

FSi 11.GUN

hTPC 3.GUN

hTPC 11.GUN

Sekil 4.32:Deney gruplarina ait dokularda Oligl ve Olig2 immiinohistokimya bulgular1 (A, C, E, G, I,
Ky My Oy Q1 Sy V1 X! Z! Blv D11 Fl ZOX; Bl Dy Fy H1 ‘]1 L1 N! P! Ry Ty W1 Y1 Alv Clv Elv Gl 40X)'
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PDGFR Alfa

SHAM 1.GUN

SHAM 11.GUN

FSi 1.GUN

FSI 3.GUN

Sekil 4.33:Deney gruplarina ait dokularda Sox2 ve PDGFRa immiinohistokimya bulgular1 (A, C, E,
G ILK,MOQ,S,V, X, ZB,, Dy F 20x;B,D,F,H,J,L,N,P,R, T, W, Y, Ay, Cy, E;, G; 40x).
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5. TARTISMA

Norolojik hastaliklarda tedavi olduk¢a zordur. Bunun nedeni santral sinir sisteminde
norogenezin sinirli olmasi, iyilesmeyi geciktiren aktif inhibitorlerin varligl ve glial
skar dokusunun iyilesmeyi engellemesidir. Biitiin ¢alismalar ve olumlu sonuglarina
karsin, yetiskin merkezi sinir sistemi i¢indeki hiicrelerin ¢esitliligi ve her bir
hiicrenin gorevlerinin farkli olmasi daha igin basginda hiicre temelli tedavilerin
stratejisi i¢in ayr1 bir dezavantaj olusturmakta ve bu tiir ¢alismalar i¢in timit kirici

olmaktadir.

Insanlarda gergeklesen iskemik inmelerin cogu, orta serebral arterin (MCA)
okliizyonundan kaynaklanir ve bu nedenle beyinde iskemi olusturmak i¢in hayvan
modellerinde MCA okliizyonu metodu gelistirilmistir. Bu modellerin amaci; (1)
insan inmesinde gergeklesen patofizyolojik degisiklikleri taklit etmek, (2)
tekrarlanabilir lezyonlar olusturmak, (3) nispeten basit ve noninvaziv prosediirler
kullanmak, (4) diisiik maliyetli olmak (5) fizyolojik parametrelerin izlenmesini ve
beyin dokusunun sonug Olglimleri i¢in analizini miimkiin kilmaktir (Hsu ve ark.,
1993). Birgok bagka hayvan tiirii de yukarida sozii edilen inme modelleme
kriterlerini yerine getirir. Bununla birlikte sicanlar, (1) serebral anatomi ve
fizyolojilerinin insanlara benzerligi, (2) fizyoloji ve beyin dokusunun kolay analizini
miimkiin kilan kiiglik boyutlara sahip olmasi, (3) disik maliyetleri, (4) tiirler
arasindaki dikkate deger genetik homojenlik ve (5) daha biiyiik hayvanlara gore
kullannmimn kamu ve kurumsal etik agisindan da kabul edilebilirligi, model
kullanilacak denek tiirii i¢in tercih nedeni olmalarini saglamaktadir (Sicard ve Fisher
2009).

Serebral kan akiminin kritik degerin altina inmesiyle olusan iskemik inme, inmelerin
%88’1ni olusturmaktadir. Beyinde olusan bu iskemi bolgelerinin %80°1 orta serebral
arter (MCA) ile beslenmektedir. Dolayisi ile bircok hayvanda inme modeli MCA’nin
tikaniklig1 tizerine kurulmustur (Baird ve Donnan 1993). Bizim de kullanmig
oldugumuz bu model ile %2 TTC boyanmast ile SHAM gruplariyla
karsilagtirildiginda belirledigimiz beyaz infarkt alanlari modelin basarili bir sekilde

olusturuldugunu gozler 6niine sermektedir.
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hTPC’lerin ndral farklilandirilmasi i¢in kullanilan iki faktér BDNF ve NSF’dir.
BDNF beyinde yiiksek oranda eksprese olan bir faktordiir (Timmusk ve ark. 1993).
hTPC hiicreleriyle yaptigimiz noral hiicrelere farklanma deneyi sonucunda hem
NeuN proteinin hem de Krezil Violet boyanmalarin farklilanan hTPC’lerde pozitif
oldugunu tespit ettik. Calismamiz sonucunda noéronal belirtec NeuN ile
isaretlenebilen, Krezil Violet ile boyanan Nissl cisimcikleri igeren ve morfolojik
olarak da noron benzeri hiicreler elde edilmistir. Bu durum da transplante olan
hTPC’lerin iskemik beyinde noron benzeri hiicrelere farklilanabilecegini

distindiirmektedir.

Insan trofoblast progenitér hiicrelerinin, Parkinson hastali1 ve diger nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisi i¢in alternatif pluripotent kok hiicre kaynagi olma potansiyeline
sahip oldugu daha 6nce yapilan galismalarla belirlenmeye ¢alisilmistir (Gupta ve ark.
2005). Retinoik asitin; insan trofoblast progenitor hiicrelerini, dopaminerjik
trofoblastik noral kok hiicrelere (tNKHs) faklilasmaya indiikledigi belirlenmis olup
bu hiicrelerin Parkinson hastaligi sigan modelinde transplantasyonunun biiyiik 6lglide
dopaminerjik nigrastriatal yolagini yeniledigi ve bdylece fonksiyonel olarak hem
akut hem de kronik Parkinson hastalifi si¢anlarinda, parkinson motor ndron

eksikligini azalttig1 tespit edilmistir (Gupta ve ark. 2005).

Bir¢ok ¢alisma, serebral iskemide kok hiicre transplantasyonunun endojen progenitor
hiicre ¢ogalmasin1 6nemli 6lgiide artirdigin1 ve yeni ¢ogalmis hiicrelerin beynin hasar
goren alanlarina go¢ ettigini gostermistir (Arvidsson ve ark. 2002, Kokaia ve
Lindvall 2003).

Kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerin hasarli beyinde noronal ve vaskiiler hiicre
tiplerini olusturarak tamir siirecine yardim ettigi gosterilmistir (Hill ve ark. 2004).
Bununla birlikte, yapilan calismalarda iyi hazirlanmis hiicrelerle baslangi¢ icin
oldukg¢a tatmin edici sonuglarin alinmaya bagslandigi, her gecen giin artan yayinlarla
da anlasilmaktadir. Son 10 yillik ¢alismalara baktigimizda 6zellikle kok hiicreler ile
progenitdr hiicrelerin santral sinir sisteminde yapisal ndroplastisite potansiyeline

sahip olduklar1 birgok kez ispatlanmastir.

Serebral iskemi; noronlarin, astrositlerin, oligodendositlerin, endotelyal hiicrelerin de

dahil oldugu cok sayidaki hiicrenin birlikte tahrip oldugu bir hastaliktir. Dolayisi ile
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serebral iskemideki tedavi stratejisi yalnizca noral elementlerin tamir olmasi degil
ayni1 zamanda damarlar gibi bu dokular1 besleyen yapilarin da tamir olmasini gerekli

kilmaktadir.

Inme sonrasinda hasarin en yiiksek oldugu iskemik korda endojen néral progenitdr
hiicrelerin proliferasyonu yoktur. Iskemik penumbrada ise oldukca azdr.
Subventrikiiler zondan koken alan ndral progenitor hiicreler kan damarlar1 boyunca
go¢ ederek post-iskemik kora gegerler (Kojima, Hirota ve ark. 2010). Fokal serebral
iskemi sonrasinda yeni olusan damarlar gé¢ eden noroblastlarin migrasyonunu
yonlendirir (Zhang, Chopp, ve ark. 2014). Bu durum, iskemik hasar sonrasinda
norogenez ve anjiyogenez iliskisini ve neden inme tedavisinin ndronlarin yani sira
damarlar1 da hedef almasi gerektigini ortaya koyar. Endometriyumda damar icine
giren trofoblastlar, kan damarlarinin dallanmasindan sorumludur ve Vaskiiler
Endotelyal Biiyiime Faktori (VEGF), KDR (VEGF reseptori 2), Flt-1 (VEGF
reseptorii 1), PLGF (plasental biiyiime faktorii-1) ve iyi bir vazoaktif faktdr olan
eNOS’u eksprese ederler (Ahmed ve ark. 2000, Rielland ve ark. 2008). Diisiik
oksijenli ortamlar, bu maternal-fetal anjiyojenik degisimlerin tetiklenmesine
yardimci olur. Aslinda, pre-implantasyon ve implantasyon mikrogevresi, iskemik
inme sonrasi ndral bolgedeki hipoksik ortama ¢ok benzer. Bu yiizden, inme sonrasi
merkezi sinir sistemi (MSS) igine hTPC transplantasyonunun anjiyogenik ve
vaskiiler yeniden modellenme mekanizmalarimi tesvik edebilecegi, iskemik alana
oksijen ve besin taginmasini saglayabilecegi ve bdylece inme sonrasi sekonder

hasarin 6nlenmesini saglayabilecegi kuvvetli bir olasiliktir.

VEGF’in anjiyogenezi arttirici etkisinin yani sira noroprotektif etkileri de oldugu
bilinmektedir. VEGF'in anjiyojenik etkisi, endotel hiicre sagkalimin1 hizlandiran ve
VEGFR-2 reseptorii ve fosfatidilinositol 39-kinaz (PI3-K) sinyal yolagi vasitasiyla
aracilik edilen bir antiapoptotik etkidir (Gerber ve ark. 1998). Bu yolak, ayni
zamanda, serebellar noronlarda (Dudek ve ark. 1997) insiilin benzeri biiylime
faktoriiniin  (Neufeld ve ark. 1999) hiicre sagkalimi patogenezinde ve motor
noronlarda glial hiicre hattindan tiiretilen norotrofik faktorlerle (Soler ve ark. 1999)
iliskilendirilmistir. VEGF'in  kendisi direk norotrofik etkilere sahip gibi
goriinmektedir, ¢iinkii aksonal biiyiimeyi uyarir ve farede istiin servikal ve dorsal

kok gangliyon ndronlarinin hayatta kalmasini artirir (Sondell ve ark. 1999). Baska bir
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calismada da sicanin mezensefalik ndronlarmin hayatta kalmasinini sagladigi

gosterilmistir (Silverman ve ark. 1999).

Buna karsin, inme sonrasi 1 saatte ekzojen VEGF verilmesi kan beyin bariyerinde
(KBB) sizintiy1 arttirir, hemorajik transformasyonu artirir ve iskemik hiicre hasarini
arttirtr. Bu bulgular, serebral mikrovaskiiler perflizyonun arttirilmas: ve iskemik
beyindeki KBB sizintisinin arttirilmasi i¢in VEGF'nin ¢ok yonlii bir rolii oldugunu
gostermektedir. Bu durum anjiyogenik aktivitesi sirasinda VEGF’in MMP
indiikleyici etkisiyle iligkilidir. Yeni olusan damarlar icin KBB agilmasi
gerekmektedir (Zhang Z. G. ve ark. 2000). Bu durum kisa vadede 6dem ve hemoraji
gibi riskler olustursa da, kok hiicre tedavisi i¢in endojen VEGF yoluyla olusan KBB

sizintist avantajli olabilir.

Kan-beyin bariyeri (KBB), beyin kilcal endoteli tarafindan olusturulur ve biiyiik
molekiil noroteraptiklerinin %100'inii ve tim kiiciik molekiillii ilaglarin % 98'inden
fazlasini beyinin diginda tutar (Pardridge 2005). Terap6tik maddelerin beynin belirli
bolgelerine verilmesinin zorlugunun iistesinden gelmek, ¢cogu beyin bozuklugunun
tedavisinde biiyiik bir zorluk olusturmaktadir. Noroprotektif roliinde, kan-beyin
bariyeri, potansiyel olarak Onemli bazi diagnostik ve terapdtik ajanlarin beyne
taginmasini engellemek tlizere islev gorlir. Tan1 ve tedavide etkili olabilecek terapdtik
molekiiller ve antikorlar KBB'ni yeterli miktarda ge¢gmez. Dolayisiyla VEGF aracili

KBB sizintilar1 kok hiicre tedavileri i¢in avantajlidir.

Burada da CDX2 ve EOMES gibi trofoblast progenitor belirtecleriyle ve insan
mitokondriyel antijen ile hiicrelerin beyin dokusuna transplantasyonunu gostermeyi
basardik. Bunun yani sira, hTPC’lerle yapilan qRT-PCR ve WB sonuglar1 da
gostermektedir ki bu hiicreler anjiyogenik faktor VEGF’i ve onun reseptorleri
VEGFR1 ve VEGFR2yi eksprese etmektedir. Ek olarak ELISA sonuglar1 da
salgilanan VEGF’1 bu hiicrelerin silipernatantlarinda gostermektedir. Sonug olarak
hiicre transplantasyonunun 11.giinlinde beyin dokularinda VEGF protein miktarinin
anlaml olarak artis1i, bu hiicrelerin iskemik hasarli beyinde anjiyogenezi arttirici

yonde rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir.

Inme ve travmatik beyin hasari (TBH) ile ilgili nceki arastirmalar, gri cevher

icindeki noronal hiicrelerdeki patolojik degisiklikleri agirlikli olarak vurgulamistir.
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Bununla birlikte, yakin tarihli arastirmalar, bu kosullardan uzun vadede iyilesmede
beyaz cevher biitiinliigiiniin esit 6nemini vurgulamistir. Demiyelinizasyon, beyaz
cevher hasarinin 6nemli bir bilesenidir ve miyelin kilifi ve oligodendrosit hiicre
Olimii ile karakterizedir. Demiyelinizasyon, uzun siireli sensorimotor ve bilissel
aciklara onemli dl¢lide katkida bulunur. Ciinkii yetiskin beyin sadece oligodendrosit
rejenerasyonu ve aksonal remiyelinizasyon i¢in sinirli kapasiteye sahiptir (Pantoni ve
ark. 1996). LFB boyanmalar1 ile iskemi sonrasindaki miyelin kaybt SHAM ve FSI
gruplar arasindaki karsilastirma ile ¢alismamizda ortaya konmustur. Progenitor
hiicre transplantasyonu sonrasinda bu demiyelinizasyondaki azalma dikkat ¢ekicidir.
Demiyelinizasyonun temel patolojisinde oligodentrosit 6liimii vardir (Shi ve ark.
2015) hTPC transplantasyonu sonrasinda oligodentrosit kader belirleyici Olig 1 ve
oligodentrosit soylarindan biri olan O-2A’nin belirteci olan PDGFRa’nin
miktarindaki artislarin Western Blot metodu ile belirlenmesi bu sonucu agiklayabilir.
Transplantasyon sonrasinda artan oligodentrosit miktar1 demiyelinizasyonun geri

dontisiimiinii saglayabilir.

Bu calismada insan trofoblast progenitdr hiicre transplantasyonu oOncesinde ve
sonrasinda beyin dokularinda nérogenik belirteclerin ekspresyon miktarlarit Western
Blot kullanilarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, insan term plasenta kokenli
trofoblast progenitér hiicrelerin transplantasyonunun 11. giiniinde noronal
farklilasma ve migrasyonda goérevli DLXS ve major anjiyogenik faktor VEGF
protein miktarlarindaki istatistiksel anlamli artis vardir. Ek olarak, insan term
plasenta kokenli trofoblast progenitor hiicrelerin transplantasyonunun hem 3. hem
11. giiniinde oligodentrogenezin Onemli transkripsyon faktdrlerinden NKX2.2’nin
protein miktarindaki istatistiksel anlamli artis saptanmistir. Bunun yam sira
istatistiksel olarak anlamli olmasa da LHX6, Oligl, PDGFRa, VEGFR1 ve
VEGFR2’de de protein diizeyinde artislar saptanmistir. Insan term plasenta kokenli
trofoblast progenitor hiicrelerin transplantasyonu sonrasinda tespit edilen hiicrelerin
miktar1 azdir. Bu durum, bu hiicrelerin iskemik beyindeki endojen restoratif
mekanizmalar1 harekete geciren bir mikro ortam sagladigini diisiindiiriir. Bu nedenle,
bu ¢alismanin sonuglari, hTPC'ye dayali tedavinin inme hastalari i¢in etkili bir tedavi
sunabilecegini diisiindiirmektedir. Transplante edilen hTPC'lerin terapétik etkilerinin

altinda yatan kesin mekanizmalar1 tanimlamak ve iskemik inmeden sonra hTPC'ye
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dayali tedavi ile saglanan fonksiyonel sonucu degerlendirmek icin gelecekte daha

fazla galismalara ihtiyag vardir.

Bu ¢alisma iskemi sonrasinda 3. giin ile iskemi-reperfiizyon sonrasi akut fazi 11. giin
ile gecikmis noronal 6lim fazini1 kapsamaktadir. Bu calisma insan term plasenta
kokenli trofoblast progenitdr hiicrelerin anjiyogenik faktdrler VEGF, VEGFR1 ve
VEGFR2 eksprese ettigini ve VEGF ve VEGFR1 salinimi yaptigin1 gosteren ilk
caligmadir. Dahasi bu c¢alisma ile iskemi sonrasinda insan term plasenta kokenli
trofoblast progenitér hiicrelerin transplantasyonunun anjiyogenez, norogenez,
remiyelinizasyon ve infarkt hacminin kiigiilmesinde rol oynayabilecegi

gosterilmigtir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada insan term plasenta kokenli trofoblast progenitor hiicrelerin
transplantasyounun iskemik beyin hasarindan sonra iyilesme tiizerine yararli etkileri

gosterildi.
Sonug olarak;

1. Term plasentadan trofoblast progenitor hiicre izolasyonu ve bu hiicrelerin CDX2
ve EOMES ile karakterizasyonu yapilabilmektedir.

2. Insan trofoblast progenitdr hiicreler uygun kosullar altinda ndron-benzeri
hiicrelere farklanabilmektedirler. Bu ndron-benzeri hiicreler NeuN eksprese
ederler ve Nissl cisimciklerine sahiptirler.

3. MCAO modeli ratlarda iskemik inme olusturmak i¢in kullanilabilir ve bu inme
sonucunda olusan infakt alan1 %2TTC ile belirlenebilir. Iskemi-reperfiizyondan
24 saat sonra kuyruk veninden yapilan insan trofoblast progenitor hiicre
enjeksiyonu yapildiktan sonra 3. ve 11. giinlerinde bu infakt alaninda azalma
gozlemlenmistir. Bu beyin dokularinda immiinohistokimya yontemiyle CDX2,
EOMES ve insan mitokondriyal antijen kullanilarak hiicrelerin buraya
transplantasyonu oldugu tespit edilmistir.

4. iskemik inme ozellikle korpus kallozum bdlgesinde LFB ile tespit edilen
demiyelimizasyona neden olur. iskemi-reperfiizyondan 24 saat sonra kuyruk
veninden yapilan insan trofoblast progenitdr hiicre enjeksiyonunun 3. ve 11.
giinlerinde remiyelinizasyon saptanmaktadir.

5. Biitlin gruplara ait beyin dokularinda yapilan Western Blot ve
immiinohistokimya deneylerinden yola c¢ikarak; insan term plasenta kokenli
trofoblast progenitor hiicre transplantasyonu ile fokal iskemi sonrasi beyinde
bazi norogenik ve anjiyogenik belirteglerin arttigi gosterilmistir.

6. Bu calisma insan term plasenta kokenli trofoblast progenitér hiicrelerin
anjiyogenik faktorler VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 eksprese ettigini ve VEGF
ve VEGFRI1 salinimi yaptigin1 gostermistir.

7. Bu calisma ile iskemi sonrasinda insan term plasenta kokenli trofoblast
progenitdr  hiicrelerin  transplantasyonunun  anjiyogenez, = ndrogenez,
remiyelinizasyon ve infarkt hacminin kii¢iilmesinde rol oynayabilecegi

gosterilmistir.
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